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Einleitung

1. Einleitung und Ziel

Das Bundesministerium fiir Bildung und Forschung (BMBF) hat von 2008 bis 2011 ein Ver-
bundprojekt mit dem Titel ,,Entwicklung eines Biotransformationssystems fiir die meta-
bolische Aktivierung von validierten in-vitro-Systemen zur Priifung auf Embryotoxizi-
tat“ gefordert (Nr. 0315208A). In dessen Rahmen wurde die hier vorliegende Promotionsar-
beit mit dem Thema ,,Untersuchung von fiinf Fremdstoffen und deren Hauptmetaboliten
allein und in Kombination in der whole embryo culture mit Rattenembryonen* erstellt.

Das Gesamtziel des Vorhabens entspricht der Entwicklung von Alternativmethoden zum
Tierversuch, wobei die Methode ,whole embryo culture“ (WEC) bereits in Studien der
ECVAM (European Centre for the Validation of Alternative Methods) und der ZEBET (Zen-
trum fir Dokumentation und Evaluation von Alternativmethoden zum Tierversuch am Bun-
desinstitut fir Risikobewertung in Berlin) in den Jahren 1996 und 2000 zusammen mit dem
Embryonalen Stammzelltest und dem Micromass Test validiert wurde (Brown, 2002; Gen-
schow et al., 2002). Im Bereich der Embryotoxizitat werden zur Untersuchung von Arzneimit-
teln und anderen chemischen Substanzen Tiermodelle herangezogen. Diese verursachen
potentiell Leiden, Schmerzen und Sché&den fir die Tiere und gehen auch mit groRem Kos-
ten-, Zeit- und Arbeitsaufwand einher. Die WEC bietet, wie auch der Embryonale Stammzell-
test, eine Moglichkeit, Tierversuche auf dem Gebiet der Reproduktionstoxikologie zu reduzie-
ren.

Im Sinne der ,drei Rs“ — Replacement, Reduction und Refinement — urspriinglich von
Charles Hume, dem Grinder der Universities Federation for Animal Welfare (UFAW), im
Jahr 1954 vorgeschlagen (Russell et al., 1959) und weitergefiihrt von Russel und Burch im
Jahre 1959, sollen hier Methoden verfeinert werden, die zu einer Verminderung bzw. einem
Ersatz von Tierexperimenten flihren (Russell et al., 1959; Balls et al., 1996). Aufgrund dieser
Bestrebungen und einem wachsenden Interesse seitens der Offentlichkeit fanden die ,drei
Rs“ auch Eingang in die Gesetzgebung. ECVAM wurde im Jahr 1991 von der Europaischen
Kommission eingerichtet, um die wissenschaftliche und behérdliche Akzeptanz von Alterna-
tivmethoden zu verstarken. In der momentanen europaischen und US-amerikanischen Ge-
setzgebung ist nun verankert, dass bei der Verwendung von Labortieren eine Uberpriifung
stattzufinden hat, ob der Einsatz von Tieren wissenschaftlich und ethisch gerechtfertigt ist
(Brown, 2002; Zurlo et al., 1996).

Um den gesetzlichen und ethischen Anforderungen gerecht zu werden, besteht weiterhin ein
grolier Forschungsbedarf auf dem Gebiet der Alternativmethoden, um die Zahl an verwen-
deten Labortieren zu minimieren, diese Methoden zu verbessern oder ganz zu ersetzen.
Ebenso wie in anderen Bereichen ist es auch in der Reproduktionstoxikologie wichtig, eine
Moglichkeit zur Integration eines metabolisierenden Systems in die in-vitro-Tests zu finden.
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Deshalb beschattigt sich das Verbundprojekt mit der Mdglichkeit der Integration der metabo-
lischen Aktivierung von Testsubstanzen, um auch das embryotoxische Potenzial von ,Pro-
teratogenen® nachweisen zu kénnen, die erst nach metabolischer Aktivierung eine embryo-
toxische Wirkung aufweisen.

Im Rahmen des Verbundprojekts soll die mogliche Kombination des Embryonalen Stamm-
zelltests (EST) und der WEC mit Biotransformationssystemen untersucht werden. Diese Bio-
transformationssysteme basieren auf primaren Hepatozyten des Schweins bzw. NeoHep-
Zellen, die aus Monozyten des Menschen gewonnen werden. Die primaren Hepatozyten der
Ratte dienen als Vergleich fir die Optimierung und Standardisierung. In einem ersten Schritt
sollen ausgewahlte Substanzen und deren Metaboliten allein und in unterschiedlichen Mi-
schungsverhaltnissen untersucht werden. In dieser Arbeit werden die Versuche mit der WEC
und finf Substanzen, Metaboliten und verschiedenen Kombinationen untersucht, um einen
unvollstandigen Umsatz von Ausgangssubstanz zu Metabolit zu simulieren und die Effekte
fur einen spateren realen Umsatz durch die Hepatozyten beurteilen zu kénnen.



Literaturiibersicht

2. Literaturiibersicht

2.1 ,Whole Embryo Culture*

Eine immer grofRer werdende Zahl von chemischen Substanzen muss auf Toxizitat getestet
werden. Gesetzlich wurde dies von der Europaischen Union in der am 01. Juni 2007 in Kraft
getretenen sogenannten REACH-Verordnung niedergelegt. REACH steht dabei flir Registra-
tion, Evaluation, Authorisation of Chemicals (Registrierung, Bewertung und Zulassung von
Chemikalien). Diese EG-Verordnung (Nr. 1907/2006) zentralisiert und vereinfacht das Che-
mikalienrecht europaweit. Da dieses Ziel mdglichst ohne eine drastische Ausweitung von
Tierversuchen erreicht werden soll, war es in den letzten Jahrzehnten nétig, eine Reihe von
Alternativmethoden unterschiedlicher Komplexitat zu etablieren. Dazu zahlen Zell-, Organ-
und Embryokulturen, die eine Reduktion ansonsten notwendiger Tierversuche bewirken sol-
len. Dabei reicht das Spektrum von einfachen Zellkulturen bis hin zu hochkomplexen Syste-
men. Ungeklart dabei ist, ob durch den Verzicht auf Tierexperimente das Niveau an Sicher-
heit bei der toxikologischen Prifung unverandert bleibt (Flick und Klug, 2006).

Innerhalb einer ECVAM-Studie im Zeitraum zwischen 1997 und 2000 (Genschow et al.,
2002; Piersma et al., 2002; Spielmann et al., 2002) wurden drei in-vitro-Alternativmethoden
zum Tierversuch im Bereich Embryotoxizitat validiert. Nach dem Validierungsschema der
ECVAM, ICCVAM und der OECD wurden folgende Methoden empfohlen: Die WEC mit Rat-
tenembryonen, der Micromass Test (MMT) mit primaren Kulturen von dissoziierten Limb-
Bud-Cells (Extremitatenknospen) und Mittelhirn von Rattenembryonen sowie der EST, der
mit etablierten Mauseembryonenzelllinien arbeitet. In der Studie wurden 20 Testsubstanzen
evaluiert, die in drei Klassen unterteilt wurden: ,nicht embryotoxisch®, ,schwach embryoto-
xisch* und ,stark embryotoxisch* (Spielmann und Liebsch, 2002). Je nach Anforderungsprofil
der durchzufihrenden Tests eignen sich die einzelnen Methoden unterschiedlich gut. Die
Zellkulturen haben den Vorteil, dass keine Tiere verwendet werden mussen. Allerdings Iasst
sich nur eine geringe Breite an (zytotoxischen) Mechanismen und Effekten an ihnen darstel-
len. Ahnliches gilt fir Versuche mit einzelnen Organen. Die WEC ist hingegen eine relativ
aufwendige und teure Methode. AuBerdem miissen tragende Tiere dafir getétet werden.
Positiv ist hierbei zu bewerten, dass sich die Effekte der Substanzen auf die embryonale
Entwicklung wahrend der Organogenese gut darstellen lassen. Allen Methoden fehlt jedoch
die metabolische Kapazitat, die in einem Tierexperiment durch die Metabolisierung von
Fremdstoffen im matterlichen Organismus reprasentiert wird (Dinort, 2007).

Die WEC lasst die Beobachtung von Verdnderungen wahrend einer sehr sensiblen Phase
der Organogenese zu, wobei eine weitgehende Ubereinstimmung mit Tierexperimenten vor-
liegt. Innerhalb der Validierungsstudie wurde festgestellt, dass in der WEC mit einer 70-
prozentigen nicht embryotoxische und mit einer 76-prozentigen Wahrscheinlichkeit schwach
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embryotoxische Substanzen erkannt werden koénnen; stark embryotoxische Substanzen
wurden zu 100 % detektiert (Dinort 2007).

In der WEC kénnen Embryonen von Fischen, Amphibien, Végeln, wie auch Saugetierembry-
onen von Mausen, Hamstern, Ratten oder Kaninchen verwendet werden. Die Ergebnisse
zeigen aber speziesabhangige Unterschiede, so dass diese nicht gegenseitig Ubertragbar
bzw. zu vergleichen sind (Flick et al., 2006). Da bei den meisten tierexperimentellen Studien
zur Pranataltoxizitat von Fremdstoffen Ratten verwendet werden, wird eine WEC bei toxiko-
logischen Fragestellungen auch meist mit Rattenembryonen durchgefihrt.

2.2 Ubersicht iiber die verwendeten Referenzsubstanzen

2.2.1 Auswahlkriterien fiir die verwendeten Substanzen

Das Verbundprojekt beschaftigte sich mit der Weiterentwicklung von validierten in-vitro-
Methoden, so dass es notwendig war, zunachst bereits als teratogen bzw. embryotoxisch
bekannte Substanzen zu verwenden. Die ECVAM International Validation Study legte schon
im Jahr 1994 Substanzen fest, die zur Testung von in-vitro-Systemen zur Embryotoxizitat
herangezogen werden konnten. Dabei wurden die Chemikalien klassifiziert in:

- nicht embryotoxisch (Klasse 1)
- schwach embryotoxisch (Klasse 2)
- stark embryotoxisch (Klasse 3)

Des Weiteren wurden auch die in dem hier durchgeflinrten Projekt verwendeten Substanzen
all-trans-Retinsaure (Klasse 2) und Valproinsaure (Klasse 2) validiert (Brown, 2002). Zusatz-
lich wurden Cyclophosphamid, Albendazol und Acetylaminofluoren und deren Metaboliten
untersucht.

Im Folgenden werden die zu untersuchenden Substanzpaare hinsichtlich ihres Metabolismus
und ihrer Teratogenitat beschrieben.
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2.2.2 Cyclophosphamid
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Abb. 1: Strukturformel von Cyclophosphamid

@)

Cyclophosphamid gehort zu der Gruppe der alkylierenden N-Lost-Verbindungen. Es wird als
Zytostatikum, meist in Kombination mit anderen Therapeutika, zur Behandlung von Neopla-
sien wie Brust- und Lungenkrebs, Leukamie und bei Autoimmunerkrankungen als Immun-
suppressivum eingesetzt. Cyclophosphamid ist bekannt fir seine teratogene Wirkung bei
Tieren. Diese wurde bereits in mehreren Studien, unter anderem in der WEC (Luijten et al.,
2008; Slott et al., 1988), in der Kultur von Limb-Buds von Mausen (Huang et al., 2009), durch
intraamniotische subgerminale Injektion in Hihnerembryonen zwischen Tag 2 bis 4 (He-
ringova et al., 2003), sowie durch Behandlung tragender Ratten mittels intraperitonealer In-
jektion (Park et al., 2009; Xiao et al., 2007), nachgewiesen.

Cyclophosphamid wird durch verschiedene Enzyme (Cytochrom P450 (CYP-)abhangige
Monooxygenasen, die Glutathion-S-Transferase (GST) und die Aldehyd-Dehydrogenase)
metabolisiert. Dabei entfaltet es erst durch enzymatische Aktivierung in der Leber (Hydroxy-
lierung durch die CYP-Monooxygenasen) seine antineoplastische und auch teratogene Po-
tenz und ist damit ein ,Prodrug” bzw. ,Proteratogen®. Unter Prodrug (bzw. Proteratogen) ver-
steht man eine Substanz, die erst durch die im Korper erfolgende Metabolisierung ihre
pharmazeutische bzw. teratogene Wirksamkeit erhalt. Fir verschiedene CYP-Enzyme konn-
te nachgewiesen werden, dass sie in die 4-Hydroxylierung von Cyclophosphamid beim Men-
schen involviert sind, einschlielich CYP 2B6, 2C9, 2C19, 3A4 und 3A5, wobei 2B6 die
héchste 4-Hydroxylierungsaktivitat zeigte (Ekhart et al., 2008). Die hepatischen Enzyme
CYP2B und CYP2C katalysieren die Ausgangssubstanz (ber einen Zwischenschritt (4-
Hydroxy-Cyclophosphamid und seinem Aldehyd-Tautomer Aldophosphamid) zu den aktiven
Metaboliten Acrolein und Phosphoramidmustard durch spontane B-Elimination (siehe Abb. 2
auf S. 6). Die CYP2B-Isoformen gelten als verantwortlich fur die Bildung der embryo-
toxischen Metaboliten Acrolein und Phosphoramidmustard. 4-Hydroxy-Cyclophosphamid und
Phosphoramidmustard werden von der GST inaktiviert (Ekhart et al., 2008; Park et al.,
2009).
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In einer WEC-Studie mit Rattenembryonen von Luijten und Mitarbeiter mit nicht-
metabolisiertem bzw. nicht-enzymatisch bioaktiviertem Cyclophosphamid wurden bei einer
Konzentration von 300 pg/ml (1074,8 uM) keine Veranderungen im Vergleich zur Kontrolle
festgestellt. Erst nach einer Inkubation mit einer Mikrosomenpraparation zeigten sich mor-
phologische und funktionelle Lasionen (Luijten et al., 2008).

In einer weiteren Studie wurden die Wirkungen von Cyclophosphamid auf Mauseembryonen
in vitro getestet (Ozolins et al., 1995). Dabei wurde eine Embryo-Hepatozyten-Co-Kultur von
embryonalen und maternalen Mausehepatozyten verwendet. Am Tag 9,5 wurden die Em-
bryonen entnommen und flir 24 Stunden in Kombination mit primaren maternalen Mausehe-
patozytenkulturen (> 85 % Uberlebensrate) kultiviert. Die Mduseembryonen wurden dann mit
Cyclophosphamid in den Konzentrationen 0, 7,5, 15 und 25 pg/ml inkubiert. Dabei wiesen
die mit nicht-aktiviertem Cyclophosphamid behandelten Embryonen im Vergleich zur Kontrol-
le keine Veranderungen auf. Das aktivierte Cyclophosphamid hatte konzentrationsabhangig
Einfluss auf die Scheitel-SteiR-Lange (Abnahme), Somitenzahl und Dottersackparameter
(Ozolins et al., 1995).

In neueren in-vitro-Studien mit dem EST (Hettwer et al., 2010) und der Kultur mit Limb-Buds
(Huang und Hales, 2009) konnte eine Beeinflussung der Entwicklung durch nicht-aktiviertes
Cyclophosphamid festgestellt werden. Im EST sollten seine Auswirkungen auf die Differen-
zierung der embryonalen Stammzellen in Kardiomyozyten und auf die Proliferation von em-
bryonalen Stammzellen sowie Balb/c-3T3-Zellen (adulte Mausfibroblasten) untersucht wer-
den. Dabei wurden sechs Konzentrationen im Bereich von 31,3 bis 1000 pg/ml getestet. In-
nerhalb dieses Bereichs konnte kein (toxischer) Effekt auf die Lebensfahigkeit der Balb/c 3T3
nachgewiesen werden (ICs-D3-Konzentration: 920 pg/ml). Durch Einsatz von mit Cyclo-
phosphamid inkubierten primaren murinen Hepatozyten und anschlieRender Verwendung im
D3-Differenzierungsassay des EST liel3 sich ein toxischer Effekt erzielen. Hier konnte dann
im Vergleich zu nicht-aktiviertem Cyclophosphamid eine Uber 70-fach niedrigere 1Cs,-D3-
Konzentration (von 5 pg/ml) berechnet werden. Die metabolische Aktivierung mittels eines
CYP-450-Monooxygenasesystems wurde damit als Voraussetzung erkannt, um Effekte im
EST bei relevanten Konzentrationen zu erzielen (Hettwer et al., 2010).

4-Hydroperoxycyclophosphamid wurde in der Limb-Buds-Kultur mit CD-1®-Mausen getestet.
Bei dieser Substanz handelt es sich um ein Cyclophosphamid-Derivat, das spontan zu den
gleichen Stoffen zerfallt wie Cyclophosphamid durch Metabolismus. Dabei wurden die
Gliedmallenknospen von Mauseembryonen am Gestationstag 12,5 tUber sechs Tage hinweg
mit Konzentrationen von 1 bzw. 3 yg/ml des aktivierten Analogons inkubiert. Es konnten bei
beiden Konzentrationen deutliche Veranderungen auf die Chondrogenese festgestellt wer-
den, vor allem in der Knochenlange und der Zehenformation (Huang und Hales, 2009).
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Bereits in friiheren Studien an Nagetieren, aber auch an Hihnern, Kaninchen und Affen,
wurde gezeigt, dass die Substanz wahrend der sensitiven Phase der Organogenese embryo-
fetale Resorptionen, Wachstumsverzégerung oder multiple Anomalien wie Anenzephalie,
sowie Gliedmalien- und Skelettdefekte verursacht (Enns et al., 1999; Mirkes, 1985; Park et
al., 2009). Die Tiere litten an Fehlbildungen in der Gesichtsregion wie Exophthalmus, Gau-
men-/Lippenspalte, Mikrotie und Mittelgesichtshypoplasie (Gilani et al., 1983; Mirkes, 1985).

Xiao und Mitarbeiter (2007) verabreichten intraperitoneal tragenden Ratten am 13. Gestati-
onstag Cyclophosphamid in den Dosierungen 7,5, 10,5, 12,5 und 15,0 mg/kg und téteten
diese am 14. Tag. Die Effekte auf die embryonalen Gehirne wurden mit Hilfe von Zytotoxizi-
tatstest (MTT), Single-Cell-Gel-Elektrophorese, Durchflusszytometrie und Elektronenmikro-
skopie untersucht. Im Vergleich mit der unbehandelten Kontrollgruppe zeigten sich deutliche
Effekte vor allem bei der mit einer Konzentration von 12,5 mg/kg Kérpergewicht behandelten
Gruppe. Im Bereich des Neuralrohrs traten nach 24-stiindiger Behandlung mit Cyclophos-
phamid apoptotische Zellen auf. In dieser Studie konnte somit festgestellt werden, dass
teratogene Wirkungen von Cyclophosphamid auch noch nach Schluss des Neuralrohrs in
Form einer neuralen Apoptose induziert werden kénnen. Bei einer Konzentration von 8 pug/ml
Cyclophosphamid (in vitro) sanken das Wachstum und die Lebensfahigkeit von Neuronen,
DNA-Schaden entstanden und friihe apoptotische morphologische Schaden traten auf (Xiao
et al., 2007).

Die Teratogenitat von Cyclophosphamid wurde in mehreren Fallberichten aus der Human-
medizin beschrieben. Es traten kongenitale Veranderungen nach Exposition des Embryos
mit der Substanz auf, die allerdings wenig spezifisch waren (Enns et al., 1999; Gupta et al.,
2009). Cyclophosphamid wird haufig zusammen mit anderen Chemotherapeutika (5-Fluor-
uracil, Adriamycin oder Methotrexat) angewandt, so dass eine eindeutige Zuordnung der
Veranderungen zu einer Substanz nicht méglich ist.

In einem Fallbericht aus dem Jahr 1999 (Enns et al., 1999) beschéaftigten sich die Autoren
mit der Frage der Auspragung der morphologischen Veranderungen nach pranataler Cyclo-
phosphamidexposition. Vor allem nach Verabreichung im ersten Trimenon wurden Falle mit
Fehlbildungen beschrieben; es besteht aber offenbar eine relative Sicherheit im zweiten und
dritten Trimenon. Die Mutter wurde wahrend ihrer bis zur 26. Woche nicht erkannten
Schwangerschaft gegen Lupus Nephritis und Hypertonie mit vier intravends verabreichten
Dosen des cyclophosphamidhaltigen Praparates Cytoxan (20 mg/kg pro Dosis) behandelt.
Davon wurden drei Dosen wahrscheinlich vor der Graviditat und eine in der sechsten Woche
post conceptionem am Tag 37 gegeben. Die Mutter nahm wahrend ihrer Schwangerschaft
auflerdem noch Nifedipin, Atenolol, Clonidin, Prednison, Acetylsalicylsdure und Kaliumchlo-
rid ein. Es gab keine Hinweise auf Erbkrankheiten in der Familie. Das Kind hatte bei der Ge-
burt ein vermindertes Gewicht (< 5. Perzentile) und eine geringe Koérpergréfle (5. bis 10.
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Perzentile). Zudem zeigte das Madchen von Geburt an noch verschiedene andere Anoma-
lien: Mikrobrachyzephalie, Blepharophimosis, flache Orbitae, Hypertelorismus, breiter, fla-
cher Nasenrticken, knollenférmige Nasenspitze, Uberfaltete kleine Ohren, praaurikulare Gru-
be linksseitig, bogenférmig gekrimmter Daumen, Mikrognathie und hypoplastische Daumen.
Daruber hinaus fand sich am funften Finger eine Klinodaktylie und bilateral fehlten der vierte
und funfte Zeh.

Eine komplette Untersuchung des Skeletts ergab zusatzlich eine Brachyzephalie, Antero-
listhesis des S1 Wirbelkdrpers, Hypoplasie der Phalangen des flinften Fingers und Fehlen
des vierten und fuinften Metatarsus. Eine MRT des Kopfes zeigte im Alter von sechseinhalb
Wochen unter anderem eine leichte Ventrikulomegalie, das teilweise Fehlen des Septum
pellucidum und ein abnormales, einfaches gyrales Muster. Bei einer ophthalmologischen
Untersuchung wurden leicht hypoplastische Nervi optici, eine Exotropie und méglicherweise
eine kortikale visuelle Beeintrachtigung festgestellt. Die Chromosomenzahl der Blutzellen
war normal (46, XX). Insgesamt war das Madchen entwicklungsverzdgert und hatte schwer-
wiegende motorische Defizite (Enns et al., 1999).

In einem weiteren Fallbericht aus dem Jahr 2005 (Paskulin et al., 2005) wurde ein Patient
vorgestellt, dessen Mutter im ersten Trimenon ihrer Schwangerschaft an Brustkrebs erkrankt
war und mit Chemotherapeutika (Cyclophosphamid, 5-Fluorouracil und Adriamycin) behan-
delt worden war. Das Kind kam mit bilateraler Syndaktylie am ersten und zweiten Finger,
gespaltenen Handen zwischen dem zweiten und dritten Finger, einem dystrophischen Nagel
am vierten Finger der linken Hand, fehlenden distalen Fingerphalangen, hochgewdlbtem
Gaumen, Mikrozephalie und einem abgeflachten Nasenrtcken auf die Welt.

Eine letzte hier zitierte Falluntersuchung aus dem Jahr 2009 (Gupta et al., 2009) beschrieb
eine erfolgreiche Zwillingsschwangerschaft unter Cyclophosphamidtherapie bei einer Patien-
tin, die ebenfalls an Lupus Nephritis litt. Ihr wurde das Medikament (15 mg/kg Kérpergewicht,
d.h. hier 600 mg einmal pro Monat nach dem NIH Regime) intravends verabreicht, zusatzlich
erhielt sie eine Dauertherapie mit 100 mg Azathioprin pro Tag. Als die Schwangerschaft
diagnostiziert wurde, erhielt die Frau bereits die Cyclophosphamidtherapie. Die Therapie
wurde auf Wunsch der Patientin weitergefiihrt. Zudem bekam sie Hydroxychloroquin und
Prednisolon in niedriger Dosierung; das Azathioprin wurde abgesetzt. Die Zwillinge kamen in
der 32. Woche zur Welt und zeigten keine kongenitalen Fehlbildungen. Jedoch wurde darauf
hingewiesen, dass nicht allzu viele Schwangerschaften unter Cyclophosphamidtherapie oh-
ne Nebenwirkungen fur den Embryo verlaufen. Es besteht die Gefahr, dass es durch Cyclo-
phosphamid-Gabe wahrend der Schwangerschaft im spateren Leben der in utero ex-
ponierten Kinder zu sekundaren malignen Veranderungen kommen kann (Gupta et al.,
2009).
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2.2.3 Acrolein

H,C
X ]

Abb. 3: Strukturformel von Acrolein

In den hier beschriebenen Experimenten wurde Acrolein als (neben Phosphoramidmustard)
bekannter Metabolit des Cyclophosphamid verwendet. Es handelt sich dabei um einen un-
gesattigten Aldehyd, der unter anderem auch in Autoabgasen, Zigarettenrauch sowie in
Wein vorkommt (Chhibber et al., 1986; Slott et al., 1986).

Die embryotoxische Wirkung des Cyclophosphamid-Metaboliten wurde bereits in verschie-
denen in-vitro-Studien an Kaninchenembryonen, in Hihnereiern (Chhibber und Gilani, 1986),
durch Injektion in Dottersack und Amnion (Claussen et al., 1980) und in der WEC mit Rat-
tenembryonen (Mirkes et al., 1984; Slott und Hales, 1986) untersucht. Seine ausgepragte
Embryotoxizitat und -letalitat wurde in vitro und in vivo bestatigt. Veranderungen zeigten sich
in Form von asymmetrischen Wirbelkdrpern, Spina bifida, deformierten Rippen, Fehlen oder
Fusion von Sternumsegmenten und Mikrophthalmus beim Kaninchenembryo (Chhibber und
Gilani, 1986). In der Rattenembryokultur konnte man eine GréRenabnahme und eine abnor-
male Flexion des Embryos mit steigender Konzentration beobachten (Mirkes et al., 1984). In
der WEC zeigten sich signifikante Fehlbildungen des Gehirns, des Herzens, der Somiten,
der Gesichtsregion und der Vordergliedmalienanlage ebenso wie eine GrdéRenabnahme
(Scheitel-Steif’-Lange) und eine Veranderung von Kopflange und Dottersackdurchmesser ab
einer Konzentration von 80 uyM Acrolein. Ab einer Konzentration von 120 uM Acrolein konnte
eine Zunahme toter Embryonen festgestellt werden (Slott und Hales, 1986).

Bereits im Jahr 1985 wurde der Metabolit Acrolein auch in der Limb-Bud-Culture mit Mause-
embryonen (Gestationstag 11 oder 12) getestet. In einem Konzentrationsbereich von 3 und
10 pg/ml wurde ein deutlicher Einfluss auf die Differenzierung der Gliedmalienknospen nach
sechstagiger Kultur festgestellt. Der Effekt machte sich vor allem bei der Skapula und den
knéchernen Strukturen der Pfoten bemerkbar, Radius und Ulna waren weniger betroffen
(Stahimann et al., 1985).
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2.2.4 Retinol

CHs CHs
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CHs;
Abb. 4: Strukturformel Retinol (Vitamin A)

Retinol gehort zur Gruppe der essentiellen fettldslichen Vitamine und wird in der Leber ge-
speichert. Bereits 1937 konnte demonstriert werden, dass die Exposition von Sdugetieren
mit Vitamin A zu angeborenen Defekten flihren kann. 1940 wurde gezeigt, dass ein Vitamin-
A-Mangel bei tragenden Ratten ebenfalls zu multiplen angeborenen Veranderungen fihrt. In
einer ganzen Reihe von Untersuchungen bzw. Studien konnten ebenfalls zahlreiche konge-
nitale Fehlbildungen durch die Verabreichung von hoch dosiertem Retinol (100 bis
200 mg/kg bei tragenden Labortieren wie Ratten, Mausen oder auch Schweinen) wahrend
einer frihen Phase der Graviditat bei Sdugetieren ausgeldst werden (Kraft et al., 1992; Lee
et al.,, 1991). Epidemiologische Studien zeigen, dass ein entsprechendes Risiko offenbar
auch fir den Menschen besteht (Rothman et al., 1995).

In der Studie aus dem Jahr 1992 von Kraft und Juchau (1992) wurden Rattenembryonen am
Tag 10 mittels intraamniotischer Injektion mit jeweils einem Retinoid (all-trans-Retinsdure,
13-cis-Retinsdure und Retinol) behandelt und bis Tag 11,5 in Kultur gebracht. Dabei wurde
festgestellt, dass alle drei Retinoide qualitativ ahnliche Dysmorphogeneseeffekte hervor-
riefen wie durch eine niedrige Konzentration von all-trans-Retinsdure (250 ng/ml) verursacht
wurden; im Vergleich dazu mussten die Konzentrationen von 13-cis-Retinsaure um das
sechsfache und bei Retinol sogar etwa um das 16-fache héher angesetzt werden. Bei der
Inkubation mit all-trans-Retinsdure wurde bei 55 bis 60 % der tUberlebenden Embryonen eine
oder mehrere Abnormitaten wie unterentwickelte zweite Kiemenbdgen, fehlende Augen-
blasen und Unregelmafigkeiten in der kaudalen Koérperregion (abnorme Achsenrotation,
unregelmaflige Somiten) festgestellt. Retinol wurde mit 4 ug/ml getestet. Hier zeigten nach
24 Stunden 86 % der inkubierten Embryonen mindestens einen Defekt, der den unter all-
trans-Retinsaure aufgetretenen Fehlbildungen entsprach. Kraft und Mitarbeiter vermuteten
eine fetale Metabolisierungskapazitat, die eine Umwandlung von Retinol zu all-trans-Retin-
saure bewirke und dass damit die entstandene all-trans-Retinsdure verantwortlich fur die
teratogenen Effekte sei (Kraft und Juchau, 1992).

Die Mdglichkeit der embryonalen Metabolisierung wurde in einer weiteren Studie von Chen
und Mitarbeitern beschrieben (Chen et al., 1995). Hierin wurde die Biotransformation von all-
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trans-Retinol und all-trans-Retinal in all-trans-Retinsdure in Rattenembryonenhomogenat
untersucht. Hierfir wurden Rattenembryonen vom Gestationstag 10,5, 11,5 und 12,5 ver-
wendet. Im ersten Schritt erfolgte die Homogenisierung. Das jeweilige Homogenat der ver-
schiedenen Gestationsstadien wurde im Anschluss inkubiert. Bei allen konnte mittels HPLC
festgestellt werden, dass ein nachweisbarer Teil von all-trans-Retinol und all-trans-Retinal in
all-trans-Retinsdure umgewandelt wurde. Es wurden all-trans-Retinol und all-trans-Retinal in
Konzentrationen von 18, 36, 54 und 72 uM verwendet. Die Reaktion war Coenzym-ab-
hangig (NAD). Die Reaktionsraten steigerten sich im gleichen Umfang, wie das embryonale
Protein sich erhdhte. Beide Reaktionen wurden durch Erhitzen des Homogenats (5 Minuten
bei 100°C) beendet (Chen und Juchau, 1998).

In der WEC mit Rattenembryonen wurden Retinol und all-trans-Retinsdure auf ihre frucht-
schadigende Wirkung getestet, wobei die inkubierten Embryonen keine Veranderungen ge-
genuber den Kontrollembryonen bei einer Konzentration von 1,0 ug/ml Retinol zeigten (Luij-
ten et al., 2008).

Eine weitere in-vitro-Studie wurde mit einer Maus-Limb-Bud-Kultur und Maus-Mesenchym-
zellkulturen (High Density Culture) durchgefuhrt (Zimmermann et al., 1985). Dafir wurden
die oberen GliedmalRenanlagen von NMRI-Mauseembryonen (Gestationstag 11) verwendet
und auf Membranfiltern in Organkulturen (Methode von Trowell) inkubiert. Die Mesenchym-
zellen wurden aus Gliedmalienanlagen von Mauseembryonen des Gestationstages 12 ge-
wonnen. Beide Kulturen wurden bei 37°C in humider Atmosphare (2,5 % CO, Luftgehalt)
Uber sechs Tage inkubiert. Verwendete Retinoide waren all-trans-Retinsaure, 13-cis-
Retinsdure und weitere Isoformen in Konzentrationen von 0,1, 1,0, 10,0 yg/ml. Alle Substan-
zen wurden in DMSO gel6st. Die Kontrollen wurden nur mit DMSO behandelt. Limb Buds
und Zellen waren von Tag 1 bis 3 exponiert. Ein Teil der Limb Buds und der Zellen wurde
dann elektronenmikroskopisch untersucht, wahrend der andere Teil fir weitere drei Tage
inkubiert wurde. Jedes der getesteten Retinoide bewirkte eine konzentrationsabhangige In-
hibition der Differenzierung der Limb Buds vom Blastemstadium zu den Knorpelanlagen des
Skeletts. Allerdings konnten quantitative Unterschiede zwischen den Substanzen festgestellt
werden. all-trans-Retinsaure war wirksamer als 13-cis-Retinsdure und diese wiederum war
starker auf die Ausbildung der Gliedmalien wirksam als die zwei weiteren getesteten Isofor-
men. Alle untersuchten Retinoide zeigten ahnliche Effekte auf das Limb-Bud-Mesenchym.
Bei hdheren Konzentrationen entwickelte sich kein Knorpelgewebe. Die quantitative Wirkung
in der Mesenchymzellkultur glich der in der Limb Bud Kultur (all-trans-Retinsdure > 13-cis-
Retinsaure > Isoformen) (Zimmermann et al., 1985).

Die Teratogenitat der Retinoide ist in mehreren Tierversuchen gezeigt worden. Bereits im

Jahr 1953 fiihrte Cohlan Versuche mit tragenden Ratten durch, bei denen er Vitamin A an
diese mittels einer Verdinnungslésung verfiitterte (Cohlan, 1953). Dabei wurden 50.000 In-

12



Literaturiibersicht

ternationale Einheiten (I.E.) Vitamin A (entsprechend etwa 15 mg all-trans-Retinsaure) mit
Sorethytan-Monooleate-und-Wasser-Verdiinnung vermischt. Es wurde festgestellt, dass die
Fahigkeit, den Wurf bis zum Geburtstermin auszutragen, zuriickging, wenn 35.000 |.E. Vita-
min A pro tragender Ratte taglich vom zweiten, dritten oder vierten bis zum 16. Tag der
Trachtigkeit gegeben wurden. Nur bei 10 % der behandelten Tiere verlief die Trachtigkeit
normal. Die nur mit dem Vehikel gefitterte Gruppe erreichte eine Rate von 88 %. Auffallig
waren vor allem die kongenitalen Veranderungen im Wurf der mit Vitamin A behandelten
Gruppe. Beobachtet wurden dabei Enzephalozelen, Gaumenspalten, Makroglossie, eine
Verkirzung von Mandibula und Maxilla und schwerwiegende Augendefekte allein, sowie
assoziiert mit Schadeldeformationen. In mehreren nachfolgenden Untersuchungen wurde
eine Menge von 25.000 |.E. Vitamin A bei taglicher Fitterung an tragende Ratten von Tag 7
bis 10 der Trachtigkeit als Dosis flr eine konstant hohe Inzidenz fir schwerwiegende Fehl-
bildungen ermittelt (Cohlan, 1953).

Der Einfluss auf die Neurulation fand ebenfalls viel Beachtung in Tierexperimenten. Diese
Studien wurden auch mehrfach zur Erforschung der Organogenese des Nervensystems her-
angezogen (Nobakht et al., 2006). Hier wurden die Effekte von Retinsaure auf die Neurulati-
on bei Mauseembryonen untersucht. Die adulten Albinomause wurden dabei in vier Gruppen
aufgeteilt, die entweder nicht (Kontrollgruppe), mit einer Einzeldosis DMSO oder mit einer
Einzeldosis von 40 mg/kg bzw. 60 mg/kg Retinsaure (gelést in DMSO) mittels intra-
peritonealer Injektion am Gestationstag 8 behandelt wurden. Am Tag 10 der Trachtigkeit
wurden dann die Embryonen untersucht. Zur Auswertung wurden makroskopische, mikro-
skopische und morphometrische Charakteristika verwendet. Hierzu wurde auch eine histolo-
gische Untersuchung der neuronalen Zellen durchgefuhrt. Die Zahl der Embryonen sank mit
steigender Dosis der Retinsaure. Die Scheitel-Stei3-Lange war bei Embryonen, die einer
Dosis von 40 mg/kg Retinsadure ausgesetzt waren, im Vergleich zu den Kontrollembryonen
statistisch signifikant reduziert (p < 0,01). Das Gleiche galt flir das Gewicht der Embryonen.
Bei 60 mg/kg war das Gewicht der Embryonen sehr variabel, was wahrscheinlich mit der
Resorption einiger Embryonen zusammenhing. Bei 40 mg/kg wurden Fehlbildungen wie
Kopf- und Gesichtsspalten, abgeflachter Kopf und Mikrozephalie beobachtet. Bei einer Dosis
von 60 mg/kg war die Differenzierung von Kraniofazial- und Thoraxspalte starker beeintrach-
tigt. Es traten Veranderungen wie Verlangerung des Schadels, der Kopf- und Gesichtsspalte,
des Gesichts und eine Nichtverschmelzung der Thoraxregion auf. Die Kontrollembryonen
zeigten alle eine geschlossene und regelrechte Neurulation, wahrend bei 40 mg/kg nur noch
jeder zweite Embryo ein geschlossenes Neuralrohr aufwies. Bei einer Gabe (intraperitoneal)
von 60 mg/kg lag bei allen exponierten Embryonen eine offene Neurulation vor (Nobakht et
al., 2006).

Eine nicht abgeschlossene Neurulation sowie Veranderungen der Kopfregion waren auch im
Futterungsversuch mit Retinol bzw. Retinsdure an Ratten darstellbar. In einer Reviewarbeit
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der Teratology Society wurden ahnliche Effekte auch bei Meerschweinchen, Hamstern und
Kaninchen beschrieben (Laschinski und Spielmann, 1988).

Vitamin A und seine Metaboliten sind endogene physiologische Stoffe. In erhéhten Dosen
bzw. Konzentrationen wirken Retinoide teratogen. In einer Studie aus dem Jahr 1998 (Wie-
gand et al., 1998) wurde die endogene Plasmakonzentration von Vitamin-A-Metaboliten bei
Frauen in einer frihen Phase der Schwangerschaft gemessen. Hierbei wurden von tber 160
Frauen aus neun Landern, die sich im ersten Trimenon ihrer Schwangerschaft befanden,
Blutproben von der flinften bis zur 32. Woche genommen. Zudem wurden die Essensge-
wohnheiten ausgewertet, um eine Auswirkung von Lebensmitteln auf die Isotretinoinkonzen-
trationen im Plasma zu untersuchen. Die Werte lagen bei Retinol zwischen 0,68 und
2,18 ng/ml (im Durchschnitt 1,33 ng/ml). Diese Konzentrationen verursachten keine kongeni-
talen Fehlbildungen, so dass angenommen wurde, dass es sich hier um einen nicht-
teratogenen Konzentrationsbereich handelte.

Wiegand und Mitarbeiter (1998) beschaftigten sich auch mit der Pharmakokinetik von Isotre-
tinoin. Im ersten Trimenon wurden fir Isotretinoin Plasmakonzentrationen von im Mittelwert
1,41 ng/ml (Bereich: 0,72 bis 4,72 ng/ml) und mittlere Retinsdurekonzentrationen von
1,33 ng/ml (Bereich: 0,68 bis 2,18 ng/ml) gemessen (n = 80). Ein Versuch mit nicht-
schwangeren Frauen zeigte, dass eine tagliche Aufnahme von 4.000, 10.000 und 30.000 I.E.
Uber drei Wochen im Bereich der Plasmawerte oder leicht iber den der Schwangeren lag.
Bei Javaaffen (durchschnittliches Gewicht: 3 bis 4 kg) lag der NOAEL (no observed adverse
effect level) bei 7500 I. E. pro kg Kérpergewicht, der LOAEL (lowest observed adverse effect
level) fur die Entwicklungstoxizitat bei 20.000 I.E. pro kg Kérpergewicht. In Anbetracht der im
Javaaffenversuch ermittelten Werte und den gemessenen physiologischen Werten bei nicht-
schwangeren Frauen wurde bei Wiegand und Mitarbeitern eine Dosis von 30.000 I.E. pro
Tag als (wahrscheinlich) nicht teratogen beim Menschen angenommen (Wiegand et al.,
1998; Miller et al., 1998).

In einer Studie, durchgefihrt mit Gber 22.000 schwangeren Frauen in den USA, wurde das
Risiko von kongenitalen Fehlbildungen in Abhangigkeit von der Vitamin A-Aufnahme wah-
rend der Schwangerschaft untersucht (Rothman et al., 1995). Dabei standen vor allem kon-
genitale Fehlbildungen der kranialen Neuralleiste im Vordergrund. Frauen, die mehr als
15.000 I.E. Vitamin A pro Tag zu sich nahmen (durch Lebensmittel und Nahrungsergan-
zungsmittel), hatten eine Pravalenz fur Fehlbildungen mit einem Faktor von 3,5 gegenuber
Frauen, die 5.000 I.E. oder weniger Vitamin A in der Schwangerschaft konsumiert hatten. Bei
einer Aufnahme von Vitamin A allein aus Nahrungserganzungsmitteln war dieser Faktor bei
4.8, wenn die Menge der Aufnahme bei mindestens 10.000 |.E. pro Tag lag, was gleichzeitig
als Schwellenwert fir die tagliche Einnahme von Vitamin A identifiziert wurde. Vor allem Kin-
der von Muttern, die hohe Dosen Vitamin A (iber 10.000 I.E. in Form von Nahrungsergan-
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zungsmitteln) vor der siebten Schwangerschaftswoche zu sich genommen hatten, wiesen
eine erhdhte Rate von kongenitalen Fehlbildungen auf (Rothman et al. 1995).

Bei der Metabolisierung von Retinol zu Retinsdure handelt es sich um eine Zwei-Stufen-
Oxidation: Zuerst erfolgt eine Katalysierung zu Retinaldehyd, worauf sich eine Umwandlung
zu Retinsdure, der Retinolmetabolit mit der hdchsten biologischen Aktivitat, anschlieft. Der
erste, reversible Schritt wird von der Retinol-Dehydrogenase 16, der zweite, irreversible
Schritt wahrscheinlich durch eine Retinal-Dehydrogenase 2 katalysiert (Pavez et al., 2009).

Retinol (Vitamin A1)

NADH NAD*

CHj, CHj, H
HsC

Retinal (Vitamin-A-Aldehyd)
CH3

Oxidation

CHs CHs OH
HaC

Retinsaure (Vitamin-A-Saure)
CHj;

Abb. 5: Metabolisierung von Retinol zu Retinsdure (modifiziert nach Lee et al., 1991)
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2.2.5 All-trans-Retinsaure

CHj CHj OH
HsC CHs

N G P

CHg

Abb. 6: Strukturformel von Retinsdure (Vitamin-A-Saure)

All-trans-Retinsaure ist ein als ,deutlich® teratogen bekannter Metabolit des Retinols. Man
geht davon aus, dass die Teratogenitat bei der Mehrfachapplikation von Retinol, ebenso wie
bei der Verabreichung von 13-cis-Retinsaure, wahrscheinlich auf der metabolischen Konver-
sion von Retinol in all-trans-Retinsdure bzw. auf der isomerischen Umwandlung von 13-cis-
Retinsdure beruht. Auch bei dieser Substanz wurden schon Untersuchungen mit der WEC
mit Mauseembryonen (intraamniotischer Mikroinjektion) durchgefihrt. Dabei wurde bei 55 bis
66 % der lebenden Embryonen ab einer Konzentration von 250 ng/ml mindestens eine Ab-
normitat festgestellt, wie zum Beispiel ein verkirztes Prosenzephalon, fehlende Augen-
anlagen, unterentwickelte Kiemenbdgen und Unregelmaligkeiten in der kaudalen Korper-
region in Form einer abnormalen Achsenrotation und irregular ausgebildeten Somiten (Kraft
und Juchau, 1992; Lee et al., 1991). Bei der intraamniotischen Mikroinjektion werden nicht
nur die Auswirkungen der maternalen Biotransformation ausgeschaltet, sondern auch die
(potenziellen) metabolischen Effekte des Dottersackgewebes, so dass die in der in vivo statt-
findenden plazentaren Ubertragung durch cis- und trans-Retinséure beobachteten Verande-
rungen nicht auftraten (Lee et al., 1991).

Die Retinsauremetaboliten, wie auch Retinol, wurden in den genannten Studien nur in abge-
dunkelten Radumen unter gelbem Licht untersucht, da diese Substanzen sehr empfindlich auf
Sauerstoff und Tageslicht reagieren. Retinol und all-trans-Retinsdure wurden zu jeweils
100 mg in 100 ml Ethanol gelést (Kraft und Juchau, 1992; Lee et al., 1991) bzw. all-trans-
Retinsdure in DMSO (Han et al., 2007; Lee et al., 1991) und in einer weiteren Studie in Ace-
ton (Chen et al., 1998).

Retinoide sind bereits seit einigen Jahrzehnten als Humanteratogene bekannt. Bei Vitamin A
handelt es sich um ein essentielles Vitamin, das fur die normale Zellfunktion, inklusive Re-
produktion und Entwicklung, von wesentlicher Bedeutung ist (Azais-Braesco et al., 2000;
Laschinski und Spielmann, 1988). Zudem werden all-trans-Retinsaure (auch Tretinoin ge-
nannt) und 13-cis-Retinsaure (bekannt als Isoretinoin) zur Therapie bei Akne, Psoriasis und
akuter promyeloischer Leukamie eingesetzt (Tillner und Dingermann, 1998). Zahlireiche Falle
von kindlichen Fehlbildungen sind beschrieben worden, die sich mit der Verabreichung von
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Vitamin A bzw. dessen Metaboliten beschéaftigen. Vorwiegend handelt es sich um die An-
wendung der cis-Isoform, die als Medikament ,Accutane” (siehe Punkt 2.2.4 Retinol) zur
Aknebehandlung verwendet wird.

Es wurden mehrere Félle beschrieben, bei denen mdglicherweise teratogene Effekte durch
Anwendung von ,Accutane” (Retin-Isoform Isoretinoin = 13-cis-Retinsdure) in der Schwan-
gerschaft aufgetreten waren (Robertson et al., 1985; Ishijima und Sando, 1999). Nach drei-
monatiger Anwendung des Medikaments zeigte sich an einem 19 Wochen alten Abortus
(Schwangerschaftsabbruch nach Ultraschalluntersuchung) eine generalisierte Autolyse. Es
konnte ein Hydrozephalus mit schwach ausgeformten, tief angesetzten Ohren und Mikrogna-
thie festgestellt werden. Die seitlichen Ventrikel waren ausgesprochen dilatiert ohne Anzei-
chen einer Obstruktion. Die Kleinhirnhemispharen und der Vermis cerebelli waren nur
schwach ausgeformt und ein Ventrikelseptumdefekt war vorhanden. Die Fehlbildungen des
19 Wochen alten Embryos wurden mit einem Genese- oder Migrationsfehler der Neuralleis-
tenzellen wahrend der friihen Embryogenese erklart (Robertson et al., 1985).

Eine weitere Fallstudie beschrieb einen Jungen, der mit einer komplexen Fehlbildung des
zentralen Nervensystems zur Welt gekommen war. Er hatte kongenital einen Hydrozephalus
und litt an ausgepragter mentaler Retardierung und Krampfanfallen. Die rechte Ohrmuschel
fehlte. Der rechte duRere Gehérgang war nur eine 1 cm lange Offnung mit einem kleinen
umgebenden Knorpel. Dieser war 3,5 cm unterhalb des externen Kanthus des Auges, gleich
oberhalb des Mandibelwinkels angelegt. Das linke Ohr war auf seiner physiologischen Posi-
tion. Weder Audiometrie- noch Gleichgewichtssinnuntersuchungen wurden aufgrund der
ausgepragten mentalen Retardierung des Patienten durchgeflihrt. Post mortem wurden
Fehlbildungen des Zentralnervensystems kombiniert mit Dandy-Walker- und Chiari-Fehlbil-
dungen, mesenteriale Appositionen am Dinndarm rechts von der Mittellinie, nicht abgestie-
gene Hoden im Leistenkanal, einer Splenomegalie und eine Mukosahamorrhagie des rekto-
sigmoiden Ubergangs festgestellt (Ishijima und Sando, 1999).

Ein weiterer Bericht aus dem Jahr 1992 befasste sich mit dem Fall eines Madchens, das mit
einem hypoplastischen Ohr und Atresie des duBeren Gehdrgangs auf der rechten Seite zur
Welt kam. Seine Mutter hatte im Monat vor ihrer letzten Menstruation und wahrend der ers-
ten elf Wochen der Schwangerschaft ,Retin-A* (Tretinoin) Creme 0,05 % verwendet. Das
Kind wurde nach 41 Wochen Schwangerschaft geboren und wies eine deutliche Verminde-
rung von Korpergewicht, Kopfumfang und GréRe auf. Es konnten keine Rickschlisse auf
einen genetischen Defekt gezogen werden. Ein direkter Zusammenhang zwischen der Ver-
wendung der Tretinoin-Creme und den Fehlbildungen war nicht beweisbar, jedoch nahelie-
gend, da die Mutter wahrend der kritischen Phase ihrer Schwangerschaft die retinsaure-
haltige Creme verwendete (Camera et al., 1992).
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In einer letzten hier angefiihrten Studie wurde ein zwei Jahre altes Madchen mit Gesichts-
dysmorphismus und kongenitaler Kardiopathie vorgestellt. Die Mutter litt an der Darrier’'schen
Krankheit und wurde mit einer Dosis von 10 mg Acitretin pro Tag bereits vor Beginn der
Schwangerschaft behandelt. Diese Medikation wurde noch zehn Wochen wahrend der
Schwangerschaft fortgesetzt. Acritretin ist ein aromatisches Retinoidanalogon von Vitamin A.
Es wird systemisch zur Behandlung von Psoriasis und Keratinisierungsstérungen angewen-
det. Das Kind kam in der 32. Woche zur Welt. Auch hier war eine Verminderung von Koérper-
gewicht, GréRe und Kopfumfang, sowie weitere Veranderungen, feststellbar: Epikanthus,
flacher Nasenriicken, hoher Gaumen, becherférmige Ohren, nach vorne geneigte Nasenl6-
cher und prominente Fersen. Ein Septumdefekt im Atrium bei der Fossa ovalis wurde mittels
Echokardiographie entdeckt. Zudem wurde eine beidseitige Taubheit diagnostiziert. Das
Mé&dchen hatte einen 46 XX-Karyotyp. Mit 18 Monaten hatte das Kind einen Mikrozephalus,
war hypoton und zeigte eine neuronale Entwicklungsverzégerung. Es konnte nicht selbst
stehen, obwohl es seinen Kopf mit sechs Monaten selbst halten, mit zwdlf sitzen und mit
16 Monaten krabbeln konnte (Barbero et al., 2004).

18



Literaturiibersicht

2.2.6 Valpromid

HyC NH,

CHg

Abb. 7: Strukturformel von Valpromid

Valpromid ist ein Carboxamid-Derivat der Valproinsaure, das in der Epilepsietherapie und bei
anderen affektiven Stérungen als Therapeutikum genutzt wird. Es wird in einigen europai-
schen Landern in Tablettenform als ,Depamide®
Menschen wird es, noch bevor es den systemischen Kreislauf erreicht, durch Hydrolyse in

vertrieben. Nach oraler Applikation beim

der Leber zu 80 % zu Valproinsaure metabolisiert (Bialer et al., 1984; Billig et al., 1990). Da-
bei ist Valpromid drei- bis finfmal potenter als Valproinsdure und zeigt keine teratogene Ak-
tivitat im Tiermodell. Allerdings besitzt es in der Humanmedizin die bessere antiepileptische
Wirkung. Die ,fehlende Teratogenitat* hat keine klinische Bedeutung, da Valpromid das Pro-
drug von Valproinsaure ist (Wasserman et al., 2001; Winkler et al., 2005). Die Metabolisie-
rungsrate von Valpromid zu Valproinsaure betrug bei Ratten 63 %, bei Hunden 55 %; bei
Mausen konnte man nach subkutaner Injektion von Valpromid nur kleine Mengen am Tag 9
der Gestation nachweisen (Radatz et al., 1998).

Eine Tierversuchsstudie von Radatz und Mitarbeitern aus dem Jahr 1998 verglich die terato-
gene Potenz von Valpromid und Valproinsdure in NMRI-Mausen und kam zu dem Ergebnis,
dass der Metabolit deutlich teratogener war als die Ausgangssubstanz, die aber auch einen
teratogenen Effekt zeigte. Fur die Untersuchung wurde jeweils eine Gruppe von funf tragen-
den Mausen mit jeweils 3,0 mmol pro kg Kérpergewicht Valpromid bzw. Valproinsaure am
Tag 8 der Gestation mittels subkutaner Injektion behandelt. Nach 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 12
und 24 Stunden wurden Blutproben genommen. Valpromid wurde in Suspension mit einer
Mischung aus 10 % DMSO, 20 % Tween 20 und 70 % destilliertem Wasser gebracht.
3,0 mmol/kg wurden den Mausen intraperitoneal verabreicht und weitere 3 mmol/kg wurden
subkutan am Tag 8 der Gestation injiziert. Am 18. Trachtigkeitstag wurden die Tiere dann
mittels zervikaler Dislokation getotet. Es folgte die Untersuchung der Feten. Kriterien waren
Embryoletalitdt, Fetalgewicht und das Auftreten von Enzephalozelen. Valproinsaure verur-
sachte zu 52 %, Valpromid nur zu 6 % Enzephalozelen. Die Embryoletalitat lag bei 52 % im
Vergleich zur Kontrollgruppe, bei Valpromid (wieder nur) bei 7 %. Beim Fetalgewicht zeigte
sich eine signifikante Reduktion unter Valproinsduregabe, jedoch nicht unter Valpromidein-
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fluss. Im Endergebnis zeigte die Untersuchung, dass die teratogenen Effekte durch Valproin-
saure und nicht durch seine Ausgangssubstanz ausgel6ést wurden. Aufgrund von Messungen
des maternalen Plasmaspiegels in Abstanden von 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 12 und 24 Stunden
post injectionem konnte die Pharmakokinetik der Substanzen bestimmt werden. Hier wurde
bei Valpromid eine Cuax von 233 pg/ml nach vier Stunden gemessen. Nach 24 Stunden lag
die Konzentration noch bei 5,5 pg/ml. Deutlich héhere Konzentrationen waren nach Verab-
reichung von Valproinsaure messbar. Die maximale Konzentration lag bereits nach 15 Minu-
ten bei 727 pug/ml. Nach acht Stunden war sie auf 4,5 pg/ml abgefallen (Radatz et al., 1998).

2.2.7 Valproinsaure

HgeC OH

CHg

Abb. 8: Strukturformel von Valproinsaure

Valproinsaure gehdért zu den meistverschriebenen Antiepileptika. Sie verfligt iber ein hohes
antiepileptisches Potenzial. Es sind aber auch teratogene Effekte beim Mensch und bei eini-
gen Tierspezies bekannt. Dabei konnten in Studien an Mensch und Maus hauptsachlich
Neuralrohrdefekte nach Verabreichung von Valproinsaure wahrend der friihen Phase der
Graviditat festgestellt werden. Die haufigste Fehlbildung war Spina bifida aperta. Bei der
Maus zeigten sich vorwiegend Enzephalozelen nach einmaliger intraperitonealer Valproin-
saureinjektion (3 mmol/kg) am Tag 8 der Gestation, wahrend Spina bifida aperta und occulta
nach dreimaliger Injektion am neunten Tag der Trachtigkeit auftraten (Radatz et al., 1998).

Fir die Studie (siehe auch unter Punkt 2.2.6) an tragenden NMRI Mausen wurde Valproin-
saure mit einer aquimolaren Menge Natriumhydroxid-Lésung neutralisiert, um Natriumacetat-
Valproat herzustellen. Die Losung wurde mit destilliertem Wasser verdinnt, um das Endvo-
lumen der Injektionslésung (intraperitoneal) zu erreichen, die in einer Menge von 10 ml/kg
verabreicht wurde (Radatz et al., 1998).

In einer weiteren Studie wurde Valproinsaure in der WEC an Mauseembryonen untersucht.
Bei Konzentrationen ab 150 pg/ml zeigten sich bereits Verdnderungen an den Somiten, der
Rotation des Embryos und der Dottersackparameter. Zudem liel3en sich adverse Effekte auf
Grofke und Entwicklung im Vergleich zu den Kontrollembryonen beobachten wie auch eine
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konzentrationsabhdngige Abnahme des Protein- und DNA-Gehalts. Bei einer Konzentration
von 375 pg/ml betrug die Letalitat 100 % (kein Herzschlag und keine Blutzirkulation feststell-
bar). Ab Konzentrationen von 185 pg/ml wurden eine unvollstadndige oder keine Drehung und
ein offener kaudaler Neuroporus festgestellt. Der normale Schluss des Neuralrohrs am Ge-
stationstag 10 fand nicht statt. Dabei zeigte sich eine Affinitat der Substanzen zur kranialen
Region, vorwiegend auf der Ebene des Mittel- und Hinterhirns. Extrem hohe Konzentrationen
von 375 ug/ml fihrten zu Embryonen mit Enzephalozelen und offener Neuralspalte vom Pro-
senzephalon bis zum Rhombenzephalon. Diese Embryonen hatten einen unregelmafigen
Herzschlag und wurden als ,nicht lebend* klassifiziert (Bruckner et al., 1983).

In einer Ubersichtsarbeit von Ornoy aus dem Jahr 2009 wurden die Auswirkungen von Val-
proinsduremedikation in der Schwangerschaft dargestellt. In der Humanmedizin wird die Ga-
be von Valproinsaure wahrend der Schwangerschaft mit einer ein- bis zweiprozentigen Inzi-
denz von Neuralrohrdefekten (alle Arten von Neuralrohrdefekten, inklusive Anenzephalie und
Enzephalozelen) in Verbindung gebracht. Valproinsaure wird hauptsachlich mit Spina bifida
aperta assoziiert. Diskutiert wurden auch zahlreiche Organabnormitaten, Entwicklungsverzo-
gerungen und Autismus und das sog. ,fetal valproate syndrome®. Unter diesem Syndrom
wird eine spezifische Zusammenstellung von dysmorphen Gesichtsmerkmalen verstanden,
die in Beziehung zu den Effekten von Valproinsdure auf den sich entwickelnden Embryo und
Fetus gesetzt werden. Dies wurde zuerst von DiLiberti und Mitarbeitern im Jahre 1984 bei
sieben Kindern beschrieben (DiLiberti et al., 1984). Von mehreren Autoren wurden mit der
Zeit weitere Fallberichte und Daten aus epidemiologischen Studien hinzugefliigt. Demnach
gehorten zu einem ,valproate syndrome” hauptsachlich klinische Befunde, wie intrauterine
Wachstumsverzdgerung, eine lange und diinne Oberlippe, flaches Philtrum, ein Epikanthus
und Mittelgesichtshypoplasie (flacher Nasenriicken, kleine Stubsnase und nach unten gezo-
gene Mundwinkel). Zudem wiesen viele Kinder noch weitere kongenitale Anomalien, wie
eine mentale Entwicklungsverzégerung und neurologische Beeintrachtigungen auf (Ornoy,
2009; Meador et al., 2009).

Zu Beginn der 80er Jahre hatten Studien zur Teratogenitdt von Valproinsdure beim Men-
schen nahegelegt, dass die ansteigende Rate von lumbosakraler Spina bifida mit Meningo-
myelozele oder Meningozele bei Kindern, deren Mattern Valproinsdure im ersten Trimenon
der Schwangerschaft eingenommen hatten, mit der Einnahme des Antiepileptikums in Ver-
bindung stehen. Dabei wurden in mehreren Studien Uber einen Zeitraum von fast 30 Jahren
Kinder evaluiert, die in utero (vorwiegend) mit Valproinsaure exponiert waren und Uberwie-
gend offene Fehlbildungen im Bereich des Rickenmarks aufwiesen. Zudem konnte man bei
einigen auch einen Einfluss auf die Gehirnentwicklung feststellen, sowie eine hohe Rate an-
derer ,midline defects”. Bei einer prospektiven Kohortenstudie lag die Pravalenz aller Fehl-
bildungen der in utero Valproinsdure-exponierten Kinder bei 9 % Uber denen aller anderen
Antiepileptikaexpositionen. Die Rate der Neuralrohrdefekte bei Kindern, deren Mutter das
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Medikament in Dosierungen von Uber 1000 mg pro Tag eingenommen hatten, lag in dieser
Studie bei 5 %. 1000 mg pro Tag wurde damit auch als Schwellenwert fir die teratogen wirk-
same Dosis von Valproinsaure in dieser Studie festgelegt. Andere kongenitale kardiovasku-
l&re oder genitale Anomalien, Gesichtsspalten und GliedmaRenfehlbildungen wurden eben-
falls einer Valproinsaureexposition in utero zugeschrieben (Ornoy, 2009).

Eine Studie von Jentink und Mitarbeitern aus dem Jahr 2010 widmete sich der Aufarbeitung
von Daten, die auf die Risiken von kongenitalen Fehlbildungen (neben Spina bifida) hin-
weisen, die nach Medikation mit Valproinsdure im ersten Trimenon auftraten. Dazu wurden
die Daten von acht verdffentlichten Kohortenstudien mit 1.565 Schwangerschaften herange-
zogen, bei denen die Matter mit Valproinsdure behandelt wurden und bei denen 118 Haupt-
fehlbildungen beobachtet werden konnten. Dabei wurden 14 Fehlbildungen erkannt, die bei
Frauen mit Valproinsaureexposition im ersten Drittel der Schwangerschaft signifikant haufi-
ger auftraten. Diese 14 Fehlbildungen wurden dann durch Eintrage in der ,European Sur-
veillance of Congenital Anomalies“ (EUROCAT) bewertet, die Daten aus Studien mit Anti-
epileptika zusammentragt. Der Datensatz beinhaltete 98.075 Lebendgeburten, Totgeburten
nach mindestens 20 Schwangerschaftswochen oder Abbriche nach pranataler Diagnostik
mit mindestens einer der folgenden Fehlbildungen (innerhalb von 3,8 Mio. Geburten aus 14
europaischen Landern von 1995 bis 2005): Spina bifida, Mikrozephalie, Ventrikelseptumde-
fekt, Atriumseptumdefekt, Fallot-Tetralogie, Pulmonalklappenatresie, Rechtsherzhypoplasie,
Gaumenspalte (ohne assoziierte Lippenspalte), Zwerchfellhernie, Gastroschisis, Hypo-
spadie, Klumpful3, Polydaktylie und Kraniostosis. Alle Falle, bei denen ein chromosomales
oder monogenetisches Syndrom diagnostiziert wurde, wurden ausgeschlossen (Jentink et
al., 2010).
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2.2.8 Albendazol
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Abb. 9: Strukturformel von Albendazol

Albendazol ist ein weitverbreitetes Anthelmintikum aus der Gruppe der Benzimidazole. Es
wird zur Prophylaxe und Therapie von Saugetieren gegen Rund-, Band- und Lungenwirmer
sowie Leberegel eingesetzt. Seine geringe Toxizitdt und seine zuverlassige Wirksamkeit sind
Voraussetzung fir die Verwendung in der Veterinarmedizin und Humanmedizin bei gastroin-
testinalen Nematoden und larvalen Stadien von Cestoden, wie Echinococcus granulosus und
multilocularis, sowie Taenia solium (Whittaker et al., 1991; Rawden et al., 2000; Velik et al.,
2005).

Nach oraler Aufnahme wird Albendazol, hauptsachlich bedingt durch seine begrenzte Los-
lichkeit, Uber den Gastrointestinaltrakt schlecht absorbiert. In der Leber wird der Arzneistoff
durch verschiedene Cytochrom P450 Enzyme und das Flavin-enthaltende Monooxygenase-
system zum aktiven Metaboliten Albendazolsulfoxid biokonvertiert (sieche Abb. 10 auf S. 24).
Dabei durchlauft Albendazol einen sehr raschen first-pass-Metabolismus, so dass es schon
nach kurzester Zeit nicht mehr im Plasma nachgewiesen werden kann. Die Sulfoxidation ist
ein schneller und reversibler Prozess, in welchem der Ausgleich zugunsten des Metaboliten
Albendazolsulfoxid ausfallt. Albendazolsulfoxid hat ein chirales Zentrum. Die Entstehung von
(-)-Albendazolsulfoxid ist von dem CYP3A4-Isoenzym abhangig, wahrend (+)-Albendazol-
sulfoxid von Flavin-enthaltenden Monooxygenasen synthetisiert wird (Corti et al., 2009;
Gokbulut et al., 2006; Capese et al., 2009). Des Weiteren wird Albendazolsulfoxid in einem
zweiten, langsameren und irreversiblen oxidativen (cytochromabhangigen) Schritt zu dem
weitgehend inaktiven Albendazolsulfon umgesetzt (Velik et al., 2005). Beide Enantiomere
konnten im Plasma mehrerer Tierspezies (parasitisch lebende Wurmspezies, Ratten, Rinder,
Mause und Schafe) und im Menschen nach Albendazolgabe nachgewiesen werden (Whitta-
ker und Faustman, 1991; Gokbulut et al., 2006; Corti et al., 2009).
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Abb. 10: Metabolisierung von Albendazol zu Albendazolsulfoxid (modifiziert nach Rawden et al., 2000)
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Benzimidazol-Carbamate gelten bei vielen Saugetierspezies als teratogen. Dies wird auch
fur Albendazol berichtet und konnte bereits in Versuchen mit Ratten gezeigt werden. Al-
bendazol erwies sich in einem in-vitro-Test als ein potenteres Teratogen als sein Sulfoxidde-
rivat (Whittaker und Faustman, 1991). In mehreren Studien wurde vermutet, dass die Emb-
ryo-toxizitdt damit zusammenhangt, dass Benzimidazole fahig sind, eine Bindung mit dem
Tubulin in der Zelle einzugehen. Sie inhibieren erfolgreich die Tubulinpolymerisation. Bei
Zuchtschafen, die im ersten Drittel der Trachtigkeit mit Netobimin (einem Benzimidazolpro-
drug, dessen wichtigster Metabolit Albendazol ist) behandelt wurden, zeigten die Feten kon-
genitale Missbildungen wie renale Agenesie, ektopische Nieren, Spina bifida, fusionierte
Wirbel und Rippen, Hypoplasie der thorakalen Extremitaten und vaskulare Anomalien. Bei
Ratten konnten nach Behandlung mit Anthelmintika auf Benzimidazolbasis eine erhdhte Re-
sorptionsrate, abnehmendes Fetalgewicht und externe wie auch skelettale Fehlbildungen
festgestellt werden (Whittaker und Faustman, 1991; Cristofol et al., 1997).

In einer alteren Studie von Whittaker und Faustman (1991) wurden Albendazol und sein Me-
tabolit an Nagerzellkulturen getestet. Hierbei wurden die Substanzen zum einen an Mittel-
hirnzellen (CNS) und zum anderen auf Limb-Bud-Zellen (LB) von Rattenembryonen getestet.
Die Konzentrationen lagen bei 3,6, 7,1, 10,7, 14,2 und 21,3 pM. Es konnte eine Konzentra-
tion-Effekt-Beziehung festgestellt werden. Die beiden hdchsten Konzentrationen zeigten auf
das Wachstum der CNS-Kulturen einen signifikanten Einfluss, wahrend sich in der LB-Kultur
nur bei einer Konzentration von 21,3 uM eine statistisch relevanter Effekt zeigte. IC5o-Werte
betrugen bei CNS-Zellen 14,8 uM und bei LB-Zellen 18,0 uM. Die durchschnittliche ICsq lag
bei den Hirnzellen bei 0,31 uM und bei der LB-Kultur bei 0,37 uyM. Albendazol wurde fiir die
Zellkulturversuche in DMSO geldst (Whittaker und Faustman, 1991).

Albendazol bzw. Mebendazol werden auch in der Humanmedizin zur Behandlung von Wurm-
erkrankungen in endemischen Gebieten wie Siidamerika oder Afrika angewandt. Beide Sub-
stanzen sind seit 1972 bzw. 1983 im Einsatz und gelten als sicher, glinstig und effektiv in der
Therapie einer Vielzahl von Parasitosen (Cowden et al., 2000). Mehrere Studien beschreiben
Behandlungen von schwangeren Frauen mit diesen Benzimidazolderivaten, ohne ein erhéh-
tes Risiko fur kongenitale Fehlbildungen bei den Nachkommen exponierter Mutter feststellen
zu kénnen (Gyorkos et al., 2006; Ndibazza et al., 2010; Gyapong et al., 2003; Cowden et al.,
2000). Demnach scheint das teratogene Potenzial von Albendazol und seinen Metaboliten,
das sich in vitro oder im Tierversuch mit mehreren Spezies darstellen lasst, in der Human-
medizin gering zu sein. Allerdings wird von der WHO (World Health Organisation) empfoh-
len, die Medikamente erst im zweiten bzw. dritten Trimenon der Schwangerschaft einzuset-
zen, auch wenn in geschilderten Fallberichten bei versehentlicher Anwendung von Albenda-
zol im ersten Drittel der Schwangerschaft keine héheren Raten an kongenitalen Fehlbil-
dungen aufgetreten waren (Cowden et al., 2000).
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2.2.9 Albendazolsulfoxid
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Abb. 11: Strukturformel von Albendazolsulfoxid

Albendazol wird in vivo rasch zu Albendazolsulfoxid metabolisiert. Der Metabolit kann auch
als Anthelmintikum eingesetzt werden (Palomares et al., 2006).

Albendazolsulfoxid liegt als (-) und (+)-Enantiomer vor. Dabei ist aber die relative Wirkpotenz
eines jeden Enantiomers bisher unbekannt, wobei nur ein kleiner Beitrag zur gesamten Kli-
nischen Effektivitdt dem (-)-Albendazolsulfoxidenantiomer zugeschrieben wird. Bei der Inku-
bation des zugrunde liegenden Prodrugs mit NADPH und Lebermikrosomen von einzelnen
Tierspezies konnte man einen messbaren Umsatz von Albendazol zu Metaboliten nach-
weisen (Velik et al., 2005). Zwei sequenzielle Schritte, durchgefiihrt von den enzymatischen
Systemen der Flavinmonooxygenase (FMO) und CYP 450, sind dabei bei der Produktion der
Sulfoxide und des Sulfonmetaboliten beteiligt. Albendazolsulfoxid ist auch in der anthelmin-
tischen Therapie bei Schafen und Rindern verfigbar und wird dabei durch die Wiederkauer-
mikroflora nach oraler oder intraruminaler Applikation in das Prodrug umgewandelt (Capece
et al., 2009).

Wie seine Ausgangssubstanz, weist auch Albendazolsulfoxid ein betrachtliches anthelmin-
tisches und embryotoxisches Potenzial auf. Die Art der Fehlbildungen entsprechen denen
des Prodrugs (Cristofol et al., 1997).

In der bereits unter Punkt 2.2.8 erwahnten Studie von Whittaker und Faustman (1991) wurde
neben Albendazol auch Albendazolsulfoxid getestet. Der Metabolit wurde dazu in DMSO
geldst und zum vorgewarmten Kulturmedium gegeben. Dabei lag die DMSO-Konzentration
bei 0,25 %. Im Ergebnis zeigten sich Ausgangssubstanz und Metabolit als potente Inhibit-
oren des Zellwachstums und der Differenzierung im Micromass Zellkultursystem mit ICso-
Werten von < 50 pg/ml (Whittaker und Faustman, 1991).

Capece und Mitarbeiter fuhrten eine Untersuchung mit Albendazolsulfoxid bei tragenden
Ratten durch (Capece et al., 2003). Dabei verabreichte man den Ratten Einmaldosen von
8,5, 10 und 14 mg/kg einer Racematmischung von Albendazolsulfoxid am Tag 10 der Gesta-
tion. Am Tag 20 wurden die Tiere euthanasiert. Untersucht wurden das Plasma der Mutter-
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tiere und Feten auf die Konzentration der Enantiomere und des Metaboliten Albendazolsul-
fon neun Stunden nach Gabe. Damit sollte herausgefunden werden, welches der beiden
Enantiomere eine hdhere teratogene Potenz in sich birgt und wie sich die Verteilung im
Plasma in Abhangigkeit von der Dosishdhe auswirkt. Im Ergebnis zeigte sich bei allen Dosen
im maternalen Plasma und im Feten eine héhere Konzentration des (-)-Enantiomers. Signifi-
kante Unterschiede zwischen Muttertierplasma und Fetus wurden nur in der héchsten Dosie-
rung von 14 mg/kg festgestellt. Als Fehlbildungen wurden meist eine Schwanzagenesie und
kurze oder geringelte Schwanze und eine Analatresie beobachtet. Zudem wurden noch ex-
terne Anomalien wie eine Thorakoschisis mit Ektopia cordis, Hydrozephalie und fehlentwi-
ckelte Gliedmalen festgestellt. Skelettale Fehlbildungen traten bei ca. 90 % der exponierten
Feten mit 10 mg/kg Dosis im Vergleich mit der Kontrollgruppe ebenso gehauft auf (Defekte in
Sternum, Metakarpalia und Phalangen). Dazu kamen noch weniger hdufige Fehlbildungen
wie Variationen in der Zahl der Wirbel, Rippen- und GliedmalRenanomalien. Die gemessenen
Werte lagen bei einer Dosis von 8,5 mg/kg beim Muttertier bei 1,5 + 0,5 pg/ml, bei 10 mg/kg
bei 1,6 £ 0,6 pyg/ml und bei 14 mg/kg bei 4,3 + 0,6 pyg/ml. Die beiden letzten Dosierungen
zeigten signifikante Abweichungen bei der Messung von Albendazolsulfoxid im embryonalen
Gewebe: bei 10 mg/kg 1,8 £ 1,0 ug/ml und bei 14 mg/kg 2,2 £ 1,0 ug/ml (Capece et al.,
2003).
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2.2.10 Acetylaminofluoren

0]

Abb. 12: Strukturformel von Acetylaminofluoren

Acetylaminofluoren wird ausschlieRlich in der Grundlagenforschung in den Bereichen Kan-
zerogenese, Mutagenese und DNA-Reparation verwendet und dient hier als Modellsubstanz
aus dem Bereich der aromatischen Amine. Es hat eine geringe akute Toxizitat fur Nager, ist
aber ein potentes Karzinogen (verursacht Tumoren, vor allem in der Leber, Blase und Niere)
und wirkt mutagen auf Bakterien in Anwesenheit eines metabolisierenden Systems. Die Sub-
stanz gehdrt zur Klasse der aromatischen Amine, welche ein Kanzerogenitatspotenial in ei-
ner gro3en Zahl von Spezies, wie Nagetieren, Kaninchen, Hunden und dem Menschen auf-
weisen (Timbrell, 2000; Faustman-Watts et al., 1983; Faustman-Watts et al., 1984).

Die Substanz wurde bereits in einem Embryo-Kultur-System mit Ratten nach New und Mit-
arbeitern aus dem Jahr 1973 untersucht. Dabei wurden die Embryonen am Tag 10 der Ge-
station entnommen und 24 Stunden in einer Serummischung inkubiert (New et al., 1973).

Im Jahr 1983 wurden die Wirkungen von 2-Acetylaminofluoren (AAF) sowie seine Metaboli-
ten N-Hydroxy-Acetylaminofluoren (N-OH-AAF) und N-Acetoxy-2-Acetylaminofluoren (N-
AAAF) jeweils allein und in Kombination mit einem mikrosomalen Monooxygenasesystem S9
(aus der Rattenleber prapariert), auf Rattenembryonen in vitro untersucht. Die Embryonen
wurden in einer Mischung, die aus 7 ml Waymouth’s Medium, 3,5 ml hitzeinaktiviertem Rat-
tenserum und 3,5 ml hitzeinaktiviertem Humanserum bestand, inkubiert. Die Serummischung
enthielt zusatzlich die Antibiotika Penicillin G (100 IU/ml) und Streptomycin (50 pg/ml). Als
Lésungsmittel fir 2-AAF wurde DMSO mit einer Konzentration von < 35 mM verwendet. Die
Verwendung von DMSO kann Einfluss auf die Entwicklung der Embryonen nehmen. Es wur-
de festgestellt, dass die SSL unverandert blieb, wahrend sich der Proteingehalt der mit
DMSO inkubierten Embryonen leicht verringerte. Ebenfalls wurden die Mischungen einem
Begasungsregime (90 % N, 5 % O,, 5 % CO; fir 30 Minuten bei 37 °C) vor und nach der
Bestlickung (nach 20 Stunden mit 95 % O, und 5 % CO,) unterzogen. Die mikrosomenreiche
hepatische (S9) Fraktion wurde dem Kulturmedium hinzugegeben. Sie wurde aus Lebern
von mit polychlorierten Biphenylen vorbehandelten Ratten gewonnen. Der Konzentrationsbe-
reich lag zwischen 0 bis 75 pg/ml (0 bis 336 uM) AAF. Bei der Auswertung wurden nur Em-
bryonen als lebend klassifiziert, die eine aktive Dottersackdurchblutung und einen Herz-
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schlag aufwiesen. Eine in-vitro-Teratogenitat fur 2-AAF war nur zu beobachten, wenn ein
aktives Monooxygenasesystem dem Kulturmedium hinzugefligt wurde. Ohne Zusatz der S9-
Fraktion oder von notwendigen Co-Faktoren flir das Monooxygenasesystem kam es zu ei-
nem signifikanten Anstieg der Lebensfahigkeit der Embryonen in der hdchsten Exposition
von 75 pg/ml (336 pM) AAF. Ebenso wurden bei alleiniger Inkubation selbst bei einer Kon-
zentration von 75 pg/ml (336 pM) von AAF keine Neuralrohrdefekte oder andere Fehlbil-
dungen festgestellt (Faustman-Watts et al., 1983).

Die Metaboliten von AAF sind bei der Entstehung der Kanzerogenitat beteiligt. Eine wichtige
Metabolisierungsreaktion ist die N-Hydroxylierung, die durch die mikrosomalen Mischfunkti-
onsoxidasen katalysiert werden. Die Reaktion ist in vitro und in vivo darstellbar (Timbrell,
2000; Astrom et al., 1982).

I NH——C——CH;

Acetylaminofluoren

CYP-450

Y OH O

I N——C——CH,

N-Hydroxy-Acetylaminofluoren

Abb. 13: Metabolisierung von Acetylaminofluoren zu N-Hydroxy-Acetylaminofluoren (modifiziert nach

Inami und Masataka, 2008)
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2.2.11 N-Hydroxy-Acetylaminofluoren

OH 0]

N——C——CHj

Abb. 14: Strukturformel von N-Hydroxy-Acetylaminofluoren

Hierbei handelt es sich um einen der aktiven Metaboliten von N-Acetylaminofluoren. Die ak-
tiven Metaboliten gelten als teratogen und erzeugen hauptsachlich Abnormitaten in der axia-
len Rotation. Fir N-OH-AAF und N-AAAF typische Fehlbildungen sind Hypoplasien des Pro-
senzephalon und Mikrozephalien. Es wird weiter davon ausgegangen, dass 7-Hydroxy-
Acetylaminofluoren (7-OH-AAF) hauptsachlich fir die charakteristischen Veranderungen am
Neuralrohr verantwortlich ist (Faustman-Watts et al., 1983; Faustman-Watts et al., 1985).

2-AAF verursacht ohne Aktivierung durch ein mikrosomales Monooxygenasesystem keine
Veranderungen der inkubierten Embryonen. Nach Zugabe des Metabolisierungssystems
bzw. bei Einzeluntersuchungen der Metaboliten N-AAAF und N-OH-AAF konnte gezeigt
werden, dass die teratogenen Effekte auf diese zuritickzufiihren sind. In der Studie von
Faustman-Watts aus dem Jahr 1983 wurde N-OH-AAF in Konzentrationen von 0 bis
50 pg/ml (0 bis 209 uM) in einem Kultursystem mit Rattenembryonen Gber 24 Stunden ge-
testet. Als Losungsmittel wurde wie bei der Ausgangssubstanz DMSO (35 mM) verwendet.
N-OH-AAF zeigte Embryoletalitdt auch ohne aktivierendes Metabolisierungssystem. Zudem
wurden Fehlbildungen bei tUber 80 % der Embryonen bei der Hochstkonzentration von
50 pg/ml (210 uM) im Kulturmedium beobachtet. Gehauft trat eine ventrolaterale Protusion
und Prosenzephalonhypoplasie auf. Neuralrohrabnomitaten konnten (entgegen der Be-
obachtungen mit aktiviertem 2-AAF) nicht festgestellt werden. Die Exposition mit N-OH-AAF
erzeugte eine statistisch signifikante Abnahme der SSL bereits in relativ geringer Konzentra-
tion. Ebenso kam es dabei zu einer Abnahme des Proteingehalts der Embryonen im Ver-
gleich zu den Kontrollen (Faustman-Watts et al., 1983; Faustman-Watts et al., 1984).

Die bei biotransformierten AAF festgestellten Abnormitaten des Neuralrohrs sind demnach
nicht auf N-OH-AAF zurickzufihren, sondern wurden in einer nachfolgenden Studie einem
weiteren Metaboliten von 2-AAF zugeordnet, dem 7-OH-AAF. Hier traten bei einer Konzen-
tration von 104 uM bei 13 % der Embryonen Fehlbildungen auf (Faustman-Watts et al.,
1985).
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3. Material und Methoden

3.1 ,Whole Embryo Culture*

Die WEC gehort zu einer Reihe von in-vitro-Systemen, die zur Untersuchung von Sub-
stanzen auf Embryotoxizitat herangezogen werden. Hierbei werden durch Praparation ge-
wonnene Rattenembryonen verwendet. Diese werden in einer rotierenden Kultur wahrend
einer besonders sensitiven Phase ihrer Organogenese mit den Referenzsubstanzen zwi-
schen Tag 9,5 und 11,5 inkubiert. Es handelt sich dabei um ein geschlossenes, rotierendes
System, welches einer definierten Temperatur und einem definierten Gaspartialdruck unter-
liegt. Uber ein Scoring-System erfolgt dann nach 48 Stunden die Auswertung der Embryonen
jeweils nach morphologischen und anderen Kriterien (Klug et al., 1985; Flick und Klug, 2000;
Flick und Klug, 2006).

3.2 Tiere
3.2.1 Ratten

Es wurden Ratten des Aufzuchtstammes Wistar-Unilever (HsdCPb: Harlan Winkelmann
GmbH, Borchen, Deutschland) verwendet. Die weiblichen Tiere waren nullipar und wogen
zwischen 180 und 220 g. Die Rattenbdcke wurden im Tierstall des Instituts fir Klinische
Pharmakologie und Toxikologie Uber ein Jahr gehalten und mit den Weibchen verpaart.

3.2.2 Tierhaltung

Die Haltung der Ratten erfolgte in vollklimatisierten Raumen unter spezifischen, pathogen-
freien (SPF) Bedingungen bei einer Temperatur von 22°C £ 1°C und einer relativen Luft-
feuchtigkeit von 55 % + 5 % in Makrolon®-Kéfigen in Gruppen von finf bis acht weiblichen
Tieren. Die Rattenbtdcke wurden separat gehalten. Den Tieren stand Futter (2018X Teklad
Global, Rodent Diet, Harlan Laboratories, Rossdorf, Deutschland) und Leitungswasser aus
Nippeltranken ad libitum zur Verfliigung. Es wurde ein kiinstlicher Tag-Nacht-Rhythmus im
12-Stunden-Takt erzeugt, wobei die Lichtperioden ab 9.00 Uhr und die Dunkelperioden ab
21.00 Uhr geschaltet waren. Die Tierschutzrichtlinien des Landes Berlin wurden bei der Hal-
tung der Ratten eingehalten.

3.2.3 Verpaarung
Die Verpaarung wurde von Tierpflegern zwischen 4.00 und 6.00 Uhr vorgenommen. Dabei

wurde der Erfolg durch vorhandenen Vaginalplaque bzw. durch Vaginalabstrich auf das Vor-
handensein von Spermien Uberprift. Bei positivem Befund wurde dieser Tag ab 5.00 Uhr als
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Mittelwert dann als Tag O der Gestation festgelegt. Diese Tatigkeiten Ubernahmen die Tier-
pfleger des Instituts.

3.2.4 Praparation der Eizylinder

Die tragenden Ratten wurden am Tag 9,5 durch Dekapitation mittels eines Dekapitators ge-
totet und entblutet. Im Anschluss erfolgte die Praparation der graviden Uteri. Nach Uberfiih-
rung des isolierten Organs in zimmerwarme HBSS-Losung (Hank’s Buffered Salt Solution)
wurden die folgenden Arbeitsschritte unter Reinraumbanken durchgefiihrt: Durch vorsichti-
ges Auseinanderziehen des Uterusgewebes wurde dieser an jeder Implantationsstelle mithil-
fe zweier Pinzetten erdffnet und die Dezidua herausgelést. Unter der Stereolupe erfolgte
dann die Eréffnung der Dezidua durch Einschneiden mit einer Pinzette und anschlieRendem
Langsteilen durch entgegengesetztes Ziehen der beiden Halften. Eine Halfte beherbergte
den Eizylinder, inklusive des Ektoplazentarkonus, viszeralem Dottersack und Embryo, um-
geben von der noch zu Iésenden Reichertschen Membran, der durch vorsichtiges Heraus-
schéalen mit der Pinzette von der Dezidua gel6st wurde. Die den Eizylinder Uberziehende
Reichertsche Membran musste noch bis zum Ektoplazentarkonus heruntergezogen werden.
Am Ende dieser Praparation lag nun der Embryo mit sich entwickelndem Amnion und vis-
zeralem Dottersack vor.

3.2.5 Kultivierung der Embryonen

Zur Kultivierung der Embryonen wurde ein Kulturmedium der Firma Biochrom AG Berlin (Se-
rummischung fur die WEC, Katalognummer S9001) verwendet. Dieses bestand aus 10 %
Rattenserum und 90 % Rinderserum. Das fir die WEC verwendete Kultivierungsserum wur-
de dann aus 85 % der Serummischung (6 ml) und 15 % HBSS (1 ml) hergestellt. Das Volu-
men der Kulturflaschen betrug jeweils 7 ml. Die Embryonen wurden nach der Praparation in
die vorbereiteten Kulturflaschen Uberfuhrt und danach fur 48 Stunden im Rollerschrank bei
38,5°C inkubiert (Klug et al., 1985; Klug et al., 1990; Klug, 1991).

Jeder Versuch wurde im Doppelansatz durchgefiihrt. Es wurden immer zwei Kontrollkultur-
flaschen und jeweils zwei Flaschen mit der zu untersuchenden Substanz in aufsteigenden
Konzentrationen verwendet. Dabei wurden jeweils vier Embryonen pro Flasche eingesetzt,
wobei darauf zu achten war, dass die Eizylinder unbeschadigt waren, um Entwicklungsst6-
rungen aufgrund von Lasionen, die durch die Praparation entstanden sind, zu vermeiden.
Ebenfalls wurden immer nur maximal zwei Embryonen eines Muttertieres verwendet um den
sog. ,litter effect zu minimieren. Die Auswahl der Embryonen erfolgte durch das Einteilungs-
schema nach Flick und Mitarbeitern, so dass nur Entwicklungsstadien 14 a bis c eingesetzt
wurden. Stadium 14 a zeigte dabei bereits eine deutlich sichtbare Neuralfalte, bei 14 b sah
man die Vorderdarmbucht und eine Kopffalte und bei 14 ¢ war bereits eine Weiterentwick-
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lung des Rhombenzephalons erfolgt, das eine Vertiefung von dorsal erkennen lie3 (Flick et
al., 2000).

Um ein rotierendes System zu erreichen, wurde ein fir die WEC modifizierter Rollerschrank
verwendet, der mit konstant 25 Upm und einer Temperatur von 38,5°C (x 0,3°C) lief. Die
Modifikation bestand aus einer nachtraglich eingebauten, drehbaren horizontalen Achse, die
Uber einen aufRenliegenden Elektromotor angetrieben wurde. Auf die Achse waren drei Plas-
tikscheiben mit jeweils acht Lochern aufgesteckt, in welche die Kulturflaschen eingehangt
wurden.

Fast alle Referenzsubstanzen wurden bereits in der WEC getestet. |hr embryotoxisches Po-
tenzial ist bekannt. Aufgrund dessen konnte bei der Versuchsdurchfihrung der Konzentra-
tionsbereich bereits aus den schon vorliegenden Ergebnissen abgeschatzt werden. Fur eini-
ge Substanzen bzw. Substanzpaare wie Albendazol, Acrolein und Valpromid wurden jedoch
auch Konzentrationsfindungsversuche durchgeflinrt, um den optimalen Konzentrationsbe-
reich zu bestimmen. Dabei war das Ziel, den Bereich zu definieren, in dem noch keine nega-
tiven Effekte auf die Organogenese zu beobachten (NOAEL) sind bis zur niedrigsten getes-
teten Konzentration, bei der 100 % der Embryonen abnorm sind (ICyax).

Die Kulturflaschen wurden dreimal begast, um ein fir den Embryo physiologisches Sauer-
stoffmilieu zu erzeugen. Hierfir wurden Medizinischer Sauerstoff, Kohlendioxid und Stickstoff
aus Gasflaschen verwendet, die Uber eine Gasmischanlage gemischt und lber eine Kaniile
in die Kulturflaschen eingeleitet wurden. Dabei wurde zwei Stunden vor dem Bestiicken der
Flaschen mit den Embryonen jeweils zwei Minuten, nach dem Bestlicken nochmals drei Mi-
nuten mit 10 % Sauerstoff, 5 % Kohlenstoffdioxid und 85 % Stickstoff bei 8 NI/min begast
und nach 36 Stunden Inkubation erfolgte die letzte Begasung mit 50 % Sauerstoff, 5 % Koh-
lenstoffdioxid und 45 % Stickstoff bei 5 NI/min.

3.3 Auswertung

3.3.1 Auswertung mittels Stereolupe anhand eines Scoring-Systems

Nach 48-stliindiger Kultivierung wurden die bestlickten Kulturflaschen, mit der Kontrolle be-
ginnend, aus dem Rollerschrank entnommen. Die Embryonen wurden in eine Petrischale mit
zimmerwarmer HBSS-Pufferlésung verbracht und unter der Stereolupe ausgewertet. Dabei
war darauf zu achten, dass die Reihenfolge der Auswertung der Flaschen mit der der Bestu-
ckung uUbereinstimmte, um eventuelle Entwicklungsunterschiede durch verschieden lange
Inkubations- bzw. Kultivierungszeiten zu vermeiden.
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Die Auswertung erfolgte anhand eines von Klug und Mitarbeitern entwickelten Scoring-
Schemas. Darin wurden die Parameter Dottersackstruktur, Scheitel-Steil3-Lange, Anzahl der
Somiten, Haltung, Neurulation, Kopf, Auge, Ohr, Herz, vordere bzw. hintere GliedmalRenan-
lage, Schwanzanlage und Blut mit einem Punktesystem beurteilt und bewertet. Die Punkte
wurden addiert und ergaben damit den morphologischen Score-Wert (Klug et al., 1985).

Begonnen wurde mit der Beurteilung der Dottersackstruktur (Bewertung nach Score von 1
bis 3). Diese beinhaltet vor allem die GefaRentwicklung und -verteilung tUber den Dottersack.
Dies gibt Aufschluss tber den Fortschritt der Entwicklung des Embryos. Weit verzweigte und
Uber den Dottersack verteilte Gefalle entsprechen dem physiologischen Entwicklungs-
zustand am Tag 11,5 (= 3 Score-Punkte). Im Anschluss daran wurden die Embryonen aus
Dottersack und Amnion herausprapariert und direkt beurteilt. Weitere wichtige Parameter,
die ebenfalls den Entwicklungsfortschritt zeigten, sind die Scheitel-Stei3-Lange (SSL) und
die Anzahl der Somiten. Die SSL wurde mittels eines in das Okular der Stereolupe integrier-
ten Okkulometers abgelesen und dann mithilfe einer Tabelle in Millimeter umgerechnet. Ein
weiterer Punkt war die Anzahl der Somiten. Diese wurden von dem ersten deutlich abgrenz-
baren Somiten kaudal bis zum Beginn der vorderen GliedmaRenanlage gezahlt. Dazu wur-
den noch die zwolf weiter kranial vorhandenen Somiten addiert.

Der morphologische Scorewert wurde anhand der bereits oben aufgeflihrten Punkte (Haltung
des Embryos, Neurulation, Kopfentwicklung (inklusive Gehirnanlage), Augen-, Ohr-, Herzan-
lage, vordere und hintere GliedmaRenanlagen, Schwanzanlage und Blutbildung) ermittelt.
Jeder Parameter wurde auch hier nach einem vorgegebenen Scoring-System (Klug et al.,
1985) bewertet. Dadurch konnte der Entwicklungszustand der einzelnen Embryonen bzw.
die durch die zugegebene Referenzsubstanz hervorgerufenen Veranderungen oder Fehlbil-
dungen beurteilt werden. Die einzelnen Werte wurden dann summiert und somit der Ge-
samtscore fir jeden Embryo ermittelt. Je héher die Summe der Einzelscores war, desto fort-
geschrittener wurde der Entwicklungszustand des Embryos klassifiziert. Die zu erreichende
Hochstpunktzahl waren 40 Score-Punkte.

Durch das Scoring-System konnten die durch die Referenzsubstanzen verursachten Veran-
derungen, wie Fehlbildungen oder die Unterentwicklung des gesamten Embryos oder des-
sen einzelner Organanlagen, erfasst werden. Die Kontrollembryonen dienten dabei als Ver-
gleich fir die mit den Testsubstanzen in aufsteigender Konzentration inkubierten Embryo-
nen. Von der Norm abweichende Auspragungen wurden dabei erfasst. Von einer Abnormitat
wurde ausgegangen, wenn eine disproportionale Entwicklung einer Organanlage im Ver-
gleich zur Kontrolle oder der normalen Auspragung der Gewebemuster auftrat (Dinort, 2007).
Abnormitaten oder fir die Substanz spezifische Veranderungen bzw. Fehlbildungen oder
Retardierungen wurden separat aufgezeichnet. Da der Scorewert nur definierte Parameter
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enthielt, wurden dartber hinaus auftretende Veranderungen zusatzlich vermerkt, wie bei-
spielsweise Fehlbildung der Kiemenbdgen.

Als abnorm wurden alle Embryonen mit einer oder mehreren (schwerwiegenden) Abnormita-
ten (Scoring-Bewertung mit 1) beschrieben. Die als abnorm bewertete Dottersackstruktur
allein galt in der statistischen Auswertung allerdings nicht als Abnormitatskriterium, hierfir
musste noch mindestens ein zweiter Parameter als abnorm bewertet worden sein.

Die Embryonen aus den Lésungsmittelkontrollen wurden mit den Kontrollergebnissen voran-
gegangener Studien des hiesigen Labors verglichen, die eine Abnormitatsrate von 2-3 %
aufwiesen. Methodenbedingt kann es zum Auftreten von Abnormitaten in der Kontrolle kom-
men. Durch die relativ kleinen Fallzahlen lag die Abnormitatenrate bei max. ca. 10 %, wie
auch schon in vorangegangenen Arbeiten (Dinort, 2007; Klug et al., 1985).

3.3.2 Fotodokumentation

Im Anschluss an die Auswertung mittels Stereolupe wurden die von den Eihdllen befreiten
Embryonen noch fotographisch dokumentiert. Dabei wurden mit einer der Stereolupe aufge-
setzten Digitalkamera (Nikon Typ E995, Tokyo, Japan) die Embryonen erst als Ubersichts-
bild in der 16-fachen VergroRerung mit jeweils allen Embryonen pro Flasche, angeordnet,
danach folgten noch zwei Einzelbilder in 20-facher VergroRerung, eines der linken und rech-
ten Korperseite des Embryos, der reprasentativ fur die Gruppe stand. Besonderheiten oder
Auffalligkeiten wurden separat dokumentiert.

3.3.3 Proteinbestimmung

Als Wachstums- bzw. Entwicklungsparameter wurde ebenfalls der Gesamtproteingehalt der
jeweiligen Embryonen ohne Eihullen herangezogen. Dieser wurde mittels der Lowry Metho-
de (Lowry et al.,, 1951) ermittelt. Mithilfe des DC-Protein-Assays (BioRad, Hercules, USA)
wurde dann der Proteingehalt bestimmt. Die Standardkurve wurde mit bovinem Serumal-
bumin (Paesel + Lorey, Hanau) erstellt.

Die Gesamtproteinbestimmung wurde mit Embryonenhomogenat durchgefiihrt. Dazu wurden
die ganzen Embryonen frei von Pufferldsung nach Auswertung unter der Stereolupe in 1,5 ml
Eppendorf-Reaktionsgefalie Uberflihrt. Um im linearen Bereich der Standardkurve zu bleiben
wurde je nach GréRe des Embryos das Volumen mit 0,5 M Natronlauge aufgefullt. Durch die
14- bis 16-stlindige Inkubation mit Natronlauge bei Zimmertemperatur kam es zur chemi-
schen Zersetzung des embryonalen Gewebes. Danach wurden die Eppendorf-Reaktions-
gefalle mit dem zersetzten Embryonalgewebe fiir 30 Minuten bei 30°C in den Thermoschiitt-
ler verbracht. Im Anschluss erfolgte eine nochmalige mechanische Zerkleinerung der Em-
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bryonen durch ein Laborrihrwerk mit Homogenisationskegel in den Eppendorf-Reaktions-
gefallen. Danach wurde die Standardreihe dreifach pipettiert, gefolgt von dem ebenfalls drei-
fach zu bestimmenden Embryonenhomogenat. Dieses wurde mithilfe des Biorad DC-Protein-
Assays bestimmt. Die Auswertung erfolgte danach computergestiitzt mit der Software von
Mircoplate Manager 4.0, Biorad, Hercules, USA.

3.4  Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm SPSS (Version 18.0). Daflr wurden
die bereits in der optischen Auswertung angefiihrten Parameter herangezogen, die im Score
aufsummiert wurden, zusammen mit den Werten der Proteinbestimmung. Ausgehend vom
arithmetischen Mittelwert und der Standardabweichung fir die Scheitel-Steil3-Lange und den
Gesamtproteingehalt wurde der Dunnett T3-Test durchgefihrt. Unter der gleichen Pramisse
wurde fir den Scorewert und die Anzahl der Somiten der Mann-Whitney-U-Test verwendet,
fur die Dottersackdurchblutung der ,Kruskall-Wallis-H-Test* und fir die Dysmorphogenese
der ,Exakte Test nach Fisher® angewandt.

Dabei wurden die Kontroll- und Testansatze statistischen Analysen unterzogen. Die als ab-
norm gewerteten Embryonen wurden in der Statistik als absolute Zahl und als Prozentzahl
fur jeden Ansatz dargestellt. Das statistische Signifikanzniveau wurde mit p < 0,05 (*) und p
< 0,01 (**) angegeben.
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4. Ergebnisse

4.1 Allgemeine Anmerkungen zur Auswertung der Versuche

Fir die Beurteilung und Auswertung der Embryonen wurde das bereits in Kapitel 3.3.1 be-
schriebene Scoring-System nach Klug und Mitarbeitern herangezogen (Klug et al., 1985).
Die Embryonen wurden in einer ersten Versuchsreihe mit den jeweiligen Testsubstanzen in
aufsteigenden Konzentrationen fiir 48 Stunden inkubiert, danach wurden sie in Mischungen
von 80/20 und 50/50 des Ausgangsstoffes und seines Metaboliten in einer zweiten Testreihe
untersucht, um unterschiedliche Metabolisierungsraten zu simulieren. Dabei wurden die
Embryonen in der jeweiligen Mischung auch steigenden Konzentrationen der Ausgangssub-
stanz und dem dazugehorigen Metaboliten ausgesetzt. Bei einigen Substanzen wurden zu-
vor Konzentrationsfindungsversuche durchgefuhrt, da genauere Angaben in der Literatur
fehlten. Zu jedem Versuch wurde eine Ldsungsmittelkontrolle erstellt. Es wurden fir jede
Referenzsubstanz — Ausgangssubstanz und dazugehériger Metabolit — die aufgetretenen
Veranderungen der Somitenzahl, der Dottersackdurchblutung und des morphologischen
Score-Werts beschrieben. Zur weiteren Beurteilung wurden noch die Proteinbestimmung und
die Scheitel-SteiR-Lange als Wachstumsparameter verwendet. Zu jeder Substanz sind im
jeweiligen Kapitel Tabellen mit den Ergebnissen angefigt.

Die Veranderungen wurden hinsichtlich ihrer Bedeutung unterschiedlich gewichtet. So wurde
die Abnormitat als eine disproportionale Entwicklung einer Organanlage im Vergleich zur
Kontrolle oder zu anderen Organanlagen des Embryos oder als eine ,unphysiologische Ent-
wicklung® definiert (Dinort, 2007). Die Abnormitat wurde damit als gravierendste Abweichung
klassifiziert und erhielt im Scoring-System den Wert 1.

Die Verwendung des Begriffs ,Ramskopf‘ bzw. ,ramsképfig“ beschreibt die Abflachung der
Furche (Sulkus) zwischen dem Di- und Telenzephalon durch die Einwirkung der jeweiligen
Substanz. Diese Beobachtung wurde noch nicht als ,abnorm® (Wert 1) bewertet. Die Be-
zeichnung ,Eichhérnchen(-haltung)” steht jedoch fiir eine abnorme Veranderung: Der Emb-
ryo war nicht mehr gedreht, sein Koérper lag — gleich dem Schweif eines Eichhdrnchens — der
Kopfanlage dorsal an.
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4.2 Ergebnisse der Untersuchung der Ausgangssubstanzen, ihrer Metaboliten und

ihrer jeweiligen Mischungen in der WEC

4.2.1 Ergebnisse der Untersuchung von Cyclophosphamid, Acrolein und deren Mi-
schungen

4.2.1.1 Cyclophosphamid

Die Substanz wurde in aufsteigenden Konzentrationen im Bereich von 179,1 bis 1433,1 uM
(50 bis 400 pg/ml) getestet. Im Vorfeld fand ein Konzentrationsfindungsversuch im Bereich
von 358,2 bis 1433,1 uM (100 bis 400 pg/ml) statt.

Mit steigenden Konzentrationen konnte eine kontinuierliche Abnahme der Scheitel-Steil3-
Lange (SSL) festgestellt werden. Zwischen den Werten der Kontrolle und den von mit der
héchsten Konzentration inkubierten Embryonen bestand ein auffalliger Unterschied
(p < 0,05). Ebenfalls kam es zu einem stetigen Riickgang des Proteingehalts, ohne jedoch
signifikante Abweichungen von der Lésungsmittelkontrolle zu zeigen.

Die Dottersackdurchblutung lag in der Kontrolle bei 3,0 Punkten und zeigte damit eine sehr
gute Gefalzeichnung. Ab dem zweiten Versuchsansatz nahmen die Mittelwerte kontinuier-
lich ab. Der Scorewert der Kontrollembryonen ergab 34,5 + 3,82 (Mittelwert MW * Stan-
dardabweichung SD) Punkte. Auch hier war ab der niedrigsten Konzentration (179,1 uM)
eine stetige Abnahme zu verzeichnen, die aber erst in der hdéchsten Konzentration bei
1433,1 UM eine statistische Signifikanz im Vergleich mit der Kontrolle (p < 0,01) aufwies. Die
Zahl der Somiten verringerte sich ebenfalls konzentrationsabhangig statistisch signifikant
(p < 0,05) in der hochsten Konzentration (1433,1 uM) mit einem Wert von 23,5 £ 0,71 (MW %
SD). Ab 358,2 uM zeigten sich zunehmend Veranderungen der Kopfregion, wobei das Te-
lenzephalon nicht richtig ausgebildet war und ein Fehlen der Augenanlage auffiel (Foto 1 auf
Seite 39). Auch waren hier nicht mehr alle Embryonen gedreht (Rumpf liegt nicht ventral der
Herz- und Kopfanlage an). Dabei betrug die Abnormitatsrate unter den inkubierten Embryo-
nen erst ab der héchsten Konzentration von 1433,1 pM (400 pg/ml) 100 %.

Die jeweiligen Ergebnisse der einzelnen Parameter sind in Tabelle 1 (S. 40) aufgefiihrt. Das
Liniendiagramm (Grafik 1 auf S. 50) zeigt eine steile Konzentrationswirkungskurve.
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Foto 1: Rattenembryonen nach 48-stiindiger Inkubation mit aufsteigenden Konzentrationen von Cyclophospha-
mid in der WEC

Kontrolle 179,1 uM 358,2 uM 716,5 UM 1433,1 pM

Legende:

Abbildungen der rechten Kdrperseite von Rattenembryonen am Tag 11,5 nach 48-stiindiger Kultur: Stetige Ab-
nahme der SSL. Bei einer Konzentration von 1433,1 uM war die Rotation des Rumpfes unvollstédndig, das Telen-
zephalon (Pfeil) nicht mehr physiologisch ausgepragt.
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Tab. 1: Effekte verschiedener Konzentrationen von Cyclophosphamid auf Rattenembryonen in vitro (,,whole embryo culture®)

Konzentration Anzahl der Dottersack- Score Somitenzahl Dysmorphe Scheitel- Proteingehalt

MM / pg/mi untersuchten | durchblutung MW = SD MW + SD Embryonen/ Steill-Lange (ug/Embryo)
Embryonen MW £ SD Gesamtzahl der (mm) MW £ SD
Embryonen MW £ SD

0 (Kontrolle) 8 3,0+0,0 34,4 + 3,82 26,5+ 0,76 1/8 2,98 £ 0,22 123,5 + 27,1

179,1/50 8 3,0£0,0 36,3 £ 1,04 26,6 £ 0,92 0/8 3,05 +0,19 1253+ 25,4

358,2/100 8 2,75+ 0,46 36,1 £1,55 26,0 £ 1,41 0/8 2,87 £0,11 124,9 + 26,0

(N=6)
716,5/200 8 2,63 + 0,52 355+1,2 25,9+1,25 0/8 2,92+0,2 114,3 + 20,9
1433,1 /400 8 2,75+0,46 | 26,8 +4,62* | 23,5+0,71* 8 /8 2,48 + 0,28* 82,4 +250
(N=2)
Legende: Darstellung der verschiedenen Wachstums- und Differenzierungsparameter nach 48-stiindiger Inkubation der Embryonen mit aufsteigenden Konzentra-

tionen von Cyclophosphamid. Die Darstellung der Ergebnisse von Kontroll- und Konzentrationsgruppen erfolgte in Mittelwerten unter Angabe der Stan-
dardabweichung.

MW z SD = Mittelwert + Standardabweichung
* =p<0,05

**=p<0,01

N = Stichprobengréle

assijuqabig
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4.2.1.2 Acrolein

Der Metabolit von Cyclophosphamid wurde in einem Konzentrationsbereich von 111,5 bis
891,8 uM (6,25 bis 50 ug/ml) getestet. Allerdings waren bereits bei einer Konzentration von
4459 uM (25 pg/ml) alle eingesetzten Embryonen abnorm, sodass eine Auswertung der
kaum noch als solche erkennbaren Embryonen der hdchsten Konzentration von 891,8 uM
(50 pg/ml) nicht mehr durchgefihrt werden konnte.

Die Wachstumsparameter SSL und Proteingehalt zeigten bis zu 222,9 uM bzw. 12,5 pug/ml
keinen auffalligen Riickgang. Die SSL lag in der Kontrolle bei 3,0 + 0,33 mm (MW  SD), der
mittlere Proteingehalt bei 120,8 £ 20,15 yg (MW + SD). Beide Werte waren bei einer Kon-
zentration von 445,9 uM (25 ug/ml) durch eine deutliche Abnahme gekennzeichnet (SSL:
1,60 + 0,28 mm [MW + SD], Proteingehalt: 39,9 + 14,63 ug [MW + SD]).

Die Dottersackdurchblutung (inklusive der Gefallzeichnung des Dottersacks) war schon ab
222,9 uM (12,5 pg/ml) statistisch signifikant (p < 0,01) auf 1,5 £ 0,58 Punkte (MW + SD) im
Vergleich zur Kontrolle (3,0 + 0,0 MW % SD) verandert. Dies bestétigte sich bei einer Kon-
zentration von 445,9 uyM (25 pg/ml) mit einem Wert von nur noch 1,0 + 0,0 (MW + SD) Punk-
ten. In der hdchsten Konzentration (445,9 uM) stellten sich die Dottersécke als klein und leer,
mit geroteter, gewolbter bzw. hockeriger, teilweise auch ganz glatter Oberflache dar. Der
Score lag bei 35,8 £ 0,5 Punkten (MW x SD) in der Kontrolle und zeigte eine signifikante
Abnahme (p < 0,05) ab einer Konzentration von 178,3 uM auf 34,3 £ 1,5 Punkte (MW + SD).
Im letzten Versuchsansatz (445,9 pM bzw. 25 ug/ml) betrug der Scorewert nur noch 16,0 £
0,0 (MW * SD) Punkte. Die Somitenzahl zeigte ebenfalls eine konzentrationsabhangige Ab-
nahme gegenitber der Ldsungsmittelkontrolle (Signifikanz (p < 0,05) bei 178,3 uM bzw.
10 pg/ml).

Die morphologischen Veranderungen setzen ab 222,9 yM (12,5 pg/ml) Acrolein ein. Bei
4459 uM (25 pg/ml) zeigte sich eine 100-prozentige Abnormitatsquote (ICyax: 445,9 uM).
Zwei von drei Embryonen waren nicht mehr gedreht und zeigten eine ,Eichhérnchenhaltung®,
da der Rumpf noch mit der Kopfanlage dorsal verwachsen war (Foto 2 auf S. 42). Eine Zah-
lung der Somiten war dadurch nicht mehr mdéglich. Alle Embryonen wiesen einen offenen
kranialen Neuroporus auf, die Telenzephalonanlage erschien blasig und die Herzanlage war
nicht deutlich abgrenzbar. GliedmalRen- und Schwanzanlage waren nur noch mafig gut aus-

gepragt.

Alle Einzelergebnisse sind in Tabelle 2 (S. 43) aufgelistet.
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Foto 2: Rattenembryonen nach 48-stiindiger Inkubation mit aufsteigenden Konzentrationen von Acrolein in der
WEC

Kontrolle 111,5 uM 178,3 uM 222,99 uM 4459 uyM

Legende:
Abbildungen der rechten Koérperseite von Rattenembryonen am Tag 11,5 nach 48-stiindiger Kultur: Ab einer

Konzentration von 222,9 uM war die Rotation des Rumpfes unvollstandig (Pfeile), die SSL war deutlich verkurzt.
Ab 4459 uM war eine Auswertung anhand der Score-Parameter nicht mehr méglich (100-prozentige Dysmor-
phogenese).
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Tab. 2: Effekte verschiedener Konzentrationen von Acrolein auf Rattenembryonen in vitro (,,whole embryo culture®)

Konzentration | Anzahl der Dottersack- Score Somitenzahl Dysmorphe Scheitel- Proteingehalt
MM / pg/mi untersuchten | durchblutung MW + SD MW + SD Embryonen/ SteiR-Lange (Mg/Embryo)
Embryonen MW £ SD Gesamtzahl der (mm) MW £ SD
Embryonen MW £ SD
0 (Kontrolle) 4 3,0+0,0 358+0,5 26,3+1,5 0/4 3,0+0,33 120,8 + 20,15
111,5/6,25 4 3,0+0,0 37,5+ 0,58* 26,0 £ 0,82 0/4 3,27 + 0,08 138,4 + 16,65
178,3/10 4 3,0+0,0 343+1,5 23,8 + 0.50* 0/4 3,02 + 0,23 131,3 + 33,11
222,9/112,5 4 1,5+ 0,58** 34,3 £ 0,96 26,0 £ 0,82 0/4 2,99 + 0,11 124,3 + 16,98
445,925 3 1,0 £ 0,0** 16,0 £ 0,0 250+2,0 3/3* 1,60 + 0,28* 39,9 £ 14,63
Legende: Darstellung der verschiedenen Wachstums- und Differenzierungsparameter nach 48-stiindiger Inkubation der Embryonen mit aufsteigenden Konzentra-

tionen von Acrolein. Die Darstellung der Ergebnisse von Kontroll- und Konzentrationsgruppen erfolgte in Mittelwerten unter Angabe der Standardabwei-
chung.

MW % SD = Mittelwert + Standardabweichung
* =p<0,05

**=p<0,01

N = Stichprobengréie

assijuqabig
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4.2.1.3 Cyclophosphamid und Acrolein in der 80/20-Mischung

Der Konzentrationsbereich orientierte sich an dem des Metaboliten. Er erstreckte sich von
222,5 bis 1783,5 uM in der Verteilung 80 % Cyclophosphamid und 20 % Acrolein. Dabei
wurden in der ersten Konzentration insgesamt 222,5 yM der Mischung verwendet, was ei-
nem Anteil von 178 uM Cyclophosphamid und 44,5 uM Acrolein entspricht.

Die SSL nahm im Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle (3,18 £ 0,14 mm MW + SD) ab einer
Konzentration von 445,5 uM auf 2,86 £ 0,15 mm (MW z SD) statistisch signifikant (p < 0,01)
ab, was sich bei den Konzentrationen 1337,5 uyM (SSL: 1,79 £ 0,39 mm MW £ SD) und
1783,5 pM (SSL: 1,69 + 0,33 mm MW * SD) fortsetzte. Der zweite Wachstumsparameter
bestatigte den Rickgang ebenfalls: Der mittlere Proteingehalt verringerte sich ab einer Kon-
zentration von 1337,5 yM mit 52,6 + 28,4 yg (MW % SD) im Vergleich zur Lésungsmittel-
kontrolle mit 145,8 £ 19,7 ug (MW x SD) drastisch.

Ab 891,5 uM zeigte sich bei der Dottersackdurchblutung eine Abnahme mit einem Mittelwert
von 2,13 + 0,35 (MW £ SD) verglichen mit der Lésungsmittelkontrolle mit 3,0 £ 0,0 (MW %
SD) Punkten.

Der Score zeigte ab einer Konzentration von 445,5 uyM eine statistisch signifikante Abwei-
chung (p < 0,01) von 32,0 £ 2,78 (MW % SD) verglichen mit der Lésungsmittelkontrolle (36,8
+ 1,177 MW + SD). Dabei war vor allem eine nicht vollstandige bis nicht vorhandene Drehung
des Embryos auffallig und ein offener kranialer Neuroporus bei zwei von acht Embryonen.
Ab 891,5 uM konnten zudem noch prominent ausgebildete Nasenplakoden und ein nur ge-
ringgradig ausgebildetes Telenzephalon bei zwei von acht Embryonen festgestellt werden
(Foto 3 auf S. 45). Vereinzelt traten Hamorrhagien im Kopfbereich auf. Bei einer Konzentra-
tion von 1337,5 uM waren 88 % der inkubierten Embryonen dysmorph. Die Embryonen wa-
ren nicht mehr gedreht, sondern lberwiegend in ,Eichhérnchenhaltung® (Foto 3 auf S. 45).
Die Neurulation war abnorm, bzw. es war der kraniale Neuroporus noch offen, die Augenan-
lage fehlte bei der Halfte der Embryonen. Die Herzanlage wies keine Herzschlaufe auf, son-
dern war nur noch ein diffuser Schlauch. Auch waren Vorder- und Hintergliedmal3enanlagen
ab dieser Konzentration nicht mehr gut sichtbar ausgebildet. Eine 100-prozentige Abnormi-
tatsrate wies der flinfte Versuchsansatz mit 1783,5 uM auf (ICyax: 1783,5 uM). Hier zeigten
sich bei drei von acht Embryonen ausgebildete Nasenplakoden (sind bei physiologisch ent-
wickelten Embryonen am Tag 11,5 nicht ausgebildet) und eine ,Eichhérnchenhaltung® (Fo-
to 3 auf S. 45). Offene kraniale Neuropori waren bei fast allen Embryonen zu erkennen. Die
Somitenzahl war ab der zweiten Konzentration mit 22,9 + 1,22 (MW + SD) zu 25,5 (MW
SD 0,76; Kontrollwert) statistisch signifikant (p < 0,05) verringert. Ab 891,5 uM war aufgrund
der fehlenden Drehung der Embryonen eine Zahlung der Somiten nicht mehr mdglich.

44



Ergebnisse

In der Tabelle 3 (S. 46) werden die einzelnen Ergebnisse aufgeflhrt. Die Grafiken 1 und 2
(S. 50) zeigen eine Rechtsverschiebung in Richtung der Ausgangssubstanz Cyclophospha-
mid.

Foto 3: Rattenembryonen nach 48-stiindiger Inkubation mit aufsteigenden Konzentrationen von Cyclophos-
phamid und Acrolein im Verhaltnis 80/20 in der WEC

Kontrolle 222,5 yM 4455 uM 891,5 uM 1337,5 uM 1783,5 uM

Legende:

Abbildungen der rechten Koérperseite von Rattenembryonen am Tag 11,5 nach 48-stiindiger Kultur: Ab einer
Konzentration von 445,5 uyM war eine vollstandige Rotation nicht mehr gegeben. Ab 891,5 yM war das Telenze-
phalon nicht mehr physiologisch ausgebildet. Ab 1337,5 pM war der Rumpf dorsal mit der Kopfanlage verwach-
sen, die Embryonen hatten eine ,Eichhérnchenhaltung® (siehe Pfeile).
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vitro (,,whole embryo culture®)

Tab. 3: Effekte verschiedener Konzentrationen von Cyclophosphamid und Acrolein in der 80/20-Mischung auf Rattenembryonen in

Konzentration Anzahl der Dottersack- Score Somitenzahl Dysmorphe Scheitel- Proteingehalt
MM / pg/mi untersuchten | durchblutung MW = SD MW + SD Embryonen/ Steill-Lange (ug/Embryo)
Embryonen MW £ SD Gesamtzahl der (mm) MW £ SD
Embryonen MW £ SD
0 (Kontrolle) 8 3,0+0,0 36,8 + 1,17 25,5+0,76 0/8 3,18 £ 0,14 145,8 + 19,68
222515 8 3,0 £0,0 33,8+35 24,4 + 0,98 2/8 3,0+0,17 125,7 + 14,08
445,5/10 8 2,75+0,46 | 32,0+2,78* | 22,9 +1,22** 1/8 2,86 + 0,15* 115,0 + 18,28
891,5/20 8 2,13 £ 0,35 | 28,9 + 4,52** | 23,6 £0,55** 3/8 2,75+ 0,38 110,9 + 28,97
1337,5/30 8 1,0 £ 0,0** 19,3 + 4,89* n.d. 718 1,79 +0,39** 52,6 £ 28,4
1783,5/40 8 1,0 £ 0,0 19,1 + 3,94** n.d. 8 /8 1,69 £ 0,33** 47,7 £ 19,37**
Legende: Darstellung der verschiedenen Wachstums- und Differenzierungsparameter nach 48-stiindiger Inkubation der Embryonen mit aufsteigenden Konzentra-

tionen von Cyclophosphamid und Acrolein in der 80/20-Mischung. Die Darstellung der Ergebnisse von Kontroll- und Konzentrationsgruppen erfolgte in Mit-

telwerten unter Angabe der Standardabweichung. ,n. d.“ steht fiir ,nicht durchfihrbar”, wenn eine Auswertung nicht mehr méglich war.

MW z SD = Mittelwert + Standardabweichung
* =p<0,05
**=p<0,01

assijuqabig
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4.2.1.4 Cyclophosphamid und Acrolein in der 50/50-Mischung

Der Testbereich bei diesem Mischungsverhaltnis erstreckte sich von 178,4 bis 713,4 uM,
wobei beide Substanzen zu gleichen Teilen verwendet wurden. Im Fall der ersten Konzentra-
tion bedeutete dies eine Mischung aus 89,2 uM Cyclophosphamid und der gleichen Menge
Acrolein.

Die Wachstumsparameter SSL und Proteingehalt verringerten sich bis zu einer Konzentra-
tion von 356,7 uM nur geringfiigig bzw. erhdhten sich bei 535 uM leicht (Tab. 4 auf S. 50).
Jedoch zeigte die SSL bei der héchsten Konzentration von 713,4 uM eine statistisch signifi-
kante Verringerung auf 1,95 + 0,56 mm (MW % SD) im Vergleich zu 3,08 + 0,40 mm (MW %
SD) in der Lésungsmittelkontrolle. Auch der mittlere Proteingehalt hatte mit 73,5 + 45,09 ug
(MW % SD) zum Kontrollwert 159,1 + 64,3 pg (MW + SD) in der hochsten Konzentration stark
abgenommen, der Unterschied war jedoch nicht statistisch signifikant.

Die Abnahme der Dottersackdurchblutung war in der hdéchsten Konzentration (713,4 uM)
auffallig. Hier sank der Wert von 3,0 £ 0,0 (MW % SD) in der Kontrolle auf 1,25 + 0,46 (MW *
SD). Beim Score wurde ein signifikanter Riickgang (p < 0,05) bereits ab 356,7 uM bemerkt.
Dieser verringerte sich von 36,8 + 1,58 (MW = SD) der Kontrollembryonen auf 34,0 + 2,76
(MW x SD) bei 356,7 uM. Ein deutlicher Effekt war dabei in der héchsten Konzentration von
713,4 uM zu beobachten: Hier lag der Score-Wert nur noch bei 24,0 + 5,74 (MW £ SD). Die
Anzahl der Somiten blieb hingegen unverandert, die héchste Konzentration war in diesem
Punkt nicht auswertbar, da alle Embryonen in ,Eichhérnchenhaltung® vorlagen und eine So-
mitenzahlung somit nicht mdglich war. Die Embryonen zeigten von der niedrigsten Konzen-
tration an zunehmend eine Dysmorphogenese ihrer Rotation, d. h. keine vollstdndige oder
gar keine Drehung (Foto 4 auf S. 48). In der vierten Konzentration (713,4 uM) lag bei zwei
von acht Embryonen eine abnorme Neurulation vor. Der Kopfbereich wies bei drei Embryo-
nen einen ,Ramskopf‘ auf bzw. einmal einen offenen kranialen Neuroporus. Eine Einzeldar-
stellung der Werte erfolgt in der Tabelle 4 (S. 49).

In der grafischen Darstellung (Grafiken 1 und 2 auf S. 50) verhielt sich die Mischung erwar-

tungsgemal: Die Konzentrationswirkungskurve lag zwischen denen der Ausgangssubstanz
und ihres Metaboliten.
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Foto 4: Rattenembryonen nach 48-stiindiger Inkubation mit aufsteigenden Konzentrationen von Cyclophospha-
mid und Acrolein im Verhaltnis 50/50 in der WEC

Kontrolle 178,4 uM 356,7 uM 535,0 uM 713,4 uM

Legende:

Abbildungen der rechten Korperseite von Rattenembryonen am Tag 11,5 nach 48-stlindiger Kultur: Deutliche
Abnahme der SSL, sowie eine nicht mehr vollstdndige Rotation des Rumpfes waren ab einer Konzentration von
356,7 uM zu erkennen. Ab 713,4 uM war der Rumpf dorsal mit der Kopfanlage verwachsen.
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Tab. 4: Effekte verschiedener Konzentrationen von Cyclophosphamid und Acrolein in der 50/50-Mischung auf Rattenembryonen in

vitro (,,whole embryo culture®)

Konzentration Anzahl der Dottersack- Score Somitenzahl Dysmorphe Scheitel- Proteingehalt
MM / pg/mi untersuchten | durchblutung MW = SD MW + SD Embryonen/ Steil-Lange (Mg/Embryo)
Embryonen MW £ SD Gesamtzahl der (mm) MW £ SD
Embryonen MW £ SD

0 (Kontrolle) 8 3,0+0,0 36,75+ 1,58 | 255+1,31 0/8 3,08+0,4 159,1 £ 64,3

178,4/10 8 3,0 £0,0 33,5+ 5,68 25,6 £ 0,55 1/8 2,96 + 0,33 134,56 £ 29,8

356,7 / 20 6 2,83 +0,41 34,0 £1,9* 25,3 +0,58 1/6 2,66 + 0,32 1247 + 24,82

535,0/30 7 2,86 + 0,38 33,6 £ 2,76* 26,0+ 0,0 117 2,87 £0,47 148,9 + 57,22

713,4 /40 8 1,25 + 0,46™ | 24,0 £ 5,74* n.d. 8 /8 1,95 + 0,56** 73,5 + 45,09
Legende: Darstellung der verschiedenen Wachstums- und Differenzierungsparameter nach 48-stiindiger Inkubation der Embryonen mit aufsteigenden Konzentra-
tionen von Cyclophosphamid und Acrolein in der 50/50-Mischung. Die Darstellung der Ergebnisse von Kontroll- und Konzentrationsgruppen erfolgte in Mit-

telwerten unter Angabe der Standardabweichung. ,n. d.“ steht fur ,nicht durchfiihrbar”, wenn eine Auswertung nicht mehr mdéglich war.

MW z SD = Mittelwert + Standardabweichung
* =p<0,05

**=p<0,01

N = Stichprobengroie

assijuqabig
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Grafik 1: Score in Beziehung zur Konzentration (pM)
Der Metabolit Acrolein verursachte ein deutliche Abnahme des Scorewertes. Die Kurven der Mischungsversuche
lagen erwartungsgemaf zwischen denen der Ausgangssubstanz und der des Metaboliten.

Cyclophosphamid / Acrolein

. I \x\‘\\ —e—cP
\\/ ACR

CP / ACR 50/50
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\ —%— CP / ACR 80/20
20
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S —
15 . . . .
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Konzentration [uM]
Legende:

Die Darstellung zeigt die Veranderung des Scores von Ausgangssubstanz, Metabolit und der 80/20- und 50/50-
Mischung in Abhangigkeit von der Konzentration [uM]. Die verschiedenfarbigen Symbole stehen fiir die jeweiligen
Mittelwerte, die Linien dazwischen sind grafische Hilfsmittel. Auf der X-Achse ist die Konzentration in [uM] aufge-
tragen, die Y-Achse stellt die Scorewerte dar.

Grafik 2: Dysmorphe Embryonen in Beziehung zur Konzentration (M)

Die Dysmorphogenese zeigt in beiden Mischungsversuchen eine deutliche Rechtsverschiebung zugunsten der
Ausgangssubstanz.
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Legende:

Die Darstellung zeigt die Veranderung der Dysmorphogenese der Embryonen nach 48-stiindiger Inkubation mit
der Ausgangssubstanz, dem Metabolit bzw. in der 80/20- und 50/50-Mischung in Abhangigkeit von der Konzen-
tration [uM]. Die verschiedenfarbigen Symbole stehen fiir die jeweiligen Mittelwerte, die Linien dazwischen sind
grafische Hilfsmittel. Auf der X-Achse ist die Konzentration in [uM] aufgetragen, die Y-Achse stellt die Scorewerte
dar.
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4.2.2 Ergebnisse der Untersuchung von Retinol, all-trans-Retinsdure und deren Mi-
schungen

4.2.2.1 Retinol

Retinol wurde in einem Konzentrationsbereich von 3,49 bis 174,5 pM bzw. 1,0 pg/ml bis
50 pg/ml getestet (Tab. 5 auf S. 53). Die Auswertung aller Parameter konnte nur bis 8,73 uM
bzw. 2,5 pg/ml durchgefiihrt werden, da hier bereits eine Abnormitatsrate von 100 % festge-
stellt wurde. Es gingen mehrere Konzentrationsfindungsversuche voraus, bei denen die hohe
Sauerstoff- und Lichtempfindlichkeit des Retinols beriicksichtigt werden musste.

Bei den Wachstumsparametern SSL und Proteingehalt wurde Folgendes festgestellt: Die
Lésungsmittelkontrolle zeigte einen Wert von 3,18 + 1,45 mm (MW * SD) SSL. Die SSL
nahm ab der niedrigsten Konzentration (3,49 uM bzw. 1,0 uyg/ml) stetig ab. Eine erste statis-
tisch signifikante (p < 0,01) Abweichung war bei der vierten Konzentration mit 34,9 uM bzw.
10,0 pg/ml bei einem Wert von 1,89 + 0,48 mm (MW z SD) zu erkennen. Der Proteingehalt
sank im Vergleich zur Kontrolle (144,8 + 26,28 ug MW £ SD) bis zu einem Wert von 77,2 +
26,6 ug (MW £ SD) bei einer Konzentration von 35,0 yM (10,0 pug/ml) kontinuierlich ab.

Retinol zeigte bereits ab der zweiten Konzentration (8,73 uM bzw. 2,5 ug/ml) eine deutliche
Verringerung der Dottersackgefallausbildung mit einem Wert von 1,5 £ 0,58 Punkten (MW %
SD), verglichen mit 3,0 £ 0,0 (MW = SD) der Kontrolle, und ging auch in den folgenden Kon-
zentrationen bis auf einen Wert von 1,0 + 0,0 (MW + SD) bei 34,9 yM (10,0 pg/ml) und
87,25 uyM (25,0 pg/ml) zurtck. Schon in der niedrigsten Konzentration war eine deutliche
Abnahme des Scores (32,3 + 5,34 MW * SD; Kontrolle: 37,0 + 0,82 MW * SD) zu beobach-
ten. Eine statistisch signifikante Veranderung (p < 0,05) war ab 2,5 ug/ml festzustellen; hier
lag der Score bei 21,5 + 0,58 (MW z SD) und verringerte sich weiter deutlich auf 21,0 + 4,0
(MW £ SD) und in der héchsten Konzentration (34,9 uM) auf 18,3 £ 1,16 (MW £ SD).

Ab 8,73 uM (2,5 pg/ml) fielen Veranderungen der Neurulation auf. Bei zwei von sieben Em-
bryonen waren offene kraniale Neuropori und damit eine abnorme Entwicklung der Kopf-
region auffallig. Auch fiel ein verzogertes Wachstum der hinteren Gliedmaflenanlagen und
der Schwanzanlage auf. Die Ausbildung der Herzschleife war nicht mehr vollstédndig, es wa-
ren lediglich Herzschlduche zu sehen. Die Abnormitétsrate lag bei 100 % (ICuax: 8,73 uM).
Ab 17,46 pM (5,0 pg/ml) zeigte sich bei allen Embryonen eine abnorme Kopfregion, da sich
der kraniale Neuroporus noch nicht geschlossen hatte. Zudem fehlte bei allen Embryonen
die Augenanlage. Ein Embryo zeigte zahlreiche Hdmorrhagien im Kopfbereich (Foto 5 und 6
auf S. 52). Das Telenzephalon war verformt und wies eine hockerige Oberflache auf. Der
Rumpf war bei allen Embryonen physiologisch entwickelt, Augen- und Ohranlage jedoch
waren weitgehend nicht ausgebildet. In den nachfolgenden Konzentrationen bestétigte sich
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die 100-prozentige Abnormitatsrate. Auch die anderen Scoring-Parameter waren stark ver-
ringert, so dass die Neurulation, Kopfentwicklung und Herzanlage mit dem Wert 1 (abnorm)
bewertet wurden. Auffallig war, dass der Rumpf vollstandig mit dem Amnion verwachsen
war. Augen- und Ohranlage waren nicht mehr angelegt. Ab 87,25 uyM (25 pg/ml) konnte kei-
ne Auswertung vorgenommen werden, da alle Embryonen unter 1,2 mm grof3 und zu 100 %
abnorm waren. Die statistische Auswertung der Einzelwerte liegt in Tabelle 5 (S. 53) vor.

Foto 5: Rattenembryonen nach 48-stiindiger Inkubation mit aufsteigenden Konzentrationen von Retinol in der
WEC

Kontrolle 17,46 yM

Legende:
Abbildungen der rechten Koérperseite von Rattenembryonen am Tag 11,5 nach 48-stiindiger Kultur: Ab einer
Konzentration von 8,73 uM waren deutliche Hamorrhagien im Bereich des Telenzephalons zu erkennen (Pfeile).

Foto 6: Rattenembryonen nach 48-stiindiger Inkubation mit aufsteigenden Konzentrationen von Retinol in der
WEC

Kontrolle 17,46 uM

Legende:
Abbildungen der linken Korperseite von Rattenembryonen am Tag 11,5 nach 48-stiindiger Kultur: Ab einer Kon-

zentration von 8,73 uyM waren deutliche Hamorrhagien im Bereich des Telenzephalons zu erkennen (Pfeile).
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Tab. 5: Effekte verschiedener Konzentrationen von Retinol auf Rattenembryonen in vitro (,,whole embryo culture®)

Konzentration Anzahl der Dottersack- Score Somitenzahl Dysmorphe Scheitel- Proteingehalt

MM / pg/mi untersuchten | durchblutung MW = SD MW + SD Embryonen/ Steill-Lange (Mg/Embryo)
Embryonen MW £ SD Gesamtzahl der (mm) MW £ SD
Embryonen MW £ SD

0 (Kontrolle) 4 3,0+£0,0 37,0+ 0,82 255+1,0 0/4 3,18 £ 1,45 144,8 + 26,28

3,49/1,0 7 3,0£0,0 32,3+5,34 23,3+2,16 317 2,86 + 0,25 125,8 + 31,45

8,73/2,5 4 1,5+0,58* | 21,5+ 0,58* n. d. 4/ 4 2,79 +0,19 104,3 + 15,06

17,46 /5,0 7 1,43 £0,54* | 21,0 £ 4,0* 19,0 £ 1,41 717 2,67 £0,40 120,8 + 47,84

34,9/10,0 7 1,0 £ 0,0 18,3 £ 2,87** n. d. 717 1,89 £ 0,48* 77,2 + 26,6

Legende: Darstellung der verschiedenen Wachstums- und Differenzierungsparameter nach 48-stiindiger Inkubation der Embryonen mit aufsteigenden Konzentra-

chung. ,n. d.“ steht fir ,nicht durchfihrbar”, wenn eine Auswertung nicht mehr méglich war.

MW z SD = Mittelwert + Standardabweichung
* =p<0,05
**=p<0,01

tionen von Retinol. Die Darstellung der Ergebnisse von Kontroll- und Konzentrationsgruppen erfolgte in Mittelwerten unter Angabe der Standardabwei-

assijuqabig
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4.2.2.2 All-trans-Retinsaure

Aufgrund seiner hohen Embryotoxizitdt wurde der Metabolit des Retinols nur in einem niedri-
gen Konzentrationsbereich von 0,42 bis 3,33 uM (0,125 bis 1 pg/ml) untersucht.

Die SSL wies in der Lésungsmittelkontrolle einen Wert von 2,94 + 0,23 mm (MW £ SD) auf.
Bereits mit der niedrigsten Konzentration begann die Tendenz zur Abnahme. Ab einer Kon-
zentration von 1,66 yM war der Rickgang deutlich (p < 0,05) mit nur noch 2,09 + 0,57 mm
(MW = SD). Bei der héchsten Konzentration von 3,33 uM (1,0 pg/ml) lag die SSL mit 1,91 £
0,43 mm (MW + SD) auffallig unterhalb der der Lésungsmittelkontrolle. Der Proteingehalt
sank in der statistischen Auswertung hingegen geringer im Vergleich zur SSL. Bei einem
Kontrollmittelwert von 112,4 + 30,8 ug (MW * SD) zeigte sich eine kontinuierliche Verringe-
rung bis zur Konzentration von 1,66 uM (0,5 pg/ml) auf 76,1 £ 24,5 ug (MW + SD).

An der Dottersackdurchblutung war schon ab der niedrigsten Konzentration ein Riickgang
(p < 0,05) von 3,0 £ 0,0 (MW £ SD) der Loésungsmittelkontrolle auf 2,29 (MW + SD 0,76)
Punkte zu verzeichnen, d. h. die GefalRzeichnung war vermindert. Ab 0,83 uM (0,25 pg/ml)
war der Wert auf 1,75 + 0,89 (MW * SD) Punkte gesunken und damit statistisch signifikant
(p < 0,01) verandert. Die folgenden Konzentrationen (0,25, 0,5 und 1,0 ug/ml) zeigten nur
noch abnorme Dottersackstrukturen: Es waren keine sichtbaren Gefalte mehr ausgebildet.
Auch der Score verringerte sich mit ansteigenden Konzentrationen deutlich. Der Lésungsmit-
telkontrollwert betrug 32,25 + 4,2 (MW = SD) Punkte. Statistische Signifikanzen (p < 0,01)
waren allerdings erst ab 1,66 pM (0,5 pg/ml) zu beobachten. Dabei zeigten sich Verande-
rungen vor allem im Kopfbereich. Hier war bei drei von acht Embryonen der kraniale Neuro-
porus noch nicht geschlossen und damit die Kopfanlage als abnorm bewertet.

Ab der niedrigsten Konzentration (0,42 uM) war die Rotation der Embryonen nicht immer mit
der Hochstzahl 5 zu bewerten. Eine Bewertung mit finf Punkten setzte eine Bertihrung der
Schwanzanlage mit den Gehirnbldschen voraus. Hier war eine Entwicklungsverzdgerung
durch Einwirkung der Substanz zu erkennen. Ab einer Konzentration von 0,83 pM
(0,25 pg/ml) war eine geringere Ausbildung der vorderen und hinteren Gliedmalfien- und der
Schwanzanlage zu beobachten. Bei 1,66 yM (0,5 pyg/ml) lag eine statistische Signifikanz
(p < 0,01) des Scores (23,0 £ 2,45 MW + SD) bei einem Kontrollwert von 32,25 + 4,20 (MW %
SD) vor. Sechs von acht Embryonen wurden bei einer Konzentration von 1,66 uyM als dys-
morph eingestuft. Die Augenanlage war nicht vorhanden, ebenso waren die Gliedmallenan-
lagen wenig ausgepragt und wurden daher mit dem Wert 2 bewertet. Vereinzelt waren auch
Hamorrhagien im Kopfbereich sichtbar (Foto 7 und 8 auf S. 55). Die Embryonen bei der
hochsten Konzentration von 3,33 uM (1,0 pug/ml) waren alle abnorm, sie waren nicht gedreht,
sondern in ,Eichhérnchenhaltung® und vom Kopf- bis zum Rumpfbereich deutlich entwick-
lungsverzdgert. Augen- und teilweise Ohranlagen waren nicht ausgebildet, der Rumpf nach
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dorsal geklappt und die GliedmaRenanlagen kaum entwickelt. Eine Darstellung der Einzeler-
gebnisse der Statistik findet sich in Tabelle 6 auf S. 56.

Foto 7: Rattenembryonen nach 48-stindiger Inkubation mit aufsteigenden Konzentrationen von all-trans-
Retinsaure in der WEC

Kontrolle

Legende:
Abbildungen der rechten Kérperseite von Rattenembryonen am Tag 11,5 nach 48-stiindiger Kultur: Eine Abnah-

me der SSL war ab 0,42 yM feststellbar. Ab einer Konzentration von 0,83 pM waren die Embryonen unvollstandig
gedreht. Vereinzelte Hdmorrhagien in der Telenzephalonregion zeigten sich bei 1,66 uM.

Foto 8: Rattenembryonen nach 48-stindiger Inkubation mit aufsteigenden Konzentrationen von all-trans-
Retinsaure in der WEC

Kontrolle

Legende:
Abbildungen der linken Kérperseite von Rattenembryonen am Tag 11,5 nach 48-stlindiger Kultur: Bei einer Kon-

zentration von 0,83 uyM war der kraniale Neuroporus nicht mehr geschlossen (Pfeile). Deutlich erkennbare Ha-
morrhagien im Bereich des Telenzephalons bei 1,66 uM (Pfeile).
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Tab. 6: Effekte verschiedener Konzentrationen von all-trans-Retinsdure auf Rattenembryonen in vitro (,,whole embryo culture®)

Konzentration Anzahl der Dottersack- Score Somitenzahl Dysmorphe Scheitel- Proteingehalt
MM / pg/mi untersuchten | durchblutung MW + SD MW + SD Embryonen/ Steil-Lange (Mg/Embryo)
Embryonen MW £ SD Gesamtzahl der (mm) MW £ SD
Embryonen MW £ SD
0 (Kontrolle) 8 3,0+£0,0 32,25+4,.2 23,13 £ 1,36 1/8 2,94 +0,23 112,4 + 30,8
0,42/0,125 7 2,29 + 0,76* 30,57 £5,5 23,43 £ 3,21 2/7 2,76 £ 0,44 115,2 £ 40,2
0,83/0,250 8 1,75 +0,89* | 28,13 +4,09 23,6 £ 2,51 4/8 2,47 + 0,58 92,8 + 33,1
1,66 /0,50 8 1,0 £ 0,0* 23,0 £ 2,45* n.d. 6/8* 2,09 £ 0,57* 76,1 £ 24,5
3,33/1,00 6 1,0 £ 0,0 | 21,17 +20,4* n.d. 6/6™ 1,91 £ 0,43* 77,1 £ 36,1

Legende: Darstellung der verschiedenen Wachstums- und Differenzierungsparameter nach 48-stiindiger Inkubation der Embryonen mit aufsteigenden Konzentra-
tionen von all-trans-Retinséure. Die Darstellung der Ergebnisse von Kontroll- und Konzentrationsgruppen erfolgte in Mittelwerten unter Angabe der Stan-

dardabweichung. ,n. d.” steht fur ,nicht durchfiihrbar”, wenn eine Auswertung nicht mehr méglich war.

MW z SD = Mittelwert + Standardabweichung
* =p<0,05

**=p<0,01

N = Stichprobengréfie
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4.2.2.3 Retinol und all-trans-Retinsaure in der 80/20-Mischung

Der Mischungsversuch im Verhaltnis 80/20 wurde in den Konzentrationen 0,41, 0,83, 4,1 und
8,3 UM durchgefiihrt. Die zu testenden Konzentrationen orientierten sich an dem weitaus
toxischeren Metaboliten. Dabei wurde in der ersten Konzentration eine Mischung aus
0,3 uM Retinol und 0,11 pM all-trans-Retinsdure verwendet.

Die SSL betrug in der Kontrolle 3,11 £ 0,26 mm (MW x SD). Ab der dritten Konzentration
(4,1 uM) zeigte sich mit 1,95 = 0,72 mm (MW £ SD) ein statistisch signifikanter Riickgang
(p < 0,05), ebenso der vierte Ansatz (p < 0,01) mit einer SSL von nur noch 1,90 £ 0,56 mm
(MW £ SD). Der zweite Wachstumsparameter Proteingehalt der Embryonen wies ebenfalls
eine stetige Abnahme seines Wertes auf: von 170 + 48,37 ug (MW £ SD) in der Kontrolle auf
einen Wert von 77,3 + 21,74 ug (MW % SD) in der hdchsten Konzentration (8,3 pM).

Auch die weiteren Punkte der Auswertung wie die Dottersackdurchblutung zeigten einen
kontinuierlichen Rickgang mit steigenden Konzentrationen. Hier lie sich bereits ab der
niedrigsten Konzentration eine Abnahme der Gefalausbildung (2,60 + 0,89 MW + SD) ge-
genuber der Lésungsmittelkontrolle (3,0 MW + SD 0,0) feststellen. Dies wurde mit Werten
von 1,14 + 0,38 (MW % SD) und 1,13 + 0,35 (MW * SD) in der dritten (4,1 uM) und vierten
Konzentration (8,30 uM) als statisch signifikant (p < 0,01) erkannt. Der Score zeigte ab der
zweiten Konzentration (0,83 uM) signifikante Auffalligkeiten. Er betrug bei der Lésungsmittel-
kontrolle 37,4 + 1,30 (MW £ SD) Punkte und schwachte sich iber 34,0 + 3,32 (MW £ SD) in
der niedrigsten Konzentration tber 30,9 + 6,01 (MW = SD; p< 0,05), 19,0 £ 1,73 (MW % SD;
p < 0,01) letztendlich auf 18,6 £ 1,19 Punkte (MW + SD; p < 0,01) ab. Die Abnormitatsrate
lag in der zweiten Konzentration (0,83 pM) bei 25 %, ab 4,1 pM bei 100 % (ICuax: 4,1 uM).
Als Fehlbildungen in der zweiten Konzentration waren vor allem offene kraniale Neuropori
und eine unvollstandige Drehung zu beobachten. Der dritte Ansatz zeigte durchgehend
»Eichhérnchenhaltung“ und offene Neuropori (Foto 9 auf S. 58). Zudem war das Herz oft
abnorm verandert, ebenso die Schwanzanlage. Die mit der vierten Konzentration (8,3 pM)
behandelten Embryonen zeigten die vorab beschriebenen Fehlbildungen in gleichem bis
noch starkerem MalRe. In Tabelle 7 (S. 59) sind die Ergebnisse im Uberblick dargestellt.

Das Mischungsverhaltnis zeigte im Vergleich zu den Einzelsubstanzen eine Linksverschie-

bung in der Konzentrationswirkungskurve in Richtung des Metaboliten all-trans-Retinsdure
(Grafik Nr. 3 und 4 auf S. 63).
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Foto 9: Rattenembryonen nach 48-stiindiger Inkubation mit aufsteigenden Konzentrationen von Retinol und all-
trans-Retinséure im Verhaltnis 80/20 in der WEC

Kontrolle

Legende:
Abbildungen der rechten Koérperseite von Rattenembryonen am Tag 11,5 nach 48-stiindiger Kultur: Eine Abnah-

me der SSL war ab 0,83 uM feststellbar. Hamorrhagien und nicht geschlossene kraniale Neuropori in der Telen-
zephalonregion zeigten sich ab 4,10 uM (Pfeile).
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Tab. 7: Effekte verschiedener Konzentrationen von Retinol und all-trans-Retinsdure in der 80/20-Mischung auf Rattenembryonen in

vitro (,,whole embryo culture®)

Konzentration Anzahl der Dottersack- Score Somitenzahl Dysmorphe Scheitel- Proteingehalt

MM / pg/mi untersuchten | durchblutung MW = SD MW + SD Embryonen/ Steill-Lange (Mg/Embryo)
Embryonen MW £ SD Gesamtzahl der (mm) MW £ SD
Embryonen MW £ SD

0 (Kontrolle) 8 3,0+£0,0 37,4 £1,30 253+1,16 0/8 3,11 £ 0,26 170,0 £ 48,37

0,41/0,025 5 26 0,89 34,0 £ 3,32 254 +£270 0/5 3,13+£0,24 157,9 £ 61,28

0,83/0,05 8 2,5+0,54 30,9+£6,01* | 244+270 2/8 2,89+ 0,39 141,0 £ 51,5

(N=5)
4,1/0,25 7 1,14 £ 0,38** | 19,0 £ 1,73** n.d. 717 1,95+ 0,72* 91,1 £ 54,82
8,3/0,5 8 1,13+ 0,35 | 18,6 £ 1,19** n.d. 8 /8 1,9 £ 0,56** 77,3 £ 21,74

Darstellung der verschiedenen Wachstums- und Differenzierungsparameter nach 48-stiindiger Inkubation der Embryonen mit aufsteigenden Konzentra-
tionen von Retinol und all-trans-Retinsaure in der 80/20-Mischung. Die Darstellung der Ergebnisse von Kontroll- und Konzentrationsgruppen erfolgte in
Mittelwerten unter Angabe der Standardabweichung. ,n. d.“ steht fiir ,nicht durchfiihrbar, wenn eine Auswertung nicht mehr méglich war.

Legende:

MW z SD = Mittelwert + Standardabweichung
* =p<0,05

**=p<0,01

N = Stichprobengréfie

assijuqabig
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4.2.2.4 Retinol und all-trans-Retinsaure in der 50/50-Mischung

Die Versuchsreihe der 50/50-Mischung umfasste den Konzentrationsbereich von 0,33, 1,66
und 3,33 uM all-trans-Retinsaure. Dabei wurden fiir die erste Konzentration eine Mischung
von 0,17 pM beider Substanzen verwendet.

Die SSL wurde in der Losungsmittelkontrolle mit 2,96 + 0,25 mm (MW = SD) angegeben.
Eine statistische Signifikanz (p < 0,01) der SSL war erst bei der héchsten Konzentration mit
3,3 uM bei 1,74 £ 0,43 mm (MW = SD) zu erkennen, jedoch war auch hier eine Abnahme
des Wertes in den Versuchsansatzen zuvor zu sehen. Der Proteingehalt wies ebenfalls erst
ab der héchsten Konzentration einen signifikant (p < 0,01) veranderten Wert mit 66,9 +
24,99 yg (MW = SD) im Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle mit 126,4 + 23,41 pg (MW
SD) auf. In den Versuchsansatzen mit geringerer Konzentration war eine kontinuierliche Ab-
nahme des Proteingehalts zu verzeichnen.

+

+

Die Dottersackdurchblutung nahm ab der niedrigsten Konzentration statistisch signifikant ab
(2,38 £ 0,52 MW + SD zur Kontrolle mit 3,0 + 0,0 MW + SD) und stagnierte in der héchsten
Konzentration (3,33 uM) bei 1,0 £ 0,0 (MW % SD). Ab dem ersten Ansatz mit der Substanz-
mischung waren 50 % der eingesetzten Embryonen abnorm, ab dem zweiten Ansatz
(1,66 pM) betrug die Abnormitatsrate dann 100 % (ICyax: 1,66 uM). Der Score zeigte in der
Kontrolle einen Wert von 36,2 £1,17 (MW x SD). Bereits im Ansatz mit der niedrigsten Kon-
zentration von 0,33 yM war der Scorewert mit 29,3 + 5,18 (MW + SD) Punkten statistisch
signifikant (p < 0,05) zurtickgegangen. In den folgenden Ansatzen sank der Score noch wei-
ter. Die beiden héchsten Konzentrationen verursachten deutliche Verédnderungen. Im ersten
Ansatz (0,33 uM) wurde vor allem eine unvollstdndige Drehung bzw. noch offene Neuropori
festgestellt. Einige Embryonen zeigten hier bereits eine ,Eichhérnchenhaltung®. Dies setzte
sich auch in der zweiten Konzentration (1,66 uM) fort. Zusatzlich zeigten alle Embryonen
einen offenen kranialen Neuroporus, teilweise mit Hamorrhagien im Bereich des Telenze-
phalons. Die hinteren GliedmaRenanlagen waren kaum noch ausgebildet, ebenso die
Schwanzanlage. Gleiches war in den nachfolgenden Versuchsansatzen zu erkennen, wo
jedoch noch die Abnormitat der Herzentwicklung dazu kam. Die Tabelle 8 (S. 62) zeigt die
Ergebnisse im Einzelnen.

In der 50/50-Mischung zeigte sich eine starke Linksverschiebung im Vergleich zur Konzen-
trationswirkungskurve der Einzelsubstanzergebnisse (siehe Grafik Nr. 3 und 4 auf S. 63).
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Foto 10: Rattenembryonen nach 48-stiindiger Inkubation mit aufsteigenden Konzentrationen von Retinol und
all-trans-Retinsaure im Verhaltnis 50/50 in der WEC

Kontrolle

Legende:
Abbildungen der rechten Kérperseite von Rattenembryonen am Tag 11,5 nach 48-stiindiger Kultur: Hdmorrhagien

in der Telenzephalonregion zeigten sich ab 1,66 uyM: Die Auspragung des Telenzephalons war nicht mehr physio-
logisch (Pfeile). Die SSL verringerte sich ab 0,33 uM stetig.
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Tab. 8: Effekte verschiedener Konzentrationen von Retinol und all-trans-Retinsaure in der 50/50-Mischung auf Rattenembryonen in

vitro (,,whole embryo culture®)

Konzentration Anzahl der Dottersack- Score Somitenzahl Dysmorphe Scheitel- Proteingehalt
MM / pg/mi untersuchten | durchblutung MW = SD MW + SD Embryonen/ Steil-Lange (Mg/Embryo)
Embryonen MW £ SD Gesamtzahl der (mm) MW £ SD
Embryonen MW £ SD
0 (Kontrolle) 6 3,0+0,0 36,2 +1,17 244 + 0,92 0/6 2,96 + 0,25 126,4 + 23,41
0,33/0,1 8 2,38 £ 0,52* 29,3 +5,18* 23,8 £ 0,96 4/8 2,81 10,29 113,7 £ 32,49
1,66/0,5 8 1,38 £ 0,52** | 20,3 + 3,45** n. d. 8/8* 2,39+0,48 103,0 + 38,29
3,33/1,0 8 1,0 £ 0,0* 17,4 £ 2,07* n. d. 8/8* 1,74 £ 0,43* 66,9 + 24,99**
Legende: Darstellung der verschiedenen Wachstums- und Differenzierungsparameter nach 48-stiindiger Inkubation der Embryonen mit aufsteigenden Konzentra-
tionen von Retinol und all-trans-Retinséaure in der 50/50-Mischung. Die Darstellung der Ergebnisse von Kontroll- und Konzentrationsgruppen erfolgte in

Mittelwerten unter Angabe der Standardabweichung. ,n. d.“ steht fiir ,nicht durchfiihrbar®, wenn eine Auswertung nicht mehr méglich war.

MW z SD = Mittelwert + Standardabweichung
* =p<0,05

**=p<0,01

N = Stichprobengréle
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Grafik 3: Score in Beziehung zur Konzentration (pM)

All-trans-Retinsdure verursachte ab der ersten Konzentration eine steile Abnahme des Scorewertes. Die 50/50-
Mischung erwies sich im Versuch als potenteste Mischung, doch schon die 80/20-Mischung zeigte eine Links-
verschiebung im Vergleich zum Metabolit.

Retinol / all-trans-Retinsaure

b
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Konzentration [uM]
Legende:

Die Darstellung zeigt die Veranderung des Scores von Ausgangssubstanz, Metabolit und der 80/20- und 50/50-
Mischung in Abhangigkeit von der Konzentration [uM]. Die verschiedenfarbigen Symbole stehen fiir die jeweiligen
Mittelwerte, die Linien dazwischen sind grafische Hilfsmittel. Auf der X-Achse ist die Konzentration in [uM] aufge-
tragen, die Y-Achse stellt die Scorewerte dar.

Grafik 4: Dysmorphe Embryonen in Beziehung zur Konzentration (uM)

Auch in der Dysmorphogenese war die 50/50-Mischung das starkste Teratogen, gefolgt vom Metabolit all-trans-
Retinsdure. Die 80/20-Mischung lag in der Dysmorphogenese zwischen Ausgangssubstanz und Metabolit.
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Legende:

Die Darstellung zeigt die Veranderung der Dysmorphogenese der Embryonen nach 48-stiindiger Inkubation mit
der Ausgangssubstanz, dem Metabolit bzw. in der 80/20- und 50/50-Mischung in Abhangigkeit von der Konzen-
tration [uM]. Die verschiedenfarbigen Symbole stehen fir die jeweiligen Mittelwerte, die Linien dazwischen sind
grafische Hilfsmittel. Auf der X-Achse ist die Konzentration in [uM] aufgetragen, die Y-Achse stellt die Scorewerte
dar.
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4.2.3 Ergebnisse der Untersuchung von Valpromid und Valproinsdaure und deren Mi-
schungen

4.2.3.1 Valpromid

Valpromid wurde in Konzentrationen zwischen 0,44 mM (62,5 pg/ml) und 3,5 mM (500 pg/ml)
getestet. Hohere Konzentrationen konnten wegen schlechter Loslichkeit der Substanz nicht
untersucht werden, da das Lésungsmittel DMSO in der WEC nur bis 0,1 % eingesetzt wer-
den kann.

Die Kontrollembryonen zeigten eine Grofie von 2,97 + 0,39 mm (MW x SD) SSL, die sich mit
der niedrigsten Konzentration leicht auf 2,81 + 0,32 mm (MW x SD) verringerte. Eine statis-
tisch signifikante (p < 0,01) Abnahme war ab 1,75 mM (250 pg/ml) auf 2,33 + 0,36 mm (MW
+ SD) zu erkennen. Der zweite Wachstumsparameter, der Proteingehalt, betrug in der L6-
sungsmittelkontrolle 140,3 + 37,62 yg (MW + SD) und sank kontinuierlich mit Zunahme der
Wirkstoffkonzentration. Eine erste statistische Signifikanz (p < 0,01) trat bei 0,87 mM
(125 pg/ml) mit einem Wert von 90,0 £ 22,35 ug (MW £ SD) auf. Bei 3,5 mM (500 pg/ml) lag
der Proteingehalt nur noch bei 77,1 £ 6,2 ug (MW £ SD; p < 0,01).

Die Dottersackdurchblutung verringerte sich schon ab 62,5 pg/ml auf 2,62 £ 0,52 (MW + SD)
Punkte im Vergleich zum Kontrollwert (3,0 £ 0,0 MW = SD) geringgradig. Eine statistische
Signifikanz (p < 0,01) stellte sich ab 1,75 mM (250 pg/ml) ein. Hier zeigte sich eine Abnahme
auf 1,86 £ 0,69 (MW £ SD) und in der héchsten Konzentration auf 1,4 £ 0,55 (MW % SD)
Punkte. Der Score lag in der Kontrolle im Mittel bei 36,3 + 2,14 (MW £ SD) Punkten und
nahm mit steigender Konzentration bis auf 25,0 + 3,46 (MW + SD) Punkte in der hoéchsten
Konzentration (p < 0,01) ab. Bei einer Konzentration von 0,44 mM (62,5 pug/ml) waren drei
der acht kultivierten Embryonen dysmorph, bei 1,75 mM waren es drei von sieben Embryo-
nen und bei der héchsten eingesetzten Konzentration vier von finf Embryonen.

Foto 11: Rattenembryonen nach 48-stiindiger Inkubation mit aufsteigenden Konzentrationen von Valpromid in
der WEC

Kontrolle

Legende:
Abbildungen der linken Kérperseite von Rattenembryonen am Tag 11,5 nach 48-stlindiger Kultur: Hdmorrhagien

im Kopfbereich waren ab 1,75 mM zu erkennen, eine unvollstandige Rotation ab 0,87 mM Valpromid.
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Tab. 9: Effekte verschiedener Konzentrationen von Valpromid auf Rattenembryonen in vitro (,,whole embryo culture®)

Konzentration Anzahl der Dottersack- Score Somitenzahl Dysmorphe Scheitel- Proteingehalt
mM / pg/mi untersuchten | durchblutung MW = SD MW = SD Embryonen/ Steill-Lange (Mg/Embryo)
Embryonen MW £ SD Gesamtzahl der (mm) MW £ SD
Embryonen MW £ SD
0 (Kontrolle) 7 3,0£0,0 36,3+2,14 25,4 + 2,07 0/7 2,97 £ 0,39 140,3 + 37,62
0,44 /62,5 8 2,62 +0,52 32,1+ 4,91 24,7 £ 1,60 3/8 2,81 +0,32 112,6 + 33,35
0,87 /125 8 2,75+ 0,46 32,5 + 3,96 249 +1,22 0/8 2,84 + 0,31 90,0 + 22,35**
1,75/ 250 7 1,86 £ 0,69** | 27,1 £ 5,52** 25,0 + 1,41 3/7 2,33 £ 0,36™* 101,9 + 26,05*
3,5/500 5 1,40 £ 0,55** | 25,0 + 3,46™* 23,0+0,0 45 2,44 +0,18* 77,1 £ 6,20*
(N=1)
Legende: Darstellung der verschiedenen Wachstums- und Differenzierungsparameter nach 48-stiindiger Inkubation der Embryonen mit aufsteigenden Konzentra-
tionen von Valpromid. Die Darstellung der Ergebnisse von Kontroll- und Konzentrationsgruppen erfolgte in Mittelwerten unter Angabe der Standardabwei-
chung.

MW z SD = Mittelwert + Standardabweichung
* =p<0,05

**=p<0,01

N = Stichprobengréle
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4.2.3.2Valproinsaure

Valproinsaure wurde in einem Konzentrationsbereich von 0,3 bis 1,2 mM (50 bis 200 pg/ml)
untersucht.

Die SSL lag in der Lésungsmittelkontrolle bei 3,04 £ 0,177 mm (MW % SD). Sie verringerte
sich mit ansteigender Konzentration zunehmend. Eine statistische Signifikanz (p < 0,05) liel3
sich aber erst ab 0,9 mM (150 pg/ml) mit 2,53 £ 0,26 mm (MW + SD) im Vergleich zum Kon-
trollwert feststellen. Ab 1,2 mM lag die SSL bei statistisch signifikanten (p < 0,05) 2,32 %
0,39 mm (MW + SD). Der Proteingehalt zeigte eine erste signifikante (p < 0,05) Abweichung
zum Wert der Lésungsmittelkontrolle (138,4 + 17,6 yg MW £ SD) ab der dritten Konzentra-
tion (0,9 mM): 161,9 + 13,1 yg MW + SD Proteingehalt. Danach sank er statistisch signifikant
(p <0,05) auf 102,6 + 19,4 pg (MW = SD) bei 0,9 mM (150 pg/ml) und 89,0 + 18,7 pg (MW £
SD; p <0,01) bei 1,2 mM (200 pg/ml) ab.

In den ersten zwei Konzentrationen, 0,3 und 0,6 mM (50 und 100 pg/ml), entsprach die Dot-
tersackdurchblutung der Kontrolle (3,0 £ 0,0 MW £ SD). Erst ab 0,9 mM (150 pg/ml) zeigte
sich eine statistisch signifikante (p < 0,01) Abnahme auf 1,14 £ 0,38 (MW + SD) Punkte. In
der hochsten Konzentration (1,2 mM) lag der Wert der Dottersackdurchblutung bei nur noch
1,0 £ 0,0 (MW = SD). Ahnliches war auch bei der Entwicklung des Scores zu beobachten.
Dieser lag in der Lésungsmittelkontrolle noch bei 37,5 £ 0,93 (MW = SD) Punkten und nahm
dann erst geringfiigig (36,6 = 1,30 MW % SD und 35,2 £ 2,71 MW + SD) und ab der dritten
Konzentration stark ab (29,3 + 5,28 MW + SD und 21,5 + 2,43 MW £ SD; p < 0,01). Hier wa-
ren drei von sieben Embryonen abnorm.

Die Tabelle 10 (S. 68) stellt die Einzelergebnisse dar. Vor allem die Haltung und der Kopfbe-
reich waren fehlgebildet. Die Embryonen waren nicht mehr gedreht, die Somiten waren teil-
weise verformt, im Kopfbereich war das Telenzephalon noch nicht richtig ausgebildet. In der
héchsten Konzentration waren alle Embryonen abnorm. Ab einer Konzentration von 0,9 mM
(150 pg/ml) zeigten die Embryonen Hamorrhagien im Telenzephalon und ,Blutbildung® in der
Herzanlage' (Foto 12 auf S. 67). Die ICyax lag bei 1,2 mM (200 pg/ml). Die Anzahl der Somi-
ten war nicht mehr bestimmbar, die Embryonen waren nicht gedreht, sondern zeigten ,Eich-
hérnchenhaltung®. Das Neuralrohr erschien teilweise als ,geschlangelte” Linie, die Neuropori
waren kranial und kaudal nicht geschlossen und somit abnorm.

! Unter Blutbildung wurde die mikroskopisch erkennbare Ansammlung von roten Vorlauferblutzellen in der Herz-
anlage bezeichnet.
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Foto 12: Rattenembryonen nach 48-stiindiger Inkubation mit aufsteigenden Konzentrationen von Valproinséure
in der WEC

Kontrolle

Legende:
Abbildungen der linken Kérperseite von Rattenembryonen am Tag 11,5 nach 48-stiindiger Kultur: ,Blutbildung“ in

der Herzschleife und Hamorrhagien im Kopfbereich fanden sich ab 0,90 mM (Pfeile).
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Tab. 10: Effekte verschiedener Konzentrationen von Valproinsaure auf Rattenembryonen in vitro (,,whole embryo culture®)

Konzentration Anzahl der Dottersack- Score Somitenzahl Dysmorphe Scheitel- Proteingehalt
mM / pg/mi untersuchten | durchblutung MW + SD MW + SD Embryonen/ Steil’-Lange (Mg/Embryo)
Embryonen MW £ SD Gesamtzahl der (mm) MW £ SD
Embryonen MW £ SD
0 (Kontrolle) 8 3,0+£0,0 37,5+£0,93 251 +£1,07 0/8 3,04 £ 0,17 138,4 £ 17,6
(N=7)
0,3/50 8 3,0£0,0 36,6 £ 1,30 25,5+0,54 0/8 3,07+0,3 147,4 + 30,1
0,6/100 6 3,0£0,0 35,2+2,71* 24,6 £ 0,55 0/6 3,09 £ 0,06 161,9 + 13,1
(N=5)
0,9/150 7 1,14 £ 0,38** | 29,3 £5,28* | 21,3 +1,53** 3/7 2,53 + 0,26* 102,6 + 19,4*
(N=3)
1,2/200 7 1,0 £ 0,0 21,5 +£2,43* n.d. 6/7 2,32 £+ 0,39* 89,0 + 18,7**
(N=6)
Legende: Darstellung der verschiedenen Wachstums- und Differenzierungsparameter nach 48-stiindiger Inkubation der Embryonen mit aufsteigenden Konzentra-

dardabweichung. ,n. d.“ steht fiir ,nicht durchfiihrbar®, wenn eine Auswertung nicht mehr mdglich war.

MW z SD = Mittelwert + Standardabweichung
* =p<0,05
**=p<0,01

N = Stichprobengréle

tionen von Valproinsaure. Die Darstellung der Ergebnisse von Kontroll- und Konzentrationsgruppen erfolgte in Mittelwerten unter Angabe der Stan-
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4.2.3.3 Valpromid und Valproinsaure in der 80/20-Mischung

Fir den Mischungsversuch wurden fiinf Konzentrationen von 0,375 bis 6,0 mM angesetzt.
Dabei betrug in der ersten Konzentration (0,375 mM) der Anteil an Valpromid 0,3 mM und an
Valproinsaure 0,075 mM.

Die SSL wies in der Lésungsmittelkontrolle 3,11 + 0,30 mm (MW = SD) auf und zeigte eine
stetige Abnahme mit Anstieg der Konzentrationen. Ab der vierten Konzentration (3,0 mM)
zeigte sich erstmals eine statistische Signifikanz (p < 0,05) mit 2,16 + 0,48 mm (MW % SD).
In der héchsten Konzentration (6,0 mM bzw. 800 pg/ml) lag der Wert bei 1,23 + 0,06 mm
(MW £ SD; p < 0,01). Der andere Wachstumsparameter, der Proteingehalt, lag in der L6-
sungsmittelkontrolle bei 160,7 + 27,03 ug (MW + SD). Statistische Signifikanzen (p < 0,01)
waren in der Auswertung ab der vierten Konzentration (3 mM bzw. 400 ug/ml) zu sehen. Hier
betrug der Proteingehalt 84,6 + 24,71 ug (MW + SD), in der héchsten Konzentration nur noch
26,5 + 11,07 yg (MW £ SD).

Veranderungen an der Dottersackdurchblutung lieRen sich ab einer Konzentration von
0,75 mM (100 pg/ml) feststellen. Hier war der Kontrollwert von 3,0 + 0,0 (MW + SD) auf
2,75+ 0,71 (MW * SD) Punkte verringert. Bei 3 und 6 mM wies die Dottersackdurchblutung
nur noch Werte von 1,57 + 0,54 (MW %= SD) und 1,0 £ 0,0 (MW % SD) Punkte auf. Der Score
lag in der Kontrolle bei 35,6 £ 2,2 (MW = SD) Punkten und nahm mit steigenden Konzentra-
tionen stetig ab. Auch hier war ab der dritten Konzentration (1,5 mM) eine statistische Signi-
fikanz (p < 0,01) erkennbar.

Die genauen Ergebnisse sind in der Tabelle 11 auf S. 71 dargestellt. Bei einer Konzentration
von 0,75 mM waren drei von acht Embryonen dysmorph. Bei 1,5 mM waren sechs von acht
Embryonen abnorm, bei 6 mM lag die Abnormitatsrate bei 100 % (ICuax: 3 mM). Verande-
rungen traten ab der zweiten Konzentration (0,75 mM) im Kopfbereich auf — hier zeigten sich
offene kraniale Neuropori und nicht ausgebildete Ohr- und Augenanlagen. Die Embryonen
waren nicht mehr vollstandig gedreht. Ab der dritten Konzentration war vor allem die ,Eich-
hérnchenhaltung® bei der Mehrzahl der Embryonen zu sehen. Deutlich reduzierte Entwick-
lung zeigten die Embryonen ab 3,0 mM. Hier waren ,Eichhérnchenhaltung®, offene kraniale
Neuropori und ein entwicklungsverzdgerter Rumpf festzustellen (Foto 13 auf S. 70). Die
héchste Konzentration (6,0 mM) bestatigte die vorher beschriebenen Ergebnisse; die Em-
bryonen waren wesentlich kleiner und ebenfalls in allen Organ- und GliedmaRenanlagen
deutlich unterentwickelt.

Das Mischungsverhaltnis 80/20 zeigt in der Grafik 5 (S. 75) eine Linksverschiebung der Kon-
zentrationswirkungskurve gegeniber der Ausgangssubstanz Valpromid. Bei der grafischen
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Darstellung des Scores (Grafik 6 auf S. 75) liegt die Kurve der Mischung mittig zwischen
Ausgangssubstanz und Metabolit.

Foto 13: Rattenembryonen nach 48-stiindiger Inkubation mit aufsteigenden Konzentrationen von Valpromid und
Valproinsaure 80/20 in der WEC

Kontrolle

Legende:
Abbildungen der rechten Kérperseite von Rattenembryonen am Tag 11,5 nach 48-stiindiger Kultur: Die bei 1,5

mM kultivierten Embryonen waren nur noch unvollstdndig gedreht. Bei Konzentrationen von 3,0 und 6,00 mM
waren alle untersuchten Embryonen abnorm.
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Tab. 11: Effekte verschiedener Konzentrationen von Valpromid und Valproinsaure in der 80/20-Mischung auf Rattenembryonen in vit-

ro (,,whole embryo culture®)

Konzentration Anzahl der Dottersack- Score Somitenzahl Dysmorphe Scheitel- Proteingehalt
mM / pug/mi untersuchten | durchblutung MW = SD MW + SD Embryonen/ Steill-Lange (ug/Embryo)
Embryonen MW £ SD Gesamtzahl der (mm) MW £ SD
Embryonen MW £ SD
0 (Kontrolle) 8 3,0+£0,0 356 +2,2 253+0,76 0/8 3,11+ 0,30 160,7 + 27,03
0,37 /50 7 3,0+£0,0 35,4 +1,62 25,0 £ 0,63 0/7 3,03+0,16 139,8 + 16,99
0,75/100 8 2,75+ 0,71 30,9+ 7,47 245 +0,84 3/8 2,80 £ 0,46 113,2 + 38,98
1,5/ 200 8 2,0£0,0* 25,3 +4,53* | 23,7+0,58 6/8* 2,62 + 0,36 113,1 £ 31,92
3,0/400 7 1,57 £ 0,54** | 20,7 £ 0,95** n.d. 717 2,16 + 0,48* 84,6 +24,71*
6,0 /800 8 1,0 £ 0,0 18,0 £ 0,0** n.d. 8 /8 1,23 £ 0,06** 26,5+ 11,07*
Legende: Darstellung der verschiedenen Wachstums- und Differenzierungsparameter nach 48-stiindiger Inkubation der Embryonen mit aufsteigenden Konzentra-

tionen von Valpromid und Valproinsaure in der 80/20-Mischung. Die Darstellung der Ergebnisse von Kontroll- und Konzentrationsgruppen erfolgte in Mit-
telwerten unter Angabe der Standardabweichung. ,n. d.“ steht fiir ,nicht durchfihrbar”, wenn eine Auswertung nicht mehr mdéglich war.

MW % SD = Mittelwert + Standardabweichung
* =p<0,05

**=p<0,01

N = Stichprobengréle
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4.2.3.4Valpromid und Valproinsaure in der 50/50-Mischung

Hier wurde im Konzentrationsbereich von 0,3 bis 2,4 mM getestet. Beide Substanzen wurden
zu gleichen Teilen in der Mischung verwendet.

Die SSL der Lésungsmittelkontrolle lag bei 3,20 £ 0,18 mm (MW £ SD). Im Vergleich dazu
zeigte sich ab der zweiten Konzentration (0,6 mM) eine statistische Signifikanz (p < 0,01) mit
2,43 = 0,22 mm (MW % SD). In der héchsten Konzentration (2,4 mM) lag diese Signifikanz
(p < 0,01) bei einem Wert von 2,24 + 0,40 mm (MW x SD) ebenfalls vor. Der Proteingehalt
betrug in der Kontrolle 166,4 + 26,18 ug (MW * SD). Auch hier war ab einer Konzentration
von 0,6 mM (100 ug/ml) eine statistisch signifikante (p < 0,01) Abnahme zur Kontrolle mit
102,9 + 18,99 ug (MW £ SD) zu erkennen. Bei 2,4 mM (400 ug/ml) lag der Proteingehalt bei
84,4 + 16,43 ug (MW = SD; p < 0,01).

Eine erste statistische Signifikanz in der Reduzierung der Entwicklung der Dottersackdurch-
blutung zeigte sich bei einer Konzentration von 0,6 mM. Hier lag der Wert nur noch bei 2,0 +
0,0 (MW = SD) im Vergleich zur Kontrolle 3,0 £ 0,0 (MW % SD). Ab 2,4 mM war dieser Para-
meter bei allen Embryonen verandert. Der Scorewert lag bei 37,0 £ 1,31 (MW £ SD) in der
Losungsmittelkontrolle. Ab der zweiten Konzentration war eine statistische Signifikanz
(p <0,01) mit 22,8 = 1,89 Punkten (MW + SD) zu beobachten. Die héchste Konzentration
(2,4 mM) ergab nur noch 19,5 + 1,51 Punkte (MW % SD).

Ab dem zweiten Versuchsansatz (0,6 mM) waren alle vier untersuchten Embryonen abnorm
(ICuax: 2,4 mM). Dabei waren die Haltung und der Kopfbereich durchgehend mit dem Wert 1
zu bewerten (Foto 14 auf S. 73). Alle Embryonen zeigten eine ,Eichhérnchenhaltung® und
einen offenen kranialen Neuroporus, die Augenanlage war nicht mehr angelegt. In der
héchsten Konzentration war bei zwei Embryonen ein ,geschlangelt” wirkendes Neuralrohr zu
erkennen. Die Oberflache der Embryonen wirkte uneben. Gliedmallen- und Schwanzanlagen
waren geringgradig ausgebildet.

Alle Einzelergebnisse der statistischen Auswertung sind in Tabelle 12 (S. 74) abgebildet. In
der Konzentration-Effekt-Beziehung zeigte die Mischung eine deutliche Linksverschiebung
im Vergleich zu den Grafen der Ausgangssubstanz, Metabolit und 80/20-Mischung (Grafik
Nr. 5und 6 auf S. 75).
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Foto 14: Rattenembryonen nach 48-stiindiger Inkubation mit aufsteigenden Konzentrationen von Valpromid und
Valproinsaure im Verhaltnis 50/50 in der WEC

Kontrolle

Legende:
Abbildungen der rechten Koérperseite von Rattenembryonen am Tag 11,5 nach 48-stiindiger Kultur: Ab einer

Konzentration von 0,6 mM waren alle Embryonen dysmorph, wahrend eine Konzentration von 0,3 mM kaum
Veranderungen hervorrief.
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Tab. 12: Effekte verschiedener Konzentrationen von Valpromid und Valproinsédure in der 50/50-Mischung auf Rattenembryonen in vit-

ro (,,whole embryo culture®)

Konzentration Anzahl der Dottersack- Score Somitenzahl Dysmorphe Scheitel- Proteingehalt
mM / pug/mi untersuchten | durchblutung MW = SD MW = SD Embryonen/ Steill-Lange (ug/Embryo)
Embryonen MW £ SD Gesamtzahl der (mm) MW £ SD
Embryonen MW £ SD
0 (Kontrolle) 8 3,0+£0,0 37,0 £ 1,31 25,6 £ 0,74 0/8 3,20+ 0,18 166,4 + 26,18
0,3/50 4 3,0+£0,0 36,8 + 0,96 248 +0,5 0/4 3,03 +£0,20 149,9 + 35,84
0,6 /100 4 2000 | 22,8 +1,89* n.d. 44 2,43 £ 0,22** 102,9 £ 18,99**
2,4 /400 8 1,0 £ 0,0** 19,5 £ 1,51** n.d. 8/8 2,24 £ 0,40 84,4 + 16,43**

Legende: Darstellung der verschiedenen Wachstums- und Differenzierungsparameter nach 48-stiindiger Inkubation der Embryonen mit aufsteigenden Konzentra-
tionen von Valpromid und Valproinsaure in der 50/50-Mischung. Die Darstellung der Ergebnisse von Kontroll- und Konzentrationsgruppen erfolgte in Mittel-

werten unter Angabe der Standardabweichung. ,n. d.“ steht fir ,nicht durchfiihrbar®, wenn eine Auswertung nicht mehr méglich war.

MW z SD = Mittelwert + Standardabweichung
* =p<0,05
**=p<0,01

assijuqabig



Ergebnisse

Grafik 5: Score in Beziehung zur Konzentration (mM)
Wahrend bei Valpromid nur eine geringgradige Abnahme des Scores zu verzeichnen war, ist bei seinem Metabo-
lit Valproinségure ein deutlicher Riickgang ab der niedrigsten Konzentration zu erkennen. Die 80/50-Mischung

wies erwartungsgemaRl eine Linksverschiebung zur Ausgangssubstanz auf, wahrend die 50/50-Mischung sich
noch deutlich starker auf die Abnahme des Scores auswirkte.
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Legende:

Die Darstellung zeigt die Veranderung des Scores von Ausgangssubstanz, Metabolit und der 80/20- und 50/50-
Mischung in Abhangigkeit von der Konzentration [mM]. Die verschiedenfarbigen Symbole stehen fir die jeweili-
gen Mittelwerte, die Linien dazwischen sind grafische Hilfsmittel. Auf der X-Achse ist die Konzentration in [mM]

aufgetragen, die Y-Achse stellt die Scorewerte dar.

Grafik 6: Dysmorphe Embryonen in Beziehung zur Konzentration (mM)
Bei Valpromid konnte keine 100-prozentige Dysmorphogenese der Embryonen erreicht werden. Eine Linksver-
schiebung war bei Valproinsaure allein und, noch deutlicher, bei den 80/20- und 50/50-Mischungen zu erkennen.
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Legende:

Die Darstellung zeigt die Veranderung der Dysmorphogenese der Embryonen nach 48-stiindiger Inkubation mit
der Ausgangssubstanz, dem Metabolit bzw. in der 80/20- und 50/50-Mischung in Abhangigkeit von der Konzen-
tration [uM]. Die verschiedenfarbigen Symbole stehen fiir die jeweiligen Mittelwerte, die Linien dazwischen sind

grafische Hilfsmittel. Auf der X-Achse ist die Konzentration in [mM] aufgetragen, die Y-Achse stellt die Scorewerte
dar.
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4.2.4 Ergebnisse der Untersuchung von Albendazol und Albendazolsulfoxid und deren
Mischungen

4.2.4.1 Albendazol

Albendazol wurde in fiinf Konzentrationen von 0,04 bis 3,7 uM (0,01 bis 1,0 pg/ml) getestet.
Es gingen mehrere Konzentrationsfindungsversuche voran. Albendazol scheint eine Interak-
tion mit GefalRen aus Kunststoff einzugehen, was die anfanglichen Versuche nicht auswert-
bar machte. Dies wurde in den Versuchsprotokollen vermerkt. In den folgenden Versuchen
mit Albendazol und seinem Metabolit wurden ausschlieBlich Glasgefalie zur Herstellung der
Verdinnungen verwendet.

Die SSL betrug 3,09 + 0,11 mm (MW * SD) bei den Kontrollembryonen. Mit steigender Kon-
zentration der Ausgangssubstanz kam es zu einer stetigen Abnahme der SSL. Beim Pro-
teingehalt bot sich ein dhnliches Bild. Hier lag die Kontrolle bei 138,6 + 14,76 ug (MW x SD)
und sank bis auf 102,4 + 48,02 ug (MW + SD) ab.

Die Dottersackdurchblutung ging erst ab einer Konzentration von 1,8 uM (0,5 ug/ml) zuriick
und lag bei einem Wert von 2,83 + 0,41 (MW % SD) Punkten. Eine statistische Signifikanz
(p < 0,01) stellte sich bei dem Versuchsansatz mit der héchsten Konzentration von 3,7 uM
(1,0 yg/ml) ein. Die Auswertung Uber das Scoresystem ergab einen Wert von 36,3 £ 0,5 (MW
1+ SD) Punkten fir die Kontrollembryonen. Auch hier lieR® sich eine kontinuierliche Abnahme
feststellen, die jedoch bis zum Versuchsansatz mit 1,8 uM (0,5 pg/ml) Albendazol keine sta-
tistisch signifikanten Abweichungen aufzeigte. Erst bei einer Konzentration von 3,7 pM
(1,0 pg/ml) war der Scorewert auf 24,4 + 2,30 (MW = SD) Punkte verringert und wies eine
statistische Signifikanz (p < 0,05) auf. Die ICyax lag bei 3,7 uM (1,0 pg/ml).

Die statistische Auswertung ist im Einzelnen in Tabelle 13 (S. 78) dargestellt. Morpholo-
gische Veranderungen betrafen vereinzelt die Herzanlage. Diese wies ein stark vergrofl3er-
tes, blasenartiges Perikard auf. In der héchsten Konzentration fiel zudem noch eine Rickbil-
dung des Telenzephalon auf (Foto 15 auf S. 77), wahrend das Neuralrohr — auch kranial —
geschlossen war.

76



Ergebnisse

Foto 15: Rattenembryonen nach 48-stiindiger Inkubation mit aufsteigenden Konzentrationen von Albendazol in
der WEC

Kontrolle

Legende:
Abbildungen der rechten Kdrperseite von Rattenembryonen am Tag 11,5 nach 48-stiindiger Kultur: Vor allem das

Telenzephalon war bei 3,70 uM verandert (Pfeil).
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Tab. 13: Effekte verschiedener Konzentrationen von Albendazol auf Rattenembryonen in vitro (,,whole embryo culture®)

Konzentration Anzahl der Dottersack- Score Somitenzahl Dysmorphe Scheitel- Proteingehalt
MM / pg/mi untersuchten | durchblutung | MW £ SD MW + SD Embryonen/ Steil3-Lange (Mg/Embryo)
Embryonen MW £ SD Gesamtzahl der (mm) MW £ SD
Embryonen MW £ SD
0 (Kontrolle) 4 3,0£0,0 36,3+0,5 25815 0/4 3,09 £ 0,11 138,6 + 14,76
0,04 /0,01 6 3,0£0,0 36,0+£253 | 25,04+ 1,41 0/6 3,01 £0,19 119,1 + 23,22
0,40/0/1 6 3,0+0,0 348+24 24,0 + 1,58 0/6 3,0+0,11 124,8 + 22,0
1,8/0,5 6 2,83 £ 0,41 350+4,98 | 254 +1,52 1/6 3,09 £ 0,29 165,1 + 38,42
3,7/1,0 5 1,0 £ 0,0 244 + 23" 23,3+1,53 5/5 2,74 + 0,39 102,4 + 48,02
Legende: Darstellung der verschiedenen Wachstums- und Differenzierungsparameter nach 48-stiindiger Inkubation der Embryonen mit aufsteigenden Konzentra-

tionen von Albendazol. Die Darstellung der Ergebnisse von Kontroll- und Konzentrationsgruppen erfolgte in Mittelwerten unter Angabe der Standardab-

weichung. ,n. d.“ steht flr ,nicht durchfiihrbar, wenn eine Auswertung nicht mehr moglich war.

MW z SD = Mittelwert + Standardabweichung
* =p<0,05
**=p<0,01
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4.2.4.2 Albendazolsulfoxid

Der Metabolit von Albendazol wurde ebenfalls in flinf Konzentrationsschritten getestet. Diese
reichten von 0,3 bis 17,7 uM (0,1 bis 5,0 pg/ml).

Die Wachstumsparameter SSL und Proteingehalt zeigten bis zur héchsten Konzentration
eine kontinuierliche Abnahme. Jedoch erst in der héchsten Konzentration von 17,7 uM
(5,0 yg/ml) waren die Unterschiede zur Kontrolle statistisch signifikant (p < 0,01). Die SSL
lag in der Kontrolle bei 2,89 + 0,20 mm (MW £ SD) und in der hochsten Konzentration bei
2,04 £ 0,0 mm (MW £ SD). Der Proteingehalt erreichte in der Kontrolle 107,5 + 28,85 ug
(MW £ SD) und lag in der hoéchsten Konzentration bei 50,9 £ 1,7 ug (MW £ SD) (p < 0,01).
Einen Uberblick iiber alle Einzelergebnisse dieser Versuche zeigt die Tabelle 14 auf S. 81.

Die Dottersackdurchblutung wurde in der Kontrolle mit einem Wert von 2,88 £ 0,0 (MW % SD)
ermittelt. Dieser fiel kontinuierlich ab, da die GefaRzeichnung abnahm. In der héchsten Kon-
zentration (17,7 pyM) wies die Dottersackdurchblutung mit 1,0 £ 0,0 (MW % SD) eine statisti-
sche Signifikanz (p < 0,01) auf. Nur bei 1,7 uM (0,5 ug/ml) wurde der Wert von 3,0 £ 0,0
(MW + SD) erreicht. Der Score entsprach in der Kontrolle 34,5 £ 3,83 (MW + SD) Punkten.
Er nahm mit ansteigenden Konzentrationen nur leicht ab. Ab dem dritten Versuchsansatz
(3,5 uM) waren die Embryonen nicht mehr vollstandig gedreht, auch waren Ohr- und Augen-
anlage nicht mehr entwicklungsphysiologisch korrekt ausgebildet, d. h. es war nur noch eine
Augenfurche statt einer Augenblase bei zwei von acht Embryonen. Bei der Ohranlage war
bei sechs von acht Embryonen kein dorsaler Rezessus vorhanden. Nach Kultur der Embryo-
nen in der hdchsten Konzentration konnten keine Somiten mehr gezahlt werden, die Embry-
onen waren nicht gedreht und Neurulation und Kopfbereich waren abnorm. Augen- und Ohr-
anlagen waren nicht vorhanden. Das Herz wurde ebenfalls als abnorm bewertet. Die 1Cyax
lag bei 5,0 pg/ml.

Die Konzentrationswirkungskurve war im Vergleich zur Ausgangssubstanz Albendazol deut-
lich nach rechts verschoben (siehe Grafik Nr. 7 und 8 auf S. 87).
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Foto 16: Rattenembryonen nach 48-stiindiger Inkubation mit aufsteigenden Konzentrationen von Albendazol-
sulfoxid in der WEC

Kontrolle

Legende:
Abbildungen der rechten Kérperseite von Rattenembryonen am Tag 11,5 nach 48-stiindiger Kultur: Die Verande-

rungen befanden sich vor allem im Bereich des Telenzephalon ab einer Konzentration von 3,5 uM (Pfeile).
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Tab. 14: Effekte verschiedener Konzentrationen von Albendazolsulfoxid auf Rattenembryonen in vitro (,,whole embryo culture®)

Konzentration Anzahl der Dottersack- Score Somitenzahl Dysmorphe Scheitel- Proteingehalt
MM / pg/mi untersuchten | durchblutung MW = SD MW + SD Embryonen/ Steill-Lange (Mg/Embryo)
Embryonen MW £ SD Gesamtzahl der (mm) MW £ SD
Embryonen MW £ SD
0 (Kontrolle) 6 2,88+0,0 34,5 + 3,83 24,4 + 1,52 1/6 2,89 £ 0,20 107,5 + 28,85
0,3/0,1 4 25+1,0 32,3+7,68 24,0+1,0 1/4 2,75 £ 0,51 100,9 + 53,95
1,7/0,5 7 3,0£0,0 34,4 +£ 3,05 23,8 £ 0,41 117 2,67 £0,32 88,8 £ 16,95
3,5/1,0 8 2,88 £ 0,35 34,8 £ 3,72 24,3 +1,89 0/8 295+0,18 121,0 £ 20,06
8,8/2,5 6 2,5+0,58 32,7 +£3,72 24,3 + 0,58 1/6 2,79 £ 0,41 117,4 £ 42,11
17,71/5,0 2 1,0 £ 0,0 13,5+£0,71* n. d. 2/2 2,04 £ 0,0* 50,9 +1,7**
Legende: Darstellung der verschiedenen Wachstums- und Differenzierungsparameter nach 48-stiindiger Inkubation der Embryonen mit aufsteigenden Konzentra-

tionen von Albendazolsulfoxid. Die Darstellung der Ergebnisse von Kontroll- und Konzentrationsgruppen erfolgte in Mittelwerten unter Angabe der Stan-
dardabweichung. ,n. d.“ steht fiir ,nicht durchfiihrbar®, wenn eine Auswertung nicht mehr moglich war.

MW % SD = Mittelwert + Standardabweichung
* =p<0,05

**=p<0,01

N = Stichprobengréle
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4.2.4.3 Albendazol und Albendazolsulfoxid in der 80/20-Mischung

Die Kombination im Verhaltnis 80/20 von Ausgangssubstanz Albendazol und Metabolit Al-
bendazolsulfoxid wurde in Konzentrationen von 0,24 bis 4,71 uM getestet. Dabei wurden in
der ersten Konzentration (0,24 uM) 0,19 uM Albendazol und 0,05 uM Albendazolsulfoxid
verwendet.

Die SSL veranderte sich erst in der hochsten Konzentration (4,71 uM) statistisch signifikant
(p < 0,01). Diese lag bei unter 1,20 £ 0,0 mm (MW % SD) im Vergleich zur Kontrolle (3,21 %
0,28 mm MW £ SD). Der Proteingehalt lag in der Kontrolle bei 172,8 + 34,58 ug (MW * SD).
Auch hier zeigte sich eine statistische Signifikanz erst in der hdchsten Konzentration. Die
Einzelwerte sind detailliert in Tabelle 15 auf S. 84 wiedergegeben.

Die Dottersackdurchblutung fir die Kontrollembryonen lag bei 3,0 £ 0,0 (MW * SD). Statisti-
sche Unterschiede stellten sich ab der zweiten Konzentration (0,47 uM) ein (p < 0,05 bei
0,47 UM und p < 0,01 bei 2,36 uM und 4,71 uM). Ab hier sanken die Werte auf 2,33 + 0,82
(MW £ SD), 1,88 £ 0,35 (MW % SD) und in der héchsten Konzentration (4,71 uM) auf 1,0 £
0,0 (MW = SD). Die weitere Auswertung des Scores ergab einen Wert von 36,6 + 2,44 (MW
+ SD) Punkten fiir die Kontrollembryonen. Dieser sank bis zur Konzentration von 0,47 yM
(0,1 pg/ml) auf 34,0 £ 3,74 (MW = SD) ab und stieg dann auf 34,8 + 2,32 (MW £ SD) Punkte.
In der hoéchsten Konzentration (4,71 pyM) wurden 15,0 £ 0,0 (MW £ SD) Punkte erreicht
(p < 0,01). Die Dysmorphogenese lag bei 0,47 pM bei 17 %. Die ICyax entsprach 4,71 yM.
Erste Veranderungen zeigten sich in der Haltung der Embryonen. Diese waren ab der zwei-
ten Konzentration in drei von sieben Fallen nicht mehr gedreht, auch zeigten sich schon
Fehlbildungen im Kopfbereich, wie ein ,Ramskopf‘ oder ein ,angeschoppt® (d. h. aufgewor-
fen) wirkendes Telenzephalon. Die Deformationen im Kopfbereich zeigten sich auch in der
dritten Konzentration. Im vierten Versuchsansatz wurden alle Embryonen als dysmorph ge-
wertet: Die Dottersacke enthielten sehr kleine, mit einer SSL unter 1,2 mm, komplett abnor-
me Embryonen (Foto 17 auf S. 83).

In der Konzentrationswirkungskurve lief3 sich eine deutliche Linksverschiebung bei der Dys-

morphogenese, wie auch dem Score in Richtung der Ausgangssubstanz erkennen (Grafik
Nr. 7 und 8 auf S. 87).
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Foto 17: Rattenembryonen nach 48-stiindiger Inkubation mit aufsteigenden Konzentrationen von Albendazol
und Albendazolsulfoxid im Verhaltnis 80/20 in der WEC

Kontrolle

Legende:

Abbildungen der linken Kérperseite von Rattenembryonen am Tag 11,5 nach 48-stiindiger Kultur: In der héchsten
Konzentration (4,71 uM) war der Embryo nicht mehr durch das Scoring-Schema zu evaluieren. Der dysmorphe
Embryo im Amnion war zwar zu erkennen, aber von diesem nicht mehr zu befreien. Der Dottersack war glatt
ohne organisierte GefaRstruktur.
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in vitro (,,whole embryo culture®)

Tab. 15: Effekte verschiedener Konzentrationen von Albendazol und Albendazolsulfoxid in der 80/20-Mischung auf Rattenembryonen

tionen von Albendazol und Albendazolsulfoxid in der 80/20-Mischung. Die Darstellung der Ergebnisse von Kontroll- und Konzentrationsgruppen erfolgte

Konzentration Anzahl der Dottersack- Score Somitenzahl Dysmorphe Scheitel- Proteingehalt

MM / pg/mi untersuchten | durchblutung MW + SD MW = SD Embryonen/ Steill-Lange (ug/Embryo)
Embryonen MW = SD Gesamtzahl der (mm) MW £ SD
Embryonen MW £ SD

0 (Kontrolle) 7 3,0+£0,0 36,6 + 2,44 25,0 £ 0,89 0/7 3,21 £ 0,28 172,8 + 34,58

0,24 /0,05 8 3,0+£0,0 35,9+ 1,96 23,8 +1,16 0/8 3,13+0,16 153,4 + 31,68

0,47/0,10 6 2,33 £ 0,82* 34,0 £ 3,74 23,8 £ 1,26 1/6 2,95+ 0,17 142,1 + 34,86

2,36/0,5 8 1,88 £ 0,35 | 34,8 £2,32 24,3 £ 0,82 0/8 3,17 £ 0,24 164,3 + 30,57

4,71/1,0 8 1,0 £ 0,0* 15,0 £ 0,0** n.d. 8/8* 1,2 +0,0** 81,6 + 24,41

Legende: Darstellung der verschiedenen Wachstums- und Differenzierungsparameter nach 48-stiindiger Inkubation der Embryonen mit aufsteigenden Konzentra-

in Mittelwerten unter Angabe der Standardabweichung. ,n. d.” steht fiir ,nicht durchfihrbar”, wenn eine Auswertung nicht mehr mdéglich war.

MW % SD = Mittelwert + Standardabweichung

* =p<0,05
**=p<0,01

N = Stichprobengréle
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4.2.4.4 Albendazol und Albendazolsulfoxid in der 50/50-Mischung

In den Mischungsversuchen 50/50 wurden Konzentrationen von 0,3 bis 9,4 uM verwendet.
Beide Substanzen waren zu je 50 % in der Mischung vertreten.

Die Kontrollembryonen hatten eine Grée von 2,89 £+ 0,29 mm (MW £ SD). Diese nahm kon-
tinuierlich ab und wurde ab der héchsten Konzentration (9,4 uM) bei einem Wert von 1,91 £
0,13 mm (MW % SD) als statistisch signifikant (p < 0,01) eingestuft. Der Proteingehalt lag in
der Kontrolle bei 117,7 £ 8,95 ug (MW = SD). Eine statistisch signifikante Abnahme wurde
nicht erkannt. In der héchsten Konzentration (9,4 uM) konnte aufgrund der geringen Material-
menge eine Proteinbestimmung nicht durchgefihrt werden.

In der Beurteilung der Dottersackdurchblutung zeigten sich erst ab 3,6 yM bzw. 1,0 pyg/ml
statistisch signifikante (p < 0,01) Veranderungen. Im letzten Versuchsansatz lag der Wert nur
noch bei 1,0 £ 0,0 (MW z SD). Hier war kein Embryo mehr aus dem Dottersack zu pra-
parieren; der Dottersack wies eine unorganisierte Gefalistruktur auf (Foto 18). Der Score
veranderte sich bis zu 3,6 uM (1,0 ug/ml) des Substanzgemischs nur gering, eine statistische
Signifikanz (p < 0,01) lag in dieser Konzentration bei 30,8 + 3,54 (MW + SD) Score-Punkten.
Die Dysmorphogenese wurde im ersten Versuch (0,3 yM) mit 12,5 %, im dritten (3,6 pM) mit
62 % und im vierten (9,4 yM) mit 100 % ermittelt (ICyax: 9,4 uM bzw. 2,5 pug/ml). Die einzel-
nen Werte finden sich in der Tabelle 16 auf S. 86.

Foto 18: Rattenembryonen nach 48-stiindiger Inkubation mit aufsteigenden Konzentrationen von Albendazol
und Albendazolsulfoxid im Verhaltnis 50/50 in der WEC

T mm

Kontrolle

Legende:
Abbildungen der linken Kérperseite von Rattenembryonen am Tag 11,5 nach 48-stiindiger Kultur: Die Embryonen

zeigten schon in der zweiten Konzentration eine geringere SSL, sowie eine unvollstdndige Drehung des Rump-
fes. Bei 9,4 yM war eine Auswertung des Embryos nicht mehr méglich. Die Oberflache des Dottersacks erschien
héckerig; eine Organisation der BlutgefalRe war nicht mehr erkennbar.
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Tab. 16: Effekte verschiedener Konzentrationen von Albendazol und Albendazolsulfoxid in der 50/50-Mischung auf Rattenembryonen

in vitro (,,whole embryo culture®)

Konzentration Anzahl der Dottersack- Score Somitenzahl Dysmorphe Scheitel- Proteingehalt

MM / pg/mi untersuchten | durchblutung MW = SD MW + SD Embryonen/ Steill-Lange (ug/Embryo)
Embryonen MW £ SD Gesamtzahl der (mm) MW £ SD
Embryonen MW £ SD

0 (Kontrolle) 7 3,0+£0,0 36,6 £ 0,79 26,0 £ 1,16 0/7 2,89 + 0,29 117,7 £ 8,95

0,3/0,1 8 3,0+£0,0 34,6 £2,93 | 24,7 +0,52* 1/8 2,90 + 0,32 127,3 £ 28,99

1,8/0,5 8 2,75+ 0,46 34,8 £3,0 242 +117* 0/8 2,78 £ 0,28 118,0 £ 17,7

3,6/1,0 8 1,75 +0,46™ | 30,8 £ 3,54** | 26,0+ 1,87 5/8 2,76 £ 0,44 120,5 + 43,82

9,4/25 8 1,0 £ 0,0** n.d. n.d. 8 /8 1,91 +£0,13** n.d.

Darstellung der verschiedenen Wachstums- und Differenzierungsparameter nach 48-stiindiger Inkubation der Embryonen mit aufsteigenden Konzentra-
tionen von Albendazol und Albendazolsulfoxid in der 50/50-Mischung. Die Darstellung der Ergebnisse von Kontroll- und Konzentrationsgruppen erfolgte in
Mittelwerten unter Angabe der Standardabweichung. ,n. d.“ steht fir ,nicht durchfiihrbar®, wenn eine Auswertung nicht mehr méglich war.

Legende:

MW z SD = Mittelwert + Standardabweichung
* =p<0,05
**=p<0,01

assijuqabig
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Grafik 7: Score in Beziehung zur Konzentration [uM]

Die Rechtsverschiebung der Konzentrationswirkungskurve von Albendazolsulfoxid ist anhand der grafischen
Darstellung des Scores gut erkennbar. Die Grafen der beiden Mischungen weisen eine Linksverschiebung (Rich-
tung Albendazol) auf.
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egende:

Die Darstellung zeigt die Veranderung des Scores von Ausgangssubstanz, Metabolit und der 80/20- und 50/50-
Mischung in Abhangigkeit von der Konzentration [uM]. Die verschiedenfarbigen Symbole stehen fir die jeweiligen
Mittelwerte, die Linien dazwischen sind grafische Hilfsmittel. Auf der X-Achse ist die Konzentration in [uM] aufge-
tragen, die Y-Achse stellt die Scorewerte dar.

Grafik 8: Dysmorphe Embryonen in Beziehung zur Konzentration (pM)

Albendazol wies bereits ab der ersten Konzentration ein fast 20 prozentige Dysmorphogeneserate auf. In der
zweiten Konzentration wurden zu 100 % dysmorphe Embryonen festgestellt. Sein Metabolit zeigte erst bei einer
wesentlich héheren Konzentration einen Anstieg der dysmorphen Embryonen. Analog dazu verhielten sich die

Mischungen.
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Legende:
Die Darstellung zeigt die Veranderung der Dysmorphogenese der Embryonen nach 48-stiindiger Inkubation mit
der Ausgangssubstanz, dem Metabolit bzw. in der 80/20- und 50/50-Mischung in Abhangigkeit von der Konzen-
tration [uM]. Die verschiedenfarbigen Symbole stehen fir die jeweiligen Mittelwerte, die Linien dazwischen sind
grafische Hilfsmittel. Auf der X-Achse ist die Konzentration in [uM] aufgetragen, die Y-Achse stellt die Anzahl der
dysmorphen Embryonen dar.

87



Ergebnisse

4.2.5 Ergebnisse der Untersuchung von N-Acetylaminofluoren und N-Hydroxy-
Acetylaminofluoren und deren Mischungen

4.2.5.1 Acetylaminofluoren

Die Substanz wurde in einem Bereich von 44,7 bis 895,7 uM (10 bis 200 ug/ml) untersucht.

In der Auswertung konnte bei den Embryonen in der Losungsmittelkontrolle eine SSL von
3,06 £ 0,23 mm (MW x SD) festgestellt werden. Es folgte mit ansteigender Konzentration
von Acetylaminofluoren eine Abnahme der SSL bis zu dem statistisch signifikanten (p < 0,05)
Wert von 2,30 + 0,45 (MW £ SD) in der hdchsten Konzentration. Der Proteingehalt lag bei
den Kontrollembryonen bei 156,7 + 28,04 ug (MW £ SD). Er zeigte erst in der héchsten Kon-
zentration mit 90,5 + 25,39 pg (MW + SD) einen statistischen Unterschied (p < 0,01). Die
Ergebnisse dieser Experimente finden sich in Tabelle 17 (S. 90).

Die Dottersackdurchblutung zeigte eine statistisch signifikante (p < 0,01) Verringerung bei
einer Konzentration von 447,8 uM (100 pg/ml) auf 2,29 £ 0,49 (MW + SD) Punkte. Der Wert
sank weiter auf 1,12 + 0,35 (MW % SD) bei 671,8 uM (150 pg/ml) und 1,0 £ 0,0 (MW + SD)
bei 895,7 uM (200 pg/ml).

Die Punktzahl des Scores lag bei den Kontrollembryonen bei 36,1 £ 1,22 (MW £ SD). Ein
Unterschied war bei 223,9 yM (50 pg/ml) zu erkennen. Hierbei lag die Punktzahl nur noch
bei 32,3 + 4,8 (MW % SD) im Vergleich zur Kontrolle. Weitere statistisch signifikante Unter-
schiede (p < 0,01) zeigten sich bei 671,8 yM bzw. 150 yg/ml mit 28,6 £ 5,01 (MW + SD) und
bei 200 pg/ml mit 20,9 + 2,23 Punkten (MW % SD). Die Dysmorphogenese begann bei
223,9 uM bzw. 50 pg/ml mit 38 %, die ICyax lag bei 895,7 uM (200 ug/ml). Bereits im zweiten
Versuchsansatz (223,9 uM) war eine abnorme Haltung bei drei von acht Embryonen zu be-
obachten (Wert 1 in der Bewertung). Es waren zum Teil Nasenplakoden entwickelt (die zu
diesem Zeitpunkt der Entwicklung normalerweise nicht mikroskopisch erkennbar sind). In
einem Fall war der kraniale Neuroporus noch offen. Diese Fehlbildungen bestétigten sich bei
447,8 uM. Auffallig waren die stark ausgebildeten Nasenplakoden in den héheren Konzentra-
tionen. Im flinften Konzentrationsansatz (895,7 uM) waren alle Embryonen ,Eichhérnchen®.
Die Neurulation war kranial noch nicht geschlossen und das Telenzephalon war noch nicht
angelegt. Stattdessen ragten Nasenplakoden hervor. Oftmals traten in der Kopfregion auch
Hamorrhagien auf (Foto 19 auf S. 89).
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Foto 19: Rattenembryonen nach 48-stiindiger Inkubation mit aufsteigenden Konzentrationen von Acetylami-
nofluoren in der WEC

Kontrolle

Legende:

Abbildungen der linken Kérperseite von Rattenembryonen am Tag 11,5 nach 48-stlindiger Kultur: Bei einer Kon-
zentration von 447,8 uM waren bereits Hamorrhagien im Kopfbereich zu erkennen. In den folgenden Konzentrati-
onen war eine vollstandige Rotation des Rumpfes nicht mehr gegeben, die Embryonen wiesen zudem vermehrt
Hamorrhagien auf (Pfeil) und es kam zur Ausbildung von Nasenplakoden.
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Tab. 17: Effekte verschiedener Konzentrationen von Acetylaminofluoren auf Rattenembryonen in vitro (,,whole embryo culture®)

Konzentration Anzahl der Dottersack- Score Somitenzahl Dysmorphe Scheitel- Proteingehalt
MM / pg/mi untersuchten | durchblutung MW = SD MW + SD Embryonen/ Steill-Lange (ug/Embryo)
Embryonen MW = SD Gesamtzahl der (mm) MW £ SD
Embryonen MW £ SD
0 (Kontrolle) 8 3,0+£0,0 36,1+ 1,22 26,0+£1,73 0/8 3,06 £ 0,23 156,7 + 28,04
44,7 /10,0 7 3,0 £0,0 36,0 = 1,41 25,6 £ 1,27 0/7 3,13+£0,23 148,2 + 28,7
223,9/50,0 8 3,0£0,0 32,3 £ 4,80% 25,0+ 1,58 3/8 2,84 £ 0,35 134,1 + 36,41
447,8 /100 7 2,29+0,49* | 31,4 +5,26 25,4 £ 1,52 317 2,91 +0,17 137,2 + 19,86
671,8/150 8 1,12+ 0,35 | 28,6 £ 5,01™ | 24,5+ 1,64 5/8 2,84 £0,42 124,9 + 35,19
895,7 /200 8 1,0 £ 0,0 20,9 £ 2,23* n. d. 8 /8 2,30 £ 0,45* 90,5 + 25,39**
Legende: Darstellung der verschiedenen Wachstums- und Differenzierungsparameter nach 48-stiindiger Inkubation der Embryonen mit aufsteigenden Konzentra-

MW % SD = Mittelwert + Standardabweichung
* =p<0,05
**=p<0,01

tionen von Acetylaminofluoren. Die Darstellung der Ergebnisse von Kontroll- und Konzentrationsgruppen erfolgte in Mittelwerten unter Angabe der
Standardabweichung. ,n. d.” steht fir ,nicht durchfiihrbar®, wenn eine Auswertung nicht mehr méglich war.
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4.2.5.2 N-Hydroxy-Acetylaminofluoren

Der Metabolit von Acetylaminofluoren wurde ebenfalls in finf Versuchsansatzen getestet.
Diese umfassten einen Bereich von 4,1 bis 104,4 uM (1,0 bis 25,0 pyg/ml).

Die SSL der Embryonen lag in den Kontrolllésungen bei 2,88 £ 0,12 mm (MW + SD). Es tra-
ten bei diesem Parameter keine statistisch signifikanten Veranderungen der Embryonen mit
steigender Konzentration der Substanz auf. Der Proteingehalt konnte in der Kontrolle mit
92,2 + 15,25 ug (MW z SD) bestimmt werden. Es wurde keine drastische Abnahme des Wer-
tes beobachtet. Die Werte waren nicht statistisch signifikant abweichend zur Kontrolle.

In der Dottersackdurchblutung war bei einer Konzentration von 10,4 uM (2,5 ug/ml) nur noch
eine statistisch signifikante Abnahme (p < 0,05) auf einen Wert von 2,20 + 1,10 (MW % SD)
ermittelbar. Dieser sank mit zunehmender Konzentration noch weiter ab (20,8 uM: 1,43 %
0,54 MW = SD; 41,7 uM: 1,80 + 0,45 MW + SD; 104,4 pM: 1,33 £ 0,52 MW * SD).

Beim Scorewert liel3en sich statistisch signifikante (p < 0,05) Abweichungen erst beim vierten
Konzentrationsansatz (41,7 uM) feststellen. Hier war die Bewertung auf 28,8 + 4,09 (MW %
SD) Punkte verringert (Kontrolle 35,1 + 2,30 MW % SD). In der héchsten Konzentration
(104,4 uM) lag der Wert bei 25,8 £ 1,47 (MW % SD) Punkten. Eine augenscheinliche Dys-
morphogenese zeigte sich erst in den beiden hdchsten Konzentrationen (41,7 und
104,4 uM). Im Versuchsansatz mit 41,7 uM waren vier von finf und im letzten (104,4 uM)
alle Embryonen dysmorph (ICuax von 104,4 uM). Auffallige, jedoch nicht als abnorm einzu-
stufende Veranderungen traten schon in der niedrigsten Konzentration (4,1 yM) auf. Diese
setzten sich fort und waren bei der der zweiten Konzentration (10,4 yM) ausgesetzten Em-
bryonengruppe im Kopfbereich zu erkennen. Hier war eine ,ramskoépfige“ Form auffallig, teil-
weise auch ein nicht ausgebildete Telenzephalonanlage (Foto 20 auf S. 92). Eine beginnen-
de Ausbildung von Nasenplakoden war zu beobachten?. Zusétzlich waren die Embryonen ab
dem vierten Ansatz zumeist nicht mehr vollstdndig gedreht, die GliedmalRRenanlagen wenig
ausgebildet. Ein Einfluss auf den Schluss des Neuralrohrs konnte nicht festgestellt werden.

2 Hier wurde noch keine Abnormitat festgestellt, d. h. der Wert 1 wurde nicht vergeben.
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Foto 20: Rattenembryonen nach 48-stiindiger Inkubation mit aufsteigenden Konzentrationen von N-Hydroxy-
Acetylaminofluoren in der WEC

Kontrolle

Legende:
Abbildungen der rechten Korperseite von Rattenembryonen am Tag 11,5 nach 48-stiindiger Kultur:. Ab einer

Konzentration von 20,8 uM war eine vollstdndige Rotation des Rumpfes nicht mehr gegeben, die Embryonen
wiesen zudem vermehrt Hamorrhagien auf und es kam zur Ausbildung von Nasenplakoden. Auffallig waren die
Veranderungen im Kopfbereich bereits ab einer Konzentration von 4,1 uM.
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Tab. 18: Effekte verschiedener Konzentrationen von N-Hydroxy-Acetylaminofluoren auf Rattenembryonen in vitro (,whole embryo

be der Standardabweichung. ,n. d.“ steht fiir ,nicht durchfiihrbar®, wenn eine Auswertung nicht mehr méglich war.

MW z SD = Mittelwert + Standardabweichung
* =p<0,05
**=p<0,01

culture®)
Konzentration Anzahl der Dottersack- Score Somitenzahl Dysmorphe Scheitel- Proteingehalt
MM / pg/mi untersuchten | durchblutung MW = SD MW + SD Embryonen/ Steil3-Lange (Mg/Embryo)
Embryonen MW £ SD Gesamtzahl der (mm) MW £ SD
Embryonen MW £ SD
0 (Kontrolle) 8 3,0£0,0 35,1 +£2,30 26,1+ 1,68 0/8 2,88 +0,12 92,2 £ 15,25
4,1/1,0 8 3,0 £1,0 34,5+2,83 24,7 £ 0,82 0/8 2,78 £ 0,23 94,3 £ 13,34
10,4/2,5 5 22+1,1* 326+34 245+ 0,58 0/5 2,78 £ 0,27 95,9 + 20,1
20,8/5,0 7 1,43 +0,54* | 34,3+0,76 24,6 £ 0,79 0/7 3,0 £0,27 108,8 + 15,08
41,7 /10 5 1,8 £0,45* | 28,8 £4,09* 23,7 £ 2,52 4/5 2,39 £0,46 83,8 £ 28,7
104,4 /25 6 1,33+ 0,52 | 25,8 £1,47** | 21,0+0,0* 6/6* 2,65+0,13 87,1+ 15,72
Legende: Darstellung der verschiedenen Wachstums- und Differenzierungsparameter nach 48-stiindiger Inkubation der Embryonen mit aufsteigenden Konzentra-

tionen von N-Hydroxy-Acetylaminofluoren. Die Darstellung der Ergebnisse von Kontroll- und Konzentrationsgruppen erfolgte in Mittelwerten unter Anga-

assijuqabig



Ergebnisse

4.2.5.3 Acetylaminofluoren und N-Hydroxy-Acetylaminofluoren in der 80/20-Mischung

Die Kombination wurde in vier Versuchsansatzen plus Kontrolle untersucht, die einen Kon-
zentrationsbereich von 32,5 bis 261 yM umfassten. Dabei wurden bei einer Gesamtmenge
von 32,5 pM fir die Mischung 26 uM Acetylaminofluoren und 6,5 pM N-Hydroxy-
Acetylaminofluoren verwendet.

Hier konnte bei Messung der SSL bei den Kontrollembryonen eine Grélke von 3,38 %
0,14 mm (MW + SD) festgestellt werden. Ein kontinuierlicher Riickgang des Wertes lie} sich
mit ansteigender Konzentration verzeichnen. Ein statistischer Unterschied (p < 0,05) wurde
ab 130,5 pM im dritten Ansatz mit 3,01 + 0,21 mm (MW % SD) erkannt. Statistisch signifikant
(p < 0,01) wurden die Auswirkungen auf die SSL in der héchsten Konzentration von 261 uM
(12,5 pg/ml) beurteilt. Hier war die SSL auf 2,88 + 0,17 (MW £ SD) abgesunken. Der Protein-
gehalt veranderte sich im Vergleich zur Kontrolle (169,3 £ 26,18 ug MW * SD) zuné&chst nur
unwesentlich; es war nur ein kontinuierliches, leichtes Absinken des Wertes zu beobachten.
Eine statistische Signifikanz (p < 0,01) zeigte der Proteingehalt erst ab der héchsten Kon-
zentration (261 pM bzw. 12,5 pg/ml) mit 99,2 + 28,03 pg (MW £ SD).

Schon ab dem ersten Versuchsansatz (32,5 pM) war bei der Dottersackdurchblutung ein
Rickgang der Gefalistruktur und damit des Wertes verglichen mit der Kontrolle (3,0 £ 0,0
MW z SD) zu erkennen. Mit der niedrigsten Konzentration (32,5 uM) lag der Wert bei 2,75 +
0,46 (MW £ SD) und ging bis auf 2,0 £ 0,0 (MW % SD) Punkte in den nachfolgenden Kon-
zentrationen zuriick, was eine statistisch signifikante (p < 0,01) Veranderung darstellte. Der
Kontrollwert des Scores belief sich auf 37,5 £ 1,31 (MW + /- SD) Punkte. Dieser zeigte eben-
falls einen stetigen RiUckgang mit aufsteigender Konzentration. Statistisch signifikant
(p < 0,01) wurde dieser ab 130,5 uyM (33,5 = 4,11 MW % SD Punkte). Bei 261 yM waren nur
noch 26,8 + 3,28 (MW £ SD) Punkte zu zahlen. In der zweiten Konzentration (65,0 uM) fan-
den sich Veranderungen im Bereich des Kopfes (,Ramskopf“). Einer von acht Embryonen
wies auch einen offenen kranialen Neuroporus auf und wurde daher als abnorm gewertet.
Bei zwei von acht Embryonen waren auch Nasenplakoden ausgebildet, der Rumpf war teil-
weise durch eine Krimmung bzw. Einziehung abgesetzt (Bewertung mit ,4“ bzw. ,3“ Punkten
nach Scoring-System). Bei 130,5 yM war das Telenzephalon bei einem Embryo gar nicht
mehr ausgebildet (dysmorph), eine vollstandige Drehung hatte nicht bei allen stattgefunden.
Im letzten Versuchsansatz (261 pM) war bei allen Embryonen der Kopfbereich abnorm, d. h.
das Telenzephalon war nicht ausgebildet, es zeigten sich Nasenplakoden. Die Embryonen
waren Uberwiegend nicht mehr gedreht. Die Somiten waren bis zur héchsten Konzentration
erkennbar, bei dieser wiesen sie aber einen statistisch signifikanten (p <0,01) Wert von 23,8
+ 0,5 (MW £ SD) im Vergleich zur Kontrolle (25,6 £ 0,92 MW + SD) auf. Die Dysmorphoge-
nese lag in der zweiten und dritten Konzentration (65,0 und 130,5 uM) jeweils bei einem von
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acht Embryonen. Im letzten Versuchsansatz (261 uM) waren alle Embryonen dysmorph
(ICuax: 261 uM). Die Einzelergebnisse der Experimente sind in Tabelle 19 (S. 96) dargestellt.

In der Konzentrationswirkungskurve liel} sich eine Linksverschiebung gegeniber der Aus-
gangssubstanz erkennen (siehe Grafik Nr. 9 und 10 auf S. 100).

Foto 21: Rattenembryonen nach 48-stindiger Inkubation mit aufsteigenden Konzentrationen von Acetylami-
nofluoren und N-Hydroxy-Acetylaminofluoren 80/20 in der WEC

Kontrolle

Legende:
Abbildungen der rechten Kérperseite von Rattenembryonen am Tag 11,5 nach 48-stiindiger Kultur: Eine 100-

prozentige Abnormitatsrate wurde ab einer Konzentration von 261 uM beobachtet. Der Rumpf war nicht gedreht
sowie nicht mehr physiologisch entwickelt (Pfeil).
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Tab. 19: Effekte verschiedener Konzentrationen von Acetylaminofluoren und N-Hydroxy-Acetylaminofluoren in der 80/20-Mischung

auf Rattenembryonen in vitro (,,whole embryo culture®)

assijuqabig

Konzentration | Anzahl der Dottersack- Score Somitenzahl Dysmorphe Scheitel- Proteingehalt

MM / pg/mi untersuchten | durchblutung MW + SD MW + SD Embryonen/ Steill-Lange (Mg/Embryo)
Embryonen MW £ SD Gesamtzahl der (mm) MW £ SD
Embryonen MW £ SD

0 (Kontrolle) 8 3,0+0,0 37,5 + 1,31 25,6 + 0,92 0/8 3,38 + 0,14 169,3 + 26,18

32,5/1,56 8 2,75+ 0,46 33,8 + 5,47 25,0+ 0,58 0/8 3,15+ 0,28 148,1 + 33,58

65/3,13 8 2,0 £0,0* 33,6 + 8,82 25,1+ 0,69 1/8 3,13+ 0,58 1477 + 48,47

130,5/6,25 8 20+0,0™ | 33,5+4,11" | 24,5+0,58 1/8 3,01 +£0,21* 144,6 + 32,5

261/12,5 8 20+0,0™ | 26,8 +3,28" | 23,8 0,5 8/8" 2,88 £0,17** 99,2 + 28,03**

Legende: Darstellung der verschiedenen Wachstums- und Differenzierungsparameter nach 48-stiindiger Inkubation der Embryonen mit aufsteigenden Konzentra-

tionen von Acetylaminofluoren und N-Hydroxy-Acetylaminofluoren in der 80/20-Mischung. Die Darstellung der Ergebnisse von Kontroll- und Konzentra-
tionsgruppen erfolgte in Mittelwerten unter Angabe der Standardabweichung. ,n. d.“ steht fiir ,nicht durchfiihrbar®, wenn eine Auswertung nicht mehr még-

lich war.

MW z SD = Mittelwert + Standardabweichung
* =p<0,05
**=p<0,01
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4.2.5.4 Acetylaminofluoren und N-Hydroxy-Acetylaminofluoren in der 50/50-Mischung

Das Mischungsverhaltnis 50/50 des Substanzpaares wurde in vier Konzentrationen im Be-
reich von 13,0 bis 52,2 uM getestet. Die Mischung enthielt von beiden Substanzen den glei-
chen Mengenanteil.

Die SSL betrug 3,05 + 0,19 mm (MW % SD) bei den Kontrollembryonen. Sie verringerte sich
kontinuierlich bis auf 1,96 £ 0,39 mm (MW % SD) bei 26,1 yM und 2,45 + 0,18 mm (MW %
SD) bei 52,2 uM. Beide Werte erwiesen sich als statistisch signifikant (p < 0,01) unter-
schiedlich zur Kontrolle. Die Veranderung des Proteingehalts verlief in dhnlicher Weise. Die
Kontrollembryonen enthielten 135,9 + 27,99 uyg (MW = SD) Protein. Der Proteingehalt der
beiden héchsten Konzentrationen (26,1 und 52,2 yM) war statistisch signifikant (p < 0,01)
verringert. Die Einzelwerte dieser Experimente sind in Tabelle 20 (S. 99) aufgefuhrt.

Bei der Dottersackdurchblutung fiel ein Rickgang der GefaRbildung ab einer Konzentration
von 26,1 uyM auf. Diese wurde nur noch mit 1,25 + 0,46 Punkten (MW £ SD) bewertet im
Vergleich zur Kontrolle mit 3,0 £ 0,0 (MW = SD) und wies damit eine statistische Signifikanz
(p < 0,01) auf. In der hdchsten Konzentration (52,2 uyM) lag der Wert nur noch bei 1,0 £ 0,0
(MW + SD). In der Beurteilung des Scorewertes war ab dem ersten Versuchsansatz (13 pM)
bereits eine statistisch signifikante (p < 0,05) Verringerung der Punktezahl zu sehen. Die
beiden nachfolgenden Konzentrationen (26,1 und 52,2 uM) riefen ebenfalls eine statistisch
signifikante (p < 0,01) Verringerung hervor (Kontrolle: 36,8 + 0,71 MW + SD, 18,5 £ 2,73 MW
+ SD bei 26,1 pM und 19,0 £ 0,0 MW £ SD bei 52,2 uM). Ab einer Konzentration von
26,1 yM waren keine Somiten mehr zahlbar. Schon ab der niedrigsten Konzentration
(13 uM) war ein ,Ramskopf‘ als Veranderung erkennbar. Die nachfolgenden Konzentra-
tionen brachten dann nur noch Embryonen hervor, die nicht gedreht waren, einen offenen
kranialen Neuroporus und ein nicht ausgebildetes Telenzephalon zeigten. Die Haltung pragte
sich in den folgenden Versuchsansatzen noch als ,Eichhérnchen® aus. Die Embryonen wa-
ren bereits in der zweiten Konzentration zu 100 % dysmorph (ICuax: 26,1 uM).
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Foto 22: Rattenembryonen nach 48-stindiger Inkubation mit aufsteigenden Konzentrationen von Acetylami-
nofluoren und N-Hydroxy-Acetylaminofluoren 50/50 in der WEC

Kontrolle

Legende:

Abbildungen der rechten Korperseite von Rattenembryonen am Tag 11,5 nach 48-stiindiger Kultur: Ab 26,1 uM
waren alle Embryonen dysmorph. Die Rotation des Rumpfes war nicht mehr vollstandig, sowie auch die Ausbil-
dung des Telenzephalons. Es zeigten sich Hdmorrhagien in der Kopfregion (Pfeil).
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Tab. 20: Effekte verschiedener Konzentrationen von Acetylaminofluoren und N-Hydroxy-Acetylaminofluoren in der 50/50-Mischung

auf Rattenembryonen in vitro (,,whole embryo culture®)

Konzentration | Anzahl der Dottersack- Score Somitenzahl Dysmorphe Scheitel- Proteingehalt
MM / pg/mi untersuchten | durchblutung MW £ SD MW £ SD Embryonen/ Steil-Lange (Mg/Embryo)
Embryonen MW £ SD Gesamtzahl der (mm) MW £ SD
Embryonen MW = SD
0 (Kontrolle) 8 3,0+£0,0 36,8 + 0,71 24,4 + 0,92 0/8 3,05 +0,19 135,9 + 27,99
13/1,6 4 3,0+0,0 35,3 + 0,96* 23,8 £ 0,96 0/4 3,02 £ 0,08 121,4 + 7,19
26,1/3,13 8 1,25 £ 0,46™ | 18,5+ 2,73* n. d. 8 /8 1,96 £ 0,39** 59,4 + 12,43**
52,2/6,25 4 1,0 £ 0,0 19,0 £ 0,0** n. d. 4/ 4** 2,45+0,18* 78,8 £ 9,28
Legende: Darstellung der verschiedenen Wachstums- und Differenzierungsparameter nach 48-stiindiger Inkubation der Embryonen mit aufsteigenden Konzentra-
tionen von Acetylaminofluoren und N-Hydroxy-Acetylaminofluoren in der 50/50-Mischung. Die Darstellung der Ergebnisse von Kontroll- und Konzentra-
tionsgruppen erfolgte in Mittelwerten unter Angabe der Standardabweichung. ,n. d.“ steht fir ,nicht durchfiihrbar®, wenn eine Auswertung nicht mehr
moglich war.

MW z SD = Mittelwert + Standardabweichung
* =p<0,05
**=p<0,01
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Grafik 9: Score in Beziehung zur Konzentration (pM)

Der Score fiel unter der 50/50-Mischung deutlich ab. Die Ausgangssubstanz hingegen zeigte nur eine moderate
Abnahme der Konzentrations-Effekt-Beziehung. Der Score der Mischungen verlief in der 50/50-Mischung parallel
zu dem des Metaboliten, wahrend bei der 80/20-Mischung eine Linksverschiebung Richtung Ausgangssubstanz
festzustellen war.

Acetylaminofluoren / N-OH-Acetylaminofluoren

—— AAF

» | —M\
': o
o 30 H X _ N-OH-AAF
o :' \X \\
A ‘. ---@--- AAF/N-OH-AAF
~. \ 50/50
: — ¥ — AAF/N-OH-AAF

20 48 ' 80/20

15 . T . . .
0 200 400 600 800 1000

Konzentration [uM]

Legende:

Die grafische Darstellung zeigt die Veranderung des Scores von Ausgangssubstanz, Metabolit und der 80/20-
und 50/50-Mischung in Abh&ngigkeit von der Konzentration [uM]. Die verschiedenfarbigen Symbole stehen fur die
jeweiligen Mittelwerte, die Linien dazwischen sind grafische Hilfsmittel. Auf der X-Achse ist die Konzentration in
[UM] aufgetragen, die Y-Achse stellt die Scorewerte dar.

Grafik 10: Dysmorphe Embryonen in Beziehung zur Konzentration (uM)
Der Graph der 50/50-Mischung und des Metaboliten zeigten sich fast gleichauf mit dem des Metaboliten. Auch
der Parameter ,Dysmorphogenese” lie3 eine Linksverschiebung bei der 80/20-Mischung Richtung AAF erkennen.
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Legende:

Die Darstellung zeigt die Veranderung der Dysmorphogenese der Embryonen nach 48-stiindiger Inkubation mit
der Ausgangssubstanz, dem Metabolit bzw. in der 80/20- und 50/50-Mischung in Abhangigkeit von der Konzen-
tration [uM]. Die verschiedenfarbigen Symbole stehen fir die jeweiligen Mittelwerte, die Linien dazwischen sind
grafische Hilfsmittel. Auf der X-Achse ist die Konzentration in [uM] aufgetragen, die Y-Achse stellt die Scorewerte
dar.
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5. Diskussion

5.1 Zusammenfassung der morphologischen Verdnderungen der Embryonen nach Ex-

position mit fiinf unterschiedlichen Substanzen

Beim Vergleich der Ergebnisse der Einzelsubstanzen bzw. deren Mischungen mit typischen
Metaboliten im Verhaltnis 80/20 und 50/50 lieRen sich Parallelen in den hervorgerufenen
Fehlbildungen bei Rattenembryonen feststellen. Generell waren eine Abnahme der SSL,
Somitenzahl und des Proteingehalts sowie ein Einfluss auf die Entwicklung der Dottersack-
durchblutung zu beobachten.

Bei Cyclophosphamid, Retinol und Albendazol war hauptsachlich der Kopfbereich (hier ins-
besondere die Entwicklung der Gehirnanlagen) von den embryotoxischen Effekten betroffen.
Cyclophosphamid verursachte ab einer Konzentration von 716,5 uM bzw. 200 pg/ml ein Feh-
len der Augenanlage und ein nicht mehr entwicklungsphysiologisch ausgebildetes, d. h. ein
verzogert entwickeltes Telenzephalon. Auch Retinol rief (ab 8,73 uM bzw. 2,5 pug/ml) bei zwei
Drittel der Embryonen einen offenen kranialen Neuroporus hervor. Ab einer Konzentration
von 17,46 uM (5,0 pg/ml) war hier der Kopfbereich zu 100 % abnorm, wobei das Telenze-
phalon eine héckerig erscheinende Oberflache (inklusive mehrerer auffalliger Hamorrhagien
und fehlender Augen- und Ohranlagen) aufwies. Bei Albendazol erfolgte eine verminderte
Ausbildung des Telenzephalons, wobei das Neuralrohr komplett geschlossen war. Acetyla-
minofluoren verursachte ab 223,9 uM bzw. 50 pg/ml bei einigen Embryonen eine deutliche
Ausbildung von Nasenplakoden sowie eine offene Neurulation. Ab einer Konzentration von
895,7 UM (200 pg/ml) erschien der Bereich des Telenzephalon nicht mehr deutlich ausge-
pragt. Dafir waren bei allen Rattenembryonen stark ausgebildete Nasenplakoden zu sehen,
zum Teil mit deutlichen Hamorrhagien. Das Neuralrohr war kranial nicht mehr geschlossen.
Die Substanz Valpromid rief hingegen keine mikroskopisch erkennbaren Veranderungen am
Telenzephalon hervor.

Typisch fur Cyclophosphamid, Valpromid und Acetylaminofluoren war die unvollstandige
bzw. keine Rotation des embryonalen Rumpfs (,Eichhérnchenhaltung®) ab einer bestimmten
Konzentration.

Retinol und Albendazol tbten Einfluss auf die Entwicklung der Herzanlage aus. Retinol be-
wirkte ab 8,73 pM (2,5 ug/ml) eine nicht mehr vollstadndige Ausbildung der Herzanlage, so-
dass mikroskopisch nur Herzschlduche, ohne entwicklungsphysiologische Windung zur
Herzschleife zu erkennen waren. Fur die durch Albendazol hervorgerufenen Veranderungen
war das blasenférmig aufgeworfene Perikard charakteristisch.
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Retinol zeigte weitere substanzspezifische Veranderungen: die vollstdndige Verwachsung
des Amnions mit dem Rumpf ab einer Konzentration von 17,46 uM bzw. 5,0 pg/ml sowie das
verzogerte Wachstum der hinteren Gliedmalenanlagen und Schwanzanlage bereits ab
8,73 uM (2,5 pg/ml). Valpromid verursachte keine konzentrationsabhangigen Veranderun-
gen: Die Embryonen waren trotz hoher Konzentrationen (Bereich von 62,5 bis 500 pg/ml
bzw. 0,44 bis 3,5 mM) in ihrem Aussehen nicht signifikant verandert, lediglich ein Riickgang
der SSL, des Proteingehalts und des Gesamtscores war zu verzeichnen. In den hdheren
Konzentrationen (ab 0,87 mM) erschienen die Rattenembryonen nicht mehr vollstandig ge-
dreht; in der héchsten Konzentration konnte lediglich eine Abnormitatsrate von 80 % (vier
von flinf Embryonen) erreicht werden. Eine weitere Erhéhung der Konzentration hatte eine
Uberschreitung des DMSO-Anteils erfordert, wodurch keine eindeutige Zuordnung der Fehl-
bildung — verursacht durch Substanz oder DMSO — mehr méglich gewesen ware.

5.2 Diskussion der morphologischen Verdnderungen verursacht durch die jeweiligen
Substanzpaare

5.2.1 Cyclophosphamid und Acrolein

5.2.1.1 Diskussion der morphologischen Verdnderungen verursacht durch Cyclo-
phosphamid

Bemerkenswert war, dass in vorangegangenen Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen in
der WEC (mit Mause- und Rattenembryonen) mit nicht-bioaktiviertem Cyclophosphamid kei-
ne teratogenen Effekte im Vergleich mit den Kontrollembryonen nachgewiesen werden konn-
ten (Luijten et al., 2008; Ozolins et al., 1995). Erst eine enzymatische Aktivierung der Sub-
stanz flhrte zu einem teratogenen Potenzial und damit zur Verminderung von SSL, Somi-
tenzahl und Dottersackdurchblutung (Ozolins et al., 1995). Wurde Cyclophosphamid durch
eine 24-stiindige Co-Kultivierung mit primaren, maternalen Mausehepatozyten bioaktiviert,
so lieBen sich auch die in der vorliegenden Arbeit veranderten Parameter (SSL, Somiten-
zahl, Dottersackdurchblutung) darstellen (Ozolins et al., 1995). Dies kdnnte auf den in der
hier vorgestellten Arbeit verwendeten Konzentrationsbereich von 178,3 bis 1433,1 yM bzw.
50 bis 400 pg/ml zurtickzufiihren sein, der deutlich Uber den getesteten Bereichen der ange-
sprochenen Studien von Luijten und Mitarbeiter und Ozolins und Mitarbeiter lag, sodass eine
teratogene Wirkung mit nicht-bioaktiviertem Cyclophosphamid erst in einem hdheren Kon-
zentrationsbereich zu beobachten war. Eventuell lassen die in der hier vorgestellten Arbeit
beobachteten teratogenen Effekte bei hohen Konzentrationen auch auf eine geringgradige
Metabolisierungskapazitat des embryonalen Gewebes einschlielllich seiner Hillen schliel3en
(Kraft und Juchau, 1992; Lee et al., 1991).
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Tierversuche an Hihnerembryonen und trachtigen Nagetieren, Kaninchen und Affen haben
gezeigt, dass Cyclophosphamid wahrend der sensitiven Phase der Organogenese Embryo-
und Fetalresorption, Wachstumsverzégerungen und/oder multiple Anomalien wie Enzepha-
lozelen sowie GliedmalRen- und Skelettdefekte verursacht (Enns et al., 1999; Mirkes, 1995;
Park et al., 2009). Die Tiere litten an Fehlbildungen in der Gesichtsregion: Exophthalmus,
Gaumen- bzw. Lippenspalte, abnormen Ohren, Mikrotie sowie Mittelgesichtshypoplasie und
diversen Anomalien des Zentralnervensystems (Mirkes, 1995; Gilani und Chatzinoff, 1983).
Die Uberwiegend in der Kopfregion lokalisierten Fehlbildungen zeigen eine Parallele zu den
in der hier vorgestellten Arbeit gewonnenen Ergebnissen.

Xiao und Mitarbeiter stellten fest, dass sich teratogene Effekte auf das Zentralnervensystem
(ZNS) auch nach Schluss des Neuralrohrs durch Cyclophosphamid-induzierte Apoptose ma-
nifestieren kénnen (Xiao et al., 2007). Ahnliche Ergebnisse konnten auch in den hier be-
schriebenen WEC-Versuchen erzielt werden. Diese wurden vor Schluss des Neuralrohrs
angesetzt (Gestationstag 9,5): Durch die Einwirkung der Substanz wurde bei den inkubierten
Embryonen der Schluss des Neuralrohrs inhibiert bzw. es zeigten sich offene kraniale Neu-
ropori.

5.2.1.2 Diskussion der morphologischen Verdnderungen durch Cyclophosphamid und
Acrolein

Die augenscheinlichste Veranderung durch Cyclophosphamid zeigte sich am Telenzephalon.
Zudem sanken alle Parameter kontinuierlich im Versuchsverlauf ab. Der Metabolit Acrolein
wurde bereits in einem weitaus niedrigeren Konzentrationsbereich von 6,25 bis 50 pg/ml
(111,5 bis 891,8 pyM) getestet und rief mikroskopisch erkennbare Veranderungen an den
Rattenembryonen hervor. SSL und Proteingehalt sanken ab einer Konzentration von
25 pg/ml deutlich ab. Der teratogene Effekt auf den Dottersack war ab einer Konzentration
von 12,5 yg/ml bzw. 222,9 yM zu beobachten: Hier zeigte sich deutlich eine verringerte Vas-
kulogenese (Cyclophosphamid erst ab 358,2 yM bzw. 100 pg/ml). Ab 445,9 pM (25 pg/ml)
waren die Dottersdcke sehr klein, leer und teilweise mit hdckeriger oder glatter geréteter
Oberflache versehen (100 % abnorm). In der 80/20-Mischung konnte ab 445,5 uM, bei der
50/50-Mischung bereits ab 356,7 uM, ein Einfluss auf die Bildung der Dottersackgefalie fest-
gestellt werden. Acrolein wirkte damit starker teratogen auf die Vaskulogenese des Dotter-
sacks als seine Ausgangssubstanz. Dieser hier in der WEC dargestellte Effekt von Acrolein
auf die Entwicklung der Geféafstruktur wurde von Glnther und Mitarbeitern bei der Tu-
mortherapie mit Cyclophosphamid (2008) diskutiert. Diese konnten in einer in-vitro-Studie
nachweisen, dass der Metabolit Acrolein einen negativen Effekt auf die Proliferation, Migrati-
on und Differenzierung von Endothelzellen (durch Zerstérung der endothelialen F-Aktin-
Polymerisation und Haufung von Integrin-V3-Rezeptoren an den fokalen Adhasionspunkten)
hat (Gunther et al., 2008).
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Cyclophosphamid verursachte ab 200 pg/ml (716,5 yM) eine unvollstdndige Drehung, wah-
rend sein Metabolit schon ab 25 pg/ml (445,9 uM) bei 50 % der Rattenembryonen eine Rota-
tion des Rumpfes vollstandig verhinderte (,Eichhérnchenhaltung®). Acrolein zeigte, wie seine
Ausgangssubstanz, auch einen Einfluss auf die Entwicklung des Telenzephalons und der
Herzanlage: Die Kopfregion erschien ab einer Konzentration von 25 pg/ml (445,9 uM) blasig,
die Herzanlage war mikroskopisch nicht mehr deutlich vom Rumpf abgrenzbar. Alle hier be-
obachteten morphologischen Verdnderungen gingen mit den Veréffentlichungen Uber die
Untersuchung von Acrolein von Mirkes und Mitarbeitern und Slott und Hales konform, wobei
letztere aber mit einer Konzentration von 80 uM arbeiteten und Fehlbildungen (Grofienab-
nahme, abnorme Flexion der Embryonen, Fehlbildungen der Gehirnregion, der Gesichtsregi-
on, des Herzens, der Somiten und der Vordergliedmalienanlagen) feststellten (Mirkes et al.,
1984; Slott und Hales, 1986).

Bei den hier durchgefiihrten Versuchen mit Acrolein waren offene kraniale Neuropori auf-
fallig. Bei Zugabe von Cyclophosphamid und Acrolein im Verhaltnis 80/20 wurden bei einer
Konzentration von 445,5 uM eine abnorme Neurulation (darunter offene kraniale Neuropori)
und eine ,ramskopfige“ Ausbildung der Kopfregion beobachtet. In der 50/50-Mischung der
Substanzen bestétigten sich die Fehlbildungen aus den vorangegangenen Einzel- und Mi-
schungsversuchen.

Die bei Ozolin und Mitarbeitern festgestellten Veranderungen wurden auf die vorherige Bio-
aktivierung des Cyclophosphamids zurtickgefiihrt (Ozolin et al., 1995). In den hier durchge-
fuhrten Mischungsversuchen, in denen eine Metabolisierung in zwei verschiedenen Raten
simuliert wurde (im Verhaltnis 80/20 und 50/50 Ausgangssubstanz/Metabolit), liel3en sich in
einem vergleichbaren Konzentrationsbereich (5 bis 40 yg/ml) ahnliche Ergebnisse wie bei
Ozolin und Mitarbeitern beobachten.

5.2.1.3 Diskussion der therapeutischen Konzentration und ihrer teratogenen Wirkun-
gen mit den in der WEC festgestellten Verdnderungen durch Cyclophosphamid
und Acrolein

Die Plasmakonzentration von Cyclophosphamid liegt nach intravendser Gabe von 0,7 g/m?
im Mittel bei 27 pg/ml (nach peroraler Verabreichung bei 22,5 ug/ml), wobei eine mittlere
Resorptionsquote von 90 % angegeben wurde (Matthias et al., 1984). Diese Werte liegen
(selbst im Hochdosisbereich) unterhalb der in der WEC eingesetzten Konzentrationen.

In dem hier beschriebenen Experiment lieRen sich erste Effekte bei einer Konzentration von
100 pg/ml Cyclophosphamid erkennen, die sich in einem geringgradigen Rickgang der SSL,
der Somitenzahl und der Dottersackdurchblutung niederschlugen. Ein anderer Verlauf war in
den Versuchen mit Acrolein bzw. in den Mischungen Cyclophosphamid und Acrolein zu be-

104



Diskussion

obachten. Acrolein fuhrte ab 12,5 pg/ml (222,9 uM) zu teratogenen Effekten auf Dottersack-
durchblutung und Scorewert. Dies war auch in den Mischungsversuchen zu beobachten:
Teratogene Effekte traten in der 80/20-Mischung schon ab einer Gesamtkonzentration von
445,5 yM (Anteil Acrolein: 89,1 uM) und in der 50/50-Mischung ab 356,7 uM (Anteil Acrolein:
178,4 uM) auf. Die in den Mischungen verwendeten Konzentrationen liegen im Bereich der in
der Humanmedizin gemessenen Plasmawerte (Matthias et al., 1984). Teratogene Effekte der
Ausgangssubstanz waren in der vorliegenden Arbeit erst mit Konzentrationen ab 100 pyg/ml
(358,2 uM) darstellbar.

Méglicherweise schitzt der Dottersack den Embryo bei Einbringen der Substanz in die
WEC-Serummischung bis zu dieser Konzentration vor signifikanten teratogenen Effekten. Da
in vivo der Transport des Medikaments auf dem Blutweg direkt zum Embryo erfolgt, ist ein
teratogener Effekt auch schon bei deutlich niedrigeren Konzentrationen der Ausgangs-
substanz denkbar. Cyclophosphamid durchlauft in vivo die Metabolisierung durch den miit-
terlichen Organismus, daher ist hier zu bedenken, dass Effekte durch Metaboliten, die den
Embryo auf den Blutweg ebenfalls erreichen, auch zu teratogenen Veranderungen fihren
koénnen.

Bei den in utero exponierten Embryonen traten dhnliche Veranderungen wie in der WEC auf.
Auffallig waren die Fehlbildungen des Zentralnervensystems inklusive Augen bzw. Orbitae
und Ohren, wie auch multiple Fehlbildungen der Gliedmalen (Gupta et al., 2009). Es ist da-
von auszugehen, dass Cyclophosphamid in vivo erst bioaktiviert wird, bevor es seine terato-
gene Wirkung entfalten kann. Dies lasst sich auch aus einem in-vitro-Experiment ableiten, in
dem der Einfluss des Metabolismus auf die Effekte des Cyclophosphamids untersucht wurde
(Hettwer et al., 2010).

5.2.2 Retinol und all-trans-Retinsaure

5.2.2.1 Diskussion der morphologischen Veranderungen verursacht durch Retinol

Luijten und Mitarbeiter untersuchten auch Retinol in einer Konzentration von 1,0 pyg/ml in der
WEC mit Rattenembryonen und konnten dabei keine Veranderung im Vergleich mit der Lo-
sungsmittelkontrolle feststellen (Luijten et al., 2008). Es findet sich in der Verdéffentlichung
keine Beschreibung der genauen Vorgehensweise, d. h. des Einbringens der Substanz in
das WEC-Medium, so dass aufgrund der hohen Licht- und Sauerstoffempfindlichkeit von
Retinol der fehlende teratogene Effekt auf die Embryonen eventuell methodisch erklart wer-
den kann. Da zu Beginn der hier vorgestellten Versuchsreihe groRe Schwierigkeiten bestan-
den das Retinol in das Medium so einzubringen, dass die Ausgangssubstanz nicht verandert
bzw. inaktiviert wurde, waren auch hier in den ersten Versuchen keine Effekte auf die Em-
bryonen erkennbar. Erst nach direktem Einbringen der Substanz unter einer Gelblichtquelle
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und mit méglichst kurzzeitigem Sauerstoffkontakt waren ab einer Konzentration von
1,0 pg/ml teratogene Effekte auf die Rattenembryonen mikroskopisch nachzuweisen.

Studien aus den Jahren 1991 und 1992 beschaftigten sich mit WEC-Rattenembryonen, de-
nen Retinoide (Retinol, all-trans-Retinsdure und 13-cis-Retinsdure) intraamniotisch verab-
reicht worden waren und damit die Barriere des Dottersacks und Amnions umgangen wurde
(Lee et al., 1991; Kraft und Juchau, 1991; Kraft und Juchau, 1992). Kraft und Juchau vermu-
teten eine fetale Metabolisierungskapazitat, bei der Retinol in all-trans-Retinsaure umgewan-
delt wurde und damit Voraussetzung fir die teratogene Aktivitat darstellte. Diese Mdglichkeit
der embryonalen Metabolisierung von Retinoiden wurde auch von Chen und Mitarbeitern
bzw. Chen und Juchau beschrieben (Chen et al.,, 1995; Chen und Juchau, 1998). Damit
wulrden sich ein teratogener Effekt und die Metabolisierungskapazitat des embryonalen Ge-
webes durch Umwandlung eines Teils des Retinols in all-trans-Retinsdure und andere Meta-
boliten erklaren lassen.

5.2.2.2 Diskussion der morphologischen Verdanderungen durch Retinol und all-trans-
Retinsaure

Die hohe teratogene Potenz von Retinol und all-trans-Retinsdure bestatigte sich in den
durchgefuhrten Untersuchungen. Bei Retinol traten bereits ab 1 yg/ml (3,49 pM) Verande-
rungen auf, die sich in einem Rlckgang des Scorewertes niederschlugen. Ab 2,5 ug/ml
(17,46 pM) waren Fehlbildungen in der Neurulation und eine verzogerte Entwicklung der
Schwanz- und GliedmalRenanlagen zu beobachten. Die Inkubation mit all-trans-Retinsaure
zeigte ab 0,125 pg/ml (0,42 pM) einen Einfluss auf die SSL und die Dottersackdurchblutung.
Der Scorewert verringerte sich ab der niedrigsten Konzentration. Auffallig war bei beiden
Retinoiden die Affinitdt zur Neurulation: all-trans-Retinsaure verursachte ab 0,125 pg/ml
(0,42 uM) offene kraniale Neuropori, ab 0,5 pyg/ml (1,66 uM) fehlte die Augenanlage und es
waren vereinzelt Hamorrhagien im Kopfbereich zu erkennen (Foto 7 und 8 auf S. 55). Wie
auch die Ausgangssubstanz nahm der Metabolit Einfluss auf die Entwicklung der Glied-
mafen- und Schwanzanlagen und auf die Drehung der Embryonen, wenn auch in einem
deutlich niedrigeren Konzentrationsbereich. Ein konzentrationsabhéangiger Effekt von Retino-
iden auf die Chondrogenese wurde bei Zimmermann und Mitarbeitern nachgewiesen (Zim-
mermann et al., 1985). Ab einer Konzentration von 1,0 yg/ml (3,33 yuM) all-trans-Retinsaure
waren in der vorliegenden Studie alle Embryonen abnorm.

Kraft und Juchau stellten nach Inkubation der Rattenembryonen mit all-trans-Retinsaure
(0,25 pg/ml) und Retinol (4 ug/ml) ebenfalls fehlende Augenblasen und eine abnorme Ach-
senrotation fest (Kraft und Juchau, 1992). Kraft und Juchau testeten die Retinoide in der
WEC, allerdings injizierten sie diese intraamniotisch, so dass eine Metabolisierung seitens
des embryonalen Gewebes (Fruchthillen) minimiert wurde. Kraft und Juchau machten die
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Umwandlung von Retinol in all-trans-Retinsaure hauptverantwortlich fir die teratogenen Ef-
fekte. Im 50/50-Mischungsversuch zeigte sich auch in der hier durchgefiihrten Studie eine
deutliche Linksverschiebung der Konzentration-Effekt-Beziehung: Die Kombination von Reti-
nol und all-trans-Retinsdure war toxischer als die jeweiligen Einzelsubstanzen. Dies ist
héchstwahrscheinlich Folge einer Erhdhung des Anteils an all-trans-Retinsaure aufgrund der
embryonalen Metabolisierungskapazitat von Dottersack, Amnion- und Embryonalgewebe.

Denkbar ware auch eine Konkurrenz um Bindungsproteine in der Serummischung als Erkla-
rung flr die beobachtete Potenzierung des Effekts. Retinol wird in gro3en Teilen eng an das
Plasmaretinolbindungsprotein (RBP) gebunden (Newcomer et al., 2000), wahrend all-trans-
Retinsdure hauptsachlich an das Carrierprotein Humanes Serumalbumin (HSA) fixiert vor-
liegt (Maiti et al., 2006). Ob hier eine wechselseitige Verdrangung aus der Bindung statt-
findet und dadurch eine héhere Toxizitat zustande kommt, ist in der hier vorliegenden Studie
nicht untersucht worden. Das 80/20-Mischungsverhaltnis lag in der grafischen Darstellung
mit der all-trans-Retinsdure gleich auf. Eine héhere Toxizitat als im Einzelversuch mit all-
trans-Retinsaure liel’ sich nicht erkennen, so dass keine Potenzierung der teratogenen Wir-
kung ersichtlich war. Eventuell befand sich endogenes Retinol bzw. all-trans-Retinsdure in
der Serummischung, so dass eine Erhéhung der teratogenen Potenz durch dieses in Be-
tracht zu ziehen ist.

Welchen Einfluss das Begasungsregime bzw. die Temperatur auf die beiden Substanzen
hatte, ist ungeklart. Es besteht die Moglichkeit, dass es hier zur Metabolisierung bzw. Bil-
dung von Zerfallsprodukten kam, die Auswirkungen auf die Embryonen hatten.

5.2.2.3 Diskussion der therapeutischen Konzentration und ihrer teratogenen Wirkun-
gen mit den in der WEC festgestellten Veranderungen durch Retinol und all-
trans-Retinsdure

Retinol und all-trans-Retinsdure erwiesen sich in der hier durchgefihrten WEC schon in ge-
ringen Konzentrationen als hochpotente Teratogene (Retinol ab 1,0 ug/ml und all-trans-
Retinsdure ab 0,125 pg/ml). Die gemessenen endogenen Plasmakonzentrationen von Vita-
min A und seinen Metaboliten lagen bei Frauen im ersten Trimenon in vergleichbaren Kon-
zentrationsbereichen wie sie in der WEC getestet wurden (Wiegand et al., 1998). Dass es
sich hierbei um scheinbar physiologische Konzentrationsbereiche handelt, die keine kongeni-
talen Fehlbildungen verursachten, wahrend in der WEC schon in diesem Konzentrationsbe-
reich Veradnderungen nachgewiesen werden konnten, bietet mehrere Erklarungsmaoglichkei-
ten. Hauptsachlich spielen wahrscheinlich Speziesunterschiede eine Rolle (Cohan, 1953;
Wiegand et al.,, 1998). Denkbar ist aber auch eine — wie bereits unter Punkt 5.2.2.2 be-
schriebene — Interaktion mit dem verwendeten Serum bzw. eine geringgradige Metabolisie-
rungskompetenz des embryonalen Gewebes (siehe Punkt 5.2.2.1), was zu einer Wirkungs-
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verstarkung gefuhrt haben kdnnte. Vor allem bei den Mischungen ist die Potenzierung der
Wirkung zu beachten.

Die teratogenen Effekte bei in utero exponierten Kindern (Robertson et al., 1985; Camera et
al. 1992; Barbero et al., 2004; Ishijima und Sando, 1999) waren, wie auch in der WEC mit
Rattenembryonen, vor allem auf die Entwicklung des ZNS, der Augen und Ohren gerichtet.

5.2.3 Valpromid und Valproinsaure

5.2.3.1 Diskussion der morphologischen Veranderungen verursacht durch Valpromid

Valpromid gilt im Gegensatz zu seinem Metaboliten Valproinsaure als Substanz mit schwa-
cher teratogener Potenz (Radatz et al., 1998). Radatz und Mitarbeiter injizierten subkutan
am Tag 8 tragenden Mausen jeweils 3 mmol/kg Valpromidsuspension. Die am 18. Gestati-
onstag untersuchten Mauseembryonen wiesen zu (nur) 6 % Exenzephalien auf (Radatz et
al., 1998). Dies entspricht den Ergebnissen der hier beschriebenen Arbeit. Die auftretenden
Veranderungen unter Valpromidinkubation waren auch hier eher unspezifisch: In aufsteigen-
der Konzentration (62,5 bis 600 ug/ml) war zwar ein kontinuierlicher Riickgang der SSL, des
Proteingehalts und der Dottersackdurchblutung feststellbar, jedoch keine substanzspezifi-
schen Veranderungen wie Fehlbildungen im Kopfbereich oder in der Neurulation. Eine Dys-
morphogeneserate von 80 % trat erst in der hdchsten Konzentration auf. Luijten und Mitar-
beiter konnten ebenfalls keine nennenswerten teratogenen Effekte in der WEC mit Ratten-
embryonen nach einer 48-stlindigen Inkubation der Embryonen mit 300 pg/ml Valpromid
feststellen (Luijten et al., 2008). In der vorliegenden Arbeit konnten Effekte in Konzentratio-
nen ausgeldst werden, die Uber dem von Luijten und Mitarbeitern untersuchten Konzentrati-
onsbereich lagen. Méglicherweise kommt es in héheren Konzentrationen zu einem ausrei-
chenden Abbau der Ausgangssubstanz zu Valproinsaure, welches auf die Rattenembryonen
in der WEC teratogen wirkt.

5.2.3.2 Diskussion der morphologischen Veranderungen durch Valpromid- und Val-
proinsaureinkubation

Im Gegensatz zu seiner Ausgangssubstanz rief Valproinsaure ab der niedrigsten Konzentra-
tion (50 pg/ml bzw. 0,3 mM) Effekte bei den Embryonen hervor. Diese Veranderungen waren
deutlich spezifischer als bei Valpromid. Am starksten waren der Kopfbereich (keine physiolo-
gische Ausbildung des Telenzephalons ab einer Konzentration von 150 pg/ml bzw. 0,9 mM)
und die Achsenrotation der Embryonen betroffen. Ab 200 pg/ml (1,2 mM) waren die Somiten
mikroskopisch nicht mehr voneinander abgrenzbar, die Embryonen waren nicht mehr ge-
dreht (,Eichhérnchen®), die kranialen und kaudalen Neuropori waren nicht geschlossen und
das Neuralrohr zeigte sich kaudal als eine ,geschléngelte Linie“ (100 % Abnormitatsrate).
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Radatz und Mitarbeiter konnten in ihren Versuchen mit Mausen Veranderungen in Form von
Enzephalozelen, reduziertem Fetalgewicht und einer erhéhten Embryoletalitat bei Valproin-
saure feststellen (Radatz et al., 1998).

Bruckner und Mitarbeiter konnten ab einer Konzentration von 150 ug/ml Valproinsaure Ver-
anderungen an Mauseembryonen (an den Somiten, der Rotation der Embryonen und den
Dottersackparametern) beobachten. Bei 185 pg/ml Valproinsdure war ein normaler Schluss
der Neuropori nicht mehr gegeben und ab 375 pg/ml zeigten sich Exenzephalien und offene
Neuralspalten. In den eigenen Versuchen konnte, wie bei Bruckner und Mitarbeitern, ein
Einfluss auf die Dottersackparameter festgestellt werden (Bruckner et al., 1983). Dieser war
hier bei 200 ug/ml zu 100 % abnorm.

In der Literatur wird daher von einer allenfalls nur geringgradigen teratogenen Potenz des
Valpromids ausgegangen. Vielmehr wird der Metabolit Valproinsaure fiir die Veranderungen
am embryonalen Gewebe verantwortlich gemacht. Die geringen Effekte durch Valpromid in
der WEC mit Rattenembryonen kdnnten daher auf eine geringe Metabolisierungskompetenz
des Embryos und seiner Hillen zurtckgefuhrt werden.

Die Ergebnisse der 80/20- und 50/50-Mischungen wiesen ebenfalls in diese Richtung. So
war bei einer Erhéhung der Valproinsaurekonzentration eine Linksverschiebung der Kon-
zentrationswirkungskurve zu beobachten, die jedoch die Ergebnisse aus den Einzelversu-
chen mit Valproinsaure nicht erreichen konnte, sodass es zu keiner kumulierenden bzw. po-
tenzierenden Wirkung bei den Mischungsversuchen kam.

5.2.3.3 Diskussion der therapeutischen Konzentration und ihrer teratogenen Wir-
kungen mit den in der WEC festgestellten Verdanderungen durch Valpromid und
Valproinsaure

In der Humanmedizin wird Valproinsaure als Therapeutikum haufig angewandt, sein Prodrug
spielt als Pharmakon dagegen eher nur eine geringe Rolle (Wasserman et al., 2001). Der
pharmakologisch effektive Bereich von Valproinsdure liegt im Allgemeinen zwischen 40 und
100 pg/ml (Fachinformation Ergenyl®, 2011).

Morphologische Veranderungen wie Neuralrohrdefekte, insbesondere Spina bifida (Bialer et
al., 1984; Ornoy, 2009) durch Valproinsaure, kénnen in der WEC in einem vergleichbaren
Konzentrationsbereich von 50 bis 200 pg/ml (0,3 bis 1,2 mM) in Form von offenen kranialen
und kaudalen Neuropori sowie entwicklungsverzégertem Telenzephalon und nicht mehr
voneinander abgrenzbaren Somiten beobachtet werden. Bialer und Mitarbeiter beschrieben
Speziesunterschiede zwischen Mensch, Hund und Ratten im Valpromid-Metabolismus (Bia-
ler et al., 1984). Die hier durchgeflihrten WEC mit Rattenembryonen kamen zu ahnlichen
Ergebnissen (in der Art der Veranderungen bzw. Fehlbildungen der Embryonen) wie in Fall-
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studien der Humanmedizin dokumentiert (Ornoy, 2009). In beiden Mischungsversuchen war
erwartungsgeman eine Abnahme des teratogenen Potenzials durch den hohen Valpromid-
anteil zu beobachten, was die Aussage, Valpromid wirke beim Menschen nicht teratogen
(Wasserman et al., 2001), stitzt.

5.2.4 Albendazol und Albendazolsulfoxid

5.2.4.1 Diskussion der morphologischen Veranderungen verursacht durch Albendazol

Die teratogenen Effekte von Albendazol bezogen sich vor allem auf die Entwicklung des Tel-
enzephalons (jedoch ohne den Schluss des Neuralrohrs zu beeinflussen), die Ausbildung
der Somiten und der Herzanlage (blasenférmiges Perikard). Zusatzlich bewirkte Albendazol
eine Abnahme der SSL und des Proteingehalts. In den hier durchgefihrten WEC-Versuchen
wurde am Tag 9,5 die Ausgangssubstanz in das Kulturmedium eingebracht. Im Tierversuch
mit tragenden Ratten konnten Cristofol und Mitarbeiter nachweisen, dass nach oraler Verab-
reichung von Netobimin (dessen wichtigster Metabolit Albendazol ist) in Dosen von 50, 59,5
und 70,7 mg/kg am Tag 10 der Trachtigkeit ein dosisabhangig abnehmendes Fetalgewicht
und nicht genauer quantifizierte externe sowie skelettale Fehlbildungen auftraten (Cristofol et

5.2.4.2 Diskussion der morphologischen Veranderungen durch Albendazol- und Al-
bendazolsulfoxidinkubation

Die Metabolisierung des Albendazols flhrt zur Entgiftung der Substanz, deren Sulfoxid-
metabolit in vitro eine bis zu 50-fach geringere teratogene Potenz als die Ausgangssubstanz
aufweist (Whittaker und Faustman, 1991; Velik et al., 2005). Die hier durchgefiihrten Versu-
che zeigten eine bis zu flinffach héhere embryotoxische Potenz des Albendazols gegenliber
seinem Metaboliten. Auch der bis zu zehnmal niedrigere Konzentrationsbereich von Al-
bendazol indizierte bereits, dass sein teratogenes Potenzial das seines Metaboliten um ein
Vielfaches Ubersteigt. Wahrend die Ausgangssubstanz vor allem die Entwicklung der Herz-
anlage und des Telenzephalons beeinflusste (schon ab 0,1 ug/ml), waren beim Metaboliten
erst ab 1 pg/ml Effekte auf die Entwicklung der Augen- und Ohranlagen zu beobachten und
ab 5 pg/ml auf die Rotation der Embryonen, die Neurulation, den Kopfbereich und die Herz-
entwicklung.

Die Mischungsversuche verdeutlichten die héhere embryotoxische Potenz des Albendazols,
indem sowohl die Ergebnisse aus der Bewertung des Scores als auch der Dysmorphoge-
neserate der 80/20- und 50/50-Mischung denen der Ausgangssubstanz glichen. Beide Sub-
stanzen flihrten konzentrationsabhangig zu einer Depression des Proteingehalts, was Cristo-
fol und Mitarbeiter bei Ratten (Gestationstag 20) nach Exposition in utero mit Albendazol und
seinen Metaboliten ebenso feststellten. Diese beobachteten (wie auch Capece und Mitarbei-
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ter im Tierversuch mit tragenden Ratten) bei allen Substanzen einen Einfluss auf die Ent-
wicklung des Skeletts (Cristofol et al., 1997; Capece et al., 2003), was in der WEC in dieser
Form aufgrund des Entwicklungsstadiums nicht darstellbar war. Lediglich bei einer Albenda-
zolsulfoxidkonzentration von 5 pg/ml waren die Somiten nicht mehr zahlbar, was Effekte auf
die Entwicklung des Skelettsystems und der Muskulatur wahrscheinlich macht.

5.2.4.3 Diskussion der therapeutischen Konzentration und ihrer teratogenen Wirkun-
gen mit den in der WEC festgestellten Verdnderungen durch Albendazol und
Albendazolsulfoxid

Der Sulfoxid-Metabolit von Albendazol weist eine wesentlich niedrigere teratogene Potenz im
Vergleich zu seiner Ausgangssubstanz auf. Dies konnte auch durch die 80/20- und 50/50-
Mischungen verdeutlicht werden. Es findet eine ,Entgiftung” der Ausgangssubstanz statt
(Whittaker und Faustman, 1991; Velik et al., 2005). Der in der WEC getestete Konzentra-
tionsbereich von Albendazol (0,01 bis 1,0 pg/ml) entspricht dem durchschnittlichen Plasma-
wert (0,9 pg/ml) des Menschen nach einer Dosis von 15 mg/kg bei einer Neurozystosis-
Behandlung (Jung et al., 1990). Nach einer Nlchterngabe von 400 mg Albendazol oral wer-
den im Plasma der Patienten Konzentrationen von ca. 0,2 ug/ml Albendazolsulfoxid gemes-
sen. Zusammen mit fettreicher Kost steigt die Bioverfigbarkeit etwa um das Funffache an
(Fachinformation Eskazole®, 2010).

Bei in-vivo-Studien an Ratten und anderen Tieren wird das Sulfoxid fir die teratogenen Ef-
fekte verantwortlich gemacht, da der Metabolismus von Albendazol zu seinem Metabolit sehr
rasch erfolgt und das Sulfoxid damit in héheren Plasmakonzentrationen vorliegt (Cristofol et
al., 1997; Capese et al., 2003).

Wahrend im Tierversuch mit tragenden Ratten (Cristofol et al., 1997; Capese et al., 2003)
wie auch in der hier durchgeflihrten WEC-Studie Albendazol und Albendazolsulfoxid zu Fehl-
bildungen fuhrte, gelten die Ausgangssubstanz und ihr Metabolit beim Menschen bisher als
nicht-teratogen (Cowden et al., 2000; Gyapong et al., 2003; Gyorkos et al., 2006; Ndibazza
et al., 2010). Laut Fachinformation darf das Arzneimittel allerdings nicht bei Schwangeren
angewandt werden (Fachinformation Eskazole®, 2010).
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5.2.5 Acetylaminofluoren und N-Hydroxy-Acetylaminofluoren

5.2.5.1 Diskussion der morphologischen Veranderungen verursacht durch Acetylami-
nofluoren

In Studien von Faustman-Watts und Mitarbeitern (1983) sowie Luijten und Mitarbeitern
(2008) konnte ein teratogenes Potenzial ohne vorherige Aktivierung durch S9-Fraktion und
Cofaktoren der Monooxygenase nicht nachgewiesen werden (Konzentrationsbereich von 0
bis 75 pg/ml bei Faustman-Watts und Mitarbeitern bzw. 150 pg/ml bei Luijten und Mitarbei-
tern). In der hier vorliegenden Arbeit konnte schon ab einer Konzentration von 100 pg/ml der
Substanz ohne vorherige Aktivierung ein teratogener Effekt (Verringerung der Dottersack-
durchblutung) auf die inkubierten Rattenembryonen festgestellt werden. Zudem zeigte Ace-
tylaminofluoren einen deutlichen Effekt auf die Entwicklung des Neuralrohrs. Méglicherweise
ist dieser Effekt durch den friiheren Inkubationsbeginn (Tag 9,5) zu erklaren. Luijten und Mit-
arbeiter inkubierten die Rattenembryonen ab Tag 10 der Gestation Uber 48 Stunden bzw.
Faustman-Watts und Mitarbeiter ab Tag 11, was zu einer Unempfindlichkeit der Rattenemb-
ryonen gegenuber der Substanz geflhrt haben kénnte (Luijten et al., 2008; Faustman-Watts
et al., 1983).

5.2.5.2 Diskussion der morphologischen Verdnderungen durch Acetylaminofluoren
und N-Hydroxy-Acetylaminofluoren

Ab 50 pg/ml zeigte AAF einen teratogenen Effekt auf die Embryonen (abnorme Haltung, Na-
senplakoden, offener kranialer Neuroporus). Die Entwicklung der Dottersackgefalle war ab
100 pg/ml veradndert. Das embryotoxische Potenzial seines Metaboliten N-OH-AAF war
schon ab 1,0 pg/ml festzustellen: Hier war ein Einfluss auf die Kopfregion sichtbar. Ab
2,5 yg/ml war das Telenzephalon nicht mehr ausgebildet, Nasenplakoden waren zu erken-
nen und der Dottersackparameter war statistisch signifikant. In den Konzentrationen ab
10 pug/ml war die unvollstandige Rotation ein weiteres Merkmal der Dysmorphogenese.

Faustman-Watts sowie Luijten und Mitarbeiter konnten, ohne vorherige Aktivierung durch
eine S9-Fraktion und Cofaktoren flir die Monooxygenase, keinen Effekt durch die Ausgangs-
substanz auf die Embryonen feststellen (Faustman-Watts et al.; 1983; Luijten et al., 2008).
Der Metabolit verursachte Fehlbildungen, die mit den in diesem Experiment aufgetretenen
Veranderungen vergleichbar waren: ventrolaterale Protusion und Prosenzephalonhypopla-
sie. Die Neurulation war, wie auch die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit zeigten, nicht
betroffen (Faustman-Watts et al., 1983; Faustman-Watts et al., 1984; Faustman-Watts et al.,
1985).
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Die Mischungsversuche verliefen erwartungsgemaf analog der Einzeltestungen. Das hdhere
embryotoxische Potenzial des Metaboliten verursachte eine Linksverschiebung in der Kon-
zentrationswirkungskurve. Die verursachten Fehlbildungen entsprachen den in den Ein-
zelsubstanzuntersuchungen aufgetretenen in Qualitat und Lokalisation.

5.2.5.3 Diskussion der therapeutischen Konzentration und ihrer teratogenen Wirkun-
gen mit den in der WEC festgestellten Veranderungen durch Acetylaminoflu-
oren und N-Hydroxy-Acetylaminofluoren

Da es sich bei dem Substanzpaar um Modellsubstanzen zur Kanzerogenese und nicht um
Medikamente handelt, ist eine Diskussion der Konzentrationsbereiche und ihrer Wirkungen

im therapeutischen Bereich bei Mensch oder Tier nicht moglich.

5.3 Schlussfolgerungen aus den Einzel- und Mischungsversuchen in der WEC mit Rat-

tenembryonen

Insgesamt war bei der Auswertung der Ergebnisse der 80/20- und 50/50-Mischungen eine
gute Anwendbarkeit fir Substanzpaare, bestehend aus Ausgangssubstanz und ihrem Meta-
boliten, zu erkennen. Dabei spiegelte die WEC das embryotoxische bzw. teratogene Poten-
zial der Substanzen sehr gut wieder, da die Ergebnisse meist mit den gefundenen in-vivo-
Daten korrelierten. In der WEC mit Rattenembryonen kann sowohl eine Toxifizierung (Reti-
nol/all-trans-Retinsaure), als auch eine Entgiftung, wie am Beispiel von Albendazol, darge-
stellt werden.

Der Einsatz der Mischungen sollte dazu dienen, einen unvollstdndigen Umsatz von Aus-
gangsstoff zu Metabolit zu simulieren, wie es auch in vivo (durch den maternalen Metabolis-
mus) realistisch ware. Interessant war vor allem, dass die in der WEC mit Rattenembryonen
eingesetzten Konzentrationen der Testsubstanzen weitgehend im Bereich der in der Hu-
manmedizin gemessenen Serumkonzentrationen lag, so dass eine gute Vergleichbarkeit mit
in-vivo-Studien bestand.

Die Endergebnisse des gesamten BMBF-Projekts lassen auf eine gute Integrierbarkeit eines
Metabolisierungssystems in die WEC schlieRen. Dadurch wird die Untersuchung von Aus-
gangssubstanzen und deren (evtl. teratogen wirkenden) Metaboliten in einem in-vitro-System
ermdglicht. Vor allem fiir die Substanzen Albendazol und Cyclophosphamid konnte ein signi-
fikanter Stoffumsatz bei Prainkubation in WEC-Medium (Serummischung und HBSS) mit
Ratten- und Schweine-Hepatozyten und anschlieRender Uberfiinrung in die WEC (d. h. Ein-
satz von 92,5 % prainkubierten Hepatozytenuberstand und 7,5 % HBSS) dargestellt werden
und damit eine grundsatzliche Eignung der Kombination von Metabolisierungssystemen mit
der WEC bestéatigen.
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6. Zusammenfassung: Untersuchung von fiinf Fremdstoffen und deren Hauptmetabo-
liten _allein und in Kombination in der Whole Embryo Culture
(WEC) mit Rattenembryonen

Einleitung: Ziel des BMBF-Verbundprojektes war die Weiterentwicklung bereits etablierter
Alternativmethoden zum Tierversuch unter dem Titel: ,Entwicklung eines Biotransformations-
systems flr die metabolische Aktivierung von validierten in-vitro-Systemen zur Prifung auf
Embryotoxizitat®. In der in diesem Rahmen entstandenen Dissertation wurden als embryo-
toxisch bekannte Substanzen und ihre Metaboliten (Cyclophosphamid/Acrolein, Retinol/all-
trans-Retinsaure, Valpromid/Valproinsaure, Albendazol/Albendazolsulfoxid, Acetylaminoflu-
oren/N-Hydroxy-Acetylaminofluoren) in der Whole Embryo Culture (WEC) mit Rattenembry-
onen verwendet, um im Vorfeld der Metabolisierungsversuche durch Einzeluntersuchung
und Mischung der Substanzpaare (im Verhaltnis 80/20 und 50/50) den maternalen Metabo-
lismus zu simulieren und die Wirkung der einzelnen Substanzen und deren Mischungen auf
den Embryo detailliert darzustellen.

Material und Methoden: Die Substanzen wurden zuerst jeweils einzeln in ansteigenden
Konzentrationen und dann mit ihrem dazugehoérigen Metaboliten im Mischungsverhaltnis
80/20 und 50/50 in der WEC (Gestationstag 9,5) unter einem definierten Gaspartialdruck bei
38,5 °C fur 48 Stunden in einem rotierenden System inkubiert. Danach wurden die Beobach-
tungen anhand des morphologischen Scoring-Schemas unter der Stereolupe ausgewertet.
Ergebnisse: Die finf untersuchten Ausgangssubstanzen — Cyclophosphamid, Retinol, Val-
promid, Albendazol und Acetylaminofluoren — entstammen unterschiedlichen Substanzgrup-
pen, jedoch lieRen sich Parallelen in den hervorgerufenen Fehlbildungen bei Rattenembryo-
nen in der mikroskopischen Auswertung beobachten. Alle Ausgangssubstanzen riefen mit
jeweils aufsteigender Konzentration eine Reduzierung der Scheitel-Steil3-Lange, des Pro-
teingehalts, der Auspragung der Dottersackdurchblutung und einen Riickgang des Score-
wertes hervor. Meist war auch eine Abnahme der Somitenzahl zu verzeichnen. Im Detail
lieRen sich substanzspezifische Veranderungen erkennen. Von den teratogenen Effekten der
einzelnen Substanzen war hauptsachlich der Kopfbereich, insbesondere die Entwicklung des
Telenzephalons betroffen. Cyclophosphamid verursachte ab einer Konzentration von
200 pg/ml (716,5 yM) ein Fehlen der Augenanlage und ein nicht mehr entwicklungsphysiolo-
gisch ausgebildetes, d. h. ein verzdgert entwickeltes Telenzephalon. Auch Retinol rief (ab
2,5 pg/ml bzw. 8,7 uM) Veranderungen an der Kopfregion hervor: Bei 66,6 % der Embryonen
zeigte sich ein offener kranialer Neuroporus. Ab einer Konzentration von 5,0 ug/ml (17,5 pM)
war dieser Bereich zu 100 % abnorm, das Telenzephalon zeigte eine hockerig erscheinende
Oberflache und mehrere auffallige Hamorrhagien; Augen- und Ohranlagen fehlten ab dieser
Konzentration vollsténdig. Bei Albendazol erfolgte eine verminderte Ausbildung des Telen-
zephalons, wobei das Neuralrohr komplett geschlossen war. Acetylaminofluoren verursachte
ab 50 pg/ml bzw. 223,9 uM teilweise deutliche Nasenplakoden und eine offene Neurulation.
Ab einer Konzentration von 200 pg/ml (895,7 uM) war das Telenzephalon nicht mehr zu er-
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kennen, daflir waren bei allen Rattenembryonen deutlich ausgebildete Nasenplakoden zu
sehen, die teilweise hamorrhagisch durchsetzt waren. Das Neuralrohr war kranial offen. Die
Substanz Valpromid rief hingegen keine mikroskopisch erkennbaren Verdnderungen am
Telenzephalon hervor. Fir Cyclophosphamid, Valpromid und Acetylaminofluoren war die
nicht mehr vollstandige Drehung des Rumpfes bzw. die als abnorm zu wertende ,Eichhérn-
chenhaltung®, bei der keine Rotation des embryonalen Rumpfs mehr stattfand, eine typische
Fehlbildung der Rattenembryonen. Ebenso war ein Einfluss auf die Entwicklung der Herzan-
lage durch Retinol und Albendazol zu beobachten. Retinol bewirkte ab 2,5 ug/ml (8,7 yM)
eine nicht mehr vollstandige Ausbildung der Herzanlage, so dass mikroskopisch nur Herz-
schlauche ohne entwicklungsphysiologische Windung zur Herzschleife zu erkennen waren.
Charakteristisch fur die durch Albendazol hervorgerufenen Veranderungen war das blasen-
formig aufgeworfene Perikard. Weitere substanzspezifische Veranderungen waren bei Reti-
nol die vollstdndige Verwachsung des Amnions mit dem Rumpf ab einer Konzentration von
5,0 pg/ml bzw. 17,5 yM sowie das verzogerte Wachstum der hinteren GliedmafRenanlagen
und Schwanzanlage bereits ab 2,5 pg/ml (8,7 uM). Nach Inkubation mit Valpromid in héhe-
ren Konzentrationen erschienen die Rattenembryonen nicht mehr vollstandig gedreht; in der
héchsten Konzentration waren die meisten Embryonen dysmorph. Die Versuche mit den
80/20- und 50/50-Mischungen der jeweiligen Substanzpaare verliefen im Ergebnis Uberwie-
gend erwartungsgemal, d. h. entsprechend ihrer Toxizitatsergebnisse aus den Einzelunter-
suchungen.

Diskussion: Im Vergleich der jeweiligen Ausgangssubstanzen mit ihrem Metabolit zeigten
sich Veranderungen an den Embryonen meist in den gleichen Kérperregionen und ahnelten
den in der Literatur beschriebenen Effekten. Auffallig war vor allem bei Retinol und seinem
Metaboliten all-trans-Retinsaure, dass in beiden Mischungen eine deutlich erhéhte Toxizitat
im Vergleich zu den Einzelsubstanzuntersuchungen zu beobachten war. Schon ab der
zweithéchsten Konzentration (0,83 uM) in der 80/20-Mischung waren offene kraniale Neuro-
pori und eine nur unvollstandige Rotation des Rumpfes festzustellen, wahrend im Einzelver-
such mit dem Metaboliten statistisch signifikante Veranderungen erst ab 1,66 uM bzw.
0,5 pg/ml auftraten. In der 50/50-Mischung war diese Entwicklung noch auffalliger: Hier wa-
ren schon ab 0,33 pM (0,1 pg/ml) eine unvollstandige Drehung und offene Neuropori zu er-
kennen. Ein gegenteiliges Ergebnis wies die Albendazol/Albendazolsulfoxid-Kombination
auf: Hier war der Metabolit weniger wirksam. Dementsprechend waren die beiden Mischun-
gen deutlich weniger toxisch und damit auch weniger teratogen als die Ausgangssubstanz.
Schlussfolgerung: Die WEC mit Rattenembryonen eignet sich fiir die Untersuchung ver-
schiedener Substanzen in Mischung, vor allem fir die Simulation der maternalen Metaboli-
sierungskapazitat. Diese Ergebnisse kdnnen als Grundlage fur die zuklnftige Integration
eines realen Metabolisierungssystems in die WEC genutzt werden.
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7. Summary: Study of various xenobiotics in the Whole Embryo Culture (WEC) with
rat embryos

Introduction: The aim of the BMBF-project “Development of a biotransformating system for
the metabolic activation of validated in-vitro-systems to assess embryotoxicity” is to further
develop already established alternative methods for animal testing. In this dissertation, em-
bryotoxic substances and their metabolites (cyclophophamide/acrolein, retinol/all-trans-
retinoic acid, valpromide/valproic acid, albendazole/albendazole sulfoxide, acetylamino-
fluorene/N-hydroxy-acetylaminofluorene) have been tested in the WEC with rat embryos to
simulate the maternal metabolism and to establish precise concentration-response-curves,
followed by examination of substance combinations (in 80/20 and 50/50 ratios) on the em-
bryo.

Substances and methods: First, the substances were tested at increasing concentrations
und then combined with their associated metabolite as part of a 80/20 and 50/50 ratio, in the
WEC with rat embryos (9,5 days old). The embryos were incubated under defined conditions
in a rotating system for 48 hours and the results were evaluated on the basis of a morpho-
logic scoring system.

Results: The five examined substances (cyclophosphamide, retinol, valpromide, albenda-
zole, acetylaminofluorene) originate from different substance groups, however, they dis-
played similarities in the evoked malformations of rat embryos. With increasing concentra-
tions, all substances led to a reduction of size, protein content, somites, and yolk sac vascu-
logenesis and a decrease in scoring parameters. More specifically, substance-specific altera-
tions were detected. Mostly, the development of the telencephalon was affected. From a
concentration of 200 pug/ml (716,5 uM) upward, cyclophosphamide led to the missing of the
eye anlage and a stunted telencephalon. Retinol caused also alterations of the telencephalon
(at 2,5 yg/ml / 8,73 uM): 66,6 % of the embryos had an open cranial neuroporus. At a con-
centration of 5,0 yg/ml (17,5 pM), 100 % of the embryos were abnorm, the telencephalon
displayed an uneven surface and several hamorrhagies; the eye- and ear anlagen were
completely missing. Albendazole caused an impared development of the telencephalon, but
with a closed neural tube. Acetylaminofluorene (50 pg/ml bzw. 223,9 uM) led to the devel-
opment of placodes of the nose and open neural tubes. At a concentration of 200 ug/ml
(895,7 uM) or higher, the telencephalon did not exist anymore, but placodes of the nose and
hamorrhagies could be found in all rat embryos. The cranial neural tube was open.
Valpromide did not cause any microscopically visible alterations of the telencephalon. Char-
acteristic for cyclophosphamide, valpromide and acetylaminofluorene was the incomplete
rotation of the trunk, causing a “squirrel-like” position. Retinol and albendazole showed an
effect on the heart. At 2,5 pg/ml, retinol caused an incomplete amnion development, display-
ing microscopic malfunctions of the cardiac loop, and albendazole caused a malformation of
the pericard. Characteristically, retinol also caused a complete adhesion of amnion and trunk
at a concentration of 5 uyg/ml (17,5 uM). At 2,5 pg/ml (8,7 uM) the composition of the hind
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limbs and tail was retarded. Valpromide did not induce specific or characteristic malfor-
mations. At higher concentrations, the rat embryos did not completely rotate, and at the
highest tested concentration, most embryos were malformed. The 80/20 and 50/50 combina-
tions of most of the substances caused effects and were in agreement with the results ob-
served with compounds when tested alone.

Discussion: Comparing the test compounds with their metabolites, alterations of the rat em-
bryos were found to be mostly in the same body parts and similar to effects described in ear-
lier publications. Most notably was the higher toxicity found among the retinol/all-trans-
retinoic acid-combination in comparison to the testings of retinol and its metabolite alone. At
the second concentration (0,83 pM) of 80/20 combination, open cranial neuropori and an
incomplete rotation of the trunk was visible, while by testing retinol and its metabolite alone,
statistically significant alterations occurred only at concentrations of 1,66 uM and higher. This
effect was even more pronounced with the 50/50 combination: The first alterations (incom-
plete rotation and open neuropori) were already observed at levels of 0,33 pM (0,1 pg/ml).
Converse results, however, were found with albendazole/albendazole sulfoxide combination.
The metabolite was less toxic than the parent compound. As a result, both combinations dis-
played less pronounced effects than the parent substance alone.

Conclusion: The WEC with rat embryos is appropriate for analysing various substances in
combination, thus simulating the situation induced by maternal metabolic activity. The results
will be an essential prerequisite for the development and integration of a metabolizing system
into the WEC.
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8.

8.1 Abkilirzungsverzeichnis

Anhang

Abkiirzung

AAF
Abb.

ABZ
ABZSO
ACR

BMBF
CD-1®°-Maus

CNS

CO,

CP
CYP-P450
DMSO
DNA
ECVAM

EST
EUROCAT
evil.

FMO

GST

g
HSA

HBSS-Lésung

IC50
ICMAX

ICCVAM

lLE.
Mio.
MMT
mg

Erlauterung

Acetylaminofluoren

Abbildung

Albendazol

Albendazolsulfoxid

Acrolein

Bundesministerium fir Bildung und Forschung
Mehrzweck-Forschungstiermodel, das in den Feldern
Toxikologie, Alterungsprozess und Onkologie eingesetzt
werden kann.

Mittelhirnzellen

Kohlenstoffdioxid

Cyclophosphamid

Cytochrom P450

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleinic acid

European Centre for the Validation of Alternative Me-
thods

Embryonaler Stammzelltest / Embryonic Stem Cell Test
European Surveillance of Congenital Anomalies
eventuell

Flavinmonooxygenase

Gluthation-S-Transferase

Gramm

Humanes Serumalbumin

Hank’s Buffered Salt Solution

Mittlere inhibitorische Konzentration

Niedrigste in der WEC getestete Konzentration bei der
100 % der Embryonen abnorm waren

Interagency Coordination Committee on the Validation of
Alternative Methods

Internationale Einheit

Million

Micromass Test

Milligramm
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Mg
ml

mM

MM

MMT

MRT

MW
N-AAAF
NAD
NADPH
NIH
NMRI-Mause
NOAEL
N-OH-AAF
kg

LB

LOAEL
OECD

RA
REACH

ROH

SD
SPF
Tab.
Upm
VMD
VPA
WEC
WHO
ZEBET

ZNS
7-OH-AAF
2-AAF

Mikrogramm

Milliliter

Millimol

Mikromol

Zytotoxizitatstest

Magnetresonanztomographie

Mittelwert

N-Acetoxy-2-Acetylaminofluoren
Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid
Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat

National Institutes of Health

Herkunft aus dem Naval Medical Research Institute

no observed adverse effect level
N-Hydroxy-Acetylaminofluoren

Kilogramm

Limb-Bud-Zellen

lowest observed adverse effect level

Organisation for Economic Cooperation and Develop-
ment

Retinsaure (retinacid)

Registration, Evaluation, Authorisation of Chemicals
(Registrierung, Bewertung und Zulassung von Chemika-
lien)

Retinol

Seite

Standardabweichung

spezifisch pathogenfrei

Tabelle

Umdrehungen pro Minute

Valpromid

Valproinsaure

Whole Embryo Culture

World Health Organisation

.Zentralstelle zur Erfassung und Bewertung von Ersatz-
und Erganzungsmethoden zum Tierversuch® am Bun-
desinstitut fur Risikobewertung in Berlin

Zentrales Nervensystem

7-Hydroxy-Acetylaminofluoren

2-Acetylaminofluoren
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8.2 Gerate und Chemikalien

8.2.1 Gerite

Bezeichnung

Typ

Hersteller

Auswertungsprogramm

Microplate Manager 4.0

Biorad, Hercules, USA

Dekapitator

Mod. 130

Harvard Apparatus, March-
Hugstetten, Deutschland

Digitalkamera EQ95 Nikon, Dusseldorf,
Deutschland
Gasmischer KM 30-3 SE SO Witt-Gastechnik, Witten,
Deutschland
Grafikprogramm Adobe Photoshop CS4 Ex- | Adobe, San Jose, USA
tented Version 11.0
Heizblock Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg,

Deutschland

Kaltlichtquelle

KL 1500

Schott Glaswerke, Wiesba-
den, Deutschland

Kreisschuttler

IKA KS 125 basic

Janke & Kunkel, Staufen,
Deutschland

Plattenphotometer

Microplate Reader 3550

Biorad, Munchen, Deutsch-
land

Prazisionsbrutschrank

B 15

Memmert, Schwabach,
Deutschland

Prazisionswaage

Analytic, A200S

Sartorius, Ratingen,
Deutschland

Reine Werkbank

Laminar Air, TL 2448

Heraeus, Osterode,
Deutschland

Statistikprogramm

PASW Statistics 18

SPSS, Chicago, USA

Stereolupe Stemi 2000-C Zeiss, Oberkochen,
Deutschland
Stereolupe Stemi SV 8 Zeiss, Oberkochen,

Deutschland

120




Anhang

8.2.2 Chemikalien

Folgende Chemikalien wurden als Referenzsubstanzen gewabhilt:

Bezeichnung

Typ

Hersteller

MW: 286,5 g/mol

Cyclophosphamid 5 g Feststoff Fa. Sigma Aldrich, Stein-
MW: 279,10 g/mol heim, Deutschland
Kat. Nr.: 29875
Lot Nr.: 1362353
Acrolein 10 ml Flassigkeit Fa. Sigma Aldrich, Stein-
MW: 56,06 g/mol heim, Deutschland
Kat. Nr.: 01679
Lot. Nr.: 1399419
Retinol 1 g Feststoff Fa. Sigma Aldrich, Stein-

heim, Deutschland
Kat. Nr.: 95144
Lot. Nr.: 1384515

all-trans-Retinsaure

1 g Feststoff
MW: 300,45 g/mol

Fa. Sigma Aldrich, Stein-
heim, Deutschland

Kat. Nr.: 95152 (302-79-4)
Lot. Nr.: 1268370

Valpromid

50 g Feststoff
MW: 143,23 g/mol

Fa. Hangzhou Da-
yangchem Co. Limited,
Hangzhou, China

Kat. Nr.: 2430-27-5
Lot. Nr.: 081101

Valproic acid sodium salt
(Valproinsaure, Natriumsalz)

10 g Feststoff
MW: 166,19 g/mol

Fa. Sigma Aldrich, Stein-
heim, Deutschland

Kat. Nr.: P4543

Lot. Nr.: 067K0761

Albendazol

10 g Feststoff
MW: 265,34 g/mol

Fa. Sigma Aldrich, Stein-
heim, Deutschland

Kat. Nr.: A4673

Lot. Nr.: 035K1421

Albendazolsulfoxid

50 g Feststoff
MW: 281,33 g/mol

Fa. Hangzhou Da-
yangchem Co. Limited,
Hangzhou, China

Kat. Nr.: 54029-12-8
Lot. Nr.: 60809002

Acetylaminofluoren

5 g Feststoff
MW: 223,28 g/mol

Fa. Sigma Aldrich, Stein-
heim, Deutschland
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Kat. Nr.: A7015-5G
Lot-Nr.: 127K1581

N-Hydroxy-
Acetylaminofluoren

5 g Feststoff
MW: 239,27 g/mol

Fa.: Endotherm, Saarbri-
cken, Deutschland

Kat. Nr. 53-95-2

Lot-Nr.: ERH

8.2.3 Puffer, Losungen und Gase

Bezeichnung

Typ

Hersteller

Albumin aus Rinderserum

BSA Fraction V

PAA, Linz, Osterreich

Dimethylsulfoxid

> 99,5 % (GC)

Fa. Sigma Aldrich, Stein-
heim, Deutschland

Hanks’ balancierte Salzlo-

Ohne Phenolrot, mit 0,35

Biochrom, Berlin, Deutsch-

sung (HBSS) g/l NaHCO3; land
Kohlenstoffdioxid 2.7 AGA Gas, Hamburg,
Deutschland
Sauerstoff Medizinischer AGA Gas, Hamburg,
Deutschland
Stickstoff Plus 5.0 AGA Gas, Hamburg,

Deutschland
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