6 Diskussion

6.1 Kulturmedien fiir die Whole Embryo Culture (WEC)

Die Kulturmedien der WEC haben in der Regel einen sehr hohen Serumanteil. Fiir die
WEC von Maus- und Rattenembryonen wird am hdufigsten ein Kulturmedium bestehend aus
100 % Rattenserum verwendet [4]. Da fiir die Gewinnung von Rattenserum die Spendertiere
getdtet werden miissen, boten sich als Alternative heterologe Seren an [87]. Die drei alternati-
ven Kulturmedien, die sich inzwischen etablieren konnten und auch bereits regelmifBig An-
wendung in toxikologischen Studien mit der WEC finden, sind: Humanserum [103], Human-
serum supplementiert mit 10 % Rattenserum [86] und Rinderserum hergestellt nach dem Pro-
tokoll von Klug et al. (1985) [76]. Da die Protokolle der WEC in verschiedenen Laboratorien
in einzelnen Kulturparametern voneinander abweichen, ist das entwicklungsfordernde Poten-
tial dieser Kulturmedien anhand der publizierten WEC Ergebnisse nur eingeschrankt ver-
gleichbar. Eine Vergleichsstudie dieser vier Kulturmedien wurde durchgefiihrt.

Alle vier der genannten Kulturmedien ermdglichten eine Entwicklung der Embryonen in
vitro. Diese lag innerhalb der Erwartung und wies eine Differenzierung auf, die mit der /n-
vivo-Situation vergleichbar ist. Das embryonale Wachstum erreichte im Proteingehalt ca. 50-
60 % der entsprechenden /n-vivo-Werte [85;160]. Keines dieser hier untersuchten Kulturme-
dien induzierte Entwicklungsanomalien.

Rattenserum ist seit der Etablierung des Protokolls durch New et al. [46] als Kulturmedium
akzeptiert und wurde seitdem nicht weiter modifiziert [4]. Eine Eignungspriifung verschiede-
ner Chargen dieses Standardkulturmediums erfolgte bisher nicht und so sind keine Untersu-
chungsergebnisse beziiglich der Chargen-Konstanz publiziert. Im Rahmen dieser experimen-
tellen Arbeit wurden fiinf Chargen Rattenserum nach dem Standardprotokoll von New [46]
hergestellt und auf ihre Eignung fiir die WEC untersucht. Es wurde festgestellt, dass auch
beim Rattenserum eine Chargenvariabilitdt vorlag, die sich in einer deutlichen Ergebnisstreu-
ung beziiglich der Wachstumsparameter manifestierte (vgl. 5.1).

Die Kulturmedien basierend auf 100 % Humanserum und basierend auf Humanserum
supplementiert mit 10 % Rattenserum wiesen in dieser Studie ein groBes entwicklungsfor-
derndes Potential fiir die Embryonen auf. Sie erméglichten im Vergleich zu den anderen bei-
den Kulturmedien (Rattenserum bzw. Rinderserum) einen um 54 % hoheren Proteinwert der
Embryonen und einen um 8 % hoéheren Morphologischen Score-Wert der Embryonen (vgl.
5.1). Ein solches Ergebnis war nicht grundsétzlich zu erwarten, denn i.d.R. erméglichen hete-
rologe Seren nur ein vergleichbares oder geringes entwicklungsforderndes Potential im Ver-
gleich zum Rattenserum [4]. Davon abweichende Ergebnisse besonders guter entwicklungs-
fordernder Potentiale, wie in dieser Studie festgestellt, wurden bereits auch von anderen Auto-

ren beschrieben [85]. Es wurde schon einmal ein hoheres Wachstum der Embryonen (44 %



hoherer ,,Proteinwert der Embryonen®) fiir ein entsprechendes Kulturmedium (Humanserum
mit 10 % Rattenserum) im Vergleich zu einem Kulturmedium basierend auf 100 % Rattense-
rum beschrieben [85].

In den Untersuchungen der vorliegenden Studie war die Eignung des Humanserums als
Kulturmedium fiir die WEC unabhingig von der Supplementierung mit 10 % Rattenserum, so
wie dies bereits von Chatot et al. beschrieben wurde [103]. Diese Beobachtung steht jedoch
im Widerspruch zu anderen Studien [85-87]. Humanserum unterliegt nachweislich einer gro-
Ben Chargenvariabilitit. Denn es ist bekannt, dass die Eignung von Humanserum als Kultur-
medium abhingig ist von den entsprechenden Blutspendern [103]. Mdglichen Einflussgrofen
wurde bereits wissenschaftlich nachgegangen. Das Geschlecht des Spenders hatte keinen Ein-
fluss auf die Eignung [70]. Ebenso konnte kein Unterschied in der Entwicklung der Embryo-
nen in Abhéngigkeit vom Menstruationszyklus der Spenderinnen nachgewiesen werden [160].
Eindeutig waren aber der Zusammenhang mit dem Alkoholkonsum der Spender [161], mit
Erkrankungen, wie Diabetes [162] und Urédmie [163], oder mit einer Pharmakotherapie der
Spender, wie Vitamin A Substitution [164], Chemotherapie [103] oder die Einnahme von
Antiepileptika [71]. In einer WEC Studie konnten bekannte adverse Effekte von Antiepilepti-
ka durch eine Supplementierung des Kulturmediums mit Aminosduren und Vitaminen signi-
fikant reduziert werden [71;165]. Dies zeigte den grofen Einfluss des Nahrstoffangebots auf
die Senisitivitdt und Sensiblitit der Embryonen gegeniiber von Toxinen, insbesondere auch
den Einfluss von nicht speziesspezifischen Bestandteilen des Serums. Die Bedeutung der A-
minosduren und Vitamine fiir die Entwicklung kultivierter Embryonen wurde in unabhéngi-
gen Studien bestitigt [99;166]. Beziiglich des Aminosdure- und Vitamin-Anteils in Seren ist
anzunehmen, dass individuell variierende Zusammensetzungen erndhrungsbedingt sind und
die Erndhrungsgewohnheiten des Spenders die Eignung von humanem Serum fiir die WEC
mitbestimmen.

Die mangelnde Eignung von Humanserum als Kulturmedium der WEC wurde primér mit
der Retardierung der Embryonen beschrieben, seltener auch mit spezifischen Effekten, wie
Anidmie [86;167] und Dysmorphogenesen in Form von Anomalien des Neuralrohrs [70;167].
Diese adversen Effekte begriindeten sich in der defizitdren Zusammensetzung des Humanse-
rums gegeniiber dem Rattenserum, da eine Supplementierung des Humanserums mit Glukose
[103;160], Transferrin [168] und / oder mit 10 % Rattenserum [86;160;167] zu einer in dem
Rattenserum vergleichbaren Entwicklung der Embryonen fiihrte. Der positive Einfluss dieser
Supplementierung wurde als Kompensation an speziesspezifischen Faktoren gedeutet. Der
speziesspezifische Faktor konnte durch sein Fehlen einen absoluten Mangel oder durch die
ungeniigende Aufnahme in Folge von speziesspezifischen Proteinformen einen relativen
Mangel bedingen. Letzteres wurde zum Beispiel bei dem Rezeptor vermittelten Transport des

Transferrins am Dottersack nachgewiesen [168]. Das heterologe Transferrin des Menschen



wurde im Vergleich zum homologen Transferrin der Ratte in signifikant geringeren Mengen
durch den Dottersack der Ratte aufgenommen.

Unter Beriicksichtigungen der Literatur ist die in dieser Studie beobachtete Eignung der
beiden auf Humanserum basierenden Kulturmedien als Einzelfall zu interpretieren. Die erho-
benen Ergebnisse lagen im beschriebenen Schwankungsbereich des entwicklungsférdernden
Potentials von Humanserum, sollten aber nicht verallgemeinert werden.

Die Entwicklung der Embryonen in dem auf Rinderserum basierenden Kulturmedium war
vergleichbar mit derjenigen unter Verwendung von Rattenserum und bestdtigte damit den
Anspruch, ein gleichwertiges Kulturmedium zu sein [3].

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass heterologe Seren (humanes Serum oder bovi-
nes Serum) grundsdtzlich das Potential haben, eine Entwicklung von Rattenembryonen in
vitro zu ermoglichen, die mit der in homologem Rattenserum vergleichbar ist. Fiir das Hu-
manserum ist aber — wie oben bereits ausgefiihrt - eine besonders grofle, vom Spender abhén-
gige Varianz zu erwarten, die es als Grundlage fiir ein standardisiertes Kulturmedium der
WEC als ungeeignet erscheinen ldsst. Rinderserum nach dem von Klug et al. etablierten Pro-
tokoll [72] stellt fiir die Weiterentwicklung eines Standardkulturmediums, welches in groB3en
Chargen konstanter Qualitdt verfiigbar sein sollte, die bessere Ausgangssituation dar.

Die von New et al. 1976 getroffene Aussage, dass die Entwicklung der Rattenembryonen
(Gestationstag 9,5 kultiviert fiir 48 Stunden in Rattenserum) in vitro und in vivo vergleichbar
ist, ist nicht fiir alle Auswertungsparameter giiltig [45]. Sie bezieht sich primér auf die Diffe-
renzierung der Embryonen [85] und weniger auf das Wachstum derselben [160]. Es muss
beriicksichtigt werden, dass die Entwicklung der Embryonen in vifro, unabhingig vom ver-
wendeten Kulturmedium (auch bei der Verwendung von Rattenserum), immer mit einer

Wachstumsretardierung einhergeht.

6.2 Untersuchung von Rinderserum hergestellt nach dem Protokoll von Klug et al.

Der Ausgangspunkt fiir die vorliegende Studie zur Etablierung eines neuen Kulturmediums
war das supplementierte Rinderserum nach dem Protokoll von Klug (1985) [72]; dieses wurde
daher als Referenz und Kontrollmedium fiir den ersten Teil der Studie verwendet. Insgesamt
wurden 19 Chargen hergestellt und auf ihre Eignung als Basis fiir das Kulturmedium der
WEC untersucht. Entsprechend der laborinternen Erfahrungen [72] unterlag auch das Rinder-
serum einer Chargenvariabilitdt, so dass nur 10 der 19 Seren als Kontrollkulturmedien genutzt
werden konnten.

Nachdem in dieser Studie alle vier Seren oder Serummischungen unter den gleichen Labor-
bedingungen als Kulturmedium fiir die WEC eingesetzt wurden, kann - unter Beriicksichti-
gung der dargestellten Angaben in der Literatur - zusammenfassend festgestellt werden, dass

alle vier Kulturmedien basierend auf 1. Rattenserum, 2. Humanserum, 3. Humanserum



supplementiert mit 10 % Rattenserum und 4. Rinderserum nach dem Protokoll von Klug et al.
[72] ein vergleichbares entwicklungsforderndes Potential in Abhéngigkeit der Charge haben.
Demnach erscheinen alle vier Standardkulturmedien im gleichen Mafle geeignet, wie auch
ungeeignet zu sein. Wenn man aber die Chargengréflen der verwendeten Seren, den Serum-
bedarf fiir einen WEC Versuch bzw. den fiir eine embryotoxikologische Untersuchung einer
Substanz mitberiicksichtigt, verdndert sich die Gleichwertigkeit. Betrachtet man die tégliche
Arbeitskapazitit eines WEC Laboratoriums, so konnen Rattenserumchargen von 50 bis 80 ml
durch das Poolen des Serums von ca. 20 Ratten hergestellt werden. Beim Humanserum sind
Chargen von 100 bis 250 ml pro Person moglich. Pro Rind kann man Serumchargen von 500
bis 1 000 ml pro Tier herstellen. Der Serumbedarf fiir einen WEC Versuch (40 Embryonen)
betrdgt ca. 60 ml und somit werden fiir eine embryotoxikologische Untersuchung einer Test-
substanz mit vier WEC Ansétzen ca. 240 ml Serum bendétigt. Diese Serummenge bedarf vier
Rattenserumchargen, ein bis zwei Humanserumchargen oder ein Viertel bis der Hélfte einer
Rinderserumcharge. Bei der festgestellten Chargenvariabilitit aller vier Standardkulturmedien
bedeutet dies, dass theoretisch die Verwendung von Rattenserum den gréfiten und die Nut-
zung von Rinderserum - hier ist nur ein Charge nétig - den geringsten Fehler durch Chargen-
variabilitét nach sich zieht.

Betrachtet man die zusammenfassenden Darstellungen der Ergebnisse aller fiinf Rattense-
rumchargen (vgl. 5.1) bzw. der 19 Rinderseren (vgl. 5.2), so muss gefolgert werden, dass sich
die Chargenvariabilitidt viel deutlicher auf das Wachstum als auf die Differenzierung der
Embryonen auswirkte. Die Streuung der Ergebnisse war bei den Wachstumsparametern, ins-
besondere dem Proteingehalt der Embryonen, viel grofer als bei den Auswertungsparametern
der Differenzierung. Dahingegen fillt bei der Betrachtung der Ergebnisse einzelner Chargen,
wie bei den beiden auf Humanserum basierenden Standardkulturmedien, die Streuung der
Ergebnisse nicht ins Gewicht (vgl. 5.1).

Die Wahrscheinlichkeit ist hoch, dass bei der Verwendung von Standardkulturmedien be-
stehend aus verschiedenen kleinen Chargen (Rattenserum) weder die Wachstumsergebnisse
von [Intra-Laborstudien noch die von Inter-Laborstudien vergleichbar sind. Diese Aussage
bezieht sich zwar nur auf die Kontrollsituationen in der Kultur, ist aber fiir eine Routinetest-
methode nicht akzeptabel. Wenn man dariiber hinaus annimmt, dass aufgrund einer Serum-
charge mit geringerem entwicklungsfordernden Potential ein Mangel und damit ein Stressfak-
tor fiir den Embryo erzeugt wird, dann muss auch mit einer veridnderten Sensibilitdt und Sen-
sitivitdit der Embryonen gegeniiber Noxen gerechnet werden. Dies bedeutet, dass eine Repro-
duzierbarkeit von Ergebnissen gefahrdet ist, insbesondere beziiglich der Auswertungsparame-
ter des embryonalen Wachstums. Dies stellt eine inakzeptable Situation fiir ein In-vitro-
Modell dar, welches zu einem Standardroutineverfahren werden soll. Daher musste ein neues
Kulturmedium fiir die WEC entwickelt und etabliert werden, welches in groen Chargen ver-

fiigbar ist und reproduzierbare Ergebnisse fiir alle Auswertungsparameter, sowohl die der



Differenzierung als auch die des Wachstums, erlaubt. Nur so sind groBere Intra- und Inter-
Laborstudien durchfiihrbar.

Uberpriift man die Auswertung der WEC in der ECVAM Validierungsstudie [5], so stellt
man fest, dass zwar in der zugrunde liegenden Standardarbeitsanweisung (SOP als INVIT-
TOX Protokoll Nr. 123) Wachstumsparameter enthalten sind, diese aber in dem Pridiktions-
modell (PM) fiir die Klassifizierung des embryotoxischen Potentials einer Testsubstanz nicht
mehr berticksichtigt wurden [6]. Nach einer personlichen Auskunft der betreuenden Statistike-
rin dieser Validierungsstudie, Frau Dr. Genschow (BfR, Berlin, 2004), war dies wegen man-
gelnder Reproduzierbarkeit der Ergebnisse fiir diese Wachstumsparameter nicht moglich. In
dieser dreijdhrigen WEC Validierungsstudie unter Beteiligung von vier WEC-Laboratorien
wurden demnach durch die nicht zu vermeidende Chargenvariabilitit bei der Verwendung
von Rattenserum wichtige Wachstumsparameter der WEC [21] nicht ausgewertet.

Trotzdem hat die WEC im Rahmen dieser Validierungsstudie eine hohe und den anderen
In-vitro-Embryotoxizitétstests (Embryonale Stammzelltest [EST] und Micromass Test [MM)])
vergleichbare Préadiktivitét erreicht [5]. Allen drei In-vitro-Embryotoxizitétstest war gemein,
dass sie die stark embryotoxischen Substanzen sicher (100 %), aber die schwach und nicht
embryotoxischen Substanzen mit einer geringeren Prézision (70-80 %) klassifizierten. Fiir die
Toxikologie ist gerade die Identifizierung der schwach embryotoxischen Substanzen von gro-
Ber Bedeutung, da diese den Grofiteil der embryotoxischen Substanzen ausmachen [122]; die
Methodenoptimierung der WEC ist also dringend erforderlich. Diese kann durch die Etablie-
rung eines neuen, standardisierbaren Kulturmediums erreicht werden, welches in grof3en
Chargen verfiigbar ist und somit die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse fiir die Wachstumspa-
rameter gewdhrleistet. Dann konnten auch die Wachstumsparameter in das PM der WEC
sinnvoll integriert werden und moglicherweise die Pradiktivitdt schwach und nicht embryoto-

xischer Substanzen gesteigert werden.

6.3 Untersuchung von kiuflichen Seren auf ihre entwicklungsfordernde Potentiale fiir

Rattenembryonen

Da die Chargengrof3en der Produktion von Rinderserum nach dem Protokoll von Klug et al.
(1985) auf 500 bis 1 000 ml limitiert und die Verfligbarkeit der entsprechenden Spenderrinder
in der Umgebung von Laboratorien, die eine sachgerechte Weiterverarbeitung zum Serum
durchfithren konnen, gering ist, sollten kédufliche Rinderseren auf ihre Eignung fiir die WEC
gepriift werden. Neben den beiden Studien von Klug et al. [72] und Coelho et al. [68] wurden
nur wenige Untersuchungen {iber die Eignung von Rinderseren in der WEC publiziert. Im
Jahr 1966 wurde ein kommerziell hergestelltes Rinderserum untersucht, welches eine abnor-
me Entwicklung der Embryonen bedingte [169]. Ein anderes Rinderserum, hergestellt 1983

nach dem Standardprotokoll fiir Rattenserum von New et al. [46], musste aufgrund starker



Retardierungen der Embryonen als ungeeignet eingestuft werden [87]. Im Jahr 1995 wurden
dann fiir die Etablierung einer Co-Kultur der Embryonen mit Hepatozyten verschiedene Fota-
le Bovine Seren (FBS) auf ihre Eignung in einem Kulturmedium fiir die WEC bestehend aus
50 % Waymouth MB (definiertes Kulturmedium), 35 % Rattenserum und 15 % Rinderserum
getestet [80]. Ausloser waren die dort zitierten unverdffentlichten Daten der Co-Autorin
Oglesby, die berichtete, dass FBS chargenabhédngig embryotoxisch sein konnte. Es wurden 12
verschiedene FBS zweier Serumproduzenten untersucht und nur drei FBS erlaubten eine nor-
male Entwicklung der Embryonen.

Im letzten Jahrhundert zog die schnelle Entwicklung der Biotechnologie eine Zunahme der
Serumproduktion nach sich, bei der schon 1995 weltweit mehr als 500 000 Liter pro Jahr in-
dustriell hergestellt wurden [170]. Hohere Qualitdtsanforderungen der Abnehmer sowohl in
Bezug auf das entwicklungsfordernde Potential fiir die Kulturen als auch in Bezug auf die
Produktsicherheit fithrten zu einer stetigen Verbesserung der Serumproduktion [170;171].

Aufgrund der fehlenden systematischen Eignungsiiberpriifung kéuflicher Rinderseren wur-
den in dieser Studie die verschiedenen Arten des Rinderserums untersucht: fiinf Chargen A-
dultes Bovines Serum (ABS) von drei Serumproduzenten, vier Chargen Donor Bovines Se-
rum (DBS) von drei Serumproduzenten und zwolf Chargen Fétales Bovines Serum (FBS) von
fiinf Herstellern. Da kein eindeutiger Zusammenhang zwischen der Eignung eines Serums
und seines Lieferanten (Biochrom, Greiner, HyClone, Sigma und PAA) feststellbar war, blieb
die Zuordnung hierzu aus.

Alle drei Arten der kduflichen Rinderseren unterlagen einer groen Chargenvariabilitit be-
ziiglich ihres entwicklungsférdernden Potentials fiir Embryonen in Kultur (vgl. 5.3). Dabei
ermoglichte keines der Testseren eine Entwicklung der Embryonen, die vergleichbar war mit
der im Kontrollmedium basierend auf selbst hergestelltem Rinderserum nach dem Protokoll
von Klug et al. [72].

Beziiglich des maximal moglichen embryonalen Wachstums ergaben sich Unterschiede bei
den drei Serumtypen. Der Proteingehalt der Embryonen erreichte durch ABS maximal ein
Viertel, durch DBS die Hilfte und durch FBS bis zu drei Viertel der Kontrollwerte (vgl. 5.3).
Alle drei Serumtypen induzierten in allen untersuchten Chargen signifikant erhohte Héiufig-
keiten von Dysmorphogenesen bei den Embryonen. Die Art dieser variierte bei ABS und
DBS. Im Gegensatz dazu wurde durch alle FBS primér eine Anomalie in Form eines offenen
kranialen Neuroporus verursacht (vgl. 5.3.1.3). Eine Ursachenforschung dieses eindeutig
chargenunabhédngigen Befundes ist schwierig, da es sich bei Neuralrohrdefekten um multifak-
torielle Ereignisse handelt [172]; deshalb wurde dies in dieser Studie nicht weiter verfolgt.

Nachdem kein geeignetes kommerzielles Rinderserum fiir die WEC identifiziert werden
konnte, wurde kommerziell hergestelltes Rattenserum als Alternative zu dem selbst herge-
stellten Rattenserum getestet. Es wurden sechs Chargen von vier Herstellern gepriift (vgl.

5.3.2). Drei Chargen ermdglichten keine Entwicklung der Embryonen. Dagegen unterstiitzten



drei andere Rattenserumchargen die embryonale Entwicklung iiber den Status der Kontrolle
hinaus. Die nicht geeigneten Chargen stammten von den Herstellern BioClot, PAA und Pan-
Biotech. Nach Auskunft der Hersteller ist das Serum als Nebenprodukt bei Serient6tungen aus
anderen Griinden hergestellt worden. Das Blut der Ratten wurde nach der Dekapitation aufge-
fangen und erst nach unbestimmter Zeit zentrifugiert. Dieses Verfahren birgt die Gefahr der
Kontamination mit Haaren, Gewebsresten und / oder —fliissigkeiten, oder Speiserohreninhalt
und stellt die Reinheit und Keimfreiheit des Serums stark in Frage. Es waren keine Angaben
iber die Herstellungsprotokolle erhéltlich, aber es ist davon auszugehen, dass es nicht mit den
besonderen Anforderungen des Herstellungsprotokolls fiir Rattenserum nach New et al.
(1976) tibereinstimmt [46]. Nicht jeder Punkt dieses Protokolls ist eine absolute Vorausset-
zung fiir die Eignung eines Rattenserums als Kulturmedium. Dies zeigten die anderen drei
Chargen von Charles River (vgl. 5.3.2 - zusammengefasst dargestellt als kRaS-4), die die
Entwicklung der Embryonen besser unterstiitzten als die Kontrollen. Laut dem Standardpro-
tokoll des Herstellers wurde das Rattenblut durch Aortenpunktion in CO,-Narkose gewonnen
und erst nach der Blutgerinnung zentrifugiert. Bisher galt die sofortige Zentrifugation als
wichtiger Bestandteil des Standardherstellungsprotokolls von Rattenserum fiir die WEC [65].
Es sind keine Vergleichsdaten aus Untersuchungen von kéuflichem Rattenserum als Kultur-
medium der WEC publiziert worden. Nur ein Statement in einer Publikation von Oglesby
(1995) besagt, dass kein kommerziell erhéltliches Rattenserum fiir die WEC geeignet sei [80].

Zusammenfassend musste festgestellt werden, dass nach einer Untersuchung von
21 kommerziell erhiltlichen Standard-Rinderseren (ABS, DBS und FBS), unabhédngig von
Hersteller oder Charge, keines gefunden wurde, welches einen Ersatz fiir das Standard-
Kulturmedium (100 % Rattenserum) rechtfertigt. Es konnte aber gezeigt werden, dass es ein
kommerziell erhiltliches Rattenserum gibt, welches den Anspriichen der WEC geniigt. Es
konnte aufgrund seiner professionellen Fertigung zu einer Standardisierung der Serumqualitét
beitragen. Zumindest im Vergleich zu den flinf selbst hergestellten Rattenserumchargen
(Chargengrofle 50-80 ml) (vgl. 5.1) war die Variabilitdt der drei Rattenserumchargen von
Charles River (Chargengrofie 300-350 ml) (vgl. 5.3.1.2) geringer. Sie manifestierte sich in der
geringeren Streuung der Ergebnisse. Laut Herstellerangaben ist die tdgliche Produktionskapa-
zitdt auf ca. 350 ml begrenzt. Mit einem kommerziellen Rattenserum wére nur eine geringe
Verbesserung der Standardisierung erreichbar und im Wesentlichen durch die leichte Erho-
hung der Chargenvolumina bedingt. Im Hinblick auf das Ziel der Reduktion der benétigten

Versuchstiere fur die WEC wire kein Fortschritt erreicht worden.



6.4 Untersuchung von Serummischungen auf ihre Eignung als Basis fiir das Kultur-

medium der WEC

Um groBere Kulturmediumchargen zu erreichen bzw. Tétungen von Spendertieren fiir die
Herstellung des Standardkulturmediums der WEC (Rattenserum) zu reduzieren, wurde ver-
sucht das Rattenserum zu verdiinnen. Hierzu wurden Salzlosungen, wie Hanks™ balancierte
Salzlosungen [173] und Tyrode [30] oder das Minimum Essential Medium (MEM) [174],
verwendet. Dies war nur fiir relativ alte Embryonen, z.B. vom Gestationstag 12,5 [30], erfolg-
reich moglich, da sie weniger Anspriiche beziiglich des Néhrstoffgehaltes an das Kulturmedi-
um stellen [99]. So waren Verdiinnungen bis 50 % moglich, die eine normale stabile Entwick-
lung der Embryonen gewéhrleisteten. Bei Verdiinnungen des Rattenserums bis zu 75 % wur-
den die Ergebnisse variabel und schlecht reproduzierbar und bei solchen von iiber 75 % ent-
standen Retardierungen der Embryonen [174]. Fiir jiingere Embryonen (Gestationstag 9,5)
war schon eine Verdiinnung um 50 % mit COON's F12 definiertem Kulturmedium mit Retar-
dierungen verbunden [175]. Die Ursache fiir diese Beobachtungen ist in dem abnehmenden
Anspruch der Post-Implantations-Embryonen an das Kulturmedium in Bezug auf Nahrstoffe
und Wachstumsstimuli mit zunehmendem Alter zu sehen [99].

Fiir die Anwendung der WEC als /n-vitro-Embryotoxizitétstest ist die Abdeckung des rele-
vanten Zeitfensters der Organogenese bei Start der Kultur, das heiflt Gestationstag 9,5, rele-
vant [176]. Um die Anwendung des Rinderserums aus eigener Herstellung zu 6konomisieren,
wurden Verdiinnungsversuche mit kduflichen Rinderseren durchgefiihrt. Aufgrund des hohe-
ren wachstumsfordernden Potentials im Vergleich zu ABS und DBS (vgl. 5.3.1) wurde FBS
fiir die Mischung ausgewéhlt. Fiinf verschiedene Mischungen mit einem Mischungsverhiltnis
1:1 von selbst hergestellte Rinderserum mit FBS wurden ausgetestet. Alle diese Serummi-
schungen unterstiitzten die Entwicklung der Embryonen signifikant besser als die der Kontrol-
le, welche auf ungemischtem Rinderserum hergestellt nach dem Protokoll von Klug et al.
(1985) basierte [72]. Das Entwicklungspotential aller fiinf Mischungen war vergleichbar.
Keine der Mischungen bedingte eine Hiufung von Abnormititen iiber das kulturbedingte Maf3
von ca. 3 % hinaus [177]. Da bekannt war, dass die Verdiinnung eines Kulturmediums zu
einem labilen Kultursystem fiihren kann [174], wurden mehrere Wiederholungsversuche
durchgefiihrt, so dass Stichprobengréflen von bis zu 93 Embryonen fiir die Auswertung ver-
fiigbar waren (vgl. 5.4.1). Da Stichproben ab 20 Embryonen in der WEC als besonders aussa-
gekréftig gelten [72], kann man bei den hier erreichten Stichprobengréflen von einer abgesi-
cherten Reproduzierung der Aussagen sprechen.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass eine Volumenverdopplung der Mediumchar-
gen fiir die WEC durch die ,,Verdiinnung* mit FBS erreicht werden konnte. Hiermit werden
Chargen von 1 000 bis 2 000 ml erreicht. Bemerkenswert ist hierbei, dass auch Rinderseren
aus eigener Herstellung, die allein nur eine retardierte Entwicklung der Embryonen ermdg-

lichten, in Kombination mit einem FBS bessere Ergebnisse aufwiesen als die Kontrollen.



Aus diesen Ergebnissen leitete sich die Frage ab, ob ein DBS, welches fiir sich auch nur ei-
ne retardierte embryonale Entwicklung unterstiitzte, in einer 1:1 Mischung mit FBS ein Kul-
turmedium darstellt, welches eine normale Entwicklung sichert. In der Untersuchung von
9 unterschiedlichen Mischungen aus kduflichem DBS plus FBS wurde aber festgestellt, dass
diese Ansitze sehr variable Kulturergebnisse erbrachten, die alle eine zur Kontrolle signifi-
kant geringere embryonale Entwicklung zur Folge hatten (vgl. 5.4.2).

Da bei 4 von 9 Ansétzen dieser 1:1 Mischung aus DBS und FBS eine signifikante Haufung
von Abnormititen der Embryonen auftraten, stellt diese Serummischung kein geeignetes Kul-
turmedium fiir die WEC dar.

6.5 Untersuchung der Effekte einer Supplementierung von nicht geeigneten, kiufli-

chen Rinderseren und Serummischungen mit 10 % Rattenserum

Bei verschiedenen Untersuchungen von heterologer Seren als Kulturmedium fiir Ratten-
embryonen wurde nachgewiesen, dass die Supplementierung der heterologen Seren mit Rat-
tenserum eine normale Entwicklung der Embryonen ohne Abnormititen ermoglichen kann
[4]. Die Menge des benétigten Rattenserums im Kulturmedium der WEC scheint speziesab-
hingig zu sein. So wurde ein Bedarf von 10 % [86] bis 25 % [87] Rattenserum fiir Humanse-
rum, 25 % fiir Hundeserum [87] und 25 % [88] bis 50 % [66] fiir die Verwendung von Kanin-
chenserum beschrieben. Ob es sich dabei aber um jeweils die optimalen Konzentrationen fiir
die Supplementierung handelte, kann abschlieBend nur fiir das Humanserum und das Kanin-
chenserum vermutet werden; nur fiir diese Seren wurde die Konzentrationsabhingigkeit einer
Supplementierung mit Rattenserum systematisch untersucht [66;160].

Um zu priifen, ob die kduflichen Rinderseren DBS, FBS oder die Mischung aus DBS und
FBS durch eine Supplementierung mit Rattenserum aufgewertet werden konnen, wurde des-
sen optimale Konzentration fiir Rinderserum bestimmt. Bei der Untersuchung des Konzentra-
tionsbereichs von 0 % bis 100 % Rattenserum am Kulturmedium war ersichtlich, dass eine
5 %ige Supplementierung des Kulturmediums eine embryonale Entwicklung ohne Retardie-
rung oder Abnormititen ermoglichte. Eine weitere Erhdhung der Rattenserumkonzentration
bis zu 20 % bewirkte keine weitere Steigerung der embryonalen Differenzierung und des
Wachstums. Auch 100 % Rattenserum bewirkte im Vergleich zu den Ansétzen mit 5 bis 20 %
keinen signifikanten Unterschied in der Differenzierung der Embryonen. Das Wachstum der
Embryonen in 100 % Rattenserum war jedoch gesteigert.

Aus diesen Ergebnissen leitet sich die Frage ab, ob eine Wachstumsretardierung in vitro im
Vergleich zur In-vivo-Situation fiir eine Anwendung der WEC als In-vitro-
Embryotoxizitdtstest akzeptiert werden kann. Ein Wachstumsunterschied liegt bereits bei den
in Rattenserum kultivierten Embryonen im Vergleich zur In-vivo-Situation vor, trotzdem

konnten diverse Embroytoxizitétsstudien mit der WEC stets eine gute Vergleichbarkeit der In-



vivo- mit In-vitro-Befunden zeigen [107;121]. Hierbei wirkte sich somit offenbar das geringe-
re Wachstum nicht negativ auf die Befundinterpretation aus. Im Kapitel 5.2 wurde aufgezeigt,
dass Rinderserum, hergestellt nach dem Protokoll von Klug et al. [72], eine zufriedenstellende
Entwicklung der Embryonen unterstiitzt. Diese Entwicklungsforderung war in Bezug auf die
Differenzierung vergleichbar mit der des Rattenserums, jedoch war das Wachstum der Emb-
ryonen im Rinderserum geringer als dasjenige im Rattenserum. In dem Rinderserum geméf
Protokoll von Klug et al. [72] wurden ebenfalls bereits eine Reihe von embryotoxikologischen
Untersuchungen durchgefiihrt. Bei diesen war eine gute Vergleichbarkeit der Ergebnisse so-
wohl mit anderen WEC Studien unter der Verwendung von Rattenserum als Kulturmedium
(z.B. fiir Aciclovir [74;75] oder Valproinsdure [73;178]) als auch im direkten In-vivo- / In-
vitro-Vergleich (z.B. fiir Aciclovir [77]) gegeben. Auch wenn das im Rinderserum erzielte
Wachstum im Vergleich zur /n-vivo-Situation geringgradig schlechter ausfillt als das im Rat-
tenserum erzielte Wachstum, schien dies die Aussagekraft der WEC als In-vitro-
Embryotoxizitdtstest unter Verwendung eines Kulturmediums basierend auf Rinderserum
nicht zu schwéchen. Hieraus ldsst sich ableiten, dass im Hinblick auf die Minimierung des
Tierverbrauchs fiir die WEC ein Kompromiss beziiglich der Wachstumsraten der Embryonen
fiir ein Kulturmedium basierend auf kommerziellen Standard-Rinderseren durchaus akzepta-
bel erscheint. Da man zwischen den drei Konzentrationen 5, 10 und 20 % der Supplementie-
rung mit Rattenserum keinen Unterschied feststellen konnte, wurden 10 % als Optimum aus-
gewihlt, um ein Kultursystem zu etablieren, welches moglichst robust gegentiber Chargenva-
riabilitdten des verwendeten Rattenserums und / oder Rinderserums ist.

Mit einer Supplementierung von 10 % Rattenserum wurde DBS (5 Mischungen), FBS
(6 Mischungen) und 1:1 Mischungen aus FBS und DBS (8 Mischungen) erginzt und auf ihr
entwicklungsforderndes Potential fiir die Embryonen untersucht. Auf eine entsprechende Un-
tersuchung des ABS wurde verzichtet, da das entwicklungsfordernde Potential der ABS allein
so gering ausfiel, dass eine Aufwertung durch Supplementierung unwahrscheinlich erschien.

Die Effekte der Supplementierung mit 10 % Rattenserum bei den verschiedenen Ausgangs-
seren fielen sehr unterschiedlich aus. Zwar induzierte sowohl supplementiertes DBS als auch
FBS eine deutliche Steigerung der embryonalen Entwicklung, aber nur beim DBS wurde die
bei der Untersuchung des nicht-supplementierten DBS beobachtete Haufung von Dys-
morphogenesen aufgehoben (vgl. 5.3.1.2 und 5.4.3.1). Die durch FBS am héaufigsten induzier-
te Anomalie, der offene kraniale Neuroporus, trat erneut unabhéngig von der Charge auf (vgl.
5.3.1.3 und 5.4.3.2). Die 1:1 Mischung von DBS und FBS mit {iberdurchschnittlich entwick-
lungsforderndem Potential, die bereits ein deutlich gesteigertes entwicklungsforderndes Po-
tential gegeniiber den beiden Einzelseren besaB, wurde zusétzlich durch Supplementierung
mit 10 % Rattenserum in ihrem wachstums- und differenzierungsférderndem Potential ver-
bessert. In dieser Mischung kultivierte Embryonen wiesen keinen Unterschied mehr in der

Entwicklung zu den Kontrollembryonen auf (vgl. 5.4.2 und 5.4.3.3). Eine Haufung von Dys-



morphogenesen, wie sie noch bei den Embryonen kultiviert in der 1:1 Mischung von DBS
und FBS auftrat, wurde nun nicht mehr beobachtet.

Die fiir die WEC am besten geeigneten Seren oder deren Mischung wurden in der Regel
empirisch ermittelt. Deshalb ist es schwer, eine kausale Argumentation fiir die Eignung als
Kulturmedium der WEC zu formulieren. Entscheidend jedoch war, dass ein iiberdurchschnitt-
liches, entwicklungsforderndes Potential von DBS und FBS in Kombination der Seren sich
potenzierte und die Induktion von Anomalien der einzelnen Seren authob. FBS weist im Ver-
gleich zum DBS viel hohere Konzentrationen an Wachstumsfaktoren auf [81]. So scheint es
moglich, dass ein relativer Mangel an Wachstumsfaktoren im DBS durch die Mischung mit
einem FBS ausgeglichen wird (vgl. 5.4.2). Ein Mangel an essentiellen Néhrstoffen im FBS
kann alleine nicht fiir die verfehlte Eignungspriifung dieses Serumtyps verantwortlich sein, da
eine Supplementierung mit 10 % Rattenserum zwar einen Entwicklungsschub induzierte, aber
nicht alle Abnormitéten verhindern konnte (vgl. 5.3.1.3 und 5.4.3.2). Es ist daher nicht auszu-
schliefen, dass FBS einen embryotoxischen Bestandteil enthilt, der durch die Mischung mit
10 % Rattenserum nicht ausreichend verdiinnt wird, wohl aber durch eine Verdiinnung mit
50 % ABS. Hierbei sind auch im Vergleich zur Ratte untypisch hohe oder fiir die Spezies
falsch proportionierte Konzentrationen an Wachstumsfaktoren als embryotoxische Bestandtei-
le zu verstehen. Ein Uberangebot an Wachstumsfaktoren kann die Homdostase der komplex
tiber Wachstumsfaktoren regulierten physiologischen Entwicklung des Embryos storen.

Damit stellt diese supplementierte 1:1 Mischung ein Kulturmedium dar, welches eine Ent-
wicklung der Rattenembryonen wihrend der Organogenese vom Gestationstag 9,5 bis 11,5 in
dem gleichen Mafe ermdoglicht, wie es das Rinderserum kann (gemif3 Protokoll von Klug et
al. [72]). Da in dieser Dissertationsarbeit auch gezeigt wurde, dass kommerziell erhiltliches
Rattenserum einsetzbar ist, welches eine normale Entwicklung der Embryonen in Kultur un-
terstiitzt, kann die Mischung aus DBS : FBS : Rattenserum (4,5 : 4,5 : 1) ausschlieBlich aus
kommerziell verfiigbaren Bestandteilen nach dieser Rezeptur zusammengestellt werden. Die-
ses Kulturmedium konnte somit aufgrund seines hohen Anteils von 90 % Rinderserum (45 %
DBS und 45 % FBS) auch in grolen Chargen hergestellt werden. Aufgrund des reduzierten
Anteils an Rattenserum — anstelle von 100 % nur noch 10 % - wire zwar kein vollstdndiger
Verzicht auf Spendertiere erreicht, dennoch wire damit eine deutliche Reduktion um 90 %
der bendtigen Versuchstiere fiir die Herstellung des Kulturmediums der WEC verbunden.

Damit stellt dieses Kulturmedium (Tab. 6) eine sinnvolle Alternative fiir das Standardkul-
turmedium der WEC dar, wie es in den Anforderungen an ein alternatives Kulturmedium zu

Beginn dieser Studie formuliert wurde.



Tabelle 6:Rezeptur des ersten Kulturmediums fiir die WEC bestehend aus kommerziell verfiigharen Be-

standteilen
Bestandteile des Kulturmediums Konzentration
Fotales Bovines Serum 38,25 % (45 % des Serumanteils)
Donor Bovines Serum 38,25 % (45 % des Serumanteils)
Rattenserum 8,5 % (10 % des Serumanteils)
D-Glukose 1,57 mg/ml
L-Methionin 75 pg/ml
Hank’s balancierte Salzlosung 15 %

6.6 Untersuchung einzelner Wachstumsfaktoren zur Aufwertung der kiuflichen Rin-

derseren als Kulturmedium der WEC

In dem neu etablierten Kulturmedium fiir die WEC sind 10 % Rattenserum enthalten. Um
die Totung von Spendertieren zukiinftig zu vermeiden, wurde nach einem geeigneten Ersatz
fiir das Rattenserum gesucht. Ersatz konnten Wachstumsfaktoren sein, die als Proteine an
spezifisch aufgebauten Rezeptoren der Membran bestimmter Zelltypen gebunden werden, und
die Replikation der DNA einleiten. Eine Vielzahl dieser stehen als rekombinante Produkte zur
Verfligung.

Endogene und exogene Wachstumsfaktoren regulieren die embryonale Entwicklung. Wer-
den die Wachstumsfaktoren vom Embryo selbst produziert, spricht man von endogenen Fak-
toren, stammen diese aber von dem Muttertier, so nennt man sie exogene Wachstumsfaktoren
[179]. Fiir eine physiologische Entwicklung der Embryonen in der WEC muss das Kulturme-
dium die exogenen Wachstumsfaktoren bereitstellen. Werden heterologe Seren im Kulturme-
dium verwendet, konnte ein absoluter oder relativer Mangel eines Inhaltsstoffes fiir die Rat-
tenembryonen auftreten und somit zu retardierte oder abnormer Entwicklung der Embryonen
fiihren [4]. Wie in Abschnitt 4.4.1 gezeigt werden konnte, kann eine Supplementierung mit
10 % Rattenserum einen solchen Mangel des Rinderserums fiir die Entwicklung der Ratten-
embryonen ausgleichen. Zwar wurden schon verschiedene Fraktionen des Rattenserums iden-
tifiziert, in denen sich speziesspezifische embryotrophe Faktoren befinden, aber das gesamte
Faktorenspektrum ist noch nicht vollstdndig charakterisiert [90;93;180]. Somit kann ein abso-
luter Mangel solcher Inhaltsstoffe in einem heterologen Serum heute noch nicht ausgeglichen
werden, da die entsprechenden embryotrophen Faktoren nicht bekannt sind. Ein relativer
Mangel wird verursacht durch eine zu geringe Konzentrationen einer Substanz, wie z.B.
Methionin [79], durch eine zu geringe Aufnahme einer Substanz, wie z.B. die rezeptorvermit-

telte Aufnahme von Transferrin [168] oder durch die zu geringe intrinsische Faktorenaktivitat



aufgrund begrenzter Homologie der entsprechenden Rezeptorstrukturen zwischen Ratte und
der Donor-Spezies [181]. Im Rahmen dieser Studie wurde versucht, durch die Erhéhung der
Konzentrationen einzelner Wachstumsfaktoren im Kulturmedium einen solchen relativen
Mangel nachzuweisen. Hierfiir wurde die WEC in ihrem Protokoll modifiziert (vgl. 4.13), um
die Sensitivitit gegeniiber Wachstumsfaktoren zu erhdhen. Die Modifikationen ermdglichen
das Kultivieren von jiingeren Embryonen (Gestationstag 9,0 anstatt 9,5) fiir einen ldngeren
Zeitraum (72 Stunden anstatt 48).

Anhand von Mangelmedien, in Form von dialysiertem oder mehrfach genutztem Rattense-
rum, konnte nachgewiesen werden, dass die normale Entwicklung der Rattenembryonen auch
von einer exogenen Zufuhr von IGF-1 und EGF abhingig ist [101;182]. Die Bedeutung des
VEGF wurde bisher noch nicht direkt fiir den Embryo aufgeklért, aber es gibt Hinweise, dass
VEGEF fiir den Aufbau der embryonalen Plazenta wichtig ist [175]. Im Rahmen dieser Disser-
tationsarbeit wurde iiberpriift, ob durch die Zugabe von IGF-1, EGF oder VEGF in ein Kul-
turmedium basierend auf Rinderserum die entwicklungsférdernde Wirkung simuliert werden
kann, die durch den Zusatz von 10 % Rattenserum erreicht wird. Die Wachstumsfaktorkon-
zentrationen im Blut der Muttertiere bleiben wéhrend der Tréichtigkeit konstant. Dies bedeu-
tet, dass die Aktivitdt dieser Faktoren wéhrend der verschiedenen Phasen der Embryogenese
durch die embryonale Rezeptorexpression reguliert wird [183]. Unterschiede in der Rezeptor-
expression zwischen der In-vivo- und In-vitro-Situation (Verwendung des Kulturmediums
basierend auf Rinderserum) wurden in dieser Arbeit durch eine RT-PCR-Analyse der Embry-

onen und der Dottersdcke wihrend der Organogenese untersucht.

IGF-1 gehort zu der Familie der Insulin-verwandten Peptide mit verschiedenen wachstums-
und differenzierungsfordernden als auch den Stoffwechsel beeinflussenden Eigenschaften
[184]. IGF-1 ist als Ligand und Rezeptor in den Embryonen der Ratten ab dem Gestationstag
5 detektierbar [185]. IGF-Rezeptoren sind in allen embryonalen Geweben nachweisbar, wor-
aus ein breites Wirkspektrum resultiert.

Im Konzentrationsbereich von 10 bis 30 ng/ml forderte IGF-1 konzentrationsabhédngig die
embryonale Entwicklung, jedoch konnten die hohen Dysmorphogeneseraten, die durch das
Mangelmedium induziert werden, nicht gesenkt werden (vgl. 5.5.2.1). Diese effektiven Kon-
zentrationen im Kulturmedium erscheinen im Vergleich zur physiologischen Serumkonzent-
ration der Ratte (von 327,6 + 92,8 ng/ml) [186] niedrig. Das eingesetzte rekombinante IGF-1
war flir eine hohere Wirksamkeit modifiziert. Es wies im Vergleich zur physiologischen Form
eine 10-fach hohere wachstumsfordernde Aktivitit auf (Angaben des Herstellers, Sigma, Kat.
Nr. I-1227). Die eigenen Ergebnisse bestitigen die Notwendigkeit einer exogenen Zufuhr
dieses Wachstumsfaktors wéahrend der Organogenese der Ratte [101]. Es konnte zuvor schon
einmal gezeigt werden, dass in heterologen Seren eine suboptimale IGF-1 Konzentration vor-

gelegen hat. In einem Kulturmedium basierend auf Serum vom Meerschweinchen als Man-



gelmedium konnte durch konzentrationsabhingige Supplementierung die entwicklungsfor-
dernde Wirkung von IGF-1 auf Rattenembryonen gezeigt werden [187].

Bei der RT-PCR Analyse von /n-vivo- und /n-vitro-Embryonen wihrend der Organogenese
wurde festgestellt, dass im Gegensatz zu den konstanten relativen mRNA-Mengen des IGF-I-
Rezeptors der In-vivo-Embryonen eine Erhéhung der mRNA-Mengen bei den In-vitro-
Embryonen am Gestationstag 12 auftrat (vgl. 5.5.3.1). Dies weist auf eine Storung des IGF-1-
Rezeptor-Liganden-Systems in vitro hin. Eine mogliche Interpretation ist, dass der bestehende
relative Mangel im heterologen Serum eine kompensatorische Steigerung der Rezeptorexpres-
sion des Embryos ausldst, die zu einer Sensitivitétssteigerung fiihrt [188].

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass eine Supplementierung des Rinderserums
mit IGF-1 nur zum Teil die entwicklungsférdernde Wirkung der 10 %igen Rattenserum-
supplementierung simulieren kann, insbesondere bewirkte IGF-1-Zusatz keine Reduktion der

Dysmorphogenesen.

EGF gehort wie IGF-1 zu den Wachstumsfaktoren, die den Zellzyklus beeinflussen [189].
Der EGF-Rezeptor ist ab dem Blastozysten-Stadium der Nagerembryonen nachweisbar [190].
EGF selbst wird von den Embryonen erst ab dem 19. Tag der Gestation synthetisiert
[191;192].

In dem physiologischen Konzentrationsbereich zwischen 2 und 50 ng/ml konnte kein Ef-
fekt von EGF auf die Embryonalentwicklung in vitro festgestellt werden (vgl. 5.5.2.2). In
einer anderen WEC-Studie konnte jedoch gezeigt werden, dass die normale Entwicklung von
Postimplantations-Embryonen von der exogenen Zufuhr des EGF abhingig ist. Ein Mangel-
medium (Ultrazentrifugation des Rattenserums - Trennpunkt = 30 kDa) musste mit 10 ng/ml
EGF supplementiert werden, um optimale Kulturergebnisse zu erzielen (zitiert in [183]). Die-
se Abhdngigkeit des Embryos von EGF wurde in zwei weiteren WEC-Studien mit einem
Mangelmedium bestétigt. Dieses Mangelmedium wurde durch wiederholte Verwendung eines
Kulturmediums basierend auf Rattenserum hergestellt. Aus diesen Ergebnissen resultierte
eine optimale Konzentration von 4 oder 8 ng/ml EGF [102;183]. Bei der eigenen RT-PCR-
Analyse der Embryonen und deren Dottersicke wurden vergleichbare relative mRNA-
Mengen des EGF-Rezeptors wihrend der Organogenese in vivo und in vitro festgestellt (vgl.
5.5.3.1).

Es ist davon auszugehen, dass kein Mangel an EGF vorlag. Diese Aussage ist dadurch ge-
stiitzt, dass die Rezeptoren fiir EGF wihrend der Organogenese in den Rattenembryonen ex-
premiert sind, die Sensitivitit der Embryonen auf exogenes EGF zuvor nachgewiesen wurde
[102;183], es aber keinen entwicklungsfordernden Effekt bei der Supplementierung des hete-
rologen Rinderserums mit physiologischen EGF-Konzentrationen gab.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass ein Kulturmedium basierend nur auf Rin-

derserum keinen Mangel in Bezug auf EGF fiir die Entwicklung der Rattenembryonen dar-



stellt. Der Zusatz von EGF zum Rinderserum kann die Wirkung nicht simulieren, die eine

Supplementierung mit 10 % Rattenserum hervorrutft.

VEGF hat im Vergleich zu IGF-1 und EGF, die ein breites Wirkspektrum an vielen Zielzel-
len und —geweben aufweisen, nur eine sehr spezifische Wirkung auf Endothelzellen [193].
VEGF hat eine mitogene Wirkung auf das vaskulire Endothel und gilt als ein Uberlebensfak-
tor fiir diese Zellart [194]. Dariiber hinaus ist VEGF ein vaskuldrer Permeabilititsfaktor [195].
Ab dem Gestationstag 8 ist VEGF als Ligand in den Embryonen der Ratte nachweisbar, hin-
gegen sind die VEGF-Rezeptoren schon ab der Implantation im Trophoblasten expremiert
[196]. Dabei ist die Expression des VEGF und seiner Rezeptoren nicht gleichmiBig in den
Embryonen verteilt, sondern weist distinkte Regionen auf, wie z.B. die Blutinseln auf dem
Dottersack oder das Herz im Embryo.

In dem physiologischen Konzentrationsbereich von 1 bis 4 ng/ml VEGF konnte in der
WEC eine konzentrationsabhéngige positive Wirkung auf die Embryonalentwicklung festge-
stellt werden. Hierbei wurden auch die hohen Dysmorphogeneseraten, induziert durch das
Mangelmedium, reduziert (vgl. 5.5.2.3). Bei 4 ng/ml VEGF waren die Embryonen nicht mehr
von den Embryonen zu unterscheiden, welche in Rinderserum supplementiert mit 10 % Rat-
tenserum kultiviert waren. Diese festgestellte, entwicklungsférdernde Wirkung von VEGF
weist auf die Notwendigkeit seiner exogenen Zufuhr wihrend der Organogenese der Ratte
hin. Unterstiitzt wird diese Interpretation von einer WEC-Studie, die als Mangelmedium eine
Verdiinnung von Rattenserum auf 50 % mit COON’s F12 definiertem Kulturmedium verwen-
dete. Hierbei erwies sich die Supplementierung von 10 ng/ml VEGF als entwicklungsférdernd
auf die embryonale Plazenta [175]. Die Auswertung der Embryonen selbst ist nicht berichtet.
Es wurde aber auf die Bedeutung der Plazenta als Néhrstoffaustausch- und Stoffwechselorgan
fiir die Embryonen hingewiesen und darauf, dass eine Besserung der plazentaren Struktur eine
Besserung der embryonalen Entwicklung bedingen konnte.

Die RT-PCR Analyse von /n-vivo- und In-vitro-Embryonen wihrend der Organogenese fo-
kussierte sich auf den VEGF-Rezeptor Flk-1, da er als der wichtigste Rezeptor fiir die Signal-
vermittlung von VEGF gilt [197]. Die Analyse ergab, dass die relativen mRNA-Mengen des
VEGF-Rezeptors in den /n-vivo-Embryonen und den entsprechenden Dottersdacken konstant
waren. Im Gegensatz dazu stiegen die mRNA-Mengen des VEGF-Rezeptors bei den In-vitro-
Embryonen (aber nicht den entsprechenden Dottersack) bis zum Gestationstag 12 stetig an
(vgl. 5.5.3.1). Dies weist auf eine Storung des VEGF-Rezeptor-Liganden-Systems in vitro im
Vergleich zur In-vivo-Situation hin. Da die Expression im Dottersack mit der Implantation
beginnt, hat sie sich am Gestationstag 10 schon auf hohem Niveau eingependelt [196]. Mogli-
che Retardierungen in Form einer verzogerten Expression konnten dann in der semi-
quantitativen RT-PCR-Analyse nicht erkannt werden. Die physiologische Expression des

VEGF-Rezeptors im Embryo selbst tritt aber erst am Gestationstag 8 auf und nimmt iiber die



folgenden Tage zu [196]. Der Anstieg der relativen mRNA-Mengen des VEGF-Rezeptors
zwischen Gestationstag 11 und 12 konnte Ausdruck einer verzogerten Entwicklung des Emb-
ryos in einem Kulturmedium basierend auf Rinderserum sein.

Im Vergleich zu den anderen beiden Wachstumsfaktoren IGF-1 und EGF, wies VEGF den
groBten entwicklungsfordernden Effekt auf. Dies deutet auf eine starke Abhingigkeit des
Embryos von der exogenen Zufuhr dieses Wachstumsfaktors. Um zu priifen, ob in den Emb-
ryonen, kultiviert in dem Medium basierend auf Rinderserum, eine Retardierung der VEGF
Expression vorliegt, wurde fiir diesen Wachstumsfaktor noch eine zusitzliche RT-PCR-
Analyse fiir VEGF als Ligand (VEGFe4) durchgefiihrt. Sowohl im Embryo als auch im Dot-
tersack in vivo wurden von Gestationstag 10 bis 12 relativ hohe Mengen an mRNA des VEGF
nachgewiesen. Wihrend die mRNA-Mengen mit zunehmender Gestationsdauer im Embryo
konstant blieben, nahmen diese im Dottersack stetig ab. Bei den Embryonen und Dottersa-
cken in vitro wurde am Gestationstag 11 eine relativ geringe mRNA-Menge im Embryo
nachgewiesen, die sich am Gestationstag 12 vervielfacht hatte (vgl. 5.5.3.2). Da auch die phy-
siologische Expression des VEGF-Liganden im Embryo selbst erst am Gestationstag 8 auftritt
und an den folgenden Tagen stetig zunimmt [196], konnte der in vitro beobachtete Anstieg
der relativen mRNA-Mengen des VEGF zwischen Gestationstag 11 und 12, Ausdruck einer
verzogerten Entwicklung des Embryos in einem Kulturmedium basierend auf Rinderserum
sein. Damit wiirde sich fiir Embryonen, die in einem Kulturmedium basierend auf Rinderse-
rum kultiviert werden, ein relativ grofler, endogener und exogener Mangel an VEGF ergeben,
der die deutliche Entwicklungsinduktion durch VEGF Supplementierung in vitro erkliren
konnte.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass ein Kulturmedium basierend nur auf Rin-
derserum in Bezug auf die VEGF-Zufuhr fiir die Entwicklung der Rattenembryonen subopti-
mal ist. Der Zusatz von VEGF zum Rinderserum kann die Wirkung fast vollstindig simulie-
ren, die eine Supplementierung mit 10 % Rattenserum hervorruft. Dies trifft insbesondere zu,
da eine Reduktion der Dysmorphogenesen durch VEGF Supplementierung erzielt werden

konnte.

Um die Sensitivitdt der Embryonen gegeniiber Wachstumsfaktoren zu erhdhen, wurde in
dieser Studie das Protokoll der WEC modifiziert. Es wurden Embryonen des Gestationstages
9,0 verwendet und eine Kulturzeit von 72 Stunden eingeplant. Mit diesem Protokoll konnte
die Abhingigkeit der normalen Embryonalentwicklung von einer exogenen Zufuhr von IGF-1
und VEGF, jedoch nicht von EGF, nachgewiesen werden. Dabei konnte IGF-1 die positive
Wirkung einer Supplementierung eines Mangelmediums (heterologes Rinderserum) mit 10 %
Rattenserum teilweise simulieren. VEGF war in der Lage, die Wirkung vollstindig zu simu-
lieren. Das Standard-Protokoll der WEC als /n-vitro-Embryotoxizitdtstest schreibt eine Kultur
von Embryonen des Gestationstages 9,5 fiir 48 Stunden vor (INVITTOX Nr. 123). Es wurde



daher gepriift, ob die entwicklungsférdernde Wirkung von IGF-1 und VEGF auch in dem
Standardprotokoll der WEC entsprechend in einem Kulturmedium basierend auf Rinderserum
nachgewiesen werden konnte. Die Effekte beider Wachstumsfaktoren waren nicht signifikant
(Daten nicht gezeigt). Aufgrund dieser Ergebnisse konnte fiir das Standardprotokoll kein Er-
satz fiir den Rattenserumanteil (10 % Rattenserum) in dem neu entwickelten Kulturmedium

(vgl. 6.5) gefunden werden.

6.7 Untersuchung der Variationsmoglichkeiten des laborinternen Herstellungsproto-

kolls von Rinderserum fiir die WEC

Aufgrund des grundsitzlichen Zieles dieser Studie, die Anzahl der bendtigten Versuchstiere
zu reduzieren, wurde neben der Suche nach einer Alternative zu den 10 % Rattenserum im
Kulturmedium in Form von Wachstumsfaktoren eine weitere Strategie verfolgt. Es wurde
versucht, die Produktion der industriellen Rinderseren dahingehend zu optimieren, das diese
Seren, wie das Rinderserum hergestellt nach dem Protokoll von Klug et al. [72], auch als Kul-
turmedium der WEC keine Supplementierung mit Rattenserum bendtigen. Im Hinblick auf
eine spitere industrielle Fertigung des Rinderserums im GroBmaBstab sollte von einzelnen
Herstellungsschritten des Protokolls von Klug et al. [72] abgewichen und dann die potentiel-
len negativen Auswirkungen auf das entwicklungsfordernde Potential des Serums untersucht
werden. Es wurden folgenden Punkte des Protokolls variiert: 1. Zeitraum zwischen Blutab-
nahme bis zum Beginn der Serumgewinnung, 2. Himolyse und 3. Kontaminationen mit Endo-
toxin.

Fast jedes Herstellungsprotokoll von Serum fiir die WEC legt groBen Wert auf den soforti-
gen Beginn der Serumgewinnung, d.h. unmittelbar nach der Blutabnahme [4]. Fiir Rattense-
rum wurde gezeigt, dass eine zeitverzogerte Zentrifugation des Blutes von 0,5 bis 18 Stunden
nach Blutgewinnung zu einer Haufung von Herzmissbildungen fiihrte [65]. Diese Fehlbildun-
gen waren zwar in einer weiteren vergleichenden Untersuchung (Serumgewinnung 0 bzw. 18
Stunden nach Blutabnahme) nicht reproduzierbar, doch wurde eine bessere Embryonalent-
wicklung in einem Serum, dessen Herstellung unmittelbar nach der Blutabnahme begann,
erzielt [46]. Bis heute wird bei der Gewinnung von Rattenserum fiir die WEC an der soforti-
gen Zentrifugation des Blutes festgehalten, nicht zuletzt ist dieses Vorgehen auch im INVIT-
TOX Protokoll Nr. 123 fiir die WEC vorgeschrieben.

Bei der Untersuchung von drei Rinderseren, deren Gewinnung 30, 90 oder 270 Minuten
nach der Blutabnahme begann, konnten weder eine Entwicklungsretardierung noch Anoma-
lien, wie z.B. Fehlbildungen des embryonalen Herzens, beobachtet werden (vgl. 5.6.1). Ob
dies ein speziesabhingiger Effekt ist, kann man nicht abschlieBend beurteilen. Mit Hinweis
auf das Protokoll der Rattenserumgewinnung [46;65] wurde das sofortige Zentrifugieren des

Blutes fiir die Herstellung von heterologen Seren immer angewendet, z.B. fiir Humanserum



[29], fiir Kaninchenserum [88] oder auch fiir Rinderserum [3;68]. Die Notwendigkeit des so-
fortigen Zentrifugierens des Blutes fiir die Herstellung eines dieser heterologen Seren war
bisher nicht Gegenstand einer Untersuchung.

Im Gegensatz zu den Beobachtungen bei der Herstellung von Rattenserum wurde in dieser
Studie festgestellt, dass - im Vergleich zur Kontrolle - die Embryonen signifikant hoher diffe-
renziert waren, wenn sie in Seren kultiviert wurden, deren Gewinnung erst nach 90 bzw. 270
Stunden begonnen hatte (vgl. 5.6.1). Diese Beurteilung basierte primér auf einer intensiveren
Blutfarbung, welche aufgrund der leichten Hémolyse nach verzogerter Serumgewinnung
(Hamoglobinkonzentrationen: 30 min 28 mg/dl, 90 min 92 mg/dl und 270 min 200 mg/dl)
aufgetreten ist. Daraus folgten hohere Morphologische Score-Werte bei dem Auswertungspa-
rameter Blutbildung. Bei der Verwendung von ausschlieBlich heterologen Seren im Kultur-
medium der WEC wurden die Embryonen im Vergleich zu denen, die in Rattenserum kulti-
viert waren, als andmisch beurteilt [3;86]. Bei der Andmie handelte es sich weniger um eine
verminderte Anzahl der Erythrozyten als um einen verringerten Himoglobingehalt, denn man
kann die farblos wirkenden Erythrozyten in dem BlutgefdBsystem erkennen. Dies wurde bei
Embryonen, kultiviert in 100 % Humanserum [167] oder in 100 % Rinderserum (persénliche
Beobachtung), festgestellt. Der Haimoglobingehalt eines ganzen Embryos (ohne Dottersack),
der in Humanserum kultiviert wurde, ist geringer als bei Embryonen, die in Rattenserum kul-
tiviert wurden [167]. Durch eine Supplementierung des Humanserums mit 10 % Rattenserum
konnte der Hb-Gehalt fast auf die Werte der Vergleichsembryonen gesteigert werden. Diese
Werte entsprechen aber nur drei Viertel des Hb-Gehalts von /n-vivo-Embryonen [167].

Im Gegensatz zu den Beobachtungen bei der Herstellung von Rattenserum [46;65] ist bei
der Herstellung von Rinderserum kein Nachteil in einem verzogerten Zentrifugationszeitpunkt
von bis zu 4,5 Stunden festzustellen. D.h. ein produktionsbedingter verzogerter Zentrifugati-
onszeitpunkt bei der industriellen Herstellung von Rinderserum ist nicht der Grund fiir das
festgestellte geringe entwicklungsférdernde Potential der kduflichen Rinderseren. Im Hinblick
auf eine professionelle Herstellung eines Rinderserums fiir die WEC gab dies einen ausrei-
chenden Freiraum fiir die Variation des Herstellungsprotokolls von Klug et al. [72].

Welche Bedeutung eine Himolyse wihrend des Herstellungsprozesses hat, wurde durch ei-
nen Vergleich der zuvor festgestellten Serumeignung mit der Himoglobinkonzentration kiuf-
licher Rinderseren tiberpriift (vgl. 5.3.1). Der Himoglobingehalt variierte stark zwischen den
Serumproben. In einer Auswertung von 25 Analysenzertifikaten von kduflichen Rinderseren
war die kleinste Hamoglobinkonzentration 4,6 mg/dl und die hdochste 105,5 mg/dl (I
20,6 mg/dl). Es konnte zwar kein klarer Zusammenhang zwischen Hb-Konzentration und
Eignung der Seren abgeleitet werden, doch waren mehr hohe Hb-Konzentrationen bei den
nicht-geeigneten Rinderseren zu finden. In einer Uberpriifung von 12 FBS fiir die Co-Kultur
(Hepatozyten mit Embryonen) wurde dem Kulturmedium 17 % FBS zugesetzt. Trotzdem

konnte man deren Kompatibilitdt mit der ungestérten embryonalen Entwicklung in Bezug



setzen [80]. Wenn auch keine abschlieBende Beurteilung moglich war, fiel doch ebenfalls
eine Haufung von niedrigen Hb-Konzentrationen bei den geeigneten FBS auf.

Davon ausgehend, dass die Hb-Konzentrationen der Seren hamolytisch bedingt sind, wurde
Rinderserum hergestellt und in der WEC untersucht, bei dem eine mechanische Hédmolyse
(Schneiden des Blutes nach beginnender Gerinnung mit einer Schere) provoziert wurde. Die
Hb-Konzentrationen dieser hdmolytischen Seren lagen zwischen 393 und 534 mg/dl, die der
entsprechenden Kontrollseren, hergestellt aus den gleichen Blutproben ohne mechanische
Belastung, zwischen 28 und 107 mg/dl. Die Eignungspriifung in der WEC ergab, dass die
mechanische Hamolyse zu einer Aufwertung des Serums fiihrte, die sich sowohl in einer bes-
seren Differenzierung als auch in einem vermehrten Wachstum der Embryonen manifestierte
(vgl. 5.5.4.3). Die physiologische Himoglobinkonzentration im Rattenserum betrigt 43 mg/dl
[198]. Ein Rattenserum, welches nach dem Protokoll gemil3 New et al. [46] hergestellt wurde,
wies aber einen relativ hohen Hb-Wert von 304 mg/dl auf. Dieses Resultat legt eine Himolyse
durch den Serumherstellungsprozess nahe. Durch die sofortige Zentrifugation des Blutes
kommt es zu einer Fibrinvernetzung im Serum und nicht im zelluldren Blutanteil. Um das so
verfestigte (gelartige) Serum von den Blutzellen abtrennen zu kdnnen, sind mechanische Ma-
nipulationen an den Erythrozyten nicht vermeidbar und kénnten das Austreten des Himoglo-
bins im Blut erkldren.

Die Himolyse des Rinderblutes schien keinen negativen Einfluss auf die Entwicklung der
Rattenembryonen zu haben, zumindest nicht, wenn es sich um eine mechanisch induzierte
Hémolyse handelte. Eine Hamolyse tritt auch bei der Herstellung des Rattenserums auf, wel-
ches in der Vergangenheit das meist genutzte Kulturmedium fiir die WEC war [4]. Auch
wenn kein negativer Effekt im Zusammenhang mit der Hamolyse beobachtet wurde, muss
beriicksichtigt werden, dass eine andere, nicht-mechanische Ursache - vermittelt iiber das Se-
rum - durchaus eine negative Auswirkung auf die WEC haben konnte. Daher wird die Hb-
Konzentration auch als Indikator fiir einen lege artis Umgang mit dem Blut bis zur Herstel-

lung des Serums herangezogen (www.hyclone.com/products/sera/aboutsera.htm).

Die Endotoxinkonzentration kéduflicher Rinderseren wird im Allgemeinen ebenfalls als In-
dikator fiir hohe Serumqualitit angesehen. In einer Uberpriifung von 12 FBS fiir die Co-
Kultur (Hepatozyten mit Embryonen) wurde beobachtet, dass zwei der drei geeigneten Char-
gen geringe Endotoxinkonzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze von 0,03 ng/ml hatten
[80]. Endotoxinfreiheit bedeutete aber nicht immer unbeeintrichtigte embryonale Entwick-
lung. Die retrospektive Auswertung von 22 Analysezertifikaten kduflicher Rinderseren, die in
der WEC untersucht wurden, ergab eine hohe Varianz des Endotoxingehaltes. Die Schwan-
kungsbreite war unterhalb der Nachweisgrenze von 0,01 ng/ml bis maximal 31,4 ng/ml (<&
2,5 ng/ml, aber 10 von 22 Seren < 0,1 ng/ml). Die Eignung der kduflichen Rinderseren als

Kulturmedium war nicht eindeutig korreliert mit dem Endotoxingehalt der Charge. Es lag



aber eine Haufung der hohen Endotoxinkonzentrationen bei den nicht geeigneten Rinderseren
vor. Um einen moglichen Zusammenhang zu eruieren, wurden die Effekte von Endotoxin in
der WEC in dieser Arbeit untersucht.

Endotoxin ist eine Gruppe von hitzrstabilen Lipopolysacchariden (LPS), die aus der Zell-
wand von gram-negativen Bakterien stammen und ein toxisches Potential besitzen. LPS wirkt
primér indirekt toxisch iiber die Freisetzung von Zytokinen, wie TNF-a, IL-1, IL-6 und Akut-
Phasen-Proteinen [199]. Fiir LPS wurde auch eine embryotoxische Wirkung in vivo nachge-
wiesen [200].

Zwei Versuchsaufbauten dienten zur Untersuchung eines moglichen Serum-vermittelten
Effektes des Endotoxins: ein Nachweis priifte die direkte Wirkung, der andere die indirekte
Wirkung. In der ersten Versuchsreihe wurde das LPS direkt im Kulturmedium geldst, um eine
mogliche direkte Wirkung von Escherichia Coli-Endotoxin auf den Embryo nachzustellen.
Hierbei konnte weder im Konzentrationsbereich, der bei kommerziell erhéltlichen Rinderse-
ren vorkommt (1 bis 51 ng/ml), noch bei héheren Konzentrationen bis 10 pg/ml ein signifi-
kanter Effekt von LPS nachgewiesen werden (vgl. 5.5.4.2.1). Dieses Ergebnis wird gestiitzt
durch eine /n-vitro-Studie mit Pra-Implantations-Embryonen der Maus, bei der eine direkte
embryotoxische Wirkung erst ab 50 pg/ml nachgewiesen wurde [201]. Mit einer WEC-
Untersuchung unter Verwendung von Post-Implantationsembryonen der Maus konnte in dem
untersuchten Konzentrationsbereich von 0,05 bis 0,5 ug/ml LPS (Salmonella typhimurium)
ebenfalls kein adverser Effekt nachgewiesen werden [202]. Im Gegensatz dazu wurde in einer
entsprechenden In-vivo-Studie fiir LPS (Salmonella typhimurium) ein embryotoxischer Effekt
in Form eines konzentrationsabhédngigen Absterbens der Embryonen gezeigt [203]. In dieser
Studie wurde die indirekte embryotoxische Wirkung von LPS durch die Korrelation zwischen
dem maternalen TNF-a und dem Absterben der Embryonen aufgezeigt. Da die Embryonen
die entsprechenden funktionsfiahigen Effektorzellen fiir LPS (u.a. Makrophagen und Dendri-
ten) noch nicht haben [204], kann in der WEC kein direkter embryotoxischer Effekt von LPS
auftreten. In der zweiten Versuchsreihe sollte deshalb aufgezeigt werden, welche embryotoxi-
sche Wirkung LPS-kontaminiertes Blut als Ausgangsmaterial fiir das Serum haben konnte.
Reaktive Effektorzellen, wie Makrophagen, wiirden im LPS-kontaminierten Vollblut noch
Cytotokine ausschiitten konnen, die die Ursache fiir die in vivo beobachtete embryotoxische
Wirkung von LPS sind. Diese Cytokine wéren auch noch im Serum nach Zentrifugation vor-
handen und konnten so eine adverse Wirkung auf die Embryonen in Kultur haben. Um diese
Hypothese zu priifen, wurde das Vollblut vom Rind nach der Abnahme mit LPS (1 bis
500 ng/ml) oder dessen Ldosungsmittel (Kontrolle) versetzt. Das Standardprotokoll zur Se-
rumgewinnung gab eine Inkubationszeit des Vollblutes mit LPS iiber 30 min (Raumtempera-
tur) vor, bis anschlieBend der zellulire Anteil des Blutes durch Zentrifugation abgetrennt

wurde. Bei diesem Teilversuch wurden konzentrationsabhingige (gemeint ist die Konzentra-



tion im Vollblut) Effekte nachgewiesen; die hochste getestete Konzentration, bei der kein
adverser Effekt auftrat (NOAEC), war 50 ng/ml (vgl. 5.5.4.2.2).

Zusammenfassend muss festgestellt werden, dass eine Endotoxinkontamination des Voll-
blutes, aber nicht des Serums, die Verwendung einer Serumcharge in der WEC einschrénkt.
Der indirekte embryotoxische Effekt wird moglicherweise iiber die Freisetzung von embryo-

toxischen Cytokinen vermittelt.

6.8 Optimierung der industriellen Herstellung eines Rinderserums als Basis fiir ein

Kulturmedium

Das Herstellungsprotokoll fiir Rinderserum nach Klug et al. [72] erwies sich insoweit als
flexibel (vgl. 6.7), dass der Weg zu einer schrittweisen Umsetzung des industriellen Herstel-
lungsmaf3stabs durchaus fiir moglich erschien. Jedoch mussten noch wichtige Einflussfakto-
ren auf dieses neue Produktionsverfahren systematisch untersucht werden, um die spétere
Eignung der Rinderseren zu gewiéhrleisten. Zu diesem Zweck war es erforderlich, Standardar-
beitsanweisungen zu formulieren.

Im ersten Schritt wurde das Herstellungsprotokoll von Klug et al. [72] (vgl. 4) in zwei
Punkten modifiziert:

1. Die Spendertiere mussten im letzten Drittel der Trachtigkeit sein.

2. Eine Unterbrechung im Herstellungsprotokoll musste produktionsbedingt eingeplant wer-
den; nach allen Zentrifugationsschritten sollte das Rohserum bis zur Weiterverarbeitung
bei der Biochrom AG, Berlin, bei -20 °C tiefgefroren werden.

Nach dieser SOP wurden vier Serumchargen (bis 500 ml) produziert. Alle vier Chargen

stammten jeweils von einem Spendertier und hatten jeweils ein gutes entwicklungsférderndes

Potential in der WEC gezeigt (vgl. 5.6.1). Das Herstellungsprotokoll erwies sich als robust

gegeniiber den oben erwdhnten beiden Modifikationen und damit war die unabhédngige Re-

produzierbarkeit der Herstellung dokumentiert.

Im zweiten Schritt wurde die SOP an die Moglichkeiten eines Rohserumherstellers in Neu-
seeland adaptiert:

1. Die Abnahme des Vollblutes erfolgte direkt in Blutbeutel (a 1 Liter).

2. Die Zeitspanne bis zur Zentrifugation betrug bis zu 1 Stunde.

3. Die Zentrifugation erfolgte im Blutbeutel, d.h. die Zentrifugalkrifte konnten in der jewei-
ligen Fliissigkeitssdule erheblich variieren (in Abhédngigkeit des Fiillstandes, des Rotors
und der Umdrehungszahl bis tiber 100 %).

Auf diese Weise wurden sechs Chargen von maximal 1500 ml eines Donor Pregnant Bovine

Serum (DPBS) in Neuseeland hergestellt. Alle sechs Chargen, die jeweils von einem Spender-

tier stammten, wiesen ein hohes entwicklungsforderndes Potential in der WEC auf, das aber



geringer war als das der Kontrollen (vgl. 5.6.2.1). Fiinf der sechs DPBS bedingten eine signi-
fikante Hiufung von Dysmorphogenesen.

Das entwicklungsfordernde Potential dieser 6 DPBS war das hdchste aller bisher untersuch-
ten DBS (vgl. 5.3.1.2) und damit vergleichbar mit einer Mischung aus DBS und FBS (vgl.
5.4.2). Der Zusatz von 10 % Rattenserum zu der zuletzt genannten Serummischung wertete
das Kulturmedium soweit auf, dass es vergleichbar mit den Standardkulturmedien der WEC
war (vgl. 5.4.3.3). Daher wurden auch die Effekte nach Supplementierung der DPBS mit
10 % Rattenserum untersucht. Im Gegensatz zur 10 %igen Supplementierung der Standard-
herstellungen von DBS mit Rattenserum konnte nun bei den DPBS eine Aufwertung zu einem
geeigneten Kulturmedium erreicht werden, bei dem in 3 von 6 Chargen sogar hohere Diffe-
renzierungs- oder Wachstumsraten der Embryonen beobachtet wurden als in den Vergleichs-
kontrollen (vgl. 5.4.3.2 und 5.6.2.2). Hiermit wurde deutlich, dass die oben beschriebenen
DPBS-Chargen nicht mit den Standard-DBS vergleichbar waren. Sie bieten zwar nicht die
Moglichkeit, den Rattenserumanteil einzusparen, aber durchaus die Chance, auf FBS zu ver-
zichten. Aufgrund der herstellungsbedingten, hohen Chargenvariabilitit der FBS ist dies ein
Vorteil, insbesondere im Hinblick auf die Zielsetzung einer WEC Standardisierung.

Da kommerzielle Rinderseren Mischprodukte der Seren vieler Einzeltiere sind, die in den
durchgefiihrten Testungen ausnahmslos fiir die WEC ungeeignet waren (vgl. Ergebnisse 3),
sollte ausgeschlossen werden, dass das Mischen der individuellen DPBS zu Serumeigenschaf-
ten fiihrt, die adverse Effekte bei den kultivierten Embryonen bedingen. Hierzu wurden die
6 DPBS zuerst gepoolt und dann mit oder ohne Supplementierung von 10 % Rattenserum in
der WEC getestet. Es konnte kein Nachteil durch das Mischen festgestellt werden; vielmehr
erwies sich ein solches Mischprodukt der DPBS als iiberlegenes Kulturmedium. Im Gegen-
satz zu den DPBS-Einzelproben wurde durch die Mischung derselben keine Dysmorphogene-
sen bei den kultivierten Embryonen induziert (vgl. 5.6.2.3). Auch das Mischprodukt der
DPBS erreichte aber erst nach der Supplementierung mit 10 % Rattenserum ein entwicklungs-
forderndes Potential, welches grofler war als das der Kontrolle. In einer unabhingigen Wie-
derholung dieses Experiments, ausgehend von der Produktion der DPBS in Neuseeland, konn-
ten diese Beobachtungen reproduziert werden (vgl. 5.6.2.3).

Hiermit wurde ein zweites neues Protokoll fiir die Herstellung eines Kulturmediums etab-
liert. Dieses Kulturmedium fiir die WEC kann mit einem hohen Anteil von 90 % DPBS auch
in groen Chargen hergestellt werden. Es hat, wie das erste, etablierte Protokoll leider noch
den Nachteil, dass es 10 % Rattenserum enthilt. Es bietet aber den Vorzug, dass FBS mit sei-
ner hohen Chargenvariabilitit nicht mehr eingesetzt werden muss.

Damit stellt dieses zweite Kulturmedium (Tab. 7) eine weitere und bessere Alternative dar.
Es erfiillt alle Anforderungen an ein Kulturmedium der WEC vergleichend zu dem Kulturme-

dium basierend auf Rattenserum.



Tabelle 7:Rezeptur des zweiten Kulturmediums fiir die WEC bestehend aus kommerziell verfiigharen

Bestandteilen
Bestandteile des Kulturmediums Konzentration
Donor Pregnant Bovine Serum 76,5 % (90 % des Serumanteils)
Rattenserum 8,5 % (10 % des Serumanteils)
D-Glukose 1,57 mg/ml
L-Methionin 75 ng/ml
Hank's balancierte Salzlosung 15%

Es war demnach gelungen, ein Kulturmedium basierend auf Rinderserum zu etablieren. Der
Serum- und Kulturmedienhersteller Biochrom AG, Berlin, der an der Etablierung beteiligt
war, erhielt die Protokolle zur Herstellung dieser neu etablierten Kulturmedien, um sie in sein
Produktportfolio aufnehmen zu kénnen. Damit ist eine weitreichende Verfiigbarkeit und da-
mit auch die zukiinftige Nutzung dieser Alternativen zum Rattenserum sichergestellt. Es wur-
den vier Chargen dieser Kulturmedien fiir die WEC produziert, einmal nach der Rezeptur 1
(Tab. 6) und dreimal nach der Rezeptur 2 (Tab. 7). Der Rezeptur 2 wird der Vorzug gegeben,
weil sie unabhingig von FBS ist und - im Gegensatz zur Rezeptur 1 - ein grofleres Wachstum

der Embryonen ermdglicht (vgl. 5.6.2.4).

6.9 Untersuchung von Referenzsubstanzen in der WEC unter Verwendung der neu

etablierten Kulturmedien

Sobald ein Kulturmedium modifiziert oder ausgetauscht wird, kdnnte sich in einem In-
vitro-Toxizitétstest die Empfindlichkeit der Zielstruktur gegeniiber Expositionen verdndern.
Referenzsubstanzen konnten dazu dienen, Sensitivititsdnderungen im Kultursystem sichtbar
zu machen. Die Ergebnisse der Referenzsubstanzen im neuen Kulturmedium werden mit his-
torischen Laborkontrollen bzw. Literaturangaben verglichen. Dementsprechend wurden in
dieser Arbeit die Konzentrations-Effekt-Beziehungen fiir Penicillin G, 5-Fluorouracil und
Valproinsdure in dem ersten, neu etablierten Kulturmedium basierend auf den drei Seren FBS,
DBS und Rattenserum (Rezeptur 1) und fiir Valproinsdure, Ethanol und a//-trans Retinsdure
in dem zweiten, neu etablierten Kulturmedium, basierend auf DPBS und Rattenserum (Rezep-

tur 2) bestimmt.

6.9.1 Kulturmedium basierend auf FBS, DBS supplementiert mit 10 % Rattenserum

Penicillin G wurde in dem ersten, neu etablierten Kulturmedium (FBS, DBS und Rattense-

rum) untersucht (vgl. 5.7.1). Dieses Antibiotikum ist als nicht embryotoxisch klassifiziert



[205]. Jede Substanz kann aber in einer geniigend hohen Konzentration einen adversen Effekt
auf den sich entwickelnden Embryo verursachen. Zur Abschitzung eines embryotoxischen
Potentials einer Substanz ist es, entsprechend den Empfehlungen des INVITTOX Protokolls
Nr. 123 der WEC bzw. der Validierungsstudie der WEC [6], ausreichend, Konzentrationen
bis 1 000 pg/ml zu untersuchen. Fiir Penicillin G wurde daher nur diese Konzentration von
1 000 pg/ml untersucht. Dabei konnte kein adverser Effekt auf die exponierten Embryonen
beobachtet werden, wie dies auch in zwei Inter-Laborstudien [5;36] und in einer Einzelstudie

[124] der Fall war, welche Rattenserum als Kulturmedium verwendeten.

Des Weiteren wurde 5-Fluorouracil (5-FU) in der WEC gepriift. 5-FU ist eine stark emb-
ryotoxische Substanz. Dieses Zytostatikum ist in verschiedenen Spezies teratogen, wie zum
Beispiel in Ratte [206], Maus [207], Hamster [208] und Affe [209]. In der eigenen Untersu-
chung konnte ein konzentrationsabhéngiger adverser Effekt von 5-FU nachgewiesen werden.
Die hochste getestete Konzentration, die keine Nebenwirkung auf die Embryonen hatte
(NOAEC), war 0,11 pg/ml, und die Konzentration, die bei allen Embryonen einen Dys-
morphogenese verursachte (ICwax), war 0,20 pg/ml (vgl. 5.7.1). Diese effektiven Konzentrati-
onen liegen im Bereich der substanz-charakteristischen Konzentrationen in anderen WEC
Studien unter Verwendung von Rattenserum als Kulturmedium. Im Rahmen der Validie-
rungsstudien der WEC [7] wurden von vier beteiligten WEC Laboratorien folgende Konzent-
rationsbereiche fiir diese Endpunkte angegeben: NOAEC von 0,03 bis 0,12 pg/ml und ICyax
von 0,05 bis 1 pg/ml. Eine weitere WEC Studie unter Verwendung von Rattenserum als Kul-
turmedium ergab eine NOAEC von 0,15 pg/ml und eine ICyax von 0,3 pg/ml [134]. Unter
Beriicksichtigung der biologischen Variabilitét solcher Assays wurden diese Ergebnisse durch
die effektiven Konzentrationen bestétigt. Im Gegensatz zur Validierungsstudie sind in dieser
Studie auch die beobachteten morphologischen Effekte beschrieben. Die Effekte waren ver-
gleichbar. So handelt es sich um signifikante generelle Wachstumsretardierungen und eine
spezifische Manifestation an der Kopfanlage, des Neuralrohrs und der Haltung der Embryo-
nen [134]. Dariiber hinaus wurden in dieser Studie auch Verdanderungen an den Augenanlagen
in Form von einer Hypoplasie beschrieben, die auch im Rahmen dieser Dissertationsarbeit
beobachtet wurden. Kuwagata et al. beurteilte diese Verdnderung als Anomalie [134]. Auf-
grund der fehlenden Dysproportionalitit [177] der verdnderten Augenanlage im Vergleich
zum insgesamt retardierten Embryo wurde sie hier nicht als Anomalie klassifiziert. In ent-
sprechenden In-vivo-Untersuchungen von 5-FU wurden vergleichbare Befunde zu denen in
der WEC festgestellt. Allgemeine Wachstumsretardierungen und Anomalien am Kopf, in
Form von kranio-fazialen Defekten, wie z.B. Hydrocephalie, sind beschrieben. Im Rahmen
dieser WEC Studie wurden Anomalien an den Gliedmal3enanlagen beobachtet, die nicht unter
Verwendung von Rattenserum im Kulturmedium festgestellt wurden. Dabei scheint es sich

aber nicht um falsch positive Befunde, mdglicherweise bedingt durch das neue Kulturmedi-



um, zu handeln. Denn Anomalien der Gliedmaflen werden auch durch 5-FU in vivo induziert.
Es handelte sich dabei um Manifestationen in Form von Wachstumsretardierungen der Hin-

tergliedmaBen bis hin zur Agenesie der lateralen Zehen [210].

Unter Verwendung des Kulturmediums basierend auf FBS, DBS und Rattenserum wurde
als dritte Substanz Valproinsdure (VPA) untersucht. VPA ist ein Antiepileptikum. Dieses Me-
dikament besitzt ein schwach embryotoxisches Potential fiir Mensch und Tier [211]. Die spe-
zifischen Manifestationen seiner teratogenen Wirkung sind: 1. Neuralrohrdefekte (insbeson-
dere Spina bifida) sowie Fehlbildungen 2. des Skeletts, 3. des Herzkreislaufsystems und 4. des
Urogenitaltraktes [212]. In der eigenen Arbeit konnte ein konzentrationsabhédngiger adverser
Effekt von VPA nachgewiesen werden. Die Konzentrations-Effekt-Beziehung wurde durch
folgende Schwellenkonzentrationen charakterisiert: NOAEC von 17 pg/ml, LOAEC von
50 pg/ml und ICyax von 150 pg/ml (vgl. 5.7.2). Diese Resultate lagen im Bereich der zu er-
wartenden, charakteristischen Konzentrationen, die aus publizierten WEC Studiendaten unter
der Verwendung von Rattenserum als Kulturmedium hervorgehen. Im Rahmen der Validie-
rungsstudie der WEC [7] wurden folgende Konzentrationsbereiche fiir die Endpunkte der
Konzentrations-Effekt-Beziehungen angegeben: NOAEC von 20 bis 40 pg/ml und ICy,x von
150 bis 200 ng/ml. Vergleichbare Ergebnisse wurden auch fiir die WEC unter der Verwen-
dung von Rinderserum als Kulturmedium dokumentiert: NOAEC von <43 pg/ml und 1Cpyax
von 173 pg/ml [76]. In einer WEC Studie, die ein Kulturmedium basierend auf 25 % Human-
serum, 25 % Rattenserum und 50 % Waymouth’s Medium verwendete, lag die beschriebene
Konzentrations-Wirkungs-Kurve wieder im vergleichbaren Konzentrationsbereich, wies aber
einen steileren Verlauf mit den Konzentrationseckpunkten: NOAEC 58 pg/ml und ICyux
144 pg/ml auf [78]. Die gute Ubereinstimmung der charakteristischen Konzentrationen muss
jedoch relativiert werden, da hier dltere Embryonen verwendet wurden. Zwar wurden diese
auch am Gestationstag 10 gewonnen, die Embryonen hatten aber bereits 6-10 Somiten anstatt
0-5 Somiten wie bei den bisher vorgestellten Studien. Dadurch ergibt sich eine geringere
Empfindlichkeit der Embryonen gegeniiber Toxinen [36]. Durch die Verwendung eines Kul-
turmediums mit nur 50 % Serumanteil im Vergleich mit einem Kulturmedium bestehend aus
100 % Serum werden die Embryonen empfindlicher gegeniiber VPA [150]. Zwei Effekte die
sich in diesem Fall gegeneinander auszugleichen scheinen und zu den dhnlichen Ergebnissen
fiihren.

Unabhéngig davon konnte festgestellt werden, dass - trotz so extremer Unterschiede im
Kulturmedium - die spezifischen Effekte von VPA immer vergleichbar blieben, auch wenn
nur 50 % Serum im Kulturmedium vorhanden waren [150]. Die in den verschiedenen WEC
Studien festgestellten Abnormitéten entstanden durch die Stérung der Neurulation, die sich
meist in einem offenen, kranialen Neuroporus oder den gewellten Konturen des Neuralrohrs

manifestierte. Zudem war eine Mikroenzephalie zu beobachten und weiterhin Anomalien an



der Herzanlage. In einem direkten Vergleich der Embryonen am Gestationstag 11,5 (kultiviert
in Rinderserum) mit den Ex-vivo-Embryonen exponiert gegeniiber VPA konnte gezeigt wer-
den, dass das Abnormititenmuster an den Embryonen in vivo und in vitro vergleichbar war
[76].

6.9.2 Kulturmedium basierend auf DPBS supplementiert mit 10 % Rattenserum

Unter Verwendung des zweiten, neu etablierten Kulturmediums basierend auf DPBS und
Rattenserum wurde erneut VPA untersucht. Hierbei wurden die gleichen Konzentrationen
eingesetzt wie zuvor (siehe 6.9.1). Es wurden die gleichen charakteristischen NOAEC und
ICyax—Werte sowie Manifestationen der adversen Effekte beobachtet. Es gilt entsprechendes

wie dargestellt unter 6.9.1.

Als zweites wurde all-trans-Retinsdure in der WEC unter Verwendung des zweiten etab-
lierten Kulturmediums getestet. Derivate von Vitamin A sind essentiell fiir das Wachstum und
die Differenzierung der Zellen wihrend der Organogenese [213]. Verschiedene Retinoide
finden Anwendung in der Therapie von dermatologischen Erkrankungen und Hyperplasien
[214], jeoch besitzen die Retinoide neben ihrer pharmakodynamisch erwiinschten Wirkung
auch ein teratogenes Potential. Die spezifischen Manifestationen ihrer teratogenen Wirkung
(stark embryotoxisch) sind: 1. kranio-faziale Malformationen (Holoprosenzephalie), 2. Mal-
formationen des Skeletts, 3. Anomalien des zentralen Nervensystems und 4. Fehlbildungen
am Ohr [215].

In dieser Arbeit konnte der konzentrationsabhéngige, embryotoxische Effekt von all-trans
Retinsdure in der WEC nachgewiesen werden. Die Konzentrations-Effekt-Beziehung wurde
charakterisiert durch eine NOAEC von 20 ng/ml, eine LOAEC von 100 ng/ml und eine 1Cyax
von 300 ng/ml (vgl. 5.7.3). Diese Resultate liegen im Bereich der entsprechenden charakteris-
tischen Schwellenkonzentrationen, die in anderen WEC Studien unter der Verwendung von
Rattenserum als Kulturmedium beobachtet wurden. Im Rahmen der Validierungsstudie der
WEC [7] wurden folgende Konzentrationsbereiche ermittelt: NOAEC von 20 bis 100 ng/ml
und [Cyax von 250 bis 1250 ng/ml. Diese Ergebnisse wurden in einer weiteren Studie aber nur
teilweise bestétigt, obwohl ebenfalls Rattenserum verwendet wurde. Hierbei waren die NO-
AEC (5 ng/ml) und die ICyax (100 ng/ml) etwas niedriger als die ermittelten Konzentrationen
aus der Validierungsstudie [152]. Methodische Abweichungen sind aus dieser Publikation
nicht zu entnehmen. Aufgrund der relativ niedrigen Wachstums- und Differenzierungsraten
der Kontrollembryonen konnte auf die Verwendung einer Rattenserumcharge mit geringem
entwicklungsforderndem Potential geschlossen werden, welche fiir die dort beobachtete hohe
Empfindlichkeit der Embryonen verantwortlich sein konnte. Verwendet man Rinderserum als

Kulturmedium, dann ist die Empfindlichkeit vergleichbar, wie aus der Validierungsstudie



ersichtlich. Die darin determinierten Schwellenkonzentrationen waren NOAEC < 30 ng/ml
und [Cyax 1000 ng/ml [110].

Die teratogene Wirkung war in den verschiedenen WEC Studien stets vergleichbar. Die
festgestellten Anomalien waren: 1. an den Kiemenbodgen lokalisiert (dysproportional klein
und von der Umgebung schlecht abgrenzbar), 2. im kaudalen Rumpfabschnitt zu finden
(dysproportional klein und unregelméfBige Fehlbildung, Abknickungen der Korperachse) und
3. reflektierten eine Storung der Neurulation (dysproportional kleine Vorderhirnanlage oder
gewellte Riickenlinie). Die betroffenen Organanlagen der Embryonen in vitro korrellierten
mit den Manifestationen der Abnormitéten in vivo. In vivo ist zudem eine vierte typische tera-
togene Wirkung von all-trans Retinsdure an den Ohren zu beobachten. Diese Manifestation
der Wirkung an der entsprechenden Organanlage konnte nicht immer in vitro am Gestati-
onstag 11,5 gezeigt werden [110;152]. Denn einen entscheidenden Einfluss, ob eine Verdnde-
rung als Abnormitét erkannt werden kann oder als generelle Retardierung interpretiert wird,
ist im Studiendesign begriindet, d.h. in welchen Teilschritten ein Konzentrationsfenster unter-
sucht wird. Nur eine detaillierte Exposition im Konzentrationsbereich direkt oberhalb der
NOAEC stellt sicher, dass alle spezifischen Anomalien erzeugt werden. Dies konnte in einer
Vergleichstudie von all-trans Retinsdure und VPA mit der WEC belegt werden [78]. Damit
war es moglich, die fiir beide Substanzen beobachtete Anomalie des offenen, kranialen Neu-
roporus zu differenzieren. A//-trans Retinsdure induziert einen symmetrischen wiahrend VPA-

Exposition einen deutlich asymmetrischen, offenen, kranialen Neuroporus hervorruft.

Als dritte Substanz wurde Ethanol unter Verwendung des zweiten, neu etablierten Kultur-
mediums basierend auf DPBS und Rattenserum in der WEC getestet. Es ist bekannt, dass Al-
koholmissbrauch einer schwangeren Frau schwach embryotoxisch wirkt. Je nach Entwick-
lungsstadium des Embryos bzw. Fotus wirkt sich das embryotoxische Potential von Alkohol
unterschiedlich aus. Das fetale Alkoholsyndrom umfasst folgende Manifestationen: 1. Wachs-
tumsretardierung 2. Mikrozephalie bzw. Mikroenzephalie und 3. kranio-faziale Hypoplasie
[211]. Da zur Manifestation dieser postnatalen Symptome eine hohe préanatale Alkoholexposi-
tion wahrend der Schwangerschaft notwendig ist und kaum neurotoxische Effekte beachtet
werden, spricht man heute auch von ,,Fetal Alcohol Spectrum Disorder®. Hierbei sind eine
Vielzahl von Alkohol-induzierten, neurologischen Verhaltensstorungen ebenfalls beriicksich-
tigt [216]. Tierversuche zeigten vergleichbare Effekte bei Ratten und Méusen, jedoch ergaben
sich dartiiber hinaus noch weitere Anomalien [217].

In der WEC konnte fiir Ethanol ebenfalls ein konzentrationsabhéngiger, embryotoxischer
Effekt gezeigt werden. Die Konzentrations-Effekt-Beziehung wurde charakterisiert durch eine
NOAEC von 2 mg/ml, eine LOAEC von 3 mg/ml und eine ICyax von 6 mg/ml (vgl. 5.7.4).
Diese Konzentrationen stimmen mit den Beobachtungen von WEC Studien unter der Ver-

wendung von Rattenserum {iberein. In dem untersuchten Konzentrationsbereich von 0,3 bis



8 mg/ml Ethanol wurden embryotoxische Effekte in Form von Wachstumsretardierungen ab
3 mg/ml beschrieben [129;159;218]. In diesen Studien traten die Fehlbildungen erst ab den
Konzentrationen auf, die bereits hochgradige Wachstumsretardierungen erzeugten. Diese Tat-
sache erschwert die Interpretation der Befunde. Es resultierte kein spezifisches Anomalien-
spektrum, das Neuralrohr war jedoch am hdufigsten betroffen. Andere Untersuchungen der
embryotoxischen Wirkung von Ethanol mittels der WEC weisen zu viele methodische Varia-
tionen in Bezug auf die verwendete Tierspezies, Ausgangsstadien der Embryonen, Kulturzeit
bzw. Art und Dauer der Exposition auf, so dass ein Vergleich schwierig ist [158;161;219-
221].

Fiir die neurotoxische Wirkung von Ethanol wurde eine spezifische Untersuchung der Ner-
venstrukturen im Embryo etabliert [222]. Hierbei werden Nervenstrukturen mit einem im-
munhistochemischen Verfahren unter der Anwendung eines Neurofilament-spezifischen An-
tikorpers gefarbt. Alkohol zeigt spezifische Effekte auf die Nervenentwicklung [128], die sich
von den Effekten anderer Toxine unterscheiden [222-224]. In diesen Studien wurde stets Rat-
tenserum als Kulturmedium verwendet. Unter der Verwendung des neu etablierten Kulturme-
diums basierend auf DPBS und Rattenserum wurden kiirzlich mit der oben beschriebenen
Féarbung die entwicklungshemmenden Effekte von Ethanol auf embryonale Nerven unter-
sucht. Es konnten tatsichlich die spezifischen Alterationen der Nervenstrukturen in den kulti-
vierten Embryonen reproduziert werden [225;226].

Abschliefend kann festgestellt werden, dass bei Verwendung der beiden, neu etablierten
Kulturmedien fiir die WEC die Embryonen sensitiv auf die Referenzsubstanzen reagierten.
Sowohl die Konzentrations-Effekt-Beziehungen als auch die induzierten, substanz-
charakteristischen Anomalien waren vergleichbar zu denen, die unter der Verwendung von

Rinderserum oder Rattenserum in WEC Studien publiziert wurden.



