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Fragestellung 1

1 Fragestellung

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen eines vom Bundesministerium fiir Bildung und
Forschung (BMBF) geforderten Verbundprojektes mit dem Titel "Weiterentwicklung eines in
vitro-Embryotoxizititstests mit embryonalen Stammzellen der Maus: Analyse embryotoxischer
Wirkungen unter Beriicksichtigung neuer Endpunkte und der Metabolisierung bei Verwendung
einer erweiterten Stoffauswahl" durchgefiihrt.

Der Embryonale Stammzelltest (EST) ist ein wissenschaftlich validierter in vitro-Embryoto-
xizitatstest, der zum Nachweis von direkt wirkenden Teratogenen entwickelt wurde. Er basiert
auf der FEigenschaft muriner embryonaler Stammzellen, sich in vitro in kontrahierende
Kardiomyozyten zu differenzieren, welche als Modell fiir die frithe Embryonalentwicklung in
vivo verwendet werden konnen. Anhand der Hemmung der Zelldifferenzierung in Anwesenheit
einer Testsubstanz kann das embryotoxische Potenzial einer Testsubstanz charakterisiert werden.
Ein solches in vitro System reduziert jedoch die Komplexitit der Verhiltnisse, die in vivo
herrschen, unter anderem weil die Substanz unverindert auf die Zielzellen wirkt. In einem Orga-
nismus werden aufgenommene Fremdstoffe metabolisiert, um sie rasch wieder ausscheiden zu
konnen. Dabei konnen teratogene Intermediate aus Verbindungen entstehen, die selbst nicht tera-
togen wirken und daher als Proteratogene bezeichnet werden. Diese Proteratogene konnen vom
EST bislang nicht korrekt identifiziert werden, weil ihm ein metabolisch aktives System fehlt.

Um die Aussagekraft des EST zu erhohen, wird in dieser Arbeit untersucht, unter welchen
Bedingungen der EST Proteratogene identifizieren kann, und welche Metabolisierungssysteme

sich dafiir eignen. Diese Fragestellung wird in drei Schritten bearbeitet:

1. Kann der EST zwischen Proteratogenen und ihren teratogenen Metaboliten ausreichend
differenzieren?

Es sollten Substanzpaare verwendet werden, die aus einem in vivo gut untersuchten Protera-
togen und seinem hauptsidchlichen teratogenen Metaboliten bestehen, und einzeln im EST
getestet werden. Mit der Untersuchung der Substanzpaare Valpromid/Valproinsidure, Reti-
nol/Retinsiure, Cyclophosphamid/4-Hydroperoxycyclophosphamid und Albendazol/Albendazol-
Sulfoxid sollte festgestellt werden, welche Proteratogene fiir einen Einsatz als Modellsubstanz in
einem metabolisch aktivierten EST am besten geeignet sind, und ob die Ergebnisse der

Substanzpaare die in vivo-Situation widerspiegeln.
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2. Welches Bioaktivierungssytem kann in den EST integriert werden, um Proteratogene zu
metabolisieren?

In dieser Arbeit sollte eine statische Kokultur mit Hilfe von Zellkultureinsidtzen mit perme-
abler Membran aufgebaut werden, die in die Kulturbehilter der Zielzellen gestellt werden. Als
Metabolisierungssysteme sollten primédre Hepatozyten von der Ratte und der Maus, und
Hepatomazellen von der Ratte (H4IIE), der Maus (Hepal-6) und dem Menschen (HepG2,
HepaRG) eingesetzt werden. Anhand ihrer Toleranz der Kultivierungsbedingungen, ihrer
Aktivitét typischer Phase I und II Enzyme des Fremdstoffmetabolismus sowie des Ausmalles der
Metabolisierung von zwei Proteratogenen sollte bestimmt werden, welche Zellen zur Integration

in den EST am besten geeignet sind.

3. Kann der EST mit metabolischer Komponente (mEST) die Proteratogene als solche
identifizieren?

Dazu sollten die ausgewihlten Proteratogene im mEST getestet und das proteratogene
Potenzial der Substanzen bestimmt werden. Im Vergleich mit den Ergebnissen, die im EST er-

zielt wurden, sollte die Effizienz des neuen Systems beurteilt werden.

An dem BMBF-Verbundprojekt waren fiinf Partner beteiligt. Die Stiftung Tierérztliche Hoch-
schule Hannover, Abteilung fiir Lebensmitteltoxikologie, Institut fiir Lebensmitteltoxikologie
und Chemische Analytik (TiHo) stellte dabei fiir alle Projektpartner die Stammlésungen der
Substanzen her, die im Projekt getestet werden sollten, und fiihrte die Analyse von Valpromid,

Valproinsidure und Retinoiden durch.
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2 Einleitung

2.1 Reproduktionstoxikologie und Teratologie

Die Reproduktionstoxikologie gehort zum Fachgebiet der Toxikologie und befasst sich mit
dem Einfluss von Substanzen auf den Reproduktionszyklus von Organismen, der sich von der
Gametogenese iiber Fertilisation, Embryo- und Fetogenese, Geburt und postnatale Entwicklung
bis zur Geschlechtsreife erstreckt. Reproduktionstoxische Stoffe konnen je nach Entwicklungs-
phase bei den Eltern die reproduktiven Organe schidigen, den sich entwickelnden Embryo abto-
ten, Wachstumsretardierungen oder Missbildungen bei ihm auslosen, oder das Jungtier in seiner
Entwicklung beeintrachtigen bzw. unfruchtbar machen. Die Teratologie als Lehre der Ursache
von Fehlbildungen befasst sich dabei insbesondere mit abnormen, grobstrukturellen Veridnde-

rungen des sich entwickelnden Embryos.

2.1.1 Embryotoxizitit und sensitive Perioden der Embryonalentwicklung

Die Prozesse in der Entwicklungsbiologie sind sehr komplex, sodass eine Substanz an vielen
Orten angreifen, mit Schliisselkomponenten interagieren und Entwicklungsstorungen
hervorrufen kann. Die Mechanismen, die dabei zu einer abnormalen Entwicklung fiihren, sind
vielfdltig. Daher lassen sich nur allgemeine Prinzipien der Wechselwirkung einer Substanz mit
intrazelluldren Molekiilen ableiten. Zu den wichtigsten Prinzipien gehoren dabei die kovalente
Bindung einer Substanz mit endogenen Molekiilen wie z.B. der DNA oder Proteinen; die
Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung; die Peroxidation von Lipiden und Proteinen durch freie
Radikale; und die Wechselwirkung mit Sulfhydryl-Gruppen (Anon 2000).

Der Zeitpunkt, an dem eine Storung gesetzt wird, hat einen mafBgeblichen Einfluss auf die
Auspriagung der Embryotoxizitit. Beim Menschen kann man die Embryonal- und Fetalentwick-
lung in drei Perioden unterschiedlicher Sensitivitit gegeniiber Noxen einteilen (Abb. 1): die
Frithentwicklung, welche mit der Fertilisation beginnt und sich weiterhin iiber Prdimplantation,
Implantation und Entwicklung der Embryonalscheibe erstreckt (1. - 2. Woche), die Embryonal-
periode (3. - 8. Woche) und die Fetalperiode (9. - 38. Woche). Tritt eine Storungen in der Friih-
entwicklung auf, schidigt die teratogene Substanz entweder den Grofteil der Zellen oder alle
Zellen, und der Keim stirbt ab, oder es werden nur wenige Zellen geschiddigt, und der Keim
regeneriert sich vollstindig (Warkany 1971). Wéhrend der Embryonalperiode resultieren
toxische Einfliisse in schweren, vielfiltig ausgeprigten Missbildungen. Wenn sich beispielsweise

in der vierten Woche das Neuralrohr kaudal nicht schlieBt, fithrt das zu einer offenen
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Wirbelsdule (Spina bifida occulta oder aperta), wihrend durch einen verhinderten kranialen
Neuralrohrschluss eine Anencephalie oder Exencephalie entsteht. Diese Neuralrohrdefekte sind
multifaktoriell bedingt, wobei genetische Faktoren, Folsiuremangel oder die Einnahme von
antikonvulsiven Arzneimitteln wie Valproinsidure die Anfilligkeit dafiir erhohen konnen. Durch
eine zusitzliche Einnahme von Folsdaure wihrend der Schwangerschaft konnen die Defekte
jedoch zu 70% verhindert werden (McLone 2003; Salvi 2003). Wihrend der Fetalperiode
beschrianken sich Auswirkungen von Noxen auf kleinere morphologische Anomalien oder

funktionelle Defekte (Warkany 1971).
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Abb. 1: Organentwicklung von Embryo und Fetus des Menschen sowie sensitive Perioden
gegeniiber teratogenen Einfliissen und ihre Folgen (Moore 1990).

Das Ausmall eines entwicklungsbiologischen Defekts hingt neben der Art der Wechselwir-
kung auch von toxikokinetischen Parametern des miitterlichen und embryonalen Organismus wie
Absorption, Distribution, Metabolisierung und Exkretion einer Substanz ab. Weitere Faktoren,
die einen embryotoxischen Effekt beeinflussen konnen, sind der Plazentatransfer der Substanz

sowie embryonale Reparaturmechanismen (Wells und Winn 1996).
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2.1.2 Reproduktionstoxikologische Priifungen

In Europa sind die fiir die Zulassung von Arzneimitteln notwendigen reproduktionstoxikolo-
gischen Priifungen in der Richtlinie CPMP/ICH/386/95 der European Medicines Agency
(EMEA) niedergelegt, die auf der Richtlinie S5(R2) der International Conference on Harmoni-
sation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH)
basiert. In dieser Richtlinie sind die Strategien von drei Studientypen beschrieben, anhand derer
die Wirkung einer Testsubstanz auf die verschiedenen Phasen des Reproduktionszyklus unter-
sucht werden kann. Die Studientypen werden abhéngig von dem Teil des Reproduktionszyklus,
an dem die Tiere behandelt werden, als Segment I, II oder III-Studie bezeichnet. In einer
Segment I-Studie wird die Phase der Fertilitit und friihen embryonalen Entwicklung bis zur
Implantation erfasst, in einer Segment II-Studie die embryo-fetale Entwicklung, und in einer
Segment III-Studie die pra- und postnatale Entwicklung. Diese Studien sollen mit Sdugetieren
durchgefiihrt werden, wobei standardmifig die Ratte als Nager eingesetzt wird, weil fiir diese
Spezies die meisten Hintergrunddaten existieren. Fiir die Studien zur embryo-fetalen Entwick-
lung wird zusitzlich das Kaninchen als eine "Nicht-Nager"-Spezies verwendet.

Fiir die Zulassung von Chemikalien sind ebenfalls reproduktionstoxikologische Studien vor-
geschrieben, die in Richtlinien der Organisation for Economic Co-operation and Development
(OECD) beschrieben sind. Dies sind im einzelnen die Richtlinien 414 (Prenatal Developmental
Toxicity Study), 415 (One-Generation Reproduction Toxicity Study), 416 (Two-Generation
Reproduction Toxicity Study), 421 (Reproduction/Developmental Toxicity Screening Test) und
422 (Combined Repeated Dose Toxicity Study with the Reproduction/Developmental Toxicity

Screening Test).

2.1.3 REACH

Am 1. Juni 2007 trat die neue Europdische Chemikaliengesetzgebung REACH (Registration,
Evaluation and Authorisation of Chemicals) in Kraft, die die Verfahren zur Registrierung,
Evaluierung und Zulassung von Chemikalien verschiedener EU-Richtlinien harmonisiert, um das
Gefidhrdungspotenzial von Stoffen fiir Mensch und Umwelt besser abschitzen zu konnen (EC
1907/2006). Wihrend der Implementierung von REACH wird erwartet, dass der derzeitige
Bedarf an Studien mit Tieren zunimmt.

Vor der Einfithrung von REACH wurde zwischen "existierenden" und "neuen" Chemikalien
unterschieden, wobei Chemikalien als "existierend" eingestuft wurden, wenn sie sich vor dem
18. September 1981 auf dem Markt befanden. Chemikalien, die danach im Markt eingefiihrt

wurden, galten als "neue" Chemikalien. "Neue" Chemikalien mussten ab einem Jahresproduk-
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tionsvolumen von 10 kg ausfiihrlich getestet werden, um ihr Risiko gegeniiber der menschlichen
Gesundheit und der Umwelt charakterisieren zu konnen. An "existierende" Chemikalien, die
99% der gehandelten Chemikalien ausmachen, wurden jedoch keine vergleichbaren
Testanforderungen gestellt. Dadurch existieren bis heute Datenliicken, die ein Hindernis fiir den
Prozess der Risikobewertung darstellen (Anon 2006; Grindon und Combes 2006).

Um die Datenliicken zu schlieen, und die Risikobewertung zu verbessern, wurde REACH
ins Leben gerufen. Nach der neuen Gesetzgebung miissen alle Stoffe ab einem Produktionsvo-
lumen von einer Jahrestonne registriert werden, und abhéngig vom jidhrlichen Produktionsvolu-
men (1-10 Tonnen; 10-100 Tonnen; 100-1000 Tonnen; >1000 Tonnen) miissen unterschiedlich
viele toxikologische Tests durchgefiihrt werden, wobei die grofte Zahl an Tests bei Stoffen mit
der groBten Jahresproduktion erforderlich ist. Es wird geschitzt, dass wéhrend der nichsten 15
Jahre ca. 30.000 Chemikalien das Zulassungsverfahren durchlaufen miissen. Reproduktionstoxi-
kologische Studien sind ab der 10-100 Tonnen-Klasse erforderlich (Tab. 1), was fiir ca. 10.000
Chemikalien relevant ist (Pedersen et al. 2003; Spielmann und Vogel 2006).

Tab. 1: Reproduktionstoxikologische Studientypen, die im Rahmen der neuen europiischen
Chemikaliengesetzgebung REACH (EC 1907/2006) fiir die Zulassung von Chemikalien erforderlich
sind.

Jahresproduktion Reproduktionstoxikologische Studie

in Tonnen

10-100 Reproduction/Developmental Toxicity Screening Test (OECD 421 oder 422)
100 - 1000 und Prenatal Developmental Toxicity (OECD 414) und

>1000 Two-Generation Study (OECD 416)

Die Anzahl an Labortieren, die fiir die Implementierung von REACH erforderlich ist, wird
auf 2,1 - 7,5 Millionen geschétzt (Grindon et al. 2006; van der Jagt et al. 2004), wobei etwa 60%
davon in reproduktionstoxikologischen Studien eingesetzt werden (van der Jagt et al. 2004). Um
diesen potenziellen Bedarf so gering wie moglich zu halten, wurden in der neuen
Chemikaliengesetzgebung vielfiltige Verfahren vorgeschlagen, um die bereits vorhandenen
Daten so effizient wie moglich zu nutzen. Weiterhin wurde festgelegt, dass erforderliche neue
Daten wo immer moglich mit in silico Verfahren und in vitro Tests gewonnen werden sollen.
Aus diesem Anspruch erwichst damit ein groler Bedarf an neuen, alternativen Testmethoden,

die insbesondere reproduktionstoxikologische Studien reduzieren oder ersetzen sollen.
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2.2 Alternativmethoden in der Reproduktionstoxikologie

Russel und Burch entwarfen 1959 Grundsitze zur Durchfithrung humaner Tierexperimente,
die sie mit den Begriffen Replace - Reduce - Refine zusammenfassten (Russel und Burch 1959).
Nach dieser Leitidee sollten Tierversuche entweder durch alternative Methoden ersetzt werden,
wie zum Beispiel durch die Verwendung von nicht-empfindsamen Organismen (Replace), oder
die Versuche sollten so effizient wie moglich durchgefiihrt werden, wobei die Anzahl der einge-
setzten Tiere so weit wie moglich reduziert werden sollte (Reduce). Wenn diese beiden Mal-
nahmen nicht umgesetzt werden konnen, sollte versucht werden, die Tierversuchsanordnung so
zu gestalten, dass die Belastung der Tiere so gering wie moglich ausfillt (Refine). Diese Grund-
sdtze wurden unter dem Schlagwort der "3R" bekannt.

In der pharmazeutischen Industrie werden in vitro-Tests im Sinne der 3R eingesetzt und dazu
genutzt, Tierversuche einzusparen. Diese Alternativmethoden bieten dabei zusitzlich eine Reihe
weiterer Vorteile. So konnen bereits in der frithen Phase der Substanzentwicklung in vitro-Tests
zum Screening unerwiinschter Eigenschaften von Arzneimittelkandidaten eingesetzt werden,
weil sie kostengiinstig und gegeniiber in vivo-Studien vergleichsweise schnell durchzufiihren
sind. AuBerdem werden nur geringe Substanzmengen pro Test bendtigt, was Zeit und Kosten
spart.

Um die 3R-Grundsitze in Europa zu forcieren, wurde im Oktober 1991 das European Centre
for the Validation of Alternative Methods (ECVAM) gegriindet mit dem Ziel, die Akzeptanz von
Alternativmethoden zum Tierversuch in der Wissenschaft und bei Behorden zu erhdhen, indem
neue Tests entwickelt und validiert werden sollten. Seitdem hat das ECVAM Alternativmetho-
den erarbeitet und getestet, die Eingang in OECD-Richtlinien zur Priifung von Chemikalien

gefunden haben (Tab. 2).

Tab. 2: OECD-Richtlinien zur Priiffung von Chemikalien, die auf in vitro-Alternativmethoden
basieren.

Nummer OECD-Richtlinie

428 Skin Absorption: In vitro Method

429 Skin Sensitisation: Local Lymph Node Assay

430 In vitro Skin Corrosion: Transcutaneous Electrical Resistance Test (TER)
431 In vitro Skin Corrosion: Human Skin Model Test

432 In vitro 3T3 NRU Phototoxicity Test

435 In vitro Membrane Barrier Test Method for Skin Corrosion

Fiir Studien zur Reproduktionstoxikologie existieren keine behordlich anerkannten Alterna-

tivmethoden. Zur Bestandsaufnahme der vorhandenen in vitro-Methoden zur Reproduktionstoxi-
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zitdat wurde auf Initiative des ECVAM 1994 ein Workshop durchgefiihrt (Brown et al. 1995). In
diesem Workshop wurde die Micromass Kultur von Zellen der Extremitdtenknospen von Ratten-
embryonen (Micromass-Test), die Kultur ganzer Rattenembryonen (Rat Postimplantation Whole
Embryo Culture; WEC), und der embryonale Stammzelltest (EST) als vielversprechend identifi-
ziert und wissenschaftlich validiert (Genschow et al. 2004; Piersma et al. 2004; Spielmann et al.

2004).

2.2.1 Micromass-Test

Fiir den Micromass-Test werden von Rattenembryonen die Extremitidtenknospen isoliert, die
Zellen dissoziiert, in hoher Zelldichte (Micromass) ausgesit und fiir fiinf Tage kultiviert. Danach
wird mit dem Knorpelzell-spezifischen Farbstoff Alcian Blau gepriift, ob sich die embryonalen
Zellen in Gegenwart der Testsubstanz zu Knorpelzellen differenziert haben. Der Test eignet sich
besonders zur Priifung von Substanzen, die spezifisch mit der Differenzierung von Extremiti-

tenknospen in Knorpelzellen interferieren (Parsons et al. 1990; Spielmann et al. 2004, 2006).

2.2.2 Whole Embryo Culture Test

Bei der Kultur ganzer Ratten- oder Mausembryonen werden Weibchen an Tag 9 bis 10 der
Graviditit Embryonen entnommen und diese in einer Rollerkultur mit Testmedium fiir 48 h
kultiviert. Zu Beginn und Ende der Inkubation wird die Ausprigung von morphologischen,
funktionalen, entwicklungs- und wachstumsspezifischen Parametern der Embryonen mit einem
Skalensystem quantifiziert und zusammen mit der Zytotoxizitit von 3T3-Zellen anhand eines
Priadiktionsmodells die Embryotoxizitit der Testsubstanz ermittelt (Flick und Klug 2006;
Piersma et al. 2004). Mit dieser Methode ist es moglich, die Organogenese ohne maternale Ein-
fliisse zu beurteilen. Wegen der aufwindigen und schwer standardisierbaren Kulturbedingungen
ist ein Screening vieler Testsubstanzen mit diesem System jedoch nicht moglich (Cicurel und

Schmid 1988; Piersma 1993; Spielmann et al. 2006).

2.2.3 Embryonaler Stammzelltest

Der EST basiert auf der Fihigkeit der murinen embryonalen Stammzelllinie ES-D3, sich
spontan in kontrahierende Herzmuskelzellen zu entwickeln, die mikroskopisch detektiert werden
konnen. Zusammen mit der Priifung von adulten 3T3-Zellen kann anhand eines biostatistischen

Pradiktionsmodells das embryotoxische Potenzial einer Priifsubstanz vorhergesagt werden
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(Doetschman et al. 1985; Spielmann et al. 1997). Im Gegensatz zum Micromass-Test und dem

WEC-Test beruht der EST ausschlieBlich auf der Priifung von Zelllinien.

2.2.3.1 ES-D3-Zellen als Modell fiir die embryonale Zelldifferenzierung

Die ES-D3-Zellen stammen aus der inneren Zellmasse einer Mausblastozyste und sind pluri-
potent. In vitro konnen sie auf einer Feeder-Kultur aus Fibroblasten oder unter Einfluss des
Leukemia Inhibiting Factor (LIF), einem Zytokin der Interleukin-6 Klasse, im undifferenzierten
Stadium gehalten werden, und besitzen unter diesen Bedingungen einen stabilen Karyotyp sowie
die Fihigkeit zur fast unbegrenzten Selbsterneuerung (Williams et al. 1988; Boheler et al. 2002).
Der Erhalt ihrer Pluripotenz in Zellkultur wurde tiberpriift, indem man die ES-D3-Zellen in eine
murine Blastozyste retransferierte, wo sie sich wie normale embryonale Stammzellen verhielten
(Blau er al. 2001; Burdon et al. 1999). Ohne LIF konnen sich die ES-D3-Zellen auch in vitro in
spezialisierte Zellarten differenzieren, darunter Kardiomyozyten, Neurozyten, himatopoetische
Zellen, Chondrozyten, Osteoblasten oder Epithel- und Endothelzellen (Czyz und Wobus 2001).
In den meisten Fillen ist dafiir zunéchst die Bildung eines Embryoid Body (EB) genannten Zell-
aggregats notwendig, in dem sich unter definierten Kulturbedingungen Derivate der drei Keim-
bliatter Ektoderm, Mesoderm und Endoderm bilden. Da das Herz das erste funktionierende
embryonale Organ ist, das sich nach der Gastrulation entwickelt (Sachinidis et al. 2003), gehdren
die aus dem Mesoderm entstechenden Herzmuskelzellen zu den ersten vollstindig differenzierten
Zellen, die sich im EB bilden. Die Kultivierung der ES-D3-Zellen in vitro wird als Modell fiir

die frithe Embryonalentwicklung in vivo herangezogen.

2.2.3.2 Testaufbau und Pridiktionsmodell

Der EST wurde von Spielmann et al. (1997) am Zentrum fiir Ersatz- und Ergidnzungsmetho-
den zum Tierversuch (ZEBET), Berlin, entwickelt und besteht aus drei in vitro-Tests, mit denen
grundlegende Mechanismen der embryotoxischen Wirkung einer Testsubstanz bestimmt werden.
In zwei Zytotoxizitétstests wird die zytotoxische Wirkung der Testsubstanz auf embryonale ES-
D3-Zellen mit der zytotxischen Wirkung auf adulte, maternale Zellen reprisentierende 37T3-
Mausfibroblasten verglichen, und in einem Differenzierungsassay wird die Hemmwirkung der
Testsubstanz auf die Differenzierung der ES-D3-Zellen in Herzmuskelzellen untersucht. Aus den
experimentell bestimmten Konzentrations-Wirkungsbeziehungen werden die halbmaximalen
Inhibierungen der Zellproliferation bzw. der Differenzierung als Endpunkte der Tests graphisch
ermittelt. Spielmann et al. (1997) fanden, dass alle drei Endpunkte beriicksichtigt werden miis-
sen, um die Embryotoxizitit einer groeren Anzahl von Chemikalien miteinander vergleichen

und richtig einzustufen zu konnen; nach Heuer et al. (1994a, b) und Laschinski ef al. (1991)
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reichen zwei Endpunkte alleine dazu nicht aus. Deshalb wurde fiir eine Einstufung der Embryo-
toxizitit ein biostatistisches Pradiktionsmodell entwickelt, in das alle drei Endpunkte einflieen.
Mit diesem Modell konnen die Testsubstanzen in drei Embryotoxizitdtsklassen eingestuft
werden: Klasse 1 = nicht embryotoxisch, Klasse 2 = schwach embryotoxisch, Klasse 3 = stark
embryotoxisch. Fiir die Entwicklung des Priadiktionsmodells wurden 16 Chemikalien ausge-
wihlt, deren Embryotoxizitit in vivo gut charakterisiert ist (Smith et al. 1983), und im EST
untersucht. Die Ergebnisse wurden verwendet, um mit Hilfe der linearen Diskriminanzanalyse in
einem iterativen Berechnungsprozess das Pradiktionsmodell so auszulegen, dass fiir alle 16
Testsubstanzen die beste Vorhersagegenauigkeit erreicht wird. Fiir die Validierungsstudie des
EST (Genschow et al. 2004) wurde das Pradiktionsmodell modifiziert (Genschow et al. 2000;

Scholz et al. 1999a, b) und in der neuen Form in der vorliegenden Arbeit verwendet (Tab. 13).

2.2.4 Validierung, Anwendungsmoglichkeiten und Optimierung der in vitro Embryotoxi-
zitiitstests

Die drei in vitro-Embryotoxizititstests (Micromass-Test, WEC, EST) wurden im Rahmen
einer Multicenter-Studie mit 20 Testsubstanzen wissenschaftlich validiert (Genschow et al.
2004; Piersma et al. 2004; Spielmann et al. 2004). Da die Tests metabolisch nicht aktiv sind,
wurden bei der Auswahl der Substanzen fiir die Validierungsstudie solche ausgeschlossen, die
eine Aktivierung bendtigen (Brown 2002). Die Tests erwiesen sich als geeignet, das unter-
schiedliche embryotoxische Potenzial von Chemikalien verschiedener Gruppen zu erkennen
(nicht embryotoxisch bzw. schwach oder stark embryotoxisch). Die Ubereinstimmung der in
vitro- mit den in vivo-Daten ist in Tabelle 3 zusammengefasst.

Der EST und der WEC-Test wiesen in der Studie fiir alle Chemikalien eine gute Vorhersage-
genauigkeit von 78% bzw. 79% auf, und alle drei Tests besalen mit 100% eine exzellente Pri-
diktivitdt fiir stark embryotoxische Substanzen. Bei den restlichen Parametern schnitten der EST
und der WEC-Test dhnlich gut ab, der Micromass-Test dagegen deutlich schlechter. Allen drei
Tests wurde daher bestitigt, dass sie wissenschaftlich validiert sind, und dass sie von den Behor-
den als Alternativmethode beriicksichtigt werden konnen (ESAC 2002). Die Empfehlung fiir den
Micromass-Test wurde jedoch auf die Detektion stark embryotoxischer Substanzen beschrénkt.

In einem ECVAM-Workshop, welcher nach den Validierungsstudien stattfand, wurden An-
wendungsmoglichkeiten und Beschrinkungen der validierten in vitro Embryotoxizitétstests
diskutiert (Spielmann et al. 2006). Dabei wurde festgehalten, dass eine Reihe von Aspekten beim

EST optimiert werden sollten: es sollten weitere Protokolle entwickelt werden, die eine
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Tab. 3: Zusammenfassung der Ergebnisse zur Klassifizierung von Testsubstanzen aus der Vali-
dierungssstudie von drei in vitro-Embryotoxizitatstests (Genschow et al. 2002; bereinigte Daten).
Die Bewertung der prozentualen Anteile wurde laut Genschow nach folgendem Schema vorgenommen:
33% = zufallig; < 65% = mangelhaft; = 65% = ausreichend; = 75% = gut; = 85% = exzellent.

EST MM WEC?

Pradiktivitat fir nicht embryotoxische Substanzen (%) 72 57 70
Pradiktivitat fir schwach embryotoxische Substanzen (%) 73 71 73
Pradiktivitat fir stark embryotoxische Substanzen (%) 100 100 100
Prazision fir nicht embryotoxische Substanzen (%) 76 80 80
Prazision flir schwach embryotoxische Substanzen (%) 81 60 61

Prazision flir stark embryotoxische Substanzen (%) 79 68 100
Genauigkeit insgesamt (%) 78 69 79

Prazision = Anteil der Chemikalien, deren in vivo-Embryotoxizitadtsklasse vom in vitro-Test korrekt
ermittelt wurde. Pradiktivitdt = Wahrscheinlichkeit, dass die Einstufung des in vitro-Tests fir eine
bestimmte Embryotoxizitatsklasse richtig ist. Genauigkeit = Gesamtanteil der richtig klassifizierten
Chemikalien. EST = Embryonaler Stammzelltest; MM = Micromass-Test; WEC = Kultur ganzer
Embryonen. ®mit Pradiktionsmodell 2.

Differenzierung in andere Zellarten ermdglichen; die Datenbasis sollte mit zusétzlichen
Testsubstanzen vergroBert werden; es sollten molekulare Marker entwickelt werden, damit der
EST als Screening-Methode fiir einen hohen Probendurchsatz eingesetzt werden kann; und es
sollte ein metabolisch aktives System in den Test integriert werden, damit der EST auch das
teratogene Potenzial von Substanzen erkennen kann, die bioaktiviert werden miissen. Die Ent-
wicklung zusétzlicher Differenzierungsprotokolle, molekularer Marker, und die Erweiterung der
Datenbasis wurden seitdem von einer Reihe von Arbeitsgruppen bearbeitet (Buesen et al. 2004;
Festag er al. 2007a, b; Seiler et al. 2002, 2004, 2006; zur Nieden et al. 2004). Die Integration
eines metabolischen Aktivierungssystems in den EST ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit.
Im folgenden werden daher Biotransformationssysteme vorgestellt und unter dem Gesichtspunkt

betrachtet, ob sie sich in den EST integrieren lassen.

2.3 Invitro Systeme zur Biotransformation von Substanzen

Viele Arzneimittel, Chemikalien oder Umweltschadstoffe (Xenobiotika), die Embryonen oder
Foten schiadigen, iiben ihre Wirkung indirekt iiber ihre Stoffwechselprodukte oder Metaboliten
aus. In diesen Fillen ist die Muttersubstanz, die dann als Proteratogen bezeichnet wird, relativ
untoxisch, kann aber in vivo zu reaktiven und dadurch hochtoxischen Zwischenprodukten meta-
bolisiert werden. Erfolgt keine sofortige Detoxifizierung, konnen diese Intermediate - in der
Regel Elektrophile oder Radikale - irreversibel mit zelluldren Makromolekiilen wie DNA, Pro-

teine oder Lipide reagieren und bei unzureichenden intrazelluldren Reparaturmechanismen zu
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Entwicklungsstorungen fiihren, die schlieBlich in embryonalen Missbildungen oder Tod der
Frucht in utero miinden (Brown et al. 1986; Wells und Winn 1996). Fiir die Transformation der
Muttersubstanzen ist das System des Fremdstoffmetabolismus verantwortlich, das den Organis-
mus in die Lage versetzt, schlecht ausscheidbare lipophile Fremdstoffe in gut und rasch
ausscheidbare hydrophile Stoffe umzuwandeln. Bei diesem Vorgang werden die Fremdstoffe in
der Regel detoxifiziert, konnen aber auch toxifiziert werden (Oesch 1994).

Das Stoffwechselgeschehen des Fremdstoffmetabolismus wird meist in zwei Phasen 1 und 11
eingeteilt. In Phase I werden bei den Fremdstoffen funktionelle Gruppen durch Oxidation,
Reduktion oder Hydrolyse eingefiihrt oder freigesetzt (Funktionalisierungsreaktionen) und die
apolaren, lipophilen Fremdstoffe in polare, hydrophile Stoffe umgewandelt. Dadurch wird es in
einem zweiten Schritt konjugierenden Phase-1I-Enzymen ermdglicht, groe und sehr hydrophile,
endogene Molekiile mit dem funktionalisierten Fremstoff zu konjugieren (Konjugationsreaktio-
nen) und so leicht ausscheidbar zu machen. Typische Konjugationsreaktionen sind Glucuronidie-
rung, Sulfatierung oder Glutathionkonjugation. Obwohl viele verschiedene Organe wie Niere,
Haut, Lunge oder Gastrointestinaltrakt in der Lage sind, Xenobiotika umzusetzen, findet der
grofte Teil der fremdstoffmetabolisierenden Prozesse in der Leber statt (Guillouzo 1998). Des-
halb basieren alle bislang entwickelten Metabolisierungssysteme auf diesem Organ, wobei die
Modelle von der isolierten ganzen Leber iiber isolierte Hepatozyten bis hin zu subzellulidren
Fraktionen reichen. In Tabelle 4 sind die verschiedenen in der Literatur beschriebenen
Modellsysteme mit ihren Vor- und Nachteilen zusammengefasst (Coecke et al. 2006; Ekins
2000; Guillouzo 1998).

Im folgenden werden die Modellsysteme niher beschrieben, die sich prinzipiell fiir die Integ-
ration in den EST eignen. Diese sind primédre Hepatozyten, Hepatomazellen, transgene Zelllinien
und subzelluldre Fraktionen. Die isoliert perfundierte Leber sowie Leberschnitte konnen auf-

grund ihrer kurzen Lebensdauer im EST nicht eingesetzt werden.
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Tab. 4: Vorteile und Nachteile verschiedener in vitro Metabolisierungssysteme.

Modellsystem

Vorteile

Metab.
Komp.

Nachteile

Isoliert perfun-
dierte Leber

Leberschnitte

Primére
Hepatozyten

Permanente
Leberzelllinien

Transgene
Zellen

Subzellulare
Fraktionen
(S9 Mix;
Mikrosomen)

Enzymaktivitdten und Funktionen
wie im in vivo-Organ; Lobulare
Struktur erhalten

Lobulare Struktur und Enzymakii-
vitat erhalten; Studien an
Humanleber méglich

Definierte Enzymaktivaten unter
bestimmten Bedingungen flr
mehrere Tage erhalten; Induktion
und Inhibition von metabolisie-
renden Enzymen mdglich;
Humanmaterial verfligbar

Unbegrenzte Verflgbarkeit;
definierte Enzymaktivitat erhalten;
humane Zellen verfagbar

Unbegrenzte Verflgbarkeit;
definierte Enzymaktivitat durch
Transfektion mit humanen CYPs

Unbegrenzte Verfugbarkeit;
Enzymaktivitat erhalten; zytosoli-
sche Fraktion kann zugesetzt
werden; humanes Material
verfligbar

Kurze Lebensdauer (2 - 3 h); Unter-
suchung nur weniger Stoffe; kein
humanes Material.

Kurze Lebendsdauer (6 - 48 h); hohe
Variabilitdt zwischen einzelnen
Schnitten

Frohzeitige Veranderung des
Phéanotyps

Genotyp ist instabil; verschiedene
Enzymaktivitaten verringert oder nicht
vorhanden

Keine physiologischen Enzymspiegel;
nur fir spezielle Fragestellungen
geeignet

Nur kurzzeitiger Einsatz méglich;
Kofaktoren flr Aktivitat erforderlich;
keine zytosolischen Phase II-Enzyme
(Mikrosomen); intrinsische
Zytotoxizitat

Metab. Komp. = Metabolische Kompetenz

2.3.1 Primire Hepatozyten

Die Anwendung von primidren Hepatozyten ist in der Forschung heutzutage sehr weit ver-
breitet. Ihr Vorteil liegt in ihrer Enzymausstattung, die der Situation in vivo sehr nahe kommt,
und deren Aktivitit pro Gramm Lebergewicht 3- bis 4-fach hoher liegt als die von Mikroso-
menpréparaten. Unter geeigneten Kultivierungsbedingungen konnen sie auch fiir Langzeitstudien
und Toxizitdtspriifungen eingesetzt werden (Coecke et al. 1999). Der Einsatz von humanen Pri-
mirzellen ist moglich, aber problematisch, weil ihre Verfiigbarkeit vom Vorkommen von
Bioptaten oder der Entfernung von Tumorgeweben abhingt und die Gewebequalitiit aufgrund
interindividueller und funktionaler Variationen sowie genetischer Disposition des Spenders
schwanken kann (Guillouzo 1997). Deshalb werden in der pharmazeutischen Industrie meistens
Hepatozyten von Labornagern eingesetzt (Blaauboer ef al. 1994; Nussler et al. 2001; Rogiers
und Vercruysse 1993; Schleger et al. 2001). Diese Zellen werden ex vivo héaufig auf Basis der

zweistufigen Kollagenase-Perfusionsmethode gewonnen (Seglen 1976; Klaunig et al. 1981). Die
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Enzymaktivitidt der frisch isolierten Zellen sinkt unter klassischen Kultivierungsbedingungen in
Zellkulturschalen im Monolayer innerhalb der ersten drei Tage auf 25-60% der Ausgangswerte
(McMillan et al. 1991; Niemann et al. 1991; Schuetz et al. 1988). Durch Kulturmedien, die mit
spezifischen Hormonen, Wachstumsfaktoren, Zytokinen und Aminosduren angereichert wurden,
oder mit aufwéndigeren Kultivierungstechniken wie der Kultur im Kollagen-Sandwich oder in
Immobilisationskulturen im Kollagen-Gel, kann die metabolische Aktivitit der Hepatozyten
verldangert und bis zu 2-3 Wochen aufrecht erhalten werden (Coecke et al. 1999; LeCluyse et al.
1996). Tuschl et al. (2007) konnten zeigen, wie sich in einem serumfreien Medium bei Ratten-
hepatozyten auch nach neun Tagen Kulturdauer noch nahezu unveridndert wichtige Phase-I-
Enzyme (CYP 1A, 2B, 2C, 3A) induzieren lieBen. Auch Schmuck (2001) gelang eine stabile
Kultivierung primérer Rattenhepatozyten in Sandwichkultur iiber einen Zeitraum von sieben
Tagen. Eine weitere Moglichkeit, die Enzymaktivitit iiber mehr als eine Woche zu erhalten,
besteht in der Kokultur der Hepatozyten mit RLEC-Zellen (rat liver epithelial cells),
sinusoidalen Epithelzellen oder etablierten fibroblastischen, epithelialen oder mesenchymalen

Zelllinien (Coecke et al. 1999).

2.3.2 Permanente Leberzelllinien

Leberzelllinien besitzen einige Eigenschaften, die fiir den Einsatz in einem in vitro-Embryo-
toxizitétstest von groem Vorteil sind. Die Zellpopulationen sind relativ homogen, besitzen in
Kultur einen stabilen Phidnotyp und sind dadurch leicht zu standardisieren. Thre Lebensdauer ist
unbegrenzt, sodass sie gut zwischen verschiedenen Laboratorien ausgetauscht und verglichen
werden konnen (Gomez-Lechon ef al. 2001). Sie sind stindig verfligbar und kénnen z.B. von der
American Type Cell Collection (ATCC) oder der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen (DSMZ) kostengiinstig bezogen werden. In diesen Zellen wird jedoch oft nicht
das volle Spektrum der metabolisierenden Enzyme exprimiert, was sich in der generell niedrigen

Aktivitit der Phase I und II - Enzyme widerspiegelt (Guillouzo 1998).

2.3.2.1 HepG2

Die HepG2-Zellen wurden 1975 von Aden et al. (1979) aus dem Hepatokarzinom eines 15-
jahrigen argentinischen Jungen isoliert und sind die am haufigsten eingesetzten und besten cha-
rakterisierten humanen Hepatomazellen (Fardel et al. 1992; Rueff et al. 1996; Urani et al. 1998;
Walle et al. 2000). Diese Zelllinie besitzt unter Standardbedingungen etwa 10-20% der gesamten
CYP-Aktivitidt im Vergleich zu frisch isolierten Hepatozyten (Doostdar ef al. 1988), und Phase I-
Enzyme (z.B. CYPIA, 2B, 2C, 3A) konnten in geringer Aktivitidt nachgewiesen werden (Fardel
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et al. 1992; Rueff et al. 1996). In der Wachstumsphase nach 24 h Kultur sind die EROD- und
BROD- sowie CYP 2E1-Aktivititen der Zellen direkt mit der Aktivitit humaner Hepatozyten
vergleichbar (Alexandre et al. 1999). Auch Phase II-Enzyme (z.B. Sulfotransferase, N-Ace-
tyltransferase und Epoxidhydrolase) konnten in geringer Aktivitit nachgewiesen werden (Fardel
et al. 1992; Rueff et al. 1996), und die Aktivititen der Glutathion-S-Transferase und der UDP-
Glucuronosyltransferase sind mit denen in frisch isolierten Hepatozyten vergleichbar (Doostdar
et al. 1988; Grant et al. 1988). Verschiedene Phase I- und II-Enzyme sind durch Substanzen wie
Methylcholanthren, Benzo[a]anthracen, Dexamethason, Rifampicin und Phenobarbital induzier-
bar, wodurch die Enzymaktivitdt deutlich erhoht werden kann (Duthie et al. 1988; Fardel et al.
1992; Grant et al. 1988; Labruzzo et al. 1989). Insgesamt wurde ihre Kapazitit zur Bioaktivie-
rung bzw. Detoxifizierung von Substanzen als durchschnittlich (Medium) eingestuft (Coecke et

al. 20006).

2.3.2.2 HA4IIE

Die H4IIE-Zelllinie wurde von Pitot et al. (1964) beschrieben und stammt von Reuber H35
Ratten-Hepatomazellen (Reuber 1961). Verschiedene Phase I-Enzyme (CYP1A1, 1A2, 2B1/2,
2C6) lassen sich durch TCDD, Benzo[a]pyren, Methylcholanthren, Phenobarbital oder Dexa-
methason induzieren (Corcos und Weiss 1988; Houser et al. 1992; Xu und Bresnik 1990). Auch
Enzyme der Phase II (Sulfotransferase, UDP-Glucuronosyltransferase, GSH Transferase) wur-
den nachgewiesen und waren durch Benzo[a]pyren oder Methylcholanthren induzierbar (Horn-

hardt und Wiebel 1996; Malik et al. 1979; Summer und Wiebel 1981; Wiebel et al. 1980).

2.3.2.3 Hepa-1

Von Bernhard et al. (1973) wurde die Leberzellinie Hepa-1 aus der Maus isoliert und seitdem
hiufig eingesetzt. Sie verfiigt iiber eine reduzierte Aktivitit der fremdstoffmetabolisierenden En-
zyme wie Glutathion-S-Transferasen, UDP-Glucuronosyltransferasen und der Cytochrom P450-
Familie, die sich durch verschiedene Substanzen wie Phenobarbital, Methylcholanthren oder

TCDD induzieren lassen (Lewis et al. 1989; Jaiswal et al. 1985; Pottenger und Jefcoate 1990).

2.3.2.4 HepaRG

Eine weitere humane Leberzellinie mit guten Enzymaktivititen wurde von Gripon et al.
(2002) aus dem Hepatokarzinom einer weiblichen Patientin gewonnen. Aninat et al. (2006) cha-
rakterisierten die Zellen und fanden viele fremdstoffmetabolisierenden Enzyme exprimiert
(Phase I: CYP1A2, 2C9, 2D6, 2E1, 3A4; Phase II: UGT1A1, GSTAI1, GSTA4, GSTM1). Die
Aktivitdat wichtiger Phase [-Enzyme (CYP1A1/2, 2C9, 2E1, 3A4) war hoch und lie} sich mit



16 Einleitung

Methylcholanthren, Rifampicin oder Isoniazid induzieren. Die Zelllinie ist patentrechtlich ge-

schiitzt und wird von der Firma Biopredic International, Rennes, Frankreich, vertrieben.

2.3.3 Lebermikrosomen

Lebermikrosomen gehoren zu den am meisten verwendeten in vitro-Metabolismussystemen,
weil ihre Anwendung vergleichweise einfach ist und sie bei giinstigen Kosten unbegrenzt ver-
fiigbar sind (Coecke et al. 2006; Ekins et al. 2000). Lebermikrosomen werden durch differen-
zielle Zentrifugation aus Hepatozyten gewonnen und bestehen aus Vesikeln des endoplasmati-
schen Reticulums (Pelkonen et al. 1974). Deshalb enthalten sie fast ausschlieBlich CYP und
UGT-Enzyme. Um die Aktivitidt der Enzyme sicherzustellen muss zu der Losung NADPH fiir
die CYPs und UDPGA / Alamethicin fiir UGT als Energiequelle zugesetzt werden. Bei kommer-
ziell erhiltlichen Mikrosomen ist die Enzymaktivitat vom Hersteller bereits charakterisiert, und
sie sind von verschiedenen Spezies erhiltlich (z.B. Mensch, Maus, Ratte, Affe). Neben den be-
reits erwdhnten Vorteilen (Kosten, Einfachheit, Charakterisierung) miissen bei ihrer Verwendung
auch einige Nachteile beriicksichtigt werden. Lebermikrosomen kdnnen nicht zur quantitativen
Bestimmung einer in vivo Biotransformation verwendet werden, da ihre CYPs und UGTs ange-
reichert sind und keine Konkurrenz zu anderen Enzymen besteht. Das fiihrt zu artifiziell erhoh-
ten Biotransformationsraten. Da das System kein Zytosol besitzt, fehlen ihm die im Zytosol ge-
losten Phase II-Enzyme (Acetyltransferasen, Glutathion-S-Transferasen, Sulfotransferasen) so-
wie zytosolische Kofaktoren. SchlieBlich lassen sich mit ihm nur Kurzzeittests durchfiihren, da

die Enzyme nur fiir wenige Stunden funktional bleiben (Brandon et al. 2003).

234 S9-Mix

Die S9 Fraktion eines Leberhomogenats beinhaltet sowohl den mikrosomalen wie auch den
zytosolischen Anteil und gibt damit das vollstindige metabolische Profil einer Leber mit Phase I-
und [I-Enzymen wieder (Brandon ef al. 2003; Ekins et al. 2000; Guillouzo 1998). Wie bei den
Mikrosomen muss ein NADPH-Regenerationssystem oder NADPH zugesetzt werden, um den
Energiebedarf der CYPs zu decken. Die Phase II-Enzyme benotigen aulerdem zusétzliche exo-
gene Kofaktoren. Dem vollstandigeren Enzymprofil der S9-Fraktion steht jedoch im Vergleich
zu Mikrosomen eine niedrigere Enzymaktivitidt gegeniiber. Weiterhin hat sich in in vitro-Tests
gezeigt, dass der S9-Mix eine intrinsische Embryotoxizitit besitzt (Ozolins et al. 1995). Auller-

dem besitzt diese Fraktion nur eine Lebensdauer von wenigen Stunden.
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2.3.5 Transgene Zellen

Fiir Toxizitdtspriifungen wurden aus Saugerzelllinien wie V79, NIH-3T3 oder HepG2 ver-
schiedene transgene Zelllinien erzeugt, die ein oder mehrere Enzyme der Phase I oder II oder
eine Kombination davon exprimieren, insbesondere CYP450-Isoformen (Bernauer et al. 2003;
Yoshimoti et al. 2001). Die Zelllinien besitzen oft einen stabilen diploiden Kariotyp und keine
CYP-Hintergrundaktivitdt und konnen fiir spezifische mechanistische Fragestellungen eingesetzt
werden. Da sie jedoch kein vollstindiges Fremdstoffmetabolismus-Enzymprofil besitzen und
ihre Enzymaktivitidt gering sein kann, miissen die Ergebnisse differenziert interpretiert werden

(Coecke et al. 2006; Doehmer 2006).

2.3.6 Moglichkeiten der Integration eines Bioaktivierungssystems in den EST

Es existieren mehrere Moglichkeiten, ein Bioaktivierungssystem an den EST zu koppeln.
Zum einen kann ein Kulturmedium prikonditioniert bzw. prdinkubiert werden, bevor es im EST
eingesetzt wird. So konnen metabolisch aktive Zellen gegeniiber dem Testmedium exponiert
werden und Metaboliten generieren, oder es werden subzellulidre Fraktionen wie der S9-Mix
oder Mikrosomen zur Bioaktivierung eingesetzt (Bremer et al. 2002; Coecke et al. 2006;
Langsch et al. 2005). Mit dieser Methode konnen jedoch kurzlebige Metaboliten nicht erfasst
werden, was als gravierender Nachteil angesehen wird (Coecke et al. 2006). Weiterhin ist es
moglich, im Rahmen eines sogenannten Perfusionskultursystems zwei Kulturbehélter mit
metabolisch aktiven Zellen und den Zielzellen iiber ein Schlauchsystem und Pumpen
miteinander zu verbinden, sodass das Medium im Kreislauf gefiihrt wird (Flick 2005). Der
apparative Aufwand dieses Systems ist dabei jedoch relativ hoch. Alternativ zu diesen Verfahren
kann auch eine Kokultur mit metabolisch aktiven Zellen und Zielzellen aufgebaut werden, indem
Zellkultureinsitze in die Kulturplatten des EST eingesetzt werden. Zellkultureinséitze werden zur
Herstellung einer Kokultur bei in vitro-Studien hiaufig verwendet (Hall et al. 1991; Murakami et
al. 2004; van Poll et al. 2006). Mit einer solchen Kokultur kann die Exposition von Zielzellen
gegeniiber Metaboliten kontinuierlich erfolgen, sodass auch kurzlebige Metaboliten auf die

Zielzellen wirken konnen.
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2.4 Modellsubstanzen fiir in vitro-Tests

2.4.1 Auswahl von Substanzen

Entscheidend fiir den Aufbau und die Validierung von neuen in vitro-Testsystemen ist die
Auswahl von Modellsubstanzen, denn die Qualitét eines neuen Systems wird an den Ergebnissen
mit diesen Substanzen gemessen. Besonders wichtig ist es dabei, dass eine Modellsubstanz in
Bezug auf ihre teratogenen Eigenschaften anhand einer ausreichenden Zahl von in vivo-Studien
mit mehreren Spezies gut charakterisiert ist.

Fiir entwicklungstoxikologische Priifungen wurde 1983 von einem Expertengremium eine
erste Liste von 47 Substanzen zusammengestellt und als "Smith-Liste" bekannt (Smith er al.
1983). Aufgrund weit reichender Kritik an dieser Liste entstand aus der Arbeit des "Schwetz-
Kommittees" eine verbesserte Neuauflage (Schwetz 1992). Fiir die Validierungsstudien der
ECVAM zur in vitro Embryotoxizititspriifung stellte Brown (2002) eine neue Liste von 309
Chemikalien zusammen, die auf den Arbeiten des Schwetz-Kommittees und weiteren Quellen
aufbaute. Aus dieser Liste wurden 20 Modellsubstanzen ausgewihlt und in drei Embryotoxizi-
titsklassen nach folgenden Kriterien eingestuft: Substanzen, die als stark embryotoxisch einge-
stuft wurden (Klasse 3), wiesen in allen getesteten Spezies multiple entwicklungstoxische
Effekte auf und hatten einen groen Adult/Developmental (A/D)-Quotienten (nach einer Ent-
wurfsliste von Brown ca. >2,5; die Berechnung und Signifikanz des A/D-Quotienten wird in Ka-
pitel 3.9.6 niher erldutert). Nicht embryotoxische Substanzen (Klasse 1) zeigten keine entwick-
lungstoxischen Wirkungen bei maternal toxischen Expositionen, und als schwach embryotoxisch
(Klasse 2) wurden alle Substanzen klassifiziert, die nicht den beiden anderen Kategorien zuge-
ordnet werden konnten. Bei der Validierung des Priadiktionsmodells fiir den EST wurde iiber-
priift, wie gut die Vorhersage des Pradiktionsmodells mit dieser in vivo-Einstufung korreliert.

Bei der Uberpriifung eines in vitro-Systems mit metabolischer Komponente kommen weitere
Kriterien hinzu, die eine Modellsubstanz erfiillen sollte: Die Muttersubstanz und wichtige Meta-
boliten sollten analytisch gut erfassbar sein, um die Metabolisierung der Muttersubstanz iiberprii-
fen zu konnen. AuBBerdem sollten die Stoffwechselwege in ihren Grundziigen bekannt sein, damit
abgeschitzt werden kann, ob das metabolische System dazu in der Lage ist, die Muttersubstanz
umzusetzen. Hilfreich ist es aulerdem, wenn die Substanzen in anderen in vitro-Systemen ge-
testet wurden, damit die Ergebnisse besser eingeschitzt werden konnen.

Fiir die vorliegende Arbeit wurden Substanzen ausgewihlt, von denen aus der Literatur be-
kannt ist, dass sie eine metabolische Aktivierung benotigen, um teratogen zu wirken. Zusammen

mit dem Proteratogen wurde der wichtigste teratogene Metabolit untersucht, um die Verdnde-



Einleitung 19

rung der embryotoxischen Wirkung des Proteratogens durch die Metabolisierung abschitzen und
beide Substanzen miteinander vergleichen zu konnen. Als Proteratogen/Teratogen-Paare wurden
Valpromid und Valproinsédure, Retinol und Retinsédure, Cyclophosphamid und 4-Hydroperoxy-
cyclophosphamid, und Albendazol und Albendazol-Sulfoxid ausgewihlt. In dem BMBF-Projekt,
in dessen Rahmen die vorliegende Arbeit durchgefiihrt wurde, wurden Valpromid, Valproinsdure
und die Retinoide als Standardsubstanzen verwendet und von dem Projektpartner TiHo analy-
siert. Cyclophosphamid wurde ebenfalls als Modellsubstanz fiir dieses Projekt eingesetzt, konnte
jedoch analytisch nicht bestimmt werden. Die vier Proteratogene Valpromid, Retinol,
Cyclophosphamid und Albendazol wurden auflerdem vom Expertenteam des ReProTect
Integrated Project der EU als Modellsubstanzen fiir die Erprobung eines EST mit integriertem
Biotransformationssystem empfohlen (Daston er al. 2005). Im folgenden werden die ausge-

wihlten Substanzpaare genauer charakterisiert.

2.4.2 Valpromid und Valproinsiure

Valpromid (2,2-Di-n-propylacetamid; VPD) ist ein primédres Amid der Valproinsédure (2-n-
Propyl-Pentansédure; VPA) und wird als inaktive Vorstufe (Prodrug) der Valproinsdaure verwen-
det. In der Humanmedizin werden beide Substanzen als Antiepileptika und Antikonvulsiva ein-
gesetzt, wobei Valpromid 2- bis 5-fach wirksamer ist als Valproinsdure (Bialer 1991).
Valproinsidure wird aufgrund seiner hemmenden Wirkung auf Histondeacetylasen (HDAC) zur
Zeit auch klinisch auf ihre Eignung als Krebstherapeutikum gepriift (Billig et al. 1990; Lagace et
al. 2004; Atmaca et al. 2007). Bei Raumtemperatur ist Valpromid ein weilles und kristallines
Puder, wihrend Valproinsiure fliissig ist.

Die Stoffwechselwege von Valpromid und Valproinsdure sind komplex und noch nicht voll-
standig aufgeklart. In einem ersten Schritte wird Valpromid zu Valproinsidure hydrolysiert, wo-
bei die daran beteiligten Enzyme bislang unbekannt sind. Billig ef al. (1990) vermuteten, dass
parallel zur Hydrolyse das Valpromid auch oxidiert wird, und in einer in silico Studie zum Me-
tabolismus von Valpromid (Ovanes Mekenyan, in Langsch 2007) wurde diese Vermutung be-
kriftigt: neben Valproinsdure wurden als Produkte einer ersten Reaktionsstufe noch zwei weitere
Metabolite postuliert, die aus einer Oxidationsreaktion hervorgingen. Aus diesen beiden Meta-
boliten konnen nach Mekenyan in nachfolgenden Reaktionsschritten weitere 39 Metabolite ent-
stehen. Fiir Valproinsdure wurde in dieser Studie ein einziges Valproinsidure-Glucuronid als
Phase II-Metabolit genannt. Lagace et al. (2004) nennen fiir Valproinsdure noch 14 weitere
Phase II-Metaboliten, die zu etwa 50% aus Konjugationsreaktionen hervorgehen; weitere 40%

der Metaboliten treten in die B-Oxidationskette ein. Kiang et al. (2006) stellten fest, dass die an
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der Valproinsdure-Metabolisierung beteiligten Enzyme artspezifisch sind und die Metabolisie-
rungspfade unterschiedlich ausfallen. Wihrend in humanen Lebermikrosomen Valproinsdure
hauptsichlich durch CYP2C9, CYP2A6 und CYP2B6 zu 4-ene-Valproinsidure, 4-OH-VPA und
5-OH-VPA verstoffwechselt wird, transformiert in Ratten das CYP3A Valproinsidure vorwie-
gend zu 3-OH-VPA.

Neben der therapeutischen besitzt Valproinsdure auch eine teratogene Wirkung. Bei Méusen
konnten bei einfacher und mehrmaliger Valproinsdure-Gabe wihrend der frithen Organogenese
posteriore und anteriore Neuralrohrdefekte wie Exencephalie und Spina bifida zuverléssig repro-
duziert werden, was zur Entwicklung eines Mausmodells fiihrte (Ehlers et al. 1992; Nau et al.
1981). Auch kardiovaskulidre Anomalien wurden bei Miusen und Ratten festgestellt (Menegola
et al. 1996; Sonoda et al. 1990, 1993; Binkerd ef al. 1988). Im Menschen verursacht Valproin-
sdaure bei Neugeborenen vielfiltige leichte und schwere Fehlbildungen, darunter Verdnderungen
von Fazies, Dysfunktionen des zentralen Nervensystems, Neuralrohrdefekte (Spina bifida) sowie
pulmonale und kardiovaskulidre Fehlbildungen (Alsdorf und Wyszynski 2005; ten Berg et al.
2005; Kozma 2001; Sodhi et al. 2001; Thisted und Ebbesen 1993).

Im Vergleich zu Valproinsiure besitzt Valpromid kein bzw. ein wesentlich geringeres terato-
genes Potenzial. Nau und Loscher (1986) sowie Nau und Scott (1987) konnten in Studien mit
Miusen nach Valpromid-Gabe keine teratogene Wirkung feststellen, wihrend Radatz et al.
(1998) nach einmaliger Valpromid-Gabe eine Exencephalie-Rate bei NMRI-Méausen von 6%
fanden, bei der Gabe von Valproinsiure jedoch 53% erhielten.

Zum teratogenen Mechanismus der Valproinsdure wurden eine grofle Zahl verschiedener
Moglichkeiten diskutiert. Der wahrscheinlich wichtigste Mechanismus beruht auf der Eigen-
schaft der Valproinsiure, Histondeacetylasen (HDACs) zu hemmen (Phiel er al. 2001; Gottlicher
et al. 2001, 2002; Lagace et al. 2004; Eikel et al. 2006). Der zelluldre Kontrollmechanismus der
Deacetylierung von Histonen hemmt die Expression von Genen, weshalb umgekehrt eine Hem-
mung von HDACs zu einer Aktivierung bestimmter Gene fiihrt. Eine Stérung dieser Prozesse,
bei der vor allem die Apoptose und Differenzierung von Zellen gesteuert werden, kann zu Fehl-
entwicklungen bei der Embryogenese fiihren. Basierend auf diesem Mechanismus erkldrten Phiel
et al. (2001) auch die geringere Teratogenitit des Valpromid gegeniiber der Valproinsiure:
Valpromid ist ein schlechter HDAC-Hemmer. Weitere teratogene Mechanismen der Valproin-
siure, die auf einer Anderung der Genexpression beruhen, sollen durch PAX-3 oder HOX-Gene,
oder durch die Hemmung von Polycomb Gruppengenen vermittelt werden (Volland 2002; Okada
et al. 2004). Im Zusammenhang mit Valproinsdure-induzierter Teratogenitdt wurde auch die

Aktivierung von Peroxisomen Proliferator-aktivierenden Rezeptoren (PPAR 0) beschrieben,
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doch scheinen diese eher als molekulare Marker denn als molekularer Angriffspunkt eine Rolle
zu spielen (Lagace et al. 2004; Eikel et al. 2006). Valproinsdure kann auch den embryonalen
Stoffwechsel an Homocystein und Methionin, Folaten oder Zink beeinflussen, was ebenfalls mit
Embryopathien kausal in Zusammenhang gebracht wurde (Volland 2002). Schlie8lich wurden
von Na et al. (2003) ein Mechanismus beschrieben, bei dem Valproinsdure den intrazelluldren
Spiegel an reaktiven Sauerstoffspezies in murinen embryonalen Stammzellen erhohte und da-
durch deren Wachstum und Differenzierung hemmte.

Valproinsdure wurde in einer Reihe von in vitro Embryotoxizititstests als Modellsubstanz
eingesetzt, darunter in Kleinhirn-Zellkulturen der Maus zum Vergleich des teratogenen Potenzi-
als verschiedener Valproat-Analoga (Maar et al. 1997) oder im WEC-Test zur Abschitzung des
Effekts der Proteinbindung auf die Teratogenitit (Lewandowski et al. 1986) bzw. zum Vergleich
weiterer Valproin-Analoga beziiglich ihrer stereoselektiven Teratogenitidt (Andrews et al. 1995).
In Siugetier-basierten in vitro-Tests wurde ein direkter Vergleich der Effekte von Valproinsiure
und Valpromid bislang jedoch noch nicht vorgenommen. Lediglich Herrmann (1993) unter-
suchte in vitro Embryonen des Zebrafisches Brachydanio Rerio und stellte fiir Valproinsdure im
Kulturmedium bei 144 ug/mL eine hohe Missbildungsrate fest, wahrend sich bei 1432 ug/mL

Valpromid keine Beeintrichtigung der Embryonalentwicklung ergab.

2.4.3 Retinol und all-trans-Retinsiure

All-trans-Retinol (Retinol, Vitamin A;) und all-trans-Retinsdure (Retinsdure, Tretinoin) ge-
horen zu den wichtigsten Vertretern der natiirlich vorkommenden Retinoide und besitzen eine
gro3e physiologische Bedeutung. Die Begriffe Vitamin A und Retinoide sind dabei nicht genau
voneinander abzugrenzen und werden oft synonym benutzt. Man kann sie als Abkommlinge des
primédren Alkohols Retinol mit d@hnlicher biologischer Aktivitit verstehen (Blomhoff ef al. 1992;
Sporn und Roberts 1985). Im Organismus sind Retinoide an einer Vielzahl von Prozessen betei-
ligt. Sie unterstiitzen das Wachstum, die Proliferation und Differenzierung von Epithelgewebe,
und sind mit dem 11-cis-Retinaldehyd als lichtempfindlicher Komponente des Rhodopsin am
Sehprozess beteiligt. Sie sind auBerdem essentiell fiir die Spermatogenese, Oogenese sowie fiir
die plazentare und embryonale Entwicklung (Clagett-Dame und DeLuca 2002), und sie unter-
stiitzen das Immunsystem (Sommer 1994). Retinoide werden auch als Medikamente eingesetzt,
bei zahlreichen Hauterkrankungen (Hyperkeratinisierung, Hyperproliferation), insbesondere 13-
cis-Retinsiure (Isotretinoin, Accutane®) gegen cystische Akne, und in der Krebsprivention und

-therapie (Hong et al. 1990; Huang et al. 1988; Soprano und Soprano 1995).
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Im Korper wird Retinol zunichst reversibel zu Retinaldehyd, und ein einem zweiten Schritt
irreversibel zu Retinsdure oxidiert. Die Oxidation zum Aldehyd wird durch zytosolische
Alkohol-Dehydrogenasen (ADH) und membrangebundene Dehydrogenasen kurzkettiger Alko-
hole (Short Chain Alcohol Dehydrogenase, SCAD) katalysiert (Duester 1996; Napoli 1996), wo-
bei die ADH nur freies Retinol umsetzen konnen, wihrend die SCAD an CRBP I (Cellular reti-
nol-binding protein) gebundenes Retinol als Substrat bevorzugen. Der zweite Oxidationsschritt
zur Retinsiure wird durch zytosolische, substratunspezifische, NAD"-abhiingige Aldehyd-De-
hydrogenasen durchgefiihrt (Lee ef al. 1991). An diesem Oxidationsschritt konnen auch die
Cytochrom P450-Isoformen 1A2 und 3A6 beteiligt sein, wie Roberts et al. (1992) bei der Unter-
suchung von Lebermikrosomen von Kaninchen feststellten. Retinol und Retinsidure konnen je-
doch auch auf vielfiltige alternative Weise reagieren, sodass die zentrale zweistufige Oxidations-
reaktion vom Retinol zur Retinsdure nur einen kleinen Ausschnitt des komplexen intrazelluldren
Metabolismus der Retinoide darstellt. So kann das Retinol auch nicht-zelluldr zu 9-cis-Retinol
oder 13-cis-Retinol isomerisiert, oder durch Cytochrom P450 2C8 zu all-frans-4-Hydroxyretinol
hydroxyliert werden (Leo et al. 1989), oder es tritt direkt in den Phase II-Metabolismus ein und
wird durch Glucuronidasen zu all-trans-Retinol-Glucuronid transformiert. Die Retinsdure kann
ebenfalls verschiedene alternative Reaktionswege einschlagen. Dazu gehoren die nicht-zellulédre
Isomerisierung zu 9-cis-Retinsidure oder 13-cis-Retinsdure, die Phase-I-Hydroxylierung durch
Cytochrom P450-Isomere 2C8, 3A4 oder 26 zu all-trans-4-hydroxy-Retinsdure bzw. 18-
hydroxy- und 4-oxo-Retinsdure (White et al. 1997), oder eine Phase-II-Metabolisierung (3-Glu-
curonidierung) durch mikrosomale UDP-Glucuronyltransferase zum all-trans-Retinsdure-
Glucuronid.

Teratogene Effekte treten sowohl bei einem Vitamin A-Mangel als auch bei einem Uber-
schuss an Vitamin A auf. In Tierversuchen wurde bei zahlreichen Spezies Missbildungen durch
erhohte Retinoid-Expositionen festgestellt. Bei Ratte, Maus, Hamster Kaninchen, Hund,
Schwein, Huhn und Rhesusaffen betrafen die Effekte u.a. das Nervensystem (Microcephalie,
Spina bifida, Exencephalie), den Kopfbereich (Hypoplasie der Maxillare, Lippen- und Gaumen-
spalte), Ohren- und Augendefekte, Kardiovaskuldre Abnormalititen und die Extremititen wie
Ectrodactylie oder Syndactylie (Cohlan 1953; Geelen 1979; Rosa et al. 1986). Dabei fiihrte die
Exposition wihrend einer frithen Phase der Embryonalentwicklung eher zu kraniofaszialen,
kardiovaskuldren oder neuronalen Defekten, wéhrend eine spitere Exposition die Extremititen,
den Gaumen oder den Genitaltrakt betraf (Kistler 1981; Shenefelt 1972). Auch beim Menschen
konnen hohe Vitamin A-Dosen Teratogenitit auslosen. Die Ausprigungen sind dabei mit denen

aus den Tierversuchen vergleichbar (Lammer et al. 1985; Soprano und Soprano 1995).
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In weiteren Tierstudien wurde festgestellt, dass die Retinsdure in verschiedenen Spezies eine
20- bis 40-fach hohere teratogene Potenz als Vitamin A besitzt (Kochhar 1967; Soprano und
Soprano 1995). Auch Rosa et al. (1986) ermittelten bei einem Vergleich von Retinol und Retin-
saure, dass die niedrigsten Retinol-Dosen zur Erzeugung teratogener Effekte bei Ratte und Maus
etwa 15-fach hoher lagen als die von Retinsdure, fanden jedoch beim Kaninchen keine
Unterschiede. Da man allgemein davon ausgeht, dass die teratogene Wirkung des Retinols durch
seine Metabolisierung zu Retinsdure ausgelost wird (Eckhoff et al. 1989; Kochhar er al. 1988),
spiegeln diese Differenzen unter anderem die unterschiedliche Metabolisierungsleistung der
jeweiligen Spezies wider. Andererseits fanden Collins et al. (1992), dass durch Inhibition der
Alkohol-Dehydrogenase mit 4-Methylpyrazol in NMRI-Méusen die teratogenen Effekte von
Retinol nur teilweise reduziert werden konnten. Die Autoren schlossen daraus, dass Retinol eine
intrinsische teratogene Potenz besitzen muss, oder dass neben Retinsdure noch andere, bisher
nicht identifizierte teratogen aktive Metaboliten gebildet werden.

Sowohl die physiologische wie teratogene Wirkung der Retinoide wird durch Retinsédure bzw.
9-cis-Retinsdure iiber nukledre Transkriptionsfaktoren vermittelt (Chambon 1993). Wihrend Re-
tinsdure nur an den Retinsdure-Rezeptor (Retinoic Acid Receptor, RAR) binden kann, bindet die
9-cis-Retinsdure sowohl an RAR wie auch an den Retinoid X-Rezeptor (Retinoid X-Receptor,
RXR). Beide Rezeptoren miissen durch einen weiteren RXR aktiviert werden, bevor sie an be-
stimmte Response-Elemente der DNA in der Promotorregion von Zielgenen binden konnen. Das
RAR/RXR-Heterodimer bindet dabei vorwiegend an das RARE-Response-Element, wihrend das
Homodimer RXR/RXR an das RXRE-Response-Element bindet. In Gegenwart der Retinoide
konnen die entsprechenden Rezeptor-Ligand-Dimere die Transkription aktivieren, wéihrend eine
DNA-Bindung der Rezeptoren in Abwesenheit der Liganden die Genexpression reprimiert
(Levin et al. 1992; Elmazar et al. 1997; Ali-Khan und Hales 2006).

Die Retinoide wurden auch in vielen in vitro Embryotoxizititstests untersucht, wobei sich der
Beinknospen-Micromass-Test als besonders geeignet erwies, die unterschiedliche Teratogenitét
verschiedener Retinoide zu detektieren. Kistler (1987) untersuchte 25 Retinoide und fand fiir
Retinoide mit einer Carboxylgruppe eine gute Korrelation zwischen den ermittelten 1Cso-Werten
und der niedrigsten teratogenen Dosis in parallelen Versuchen mit der Ratte. In einer weiteren
Studie untersuchten Kochhar ef al. (1988) Retinol und Retinsdure im Micromass-Test und stell-
ten fiir Retinsdure eine 20-fach hohere teratogene Wirkung fest. Den Unterschied begriindeten
sie mit dem Fehlen einer metabolischen Aktivierung des Retinols. Auch im WEC-Test mit
Rattenembryonen wurden Retinol und Retinsédure getestet (Morriss und Steele 1977), wobei auch
dort Retinsdure die groBere teratogene Wirkung hatte und das Wachstum stirker hemmte als

Retinol.
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2.4.4 Cyclophosphamid und 4-Hydroperoxycyclophosphamid

Cyclophosphamid (CPP; N,N-Bis(2-chorethyl)-1,3,2-oxazaphosphinan-2-amin-2-oxid) ist ein
antineoplastisches Chemotherapeutikum und gehort zur Gruppe der Stickstoff-Lost-Verbindun-
gen. Bei Raumtemperatur ist es ein weilles kristallines Pulver und gut wasserloslich (40 g/L).
Das 4-Hydroperoxycyclophosphamid (4HC) wird als Vorlaufer der Metaboliten von
Cyclophosphamid eingesetzt, wenn kein bioaktivierendes System vorliegt. 4HC ist bei Raum-
temperatur kristallin und stabil, wird jedoch rasch zu 4-Hydroxycyclophosphamid (4-OH-CPP)
konvertiert, sobald es in wissrige Losung gelangt. Diese Verbindung entsteht auch, wenn
Cyclophosphamid enzymatisch bioaktiviert wird (Ludeman 1999).

In der Krebstherapie wird Cyclophosphamid als Prodrug eingesetzt. Daher geht die therapeu-
tische Wirkung von den Metaboliten des Cyclophosphamid aus, die in einer mehrstufigen Reak-
tionskaskade gebildet werden. Nur der erste Schritt der Reaktionskaskade wird dabei durch En-
zyme katalysiert, die weiteren Schritte verlaufen spontan. Zunéchst wird das Cyclophosphamid
durch hepatische Enzyme des Cytochrom-P450-Systems zu 4-Hydroxycyclophosphamid (4-OH-
CPP) oxidiert (vgl. mit 4HC weiter oben). Die grofite Rolle spielen dabei CYP2B, CYP2C und
CYP3A Enzyme (Roy et al. 1999; Griskevicius et al. 2003; Chen et al. 2005), aber auch Peroxi-
dasen (Kanekal und Kehrer 1993) wurden mit der Aktivierung von Cyclophosphamid in Verbin-
dung gebracht. Das 4-OH-CPP reagiert dann weiter durch eine reversible Offnung des Kohlen-
stoffrings zu dem Tautomer Aldophosphamid, welches irreversibel zu Acrolein und Phosphora-
mid Mustard fragmentiert. Dieser reagiert unter Hydrolyse seiner P-N Bindung weiter zu
Chlorethylaziridin. Das Phosphoramid Mustard ist ein bifunktionales Alkylans und induziert
DNA-Strang-Vernetzungen (cross-links), indem es die Desoxyguanosin-Reste komplementirer
DNA-Stringe an der N7-Position alkyliert (Ludeman 1999; Bailey et al. 2005). Die
Bisalkylation verhindert die Replikation der DNA und induziert den Zelltod, woraus sich sowohl
der therapeutische Effekt als auch die mutagene und teratogene Wirkung des Phosphoramid
Mustard ableiten lassen. In Bezug auf die therapeutische und teratogene Wirkung kommt dem
Phosphoramid Mustard im Vergleich zu den anderen Metaboliten des Cyclophosphamid die
groffte Bedeutung zu (Desmeules und Devine 2006). Das aus der Spaltung von Aldophosphamid
ebenfalls entstehende Acrolein ist leicht fliichtig. Man nimmt an, dass es bei der Cyclophospha-
mid-Chemotherapie fiir Nebenwirkungen wie der Zystitis verantwortlich ist (Bailey et al. 2005),
und es wirkt ebenfalls teratogen (Hales 1982; Stahlmann et al. 1985). Das Chlorethylaziridin ist
leicht fliichtig, wirkt auch bisalkylierend und dadurch zytotoxisch. Sein Beitrag zu den durch
Phosphoramid Mustard induzierten Effekten wird diskutiert (Ludeman 1999).

Die proteratogene Wirkung von Cyclophosphamid ist in der Literatur gut dokumentiert.

Cyclophosphamid alleine weist dabei nur wenig biologische Aktivitit auf (Spielmann und Jacob-
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Miiller 1981; Hales und Jain 1986). Die Metaboliten des Cyclophosphamid fiihrten in allen
Studien, die mit Sdugetieren durchgefiihrt wurden (Ratte, Maus, Kaninchen, Primaten), zu
vielféltigen MiBbildungen des Kopfes und der Gehirnregion wie Gaumenspalten, Exencephalie,
Mikrocephalie, Hydrocephalie; der Wirbelsdule und des Skeletts, sowie der vorderen und
hinteren Extremitidten wie Syndactylie, Polydactylie, Plantarflexionen oder Knickschwanz
(Hackenberger und Kreybig 1965; Gibson und Becker 1968; Gebhardt 1970; Fritz und Hess
1971; Hendrickx et al. 1991). AuBerdem wurde von Milbildungen des Herzens bei
Langschwanzaffen (Macaca fascicularis) und Hithnern berichtet (Novotna und Jelinek 1990;
Hendrickx er al. 1991). Auch beim Menschen fiihrte die Therapie mit Cyclophosphamid zu
Embryopathien wie Gaumenspalten, MiB3bildung der Extremititen, Wachstumsretardierungen,
Anomalien bei Ohren und Augen, sowie Defekte des ZNS (Kirshon et al. 1988; Mutchinik et al.
1992; Enns et al. 1999).

In einer Vielzahl von in vitro-Tests wurden Cyclophosphamid bzw. 4HC und seine Metabo-
liten als Modellsubstanz erfolgreich eingesetzt. Die Aktivierung des Cyclophosphamid erfolgte
dabei auf unterschiedliche Weise. In Genotoxizititstests wie dem Schwesterchromatidaustausch-
Assay (SCE-Assay) wurde Cyclophosphamid durch HepG2- bzw. H4IIE-Zellen aktiviert. In die-
sen Tests waren die Zellen sowohl Metabolisierer als auch Zielzellen (Green et al. 1982;
Dearfield et al. 1983, 1986; Chang et al. 1988). Im Micromass-Test fithrten sowohl 4HC als auch
Phosphoramid Mustard und Acrolein zu Mi3bildungen der vorderen und hinteren Extremititen
(Hales und Jain 1986; Hales 1989). Cyclophosphamid selbst konnte in diesem Assay durch ein
rekonstituiertes Cytochrom P450-System aktiviert werden (Kastner et al. 1988). In vitro kulti-
vierte Rattenembryonen (WEC-Test) wurden ebenfalls mit Cyclophosphamid getestet. Dabei
wies Cyclophosphamid ohne Aktivierung nur eine geringe biologische Aktivitit auf, in Ratten-
serum enthaltenes aktiviertes Cyclophosphamid wirkte dagegen teratogen (Klein et al. 1980).
Mit einer Hepatozyten-Kokultur konnte Cyclophosphamid im WEC-Test ebenfalls aktiviert
werden und fithrte zu Missbildungen bei Embryonen von Ratte und Maus (Oglesby 1986;
Ozolins 1995). SchlieBlich wurde der Nachweis des embryotoxischen Potenzials von Cyclophos-
phamid auch mit gentechnisch verianderten murinen embryonalen Stammzellen gefiihrt, die GFP
(Green Fluorescent Protein) exprimieren, sobald sie zu Kardiomyozyten differenziert sind
(Bremer et al. 2002). Das Cyclophosphamid wurde hier in einer separaten Zellkultur durch V79-
Zellen aktiviert, die mit CYP2B1 cDNA transfiziert waren, und dessen Mediumiiberstand nach

24 h Exposition den Stammzellen zugefiihrt wurde.
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2.4.5 Albendazol und Albendazol-Sulfoxid

Albendazol, (Methyl-5-(propylthio)-1H-benzimidazol-2-yl carbamat; ABZ) und Albendazol-
Sulfoxid, (Methyl-5-(propylsulfonyl)-1H-benzimidazol-2-yl carbamat) gehoren zur Klasse der
Benzimidazole und werden als Breitband-Antihelminticum zur Behandlung von Nematoden,
Cestoden und Trematoden in der Veterinédr- und Humanmedizin eingesetzt (Cristofol et al. 1997,
Teruel et al. 2003). Beide Verbindungen sind bei Raumtemperatur kristallin und in DMSO
l6slich.

In vivo wird Albendazol schnell und reversibel durch mikrosomale Cytochrome P-450 und
Flavin-haltige Monooxygenasen (FMO) zu Albendazol-Sulfoxid oxidiert. Da Albendazol-
Sulfoxid ein chirales Zentrum besitzt, entstehen die zwei Enantiomere (+)-Albendazol-Sulfoxid
und (-)-Albendazol-Sulfoxid. Das (+)-Albendazol-Sulfoxid entsteht wahrscheinlich durch die
FMO-Aktivitit, das (-)-Albendazol-Sulfoxid hingegen durch die CYP450-Aktivitdt (Velik et al.
2005). Beide Enantiomere werden dann in einem weiteren irreversiblen Oxidationsschritt durch
Cytochrom P-450 zum relativ inaktiven und untoxischen Albendazol-Sulfon umgesetzt.

Die therapeutische Wirkung von Albendazol und Albendazol-Sulfoxid beruht auf ihrer
selektiven Affinitit fur die Mikrotubuli intestinaler Zellen von Parasiten wie Nematoden, wo sie
an das zellulare Tubulin binden, seine Polymerisation und damit die Ausbildung des
Spindelapparates behindern und so den Ablauf der Mitose beeintrichtigen oder verhindern
(Capece et al. 2003; Navarro et al. 1999; Piscopo et al. 1997). Dieser Mechanismus wurde auch
mit den embryotoxischen Effekten in Verbindung gebracht (Whittaker und Faustman 1991),
welche in Schafen, Rindern und Ratten nachgewiesen wurden (Cristofol e al. 1997; Delatour et
al. 1981; Mantovani et al. 1995; Navarro et al. 1999; Teruel et al. 2003). Delatour et al. (1981,
1984) stellten in Versuchen mit Ratten fest, dass die teratogene Wirkung dabei hauptsédchlich auf
das Albendazol-Sulfoxid zuriickzufithren ist, welches durch die Oxidation von Albendazol
entsteht. Verabreichten sie Albendazol zusammen mit Proadifen (SKF-52A), einem Inhibitor
mikrosomaler Oxidation, konnte in den Versuchen fast keine Embryotoxizitit festgestellt
werden. Capece et al. (2003) bestitigten in weiteren Tests mit Ratten das teratogene Potenzial
von Albendazol-Sulfoxid. Cristofol ef al. (1997) haben andererseits bei der Untersuchung von
Netobimin, einer Substanz, die in Kontakt mit gastrointestinalen Bakterien zu Albendazol
transformiert wird, die teratogenen Effekte auf die Summe der Wirkungen von Albendazol und
Albendazol-Sulfoxid zuriickgefiihrt, wobei dem Albendazol-Sulfoxid jedoch die groflere Potenz
zugeschrieben wurde. In den Untersuchungen von Ratten wurden Mif3bildungen der Wirbelsédule
und Rippen, der Extremitidten und der Blutgefille festgestellt (Capece et al. 2003; Cristofol et al.
1997; Delatour 1981, 1984; Navarro et al. 1999), und Mantovani et al. (1995) verzeichneten

auch am Herz von Rattenembryonen morphologische Abnormalititen. Beim Menschen scheinen
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dagegen therapeutische Dosen von Albendazol zu keinen kongenitalen Defekten zu fiihren
(Bradley und Horton 2001).

Im Micromass-Test wurden Albendazol und Albendazol-Sulfoxid erfolgreich getestet und
erwiesen sich als sehr potent (Whittaker und Faustman 1991). Rolin et al. (1989) exponierten
HepG2-Zellen gegeniiber Albendazol und stellten fest, dass die Zellen das Albendazol zu

Albendazol-Sulfoxid metabolisieren konnten.
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3 Material und Methoden

Bei vielen Methoden wurden Zellen, Medium oder Testansétze unter definierten Bedingungen

inkubiert. Falls nicht anders angegeben, fand diese Inkubation in einem Brutschrank (Heraeus)

bei 37°C Lufttemperatur, 5% CO, und 95% relativer Luftfeuchtigkeit statt.

Die Hersteller der verwendeten Geridte und Materialien sind im folgenden in Kurzform

angegeben. Eine Liste mit vollstdndigen Angaben befindet sich im Anhang (11.1).

3.1 Gerdte und Verbrauchsmaterial

Gerat, Modell Hersteller
Spektrophotometer, Sunrise Tecan
Spektrophotometer, Polarstar Galaxy BMG
Zentrifuge, Heraeus Multifuge 3 S-R Thermo Fisher
Lichtmikroskop, CK X31SF Olympus
Ultrazentrifuge, 5415D Eppendorf
Electronicrihrer, Variomag Mono H+P
Mini-Schttler, MS1 IKA
Sterilwerkbank, Heraeus Herasafe HSP12 Thermo Fisher
Waage, AX205DR Mettler
Waage, Extend Sartorius
Brutschrank, HeraCell 150 Thermo Fisher
Kryo-Einfriergerat, Nalgene Cryo -1°C Freezing Container 5100-0001 Nalge
Zellkultureinséatze, Anopore 0,2 um (8-Well-Streifen, 10 mm, 25 mm Einsdtze)  Nunc
Multiwellschalen, QuadriPERM Vivascience
Multiwellschalen Nunc
Mikrowellplatten Nunc
Gasdurchlassige Abdeckfolie, NUNC241205 Nunc
Zellkulturflaschen Nunc

3.2 Tiere und Zelllinien

Tiere Herkunft

Wistar WU Ratte, mannlich
NMRI Maus, mannlich

Charles River
Charles River

Zelllinien Herkunft
H4lIE, CRL-1548 ATCC
Hepa 1-6, ACC 175 DSMZ
HepG2, ACC 180 DSMZ
ES-D3, CRL-1934 ATCC
BALB 3T3 Klon A31, ACC 173 DSMZ

BALB 3T3 Klon A31, CCL-163 ATCC
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3.3 Chemikalien

3.3.1 Modellsubstanzen

Im Rahmen des Verbundprojektes sollten die Modellsubstanzen Valpromid, Valproinsaure,
Retinol, all-trans-Retinsdure, Cyclophosphamid und 4-Hydroperoxycyclophosphamid (4HC)
untersucht werden. Die meisten Stammlosungen wurden vom Projektpartner Stiftung
Tierdrztliche Hochschule Hannover, Abteilung fiir Lebensmitteltoxikologie, Institut fiir Lebens-
mitteltoxikologie und Chemische Analytik, Leitung Prof. Heinz Nau (im weiteren kurz TiHo
genannt) in DMSO hergestellt und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. Weitere
Modellsubstanzen wurden direkt vom Hersteller bezogen und damit Stammlosungen oder

Testmedien hergestellt. Die Charakteristika dieser Chemikalien sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.

Tab. 5: Charakteristika und Bezugsquelle der Modellsubstanzen. Eine detaillierte Liste der Hersteller
bzw. der Quelle befindet sich im Anhang (11.1).

Modellsubstanz CAS-Nr. Bestellnr.  Matrix/Lm. Reinheit Hersteller/Quelle
5-Fluorouracil (5FU) 51-21-8 F6627 Pulver >99% Sigma-Aldrich
Albendazol (ABZ) 54965-21-8 A4673 Pulver >98% Sigma-Aldrich
(+ -) Albendazol-Sulfoxid 4o. >98%

(Ricobendazol; ASO) 54029-12-8 R3310 Pulver (Racemab) LKT
Cyclophosphamid- e o .
Monohydrat (CPP) 6055-19-2  C0768 DMSO >97% TiHof1
Cyclophosphamid-Mono- Y i

hydrat (Endoxan; CPP) 6055-19-2 Pulver k.A. Baxter
4-Hydroperoxy- e i o .
cyclophosphamid (4HC) 39800-16-3 D-18864 Pulver >96% Niomech
Retinol (RO) 68-26-8 95144 DMSO 99% TiHo2
all-trans-Retinsaure (RA) 302-79-4 R2625 DMSO >98% TiHo1
Valpromid (VPD) 2430-27-5 - DMSO 99% TiHo3
Valpromid (VPD) 2430-27-5 L08847 Pulver 98,6% Johnson
Valproinsaure (VPA) 99-66-1 P6273 DMSO 99,9% TiHo1
Valproinsaure (VPA) 99-66-1 P6273 Flussig 99,9% Sigma-Aldrich

Lm. = Lésungsmittel; k.A. = keine Angaben
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3.3.2 Laborchemikalien
Alle Chemikalien wurden in p.A. Qualitit bezogen und alle Losungen in Aqua destillata

(A. dest.) hergestellt. Abweichungen davon sind angegeben.

Chemikalie Hersteller
1-Chlor-2,4-Dinitrobenzol Sigma-Aldrich
2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich
2-Propanol Merck
3-Methylcholanthren Sigma-Aldrich
4-Nitrophenol Sigma-Aldrich
7-Ethoxycoumarin Sigma-Aldrich
Benzyloxyresorufin Sigma-Aldrich
BSA (Bovine Serum Albumin) Sigma-Aldrich
Calciumchlorid*2H20 Merck

CDNB (1-Chlor-2,4-dinitrobenzol) Sigma-Aldrich
Collagenase-Lyophilisat Typ | Sigma-Aldrich
Collagenase-Lyophilisat Typ 1V, C5138 Sigma-Aldrich
D(+)-Glucose-Monohydrat Merck
Dicumarol (3,3'Methylene-bis(4-hydroxycoumarin)) Sigma-Aldrich
DMSO AppliChem
EDTA Sigma-Aldrich
EGTA Sigma-Aldrich
ESGRO (mLIF) Millipore
Ethanol Merck
Ethoxyresorufin (Resorufin-Ethylether) Sigma-Aldrich
Fotales Kélberserum Biochrom
Gelatine Biochrom
Gentamicin Sigma-Aldrich
GlutaMAX - | (Gibco) Invitrogen
Glutathion (GSH) Sigma-Aldrich
GST aus Rattenleber Sigma-Aldrich
Hepes Biochrom
Insulin, Insuman Comb 25 Aventis
Kaliumchlorid Merck
Kaliumphosphat Sigma-Aldrich
Ketavet® Pharmacia
Isotone Kochsalzlésung (0,9%) Braun
L-Glutamin Biochrom
L-Glutathion, reduced Sigma-Aldrich
Magnesiumchlorid Merck
Mercaptoethanol Sigma-Aldrich
B-NADPH Sigma-Aldrich
Natriumacetat-Trihydrat Merck
Natriumchlorid Merck
Natriumhydroxid Merck
Natriumpyruvat Biochrom
Nichtessenzielle Aminosauren (NEA) Biochrom
Percoll Sigma-Aldrich
Penicillin G Sigma-Aldrich
Penicillin/Streptomycin Biochrom
Pentoxyresorufin Sigma-Aldrich
Phenobarbital Sigma-Aldrich
Phenolphthalein Sigma-Aldrich
Prednisolon (Solu-Decortin H 10 mg) Merck

Protein Assay Konzentrat Bio-Rad
Rattenkollagen-R menal
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Chemikalie Hersteller
Resorufin Sigma-Aldrich
Rompun® Bayer
Salicylamid (2-Hydroxybenzamid) Sigma-Aldrich
SDS (Sodiumdodecylsulfat; Laurylsulfat) Sigma-Aldrich
Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromid (MTT) Sigma-Aldrich
Tris (Tris(Hydroxymethyl)aminomethan) Sigma-Aldrich
Triton X-100 Sigma-Aldrich
Trypsin/EDTA-L6sung, L2143 Biochrom
UDP-Glucuronséure Sigma-Aldrich
Umbelliferon (7-Hydroxycoumarin) Sigma-Aldrich
B-Glucuronidase/ Arylsulfatase Roche
d-Aminolaevulinic acid Sigma-Aldrich
Medium / Puffer, Bestellnummer Hersteller
DMEM, Gibco, 41965 Invitrogen
DMEM/F12 HAM-Pulver, D8900 Sigma-Aldrich
MEM, Gibco, 51200 Invitrogen
Williams Medium E, F1125 Biochrom
PBS-Dulbecco, L1825 Biochrom
RPMI-1640 Sigma-Aldrich

3.4 Zellkulturverfahren

3.4.1 Behandlung von Zellkulturschalen

Zur Verbesserung der Zelladhédsion wurden Zellkulturplatten, -flaschen oder -einsitze nach
Bedarf mit Kollagen oder Gelatine beschichtet. Zur Beschichtung von Zellkulturplatten mit
Kollagen wurde eisgekiihlte Kollagenlosung in ein Well pipettiert (50 pL/cm?), durch
Schwenken gleichmiaBig verteilt und fiir 30 min inkubiert. Zur Benetzung von Zellkulturplatten
oder -einsidtzen mit Kollagen wurde wie bei der Beschichtung verfahren, unmittelbar nach dem
Verteilen der Kollagenlosung diese jedoch wieder abgesaugt und die Platten oder Einsitze fiir
30 min inkubiert. Zur Beschichtung von Zellkulturflaschen mit Gelatine wurde die Gelatine in
die Flasche gegeben (1 mL/10 cm?) und 30 min inkubiert. Die Gelatine wurde abgesaugt und die

Flasche mit warmem PBS gewaschen.

Kollagenlosung: 1,5 mg/mL Rattenkollagen-R in DMEM, pH 7,4
Gelatine: 10 mg/mL Schweinehaut-Gelatine in A. dest.
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3.4.2 Isolierung primirer Hepatozyten

Die Isolierung von priméren Rattenhepatozyten (Rhp) bzw. Maushepatozyten (Mhp) wurde in
Anlehnung an das Protokoll von Klaunig et al. (1981) durchgefiihrt. Die Parameter des
angewendeten Protokolls sind in Tabelle 6 zusammengefasst. Ein minnliches Tier wurde durch
die intraperitoneale Injektion eines Narkotikums sowie zusitzlichem Anlegen einer Ethermaske
betdubt. Nach Verschwinden der Reflexe (Druck auf die Hinterpfote) wurden Bauch und Brust
mit 70% Ethanol abgerieben, der Bauchraum getffnet und die Leber freigelegt. In die Portalvene
wurde eine Fliigelkaniile gelegt und mit einer Arterienklemme fixiert. Nach Einschalten der
Perfusionspumpe wurde die Vena cava im Bauchbereich durchtrennt und die Leber zunichst mit
Puffer A, dann mit Puffer B perfundiert. Anschlieend wurde die Leber von ihren Ligamenten
befreit und in eiskaltes steriles Zellgewinnungsmedium {iiberfiihrt. Dann wurde die Leber an der
Kapsel festgehalten und vorsichtig mit einem Skalpell angeritzt. Die Hepatozyten wurden durch
leichtes Schwenken im Medium herausgeschiittelt und die Zellsuspension {iiber steriler Gaze
filtriert. Das Schwenken und Filtrieren wurde so oft wiederholt, bis sich keine Hepatozyten mehr
herauslosen lieBen. SchlieBlich wurden die Zellen dreimalig (Rhp) bzw. zweimalig (Mhp)
gewaschen (Zentrifugation, Verwerfen des Uberstandes, Resuspension des Zellpellets, siehe Tab.
6). Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurde das Zellpellet in HP-Medium aufgenommen
und die Zellvitalitat mit dem Trypanblau-Exklusionstest (3.5.1) bestimmt. Zellsuspensionen mit

weniger als 70 - 80% vitalen Zellen wurden verworfen.

Puffer A: 4,15 g NaCl, 0,25 g KCl, 1,2 g HEPES, 10,2 ml, EGTA-Stamml6sung
(19 g/l in 2N NaOH) in 1 L Reinstwasser, pH 7,4. Da EGTA im sauren
und neutralen pH-Bereich schwer I6slich ist, erfolgte die pH-Einstellung
im fertigen Puffer. Die EGTA-Stammlosung wurde am selben Tag ange-
setzt.

Puffer B: 1,95 g NaCl, 0,25 g KCl, 0,35 g CaCl,*2H,0, 1,2 g HEPES in 0,5 L
Reinstwasser, pH 7,2. Zu dieser Losung wurde unmittelbar vor der Perfu-
sion Collagenase-Lyophilisat Typ IV (Ratte) bzw. Typ I (Maus) gegeben
und eine Konzentration von 50 - 100 U/mL (Ratte) bzw. 100 U/mL
(Maus) eingestellt. Das unsterile Lyophilisat wurde zuvor in 20-50 ml
Puffer B aufgelost und steril filtriert (0,22 pm).

Percoll-Losung: 10% Percoll, 90% 10-faches DMEM (DMEM/F12-Pulver 10-fach
konzentriert ansetzen)

HP-Medium: 5% FCS, 5 mM L-Glutamin, 100 U/mL Penicillin, 100 pg/mL
Streptomycin, 10 pg/mL Gentamicin, 7 ug/mL Insulin, 0,75 pg/mL
Prednisolon, 17,45 ng/mL Glukagon in Williams Medium E (WME)
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Tab. 6: Parameter zur Isolierung von priméren Hepatozyten.

Ratte Maus
Narkotikum 10 uL/10 g KG Ketavet® 0,5 mL 10%iges Ketavet®
40 pL/100 g KG Rompun® 0,1 mL 2%iges Rompun®
- In einer Spritze aufziehen 4,4 mL phys. Kochsalzlésung
- 0,1 mL/10 g KG applizieren
Kérpergewicht ca. 200 g 30-35¢
Durchfluss- 15 mL/min 10 mL/min
geschwindigkeit
Perfusion mit Puffer A 10 min 4 min
Perfusion mit Puffer B 5 min 12 min
Zellgewinnungsmedium WME Puffer B (mit Collagenase Typ I)
Waschen der Waschmedium: WME Waschmedium: HP-Medium
Hepatozyten 1. Zentrifugation: 4 min, 40 g 1. Zentrifugation: 5 min, 50 g

- Pellet in WME I6sen und 1:1 2. Zentrifugation: 5 min, 50 g
mit Percoll-Lésung mischen

2. Zentrifugation: 4 min, 80 g

3. Zentrifugation: 2 min, 40 g

3.4.3 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl einer Suspension wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer
(Modell improved) vorgenommen, die eine Kammertiefe von 0,1 mm besitzt. Zur Auszdhlung
der Zellen wurden die vier GroBquadrate in den Ecken des Zihlnetzes verwendet, die zur
Leukozytenzihlung vorgesehen sind und eine Flache von 1 mm? je GroBquadrat aufweisen. Es
wurde ein Aliquot der Zellsuspension in den Hohlraum der Zahlkammer pipettiert, die Zellen in
den vier GroBquadraten der Zdhlkammer im Mikroskop bei 100-facher Gesamtvergro3erung
gezidhlt und die durchschnittliche Zellzahl eines GroBquadrates bestimmt. Die Zellkonzentration

wurde dann nach Gleichung 1 berechnet.

Gleichung 1: Czellen = Mgz X 10.000

mit

C7Zellen Zellkonzentration (Zellen/mL)

Naz Durchschnittliche Zellzahl pro GroBquadrat (Zellen/0,1 uL)

3.4.4 Kultivierung primirer Hepatozyten
Die Hepatozyten wurden als Monolayer in 24-Well-Platten mit Kollagenbeschichtung (3.4.1)
ausgesit (2 X 10° vitale Zellen/Well, 1 mL/W ell). Nach einer Anwachszeit von 2,5 h wurde die

Kultur zweimalig mit warmem PBS gewaschen und in HP-Medium fiir 24 h inkubiert. Danach
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wurden sie erneut mit warmem PBS gewaschen und das Testmedium zugegeben. Weitere

Medienwechsel erfolgten téglich.

3.4.5 Kaultivierung von Zelllinien

Die in dieser Arbeit eingesetzten Zelllinien wachsen adhédrent und wurden in Kulturflaschen
mit zellspezifischem Medium kultiviert (Tab. 7). Nachdem sie 80 - 100% Konfluenz erreicht
hatten (ES-D3-Zellen 50 - 80% Konfluenz) wurden sie passagiert. Dazu wurden die Zellen mit
warmem PBS gewaschen, mit Trypsin/EDTA-Lo6sung (0,05% / 0,02% w/v) versetzt und fiir
einige Minuten inkubiert. Dann wurden sie durch leichtes Klopfen vom Boden der Kulturflasche
gelost, die Trypsinierung durch Zugabe von Kulturmedium gestoppt, die Zellen mehrmalig
resuspendiert und ein Aliquot der Suspension in eine neue Flasche iiberfiihrt. Bei den ES-D3-
Zellen wurde dem Kulturmedium nach jeder Passage 1000 U/mL mLIF zugesetzt, um die

Pluripotenz der Zellen zu erhalten (Williams et al. 1988).

H4IIE-Medium: 10% FCS, 2 mM GlutaMAX, 100 U/mL Penicillin, 100 pg/mL Strepto-
mycin, 1% nicht-essentielle Aminosduren, 1 mM Natriumpyruvat in
MEM

Hepa 1-6-Medium: 10% FCS, 100 U/mL Penicillin, 100 pg/mL Streptomycin in DMEM

HepG2-Medium: 10% FCS, 2 mM GlutaMAX, 100 U/mL Penicillin, 100 pg/mL Strepto-
mycin in RPMI-1640

ES-D3-Medium: 15% FCS, 2 mM GlutaMAX, 100 U/mL Penicillin, 100 pg/mL Strepto-
mycin, 1% nicht-essentielle Aminoséuren, 0,1 mM B-Mercaptoethanol in
DMEM

3T3-Medium: 10% FCS, 2 mM GlutaMAX, 100 U/mL Penicillin, 100 pg/mL

Streptomycin in DMEM
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Tab. 7: Herkunft und Kultivierungsparameter der verwendeten Zelllinien.

Zellart Herkunft und Eigenschaften Kultivierungsparameter
KF Passagen- Verdiin- Max.
(cm?) intervall (d) nung Passage
Reuber-H35 Hepatom einer Ratte (Pitot i B4
H4IIE et al. (1964). Epithelial, adharent. 75 2-4 1:5-1:20 "
Hepa 1-6 BW7756-Hepatom einer C57L-Maus. 75 3.4 13-110 10

Epithelial, adharent.

Hepatozellkarzinom eines 15-jahrigen
HepG2 argentinischen Jungen (Aden et al. 75 4-6 1:3-1:6 14
1979). Epithelial, adharent.

Innere Zellmasse der Blastozyste einer
129/Sv+c/+p Maus. Pluripotente

ES-D3 ! w 25 2-3 1:3-1:20 20
embryonale Stammzelle; sphérische
Kolonien, adhérent.
Aus 14 bis 17 Tage alten disaggregier-

EQEBA%IS ten BALB/c Mausembryonen. Fibroblast, 75 2-3 1:5-1:20 25

adharent.

KF = Zellkulturflasche; Verdinnung = Typische Verdinnung bei einer Passage.

3.4.6 Einfrieren von Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen in eiskaltem zellspezifischen Medium mit 15% FCS und
10% DMSO versetzt (Zelldichten: H4IIE, Hepa 1-6, HepG2 2,5 X 10° Zellen/mL; ES-D3, 3T3
3 x 10° Zellen/mL), in Kryordhrchen aliquotiert und in einem mit Isopropanol gefiillten Kryo-
Einfriergerit bei -80°C eingefroren. Zur langfristigen Aufbewahrung wurden die Kryoréhrchen

in fliissigem Stickstoff bei -196 °C gelagert.

3.4.7 Auftauen von Zellen

HA4IIE-, Hepa 1-6-, HepG2-, 3T3-Zellen: In eine T25-Kulturflasche wurde 7 mL zellspezifi-
sches warmes Medium mit 20% FCS gegeben, die Zellen im Kryorohrchen in einem 37°C
warmen Wasserbad ziigig aufgetaut und unmittelbar in die Flasche iiberfiihrt. Nach 2-3 h wurde
das Medium entfernt und die Kultur in zellspezifischem Medium fortgesetzt.

ES-D3-Zellen: Die Zellen wurden in einem 37°C warmen Wasserbad ziigig aufgetaut, in
warmes ES-D3-Medium {iiberfiihrt, zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und in 7 mL ES-
D3-Medium wieder aufgenommen. Diese Suspension wurde zusammen mit mLIF (1000 U/mL)
in eine mit Gelatine beschichtete T25-Kulturflasche (3.4.1) gegeben und die Zellen darin

inkubiert.
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3.4.8 Herstellung von Zelllysat

Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurde PBS in ein Well pipettiert (24-Well-Platte:
100 uLL pro Well; 12 Well Platte: 180 uL pro Well; 6-Well-Platte: 600 uL pro Well) und die
Platte bei -20°C eingefroren. Nach dem Auftauen wurden die lysierten Zellen vom Wellboden
geschabt, in ein Eppendorf-Cup iiberfiihrt, resuspendiert und bis zur weiteren Verwendung auf

Eis gehalten.

3.5 Bestimmung der Zytotoxizitiit

3.5.1 Trypanblau-Ausschlusstest

Mit dem Trypanblau-Ausschlusstest konnen lebende von toten Zellen unterschieden und
damit die Zellvitalitit bestimmt werden. Der Farbstoff Trypanblau diffundiert dabei durch die
Zellmembran toter Zellen und fédrbt diese blau. Lebende Zellen nehmen die geladenen
Farbstoffpartikel nicht auf und erscheinen im Mikroskop daher gelblich-farblos. Fiir die
Bestimmung wurden 100 uLL Trypanblau mit 900 uL Zellsuspension vermischt und 20 uL. davon
in eine Neubauer-Zahlkammer pipettiert. Mit Hilfe eines Mikroskops wurden ungefirbte und
gefirbte Zellen gezihlt, die Zellzahlen pro Milliliter bestimmt (3.4.3) und der Anteil vitaler
Zellen aus der Differenz zwischen Gesamtzellzahl und Anzahl gefirbter Zellen berechnet (Lindl

et al. 2000).

3.5.2 MTT-Test

Die Proliferation und Vitalitit von Zellen kann mit dem MTT-Test (MTT = 3-[4,5-Di-
methylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) bestimmt werden (Laschinsky ef al. 1991;
Mosman 1983; Spielmann et al. 1997). Dabei wird die Aktivitit der mitochondrialen Succinat-
Dehydrogenase gemessen, ein Enzym aus der Atmungskette. Das schwach gelbe, wasserlosliche
MTT wird von den Zellen aufgenommen und sein Tetrazoliumring durch die Succinat-
Dehydrogenase aktiver Mitochondrien aufgebrochen (Reduktion, vgl. Abb. 2). Durch diese
Reaktion entsteht das dunkelblau/violette, wasserunlosliche Formazan, welches in der Zelle
ausfillt. Durch Zugabe des Losungsreagenz werden die Zellen lysiert und das Formazan gelost,
wodurch es photometrisch nachgewiesen werden kann. Die Konzentration verhélt sich

proportional zur Anzahl der vitalen Zellen.
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Abb. 2: Reaktionsmechanismus der Fallung des MTT durch Succinat-Dehydrogenase.

3.5.2.1 Bestimmung in 96-Well-Platten

Nach einmaligem Waschen mit warmem PBS wurde pro Well 200 uL. MTT-Medium
pipettiert und fiir 3 h inkubiert. Das MTT-Medium wurde abgenommen, 200 uL SDS-
Losungsreagenz zugegeben und die Platte fiir 30 min geschiittelt. Danach erfolgte eine
Absorptionsmessung bei 570 nm mit einer Referenzwellenldnge von 620 nm (Spektrophotome-

ter, Polarstar Galaxy).

MTT-Medium: Kulturmedium mit 0,5 mg/mL MTT
SDS-Losungsreagenz: 20% SDS-Stock in 2-Propanol
SDS-Stock: 200 mg/mL SDS

3.5.2.2 Bestimmung in Zellkultureinsditzen

8-Well-Streifen: Die 8-Well-Streifen wurden mit warmem PBS gewaschen und in eine 96-
Well-Platte eingesetzt, in der sich pro Well 170 uL. MTT-Medium befanden. In jeden
Zellkultureinsatz eines 8-Well-Streifens wurden 60 uL MTT-Medium pipettiert und die Platte
fiir 3 h inkubiert. Dann wurde das MTT-Medium aus den Streifen entfernt und die Streifen innen
und auflen mit warmem PBS gewaschen. In eine neue 96-Well-Platte wurden 120 pL HCI-
Losungsreagenz pro Well vorgelegt, die Streifen eingesetzt, die Kultureinsidtze mit je 80 uL
HCI-Losungsreagenz befiillt und fiir 30 min geschiittelt. Dann wurde ein 5 mm starkes
Distanzstiick aus PEGT zwischen die Streifen und die Platte gelegt und die Platte fiir 5 min bei
250 g zentrifugiert. Die Absorptionsmessung der Losung in den Wells wurde wie unter 3.5.2.1
beschrieben durchgefiihrt.

10 mm Einséitze: Die Einsdtze wurden mit warmem PBS gewaschen und in eine 24-Well-

Platte eingesetzt, in der sich 500 uL MTT-Medium pro Well befanden. Dann wurde in jeden
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Einsatz 500 uL MTT-Medium pipettiert und die 24-Well-Platte fiir 3 h inkubiert. Das MTT-
Medium wurde aus den Einsitzen entfernt, und die Einsitze wurden in eine 24-Well-Platte
tiberfiihrt, in der pro Well 500 puL. SDS-Losungsreagenz vorgelegt waren. Es wurden 300 pL
SDS-Losungsreagenz in jeden Einsatz pipettiert, und die 24-Well-Platte wurde fiir 30 min
geschiittelt. Dann wurden die Losungen aus Einsatz und Well zusammengefiihrt, 200 uLL davon
in eine 96-Well-Platte gegeben, und die Absorptionsmessung der Losung in den Wells wie unter

3.5.2.1 beschrieben durchgefiihrt.

HCI-Losungsreagenz: 0,04 N HCI in 2-Propanol

3.6 Untersuchung von Enzymaktivitiiten

3.6.1 Bestimmung der CYP450-Aktivitit: EROD, PROD, BROD-Assay

Zur Bestimmung der Aktivitdit der 7-Ethoxyresorufin-O-Deethylase (EROD),
7-Pentoxyresorufin-O-Depentylase (PROD) bzw. 7-Benzoxyresorufin-O-Debenzylase (BROD)
in intakten Zellen wurde die Methode von Donato et al. (1993) modifiziert. Die Substrate
7-Ethoxyresorufin, 7-Pentoxyresorufin bzw. 7-Benzoxyresorufin werden in der Zelle durch
spezifische Cytochrome an der Ortho-Position zum fluoreszierenden Resorufin dealkyliert (Abb.
3), welches im Medium fluorimetrisch bestimmt werden kann (Burke et al. 1985). Um eine
weitere Oxidation des Resorufins wihrend der Substratumsetzung durch das cytosolische Enzym
Diaphorase zu vermeiden, wurde dem Substratmedium Dicumarol zugesetzt. Da Resorufin
aullerdem endogen weiter zu nicht-fluoreszierenden Produkten konjugiert werden kann, z.B.
durch Glucuronidierung oder Sulfatierung, wurden die Substratmediumiiberstinde zur Hydrolyse
der Konjugate mit B-Glucuronidase/Arylsulfatase inkubiert. Eine Unterbestimmung von
Resorufin kann so vermieden werden (Donato et al. 1993). Zur Quantifizierung dieses Hinweises
auf eine Phase II-Aktivitdt wurden parallel die Substratmediumiiberstinde nach der Inkubation
mit Natriumacetatpuffer versetzt. Wihrend der EROD-Assay CYP1A1/2-Aktivitdten nachweisen
kann, detektiert der PROD-Assay CYP2B1/2-Aktivitidt, und der BROD-Assay CYP3A-Aktivitit
(Alexandre et al. 1999; Doostdar et al. 1988, 1993).
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NADPH/H + NADP+
A \-/ A
7-Alkoxyresorufin-O-Dealkylase
R /‘\ HO
+
02 Hzo X

EROD:R= HC,0 X=CH,CHO
PROD:R= H,,CO X=C,H,CHO
BROD:R= H,C.0 X=C,H,,CHO

Abb. 3: Testprinzip der Bestimmung der EROD/PROD/BROD-Aktivitat. EROD = 7-Ethoxyresorufin-O-
Deethylase; PROD = 7-Pentoxyresorufin-O-Depentylase; BROD = 7-Benzoxyresorufin-O-Dealkylase.

Die Enzymaktivitit von Zellen in ES-D3-Medium wurde tiglich iiber vier Tage bestimmt und
die Aktivitit einer Losungsmittelkontrolle (DMSO, 0,25% v/v) mit der Aktivitit stimulierter
Zellen verglichen. Die fiir die Zellen vertrdaglichen Konzentrationen an Induktoren wurden in
Vorversuchen ermittelt. Pro Behandlung wurden drei Replikate angesetzt und Enzymaktivitét
und Proteinkonzentration (3.7) doppelt bestimmt. Die Rahmenparameter der Versuche sind in

Tabelle 8 zusammengefasst.

Tab. 8: Rahmenparameter des EROD-, PROD-, und BROD-Assays fiir H4lIE- und HepG2-Zellen. Die
DMSO-Konzentration im Medium betrug 0,25% v/v. Induziert wurde mit 3-Methylcholanthren (MC) und
Phenobarbital (PB).

HA4lIE-Zellen HepG2-Zellen
Zelleinsaat (24-Well-Platte) 7,5 x 10* Zellen/Well 2,1 x 10° Zellen/Well
MC-Konzentration 0,5 uM 0,2 uM
PB-Konzentration 1000 uM 2000 uM

Die Zellen wurden in ES-D3-Medium in eine 24-Well-Platte gesit und fiir 2 h inkubiert. Die
Aussaatdichte war so eingestellt, dass die Zellen nach 4 Tagen zu 80-100% konfluent waren, da
sie in der Wachstumsphase die hochste Enzymaktivitiit besitzen (Alexandre ef al. 1999). Nach
dem Anwachsen wurden die Zellen mit warmem PBS gewaschen und mit den Induktoren
behandelt (Tab. 8). Medium und Induktor wurden tédglich erneuert.

Zur Messung der Enzymaktivitdt wurden die Zellen zweimalig mit warmem PBS gewaschen.
Danach wurde in eine 24-Well-Platte 500 pL Substratmedium pro Well gegeben und fiir 30 min
inkubiert. Das Inkubat wurde abgenommen und die Zellen zur Proteinbestimmung lysiert (3.4.8).
Vom Inkubat wurden 75 uL pro Well in eine 96-Well-Platte pipettiert, mit 25 uL B-Glucuroni-
dase/Arylsulfatase bzw. 25 uL Natriumacetatpuffer versetzt und weitere 2 h inkubiert. Anschlie-

Bend wurden mit 200 uLL 100% Ethanol die Proteine in der Losung gefillt, die 96-Well-Platte fiir
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10 min bei 1500 g zentrifugiert, 100 uL des Uberstandes in eine schwarze 96-Well-Platte iiber-
fiihrt und die Fluoreszenz bei einer Emissionswellenlinge von 590 nm mit einer Anregungswel-
lenlinge von 530 nm gemessen (Spektrophotometer, Polarstar Galaxy). Eine Resorufin-
Standardkurve (15,625 - 1000 pmol/mL) wurde in ES-D3-Medium angesetzt und wie die Proben
behandelt. Die Enzymaktivitidten der Proben wurden mit Hilfe der linearen Regressionsanalyse
aus den Standardkurve-Messwerten berechnet und auf die zelluldre Proteinmenge bezogen (3.7).

Die Nachweisgrenze der Methode wurde mit Substratmedium ohne Zellexposition ermittelt.
Dabei wurden 24 Bestimmungen arithmetisch gemittelt und mit der 3-fachen Standardabwei-
chung multipliziert (Riicker et al. 2001). Die Nachweisgrenzen fiir Resorufin betrugen fiir den
EROD-Assay 35,9 pmol/mL, fiir den PROD-Assay 37,3 pmol/mL und den BROD-Assay
34,8 pmol/mL.

Substratmedium: Kulturmedium, Substrat*, 10 uM Dicumarol in IN NaOH, 10 mM Hepes
pH 7,1
*Substrat fiir EROD-Assay: 8 uM Ethoxyresorufin in DMSO
*Substrat fiir PROD-Assay: 15 uM Pentoxyresorufin in DMSO
*Substrat fiir BROD-Assay: 15 uM Benzoxyresorufin in DMSO
DMSO-Endkonzentration 1%

Weitere Reagenzien: 15 Fisherman Units B-Glucuronidase, 120 Roy Units Arylsulfatase/Well
in Natriumacetatpuffer
0,1 M Natriumacetatpuffer pH 4,5
1 M Hepes pH 7,4

3.6.2 Bestimmung der UDP-Glucuronosyltransferase-Aktivitit im Zelllysat

Mit dieser Methode konnen in Abhédngigkeit vom eingesetzten Substrat die Aktivitidten der
UDP-Glucuronosyltransferase-Familien 1 und 2 (UGT1/2) bestimmt werden (Watanabe et al.
1986). Dabei wird 4-Nitrophenol durch UGT1 glucuronidiert, Phenolphthalein durch UGT2. Bei
der Konjugationsreaktion von UDP-Glucuronsdure mit dem Substrat verlieren die Substrate ihre

Eigenfarbe, und die Abnahme der Absorption wird als MaB fiir die UGT-Aktivitédt herangezogen.

uUGT1/2 — ') COOH
NO; OH 4+ UDPGA NO; \ / O + UDP

HO OH
OH

Abb. 4: Testprinzip der Bestimmung der UGT1-Aktivitdt mit dem Substrat 4-Nitrophenol. UDP =
Uridindiphosphat; UDPGA = UDP-Glucuronsaure; UGT = UDP-Glucuronosyltransferase.
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Die Bestimmung der Enzymaktivitit der Zellen erfolgte nach dem Schema der
EROD/PROD/BROD-Assays (3.6.1). Die Parameter der Versuche sind in Tabelle 9

zusammengefasst.

Tab. 9: Rahmenparameter des UGT1/2-Assays fiir H4lIE- und HepG2-Zellen. Die DMSO-Konzentra-
tion im Medium betrug 0,25% v/v. Induziert wurde mit 3-Methylcholanthren (MC) und Phenobarbital (PB).

H4IIE-Zellen HepG2-Zellen
Format 6-Well-Platte 12 Well Platte
Zelleinsaat 2,88 x 10° Zellen/Well 3,86 x 10° Zellen/Well
MC-Konzentration 0,5uM 0,2 uM
PB-Konzentration 1000 pM 2000 pM

Die Zellen wurden in ES-D3-Medium in eine 6 Well bzw. 12 Well Platte gesit (Tab. 9) und
fiir 2 h inkubiert. Nach dem Anwachsen wurden die Zellen mit warmem PBS gewaschen und mit
dem Induktor behandelt. Medium und Induktor wurden tdglich erneuert. Mit der gewéhlten
Aussaatdichte erreichten die Zellen nach 4 Tagen eine Konfluenz von 80-100%.

Zur Bestimmung der UGT-Aktivitdt wurde das Zelllysat (3.4.8) im Inkubationsmedium mit 4-
Nitrophenol (UGT1) bzw. Phenolphthalein (UGT2) als Substrat fiir 60 min bzw. 120 min
inkubiert. AnschlieBend wurden davon 50 uL/Well abgenommen, die Reaktion durch Zugabe
von 100 uL 0,2 M Glycin-NaOH-Puffer gestoppt und die Absorption bei 405 nm bzw. 550 nm
gemessen (Tecan, Sunrise). Eine Standardreihe mit 16,9 - 540 nmol/mL 4-Nitrophenol bzw. 13,1
- 150 nmol/mL Phenolphthalein wurde in Reinstwasser angesetzt und wie die Proben behandelt.
Parallel wurden je Bestimmung zwei Leerwerte aus Inkubationsmedium mit PBS mitgemessen.

Die Enzymaktivitidten der Proben wurden mit Hilfe der linearen Regressionsanalyse aus den
Standardkurve-Messwerten berechnet. Die Enzymaktivitdt (nmol/mL) wurde aus der Differenz
zwischen Leerwert und Messwert berechnet. Die Nachweisgrenze der Methode wurde aus dem
Mittelwert der Leerwerte berechnet, der mit der dreifachen Standardabweichung multipliziert
wurde, und betrug im Assay mit H4IIE-Zellen fiir UGT1 357 nmol/mL, fiir UGT2
95,8 nmol/mL, und im Assay mit HepG2-Zellen fiir UGT1 335 nmol/mL und fiir UGT2

112 nmol/mL. Die Enzymaktivitit wurde auf die Proteinmenge (3.7) bezogen.

Inkubationsmedium: Zelllysat (500 - 800 pg Protein/mL), 0,1 M Tris-HCI-Puffer (pH 7.4),
40 uM EDTA, 10 mM MgCl,, 2 mM UDP-Glucuronsiure. Dazu:
- fiir UGT1-Bestimmung 360 uM 4-Nitrophenol
- fiir UGT2-Bestimmung 120 uM Phenolphthalein
Gesamtvolumen 200 pLL
Glycin-NaOH-Puffer: 0,2 M Glycin in 0,2 M NaOH pH 10,4
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3.6.3 Bestimmung der GST-AKktivitit im Zelllysat

Die zytosolische und mikrosomale GST-Aktivitit kann mit der Methode von Habig et al.
(1974) bestimmt werden (Anon 2004). Dabei wird die Konjugation von 1-Chlor-
2,4-Dinitrobenzol (CDNB) mit reduziertem Glutathion gemessen, die mit einem Anstieg der

Absorption verbunden ist. Die Anstiegsrate ist proportional zur GST-Aktivitét der Probe.

GST
GSH 4+ Cl NOo, —= GS NO, + HCI

2
NO/ NO,

Abb. 5: Testprinzip der Bestimmung der GST-Aktivitat. GSH = Gilutathion; GST = Glutathion-S-
Transferase.

Die GST-Aktivitdt von H4IIE- bzw. HepG2-Zellen in ES-D3-Medium wurde tédglich tiber vier
Tage bestimmt und mit der Aktivitdt der Losungsmittelkontrolle verglichen. Es wurden zwei
bzw. drei Replikate pro Behandlung angesetzt und die GST-Aktivitdt in einer kinetischen
Messung iiber 6 min bestimmt. Der Proteingehalt wurde doppelt bestimmt. Wichtige Parameter

der Versuche sind in Tabelle 10 zusammengefasst.

Tab. 10: Rahmenparameter des GST-Assays fiir H4lIE- und HepG2-Zellen. Die DMSO-Konzentration
im Medium betrug 0,25% v/v. Induziert wurde mit 3-Methylcholanthren (MC) und Phenobarbital (PB).

H4lIE-Zellen HepG2-Zellen
Format 12 Well Platte 92 mm Petrischale
Zelleinsaat fir 24 h Inkubation 3x 10° Zellen/Well 17 x 10° Zellen/Schale
Zelleinsaat fir 48 h Inkubation 1,48 x 10° Zellen/Well 6,8 x 10° Zellen/Schale
Zelleinsaat fur 72 h Inkubation 7,4 x 10* Zellen/Well 4,5 x 10° Zellen/Schale
Zelleinsaat fur 96 h Inkubation 7,4 x 10* Zellen/Well 2,8 x 10° Zellen/Schale
Anzahl der Replikate 3 2
MC-Konzentration 0,5 uM 0,2 uM
PB-Konzentration 1000 uM 2000 puM

Die Zellen wurden in ES-D3-Medium in eine 12 Well Platte bzw. 92 mm Petrischale gesit
und fiir 2 h inkubiert. Die Aussaatdichte war so eingestellt, dass die Zellen zum Zeitpunkt der
Bestimmung zu 80-100% konfluent waren (Tab. 10). Nach dem Anwachsen wurden die Zellen
mit warmem PBS gewaschen und mit dem Induktor behandelt. Medium und Induktor wurden
taglich erneuert.

Zur Bestimmung der GST-Aktivitiat wurden die Zellen zweimalig mit PBS gewaschen. Dann

wurde 150 uL Lysepuffer zu den Zellen gegeben, diese mit einem Zellschaber vom Boden
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abgeschabt und in ein Eppendorf-Cup iiberfiihrt. Die Zellsuspension wurde auf Eis fiir 5 min im
Ultraschallbad behandelt und bei 4°C mit 14000g fiir 15 min zentrifugiert. Der Uberstand der
Probe wurde bei -80°C eingefroren und zur Messung der GST-Aktivitit und des Proteingehaltes
wieder aufgetaut.

Fiir die GST-Bestimmung wurden zu 150 uLL Assaypuffer 20 uLL Glutathion und 20 uL. Probe
gegeben. Parallel wurde ein Leerwert (170 uL Assaypuffer + 20 uL Glutathion) und eine
Positivkontrolle (150 uLL Assaypuffer + 20 pL. Glutathion + 20 pL Rattenleber-GST) mitgefiihrt.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 uL CDNB initiiert. Nach einer Equilibrationsphase
von einer Minute (einige Sekunden schiitteln, dann Ruhen) wurde bei 25°C die Zunahme der

Absorption bei 340 nm alle 60 s iiber 6 min aufgezeichnet (Sunrise, Fa. Tecan).

Lysepuffer: 100 mM Kaliumphosphat pH 7,0; 2 mM EDTA

Assaypuffer: 100 mM Kaliumphosphat pH 6,5; 0,1% Triton X-100

Probenpuffer: 100 mM Kaliumphosphat pH 6,5; 0,1% Triton X-100, 1 mM Glutathion
(GSH), 1 mg/mL BSA

Rattenleber-GST: 100 pg GST aus Rattenleber in 200 pL. Probenpuffer

Weitere Reagenzien: 100 mM Glutahion in Assaypuffer
20 mM CDNB in Ethanol

Zur Berechnung der GST-Aktivitidt wurde zunidchst die Absorption nach Abzug des Leerwer-
tes gegen die Zeit aufgetragen und im linearen Bereich der Kurve die Steigung bzw. Absorpti-

onsrate AAs4o pro Minute berechnet (Gleichung 2; Anon 2004).

A -A
Gleichung 2: AAs/min = —202 =401

h-1
mit
AA340/min Absorptionsrate (OD/min)
Az Absorption zu Beginn des Messintervalls (OD)
Azs0 0 Absorption zum Ende des Messintervalls (OD)
f Zeit zu Beginn des Messintervalls (min)
t Zeit am Ende des Messintervalls (min)

Bei allen Proben und der Positivkontrolle soll die Absorptionsrate zwischen 0,012 und

0,064 OD/min liegen. Die GST-Aktivitit wurde mit Gleichung 3 berechnet (Anon 2004).
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AAsq/min 200 uL (Gesamtvolumen)

Gleichung 3: GST-A. = x Verdiinnungsfaktor

€CDNB 20 pL (Probenvolumen)
mit
GST-A. GST-Aktivitdt (nmol/min/mL)
AA3z40/min Absorptionsrate (OD/min)
€CDNB CDNB-Extinktionskoeffizient = 0,00503 pM'l (korrigiert um die Weg-

strecke, die vom Licht im Well zuriickgelegte wird)

3.7 Bestimmung des Proteingehaltes

Der zelluldre Proteingehalt wurde mit der Methode von Bradford (1976) bestimmt. Dabei
wird eine saure Losung mit dem Nachweisreagenz Coomassie Brilliant Blue G-250 eingesetzt,
welche kovalent an die Sulthydryl-Gruppen der Proteine bindet, wodurch sich das Absorptions-
maximum der Losung von 465 nm auf 595 nm verschiebt. Die Menge des entstandenen
Farbstoffkomplexes verhilt sich proportional zur Menge des zelluldren Proteins.

Von einer geeigneten Verdiinnung des Zelllysats in PBS (3.4.8) wurden 50 puL mit 200 uL
Nachweisreagenz versetzt und fiir 20 min bei Raumtemperatur in Dunkelheit inkubiert. Danach
erfolgte die photometrische Messung bei 620 nm. Zur Kalibrierung wurde eine Standardreihe mit
BSA angesetzt (20 - 140 pg/mL) und wie die Proben behandelt. Der Proteingehalt der Proben

wurde mit Hilfe der linearen Regressionsanalyse aus den Standardkurve-Messwerten berechnet.

Nachweisreagenz: Bio Rad Protein Assay Konzentrat, 1:10 verdiinnt

3.8 Bestimmung der Metabolisierungsleistung von Hepatomazellen

3.8.1 Versuchsdurchfithrung

Die H4IIE- oder HepG2-Zellen wurden in eine 6-Well-Platte gesit (3 mL/Well) und zum
Anwachsen fiir 2 h inkubiert (Zelldichten: H4IIE 1,6 X 10° Zellen/W. ell; HepG2 2,5 bis 5,8 X 10°
Zellen/Well). Die Aussaatdichte war so eingestellt, dass die Zellen nach fiinf Tagen zu 80 -
100% konfluent waren. Nach dem Anwachsen wurden die Zellen zweimal mit warmem PBS
gewaschen, ES-D3-Medium mit Testsubstanz zugegeben und die Platten fiir zwei und fiinf Tage
inkubiert. Diese Zeitrdume entsprechen dem kiirzesten und ldngsten Kultivierungsschritt im
mEST (3.9). Am Ende der Expositionszeit wurde das Medium abgenommen, die Proben bei
-20°C eingefroren und auf Trockeneis zur Analyse an die Tierédrztliche Hochschule Hannover

verschickt (3.8.2).
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3.8.2 Analytik der Metaboliten

Die Bestimmung der Modellsubstanzen und Metaboliten wurde von der Stiftung Tierdrztliche
Hochschule Hannover, Abteilung fiir Lebensmitteltoxikologie, Institut fiir Lebensmitteltoxikolo-
gie und Chemische Analytik, Prof. Heinz Nau (kurz TiHo) vorgenommen. Die Proben wurden
direkt nach Entnahme bei -20°C in Dunkelheit eingefroren, gesammelt, und auf Trockeneis an

die TiHo versand.

3.8.2.1 Valpromid und Valproinsdure

Es wurde von den Valproinsidure-Derivaten die Gesamtkonzentration (proteingebundene und
freie Fraktion) des Proteratogens Valpromid (VPD) und seines teratogenen Metaboliten
Valproinsidure (VPA) bestimmt. Die bei -18°C gelagerten Proben wurden vor der Analyse auf
Raumtemperatur erwdrmt und homogenisiert. Dann wurde der interne Standard zugesetzt, die
Proben durch eine fliissig-fliissig-Extraktion mit Phosphatsdurepuffer (pH 5,0) / Essigsdureethyl-
ester extrahiert, mittels N-Methyl-N-trimethylsilyl-trifluoracetamid (MSTFA) derivatisiert und
im GC-MS analysiert. Valpromid, Valproinsdure und der interne Standard wurden an einer DB
1701 Saule gaschromatographisch getrennt, anhand ihrer Retentionszeiten identifiziert und durch
das Peakflichenverhéltnis ihrer charakteristischen Massenspuren quantifiziert (Eikel et al. 2006).
Die KenngroBen des Analysenverfahrens sind in Tabelle 11 wiedergegeben. Die dort aufgefiihrte
Messunsicherheit ist als doppelte Wiederholstandardabweichung angegeben (Anon 1993),

welche in mehreren Ringversuchen ermittelt worden ist.

Tab. 11: KenngrdBen der Analytik von Valpromid und Valproinsdure, zusammengefasst aus den
Analysenberichten der TiHo liber den Projektzeitraum. Die Messunsicherheit ist als doppelte Wieder-
holstandardabweichung angegeben.

Parameter VPD VPA
Nachweisgrenze 0,01 - 0,02 pg/mL 0,01 pg/mL
Bestimmungsgrenze 0,05 pg/mL 0,04 pg/mL
Messunsicherheit 20% 12,9%

3.8.2.2 Retinoide

Von den Retinoiden wurden das Proteratogen Retinol (RO) und sein teratogener Metabolit
all-trans-Retinsdure (Retinsdure oder RA) sowie 9-cis-Retinsdure (9cRA), 13-cis-Retinsdure
(13cRA), 13-cis-4-oxo-Retinsdure (13c40RA) und all-frans-4-oxo-Retinsdure (40RA) analysiert.

Retinoide sind empfindlich gegniiber Tageslicht und Hitze und konnen dadurch leicht
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isomerisieren oder oxidieren (Schmidt et al. 2003). Deshalb wurde im Labor mit gedampften
Gelblicht gearbeitet und die Proben sofort nach ihrer Gewinnung in undurchsichtigen
Probenbehiltern eingefroren. Die Proben wurden bei -80°C dunkel gelagert, vor der Analyse auf
Raumtemperatur erwdrmt und homogenisiert. Dann wurde der interne Standard zugesetzt, die
Proben durch eine fliissig-fliissig-Extraktion mit 2-Propanol/Chloroform extrahiert und mittels
Festphasenextraktion an einer Aminopropylsdule in eine polare und eine unpolare Fraktion
aufgetrennt. Die beiden Fraktionen wurden im Vakuum aufkonzentriert, und die polaren
Retinoide in Methanol/PBS, die unpolaren Retinoide in Chloroform/Acetonitril aufgenommen.
Die Messung erfolgte mittels HPLC mit UV-Detektion bei 340 nm fiir die polaren und bei
325 nm fiir die unpolaren Retinoide (Schmidt ez al. 2003). Die KenngréBen des Analysenverfah-
rens sind in Tabelle 12 wiedergegeben. Die dort aufgefiihrte Messunsicherheit ist als doppelte
Wiederholstandardabweichung angegeben (Anon 1993), welche in mehreren Ringversuchen

ermittelt worden ist.

Tab. 12: KenngréBen der Analytik von Retinoiden, zusammengefasst aus den Analysenberichten
der TiHo Uber den Projektzeitraum. Die Messunsicherheit ist als doppelte Wiederholstandardabwei-
chung angegeben.

Parameter Retinol RA
Nachweisgrenze 0,1 -0,98 ng/mL 0,1-0,12 ng/mL
Bestimmungsgrenze 0,5-2,95 ng/mL 0,34 - 0,5 ng/mL
Messunsicherheit 32% (bis 10 ng/mL Retinol) 12%

10% (>10 ng/mL Retinol)

3.9 Der Embryonale Stammzelltest (EST)

Mit dem Embryonalen Stammzelltest (EST) wird das embryotoxische Potenzial von Testsub-
stanzen bestimmt (Seiler et al. 2006). Er besteht aus drei in vitro-Tests, in denen die Endpunkte
Zytotoxizitdt und Hemmung der Zelldifferenzierung untersucht und drei verschiedene Halb-
hemmkonzentrationen bestimmt werden. FEine Halbhemmkonzentration gibt dabei die
Konzentration einer Testsubstanz an, bei welcher 50% der getesteten Zellen in Wachstum oder

Differenzierung gehemmt werden. Ein EST ist wie folgt aufgebaut:
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1. Test: Differenzierungsassay mit embryonalen Stammzellen der Maus (ES-D3-Zellen).
Endpunkt: Hemmung der Differenzierung in kontrahierende Kardiomyozyten
Halbhemmkonzentration: IDsy-Wert

2. Test: Zytotoxizititstest mit ES-D3-Zellen.

Endpunkt: Zellvitalitit
Halbhemmkonzentration: ICsoD3-Wert

3. Test: Zytotoxizitétstest mit adulten Mausfibroblasten (BALB/3T3-Zellen).
Endpunkt: Zellvitalitit
Halbhemmkonzentration: IC503T3-Wert

Fiir die drei Tests wurde ein biometrisches Priadiktionsmodell entwickelt (Tab. 13), mit dem
eine Klassifizierung der Testsubstanz in die Embryotoxizititsklassen nicht embryotoxisch,
schwach oder stark embryotoxisch vorgenommen werden kann (Genschow et al. 2004, Seiler et

al. 20006).

3.9.1 Differenzierungsassay

Mit dem Differenzierungsassay wird die Hemmwirkung einer Testsubstanz auf die Diffe-
renzierung der ES-D3-Zellen zu kontrahierendem Myocard bestimmt. Es werden 6 - 8 Konzen-
trationen einer Testsubstanz zusammen mit einer Losungsmittel- und einer Mediumkontrolle ge-
priift. Der Assay ist valide, wenn sich in den beiden Kontrollen nach 10 Tagen in 21 von 24
Wells kontrahierende Kardiomyozyten gebildet hatten (Genschow et al. 2004). In Abbildung 6
ist der Assay schematisch dargestellt.

Am Tag O wurde von undifferenzierten ES-D3-Zellen eine Zellsuspension mit
3,75 x 10* Zellen/mL angesetzt und daraus die Testmedien (Konzentrationsreihe, Lsungsmittel-
und Mediumkontrolle) hergestellt. Pro Testmedium wurden 50-70 Tropfen (20 uL) der
Zellsuspension in den Deckel einer 92 mm Petrischale pipettiert. Die Petrischale wurde mit 5 mL
PBS befiillt, der Deckel vorsichtig umgedreht, auf die Schale gesetzt und fiir 3 Tage inkubiert.

Am Tag 3 wurden frische Testmedien wie am Tag O hergestellt, jedoch ohne Zellen. Die
Embroyid Bodies (EBs), die sich in den Tropfen im Deckel der Petrischale gebildet hatten,
wurden mit 5 mL Testmedium abgespiilt, in eine 60 mm Petrischale iiberfiithrt und dort fiir

weitere zwei Tage inkubiert.
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Am Tag 5 wurden wie am Tag 3 frische Testmedien hergestellt, und pro Testmedium wurde
in eine 24-Well-Platte je 1 mL pro Well vorgelegt. Die EBs wurden mit einer Pipette einzeln der
Petrischale entnommen (35 pL pro EB), in die 24-Well-Platte iibertragen (ein EB pro Well) und

fiir weitere 5 Tage inkubiert.

— Tag 0 Schritt 1: Hangetropfenkultur - Bildung der EBs

T o & & &

ES-D3 Zellsusp.

EB-Bildung nach 3d 96 mm Petrischale

— Tag 3 Schritt 2: Suspensionskultur - Wachstum der EBs

S e © 8 °
EB —1-@© — — -

60 mm Petrischale

— Tag 5 Schritt 3: Einzelne Kultivierung in 24 Well Platten -
Zelldifferenzierung in schlagende Myokardzellen

| rL'_i-lL-_ﬂ_-_ﬂ_-_ﬁ_-_ﬂ_-_ﬂ |

EB ———— 24 Well Platte

—— Tag 10 Mikroskopische Auswertung

Abb. 6: Schematischer Ablauf des Differenzierungsassays des EST. EB = Embryoid Body.

Am Tag 10 wurden im Lichtmikroskop (Olympus, Phasenkontrastobjektiv, Gesamtvergrofe-
rung 100-fach) die Wells mit kontrahierendem Myocard pro Platte gezihlt. Von der Losungs-
mittelkontrolle wurde die Anzahl der Wells mit Myocard auf 100% gesetzt, und die Hemmung
der Differenzierung in einer Testlosung als prozentualer Anteil von der Losungsmittelkontrolle

berechnet. Aus der Konzentrations-Wirkungskurve wurde graphisch der IDsp-Wert abgelesen.
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3.9.2 Zytotoxizititstest mit ES-D3- und 3T3-Zellen

Die zytotoxische Wirkung der Testsubstanz auf ES-D3- bzw. 3T3-Zellen wird mit einem
MTT-Test (3.5) ermittelt. Dabei wurden in einer 96-Well-Platte in 6-fach-Bestimmung sieben
Konzentrationen der Testsubstanz mit einer Positivkontrolle und zwei Losungsmittelkontrollen
fiir 10 Tage inkubiert. Ein Mediumwechsel wurde im gleichen Zeitraster wie beim Differenzie-
rungsassay vorgenommen. Der Zytotoxizititstest gilt als valide, wenn nach 10 Tagen in der
Positivkontrolle 20 - 80% vitale Zellen festgestellt werden (Genschow et al. 2004).

Am Tag 0 wurde von undifferenzierten ES-D3-Zellen bzw. 3T3-Zellen eine Zellsuspension
mit 1 x 10* Zellen/mL hergestellt, 50 uL pro Well davon in eine 96-Well-Platte pipettiert und
zum Anwachsen fiir 3 h inkubiert. Testkonzentrationen, Positivkontrolle und Losungsmittelkon-
trollen wurden in zellspezifischem Medium in 1,33-facher Hohe der geplanten Endkonzentration
hergestellt und nach dem Anwachsen der Zellen in die Wells gegeben (150 uL/Well). Als
Positivkontrolle wurde 5-Fluorouracil (5-FU) eingesetzt mit einer Endkonzentration von
0,06 ug/mL fiir ES-D3-Zellen und 0,29 pg/mL fiir 3T3-Zellen.

An den Tagen 3 und 5 wurden die Testlosungen in Zellkulturmedium in der Hohe der
Endkonzentration hergestellt und das Medium in der 96-Well-Platte getauscht.

Am Tag 10 wurde ein MTT-Test durchgefiihrt (3.5) und der IC5yD3-Wert (Test mit ES-D3-
Zellen) bzw. ICs503T3-Wert (Test mit 3T3-Zellen) bestimmt. Dazu wurden die Vitalitdten der
Testkonzentrationen auf den Mittelwert der Vitalitit der beiden Losungsmittelkontrollen

bezogen und aus der Konzentrations-Wirkungskurve der ICso-Wert graphisch abgelesen.

3.9.3 Priadiktionsmodell zur Einstufung der Testsubstanz

Die Einstufung der Testsubstanz in eine Embryotoxizititsklasse wurde mit Hilfe eines
statistischen Priadiktionsmodells vorgenommen, das anhand experimenteller in vivo-Daten und
in vitro-Daten aus dem EST fiir 20 Modellsubstanzen mit der Methode der linearen Diskrimi-
nanzanalyse erstellt wurde (Genschow et al. 2004). Das Pradiktionsmodell beinhaltet drei lineare
Diskriminanz-Funktionen I - 111, in die die Halbhemmkonzentrationen IDso, IC59D3 und ICs5¢3T3
aus den drei in vitro-Tests des EST eingesetzt werden. Die drei aus den Funktionen erhaltenen
Zahlenwerte werden mit Klassifizierungskriterien verglichen, die die Einstufung in eine der drei

Embryotoxizititsklassen 1 bis 3 erlauben (Tab. 13).
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Tab. 13: Gleichungen des validierten Pradiktionsmodells des EST. A) Lineare Diskriminanzfunk-
tionen; B) Klassifizierungskriterien.

. IC5,3T3 - ID
L5010 - U5
A Funktion | 5,92 1g(IC503T3) + 3,50 Ig(IC5,D3) - 5,31 ICe03T3 15,7
. IC5,3T3 - ID
L5010 - U5
Funktion Il 3,65 1g(IC503T3) + 2,39 Ig(IC5,D3) - 2,03 ICe03T3 6,85
. IC5,3T3 - ID
5010 - U5
Funktion Il -0,125 1g(IC503T3) - 1,92 Ig(IC50,D3) + 1,50 ICe03T3 2,67
B Klasse 1 Nicht embryotoxisch wenn | > llund | > I
Klasse 2 Schwach embryotoxisch wenn Il > lund Il > Il
Klasse 3 Stark embryotoxisch wenn [l > Tund Il > I

3.9.4 Qualititskontrolle

Bei jedem zweiten bis dritten neu aufgetauten Zellstock wurde die Qualitdt der ES-D3- und
3T3-Zellen {iberpriift. Dazu wurde 5-FU als Referenzsubstanz im EST eingesetzt und die
erzielten Halbhemmkonzentrationen mit den Validitdtskriterien verglichen (Tab. 14). Als
Negativkontrolle wurde auferdem eine Konzentration mit 1000 pg/mL Penicillin in allen Tests

mitgefiihrt.

Tab. 14: Konzentrationsreihe und Validitatsgrenzen fiir die im EST eingesetzten Zellen (A. Seiler
pers. komm., vgl. 4.1) unter Verwendung der Standard-Positivsubstanz 5-Fluorouracil.

in vitro-Test des EST Konzentrationsreihe Validitatsgrenzen (ug/mL)

Zytotoxizitatstest (3T3) 3,0; 1,0; 0,3; 0,1; 0,03; 0,01; 0,003 IC5,3T3:0,12 - 0,50
Zytotoxizitatstest (ES-D3) 1,0; 0,3; 0,1; 0,03; 0,01; 0,003; 0,001  1C5,D3: 0,04 - 0,09
Differenzierungsassay 0,09; 0,06; 0,04; 0,026; 0,018 IDsg: 0,04 - 0,06

3.9.5 Priifung von Substanzen

Die Testsubstanzen wurden in DMSO, PBS oder isotoner Kochsalzlosung gelost. Die
Endkonzentrationen der Losungsmittel im EST betrugen (v/v) 0,25% fiir DMSO, 1% fiir PBS
und 2,5% fiir isotone Kochsalzlosung (Seiler et al. 2006). Die hochste eingesetzte Konzentration
wurde in Abhingigkeit von der Loslichkeit der Testsubstanz festgelegt und betrug im Regelfall
1000 pg/mL. Wihrend eines Laufes wurde dabei immer der gleiche Substanzstock verwendet.

In einem Konzentrationsfindungs-Test wurde zunichst der Konzentrationsbereich ermittelt, in

dem 0 - 100% Hemmung der Differenzierung bzw. der Proliferation erzielt werden konnten.
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Dazu wurde eine siebenstufige Verdiinnungsreihe hergestellt, die bei 1000 pg/mL begann und in
1:10-Verdiinnungen fortgesetzt wurde. AnschlieBend wurden die finalen ESTs durchgefiihrt.

Bei allen Substanzen wurden die Zytotoxizititstests in 96-Well-Platten durchgefiihrt und mit
den mitgelieferten Deckeln abgedeckt (3.9.2). Bei der Priifung von 4-Hydroperoxycyclo-
phosphamid (4HC) wurden die 96-Well-Platten mit steriler, gasdurchldssiger Folie abgeklebt,
um eine Well-zu-Well-Kontamination durch die fliichtigen Zerfallsprodukte des 4HC, Acrolein

und Chlorethylaziridin, zu vermeiden (Flowers et al. 2000).

3.9.6 Vergleich von Ergebnissen

Die Ergebnisse der Proteratogen/Teratogen-Paare, die im EST untersucht wurden, wurden mit
Hilfe von drei verschiedenen Parametern verglichen:

1) Von beiden Substanzen wurde die Embryotoxizititsklasse mit dem biostatistischen Pradik-
tionsmodells ermittelt (3.9.3), und die Einstufungen wurden miteinander verglichen.

2) Die Substanzpaare wurden direkt anhand ihrer Halbhemmkonzentrationen verglichen, z.B.
der IC59D3 des Proteratogens mit dem ICsoD3 des Teratogens. Durch diesen Vergleich werden
die Substanzen anhand der Endpunkte Zytotoxizitit und Differenzierungshemmung beurteilt,
und Unterschiede werden unmittelbar sichtbar.

3) Aus den Halbhemmkonzentrationen der drei in vitro-Tests des EST wurden zwei verschie-
dene Quotienten Z und D berechnet, die embryotoxische Eigenschaften einer Testsubstanz
charakterisieren.

Der Z-Quotient (Zytotoxizitdtsquotient): Mit einem Vergleich der Halbhemmkonzentrationen

aus den Zytotoxizitdtstests des EST von ES-D3- und 3T3-Zellen kann festgestellt werden, ob die
embryonalen ES-D3-Zellen sensitiver auf die Testsubstanz reagiert haben als die adulten 3T3-
Zellen. Dieses Verhiltnis der Halbhemmkonzentrationen zueinander wurde durch einen
Zytotoxizititsquotienten (Z-Quotient = IC5¢3T3/ICsy D3) ausgedriickt. Der Z-Quotient entspricht
dabei in seiner Logik einem A/D-Quotienten, der in reproduktionstoxikologischen Tierstudien
vom Segment II-Typ ermittelt wird (2.1.2). Der A/D-Quotient (Adult/Developmental) wird dort
aus den No Observed Adverse Effect Levels (NOAEL) oder den Lowest Observed Adverse Effect
Levels (LOAEL) der Muttertiere (Adult) und der Feten (Developmental) berechnet und
quantifiziert die Embryotoxizitit einer Testsubstanz. Diese ist umso groBer, je groler der A/D-
Quotient ausféllt (Brown 2002). Analog dazu charakterisiert beim EST der Z-Quotient einer
Substanz ihr embryotoxisches Potenzial, und durch den Vergleich verschiedener Z-Quotienten

kann ermittelt werden, welche Substanz das groBBere embryotoxische Potenzial besitzt.



52 Material und Methoden

Der D-Quotient (Zytotoxizitit-Differenzierungsquotient): Im Differenzierungsassay kann die

Hemmung der Differenzierung der ES-D3-Zellen in Herzmuskelzellen durch eine spezifisch
differenzierungshemmende Wirkung der Testsubstanz, durch eine zytotoxische Wirkung, oder
durch eine Kombination beider Wirkungen hervorgerufen werden. Durch die Berechnung eines
D-Quotienten aus den Halbhemmkonzentrationen des Differenzierungsassays und des Zytotoxi-
zititstests mit ES-D3-Zellen (D-Quotient = 1IC50D3/ID5o) kann bestimmt werden, welche der

beiden Komponenten stirker ausgepragt ist.

3.10 Der metabolisch aktivierte EST: Methodenentwicklung

3.10.1 Diffusionseigenschaften der Anopore-Membran

Die Durchlissigkeit der Anopore-Membran fiir geloste Stoffe wurde mit einer Tintenldsung
gepriift. Dazu wurden in eine 96-Well-Platte 170 pL. PBS pro Well pipettiert und mit 8-Well-
Streifen bestiickt, deren Membranen mit Kollagen benetzt waren. Die Tintenlosung (80 uL)
wurde zeitversetzt in die Einsdtze gegeben und unterschiedlich lange darin belassen (10; 20; 40
min; 1,3; 2,3; 6; 12 h). Danach wurden 160 pL des gefidrbten PBS im Well in eine neue 96-Well-
Platte tiberfiihrt, um Volumengleichheit herzustellen. Die Farbung der Testwells wurde optisch
mit einer Standardreihe verglichen, deren dunkelster Farbton einer vollstindigen Diffusion

zwischen Einsatz und Well entspricht.

3.10.2 Methoden der Anzucht von EBs in Kokultur im ersten Kultivierungsschritt

Um EBs in Kokultur anzuziichten, wurden zwei Methoden angewendet:

V96-Methode (Abb. 7A): In eine 96-Well-Platte mit V-férmigem Boden ohne
Zelladhisionsbehandlung (V96-Platte) wurde eine Zellsuspension mit ES-D3-Zellen pipettiert
(7,5 % 10° Zellen/mL). Zur Kokultivierung mit Hepatomazellen wurden 8-Well-Streifen in die
Wells der V96-Platte eingesetzt und je 60 uL Zellsuspension in einen Zellkultureinsatz pipettiert.
Die Kokultur wurde dann fiir drei Tage inkubiert.

Methode B (Abb. 7B): Es wurde eine Kokultur im héngenden Tropfen hergestellt. In die
Einsdtze von 8-Well-Streifen wurde eine Zellsuspension mit metabolisch aktiven Zellen
pipettiert (60 pL). Dann wurden 10 pL-Tropfen einer Zellsuspension aus undifferenzierten ES-
D3-Zellen (7,5 % 10* Zellen/mL) auf die Membranen der 8-Well-Streifen Einsitze gesetzt (750
Zellen pro Tropfen). Der 8-Well-Streifen wurde vorsichtig auf die Rinder einer 4 Well
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Multischale (Nunc) platziert, die mit 1 mL PBS pro Kammer gefiillt war. Der Deckel einer
zweiten 4 Well Multischale (Vivascience) wurde auf die Schale gesetzt und die Kokultur fiir drei

Tage inkubiert.

A B

(V96-Methode) Nunc 8 Well Streifen

ES-D3-Medium \L _ |
Metabolisch aktive Zellen g @ Q
Anopore-Membran//
EB
PBS —

V96-Platte Hangender Tropfen
Multiwell-Schale

Mo}
oord | ored

S
A

\\\\\ww

Abb. 7: Anzuchtmethoden fiir Embryoid Bodies (EBs) mit Kokultur metabolisch aktiver Zellen.
A (V96-Methode): Anzucht in einer 96-Well-Platte mit V-férmigem Boden (V96-Platte). Zur Kokultur
wurden 8-Well-Streifen in die V96-Platte eingesetzt und metabolisch aktive Zellen in die Zellkulturein-
satze (Nunc 8-Well-Streifen) gesat. Methode B: Anzucht im h&ngenden Tropfen an 8-Well-Streifen. Zur
Kokultur wurden metabolisch aktive Zellen in die Einsétze der 8-Well-Streifen gesat.

3.11 Der metabolisch aktivierte EST: Versuchsprotokoll

Das Protokoll des mEST basiert auf dem Protokoll des klassischen EST (3.9.1). Fiir die
statische Kokultur mit den Hepatomazelllinien H4IIE bzw. HepG2 wurden Zellkultureinsitze der
Firma Nunc verwendet (Anopore-Membran, 0,2 um Porengréfe). Fiir HepG2-Zellen wurden

diese mit Kollagen benetzt (3.4.1).

3.11.1 Differenzierungsassay

In einem Differenzierungsassay wurden 6 - 8 Konzentrationen einer Testsubstanz zusammen
mit einer Losungsmittel- und einer Mediumkontrolle in Kokultur mit den metabolisch aktiven
Zellen gepriift. Zusitzlich wurde eine Mediumkontrolle ohne Kokultur mitgefiihrt, um den
Einfluss der Kokultur auf die ES-D3-Zellen zu kontrollieren. In Abbildung 8 ist der Ablauf des
mEST-Differenzierungsassays schematisch dargestellt, und in Abbildung 9 sind die Kulturbe-
hilter mit den Zellkultureinsidtzen abgebildet. Bei jedem Kultivierungsschritt wurden zuerst die
ES-D3-Zellen bzw. EBs in die neuen Kulturbehilter iiberfiihrt, dann die Zellkultureinsitze
eingesetzt und eine neue Hepatomazellkultur im Testmedium eingesit. Die Mediumkontrolle

ohne Kokultur wurde nach dem Protokoll des EST-Differenzierungsassays (3.9.1) hergestellt.
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— Tag 0 Schritt 1: Kultur in V96-Platte - Bildung der EBs

8 Well Streifen =

Hepatomazellen v P
ES-D3 Zellsusp.

EB-Bildung nach 3d ——8H |
96 Well Platte (V-féormiger Boden) mit 8 Well Streifen

— Tag 3 Schritt 2: Suspensionskultur - Wachstum der EBs

25 mm Einsatz

Hepatomazellen ..
EB
60 mm Petrischale mit 25 mm Zellkultureinsatz
— Tag 5 Schritt 3: Einzelne Kultivierung in 24 Well Platten -

Zelldifferenzierung in schlagende Myokardzellen

10 mm Einsatz

Hepatomazellen

EB |

24 Well Platte mit 10 mm Zellkultureinsatz
— Tag 10 Entnahme der Zellkultureinsatze
L Tag 11 Mikroskopische Auswertung

Abb. 8: Schematischer Ablauf des Differenzierungsassays des mEST. EB = Embryoid Body.
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A: Zellkulturbehalter fir den Kultivie-
rungsschritt 1 (Tag 0 - 3) bei einem mEST.
96-Well-Platte mit eingesetzten 8-Well-
Streifen, davor ein einzelner 8-Well-Streifen.

B: Zellkulturbehalter fir den Kultivie-
rungsschritt 2 (Tag 3 - 5) bei einem mEST.
60 mm Petrischale mit eingesetztem 25 mm
Zellkultureinsatz.

K 1\ Jt \ J(’iﬂQ ST C: Zelkulturbehdlter fir den  Kultivie-
/1 "t g L= ' rungsschritt 3 (Tag 5 - 10) bei einem mEST.

= ‘! jii \ 24 Well Platte mit 10 mm Zellkulturein-
ﬂ}_ S satzen.

{ ‘*‘-;T———r-—-‘r—'—r— = :
L

Abb. 9: Kulturbehélter mit Zellkultureinsatzen fiir die drei Kultivierungsschritten eines mEST-
Differenzierungsassays.

Am Tag O wurden Zellsuspensionen mit ES-D3-Zellen in ES-D3-Medium hergestellt
(7,5 x 10° Zellen/mL), und den Suspensionen Testsubstanz in verschiedenen Konzentrationen
zugesetzt. In eine 96-Well-Platte mit V-formigem Boden (V96-Platte) wurden je 100 uL eines
Testansatzes in 36 Wells (6x6 Wells, Plitze B4 - G9) pipettiert und die umgebenden Wells mit je
100 uLL PBS befiillt. Die Kokultur mit Hepatomazellen wurde mit Hilfe von 8-Well-Streifen
hergestellt, die in die V96-Platte zu den Wells mit ES-D3-Zellsuspension gesetzt werden konnen
(Abb. 9A). Dazu wurden zunichst neue Zellsuspensionen mit Hepatomazellen in ES-D3-Me-
dium hergestellt (Zellkonzentration sh. Tab. 15), und den Suspensionen Testsubstanz in den
gleichen Konzentrationen wie fiir die ES-D3-Zellen zugesetzt. Fiir die Kokultur wurden sechs 8-
Well-Streifen mit der Hepatoma-Zellsuspension befiillt, indem je 60 uL der Zellsuspension in
die inneren sechs Einsitze eines 8-Well-Streifens pipettiert wurden. Die Membranen der 8-Well-

Streifen wurden an der Unterseite mit ES-D3-Medium benetzt, um einer Blasenbildung beim
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Einsetzen vorzubeugen. SchlieBlich wurden die sechs 8-Well-Streifen in die Wells der V96-
Platte gesetzt, die mit ES-D3-Zellsuspension befiillt waren (Plitze B4 - G9), und fiir 3 Tage
inkubiert.

Am Tag 3 wurden die gleichen Testansédtze wie am Tag 0 hergestellt, aber ohne Zellen. Die 8-
Well-Streifen wurden aus der V96-Platte entfernt und die Konfluenz und Morphologie der
Hepatomazellen darin mikroskopisch beurteilt. Dann wurden die EBs aus den 36 Wells der V96-
Platte mit einer Pipette entnommen (Entnahmevolumen 100 pL pro Well) und in einer 60 mm
Petrischale zusammengefiihrt. Von den 3,6 mL Testmedium mit EBs, das sich nach dem Trans-
fer der EBs in der Petrischale befand, wurden 2,6 mL ohne EBs abgenommen und mit 4 mL
frischem Testmedium ersetzt, sodass das Endvolumen 5 mL betrug. Fiir eine neue Kokultur mit
Hepatomazellen wurden Zellsuspensionen auf die gleiche Weise wie am Tag 0 angesetzt, jedoch
in einer veranderten Zellkonzentration (Tab. 15). Die 25 mm Einsédtze wurden in die Petrischalen
mit den EBs gesetzt (Abb. 9B), je 2 mL Testmedium mit Hepatomazellen in die Einsitze pipet-
tiert und die Petrischalen mit Zellkultureinsatz fiir zwei Tage inkubiert.

Am Tag 5 wurden die gleichen Testansédtze wie am Tag 3 hergestellt. Die Zellkultureinsitze
wurden aus den Petrischalen genommen und die Hepatomazellen darin mikroskopisch auf
Konfluenz und Morphologie kontrolliert. Dann wurde pro Testansatz in einer 24-Well-Platte
0,5 mL Testmedium pro Well vorgelegt, mit einer Pipette die EBs der Petrischale einzeln ent-
nommen (35 pL pro EB) und in die 24-Well-Platte iiberfiihrt (ein EB pro Well). Fiir eine neue
Kokultur wurden Zellsuspensionen mit Hepatomazellen in ES-D3-Medium angesetzt (Tab. 15)
und daraus die gleichen Testmedien hergestellt wie fiir die ES-D3-Zellen. Die 10 mm Einsitze
wurden in die 24-Well-Platte mit den EBs gesetzt (Abb. 9C), je 0,5 mL Testlosung mit Hepato-
mazellen in die Einsétze gegeben und die Platten mit Einsétzen fiir fiinf Tage inkubiert.

Am Tag 10 wurden die Einsdtze aus den 24-Well-Platten genommen, Konfluenz und Mor-
phologie der Hepatomazellen mikroskopisch beurteilt und die 24-Well-Platten ohne Einsitze fiir
einen weiteren Tag inkubiert.

Am Tag 11 wurden die 24-Well-Platten wie beim EST ausgewertet und der IDso-Wert be-
stimmt (3.9.1).
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Tab. 15: Zellkonzentrationen fiir die Aussaat von H4IIE- bzw. HepG2-Zellen in Zellkultureinséitzen
zur Kokultur im Differenzierungsassay des mEST.

Kultivie- Format HA4lIE-Zellen HepG2-Zellen

rungsschritt  Zellkultureinsatz - -, Zellen/Einsatz ~ Zellen/mL Zellen/Einsatz
Schritt 1 8-Well-Streifen 6,9 x10* 41x10° 1,0x 10° 6,0x 10°
Schritt 2 25 mm Einsatze 1,7x10° 3,4x10° 2.8x10° 5,6 x10°
Schritt 3 10 mm Einsatze 2.4x10* 1,2 x10* 5,0x10* 25x%x10*

3.11.2 Zytotoxizitatstest mit ES-D3- und 3T3-Zellen

In einer 96-Well-Platte wurden in 6-fach-Bestimmung sieben Konzentrationen der Testsub-
stanz mit einer Positivkontrolle und zwei Losungsmittelkontrollen fiir 7 Tage inkubiert. Fiir die
Kokultur wurden zusitzlich 8-Well-Streifen mit Hepatomazellen in die Platte eingesetzt. Medi-
umwechsel und Einsaat neuer Hepatomazellen wurde im gleichen Zeitraster wie beim Differen-
zierungsassay vorgenommen.

Am Tag 0 wurde von undifferenzierten ES-D3-Zellen bzw. 3T3-Zellen eine Zellsuspension
mit 1 x 10* Zellen/mL hergestellt, 50 uL pro Well davon in eine 96-Well-Platte pipettiert und
zum Anwachsen fiir 3 h inkubiert. Testkonzentrationen, Positivkontrolle und Losungsmittelkon-
trollen wurden in zellspezifischem Medium in 1,42-facher Hohe der geplanten Endkonzentration
hergestellt und nach dem Anwachsen zu den Zellen gegeben (120 uL/Well). Als Positivkontrolle
wurde 5-Fluorouracil (5-FU) eingesetzt mit einer Endkonzentration von 0,06 ug/mL fiir ES-D3-
Zellen, und 0,29 ug/mL fiir 3T3-Zellen. Diese wurde ohne Kokultur wie im EST behandelt
(3.9.2). Von den Hepatomazellen wurden Zellsuspensionen in ES-D3-Medium bzw. 3T3-
Medium angesetzt (Tab. 16) und daraus die gleichen Testlosungen hergestellt wie fiir die ES-D3-
Zellen. Dann wurde pro Testlosung von einem 8-Well-Streifen die inneren sechs Einsédtze mit je
80 uL der Zellsuspension befiillt. Die Membranen der 8-Well-Streifen wurden an der Unterseite
mit ES-D3- bzw. 3T3-Medium benetzt, um einer Blasenbildung beim Einsetzen vorzubeugen, in
die V96-Platte eingesetzt und fiir 3 Tage inkubiert. Das Gesamtvolumen eines Wells betrug
250 uL.

An den Tagen 3 und 5 wurden die 8-Well-Streifen den 96-Well-Platten entnommen und die
Konfluenz und Morphologie der Hepatomazellen mikroskopisch beurteilt. Die Testlosungen
wurden in Zellkulturmedium wie am Tag O hergestellt, jedoch in Hohe der Endkonzentration.
Dann wurde von den 96-Well-Platten das Medium abgenommen und durch 170 pL Testlosung
pro Well ersetzt. Bei der Positivkontrolle wurden 200 pL Testlosung ersetzt. Von den

Hepatomazellen wurden Zellsuspensionen in ES-D3-Medium angesetzt (Tab. 16) und daraus die
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gleichen Testlosungen hergestellt wie fiir die ES-D3-Zellen. Dann wurden wie am Tag 0 die 8-
Well-Streifen mit je 80 uL Zellsuspension betfiillt, in die V96-Platte eingesetzt und die Platte mit
Einsitzen fiir 2 Tage inkubiert.

Am Tag 7 wurden die 8-Well-Streifen den 96-Well-Platten entnommen und Konfluenz und
Morphologie der Hepatomazellen mikroskopisch beurteilt. Dann wurde wie beim EST mit den
ES-D3- bzw. 3T3-Zellen ein Zytotoxizititstest durchgefiihrt (3.5.2.1) und der ICs5oD3- bzw.
IC503T3-Wert bestimmt (3.9.2).

Tab. 16: Zellkonzentrationen fiir die Aussaat von H4IIE- bzw. HepG2-Zellen in 8-Well-Streifen zur
Kokultur im Zytotoxizitatstest des mEST.

Kultivierungsschritt  H4lIE-Zellen HepG2-Zellen

Zellen/mL Zellen/Einsatz* Zellen/mL Zellen/Einsatz*
Schritt 1 51x10* 4,1x10° 7,5x10* 6,0 x 10°
Schritte 2 und 3 8,5x10* 6,8 x 10° 1,3%x10° 1,0 x 10*

* Ein einzelner Einsatz eines 8-Well-Streifens fir ein Well.

3.11.3 Priifung von Substanzen
Die Priifung einer Substanz im mEST wurde nach dem gleichen Schema wie bei einem EST

durchgefiihrt (3.9).

3.11.4 Vergleich von Ergebnissen

Die Ergebnisse der im mEST untersuchten Proteratogene wurden mit den Ergebnissen aus
dem EST anhand der Z- und D-Quotienten sowie der Halbhemmkonzentrationen verglichen
(3.9.6). Ein Vergleich mit Hilfe der Ergebnisse aus dem Pridiktionsmodell war nicht moglich, da
das Modell spezifisch fiir den EST entwickelt wurde.

Damit die in vitro-Tests aus EST und mEST bzw. die daraus berechneten Z- und D-Quotien-
ten miteinander verglichen werden konnen, miissen die Tests unter gleichen Bedingungen
durchgefiihrt worden sein. Ein Unterschied zwischen EST und mEST ergibt sich durch die
Expositionszeiten, da die Zytotoxizitétstests im EST zehn Tage dauern, wihrend sie im mEST
bereits nach sieben Tagen ausgewertet werden. Fiir eine direkte Vergleichbarkeit der Tests und
der Quotienten war es daher erforderlich, die Proteratogene zusitzlich in sieben Tage dauernden
EST-Zytotoxizitétstests zu priifen. Die Berechnung der Z- und D-Quotienten wurde fiir einen

Vergleich zwischen EST und mEST daher wie folgt verdndert (Gleichungen 4 - 6):
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Berechnung des Z-Quotienten fiir einen Vergleich zwischen EST und mEST

1C5¢3T3 (7 Tage Exposition)

Gleichung 4: Z-Quotient fiir EST bzw. Z-Quotient fiir mEST = IC5oD3 (7 Tage Exposition)

Berechnung des D-Quotienten fiir einen Vergleich zwischen EST und mEST

1C5yD3 (7 Tage Exposition)
IDso (10 Tage Exposition)

Gleichung 5: D-Quotient fiir EST =

1C5oD3 (7 Tage Exposition)
IDs (11 Tage Exposition)

Gleichung 6: D-Quotient fiir mEST =
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4 Ergebnisse

Im ersten Teil dieses Kapitels wird auf die Validierung des EST niher eingegangen (4.1).
Dazu wurden bekannte Positiv- und Negativsubstanzen im EST getestet und mit den bereits
veroffentlichten Validierungskriterien verglichen. Im weiteren wird der EST auf seine Fihigkeit
hin untersucht, Proteratogene von Teratogenen zu unterscheiden. Dazu wurden bekannte Prote-
ratogen-Teratogen-Paare ausgewihlt und im EST getestet (4.2). Der zweite Teil umfasst die
Entwicklung eines metabolisch kompetenten EST (mEST), in dem Leberzellen in einer stati-
schen Kokultur an den EST gekoppelt wurden. Im Zuge dieser Entwicklung wurden die dafiir am
besten geeigneten Leberzellen ausgewéhlt und ihre metabolische Aktivitidt anhand von Enzymas-
says und dem Umsatz von Modellsubstanzen charakterisiert (4.3). Im letzten Teil wurden aus-

gewihlte Proteratogene in dem mEST abschlieBend getestet (4.4).

4.1 Validierung des EST

Der EST wurde im Rahmen des BMBF-Verbundprojektes mit 5-Fluorouracil (5-FU, Positiv-
substanz) und Penicillin G (PenG, Negativsubstanz) nach Genschow et al. (2004) validiert.
Wiihrend der Tests fiir die vorliegende Arbeit wurde 5-FU routineméifig als Positivsubstanz bei
jedem zweiten oder dritten Auftauen eines neuen Zellstocks getestet (Auftaukontrolle).

Zur anfianglichen Validierung des EST wurde PenG zweifach und 5-FU dreifach getestet
(Tab. 17). Es zeigte sich, dass PenG wie erwartet keine Embryotoxizitit aufwies, alle Halb-
hemmkonzentrationen iiber 1000 pg/mL lagen und der Test damit valide reagierte. Fiir 5-FU
wurden die Validitétskriterien ebenfalls groBtenteils eingehalten. Alle Zytotoxizitdtsuntersu-
chungen waren valide, der Differenzierungsassay reagierte jedoch in zwei von drei Tests etwas
empfindlicher, wenn man die anfidnglichen Validititsgrenzen zugrunde legte (ZEBET 2001;
siche VG1 in Tabelle 17). Im Rahmen des Verbundprojektes wurde von den beteiligten Laboren
festgestellt, dass die verwendete ES-D3-Zelllinie gegeniiber 5-FU allgemein etwas empfindlicher
reagierte. Deshalb wurden die Validititsbereiche erweitert (A. Seiler pers. komm.; sieche VG2 in

Tabelle 17). Unter Beriicksichtigung dieser neuen Grenzen wurde der EST als valide eingestuft.
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Tab. 17: Ergebnisse der Validierung des EST mit 5-Fluorouracil (5-FU) und Penicillin G (PenG).

Substanz/ Lauf 1C50,3T3 IC5,D3 ID5 Pradiktions-
Grenze (ng/mL) (ug/mL) (ug/mL) modell®
5-FU 1 0,38 0,050 0,033 stark
5-FU 2 0,45 0,048 0,047 stark
5-FU 3 0,29 0,057 0,052 stark
PenG 1 >1000 >1000 >1000 nicht
PenG 2 >1000 >1000 >1000 nicht
VG1 (5-FU) - 0,12-0,50 0,048 - 0,086 0,048 - 0,06 -
VG2 (5-FU) - 0,12-0,50 0,04 - 0,09 0,04 - 0,06 -

®Einstufung der Testsubstanz vom Pradiktionsmodell als stark, schwach oder nicht embryotoxisch. VG =
Validitatsgrenze; VG1 = VG des EST nach ZEBET (2001); VG2 = VG des EST im BMBF-Projekt (A.
Seiler pers. komm.)

4.2 Untersuchung von Proteratogenen und Teratogenen im EST

Zur Untersuchung der Proteratogene und Teratogene wurden im EST, der im einzelnen aus
zwei Zytotoxizititstests mit ES-D3-Zellen bzw. 3T3-Zellen und einem Differenzierungsassay
mit ES-D3-Zellen besteht (3.9), drei Endpunkte gepriift und die Halbhemmkonzentrationen
ermittelt. In den zwei Zytotoxizitétstests wurde die Hemmung der Proliferation der Zellen mit
dem MTT-Test bestimmt und als ICsoD3- bzw. ICs5¢3T3-Wert ausgedriickt (3.9.2). Im Differen-
zierungsassay wurde der hemmende Einfluss der Testsubstanz auf die Differenzierung der ES-
D3-Zellen in kontrahierende Kardiomyozyten untersucht und als IDsp-Wert ausgedriickt (3.9.1).
Die Ergebnisse der Testansdtze wurden bei allen drei in vitro-Tests auf die Losungsmittelkon-
trolle bezogen, welche auf 100% gesetzt wurde. Durch dieses Verfahren konnte es vorkommen,
dass die Zellvitalitit bzw. die Menge an schlagenden Herzmuskelzellen 100% iiberstieg, wenn in
den Testansitzen der Zytotoxizitétstests die Zellen im Vergleich zur Kontrolle stirker gewachsen
waren, oder sich im Differenzierungsassay mehr Zellen als in der Kontrolle differenziert hatten.
Die Embryotoxizitit der Testsubstanzen wurde zum einen mit Hilfe des Priadiktionsmodells
bestimmt (3.9.3). Zum anderen wurde aus den Halbhemmkonzentrationen zwei Quotienten Z
und D gebildet, die embryotoxische Eigenschaften der Testsubstanz beschreiben (3.9.6). Der Z-
Quotient (Zytotoxizitdtsquotient) charakterisiert das embryotoxische Potenzial der Testsubstanz,
wihrend mit dem D-Quotient (Zytotoxizitit-Differenzierungsquotient) die spezifisch

differenzierungshemmende Wirkung der Testsubstanz bestimmt werden kann.
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4.2.1 Valpromid und Valproinsiure

Als erstes Substanzpaar wurden die strukturverwandten Antiepileptika Valpromid und
Valproinsdure im EST getestet. Die Substanzen wurden in DMSO geldst von der TiHo bezogen
(Tab. 5) und mit einer Endkonzentration von 0,25% v/v DMSO im EST eingesetzt (Abb. 10 und
Tab. 18). Eine Wiederfindung des Valpromid in der Valpromid-Stocklosung von 74% wurde bei
der Angabe der Ergebnisse beriicksichtigt.

Vom Pridiktionsmodell wurden beide Substanzen als schwach embryotoxisch eingestuft und
lieBen sich daher anhand dieses Parameters nicht voneinander unterscheiden. Die Z-Quotienten
der Valproinséure fielen mit 2,8 - 3,4 grofler aus als die des Valpromid mit >1,9 und kennzeich-
neten so die Valproinsidure als die gegeniiber ES-D3-Zellen embryotoxischere Substanz. Auch
die D-Quotienten der Valproinsidure waren mit 2,5 - 7,6 groBer als die des Valpromid mit 1,8 und
zeigten damit an, dass die differenzierungshemmende Komponente der Valproinsdure stirker
ausgepragt war. Im direkten paarweisen Vergleich der Halbhemmkonzentrationen lagen die
Werte von Valproinsdure im Mittel 1,2-fach (ICs503T3), 1,9-fach (ICsoD3) bzw. 4,3-fach (IDs)
unter den Werten von Valpromid, sodass Valproinsédure in allen drei EST-in vitro-Einzeltests

toxischer wirkte.
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Abb. 10: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Valpromid und Valproinsdure im EST (3.9);

Lésungsmittel 0,25% v/v DMSO. Pro Substanz wurden zwei unabhangige ESTs durchgefihrt. Die

Messwerte der Zytotoxizitatstests sind mit ihrer Standardabweichung angegeben. *Beim Differenzie-
rungsassay (DA) ist der Prozentsatz an Zellen angegeben, die sich am Ende des Tests in schlagende

Herzmuskelzellen differenziert haben;

bei den Zytotoxizitatstests (ZT) ist der Prozentsatz an Zellen

Tests wurden die Ergebnisse der

angegeben, die am Ende des Tests vital waren. In allen drei in vitro

Zytotoxizitatstest mit ES-D3- bzw. 3T3-Zellen.

Testanséatze auf die Lésungsmittelkontrolle bezogen, welche auf 100% gesetzt wurde. **ZT-ESD3 bzw. -

3T3
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Tab. 18: Halbhemmkonzentrationen von Valpromid (VPD) und Valproinsaure (VPA), die im EST
bestimmt wurden (3.9), und Klassifizierung der Embryotoxizitat der Testsubstanzen mit Hilfe des
Pradiktionsmodells (3.9.3). Als Lésungsmittel wurde 0,25% v/v DMSO verwendet. Die Halbhemmkon-
zentrationen wurden aus den Konzentrations-Wirkungskurven des EST graphisch ermittelt. Lauf 1 und 2
stellen zwei voneinander unabhangige Versuche dar.

Substanz Lauf IC503T3 IC5,D3 ID5 Pradiktions-
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) modell®
VPD 1 >740 380 210 schwach
2 >740 386 215 schwach
VPA 1 600 175 69 schwach
2 620 220 29 schwach

®Einstufung der Testsubstanz vom Pradiktionsmodell als stark, schwach oder nicht embryotoxisch.

Tab. 19: Z- und D-Quotienten von Valpromid (VPD) und Valproinsaure (VPA). Die Quotienten wur-
den aus den Halbhemmkonzentrationen der in vitro-Tests des EST berechnet (3.9.6).

Substanz Lauf Z-Quotient D-Quotient
(IC50,3T3 / IC5,D3) (IC50D3 / IDsp)
VPD 1 >1,9 1,8
VPD 2 >1,9 1,8
VPA 1 3,4 2,5
VPA 2 2,8 7,6

’

Z-Quotient = Zytotoxizitatsquotient; D-Quotient = Zytotoxizitat-Differenzierungsquotient.

Der EST konnte damit zwischen Valpromid und Valproinsdure anhand der Z- und D-Quo-
tienten sowie anhand des direkten Vergleichs der Halbhemmkonzentrationen diskriminieren,
wihrend mit dem Prddiktionsmodell kein Unterschied gezeigt werden konnte. Aufgrund der
groferen Z- und D-Quotienten besitzt Valproinsiure ein grof3eres embryotoxisches Potenzial und

eine grofere differenzierungshemmende Komponente.

4.2.2 Retinol und all-frans-Retinsiure

Als weiteres Substanzpaar wurden Retinol und all-frans-Retinsidure (Retinsdure) im EST un-
tersucht. Auch diese Substanzen wurden in DMSO gelost von der TiHo bezogen (Tab. 5) und
mit einer Konzentration von 0,25% v/v DMSO im EST eingesetzt (Abb. 11 und Tab. 20). Im
Laufe der Versuche stellte sich heraus, dass die Retinoid-Konzentrationen in den Stocklésungen
abnahmen. Deshalb wurde die Wiederfindung von Retinol und Retinsdure im ES-D3-Medium
mehrfach ermittelt (sh. Kapitel 4.4.2.4), und die Ergebnisse wurden entsprechend korrigiert. In
den ESTs mit Retinol wurde mit einer Wiederfindung von 38% gerechnet, in den ESTs mit

Retinsédure mit einer Wiederfindung von 88% (Tab. 42).



65

Ergebnisse

@ -

. v R
£ 2 DDSMM
588 -~ Q855G
—— m [ I
¥R S3AKRKKK
myo__ | |
m%m;& o
588 @

[

Ye)

—

«{%)(1Z) us|loZ B[N
19po (yQ) us||oZ auslIzualaplg

T
o o o
o

Konzentration (ug/mL)

- -0- - ZT-ESD3 1
- -A- - ZT-ESD3 2

—0—Z7T1-3T3 1

——ZT-3T3 2

«{%)(1Z) us|ioZ B[N
189po (vQ) us||oZ dusIZUBIBHIQ

1E-05 1E-04 1E-03 1E-02 1E-01 1E+00 1E+01 1E+02

1E-06

Konzentration (ug/mL)

im EST (3.9);

und Retinsiure

Lésungsmittel 0,25% v/v DMSO. Pro Substanz wurden zwei unabhangige ESTs durchgefiihrt; die

Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Retinol

11:

Abb.

Retinsaure wurde im Differenzierungsassay vierfach getestet. Die Messwerte der Zytotoxizitatstests sind

mit ihrer Standardabweichung angegeben. *Beim Differenzierungsassay (DA) ist der Prozentsatz an
Zellen angegeben, die sich am Ende des Tests in schlagende Herzmuskelzellen differenziert haben; bei

die am Ende des Tests vital waren.

In allen drei in vitro-Tests wurden die Ergebnisse der Testansatze auf die Ldsungsmittelkontrolle

bezogen, welche auf 100% gesetzt wurde. **ZT-ESD3 bzw. -3T3 = Zytotoxizitatstest mit ES-D3- bzw.

3T3-Zellen.

den Zytotoxizitatstests (ZT) ist der Prozentsatz an Zellen angegeben
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Tab. 20: Halbhemmkonzentrationen von Retinol (RO) und all-trans-Retinsadure (RA), die im EST
bestimmt wurden (3.9), und Klassifizierung der Embryotoxizitat der Testsubstanzen mit Hilfe des
Pradiktionsmodells (3.9.3). Als Lésungsmittel wurde 0,25% v/v DMSO verwendet. Die Halbhemmkon-
zentrationen wurden aus den Konzentrations-Wirkungskurven des EST graphisch ermittelt. Lauf 1 und 2
stellen zwei voneinander unabhangige Versuche dar. Der Differenzierungsassay mit Retinsdure wurde
aufgrund der gréBeren Schwankungen der Ergebnisse vierfach wiederholt.

Substanz Lauf 1IC50,3T3 IC5,D3 D5 Pradiktions-
(ug/mL) (ng/mL) (ng/mL) modell®

RO 1 4.2 61 11 stark
RO 2 2,7 118 19 stark
RA 1 17 0,18 0,11 stark
RA 2 16 0,62 0,020 stark
RA 3 - - 0,066 -

RA 4 - - 0,15 -

®Einstufung der Testsubstanz vom Pradiktionsmodell als stark, schwach oder nicht embryotoxisch.

Tab. 21: Z- und D-Quotienten von Retinol (RO) und all-trans-Retinsédure (RA). Die Quotienten wur-
den aus den Halbhemmkonzentrationen der in vitro-Tests des EST berechnet (3.9.6).

Substanz Lauf Z-Quotient D-Quotient
(IC503T3 / IC5,D3) (IC5,D3 / IDsy)
RO 1 69 55
RO 2 23 6,2
RA 1 94000 1,6
RA 2 26000 31

Z-Quotient = Zytotoxizitatsquotient; D-Quotient = Zytotoxizitat-Differenzierungsquotient.

Das Priadiktionsmodell stufte beide Retinoide gleichermal3en als stark embryotoxisch ein, so-
dass sich auf dieser Basis kein Unterschied zwischen den Substanzen ergab. Beim Vergleich der
Z-Quotienten wurde jedoch ein groBler Unterschied deutlich: die Retinsdure wies ein etwa 1000-
fach grofleres embryotoxisches Potenzial auf als das Retinol. Anhand der D-Quotienten konnte
dagegen keine Aussage iiber einen Unterschied getroffen werden, da die beiden D-Quotienten
der Retinsdure mit 1,6 und 31 stark schwankten und verglichen mit dem Bereich der D-Quotien-
ten des Retinols von 5,5 - 6,2 einmal darunter und einmal dariiber lagen. Im direkten Vergleich
der Halbhemmkonzentrationen der Substanzen untereinander wirkte die Retinsdure auf die ES-
D3-Zellen um gut zwei Groflenordnungen toxischer als das Retinol, sowohl in den Zytotoxizi-
titstests als auch im Differenzierungsassay. Die 3T3-Zellen reagierten dagegen im Zytotoxizi-
tatstest auf die Retinsdure etwa fiinffach weniger empfindlich.

Der EST konnte damit zwischen Retinol und Retinsdure basierend auf den Z-Quotienten und

dem Vergleich der Halbhemmkonzentrationen diskriminieren, wihrend das Préadiktionsmodell
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beide Substanzen gleich einstufte. Aufgrund des 1000-fach hoheren Z-Quotienten besitzt die

Retinsdure ein groBeres embryotoxisches Potenzial als Retinol.

4.2.3 Cyclophosphamid und 4-Hydroperoxycyclophosphamid

Als weiteres Substanzpaar wurden das Cytostatikum Cyclophosphamid (CPP) und die Vor-
laufersubstanz seines Metaboliten 4-Hydroxycyclophosphamid, das 4-Hydroperoxycyclo-
phosphamid (4HC), im EST untersucht. Stammldsungen von Cyclophosphamid in DMSO (CPP-
DMSO) wurden von der TiHo verschickt (Tab. 5), und bis zum Gebrauch bei -20°C gelagert. Da
das 4HC laut Herstellerangabe in wissriger Losung geldst werden sollte, wurden von Cyc-
lophosphamid auBBerdem Stammldsungen in isotoner Kochsalzlosung hergestellt (CPP-i.K.), um
Cyclophosphamid und 4HC im gleichen Losungsmittel gelost miteinander vergleichen zu
konnen. Fiir die Tests mit Cyclophosphamid und 4HC in isotoner Kochsalzlosung wurde vor
jedem Kultivierungsschritt eine Stocklosung frisch hergestellt, da beide Substanzen in wissriger
Losung bei Raumtemperatur 30 min (4HC) bzw. 24 h (Cyclophosphamid) stabil sind (Flowers et
al. 2000; Sifton 1995). Die Ergebnisse der Tests sind in Abbildung 12 und Tabelle 22 zu-
sammengefasst.

Zunachst war auffillig, dass der mittlere IDsp von 4HC mit 0,56 pug/mL hoher lag als der
mittlere IC5oD3 von 0,14 pg/mL und der Differenzierungsassay damit auf 4HC weniger emp-
findlich reagiert hatte als der Zytotoxizitétstest. Dieser Unterschied ist auch in Abbildung 12 gut
erkennbar, denn die Konzentrations-Wirkungskurven der Zytotoxizititstests mit ES-D3-Zellen
sind deutlich nach links verschoben. Dieses Ergebnis ist biologisch paradox, da sich hiernach die
ES-D3-Zellen bei einer zytotoxischen Cyclophosphamid-Konzentration differenzieren wiirden.
Deshalb konnten die IDsp-Werte nicht gewertet werden und sind in Tabelle 22 in Klammern
gefasst. Eine Klassifizierung des 4HC durch das Priadiktionsmodell (Tab. 22) sowie die Berech-
nung der D-Quotienten (Tab. 23) war damit nicht moglich. Im vorliegenden Fall konnte die
Implausibilitidt auf unterschiedliche Expositionsbedingungen in den verschiedenen in vitro-Tests
des EST zuriickgefiihrt werden, was in Kapitel 5.1 néher diskutiert wird.

Das Cyclophosphamid wurde vom Préadiktionsmodell unabhingig vom Losungsmittel als
schwach embryotoxisch eingestuft. Zum Vergleich der Z- und D-Quotienten sowie der Halb-
hemmkonzentrationen wurden die Tests mit isotoner Kochsalzlosung als Losungsmittel herange-
zogen. Die Z-Quotienten beider Substanzen waren etwa gleich groB}, sodass sie sich in ihrem
embryotoxischen Potenzial nicht unterschieden. Die D-Quotienten von 4HC waren aufgrund der

versuchstechnischen Einfliisse auf die IDso-Werte nicht auswertbar und konnten daher mit den
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Abb. 12: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Cyclophosphamid und 4HC im EST (3.9); L6sungs-
mittel 0,25% v/v DMSO oder 2,5% v/v isotone Kochsalzlésung (i.K.). Pro Substanz wurden zwei
unabhangige ESTs durchgefihrt. Die Messwerte der Zytotoxizitatstests sind mit ihrer Standardab-
weichung angegeben. *Beim Differenzierungsassay (DA) ist der Prozentsatz an Zellen angegeben, die
sich am Ende des Tests in schlagende Herzmuskelzellen differenziert haben; bei den Zytotoxizitats-
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tests (ZT) ist der Prozentsatz an Zellen angegeben, die am Ende des Tests vital waren. In allen drei in
vitro-Tests wurden die Ergebnisse der Testansatze auf die Lésungsmittelkontrolle bezogen, welche auf
100% gesetzt wurde. **ZT-ESD3 bzw. -3T3 = Zytotoxizitatstest mit ES-D3- bzw. 3T3-Zellen.

Tab. 22: Halbhemmkonzentrationen von Cyclophosphamid (CPP) und 4HC, die im EST bestimmt
wurden (3.9), und Klassifizierung der Embryotoxizitat der Testsubstanzen mit Hilfe des Pradikti-
onsmodells (3.9.3). Das Cyclophosphamid wurde sowochl in DMSO (CPP-DMSO; 0,25% v/v) als auch in
isotoner Kochsalzlésung (CPP-i.K.; 2,5% v/v) gelést und getestet. Das 4HC wurde nur in isotoner
Kochsalzldsung gelést und getestet (4HC-i.K.; 2,5% v/v). Die Halohemmkonzentrationen wurden aus den
Konzentrations-Wirkungskurven des EST graphisch ermittelt. Lauf 1 und 2 stellen zwei voneinander
unabhéngige Versuche dar.

Substanz Lauf 1C50,3T3 IC5,D3 IDsg Pradiktions-
(ug/mL) (ng/mL) (ug/mL) modell®
CPP-DMSO 1 >940 450 260 schwach
2 >940 480 170 schwach
CPP-i.K. 1 800 170 150 schwach
2 >1000 300 150 schwach
4HC-i K. 1 0,53 0,13 (0,55)° -
2 0,60 0,14 (0,56)" -

®Einstufung der Testsubstanz vom Pradiktionsmodell als stark, schwach oder nicht embryotoxisch. °Die
Expositionsbedingungen in diesem Test unterschieden sich von den Bedingungen der anderen Tests mit
4HC, sodass die IDso-Werte fir eine weitere Auswertung nicht verwendet werden konnten.

Tab. 23: Z- und D-Quotienten von Cyclophosphamid (CPP) und 4HC. Die Quotienten wurden aus den
Halbhemmkonzentrationen der in vitro-Tests des EST berechnet (3.9.6).

Substanz Lauf Z-Quotient D-Quotient
(IC5,3T3 / IC5,D3) (IC50D3 / IDsp)
CPP-DMSO 1 >2,1 1,7
2 >2,0 2,8
CPP-i.K. 1 47 1,1
2 >3,3 2,0
4HC-i.K. 1 41 -
4HC-i.K. 2 4.3 -

Z-Quotient = Zytotoxizitatsquotient; D-Quotient = Zytotoxizitat-Differenzierungsquotient; CPP-DMSO =
CPP gelést in DMSO (0,25% v/v); CPP-i.K. = Cyclophosphamid gel6st in isotoner Kochsalzlésung
(2,5% v/v); 4HC-i.K. = 4-Hydroperoxycyclophosphamid geldst in isotoner Kochsalzlésung (2,5% v/v).

D-Quotienten des Cyclophosphamid nicht verglichen werden. Beim direkten Vergleich der Halb-
hemmkonzentrationen der Substanzen untereinander zeigte sich ein grofer Unterschied. Die
ICso-Werte von 4HC lagen um etwa drei Gro3enordnungen niedriger als die von CPP-i.K..

Der EST konnte damit Cyclophosphamid von 4HC auf der Basis des direkten Vergleichs der
ICso-Werte diskriminieren und charakterisierte 4HC als die zytotoxischere Substanz. Bezogen

auf die Z-Quotienten besitzen beide Substanzen das gleiche embryotoxische Potenzial.
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4.2.4 Albendazol und Albendazol-Sulfoxid

Das Anthelminticum Albendazol und sein aktiver Metabolit Albendazol-Sulfoxid wurden im
EST gepriift und dazu in DMSO gelost. Die DMSO-Konzentration in den Tests betrug 0,25%
v/v. Die Ergebnisse sind in Abbildung 13 und Tabelle 24 dargestellt.

%)*

~
—

Differenzierte Zellen (DA) oder
vitale Zellen (ZT

Differenzierte Zellen (DA) oder
vitale Zellen (ZT)(%)*

150

100

[6)]
o

Differenzierungs-
assay = DA
Zytotoxizitats-
test = ZT**

—e—DA 1

- -O- - ZT-ESD3 1
- -A- - ZT-ESD3 2
—O—ZT-3T3 1
——Z71-3T3 2

1E-03 1E-02 1E-01 1E+00 1E+01

150

—_

o

o
|

[6)]
o

Albendazol-Sulfoxid

Konzentration (ug/mL)

Differenzierungs-
assay = DA
Zytotoxizitats-
test = ZT*
—eo—DA 1
—a—DA 2

- 0= = ZT-ESD3 1
- -A= = ZT-ESD3 2
—0—Z71-3T3 1
——2ZT-3T3 2

Abb. 13: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Albendazol und Albendazol-Sulfoxid im EST (3.9);
Lésungsmittel 0,25% v/v DMSO. Pro Substanz wurden zwei unabhé&ngige ESTs durchgeflihrt. Die
Messwerte der Zytotoxizitatstests sind mit ihrer Standardabweichung angegeben. *Beim Differenzie-
rungsassay (DA) ist der Prozentsatz an Zellen angegeben, die sich am Ende des Tests in schlagende
Herzmuskelzellen differenziert haben; bei den Zytotoxizitétstests (ZT) ist der Prozentsatz an Zellen
angegeben, die am Ende des Tests vital waren. In allen drei in vitro-Tests wurden die Ergebnisse der
Testansatze auf die Lésungsmittelkontrolle bezogen, welche auf 100% gesetzt wurde. **ZT-ESD3 bzw. -
3T3 = Zytotoxizitatstest mit ES-D3- bzw. 3T3-Zellen.
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Tab. 24: Halbhemmkonzentrationen von Albendazol (ABZ) und Albendazol-Sulfoxid (ASO), die im
EST bestimmt wurden (3.9), und Klassifizierung der Embryotoxizitat der Testsubstanzen mit Hilfe
des Pradiktionsmodells (3.9.3). Als Lésungsmittel wurde 0,25% v/v DMSO verwendet. Die Halbhemm-
konzentrationen wurden aus den Konzentrations-Wirkungskurven des EST graphisch ermittelt. Lauf 1
und 2 stellen zwei voneinander unabhangige Versuche dar.

Substanz Lauf 1C50,3T3 IC5,D3 D5 Pradiktions-
(ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) modell®
ABZ 1 0,17 0,060 0,18 stark
2 0,16 0,075 - -
ASO 1 5,0 2,1 4,6 stark
2 5,0 45 5,7 schwach

®Einstufung der Testsubstanz vom Pradiktionsmodell als stark, schwach oder nicht embryotoxisch.

Tab. 25: Z- und D-Quotienten von Albendazol (ABZ) und Albendazol-Sulfoxid (ASO). Die Quotienten
wurden aus den Halbhemmkonzentrationen der in vitro-Tests des EST berechnet (3.9.6).

Substanz Lauf Z-Quotient D-Quotient
(IC50,3T3 / IC5,D3) (IC50D3 / IDsp)
ABZ 1 2,8 0,33
ABZ 2 2.1 -
ASO 1 2,4 0,46
ASO 2 1,1 0,79

Z-Quotient = Zytotoxizitatsquotient; D-Quotient = Zytotoxizitat-Differenzierungsquotient.

Von den Tests mit Albendazol konnte der zweite Lauf des Differenzierungsassays nicht ge-
wertet werden, weil die Mediumkontrolle nicht valide war. Bei beiden Substanzen fiel weiterhin
auf, dass die IC5oD3-Werte niedriger ausfielen als die IDso-Werte, was biologisch nicht plausibel
war (vgl. Abschnitt 4.2.3). Bei Albendazol-Sulfoxid bewegten sich diese Abweichungen jedoch
noch im Rahmen der Messungenauigkeit.

Das Pridiktionsmodell stufte Albendazol und Albendazol-Sulfoxid unterschiedlich ein. Al-
bendazol wurde in Lauf 1 als stark embryotoxisch klassifiziert. Die Einstufung von Albendazol-
Sulfoxid fiel doppeldeutig aus, obwohl die Halbhemmkonzentrationen der Doppelbestimmungen
nahe beieinander lagen. In Lauf 1 wurde Albendazol-Sulfoxid als stark, in Lauf 2 als schwach
embryotoxisch klassifiziert. Die Z-Quotienten von Albendazol lagen mit 2,1 und 2,8 im gleichen
Bereich wie die von Albendazol-Sulfoxid mit 1,1 und 2,4 und lieBen so keinen Unterschied
zwischen den Substanzen erkennen. Die D-Quotienten beider Substanzen konnten nicht sinnvoll
miteinander verglichen werden, da Quotienten <1 biologisch widerspriichliche Verhiltnisse
beschreiben. Im paarweisen Vergleich der Halbhemmkonzentrationen beider Substanzen zeigte
sich, dass alle Halbhemmkonzentrationen von Albendazol-Sulfoxid 30- bis 50-fach hoher lagen

als die von Albendazol.
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Der EST konnte somit Albendazol von Albendazol-Sulfoxid basierend auf dem direkten Ver-
gleich der Halbhemmkonzentrationen diskriminieren, wihrend anhand der Z-Quotienten und des
Priadiktionsmodells kein eindeutiger Unterschied erkennbar war. Das Proteratogen wies in vitro
jedoch eine hohere Toxizitdt auf als der teratogene Metabolit. Da in dieser Arbeit nur Substanz-
paare untersucht werden sollten, bei denen der teratogene Metabolit toxischer wirkt als die
Muttersubstanz, wurden mit Albendazol und Albendazol-Sulfoxid keine weiteren Untersuchun-

gen durchgefiihrt.

4.3 Entwicklung des mEST

Der metabolisch aktive embryonale Stammzelltest (mEST) wurde auf der Basis des bereits
etablierten und vom ECVAM validierten EST-Protokolls entwickelt, da die Endpunkte valide
und gut detektierbar sind und die Versuchsdauer vergleichsweise kurz ist. Fiir den mEST sollten
metabolisch aktive Zellen in Zellkultureinsidtzen in Form einer statischen Kokultur mit den
Zellen des EST kultiviert werden. Bei der Entwicklung des Testprotokolls wurden daher eine
Reihe von Parametern iiberpriift. Es wurden Zellkulturmedien getestet, die von beiden Zellarten
der Kokultur toleriert werden, und der optimale Ort zur Kultivierung der jeweiligen Zellart
(Zellkultureinsatz oder Well) wurde ermittelt. Weiterhin wurden Methoden zur Anzucht von
Embryoid Bodies (EBs) unter Kokultur-Bedingungen entwickelt, und die allgemeine Toleranz
der Zellen gegeniiber den Kokultur-Bedingungen in Bezug auf Morphologie und Vitalitdt wurde
gepriift. Schlieflich wurden weitere Rahmenbedingungen wie die Permeabilitit der Membranen
der Zellkultureinsitze fiir Metaboliten sowie der Einfluss von Expositionsdauer und Intervall auf
den IDso-Wert untersucht. In einem weiteren Schritt wurden die Leberzellen anhand ihrer Phase-
I und II-Enzymaktivitit sowie ihrer Fahigkeit, die Modellsubstanzen zu metabolisieren, charak-

terisiert.

4.3.1 Toleranz gegeniiber Kulturmedien und Zellkultureinséitzen

4.3.1.1 Kultivierung von Leberzellen in ES-D3-Medium

Die ES-D3-Zellen benétigen ihr spezifisches Medium, um sich in kontrahierende Herzmus-
kelzellen zu differenzieren. Deshalb wurde untersucht, wie gut Leberzellen (primire Hepatozy-
ten von Ratte und Maus sowie die Hepatomazellarten HepaRG, H4IIE, Hepal-6 und HepG2)

dieses Medium tolerieren.
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Primdre Hepatozyten von Ratte und Maus wurden durch Perfusion isoliert (3.4.2) und in 24-
Well-Platten im Monolayer mit Kollagenbeschichtung kultiviert (3.4.3). Nach einer Ruhephase
von 24 h in HP-Medium wurden sie in ES-D3-Medium sowohl ohne als auch mit 0,25% v/v
DMSO weiter kultiviert und tdglich im Lichtmikroskop morphologisch begutachtet. In einer
Reihe von Versuchen zeigte sich, dass sich die Morphologie der Zellen nach 72 h sowohl im
zellspezifischen als auch im ES-D3-Medium stark verschlechtert hatte. Sie verloren ihre polygo-
nale Form, die im Monolayer eine schachbrettartige Struktur aufweist, und nahmen eine atypi-
sche Gestalt an. Im ES-D3-Medium war dieser Prozess ausgepriagter und schneller zu beobach-
ten als im HP-Medium, wobei kein Unterschied zwischen Kulturen mit oder ohne DMSO festge-
stellt werden konnte. Aufgrund dieses Befundes waren primére Hepatozyten fiir einen Einsatz im
mEST nicht geeignet und wurden nicht weiter untersucht.

Die HepaRG-Zellen werden von der Fa. Biopredic, Rennes, Frankreich, vertrieben und wur-
den in deren Labor auf Toleranz des ES-D3-Mediums untersucht. Dazu wurden sie nach dem
Protokoll von Aninat ef al. (2006) angeziichtet, in zwei unabhiingigen Versuchen fiir 72 h ge-
geniiber ES-D3-Medium exponiert und tdglich mikroskopisch beurteilt. Es wurde festgestellt,
dass die Zellen nach 24 h Exposition begannen, sich vom Boden abzulosen. Nach 48 h wiesen
sie nekrotische Bereiche auf und starben nach 72 h ab. Da die Zellen das ES-D3-Medium nicht
tolerierten, war ihre Integration in den EST nicht moglich.

Die H4IIE-, Hepal-6- und HepG2-Zellen wurden in 24-Well-Platten gesiit (7,5 x 10* H4IIE-
Zellen/Well; 8 x 10* Hepal-6-Zellen/Well; 2,1 x 10° HepG2-Zellen/Well), nach 2 h Anwachsen
mit PBS gewaschen, gegeniiber ES-D3-Medium exponiert und téglich im Lichtmikroskop
morphologisch begutachtet. Uber einen Zeitraum von 5 Tagen zeigten diese Zellen keinen
morphologischen Unterschied im Vergleich zu ihrem Erscheinungsbild in der Erhaltungskultur.

Damit war es prinzipiell moglich, diese Zellen in einem mEST mit ES-D3-Medium einzusetzen.

4.3.1.2 Kokultur-Bedingungen fiir ES-D3-Zellen

In einem variierten EST-Differenzierungsassay wurden von Meyer et al. (2005a) verschie-
dene Kokultur-Bedingungen fiir ES-D3-Zellen untersucht, die im folgenden ndher beschrieben
werden. Sie ziichteten ES-D3-Zellen fiir die ersten beiden Kultivierungsschritte nach EST-
Protokoll an (3.9.1) und kultivierten parallel dazu H4IIE-Zellen in H41IE-Medium und in ES-
D3-Medium. Im dritten Kultivierungsschritt (Tag 5) wurden verschiedene Ansatz-Varianten in
24-Well-Platten hergestellt. Die Versuchsparameter des dritten Kultivierungsschrittes sind in
Tabelle 26 zusammengefasst. Die H4IIE-Zellen wurden tidglich im Mikroskop begutachtet und
die EBs am zehnten Tag mikroskopisch ausgewertet (sieche Tab. 26 letzten Spalte).
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Tab. 26: Versuchsparameter von Kultivierungsschritt 3 (Tag 5 - 10) in einem EST zur Untersu-
chung von Kokultur-Bedingungen mit H4lIE-Zellen (Meyer et al. 2005a). Die ersten beiden Kultivie-
rungsschritte (Tag 0 - 3 und 3 - 5) wurden nach EST-Protokoll durchgefihrt (3.9), der dritte Schritt wurde
in 24-Well-Platten ausgefihrt und wie in der Tabelle angegeben variiert (pro Variante vier Anséatze).

Variante Medium Kultivierungsort Kontrahierende
Zellen im Zellkultureinsatz® Zellen im Well Kardiomyozyten
1 ES-D3-Medium H4IIE-Zellen® EB ja
2 ES-D3-Medium EB H4IIE-Zellen® nein
3 H41IE-Medium H4IIE-Zellen® EB nein
4 H411E-Medium EB H4IIE-Zellen® nein

EB = Embryoid Body. ®Fa. Nunc, Anopore-Membran, 0,2 um PorengréBe; °2 - 3 x 10* Zellen/Einsatz bzw.
Zellen/Well.

Meyer et al. (2005a) konnten nur bei Variante 1 (Tab. 26) eine Differenzierung der ES-D3-
Zellen in schlagende Herzmuskelzellen feststellen. Sie schlussfolgerten, dass in einem mEST die
EBs in ES-D3-Medium im Well kultiviert werden miissen, und die metabolisch aktiven Zellen

im Zellkultureinsatz.

4.3.1.3 Kultivierung von Hepatomazellen in Zellkultureinsdtzen

Aufgrund der vorangegangenen Ergebnisse wurden die Hepatoma-Zelllinien H4IIE, Hepal-6
und HepG2 daraufhin untersucht, ob sie Zellkultureinsétze und insbesondere die Oberfldche der
Membrane tolerieren, ohne sich morphologisch zu veriandern. Die Zellen wurden in 8-Well-
Streifen mit Anopore-Membrane gesit (6,8 X 10° H4IIE-Zellen/Einsatz; 4 x 10° Hepal-6-Zel-
len/Einsatz; 1,2 X 10* HepG2-Zellen/Einsatz), fiir zwei Tage in ES-D3-Medium inkubiert und
ihre Morphologie beobachtet. Die 8-Well-Streifen wurden dabei unbehandelt und zusitzlich mit
Kollagenbenetzung (3.4.1) getestet, da Kollagen die Adhision von Zellen auf Kulturoberflichen

im allgemeinen verbessert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 14 dargestellt.
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Zellen im Well 8 Well Streifen ohne 8 WWell Streifen mit
Kollagenbenetzung Kollagenbenetzung

HAIIE-Zellen

Hepal-B-Zellen

HepGZ-Zellen

Abb. 14: Morphologie der Hepatomazellen H4IIE (A-C), Hepal-6 (D-F) und HepG2 (G-l) auf Mem-
branen von 8-Well-Streifen ohne bzw. mit Kollagenbenetzung. Die Zellen wurden zwei Tage in ES-
D3-Medium kultiviert. Als Kontrolle diente eine Kultur in den Wells einer 96-Well-Platte.

Bei diesem Versuch zeigte sich, dass die H4IIE-Zellen auf den Anopore Membranen sowohl
ohne als auch mit Kollagenbenetzung etwa gleich gut wachsen. Die Benetzung mit Kollagen
brachte keine Verbesserung der Morphologie. Die Hepal-6-Zellen hatten dagegen nach zwei
Tagen noch keinen Monolayer ausgebildet, waren ungleichmé@Big verteilt und hatten untypische
Zellaggregate ausgebildet. Die HepG2-Zellen bildeten nur auf Kollagen-benetzten Membranen
einen dhnlich guten Monolayer aus wie im Well. Damit stand fest, dass nur H4IIE- und HepG2-
Zellen zur Kokultur eingesetzt werden konnten, und dass fiir HepG2-Zellen die Membranen der

Zellkultureinsitze mit Kollagen benetzt werden miissen.
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4.3.2 Diffusion von Substanzen durch die Anopore-Membran

Die von den Hepatomazellen im Zellkultureinsatz erzeugten Metaboliten miissen moglichst
rasch vom Zellkultureinsatz in das Well diffundieren kénnen, um die ES-D3-Zellen zu exponie-
ren. Deshalb wurde getestet, wie schnell Tinte als Modellsubstanz durch die Membranen diffun-
diert (3.10.1), wobei 8-Well-Streifen ohne Behandlung und mit Kollagenbenetzung gepriift wur-
den. Das Ergebnis ist in Abbildung 15 dargestellt.
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Abb. 15: Diffusion einer Tintenlésung durch die Membran von 8-Well-
Streifen, die einmal unbehandelt und einmal mit Kollagen benetzt getes-
tet wurden. Der dunkelste Farbton der Standardreihe (1:1) entspricht einer
vollstandigen Diffusion zwischen Einsatz und Well.

Der dunkelste Farbton der Standardreihe (1:1) entspricht einem vollstindigen Konzentrati-
onsausgleich der Tintenlosung zwischen Zellkultureinsatz und Well. Vergleicht man die Farbung
der Testwells mit der Standardreihe kann man erkennen, dass die Farbe der 1:1-Tintenlosung der
Féarbung der Testwells gleicht, die nach 6 - 12 h Diffusion erreicht wird. Ein Unterschied zwischen
8-Well-Streifen mit oder ohne Kollagenbenetzung ist nicht erkennbar. Diese Diffusionsdauer ist
fir den mEST ausreichend kurz, und es koOnnen daher 8-Well-Streifen mit und ohne
Kollagenbenetzung verwendet werden. Da die gleiche Membran auch in den andersformatigen
Zellkultureinsidtzen verwendet wird, ist dort mit einer gleich guten Diffusion zu rechnen. Im mEST
sind die Membranen der Zellkultureinsitze jedoch bei fortschreitender Kultivierungsdauer immer
dichter mit Zellen bewachsen, was eine Diffusion der Metaboliten erschweren kann. Die Diffusion

von Metaboliten wurde deshalb auch unter mEST-Bedingungen gepriift (sh. Kapitel 4.4.1).
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4.3.3 Anzucht von Embryoid Bodies in Kokultur

Vorangegangene Versuche hatten gezeigt, dass die Expositionsdauer einen wesentlichen Ein-
fluss auf die Hemmung der Differenzierung der ES-D3-Zellen hat. Meyer et al. (2005b) priiften
5-Fluorouracil und 6-Aminonicotinsdureamid in einer Reihe von ESTs, in denen sie die gesamte
Behandlungsdauer und die Expositionsintervalle der ES-D3-Zellen variierten. Dabei wurde fest-
gestellt, dass jede Abweichung vom EST-Protokoll zu einer Veridnderung der Halbhemmkon-
zentrationen fiihrt und zur Folge haben kann, dass die Testsubstanz vom Pridiktionsmodell
falsch klassifiziert wird. In einem EST muss daher die Substanzexposition iiber den gesamten
Zeitraum erfolgen, um valide Ergebnisse zu erhalten, und folglich muss auch eine metabolische
Komponente iiber den gesamten Testzeitraum présent sein.

Deshalb wurden zwei Methoden entwickelt, die eine Anzucht von EBs unter statischen Ko-
kulturbedingungen erlauben und so eine Exposition der EBs gegeniiber Metaboliten wihrend des
ersten Kultivierungsschrittes ermoglichen. Beide Methoden wurden miteinander verglichen
(3.10.2 und Abb. 7). Da H4I1E-Zellen die Kokultur-Bedingungen am besten tolerierten (4.3.1),
wurden sie als metabolische Komponente eingesetzt. Der Ablauf des Experiments ist in Tabelle

27 zusammengefasst, die Ergebnisse sind in Tabelle 28 wiedergegeben.

Tab. 27: Durchfithrung verschiedener Differenzierungsassays zum Vergleich von zwei Anzucht-
methoden fiir EBs in Kokultur. Methode A (V96-Methode): Anzucht von EBs in einer 96-Well-Platte mit
V-férmigem Boden, mit 8-Well-Streifen; Methode B: Anzucht von EBs in Hangetropfen an 8-Well-Streifen
(siehe auch 3.10.2. bzw. Abb. 7.).

Differenzierungs- Durchfiihrung der einzelnen Schritte des Differenzierungsassays

assay Schritt 1 (Tag 0-3) Schritt 2 (Tag 3-5) Schritt 3 (Tag 5-11)

#1: Methode A mit Methode A mit 3,5x 10°  Durchflihrung wie Durchfiihrung wie mEST

H4IIE-Kokultur H4I1IE-Zellen/Einsatz. mEST (3.11.1) mit (3.11.1) mit 1,2 x 10* H4IIE-
Sonst Durchfiihrung wie 3 x 10° H4IIE-Zel- Zellen/Einsatz
mEST (3.11.1) len/Einsatz

#2: Methode B mit Methode B. Sonst wie #1  Wie #1 Wie #1

H4IIE-Kokultur

#3: Klassischer EST Hangetropfen in Petri- Durchfiihrung wie EST  Durchfiihrung wie EST
schalendeckel (3.9.1) (3.9.1) (3.9.1)

#4: Methode A ohne Methode A ohne 8-Well- Wie #3 Wie #3

H4lIE-Kokultur Streifen; mit 160 pL/Well

in V96-Platte
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Tab. 28: Ergebnisse des Vergleichs von zwei Anzuchtmethoden fiir EBs in Kokultur
(Versuchsaufbau siehe Tab. 27). Die Ergebnisse sind als Wells mit kontrahierendem Myokardium pro
Gesamtzahl an EBs angegeben. Die Differenzierungsassays wurden zu vier verschiedenen Zeitpunkten
t; bis t; ausgewertet. Nach &, wurden die Zellkultureinséatze wieder in die 24-Well-Platten eingesetzt und
bis Tag 11 darin belassen.

. . ) ti: Tag 10 : Tag 10 ;: Tag 11 fy: Tag 11
aD;fsf:renZIerungs 0 h nach Ent- 2,4 - 4,5h nach 0 h nach Ent- 5 h nach Ent-
y nahme der E Entnahme der E nahme der E nahme der E
#1: Methode A mit
H4IIE-Kokultur / 17 22 23
#2: Methode B mit 6 14 o4 o4

H4I11E-Kokultur
#3: Klassischer EST 23 23 23 23

#4: Methode A ohne

H4IIE-Kokultur 24 24 24 o4

E = Zellkultureinsatze

In dem Versuch (Tab. 28) zeigte sich, dass mit beiden Methoden eine Anzucht von EBs in
Kokultur mit H4IIE-Zellen moglich ist. Nach 11 Tagen Inkubation direkt nach Entnahme der
Zellkultureinsitze (#3) wurde eine den Validititskriterien entsprechend ausreichende Anzahl an
Wells mit schlagendem Myokardium erreicht. Weiterhin wurde deutlich, dass am Tag 10 direkt
nach Entnahme der Zellkultureinsitze (¢;) noch zu wenig EBs kontrahierende Kardiomyozyten
ausgebildet hatten. Deshalb wurde fiir die Auswertung eines mESTs festgelegt, die Kokultur am
Tag 10 zu beenden, die Zellkultureinsédtze zu entnehmen, die 24-Well-Platten ohne Einsétze bis
Tag 11 weiter zu inkubieren und dann auszuwerten. Da die V96-Methode wesentlich einfacher

zu handhaben war als Methode B, wurde der mEST mit der V96-Methode aufgebaut.

4.3.4 Einfluss der V96-Methode auf die Sensitivitiit des Differenzierungsassays

Da die neue Methode der EB-Anzucht eine wesentliche Verianderung gegeniiber dem Proto-
koll des klassischen EST darstellte und die ersten drei Kultivierungstage einen deutlichen Ein-
fluss auf den IDsp-Wert haben (Meyer et al. 2005b), wurde iiberpriift, ob die V96-Methode die
Sensitivitidt der EBs verdndert. Dazu wurden Differenzierungsassays mit 5-FU als Testsubstanz
durchgefiihrt, bei denen die Anzuchtmethode im Schritt 1 des EST-Differenzierungsassays

variiert wurde. Die Ergebnisse dieser Tests sind in Tabelle 29 dargestellt.
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Tab. 29: Sensitivitit von ES-D3-Zellen im Differenzierungsassay mit V96-Methode (3.10.2) im
Vergleich zum klassischen EST-Protokoll (3.9). Testsubstanz 5-Fluorouracil (5-FU). Kontrollen: Wells
mit kontrahierenden Kardiomyozyten pro 24 EBs.

Methode von Kultivie- ID5o-Wert von 5-FU

rungsschritt 1 (ng/mL) Mediumkontrolle Lésungsmittelkontrolle
Hangetropfenkultur 0,031 24/24 24/24
V96-Methode, Lauf 1 0,030 23/24 21/24
V96-Methode, Lauf 2 0,031 18/24 21/24

Im Vergleich zum klassischen EST-Protokoll (Hidngetropfenkultur) ist durch die V96-Me-
thode keine Verschiebung des IDsp-Wertes von 5-FU erkennbar. Die V96-Methode beeinflusst
die Empfindlichkeit der EBs also nicht.

4.3.5 Einfluss der Kokultur auf den Differenzierungsassay

Im Differenzierungsassay mit Kokultur sollen die ES-D3-Zellen durch die Kokultur in ihrer
Differenzierung nicht behindert werden, und die eingesetzten Hepatomazellen miissen in jedem
Kultivierungsschritt vital bleiben. Um die Differenzierung der EBs zu kontrollieren wurden
deshalb in jedem mEST drei Kontrollen mitgefiihrt: je eine Medium- und Lésungsmittelkontrolle
mit Kokultur, in der die EBs mit der V96-Methode angeziichtet wurden, und eine Mediumkon-
trolle ohne Kokultur, bei der die EBs wie im klassischen EST in einer Héngetropfenkultur
geziichtet wurden (3.11.1). Das Ergebnis dieser Kontrollen wurde mit dem Validititskriterium
des ESTs verglichen (3.9.1).

Die Vitalitdt der Hepatomazellen wurde in Schritt 3 des Differenzierungsassays iiberpriift.
Dazu wurde in einem mEST eine zusitzliche Hepatomazellen-Mediumkontrolle mitgefiihrt, in
der die Hepatomazellen in 10 mm Zellkultureinsidtzen ohne EBs kultiviert wurden. Am Tag 10
wurden diese Einsitze entfernt und mit den Einsédtzen aus der reguliren Mediumkontrolle mit
EBs verglichen, indem bei beiden die Vitalitit der Hepatomazellen mit dem MTT-Test bestimmt
wurden (3.5.2.2). Fiir H41IE-Zellen in Kokultur wurde eine Vitalitdt von 101% im Vergleich zur
Mediumkontrolle ohne EBs bestimmt, fiir HepG2-Zellen waren es 90%. Die Hepatomazellen

wurden im Differenzierungsassay von den ES-D3-Zellen daher nicht beeintrichtigt.

4.3.6 Einfluss der Kokultur auf die Zytotoxizitatstests

Um den Einfluss der Kokultur auf die Vitalitit der verschiedenen Zellen zu untersuchen, wur-
den Zytotoxizititstests in Kokultur mit H4IIE- bzw. HepG2-Zellen durchgefiihrt, die in ihrem
Ablauf dem Protokoll des mEST folgten (3.11.2), in denen aber nur drei Testansétze in 12-fach-
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Bestimmung untersucht wurden: Zielzellen (ES-D3- bzw. 3T3-Zellen), Hepatomazellen (H4IIE-
bzw. HepG2-Zellen) und Zielzellen in Kokultur mit Hepatomazellen. Der dritte Schritt des
Zytotoxizititstests wurde aulerdem in seiner Dauer variiert, sodass sich fiir die Zielzellen
Gesamtinkubationszeiten von sieben Tagen bzw. zehn Tagen ergaben. Die Vitalitit der Hepato-
mazellen wurde mit dem MTT-Test am Ende von jedem Kultivierungsschritt bestimmt (3.5.2.2),
die Vitalitit der Zielzellen am Ende der Gesamtinkubationszeit (3.5.2.1). Die Vitalitét der Zellen
in Kokultur wurde berechnet, indem die Vitalitidt der Zellen in Kokultur auf die Zellen ohne
Kokultur bezogen wurde. Eine Zellvitalitit >100% ergab sich daher in den Fillen, in denen die
Zellen mit Kokultur stiarker proliferiert sind als die Zellen ohne Kokultur. Die Ergebnisse der

Tests sind in Tabelle 30 zusammengefasst.

Tab. 30: Zellvitalitat in Zytotoxizitatstests mit H4lIE- bzw. HepG2-Kokultur. Die Vitalitat der Hepa-
tomazellen wurde mit dem MTT-Test am Ende des jeweiligen Kultivierungsschrittes bestimmt (3.5.2), die
Vitalitdt der ES-D3 bzw. 3T3-Zellen am Ende von Schritt 3. Schritt 3 wurde mit zwei Laufzeiten ausge-
fihrt, sodass sich eine Gesamtdauer des Zytotoxizitatstests von sieben bzw. zehn Tagen ergab. Die
Vitalitét in (%) ist das Ergebnis des Vergleichs zwischen Zellen in Kokultur mit Zellen ohne Kokultur. Eine
Vitalitdt >100% zeigt an, dass die Zellen in Kokultur stérker gewachsen sind als die Zellen ohne Kokultur.

Zellen in Vitalitat nach Schritt 1  Vitalitat nach Schritt 2 Vitalitat nach Schritt 3
Kokultur 3 Tage Kultur 5 Tage Kultur 7 Tage Kultur 10 Tage Kultur
Einsatz: H4IIE 105% 118% 60% 29%
Well: ES-D3 - - 97% 96%
Einsatz: H4lIE 107% 88% - 87%
Well: 3T3 - - - 110%
Einsatz: HepG2 109% 113% 86% -
Well: ES-D3 - - 87% -
Einsatz: HepG2 91% 102% 133% -
Well: 3T3 - - 95% -

Die Vitalitit der Zielzellen (ES-D3- und 3T3-Zellen) war zu keinem der untersuchten Zeit-
punkte stark beeintrichtigt. Die geringste Vitalitidt zeigte sich bei den ES-D3-Zellen nach 7
Tagen Gesamtinkubationszeit in HepG2-Kokultur mit 87% im Vergleich zur Kultur ohne
Hepatomazellen.

Die Hepatomazellen wurden dagegen durch die Kokultur in ihrer Vitalitét stirker beeintridch-
tigt. Wihrend die Vitalitit beider Zellarten nach Schritt 1 und 2 88% - 118% erreichte, zeigten
die H4IIE-Zellen in Kokultur mit ES-D3-Zellen bei 10 Tagen Gesamtinkubationszeit eine
Vitalitdt von nur 29%. Ein héufigerer Tausch des Mediums wihrend dieses Kultivierungs-
schrittes brachte keine deutliche Verbesserung (Daten nicht dargestellt). Erst eine Verkiirzung

des dritten Schrittes auf zwei Tage (Gesamtinkubationszeit sieben Tage) erhohte die Vitalitit der
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HA4IIE-Zellen auf akzeptable 60%. In Kokultur mit 3T3-Zellen ergab sich eine gute Vitalitét der
HA4IIE-Zellen nach 10 Tagen Gesamtinkubationszeit von 87%. Eine Bestimmung nach sieben
Tagen war daher nicht notwendig.

Aufgrund der Erfahrungen mit den H4IIE-Zellen wurde die Vitalitiat der HepG2-Zellen nur
bei verkiirzter Gesamtinkubationszeit bestimmt. Es zeigte sich, dass die HepG2-Zellen in ES-
D3-Kokultur nach sieben Tagen Gesamtinkubation eine Vitalitdt von 86% aufwiesen. In 3T3-
Kokultur lag die Vitalitét bei 133%. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde fiir beide Hepatomazell-
linien die Gesamtinkubationszeit der mEST-Zytotoxizitétstests mit ES-D3- bzw. 3T3-Zellen auf

sieben Tage festgelegt.

4.3.7 Charakterisierung der Hepatomazellen anhand ihrer Phase I - und Phase II-
Enzymaktivititen

Bei der Priifung der zur Auswahl stehenden Hepatomazellen hatte sich gezeigt, dass sich nur
HA4IIE- und HepG2-Zellen mit den ES-D3-Zellen unter den fiir den mEST geplanten Versuchs-
bedingungen kokultivieren lassen (4.3.1). Da fiir die Hepatomazellen die Kultivierung in dem fiir
sie atypischen ES-D3-Medium eine bedeutende Veridnderung darstellt, sollte die Aktivitit der
wichtigsten fremdstoffmetabolisierenden Enzyme dieser Zellen im ES-D3-Medium charakteri-
siert werden. Damit sollte festgestellt werden, welche Zellart darin die groBte Aktivitit besitzt.
Deshalb wurden mit den Hepatomazellen Enzymaktivititsassays in ES-D3-Medium
durchgefiihrt. Zur Charakterisierung der Phase I-Aktivitit wurden der EROD-Assay
(CYP1A1/2-Aktivitit), der PROD-Assay (CYP2B1/2-Aktivitidt) und der BROD-Assay (CYP3A-
Aktivitdt) durchgefiihrt. Die Phase II-Aktivitdt wurde mit dem UGT-Assay (UGT1/2) und dem
GST-Assay bestimmt.

4.3.7.1 EROD-/ PROD-/ BROD-Assay

Die Enzymaktivitit der Hepatomazellen wurde im ES-D3-Medium mit 0,25% v/v DMSO
(Losungsmittelkontrolle) iiber vier Tage bestimmt (3.6.1). Zur Steigerung der Grundaktivitit
wurden die Zellen mit 3-Methylcholanthren (MC) bzw. Phenobarbital (PB) behandelt. Da sich
bei den HepG2-Zellen zeigte, dass die Grundaktivitdt der Zellen im ES-D3-Medium o6fters im
Bereich der Nachweisgrenze lag (Tabelle 31), wurde die Bestimmung der Enzymaktivitdten von
den H4IIE-Zellen sowohl in ES-D3-Medium (Tab. 32) als auch im H4IIE-Medium (Tab. 33)
durchgefiihrt.

Bei den HepG2-Zellen konnte im EROD-Assay keine Grundaktivitdt nachgewiesen werden.
Durch Induktion mit MC wurde die hochste Aktivitit nach 24 h mit 52 pmol/mg/min erreicht. Im
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Tab. 31: EROD-, PROD- bzw. BROD-Aktivitit von HepG2-Zellen in ES-D3-Medium. Die Zellen
wurden mit 0,2 uM 3-Methylcholanthren (MC) bzw. 2 mM Phenobarbital (PB) behandelt. Es wurden drei
Wells pro Behandlung angesetzt, ein Teil der Mediumuberstéande zusétzlich mit Glucuronidase/Arylsulfa-
tase (G/A) behandelt und Enzymaktivitat sowie Proteingehalt eines Wells doppelt bestimmt. Die Aktivitat
ist mit Standardabweichung sowie AA in (pmol/mg/min) angegeben.

EROD
Kontrolle MC-induziert PB-induziert
Beh. l.-zeit Aktivitat AA Aktivitat IF AA Aktivitat IF AA
U 24 <NG 516 £5,7 n.b.
U 48 <NG 32,3+1,9 n.b.
] 72 <NG 99+1,6 n.b.
] 96 <NG 9,3+0,5 n.b.
G/A 24 <NG n.b. 522+4.4 n.b. 0,61
G/A 48 <NG n.b. 31,8+ 1,1 n.b. -0,54
G/A 72 <NG n.b. 10,0+ 1,7 n.b. 0,14
G/A 96 <NG n.b. 9,3+0,4 n.b. -0,01
PROD
U 24 52+0,4 75+0,4 1,5 6,3* 1,2
] 48 <NG 2,9% n.b. <NG n.b.
U 72 1,3+ 0,01 29+0,7 2,2 <NG n.b.
U 96 <NG 1,5+0,6 n.b. 1,0* n.b.
G/A 24 <NG n.b. 7,3* n.b. -0,21 <NG n.b. n.b.
G/A 48 <NG n.b. <NG n.b. n.b. <NG n.b. n.b.
G/A 72 1,2+ 0,03 -0,05 29+0,8 2,3 -0,01 <NG n.b. n.b.
G/A 96 <NG n.b. <NG n.b. n.b. <NG n.b. n.b.
BROD
U 24 56+0,4 10,3+ 4,1 1,8 8,0+0,9 1,4
] 48 1,6* 2,8* 1,7 2,0* 1,2
U 72 1,1+0,02 22+0,3 1,9 1,4+0,1 1,3
] 96 0,7* 1,6+2,4 2,4 <NG n.b.
G/A 24 59+0,3 0,28 10,5+ 4,4 1,8 0,25 78+0,8 1,3 -0,2
G/A 48 <NG n.b. 2,8+0,1 n.b. -0,03 2,1 n.b. 0,1
G/A 72 1,2+ 0,04 0,06 2,3+0,3 1,9 0,14 1,5+0,1 1,3 0,1
G/A 96 0,7* 0,00 1,5+0,3 2,2 -0,10 0,9* 1,3 n.b.

Beh. = Behandlung; l.-zeit = Inkubationszeit; AA = Aktivitatsdifferenz von G/A und U; IF = Induktions-
faktor; U = Uberstand unbehandelt; G/A = Uberstand mit Glucuronidase/Arylsulfatase behandelt; n.b. =
nicht bestimmbar; NG = Nachweisgrenze; * = Einfachbestimmung.

PROD-Assay war eine maximale Grundaktivitdt nach 24 h Inkubation von 5,2 pmol/mg/min
nachweisbar, die sich durch Induktion mit MC nach 72 h hochstens 2,3-fach steigern lie. Im
BROD-Assay lag die Grundaktivitdt zwischen 0,7 und 5,9 pmol/mg/min. Durch PB und MC lief3
sie sich auf das 1,7- bis 2,4-fache (MC) bzw. 1,2- bis 1,4-fache (PB) steigern. Die Aktivitdten
zwischen unbehandelten und mit Glucuronidase/Arylsulfatase (G/A) behandelten Wells unter-
schieden sich in allen Assays kaum, sodass kein Hinweis auf eine Phase II-Aktivitidt erhalten

wurde.
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Tab. 32: EROD-, PROD- bzw. BROD-Aktivitdt von H4lIE-Zellen in ES-D3-Medium. Die Zellen wurden
mit 0,5 pM 3-Methylcholanthren (MC) bzw. 1 mM Phenobarbital (PB) behandelt. Es wurden drei Wells pro
Behandlung angesetzt, ein Teil der Mediumiberstande zusatzlich mit Glucuronidase/Arylsulfatase (G/A)
behandelt und Enzymaktivitdt sowie Proteingehalt eines Wells doppelt bestimmt. Die Aktivitat ist mit
Standardabweichung sowie AA in (pmol/mg/min) angegeben.

EROD
Kontrolle MC-induziert PB-induziert
Beh. l.-zeit Aktivitat AA Aktivitat IF AA Aktivitat IF AA
U 24 h <NG 98,7+ 0,9 n.b.
U 48 h <NG 64,9+ 3,6 n.b.
U 72 h <NG 448+24 n.b.
U 96 h <NG 26,3+1,4 n.b.
G/A 24 h <NG n.b. 1145+4,0 n.b. 15,8
G/A 48 h <NG n.b. 772+2,6 n.b. 12,3
G/A 72 h <NG n.b. 53,8+1,8 n.b. 9,0
G/A  96h <NG n.b. 35,1+1,9 n.b. 8,8
PROD
U 24 h <NG 33,2* n.b. <NG n.b.
U 48 h <NG <NG n.b. <NG n.b.
U 72 h <NG <NG n.b. <NG n.b.
U 96 h 3,7* 3,9+0,4 1,1 <NG n.b.
G/A 24 h <NG n.b. 31,3* n.b. -1,9 <NG n.b. n.b.
G/A 48 h <NG n.b. <NG n.b. n.b. <NG n.b. n.b.
G/A 72 h <NG n.b. <NG n.b. n.b. <NG n.b. n.b.
G/A 96 h 3,7* 0,01 48+0,3 1,3 0,9 4,7* n.b. n.b.
BROD
U 24 h 451 +245 314+34 0,7 25,1* 0,6
U 48 h 8,8+2,0 11,2+ 0,6 1,2 11,2+ 4,1 1,3
U 72h 6,0+1,3 7,1+0,1 1,2 5,0+0,1 0,8
U 96 h 3,7+0,1 45+ 0,1 1,2 3,9+0,3 1,1
G/A 24 h 46,0+245 09 30,9+ 3,9 0,7 -0,5 31,2+95 0,7 6,1
G/A 48 h 9,0+23 0,2 10,9+ 0,4 1,2 0,3 11,4+ 4,9 1,3 0,2
G/A 72h 6,0+1,3 0,1 7,9+0,2 1,3 0,8 5,1+0,6 0,9 02
G/A  96h 3,9+0,2 0,2 52+0,2 1,3 0,8 4,2+0,5 1,1 03

Beh. = Behandlung; I.-zeit = Inkubationszeit; AA = Aktivitatsdifferenz von G/A und U; IF = Induktions-
faktor; U = Uberstand unbehandelt; G/A = Uberstand mit Glucuronidase/Arylsulfatase behandelt; n.b. =
nicht bestimmbar; NG = Nachweisgrenze; * = Einfachbestimmung.

Im ES-D3-Medium war bei den H41IE-Zellen im EROD-Assay keine Grundaktivitit nachweis-
bar (Tab. 32). Die Enzymaktivitit lief sich durch MC induzieren und war nach 24 h Induktion in
den G/A-behandelten Wells am hochsten (115 pmol/mg/min). Im PROD-Assay war eine geringe
Grundaktivitit nachweisbar, die sich kaum induzieren lie. Im BROD-Assay war eine Grundak-
tivitdit von 3,7 bis 45 pmol/mg/min nachweisbar, die sich durch Induktion mit MC oder PB

hochstens auf das 1,3-fache steigen lie. Ein Hinweis auf Phase II-Aktivitat war aufgrund der
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Tab. 33: EROD-, PROD- bzw. BROD-Aktivitat von H4IlIE-Zellen in H4lIE-Medium. Die Zellen wurden
mit 0,5 uM 3-Methylcholanthren (MC) bzw. 1 mM Phenobarbital (PB) behandelt. Es wurden drei Wells pro
Behandlung angesetzt, ein Teil der Mediumiberstande zusatzlich mit Glucuronidase/Arylsulfatase (G/A)
behandelt und Enzymaktivitdt sowie Proteingehalt eines Wells doppelt bestimmt. Die Aktivitat ist mit
Standardabweichung sowie AA in (pmol/mg/min) angegeben.

EROD
Kontrolle MC-induziert PB-induziert
Beh. l.-zeit Aktivitat AA Aktivitat IF AA Aktivitat IF AA
] 24 h <NG 51,5+6,2 n.b.
U 48 h <NG 68,3+24 n.b.
] 72 h <NG 46,6 + 3,5 n.b.
] 96 h <NG 232+2,3 n.b.
G/A 24 h <NG n.b. 56,7 + 7,1 n.b. 52
G/A  48h <NG n.b. 787+18 nb. 104
G/A 72 h <NG n.b. 541+44 n.b. 7.5
G/A  96h <NG n.b. 30,2+22 n.b. 7,0
PROD
U 24 h <NG <NG n.b. <NG n.b.
U 48 h <NG <NG n.b. <NG n.b.
U 72 h <NG 48+0,8 n.b. <NG n.b.
] 96 h <NG <NG n.b. <NG n.b.
G/A 24 h <NG n.b. <NG n.b. n.b. <NG n.b. n.b.
G/A 48 h <NG n.b. <NG n.b. n.b. <NG n.b. n.b.
G/A 72 h <NG n.b. 5,0+0,6 n.b. 0,2 <NG n.b. n.b.
G/A 96 h <NG n.b. <NG n.b. n.b. <NG n.b. n.b.
BROD
U 24 h <NG <NG n.b. <NG n.b.
U 48 h 92+1,3 11,0+ 0,4 1,2 10,7 +1,7 1,2
U 72 h 7,0+3,9 6,7+0,3 1,0 54+05 0,8
U 96 h <NG 32+0,5 n.b. <NG n.b.
G/A 24 h <NG n.b. 18,8+ 3,0 n.b. n.b. <NG n.b. n.b.
G/A  48h 94+15 0,2 11,9+03 1,3 0,9 1,716 12 1,0
G/A 72 h 7,1+3,4 0,1 7,0+0,4 1,0 0,3 52+0,9 0,9 -0,2
G/A 96 h <NG n.b. 3,8+0,3 n.b. 0,5 <NG n.b. n.b.

Beh. = Behandlung; I.-zeit = Inkubationszeit; AA = Aktivitatsdifferenz von G/A und U; IF = Induktions-
faktor; U = Uberstand unbehandelt; G/A = Uberstand mit Glucuronidase/Arylsulfatase behandelt; n.b. =
nicht bestimmbar; NG = Nachweisgrenze; * = Einfachbestimmung.

Differenz zwischen unbehandeltem und G/A-behandeltem Uberstand nur im EROD-Assay
erkennbar. In allen Assays mit H4IIE-Medium (Tab. 33) zeigten die Enzymaktivitdtsmessungen
keinen deutlichen Unterschied zu den Messungen in ES-D3-Medium. Eine Ausnahme bildete die
Messung der EROD-AKktivitdt nach 24 h Induktion mit MC, wo sie im H4IIE-Medium halb so
hoch ausfiel wie im ES-D3-Medium.
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4.3.7.2 UGTI1/2-Assay

Zur Bestimmung der UGT1/2-Aktivitat wurden H4IIE- bzw. HepG2-Zellen in ES-D3-Me-
dium mit 0,25% v/v DMSO (Losungsmittelkontrolle) tiber vier Tage inkubiert. Die Enzymakti-
vitdt wurde tdglich im Zelllysat bestimmt und auf den Proteingehalt bezogen (3.6.2). Drei Kon-
trollwells wurden mit je drei MC- bzw. PB-induzierten Wells verglichen. Ein Kontrollwert ohne

Zellen (n = 2) wurde von den Messwerten mit Zellen abgezogen.

Tab. 34: UGT1- und UGT2-Aktivitat von H4lIE- und HepG2-Zellen in ES-D3-Medium. Die Zellen wur-
den mit 0,5 uM 3-Methylcholanthren (MC) / 1 mM Phenobarbital (PB) (H4IIE-Zellen ) bzw. 0,2 uyM MC / 2
mM PB (HepG2-Zellen) behandelt. Es wurden drei Wells pro Behandlung angesetzt und Enzymaktivitat
sowie Proteingehalt eines Wells doppelt bestimmt. Die Aktivitdt ist mit Standardabweichung in
(pmol/mg/min) angegeben.

H4IlIE-Zellen UGT1 UGT2

Kontrolle MC Kontrolle PB
Inkubationszeit Aktivitat Aktivitat IF Aktivitat Aktivitat IF
24 h 14100+ 1490 14970+2750 1,1 <NG 486 + 100 n.b.
48 h 5870 + 758 6310 + 248 1,1 <NG 286+47,3 n.b.
72 h 5540 + 304 6420 £ 610 1,2 <NG <NG n.b.
96 h 4680 + 764 6350 + 793 1,4 168 + 35,5 301+686 1,8
HepG2-Zellen
24 h 423* <NG n.b. 38,5* 75,9+19.2 2,0
48 h <NG <NG n.b. 28,0* 50,2+234 1,8
72 h <NG <NG n.b. <NG 28,9+158 n.b.
96 h <NG 546 + 27,3 n.b. 23,7 * <NG n.b.

IF = Induktionsfaktor; NG = Nachweisgrenze; n.b. nicht bestimmbar; * = Einfachbestimmung

Bei den H4IIE-Zellen lag im UGT1-Assay die Grundaktivitdt im Bereich von 4680 bis
14100 pmol/mg/min. Die Enzymaktivitidt war durch MC maximal 1,4-fach nach 96 h induzierbar
und lag nach 24 h Induktion am hochsten (14970 pmol/mg/min). Im UGT2-Assay war eine
Grundaktivitit nur nach 96 h Inkubation nachweisbar. Die Enzymaktivitit war durch PB indu-
zierbar (1,8-fach nach 96 h) und lag nach 24 h Induktion am héchsten (486 pmol/mg/min).

Bei den HepG2-Zellen war im UGT1-Assay eine Grundaktivitidt nur nach 24 h Inkubation
nachweisbar (423 pmol/mg/min). Durch eine Induktion mit MC lieB sich nur nach 96 h eine
Enzymaktivitit von 546 pmol/mg/min nachweisen. Im UGT2-Assay lag die Grundaktivitit
zwischen 23,7 und 38,5 pmol/mg/min. Die Enzymaktivitit lieB sich durch PB maximal 2,0-fach
nach 24 h induzieren (75,9 pmol/mg/min).
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4.3.7.3 GST-Assay

Zur Bestimmung der GST-Aktivitiat wurden die H41IE- bzw. HepG2-Zellen iiber einen Zeit-
raum von vier Tagen in ES-D3-Medium inkubiert. Die Enzymaktivitdt wurde tiglich aus dop-
pelten (HepG2-Zellen) bzw. dreifachen (H4IIE-Zellen) Ansitzen im Zelllysat bestimmt und auf
den Proteingehalt bezogen. Die Kontrollwells (0,25% v/v DMSO) wurden mit MC- bzw. PB-

induzierten Wells verglichen.

Tab. 35: GST-Aktivitiat von H4lIE- und HepG2-Zellen in ES-D3-Medium. Die Zellen wurden mit 0,5 uM
3-Methylcholanthren (MC) / 1 mM Phenobarbital (PB) (H4lIE-Zellen ) bzw. 0,2 uM MC / 2 mM PB
(HepG2-Zellen) behandelt und 2 - 3 Wells pro Behandlung angesetzt. Die Aktivitat ist mit Standardab-
weichung in (nmol/mg/min) angegeben.

H4lIE-Zellen

Kontrolle MC PB
Inkubationszeit  Aktivitat Aktivitat IF Aktivitat IF
24 h 105,1 + 26,7 993+75 0,9 118,2+ 14,8 1,1
48 h 167,8+ 19,6 220,2+23,0 1,3 200,1+23,6 1,2
72 h 195,0 + 5,3 2841+42 15 263,0+ 37,8 1,4
96 h 146,4 + 8,4 188,8+17,9 1,3 1453+12,8 1,0
HepG2-Zellen
24 h 44+0,3 5,0+0,4 1,1 57+1,3 1,3
48 h 49+0,6 49+0,3 1,0 51+0,5 1,1
72 h 46+0,1 45+0,3 1,0 4,9* 1,1
96 h 51+0,2 51+0,8 1,0 5,8+0,1 1,1

* = Einfachbestimmung.

Die GST-Grundaktivitidt der H4IIE-Zellen lag im Bereich von 105 bis 195 nmol/mg/min.
Diese Enzymaktivitit liel sich durch MC max. 1,5-fach nach 72 h, und durch PB max. 1,4-fach
nach 72 h induzieren. Bei den HepG2-Zellen lag die Grundaktivitit im Bereich von 4,4 bis
5,1 nmol/mg/min. Die Enzymaktivitit liel3 sich maximal nach 24 h durch PB 1,3-fach und durch
3MC 1,1-fach induzieren.

4.3.8 Charakterisierung der Hepatomazellen anhand ihrer Metabolisierung der Modell-
substanzen

Um Proteratogene im mEST nachweisen zu konnen, miissen sie von den Hepatomazellen in

dem fiir sie atypischen ES-D3-Medium in ausreichendem MaBe aktiviert werden. Durch die

Analyse ausgewihlter Proteratogene und ihrer teratogenen Metaboliten im Kulturmedium sollte

festgestellt werden, welche Zellart beziiglich dieser Substanzen eine groflere metabolische

Aktivitdt besitzt. Diese Tests wurden mit den Substanzpaaren Valpromid (Proteratogen) /
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Valproinsdure (Teratogen) bzw. Retinol (Proteratogen) / all-trans-Retinsaure (Teratogen) durch-

gefiihrt.

4.3.8.1 Metabolisierung von Valpromid zu Valproinsdiure

Der Umsatz der Modellsubstanzen Valpromid und Valproinsdure durch die Hepatomazellen
wurde fiir eine Expositionszeit von zwei und fiinf Tagen untersucht (3.8). Zur Auswahl nicht-
toxischer Konzentrationen fiir die Hepatomazellen wurden die ICso-Werte beider Substanzen
nach fiinf Tagen Exposition bestimmt. Sie betrugen fiir Valpromid 290 pg/mL (H4IIE-Zellen)
bzw. 450 pg/mL (HepG2-Zellen), und fiir Valproinsdure 53 upg/mL (H4IIE-Zellen) bzw.
18 ug/mL (HepG2-Zellen). Fiir die Versuche zum Metabolismus wurden die Substanzen direkt
im ES-D3-Medium geldst und unter Beriicksichtigung der ICso-Werte Konzentrationen von
60 ug/mL Valpromid und 2 ug/mL Valproinsdure im Medium hergestellt. Zur Kontrolle der
Substanzstabilitdt wurden auch Wells mit Testmedium ohne Zellen mitgefiihrt. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 16 zusammengefasst.

Ohne Zellen verédnderten sich die Valpromid- und Valproinsidure-Konzentrationen iiber den
Testzeitraum nur sehr wenig (Abb. 16 A und B), und der geringe Konzentrationsanstieg bewegte
sich bei beiden Substanzen im Rahmen der Messunsicherheit. Ohne Zellexposition blieben die
Substanzen liber den Testzeitraum damit stabil.

Ein Abbau des Valpromid durch die H41IE-Zellen konnte nicht nachgewiesen werden (Abb.
16 C), da die Valpromid-Konzentration wihrend des Behandlungszeitraumes von fiinf Tagen im
Rahmen des Analysefehlers konstant blieb. Valproinsdure war wihrend dieses Zeitraumes
ebenfalls nicht nachweisbar. Dagegen war bei der Inkubation von H4IIE-Zellen mit Valproin-
sdaure ein kontinuierlicher Abbau um 45% nach fiinf Tagen feststellbar (Abb. 16 D). Es wird
daher vermutet, dass die H4IIE-Zellen im Valpromid-Ansatz entweder keine Valproinsdure
(Abb. 16 C) produzierten oder sie rasch zu Metaboliten weiter verstoffwechselten, die mit der
eingesetzten Analytik nicht nachgewiesen werden konnte.

Im Valpromid-Ansatz mit HepG2-Zellen war Valproinsdure nachweisbar und nahm kontinu-
ierlich bis zu einer mittleren Konzentration von 7,4 ug/mL zu (Abb. 16 E). Das entsprach einem
dquimolaren Anteil von 13,1% der anfianglichen Valpromid-Konzentration. Ein dafiir notwendi-
ger Abbau des Valpromid konnte in dem Ansatz nicht nachgewiesen werden, da sich die poten-
zielle Abnahme innerhalb des 20%igen Messfehlers fiir Valpromid bewegte. Da die HepG2-
Zellen im Valproinsdure-Ansatz die Valproinsdure nicht abbauten (Abb. 16 F), wurde die Zu-
nahme der Konzentration an Valproinsdure im Valpromid-Ansatz wihrend der Inkubation nicht

beeintrachtigt.
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Abb. 16: Abbau von Valpromid (VPD) und Valproinséure (VPA) in ES-D3-Medium. Die Testlésungen
wurden ohne Zellexposition (A und B) bzw. mit H4IIE- (C und D) oder HepG2-Zellen (E und F) Gber finf
Tage in doppeltem Ansatz inkubiert. Die Konzentrationen sind mit Standardabweichung angegeben. Le-
gende:—@—VPD —&—VPA.
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4.3.8.2 Metabolisierung von Retinol zu all-trans-Retinsdure

Die Metabolisierung von Retinol und all-frans-Retinsdure (Retinsdure) durch die Hepatoma-
zellen wurde fiir eine Expositionszeit von zwei und fiinf Tagen untersucht (3.8), wobei nicht-zellu-
lare Abbauprozesse der Substanzen in Ansdtzen ohne Zellen iiberpriift wurden. Um Retinoid-
Konzentrationen einzusetzen, die die Vitalitidt der Hepatomazellen nicht beeintrichtigten, wurden
die 1Csp-Werte der beiden Substanzen nach fiinf Tagen Exposition bestimmt. Sie betrugen fiir
Retinol 7,0 pg/mL (H4IIE-Zellen) bzw. 10 pg/mL (HepG2-Zellen), und fiir Retinsdure 30 ug/mL
(H41IIE-Zellen) bzw. 24 ug/mL (HepG2-Zellen). Am Ende der Expositionszeit wurden Retinol,
Retinsdure, 9-cis-Retinsdure (9cRA), 13-cis-Retinsdure (13cRA), 13-cis-4-oxo-Retinsdure
(13c40RA) und all-trans-4-oxo-Retinsidure (40RA) im Medium analysiert. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 17 dargestellt.

In keinem der untersuchten Ansitze konnte 40RA nachgewiesen werden. Im Retinol-Ansatz
ohne Zellen (Abb. 17 A) verringerte sich die Retinol-Konzentration nach fiinf Tagen auf 50% des
Ausgangswertes. Retinsdure wurde bereits zu Beginn in einer geringen Konzentration nachge-
wiesen (4,4 ng/mL), die wihrend des Testzeitraumes geringfiigig bis auf 8,6 ng/mL anstieg. Auch
13cRA war nach zwei Tagen, 9cRA nach fiinf Tagen Inkubation geringfiigig nachweisbar (mittlere
Konzentrationen am fiinften Tag: 2,1 ng/mL 9cRA und 2,7 ng/mL 13cRA). 13c4o0RA konnte nicht
nachgewiesen werden.

Im Retinsédure-Ansatz ohne Zellen (Abb. 17 B) verringerte sich die Retinsidure-Konzentration
kontinuierlich und war nach fiinf Tagen auf 39% des Ausgangswertes abgesunken. Dagegen
stiegen die Konzentrationen von 9cRA und 13cRA stetig an und erreichten nach fiinf Tagen
317 ng/mL bzw. 603 ng/mL. Damit waren 52% der Retinsdure nach fiinf Tagen zu 9cRA bzw.
13cRA transformiert; die Summe aus Retinsdure, 9cRA und 13cRA entsprach 91% der Retinsiure-
Ausgangskonzentration. Wihrend des ganzen Versuches waren au3erdem Retinol und 13c40RA in
geringen Konzentrationen nachweisbar, die jedoch keinen zeitlich eindeutigen Trend erkennen
lieBen (Retinol 22 - 26 ng/mL; 13c40RA 6,9 - 10 ng/mL).

Es wurde deutlich, dass im Retinol-Ansatz das Retinol unter den vorliegenden Testbedingungen
durch nicht-zelluldare Prozesse zur Hilfte zu Verbindungen abgebaut wurde, die mit der vor-
handenen Analytik nicht erfasst werden konnten. Im Retinsdure-Ansatz wurde die Retinsdure im
Inkubationszeitraum zur Hilfte nicht-zelluldr zu 9cRA bzw. 13cRA isomerisiert.

Bei den Versuchen mit H4IIE-Zellen nahm im Retinol-Ansatz (Abb. 17 C) das Retinol bis auf
26% der Ausgangskonzentration ab. Auch in diesem Ansatz war bereits zu Beginn Retinsidure
nachweisbar (4,1 ng/mL), die im Verlauf des Versuchs bis maximal 7,1 ng/mL anstieg. Wihrend
13cRA und 13c40RA nicht nachgewiesen werden konnten, lag die 9cRA-Konzentration nach fiinf

Tagen bei 8,2 ng/mL.
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Abb. 17: Abbau von Retinol und all-trans-Retinsdure (RA) in ES-D3-Medium. Die Testlésungen wur-
den ohne Zellexposition (A und B) bzw. mit H4IIE- (C und D) oder HepG2-Zellen (E und F) (ber flinf Tage
mit doppeltem Ansatz inkubiert. Analysiert wurden Retinol, Retinsaure, 9-cis-Retinsdure (9cRA), 13-cis-
Retinsdure (13cRA) und 13-cis-4-oxo-Retinsdure (13c40RA). Die Konzentrationen sind mit Standardab-
weichung angegeben. Legende:—@— RO —4&—RA —€—9cRA —#— 13cRA —¥— 13c40RA
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Im Retinsdure-Ansatz mit H4IIE-Zellen (Abb. 17 D) sank die Retinsdure-Konzentration im
Laufe der Inkubation dhnlich stark ab wie im Retinsdure-Ansatz ohne Zellen (Abb. 17 B), und
zwar bis auf 32% des Ausgangswertes. Die Konzentration der 9cRA stieg von 18 ng/mL am
ersten Tag kontinuierlich an bis auf 48 ng/mL am letzten Tag. Die 13cRA lag am ersten Tag in
einer Konzentration von 36 ng/mL vor, stieg am zweiten Tag auf fast das Doppelte an und fiel
bis zum fiinften Tag fast wieder auf die Ausgangskonzentration zuriick. Retinol und 13c40RA
waren in geringen Konzentrationen ohne Trend iiber den ganzen Testzeitraum nachweisbar
(Retinol 16 - 22 ng/mL; 13c40RA 6,9 - 18 ng/mL).

Der Abbau von Retinol im Ansatz mit H4IIE-Zellen iiberstieg damit den Abbau von Retinol
ohne Zellen um 24%. Die Retinsidure-Ausgangskonzentration nahm dagegen sowohl mit als auch
ohne H4IIE-Zellen bis zum fiinften Tag kaum zu (um 4,2 ng/mL im Retinol-Ansatz ohne Zellen,
um 3,0 ng/mL im Ansatz mit Zellen). Die H4IIE-Zellen bauten daher Retinol teilweise ab, ohne
es zu Retinsdure zu oxidieren. Da im Retinsdure-Ansatz ohne Zellen der Abbau von Retinsidure
im gleichen Ausmal stattfand wie im Ansatz mit Zellen, metabolisierten die H4I1E-Zellen keine
Retinsdure. Die Konzentrationen der 9cRA und 13cRA stiegen im Retinsdure-Ansatz mit H411E-
Zellen jedoch nicht so an, wie man es aufgrund des Anstiegs im Retinsdure-Ansatz ohne Zellen
hitte erwarten konnen. Die H41IE-Zellen metabolisierten daher vermutlich Anteile der 9cRA
bzw. 13cRA, die sich wihrend der Inkubation nicht-zellulir aus der Retinsdure gebildet hatten.

Bei den Versuchen mit HepG2-Zellen sank im Retinol-Ansatz (Abb. 17 E) die Retinol-Kon-
zentration bis auf 28% der Ausgangskonzentration. Nach zwei Tagen Exposition war ein deutli-
cher Retinsdaure-Anstieg bis auf 161 ng/mL feststellbar, der nach fiinf Tagen wieder auf
14 ng/mL absank. Dafiir stieg die 13cRA-Konzentration kontinuierlich an, bis auf 108 ng/mL am
fiinften Tag. Ein Anstieg der 9cRA-Konzentration war dagegen kaum festzustellen und erreichte
maximal 11 ng/mL. 13c40RA war zu keinem Zeitpunkt nachweisbar.

Im Retinsdure-Ansatz mit HepG2-Zellen (Abb. 17 F) fiel die Retinsdure-Konzentration viel
stirker ab als in den Ansitzen ohne Zellen, ndmlich auf nur noch 1,2% der Ausgangskonzentra-
tion. Der stirkste Abbau fand dabei zwischen dem zweiten und fiinften Inkubationstag statt. Die
Konzentrationen der 9cRA, 13cRA und 13c40RA sowie des Retinols bewegten sich in einem
dhnlichen Bereich wie im Retinsdure-Ansatz mit H4IIE-Zellen.

Die HepG2-Zellen produzierten im Retinol-Ansatz damit Retinsdure. Da sie jedoch wie im
Retinsdure-Ansatz gezeigt Retinsdure selber stark verstoffwechseln, konnte sich die Retinsédure
im Retinol-Ansatz nicht anreichern und wurde nach fiinf Tagen fast vollstindig wieder abgebaut.
Da die 9cRA- und 13cRA-Konzentrationen im Retinsdure-Ansatz mit HepG2-Zellen nicht so
stark anstiegen wie im Retinsdure-Ansatz ohne Zellen, metabolisierten die HepG2-Zellen dhnlich

wie die H411E-Zellen einen Teil dieser Verbindungen vermutlich weiter.
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4.3.9 Zusammenfassung der metabolischen Aktivititen der Hepatomazellen
Zum Vergleich der metabolischen Kompetenz der beiden Hepatomazellarten sind die Ergeb-
nisse aus den Untersuchungen zur Enzymaktivitit und dem Metabolismus der Modellsubstanzen

in Tabelle 36 zusammengefasst.

Tab. 36: Metabolische Kompetenz von HepG2- und H4lIE-Zellen im ES-D3-Medium. Zusammenfas-
sung der Enzymaktivitdtsassays (Spannweiten, Tabellen Tab. 48, Tab. 49) und der Ergebnisse aus den
Metabolismusstudien. Einheiten in (pmol/mg/min) bzw. *(nmol/mg/min).

Enzymaktivitaten

HepG2-Zellen H4lIE-Zellen

Assay Kontrolle Induziert (Ind.) Kontrolle Induziert (Ind.)
EROD <NG 9,3 - 52 (MC) <NG 35-114 (MC)
PROD <NG-1,2 <NG - 7,3% (MC) <NG - 3,7 <NG - 31,3* (MC)
BROD <NG - 5,9 1,5-11 (MC) 3,9-46 5,2-31 (MC)
UGTH1 <NG - 423° <NG - 546 (MC) 4680 - 14100 6310 - 15000 (MC)
UGT2 <NG - 39° <NG - 76 (PB) <NG - 168 <NG - 486 (PB)
GST 4,4*-51* 4,9* - 5,8* (PB) 105* - 195* 118* - 263* (PB)

Metabolismus von Modellsubstanzen

VPA Bildung aus VPD ja nein
VPD Abbau nein nein
VPA Abbau nein ja
RA Bildung aus RO ja nein
RO Abbau ja ja
RA Abbau ja nein

Ind. = Induktor; MC = 3-Methylcholanthren; PB = Phenobarbital; NG = Nachweisgrenze; VPD = Valpro-
mid; VPA = Valproinsadure; RO = Retinol; RA = all-trans-Retinsaure; 9cRA = 9-cis-Retinsaure; 13cRA =
13-cis-Retinsaure. *Einfachbestimmung.

In Bezug auf die Enzymaktivititen wiesen die H4IIE-Zellen in beiden Phasen des
Fremdstoffmetabolismus fast immer hohere Aktivitdten auf als die HepG2-Zellen. Bei den Phase
I-Assays waren die Grundaktivititen beider Zellarten vergleichbar (Ausnahme BROD-Assay).
Nach Induktion mit 3-Methylcholanthren lagen die Aktivitdten der H4IIE-Zellen im EROD-
Assay etwa doppelt so hoch wie die der HepG2-Zellen, und im PROD- bzw. BROD-Assay etwa
dreifach so hoch. Bei den Phase II-Assays fiel die Differenz deutlicher aus. Hier zeigte sich
bereits im EROD-Assay anhand der Differenz zwischen unbehandeltem und mit Glucuroni-
dase/Arylsulfatase behandeltem Uberstand, dass die H4IIE-Zellen eine aktivere Phase II besaBen
(vgl. AA, Tab. 32). Dieser Eindruck bestitigte sich in den spezifischen Phase II-Assays. Im
UGT1-Assay lag die Grundaktivitidt der H4IIE-Zellen nach 24 h Inkubation etwa 30-fach iiber
der Aktivitit der HepG2-Zellen, im UGT2-Assay wiesen die H41IIE-Zellen in den Kontrollen und
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nach Induktion eine 6- bis 7-fach hohere Aktivitit auf, und im GST-Assay lag sie etwa 20- bis
40-fach hoher.

Durch Induktion liel sich bei beiden Zellarten eine Steigerung der Enzymaktivitit nur teil-
weise erreichen. Im EROD-Assay lagen die Enzymaktivitdaten in den Kontrollen unterhalb der
Nachweisgrenze, wihrend sie mit MC bei den HepG2-Zellen 52 pmol/mg/min und bei den
HA4IIE-Zellen 115 pmol/mg/min erreichte (Tab. 31, Tab. 32). In den anderen Phase I-Assays
konnte eine Induktion mit MC oder PB die Enzymaktivitit bei den HepG2-Zellen hochstens um
den Faktor 2,4 (BROD), bei den H4IIE-Zellen hochstens um den Faktor 1,3 (PROD/BROD)
anheben. Auch die Phase II-Enzymaktivitit lie sich durch Induktion bei den HepG2-Zellen
maximal 2,0-fach (UGT?2), bei den H411E-Zellen maximal 1,8-fach (UGT2) steigern.

Bei Betrachtung der Metabolisierung der Modellsubstanzen Valpromid, Valproinsédure, Reti-
nol und Retinsdure durch die Hepatomazellen ergab sich im Vergleich zu den Enzymaktivitdten
ein entgegengesetztes Bild. Hier waren nur die HepG2-Zellen in der Lage, Valproinsdure aus
Valpromid, und Retinsdure aus Retinol zu bilden (Tab. 36). Beide Zelllinien konnten Retinol
abbauen, aber nur die HepG2-Zellen metabolisierten Retinsdure, und nur die H41IE-Zellen Val-
proinséure.

An dieser Gegeniiberstellung zeigte sich, dass anhand der Enzymaktivititen und Umsatz der
Modellsubstanzen aus den untersuchten Hepatomazellarten kein genereller Favorit abgeleitet
werden konnte. Da sich bei den H4IIE-Zellen in den Metabolismusversuchen kein Umsatz von
Valpromid und Retinol nachweisen liel, war ihr Einsatz als Kokultur im mEST zur Priifung
dieser Substanzen nicht sinnvoll. Die HepG2-Zellen waren dagegen aufgrund ihres Umsatzes fiir
eine Kokultur prinzipiell geeignet und wurden zur Priifung von Valpromid und Retinol im mEST
verwendet. Bei der Modellsubstanz Cyclophosphamid konnte eine Metabolisierung durch die
Hepatomazellen vorab nicht bestimmt werden. Deshalb wurde Cyclophosphamid im mEST mit
beiden Hepatomazellarten als Kokultur untersucht. Da sich die Enzymaktivititen der Zellen
durch Induktion in den meisten Assays nicht deutlich steigern lieBen, und das Versuchsprotokoll
des mEST moglichst einfach gehalten werden sollte, wurden die Zellen fiir den Einsatz im mEST

nicht mit Induktoren behandelt.
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4.4 Priifung von Proteratogenen im mEST

Zur Bestimmung des proteratogenen Potenzials von Valpromid, Retinol und Cyclophospha-
mid wurden diese Substanzen im mEST getestet und die Ergebnisse mit den aus den ESTs

erhaltenen Daten verglichen.

4.4.1 Untersuchungen mit Valpromid

Die Stoffwechseltests mit den Hepatomazellen (4.3.8.1) hatten gezeigt, dass nur HepG2-Zel-
len Valpromid zu Valproinsidure metabolisieren. Die von ihnen produzierte Menge war aber mit
7,4 ug/mL relativ gering, sodass sich die Frage stellte, ob ein erfolgreicher Nachweis des prote-
ratogenen Potenzials von Valpromid im mEST erreicht werden konnte. Deshalb wurde zunéchst
ein Differenzierungsassay mit HepG2-Kokultur mit nur einer Valpromid-Konzentration durchge-
fiihrt. Dabei wurde untersucht, welche Valproinsidure-Konzentrationen unter mEST-Bedingun-
gen generiert werden; ob die ES-D3-Zellen im Differenzierungsassay Valpromid selber
verstoffwechseln; und ob sie den Valpromid-Metabolismus der HepG2-Zellen beeinflussen.
Weiterhin wurden die Diffusionseigenschaften der Zellkulturmembranen unter mEST-Bedin-
gungen bestimmt, welche zuvor nur unter idealisierten Bedingungen untersucht worden waren
(4.3.2).

In einem mEST-Differenzierungsassay mit HepG2-Zellen (3.11.1) wurde eine Valpromid-
Konzentration von 60 pg/mL getestet und zwei Ansédtze ohne und zwei Ansidtze mit HepG2-
Zellen untersucht. Zur Analyse der Stoffwechselaktivitit und der Diffusionsdynamik des Meta-
boliten Valproinsdure wurden Proben aus den Zellkultureinsédtzen und Wells zu verschiedenen
Zeitpunkten entnommen und auf Valpromid und Valproinsidure analysiert. In Tabelle 37 sind die
Ergebnisse der Analysen zur Beurteilung der Diffusion zusammengefasst, wobei die im Zell-
kultureinsatz bestimmte Valproinsdure-Konzentration auf die Konzentration im Well bezogen
und in Prozent angegeben wurde. In Abbildung 18 sind die Valpromid- und Valproinsaure-

Konzentrationen der verschiedenen Testansétze in ihrem zeitlichen Verlauf dargestellt.
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Tab. 37: Diffusion von Valproinsdure zwischen Zellkultureinsatz und Well wahrend der drei
Kultivierungsschritte eines mEST. Die Valproinsdure wurde von HepG2-Zellen produziert, die mit einer
Valpromid-Konzentration von 60 ug/mL inkubiert wurden. Die Valproinsdure wurde vor und nach jedem
mEST-Kultivierungsschritt in Zellkultureinsatz und Well bestimmt. Ihre Konzentration im Well wurde auf
ihre Konzentration im Zellkultureinsatz bezogen, welche auf 100% gesetzt wurde.

Kultivierungsschritt 1 Kultivierungsschritt 2 Kultivierungsschritt 3
(Tag 0 - 3) (Tag 3 -5) (Tag 5-10)
Bestimmung am Tag 3 Bestimmung am Tag 5 Bestimmung am Tag 10
8-Well-Streifen 25 mm Einsatze 10 mm Einséatze
Test- VPA im Well, bezogen auf  VPA im Well, bezogen auf VPA im Well, bezogen auf
ansatz Zellkultureinsatz (%) Zellkultureinsatz (%) Zellkultureinsatz (%)
H 49,8+ 8,8 70,8 £ 15,0 87,625
EBH 71,0£31,2 61,7 £ 34,7 90,6 £ 10,9

VPA = Valproinsdure; H = Ansatz mit HepG2-Zellen; EBH = Ansatz mit EB und HepG2-Zellen.

Das Ausmal} der Diffusion unterschied sich nicht deutlich zwischen den Messungen am Tag 3
(nach drei Tagen Inkubation in 8-Well-Streifen) und Tag 5 (nach zwei Tagen Inkubation in
25 mm Einsidtzen). Die Valproinsdure-Konzentrationen zwischen Einsatz und Well differierten
um 29% - 50%. Am Tag 10 (nach fiinf Tagen Inkubation in 10 mm Einsidtzen) betrug die
Valproinsdure-Menge im Well 88% - 91% der Menge im Einsatz. Die Valproinsdure verteilte
sich damit zwischen Einsatz und Well erwartungsgemall umso besser, je ldnger der Einsatz im
Well verblieb.

In den Ansédtzen ohne HepG2-Zellen (Abbildung 18 A) blieb das Valpromid im Rahmen der
Standardabweichung stabil. Valproinsdure lag in geringer Grundkonzentration vor, die sich im
Laufe des Versuchs nicht verdnderte. Da sich die Dynamik der Stoffkonzentrationen in den
Ansitzen mit EBs von denen ohne EBs nicht unterschied, konnte davon ausgegangen werden,
dass die EBs kein Valpromid zu Valproinsdure metabolisierten. In den Ansédtzen mit HepG2-
Zellen (Abb. 18 Diagramm B) fluktuierten die Valpromid-Konzentrationen in dhnlicher Weise
wie in den Ansdtzen ohne HepG2-Zellen. Die Valproinsaure-Konzentrationen stiegen jedoch
nach jedem Kultivierungsschritt an und erreichten am Tag 10 eine maximale Konzentration von
1,46 pg/mL. Da sich die Ansdtze mit HepG2-Zellen von den Kokultur-Ansédtzen mit EBs und
HepG2-Zellen nicht signifikant unterschieden (vergleiche VPD-H mit VPD-EBH, und VPA-H
mit VPA-EBH, Abb. 18B), wurde davon ausgegangen, dass die EBs keinen Einfluss auf die
Metabolisierung von Valpromid durch die HepG2-Zellen hatten.
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Abb. 18: Umsatz von Valpromid (VPD, 60 pg/mL) zu Valproinsadure (VPA) wahrend der einzelnen
Kultivierungsschritte in einem mEST-Differenzierungsassay (3.11.1). Es wurden vier verschiedene
Ansatze untersucht: 0 = ohne Zellen; EB = mit Embryoid Bodies; H = mit HepG2-Zellen; EBH = EB mit
HepG2-Zellen. In Diagramm A sind die Valpromid- und Valproinsdure-Konzentrationen der zwei
Testansatze ohne HepG2-Zellen (0 und EB), in Diagramm B die zwei Testansatze mit HepG2-Zellen (H
und EBH) dargestellt. Die Valpromid/Valproinsaure-Konzentrationen wurden am Tag 0, 3 und 5 in
Doppelbestimmung, am Tag 10 in Dreifachbestimmung ermittelt. Alle dargestellten Konzentrationen
wurden im Well bestimmt und sind mit ihrer Standardabweichung angegeben.

Im Verlauf dieses eingeschrinkten Differenzierungsassays mit HepG2-Kokultur waren die
EBs einer Valproinsdure-Konzentration von 0,32 bis 1,36 ug/mL ausgesetzt. Die héchste Kon-
zentration betrug 2,8% des mittleren IDsp-Wertes von Valproinsidure im EST (49 pg/mL). Diese
Konzentration war damit zu gering, um eine deutliche Verschiebung der Konzentrations-
Wirkungskurve des Valpromid in einem mEST-Differenzierungsassays zu bewirken. Da deshalb
die proteratogenen Eigenschaften des Valpromid im mEST mit HepG2-Kokultur nicht detektiert

werden konnen, wurden weitere Untersuchungen mit Valpromid nicht durchgefiihrt.
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4.4.2 Untersuchungen mit Retinol

Damit die Ergebnisse aus dem EST mit dem mEST direkt verglichen werden kénnen, wurden
die EST-Zytotoxizitétstests mit Retinol in verkiirzten Tests mit siebentigiger Expositionszeit
wiederholt (4.4.2.1). In den Tests zur Metabolisierung von Retinol und Retinsdure durch die
Hepatomazellen hatte sich gezeigt, dass nur die HepG2-Zellen Retinol zu Retinsdure metaboli-
sieren. Die nach zwei Tagen erreichte Retinsdure-Konzentration von 161 ng/mL (Abb. 17) war
am fiinften Tag wieder abgebaut, lag jedoch deutlich hoher als die IDsp-Werte der Substanz von
0,02 - 0,15 ng/mL (Tab. 20). Deshalb wurde Retinol im mEST mit HepG2-Kokultur getestet
(4.4.2.2). Zur direkten Untersuchung der Metabolisierung von Retinol durch die HepG2-Zellen
im mEST wurde eine einzelne Testkonzentration von 23,4 ng/mL Retinol im mEST auf Reti-

noide analysiert (4.4.2.3).

4.4.2.1 Priifung von Retinol in verkiirzten EST-Zytotoxizitdtstests

Die verkiirzten Zytotoxizitétstests wurden nach EST-Protokoll durchgefiihrt (3.9.2). Die Kon-
zentrations-Wirkungskurven sind in Abbildung 19 und die Halbhemmkonzentrationen in Tabelle
38 dargestellt. Bei der Angabe der Ergebnisse dieser Tests wurde die Wiederfindung des Reti-
nols im ES-D3-Medium von 75% bertiicksichtigt (Tab. 43).
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Abb. 19: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Retinol in verkiirzten EST-Zytotoxizitatstests
(3.9.2); 7 d Exposition; Lésungsmittel 0,25% v/v DMSO. Es wurden zwei unabhangige Tests durchge-
fuhrt. Die Ergebnisse der Testansatze wurden mit ihrer Standardabweichung relativ zur Lésungsmittel-
kontrolle angegeben, welche auf 100% gesetzt wurde. *ZT-ESD3 bzw. -3T3 = Zytotoxizitatstest mit ES-
D3- bzw. 3T3-Zellen.

Bei den 3T3-Zellen zeigte sich in den Zytotoxizititstests liber sieben Tage im Vergleich zu

zehn Tagen Exposition keine Veridnderung. Bei den ES-D3-Zellen lagen die ICso-Werte der
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zehntidgigen Exposition um den Faktor 2 auseinander (Tab. 38 letzte Spalte), wobei der niedri-
gere ICso im gleichen Bereich lag wie die ICso-Werte aus den siebentédgigen Tests. Dieser Unter-

schied wurde auf die Variabilitiit des Tests zuriickgefiihrt (Tab. 38).

4.4.2.2 Priifung von Retinol im mEST mit HepG2-Kokultur

Die proteratogenen Eigenschaften von Retinol wurden im mEST mit HepG2-Kokultur unter-
sucht (3.11). Die Konzentrations-Wirkungskurven sind in Abbildung 20, die Halbhemmkonzent-
rationen in Tabelle 38 dargestellt. In Tabelle 38 sind insgesamt alle Ergebnisse fiir Retinol aus
dem EST, den verkiirzten EST-Zytotoxizititstests und dem mEST zusammengefasst, um einen
direkten Vergleich der Halbhemmkonzentrationen zu ermdglichen. Bei der Angabe der Ergeb-
nisse der mESTs wurde eine Wiederfindung des Retinols im ES-D3-Medium von 38% bzw. 75%
beriicksichtigt (Tab. 42, Tab. 43).

150
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~
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100 L
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Abb. 20: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Retinol im mEST mit HepG2-Kokultur (3.11);
Lésungsmittel 0,25% v/v DMSO. Es wurden zwei unabhangige mESTs durchgefiihrt. Die Messwerte
der Zytotoxizitatstests sind mit ihrer Standardabweichung angegeben. *Beim Differenzierungsassay (DA)
ist der Prozentsatz an Zellen angegeben, die sich am Ende des Tests in schlagende Herzmuskelzellen
differenziert haben; bei den Zytotoxizitatstests (ZT) ist der Prozentsatz an Zellen angegeben, die am
Ende des Tests vital waren. In allen drei in vitro-Tests wurden die Ergebnisse der Testanséatze auf die
Lésungsmittelkontrolle bezogen, welche auf 100% gesetzt wurde. **ZT-ESD3 bzw. -3T3 = Zytotoxizi-
tatstest mit ES-D3- bzw. 3T3-Zellen. ***Die Lésungsmittelkontrolle dieses Differenzierungsassays wies
20/24 Wells mit kontrahierenden Kardiomyozyten auf.
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Tab. 38: Halbhemmkonzentrationen von Retinol, die im EST (3.9) und mEST mit HepG2-Kokultur
(3.11) zu verschiedenen Expositionszeiten bestimmt wurden. Als Lésungsmittel wurde 0,25% v/v
DMSO verwendet. Die Halbhemmkonzentrationen wurden aus den Konzentrations-Wirkungskurven des
EST graphisch ermittelt. Lauf 1 und 2 stellen zwei voneinander unabhangige Versuche dar.

Test Lauf |C503T3 |CsoDs ID5q |0503T3 |C50D3
7d Exp. 7d Exp. 10/ 11d Exp.* 10d Exp. 10d Exp.
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
EST 1 5,9 64 11 4,2 61
EST 2 2,3 53 19 2,7 118
mEST 1 47 65 10 - -
mEST 2 3,0 48 13 - -

Exp. = Expositionsdauer. *10 d Exposition im EST, 11 d Exposition im mEST.

Tab. 39: Z- und D-Quotienten von Retinol im EST und im mEST mit HepG2-Kokultur. Die Quotienten
wurden aus den Halbhemmkonzentrationen der in vitro-Tests des EST bzw. mEST berechnet (Tab. 38).
Im Unterschied zu den Quotienten fir einen EST wurden fiir den Vergleich zwischen EST und mEST
Halbhemmkonzentrationen zur Berechnung der Quotienten eingesetzt, die aus Tests mit unterschiedli-
chen Expositionszeiten stammen. In dieser Tabelle wurden die Quotienten wie folgt berechnet (siehe
auch Kapitel 3.11.4): Z-Quotient = 1C5,3T3 (7 d Exposition) / IC50D3 (7 d Exposition). D-Quotient fiir EST
= 1C5D3 (7 d Exposition) / IDse (10 d Exposition). D-Quotient fiir mEST = 1C5,D3 (7 d Exposition) / IDsg
(11 d Exposition).

Test Lauf Z-Quotient D-Quotient

EST 1 92 5,8

EST 2 43 2,8
mEST 1 72 6,5
mEST 2 63 3,7

Z-Quotient = Zytotoxizitdtsquotient; D-Quotient = Zytotoxizitat-Differenzierungsquotient.

Bei Lauf 1 des mEST-Differenzierungsassays mit HepG2-Kokultur konnte in der Losungs-
mittelkontrolle das EST-Validititskriterium von 21/24 Wells mit Myokardium (entspricht
87,5%) nicht eingehalten werden, denn es wurden nur 20/24 Wells gezihlt (83,3%). Da die
Mediumkontrolle jedoch valide war (22/24 Wells) und die Losungsmittelkontrolle nur um ein
Well vom Validitétskriterium abwich (entspricht 4,2%), wurde der Test in die Wertung mit
einbezogen.

Vergleicht man die Z-Quotienten von EST und mEST miteinander (Tab. 39), so ist kein Un-
terschied feststellbar, und auch die D-Quotienten von EST und mEST unterscheiden sich nicht.
Der direkte Vergleich der Halbhemmkonzentrationen der beiden Substanzen lie3 ebenfalls
keinen Unterschied erkennen. Damit konnte das proteratogene Potenzial von Retinol im mEST

mit HepG2-Kokultur nicht nachgewiesen werden.
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4.4.2.3 Metabolisierung von Retinol im mEST mit HepG2-Kokultur

Der fehlende Nachweis der proteratogenen Eigenschaften des Retinols im mEST mit HepG2-
Kokultur warf die Frage auf, ob die Menge an Retinsiure, die die HepG2-Zellen im mEST
produziert hatten, ausreichend war, um die Halbhemmkonzentrationen zu beeinflussen. Deshalb
wurden bei Lauf 1 des Differenzierungsassays (Abb. 20 "DA1" bzw. Tab. 38) exemplarisch vom
Testansatz mit 23,4 ng/mL Retinol Proben zu Beginn und Ende von jedem Kultivierungsschritt
entnommen und auf Retinoide analysiert. Von diesem Testansatz wurden zu Beginn des Tests
mehrere Varianten ohne und mit HepG2-Kokultur hergestellt, um zusitzlich die Fragen zu
kldren, wie stark Retinol unter mEST-Bedingungen ohne Zellen abgebaut wird; ob die ES-D3-
Zellen Retinol verstoffwechseln; und ob die Kokultur den Retinol-Stoffwechsel der HepG2-
Zellen beeintrichtigt. Die Ansitze fiir Retinol wurden dabei nach dem gleichen Schema wie fiir

Valpromid hergestellt (4.4.1). Die Ergebnisse der Analysen sind in Tabelle 40 zusammengefasst.

Tab. 40: Metabolisierung von Retinol zu Retinsdure in einem Testansatz von 23,4 ng/mL Retinol
aus Lauf 1 des mEST-Differenzierungsassays mit HepG2-Kokultur (Abb. 20 "DA 1" bzw. Tab. 38).
Der Testansatz wurde zu Beginn und Ende der einzelnen mEST-Kultivierungsschritte beprobt. Parallel
dazu wurden vier weitere Ansatze mit 23,4 ng/mL Retinol getestet: Ansatz 0 (ohne Zellen), Ansatz EB
(mit Embryoid Bodies), Ansatz H (mit HepG2-Zellen) und Ansatz EBH (Embryoid Bodies mit HepG2-
Zellen). Wahrend der ersten beiden Schritte wurden die Testansétze doppelt hergestellt, im dritten Schritt
dreifach. Falls nicht anders vermerkt wurden alle dargestellten Konzentrationen im Well gemessen (ng/mL).

Kultivierungsschritt 1 Kultivierungsschritt 2 Kultivierungsschritt 3
Tag 0 Tag 3 Tag 3 Tag 5 Tag 5 Tag 10
Retinol
0 47 43 - 44 51 44 - 48 50 34-35
EB 48 47 49 - 50 45 - 46 50 41-44
H 56 50 - 51 53 47 40 47 - 48
EBH 52 39-40 48 - 50 47 - 48 40 43 - 54
Retinsaure
0 0,9 0,9-1,1 1,1 0,8-0,9 1,0 0,8-1,0
EB 0,8 0,8-1,8 0,9-1,0 0,9-1,0 1,0 0,8-0,9
H 0,9 E:0,9-2,1 1,0 E: 0,9 0,9 E:1,5-1,6
W:0,9 W:0,9-1,0 W:1,2-18
EBH 0,9 E:1,0-1,0 0,9-1,0 E:0,9-1,1 0,9 E:1,5-17
W:0,9 W:1,0-1,1 W:1,6-19

E = Zellkultureinsatz; W = Well.

Zu Beginn der Kultivierungsschritte wurden Retinol-Konzentrationen von 47 - 56 ng/mL ge-
messen. Am Ende lagen sie oft etwas niedriger als zu Beginn, aber noch innerhalb der Variabili-
tiat der Methode. Beziiglich des Retinols konnte daher kein Unterschied zwischen den einzelnen
Behandlungen festgestellt werden. Alle gemessenen Retinol-Konzentrationen lagen jedoch iiber

der zugesetzten Menge von 23,4 ng/mL.
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Retinsdure wurde bereits zu Beginn aller Kultivierungsschritte in allen Testansédtzen in Kon-
zentrationen zwischen 0,8 und 1,1 ng/mL nachgewiesen. Am Ende der jeweiligen Kultivierungs-
schritte hatten sich die Retinsdurekonzentrationen meist nicht verindert, lediglich am Ende des
dritten Schrittes lagen sie in den Ansdtzen H und EBH (Ansitze mit HepG2-Zellen) in den
Zellkultureinsitzen und im Well etwas hoher als zu Beginn. Auflerdem wurden erhohte Werte
auch am Ende des ersten Schrittes in einem Ansatz ohne Hepatomazellen (Ansatz EB;
1,8 ng/mL) sowie in einem Ansatz mit Hepatomazellen (Ansatz H; 2,1 ng/mL) festgestellt.
Insgesamt bewegten sich jedoch alle Konzentrationen nahe der Bestimmungsgrenze der Retin-
saure von 0,3 - 0,5 ng/mL (Tab. 12). Deshalb lieferten die erhthten Retinsdurekonzentrationen
keinen Hinweis auf eine metabolische Aktivitit der HepG2-Zellen. Alle weiteren analysierten
Retinoide lagen zu allen Zeitpunkten meist unterhalb der Nachweisgrenze, traten nur vereinzelt
und inkonsistent am Ende des dritten Kultivierungsschrittes auf (max. 1,4 ng/mL 9cRA bzw.
13cRA) und lieferten so keine weiteren Hinweise auf eine metabolische Aktivitit. Basierend auf
den Messungen der Retinsdure wurde daher kein Hinweis auf eine metabolische Aktivitit der
HepG2-Zellen im mEST gefunden, und es konnte keine metabolische Aktivitit der EBs oder ihr
diesbeziiglicher Einfluss auf die HepG2-Zellen festgestellt werden.

Dass die Retinolkonzentration in den Testansdtzen hoher ausfiel als angesetzt, war mogli-
cherweise auf das Serum zuriickzufithren, welches dem ES-D3-Medium zugesetzt wurde, denn
in Serum kann Vitamin A enthalten sein (Lindl 2000). Dagegen war die Quelle der Retinsédure
unbekannt. Die Konzentrationen der Retinsdure lagen mit 0,8 - 1,1 ng/mL wesentlich hoher als
die IDsp-Werte von 0,02 - 0,15 ng/mL, die fiir Retinsdure ermittelt worden waren (Tab. 20). Da
alle Ansitze aus dem gleichen Kulturmedium und der gleichen Stammldsung in zusammenhén-
genden Arbeitsschritten hergestellt worden waren, wurde angenommen, dass die erhohten
Retinsduregehalte auch in den anderen Ansédtzen vorhanden gewesen sein mussten, was zu einer
Verschiebung der Konzentrations-Wirkungskurve in dem mEST mit HepG2-Kokultur hitte
fithren miissen. Da dies nicht der Fall war stellte sich weiterhin die Frage, ob Retinol die diffe-
renzierungshemmende Wirkung von Retinsdure reduzieren kann.

Zur Klarung der Herkunft von Retinol und Retinsdure wurden zusétzliche Analysen von Me-
dium und Mediumbestandteilen durchgefiihrt (4.4.2.4). Die Hypothese der letzten Frage wurde
in einem Differenzierungsassay mit verschiedenen Kombinationen von Retinol und Retinsdure

tiberpriift (4.4.2.5).
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4.4.2.4 Retinoid-Gehalte in Bestandteilen der Testansiitze
Die Bestandteile des ES-D3-Mediums aus Lauf 1 des mEST mit HepG2-Kokultur (Tab. 40)

wurden auf Retinoide untersucht (Tab. 41).

Tab. 41: Retinoid-Gehalte von Bestandteilen des Testansatzes fiir Lauf 1 des mEST-Differenzie-
rungsassays mit HepG2-Kokultur (Tab. 40).

Mediumbestandteil Retinol RA Andere Retinoide

Bestandteile des ES-D3-Mediums: GlutaMAX,

Penicillin/Streptomycin, nicht-essentielle Aminosau- <NG <NG <NG
ren, B-Mercaptoethanol, DMEM (3.4.5)

DMSO zur Verdinnung der Retinol-Stammlésung <NG <NG <NG
Fetales Kalberserum (FCS) 163 ng/mL <NG <NG

RA = all-trans-Retinséaure; NG = Nachweisgrenze

Retinol konnte bei allen untersuchten Bestandteilen des ES-D3-Mediums nur im fetalen Kal-
berserum (FCS) in einer Hohe von 163 ng/mL nachgewiesen werden. Da dem ES-D3-Medium
15% FCS zugesetzt wurden, enthielt das ES-D3-Medium eine rein rechnerische Grundkonzent-
ration an Retinol von 24,5 ng/mL.

Retinsdure wurde in keinem der Mediumbestandteile gefunden. Deshalb wurde als néchstes
die fiir diesen Versuch verwendete Retinol-Stammldsung auf Retinoide untersucht. In dieser
Stammlosung wurde jedoch auch keine Retinsdure gefunden, sodass die Quelle fiir die Retin-

sdure in den Testansitzen nicht aufgekliart werden konnte.

4.4.2.5 Untersuchung des Einflusses von Retinol auf all-trans-Retinsdure

Zur Priifung des Einflusses von Retinol auf die teratogene Wirkung der Retinsdure wurden im
Differenzierungsassay des EST fiinf Retinsdure-Konzentrationen (0; 12,5; 25; 50; 100 pg/mL)
mit drei Retinol-Konzentrationen (0; 3; 20 ng/mL) einzeln und kombiniert getestet. Dabei wurde
jeweils eine Losungsmittel- und eine Mediumkontrolle mitgefiihrt. Die Retinsdure-Konzentratio-
nen deckten mit 0,0125 - 0,1 ng/mL den Bereich des IDso-Wertes von Retinsidure von 0,02 -
0,15 ng/mL ab (Tab. 20), wihrend die beiden Retinol-Konzentrationen mit 20 ng/mL einmal im
Bereich des IDsp-Wertes lagen (11 - 19 ng/mL, Tab. 20), und mit 3 ng/mL einmal deutlich
darunter. Eine Wiederfindung des Retinols im ES-D3-Medium von 75% (Tab. 43) und der
Retinsdure von 88% (Tab. 42) wurde beim Versuchsansatz beriicksichtigt und der Versuch

dreimalig durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 21 zusammengefasst.
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Abb. 21: Kombinierte Wirkung von Retinol (RO) und all-trans-Retinsadure (RA) auf ES-D3-Zellen im
Differenzierungsassay (3.9.1). Verschiedenen RO-Konzentrationen (0 ng/mL = ORO; 3 ng/mL = 3RO;
20 ng/mL = 20RO) wurden mit verschiedenen Retinsadure-Konzentrationen (0; 0,0125; 0,025; 0,05;
0,10 ng/mL) kombiniert und nach 10 Tagen ausgewertet. Es sind die Mittelwerte von drei unabhangigen
Versuchen mit Standardabweichung angegeben. *Entspricht der Lésungsmittelkontrolle (100%), auf die
die Testanséatze bezogen wurden.

Es zeigte sich wie erwartet ein von der Retinsdurekonzentration abhingiger Verlauf der Zell-
differenzierung, die mit zunehmender Retinsdurekonzentration abnahm (Abb. 21). Wurden die
Retinsdurekonzentrationen mit 3 ng/mL Retinol kombiniert (RA+3RO, weille Siulen), ergab
sich keine Veridnderung. Die Zelldifferenzierung in den kombinierten Testansdtzen nahm in
gleicher Weise ab wie in den Testansdtzen ohne Retinol (RA+0RO, schwarze Sidulen). Wurden
jedoch 20 ng/mL Retinol zu den Retinsdurekonzentrationen gegeben (RA+20RO, gestreifte
Séulen), addierten sich die toxischen Wirkungen von Retinol und Retinsidure. Damit wurde die
Ausgangshypothese widerlegt: Retinol hemmt nicht die differenzierungshemmende Wirkung der

Retinsdure, sondern die Wirkungen beider Substanzen addieren sich.

4.4.2.6 Wiederfindung von Retinol und all-trans-Retinsdure im ES-D3-Medium

Im Zuge der Analyse der Testansitze fiir die Versuche zum Metabolismus von Retinol und
Retinsdure (4.3.8.2) wurde die Wiederfindung der Substanzen im ES-D3-Medium bestimmt
(Tab. 42).
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Tab. 42: Soll- und Ist-Konzentrationen der Testansétze zur Untersuchung des Abbaus von Retinol
und all-trans-Retinsaure in ES-D3-Medium direkt nach der Herstellung.

Testansatz Matrix Retinol all-trans-Retinséure

zu Beginn Soll-Konz. Ist-Konz. Wieder- Soll-Konz. Ist-Konz. Wieder-
des Versuchs (ng/mL) (ng/mL) findung (ng/mL) (ng/mL) findung
Keine Zellen ES-D3-M. 30000 10215 34% 2000 1761 88%
H4I1IE-Zellen ES-D3-M. 10000 4010 40% 2000 1761 88%
HepG2-Zellen ES-D3-M 15000 6001 40% 2000 1747 87%
Mittlere Wiederfindung 38% 88%

Fiir Retinol wurde eine mittlere Wiederfindung von 38% erhalten, fiir Retinsidure von 88%.
Diese Werte wurden zur Korrektur der Ergebnisse der ESTs und mESTs verwendet. Da die
mittlere Wiederfindung des Retinols geringer ausfiel als angenommen, und als Ursache ein
oxidativer Abbau des Retinols in der Stammlosung vermutet wurde, wurden die Retinol-
Stammlosungen fiir weitere Versuche unter Stickstoffatmosphire hergestellt. Zur Uberpriifung
der Stabilitit dieser neuen Retinol-Stammldsungen wurde eine Testkonzentration von 40 ng/mL
Retinol in ES-D3-Medium angesetzt und auf Retinoide analysiert (n = 6). Zur Kontrolle der
Retinol-Grundkonzentration im ES-D3-Medium (4.4.2.4) wurden auch im ES-D3-Medium die
Retinoide sechsfach bestimmt (Tab. 43).

Tab. 43: Wiederfindung von Retinol im ES-D3-Medium.

ES-D3-Medium 40 ng/mL Retinol in

ES-D3-Medium
Mittlere Retinol-Konzentration (n = 6) 26,9 ng/mL 56,9 ng/mL
Retinolgehalt unter Abzug des Gehaltes im ES-D3-Medium 29,8 ng/mL
Resultierende Wiederfindung aus 40 ng/mL Retinol 75%

Die aus den Messergebnissen bestimmte mittlere Wiederfindung lag bei 75% und wurde zur
Korrektur der Ergebnisse der verkiirzten Zytotoxizitatstests (4.4.2.1) und des mEST (4.4.2.2)
eingesetzt. Die im ES-D3-Medium gefundene Retinol-Konzentration von 26,9 ng/mL stimmt mit

dem rechnerisch ermittelten Wert von 24,5 ng/mL (4.4.2.4) gut iiberein.
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4.4.3 Untersuchungen mit Cyclophosphamid

Aus der Literatur war bekannt, dass sowohl H4IIE- als auch HepG2-Zellen Cyclophosphamid
aktivieren konnen (Green et al. 1982; Dearfield et al. 1982, 1986; Chang et al. 1988). Deshalb
sollte Cyclophosphamid im mEST mit beiden Zellarten gepriift werden. Zunichst wurden die
Cyclophosphamid-Tests im mEST mit HepG2-Kokultur durchgefiihrt und Cyclophosphamid-
Stammlosungen in DMSO verwendet (Tab. 5). DMSO stellt als Losungsmittel jedoch einen
Kompromiss dar, da es in hoheren Konzentrationen zytotoxisch wirkt (Miret et al. 2006) und
einen hemmenden Einfluss auf die Enzymaktivitit von Zellen haben kann (Chauret et al. 1997).
Deshalb wurde das Cyclophosphamid fiir die mESTs mit H4IIE-Kokultur in isotoner Kochsalz-
16sung gelost. Die Ergebnisse der mESTs sind in Abschnitt 4.4.3.2 aufgefiihrt. Damit die ermit-
telten Halbhemmkonzentrationen aus einem mEST-Zytotoxizititstest direkt mit Ergebnissen aus
einem EST-Zytotoxizititstest verglichen werden konnen, wurde das Cyclophosphamid in ver-
kiirzten EST-Zytotoxizitdtstests getestet (4.4.3.1). Um eine mogliche Beeintrichtigung der
Hepatomazellen durch die getesteten Cyclophosphamid-Konzentrationen einschitzen zu konnen
wurden auflerdem die ICsp-Werte der Hepatomazellen nach fiinf Tagen Exposition bestimmt.
Der ICsp-Wert fiir Cyclophosphamid gelost in isotoner Kochsalzlosung betrug 410 pg/mL
(H41IE-Zellen) bzw. 990 ug/mL (HepG2-Zellen).

4.4.3.1 Priifung von Cyclophosphamid in verkiirzten EST-Zytotoxizitditstests

Die Zytotoxizititstests wurden nach EST-Protokoll durchgefiihrt (3.9.2) und am Tag 7 aus-
gewertet. Das Cyclophosphamid wurde sowohl gelost in isotoner Kochsalzlosung (CPP-NaCl;
2,5% vl/v) als auch geldst in DMSO (CPP-DMSO; 0,25% v/v) getestet, um eine direkte Ver-
gleichbarkeit zu den mEST zu gewihrleisten. Die Konzentrations-Wirkungskurven sind in

Abbildung 22, die Halbhemmkonzentrationen in Tabelle 44 dargestellt.
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Abb. 22: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Cyclophosphamid in verkiirzten EST-Zytotoxizi-
tatstests (3.9.2); 7 d Exposition; Losungsmittel 0,25% v/v DMSO oder 2,5% v/v isotone Kochsalz-
I6sung (i-K.). Es wurden zwei unabhangige Tests durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Testansatze wurden
mit ihrer Standardabweichung relativ zur Lésungsmittelkontrolle angegeben, welche auf 100% gesetzt
wurde. *ZT-ESD3 bzw. -3T3 = Zytotoxizitatstest mit ES-D3- bzw. 3T3-Zellen.

Bei den 3T3-Zellen lie3 sich zwischen 7 d und 10 d Exposition praktisch kein Unterschied
feststellen (Tab. 44). Die ES-D3-Zellen reagierten dagegen auf die kiirzere Expositionszeit
deutlich empfindlicher: der ICsoD3 lag im 7-Tage-Test 2,3- bzw. 3,7-fach niedriger, je nach

eingesetztem Losungsmittel.

4.4.3.2 Priifung von Cyclophosphamid im mEST

Die Untersuchung von Cyclophosphamid im mEST wurde sowohl mit kokultivierten HepG2-
Zellen (mEST-HepG2) als auch mit H41IE-Zellen (mEST-H4IIE) durchgefiihrt. Dabei war das
Cyclophosphamid beim mEST-HepG2 in DMSO gelost, beim mEST-H4IIE in isotoner Koch-
salzlosung. Die Konzentrations-Wirkungskurven der Tests sind in Abbildung 23 dargestellt, die
Halbhemmkonzentrationen in Tabelle 44. In Tabelle 44 sind insgesamt alle Ergebnisse fiir
Cyclophosphamid aus dem EST, den verkiirzten EST-Zytotoxizitdtstests und dem mEST zu-

sammengefasst. In Tabelle 45 werden die Z- und D-Quotienten aus mEST und EST miteinander

verglichen.
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Abb. 23: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Cyclophosphamid im mEST mit HepG2- oder
H4lIE-Kokultur (3.11). Lésungsmittel bei HepG2-Kokultur: 0,25% v/v DMSO; Lésungsmittel bei H4IIE-
Kokultur: 2,5% v/v isotone Kochsalzlésung. Pro Kokultur wurden zwei unabhéngige mESTs durchgefihrt.
Die Messwerte der Zytotoxizitatstests sind mit ihrer Standardabweichung angegeben. *Beim Differenzie-
rungsassay (DA) ist der Prozentsatz an Zellen angegeben, die sich am Ende des Tests in schlagende
Herzmuskelzellen differenziert haben; bei den Zytotoxizitatstests (ZT) ist der Prozentsatz an Zellen
angegeben, die am Ende des Tests vital waren. In allen drei in vitro-Tests wurden die Ergebnisse der
Testansétze auf die Lésungsmittelkontrolle bezogen, welche auf 100% gesetzt wurde. **ZT-ESD3 bzw. -
3T3 = Zytotoxizitatstest mit ES-D3- bzw. 3T3-Zellen.
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Tab. 44: Halbhemmkonzentrationen von Cyclophosphamid, die im EST (3.9) und mEST mit HepG2-
bzw. H4lIE-Kokultur (3.11) in verschiedenen Lésungsmitteln (0,25% v/v DMSO; 2,5% v/v isotone
Kochsalzlésung (i.K.)) zu verschiedenen Expositionszeiten bestimmt wurden. Die Halbhemmkon-
zentrationen wurden aus den Konzentrations-Wirkungskurven des EST graphisch ermittelt. Lauf 1 und 2
stellen zwei voneinander unabhangige Versuche dar.

Test Ko- Lése- Lauf  1C5,3T3 IC5,D3 D5 IC5,3T3 IC5,D3
kultur mittel 7d Exp. 7d Exp. 10/11d Exp.*  10d Exp. 10d Exp.
(ng/mL)  (pg/mL) (ng/mL) (ng/mL)  (pg/mL)
EST - DMSO 1 1220 260 260 >939 450
EST - DMSO 2 970 150 170 >939 480
mEST HepG2 DMSO 1 1130 380 300 - -
mEST HepG2 DMSO 2 1220 560 350 - -
EST - i.K. 1 870 67 150 800 170
EST - i.K. 2 850 58 150 >1000 300
mEST  H4IIE i.K. 1 640 140 250 - -
mEST  H4IIE i.K. 2 560 130 270 - -

Exp. = Expositionsdauer. *10 d Exposition im EST, 11 d Exposition im mEST.

Tab. 45: Z- und D-Quotienten von Cyclophosphamid im EST und im mEST mit HepG2- bzw. H4IIE-
Kokultur. Die Quotienten wurden aus den Halbhemmkonzentrationen der in vitro-Tests des EST bzw.
mMEST berechnet (Tab. 44). Im Unterschied zu den Quotienten fiir einen EST wurden fir den Vergleich
zwischen EST und mEST Halbhemmkonzentrationen zur Berechnung der Quotienten eingesetzt, die aus
Tests mit unterschiedlichen Expositionszeiten stammen. In dieser Tabelle wurden die Quotienten wie
folgt berechnet (siehe auch Kapitel 3.11.4): Z-Quotient = IC5,3T3 (7 d Exposition) / IC5,D3 (7 d Exposi-
tion). D-Quotient flir EST = IC5qD3 (7 d Exposition) / IDsq (10 d Exposition). D-Quotient fir mEST = 1C5,D3
(7 d Exposition) / IDso (11 d Exposition).

Test Lésungsmittel Z-Quotient D-Quotient
EST DMSO 6,5 1,0
EST DMSO 4,7 0,9
mMEST-HepG2 DMSO 3,0 1,3
mMEST-HepG2 DMSO 2,0 1,6
EST i.K. 12,9 0,45
EST i.K. 14,7 0,39
mEST-H4IIE i.K. 4,6 0,56
mEST-H4IIE i.K. 4,3 0,48

Z-Quotient = Zytotoxizitatsquotient; D-Quotient = Zytotoxizitat-Differenzierungsquotient; mEST-HepG2 =
mEST mit HepG2-Kokultur; mEST-H4IIlE = mEST mit H4IIE-Kokultur. i.K. = L&sungsmittel isotone
Kochsalzldsung.

Beim mEST mit HepG2-Kokultur (Losungsmittel DMSO, Tab. 45) waren die Z-Quotienten
im Vergleich zum EST etwas kleiner, und die D-Quotienten unterschieden sich nicht stark
voneinander. Im direkten Vergleich der Halbhemmkonzentrationen lagen die des mEST-HepG2

in allen in vitro-Tests etwas hoher als beim EST (Tab. 44).
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Beim mEST mit H4IIE-Kokultur (Losungsmittel isotonische Kochsalzlosung) ergab sich ein
dhnliches Bild. Die Z-Quotienten des mEST-H4IIE waren ebenfalls kleiner, und die D-Quotien-
ten unterschieden sich nicht. Die D-Quotienten waren <1, was auf die Verkiirzung der
Zytotoxizititstests zuriickgefithrt werden konnte (5.3.3.1). Die Halbhemmkonzentrationen des
mEST-H4IIE waren ebenfalls meist etwas hoher als beim EST, nur die 1C5y3T3-Werte lagen
etwas niedriger.

Entgegen der Erwartung reagierten damit die Zielzellen des mESTs auf Cyclophosphamid bis
auf eine Ausnahme weniger empfindlich als im EST. Deshalb wurden keine direkten Hinweise

darauf erhalten, dass Cyclophosphamid im mEST aktiviert wurde.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, unter welchen Bedingungen der EST eine Mo-
dellsubstanz als Proteratogen identifizieren kann, und welche Metabolisierungssyteme in den
EST integriert werden konnen. Im ersten Teil der Diskussion wird daher zum einen auf die
Fahigkeit des EST eingegangen, Proteratogene von Teratogenen zu unterscheiden, und zum
anderen, mit welchen Vergleichsparametern das am besten gelingt (5.1). Im den néchsten beiden
Kapiteln werden die Hepatomazellarten HepG2 und H4IIE unter dem Gesichtspunkt ihrer
Eignung als metabolisch aktive Kokultur fiir den mEST diskutiert (5.2, 5.3). Im letzten Kapitel

werden schlielich das mEST-Protokoll und die verwendeten Modellsubstanzen beurteilt (5.4)

5.1 Untersuchung von Proteratogen und Teratogen im EST

Fiir eine iibergreifende Diskussion dieses Kapitels sind die Ergebnisse der vier untersuchten
Substanzpaare Valpromid/Valproinsdure (VPD/VPA), Retinol/Retinsaure (RO/RA), Cyc-
lophosphamid/4-Hydroperoxycyclophosphamid (CPP/4HC) und Albendazol/Albendazolsulfoxid
(ABZ/ASO) in Tabelle 46 zusammengefasst. Die Tabelle beinhaltet zum einen die Halbhemm-
konzentrationen, die bei der Priifung einer Substanz in den drei in vitro-Tests eines ESTs erhal-
ten wurden (ICso3T3-Wert; IC5oD3-Wert; IDsp-Wert). Eine Halbhemmkonzentration gibt dabei
an, bei welcher Konzentration 50% der getesteten Zellen eine Hemmung des Endpunktes erfah-
ren, der in dem jeweiligen in vitro-Test untersucht wird (3.9). Dies sind in einem EST die
Zellproliferation in den Zytotoxizitétstests und die Zelldifferenzierung im Differenzierungsassay.
Weiterhin sind die Z-Quotienten (Zytotoxizitidtsquotienten) und D-Quotienten (Zytotoxizitit-
Differenzierungsquotienten) aufgefiihrt, welche das embryotoxische Potenzial der Testsubstanz
(Z-Quotient) bzw. die differenzierungshemmende Komponente der Testsubstanz (D-Quotient)
charakterisieren (3.9.6). Schlielich ist auch angegeben, in welche Embryotoxizititsklassen das

biostatistische Pradiktionsmodell die Testsubstanzen einstuft.
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Tab. 46: Vergleich der Ergebnisse von Proteratogen und Teratogen im EST anhand der
verschiedenen Endpunkte und berechneten Parameter (Halbhemmkonzentrationen, Z- und D-
Quotienten, Pradiktionsmodell).

IC503T3 IC50D3 IDso . ) a
Sub. Z-Quotient D-Quotient PM

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
VPD >740 380 - 386 210- 215 >1,9 1,8 2
VPA 600 - 620 175 - 220 29 - 69 2,8-3,4 25-76 2
RO 2,7-42 [61-118]x10° [11-19]x10° 23 - 69 55-6,2 3
RA 16 - 17 [0,18 - 0,62]x10° [0,02 - 0,15]x10° [2,6 - 9,4]x10" 1,6 - 31 3
CPP 800 ->1000 170 - 300 150 >3,3-4,7 1,1-2,0 2
4HC 0,53 - 0,60 0,13-0,14 - 41-43 ] ]
ABZ 0,16-0,17 0,06 - 0,075 0,18 2,1-28 0,33 3
ASO 5,0 2,1-45 46-57 11-24 0,46 - 0,79 2/3

Sub. = Substanz; PM = Pradiktionsmodell; VPD = Valpromid; VPA = Valproinsédure; RO = Retinol; RA =
all-trans-Retinsaure; CPP = Cyclophosphamid; 4HC = 4-Hydroperoxycyclophosphamid; ABZ = Albenda-
zol; ASO = Albendazol-Sulfoxid; Z-Quotient = Zytotoxizitatsquotient; D-Quotient = Zytotoxizitat-Differen-
zierungsquotient. ®1 = nicht embryotoxisch; 2 = schwach embryotoxisch, 3 = stark embryotoxisch.

Um die Plausibilitdt der ermittelten Halbhemmkonzentrationen dieser Arbeit zu iiberpriifen,

wurden sie zundchst mit Daten verglichen, die aus der Literatur bekannt waren (Tab. 47).

Tab. 47: Vergleichsdaten aus der Literatur zu Substanzen, die im EST getestet wurden.

Substanz IC503T3 IC5,D3 ID5 Pradiktions- Quelle
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) modell®

VPD 148°- 375" 444°- 488° 133° - 375° schwach #1, #2
VPA 235 - 545° 69 - 276° 38 - 66° schwach #3
RO 18 286 x 10° [28,6 - 286]x107 stark #2
RA 4,8 [0,03-0,3]x10°  [0,003 - 0,15]x10° stark #2
RA 17 - 42° [0,8 - 1900°]x10°  [0,3 - 400°]x10° stark #3
CPP 825 275 275 schwach #1
CPP >1000 >1000 344 - 392 schwach #4

Quellen: #1) Flick (2005); #2) Flick (2006); #3) Genschow et al. (2004); #4) Bremer et al. (2002). VPD =
Valpromid; VPA = Valproinsaure; RO = Retinol; RA = all-trans-Retinsaure; CPP = Cyclophosphamid; 4HC
= 4-Hydroperoxycyclophosphamid; ABZ = Albendazol; ASO = Albendazol-Sulfoxid. ®Einstufung der
Testsubstanz als stark, schwach oder nicht embryotoxisch; ®Literaturdaten korrigiert mit einer Wiederfin-
dung von 74% wie vom Hersteller der Stammlésung (TiHo) angegeben; “Spannweite der Daten von den
vier Laboratorien, die an der Validierungsstudie teilgenommen hatten.

Die fiir Valpromid und Valproinsdure ermittelten Halbhemmkonzentrationen stimmen gut mit
den Daten aus bereits veroffentlichten Studien iiberein (Tab. 46, Tab. 47).

Die Halbhemmkonzentrationen, die fiir Retinol gefunden wurden, liegen im Vergleich zu
Daten aus der Literatur (Flick 2006; Tab. 47 #2) etwas niedriger, weil bei ihnen eine Wiederfin-
dung des Retinols im ES-D3-Medium von 38% beriicksichtigt wurde (4.2.2). Als Verbundpart-
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ner des BMBF-Projektes hatte Flick die Retinol-Stammldsung fiir seine Versuche von der glei-
chen Quelle bezogen, aber bei der Angabe seiner Ergebnisse keinen Korrekturfaktor angewen-
det. Beriicksichtigt man diesen Unterschied, sind alle Daten fiir Retinol gut miteinander ver-
gleichbar.

Die Daten fiir Retinsdure liegen in einem dhnlichen Bereich wie die von Flick (2006; Tab. 47
#2), aber etwas niedriger als die aus der Validierungsstudie (Genschow et al. 2004; Tab. 47 #3).
Bei den Halbhemmkonzentrationen aus der Validierungsstudie féllt auf, dass sie iiber einen sehr
weiten Bereich streuen. Die in dieser Studie erzielten minimalen und maximalen Werte unter-
scheiden sich dabei bis zu einem Faktor 2400 bei den ICsoD3-Werten und einem Faktor 1300 bei
den IDsp-Werten. Vor diesem Hintergrund ist die Differenz zwischen den in der vorliegenden
Arbeit erzielten Werte und den Daten der Validierungsstudie als gering einzuschitzen. Die
groen Spannweiten der Halbhemmkonzentrationen aus der Validierungsstudie verdeutlichen
vielmehr, dass die im EST erzielten Ergebnisse fiir Retinsdure nur schlecht reproduziert werden
konnen. In wie weit deshalb Retinsdure als Modellsubstanz fiir den EST geeignet ist, wird in
Kapitel 5.4.2.2 diskutiert.

Die Ergebnisse fiir Cyclophosphamid aus der vorliegenden Arbeit (Tab. 46) bestitigen gut die
Werte der anderen Autoren (Tab. 47). Zu 4HC exisitieren bislang keine Vergleichsdaten. Bei
Betrachtung der Halbhemmkonzentrationen fiir 4HC (Tab. 22) fiel jedoch auf, dass der IDsp mit
0,56 ug/mL hoher ausfiel als der ICsoD3 mit 0,14 pg/mL. Das ist biologisch paradox, denn es
hitte bedeutet, dass sich die ES-D3-Zellen noch bei einer Konzentration differenziert hatten, bei
der sie aufgrund der zytotoxischen Wirkung des 4HC bereits hitten abgestorben sein miissen.
Dieser Widerspruch ldsst sich jedoch mit den unterschiedlichen Expositionsbedingungen erkla-
ren, die bei dem Versuch vorgelegen haben. Das 4HC wurde als Vorldufer der teratogenen
Cyclophosphamid-Metaboliten Acrolein, Phosphoramid Mustard und Chlorethylaziridin einge-
setzt. Diese bilden sich spontan, sobald das 4HC in wéssrige Losung gebracht wird, und haben
kurze Halbwertszeiten von 17 bis 89 Minuten (Ludeman 1999). Da Acrolein und Chlorethylazi-
ridin leicht fliichtig sind, konnen sie in 96-Well-Platten die benachbarten Wells iiber die Gas-
phase kontaminieren (Blomgren und Hallstrom 1989). Um eine solche Kontamination zu ver-
meiden, wurden die 96-Well-Platten der Zytotoxizititstests mit 4HC mit einer gasdurchlédssigen
Folie beklebt (3.9.5). Damit war ein CO,-Austausch zur Erhaltung der Pufferkapazitit des
Mediums gewihrleistet, fliichtige Stoffwechselprodukte wurden jedoch nach Passage der Folie
im Luftvolumen des Brutschranks verdiinnt. Bei den 24-Well-Platten des Differenzierungsassays
wurde keine Folie eingesetzt, sondern der Deckel des Herstellers verwendet. In den 24-Well-
Platten konnte keine Querkontamination stattfinden, weil sich in einer Platte nur ein einziger

Testansatz befand und so alle Wells gleich exponiert waren. Die unterschiedliche Abdeckung der
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Platten konnte nun aufgrund der unterschiedlichen Diffusionsverhéltnisse zu einer unterschiedli-
chen Exposition der Zellen gefiihrt haben. Die Diffusionsdynamiken der fliichtigen Produkte
zwischen Medium und Gasphase oberhalb des Mediums sowie durch die Folie hindurch sind
allerdings nicht bekannt (Flowers et al. 2000). Zur Bestitigung dieser Hypothese miissen die
Metaboliten in Medium und Gasphase analysiert werden.

Die beiden Antihelmintica Albendazol und Albendazol-Sulfoxid wurden bislang im EST noch
nicht untersucht, sodass dafiir aus der Literatur keine Vergleichsdaten existieren. Bei Betrach-
tung der Halbhemmkonzentrationen (Tab. 24) fiel auf, dass bei beiden Substanzen die IDso-
Werte ebenfalls hoher ausfielen als die ICsoD3-Werte (1,3- bzw. 2,2-fach bei Albendazol-Sulfo-
xid; 3-fach bei Albendazol). Bei Albendazol-Sulfoxid bewegten sich diese Unterschiede noch im
Bereich der Messungenauigkeit: Bei Lauf 1 wurde der um den Faktor 2,2 kleinere IC5oD3 durch
eine einzelne Konzentration zwischen 0% und 100% Vitalitit bestimmt (3 ug/mL bei ZT-D3 1 in
Abb. 13B), deren Vitalitit stark streute, und bei Lauf 2 lag der ICsoD3 nur um den Faktor 1,3
unterhalb des IDsj. Bei Albendazol unterschied sich der IC5oD3 vom IDsg aus Lauf 1 jedoch um

den Faktor 3. Die Ursache fiir diesen groBBeren Unterschied ist nicht bekannt.

5.1.1 Diskriminierungsfihigkeit des EST

In dieser Arbeit wurden verschiedene Methoden angewendet, um Unterschiede zwischen
Proteratogen und Teratogen im EST feststellen zu konnen (3.9.6). Zum einen wurde das Pradik-
tionsmodell des EST verwendet, mit dem die Embryotoxizitidt von Substanzen eingestuft werden
kann. Zum anderen wurden zwei Quotienten Z und D gebildet, mit denen die Verhiltnisse der
Endpunkte des ESTs zueinander bestimmt werden konnten, und zusitzlich wurden die
Halbhemmkonzentrationen paarweise miteinander verglichen. Der EST konnte bei jedem Sub-
stanzpaar die Wirkungen des Proteratogens von der des Teratogens deutlich unterscheiden, aber

diese Trennung gelang nicht mit jeder Methode.

5.1.1.1 Diskriminierung mit dem Pradiktionsmodell

Mit dem Pridiktionsmodell war es bei keinem Paar moglich, Proteratogen vom Teratogen
zuverlassig zu differenzieren. Die Paare VPD/VPA und RO/RA wurden jeweils in die gleiche
Embryotoxizititsklasse eingestuft, und bei ABZ/ASO fiel die Einstufung von Albendazol-
Sulfoxid nicht eindeutig aus (Tab. 46). Das Paar CPP/4HC konnte fiir eine Bewertung nicht
verwendet werden, weil der IDsy von 4HC nicht gewertet werden konnte. Mit diesen Ergebnissen

wurde deutlich, dass die Trennungsschirfe des Priadiktionsmodells fiir die untersuchten Sub-
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stanzpaare nicht ausreichte und Fehlklassifizierungen stattfanden. Dafiir kommen mehrere
Griinde in Betracht.

Das Pridiktionsmodell basiert auf einem iterativen Berechnungsprozess, der mit einem Trai-
ningskollektiv von zehn Modellsubstanzen durchgefiihrt wurde (Scholz et al. 1999a). Mit dieser
Anzahl von Substanzen kann nur eine begrenzte Anzahl von Mustern abgebildet werden - der
Begriff Muster beschreibt hier ein spezifisches Verhiltnis der drei Halbhemmkonzentrationen
des EST zueinander - welche Chemikalien im EST hervorrufen konnen. Wenn das spezifische
Muster einer neuen Priifsubstanz fehlt, kann es zu einer Fehlklassifizierung kommen. Dies wurde
von Genschow et al. (2004) in der EST-Validierungsstudie z.B. bei Quecksilbermethylchlorid
festgestellt, das mehrfach als nicht embryotoxisch eingestuft wurde, obwohl es in vivo stark
embryotoxisch wirkt. Genschow et al. beobachteten, dass die Fehlklassifizierung dort auftrat, wo
in den Tests der ICso3T3 niedriger war als der ICsoD3, und begriindeten dies mit der Feststel-
lung, dass ein dem Quecksilbermethylchlorid dhnliches Muster im Trainingskollektiv der
Modellsubstanzen nicht vorgekommen war. Bei einer riickblickenden Beurteilung des EST
(Spielmann et al. 2006) wurde deshalb empfohlen, die Datenbasis fiir den EST zu erweitern.

Die Beschriankung auf drei Embryotoxizititsklassen stellt eine starke Vereinfachung repro-
duktionstoxikologischer Befunde dar und erlaubt per se keine fein abgestufte Differenzierung
zwischen verschiedenen Substanzen. Welche Abstufung moglicherweise notwendig ist, um der
komplexen Realitit entwicklungstoxischer Befunde gerecht zu werden, wird an dem von
Schwetz (1992) entwickelten Klassifizierungssystem deutlich. Auf der Basis von sieben ge-
wichteten Faktoren kann mit diesem System die Entwicklungstoxizitit einer Substanz in vivo mit
einer Skala beschrieben werden, die von 0 bis 190 reicht (Brown 2002).

Die Daten aus der Validierungsstudie (Genschow et al. 2004) zeigen, dass das Pridiktions-
modell Substanzen mit einem ICsoD3 bzw. IDsy unter 10 pg/mL als stark embryotoxisch klassi-
fiziert. Da dies bereits die Klasse mit der hochsten Embryotoxizitit darstellt, konnen Substanzen
mit Halbhemmkonzentrationen unterhalb 10 pg/mL nicht weiter differenziert werden. Damit
wird jedoch das Spektrum an Konzentrationen, innerhalb dessen eine Graduierung moglich ist,
stark eingeschriankt. Die Halbhemmkonzentrationen der sechs Substanzen, die in der Validie-
rungsstudie in die Embryotoxizititsklasse 3 eingeordnet wurden, reichten von 10 pg/mL
ausgehend noch drei bis vier Groenordnungen niedriger bis zu 0,0001 pug/mL. Folglich wurden
in dieser Arbeit Retinol und Retinsdure aufgrund ihrer 1C50D3 bzw. IDso-Werte <10 ug/mL als
stark embryotoxisch eingestuft und konnten nicht voneinander differenziert werden.

ABZ/ASO konnten vom Priadiktionsmodell nicht eindeutig diskriminiert werden, weil Alben-
dazol-Sulfoxid einmal als schwach und einmal als stark embryotoxisch eingestuft wurde, obwohl

die Halbhemmkonzentrationen der Doppelbestimmung nur wenig variierten. Dieses Phinomen
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der divergierenden Klassifizierung einer Substanz bei einer Doppelbestimmung scheint zur
Charakteristik des Priadiktionsmodells zu gehoren und kam in der Validierungsstudie bei neun
der zwanzig untersuchten Chemikalien vor. Genschow et al. (2004) illustrierten das Phinomen
am Beispiel des Hydroxyharnstoff, dessen Halbhemmkonzentrationen im gleichen
Konzentrationsbereich liegen wie Albendazol-Sulfoxid. Sie stellten fest, dass variierende End-
punkte einer Doppelbestimmung umso wahrscheinlicher zu einer unterschiedlichen Klassifizie-
rung fithren konnen, je nidher die Konzentrationen an der postulierten Konzentrations-Ober-
grenze fiir den EST von 1000 pg/mL liegen.

Bei 4HC, Albendazol und Albendazol-Sulfoxid wurden im EST IDsy-Werte bestimmt, die
grofler waren als der 1C50D3 und damit biologisch widerspriichlich. Fiir 4HC und Albendazol-
Sulfoxid konnte diese Situation mit dem Versuchsaufbau oder der Messungenauigkeit erklart
werden, nicht aber fiir Albendazol. Dass ein IDsy gegeniiber dem ICs0D3 grofler ausfillt ist
jedoch nicht ungewohnlich und wurde sowohl bei Ascorbinsdure in der Privalidierungsstudie
des EST festgestellt (Scholz et al. 1999), als auch bei Acrylamid, Quecksilbermethylchlorid und
Isobutyl-ethyl-Valproinsdure in mindestens zwei der vier Priiflaboratorien, die an der Validie-
rungsstudie teilgenommen hatten (Genschow et al. 2004). Das Phanomen wurde im Laufe der
Entwicklung des EST explizit bei der Verbesserung des ersten Pradiktionsmodells beriicksich-
tigt, indem anstatt der Variablen 1C5yD3/IDsy vom urspriinglichen Pradiktionsmodell (Spielmann
et al. 1997) der Term (IC503T3 - IDsp)/IC503T3 in das verbesserte Priadiktionsmodell integriert
wurde. Scholz et al. (1999a) stellten fest, dass dadurch die Pridiktivitit des Modells in den
Fillen verbessert wurde, in denen der IDsy sowohl gegeniiber dem ICsoD3 als auch dem 1C5¢3T3
grofler ist. Der sich daraus ergebende biologische Widerspruch wurde von den Autoren nicht
erklart.

Die Daten dieser Arbeit zeigen daher, dass das Pradiktionsmodell in seiner bestehenden Form

nicht dazu geeignet ist, Substanzen zu differenzieren, deren Embryotoxizitit nicht stark variiert.

5.1.1.2 Diskriminierung mit alternativen Parametern

Eine alternative Moglichkeit, die Substanzpaare zu differenzieren, besteht im direkten paar-
weisen Vergleich der Halbhemmkonzentrationen miteinander. Diese Methode besitzt den Vor-
teil, dass Unterschiede direkt erfasst werden, erlaubt andererseits jedoch nur eine Aussage iiber
die verglichenen Endpunkte Zytotxizitit und Differenzierungshemmung. Um auch spezifisch
embryotoxische Eigenschaften der Testsubstanz beschreiben zu konnen, wurden fiir die vorlie-
gende Arbeit zusitzlich zwei Quotienten Z und D berechnet (3.9.6). Mit dem Z-Quotient wird
das embryotoxische Potenzial einer Substanz in vitro dhnlich dem A/D-Quotienten in vivo

charakterisiert, und mit dem D-Quotient kann festgestellt werden, ob die Differenzierungshem-
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mung im Differenzierungsassay auf einen spezifisch differenzierungshemmenden Mechanismus
zuriickgefithrt werden kann. Diese verschiedenen Parameter - die Halbhemmkonzentrationen
und der Z- bzw. D-Quotient - beschreiben unterschiedliche Aspekte der selben Testsubstanz.
Beim Vergleich der Substanzen eines Paares wurden die Paare deshalb nicht immer anhand aller
Parameter differenziert (Tab. 46). Durch einen direkten Vergleich der Halbhemmkonzentratio-
nen lieBen sich alle Substanzpaare deutlich differenzieren, mit Ausnahme der ICs,3T3-Werte
von VPD/VPA. Anhand der Z-Quotienten konnten dagegen nur VPD/VPA und RO/RA diskri-
miniert werden, und mit dem D-Quotienten lieS sich nur VPD von VPA differenzieren.

Der direkte Vergleich von Halbhemmkonzentrationen war damit die sensitivste Methode, um
Substanzen voneinander zu unterscheiden. Zusammen mit den Z- und D-Quotienten wurden die
Substanzpaare individuell charakterisiert. Bet VPD/VPA und RO/RA wirkte das Teratogen in
allen EST-in vitro-Tests toxischer (niedrigere Halbhemmkonzentrationen) und war embryotoxi-
scher (groBerer Z-Quotient) als das Proteratogen. Die Valproinsdure besall zudem ein groBeres
differenzierungshemmendes Potenzial (groBBerer D-Quotient). Mit CPP/4HC zeigte sich, dass das
4HC zytotoxischer wirkte (niedrigere Halbhemmkonzentrationen), dass aber beide Substanzen
das gleiche embryotoxische Potenzial besallen (gleiche Z-Quotienten). Bei ABZ/ASO schliel3-
lich wirkte das Teratogen weniger toxisch (hohere Halbhemmkonzentrationen), aber beide
Substanzen hatten ebenfalls das gleiche embryotoxische Potenzial. Durch die gemeinsame
Betrachtung von Halbhemmkonzentrationen und Z- bzw. D-Quotienten ist es damit mdglich, im
EST ein Proteratogen von seinem Teratogen zu differenzieren und embryotoxische Eigenschaf-

ten zu beschreiben.

5.1.2 Korrelation mit ir vivo-Daten

Ob der EST die Datenlage in vivo reproduzieren kann, wurde durch einen Vergleich der in
vitro-Tests mit in vivo-Studien ermittelt. Es zeigte sich, dass bei VPD/VPA und RO/RA die
Ergebnisse aus dem EST gut mit den Befunden in vivo korrelierten, und bei CPP/4HC teilweise.

Nur bei ABZ/ASO kamen die in vitro-Tests zu gegensitzlichen Ergebnissen.

5.1.2.1 Valpromid und Valproinsdiure

Obwohl mit dem Pradiktionsmodell zwischen Valpromid und Valproinsdure kein Unterschied
festgestellt werden konnte, zeigte der Vergleich der Halbhemmkonzentrationen und der Z- und
D-Quotienten, dass Valproinsdure ein groferes embryotoxisches Potenzial und eine groBere
differenzierungshemmende Komponente besitzt (Tab. 18, Tab. 19). Die in vivo-Daten aus der

Literatur belegen das Ergebnis des Vergleichs der letzteren Parameter.
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Die in vivo Embryotoxizitit der Valproinsdure wurde von Brown (2002) als schwach einge-
stuft. Da fiir Valpromid keine Einstufung existiert, wurde eine Abschitzung seiner in vivo
Embryotoxizitit anhand von Studien vorgenommen, in der Valpromid und Valproinsédure paral-
lel untersucht wurden, bzw. die unter vergleichbaren Bedingungen stattgefunden haben. In
Studien von Nau (1985, 1986) mit NMRI-Mdusen riefen Valproinsidure-Dosen bei einer einmali-
gen subkutanen Dosis von 400 bis 600 mg/kg an Trichtigkeitstag 8 bis zu 60% Exencephalie
hervor, wihrend sich Valpromid (Nau und Loscher 1986; Nau und Scott 1987) bei vergleichba-
ren Konzentrationen und Applikationen als nicht teratogen herausstellte. Radatz et al. (1998)
verglichen beide Substanzen direkt und gaben NMRI-Mdiusen an Trichtigkeitstag 8 einmalig
eine i.p. Injektion von 3 mmol/kg Valpromid oder Valproinsdure (je ca. 430 mg/kg). Fir
Valproinsidure erzielten sie eine Exencephalie-Rate von 53% gegeniiber der Kontrolle, fiir
Valpromid dagegen nur von 6%. Einen dhnlichen Befund erzielten Okada et al. (2004), die
NMRI-Miusen nach gleichem Schema je 800 mg/kg Valproinsdure oder Valpromid subkutan
verabreichten und neben Exencephalie und Verlust an Foten auch skeletale Abnormalititen
untersuchten. Fiir Valpromid erhielten sie in allen Parametern erhohte Inzidenzen, wihrend fiir
Valpromid kaum Unterschiede zur Kontrolle festgestellt wurden. Valproinsdure besitzt also in
vivo ein teratogenes Potenzial, wihrend Valpromid bei vergleichbaren Dosen davon weitgehend
frei ist. Damit korreliert der Befund des EST auf Basis des Vergleichs von Z- und D-Quotienten

sowie von Halbhemmkonzentrationen sehr gut mit der in vivo-Datenlage.

5.1.2.2 Retinol und Retinsdure

Auch bei Retinol und Retinsdure konnte das Priadiktionsmodell keinen Unterschied feststel-
len. Der Vergleich von Z-Quotienten und Halbhemmkonzentrationen zeigte jedoch, dass die
Retinsdure ein deutlich groBeres embryotoxisches Potenzial besitzt als Retinol. Dieser Befund
korreliert mit den in vivo-Daten aus der Literatur.

Die in vivo Embryotoxizitit der Retinsdure wurde von Brown (2002) als stark eingestuft,
wihrend fiir Retinol bislang keine Einstufung existiert. Zur Abschitzung der Embryotoxizitit
beider Substanzen wurden Studien untersucht, in denen beide Stoffe getestet wurden. Kochhar
(1967) behandelte A/Jax-Méduse einmalig am Tag 8, 9 oder 10 der Gestation peroral mit
500 mg/kg Vitamin A (als Retinylacetat) oder 50 mg/kg Retinsdure und fand bei beiden Gruppen
20 - 50% missgebildete Foten. Unter Beriicksichtigung aller gewonnenen Daten urteilte sie, dass
Retinsdure in Bezug auf ihr teratogenes Potenzial eine 40-fach hohere Aktivitdt besitzt als
Retinol. In weiteren Versuchen mit black-hooded Long-Evans Ratten kam sie zu einem #hnli-
chen Ergebnis. In einer spiteren Studie mit ICR-Miusen schétzten Kochhar er al. (1988) die

teratogene Potenz von Retinol auf 1/4 der teratogenen Potenz von Retinsdure. Auch Rosa et al.
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(1986) untersuchten die Unterschiede zwischen Retinol und Retinsdure in vivo, indem sie die
niedrigsten teratogenen Dosen aus verschiedenen Studien verglichen. Bei Ratten und Miusen
stellten sie fest, dass die niedrigsten Retinol-Dosen (50 bzw. 90 mg/kg/Tag) etwa 15 - 17-fach
iber den niedrigsten Retinsdure-Dosen lagen. Diese Studien zeigen, dass Retinsdure in vivo die
grofere teratogene Potenz besitzt und bestitigen damit den Befund aus dem EST.

Das Retinol wurde vom Pridiktionsmodell als stark embryotoxisch eingestuft und wies einen
Z-Quotienten auf, der mit 23 - 69 etwa zehnfach groBer war als die Z-Quotienten der anderen in
dieser Arbeit untersuchten Proteratogene (>1,9 - 4,7). Dieser in vitro-Befund weist darauf hin,
dass Retinol ein intrinsisches teratogenes Potenzial besitzt, was durch in vivo-Daten unterstiitzt
wird. Im Sidugetier geht man davon aus, dass die teratogene Wirkung des Retinols durch die
Retinsédure und andere Metaboliten des Retinols ausgeiibt wird (Collins et al. 1992; Soprano und
Soprano 1995). Collins et al. (1992) erhielten in ihrer Studie jedoch Hinweise darauf, dass auch
Retinol selbst teratogen wirken kann. Sie gaben zwei Gruppen von NMRI-Midusen 50 mg/kg
Retinol einmalig am Tag 11 der Gestation. Die eine Gruppe war unbehandelt, die andere wurde
mit 4-Methylpyrazol vorbehandelt, einem Alkohol-Dehydrogenasehemmer. Wihrend die skele-
talen Missbildungen durch die Vorbehandlung mit 4-Methylpyrazol um 19,9 - 24,7% abnahmen,
wurden immer noch 24 - 31,3% Skelettanomalien festgestellt, die sich signifikant von der Kon-
trolle unterschieden. Die Autoren schlossen daraus, dass entweder Retinol ebenfalls teratogen
oder als Ko-Teratogen wirkt, oder dass sich noch andere, bislang unbekannte teratogene Meta-

boliten gebildet hatten.

5.1.2.3 Cyclophosphamid und 4HC

Cyclophosphamid wurde vom Pridiktionsmodell als schwach embryotoxisch eingestuft. Mit
4HC konnte es jedoch nicht verglichen werden, da der IDsy von 4HC nicht valide war und die
Substanz vom Pridiktionsmodell nicht eingestuft werden konnte. Aufgrund dhnlicher Z-Quo-
tienten unterschied sich das embryotoxische Potenzial beider Substanzen nicht, aber die ICsy-
Werte von 4HC lagen um etwa drei Groenordnungen niedriger. 4HC iibte damit auf die 3T3-
und ES-D3-Zellen eine wesentlich groflere zytotoxische Wirkung aus als Cyclophosphamid.
Dieses Ergebnis korreliert in einigen Bereichen mit der Datenlage in vivo.

Zur Untersuchung der embryotoxischen Wirkung von Cyclophosphamid, 4HC, Phosphoramid
Mustard und Acrolein in vivo injizierte Hales (1982) diese Substanzen in die Amnionfliissigkeit
der Embryonen von Sprague-Dawley-Ratten am Tag 13 der Gestation. Mit dieser Technik
konnte eine Metabolisierung der Substanzen durch das Muttertier vermieden werden. Sie fand
missgebildete Foten bei allen Substanzen, wobei die teratogen wirkende 4HC-Konzentration um

zwei bis drei GroBenordnungen unterhalb der Konzentration fiir Cyclophosphamid lag und
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zusitzlich die doppelte Anzahl an Missbildungstypen hervorrief. Damit belegte Hales die gro-
Bere in vivo Embryotoxizitit fiir 4HC, stellte gleichzeitig aber auch eine teratogene Wirkung bei
unmetabolisiertem Cyclophosphamid fest. Dieser Befund deckt sich mit den Ergebnissen anderer
Autoren. Zum einen belegt die Mehrheit der Studien, dass Cyclophosphamid aktiviert werden
muss, um teratogene Effekte auszul6sen (Spielmann und Jacob-Miiller 1981; Mirkes et al. 1991).
Andererseits stellten einige Autoren bei Labornagern auch fiir unmetabolisiertes Cyclophospha-
mid eine teratogene Wirkung fest (Gibson und Becker 1968, 1971; Hales 1982). Im Vergleich
zum Befund des EST ergibt sich daher folgendes Bild. Die Einstufung des Priadiktionsmodells
von Cyclophosphamid als schwach embryotoxisch stimmt mit den Ergebnissen in vivo iiberein,
da auch unmetabolisiertes Cyclophosphamid eine teratogene Wirkung ausiibt. Weiterhin korre-
liert der Abstand der toxischen Wirkung zwischen 4HC und Cyclophosphamid im EST mit dem
Abstand in vivo: die Differenz zwischen den ICso-Werten von 4HC und Cyclophosphamid im
EST (ca. Faktor 1000) ist dhnlich so grof3 wie jener, der von Hales (1982) fiir embryotoxische
Wirkungen in vivo zwischen beiden Substanzen gefunden wurde. In Bezug auf den toxischen
Wirkungsmechanismus unterschieden sich jedoch die in vitro- von den in vivo-Befunden. Wih-
rend 4HC in vivo eindeutig teratogen wirkte, konnte fiir die Substanz in vitro basierend auf den
Z-Quotienten kein hoheres embryotoxisches Potenzial festgestellt werden. Moglicherweise
stehen diese Befunde zueinander in Widerspruch, weil es sich bei den teratogenen Metaboliten
um Substanzen einer Reaktionskette handelt, deren Dynamik sich in vivo von der Dynamik in
vitro unterscheidet, was in unterschiedlichen Konzentrationsverhiltnissen der Metaboliten
zueinander und damit in unterschiedlichen Gesamtexpositionen resultieren wiirde. Der EST
konnte daher im Vergleich zu den in vivo-Befunden die unterschiedlichen zytotoxischen Poten-
ziale von Cyclophosphamid und 4HC vorhersagen, nicht jedoch Unterschiede in der Embryoto-
xizitdt. Dazu bleibt anzumerken, dass sich allgemein die Endpunkte Zytotoxizitit und Entwick-
lungstoxizitit oft nicht vollstindig voneinander trennen lassen, weil viele entwicklungstoxische

Effekt durch zytotoxische Mechanismen hervorgerufen werden (Spielmann er al. 2006).

5.1.2.4 Albendazol und Albendazol-Sulfoxid

Das Pridiktionsmodell stufte Albendazol als stark embryotoxisch ein, wihrend Albendazol-
Sulfoxid einmal als schwach und einmal als stark embryotoxisch klassifiziert wurde, sodass eine
eindeutige Unterscheidung beider Substanzen nicht moglich war. Die embryotoxische Potenz
beider Substanzen war aufgrund dhnlicher Z-Quotienten gleich, die Halbhemmkonzentrationen
zeigten dagegen sowohl in den Zytotoxizitdtstests als auch dem Differenzierungsassay eine
grofere toxische Potenz des Proteratogens Albendazol an. Dieses Ergebnis widersprach der

Datenlage in vivo.



120 Diskussion

In vivo wurde in Studien mit Ratten fiir Albendazol-Sulfoxid eine grofere embryotoxische
Wirkung nachgewiesen als fiir Albendazol (Capece et al. 2003; Delatour et al. 1981, 1984).
Delatour et al. (1981) verabreichten Sprague-Dawley-Ratten eine Dosis von 8,8 - 9,6 mg/kg
Albendazol bzw. Albendazol-Sulfoxid von Tag 8 bis 15 der Gestation und fanden fiir Albenda-
zol-Sulfoxid eine gegeniiber dem Albendazol erhohte Embryolethalitét (18,4% vs. 63,3%), und
erhohte externe (14,4% vs. 20,3%) sowie skeletale (39,5% vs. 50%) Missbildungen. Andererseits
brachten Cristofol et al. (1997) auch Albendazol selbst in Kombination mit Albendazol-Sulfoxid
mit teratogenen Effekten in Verbindung, wobei sie dem Albendazol-Sulfoxid die groflere Wir-
kung beimaBlen. Moglicherweise besitzt also auch Albendazol eine intrinsische teratogene
Potenz. Ob Albendazol jedoch vom Pridiktionsmodell zutreffend als stark embryotoxisch
klassifiziert wurde, kann aufgrund der unzureichenden in vivo-Datenlage nicht beurteilt werden.

Whittaker und Faustman (1991) untersuchten ebenfalls die Embryotoxizitit von Albendazol
und Albendazol-Sulfoxid in vitro, jedoch mit der Micromass Zellkulturmethode mit Zellen aus
Mittelhirn (CNS) und Beinknospen (LLB) der Ratte. Dabei erhielten sie Ergebnisse, die mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit vergleichbar sind. Fiir Albendazol ermittelten sie ICso-
Werte von 0,93 / 1,3 ug/mL (CNS / LB), fiir Albendazol-Sulfoxid dagegen 50-fach hohere
Werte von 42 / 82 ug/mL (CNS / LB). Als Erkldrung fiir die in vitro hohere Toxizitdt des
Albendazol-Sulfoxid fiihrten die Autoren seine hohere Polaritit und die damit einhergehende
niedrigere Lipophilie an. Sie lieBe das Albendazol-Sulfoxid gegeniiber dem Albendazol weniger
effizient durch die Zellmembran der Zielzellen diffundieren und mit den intrazelluldren Targets
reagieren. Bei dieser Erkldarung bleibt jedoch offen, weshalb dieser Sachverhalt in vivo nicht
auch gelten soll. Der teratogene Mechanismus von Benzimidazol-Carbamaten wie dem
Albendazol und seinem Sulfoxid beruht auf der Hemmung der Tubulin-Polymerisation wihrend
der Mitose, was die Ausbildung des Spindelapparates beeintridchtigt oder verhindert (Capece et
al. 2003; Navarro et al. 1999; Piscopo et al. 1997). Da sowohl Albendazol als auch Albendazol-
Sulfoxid eine vergleichbar hohe Bindungsaffinitit fiir Tubulin besitzen (Whittaker und Faustman
1991), muss die unterschiedliche teratogene Wirkung der Substanzen durch andere Faktoren
begriindet sein. Die Ursache fiir die Diskrepanz der Befunde aus dem EST und der in vivo-
Datenlage muss durch spezifische Studien aufgekliart werden. Insgesamt war es mit dem EST

deshalb nicht moglich, den in vivo-Befund zu reproduzieren.
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5.2 HepG2-Zellen als Bioaktivierungssystem fiir den mEST

Im Zuge der Entwicklung des mEST Testprotokolls wurden die HepG2-Zellen als eine Zellli-
nie identifiziert, die in den EST integriert werden kann (4.3). Zur Charakterisierung ihrer meta-
bolischen Kompetenz wurde ihre Enzymaktivitit und ihr Umsatz der Modellsubstanzen im
Kokulturmedium untersucht. Es zeigte sich, dass die Zellen auch im ES-D3-Medium ihre En-
zymaktivitit behielten und in der Lage waren, auf niedrigem Niveau Valpromid und Retinol zu
metabolisieren. Diese Substanzen und Cyclophosphamid wurden darauthin im mEST mit
HepG2-Kokultur getestet um zu priifen, in welchem Umfang die Substanzen auch im mEST
metabolisiert wurden, bzw. ob mit den erzeugten Metaboliten der proteratogene Charakter der
Testsubstanzen nachgewiesen werden konnte. Dies war bei keiner Substanz der Fall. Im folgen-
den werden verschiedene Aspekte der Untersuchungen und Griinde fiir das Fehlen eines positi-

ven Nachweises diskutiert.

5.2.1 Enzymaktivitit

Um die gemessenen Enzymaktivititen auf Plausibilitit zu priifen und den Einfluss des ES-
D3-Mediums abzuschitzen, wurden die Phase I- und II-Enzymaktivititen der HepG2-Zellen in
ES-D3-Medium mit Literaturdaten verglichen (Tab. 48).

Die EROD-Aktivitit der HepG2-Zellen dieser Arbeit ldsst sich gut mit der Studie von Alex-
andre et al. (1999) vergleichen, da die Autoren die gleiche Analysenmethode, Inkubationszeit,
Kulturplatten und Basismedium (DMEM) verwendeten. Nach Induktion mit MC lagen die
Aktivitdaten beider Untersuchungen in einem @hnlichen Bereich. In den Kontrollen fanden Alex-
andre et al. eine Grundaktivitit von 2,2 - 5,1 pmol/mg/min, wihrend die EROD-Aktivitit der
HepG2-Zellen in den Kontrollen dieser Arbeit unterhalb der Nachweisgrenze lag. Moglicher-
weise hat das ES-D3-Medium hier die Grundaktivitit der HepG2-Zellen gehemmt, denn die
verwendeten Medien unterschieden sich in Bezug auf FCS-Gehalt, FCS-Charge und Supple-
mente, welche die Enzymaktivitit beeinflussen konnen (Doostdar et al. 1988; Nakama et al.
1995). Die PROD-Aktivititen der HepG2-Zellen miissen mit den Literaturdaten unter dem
Gesichtspunkt unterschiedlicher untersuchter Matrices, Kulturmedien und Inkubationszeiten
verglichen werden. Unter Beriicksichtigung dieser Umstidnde sind die Daten gut miteinander
vergleichbar. Die BROD-Aktivititen dieser Arbeit liegen im Vergleich zu den Daten von Alex-
andre et al. (1999) nach Induktion etwas hoher, und in den Kontrollen deutlich héher. Das ES-
D3-Medium schien hier die BROD-Aktivitéit zu fordern. Mit MC oder PB konnte keine wesent-

liche Steigerung der Enzymaktivitit erreicht werden, was mit den Ergebnissen von
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Tab. 48: Phase I- und ll-Enzymaktivititen von HepG2-Zellen. Eigene Daten sind Angaben aus der
Literatur gegenibergestellt. Die eigenen Daten zur EROD-, PROD- und BROD-Aktivitdt wurden aus den
Messwerten zusammengestellt, die nach der Behandlung mit Glucuronidase/Arylsulfatase erhalten
wurden (Tab. 31).

Versuchsbedingungen Kontrolle Induziert Induktor Quelle
Medium; Inkubationszeit (Induktionszeit);  (pmol/mg/min)  (pmol/mg/min)
analysierte Matrix; Methodentyp®

EROD-AKktivitat

ES-D3-Med.; 1-4 d (1-4 d); intakte Zellen <NG 9,3-52 0,2 uyM MC
DMEM; 1-4 d (Tag 2-4); intakte Zellen; A 2,2-5,1 16 - 36 5 uM MC #1
PROD-Aktivitat
ES-D3-Med.; 1-4 d (1-4 d); intakte Zellen <NG-1,2 <NG-7,3 0,2 uM MC
<NG 2 mM PB

WME; 3 d; Zelllysat; B 0,5 2,8 2 mM PB #2
Versch. Medien; 7-10 d; Zelllysat; B 0,2-3,0 - - #3
BROD-Aktivitat
ES-D3-Med.; 1-4 d (1-4 d); intakte Zellen <NG-5,9 1,5-11 0,2 uM MC

09-78 2 mM PB
DMEM; 1-4 d; intakte Zellen; A 0,03 - 0,21 - - #1
WME; 3 d; Zelllysat; B 1,7 1,9 2 mM PB #2
UGT2-Aktivitat
ES-D3-Med.; 1-4 d (1-4 d); Zelllysat <NG - 38,5° <NG - 75,9 2 mM PB
DMEM; Konfluente Kultur; Zelllysat; C 107 267 2 mM PB #4
GST-Aktivitat (nmol/mg/min)  (nmol/mg/min)
ES-D3-Med.; 1-4 d (1-4 d); Zelllysat 44 -51 49°-58 2 mM PB
DMEM; 3 d (3 d); Zelllysat; A 45 69 2mM PB #5
Versch. Medien; 7 d; Zelllysat; A 6,7 -16 - - #6

Quellen: #1) Alexandre et al. (1999); #2) Doostdar et al. (1993); #3) Doostdar et al. (1988, 1991), Grant et
al. (1988); #4) Grant et al. (1988); #5) Dierickx et al. (1994); #6) Doostdar et al. (1988). NG = Nachweis-
grenze; MC = 3-Methylcholanthren; PB = Phenobarbital; MEM = complete Minimal Essential Medium;
WME = Williams Medium E; E-Medium = Eagle's Medium. ®*Methodentyp: A = identische Methode; B =
unterschiedliche Methode, gleiches Messprinzip; C = gleiches Substrat, HPLC-Messung; °Einfachbe-
stimmung.

Doostdar ef al. (1993) iibereinstimmt. Zur UGT1-Aktivitdt exisitieren keine vergleichbaren
Daten aus der Literatur. Die in dieser Arbeit bestimmte UGT2-Aktivitédt lag etwas niedriger als
die Ergebnisse, die von Grant et al. (1988) erhalten wurden. Angesichts der unterschiedlichen
Analysenmethoden und Kulturzeiten liegen die Daten in einem vergleichbaren Bereich. Die
GST-Aktivitdt fiel schlieBlich niedriger aus als jene, die von Dierickx et al. (1994) fiir HepG2-
Zellen bestimmt wurde, bewegte sich aber in dem Bereich, den Doostdar et al. (1988) ermittelt
hatten. Auch hier kommen Unterschiede in Medienzusammensetzung und Kulturdauer fiir die

Differenzen der Aktivititen in Frage.
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Insgesamt lagen die ermittelten Enzymaktivitdten meist in einem dhnlichen Bereich wie die
Ergebnisse anderer Autoren. Der deutlichste Unterschied zeigte sich beim EROD-Assay, bei
dem die Aktivititen in den Kontrollen nicht nachweisbar waren, wihrend in der Literatur fiir
HepG2-Zellen eine Grundaktivitit festgestellt wurde. Die Aktivititen der PROD-Assays waren
miteinander vergleichbar, und in den BROD-Assays wurde eine hohere Aktivitdt nachgewiesen.
Der Vergleich der Phase-II-Aktivititen fielen ebenfalls differenziert aus. Wihrend die Angaben
aus der Literatur zu den Aktivititen im UGT2-Assay etwas hoher lagen als die eigenen Daten,
waren sie im GST-Assay niedriger. Diese Daten wiesen daher auf eine hemmende Wirkung des
ES-D3-Mediums im EROD- und GST-Assay hin, wihrend in den anderen Assays keine
unterschiedliche bzw. im BROD-Assay eine aktivititssteigernde Wirkung festgestellt wurde.
Durch Induktion konnte nur im EROD-Assay eine deutliche Aktivititssteigerung erreicht

werden.

5.2.2 Metabolisierung der Modellsubstanzen

Die Bestimmung der Enzymaktivititen einer Zellart liefert nur einen indirekten Hinweis auf
ihre metabolische Kompetenz, erlaubt aber keine Schliisse auf den tatsdchlichen Umsatz einer
Testsubstanz. Deshalb wurden die HepG2-Zellen gegeniiber den Modellsubstanzen Valpromid,
Valproinsiure, Retinol und Retinsdure exponiert, und die Substanzen direkt im Medium analy-

siert (4.3.8.1).

5.2.2.1 Valpromid und Valproinsdure

Die HepG2-Zellen waren in der Lage, Valpromid zu Valproinsédure zu metabolisieren, konn-
ten aber keine Valproinsdure abbauen (4.3.8.1, Abb. 16). Trotz dieses fehlenden Abbaus war die
synthetisierte Menge an Valproinsidure mit 7,4 ug/mL (13,1% Umsatz von Valpromid) nach fiinf
Tagen relativ niedrig. Zu einem &dhnlichen Ergebnis kam auch Flick (2005), der ebenfalls
HepG2-Zellen in ES-D3-Medium inkubierte und nach vier Tagen nur ca. 20 pg/mL Valproin-
sdure erhielt. Die hohere Valproinsidure-Konzentration ist dabei hauptsdchlich der von ihm
eingesetzten groferen Zelldichte zuzurechnen.

Urséchlich fiir die niedrige Umsatzrate ist wahrscheinlich eine fehlende oder zu geringe Akti-
vitdt der Enzyme der HepG2-Zellen, die die Valpromid-Hydrolyse katalysieren. Die fiir diese
Reaktion notwendigen Enzyme sind jedoch bislang nicht bekannt. Der fehlende Abbau der
Valproinsidure spiegelt die niedrige Aktivitit des Phase-II-Metabolismus der HepG2-Zellen
wider (Tab. 48). Bei diesem geringen Umsatz war es fraglich, ob in einem mEST mit HepG2-

Kokultur das proteratogene Potenzial von Valpromid nachgewiesen werden konnte.
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5.2.2.2 Retinol und Retinsdure

In den Metabolisierungsversuchen hatten die HepG2-Zellen bei einer Retinolkonzentration
von 6 pug/mL nach zwei Tagen 161 ng/mL Retinsdure produziert, was einem Umsatz von 2,7%
entspricht (Abb. 17 E). Die Zellen waren aber auch in der Lage, Retinsdure abzubauen. In
Saugerzellen wird das Retinol in einem ersten Oxidationsschritt zu Retinaldehyd hauptsdchlich
durch Alkohol-Dehydrogenasen (ADH) katalysiert, in einem zweiten Schritt durch Aldehyd-
Dehydrogenasen (ALDH) zu Retinsédure (Duester 1996; Lee et al. 1991; Napoli 1996). Da die
HepG2-Zellen nur eine geringe ADH-Aktivitit besitzen (Wolfla et al. 1988), aber dennoch
Retinsdure bilden konnten, musste der erste Oxidationsschritt vorrangig durch andere Enzyme
katalysiert worden sein. Dies konnte durch CYP2E1 geschehen sein, welches Ethanol, Retinol
und Retinsdure oxidieren kann (Dan er al. 2005; Wu et al. 2006). Obwohl einige Autoren bei
HepG2-Zellen davon ausgehen, dass sie CYP2EI1-defizient sind (Dai er al. 1993; Hewitt und
Hewitt 2004), konnten Alexandre et al. (1999) in diesen Zellen eine hohe p-Nitrophenolhydroxy-
lase-Aktivitidt nachweisen, die mit CYP2E1-Aktivitit assoziiert ist. Es konnten aber auch noch
andere Enzyme bei der Oxidation von Retinol eine Rolle gespielt haben, da Jiménéz-Lopez et al.
(2002) zeigen konnten, dass neben CYP2E1 auch weitere Enzyme des Cytochrom-P450-Systems
Alkohol in HepG2-Zellen oxidieren konnten. Der zweite Oxidationsschritt wurde dann wahr-
scheinlich durch Aldehyd-Dehydrogenase (ALDH) katalysiert, da Marselos et al. (1987) ALDH-
Aktivitdt in HepG2-Zellen bestimmen konnten.

Die geringe ADH-Aktivitit ist ein moglicher Faktor fiir den relativ geringen Umsatz der
HepG2-Zellen von Retinol zu Retinsdure. Ein weiterer Faktor ist sicherlich die Fihigkeit der
Zellen, ihrerseits Retinsdure auch wieder abzubauen, sodass sich Retinsdure im Medium gar
nicht erst anreichern konnte. Als Abbaureaktionen der Retinsdure konnen die Konjugation mit
Glukuroniden mittels UGT (Salyers et al. 1993; Sass et al. 1994), oder eine weitere Oxidation
durch Cytochrome P450 wie das CYP2EI eine Rolle spielen (Lansink et al. 1997; Ozpolat et al.
2005). Eine UGTI1-Aktivitidt konnte bei den HepG2-Zellen in dieser Arbeit im UGT-Assay
nachgewiesen werden (Tabellen 34 und 48).

Trotz eines Retinol-Umsatzes von nur 2,7% wurde in den Metabolisierungsversuchen eine
Retinsdure-Konzentration von 161 ng/mL erreicht. Vor dem Hintergrund eines IDsy-Wertes fiir
Retinsdure von 0,02 - 0,15 ng/mL (Tab. 20) erschienen die HepG2-Zellen damit kompetent
genug, um als metabolische Komponente in einem mEST eine Verschiebung der Konzentrati-

ons-Wirkungskurve von Retinol bewirken zu konnen.
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5.2.3 Untersuchung der Modellsubstanzen im mEST
Aufgrund der Ergebnisse aus den Metabolismusversuchen wurden die HepG2-Zellen als Ko-
kultur im mEST zur Priifung von Valpromid und Retinol eingesetzt. Als dritte Modellsubstanz

wurde Cyclophosphamid im mEST getestet.

5.2.3.1 Valpromid

Der Valpromid-Umsatz war in den Metabolismusversuchen mit 13,1% bzw. einer maximalen
Valpronisidure-Konzentration von 7,4 pg/ml gering, sodass mit dem Valpromid zunéchst nur ein
vereinfachter Differenzierungsassay mit einer einzelnen Konzentration von 60 pg/mL durchge-
fiihrt wurde um zu priifen, wieviel Valproinsdure unter mEST-Bedingungen generiert wird
(4.4.1). Als weiterer Aspekt dieser Untersuchung wurden die Diffusionseigenschaften der
Membranen der Zellkultureinsitze unter mEST-Bedingungen untersucht, welche in Kapitel 5.4.1
diskutiert werden.

In dem Differenzierungsassay hatten die HepG2-Zellen am Ende des dritten Kultivierungs-
schrittes maximal 1,46 pg/mL Valproinsdure produziert, was einem Umsatz von 2,4% entspricht.
Damit stand fest, dass im Hinblick auf den IDsy der Valproinsédure von 29 - 69 pg/mL die Menge
an produzierter Valproinsdure nicht ausreichen wiirde, um in einem nach Protokoll durchge-
filhrten mEST die Konzentrations-Wirkungskurve signifikant zu verschieben. Diese Einschit-
zung wurde durch eine Untersuchung von Flick (2006) bekriftigt, der verschiedene Kombina-
tionen von Valpromid und Valproinsdure herstellte, im EST untersuchte und fand, dass theore-
tisch mindestens 50% Umsatz erforderlich sind, um in einem aktivierten mEST eine signifikante
Verschiebung der Konzentrations-Wirkungskurve zu erreichen.

Die maximal erzielte Konzentration von 1,46 pg/mL war niedriger als die in der Metabolis-
musstudie erreichte Konzentration von 7,4 ug/mL. Hier machte sich wahrscheinlich ein Verdiin-
nungseffekt bemerkbar, der sich durch die unterschiedlichen Kultivierungsbehilter beider
Versuche ergab. Die mittlere HepG2-Zelldichte pro Wellvolumen in einem mEST betrug mit
4,75 x 10* Zellen/mL etwa ein Viertel der Zelldichte der HepG2-Zellen in den 6-Well-Platten
der Metabolismusstudie (1,9 X 10° Zellen/mL). Im mEST stand daher durchschnittlich ein
Viertel der Zellen pro Wellvolumen fiir die Metabolisierung zur Verfiigung, welche entspre-

chend weniger Valproinsiure erzeugen konnten.

5.2.3.2 Retinol
Die in den Metabolismusversuchen produzierte Konzentration an Retinsdure erschien hoch

genug, um im mEST das Retinol als Proteratogen identifizieren zu konnen (5.2.2.2). Bei dieser
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Abschitzung war jedoch nicht bekannt, welche Abhédngigkeit zwischen der eingesetzten Retinol-
konzentration und dem Umsatz der HepG2-Zellen besteht. Da sich die Versuchsbedingungen
zwischen den Metabolisierungsversuchen und dem mEST unterschieden, wurde die metaboli-
sche Aktivitidt der HepG2-Zellen im mEST auch direkt untersucht, indem Proben von einem
Testansatz mit 23,4 ng/mL Retinol entnommen und auf Retinoide analysiert wurden. In den
mESTs mit HepG2-Kokultur konnte das proteratogene Potenzial von Retinol nicht nachgewiesen
werden (4.4.2.2), und die Analysenergebnisse zeigten, dass die HepG2-Zellen im mEST keine
Retinsdure produziert hatten (Tab. 40).

Eine Erkldarung dafiir konnte sein, dass sich die Menge an Retinsdure, die von den HepG2-
Zellen synthetisiert werden kann, proportional zur eingesetzten Retinolmenge verhilt. Untersu-
chungen von Flick (2006) zum Retinolumsatz von HepG2-Zellen weisen in diese Richtung: Bei
einer Retinol-Konzentration von 134 ng/mL erhielt Flick nach vier Tagen Inkubation 5,7 ng/mL
Retinsdure, was einem Umsatz von 4,2% entspricht und damit im Bereich der 2,7% Umsatz bei
6 ng/ml Retinol liegt. Wenn man diesen Zusammenhang voraussetzt, hitten die HepG2-Zellen in
dem untersuchten Testansatz mit 23,4 ng/mL Retinol rechnerisch eine Retinsdurekonzentration
von 0,16 ng/mL produzieren kénnen (2,7% von 23,4 ng/mL Retinol = 0,64 ng/mL. 0,64 ng/mL :
4 = 0,16 ng/mL Retinsdure. Der Faktor 4 beriicksichtigt den Verdiinnungseffekt zwischen
Metabolismusversuch und mEST; sh. Kapitel 5.2.3.1). Die theoretisch zusitzlich produzierten
0,16 ng/mL Retinsdure konnten jedoch empirisch nicht bestitigt werden, weil sie von einer
Retinsdurekonzentration von 0,8 - 1,1 ng/mL iiberlagert wurden, die in dem untersuchten Testan-
satz als Basiskonzentration nachgewiesen wurde (5.4.2.2).

In dem Differenzierungsassay mit Retinol wurden 0 bis 100% Hemmung der Zelldifferenzie-
rung in einem Retinol-Konzentrationsbereich von etwa 1 bis 100 ng/mL nachgewiesen. Die
obige Berechnung vorausgesetzt, hitten die HepG2-Zellen in diesem Bereich Retinsdure von
0,0068 - 0,68 ng/mL produzieren kénnen, womit im Hinblick auf den IDsy der Retinsdure von
0,02 - 0,15 ng/mL die Moglichkeit bestanden hitte, dass die ES-D3-Zellen zusitzlich gehemmt
wurden - auch weil sich die differenzierungshemmenden Potenziale von Retinol und Retinsidure
addieren (4.4.2.5). Da in den mESTs jedoch keine Verdnderung zu beobachten war, miissen
weitere Griinde vorgelegen haben, die die Wirkung der Retinsdure reduziert oder aufgehoben
haben. Dazu zihlen eine verzogerte Diffusion durch die Membran der Zellkultureinsitze, der
parallele Abbau der Retinsdure durch die HepG2-Zellen, oder ein verdnderter Metabolismus der
HepG2-Zellen aufgrund des Wachstums in Zellkultureinsidtzen. Zur Kldrung der Abhingigkeit
zwischen eingesetzter Retinol-Konzentration und erzielter Retinsduremenge bedarf es weiterer

Untersuchungen.
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5.2.3.3 Cyclophosphamid

Cyclophosphamid wurde ohne vorherige Untersuchung seines Metabolismus im mEST ge-
testet, da fiir diese Substanz und seine Metaboliten im Rahmen des Projektes keine Analytik zur
Verfiigung stand. Beim Vergleich der Ergebnisse von EST und mEST waren die Z-Quotienten
des mEST kleiner, die D-Quotienten unterschieden sich nicht, und die Halbhemmkonzentratio-
nen des mEST lagen im Mittel bis zu 2,3-fach hoher (Tab. 44, Tab. 45). Das Cyclophosphamid
wirkte also im mEST wider Erwarten weniger hemmend auf Proliferation und Differenzierung
und wies ein geringeres embryotoxisches Potenzial auf, sodass auf direkte Weise kein
teratogenes Potenzial des Cyclophosphamid nachgewiesen werden konnte.

Eine Erkldrung fiir die in den mESTs hoheren Halbhemmkonzentrationen konnte sein, dass
die HepG2-Zellen das Cyclophosphamid metabolisiert haben, dass aber die Metaboliten auf-
grund ihrer Fliichtigkeit und kurzen Halbwertszeit in die Gasphase entwichen, bevor sie durch
die Membran der Zellkultureinsitze hatten diffundieren und auf die Zielzellen wirken konnen.
Die wichtigen teratogenen Metaboliten des Cyclophosphamid, Acrolein, Phosphoramid Mustard
und Chlorethylaziridin, haben kurze Halbwertszeiten, und Acrolein sowie Chlorethylaziridin
sind leicht fliichtig (Ludeman 1999). Hinzu kommt, dass die Halbwertszeiten der Metaboliten
mit maximal eineinhalb Stunden viel kiirzer sind als die Zeit, die Substanzen brauchen, um durch
die Membran der Zellkultureinsitze zu diffundieren (4.4.1). Auf diese Weise wire dem Testsys-
tem durch die Metabolisierung kontinuierlich Cyclophosphamid entzogen worden, was in ver-
ringerten Halbhemmkonzentrationen resultierte. An der Metabolisierung des Cyclophosphamid
sind vor allem die Enzyme CYP2B und CYP3A beteiligt (Roy et al. 1999; Griskevius et al.
2003; Chen et al. 2005), welche in dieser Arbeit bei den HepG2-Zellen durch eine Enzymakti-
vitidt in den PROD- und BROD-Assays nachgewiesen werden konnten (Tab. 31). Dies unter-
stiitzt den indirekten Hinweis auf eine Metabolisierung des Cyclophosphamid durch die HepG2-
Zellen. Zur Bestitigung dieser Hypothese miissen jedoch die Metaboliten im EST in Medium

und Gasphase direkt bestimmt werden.

Da die HepG2-Zellen das proteratogene Potenzial von Valpromid, Retinol und Cyc-
lophosphamid im mEST aufgrund einer unzureichenden Metabolisierung nicht nachweisen
konnten, sind sie fiir den mEST als metabolisch aktives System zur Priifung dieser Substanzen

nicht geeignet.
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5.3 HA4IIE- Zellen als Bioaktivierungssystem fiir den mEST

Die H4IIE-Zellen wurden als zweite Zelllinie identifiziert, die in einen mEST integriert wer-
den kann. Wie auch bei den HepG2-Zellen wurde die metabolische Aktivitit dieser Zelllinie mit
Enzymassays und dem Umsatz der Modellsubstanzen charakterisiert. Die H4IIE-Zellen behielten
ebenfalls im ES-D3-Medium ihre Enzymaktivitit, waren jedoch nicht in der Lage, Valpromid
oder Retinol zu den Teratogenen zu metabolisieren. Deshalb wurde nur das Cyclophosphamid in
einem mMEST mit H4IIE-Kokultur getestet. Sein proteratogenes Potenzial konnte dort jedoch
nicht direkt nachgewiesen werden. Mogliche Griinde fiir dieses Ergebnis sowie Aspekte der

Untersuchungen werden im folgenden diskutiert.

5.3.1 Enzymaktivitit von H4IIE-Zellen

Auch bei den H4IIE-Zellen wurden die Enzymaktivititen anhand von Literaturdaten auf Plau-
sibilitit gepriift und der Einfluss des ES-D3-Mediums abgeschitzt (Tab. 49). Da sich bei den
HepG2-Zellen gezeigt hatte, dass die Grundaktivitdt der Zellen in den Phase I-Assays oft im
Bereich der Nachweisgrenze lag, wurden diese Aktivititen bei den H4IIE-Zellen in ES-D3- und
H4IIE-Medium bestimmt (Tab. 32 und Tab. 33).

Die EROD-AKktivitdt der H41IE-Zellen fiel in den eigenen Untersuchungen im ES-D3- bzw.
H4IIE-Medium sehr dhnlich aus. Wihrend in den Kontrollen beider Medien keine Aktivitit
nachgewiesen werden konnte, war nach Induktion mit MC eine Enzymaktivitit in den Medien
nachweisbar und im ES-D3-Medium hoher als im H4IIE-Medium. Andere Autoren kamen bei
der Untersuchung der EROD-Grundaktivitit von H4IIE-Zellen zum gleichen Ergebnis (Houser
et al. 1992), bzw. fanden eine Grundaktivitit sowie eine erhohte Aktivitit nach MC-Induktion
(Donato et al. 1994). Die Unterschiede sind wahrscheinlich auf die Labormethode und das
Kulturmedium zuriickzufiihren. Die PROD-Aktivititen der H4IIE-Zellen unterschieden sich
zwischen den beiden Kulturmedien der eigenen Untersuchung kaum und bewegten sich im
gleichen Bereich wie die Daten von Donato et al. (1994). Die Aussagekraft der Bestimmungen
im ES-D3-Medium ist jedoch eingeschrinkt, da es sich um Einzelbestimmungen handelt. Die
BROD-Aktivitidten der H4IIE-Zellen fielen im ES-D3-Medium etwas hoher aus als im H4IIE-
Medium und lieBen sich in beiden Medien durch Induktion kaum steigern. Vergleichsdaten aus
der Literatur existieren zu diesem Assay keine. Auch zur UGT1- oder UGT2-Aktivitét gibt es fiir
HA4IIE-Zellen keine Vergleichsstudien, die mit den gleichen Substraten durchgefiihrt wurden.
Zur Einschitzung des Einflusses der beiden Medien auf die Phase II-Aktivitit wurden daher die

AA-Werte des EROD-Assays in beiden Medien verglichen (3.6.1). Sie liefern einen deutlichen
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Tab. 49: Phase I- und Il-Enzymaktivitat von HA4IIE-Zellen. Eigene Daten sind Angaben aus der
Literatur gegeniibergestellt. Die eigenen Daten zur EROD-, PROD- und BROD-AKktivitdt wurden aus den
Messwerten zusammengestellt, die nach der Behandlung mit Glucuronidase/Arylsulfatase erhalten
wurden (Tab. 32, Tab. 33).

Versuchsbedingungen Kontrolle Induziert Induktor Quelle
Medium; Inkubationszeit (Induktionszeit);  (pmol/mg/min)  (pmol/mg/min)
analysierte Matrix; Methodentyp®
EROD-Aktivitat
ES-D3-Med.; 1-4 d (1-4 d); intakte Zellen <NG 35-114 0,5 uM MC
H4llIE-Medium; 1-4 d (1-4 d); intakte Z. <NG 30-79 0,5 uM MC
DMEM/F12; 2 d (2 d); Zelllysat; B 35,4 200 5 uM MC #1
DMEM/Hams; fast konfluent; Zelllysat; B <NG - - #2
PROD-Aktivitat
ES-D3-Med.; 1-4 d (1-4 d); intakte Zellen <NG-3,7° <NG - 31,3 0,5 uM MC
<NG-4,7° 1 mM PB
H41IE-Medium; 1-4 d (1-4 d); intakte Z. <NG <NG - 5,0 0,5 uM MC
<NG 1 mM PB
DMEM/F12; 2 d (2 d); Zelllysat; A 1,2 1,6 5 uM MC #1
1,8 2 mM PB
BROD-Aktivitat
ES-D3-Med.; 1-4 d (1-4 d); intakte Zellen 3,9-46 5,2-31 0,5 uM MC
4,2 - 31 1 mM PB
H41IE-Medium; 1-4 d (1-4 d); intakte Z. <NG - 9,4 3,8-19 0,5 uM MC
<NG - 12 1 mM PB
Hinweis auf Phase Il (AA von EROD)
ES-D3-Med.; 1-4 d (1-4 d); intakte Zellen n.b. 8,8-15,8 0,5 uM MC
H41lIE-Medium; 1-4 d (1-4 d); intakte Z. n.b. 52-10,4 0,5 uM MC
GST-Aktivitat (nmol/mg/min)  (nmol/mg/min)
ES-D3-Med.; 1-4 d (1-4 d); Zelllysat 105 - 195 118 - 263 1 mM PB
DMEM/F12; 75% Konfluenz nach 4 d; 258 - - #3
Zelllysat; A
Versch. Medien; 1 d bis nahe Konfluenz; 148 - 340 - - #4

Zelllysat; A

Quellen: #1) Donato et al. (1994); #2) Houser et al. (1992); #3) Donato et al. (1994); #4) Glatt et al.
(1987), Romert et al. (1989), Summer und Wiebel (1981), Swedmark et al. (1992). NG = Nachweis-
grenze; MC = 3-Methylcholanthren; PB = Phenobarbital; MEM = complete Minimal Essential Medium;
WME = Williams Medium E; E-Medium = Eagle's Medium; AA von EROD = Differenz zwischen unbehan-
deltem Uberstand und mit Glucuronidase/Arylsulfatase-behandeltem Uberstand des EROD-Assays %Tab.
32). *Methodentyp: A = identische Methode; B = unterschiedliche Methode, gleiches Messprinzip; “Ein-
fachbestimmung.

Hinweis auf eine Phase II-Aktivitit, die im ES-D3-Medium ausgeprigter ist. Die GST-Grundak-
tivitat der H4IIE-Zellen aus dieser Arbeit ist schlieBlich mit den von anderen Autoren bestimm-

ten Aktivitidten gut vergleichbar, trotzdem sich die Medien und Inkubationszeiten unterschieden
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(Donato et al. 1994; Glatt et al. 1987; Romert et al. 1989; Summer und Wiebel 1981; Swedmark
et al. 1992). Durch Induktion mit PB lie sich nur eine geringe Steigerung der GST-Aktivitit
erzielen.

Ein Vergleich der ermittelten H4IIE-Enzymaktivititen mit Angaben aus der Literatur war nur
bei den EROD-, PROD- und GST-Assays moglich. Dort bestétigten sie im allgemeinen die
Befunde der zitierten Autoren. Bei dem Vergleich der Enzymaktivitdten im ES-D3- und H41IE-

Medium deuteten die Daten meist auf hohere Aktivititen im ES-D3-Medium hin.

5.3.2 Metabolisierung der Modellsubstanzen
Die H4IIE-Zellen wurden ebenfalls gegeniiber Valpromid, Valproinsdure, Retinol und Retin-

sdure exponiert, um die metabolische Kapazitit der Zellen direkt zu priifen.

5.3.2.1 Valpromid und Valproinsdiure

Die H4IIE-Zellen konnten Valproinsidure abbauen, aber keine Valproinsdure aus Valpromid
produzieren (4.3.8.1, Abb. 16). Fiir dieses Ergebnis sind mehrere Ursachen denkbar. Entweder
fehlt den H41IE-Zellen die Enzymausstattung, die fiir die Hydrolyse von Valpromid notwendig
ist, oder die Aktivitit ist zu gering. Andererseits kann es auch sein, dass die H4IIE-Zellen
Valproinsidure zwar gebildet, diese im Rahmen des Phase-II-Metabolismus jedoch rasch weiter
verstoffwechselt haben, sodass sie analytisch nicht erfasst werden konnte. Diese Hypothese wird
durch die ausgepriagte UGT1- und GST-Aktivitdt der H4IIE-Zellen unterstiitzt, die sich im ES-
D3-Medium nachweisen lief3 (4.3.7, Tabellen 34 und 35).

5.3.2.2 Retinol und Retinsdure

Die H4IIE-Zellen waren am Abbau von Retinol beteiligt, konnten daraus aber keine Retin-
sdaure produzieren und waren auch nicht in der Lage, Retinsdure abzubauen (Tab. 17). Dass der
Abbau von Retinol nicht in der Produktion von Retinsdure miindete, konnte verschiedene Ursa-
chen haben. Prinzipiell besitzen H4IIE-Zellen eine ADH- und ALDH-AKktivitdt (Lin et al. 1984;
Wolfla et al. 1988) und sollten damit in der Lage sein, Retinol zu Retinsdure zu oxidieren.
Moglicherweise waren die Enzyme aber nicht aktiv genug, oder sie wurden durch das ES-D3-
Medium in ihrer Aktivitit gehemmt. Weitere Moglichkeiten sind eine direkte Glucuronidierung
des Retinols durch UGT-Enzyme (Barua et al. 1989) oder eine Hydroxylierung durch Cytoch-
rom P450-Isoformen (Leo et al. 1989), welche in Produkten miinden, die von der verwendeten
Retinoid-Analytik nicht erfasst werden konnten. Die Ursachen der fehlenden Retinsédure-

Produktion miissen in weiteren Untersuchungen geklart werden.
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5.3.3 Untersuchung der Modellsubstanzen im mEST
Da die H4IIE-Zellen weder Valpromid noch Retinol umsetzen konnten, wurde nur Cyc-

lophosphamid in einem mEST mit H4IIE-Kokultur getestet (3.11).

5.3.3.1 Cyclophosphamid

In den mESTs mit H4IIE-Kokultur wurden Ergebnisse erhalten, die den Daten aus den
mESTs mit HepG2-Kokultur sehr dhnlich waren: Die Halbhemmkonzentrationen aus den mEST-
in vitro-Tests mit ES-D3-Zellen waren gro3er als die der in vitro-Tests des EST. Eine Ausnahme
bildeten lediglich die mEST-Zytotoxizititstests mit 3T3-Zellen, deren ICs,3T3-Werte etwas
niedriger lagen. Die hoheren Halbhemmkonzentrationen im mEST konnen auf gleiche Weise
wie bei der HepG2-Kokultur erklédrt werden (5.2.3.3): die H4IIE-Zellen waren metabolisch aktiv,
aber die teratogenen Metabolite entwichen aufgrund ihrer Fliichtigkeit und kurzen Halbwertszeit
in die Atmosphére, bevor sie auf die Zielzellen wirken konnten. Der proteratogene Charakter des
Cyclophosphamid konnte in diesen mESTs damit nicht nachgewiesen werden. Zusétzlich traten
noch zwei weitere Phanomene auf, die diskutiert werden sollen.

Zum direkten Vergleich von Ergebnissen der Zytotoxizititstests aus mEST und EST wurden
EST-Zytotoxizititstests durchgefiihrt, die auf sieben Tage verkiirzt waren (4.4.3.1). Bei den
verkiirzten EST-Zytotoxizititstests mit ES-D3-Zellen fiel auf (Tab. 44; sechste Spalte), dass dort
das Cyclophosphamid im Mittel etwa vierfach toxischer wirkte als in den zehn Tage dauernden
Tests (Tab. 44; letzte Spalte). Seiler et al. (2004) fanden beim Vergleich von siebentigigen und
zehntdgigen Zytotoxizititstests auch bei Retinsdure eine fiinffach erhohte Toxizitdt in den
kiirzeren Tests, aber nicht bei 5-Fluorouracil und Penicillin G. Beim Test von Retinol in dieser
Arbeit wurde ebenfalls kein Unterschied zwischen den Inkubationszeiten festgestellt (Tab. 38).
Eine erhohte Toxizitdt in kiirzeren Tests scheint daher ein substanzspezifisches Phdnomen zu
sein und konnte dort, wo es auftrat, mit einer fehlenden Regenerationszeit der behandelten Zellen
erkldrt werden. In den 7-Tage-Tests wurde zwei Tage nach der letzten Substanzgabe die Vitalitit
mit dem MTT-Test bestimmt (3.5.2). Zu diesem Zeitpunkt waren die Zellen, die auf die zytoto-
xische Wirkung der Substanz ansprachen, abgestorben, und die iiberlebenden Zellen hatten noch
keine Zeit nachzuwachsen. In den zehntdtgigen Tests blieb den iiberlebenden Zellen dagegen
mehr Zeit, sich zu regenerieren.

Da die 1C50D3-Werte der siebentigigen Zytotoxzititstests in den Tests mit isotoner Koch-
salzlosung als Losungsmittel niedriger ausfielen als die IDso-Werte der Differenzierungsassays
(Tab. 44), wurden die D-Quotienten kleiner 1 (Tab. 45; zur Berechnungsmethode dieser D-
Quotienten sh. 3.11.4). Mit den D-Quotienten <1 wird in diesem Fall jedoch kein biologischer

Widerspruch angezeigt, sondern die Werte sind auf die Verkiirzung der Zytotoxizitétstests
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zuriickzufiihren. Vergleicht man Tests mit gleicher Inkubationszeit, also die ICsoD3-Werte des
zehntégigen EST (170 - 300 ug/mL) mit den IDsy-Werten dieses EST (150 pg/mL), so ist kein
Unterschied zu erkennen.

Der ICso-Wert der H4IIE-Zellen fiir Cyclophosphamid (410 ug/mL) lag unterhalb der ICs,-
Werte der 3T3-Zellen in den siebentidgigen Tests (850 - 870 ug/mL). Bei den Zytotoxizitdtstests
mit 3T3-Zellen kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass die H4IIE-Zellen in den beiden
hochsten Konzentrationen der im mEST getesteten Cyclophosphamid-Konzentrationsreihe
(1000 pg/mL und 500 pg/mL) geschidigt worden sind. Da der ICsy von 410 pg/mL nach 5
Tagen Exposition ermittelt wurde, die Expositionszeit der H41IE-Zellen in einem mEST-Zytoto-
xizitétstest pro Kultivierungsschritt jedoch nur 2-3 Tage betrug, kann davon ausgegangen wer-
den, dass die H4IIE-Zellen auch noch hohere Konzentrationen toleriert haben. Eine Folge
geschidigter H41IIE-Zellen wére wahrscheinlich, dass die metabolische Aktivitit dieser Zellen
und damit die Produktion von Metaboliten abnimmt, und somit eine erzielte Halbhemmkonzent-
ration hoher ausfillt als es bei vollstindig intakten H41IE-Zellen der Fall gewesen wire. Zur
genaueren Charakterisierung dieses Effektes sind jedoch weitere Versuche notwendig. Die
Halbhemmkonzentrationen des ES-D3-Zytotoxzitétstests bzw. des Differenzierungsassays liegen
deutlich unterhalb von 410 pg/mL, sodass davon ausgegangen werden kann, dass die H4IIE-

Zellen hier nicht geschiddigt wurden.

Da die H4IIE-Zellen Valpromid und Retinol zu den respektiven Teratogenen nicht umsetzen
und das proteratogene Potenzial von Cyclophosphamid im mEST nicht nachweisen konnten,
sind sie fiir den mEST als Bioaktivierungssystem zum Nachweis dieser Substanzen nicht geeig-

net.

5.4 Beurteilung von Testsystem und Modellsubstanzen

5.4.1 Das mEST-Protokoll

Wiihrend der Arbeit mit dem mEST wurde deutlich, dass das System technische Grenzen be-
sitzt. Diese zeigten sich in der Diffusionsdynamik der Metaboliten zwischen den Zellkultur-
einsdtzen und den Zielzellen, und in den Moglichkeiten, die Zelldichte der Kokultur an die
benotigte Stoffwechselaktivitit anzupassen.

Bei der Priifung einer einzelnen Valpromid-Konzentration im mEST-Differenzierungsassay

mit HepG2-Kokultur (4.4.1) wurden Mediumproben aus den Zellkultureinsédtzen und dem Well
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vor und nach jedem Kultivierungsschritt entnommen. In den Proben wurden Valpromid und
Valproinsiure analysiert, um die Effizienz der Diffusion beurteilen zu konnen, mit der die von
den HepG2-Zellen produzierte Valproinsidure die Membran des Einsatzes passiert (Tab. 37). Die
Valproinsdure verteilte sich erwartungsgemail} umso besser zwischen beiden Kompartimenten, je
langer der Zellkultureinsatz im Well verblieb. Nach zwei bis drei Tagen Inkubation herrschte
jedoch immer noch eine Differenz von 29 - 50% zwischen der Valproinsdaurekonzentration im
Well und im Einsatz, wihrend in einem ersten Diffusionsversuch (4.3.2) festgestellt worden war,
dass ein vollstindiger Konzentrationsausgleich zwischen beiden Kompartimenten bereits nach
12 h stattgefunden hatte. Ursache fiir die zusitzliche Behinderung der Diffusion im mEST-
Differenzierungsassay war wahrscheinlich der Zellrasen auf der Membran des Zellkultureinsat-
zes, der die Poren der Membran partiell blockiert hat.

Eine weitere Limitierung zeigte sich dadurch, dass die H4IIE- bzw. HepG2-Zellen die Prote-
ratogene zu wenig umsetzten. Mit dem Testsystem konnte die niedrige Aktivitit der Zellen durch
eine hohere Zelleinsaat nicht ausgeglichen werden, da die Einsaatdichten der Hepatomazellen
bereits so eingestellt waren, dass am Ende eines Kultivierungsschrittes 80 - 100% Konfluenz
erreicht wurden. Eine hohere Zelleinsaat hitte zu einem mehrlagigen Bewuchs gefiihrt, bei dem
der Stoffaustausch der Zellen beeintriachtigt worden wire. Auflerdem besitzen die HepG2-Zellen
nur in ihrer Wachstumsphase die groflite Enzymaktivitit, reduzieren diese aber stark, nach dem
sie 100% Konfluenz erreicht haben (Alexandre et al. 1999). Eine dichtere Aussaat hitte bei
ihnen daher zu einem geringeren Umsatz gefiihrt.

Um den mEST in den beiden beschriebenen Aspekten zu verbessern, miissten Membranen
mit groferer Permeabilitit und groBerer Fliche verwendet werden. Alternative Einsdtze mit
diesen Eigenschaften sind jedoch fiir die Kulturbehilter des EST zur Zeit kommerziell nicht
erhéltlich. Deshalb eignet sich das Testsystem in seiner bestehenden Form fiir metabolisch aktive
Zellen, die eine deutlich hohere Stoffwechselaktivitit als die bisher getesteten Zellen besitzen.
Dabei sollten Proteratogene untersucht werden, deren Metaboliten langlebig und stabil sind,

sodass sie in ausreichender Menge die Membran passieren konnen.

5.4.2 Modellsubstanzen

Fiir die Entwicklung eines neuen Testsystems sollte eine Modellsubstanz leicht handhabbar
sein und Eigenschaften besitzen, die eine moglichst einfache Interpretation der Ergebnisse
erlauben, damit die Funktionalitit des neuen Systems belegt werden kann. Giinstige Eigenschaf-
ten sind zum Beispiel eine gute Loslichkeit im Kulturmedium oder einem geeigneten Losungs-

vermittler, eine ausreichend lange Stabilitit der Muttersubstanz und ihrer teratogenen Metaboli-
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ten, eine ausreichende Kenntnis der Metabolisierungspfade und der daran beteiligten Enzyme,
und eine moglichst grole Differenz zwischen den Metaboliten und der Muttersubstanz in Bezug

auf ihre Endpunkte in den Toxizitétstests.

5.4.2.1 Valpromid und Valproinsdiure

Valpromid und Valproinsédure erwiesen sich in ihrer Handhabung als einfach, und im Kultur-
medium blieben sie iiber den Testzeitraum stabil (4.3.8.1). Die Enzyme, die an der Metabolisie-
rung von Valpromid zu Valproinsdure beteiligt sind, sind bislang jedoch nicht bekannt, sodass
ein metabolisch aktives System auf die erforderlichen Aktivititen nicht abgestimmt werden
kann. Die Substanzen unterscheiden sich in den Halbhemmkonzentrationen der EST-in vitro-
Tests im Mittel um die Faktoren 1,2 (IC503T3-Werte), 1,9 (ICs0D3-Werte) und 4,3 (ID5o-Werte).
Das Valpromid muss daher zu einem hohen Prozentsatz umgesetzt werden, damit die Kon-
zentrations-Wirkungskurve in einem mEST signifikant verschoben werden. Flick (2006) ermit-
telte, dass dafiir wenigstens 50% Umsatz notwendig sind. Unter der Voraussetzung einer ausrei-
chenden Metabolisierung ist Valpromid als Modellsubstanz fiir einen bioaktivierten EST

geeignet.

5.4.2.2 Retinol und Retinsdure

Der Metabolismus von Retinol und Retinsdure ist sehr komplex, aber in weiten Teilen aufge-
klart (Schmidt 2001). GroBere Schwierigkeiten in Bezug auf Handhabung und Interpretation der
Ergebnisse entstanden aufgrund der Empfindlichkeit der Retinoide gegeniiber Wirme, Licht und
Sauerstoff (Fisher ef al. 1972; Schmidt et al. 2003). So blieben beide Substanzen im Testmedium
wihrend der Tests nicht stabil und wurden ohne Zellexposition abgebaut (4.3.8.2). Auch in den
konservierten Stammlosungen fand ein Abbau statt, der bei Retinol 25 - 62% und bei Retinsdure
12% betrug (4.4.2.6). Die Stabilititsprobleme mit der Retinsdure zeigten sich bei anderen Auto-
ren besonders deutlich, denn in der Validierungsstudie des EST (Genschow et al. 2004)
schwankten die IDsp-Werte aus vier Laboren um den Faktor 1300, und bei den ICsoD3-Werte
sogar um den Faktor 2400.

Bei der Analytik der Retinoide erwies sich die Bestimmungsgrenze fiir Retinsdure von 0,3 -
0,5 ng/mL als nicht sensitiv genug, um Konzentrationen im Bereich des IDso-Wertes von 0,02 -
0,15 ng/mL nachzuweisen. Ein liickenloser Nachweis tatsdchlich wirksamer Konzentrationen
konnte in den Versuchen daher nicht gefiihrt werden.

Im Laufe verschiedener Retinsduremessungen wurde auBlerdem eine Diskrepanz zwischen
verschiedenen Daten festgestellt. In dem analysierten Retinol-Testansatz eines mESTs mit

HepG2-Zellen (4.4.2.3, Tab. 40) wurde eine Retinsdure-Basiskonzentration von 0,8 - 1,1 ng/mL
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nachgewiesen, deren Herkunft unbekannt war. Zur Aufkldrung wurden alle in dem Test einge-
setzten Mediumbestandteile auf Retinoide untersucht, ohne dabei fiindig zu werden (4.4.2.4).
Aufgrund der Methode, mit der der Testansatz hergestellt worden war, musste davon ausgegan-
gen werden, dass diese Basiskonzentration in allen Ansdtzen vorhanden war, und mit 0,8 -
1,1 ng/mL war die Konzentration im Vergleich zum Retinsdure-IDsy so hoch, dass eine
Veridnderung der Konzentrations-Wirkungskurve hitte stattfinden miissen - was jedoch nicht der
Fall war. Die daraufhin entwickelte Hypothese, dass das Retinol moglicherweise die differenzie-
rungshemmende Wirkung von Retinsdure vermindert, konnte nicht bestitigt werden (4.4.2.5).
Deshalb musste schlieBlich davon ausgegangen werden, dass es sich bei der gemessenen
Basiskonzentration um einen Fehler bei der Retinoid-Analytik handelte. Schmidt (2001)
beschrieb in seiner Arbeit zur Analyse von Retinoiden in biologischen Matrizes, dass die bei der
Analytik verwendeten Geridte leicht mit Retinoid-Spuren verunreinigt werden konnen.
Moglicherweise handelte es sich bei der vermeintlichen Retinol-Basiskonzentration daher um
eine Kontamination der Laborgerite. Da die Retinoid-Analytik jedoch von dem Projektpartner
TiHo durchgefiihrt wurde, konnte diese Vermutung im Detail nicht nachvollzogen werden.

Ein weiterer Faktor, der die Interpretation von Ergebnissen erschwerte, ergab sich durch das
Retinol, welches im ES-D3-Medium enthalten war und aus dem zugesetzten FCS stammte (Tab.
41). Im ES-D3-Medium existierte eine Retinol-Grundkonzentration von 26,9 ng/mL (4.4.2.6,
Tab. 43), weshalb in dem Retinol-Testansatz, der in einem mEST untersucht wurde (Tab. 40),
die Retinol-Konzentrationen mit 47 - 56 ng/mL hoher lagen als angesetzt. Zieht man die
Grundkonzentration des ES-D3-Mediums davon ab, stimmen sie mit den fiir den Testansatz
geplanten 23,4 ng/ml Retinol gut iiberein. Die gemessene Konzentration setzte sich daher aus der
Grundkonzentration und dem zugesetzten Retinol zusammen.

Die Retinol-Grundkonzentration im ES-D3-Medium lag mit 26,9 ng/mL iiber dem Retinol-
IDsp von 11 - 19 ng/mL, sodass potenziell die Moglichkeit bestand, die Ergebnisse der EST-
Differenzierungsassays zu beeinflussen. Das war jedoch nicht der Fall, weil die Kontrollen
ebenfalls mit ES-D3-Medium hergestellt wurden, und die Validititskriterien der Differenzie-
rungsassays eingehalten wurden. Die meisten Zellkulturmedien enthalten FCS und damit Retinol
(Lindl 2000), ohne die Zellen zu schidigen. Deshalb kann diese Grundkonzentration an Retinol
nicht in der gleichen Weise bioverfiigbar sein wie das Retinol, das in Versuchen dem Medium
zugesetzt. Im Plasma ist Retinol an Albumin oder dem retinol binding protein (RBP) gebunden,
von denen es transportiert wird, und wo es vor oxidativem Abbau geschiitzt ist (Noy und Xu
1990; Tosetti et al. 1999). Auch FCS enthilt Albumin (Lindl 2000), der Gehalt an RBP ist nicht
bekannt. Moglicherweise war das im Serum enthaltene Retinol an Albumin oder RBP gebunden

und damit weniger bioverfiigbar als das experimentell zugesetzte freie Retinol. Die zelluldren
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Aufnahmemechanismen sind fiir Retinol noch nicht vollstindig aufgekldrt. Waihrend
Sivaprasadarao und Findlay (1988) einen Zelloberfldchen-Rezeptor vermuten, der RBP erkennt
und anschlieBend freigesetztes Retinol in die Zelle aufnimmt, gehen Fex und Johannesson (1988)
davon aus, dass Retinol die Zellmembran ohne Mitwirkung eines Rezeptors durchdringen kann.
Die Ursachen der unterschiedlichen Bioverfiigbarkeit miissen daher in spezifischen Versuchen
geklirt werden.

Beim Vergleich der Halbhemmkonzentrationen der EST-in vitro-Tests von Retinol und Retin-
sdure unterschieden sich beide Substanzen im Mittel um die Faktoren 4,8 (ICs5¢03T3-Werte), 225
(ICsoD3-Werte) und 173 (IDsp-Werte). Dieser Abstand ist bei den Tests mit den ES-D3-Zellen
groB3, sodass theoretisch nur ein geringer Anteil Retinol metabolisiert werden muss, um eine
deutliche Verschiebung der Konzentrations-Wirkungskurve in einem mEST zu bewirken. Der
Anteil muss jedoch wesentlich iiber 2,7% liegen, wie in dieser Arbeit festgestellt wurde (5.2.3.2).

Aufgrund der Instabilitdt und der aufwidndigen Analytik von Retinol und Retinsdure erschei-

nen die Substanzen als Modellsubstanz zum Einsatz in einem mEST nur bedingt geeignet.

5.4.2.3 Cyclophosphamid und 4HC

Die am Umsatz von Cyclophosphamid beteiligten Enzyme und die sich anschlieBende nicht-
enzymatische Reaktionskette sind weitgehend aufgeklirt (Chen ef al. 2005; Daston et al. 2005;
Griskevius et al. 2003; Kanekal und Kehrer 1993; Ludeman 1999; Roy et al. 1999). Bei Cyc-
lophosphamid und 4HC muss auf die Stabilitit der beiden Substanzen in wissriger Losung
geachtet werden, denn Cyclophosphamid ist in Losung bei Raumtemperatur fiir 24 h stabil
(Sifton 1995), wihrend 4HC bereits nach 30 min zu zerfallen beginnt. Die kurzen Halbwertszei-
ten der Metaboliten Phosphoramid Mustard, Acrolein und Chlorethylaziridin (2.4.4) sowie die
Fliichtigkeit der beiden letzteren erfordern eine unmittelbare Exposition der Zielzellen nach der
metabolischen Aktivierung von Cyclophosphamid. Da im mEST ein vollstindiger Konzentrati-
onsausgleich zwischen den Kompartimenten der statischen Kokultur jedoch erst innerhalb von
Tagen stattfindet (4.4.1), erwies sich Cyclophosphamid zum Einsatz im mEST mit Zellkultur-
einsdtzen nur als bedingt geeignet. Fiir ein bioaktiviertes in vitro Testsystem kann es als Modell-
substanz dort eingesetzt werden, wo eine Migration der Metaboliten zum Zielsystem barrierefrei

moglich ist.

5.4.2.4 Albendazol und Albendazolsulfoxid

Der Stoffwechselmechanismus und die daran beteiligten Enzyme sind bei Albendazol und
Albendazol-Sulfoxid gut bekannt (Capece et al. 2003; Navarro et al. 1999; Piscopo et al. 1997,
Velik et al. 2005). Die Substanzen lieBen sich gut in DMSO 16sen, ihre Stabilitit in Stammlo-
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sung und Kulturmedium wurde jedoch nicht untersucht. In den ESTs stellte sich heraus, dass
Albendazol-Sulfoxid eine geringere Toxizitéit besitzt als Albendazol, obwohl es in vivo als das
aktive und teratogen wirkende Prinzip gilt (4.2.4). Whittaker und Faustman (1991) erklérten die
geringere Toxizitit des Albendazol-Sulfoxid mit seiner geringeren Lipophilie und damit
reduzierten Membrangingigkeit. Dieser Zusammenhang besteht jedoch auch in vivo und reicht
deshalb als Erkldrung nicht aus. Zur Aufklirung der Ursachen dieses Widerspruchs sind daher
weitere Untersuchungen notwendig, weshalb die Substanzen fiir einen Einsatz im mEST nicht

geeignet sind.
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6 Ausblick

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass der EST prinzipiell die Fihigkeit besitzt, Proteratogene
zu detektieren, weil er zwischen einem Proteratogen und den hauptsdchlichen Metaboliten
unterscheiden kann. Mit dem Aufbau des mEST-Protokolls gelang es, die Zielzellen des EST
zusammen mit den beiden Hepatomazellarten HepG2 und H4IIE zu kultivieren, ohne dass die
Zielzellen dabei geschiddigt wurden. Der erfolgreiche Nachweis der proteratogenen Potenz der
Modellsubstanzen Valpromid, Retinol und Cyclophosphamid konnte in dem System jedoch noch
nicht erbracht werden. Dieses Ergebnis verdeutlicht die Herausforderungen, die bei der Kopp-
lung eines metabolisch aktiven Systems an den EST noch bestehen.

Der wichtigste Faktor fiir eine erfolgreiche Identifikation eines Proteratogens ist die metaboli-
sche Aktivitit des eingesetzten Metabolisierungssystems. Bei der anfianglichen Selektion der fiir
den mEST geeigneten Leberzellen zeigte sich, dass die Versuchsbedingungen des EST die
wichtigsten Auswahlkriterien darstellten, und die Toleranz des ES-D3-Mediums dabei die
wichtigste Rolle spielte: drei der sechs untersuchten Leberzellarten (primédre Hepatozyten von
Ratte und Maus, HepaRG) mussten wegen Unvertriglichkeit des ES-D3-Mediums von der
weiteren Entwicklung ausgeschlossen werden. Diese Problematik ist typisch fiir die Etablierung
einer Kokultur (Coecke et al. 2006). In zukiinftigen Arbeiten, die die Bioaktivierung des EST
zum Ziel haben, ist es daher notwendig zu priifen, wie das ES-D3-Medium modifiziert werden
kann, damit es sowohl die Differenzierung der ES-D3-Zellen ermdglicht, als auch die Vitalitét
und metabolische Kompetenz der stoffwechselaktiven Zellart aufrecht erhélt. Unter der Pramisse
eines geeigneten Kokultur-Mediums existieren einige Alternativen zu den untersuchten Leber-
zelllinien. Dazu zdhlen die humane BC2-Zelllinie (Fabre et al. 2003; Goémez-Lechon et al.
2001), welche wichtige Cytochrom P450-Isoenzyme sowie GST und UGT exprimiert, als auch
die Neohepatozyten (Ruhnke et al. 2005a, b), die ebenfalls Phase I- und II-Aktivitdten besitzen.
Coecke et al. (2006) zitieren sieben weitere metabolisch aktive Zelllinien, deren Aktivitit sich
aber meist auf Phase II-Enzyme beschridnkt. Prinzipiell konnen auch transgene Zellen zum
Einsatz im mEST gepriift werden, und viele dieser Zelllinien exprimieren Phase I und II Enzyme
oder eine Kombination davon (Bernauer er al. 2003; Yoshimoti er al. 2001; Doehmer 2006). Da
sich ihre Enzymaktivitdt aber meist auf einige wenige CYPs beschriankt, miissen die Ergebnisse
aus Tests unbekannter Substanzen vorsichtig interpretiert werden. Mit einem spezifisch an die
stoffwechselaktive Zellart angepassten ES-D3-Medium konnten schlieBlich auch die in dieser
Arbeit nicht weiter untersuchten Zellarten erneut gepriift werden.

Ein weiterer Aspekt, der bei der Optimierung des Kokultur-Mediums beachtet werden muss,

ist die Erhaltung der Vitalitdat der metabolisch aktiven Zellen in den mEST-Zytotoxizitétstests.
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Am Beispiel der H4IIE-Zellen wurde deutlich, dass manche Zellarten die Kokulturbedingungen
nur fiir eine begrenzte Zeit tolerieren, weil sich die Pufferkapazitit fiir toxische Abbauprodukte
und die Nihrstoffe des Mediums erschopft haben (4.3.6). In Vorversuchen wurden Hinweise
erhalten, dass es durch Austausch des fiir das ES-D3-Medium eingesetzte Basismedium DMEM
durch ein Advanced DMEM von invitrogen™ moglich sein konnte, die Vitalitit der H4IIE-
Zellen in Kokultur zu verldngern (Daten nicht présentiert). Ein solcher Austausch konnte auch
fiir andere Zellarten von Vorteil sein.

Die statische Kokultur als Moglichkeit, ein Bioaktivierungssystem an den EST zu koppeln,
besitzt Grenzen, die nicht leicht verdndert werden konnen (5.4.1). Wie sich am Beispiel des
Cyclophosphamid gezeigt hatte, lassen sich kurzlebige Metaboliten nicht erfassen. Als alternati-
ves System zur statischen Kokultur existiert die Prdinkubationsmethode, die eingangs kurz
beschrieben wurde (2.3.6). Mit ihr konnen zwar auch keine kurzlebigen Metaboliten erfasst
werden, aber sie bietet grolere Spielrdume in Bezug auf die Variation experimenteller Parame-
ter. Bei Einsatz eines zellbasierten Systems zur Bioaktivierung kann im Rahmen der Priinkuba-
tionsmethode zum Beispiel die Zelldichte pro Volumen leicht veridndert werden, oder das Me-
dium kann vor dem Einsatz im EST modifiziert werden. AuBlerdem ist es mit dieser Methode
prinzipiell moglich, alle gidngigen momentan zur Verfiigung stehenden Bioaktivierungssysteme
einzusetzen.

Die in dieser Arbeit verwendeten Modellsubstanzen konnten von den Hepatomazellen nicht
ausreichend metabolisiert werden, und einige wiesen Eigenschaften auf, die den erfolgreichen
Einsatz im mEST erschwerten. Von der Expertengruppe des ReProTect Integrated Project der
EU wurden eine Reihe weiterer Modellsubstanzen empfohlen, mit denen bioaktivierte in vitro-
Tests wie der EST getestet werden konnen (Daston et al. 2005). Diese sind 2-Acetylaminofluo-
ren, Procarbazin, Niridazol, Phenytoin, Trimethadion, 2-Methoxyethanol, 2-Ethoxyethanol,
Methoxyethanolacetat und Retinylpalmitat. Diese Substanzen konnen alternativ in kiinftigen

Studien eingesetzt werden.
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7 Wichtige Ergebnisse in Tabellenform

In den folgenden vier Tabellen sind die Ergebnisse zu den Fragen zusammengefasst, die zu

Beginn dieser Arbeit in Kapitel 1 formuliert wurden.

Kann der EST zwischen Proteratogenen und ihren teratogenen Metaboliten ausreichend

diskriminieren?

Substanzpaar Parameter, auf der die Diskriminierung beruht Toxische Korrelation
Wirkung mit in vivo-

ProT./Terat. HHK  Z-Quotient D-Quotient PM Befunden

VPD/VPA ja ja ja nein Terat. > ProT. ja

RO/RA ja ja n.b. nein Terat. > ProT. ja

CPP/4HC ja nein n.b. n.b. Terat. > ProT. teilweise

ABZ/ASO ja nein n.b. nein Terat. < ProT. nein

HHK = Halbhemmkonzentrationen der drei EST in vitro-Tests; PM = Pradiktionsmodell; Terat. = Terato-
gen; ProT. = Proteratogen; VPD = Valpromid; VPA = Valproinsdure; RO = Retinol; RA = all-frans-Retin-
saure; CPP = Cyclophosphamid; 4HC = 4-Hydroperoxycyclophosphamid; ABZ = Albendazol; ASO =
Albendazol-Sulfoxid; n.b. = nicht bestimmbar aufgrund stark schwankender Messwerte oder invalider
Daten.

Welches Bioaktivierungssytem kann in den EST integriert werden, um Proteratogene zu

metabolisieren? Wie ist der Fremdstoffmetabolismus des Systems charakterisiert?

H4IIE-Zellen HepG2-Zellen Andere gepriifte Zellarten®

Integration in mEST maglich® ja ja nein (Inkompatibel zu den
Versuchsbedingungen)
Enzymaktivitdt Phase | und Il vorhanden vorhanden -
(< als H4IIE)
Umsatz von VPD zu VPA nein ja -
Umsatz von RO zu RA nein ja -

®Primare Ratten- und Maushepatozyten, Hepa1-6- und HepaRG-Zellen; ®Statische Kokultur mit Nunc-
Zellkultureinsatzen. VPD = Valpromid; VPA = Valproinsaure; RO = Retinol; RA = all-frans-Retinsaure.
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Kann der EST mit metabolischer Komponente (mEST) die Proteratogene als solche identi-

fizieren?
mEST mit H4lIE-Zellen mEST mit HepG2-Zellen
Valpromid - nein
Retinol - nein
Cyclophosphamid nur indirekter Hinweis nur indirekter Hinweis

Eignen sich die Modell-Proteratogene zum Einsatz im mEST?

Bewertung
Valpromid Ja, wenn Umsatz von VPD zu VPA 250% (Flick 2006).
Retinol Bedingt: Instabilitdt von Retinol und Retinsdure gegeniber Licht,

Warme, Sauerstoff erschwert Reproduzierbarkeit der Ergebnisse.

Cyclophosphamid Bedingt: alle teratogenen Metaboliten haben kurze Halbwertszeiten, und
Acrolein und Chlorethylaziridin sind leicht fllichtig.

Albendazol Nein, da der Metabolit Albendazol-Sulfoxid weniger toxisch wirkt als
Albendazol und damit ein ungeklarter Widerspruch zur in vivo Datenlage
exisitiert.
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8 Zusammenfassung

Mit dem wissenschaftlich validierten Embryonalen Stammzelltest (EST) konnen embryotoxi-
sche Testsubstanzen, sogenannte Teratogene, in vitro nachgewiesen werden. In vivo ist es jedoch
moglich, dass auch zunichst nicht teratogene Verbindungen, sogenannte Proteratogene, aufgrund
der Stoffwechselaktivitit des Organismus zu Teratogenen metabolisiert werden. Diese Protera-
togene konnen im EST nicht nachgewiesen werden, weil dem EST ein metabolisch aktives Sys-
tem fehlt. Ziel dieser Arbeit war es daher, zu untersuchen, unter welchen Bedingungen der EST
auch Proteratogene identifizieren kann, und wie er dazu modifiziert werden muss.

Der EST basiert auf der Fahigkeit embryonaler Stammzellen der Maus (ES-D3-Zellen), sich
innerhalb von zehn Tagen in schlagende Herzmuskelzellen zu differenzieren, was als Modell fiir
die Embryonalentwicklung verwendet werden kann. Ein EST besteht dabei insgesamt aus drei
verschiedenen in vitro-Tests. In einem Differenzierungsassay bilden sich aus ES-D3-Zellen Zell-
aggregate (Embryoid Bodies, EBs), die im Verlauf des Assays kontrahierende Areale ausbilden.
Diese konnen am Tag 10 mikroskopisch detektiert werden. Als Maf3zahl fiir die embryotoxische
Wirkung der Testsubstanz wird die (Halbhemm-) Konzentration ermittelt, bei der die Hélfte der
EBs durch die Substanz an der Differenzierung in Kardiomyozyten gehindert werden (IDso-
Wert). In zwei weiteren Zytotoxizitétstests mit embryonalen ES-D3-Zellen bzw. differenzierten,
adulten Fibroblasten (3T3-Zellen) werden die Halbhemmkonzentrationen des Zellwachstums
bestimmt (ICsoD3-Wert bzw. 1Cs503T3-Wert), um allgemein toxische Effekte von spezifisch
differenzierungshemmenden Effekten abgrenzen zu konnen. Mit diesen drei Halb-
hemmbkonzentrationen kann mit Hilfe eines biostatistischen Priadiktionsmodells das embryotoxi-
sche Potenzial der Testsubstanz bestimmt werden.

Die Zielsetzung dieser Arbeit wurde in mehreren Schritten bearbeitet. 1) Es wurde untersucht,
ob der EST Proteratogene von ihren teratogenen Metaboliten unterscheiden kann; ob der
gefundene Unterschied die Datenlage in vivo widerspiegelt; und welche der untersuchten Prote-
ratogene sich dazu eignen, einen neu zu entwicklenden EST mit metabolisch aktivem System
(mEST) modellhaft zu priifen. 2) Zur Bioaktivierung sollten metabolisch aktive Leberzellen
zusammen mit den Zellen des EST kultiviert werden (statische Kokultur mit Hilfe von
Zellkultureinsidtzen). Dafiir wurden mehrere Leberzellarten auf folgende Parameter untersucht:
Aktivitit von Enzymen des Fremdstoffmetabolismus (EROD, PROD, BROD, UGT1/2, GST-
Assay); Umsatz der Modellsubstanzen; Toleranz der Versuchsbedingungen. AnschlieBend wurde
gepriift, ob 3) der mEST die Proteratogene identifizieren kann, und 4) wie effizient mit dem

mEST gearbeitet werden kann.
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1) Im EST wurden die Proteratogen-Teratogenpaare Valpromid / Valproinsdure (VPD/VPA),
Retinol / all-trans-Retinsdure (RO/RA), Cyclophosphamid / 4-Hydroperoxycyclophosphamid
(CPP/4HC) und Albendazol / Albendazol-Sulfoxid (ABZ/ASQO) untersucht. Mit dem fiir den
EST entwickelten biostatistischen Pradiktionsmodell konnte kein Substanzpaar eindeutig diffe-
renziert werden, weil seine Trennungsschérfe dazu nicht ausreichte. Die Diskriminierung aller
Substanzpaare gelang jedoch mit einem direkten paarweisen Vergleich der Halbhemmkonzent-
rationen der drei in vitro-Tests. Mit diesem paarweisen Vergleich konnen jedoch nur Aussagen
tiber Zytotoxizitdat und Differenzierungshemmung getroffen werden. Um auch embryotoxische
Eigenschaften der Substanzpaare beschreiben zu konnen, wurden aus den Halbhemmkonzentra-
tionen zwei zusitzliche Quotienten berechnet. Der Zytotoxizitdtsquotient (Z-Quotient = 1C5¢3T3
/ IC50D3) charakterisiert das embryotoxische Potenzial einer Substanz; der Zytotoxizitét-Diffe-
renzierungsquotient (D-Quotient = IC50D3 / IDs) erlaubt es, den Anteil der differenzierungs-
hemmenden Komponente an der Gesamtwirkung im Differenzierungsassay zu beschreiben.
Diese Quotienten wurden je Substanzpaar ebenfalls miteinander verglichen, um eine weitere
Moglichkeit zu erhalten, die Substanzpaare zu differenzieren. Dies gelang jedoch nicht bei allen
Paaren. Daher miissen die Z- und D-Quotienten zusammen mit den Halbhemmkonzentrationen
beurteilt werden, um die Substanzpaare eindeutig charakterisieren zu konnen.

Der EST reproduzierte den in vivo gefundenen Unterschied zwischen Proteratogen und Tera-
togen nicht immer eindeutig. Bei VPD/VPA und RO/RA wiesen die Teratogene VPA und RA im
EST die jeweils gro3ere embryotoxische Potenz auf und bestitigten damit die Datenlage in vivo.
Fiir CPP/4HC traf das jedoch nur beim Vergleich der Halbhemmkonzentrationen der Zytotoxi-
zitétstests des EST zu. Der Vergleich der Z-Quotienten von Cyclophosphamid und 4HC wies
dagegen darauf hin, dass beide Substanzen das gleiche embryotoxische Potenzial besitzen. Bei
ABZ/ASO zeigte das Proteratogen ABZ die groflere toxische Wirkung, was dem in vivo-Befund
widersprach, weil dort das ASO toxischer wirkte. Deshalb war ABZ zur Untersuchung im mEST
nicht geeignet, und nur VPD, RO und CPP wurden darin untersucht. Die Ursachen der teilweise

widerspriichlichen Befunde miissen in weiteren Untersuchungen geklért werden.

2) Bei der Entwicklung des mEST-Protokolls zeigte sich, dass nur die Hepatoma-Zelllinien
HA4IIE und HepG2 in den EST integriert werden konnen. Die ebenfalls untersuchten primiren
Hepatozyten von Ratte und Maus sowie die HepaRG-Zellen tolerierten das ES-D3-Medium
nicht, und die Hepal-6-Zellen wuchsen auf der Membran der Zellkultureinsitze nicht an.

In Bezug auf die Enzymaktivititen und Umsatz der Modellsubstanzen erwiesen sich weder
die H4IIE- noch die HepG2-Zellen als eindeutig vorteilhaft. Die H4IIE-Zellen besaen im ES-

D3-Medium in allen Assays eine groflere Enzymaktivitit. Bei beiden Zellarten liel sich diese
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Aktivitdt durch Induktion mit 3-Methylcholanthren bzw. Phenobarbital meist nicht deutlich stei-
gern. Dagegen setzten nur die HepG2-Zellen Valpromid zu Valproinsiure, und Retinol zu Retin-

saure um.

3) Aufgrund der Ergebnisse aus den Metabolismusversuchen wurden Valpromid und Retinol
im mEST nur in einer Kokultur mit HepG2-Zellen gepriift. Thre proteratogenen Eigenschaften
konnten jedoch nicht nachgewiesen werden, da unter mEST-Bedingungen von den HepG2-Zel-
len zu wenig Valproinsdure bzw. keine Retinsdure gebildet wurde und sich daher die Halb-
hemmkonzentrationen von EST und mEST nicht unterschieden. Cyclophosphamid wurde im
mEST mit HepG2- und H4IIE-Kokultur untersucht, und in beiden Tests lagen die Halbhemm-
konzentrationen hoher als im EST. Dies widersprach den Erwartungen, da eine Aktivierung von
Cyclophosphamid zu niedrigeren Halbhemmkonzentrationen fiithren sollte. Als Erkldrung wurde
die Hypothese formuliert, dass die Metaboliten des Cyclophosphamid aufgrund ihrer kurzen
Halbwertszeiten und Fliichtigkeit (Acrolein und Chlorethylaziridin) nicht schnell genug durch
die Membranen der Zellkultureinsitze diffundieren und auf die Zielzellen wirken konnten, son-
dern in die Gasphase entwichen. Aufgrund dieses Verlustes an Cyclophosphamid erhohten sich
die Halbhemmkonzentrationen. Um diese Hypothese zu belegen, miissen jedoch spezifische

Untersuchungen durchgefiihrt werden.

4) Untersuchungen zur Permeabilitit der Membranen der Zellkultureinsédtze unter mEST-Be-
dingungen zeigten, dass die im Einsatz erzeugten Metaboliten mehrere Tage bendtigen, bis sie in
groBerer Menge in das Well diffundiert sind. Aufgrund dieser Dynamik konnen kurzlebige Me-
taboliten im mEST wahrscheinlich nicht ausreichend erfasst werden. Als Modellsubstanz erwies
sich Valpromid fiir einen mEST prinzipiell geeignet, da die Valproinsdure im Medium stabil
bleibt. Der prozentuale Umsatz an Valpromid muss jedoch wesentlich hoher sein als der in dieser
Arbeit erreichte. Retinol und Cyclophosphamid erschienen als Modellsubstanzen fiir einen
mEST aufgrund von Instabilitit, kurzer Halbwertszeit und Fliichtigkeit der Muttersubstanz oder

ihrer Metaboliten nur bedingt geeignet.

In dieser Arbeit konnte damit gezeigt werden, dass der EST Proteratogene von Teratogenen
unterscheiden kann. Dies gelingt mit dem Vergleich der Halbhemmkonzentrationen unter zu-
satzlicher Beriicksichtigung der Z- bzw. D-Quotienten. Weiterhin wurde ein mEST aufgebaut, in
dem die Zellen des EST mit H41IE- bzw. HepG2-Zellen als Bioaktivierungssystem erfolgreich
kokultiviert werden konnten. Zum Nachweis der Proteratogene Valpromid, Retinol und Cyc-

lophosphamid war dieser mEST jedoch nicht geeignet, weil die Hepatomazellen die Proterato-
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gene nicht geniigend umsetzten, oder die teratogenen Metaboliten nicht schnell genug in das
Zellkultur-Well diffundieren konnten. Es sollten alternative Zellen mit hoherer Stoffwechselak-
tivitat zur Kokultur im mEST eingesetzt werden. Die statische Kokultur als Moglichkeit, ein
Bioaktivierungssystem an den EST zu koppeln, eignet sich zur Untersuchung von Proteratoge-

nen, deren Metaboliten iiber mehrere Tage stabil bleiben.
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9 Summary

With the Embryonic Stem Cell Test (EST), embryotoxic substances can be detected in vitro.
These substances are also termed teratogens. In vivo it is possible, that substances which are not
teratogenic by itself are metabolised to such teratogens. These so-called pro-teratogens cannot be
detected by the EST, because the EST has no metabolic capacity. It was therefore the aim of this
study to investigate, under which conditions the EST can detect pro-teratogens, and how the test
has to be modified to achieve this capability.

The EST uses the ability of murine embryonic stem cells (ES-D3 cell line) to differentiate
into contracting cardiomyocytes within ten days of culture - a process which can serve as a
model for embryonic development in vivo. The EST consists of three different in vitro tests. In a
differentiation assay with ES-D3 cells, embryoid bodies (EBs) are formed which develop
contracting areas that can be assessed on day 10 by microscopic inspection. As a parameter for
embryotoxicity, the halfmaximal concentration of the test substance is determined, where 50% of
the EBs are inhibited in their differentiation into contracting cardiomyocytes (IDsg). In another
two cytotoxicity tests with embryonic ES-D3 cells and differentiated (adult) 3T3 cells, the 50%-
inhibition of cell proliferation is determined (ICsoD3 and ICs5¢3T3). The cytotoxicity tests serve
to separate the inhibition of differentiation from general toxic effects. With the three toxicity
values, the embryotoxic potential of the test substance can be classified by using a biostatistical
prediction model that was developed for the EST.

The present work was conducted in several steps. 1) It was investigated whether the EST can
differentiate between pro-teratogens and their teratogenic metabolites; whether the results reflect
the situation in vivo; and which pro-teratogens are suited as model substances to be tested in an
EST with metabolic capacity (mEST). 2) To bioactivate the EST, metabolically competent liver
cells were cultivated together with the cells of the EST (static co-culture in cell culture inserts).
Primary hepatocytes and liver cell lines were selected and tested for the following parameters:
enzyme activity (EROD, PROD, BROD, UGT1/2, GST-Assay); metabolism of model
substances; and tolerance of test conditions. It was then investigated 3) whether the new mEST

can detect pro-teratogens, and 4) how efficient the mEST performs.

1) In the EST, the following pro-teratogen / teratogen-pairs were tested: Valpromide /
valproic acid (VPD/VPA), retinol / all-trans-retinoic acid (RO/RA), cyclophosphamide / 4-
hydroperoxycyclophosphamide (CPP/4HC) and albendazole / albendazole-sulfoxide
(ABZ/ASO). With the biostatistical prediction model of the EST, no substance pair could be

discriminated, because its discriminating capacity was not sufficient. Contrariwise it was
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possible to distinguish the partners of a pair by a direct comparison of ICsp- and IDsg-values.
However, only the endpoints cytotoxicity and inhibition of differentiation can be assessed with
this method. To be able to also describe embryotoxic properties of the substance pairs, further
two ratios were calculated from halfmaximal concentrations. The cytotoxicity ratio (Z-Ratio =
ICs503T3 / ICsoD3) characterises the embryotoxic potential of a substance. The cytotoxicity-
differentiation-ratio (D-Ratio = ICs5oD3 / IDsp) allows to quantify the component in the
differrentiation assay which inhibits the cell differentiation. These two ratios were additionally
compared per substance pair. It was found, that with this method not all pairs could be
discriminated. Therefore, Z- and D-Ratios have to be assessed together with the halfmaximal
concentrations to be able to fully characterise a substance pair.

The EST did not in all cases reproduce the results found in vivo for the difference between
pro-teratogen and teratogen. For VPD/VPA and RO/RA, the teratogens VPA and RA were more
embryotoxic than the pro-teratogens and thus confirmed the situation in vivo. For CPP/4HC, this
pattern was only found when the ICsp-values were compared. The comparison of the Z-Ratios of
cyclophosphamide and 4HC suggested that both substances possess the same embryotoxic
potential. With ABZ/ASO, the pro-teratogen ABZ showed the greater toxicity which contrasted
with the situation in vivo, where ASO is the more teratogenic substance. Therefore ABZ was not
suited as a model substance for the mEST, and only VPD, RO and CPP were tested in the new

mEST. The reasons for the contradictory findings must be investigated in further studies.

2) When the mEST protocol was developed it was found that only the hepatoma cell lines
HepG2 and H4IIE could be integrated into the EST. The also tested primary hepatocytes from rat
and mouse did not tolerate the ES-D3 medium, and the Hepal-6 cells did not grow on the cell
culture inserts.

With respect to the enzyme activity and model substance metabolism, no favorite cell line
could be determined. The H4IIE cells showed the greater enzyme activity, whereas only the
HepG2 cells metabolised valpromide to valproic acid, and retinol to retinoic acid. By induction
with 3-methylcholanthrene or phenobarbitone, the enzyme activity could not be increased in

most cases in both cell lines.

3) Due to the results of the metabolism experiments, valpromide and retinol were only tested
in the mEST with HepG2 co-culture. Their pro-teratogenic properties could however not be
detected, because under mEST conditions, the HepG2 cells did not produce enough valproic acid
or retinoic acid, and therefore the concentration-response curves of the EST and the mEST were

similar. Cyclophosphamide was tested in the mEST with HepG2 and H4IIE co-culture. In both
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tests, the halfmaximal concentrations were higher than in the EST. This was counterintuitive,
because an activation of cyclophosphamide should lead to lower ICsp- and IDsy-values. It was
hypothesized that the teratogenic metabolites of cyclophosphamide (acroleine and
chloroethylaziridine) did not diffuse fast enough through the membranes of the cell culture
inserts to interact with the target cells, but quickly escaped into the gas phase due to their short
half-life and volatility. Because of this continuous loss of cyclophosphamide in the medium, the
halfmaximal concentrations ascended. To confirm this hypothesis, specific experiments need to

be conducted.

4) Investigations of the permeability of the membranes of the cell culture inserts showed, that
the metabolites that are produced in the inserts need several days to diffuse in larger amounts
into the wells below. Due to this dynamic, short-lived metabolites can probably not be detected
sufficiently in the mEST. Valpromide is a suitable model substance for the mEST because its
metabolite valproic acid is stable in the medium. The amount that has to be produced needs
however to be much larger than the amount achieved in the present study. Retinole and
cyclophosphamide do not seem to be suitable model substances because of the instability, short

half-lives and volatility of the mother substance or its metabolite.

With this work it could be shown that the EST can distinguish between pro-teratogens and
teratogens. This is possible through a comparison of the halfmaximal concentrations and parallel
consideration of the the Z- and D-Ratios. Furthermore, a new mEST was developed in which
H4IIE and HepG2 cells as a bioactivation system could be successfully co-cultivated with cells
of the EST. This mEST was however not suited to detect the pro-teratogenic properties of
valpromide, retinol and cyclophosphamide, because the hepatoma cells did not metabolise these
substances in a sufficient amount, or the metabolite could not diffuse fast enough into the cell
culture well. Therefore, alternative cells with higher metabolic activity should be used as a
bioactive component for the mEST. The static co-culture as a method to integrate a bioactivation
system into the EST is suited for model substances whose metabolites remain stable for several

days.
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11 Anhang

11.1 Firmenverzeichnis

Kurzform Name und Ort

AppliChem AppliChem, 64291 Darmstadt

ATCC ATCC, Manassas, VA 20110-2209

Aventis Aventis Pharma Deutschland, 65926 Frankfurt am Main
Baxter Baxter Oncology, 33790 Halle/Westfalen

Bayer Bayer Vital, 51368 Leverkusen

Biochrom Biochrom AG, 12247 Berlin

Bio-Rad Bio-Rad, 80939 Miinchen

BMG BMG LABTECH, 77656 Offenburg

Braun Braun, 34209 Melsungen

Charles River Charles River, 97633 Sulzfeld

DSMZ DSMZ, 38124 Braunschweig

Eppendorf Eppendorf, 22331 Hamburg

H+P H+P Labortechnik, 85764 Oberschlei3heim
IKA IKA-Works, Wilmington, NC 28405

Invitrogen Invitrogen Corp., Carlsbad, CA 92008

Johnson Johnson Matthey, Emmerich, NL

LKT LKT Laboratories, Minnesota 55114, USA
menal menal, 79312 Emmendingen

Merck Merck, 64293 Darmstadt

Mettler Mettler-Toledo, 35353 Giessen

Millipore Millipore (Chemicon International), Billerica, MA 01821, USA
Nalge Nalge Nunc International, Rochester, NY 14625
Niomech Niomech / IIT, 33615 Bielefeld

Nunc Nunc, 65201 Wiesbaden

Olympus Olympus Europa, 20034 Hamburg

Pharmacia Pharmacia GmbH, 91058 Erlangen

Roche Roche, 82372 Penzberg

Sartorius Sartorius, 37075 Gottingen

Sigma-Aldrich
Tecan

Thermo Fisher
TiHo

TiHol
TiHo2
TiHo3
Vivasience

Sigma-Aldrich, 82024 Taufkirchen

Tecan Deutschland, 74564 Crailsheim

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA 02454

Tierdrztliche Hochschule Hannover, Abteilung fiir Lebensmitteltoxiko-
logie, Institut fiir Lebensmitteltoxikologie und Chemische Analytik, Prof.
Heinz Nau

Bezug iiber TiHo. Hersteller: Sigma-Aldrich

Bezug tiber TiHo. Hersteller: Fluka (jetzt Sigma-Aldrich)

Bezug iiber TiHo. Hersteller: Katwijk Chemie, 2222 BA Katwijk, NL
Vivascience (jetzt Sartorius, 37075 Gottingen)
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