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Einleitung

1. Einleitung

Der Embryonale Stammzell Test (EST) und seine Bedeutung

Anfang der sechziger Jahre ereignete sich eine der gréBten Arzneimittelkatastrophen
weltweit. Als das Medikament Contergan am 01.Oktober 1957 auf den Markt kam,
wurde es als wahres Wundermittel gepriesen: Ruhe und erholsamen Schlaf sollte
das neue Medikament schenken. Die vom Wirtschaftswunder gestresste
Bevdlkerung war begeistert und Contergan der Kassenschlager der kleinen
deutschen Firma Grinenthal. Jeden Monat wurden tber 20 Millionen Tabletten mit
dem Wirkstoff Thalidomid produziert. Das neue Medikament wurde nicht nur bei
Schlaflosigkeit, sondern auch gegen Ubelkeit in der Schwangerschaft eingesetzt.
Zuvor hatte sich im Tierversuch keine nennenswerte Toxizitdt gezeigt, und
thalidomidhaltige Préparate wurden als unbedenklich eingestuft. Kurze Zeit spater
wurden Kinder mit hypoplastischen GliedmaBen (genannt Phokomelie nach phokos
griech. Robbe), Schadigungen des Gehérs und innerer Organe geboren. In
Deutschland hauften sich die Falle. Nach vier Jahren entdeckte als Erster der Kinder
arzt Dr. Lenz den Zusammenhang mit dem Schlafmittel Contergan. Er warnte die
Herstellerfirma und machte seine Vermutungen in der Offentlichkeit bekannt. Die
Verantwortlichen glaubten ihm nicht. Erst 1961 nachdem am 26.November ein Artikel
in der ,Welt am Sonntag“ Gber die Lenz’schen Entdeckungen berichtete, wurde das
Medikament am néachsten Tag zurlickgezogen. In den vier Jahren sind durch die
Einnahme von thalidomidhaltigen Praparaten in Deutschland 2700 Kinder mit
verstimmelten GliedmaBen zur Welt gekommen. Ungefahr weitere 3000 Kinder
Uberlebten die ersten Monate nicht, da Contergan auch die Entwicklung innerer
Organe schéadigte. Weltweit wurden Uber 10000 Kinder mit Conterganschaden
geboren. Thalidomidhaltige Praparate waren in Verkehr gebracht worden, ohne dass
es ein Offentlich-rechtliches Zulassungsverfahren durchlaufen hatte. Ein Zulassungs-
und Monitorwesen existierte einfach nicht- es galt das Prinzip der
Selbstiberwachung. Im Grunde herrschte immer noch preuBisches Gewerberecht,
das aber nicht konzipiert war fur das gesteigerte Risikopotential vollig neu
synthetisierter Stoffe, wie sie seit den 30er Jahren verflgbar wurden. Gelernt werden
konnte in Deutschland beinahe nur aus Erfahrung an Patienten bzw. Konsumenten.
(Luhmann, 2000) Nach der Aufklarung des Zusammenhangs zwischen

Medikamenteneinnahme und Fruchtschadigung wuchs der Druck auf die
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pharmazeutischen Unternehmen und die Gesetzgebung. Der Umgang mit
Medikamenten wurde kritischer, die Erfahrungen schlugen sich im Arzneimittelgesetz
von 1976 nieder. Nach einem langwierigen und  umfangreichen
Gesetzgebungsverfahren wurde im Juni 1976 das zweite Arzneimittelgesetz
verabschiedet. Es trat am 1. Januar 1978 in Kraft. Die wichtigsten Anderungen zum

Arzneimittelgesetz von 1961 waren:

- Einfihrung einer Zulassungspflicht fir alle Fertigarzneimittel, die an die
Vorlage von Nachweisen flr die vom Hersteller behauptete therapeutische
Wirksamkeit, flr die toxikologische Unbedenklichkeit und fur die Qualitat
gebunden war.

- EinfOhrung einer Offenlegungspflicht, die die Beschriftung von Behéltnissen
und der Packungsbeilagen der Arzneimittel regelt.

- EinfOhrung detaillierter Regelungen Uber die klinische Erprobung von
Arzneimitteln.

- Automatische Verschreibungspflicht flir Arzneimittel, die Stoffe enthalten,
deren Wirkungen und Zubereitungen in der medizinischen Wissenschaft nicht
allgemein bekannt sind.

- Einfihrung eines Systems von Beobachtungen, Sammlung und Auswertung
von Arzneimittelrisiken.

- Bestimmungen Gber die Prifung von Arzneimitteln.

- Spezielle Haftungsregelungen fir Arzneimittelschaden.
(Marinero, 1982).

Nach diesem heute in der 12. Fassung vorliegenden Gesetz und dem 1982 in Kraft
getretenen Chemikalienrecht der Europaischen Union gibt es zwar ausreichende
Informationen zu neuen Stoffen, aber praktisch keine zu den 100 000 Altstoffen, die
in Mengen von weniger als 5 Tonnen pro Jahr oder weniger als 5 Tonnen insgesamt
produziert werden. Zur Modernisierung des EU-Chemikalienrechts wurde 2003 ein
Vorschlag fir eine neue EU Verordnung fir Chemikalien vorgelegt, der jedoch
frihestens 2007 in Kraft treten wird. Nach dieser geplanten REACH Verordnung
(Registration, Evaluation and Authorisation of Chemicals - Registrierung, Bewertung
und Zulassung chemischer Stoffe) sollen Unternehmen, die einen chemischen Stoff
in Mengen von mehr als einer Tonne pro Jahr herstellen oder importieren, diesen
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Stoff in einer zentralen Datenbank registrieren lassen, die mit der Verwendung
verbundenen Risiken bewerten und MaBnahmen zur Beherrschung der Risiken
treffen. Hierdurch erhalt die Industrie mehr Verantwortung fir die von Chemikalien
ausgehenden Risiken und die Bereitstellung von Informationen zu deren sicheren
Umgang.
Besondere Zulassungsbestimmungen gelten fir sogenannte CMR-Substanzen
(krebserzeugend, erbgutschadigend und fortpflanzungsgefahrdend). Leitlinien zur
Bestimmung der Reproduktionstoxizitdt der CMR Substanzen wurden durch die ICH
(oInternational Conference On Harmonisation Of Technical Requirements For
Registration Of Pharmaceuticals For Human Use*) herausgegeben. Die
Fortpflanzung wird hier in konsekutive Phasen (Segmente) aufgeteilt: Segment 1
umfasst die Prifung auf Stérung der weiblichen und méannlichen Fertilitat, Segment 2
ist der klassische Teratogenitats- und Embryotoxizitatstest an Ratten oder
Kaninchen, Segment 3 beinhaltet die Prifung auf peri- und postnatale Toxizitat.
Besonders Segment 2 betreffend wurden und werden alternative Testmethoden zum
Tierversuch entwickelt und in Voruntersuchungen und Sekundartestungen
eingesetzt. (ICH Harmonised Tripartite Guideline, S5, Step 4 Version)
Diese Abkehr von Sicherheits- und umwelttoxikologischen Tierversuchen hin zu
tierversuchsfreien in vitro Methoden ist nicht nur aus wissenschaftlicher und
wirtschaftlicher Sicht zu begriiBen, sondern auch unter Umwelt- und ethischen
Aspekten.
In bezug auf die Embryotoxizitatstestung werden aktuell 3 in vitro-Tests als
Alternativmethoden als wissenschaftlich validiert anerkannt:

1. der Micromass (MM) Embryotoxizitatstest

2. der 'Whole Embryo Culture Test” (WEC)

3. der Embryonale Stammzell Test (EST)

(Spielmann, 2002)
Im Gegensatz zu Tierversuchen sind diese in vitro Zellkulturmodelle durch geringen
Aufwand, kurze Zeitdauer und geringen Substanzbedarf charakterisiert. In einer von
ECVAM geleiteten internationalen Validierungsstudie bestehend aus 3 Phasen zeigte
sich, dass die Reproduzierbarkeit der 3 Testverfahren akzeptabel war. Speziell fir
den Embryonalen Stammzell Test (EST) zeigte sich, dass nach Anwendung des
Pradiktionsmodells, eines biostatistischen  Analyseverfahrens, 78%  der
Testsubstanzen (MM70%, WEC 80%) im Vergleich zu in vivo bekannten Daten
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bezlglich des embryotoxischen Potentials korrekt eingestuft wurden. Eine exzellente
Vorhersagbarkeit von 100% wurde bei den stark embryotoxischen Substanzen
erreicht. (Genschow et al, 2002)
Der Vorteil des EST gegenlber dem "Micromass Assay und dem "Whole Embryo
Culture Test' ist, dass es sich bei den Embryonalen Stammzellen um eine
permanente Zelllinie handelt. Es ist daher fir den EST nicht notwendig, embryonale
Zellen oder Gewebe trachtigen Tieren zu entnehmen.
Im EST werden zwei Zelllinien verwendet, einerseits die ES-Zellen zur
Reprasentation des embryonalen Gewebes, andererseits 3T3 Fibroblasten zur
Reprasentation adulten Gewebes.
Die Entwicklung eines solchen Testverfahrens wurde vereinfacht, nachdem bekannt
geworden war, dass die Embryonalen Stammzellen in der Anwesenheit von
"Cytokine Leukemia Inhibiting Factor'(LIF), ein Mitglied der Interleukin 6 Familie der
Zytokine, in undifferenziertem Zustand kultiviert werden kdnnen. (Williams et al,
1988; Bader et al, 2000) Aufwandigere Mdglichkeiten die ES Zellen in
undifferenziertem Zustand zu kultivieren, sind die Kulturen auf sogenannten
embryonalen Fibroblasten der Maus (Wobus et al, 1984) oder auf sogenannten
"Buffalo rat liver cells’ (BRL) (Smith et al, 1987). Nachteilig bei dieser Methode ist die
Schwierigkeit der Standardisierung des Testverfahrens, da ES Zellen und
Feederzellen nicht ohne Weiteres getrennt werden kdnnen.
In Abwesenheit eines Differenzierungsinhibitors formen die Zellen unter definierten
Kulturbedingungen sogenannte ’Embryoid Bodies’ und differenzieren zu
Herzmuskelzellen, deren Kontraktionen im Mikroskop beurteilt werden kénnen. Der
Einfluss der Testsubstanzen auf die Differenzierung von Herzmuskelzellen wird im
EST verglichen mit dem zytotoxischen Effekt der Substanz, einerseits auf die
Stammzellen (ES;D3), andererseits auf differenzierte, ,adulte* Fibroblasten der Maus
(3T3 A31).
Als Bewertungskriterien werden im EST 3 Endpunkte zur Bestimmung der
Embryotoxizitat und zur Einteilung in die drei Klassen nicht, schwach und stark
embryotoxisch gewahlt:
1.Differenzierungshemmung der Embryonalen Stammzellen, beurteilt durch das
Vorhandensein kontrahierender Areale im Mikroskop
2.Wachstumshemmung der Embryonalen Stammzellen, quantifiziert durch einen
Zytotoxizitatstest (MTT-Test)
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3.Wachstumshemmung der 3T3 Fibroblasten, ebenfalls quantifiziert durch einen
Zytotoxizitatstest (MTT-Test)

Beruhend auf den beiden wichtigsten Mechanismen der Entstehung von

embryotoxischem Potential, Zytotoxizitdt und Differenzierungshemmung, wurde der

EST als Screening Methode etabliert.

Embryonale Stammzellen

Unter einer Stammzelle versteht man jede undifferenzierte Zelle eines Organismus,
die sich selbst vermehren und reifere Tochterzellen bilden kann. Bei den
Embryonalen Stammzellen handelt es sich um eine sehr friihe Form, welche aus der
inneren Zellmasse der sogenannten Blastozyste, einem Stadium des Maus Embryos
an Tag 3.5/4 der Entwicklung, gewonnen wird.
Wéhrend die Zygote durch den Eileiter uteruswarts wandert, macht sie eine Reihe
rasch aufeinanderfolgender Zellteilungen durch. Dieser Prozess wird als Furchung
bezeichnet. Dabei kommt es zu einer Vermehrung der Zellzahl, wobei jedoch die
Menge des Zytoplasmas insgesamt gleich bleibt. Die 1.Teilung der Zygote in zwei
Tochterzellen, die man als Blastomeren bezeichnet, erfolgt einige Stunden nach der
Befruchtung. Bei den anschlieBenden Teilungen, die rasch aufeinanderfolgen, bilden
sich immer kleinere Blastomeren aus. Nach einiger Zeit ist eine Kugel aus etwa 16
Blastomeren entstanden, die als Morula bezeichnet wird.
Spater bildet sich in der Morula Flissigkeit, welche die Blastomeren auseinander
drangt, so dass sich jetzt zwei Zellbereiche abgrenzen lassen:
1. eine auBere Zelllage, der sogenannte Trophoblast, der sich spater zur Plazenta
umbildet,
und
2. eine Gruppe zentralliegender Zellen, die man als innere Zellmasse oder
Embryoblast bezeichnet, da aus ihr der Embryonalkérper hervorgeht.
Die Zeitspanne des embryonalen Stammzellstadiums in der Blastozyste betragt nur
wenige Tage. Im Anschluss erfahren die Zellen des Embryos bereits eine Pragung,
welche ihr Differenzierungsspektrum einschrankt. (Moore et al, 1996)
Embryonale Stammzellen, ES-D3, eine permanente Zelllinie, wurden aus der inneren
Zellmasse 4 Tage alter Blastozysten der Maus (Linie 129/Sv+C/+9) entnommen
(Doetschman et al.,1985). Die Zellen sind pluripotent und werden z.B. mit Hilfe von

LIF (Murine Leukemia Inhibiting Factor, ESGRO) in undifferenziertem Zustand
11
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gehalten. Unter passenden Bedingungen kdénnen die Embryonalen Stammzellen
sogenannte ’Embryoid Bodies’ bilden, die Zellen des Nervensystems,
hamatopoetische Zelltypen, Kardiomyozyten, glatte- und Skelettmuskelzellen,
Chondrozyten, Endothelzellen und Keratinozyten enthalten.
Diese Fahigkeit der Embryonalen Stammzellen stellt einige vielversprechende und
weitgefacherte  Mdglichkeiten in  Aussicht. Im wesentlichen gibt es 3
Anwendungsgebiete fir den Einsatz der Embryonalen Stammzellen zu
Forschungszwecken.
1. Untersuchung von Entwicklungsprozessen der friihen Embryonalentwicklung,
die in vivo nur schwer zuganglich sind
2. Organersatz durch Stammzelltherapie
3. Einsatz fur pharmakologische und toxikologische Versuche wie zum Beispiel
der Embryonale Stammzelltest (EST)

Anderung des Embryonenschutzgesetzes vom 23.0ktober 2001

Was bedeuten die im EST gewonnenen Ergebnisse fiir den Menschen und die
pharmakologische Forschung?

Ob die Testsubstanzen auf gleiche Weise und in gleichem AusmafB die humane
Entwicklung beeinflussen, kann nicht sicher gesagt werden. Einen Hinweis zu dieser
Frage kdnnten Versuche an humanen Embryonalen Stammzellen geben. Nach
Anderung des Embryonenschutzgesetzes am 23. Oktober 2001 ist die Forschung an
menschlichen Embryonalen Stammzellen in begrenztem Umfang mdéglich. Nach dem
Beschluss des Bundestages dirfen bestehende embryonale Stammzelllinien
importiert und zu Forschungszwecken benutzt, jedoch keine weiteren Embryonen zu
diesem Zweck getdétet werden. Nach dem Beschluss dirfen nur menschliche ES
Zellen eingefihrt werden, die vor dem 1. Januar 2002 gewonnen wurden.
Forschungsprojekte mit diesen Zellen missen von der zentralen Ethikkommission
genehmigt werden. Es gibt in Deutschland aktuell 4 Forschungsgruppen, die mit

Embryonalen Stammzellen arbeiten.

Die Forschung mit den Stammzellen der Maus liefert dennoch einen wichtigen
Beitrag fur eine Forschung die auch flr den Menschen relevant ist. In mehreren
Studien konnte belegt werden, dass die Herzentwicklung der Maus ahnlich wie die
des Menschen ablauft. Wesentliche Punkte der Herzentwicklung konnten auch bei

12
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der Differenzierung im Embryoid Body entdeckt werden. Es kann aus diesem Grund
davon ausgegangen werden, dass Veranderungen, die wahrend der Differenzierung
im EST auftreten, prinzipiell in dieser Weise auch in der frihen Kardiogenese des
menschlichen Feten auftreten.

Wahrend der fetalen und embryonalen Entwicklung der Maus findet die
Kardiogenese vor anderen Organentwicklungen statt. Morphologische Studien Uber
die embryonale Entwicklung der Maus haben gezeigt, dass der Herzkomplex in
ahnlicher Weise entsteht wie bei anderen Vertebraten.

Generell findet die Kardiogenese friih wahrend der Gestation statt und betrifft ein
paariges Areal des lateralen Mesoderms, nahe dem vorderen Ende des Embryo.
Diese Herzanlage umfasst zunachst zwei Herzschlauche.

Nach 72 Tagen treten bei der Maus zum ersten mal die beiden zellularen Strange
des lateralen Mesoderms, die an der Bildung des Herzrudimentes beteiligt sind, in
Erscheinung. Am 8. Tag resultiert die Verdickung der mesodermalen Zellen in der
Bildung des Epimyokards. Bisher ruhende mesenchymale Zellen zwischen dem
verdickten Mesoderm und dem endodermalen Grund beginnen, sich in zwei bilateral
gegenlberstehende endokardiale Schlauche zu differenzieren. Diese erhalten bald
ein Lumen und werden so zu den primitiven Herzschlauchen. Im Zuge der Abfaltung
vom Dottersack wandern die beiden Endokardschlauche aufeinander zu und
verschmelzen schlieBlich in der Medianebene zu einem einheitlichen Herzschlauch.
Gleichzeitig verdickt sich das angrenzende Mesoderm und wird zum myoepikardialen
Mantel.

In diesem Entwicklungsstadium stellt das Herz lediglich einen dinnwandigen
Schlauch dar, der von einem zweiten Schlauch, dem myoepikardialen Mantel, durch
ein lockeres, gallertiges Bindegewebe getrennt ist (Herzgallerte). Aus dem
endokardialen Rohr entsteht das Endokard, aus dem myokardialen Mantel die
Herzmuskulatur (Myokard).

Die Verschmelzung der beiden paarigen Herzschlauche beginnt kranial und setzt
sich rasch kaudalwérts fort. Mit der Ausbildung der vorderen Grenzrinne bei der
Abfaltung der Keimscheibe vom Dottersack werden dann Herzschlauch und
Perikardhéhle nach ventral, und zwar unter die entodermale Darmbucht, verlagert,
d.h., sie liegen dann kaudal der Rachenmembran. In diesem Stadium kdnnen

spontane, wenn auch unregelmaBige Kontraktionen beobachtet werden. An Tag 9
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tritt bei der Maus ein gerichteter Blutstrom durch den Herzschlauch auf. (Kaufmann
et al 1981)

Beim Menschen tritt die erste Anlage des Herzens im Bereich der kardiogenen Zone
bei 18 bis 19 Tage alten Embryonen als Verdickung der Splanchnopleura in
Erscheinung. Aus der Splanchnopleura schwarmen Mesenchymzellen aus, die sich
beiderseits der Mittellinie zu langsorientierten Zellstrdngen verdichten. Am 22. Tag
hat sich bereits ein einheitlicher Herzschlauch gebildet. Die Kardiogenese findet beim
Menschen im Vergleich zur Maus mit einer Zeitverschiebung von ca. 11 Tagen in
sehr ahnlicher Weise statt. (Moore et al, 1996)

Auf biochemischer Ebene konnten einzelne Aspekte dieser
Entwicklungsmechanismen auch in vitro bei der Differenzierung der Embryonalen
Stammzellen beobachtet werden.

Die ‘Embryoid Bodies’ exprimieren analog die von Entwicklungsstadien abhangigen
herz- und muskelspezifischen ,Myosin Heavy Chain‘ (MHC) Transkripte. (Robbins et
al.,1990) Ahnliche Resultate konnten auch fiir alpha-Tropomyosin beobachtet
werden (Wieczoreck et al.,1990). Lindenbaum und Grosevelt (1990) zeigten, dass
die Embryoid Bodies fahig sind das komplette Globin Muster der embryonalen
Kardiogenese in korrekter zeitlicher Abfolge zu exprimieren.

Im Embryoid Body kommt es natlrlich nicht zur vollstdndigen Herzentwicklung,
wichtige Differenzierungsschritte auf zelluldrer und molekularbiologischer Ebene
konnten jedoch nachvollzogen werden.

Embryotoxizitat der Testsubstanzen (Basisdaten)

Am Beispiel Thalidomid kann gezeigt werden, dass die Gefahr embryotoxischer
Chemikalien darin besteht, dass sie in Konzentrationen eingesetzt werden, die flr
den Erwachsenen nicht toxisch sein missen.

Die Manifestation einer abnormen Entwicklung wird mit steigender Dosierung der
Substanz zunehmend schwerwiegender und reicht von der Unschadlichkeit Uber
Missbildungen bis zur Letalitéat. Es wird allgemein angenommen, dass eine abnorme
Entwicklung nur dann einsetzt, wenn die Dosierung einen gewissen Schwellenwert
Uberschritten hat, und dass Werte darunter nicht toxisch wirken. Die Schwellenwert-

Dosis ist jene, wunterhalb derer die Haufigkeit von Anomalien, eines
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Wachstumsrlickstandes und eines Absterbens des Feten nicht grdBer ist als in den
Kontrollen. AuBerdem muss eine gewisse kritische Anzahl von Zellen zerstort
werden, damit der Embryo nicht mehr fahig ist, einen Schaden durch Zellvermehrung
zu kompensieren. Es ist zu betonen, dass unter entsprechenden
Laboratoriumsbedingungen die meisten Medikamente und Chemikalien in hohen
Konzentrationen toxisch sind. Es folgt daraus nicht, dass alle Substanzen schadlich
sind, wenn sie in therapeutischen Mengen angewandt werden. Deshalb ist es
wichtig, wahrend der Schwangerschaft ein sorgfaltiges Gleichgewicht zwischen dem
Risiko und einem mdglichen Vorteil herzustellen. (Spielmann et al,1992)

Die Testsubstanzen fir die Embryotoxizitatsexperimente wurden von Spielmann et
al. (1997) tbernommen. lhre embryotoxische Wirkung in vivo ist bekannt und soll im
Einzelnen naher erlautert werden. Darliberhinaus wurden die bisher im EST noch
nicht getestete Substanz Thalidomid eingesetzt. Auch hier liegen in vivo Daten vor.

Saccharin

Saccharin ist der alteste synthetische SiBstoff und wurde 1878 von den Chemikern
Fahlberg und Ira Remsen an der John Hopkins Universitat entdeckt. Seit 1902 ist
Saccharin in Deutschland zugelassen. Saccharin wird flr die Herstellung diatetischer
Lebensmittel, in Light-Produkten und als Geschmacksverstarker eingesetzt.
Hinweise flr teratogene Effekte sind weder im Tierversuch noch beim Menschen
belegt. (Kroes et al 1977, London, 1988) Saccharin wird in vielen Embryotoxizitats-
versuchen, wie auch in der vorliegenden Arbeit, als Kontrollsubstanz eingesetzt.

Isoniazid (INH)

Isoniazid wird medizinisch in die Gruppe der Tuberkulostatika eingeordnet.

Isoniazid wird bei aerobem Stoffwechsel zu Isonicotinsaure oxidiert und anstelle von
Nikotinsdure in NAD eingebaut. NAD-Blockierung und die durch Flavinenzyme
kompensatorisch gesteigerte Oxidation des Substratwasserstoffes zu H.O, lassen
reaktive Sauerstoffmetabolite im Uberfluss entstehen. Diese schiadigen die DNA, die
Enzyme und durch Lipidperoxidation Membranfunktionen sowie den Zellwandaufbau
(Verlust der Saurefestigkeit und Virulenz). Isoniazid ist gegen beide
Tuberkuloseerreger, Mycobacterium tuberculosis und Mycobacterium bovis sehr
aktiv. (Aktories et al, 2005)
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Fir den Menschen qilt, dass wahrend der Schwangerschaft Isoniazid neben
Ethambutol (EMB) als sicherstes Praparat aus der Gruppe der Tuberkulostatika
angesehen wird. Es konnte keine embryotoxische Wirkung nachgewiesen werden.
(Snider et al, 1980)

Im Tierversuch fand sich ebenfalls kein Hinweis fir embryotoxische Effekte.
(Holdiness et al, 1987)

Penicillin G

Das Antibiotikum Penicillin G besitzt in seinem Molekil den B-Laktam-Ring als
antibakteriell aktives Zentrum. Dieser blockiert durch seine Strukturverwandtheit mit
der N-Acetylmuraminséaure die Transpeptidasen, die fir den Aufbau und die Stabilitat
der murinhaltigen Bakterienwand verantwortlich sind. (Mutschler et al, 2001)
Peniciline gehen auf den Embryo/Feten Uber und lassen sich in der
Amnionflissigkeit nachweisen. (Spielmann et al, 1992)

Es gibt jedoch keine Hinweise darauf, dass die Therapie mit Penicillinen in der
Schwangerschaft pranataltoxische Effekte hat. Dies wird durch eine ausflihrliche
Studie an 50000 Schwangerschaften unterstrichen. (Heinonen et al.,1977)

Im Tierversuch konnte ebenfalls durch eine Injektion von hochdosiertem Penicillin
wahrend verschiedener Abschnitte der Tragezeiten kein negativer Effekt auf den

Fetus beobachtet werden. (Korzhova et al, 1976)

Acetylsalicylsaure

Die Acetylsalicylsdure, auch bekannt unter dem Handelsnamen Aspirin, greift in die
Prostaglandinsynthese ein. Sie hemmt in therapeutischer Dosierung die
Cyclooxygenase (syn. Prostaglandin-H-Synthase), die Arachidonsaure in cyclische
Endoperoxide (die Vorstufen der Prostaglandine sowie von Thromboxan A2 und
Prostacyclin) Uberflihrt. Prostaglandine sind an der Entstehung von Schmerz und
Fieber, sowie an entzindlichen Reaktionen wesentlich beteiligt. Saure
Verbindungen, die die Synthese der Prostaglandine blockieren, wirken gleichzeitig
analgetisch, antipyretisch und antiphlogistisch. (Mutschler et al, 2001)

Salicylate sind lipophil, sie gelangen daher leicht Uber die Plazenta zum Embryo.
Zusatzlich weisen sie jedoch eine hohe Bindung an die Plasmaproteine der Mutter
auf und erreichen deshalb im embryonalen Blut nicht so hohe Konzentrationen wie
im matterlichen. Die Elimination erfolgt beim Feten, wegen der geringen Aktivitat der
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fremdstoffmetabolisierenden Enzyme und der geringen glomerularen Filtrationsrate
der Niere, nur langsam.(Spielmann et al, 1992)

Es konnte gezeigt werden, dass Acetylsalicylsdure im  Tierversuch
Wachstumsretardierung und Malformationen verursacht. In verschiedenen Studien
wurde nachgewiesen, dass ASS und ihre Derivate, in sehr viel hdheren
Konzentrationen als beim Menschen angewandt, teratogen auf Ratten, Mause,
Katzen und Hunde wirken. Konzentrationsabh&ngig konnten vermehrt Dysmorphien
des Kopfes, Nonokklusion des Neuralrohres, anomale Schwanz-Torsionen und
Fehlen von Extremitatenknospen verzeichnet werden. (Yokoyama et al, 1984,
Robertson et al, 1979) Die Relevanz dieser Beobachtungen fir die Exposition
humaner Embryonen ist unklar. Bei 5000 Schwangerschaften, in denen Mautter
wahrend der ersten 4 Monaten Aspirin Uber langere Zeit eingenommen hatten,
konnte keine Erhéhung des Missbildungsrisikos gefunden werden. (Slone et al,
1976) Im dritten Trimenon jedoch kann Acetylsalicylsaure einen vorzeitigen Schluss
des Ductus Arteriosus botalli bewirken.

Es zeigte sich, dass durch die Konjugation von ASS mit freien Radikalen die als
Teratogen bekannten Moleklle 2,3-und 2,5-Dihydroxybenzoesaure entstehen.
(Coudray et al.,1995; O"Connell and Webster,1990) Aus diesem Grund ist die Frage
der gefahrlosen Gabe von ASS wéhrend der Schwangerschaft noch nicht endgiiltig
geklart. (Karabulut et al.,2000)

Ascorbinsaure (Vitamin C)

Die biologische Wirkung der Ascorbinsdure beruht auf dem Wirkmechanismus als
Elektronendonator bzw.- akzeptor. Sie steht dabei in einem Redoxgleichgewicht mit
der radikalischen L-Semidehydroascorbinsaure. L-Ascorbinsaure wirkt als ein Ein-
Elektronendonator. Eine wichtige Rolle spielt Vitamin C bei der Hydroxylierung von
Nebennierenrindenhormonen, biogenen Aminen und Aminosauren. Darlberhinaus
ist die Ascorbinsaure beteiligt an dem Abbau von cyclischen Aminosauren, der
Umwandlung von Folsaure in Tetrahydrofolsdure, der Abdichtung von Kapillaren
(Antihyaluronidaseeffekt) und der Aktivierung von Thrombin (Gerinnungs-
beschleunigung). Ferner steigert es Immunitatsvorgange, wahrscheinlich durch
Hemmung der oxidativen Selbstzerstérung der Phagozyten durch reaktive
Sauerstoffspezies (Antioxidanswirkung) und férdert die Eisenresorption. (Mutschler et
al, 2001)
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Die Vitamin C-Konzentrationen im embryonalen/fetalen Blut liegen dreimal so hoch
wie im mditterlichen, da es nach dem plazentaren Ubergang von
Dehydroascorbinsaure zur Anreicherung im Embryo/Feten kommt (Malone 1975). Es
ist noch nicht eindeutig bekannt, wie zuséatzliche Gaben von Ascorbinsdure die
bereits erhdhte Konzentrationen dieses Vitamins im Embryo/Feten und seine
Oxidationssysteme beeinflussen. (Spielmann et al, 1984)

Embryotoxische Auswirkungen sind jedoch weder beim Menschen noch im

Tierversuch dokumentiert.

Coffein

Coffein wird medizinisch in die Gruppe der Psychostimulantien eingeordnet. Coffein
ist die pharmakologisch wirksame Komponente einer Reihe von nicht- alkoholischen
Getranken wie Kaffee, Tee, Kakao und Cola-Getranken. Coffein ist auBerdem
Bestandteil vieler frei verkduflcher Medikamente, z.B. in Schmerz- und
Erkaltungsmitteln.

In den dblichen Dosierungen von 50-200mg wirkt Coffein vorwiegend auf die
Grosshirnrinde. Beim Ermideten werden durch die Blockade von Adenosin-
Rezeptoren die Ermidungserscheinungen aufgehoben und die geistigen Leistungen
gesteigert. In héheren Dosierungen werden das Vasomotoren- und das Atemzentrum
durch Coffein erregt. Trotzdem steigt der Blutdruck nicht an, weil gleichzeitig Haut,
Nieren- und Koronargefasse durch peripheren Angriff erweitert werden. Coffein
besitzt auBerdem Stoffwechseleffekte, indem es die Glykogenolyse und Lipolyse
férdert. (Mutschler et al, 2001)

Wahrend der Schwangerschaft passiert Coffein die Plazenta. Einige seiner
Metabolite (Theophyllin, Theobromin, Paraxanthin) reichern sich im fetalen Gehirn
an. (Chernoff et al, 1987)

Dartber hinaus konnte in in vitro Versuchen nachgewiesen werden, dass Coffein
einige metabolische Pfade, die auch fir die neuronale Entwicklung eine wesentliche
Rolle spielen, beeinflusst. Dies waren: Hemmung der Cholesterol-Synthese,
Steigerung der Synthese extrazellularer Matrix und Antagonismus zu Adenosin.
(Spielmann et al., 1992)

Tatsachlich wurden in hochdosiert mit Coffein behandelten Embryonen der Maus drei

Typen von Neurulationsstérungen beobachtet. Dazu gehérten Verdickung des
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Neuroepithels, vorzeitige Ausstllpung des ventralen prosenzephalen Neuroepithels
und Nonokklusion des Neuralrohres. (Marret et al, 1997)

Basierend auf Literatur-Studien gibt es jedoch keinen signifikanten Beweis, dass der
mitterliche Koffein-Konsum wéahrend der Schwangerschaft zu Missbildungen beim
menschlichen Feten flhrt. (Hinds et al, 1996) Schwerer Koffeinkonsum wahrend der
Schwangerschaft kann nicht definitiv als ein Grund fir nachteilige Effekte auf das
Neugeborene angesehen werden, da dieser mit anderen sozio6konomischen
Einflussen wie Alkoholkonsum, Nikotinabusus und der Einnahme anderer Drogen
verbunden ist. (Martin et al, 1987)

Indomethazin

Indomethazin, ein Essigsaure-Derivat, entfaltet seine Wirkung Uber die Hemmung
der Prostaglandin H 1 und 2 Synthase (Cyclooxygenase). Medizinisch findet die
Testsubstanz Anwendung als Analgetikum, Antirheumatikum und Antiphlogistikum.
(Mutschler et al, 2001)

Wahrend des 3.Trimenons eingenommen, fuhrt Indomethazin zu vorzeitigem
VerschluB des Ductus arteriosus Botalli, was die Ausbildung des Lungenkreislaufes
behindert und bei Neugeborenen zur Hypertonie im pulmonalen Kreislauf fihrt.

Es konnten keine Hinweise auf erhéhte Missbildungsrate in Folge der Einnahme und

Therapie mit Indomethazin gefunden werden.

Phenytoin

Phenytoin wird in der Medizin seit Jahren prophylaktisch als Antiepileptikum zur
Reduktion von Grand Mal Anféllen eingesetzt. Die Wirkung erfolgt Gber die
Stabilisierung erregbarer Membranen z.B. an Neuronen und Myokardzellen,
wahrscheinlich durch Effekte an Natrium-, Kalium-, und Calcium-Kanalen. (Mutschler
et al, 2001)

Phenytoin geht ungehindert auf den Feten/Embryo Uber. Nach Phenytoin-Gabe
wurde sowohl beim Menschen als auch beim Versuchstier ein spezifisches
Phenytoin-Syndrom  beschrieben, das durch  prd- und  postnatalen
Wachstumsrtckstand, Mikrozephalie, geistige Retardierung und
Gesichtsdysmorphien gekennzeichnet ist. AuBerdem gehdéren zu diesem Syndrom
verkleinerte N&gel und verkirzte Endglieder von Fingern und Zehen, ein
fingerahnlicher Daumen sowie Lippen- und Gaumenspalten. (Hanson, 1976)
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Dexamethason

Glukokortikoide entfalten ihre Wirkung Uber intrazelluldre Rezeptoren und greifen so
in die Proteinsynthese ein. Zur antiphlogistischen Wirkung tragt die Hemmung der
Prostaglandin —Synthese durch Blockade der COX-2-Induktion bei. Ursache des
immunsuppressiven Effekts ist die Interferenz mit der Interleukin-2 Synthese in T-
Lymphozyten. Dartber hinaus wird die Synthese anderer Zytokine (z.B. Interferon,
Tumornekrosefaktor-alpha) und die von Adhé&sionsproteinen durch Glukokortikoide
gehemmt. (Mutschler et al, 2001)

Glukokortikoide kénnen die menschliche Plazenta passieren. (Romero und
Lockwood,1988). Obwohl die Plazenta Enzyme besitzt, die einige Glukokortikoide
inaktivieren kdnnen, zeigte sich, dass die Konzentration von Dexamethason im
embryonalen/fetalen Blut fast genauso hoch war wie in mitterlichem. (Spielmann et
al, 1992)

Malformationen nach Dexamethasoneinnahme betreffen in erster Linie den
Schadelknochen. Es handelt sich hierbei um Malformationen, die von Cranium
bifidum und Aplasia cutis congenita zu schweren Defekten wie Enzaphalozele bis
Meningozele reichen. (Jerome et al, 1988)

Busulfan

Busulfan ist ein bifunktioneller, alkylierender Sulfonsaureester und wird als
Chemotherapeutikum eingesetzt. (Mutschler et al, 2001) Als ursachlich fur die
Teratogenitat der Substanz gilt die Hemmung der Dihydrofolatreduktase. Dieses
Enzym reduziert Folsadure zu Tetrahydrofolsdure als wichtigen Teil des Ein-
Kohlenstoff Metabolismus, welcher fir die normale embryonale de novo DNA
Synthese notwendig ist. (DeSesso et al, 1992 )

Ergebnisse aus Tierversuchen haben gezeigt, dass Busulfan ein potent wirksames
Teratogen ist. Sowohl bei Ratten als auch bei Mausen zeigte sich, dass Busulfan
verschiedenste Skelett- und Extremitatendefekte induzierte. (Machado, 1967)
Darlber hinaus kann Busulfan, appliziert wahrend einer kritischen Phase der
embryonalen Entwicklung, durch selektive Wirkung auf Stammzellen Sterilitat des
Neugeborenen bewirken. (Krause 1973)

Es gibt einzelne Fallberichte tGber die Exposition von Busulfan kurz vor oder wahrend
der Schwangerschaft beim Menschen. In 12 Schwangerschaften, bei denen aufgrund
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einer Leukdmie kurz vor der Konzeption oder im ersten Trimester der
Schwangerschaft mit Busulfan (Dosis nicht genannt) behandelt worden war, wurden
keinerlei fetale Schaden beschrieben. In einem Fall eines Aborts in der 6. Woche p.c.

konnte bei dem Fetus eine Myeloschisis beobachtet werden. (Abramovic et al, 1978)

Diphenhydramin

Das Antihistaminikum Diphenhydramin besitzt neben seinen den Histamin 1-
Rezeptor hemmenden Eigenschaften auch anticholinerge und antiserotoninerge
Wirkungen. Die Substanz wird daher auch als Sedativum/Hypnotikum und besonders
in der Schwangerschaft als Antiemetikum eingesetzt. (Mutschler et al, 2001)

Im Tierversuch an trachtigen Mausen wurde Diphenhydramin in den Konzentrationen
20mg/kg/Tag, 100mg/kg/Tag und 200mg/kg/Tag Uber das Trinkwasser appliziert. Es
konnte kein toxischer Effekt auf die Tragetiere beobachtet werden. In hdheren
Konzentrationen traten jedoch Entwicklungsstérungen wie verklrzte Tragezeiten,
vermindertes fetales Gewicht und gesteigerte neonatale Mortalitat auf. (Naranjo und
deNaranjo 1968) In Tierversuchen mit Ratten und Kaninchen fand sich hingegen kein
Hinweis fir die erhdhte Inzidenz von Anomalien. (Schardein et al 1971)

Die Einnahme dieses Antiemetikums wahrend des ersten Trimenons der
Schwangerschaft soll beim Menschen zu einer erhéhten Inzidenz von
Gaumenspalten fihren (Richards et al., 1972), jedoch wurde dies von anderen
Autoren nicht betétigt. (Spielmann et al, 1992)

Hydroxyharnstoff

Hydroxharnstoff, ein Antimetabolit, der zur Therapie verschiedener hamatologischer
Erkrankungen eingesetzt wird, wurde von zahlreichen Teratologen untersucht.
(Rodgers et al, 1990) Hydroxharnstoff hemmt die Ribonukleosiddiphosphat-
reduktase, das Enzym, welches Ribonukleotide in Desoxyribonukleotide Uberfihrt
und damit einen geschwindigkeits-bestimmenden Schritt der DNA-Synthese
kontrolliert. Hydroxharnstoff arretiert dadurch Zellen beim Ubergang von der G1 in
die S-Phase. (Mutschler et al, 2001)

Hydroxurea hat sich als starkes Teratogen in allen bislang getesteten Spezies
erwiesen. (Schardein, 1993) Hydroxharnstoff induzierte bei Ratten Defekte des
zentralen Nervensystems, des Gaumens und des Skelettes nach Injektion von 185 —
1000mg/kg an Gestationstag 9,10,11 oder 12. (Chaube et al, 1966).
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Neuralrohrdefekte und Fehlentwicklungen des Herzens wurden bei Hamstern nach
intravendser Gabe von 50mg an Gestationstag 9,10, oder 11 dokumentiert. (Ferm,
1966) Eine kumulative Dosis von 500mg/kg zwischen Gestationstag 21 und 44
verursachte multiple skeletale, urogenitale, kardiale und okkulare Anomalien beim
Rhesusaffen (Wilson et al, 1975). Eine Literaturrecherche zum Thema
Hydroxharnstoff und Schwangerschaft beim Menschen offenbarte 15 Falle von
Frauen, die wahrend der Schwangerschaft mit Hydroxharnstoff therapiert worden
waren. Es gibt keine Fallberichte Uber Teratogenese oder Mutagenese beim
Menschen. (Diav-Citrin et al, 1999)

Methotrexat

Methotrexat selbst, bzw. die mittels des Enzyms Folylpolyglutamat-Synthetase
gebildeten Polyglutamate, die intrazellular zurtckgehalten werden, hemmen die
Dihydrofolsaurereduktase. Auf diese Weise wird die Ubertragung von Einkohlenstoft-
Fragmenten auf Nukleinsdurebausteine gehemmt. Die Folge ist eine gestorte
Nukleinsauresynthese. (Mutschler et al, 2001)

Methotrexat  wird bei  verschiedenen malignen  Erkrankungen als
Chemotherapeutikum eingesetzt.

Folsaure-Antagonisten gelten als eine der Hauptursachen fir Neuralrohrdefekte
(NTD). Es ist sicher, dass diese Substanz fiir den Menschen teratogen wirkt:

Eine Methotrexatexposition von mehr als 10mg/Woche kurz vor bzw. wahrend des
ersten Trimesters der Schwangerschaft fiuhrte beim Menschen zur Entwicklung von
Neuralrohrdefekten und Dysmorphien des Aminopterin-Syndromes. Dazu gehéren
Minderwuchs, schwere Ossifikationsstérungen des Kalvariums, hypoplastische
Augenbrauen, kleine, tiefsitzende Ohren, abnorm kleiner Oberkiefer und
Extremitadtenanomalien. Dartber hinaus kommt es zu mentaler Retardierung. (Del
Campo et al 1999). Als kritischer Expositionszeitraum wird die 6.-8. Woche post
conceptionem und als kritische Dosis 10 mg/Woche angesehen. (Feldkamp and
Carey 1993)

Im Tierversuch wirkte Methotrexat wahrend der Embryonalentwicklung teratogen
oder letal auf alle getesteten Spezies. Uberlebende Feten wiesen multiple
Malformationen des Kopfes, der Extremitaten und des Stammes auf. (DeSesso et al
1991)
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5-Fluorouracil

5-Fluorouracil ist ebenfalls ein Antimetabolit. Auch diese Substanz wird in der
Tumorbehandlung eingesetzt. Die Affinitat von 5-Fluorouracil nach Umwandlung in 5-
FAUMP zur Thymidilatsynthetase ist 250-400 mal héher als die von dUMP, das mit
Hilfe dieses Enzyms zu Thymidilat methyliert wird. Zunachst gebildetes 5-FUMP wird
auch in RNA eingebaut. Deshalb wird neben der DNA- auch die RNA-Synthese
gestort. (Mutschler et al, 2001)

Die Letalitat der Embryos war im Tierversuch unabhangig von der 5-Fluorouracil
Dosis, die wahrend der Entwicklung appliziert worden war, nur gering. Die
Teratogenitat dieser Substanz in mehreren Tierspezies ist jedoch gut bekannt. Shuey
et al (1994) zeigten, dass bei steigender Substanzkonzentration zunachst ein
reduziertes fetales Gewicht und generelle Minderossifikationen beobachtet werden
kénnen. Bei hohen Konzentrationen kam es zu zahlreichen Malformationen wie
Lippen-Kiefer Gaumenspalte und Defekten der Hinterlaufe.

Es gibt wenig Erfahrung mit 5-FU Exposition wahrend der Schwangerschaft beim
Menschen. Nach einzelnen Fallberichten gab es keinen Hiniweise auf schadliche
Wirkungen ab dem 2. Trimenon. (Gwyn et al, 2000)

Cytosinarabinosid (Cytarabin; AraC)

Cytosinarabinosid wird zunachst in das Nukleosidtriphosphat Ara—CTP umgewandelt
und hemmt einerseits kompetitiv die DNA Polymerase, andererseits wird es bereits in
niedrigen Konzentrationen in die DNA eingebaut und bewirkt in der S-Phase eine
Unterbrechung der DNA Synthese. (Mutschler et al, 2001)

In bezug auf Teratogenitdt konnten in in vivo Versuchen an Mausen
Huftgelenksanomalien und Fehlbildungen der hinteren Extremitat beobachtet
werden. Hier wurde trachtigen Mausen an Tag 8, 9.5, oder 11 der Gestation,
intraperitoneal einmalig eine Dosis von 5.0 oder 7.5 mg/kg Cytosinarabinosid injiziert.
Mit einer Inzidenz von 30% wurden in der Gruppe der Mause, die an Tag 9.5 die
Dosis von 7.5 mg/kg erhalten hatten, HuOftgelenksanomalien in Form von
Femurschaftdysplasie, Pseudarthrose  des Femur, Femurkopfdysplasie,
Acetabulumdysplasie, Fusion zwischen Femurkopf und Acetabulum und
Pseudarthrose des Huftknochens beobachtet. Bei Neugeborenen, die keine
Hiftanomalien entwickelt hatten, trat gehauft Oligodaktylie auf, wohingegen in der
Gruppe der Mause mit Hiftanomalien dieses Problem nicht beobachtet wurde.
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(Chiba et al., 1996) Auch bei Ortega et al (1991) wurde ahnliches dokumentiert. Hier
wurde neben der skeletalen Entwicklung auch die Organogenese beurteilt. Betroffen
waren insbesondere Nieren und ableitende Harnwege. Bei Percy et al (1975) wurden
zusatzlich retinale Dysplasien sowie segmentale zerebellare Hypoplasien
dokumentiert.

In der Literatur sind mehr als 20 Falle beschrieben, bei denen es beim Menschen zu
Cytarabineinnahme wahrend der Frihschwangerschaft kam. (Manoharan et al, 1979;
Tobias et al, 1980) In drei der Falle wurde Cytarabin im Zeitraum der Empfangnis
gegeben, in zweien in der Phase der Organentwicklung des Embryos. (Maurer et al
1971; Necomb et al, 1978) Es wurde in keinem der Félle von kongenitalen
Abnormalitdten bei den lebendgeborenen Kindern berichtet. Allerdings wurde in 5

Schwangerschaften ein therapeutischer Schwangerschaftsabbruch vorgenommen.

Retinolsaure

Retinoide greifen an intrazellularen Rezeptoren an. Nach Bindung der Liganden an
einen der Rezeptoren bilden sich Homo- oder Heterodimere, die als
Transkriptionsfaktoren in die Genexpression eingreifen. Auf diese Weise senken
Retinoide eine erhdhte Zellproliferation durch Blockade von Aktivatorprotein 1 und
interferieren mit der Bildung von Zytokinen. (Mutschler et al, 2001)

Vitamin A wird ahnlich wie Vitamin C im Embryo angereichert und kann beim
Menschen in Konzentrationen Uber 10000 |L.LE. pro Tag zu Missbildungen wie
Neuralrohrdefekten flhren.

Zu den dartber hinaus méglichen Missbildungen gehdren Hydrozephalie, Ohrdefekte
wie Mikrotie, verschiedene Herzmissbildungen sowie Thymusaplasie. Auch spontane
Fehlgeburten kénnen eintreten. (Spielmann et al., 1992). Chazaud et al (1999)
zeigten, dass Retinolsaure fir die Determination der Rechts- Links- Asymmetrie
viszeraler Organe bendtigt wird. Eine exzessive Zufuhr fihrt zu einer symmetrischen
Expression der Gene, die normalerweise spezifisch fir die linke Seite exprimiert
werden. Die Folge ist eine Fehlentwicklung der inneren Organe insbesondere des
Herzens. In einer Arbeit von Shum et al. (1999) wurde dartiber hinaus gezeigt, dass
Retinolsdure zu einer Herabregulation des wnt-3 Genes flihrt, was in einer gestorten
Entwicklung der Schwanzknospe resultiert. Es kommt zur Induktion einer extensiven

Apoptose der mesenchymalen Zellen mit anschlieBender Ausbildung ektoper
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Neurotubuli. Bei den verbleibenden Zellen wurde durch die Retinolsidure eine

Differenzierung in neuroektodermale Zellen bewirkt.

Thalidomid (Contergan)

Thalidomid (a-[-N-Phthalimido]-glutarimid) wurde 1954 unter dem Namen Contergan
vermarktet und weltweit in 46 anderen Staaten lizenziert. Viele Pharmafirmen stellten
Thalidomid in verschiedenen Konzentrationen unter mehreren Handelsnamen her.
Medizinische Anwendung fand das Préparat in der Behandlung von Angststérungen,
Schlaflosigkeit, Gastritis und emotionalen Spannungszustidnden. Es wurde als
gefahrlos bei der Anwendung in der Schwangerschaft angesehen, und haufig als
potentes Antiemetikum eingesetzt. Routine Screening Tests bescheinigten
Thalidomid, nicht toxisch im Nagetier zu sein, und deshalb wurde seine
hochteratogene Potenz im Menschen nicht erwartet.

In den frihen 60er Jahren wurden eine Reihe von Kindern mit hypoplastischen
GliedmaBen defekten geboren, und erstmals von Lenz (1963) und McBride (1963),
unabhangig voneinander, eine Korrelation des Auftretens der Anomalien mit der
Einnahme des Medikamentes Contergan vermutet. Einige Monate spéater wurde
Contergan zunéchst in Deutschland, spater auch in den anderen Staaten aus dem
Verkauf zurlickgezogen.

Es wurde herausgefunden, dass insbesondere die Einnahme des Préparates in
einem Zeitraum zwischen dem 20. und 34. Tag nach der Fertilisation teratogen
wirkte. Die sensible Phase flr die Extremitatenentwicklung liegt beim Menschen
zwischen dem 29. und 46. Tag der Schwangerschaft. (Miller et al, 1999)

Die Einnahme wahrend dieser Zeit resultierte beim Feten letztendlich in einem
Symptomenkomplex, der auch als Thalidomid—Embryopathie bezeichnet wurde. Ein
auffallendes Charakteristikum ist das doppelseitige Fehlen von
GliedmaBenabschnitten; dies ist besonders typisch im Fall der Phokomelie, bei der
die Hande von der Schulter entspringen. Diese Dysmelien finden sich insbesondere
im Bereich der oberen Extremitaten in unterschiedlicher Lokalisation und
Auspragung, von isolierten minimalen Hypoplasien bis zur Amelie reichend. Ferner
gehorten dazu Fehlbildungen im Kopfbereich, wie Dysotie bis Anotie (haufig mit
Taubheit), Mikroophthalmie, Kolobom, multiple Hirnnervenstérungen (lll.,1V.,VI.,VIL.),
Naevus flammeus im Mittelgesicht und dariber hinaus Fehlbildungen innerer

Organe, wie z.B. die Fallot’sche Tetralogie des Herzens.
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Im Tierversuch wurden die teratogenen Effekte von Thalidomid und seinem Derivat
EM12 unter anderem am Krallenaffen erforscht.

Es wurde gezeigt, dass das S(-)-Enantiomer von EM12 die typischen schweren
Extremitatenanomalien, wie Amelie, Phokomelie und Radiusaplasie verursacht. Im
Gegensatz dazu wurde nach Applikation des R(+)-Enantiomers nur wenige und
weniger schwere Skelettdefekte beobachtet. (Heger et al.,1994)

Stephen und Filmore (2000) vermuten, dass Thalidomid den folgenden Signalweg
und damit die Extremitatenentwicklung beeintrachtigt: die Wachstumsfaktoren FGF-2
und IGF-1 wirken an Rezeptoren mesenchymaler Zellen der Extremititenknospen,
und setzen ein second-messenger System in Gang, welches letztendlich fir die
Angiogenese in den Extremitatenknospen verantwortlich ist. Verschiedene Schritte
dieses Signalweges hangen von der Aktivierung von Genen mit hauptsachlich
GGGCGG Promotoren (Regulationselemente) ab. Thalidomid, oder ein
metabolisches Produkt von Thalidomid, bindet spezifisch an GC Promotoren und
hemmt ihre Transkription. Die Hemmung dieser Gene interferiert also mit der
normalen Angiogenese und resultiert letztendlich in der Amputation der
Extremitatenknospen. (Stephen and Fillmore, 2000)

Bei der Abklarung durch Experimente wurden Artunterschiede gefunden: Manche
Primaten und die Kaninchen sind starker empfindlich, wogegen Mause und Ratten im

allgemeinen von der Stérung nicht betroffen sind.
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2 Fragestellung und Ziele

Die Grundlage fur die vorliegende Arbeit bildet die Validierung des Embryonalen
Stammzelltestes, wie er zuvor von Spielmann et al (1997) beschrieben wurde.
Eingesetzt wurden 16 Testsubstanzen (mit in vivo bekanntem teratogenem
Potential), die der Empfehlung der ,US Teratology Society For In Vitro Embryotoxicity
Test’ (Smith, et al 1983) entstammen und bereits zuvor im EST eingesetzt worden
waren. Zusatzlich wurde erstmals Thalidomid, welches fur teratogene Wirkungen
bekannt ist, eingesetzt, um die Aussagefahigkeit des Embryonalen Stammzelltest zu
prufen. Aufgrund des groBen Interesses das in der Vergangenheit und auch aktuell
durch Thalidomid hervorgerufen wurde, liegen eine Vielzahl von in vivo und in vitro
Daten zu dieser Testsubstanz vor, so dass Vergleichsmdglichkeiten vorhanden sind
und eine sinnvolle Beurteilung des EST ermdglicht wird.

Darlberhinaus sollten Methoden getestet werden, die eine Mdglichkeit darstellten
den wichtigsten Endpunkt des Embryonalen Stammzelltest, die Hemmung der
Differenzierung zu kontrahierenden Kardiomyozytenarealen, der bisher nur
mikroskopisch bewertet wurde, genauer zu quantifizieren. An dieser Stelle lag
bislang eine Fehlergefahr innerhalb des Tests vor, da diese Areale unterhalb einer
bestimmten GréBe und unterhalb einer bestimmten Kontraktionsfrequenz
mikroskopisch nur schwierig auszumachen waren und darlber hinaus ihre GréBe
nicht in die Bewertung mit aufgenommen werden konnte.

Aus diesem Grund wurde zur Quantifizierung der Kardiomyozyten innerhalb der
Embryoid Bodies am Ende der Differenzierung die Konzentration kardiomyozyten-
spezifischer Antigene sowie die Expression eines kardiomyozytenspezifischen
Genes gemessen. Ausgewahlte Methoden hierfir waren Zell-ELISA, Durchfluss-

zytometrie und quantitative RT PCR.
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3 Material und Methoden

3.1 Gerate

Flussigstickstoff (Cryoson BSR-260)

Warmeplatte (Heidolph MR 2002)

Begasungsbrutschrank (Heraeus 6000)

Zentrifuge (GPKR Beckmann)

Zellzahlgerat (Casy 1, Cell Counter, Schéarfe System)

Peltier Thermal Cycler (MJ Research, Watertown, MA, USA)

ABI Prism ® 7700 Sequence Detector (PE Biosystems)

Fluoreszenzmikroskop mit Fotokamera (Leitz, Wetzlar)

FACS Calibur Durchflusszytometer (Becton Dickinson, Heidelberg)
Spektro-Photometer (Spectra FLUOR Plus, TECAN)

Lichtmikroskop (Fluovert, FS, Leitz)

CytoFluor Il Fluorescence Multi Well Plate Reader (PerSeptive Biosystems, Freiburg)
Pipetten (Varipette 4710 einstellbar zwischen 0,5yl und 1000ul, Eppendorf,
Hamburg)

Mehrkanalpipette (Dunn Labortechnik)

3.2 Labor und Verbrauchsmaterialien

Kulturflaschen 75 cm? (Primaria ™ Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg)
96 well Gewebekulturplatten (Primaria Falcon)

24 well Gewebe Kulturplatten (Primaria Falcon)

Zentrifugenréhrchen (10, 50ml; Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg)
Petrischalen (60, 100mm Primaria Falcon)

Sterilfilter (40um Cell Strainer, BD Falcon)

Micro Amp Optical Plates and Caps (PE, Applied Biosystems)

RNeasy Kit MIDI (Quiagen, Hilden)

Die fur die verschiedenen Versuche verwendeten Versuchschemikalien, Lésungen,

Puffer und Antikérper werden bei der jeweiligen Versuchsbeschreibung aufgelistet.

28



Material und Methoden

3.3 Zelllinien

FOr die nachfolgend beschriebenen Versuche werden 2 permanente Zelllinien

eingesetzt:
Balb/c3T3,Klon A31 (ATCC;Cat.no.CCL-163)
ES-D3 (ATCC;Cat.no.CRL-1934)

Die Zellen werden durch American Type Cultur Collection geliefert und wie unten be-
schrieben in Kultur gehalten.

34 Testsubstanzen

Vor jedem Versuchsansatz werden die Testsubstanzen in geeignetem Lésungsmittel

geldst und fir den weiteren Verbrauch in Portionen bei -20°C eingefroren.

1. Ascorbinsaure (Sigma 59H83001) 10. Hydroxyharnstoff (Sigma H8627)

2. Salicylsaure (Sigma S3007) 11. Indomethazin (Sigma | 17378)

3. Busulfan (Sigma B2635) 12. Isoniazid (Sigma | 3377)

4. Coffein (Sigma A 5376) 13. Methotrexat (Sigma A 6770)

5. Cytosinarabinosid (Sigma C6645) 14. Penicillin G (Sigma PEN NA)

6. Dexamethason (Sigma D1756) 15. Retinolsaure (Sigma R2625)

7. Diphenhydramin (Sigma D3630) 16. Saccharin (Sigma S1002)

8. Phenytoin (Sigma D4505) 17.Thalidomid (Research Biochemicals
9. 5-Fluorouracil (Sigma F6627) International MF-11-48)
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3.5 Zellkultur

Routinekultur ES-D3 Dulbecco’s MEM + Glutamax-l, + Natriumpyruvat +
1000mg/ml Glucose, +Pyridoxin (Gibco)
17% Fetales Rinderserum (Sigma), 1% Nicht Essentielle
Aminosauren (Gibco),
1% Sigma Penicillin Streptomycin Solution (Sigma),1000 U/mi
LIF (ESGRO),
0,1 mM B-Mercaptoethanol (Sigma)
3T3 A31 Dulbecco’s MEM + Glutamax-l, + Natrimpyruval+
1000mg/l Glucose, Pyridoxin (Sigma)
4,5% Fetales Kalber Serum (Sigma), 4,5% Normales Kalber
Serum (Sigma),
0,9% Penicillin Streptomycin Solution (Sigma), 0,9% Glutamin
(Sigma)
Versuchskultur ES-D3 s.0. ohne LIF Zusatz
3T3 A31 S.0.

Tabelle 3.5-1: Zusammenstellung der fir den ,Embryonalen Stammzelltest’® verwendeten
Zellkulturmedien

Die Zellen werden nach Lieferung bis Passage 5 kultiviert und anschlieBend in
Flussigstickstoff gelagert. Vor dem Auftauvorgang wird zun&chst eine Kulturflasche
mit Gelatine beschichtet: Mit sterilem Aqua bidest wird die Gelatine auf 10mg/ml
verdinnt und auf der Warmeplatte gelést. Pro 10cm? Bodenflache wird 1ml der
Lésung in die Kulturflasche gegeben und 30min bei 37°C im Begasungsbrutschrank
inkubiert. Danach wird die Ldsung sofort abgesaugt, die Flache 1x mit PBS
gewaschen und die Kulturflasche sofort verwendet. Innerhalb kirzester Zeit werden
die Zellen im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und in 5ml PBS Uberfihrt. Nach 10min.
Zentrifugation (4°C/1200 Upm) wird das Pellet in Medium resuspendiert und in einer
Zellkulturflasche ausgesat.

Am darauffolgenden Tag wird der Zellrasen 1x mit PBS gewaschen und neues
Medium hinzugegeben. Die Zellen werden alle 2 Tage umgesetzt und nur von
Passage 6-18 flr Versuche verwendet. Vor dem Abldésen des Zellrasens wird das
Medium verworfen und die Zellen mit 10ml PBS gewaschen. AnschlieBend werden
5ml 0,25% Trypsin-EDTA in jede Flasche gegeben, fir ca. 30 sec vorsichtig
geschwenkt, Uberstehendes Trypsin verworfen, und zuletzt fir ca. 1 min im
Brutschrank inkubiert. Die Zellen werden vorsichtig abgeklopft und die
Zellsuspension Uber einen Sterilfilter in ein 50ml Falcon-Réhrchen Uberfiihrt. Nach
Zentrifugation wird das Zellpellet mit 2ml frischem Medium resuspendiert und mit
Hilfe eines Zellzahlgeréates die Zellzahl bestimmt. Pro 75cm? Falcon—Zellkulturflasche
werden 1-2x 10° Zellen ausgesit.
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3.6 Embryonaler Stammazell Test (EST)

3.6.1 Differenzierungsversuch

Die sogenannte “hanging drop™ Zellkulturtechnik, die ermdglicht, dass embryonale

Stammzellen der Maus in spontan kontrahierende Kardiomyozyten differenzieren,
wurde von Wobus et al (1991) entwickelt und 1994 von Heuer et al fir die ES-D3

Zelllinie adaptiert.

Taq 0: Induktion von ES-Zell Aggregaten:

Die auszutestenden Substanzen
werden in Medium ohne LIF-Zusatz in 5
Konzentrationen  verdinnt.  Zuletzt
375 x 10°

hinzugefugt. Die Zellen werden 1/10 in

werden Zellen/ml
Trypan—-Blau Lésung (Sigma) verdinnt
und in einer Neubauer Zahlkammer
ausgezahlt. Dadurch kann gleichzeitig
die Anzahl
werden. Nur bei einem Anteil von mind.
90%

Zellsuspensionen verwendet.

toter Zellen bestimmt

lebender Zellen werden die
Je Testkonzentration wird eine 100mm

Zellkultur Petrischale mit 5ml PBS

gefallt. Auf die Innenseite des Deckels
der Schale werden maximal 50 Tropfen
pipettiert. Jeder dieser Tropfen enthalt
20pl des
Verdinnungsansatzes mit 750 Zellen.

jeweiligen

Der Deckel der Schale wird vorsichtig
auf die Petrischale aufgesetzt. Diese
hangenden Tropfen® werden 3 Tage im
Begasungsbrutschrank inkubiert.

Zellkultur in 'hingenden Tropfen'
Inkubation (37°C/5%C0O2/ 3 Tage)
Induktion von ES-Zell Aggregaten

I

Tag 3

| |
2.0 €% © 00 001
%% e®oo 900

Kultivierung in Suspensionslésung
Inkubation (37°C /5% CO2/ 2Tage)
Differenzierung in EBs

Tag S

BaEa0E

Kutivierung in 24-Wellplatten
Inkubation (37°C/ 5%C0O2/ 5 Tage)
Differenzierung zu Myokard

Endpunkt: Kontraktionen

L RTIOICKS o009 o000 a0 00
e e () (L] R

an Tag 10

750 Zellen /
20ul Testlosung
max.50
Tropfen/Schale

Sml Testlosung
+
'héingende Tropfen'
aus der 1. Schale

1ml Testlosung
+
1 EB
pro Vertiefung

Abbildung 3.6-1: Schematische
Darstellung des Differenzierungsversuches
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Tag 3: Differenzierung zu ’Embryoid Bodies’ :

Es werden die gleichen Verdiinnungsreihen wie an Tag 0 hergestellt.

Mit jeweils 5ml Substanzlésung werden die hdngenden Tropfen vorsichtig aus dem
Deckel der Petrischale gewaschen. Um die Embryoid Bodys (EBs) nicht zu
beschadigen wird die Suspension mit einer 5ml Pipette in eine 60mm Petrischale
Uberfhrt.

Diese Embryoid Body-Suspensionen werden 2 Tage im Begasungsbrutschrank

inkubiert.

Tag 5: Differenzierung zu Myokardzellen

Es werden die gleichen Verdiinnungsreihen wie an Tag 0 hergestellt.

Je Konzentration werden 2 Platten mit 24 Wells verwendet. In jede Vertiefung wird
1ml der entsprechenden L&sung pipettiert. AnschlieBend wird jeweils 1 Embryoid
Body (EB) mit 20ul Suspensionslésung in jede Vertiefung pipettiert.

Die ’Embryoid Bodies’ werden 5 Tage im Begasungsbrutschrank inkubiert.

Taq 10: Auswertung

An Tag 10 des Versuches wird die Differenzierung der Embryonalen Stammzellen in
kontrahierende Myokardzellen mit Hilfe eines Lichtmikroskops untersucht. Jeder
Embryoid Body (EB) wird einzeln auf Vorhandensein dieser Areale untersucht und
entsprechend dokumentiert. Der Versuch wird nur akzeptiert, wenn in den
Kontrollplatten mindestens 21 von 24 Embryoid Bodies (EBs) spontan
kontrahierende Myokardzellen entwickelt hatten.

3.6.2 Zytotoxizitatsbestimmung

Parallel zum Differenzierungsversuch werden die Substanzen bezlglich ihrer
Zytotoxizitat untersucht. Es werden einerseits Embryonale Stammzellen (DS3),

andererseits 3T3 Zellen als adulte Zelllinie verwendet.

Taq 0
Die Zellen werden mit einer Mehrkanalpipette in Gewebekulturplatten mit 96 Wells

pipettiert. Pro Vertiefung werden 500 Zellen in 100ul Zellkulturmedium ausgesat.
AnschlieBend werden die Zellen fir 2 Stunden im Begasungsbrutschrank inkubiert.
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Die auszutestenden Substanzen werden in Medium ohne LIF-Zusatz in 5 zuvor
festgelegte Konzentrationen verdiinnt und nach folgendem Schema auf die Zellen
pipettiert:
Positiv Kontrolle 5-FU (nur in Reihe 1)
0,0001 pg/ml 0,001pg/ml 0,01pg/ml Oug/ml

>

ﬁ

Q00O

Kontrollreihe

< niedrigste
g .
Konzentration

4

O
O
O
O
O
O

0000000

0000000 )

Q0000000

Q0000000

O
O
O
O
O
O
O
O

OO
OO
OO
OO
OO
OO
OO0

hochste
O “ Konzentration
- -
| ——
Substanz 1 Substanz 3
Substanz 2

Abbildung 3.6.2-1: Schematische Darstellung der
Plattenbelegung fir den Zytotoxizitatsversuch

Die Zellen werden 3 Tage im Brutschrank inkubiert.

Tag 3
Es werden die gleichen Verdinnungsreihen wie an Tag 0 hergestellt.

Mit einer Mehrkanalpipette (Dunn Labortechnik) wird das alte Medium vorsichtig
entfernt und 200ul frische Substanz hinzugegeben.
Die Zellen werden 2 Tage im Begasungsbrutschrank inkubiert.

Tag 5
s. Tag 3

Inkubationsdauer: 5 Tage

Tag 10: Auswertung
Zunachst werden die Zellen unter dem Mikroskop kontrolliert und eventuelle
Auffalligkeiten vermerkt.
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MTT- Auswertung

Testprinzip: Messung der Aktivitdt der mitochondrialen Dehydrogenasen lebender
Zellen unabhangig davon, ob sie momentan DNS synthetisieren oder nicht. Das
Tetrazolium Salz MTT wird hierbei nur durch metabolisch aktive Zellen durch das
»ouccinat-Tetrazolium-Reduktase System®, das zur mitochondrialen Atmungskette

gehoért, zu einem blauen Formazan reduziert.

MTT N Fermazan /
7 1
| i \ )
/// v M R o MADH
S i
N/ y==H \/ N N

CHy
ls\< ﬂ/J\N% ”\#“
! I

Abbildung 3.6.2-2: Schematische Darstellung der
Farbreaktion im MTT-Versuch

Durchfihrung: Zu dem Medium werden 20ul MTT-Lésung pipettiert und die Platten
kurz geschittelt. Es folgt eine Inkubationszeit im Begasungsbrutschrank fur 2
Stunden, bzw. 4 Stunden fiir ES-Zellen. AnschlieBend wird der Uberstand
abgenommen und verworfen. Die Zellen werden mit 20ul 3% SDS Lésung lysiert und
mit 100ul Isopropanol 0.04 N HCI extrahiert. Die Platten werden 15 min geschiittelt
und nach weiteren 15 min erfolgt die Messsung.

Die Lichtabsorption wird im Photometer bei 570nm und 630 nm (Referenz)

gemessen.
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3.6.3 Klassifizierung des embryotoxischen Potentials der Testsubstanzen
mit Hilfe des Pradiktionsmodells

Um das embryotoxische Potential einer Substanz zu bestimmen wird das von ZEBET
fir den EST entwickelte “Pradiktionsmodell* (PM), basierend auf linearer
Diskriminanzanalyse, verwendet. (Scholz et al, 1999) Als Grundlage diente die
Pravalidierungsstudie durchgefihrt von ZEBET/ BgVV mit 20 Testsubstanzen der
Klassen nicht, schwach und stark embryotoxisch.

Als Endpunkte der 3 Testbestandteile, MTT-Versuch mit 3T3 Zellen, MTT-Versuch
mit D3 Zellen und Differenzierungsversuch, werden die folgenden Werte aus den im

EST gewonnenen Dosis-Wirkungskurven berechnet:

e 1C503T3 (Substanzkonzentration, bei welcher noch 50% der 3T3-Zellen leben)

e IC5 D3 (Substanzkonzentration, bei welcher noch 50% der D3-Zellen leben)

e IDsy D3 (Substanzkonzentration, bei welcher noch 50% der Embryoid Bodies
Kontraktionen aufweisen)

Die ermittelten Werte werden in die folgenden Formeln eingesetzt:

Lineare Diskriminanzfunktionen LIi,11I

IC503T3-1Dsg
I: 5.9157 Log(IC503T3)+3.500 Log(ICsoD3)-5.307  -w-wrmwmemmemmmmemmmecen -15.72
IC503T3
IC503T3-1Dsg
II: 3.651 Log(ICso 3T3)+2.394 Log (IC5oD3) —2.033  ----rmvmemmemmememmemenees -6.85
ICs0 3T3
ICs03T3-IDso
111:-0.125 Log (ICso 3T3)-1.917 Log (IC5oD3)+1.500  =---wrmvmmmmemmmemmemems 2.67
ICs0 3T3

Die Klassifizierung der Substanzen in die 3 Embryotoxizitatsgruppen nicht, schwach
und stark embryotoxisch erfolgt mit Hilfe der dadurch ermittelten Werte fir die

Diskriminanzfunktionen I, Il und Il nach folgendem Prinzip:
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Klasse 1 wenn | >l

nicht embryotoxisch |und 1>l
Klasse 2 wenn Il > |

schwach embryotoxisch lund 1l > 1l
Klasse 3 wenn Il > |

stark embryotoxisch |und Il >l

Tabelle 3.6.3-1 Klassifizierungskriterien fiir die Embryotoxizitdt der Substanzen basierend auf ihrer

Zytotoxizitat und ihrer Wirkung auf die Differenzierung der Zellen zu Kardiomyzyten.

Eine Klassifizierungstabelle, erstellt mit Microsoft Excel (Version 5.0), die die oben
beschriebenen Formeln und Werte zur Bestimmung des embryotoxischen Potentials
einer Substanz enthalt, wird zur Berechnung der Einteilung der Substanzen in die
entsprechenden Gruppen verwendet.
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3.7 Immunfluoreszenz-Farbung

Geeignete Antigene zur Antikérperfaroung von Kardiomyozyten sind die am Aufbau

der Myofibrillen beteiligten Proteine Aktin, Myosin und alpha-Aktinin.

Fixierung 3,7% Formaldehyd/ 1% Methanol in PBS
(beide Merck)
Blockierung 1%BSA (Sigma)/ 0,5% Saponin (Sigma)/

0,02% NaNj (Merck) in PBS

1.Antikérper

Monoklonal Anti a-Aktinin (Sarcomeric), IgG1
Isotyp, Klon EA53 (Sigma)

Monoklonal Anti a-Sarcomeric Aktin, IgM
Isotyp, Klon 5C5 (Sigma)

Maus Anti-Myosin, Cardiac Heavy Chain o/B,
Monoklonal Antibody, IgG1 Isotyp
(Chemicon)

jeweils gelést in 1% BSA, 0,5% Saponin,
0,02% NaN3 in PBS

2. Antikorper

Ziege Anti-Maus IgG, F(ab’), spezifisch,
Fluoreszein konjugiert (Pierce)

Ziege Anti-Maus IgM, F(ab‘), spezifisch,
Fluoreszein konjugiert (Pierce)
Anti-Maus IgG (Fc-spezifisch) Biotin
konjugiert (Sigma)
Streptavidin-R-Phycoerythrin konjugiert
(Sigma)

jeweils gelést in 1% BSA, 0,5% Saponin,
0,02% NaNg3 in PBS

zusatzlich Hoechst 33258 1:1000

Tabelle 3.7-1: Darstellung der wahrend der einzelnen Schritte der Immunfluoreszenzfarbung

verwendeten Puffer und Antikérper

Die ‘Embryoid Bodies’ werden an Tag 10 mit je 500ul der Fixierungslésung ftr 20min

bei Raumtemperatur fixiert.

Unspezifische Bindungen werden mit Blockierungslésung ftr 30 min blockiert.

FOr die Farbung werden die Antikdrper in Saponin—-Lésung verdinnt. Die

Inkubationszeiten betragen fir den ersten Antikdrper mindestens 12 h (4°C) und far
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den 2. Antikérper 2h (4°C). Nicht gebundene Antikdrper werden jeweils nach
Inkubation durch dreifaches Waschen entfernt. Der 2. Antikdrperlésung wird zur
Kernfarbung zusatzlich Héchst 33258 in einer Verdiinnung von 1:1000 zugefligt

Die Farbung wird mit einem Fluoreszenzmikroskop bei 450-490 nm (FITC) und 270-
380 nm (H6chst 33258) Wellenlange ausgewertet und fotografiert.

3.8 Zell-ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Fixierung Methanol (-20°C) (Merck)

Blockierung 0,1% Human-Albumin Lésung in PBS ohne Ca/Mg
Permeabilisierung 0,3% Triton (Merck) in PBS ohne Ca/Mg
Antikérper 1.Monoclonal Anti alpha-Sarcomeric Actin

Klon 5C5 (SIGMA); Konzentration 1:100
2.Immuno Pure Goat-Anti-Mouse IgM

Horseradish Peroxidase konjugiert. (PIERCE)

jeweils geldst in 0.1% Gelatine (BIO RAD) in PBS;
Konzentration 1:500
Fertigpulver Boehringer Mannheim 60328501 geldst

ABTS-Puffer in PBS ohne Ca/Mg
50mg Boehringer Mannheim 600191 01geldst in PBS
ABTS-Tabletten ohne Ca/Mg

Tabelle 3.8-1: Darstellung der wahrend der einzelnen Schritte des Zell-ELISA-Versuches

verwendeten Puffer und Antikérper

Die ’Embryoid Bodies’ (EBs) werden gemaB der Vorschrift des
Differenzierungsversuches kultiviert. Die Konzentrationen werden so gewahlt, dass
entsprechend der Differenzierungsversuche wichtige Punkte wie IC50D3 und ID5,D3
(s.3.6.3 S31) erfasst werden. Es wird die h6chste Konzentration von 1000ug/ml nicht
Uberschritten. An Tag 10 werden die Embryoid Bodies mit einem Lichtmikroskop auf
vorhandene, kontrahierende Herzzellareale untersucht und entsprechend
dokumentiert. Je Konzentrationsansatz muissen 21 der 24 Embryoid Bodies
kontrahierende Areale aufweisen.

An Tag 10 des Versuches wird der Mediumiberstand der einzelnen Embryoid Bodies
abpipettiert und die Platten fir 1 Stunde bei Raumtemperatur getrocknet.
AnschlieBend werden die Zellen 10 min bei —20°C mit Methanol fixiert, und kénnen
nach Entfernung der Fixierungslésung bei -20°C aufbewahrt werden. Nach dem
Auftauen werden die Embryoid Bodies 3x mit PBS gewaschen. Zum Blockieren
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unspezifischer Bindungen wird eine 0,1% Human-Albumin Ldésung in PBS (ohne
Ca™ und Mg™) gewahlt, mit der die Zellen fir 2h bei Raumtemperatur behandelt
werden. Die Zellmembranen werden mit einer 0,3% Triton-Lésung fir 10 min bei 4°C
permeabilisiert und gewaschen.

Als Antigen wird flr Herzmuskelzellen spezifisches Aktin gewahlt. Der Antikérper
wird in der Konzentration 1:100 verdinnt und auf die Zellen pipettiert. Es folgt eine
Inkubationszeit (iber Nacht (4 °C). Uberschiissige Antikdrper werden durch dreifaches
Waschen mit PBS entfernt. Der mit MRP (Meerrettich-Peroxidase) konjugierte 2.
Antikérper wird ebenfalls in 0,1% Gelatinepuffer verdinnt (Verdinnung 1:500) und
fir eine Stunde bei Raumtemperatur den Zellen zugegeben; die Uberschissigen
Zweit-Antikérper werden anschlieBend ebenfalls durch 3 faches Waschen entfernt.
Nach Zugabe von ABTS-Puffer kommt es zur Umsetzung in ein farbiges Produkt, das
mit Hilfe eines Photometers bestimmt wird.

Die Messung der Lichtabsorption wird mit einem Spektro-Photometer (Spectra
FLUOR Plus, TECAN) bei 405 nm (Ref. 630 nm) durchgeflhrt.

3.9 Durchflusszytometrische Analysen (FACS)

Versuchsprinzip: Die Durchflusszytometrie, d.h. die automatisierte Analyse der
optischen Eigenschaften einzelner Zellen im Durchfluss, stellt gewissermafBen eine
Weiterentwicklung und Automatisierung des Prinzips der Fluoreszenzmikroskopie
dar.

Ein FlUssigkeitssystem fuhrt die zu analysierende Zelle aus dem Probenréhrchen
(Sample) durch den Laserstrahl. Dazu wird der Probenstrahl von einem Hullstrom zu
einem sehr dinnen FlUssigkeitsfaden auseinandergezogen. Das von der Zelle in
Richtung des Laserstrahls gestreute Licht wird vom FSC-Detektor (Forward Scatter),
das Seitwartsstreulicht (SSC, Side Scatter) und verschiedene Fluoreszenzfarben
rechtwinklig zum Laserstrahl aufgenommen und durch ein Objektivsystem,
verschiedene Farbfilter und Teilerspiegel auf die verschiedenen Detektoren gelenk.
Die Signale der Photomultiplier werden verstéarkt und kénnen im Computer
ausgewertet und dargestellt werden

Jede der aufgezeichneten optischen Eigenschaften steht flr eine bestimmte
Charakteristik der gemessen Zelle. Das Vorwartsstreulicht (Forward Scatter, FSC),
d.h. das in Richtung des Laserstrahls gestreute Licht, korreliert Gberwiegend mit der
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ZellgroBe, das Seitwartsstreulicht (in rechtem Winkel zum Laserstrahl gestreutes
Licht) mit der internen Struktur der Zelle.

Zellernte 0,25 % Trypsin EDTA/ 0,25% Kollagenase;
20%BSA in PBS (alle Sigma)
Fixierung 3,7% Formaldehyd;1% Methanol in PBS (alle
Merck)
Blockierung 1% Humanalbumin (Sigma) ;0,02 %NaN3
(Merck) in PBS
Permeabilisierung 0,5%Saponin (Sigma); 1% Humanalbumin
(Sigma); 0,02% NaNj (Merck) in PBS
Antikérperverdiinnung 0,5%Saponin;1%Humanalbumin;
0,02%NaN;3 in PBS
Antikérper 1.Monoklonal Anti-o-Aktinin (Sarcomeric)
(Maus IgG1 Isotyp) Clone EA-53
(Sigma)

2.Anti-Maus IgG (Fc-spezifisch) Biotin
konjugiert (Sigma)

3. Streptavidin-R-Phycoerythrin
konjugiert (Sigma)

Messung FACS-Flow (Becton Dickinson, Heidelberg)

Tabelle 3.9-1: Darstellung der wahrend der einzelnen Schritte des FACS-Versuches verwendeten

Puffer und Antikérper

Versuchsdurchfihrung

Jeweils 24 ‘Embryoid Bodies’ werden zunachst mit Trypsin fir 30 min und
anschlieBend zusatzlich mit Kollagenaselésung fir 20 min inkubiert, dadurch
abgel6st und anschlieBend resuspendiert. Die Reaktion wird mit 3ml ES-Zell-Medium
gestoppt. AnschlieBend werden die Zellen zentrifugiert (10min/1200rpm 4°C) und in
PBS++/1mM EDTA aufgenommen. Mittels eines Zellzahlgerates werden die
Zellzahlen bestimmt und die Proben individuell auf jeweils 2x 10°  pro
Versuchsansatz verdinnt. Nach erneuter Zentrifugation werden die Zellen in PBS
aufgenommen und mit dem gleichen Volumen Fixierungslésung fir 20 min bei RT
fixiert. Nach zweimaligem Waschen werden unspezifische Bindungen Uber Nacht bei
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4°C blockiert. Nach Zentrifugation werden die Zellen mit Saponinlésung fir 10 min
vorinkubiert und dadurch permeabilisiert. Der 1. Antikdrper wird in Saponin—Puffer
s.0. verdinnt und jeweils 100ul zu den Proben pipettiert. Es folgte eine
Inkubationszeit von 60 min auf Eis im Dunkeln.

AnschlieBend werden die Zellen fiir 30 min. in 1ml Saponin-Puffer gewaschen. Der
2.Antikérper wird ebenfalls in Saponin-Puffer verdinnt und wie oben beschrieben fir
30 min inkubiert. Zuletzt werden die Zellen in PBS/BSA/NaN; gewaschen und nach
Zentrifugation in 500ul FACS-Flow resuspendiert.

Analyse
Die durchflusszytometrische Analyse erfolgt in einem FACScan bzw. FACSCalibur

Durchflusszytometer. Es werden jeweils 10000 Embryonale Stammzellen analysiert.
Die Auswertung nach GréBe, Granularitat, und Fluoreszenzintensitat erfolgt mittels
CellQuest Analysis and Acquisition Software, Version 1.2.

Die Ermittlung der prozentualen Verteilung Aktinin-positiver Zellen erfolgt in bezug

auf ungefarbte (d.h. Farbung ohne 1.Antikérper) und unbehandelte Kontrollgruppen.

3.10 Quantitative ‘real time' RT PCR

Die quantitative real time RT PCR ist eine genaue, einfache Methode, die einen
hohen Durchlauf ermdglicht. Der sonst in Handarbeit durchzufihrende Prozess einer
relativen RT PCR wird durch Quantifizierung der Reaktionsprodukte jeder Probe
wahrend jedes Amplifikationszyklus automatisiert. Bei den TagMan Proben handelt
es sich um Oligonukleotide, die einen Fluoreszenzanteil enthalten, welcher
typischerweise an der 5'Base lokalisiert ist, und einen Suppressoranteil, der an der
3’'Base lokalisiert ist. Bei Anregung wird Energie vom Fluoreszenzanteil zum
Suppressoranteil transferiert. Daraus resultiert ein nichtfluoreszierendes Substrat. Bei
Hybridisierung an die interne Region eines PCR Produktes wird durch die 5
Exonukleaseaktivitdt der DNA-Polymerase die Probe gespalten. Dadurch wird der
Fluoreszenzteil vom Suppressorteil gespalten und es resultiert ein Anstieg der
Fluoreszenzintensitat wahrend jedes Amplifikationszyklus. Mittels dieses Verfahrens
wird die Genexpression von B Myosin Heavy Chain in Embryoid Bodies analysiert.
Zuvor war in Vorarbeiten von Zur Nieden et al 2000 an unbehandelten Embryoid
Bodies in einer Zeitreihe von Tag 5-30 der Differenzierung der 8. Tag als Optimum

der Expression des B MHC Genes bestimmt worden.
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3.10.1

Isolation von Gesamt RNA

Die Isolation der Gesamt-RNA erfolgt mit dem RNeasy MIDI Kit gemaB dem Protokoll

des Herstellers. Das Verfahren basiert auf selektiver Reinigung von RNA durch

Anionen Austausch auf einer Qiagen Saule.

Fir jeden lIsolationsansatz werden
24 Embryoid Bodies (EB) eingesetzt,
die gemaB des Differenzierungs-
versuches, wie oben beschrieben,
hergestellt werden.

Die Embryoid Bodies werden bereits
an Tag 8 mit Hilfe von Trypsin und
Kollagenase abgeldst und
anschlieBend die Zellzahlen der
Proben bestimmt.

Nach

Proben mit jeweils 2ml Lyse Puffer (+

Pelletierung werden die
B-Mercaptoethanol) lysiert. Der stark
lysierende Zell-Lyse Puffer enthalt
Guanidinisothiocyanat, wodurch freie
RNasen inhibiert werden und die
Isolierung intakter RNA gewéhrleistet
wird. Dieser Zellextrakt ist bei —80°C
Uber langere Zeit verwahrbar.
Entsprechend der Vorschrift werden
die Lysate mit je 2ml Ethanol
verdinnt und anschlieBend auf die
RNeasy Saulen geladen.

Total-RNA wird an die Silica Gel
Membran der Sdule gebunden und
Kontaminationen durch mehrfaches
Waschen der Saule entfernt.

Die Elution der RNA erfolgt mit 150

ul RNase freiem Wasser.
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3.10.2 Quantifizierung der RNA

Der RNA-Gehalt der Proben wird mittels RiboGreen™ RNA Quantitation Reagent
(Molecular Probes Inc., Leiden, The Netherlands) fluoro-metrisch quantifiziert.
Aliquots jeder Probe werden in serieller Verdinnung 1:400 in 1 x TE-Puffer
(MoBiTec) verdinnt und in einer 96-Well-Mikrotiterplatte im Verhéltnis 1:1 mit 100pl
des 1: 200 (in TE-Puffer) verdiinnten RiboGreen Reagent gemischt.

Bei jeder Messung wird ein RNA-Standard in einer seriell verdinnten
Konzentrationsreihe (1ug/ml; 0,5ug/ml; 0,1pug/ml; 0,02ug/ml in 1x TE-Puffer)
mitgeflhrt. Die Fluoreszenzemission wird in einem CytoFluor Il Fluorescence Multi-
Well-Plate Reader (PerSeptive Biosystems,Freiburg) gemessen (Anregungs-
wellenlange:480 nm; Emissionswellenlange: 520 nm).

Die Konzentrationsbestimmung erfolgt mit CycloCalc Software, Version 3.2

(PerSeptive Biosystems).

3.10.3 cDNA- Synthese

FuUr die reverse Transkription (RT) wird pro zu transkribierender Probe 275 ng der
Gesamt-RNA verwandt. 5pl der jeweiligen Probe wird nach individueller
Vorverdinnung mit 200 U Superscript Il, 50 ng Random Hexameren, 2.5mM MgCly,
10mM DTT (alle Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein) und 0,5mM dNTP
(Geneo) in Reaktionspuffer (Gibco BRL) angesetzt, so dass ein Gesamtvolumen von
25ul entsteht. Die cDNA Synthese wird in einem Peltier Thermal Cycler (MJ
Research,Watertown, MA, USA) vollzogen.

Anheftung der 25°C 15 min

Hexamere

Erststrangsynthese 42°C 50 min

Reaktionsbeendigung  70°C 15 min

Tabelle 3.10.3-1: Programmeinstellung wahrend der cDNA-Synthese

3.10.4 Quantitative ,Real Time‘ PCR

Spezifische Primer fir B Myosin Heavy Chain (B-MHC) (5-ACCTGTCCAAGTTCC
GCAAG-3" und 5-CTTGTTGACCTGGGACTCGG-3*) waren zuvor mit Hilfe herkém-
mlicher RT PCR ausgetested worden.
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Es wird in einer Dreifachbestimmung 24.2 ng der cDNA je Probe in einem
Gesamtreaktionsvolumen von 22.2ul in einer 2-Schritt-PCR Uber 40 Zyklen
amplifiziert. Das Reaktionsgemisch enthalt hierbei neben der cDNA und den Primern,
dNTP (0.2mM dATP,dCTP,dGTP,0,4mM dUTP), 3mM MgClI2, 1.25 U AmpliTaq Gold
und 0.5 U AmpErase in SYBR PCR Puffer.

Die PCR Reaktionszyklen werden je mit einem Denaturierungsschritt bei 94 °C fur 30
sec begonnen und mit Annealing und Elongationsschritt bei 42°C fir 2 min beendet.
Fir die Quantifizierung wird eine Standardkurve verwendet, deren Verdinnungen
ausgehend von 50 ng adulter Maus-Herz c¢cDNA 1:10 in 3 seriellen
Verdinnungsschritten verdinnt und als Dreifachbestimmung im gleichen PCR-Lauf
wie die zu quantifizierenden Proben amplifiziert werden. Die Auswertung erfolgt mit

ABI PRISM Sequence detection Software, Version 1.6.3 (PE Applied Biosystems).
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4 Ergebnisse

Der ,Embryonale Stammzell Test” (EST) beruht auf der Fahigkeit embryonaler
Stammzellen in vitro unter definierten Kulturbedingungen in spontan kontrahierende
Herzmuskelzellen zu differenzieren. Der Einfluss der Testsubstanzen auf die
Differenzierung von Herzmuskelzellen wird, wie im Methodenteil beschrieben, mit
dem zytotoxischen Effekt der Substanz einerseits auf die Stammzellen (ES;D3),
andererseits auf differenzierte, ,adulte’ Fibroblasten der Maus (3T3 A31) verglichen.
(teratogen versus embryotoxisch)

Als Endpunkt des Differenzierungsassays diente zunachst das Vorhandensein von
Kontraktionen, die bei mikroskopischer Auswertung registriert wurden.

Die Zytotoxizitat der Substanzen auf die beiden Zelllinien wurde durch den MTT-Test
ermittelt.

Die Halbhemmkonzentrationen (IC50) fiir den zytotoxischen Effekt auf 3T3-
Fibroblasten und ES-Zellen und die Halbhemmkonzentration (ID50) fir die
Differenzierung von ES Zellen, die jeweils aus den Dosis-Wirkungskurven ermittelt
wurden, dienten zur Klassifizierung der Testsubstanzen in die drei
Embryotoxizitatsklassen: nicht, schwach, oder stark embryotoxisch in einem
logarithmischen, auf Diskriminanzanalyse basierenden Pradiktionsmodell. (2.6.3.)
(Laschinski et al.,1991; Spielmann et al.,1997, Scholz et al., 1999)

4.1 Indirekte Immunfluoreszenzfarbung der Kardiomyozyten in Embryoid
Bodies (EB)

Die hier beschriebenen Versuche dienten dem Ziel differenzierte Kardiomyozyten

eines Embryoid Bodies darzustellen. Darlberhinaus sollte die Spezifitdt der in

nachfolgenden Versuchen verwendeten Antikérper geprift werden.

Als Erstantikdrper wurden monoklonale Antikérper gegen ,a-sarcomeric-Aktinin’, ,B

Myosin Heavy Chain (MHC)* und Anti a-Sarcomeric Aktin, IgM Isotyp verwendet. Als

Zweitantikérper wurden Anti Maus IgM FITC konjugiert’ und ,Anti Maus IgG FITC

konjugiert’ eingesetzt.

Alle ,.Embryoid Bodies’, die hier durch Antikérper gefarbt werden konnten, wiesen in

der mikroskopischen Beurteilung vor der Fixation spontan kontrahierende Areale auf.
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Die ausdifferenzierten ’Embryoid Bodies’ wurden am 10.Tag mikroskopisch auf
Kontraktionen untersucht und nur solche, die Kontraktionen aufwiesen, fur die
Immunfluoreszenzfarbung eingesetzt. Unspezifische Bindungen des 2. Antikérpers
wurden durch Analysen von Negativkontrollen ohne 1. AK ausgeschlossen (nicht
dargestellt). Unter Verwendung der oben genannten Antikérper traten keine

unspezifischen Bindungen auf.

411 FITC und PE Farbung gegen ,a Sarcomeric Aktin’

Abbildung. 4.1-1 a. Aus Embryonalen Stammzellen differenzierte Kardiomyozyten,
dargestellt durch indirekte Immunfluoreszenzfarbung gegen a-sarcomeric-Aktinin (1:800)
und Anti Maus 1gG FITC- konjugiert (1:50) VergréBerung: 180x

b. Kernfarbung des selben Ausschnittes an Tag 10 der Differenzierung mit Hoechst 33258
(Verdiinnung 1:10000) VergréBerung: 180 x

c. Aus Embryonalen Stammzellen differenzierte Kardiomyozyten, dargestellt nach indirekter
Immunfluoreszenzfarbung gegen oa-sarcomeric-Aktinin (1:800) Uber ,Anti Maus IgG Biotin-
konjugiert (1:1600) und Streptavidin-konjugiertes-Phycoerythrin (1:500); VergréBerung: 320x

d Kernfarbung desselben Ausschnittes an Tag 10 der Differenzierung mit Hoechst 33258
(Verdiinnung 1:10000) VergrdBerung: 320x
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4.1.2 FITC-Farbung gegen ,Myosin Heavy Chain’

Abbildung. 4.1-2 a. Aus Embryonalen Stammzellen differenzierte Kardiomyozyten, dargestellt
nach indirekter Immunfluoreszenzfarbung von ,Myosin Heavy Chain‘ (1:100) lber Anti Maus
IgG FITC-konjugiert (1:75) VergréBerung: 180x

b. Kernfarbung desselben Ausschnittes eines EBs an Tag 10 der Differenzierung mit Hoechst
33258 VergréBerung: 180x

4.1.3 FITC-Farbung der Embryoid Bodies gegen’ a Sarcomeric Actin’

Abbildung 4.1-3. a. Aus Embryonalen Stammzellen differenzierte Kardiomyozyten, dargestellt
nach indirekter Immunfluoreszenzfarbung von a-sarcomeric-Aktin (1:500) Gber Anti Maus IgG
FITC-konjugiert (1:50) VergrdBerung: 320x

b. Kernfarbung desselben Ausschnittes an Tag 10 der Differenzierung mit Hoechst 33258
(Verdinnung 1:10000) VergrdBerung: 320x
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4.2 Bestimmung des embryotoxischen Potentials der Testsubstanzen mit

dem Embryonalen Stammazell Test (EST)

In den folgenden Abbildungen werden jeweils die im EST gewonnenen Ergebnisse
dargestellt. Es erfolgt zuerst die Darstellung im Diagramm: bezogen auf eine Gruppe
von Kontrollzellen, d.h. Zellen die ohne Zugabe von Testsubstanz auf die gleiche
Weise und mit den gleichen Nahrmedien kultiviert wurden, werden die Ergebnisse in
Prozent lebender Zellen (MTT —Versuche fur 3T3- und D3-Zellen), bzw. Prozentzahl
,Embryoid Bodies’ mit kontrahierenden Arealen (Differenzierungsversuch mit D3-
Zellen) dargestellt. Aus den Kurven werden flr die MTT-Versuche die IC50 Werte,
d.h. diejenigen Werte, bei denen noch 50 Prozent der Zellen lebten, und fir die
Differenzierungsversuche die ID50 Werte, d.h. diejenigen Werte, bei denen noch 50
Prozent der ,Embryoid Bodies’ kontrahierende Areale aufweisen, abgelesen und in
die zugehdrigen Tabellen eingesetzt.

Wie unter 3.6.2 beschrieben werden anhand dieser Werte die Funktionen I, II, Ill
ermittelt und zueinander in Relation gesetzt. Dadurch wird die Klassifikation der

Testsubstanz in die Gruppe nicht, schwach oder stark embryotoxisch berechnet.

48



Ergebnisse

Nicht embryotoxische Testsubstanzen

1.
Saccharin
120
110
100
0
80
70
X 60
50
40
30
20
10
0
Konzentration (jg/m)
MTT D3 IC50 | MTT 3T3 IC50 ID50 Funktion | | Funktion Il | Funktion Il Klassifikation im
(png/ml) (png/ml) (png/ml) Pradiktionsmodell
1

>1000 ‘ >1000 ‘ 820 ‘11,5718 ‘ 10,9191 ‘ -8,5260

nicht embryotoxisch

Abbildung 4.2-1 Darstellung der im EST gewonnenen Ergebnisse mit der Testsubstanz Saccharin
und ihre Klassifikation im Pradiktionsmodell
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Konzentration (pg/m)

Klassifikation im
Pradiktionsmodell

Funktion Il

Funktion Il

Funktion |

ID50
(ng/ml)

MTT 3T3 IC50
(ng/mi)

MTT D3 IC50
(ng/ml)

1
nicht embryotoxisch

‘ 430 ‘ 14,0773 | 10,9402 ‘ -10,2827 ‘

210

1000 |

Abbildung 4.2-2 Darstellung der im EST gewonnenen Ergebnisse mit der Testsubstanz Isoniazid
und ihre Klassifikation im Pradiktionsmodell
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Penicillin G
120
110
100
0
80
70
X 60
50
40
30
20
10
0
Konzentration (pg/im)
MTT D3 IC50 |MTT 3T3 IC50 ID50 Funktion | Funktion | Funktion Klassifikation im
(1g/ml) (png/ml) (png/ml) | I ]| Pradiktionsmodell

810 ‘ 940 | 600 | 10,0718 ‘ 10,2108 | -8,0587 ‘ 1
schwach embryotoxisch

Abbildung 4.2-3 Darstellung der im EST gewonnenen Ergebnisse mit der Testsubstanz
PenicillinG und ihre Klassifikation im Pradiktionsmodell
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—e—MTT3T3

0| _a MTTDS
20— Dfferenzierung

Konzentration (pg/m)

Klassifikation im
Pradiktionsmodell

Funktion Il ‘

Funktion Il

Funktion |

ID50
(ng/ml)

MTT 3T3 IC50
(ng/ml)

MTT D3 IC50
(ng/ml)

| 240 | 8,9024 ‘ 8,1732 | -8,5332 |
nicht embryotoxisch

150

280

Abbildung 4.2-4 Darstellung der im EST gewonnenen Ergebnisse mit der Testsubstanz ASS

und ihre Klassifikation im Pradiktionsmodell
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Ascorbinsaure
120
—e—MTT3T3
110 —=—MTTD3
100 § —a— Differenzierung [
0 R
80 \ —
70 \ T
O\O m R T T T T T T
0 R e
40 \\\
30
0 \?\\ﬂ*
10
ol oy R
1000
Konzentration (jg/m)
MTT D3 IC50 | MTT 3T3 IC50 ID50 Funktion | | Funktion Il | Funktion IlI Klassifikation im
(ng/ml) (png/ml) (ng/ml) Pradiktionsmodell

180 ‘ 52 | 150 | 12,3265 ‘ 8,6457 | -10,0348 | 1
nicht embryotoxisch

Abbildung 4.2-5 Darstellung der im EST gewonnenen Ergebnisse mit der Testsubstanz
Ascorbinsaure und ihre Klassifikation im Pradiktionsmodell
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Schwach embryotoxische Testsubstanzen

6.
Coffein
[ ——MTT3T3
—a—MTT D3
| —a— Differenzierung [
1000
Konzentration (pg/m)
MTT D3 1C50 | MTT 3T3 IC50 ID50 Funktion | | Funktion Il | Funktion Il Klassifikation im
(1g/ml) (1g/ml) (1g/ml) Pradiktionsmodell
2

130 | 150 ‘ 200 | 6,3209 | 6,8334 | -7,4944

schwach embryotoxisch

Abbildung 4.2-6 Darstellung der im EST gewonnenen Ergebnisse mit der Testsubstanz Coffein
und ihre Klassifikation im Pradiktionsmodell
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7.
Indomethazin
120 T T T T T T T T T
110 & 1 1 — 1 1 — 1
20 +MW3T3 ‘
Il |—a—MTTD3
2 | —a—Differenzierung
10 -
0 N -+
1
Konzentration (pig/m)
MTT D3 IC50 | MTT 3T3 IC50 ID50 Funktion | | Funktion Il | Funktion Il Klassifikation im
(png/ml) (png/ml) (png/ml) Pradiktionsmodell

16 48 56 -0,6754 2,5097 -5,4385 2
schwach embryotoxisch

Abbildung 4.2-7 Darstellung der im EST gewonnenen Ergebnisse mit der Testsubstanz
Indomethazin und ihre Klassifikation im Pradiktionsmodell
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Diphenylhydantoin
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MTT D3 IC50
(ng/mi)

schwach embryotoxisch

| -1,6463 ‘ 2,7987 | -6,5300 |

25 16

160

Abbildung 4.2-8 Darstellung der im EST gewonnenen Ergebnisse mit der Testsubstanz Phenytoin

und ihre Klassifikation im Pradiktionsmodell
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Dexamethason
120! T T T T T T T
— Rt kb ol M o LT MTTs
g E— — v |
0 ™ S — | —— Differerzierung| -
0 — — i
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w e L
L SRR NN
0 ””””””””” F”F’T’T”T" ””””” F’”\\TA ””” .
1 10 100
Konzentration (pg/m)
MTT D3 IC50 | MTT 3T3 IC50 ID50 Funktion | | Funktion Il | Funktion Il Klassifikation im
(ng/ml) (png/ml) (png/ml) Pradiktionsmodell

25 64 14 -4,2885 1,5028 -4,4037 2
schwach embryotoxisch

Abbildung 4.2-9 Darstellung der im EST gewonnenen Ergebnisse mit der Testsubstanz
Dexamethason und ihre Klassifikation im Pradiktionsmodell
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Abbildung 4.2-10 Darstellung der im EST gewonnenen Ergebnisse mit der Testsubstanz Busulfan

und ihre Klassifikation im Pradiktionsmodell
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11.

Diphenhydramin
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Abbildung 4.2-11 Darstellung der im EST gewonnenen Ergebnisse mit der Testsubstanz

Diphenhydramin und ihre Klassifikation im Pradiktionsmodell
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Abbildung 4.2-13 Darstellung der im EST gewonnenen Ergebnisse mit der Testsubstanz

Methotrexat und ihre Klassifikation im Pradiktionsmodell
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Abbildung 4.2-14 Darstellung der im EST gewonnenen Ergebnisse mit der Testsubstanz

5-Fluorouracil und ihre Klassifikation im Pradiktionsmodell
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Abbildung 4.2-15 Darstellung der im EST gewonnenen Ergebnisse mit der Testsubstanz
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Abbildung 4.2-16 Darstellung der im EST gewonnenen Ergebnisse mit der Testsubstanz
Retinolsaure und ihre Klassifikation im Pradiktionsmodell
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Untersuchung der bisher nicht klassifizierten Testsubstanz Thalidomid

Korzertration (pg/m)

Klassifikation im
Pradiktionsmodell
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1
nicht embryotoxisch

‘ 500 ‘ 10,7450 | 10,0257 ‘ -8,7439 ‘

450

810

Abbildung 4.2-17 Darstellung der im EST gewonnenen Ergebnisse mit der Testsubstanz

Thalidomid und ihre Klassifikation im Pradiktionsmodell
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Es wird allgemein davon ausgegangen, dass Embryonale Stammzellen wahrend der
Differenzierung gegeniber embryotoxischen Substanzen empfindlicher sind als
.erwachsene’ oder bereits differenzierte Zellen. Damit ist mit dem EST eine
Unterscheidung zwischen zytotoxischen und embryotoxischen Substanzen mdglich.
(Scholz et al.,1998). Unter Einbeziehung der toxischen Wirkung wurden 11 der 16
Substanzen als schwach oder stark embryotoxisch eingestuft. Die 5 Substanzen
Saccharin, Penicillin G, Isoniazid, ASS und Ascorbinsdure wurden als nicht
embryotoxisch gewertet.

Bei allen 16 Substanzen wurde vor dem Einsatz der héchsten Dosis von 1000ug/ml
bereits die ID50 erreicht. Es zeigten sich also in vitro bei allen Substanzen (auch bei
den in vivo nicht embryotoxischen Substanzen Saccharin, Penicillin G und Isoniazid)
Einschréankungen in der Entwicklung kontrahierender Areale. Bei Gegenulberstellung
der Zytotoxizitdt und Differenzierungshemmung gegen Embryonale Stammzellen
(MTT D3 und Differenzierung D3) kann bei den schwach und stark embryotoxischen
Substanzen zwischen embryotoxischen und teratogenen Effekten unterschieden
werden. In diesem Vergleich werden die Substanzen, deren ID50 Wert niedriger war
als der 1IC50 Wert der Embryonalen Stammzellen, d.h. deren Zahl kontrahierender
Areale sich starker verringerte als die Zahl lebender Zellen, als teratogen angesehen.
Zu dieser Gruppe gehéren die Substanzen Phenytoin, Dexamethason,
Diphenhydramin, Hydroxyharnstoff und Retinolsdure. Formal auch Saccharin, und
Penicillin!

Diejenigen Substanzen, deren Werte in allen 3 Versuchsteilen anndhernd
Ubereinstimmen, werden in ihrer Wirkung als embryotoxisch angesehen. Hier ist
davon auszugehen, dass die Verringerung der kontrahierenden Areale nicht auf
teratogenen, sondern eher auf embryotoxischen Effekten beruht. In diese Gruppe
gehdéren die Substanzen Indomethazin, Methotrexat, 5-Fluorouracil und

Cytosinarabinosid.
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4.3 Erweiterte Analyse der Embryotoxizitat der Testsubstanzen mit Hilfe des
Zell-ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay)

Im Rahmen der Analyse der kontrahierenden Areale der Embryoid Bodies mittels
ELISA konnte gezeigt werden, dass die Aktin-Expression bei steigender
Substanzkonzentration abnahm.

Dadurch soll die bisher routinemaBig angewendete Auswertung des EST mittels
mikroskopischer Auswertung objektiviert werden. Nachteil der mikroskopischen
Auswertung war, dass nur die Tatsache, dass ein Embryoid Body Kontraktionen
aufwies, bewertet wurde. Die hier beschriebenen Versuche haben zum Ziel durch
quantitative Analyse der Aktinexpression die Differenzierung der Embryonalen
Stammzellen zu Kardiomyozyten genauer zu bestimmen.

Wie unter 4.1.1 beschrieben, wurde parallel durch Immunfluoreszenztests gezeigt,
dass Aktin in umschriebenen Arealen des Embryoid Bodies exprimiert wird.

Zuerst wurde die konzentrationsabhangige Wirkung von 2 Substanzen auf die Aktin
Expression in Embryoid Bodies untersucht. Als Substanzen wurden die zuvor
beschriebene nicht embryotoxische Substanz Penicillin G und die ebenfalls zuvor
beschriebene stark embryotoxische Testsubstanz 5-Fluorouracil ausgewahlt. Es
wurde davon ausgegangen, dass die mit ABTS-Puffer ausgeldoste Farbreaktion
abhangig von der Menge des im 'Embryoid Body' vorhandenen Aktins war. Dieses
Protein ist Bestandteil kontraktiler Filamente, wie sie in Muskelzellen vorkommen.
Substrateinwirkungszeiten von 30min, 45min, 60min und 120min wurden
ausgetestet, wobei sich zeigte, dass nach 60min keine Veradnderung des
Ergebnisses mehr auftrat.

Je Konzentrationsansatz wurden 24 Embryoid Bodies ausgewertet. Werte, die
auBerhalb der Standardabweichung von 0.06 lagen, flossen nicht in die Wertung ein.
Es wurde darauf geachtet, dass je Konzentrationsansatz nicht mehr als 3/24
Embryoid Bodies ausgeschlossen werden mussten. Anderenfalls wurden die
Embryoid Bodies nicht fur die Versuche verwendet.

Die Konzentrationsreihen waren so gewahlt worden, dass entsprechend der
Vorversuche wichtige Punkte wie Halbhemmkonzentrationen bezliglich Zytotoxizitat
und Differenzierungshemmung (ICso und IDso) miterfasst werden konnten. Allerdings
wurde auch hier die Héchstdosis von 1000ug/ml nicht Gberschritten.
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Nach Auslésung der Farbreaktion wurden also folgende Parameter gemessen:

e Hobhe des Aktin Gehaltes in unbehandelten ‘Embryoid Bodies’

e Abhangigkeit des Aktin Gehaltes in substanzbehandelten ‘Embryoid Bodies’ von
der Konzentration der Testsubstanz

e Antigenunabhangige Farbreaktion in der Negativkontrolle

Penicillin G
Konzentration
pg/ml| (Kontrolle) O 100 500 1000
Prozent der
5@ Kontrolle 100 95 87 52
= Standard-
abweichung 0.05 0.06 0.04 0.03
o Prozent der
§ > Kontrolle
g % o (Mittelwert
3 = < n=6) 100 104 47 0
o
£ Standard-
= abweichung 0,5 0,5 2,5 0
150 —r — —— _— _—
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
o
§ | | | |
£100
X
5}
©
c
ﬂ‘) ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
g 50 — —m—ELISA (n=3) [ ——
I -| —e— Mikroskopische |- - - - - — - - - -1 Lm0
Ausw ertuna
0 23
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Konzentration (ug/ml)

Abbildung 4.3-1 Graphische Darstellung der Messergebnisse des Zell-ELISA Versuches mit der
Testsubstanz Penicillin G im Vergleich zur mikroskopischen Auswertung

Penicillin G wurde in den Konzentrationen 100ug/ml bis 1000ug/ml appliziert.
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In der hdéchsten eingesetzten Konzentration war die Aktin-Konzentration in den
‘Embryoid Bodies’ immerhin noch bei 52% in bezug auf die Kontrolle. Die ID50 lag

auBerhalb des verwendeten Konzentrationsspektrums.

5-Fluorouracil

Konzentration
ug/ml 0 0,001 0,01 0,1
Prozent der
) Kontrolle 100 105 62 26
o< Standard-
abweichung 0.04 0.04 0.03 0.004
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_g 2 7:7 (Mittelwert) 100 100 107 0
w =
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=0 abweichung 0 0 0,5 0
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X
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©
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0 ; >
0,001 0,01 0,1

Konzentration (ng/ml)

Abbildung 4.3-2 Graphische Darstellung der Messergebnisse des Zell-ELISA Versuches mit der
Testsubstanz 5-Fluorouracil im Vergleich zur mikroskopischen Auswertung

5-Fluorouracil wurde in den Konzentrationen 0.001pg/ml bis und 0,1pg/ml appliziert.
Die ID50 betrug 0.021ug/ml.

In der hdchsten eingesetzten Konzentration betrug die Aktin-Expression in den
‘Embryoid Bodies’ immerhin noch 26% in bezug auf die Kontrolle.
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Mit den hier beschriebenen Versuchen konnte die konzentrationsabhangige
Abnahme der Aktin Konzentration im ‘Embryoid Body’ dargestellt werden.

4.4 Erweiterte Analyse der Embryotoxizitat der Testsubstanzen mittels
DurchfluBzytometrie/FACS (Fluorescent Activated Cell Sorter)

In den in 4.3 beschriebenen Versuchen konnte die Aktin-Expression der jeweiligen
Embryoid Bodies pro well bestimmt werden, nicht jedoch die Zellzahl der gebildeten
Kardiomyozyten, wie es in der Analyse mit dem Fluorescent Activated Cell Sorter
(FACS) moglich ist.

Mit den hier beschriebenen Versuchen wurde untersucht, welche Veranderungen in
der Zahl Aktinin-positiver Zellen im ,Embryoid Body‘ nach Substanzbehandlung
auftraten. Diese Dosis-Wirkungsbeziehung wurde mit der aus den in 4.2
beschriebenen Versuchen verglichen.

Es wurden Penicillin G, eine nicht-embryotoxische Substanz, und 5-Fluorouracil, eine
stark embryotoxische Substanz, Im Vergleich zu unbehandelten Kontrollgruppen
getestet. Die ’Embryoid Bodies’ wurden wie im Differenzierungsversuch beschrieben
hergestellt und mit Penicillin G, bzw. 5-Fluorouracil in steigender Konzentration
behandelt.

An Tag 10 wurden die Embryoid Bodies mikroskopisch ausgewertet und fir die
durchflusszytometrische Analyse fixiert und gefarbt.

Als Antigen wurde das herzzellspezifisches intrazytoplasmatisches Antigen a-Aktinin
(sarcomeric) gewahlt. Als zweiter Antikbrper wurde Ziege Anti-Maus IgG spezifisch,
an Biotin konjugiert, eingesetzt. An Streptavidin konjugiertes Pykoerythrin wurde als
Fluoreszenzfarbstoff gewahlt. Streptavidin stellte hierbei die Bindung zu dem
Zweitantikérper (Biotin-Teil ) her. Je Probe wurden 24 identisch behandelte Embryoid
Bodies aus den Kulturplatten geldst und in einer Probe gefarbt. Je Probe wurden
10000 Zellen im FACS analysiert. Die Versuche wurden jeweils mindestens 3 mal
wiederholt.

Messungen der Kontrollgruppen ergaben, dass 17% der Zellen eines ,Embryoid
Body* Aktinin-positiv waren. Daraus kann geschlossen werden, dass an Tag 10 der
Entwicklung 17% der Zellen eines Embryoid Body sich zu Kardiomyozyten entwickelt

hatten.
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Abbildung 4.4-1 A-D. FACS-Analyse von 'Embryoid Bodies’ ohne Substanzzugabe
wdhrend der Differenzierung. Die Zellen wurden nach der Kultur im
Differenzierungsversuch an Tag 10 von den Kulturplatten geldst, jeweils 24 identisch
behandelte EBs in eine Probe gegeben, und wie unter 3.9 beschrieben gefarbt. Je Probe
wurden 10 000 Zellen im FACS analysiert. Die Darstellung erfolgt zunéchst in der 2-
dimensionalen Ansicht (Aktinin Konzentration vs. Zellgrésse). Zur Verdeutlichung wird bei
B und D auch die 3-dimensionale Grafik prasentiert; bei der zusatzlichen Dimension
handelt es sich um die Zellgranularitdt gemessen im Sidescatter.

R1 Gate = Messbereich, in dem Aktinin positive Zellen gezahlt werden

A und B. Negativkontrolle:.Im Gegensatz zu den anderen Proben wurde die
Negativkontrolle ohne 1.Antikérper gefarbt. Es wurden dadurch unspezifische Bindungen
des 2.Antikdrpers ausgeschlossen.

C und D Kontrolle: Die EBs wurden ohne Testsubstanz im Differenzierungsversuch
kultiviert. Es wurde die Anzahl von Kardiomyozyten in unbehandelten EBs bestimmt.
Dieser Wert galt als Ausgangswert flr die in den nachfolgend dargestellten Versuchen
ermittelten Ergebnisse. In Abbildung D wird auf diejenigen Areale hingewiesen (Pfeil), die

eine Zunahme der Fluoreszenzsignale zeigen.
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Penicillin G

Die Behandlung mit Penicillin resultierte in einer konzentrationsabhangigen Abnahme
der Aktinin-positiven Zellen.

In der Kontrollprobe waren 17% der Zellen Aktinin positiv, bei 100ug/ml noch 13%,
bei 500ug/ml 7% und bei 800ug/ml nur noch 1.7%.

Bei der Bestimmung der Zellzahl vor der Antikdrperfarbung konnte keine Reduktion
der Zellzahl verzeichnet werden. In den mit der Testsubstanz Penicilin G
durchgefihrten Versuchsreihen konnte wiederholt festgestellt werden, dass die
Gesamtzellzahl der ‘Embryoid Bodies’ im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe sogar haufig etwas angestiegen war. Die beschriebene Abnahme der
Kardiomyozytenzahl kann also nicht auf zelltoxische Wirkung der Substanz
zurtckgefuhrt werden.
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Abbildung 4.4-2 Aktinin Expression in
substanzbehandelten differenzierten Embryonalen

G Konzentration wahrend der Differenzierung im
Embryoid Body.
Messung der Zahl Aktinin exprimierender

800ug/mi(C) behandelten ‘Embryoid Bodies’.

0 200 400 600 800 1000
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—— Mikroskopische Auswertung

—#— FACS Analyse

UJ[[OZ (0000QT UOA JUIZOIJ

200 300 400 500 600 700 800 900
Konzentration pg/ml

100

positive Zellen) mit der mikroskopischen Auswertung (kontrahierende EBs) nach
Behandlung mit der Testsubstanz Penicillin G

Abbildung 4.4-3 Vergleichende Darstellung der Ergebnisse der FACS Analyse (Aktinin

Wahrend sich durch mikroskopische Auswertung bis 500ug/ml kein Effekt auf die

Anzahl

zeigte, nahm nach

Bodies

Embryoid

kontrahierender

durchflusszytometrischer Auswertung die Anzahl der Kardiomyozyten in der kleinsten

Dosis von 100ug/ml schon auf 74% ab. Die ID50 lag bei 320ug/ml. In der héchsten

eingesetzten Konzentration waren weniger als 1% Kardiomyozyten nachweisbar.

Penicillin G induziert eine stetige Abnahme der Kardiomyozytenzahl in einem

Embryoid Body. Diese Abnahme wird mikroskopisch erst ab 600ug/ml sichtbar

(s.Abb. 4.2-3).

In dieser Konzentration hatte sich die Zahl der Aktinin positiver

Kardiomyozyten allerdings schon auf 8% reduziert.
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5-Fluorouracil
Die Anzahl Aktinin positiver Zellen betrug in der Kontrolle 18%, bei 0.001ug/ml 20%,
bei 0.01pg/ml 19.7% und bei 0.05ug/ml 8%.
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Abbildung 4.4-4 Aktinin Expression in substanzbehandelten differenzierten Embryonalen
Stammzellen in Abhangigkeit der applizierten 5-Fluorouracil Konzentration wahrend der
Differenzierung im Embryoid Body.

Die Zahl Aktinin exprimierender Kardiomyozyten wurde in mit 0.001ug/mi(A), 0.01ug/mi(B) und
0.1pg/ml(C) behandelten ‘Embryoid Bodies’ gemessen. Die im Text beschriebene Verschiebung der
Gesamtpopulation im Vergleich zu unbehandelten Kontrollgruppen wurde mit Pfeilen markiert
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Abbildung 4.4-5 Vergleichende Darstellung der Ergebnisse der FACS Analyse (Aktinin
positive Zellen) mit der mikroskopischen Auswertung (kontrahierende EBs) nach
Behandlung mit der Testsubstanz 5-Fluorouracil

Problematisch bei der durchflusszytometrischen Auswertung war, dass die
Testsubstanz scheinbar eine Verschiebung der gesamten Zellpopulation, im Hinblick
auf ZellgréBe und Granularitdt, innerhalb des in der Kontrolle festgelegten
Messbereiches bewirkt. Dieses Phanomen schien mit steigender Dosis zuzunehmen.
Deshalb ist nicht auszuschlieBen, dass durch diese Verschiebung die Werte falsch
berechnet werden. Dies kénnte die Erklarung dafir sein, dass die Werte flr die
hohen Fluorouracil Konzentrationen im Vergleich zu den mikroskopisch erhobenen
Ergebnissen viel héher sind.
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4.5 Erweiterte Analyse der Embryotoxizitit mit Hilfe von Quantitativer
»Real-Time PCR*

Mit Hilfe dieses Versuches sollte die Dosis-Wirkungsbeziehung der Genexpression
des B -Myosin Heavy Chain (MHC) Genes in Abhéngigkeit von der
Substanzapplikation in verschiedenen Konzentrationen auf die ‘Embryoid Bodies'
beschrieben werden. Dariber hinaus sollte mit dieser Methode ein neuer und einfach
zu quantifizierender Endpunkt im Embryonalen Stammzell Test ausgetestet werden.
Bei ZurNieden et al. 2001 konnte mit Hilfe von RT-PCR Analyse gezeigt werden,
dass das gewahlte B-MHC Gen spezifisch in Herzgewebe exprimiert wurde und dass
die Primer fir die Amplifikation von B MHC spezifisch die Transkriptionsprodukte der
MHC Gene im Herz der Maus markierten. Der H6hepunkt dieser Expression wurde
an Tag 8 und 9 des Differenzierungsversuches festgestellt.

Aus diesem Grund wurde die dosisabhangige Modifikation der B-MHC
Genexpression an Tag 8./9 untersucht. (Zur Nieden et al.,2001)

Mit Hilfe von zuvor angefertigten Standardkurven mit seriell verdiinnter cDNA adulter
Herzzellen der Maus konnte die Menge der Amplifikatonsprodukte der B-MHC cDNA
in den Proben quantifiziert werden. (Zur Nieden et al.,2001)

Je Probe wurden 24 identisch kultivierte Embryoid Bodies fur die RNA-Elution
zusammengefuhrt. Jeder Versuch wurde mindestens 3 mal wiederholt.

Nachdem die Embryoid Bodies von den Kulturplatten gelést wurden, wurde vor der
Lyse die Zellzahl bestimmt. Es wurde davon ausgegangen, dass diejenigen
Embryoid Bodies, die aufgrund hoher Substanzkonzentration wahrend der
Differenzierung geringere Zellzahlen aufwiesen, auch geringere GesamtRNA
Konzentrationen beinhalteten. Dies hat sich wahrend der Quantifizierung der
Nukleinsauren bestatigt. Da fir die Reverse Transkription aber immer 275ng/Probe
Gesamt RNA verwandt wurde, wurde das Endergebnis um den Faktor, der aus
Zellzahl der Probe / Zellzahl der Kontrolle gebildet wurde, korrigiert.

Als Testsubstanzen wurden aus jeder Embryotoxizitétsklasse je 2 Vertreter gewahlt.
Dariber hinaus wurde die als teratogen bekannte Substanz Thalidomid getestet.
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Abbildung 4.5-1: Darstellung der Wirkung von Saccharin auf D3- und 3T3-Zellen wahrend 10- bzw. 8-
tagiger Behandlung. Differenzierungshemmung (Kardiomyozytenkontraktion), Zytotoxizitat und BMHC-

Transkript werden im Vergleich dargestellt.
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Abbildung 4.5-2: Darstellung der Wirkung von Penicillin G auf D3- und 3T3-Zellen wahrend 10-
bzw. 8-tagiger Behandlung Differenzierungshemmung (Kardiomyozytenkontraktion), Zytotoxizitat

und BMHC-Transkript werden im Vergleich dargestellt
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Schwach embryotoxische Testsubstanzen
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Abbildung 4.5-3: Darstellung der Wirkung von Indomethazin auf D3- und 3T3-Zellen wéhrend 10-
bzw. 8-tagiger Behandlung. Differenzierungshemmung (Kardiomyozytenkontraktion), Zytotoxizitat und
BMHC-Transkript werden im Vergleich dargestellt.
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Abbildung 4.5-4: Darstellung der Wirkung von Phenytoin auf D3- und 3T3-Zellen wahrend 10- bzw. 8-
tagiger Behandlung. Differenzierungshemmung (Kardiomyozytenkontraktion), Zytotoxizitat und BMHC-
Transkript werden im Vergleich dargestellt.
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Abbildung 4.5-6: Darstellung der Wirkung von 5-Fluorouracil auf D3- und 3T3- Zellen wéhrend 10-
bzw 8-tagiger Behandlung. Differenzierungshemmung (Kardiomyozytenkontraktion), Zytotoxizitat und
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Thalidomid
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Abbildung 4.5-7: Darstellung der Wirkung von Thalidomid auf D3- und 3T3-Zellen wahrend 10- bzw.
8-tagiger Behandlung. Differenzierungshemmung (Kardiomyozytenkontraktion), Zytotoxizitat und
BMHC-Transkript werden im Vergleich dargestellt.

Die Behandlung mit Thalidomid induzierte eine starke Abnahme der B-MHC
Expression der kardialen Zellen eines ‘Embryoid Bodies’. Die ID50 lag hier bei
25ug/ml im Vergleich zu 500ug/ml in der mikroskopischen Auswertung.

Thalidomid erwies sich bei der Messung des B-MHC Transkriptes als wesentlich
starker teratogen, als nur bei mikroskopischer Auswertung der Kontraktionen.

Bei diesem Versuch kénnen deutliche Parallelen zu in vivo bekannte Daten erhoben
werden: Thalidomid gilt einerseits als Medikament mit sehr geringen toxischen
Nebenwirkungen beim Erwachsenen, andererseits war Thalidomid als eines der
starksten teratogenen Medikamente bekannt geworden. Zu den verursachten
Missbildungen gehdrt unter anderem auch eine gestérte Entwicklung der
Herzstruktur, die Fallot’sche Tetralogie mit Pulmonalstenose,
Rechtsherzhypertrophie, Ventrikelseptumdefekt und ,reitender‘ Aorta.

Diese Beeinflussung der Embryoid Body Entwicklung konnte bei der rein
mikroskopischen Bewertung der 'Embryoid Bodies’ nicht beobachtet werden.

Wie in Abbildung 18 bis 24 dargestellt wurde, haben 6 von 7 Testsubstanzen die

Expression von B MHC bereits in niedrigerer Konzentration beeintrachtigt, als sie in
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vergleichbarem AusmafB Zytotoxizitdt im MTT-Test verursachten. In Anbetracht der
Tatsache, dass im MTT- Versuch allgemeine Toxizitdt gemessen wird, wohingegen
in der Real-Time PCR spezifische Toxizitat quantifiziert wird, war dies zu erwarten.
Im Differenzierungsversuch wird wie in der Real-Time PCR spezifische Toxizitat
gemessen. Bei der mikroskopischen Bewertung wird allerdings nicht zwischen
Embryoid Bodies mit groBen schlagenden Kardiomyozytenarealen und Embryoid
Bodies mit nur vereinzelt schlagenden Kardiomyozyten unterschieden. Dahingegen
wird in der Real-Time PCR Analyse auf molekularer Ebene cDNA quantitativ
gemessen.

Die Verschiebung der Dosis-Wirkungskurven zu den niedrigeren Konzentrationen
zeigt, dass die Analyse der MHC Expression generell deutlich sensitiver war als die

Analyse der Differenzierung unter dem Mikroskop.

Embryotoxizitat Testsubstanz Zytotoxizitdt Zytotoxizitdt B-MHC Klassifizierung
in vivo IC50 D3 IC50 3T3 Expression anhand MHC
IC50 Expression
Nicht Saccharin 1000 1000 600 1
Penicillin G 820 950 450 1
Schwach Indomethazin 16 48 55 2
Phenytoin 150 25 7,5 2
Thalidomid 800 450 25 2
Stark Hydroxharnstoff 3,5 1,5 0,9 3
5-Fluorouracil 0,035 0,026 0,025 3

Tabelle 5-1 Ergebnisse der getesteten Substanzen. Die vorlaufige Klassifizierung anhand der MHC
Expression erfolgte durch Anwendung des Pradiktionsmodells welches 1997 von Spielmann et al. fiir
den EST entwickelt wurde, es muss jedoch betont werden, dass das Pradiktionsmodell adaptiert
werden muss.
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5 Diskussion

Zahlreiche in vitro, ex vivo und short-term in vivo Systeme sind immer wieder
Gegenstand ausgedehnter reproduktionstoxikologischer Untersuchungen. Einige
dieser Verfahren werden einerseits verwendet um Mechanismen der Teratogenese,
andererseits um Alternativen zu Standard- Embryotoxizitatsversuchen an trachtigen
Tieren zu erforschen. Der Nutzen dieser alternativen Versuche hangt in erster Linie
von adaquaten Validierungsstufen ab. Der Hauptvorteil dieser Systeme ist, dass sie
prazise Kontrolle der experimentellen Bedingungen erlauben und dass sie oft
mechanistische Informationen liefern kénnen, die durch in vivo-Studien nicht geboten
werden kdnnten.

Ein neuer und vielversprechender Ansatz fir ein in vitro Verfahren ist die
Verwendung von pluripotenten Embryonalen Stammzellen als in vitro Modellsystem
fir die Embryonalentwicklung in vivo. Mit ihrer hohen Teilungsrate und
Differenzierungsfahigkeit in eine Vielzahl von Zelltypen der 3 Keimblatter Ektoderm,
Entoderm und Mesoderm ahmen sie wesentliche Schritte der frihen
Embryonalentwicklung nach. Ahnlich wie bei der Embryonalentwicklung in vivo kann
bei den hier durchgefihrten Versuchen als erste Muskelentwicklung die
Differenzierung zu spontan rhythmisch pulsierenden Herzmuskelzellen beobachtet
werden.

Vorteilhaft ist, dass Embryonale Stammzellen als permanente Zelllinie erhaltlich sind.
Diese Zellen kdnnen also vermehrt oder nach Bedarf eingefroren werden. Weiterer
Vortell ist, dass sie ein weitgehend uniformes Differenzierungsstadium liefern und in
diesem Differenzierungsstadium durch spezifische Kulturmethoden gehalten werden
kénnen.

Aus diesem Grund kann der EST einerseits zur Erforschung zellularer Prozesse der
frihen Embryogenese, andererseits zur pharmakologischen Forschung — beispiels-
weise zur Einstufung neuer Testsubstanzen in bezug auf ihr embryotoxisches

Potential - verwendet werden.
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5.1 Validierung der Testsubstanzen nach dem Modell des Embryonalen
Stammazell Tests (EST). Vergleich mit in vivo bekannten Daten.

Vor dem Hintergrund bestehender Pravalidierungsversuche von ZEBET/BgVV wurde
der Embryonale Stammzelltest etabliert.

Versuche mit den Embryonalen Stammzellen D3 zeigten, dass die Anzahl der
jeweiligen Passage entscheidenden Einfluss auf die spatere Differenzierung hatte.
Die Zellen wurden nur von Passage 6 bis 18 fur die Differenzierungsversuche
eingesetzt. Danach reduzierte sich die Entwicklungsfahigkeit und es reduzierten sich
die kontrahierenden Areale in den Kontrollversuchen. Generell zeigte sich, dass die
Differenzierungsfahigkeit der Zellen hoch empfindlich fiir &uBere Einflisse war. Eine
zu hohe Passagenzahl oder groBe Temperatur- oder CO,-Schwankungen
resultierten in  verminderter Wabhrscheinlichkeit der Ausdifferenzierung zu
kontrahierenden Kardiomyozyten. Insgesamt konnte gezeigt werden, dass 14 von 16
Testsubstanzen in die gleiche Embryotoxizitatsklasse eingeordnet wurden wie in den
Pravalidierungsversuchen. (tab.5.1-1)

Der EST zeigte kein embryotoxisches Potential fiir die Testsubstanzen Saccharin,
Penicillin G, Isoniazid und Ascorbinsaure. Auch in vivo sind fir diese Testsubstanzen
weder beim Menschen noch im Tierversuch embryotoxische Auswirkungen bekannt.
Zusatzlich eingeteilt in die Gruppe der nicht embryotoxischen Testsubstanzen wurde
- anders als bei Spielmann et al (1997) — die Testsubstanz Acetylsalicylsaure. In vivo
zeigte sich, dass Acetylslicylsaure in hoher Konzentration bei Ratten, Mausen,
Katzen und Hunden zu Wachstumsstérungen im Sinne von Kopfdysmorphien,
Nonokklusion des Neuralrohres sowie Fehlen von Extremitatenknospen fihrt. Beim
Menschen ist nach Einnahme wahrend der Schwangerschaft nur ein gehauftes
Auftreten eines vorzeitig verschlossenen Ductus arteriosus Botalli dokumentiert
(s.S.13). Bei Betrachtung der Dosis-Wirkungskurven des EST (s.S.49) zeigt sich
auch hier ein Rickgang der Kardiomyozytenareale in den hohen
Substanzkonzentrationen. Dieser Abfall ist jedoch nicht so ausgepragt, dass nach
Eingabe der Endpunkte im Pradiktionsmodell eine Einteilung in die schwach
embryotoxische Gruppe der Testsubstanzen erfolgt. Es liegt demnach ein falsch
negatives Ergebnis fir diese Testsubstanz vor.

In der Gruppe der schwach embryotoxischen Testsubstanzen wurden Coffein,
welches in vivo hochdosiert zu Stérungen in der Ausbildung des Nervensystems flhrt
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(s.S.14), Indomethazin, das ahnlich wie Acetylsalicylsdure einen vorzeitigen
Verschluss des Ductus arteriosus Botalli bewirken kann (s.S.15), und Phenytoin
welches beim Neugeborenen zu dem spezifischen Phenytoin-Syndrom (s.S.15) fihrt,
korrekt eingeteilt. Ebenso korrekt bewertet wurden Dexamethason, welches
gelegentlich zu Malformationen des Schadels fihren kann (s.S.16), und
Diphenhydramin, das in hohen Konzentrationen im Tierversuch (nicht jedoch beim
Menschen) zu Entwicklungsstérungen flhrte (s.S.17). Falsch negativ wurde
zusatzlich in diese Gruppe die Testsubstanz Busulfan, bei der es sich um ein in vivo
bekanntes potentes Teratogen handelt, eingeteilt. Im Tierversuch hatte sich bereits in
niedriger Konzentration gezeigt, dass Busulfan Wachstumsstérungen im Sinne von
Skelett und Extremitatdefekten induzierte. Fir den Menschen liegen aufgrund der nur
akzidentellen Einnahme von Busulfan wéahrend der Schwangerschaft auBer
Einzelfallberichten keine verwertbaren Daten vor. Gleiches gilt auch fir die in vivo
nur aus Tierversuchen bekannten hoch embryotoxischen Testsubstanzen Hydroxy-
harnstoff, Methotrexat, 5-Fluoruracil, Cytosinarabinosid und Retinolsdure. Neben den
letalen Ausswirkungen zeigten diese Substanzen ein weites Spektrum von
Missbildungen in der neuronalen und skeletalen Entwicklung und bewirken dartber
hinaus Schadigungen der inneren Organe (s.S.17-21). Diese Testsubstanzen, deren
hohes embryotoxisches und teratogenes Potential aus Tierversuchen bekannt ist,
wurden im EST korrekt klassifiziert.

Am Beispiel der Retinolsdure kann demonstriert werden, dass mit Hilfe des EST eine
Unterscheidung zwischen teratogenen und embryotoxischen Effekten mdglich ist.
Teratogene Substanzen zeigen im Vergleich der Zytotoxizitat (gemessen durch
MTT Versuch) und der Differenzierungshemmung (gemessen im Differenzierungs-
versuch) niedrigere Werte fir den Endpunkt Differenzierungshemmung als fur die
Zytotoxizitat. Dies trifft am deutlichsten fir die Testubstanz Retinolsdure, aber auch
fir die Testsubstanzen Hydroxyurea, Phenytoin und Diphenhydramin zu. Hier ist
davon auszugehen, dass die Reduktion der kontrahierenden Areale auf spezifischen
teratogenen Effekten beruht und nicht durch die allgemeine Toxizitadt verursacht
wurde. (s.Abb. 5.1-1)

Schwach embryotoxische Testsubstanzen wie Coffein und Dexamethason jedoch
weisen ahnliche Werte fir allgemeine Zytotoxizitat (MTT-Test) und Differenzierungs-

hemmung (Differenzierungsversuch) auf. In diesen Fallen ist es wahrscheinlich, dass
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die Reduktion kontrahierender Areale in den hdchsten Konzentrationen durch die
allgemeine Toxizitat hervorgerufen wurde.

Dies trifft auch auf die embryotoxischen Substanzen Methotrexat, 5- Fluoruracil, und
Cytosinarabinosid zu.(s.Abb.5.1-1)

Nur bei Indomethazin war der IC 50 Wert fur D3 Zellen niedriger als der ID50 Wert.
Dies kdnnte dadurch erklart werden, dass fetotoxische Effekte von Indomethazin in
vivo erst bei Applikation im 2. oder 3. Trimester der Schwangerschaft entstehen.
Indomethazin hat keinen Einfluss auf die frihe Embryonalentwicklung, wie sie im
EST reprasentiert wird. DartUberhinaus bewirkt Indomethazin im Tierversuch eher
Defekte in der Skelettentwicklung und zeigt keine Effekte auf die Entwicklung des
Herz-Kreislaufsystems.

Es ist also mit dem EST mdglich, zwischen teratogenem und embryotoxischem Effekt
der Testsubstanzen zu unterscheiden. Diese Unterscheidung kann allerdings nur bei
direktem Vergleich der Dosis-Wirkungskurven der jeweiligen Testsubstanzen
getroffen werden. Bei der Berechnung im Pradiktionsmodell erfolgt dann nur noch
eine Einteilung in die drei Embryotoxizitatsklassen, eine Unterscheidung zwischen
primar toxischem und primar teratogenem Potential der Testsubstanzen wird hier
nicht mehr durchgefihrt.

Bei Einsatz als Routinescreeningverfahren ist davon auszugehen, dass gelegentlich
Testsubstanzen in die falsche Embryotoxizitatsgruppe eingeordnet werden. Bei
falsch negativen Ergebnissen, d.h. bei Testsubstanzen deren embryotoxisches
Potential falsch zu hoch eingeschatzt wurde, hatte dies zur Folge, dass
moglicherweise vielversprechende Substanzen nicht weiterentwickelt werden und flr
eine mdgliche Anwendung verloren gehen. Der Schaden liegt hierbei in der Industrie.
Die Mdoglichkeit von falsch positiven Ergebnissen, d.h. Testsubstanzen deren
embryotoxisches Potential im EST nicht erkannt oder zu niedrig eingestuft wurde,
legt die Notwendigkeit einer weiteren Testung der vielversprechenden Substanzen
im Tierversuch nahe. Nur so kann die Sicherheit fir die therapeutische Anwendung
erhdéht werden und Schaden fir Menschen und Tiere vermieden werden. An dieser
Stelle wird deutlich, dass der EST zwar geeignet ist die Zahl von Tierversuchen zu
reduzieren, diese jedoch nicht vollstandig ersetzten kann.
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Eigene Ergebnisse Ergebnisse ZEBET/ BgVV
Testsubstanz MTT D3 IC50 MTT 3T3IC50 ID50 Klassifikation im | MTT D3 IC50 MTT 3T3 IC50 D50 Klassifikation im
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) Pradiktionsmodell | (ug/ml) (ng/ml) (ng/ml)  Pradiktionsmodell
Saccharin 1000 1000 820 1 3489 300 2000 1
Penicillin G 810 940 600 1 2950 1586 3450 1
Isoniazid 1000 210 430 1 750 375 360 1
ASS 280 150 240 1 220 230 248 2
Ascorbinsure 180 52 150 1 138 25,5 408 1
Coffein 130 150 200 2 165 155 185 2
Indomethazin 16 48 56 2 29 27 66 2
Phenytoin 160 25 16 2 27,3 35 20 2
Dexamethason 25 64 14 2 23 26 18,3 2
Busulfan 2,5 1,75 5,3 2 2,1 4,8 4,6 3
Diphenhydramin 14 40 3,4 2 29,5 30 6,7 2
Hydroxyharnstoff 3,4 1,4 1,2 3 2 7,2 1,7 3
Methotrexat 0,0035 0,025 0,071 3 0,074 0,015 0,02 3
5-Fluoruracil 0,035 0,025 0,035 3 0,103 0,17 0,0289 3
Cytosinarabinosid 0,035 0,075 0,3 3 0,024 0,033 0,029 3
Retinolséure 0,001 1,2 0,000026 3 0,005 1 0,0001053

Tabelle 5.1-1 Vergleich der Ergebnisse von Zebet/BgVV mit eigenen Ergebnissen. Bei den dargestellten Werten (ug/ml) handelt es sich um Mittelwerte (n > 3)
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mikroskopische Auswertung. Bei Testsubstanzen, die auf oder in unmitteloarer Nahe der

Geraden liegen, wird die Hemmung der Ausbildung von Kardiomyozyten eher durch zytotoxische
Wirkung verursacht.(IC50 D3 = ID 50) Beispiel: 5-Fluorouracil

Abbildung 5.1-1 Relation zwischen IC 50 Werten der Embryonalen Stammzellen, gemessen
D3 > ID50

verminderte Ausbildung kontrahierender Kardiomyozyten eher durch teratogene Wirkung. (IC50

Testsubstanzen, die unterhalb der Geraden liegen, wie z.B. Retinolsdure verursachen die

durch MTT-Versuch,
nur gering toxisch. Auch in vivo sind nach Einnahme des Medikamentes beim

Thalidomid wirkte auf ausdifferenzierte Fibroblasten und auf die embryonalen Zellen

auch das embryotoxische Potential einer nicht schon in Pravalidierungsstudien
getesteten Substanz untersucht werden. Hierzu wurde die in vivo als teratogen

Wahrend sich die bisherigen Versuche einzig auf die Validierung von Substanzen,
deren teratogenes Potential in vitro vorher bekannt war, bezog, sollte im Folgenden

Erwachsenen kaum toxische Nebenwirkungen aufgetreten.

Verhalten der Substanz in vitro hier richtig wiedergegeben.

bekannte Substanz Thalidomid gewahlt.

Thalidomid
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Das embryotoxische Potential entspricht nach Testung im Embryonalen Stammzell
Test den Werten der nicht embryotoxischen Testsubstanzen, wie beispielsweise
Isoniazid. Auch in vivo konnten an Mauseembryonen keine embryotoxischen Effekte
beobachtet werden. Auch in diesem Fall wird im Vergleich mit den in vivo Daten das
embryotoxische Potential der Substanz korrekt wiedergegeben.

Die teratogene Auswirkungen von Thalidomid konnten nur an einigen héheren
Vertebraten beobachtet werden. Dies wird im Screening der Substanz durch den
urspriinglichen EST zunachst nicht deutlich. Erst die Messung des B-MHC
Transkriptes mit Hilfe der quantitativen Real-Time PCR zeigte die Teratogenitat der

Substanz

Grenzen des EST
Ein Nachteil des Embryonalen Stammzell Test bestand darin, dass der Metabolismus

dem die Substanzen in vivo unterliegen, hier keinen Einfluss auf die Testsubstanzen
hat. Einmal abgesehen vom Arzneimittelstoffwechsel der Mutter wird auch der
Stoffwechsel der Plazenta und des Embryos bzw. des Feten nicht berlicksichtigt.

Es ist bekannt, dass fast alle chemischen Stoffe bzw. ihre Metabolite den fetalen
Kreislauf erreichen. Bei vielen Medikamenten wurden Konzentrationen im Feten
gemessen, die zwischen 20%-80% der matterlichen Konzentration betrugen. Dieser
Konzentrationsabfall ist nicht auf die Plazentaschranke zurlickzufihren, sondern auf
den Arzneimittelstoffwechsel in der Plazenta und eventuell auch im Feten
(Szeto,1982; Juchau,1989). Die fur die Oxidation koérperfremder Substanzen
wichtigen Enzymsysteme (z.B. Cytochrom P-450) sind in Leber (Yaffe et al.,1970)
und Plazenta (Meigs und Ryan, 1968) menschlicher Feten nachweisbar, wenngleich
ihre Aktivitat im Vergleich zur mutterlichen Leber geringer ist. (Spielmann et al.,
1992) Arzneimittel und andere Fremdstoffe kdnnen in der Plazenta die Synthese von
Hormonen und anderen fir die Entwicklung des Embryo wichtigen Stoffen
beeintrachtigen. Da die Enzyme der feto-plazentaren Einheit auch die Synthese
toxischer Stoffwechselproduktie katalysieren und da die meisten polaren -d.h.
wasserloslichen— Metabolite die Membranen der Plazenta auch in feto-maternaler
Richtung nur schwer passieren, kann die Aktivitdt dieser Enzyme zu einer
Kumulation toxischer Metabolite im Feten fihren. Darlberhinaus werden
Arzneimittel, die in den fetalen Urin gelangen, in der Amnionflissigkeit angereichert.
Diese Stoffe kénnen durch erneutes Schlucken von Fruchtwasser in den Kreislauf
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des Feten gelangen und auf diese Weise ebenfalls zu einer Akkumulation flhren.
(Spielmann, 1992)

Von besonderer Bedeutung flr die Charakterisierung des embryotoxischen
Potentials einer Testsubstanz ist dartber hinaus das Entwicklungsstadium, das zum
Zeitpunkt der Einwirkung erreicht worden ist. Die Sensibilitat ist dann am gr6Bten,
wenn die Organisation am raschesten fortschreitet, sie nimmt ab, wenn die
Reifungsprozesse einzusetzen beginnen. Deshalb betreffen die empfindlichen
Perioden im allgemeinen die eigentliche Embryonalentwicklung, sie kénnen aber
auch viel spatere Zeitabschnitte umfassen.

Bevor eine Differenzierung einsetzt, ist der Embryo wahrscheinlich gegen manche
schadigenden Einwirkungen unempfindlich, hingegen kann eine genitigend hohe
Dosis zum Absterben des Keimes filhren. Nachdem die Organogenese begonnen
hat, kénnen leicht Missbildungen spezifischer Organe und Systeme auftreten; sie
reflektieren die speziellen Empfindlichkeiten und Bedlrfnisse der sich rasch
differenzierenden und wachsenden Gewebe. Mit dem Fortgang der
Organentwicklung nimmt die Sensibilitat wieder ab. In der Fetalperiode, in der
Wachstum, Histogenese und funktionelle Reifung wichtig sind, kbnnen als Stdérungen
Wachstumsriickstand, strukturelle Defekte in den Geweben oder Stdrungen
funktioneller Art auftreten.

Diese Aspekte werden im Embryonalen Stammzelltest nicht reprasentiert.

Es ist nicht mdglich, zeitliche Faktoren, die flr die Beurteilung und Beschreibung der
embryotoxischen Potenz der Substanzen eine nicht unerhebliche Rolle spielen, hier
in die Bewertung mit einflieBen zu lassen.

Ein weiterer wichtiger Faktor, der berlcksichtigt werden muss, ist die Tatsache, dass
im EST bisher nur die Entwicklung der Stammzellen zu Kardiomyozyten bewertet
wird, und auch nur ein sehr friher Abschnitt der Embryonalentwicklung in Ansatzen
dargestellt wird. Auch wenn es sich bei friheren Abschnitten der Entwicklung im
Allgemeinen um die empfindlicheren handelt, gibt es auch Testsubstanzen, die erst
wahrend spaterer Entwicklungsabschnitte ihr fruchtschadigendes Potential entfalten.
(z.B. Indomethazin)

Vor dem Hintergrund dieser Problematik wird die eingeschrankte Aussagekraft des
Embryonalen Stammzell Tests deutlich. Es ist jedoch nicht von der Hand zu weisen,
dass eindeutige Ubereinstimmungen mit den hier in vitro gefundenen Ergebnissen

und aus der Literatur beschriebenen in vivo Ergebnissen dargestellt werden konnten.
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Es kdénnen durch den EST selbstverstandlich keine endglltigen Aussagen Uber
pranataltoxische Effekte neuer Substanzen sicher getroffen werden, d.h. die
Aussagefahigkeit trifft aus den oben genannten Griinden rasch auf Grenzen.

Im Rahmen einer Vorselektierung kann und sollte der EST als in vitro
Screeningmethode im Ersatz fir in vivo Versuche an trachtigen Tieren eingesetzt
werden. Substanzen, die sich im EST als embryotoxisch erwiesen, kénnen von
weiterer Entwicklung ausgeschlossen werden. Dadurch kénnen vielversprechende
neue Substanzen frihzeitig selektiert werden, die dann zur weiteren Prifung

Tierversuchen unterzogen werden mussen.
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5.2 Etablierung neuer Endpunkte in der Embryotoxizitaitsmessung

Wahrend der Auswertung des Differenzierungsversuches zeigten sich Nachteile
durch die Beurteilung der kontrahierenden Areale allein durch mikroskopische
Bewertung: Hierbei konnte nicht die GréBe der kontrahierenden Areale bestimmt
werden, es wurde nur festgestellt, ob ein Embryoid Body Kontraktionen aufwies oder

nicht. Dabei wurde nicht bewertet, ob jeweils nur eine Zelle oder viele Zellen
kontrahierten.

Im Hinblick auf diese Problematik sollten die folgenden Untersuchungen dazu dienen

den EST weiterzuentwickeln und die Auswertung zu optimieren.

Zellkultur in 'hingenden Tropfen'
Inkubation (37°C/5%C0O2/ 3 Tage)

Induktion von ES-Zell Aggregaten

U

Kultivierung in Suspensionslosung
Inkubation (37°C /5% CO2/ 2Tage)
Differenzierung in EBs

Embryonaler
Stammzelltest
(EST)

Kultivierung in 24-Wellplatten
Inkubation (37°C/ 5%C0O2/ 5 Tage)
Differenzierung zu Myokard

U

Urspriinglicher

Endpunkt:
Mikroskopische

Untersuchung auf das
Vorhandensein von

Kontraktionen
1.) Untersuchung 2.) Bestimmung der 3.) Analyse der B-
der Aktin - Anzahl Aktinin- Myosin Heavy
Analyse neuer End- Konzentration der positiver Zellen der Chain Expression
punkte fiir den EST: EBs mit EBs durch der EBs durch
Zell ELISA FACS-Analyse quantitative
Real-Time PCR

Abbildung 5.1-2: Schematische Darstellung des Differenzierungsversuches des Embryonalen
Stammzelltests mit Alternativen fiir mégliche Endpunkte
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5.2.1 Endpunkt 1: Analyse der "Embryoid Bodies' durch Zell-ELISA an Tag 10

der Differenzierung

In der Entwicklung der ‘Embryoid Bodies’ ist alpha-Aktin der erste Marker der
Herzzellentwicklung. (Gurdon et al., 1989) Die Analyse der a-Aktin Expression
erfolgte in den vorliegenden Versuchen an Tag 10 der Differenzierung im Embryoid
Body.

Die Messung der Aktin Expression im Embryoid Body zur Bestimmung des
Einflusses der beiden Testsubstanzen Penicillin G und 5-Fluoruracil auf die
Entwicklung erbrachte folgende Ergebnisse:

Es fand sich bei beiden Substanzen eine dosisabhangige Abnahme der Aktin
Expression im Embryoid Body. In der héchsten eingesetzten Penicilin G
Konzentration waren mikroskopisch nur noch in 10% der Embryoid Bodies
Kontraktionen zu verzeichnen. Trotzdem lag die Aktin Konzentration noch bei Uber
50% im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. (s.Abb.4.3-1) Ahnliches konnte auch
bei der Testsubstanz 5-Fluorouracil beobachtet werden. (s.Abb.4.3-2) Hier wiesen in
der hoéchsten eingesetzten Dosis von 0.1ug/ml keine der ‘Embryoid Bodies’
kontrahierende Areale mehr auf. Hingegen lag die Aktinkonzentration noch bei 30%
in bezug auf die Kontrolle, jedoch zeigte die mittlere Konzentration im ELISA im
Gegensatz zur mikrospischen Auswertung bereits eine Verminderung an.

Eine Erklarungsmaoglichkeit hierfir ist, dass einzelne, nur langsam oder minimal
kontrahierende Zellen im Mikroskop nicht gesehen wurden.

Eine zweite Erklarungsméglichkeit ist, dass sich im Embryoid Body zwar noch
Kardiomyozyten ausbilden, in denen Aktin vorhanden ist, die aber aufgrund anderer
schadigender Mechanismen die Fahigkeit zur Kontraktion verloren haben. In der
Literatur beschrieben sind Untersuchungen Uber einzelne Defekte wie z.B.
Tropomodulin 1-Defizienz (Fritz-Six et al., 2003) oder Defekte im Dystrophin Gen
(Meng et al., 1996), die zwar die Ausbildung von kontraktilen Filamenten nicht
beeintrachtigen, aber eine normale Kontraktilitdt unméglich machen. Ahnliches
kénnte auch hier vorliegen.

Nicht zu vergessen ist auch eine mdglicherweise unspezifische Bindung des
Antikérpers; d.h. die hdéheren Werte koénnten nicht durch Anfarbung von
Herzmuskelzellen, sondern durch Farbung skeletaler Muskelzellen bedingt sein.
Nachteilig bei den hier beschriebenen Versuchen waren in erster Linie die hohen
Kosten, die durch hohen Antikdrperverbrauch verursacht wurden. Bei einem Einsatz
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als Screeningmethode mit hohem Durchsatz wére dies ein bedeutender negativer
Faktor. Zu erwahnen ist auch die nicht absolute Herzspezifitdt des Antikérpers.
Prinzipiell wird hier nicht allein die Entwicklung von Herzmuskelzellen, sondern auch
die Entwicklung skeletaler Muskeln quantifiziert. Da die Entwicklung von
Herzmuskelzellen in vivo wie auch in vitro vor der Entwicklung der Skelettmuskulatur
einsetzt und hier sehr frihe Entwicklungsstadien untersucht werden, ist eine Bindung
an Skelettmuskelzellen jedoch unwahrscheinlich: In vivo wird kardiales Aktin bei
Embryonen der Maus erstmals an Tag 7,5-7,8 in allen Somiten exprimiert. Genauere
Untersuchungen zur Differenzierung skeletaler Muskelzellen im Embryoid Body
wurden von Rhowedel et al (1994) beschrieben. Hier konnte gezeigt werden, dass
spezifische Gene flir die Muskelentwicklung (myf5, myogenin, myoD, und myf6) in
der gleichen zeitlichen Abfolge aktiviert werden wie in vivo. Alpha-skeletales Aktin,
ein strukturelles muskelspezifisches Protein, werden zeitgleich mit ersten Myogenin-
transkripten gefunden. (Lyons et al., 1990) Bei der BLC6 Zelllinie, einer anderen
Zelllinie aus Embryonalen Stammzellen, die ebenfalls aus der Blastozyste gewonnen
werden, konnten die ersten Myogenin Transkripte im Embryoid Body an Tag 11
gefunden werden. Zu berilcksichtigen bleibt aber, dass im Vergleich zu den hier
eingesetzten D3 Zellen die BLC6 Zellen sich hauptsachlich in Nervenzellen und
Muskellzellen differenzieren, aber keine Kardiomyozytenareale ausbilden. Die bei
Rhowedel et al (1994) untersuchten Embryoid Bodies wurden, um eine mdglichst
hohe Zahl skeletaler Muskelzellen auszubilden, 5 Tage in Suspension gehalten (hier
nur 2) und darUber hinaus mit DCC-FCS Mediumzusatz (van den Eijnden-van Raaij
et al.1991) kultiviert. Im Kontext der Untersuchungsergebnisse bedeutet dies, dass
erste skeletale Aktin-Transkripte an Tag 11 der Entwicklung im Embryoid Body
erscheinen, die hier durchgefihrten Messungen aber mit an Tag 10 fixierten
Embryoid Bodies erfolgten.

Ein weiterer wesentlicher Nachteil bei diesem Versuch, der mit den adhé&renten
Embryoid Bodies durchgefiihrt wird, ist dass die Zellzahl nicht einberechnet werden
kann. Bei vielen Testsubstanzen, insbesondere solchen mit einem hohen toxischen
Potential wie 5-Fluorouracil, kam es zu einer Abnahme von Zellzahl und GréBe im
Embryoid Body. Diese Veranderungen missen prinzipiell mit dem Endergebnis
verrechnet werden. Da eine Zellzdhlung der adharenten, in Haufen angeordneten

Zellen jedoch nicht mdéglich ist, kann nicht differenziert werden, ob eine erniedrigte
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Fluoreszenzintensitat durch eine erniedrigten Gesamtzellzahl oder eine erniedrigte
Anzahl von Aktin positiven Zellen bedingt ist.

5.2.2 Endpunkt 2: Durchflusszytometrische Untersuchung der ‘Embryoid
Bodies’ an Tag 10 der Differenzierung

Durch die FACS Analyse ist es mdglich die Zellzahl positiver gefarbter Zellen in
Relation zur Gesamtzellzahl zu bestimmen und gleichzeitig Informationen Uber das
Expressionslevel in einzelnen Zellen zu bekommen, was beim Zell ELISA nicht
maglich ist.

Wahrend der Embryonalentwicklung erfolgt die Expression gewebespezifischer Gene
und die Ausbildung typischer Strukturproteine und Rezeptoren in einem zeitlich
abgestimmten Programm. Herzspezifische Proteine des Sarkomerapparates, d.h. der
kontraktilen Grundeinheit einer Muskelfaser wie o-sarcomeric Aktinin und Myosin,
werden strukturell organisiert und physiologische Eigenschaften wie herzspezifische
Aktionspotentiale und lonenkanéle in einem charakteristischen zeitlichen Muster
ausgepragt. (Hescheler et al.,1997)

FOr die hier vorliegenden Versuche wurde das muskelspezifische Protein «-
sarcomeric Aktinin als Antigen gewdahlt. Es wurde ein spezifischer monoklonaler
Antikérper, der ein reproduzierbares und quantitativ standardisierbares Signal in der
Immunfluoreszenz und der Durchflusszytometrie ergab, identifiziert: Monoklonal Anti
o-Actinin (Sarcomeric) Klon EA-53 (Goncharova et al., 1992)

Dieser Antikdérper erkennt spezifisch a-Aktinin der Z-Bande in Skelett- und
Herzmuskeln. Nicht sarkomere Muskelelemente wie Bindegewebe, Epithel, Nerven
oder glatte Muskulatur werden nicht erkannt. Da sich die Herzmuskelzellen im
Verlauf der Differenzierung vor den Skelettmuskelzellen entwickeln (Guan et al.,
1999, s.0.), und im Mikroskop zum Zeitpunkt, an dem die FACSanalyse durchgefihrt
wurde, die Kontraktionen der Herzmuskelzellen sichtbar waren, ist davon
auszugehen, dass durch den Antikérper gréBtenteils Herzmuskelzellen angeféarbt und
analysiert wurden.

Als positive Testsubstanz mit einem hohen embryotoxischen Potential kam 5-

Fluorouracil, welches wahrend der Embryonalentwicklung vorwiegend Missbildungen
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an Extremitaten und zahlreiche viszerale Defekte ausldst, zum Einsatz. Penicillin G
wurde als negative Kontrollsubstanz verwendet.

Die Zellen differenzierten nach dem urspriinglichen standardisierten Testprotokoll fir
den Embryonalen Stammzelltest. Zur Weiterentwicklung des Verfahrens wurden
verschiedene Versuchsprotokolle zur Farbung der Zellen ausgetestet. Die Methode,
bei der keine unspezifischen Bindungen in der Negativkontrolle auftraten (s. 2.8),
wurde zur Analyse des embryotoxischen Potentials der Testsubstanzen im FACS
angewandt.

Die Analyse der unbehandelten Kontrollzellen mit Hilfe des Fluorescent Activated
Cell Sorter (FACS) ergab 17 % Aktinin positive Zellen pro 10000 gemessener Zellen.
Die Analyse der mit Penicillin G, wie auch der mit 5-Fluorouracil behandelten
Embryonalen Stammzellen ergab eine konzentrationsabhdngige Reduktion der
Aktinin Expression.

Bei der Konzentration 500ug Penicillin/ml war aufféllig, dass nach mikroskopischer
Inspektion 24 von 24 der ‘Embryoid Bodies’ kontrahierende Felder aufwiesen, aber in
der FACS Analyse nur 30% der Zellen in bezug auf die Kontrolle das kontraktile
Filament Aktinin exprimierten. Hier wird deutlich, dass - auch wenn nur wenige der
Zellen in einem Embryoid Body kontrahieren- dieser Embryoid Body als positiv
bewertet wird; dennoch kdnnen die aktininpositiven Zellen bereits reduziert sein. Die
Immunzytometrie ist somit empfindlicher als die mikroskopische Bewertung der
Kontraktionen. Ahnlich wie im ELISA Versuch wurden bei der FACS Analyse hdhere
Werte fur die Aktinin Expression unter 5-Fluorouracilbehandlung im Vergleich zur
mikroskopischen Auswertung gemessen. Erklarungen koénnten sein, dass der
Antikérper unspezifisch bindet (dies wurde zuvor weitgehend ausgeschlossen) oder
dass auch bei hohen Konzentrationen der Substanz Aktinin exprimiert wird, die
Zellen aber nicht mehr funktional sind, d.h. nicht mehr kontrahieren. Eine andere
mdgliche Erklarung ist aber auch die Verschiebung der Zellpopulationen innerhalb
der durch die Negativkontrolle und durch die Kontrolle festgelegten Messbereiche
(Gates). Die Population der mit 5-Fluorouracil behandelten Zellen verschiebt sich im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen in der Messung mittels Forward
scatter und Side scatter in Richtung niedrigerer Werte. Dadurch verschob sich auch
die Population der Aktinin positiven Zellen in den Messbereich der Kontrollzellen,

was zu einer Verfalschung der Messergebnisse flhrte.
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FiOr die hier untersuchten Zellen gibt es bislang keinen Antikdrper gegen auf der
Zelloberflache befindlichen Antigene. Aus diesem Grund wird die wesentlich
aufwandigere intrazellulare Immunfluoreszenzfarbung erforderlich. Bei diesem
Verfahren muss die Zellmembran kurzzeitig permeabilisiert werden, um den
Durchtritt des Antikérpers in das Zytoplasma zu ermdglichen. Dies hat eine Erhéhung
des Antikérperverbrauches, eine Verlangerung der Versuchsdauer sowie einen
Verlust des ohnehin schon begrenzten Zellmaterials zur Folge. Es handelt sich
hierbei um Faktoren, die im Rahmen von Routinescreeningtests mit einem hohen
Durchsatz eine Steigerung von Aufwand und Kosten zur Folge haben.

Prinzipiell eignet sich die Durchflusszytometrie also nur bedingt zur Quantifizierung
embryotoxischer Effekte neuer Testsubstanzen.

5.2.3 Endpunkt 3: Analyse der B MHC Expression in ‘Embryoid Bodies’ mittels
quantitativer real time PCR an Tag 8 der Differenzierung

Da sich in einem Embryoid Body simultan neben den Kardiomyozyten natirlich noch
viele andere Zelltypen entwickeln, mussten Gene ausgewahlt werden, die spezifisch
in Herzmuskelzellen exprimiert werden: Wobus and Guan (1998) wiesen nach, dass
zunachst mesodermspezifische Gene, wie o und B MHC, spater aber auch Gene, die
im Vorhof (atrial natriuretic factor , ANF) und in der Herzkammer (myosin light chain-
2v ) exprimiert werden.

Bei der Maus, wie bei den meisten Saugetieren, ist das MHC Protein das quantitativ
am Meisten vorkommende kontraktile Protein und wird im Genom als eine Einheit
mehrerer Isoformen reprasentiert. Die Anzahl der Isoformen variiert von Spezies zu
Spezies. Die verschiedenen Isoformen werden entwicklungsabhangig,
gewebespezifisch sowie muskelspezifisch exprimiert. (Wobus et al., 1996)

Myosin ist ein sehr groBes Protein, das aus zwei ineinander verdrillten Polypeptiden
(schwere Kette) und vier kleineren Peptiden (leichte Kette) besteht. Es gibt drei
Isoformen dieses Proteins: V4, ein Homodimer der a-Myosin Heavy Chain Isoform;
V, ein Heterodimer des a- und des B-Myosin Heavy Chain Proteins; Vs, ein
Homodimer der B —Myosin MHC Isoform. (Ng et al., 1991)

In Kammermyozyten findet wahrend der Entwicklung eine Verschiebung in der

Expression und Verteilung der MHC Isoform statt. Pranatal dominiert die B-Isoform,
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die allerdings postnatal reduziert wird, wohingegen die Expression des a-MHC
Genes verstarkt wird, so dass in der adulten Herzkammer diese Isoform dominant
vertreten ist. (Ng et al,1991 und Metzger et al,1995)

Wéhrend der in vitro Differenzierung der Embryonalen Stammzellen konnte kardiale
B-MHC mRNA zu einem Zeitpunkt vor Auftreten der ersten Kontraktionen an Tag 3
und 4 nachgewiesen werden. Zu Beginn der spontanen Kontraktionen wurde sowohl
B- als auch a-MHC mRNA nachgewiesen (Metzger et al.,1995). Nur die Embryoid
Bodies, die beide Isoformen exprimiert hatten, wiesen Kontraktionen auf. (Sanchez et
al,1991) Nach langerer Kontraktion im Verlauf der Entwicklung dominiert das o-MHC
Gen, mit einer Relation der o/ Konzentration von 16:1.

Angesichts dieser Erkenntnisse sollte die Messung des B MHC Transkriptes an Tag
8 der Differenzierung in vitro als moglicher neuer Endpunkt des EST untersucht
werden. In Untersuchungen von Zur Nieden et al. (2001) konnte durch RT-PCR
Analyse gezeigt werden, dass die gewahlten Gene spezifisch in Herzgewebe
exprimiert werden und dass die speziell zur Amplifikation des B-MHC Genes
hergestellten Primer spezifisch an die Transkripte im Herzgewebe der Maus binden.
Eine ebenfalls in Vorarbeiten von ZurNieden et al. 2001 durchgeflihrte kinetische
Analyse des gesuchten Genes in den Kontroligruppen ergab, dass in der
Entwicklungsphase zwischen Tag 5 und Tag 30 der Embryoid Bodies die Expression
an den Tagen 8 und 9 am héchsten war. Aus diesem Grund wurde die Expression
nach Behandlung mit den Testsubstanzen an Tag 8 gemessen. Hierbei wurden im
Vergleich mit der mikroskopischen Auswertung Ubereinstimmende Werte ermittelt.

Im Vergleich der Kurve der mikroskopischen Auswertung mit der Kurve der MHC
Expression kam es bei den Substanzen Saccharin, Penicillin G, Phenytoin, 5-
Fluorouracil und Thalidomid zu einer Verschiebung der Kurve zu den niedrigeren
Substanzkonzentrat

ionen. Bei der Testsubstanz Hydroxyharnstoff lagen die beiden Kurven fast identisch,
bei Indomethazin kam es zu einer leichten Verschiebung der Kurve nach rechts, zu
den héheren Substanzkonzentrationen. Die im Mikroskop beobachtete Verkleinerung
der Kardiomyozytenareale, die zuvor nicht in die Bewertung mit aufgenommen
werden konnte, wird hier sensitiver dargestellt.

Setzt man die Werte der TagMan PCR in das von ZEBET fiir den EST entwickelte
Pradiktionsmodell ein, wird fir die Testsubstanzen Penicillin G und Thalidomid eine
andere Klassifikiation errechnet als mit den Werten fir den urspringlichen EST. Fir
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beide Substanzen wurde nach Anwendung im urspringlichen EST kein
embryotoxisches Potential errechnet, mit den Ergebnissen der PCR wurden sie mit
dem Pradiktionsmodell den schwach embryotoxischen Substanzen zugeordnet. In
vivo ist fir Penicillin kein embryotoxisches Potential bekannt; Thalidomid hingegen
wurde zeitweise wegen der hohen Fehlbildungsrate nach Einnahme in der
Frihschwangerschaft vom Markt genommen.

Es darf bei der Bewertung jedoch nicht vergessen werden, dass das
Pradiktionsmodell der ZEBET fir den EST mit mikroskopische Auswertung der
Kontraktionen erstellt worden ist und somit in Frage steht, ob es auch auf die
Ergebnisse der TagMan PCR anwendbar ist.

Thalidomid

Besondere Betrachtung soll der Analyse der B-MHC Expression der ‘Embryoid
Bodies’ gewidmet werden, die wahrend der Differenzierung mit der Substanz
Thalidomid behandelt worden waren.

Es zeigte sich, dass aus der Behandlung mit dieser Substanz ein starker Abfall der B-
MHC Expression resultierte. Nach mikroskopischer Analyse wurde der ID50 Wert bei
500ug/ml erreicht. Die Bewertung der B-MHC Expression ergab jedoch einen ID50
Wert von nur 25 pg/ml! Das Ergebnis wurde in erneuten Versuchsreihen bestatigt
(n=3).

Thalidomid hat in vivo kaum zytotoxische Nebenwirkungen auf adultes Gewebe. Im
Zytotoxizitatsversuch an ausdifferenzierten Maus-Fibroblasten konnte dieses
Verhalten widergespiegelt werden. Das bekanntermaBen hochembryotoxische
Potential dieser Substanz konnte im EST zuné&chst jedoch nicht gefunden werden.
Erst nach Analyse der B-MHC Expression zeigte sich, dass die
Differenzierungshemmung der Substanz &hnlich der des bekanntermaBen stark

embryotoxisch wirksamen Chemotherapeutikums Hydroxyharnstoff war.

Erstaunlich bei diesen Ergebnissen ist jedoch, dass - obwohl die B MHC Expression
auf ein extrem niedriges Niveau abgesunken war - im Mikroskop immer noch
deutliche und groBe kontrahierende Areale beobachtet werden konnten. Als
Erklarungsmadglichkeiten hierfir kommen in Frage:

1.Auch geringste Mengen des B MHC Proteins sind fir die Ausbildung
kontrahierender Kardiomyozytenareale ausreichend.
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2.Thalidomid bewirkt eine zeitliche Verzégerung der B MHC Expression. Die PCR
Analyse fand an Tag 8, die mikroskopische Analyse erst an Tag 10 statt.
3.Thalidomid bewirkt die Expression eines veranderten, aber dennoch
funktionstlichtigen Myosin Proteins. Mutationen im B Myosin Heavy Chain Protein
wurden seit 1992 (erstmals von Perryman et al 1992) wiederholt beschrieben. Diese
Patienten leiden Gberwiegend an einer hypertrophen obstruktiven Kardiomyopathie,
was gehauft kardiale Ereignisse, wie plétzlicher Herztod, zur Folge hat.

Zum Einsatz des neuentwickelten Endpunktes B MHC Genexpression bei der

Embryotoxzitdtstestung

Die veranderte Expression des MHC Genes unter dem Einfluss der Testsubstanzen
kann einen neuen einfach zu quantifizierenden Endpunkt in der
Embryotoxizitatsmessung liefern.

Diejenige Konzentration, bei welcher 50 % der MHC Expression im Vergleich zu
einer unbehandelten Kontrollgruppe erreicht wurde, wird als Endpunkt des
Differenzierungsversuches angesehen. Dieser Endpunkt ist im Vergleich zur
mikroskopischen Auswertung einfacher und genauer. Dartberhinaus wird die MHC
Expression bereits an Tag 8 der Differenzierung bestimmt, wohingegen die
mikroskopische Auswertung an Tag 10 stattfindet. Bei in vitro Versuchen ist es nicht
zuletzt aus Kostengrinden immer von Bedeutung die klrzest moégliche Zeitspanne
zu wahlen.

Die Endpunkte Zytotoxizitdt gemessen durch die MTT-Versuche mit Embryonalen
Stammzellen und Fibroblasten bleiben unverandert  erhalten. Die
Konzentrationsdifferenz zwischen 50% Zytotoxizitat im MTT-Versuch und 50 %
Differenzierungshemmung ist ein relevanter Endpunkt in der Bestimmung des
embryotoxischen Potentials einer Testsubstanz. Durch diese Differenz ist es im EST
moglich, Substanzen mit starkerem teratogenem Potential von solchen mit
hauptsachlich zytotoxischer Wirkung zu unterscheiden.

Die Erweiterung des Embryonalen Stammzelltestes schafft die Voraussetzung dafir,
den Test zu automatisieren und damit mit héherem Durchsatz zur Substanzauswahl
einzusetzen. Dies ist insbesondere flr die Etablierung und Anwendung des
Stammzelltestes in der pharmazeutischen und chemischen Industrie als ein in vitro
Screeningverfahren zur friihzeitigen Erfassung des embryotoxischen Potentials eines
Arzneimittelkandidaten wichtig. Die Durchfihrung von aufwendigen Tierversuchen
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mit hohen Versuchstierzahlen kann somit reduziert werden. Besonders die
Ergebnisse der ECVAM Validierungsstudie zeigten, dass der EST sich als
Screeningverfahren von stark embryotoxischen Substanzen eignet, da deren
Potential zu 100% richtig vorhergesagt wurde, wobei jedoch in dieser Untersuchung
die Substanz Thalidomd nicht getestet wurde. (Genschow et al., 2000,2002). Ein
weiterer Vorteil ist, dass der EST die Analyse von Embryotoxizitdt an Embryo-
ahnlichen Strukturen erlaubt, die in reinen Zellkultursystemen nicht imitiert werden
kdénnen.

Nicht zu vernachlassigen ist auch die Tatsache, dass der EST einen wichtigen
Beitrag zum Tierschutz leistet. Durch die Testung im EST wird vermieden, dass stark
belastende Substanzen in den Tierversuch gelangen oder dass trachtige Tiere zur
Gewinnung embryonaler Gewebe und Organe getétet werden missen. Dies kdnnte
insbesondere fir die Umsetzung der Strategie fir eine zukiinftige Chemikalienpolitik
der EU von Bedeutung sein, da Behdrden und Industrie toxikologische
Risikoabschatzungen grundséatzlich mit tierversuchsfreien Alternativmethoden
durchfihren sollen und die Durchfihrung von Tierversuchen nur in besonders

begriindeten Fallen gestattet wird. (Seiler et al., 2002)
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6 Zusammenfassung

Bei dem Embryonalen Stammzelltest (EST) handelt es sich um einen in vitro Test
zur Uberpriifung des embryotoxischen Potentials von bekannten und neu
entwickelten Substanzen. Eingesetzt werden zwei Zelllinien, einerseits eine
embryonale Stammzelllinie zur Reprasentation embryonalen Gewebes, andererseits
eine Fibroblastenzelllinie als adultes Referenzgewebe. In Abwesenheit eines
Differenzierungsinhibitors formen die Embryonalen Stammzellen sogenannte
Embryoid Bodies und differenzieren zu den verschiedenen Geweben von Ekto-,
Meso-, und Entoderm. Der Einfluss der Substanzen auf die Differenzierung der
pluripotenten Stammzellen zu Herzmuskelzellen wird im EST verglichen mit dem
zytotoxischen Effekt der Substanz einerseits auf die Embryonalen Stammzellen
andererseits auf adulte Fibroblasten gemessen mit dem MTT Zytotoxizitatstest.

Bei der Ermittlung der embryotoxischen Potenz der ausgewéhlten Testsubstanzen
konnten mit aus Pravalidierungsversuchen bekannten Daten Ubereinstimmende
Ergebnisse gemessen werden. Im Vergleich zu in vivo bekannten Daten wurde auch
die bisher nicht im EST getestete Substanz Thalidomid bei Verwendung des neuen
Endpunktes b MHC Expression in die korrekte Embryotoxizitatsgruppe eingeteilt.
Angesichts der Ungenauigkeit, die sich bei der allein mikroskopischen Auswertung
der kontrahierenden Areale innerhalb der Embryoid Bodies ergab, wurden alternative
Analysemethoden getestet. Neben der Anlayse des Aktin Gehaltes durch Zell ELISA,
und des Aktinin Gehaltes durch Durchflusszytometrie erwies sich insbesondere die
Messung der B Myosin Expression durch quantitative Real-Time PCR als besonders
vielversprechend. Die Messung der unter dem Einfluss der Testsubstanzen
veranderten Expression des Myosin Gens liefert einen neuen, einfach zu
quantifizierenden Endpunkt in der Embryotoxizitatsmessung.

Die Eignung des Embryonalen Stammzelltest (EST) zur frlhen Vorselektion der
Testsubstanzen konnte dargestellt werden. Ein vollstdndiger Verzicht auf
Tierversuche kann der EST jedoch nicht gewahrleisten. Substanzen, die im EST als
unbedenklich eingestuft werden, missen vor ihrem Einsatz an Mensch oder Tier
noch in kontrollierten Versuchen an Vertebraten bezlglich ihrer Embryotoxizitat

getestet werden.
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Zusammenfassung

Bei dem Embryonalen Stammzelltest (EST) handelt es sich um einen in vitro Test
zur Uberpriifung des embryotoxischen Potentials von bekannten und neu
entwickelten Substanzen. Eingesetzt werden zwei Zelllinien, einerseits eine
embryonale Stammzelllinie zur Reprasentation embryonalen Gewebes, andererseits
eine Fibroblastenzelllinie als adultes Referenzgewebe. In Abwesenheit eines
Differenzierungsinhibitors formen die Embryonalen Stammzellen sogenannte
Embryoid Bodies und differenzieren zu den verschiedenen Geweben von Ekto-,
Meso-, und Entoderm. Der Einfluss der Substanzen auf die Differenzierung der
pluripotenten Stammzellen zu Herzmuskelzellen wird im EST verglichen mit dem
zytotoxischen Effekt der Substanz einerseits auf die Embryonalen Stammzellen
andererseits auf adulte Fibroblasten gemessen mit dem MTT Zytotoxizitatstest.

Bei der Ermittlung der embryotoxischen Potenz der ausgewaéhlten Testsubstanzen
konnten mit aus Préavalidierungsversuchen bekannten Daten Ubereinstimmende
Ergebnisse gemessen werden. Im Vergleich zu in vivo bekannten Daten wurde auch
die bisher nicht im EST getestete Substanz Thalidomid bei Verwendung des neuen
Endpunktes b MHC Expression in die korrekte Embryotoxizitatsgruppe eingeteilt.
Angesichts der Ungenauigkeit, die sich bei der allein mikroskopischen Auswertung
der kontrahierenden Areale innerhalb der Embryoid Bodies ergab, wurden alternative
Analysemethoden getestet. Neben der Anlayse des Aktin Gehaltes durch Zell ELISA,
und des Aktinin Gehaltes durch Durchflusszytometrie erwies sich insbesondere die
Messung der B Myosin Expression durch quantitative Real-Time PCR als besonders
vielversprechend. Die Messung der unter dem Einfluss der Testsubstanzen
veranderten Expression des Myosin Gens liefert einen neuen, einfach zu
quantifizierenden Endpunkt in der Embryotoxizitdtsmessung.

Die Eignung des Embryonalen Stammzelltest (EST) zur frlhen Vorselektion der
Testsubstanzen konnte dargestellt werden. Ein vollstandiger Verzicht auf
Tierversuche kann der EST jedoch nicht gewahrleisten. Substanzen, die im EST als
unbedenklich eingestuft werden, missen vor ihrem Einsatz an Mensch oder Tier
noch in kontrollierten Versuchen an Vertebraten bezlglich ihrer Embryotoxizitat
getestet werden.
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