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Zusammenfassung
Es wird uber die ersten Ergebnisse einer ECVAM Pravali-
die rungs- und Validierungsstudie van drei in vitro Embryo-
toxizitdtstests berichtet: die Kultur ganzer Rattenembryo-
nen, den Micromass-Test und den embryonalen Stammrell-
test. Drei Testsubstanzen mit unterschiedlichen embryo to-
xischen Eigenschaften (stark, schwacb und nicht embryoto-
xisch) sowie eine positive und eine negative Kontrollsub-
stan; wurden wiederholt in jedem Test in je zwei Laborato-
rien experimentell gepriift. Die Ergebnisse wurden einer
unabhdngigen statistischen Analyse unterzogen. Es wurde
dabei gereigt, daj3 die Methodik der drei in vitro Embryo-
toxizitdtstests jeweils von einem Labor in ein zweites Labor
iibertragbar war und daj3 reproduzierbare Ergebnisse
erhalten wurden. Mit allen drei in vitro Methoden wurden
die Testsubstanzen entspechend ihrer Embryotoxizitat
korrekt eingestuft. 1m Rahmen dieser Studie wurde auj3er-
dem eine Datenbank mit Testchemikalien fur die in vitro
Embryotaxizitiitstestung erarbeitet, aus der die Prufsub-
stanzen fur die Vaiidierungsstudie mit den drei in vitro
Tests ausgewdhlt werden sollen.

Summary: Results of the first phase of the ECVAM project
"prevalidation and validation of three in vitro embryotoxi-
city tests"
The results of the experimental prevalidation of three in
vitro embryotoxicity tests in an ECVAM study are reported:
the rat whole embryo culture assay (WEC), the micromass
assay (MM) and the embryonic stem cell test (EST). Three
test chemicals assigned to the three classes of embryotoxi-
city, non-, moderate- and strong embryotoxic, and also a
positive and a negative control chemical were repeatedly
tested in each test in two laboratories. The data obtained
were evaluated independently by a biostatistician. It could
be shown that the standard protocols (SOPs) for the three
in vitro embryotoxicity tests could be transferred to a
second laboratory and that reproducible results were
obtained. The three methods were able to discriminate the
test chemicals according to their embryo toxic potential. In
addition, within the scope of this study, a test chemical
database for in vitro embryo toxicity testing was established
that will be used in the following formal validation of the
three in vitro tests.

Keywords: in vitro test, embryo toxicity, pre validation study, embryotoxic potential, whole embryo culture, micromass assay,
~ embryonic stem cell test

1 Einleitung

1997 wurde unter der Federflihrung von
ZEBET mit einer vorn Europaischen Va-
lidierungszentrum ECVAM finanzierten
Studie zur Pravalidierung (Curren et aI.,
1995) und Validierung (Balls and Kar-
cher, 1995; Balls et al., 1995) yon drei
in vitro Embryotoxizitatstests begon-
nen. Bei den Tests/ handelt es sich urn
Methoden, bei denfn chemische Stoffe
an kultivierten, ganzen Rattenembryo-
nen (WEe' ), an Kulturen dissoziierter
Zellen von Extremltatenknospen und
des Mittelhirns yon Rattenembryonen
(MM; Micromass) oder an totipotenten
embryonalen Stammzellen (ES-Zellen)
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der Maus auf ihren EinfluB auf das
Wachs turn und die embryonale Diffe-
renzierung geprtift werden.
An der Pr~validierungsphase, die im

Dezember 1997 erfolgreich abgeschlossen
wurde, nahmen vier europaische Labora-
torien teil, jeweils zwei fur jede Testme-
thode. ZEBET flihrte als leitendes Labor
den embryonalen Stammzelltest (EST)
durch. Die drei anderen teilnehmenden
Laboratorien waren die "St. Georges Hos-
pital Medical School" der Universitat von
London (GB) als ftihrendes Labor fur den
MM-Test und als zweites Labor flir den
WEC-Test, das ,,National Institute of Pu-
blic Health and the Environment"
(RIVM) , Bilthoven (NL), als fuhrendes

Labor fur den WEC-Test und als zweites
Labor fur den MM- Test, sowie ECVAM
am "Joint Research Centre" in Ispra (J)
als zweites Labor fur den EST. Dartiber
hinaus erhielt das Institut fur Biochemie
der Charite (Humboldt Universitat zu
Berlin) einen Untervertrag fur die bio-
metrische Auswertung aller ermittelten
Daten. Einen weiteren Untervertrag er-
hielt Nigel Brown (St. Georges Hospi-
tal Medical School, Universitat von Lon-
don) fur die Erstellung einer Datenbank fur
Testchemikalien, die geeignet sind, in Va-
lidierungsstudien von in vitro Embryoto-
xizitatstests eingesetzt zu werden. Der
Aufbau der Pravalidierungsstudie ist sche-
matisch in Abb. 1 dargestellt.
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Struktur der Phase I der Studie
.Pravalidierunq und Validierung von drei in vitro

EmbryotoxiziUitstests"
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2. Labor 1. Labor 2. Labor 1. Labor 2. Labor
ECVAM,I Univ. London, GB RIVM, NL RIVM, NL Univ. London, GB

WEe: Embryokultur
MM: Micromass Kultur
EST: Embryonaler Stammzelltesl

Abb. 1: FluBdiagramm der Durehflihrung der Studie "Pravalidierung von in vitro Em-
bryotoxizltatstests" (in Anlehnung an Balls et al., 1995).
Das Diagramm zeigt die in die Studie involvierten Vertrags- und Untervertragsnehmer.
Die Untervertragsnehmer berichten dem Hauptvertragsnehmer ZEBET liber ihre Ergeb-
nisse, die yon ZEBET zusammengefaBt an den Sponsor ECVAM weitergegeben werden.
Die Beziehungen der Institutionen untereinander sind durch Pfeile gekennzeichnet.

2 Tiere, Material und Methoden

2.1 Embryonaler Stammzelltest (EST)
Embryonale Stammzellcn der Maus kon-
nen in Zellkultur mit Hilfe des "Leucemia
Inhibitory Factor" (LIF) im undifferen-
zierten Stadium gehalten werden (Willi-
ams et al., 1988). Der EST, der bei ZE-
BET entwickelt wurde, nutzt die Fahig-
keit dieser embryonalen Stammzellen, in
vitro unter definierten Kulturbedingungen
ohne Einwirkung von LIF spontan kon-
trahierende Herzmuskelzellen zu entwik-
keln. Der EinfluB yon Testsubstanzen auf
die Differenzierung yon Herzrnuskelzel-
len (Kontraktionen, die bei mikroskopi-
scher Auswertung registriert werden) wird
verglichen mit dem zytotoxischen Effekt
(MTT-Test) auf die Stammzellen und dem
zytotoxischen Effekt auf differenzierte,
"erwachsene" Zellen (3T3 Mause-Fibro-
blasten). Die Halbhernmkonzentrationen
fur den zytotoxischen Effekt auf 3T3-Zel-
len und ES-Zellen und die Halbhemmkon-
zentrationen fur die Differenzierung von
ES-Zellen dienen zur Klassifizierung der
Testsubstanzen in die drei Embryotoxizi-
tatsklassen nicht, schwach oder stark em-
bryotoxisch in einem logarithmischen, auf
Diskriminanzanalyse basierenden Pradik-
tionsmodell (Laschinski et al., 1991; Spiel-
mann et al., 1997).
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2.2 KuItur ganzer Rattenembryonen
(WEC)
Embryonen werden am Tag 10 der
Schwangerschaft trachtigen Rattenweib-
chen entnommen und unter genau definier-
ten Bedingungen in Gegenwart von Test-
substanzen kultiviert. Eine umfangreiche
Zahl morphologischer und entwicklungs-
spezifischer Parameter wird zu Beginn
und nach 48sttindiger Entwicklung in der
Kultur genau dokumentiert. Den Beobach-
tungen werden je nach ihrer Auspragung
Zahlenwerte auf einer Skala von 0-6 zu-
geordnet, die eine quantitative Auswertung
der gewonnenen Daten in Dosis- Wir-
kungs-Kurven ermoglichen (Amacher et

al., 1996; Bechtel' & Schon, 1988; Brown
and Fabro, 1981; Piersma et al., 1995).
Dabei wird zwischen spezifischen Effek-
ten der Testchemikalien auf die Entwick-
lung bestimmter Organe (z.B. des Neural-
rohrs) und einer generellen Wachstums-
verzogerung (z.B. Kopf-Rumpf Lange)
unterschieden.

2.3 Kultur von Zellen der
Extremitatenknospen und des
Mittelhirns (Micromass, MM) von
Rattenembryonen
Rattenweibchen werden am Tag 13 der
Schwangerschaft die Embryonen entnom-
men; an diesen werden unter dem Mikro-
skop die Extremitatenknospen und das
Mittelhim isoliert. Nach Dissoziation del'
Zellen werden diese in hoher Zelldichte (">
(= micromass) in geeigneten Medien kul-
tiviert, die eine Differenzicrung in Knor-
pelzellen bzw. neuronale Zellen ermogli-
chen. Nach 6 Tagen Kultur in Gegenwart
der Testsubstanzen wird gepruft, ob die
embryonalen Zellen eine normale Diffe-
renzierung durchlaufen haben. Dies ge-
schieht bei den Zellen der Extrernitaten-
knospen durch eine fur differenzierte
Knorpelzellen spezifische Farbcmethode
mit Alcian Blau. Die Zellen des Mittel-
hims bilden Nervenzellkolonien (Foci), in
denen man nach spezifischer Anfarbung
zwischen einer normalen und einer gestor-
ten Differenzierung unterscheiden kann
(Amacher et al., 1996; Flint and Orton,
1984; Kistler, 1987; Uphill et aI., 1990).
Der EinfluB der Behandlung auf die Dif-
ferenzierung der beiden embryonalen Zell-
typen wird verglichen mit dem rein zyto-
toxischen Effekt der Substanzen auf bei-
de Zelltypen, der durch Farbung mit Neu-
tralrot bestimmt wird. Die Halbhernmkon-

Tabelle: Liste der Testsubstanzen der Pravalidierungsphase

Testsubstanzen der Phase l-Pravalldlerunq

Embryotoxizitat Test Substanzen CAS Nr.

nicht embryotoxisch Saccharin Natriumhydrat (Sac) 82385-42-0

schwaeh 5.5 Diphenylhydantoin Natrium (DPH) 630-93-3
embryotoxisch

---
stark embryotoxisch Cytosin -b-D-Arabinofuranosid- hydrochlorid (AraC) 69-74-9

-- ---
Kontrollen

nicht embryotoxisch Penicillin G Natriumsalz (Pen G) 69-57-8

stark embryotoxiseh 5-Fluoruraeil (5-FU) 51-21-8
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zentrationen fur die Zytotoxizitat und die
Differenzierung werden anhand von Do-
sis-Wirkungs-Kurven bestirnrnt

3 ErAebnisse und Diskussion

3.1 Rahmenbedingungen der
Pravalidierung
3.1.1 Entwicklung yon Standardpro-
tokollen und Transfer der Methode in
ein zweites Testlabor
Im erstenAbschnitt der Pravalidierungspha-
se wurden zunachst von den leitenden La-
bors Standardprotokolle (SOPs) entwickelt,
und die Methode wurde anschlieBend in
einem zweiten Labor etabliert. Die Uber-
tragbarkeit der SOPs wurde durch Testung
mit positiven und negativen Kontrollsub-
stanzen (5-Fluoruracil und Penicillin G)
gepruft. Die Prufung in einem zweiten La-
bor fuhrte zur Klarung technischer Fragen
in den SOPs, die aufgrund dieser Uberprii-
fung verbessert wurden.

3.1.2 Auswahl yon Testsubstanzen fiir
die Pravalidierung
Fiir eine erste Beurteilung der Anwend-
barkeit der drei Embryotoxizitatstests
wurden drei Substanzen mit unterschied-
lichen embryotoxischen Eigenschaften (s.
Tabelle, ausgewahlt aus Smith et al., 1983)
sowie eine positive und eine negative
Kontrollsubstanz in jedem der drei in vi-
tro Tests wiederholt in den jeweils zwei
Laboratorien gepriift.

3.2 Ergebnisse der Priivalidieruugsstudie
3.2.1 Biometrie
Die biometrische Auswertung der Ergebnis-
se erfolgte durch Hermann Georg Holzhut-
ter (Humboldt Universnai zu Berlin). Wer.
te der Halbhemrnkonzentrationen wurden
aus Dosis-Wirkungs-Kurven mit Hilfe des
Programmes FITGRAPH (Holzhiitter and
Quedenau, 1995) berechnet. Die Variabili-
tat der Endpunkte (intra- und inter-Labor-
varianz) wurde durch zweifaktorielle Vari-
anzanalyse (ANOYA) ermittelt, welche die
Wahrscheinlichkeit der Signifikanz einer
Abweichung liefert und darnit auf systema-
tische Fehler hinweist. lnter-Laborvarian-
zen wurden dariiberhinaus durch "Scatter-
Plots" mit Hilfe der "S-Plus4.0" Software
dargestellt (nicht gezeigt). Die Klassifizie-
rung des embryotoxischen Potentials der
Test-Substanzen erfolgte anhand derin den
Stndardprotokollen vorgeschlagenen Pra-
diktionsrnodelle.
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Ergebnisse des Embryonalen Stammzelltestes (EST)
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Abbildung 2: Mit dem EST gewonnene Daten bei ZEBET (oben) und ECVAM (unten).
Die Halbhemmkonzentrationen fUr die Zytotoxizitat an ES-Zellen (lC50 ES) und die Diffe-
renzierung an ES-Zellen (1050 ES) fUr aile 5 getesteten Substanzen wurden gegen die
Halbhemmkonzentrationen fUr die Zytotoxizitiit bei 3T3-Zellen (IC50 3T3) auf der x-Ach-
se aufgetragen. Die absoluten ICso und 1050 Werte der beiden Laboratorien sind in der
jeweiligen Tabelle autqefuhrt,

3.2.2 Der Embryonale Stammzelltest
(EST)
Embryonale Stamrnzellen sind generell
gegeniiber embryotoxischen Subs tan zen
empfindlicher als "erwachsene" oder be-
reits differenzierte Zellen. Damit ist mit
dem EST eine Unterscheidung zwischen

zytotoxischen und embryotoxischen Sub-
stanzen moglich. Der EST lieferte sehr gut
reproduzierbare Ergebnisse in beiden
durchflihrenden Laboratorien. Die bei
ZEBET als dem leitenden Labor und
ECYAM als dem zweiten Labor gewon-
nenen Daten sind in der Abb. 2 dargestellt
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Ergebnisse der Embryo-Kultur (WEe)

RIVM
10000 ~

11:(1)::) - f"l f"l

E 6 o o
1:)0 + r:: <tl

~
Q) (J)o n,

<tl :I: 10 A 50 -Ic 10
•... ~ c..

LO <C u.. CI
~ ~ II) if', ThIS 50 1

I2'i

:),1 -

0,:)1 --- - - '--- --

0:)1 :),1 1 10 100 1000 10000

Cytotox (IC 50 3T3 ZEBET (JIg/mil)

PIERSMA Pen G uq/ml Sac iJg/ml DPH iJg/ml 5-FU iJ9/ml Ara-C iJQ/ml
Cytotox 3T3 764.8 2934,1 49.40 0.2301 0,0494
TMS 50 1000 1000 235,72 0,5965 1,8345
A50 1000 1000 160.50 0,5916 2,7121

Univ. L.ondon

10000

1000 -

I '100 -
t,
0o

0 10 - <tl :I:
LO

1 < :=l a,
~ u, Cf', II) /

1 - 0 /

f'" /

.>

0/
0,1 - //

__ I0,01 -'---- -,- - 1_

0.01 0,1 1 10 100 1000

Cytotox (IC 50 3T3 ZEBET (JIg/mil)

10000

BROWN Pen G iJ9/ml Sac iJ9/ml DPH iJ9/ml 5-FU iJ9/ml Ara-C iJ9/ml
Cytotox 3T3 764,8 2934,1 49,40 0,2301 0.0494
TMS 50 500 500 200.00 O.SOOO 2.0000
A SO 500 500 58.64 0.2277 0.9792

TMS 50: 50% Hemmung der Gesamtheit morphologischer Parameter
A 50: 50% Hemmung der Vaskularisierung im Dottersack

Abbildung 3: Ergebnisse der Embryokultur aus dem leitenden (RIVM, oben) und dem
zweiten labor (Univ. London, unten).
Gezeigt sind die Halbhemmkonzentrationen von zwei morphologischen Endpunkten
tur 5 getestete Substanzen: (1) die Gesamtheit aller morphologischen Parameter und
(2) die Vaskularislerung 1mDottersack (y-Achse). Diese wurden gegen die Halbhemm-
konzentration der Zytotoxizitat in 3T3-Zellen im Stammzelltest (Ieso 3T3) aufgetragen
(x-Achse). Die absoluten Werte der Halbhemmkonzentrationen sind in der jeweiligen
Tabelle angegeben.

und jeweils den Wcrten fur die Zytotoxi-
zitat bei "adulten" 3T3-Zellen (Ergebnis-
se von ZEBET) gegenubergestellt, AI1ein
anhand der ICso Konzentrationen lassen
sich die Testsubstanzen als stark (5-Fluor-

uracil, 5-FU; Cytosinarabinosid, AraC),
schwach (Diphenylhydantoin, DPH) und
nicht embryotoxisch (Penicillin G, PenG;
Saccharin, Sac) identifizieren. Die
schwach bzw, stark embryotoxischen Sub-
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stanzen DPH und S-FU lassen dartiberhin-
aus deutlich einen Unterschied zwischen
differenzierungsabhangigen und zytotoxi-
schen Effeklen erkennen (die IDso ES liegt
deutlich unterhalb der Diagonalen, d.h.
unterhalb der ICso 3T3). Die Ubereinstirn-
mung aller drei Werte bei AraC spiegelt
demgegenuber dessen eher zytotoxische
Wirkungsweise wider.
Mit Hilfe des Pradiktionsmodells ftir

den EST wurden vier von funf Substan-
zen korrekt eingestuft. Die schwach em-
bryotoxische Substanz Diphenylbydantoin
wurde als nicht embryotoxisch klassifi-
ziert. Auch im zweiten Labor gab es eine
Fehlklassifizierung. Hier wurde die nicht
embryotoxische Substanz Penicillin Gals
schwach embryotoxisch eingestuft. Wur-
den jedoch die Mittelwerte der Daten aus
beiden Laboratorien gebildet und in das
Pradiktionsmodell eingesetzt, so wurden
alle funf Substanzen korrekt eingestuft.

3.2.3 KuItur ganzer Rattenembryonen
Aufgrund der minimal effektiven Konzen-
trationen konnten in der Embryokultur die
Testsubstanzen nach dem in der SOP de-
finierten Pradiktionsmodell korrekt einge-
stuft werden. Die Ergebnisse waren gut
reproduzierbar und in beiden Laboratori-
en vergleichbar, d.h. sowohl die inter- als
auch die intra-Laborvarianz war ausrei-
chend gering, was durch die Analyse des
unabhangigen Biostatistikers gezeigt wer-
den konnte. Die Abb. 3 zeigt die Ergeb-
nisse beider Laboratorien im Vergleich zu
den Zytotoxizitatswerten (ICso 3T3) aus
dem embryonalen Stammzelltest. Die Ein- ~
stufungen der Testsubstanzen korrelieren
hauptsachlich mit ihrem zytotoxischen
Potential. Auffallig ist hier, daBder WEC-
Test gegeniiber AraC im Vergleich zum
EST und zum MM-Test (s.u.) deutlich
unempfindlicher ist. Dies konnte durch
eine Diffusionsbarriere im intakten Em-
bryo erklart werden, die weder im EST
noch im MM-Test gegeben ist. Die drei
getesteten Testsubstanzen ftihrten in der
Embryokultur nicht zu spczifischen, also
nur bestimmte Organe betreffenden em-
bryotoxischen Effekten. Sie wurden des-
halb als unspezifisch embryotoxisch be-
wertet.

3.2.4 Micromass Kultur (MM- Test)
Mit dem MM-Test konnten die Testsub-
stanzen anhand ihrer Halbhemmkonzen-
t:rationenebenfalls eingestuft werden, und

ALTEX 15, 1198
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auch in diescm Test waren die inter- und
intra-Laborvarianzen (mit Ausnahme der
Halbhernmkonzentrationen fur die Mittel-
him-Micromass- Kultur, s,u.) ausreichend
gering. Es war jedoch kein Unterschied
zwischen Differenzierung und Zytotoxi-
zitat feststellbar (s. Abb. 4). Das in der
SOP beschriebene Pradiktionsmodell er-
fordert zur Einstufung eines Stoffes als
embryotoxisch eine urn den Faktor 2 ho-
here Halbhemmkonzentration fur die Zy-
totoxizitat (ICso; Neutral Rot-Farbung) als
fur die Differenzierung (ID so'Alcian Blau-
Farbung), und zusatzlich mussen die IC50

und/oder die IDso unter 100 ug/ml liegen.
Da die ICso Werte der Zytotoxizitat sich
kaum von den 1DsoWerten der Differen-
zierung unterschieden, konnte eine Ein-
stufung praktisch nur anhand der Zytoto-
xizitatsdaten erfoJgen. In dieser Hinsicht
muf das Pradiktionsmodell des MM-Tests
noch verbessert werden. Dariiber hinaus
gestaltete sich die Auswertung der Mittel-
hirn-Micromass-Kultur als schwierig, da
keine monoton abfallenden Dosis- Wir-
kungs-Kurven bestimmt werden konnten
und somit die Bestimmung der ICso- und
IDso-Werte sehr ungenau wurde. Es muf
deshalb gepruft werden, ob fur die Vali-
dierungsphase ein verbessertes Protokoll
fiir die Mittelhim-Micromass-Kultur ge-
funden werden kann, oder ob im MM -Test
auf die Kultur yon Zellen aus dem Mittel-
him ganz verzichtet werden soll und nur
die Extremitatenzellen im MM- Test vali-
diert werden.

3.3 Erarbeitung einer Datenbank yon
Testsubstanzen zur Priifung auf
embryotoxische Eigenschaften
Der erfahrene englische Embryotoxikolo-
ge Nigel Brown erarbeitete im Rahmen
dieser Studie die bisher umfassendste Da-
tenbank potentieller Testsubstanzen fur in
vitro Embryotoxizitatstests. Sie enthalt
iiber diese Stoffe alle verfugbaren Litera-
turdaten aus der Testung im Tierversuch
in unterschiedlichen Spezies und soweit
erhaltlich auch Erfahrungen am Men-
schen. Die Datenbank enthalt auBerdem
auch die Ergebnisse yon fruheren in vitro
Embryotoxizitatsstudien. Dariiber hinaus
wurden Listen von Smith und Schwetz aus
den USA in der Datenbank berucksichtigt,
in der Prufsubstanzen fur die in vitro Em-
bryotoxizitatstestung ausgewahlt wurden
(Smith et al., 1983; Schwetz and Harris,
1993). In der in dieser Studie erarbeiteten
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Ergebnisse der Micromass-Kultur (MM)
der Extremitatenknospen
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PIERSMA Pen G IJg/ml Sac IJglml DPH jJ9/ml 5-FU jJg/ml Ara-C jJg/ml
Cytotox 3T3 765.00 2934.10 49.40 0.23 0.05
Cytotox. (NRU) 500.00 7013.60 242.47 0.50 0.13
Diff. (AB) 500.00 4487.40 233.57 0.04 0.09

Abbildung 4: Ergebnisse der Micromass-Kultur aus Extremitatenknospen aus dem lei-
tenden Labor (Univ. London, oben) und dem zweiten Labor (RIVM, unten).
Die Ergebnisse der Mittelhirn-Mieromass-Kultur sind nieht gezeigt. Die ICso Werte der
Zytotoxizitat (Neutral Rot-Farbung, NRU) und die 1050 Werte der Differenzierung (Alcian
Blau Farbung, AB) wurden den IC30 3T3 IJ\.brtenvon ZEBET (Zytotoxizitat) gegeniiber-
gestellt. Die absoluten Werte sind in der jeweiligen Tabelle aufgefUhrt.

Datenbank werden die Stoffe zudem nach
der Starke ihrer Embryotoxizitat klassifi-
ziert. Eine endgultige Entscheidung liber
die Auswahl yon 20 Testsubstanzen fur die
Prufung in der Validierungsphase dieser
Studie wird im Friihjahr 1998 getroffen.

4 Fortfiihrung der
Pravalidierungsstudie als
Validierungsstudie im Jahr 1998

Ende 1997 wurde der AbschluBbericht
tiber die Pravalidierung der drei in vitro
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Embryotoxizitatstests bei ECVAM einge-
reicht und als erfolgreich beurteilt. 1998
wird die Studie nunmehr mit der forma-
len Validierung fortgesetzt. Daran werden
insgesamt 12 Laboratorien beteiligt, es
sind jeweils vier filr jede Testmethode
vorgesehen. Es steht ein Zeitraum von
mindestens 2 Jahren zur Verfligung. Wah-
rend einer initialen Trainingsphase ist eine
weitere Verbesserung der Pradiktionsmo-
delle aufgrund der Ergebnisse der Prava-
lidierung in enger Kooperation zwischen
den leitenden Laboratorien und dem Bio-
statistiker vorgesehen. Nach der Verbes-
serung der Testprotokolle (SOPs) und Pra-
diktionsmodelle sollen innerhalb von ei-
nem Jahr 20 Testsubstanzen unter blinden
Bedingungen getestet werden. Fiir die
Auswertung der Daten durch den Biosta-
tistiker und die Erstellung des AbschluB-
berichtes stehen die verbleibenden 6 Mo-
natc zur Vcrfugung.
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*Abkurzungen
WEC: Whole Embryo Culture; MM: Microm-
ass; EST: Embryonaler Stammzelitest; ES-
Zellen: Embryonale Stammzelien; LlF: Leu-
cemia Inhibitory Factor; MTT: 3-(4,5-Dimethyl-
thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl Tetrazolium Bromid;
NRU: Neutral Red Uptake; AB: Alcian Blue;
ECVAM: European Centre for the Validation
of Alternative Methods; RIVM: Rijksinstituut
voor Volksgezondheid en Milieu; SOP: Stan-
dard Operating Procedure; ZEBET/BgVV,
Zentralstelie zur Erfassung und Bewertung
von Ersatz- und Erganzungsmethoden zum

. Tierversuch
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