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Kultivierung einer permanenten Fischzellinie in
serumfreien Medien: Spezielle Erfahrungen mit
einem Zytotoxizitatstest fur Abwasserproben
Martin Kohlpoth und Brigitte Rusche
Akademie fur Tierschutz, D-Neubiberg

Zusammenfassung
In den vergangenen Jahren wurde ein in vitro Zytotoxizitiits-
test fur die Priifung von industriellen Abwassern mit der
permanenten Fischrellinie RTG-2 etabliert und in ersten
Ringversuchen als mogliche Ersatzmethode fur den Fischtest
mit Goldorfen pravalidiert. Der Zusat; des fotalen Kiilberse-
rums (FKS) in das Kultivierungsmedium der RTG-2 Zellen ist
sowohl aus Sicht des Tierschutzes als auch aus wissenschaft-
lichen Grunden kritiscli zu hinterfragen. Unter anderem wird
durcn den Einsatz von FKS die Standardisierung der Ver-
suchsbedingungen beeintrachtigt, da verschiedene Serum-
chargen in ihrer Zusammensetzung erheblicb voneinander
abweichen konnen. Bei der Prufung von Abwasserproben
konnen daruber hinaus Wechselwirkungen mit den unbekann-
ten Probeninhaltsstoffen entstehen, die kaum abschaizbar
sind und Ergebnisse des Toxiziiatstests verfalschen konnen.
Vm zu iiberprufen, ob der FKS-Bestandteil im Medium ersetzi
werden kann, ohne das Verhalten der Zellinie signifikant zu
verdndern, wurden die RTG-2 Zellen an die Ersatzlosungen
Basal Medium Supplement (BMS) und Ultroser-G (V-G)
adaptiert und anschliefiend charakterisiert. Die Prufung
einzelner Chemikalien ergab keine signifikanten Unterschiede
in den Zellcharakteristika Wachstum, Anheftung, vitalitat und
Sensibilitiit. Bei der Priifung von Abwasserproben reagierten
die RTC-2 Zellen, die in 10% BMS kultiviert wurden, aller-
dings deutlicn sensibler. Das bestdtigt die vermutung, daj3 'das
Serum mit Inhaltsstoffen der Abwasserproben wechselwirken
und so die Ergebnisse veriindern kann.

1 Einleitung

In der Bundesrepublik Deutschland ist
nach dem Abwasserabgabengesetz zwin-
gend vorgeschrieben, daf zur Festlegung
der Abwasserabgabe die Giftigkeit YOn
Abwassern mit Hilfe des Fischtests (DIN
38412 Tei131) ermittelt werden mull.

Die Bestimmung der Abwasserabgabe
mit dem Fischtest kollidiert jedoch mi t dem
deutschen Tierschutzgesetz (Schmitz und
Rusche, 1988), so daf sich die Notwen-
digkeit ergibt, nach Wegen zu suchen, fur
die Bestimmung Yon toxischen Inhaltsstof-
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Summary: Cultivation of a permanent fish. cell line in serum-
free media: special experiences with a cytotoxicity test for
waste water samples.
The use offetal caif serum (FCS) as standard medium additi-
ve for the cell cultivation must be regarded critically from the
point of view of animal welfare as well as for scientific rea-
sons and makes it necessary to look for alternatives. In the
last years an in vitro cytotoxicity assay for the testing of indu-
strial waste waters with the permanent fisli cell line RTG-2
was established and prevalidated as an alternative to the fish
test with the golden orfe.
The application of FCS is also a special problem with regard
to the testing of waste waters in a cytotoxicity test so that
FCS-alternatives were tested.
The RTC-2 cells were successfully adapted to the two solvents
Basal Medium Supplement (BMS) and Ultroser-G (V-G) that
are used to replace serum. The characterisation of these ad-
apted cell lines showed no significant differences in growth
rate, adhesion rate, viability and sensitivity to chemicals in
comparison to the original RTG-2 cells. On the determination
of the cytotoxicity of industrial waste waters the RTG-2 cells
adapted to the BMS medium indicated a clearly higher toxici-
ty of the waste water samples than the original RTG-2 cells.
This result confirms the thesis that serum components react
with waste water elements and thus change the bioavailability
of toxic compounds.

Keywords: in vitro-cytotoxicity, RTC-2 fish cell line, FCS
replacement, waste water samples, alternative to animal
testing

fen in Abwasserproben das in vivo System
durch ein validiertes in vitro System abzu-
losen. Mit dem Ziel, eine Ersatzmethode
fiir den Fischtest zu evaluieren, wurde im
Zellkulturlabor der Akademie fiir Tier-
schutz 1989 der yon Ahne entwickelte
Zytotoxizitatstest mit der R 'l-Fischzellinie
(Ahne, 1985) etabliert. Mehrjahrige Ver-
gleichsuntersllcbungen nut Abwasserpro-
ben, die vom Bayerischen Landesamt fur
Wasserwirtschaft, wo routinemabig del'
Fischtest durchgefuhrt wird, zur Verfiigung
gestellt wurden, zeigten eine hohe Uber-
einstimmung zwischen den beiden Testsy-

stemen (Rusche und Kohlpoth, 1993).
In einem Pravalidierungsprojekt wurde

eine standardisierte Testvorschrift zur Pru-
fung yon Chemikalien und yon Abwasser-
proben entwickelt (Schulz et al., 1995). Fur
den laufenden Ringversuch wurde die
Fischzellinie RTG-2 als Standardzellinie
fur den Zytotoxizitatstest bestimmt. Die
RTG-2 Zellinie wurde als erste permanente
Zellinie aus Fischgewebe isoliert (Wolf
and Quimby, 1962) und wird seit vielen
Jahren fur okotoxikologische Fragestellun-
gen verwendet (BoIs et aI., 1985).

Die Kultivierung yon RTG-Zellen er-
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folgte bislang analog zu der yon Sauger-
ze11en mit einem Anteil yon 10% fotalem
Kalberserum (FKS) im Nahrrnediurn
(Wolf and Mann, 1980). Der FKS-Zusatz
im Medium der RTG-2 Zellen hat sich aus
Sicht des Tierschutzes ebenso wie aus wis-
sensehaftliehen Griinden als problematiseh
erwiesen.

Die Tierschutzrelevanz ergibt sich aus
dem Yerfahren zur Herstellung des FKS.
Die Gewinnung des dazu notwendigen fo-
talen Kalberblutes erfolgt dureh eine Punk-
tion des sehlagenden Herzens. Dieser Ein-
griff findet ohne Betaubung statt, so daB
zumindest bei altercn Fotcn yon erhebli-
chen Sehmerzempfindungen ausgegangen
werden mnB. Da der Bedarf an fotalem
Kalberblut nieht dureh Schlachthofabgan-
ge abgedeekt werden kann, ist zudem da-
mit zu reehnen, daB zu diesem ZweekAb-
orte kiinstlieh eingeleitet werden.

Einer der Hauptkritikpunkte aus wissen-
schaftlicher Sicht besteht darin, daB es sich
bei FKS um ein nieht genau definiertes
Naturprodukt handelt. Zum einen sind des-
sen Bestandteile nieht vollstandig bekannt,
zum anderen unterliegen die Konzentra-
tionen der bislang identifizierten Inhalts-
stoffe einer erheblichen Schwankungsbrei-
te (Lindl und Bauer, 1994). Eine Zellkul-
tivierung unter definierten und kontrollier-
ten Bedingungen wird dadurch erschwert.

Bei der Prufung von industriellen Ab-
wasserproben tritt daruber hinaus die be-
sondere Problematik auf, daB nieht nur im
Kalberserum, sondem auch in den Abwas-
serprobe5unbekannte Substanzen enthal-
ten sind. Dadurch konnen unerkannte syn-
ergistische und antagonistische Wechsel-
wirkungen auftreten, die die Bioverfiigbar-
keit yon Schadstoffen beeint1ussen und so
die Ergebnisse im Toxizitatstest verfal-
schen konnen.

Aus dies en Griinden wurde gepruft, ob
der Einsatz yon FKS-Ersatzlosungen mag-
lieh ist, ohne daB die Charakteristika der
RTG-2 Zellen durch die serumfreie Kulti-
vierung beeintrachtigt werden.

Die RTG-2 Zellen wurden dazu an die 2
Serumersatzlosungen Basal Medium Sup-
plement (BMS) yon BIOCHROM und
Ultroser-G (U-G) von LlFETECHNOLO-
GIES adaptiert. Nach der erfolgreichen
Adaptation wurden die RTG-2 Zellen cha-
rakterisiert.

Zur Errnittlung einer moglichen Sensi-
bilitatsveranderung wurden Zytotoxizitats
tests mit 26 abwasserrelevanten Chemika-
lien aus verschiedenen Gift- und Substanz-
klassen durchgefuhrt.
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Urn zu uberprufen, welchen Einfluf der
Ersatz des FKS-Mediums auf den Zytoto-
xizitatstcst mit Abwasserproben hat, wur-
de eine Testserie mit 44 bekannten Abwas-
serproben aus verschiedenen Industriespar-
ten durchgefuhrt.

2 Material und Methoden

2.1 Zellinie
Bei den RTG-2 Zellen handelt es sieh um
fibroblastoide Zellen, die aus den Kultu-
ren von Gonadengewebe juveniler Regen-
bogenforellen isoliert wurden (Wolf and
Quimby, 1962). Die Kultivierung erfolgte
in Minimum Essential Medium mit
Earles'Salzen (MEMIE) unter Zugabe yon
Natriumbikarbonat (850 rng/l), L-Glut-
amin (2 mM), Neomyeinsulfat (50 mg/l)
und 10% FKS. Die Inkubation erfolgte
ohne CO2-Begasung in einem Kiihlbrut-
schrank bei einer Temperatur von 20°C.
Die Subkultivierung erfolgte dureh enzy-
matisehe Dissoziation mit einer Trypsin!
EDTA(0,05%/O,02% )-Losung.

2,2 Adaptation
Fur die Adaptation der RTG-2 Zellen an
die Serumersatzlosungen wurde der FKS-
Anteil des Mediums in Schritten yon je-
weils 2% gesenkt, gleichzeitig wurde der
Anteil der Ersatzlosung um denselben
Anteil erhoht, Die Umstellung auf den ver-
ringerten FKS-Gehalt erfolgte jeweils
dureh einen Mediumweehsel 24 Stunden
naeh jeder 2. Subkultivierung der Zellen.

2.3 Abwasserproben
Die Abwasserproben wurden in nativern
Zustand tiefgefroren und bei -20°C gela-
gert. Vor dem Test wurden die Proben irn
Wasserbad bei 20°C aufgetaut. Naeh mehr-
maligem kraftigern Aufsehiitteln der Pro-
be erfolgte die Resedimentation der
Sehwebstoffe durch eine 2-stilndige Lage-
rung bei Raumtemperatur. Der Uberstand
der sedimentierten Probe wurde aus dem
Probenflaschchen entnornmen, der pH-
Wert bestimmt und bei Bedarf mil steriler
1 N HCL-Lasung oder steriler 1N NaOH-
Losung auf einen Wert von 7,2 eingestellt.

2.4 Chemikalien
Die Chemikalien Anilin, Kupfersulfat und
Phenol wurden von MERCK (Darmstadt),
und die Chernikalie Triton X-100 yon SIG-
MA (Deisenhofen) bezogen. Die iibrigen
22 Chemikalien (siehe Tabelle 2) wurden
yon ALDRICH (Steinheim) geliefert. Fiir
die Zellkuitivierung wurde das Medium-

konzentrat (MEM/E) yon LIFE TECHNO-
LOGIES (Eggenstein), das L-Glutamin
von BIOCHROM (Berlin) und die Neo-
mycin-Losung yon SIGMA (Deisenhofen)
bezogen.

2.5 Zytotoxizitatstest
Sowohl die Chemikalien als auch die Ab-
wasserproben wurden in einem Zytotoxi-
zitatstest mit dem Vitalfarbstoff Neutral-
rot, der in den Lysosomen intakter Zellen
gespeiehert wird, geprUft (Borenfreund and
Puerner, 1985).

Die Testdurchfuhrung erfolgte naeh dem
in einem Priivalidierungsprojekt crarbeitc-
ten Testprotokoll (Schulz et al., 1995).

96-Well-Mikrotiterplatten wurden mitje
0,1 ml pro Well einer Zellsuspension yon
3 x 105 Zellen/ml beimpft. Die Wells zur
Bestimmung der Blank- Werte wurden nur
mit Medium beimpft. Naeh einer Anhef-
tungszeit yon 4 Stunden wurde der Medi-
urniiberstand dekantiert, und die Verdun-
nungsreihen der Abwasserproben bzw. der
Chemikalien wurden einpipettiert. Die
Kontrollreihen wurden nur mit Medium
beimpft. Die Inkubation erfolgte fur 20
Stunden bei 20°C. Die Bestimmung der
iiberlebenden Zellen erfolgte durch die
Extinktionsmessung des Farbstoffs mit ei-
nem Spektralphotometer.

Die Toxizitat der einzelnen Chemikali-
en wurde anhand der Dosis- Wirkungs-
Kurve durch Extrapolation ermittelt. Als
MaB fur die Toxizitat wird der ICso-Wert
(inhibitory concentration) angegeben.

Bei den Abwasserproben gait eine pho-
tometrisch gemessene Extinktion von un-
ter 50% im Vergleieh zum Kontrollwert als
toxisch. Als MaB wird hier der GZ- Wert
(G = Verdunnungsfaktor, Z = Zelle) ange-
geben. Der GZ- Wert ist definiert als Rezi-
prokwert derjenigen Verdunnungsstufe, bei
der keine toxisehe Wirkung auf die Zellen
mehr auftritt.

Die Verdiinnungsstufen der Abwasser-
probe wurden mit aqua bidest, analog zu
der Verdunnungsreihe, die in der DIN-
Norm des Fisehtests vorgeschrieben ist,
angesetzt (Tabelle 1). Der Abwasservor-
verdiinnung mit aqua bidest. wurde unmit-
telbar vor dem Einpipettieren in die Mi-
krotiterplatte doppelt konzentriertes Me-
dium in gleieher Menge zugesetzt.

2.6 Charakterisierung

2.6.1 Anheftungstest
Um die Fahigkeit der Zellen, sieh spontan
an den Untergrund anzuheften, festzustel-
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GZ*-Werte 2 3 4 6 8 12 16 24 32

Abw.Anteil in %
(nach 50 33,3 25 16,6 12,5 8,3 6,25 4,17 3,13
Medienzugabe)

Vorverdi.innung
1+0 2+1 1+1 1+2 1+3 1+5 1+7 1+11 1+15Abw.+A.bidest.

ersatzlosungen kultiviert wurden, zeigten
ein sehr abnliches Verhalten im Vergleich
zu den in serumhaltigem Medium kulti-
vierten Zellen. Dies wird an den ermittel-
ten Verdopplungszeiten in der exponenti-
ellen Wachstumsphase yon 48,2 Stunden
fiir 10% FKS, 46,4 Stunden fur 10% BMS
und 48,2 Stunden fiir 4% U-G deutlieh
(verglciche Plumb and Wolf, 1971).

Die Anheftungsraten wiesen mil Werten
yon 84,3% fur 10% FKS, 86,7% fur 10%
BMS und 90,2% fiir 4% U-G ebenfalls
keine signifikanten Unterschiede auf.

Aueh die Vitalitatswerte lagen mit Wer-
ten yon 95,6% fur 10% FKS, 96,2% fiir
10% BMS und 95,1 % fur 4% U-G aile in
einem fur permanente Zellinien zu erwar-
tenden Bereich. Die Zytotoxizitatstests mit
Chemikalien ergaben fur die Zellen in al-
len drei Medien vergleiehbare ICso- Werte.
(Tabelle 2). Bei der Prufung yon industri-
ellen Abwasserproben wurden dagegen mjt
den RTG-2 Zellen, die an 10% BMS ad-
aptiert wurden, deutlieh hohere GZ- Werte

Tabelle 1: Verwendete Verdunnungsstufen der Abwasserproben
* Der GZ-Wert tst denntert ala Rezlprokwert derjenigen Verdi.innungsstufe, bei der
keine toxische Wirkung auf die Zellen mehr auftritt. G :; Verdi.innungsfaktor, Z :; Zelle

len, wurden 50 ml-Zellkulturflasehen mit
einer Zellsuspension von 3 x 105 Zellen in
5 ml Medium beimpft. Naeh einer Inku-
bationszeit von 4 Stunden wurden die nieht
angehefteten Zellen dureh Dekantierung
des Mediums entfernt und die angehefte-
ten Zellen naeh enzymatiseher Dissoziati-
on in einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkamrner
ausgezahlt.

stellers) eine verglciehbare Waehstumskur-
ve wie bei der Kultivierung in 10% FKS.
Bei Ultroser-G reiehte dagegen der ernp-
fohlene Wert yon 2% Ersatzlosung nieht
aus, urn ein entspreehendes Waehstum zu
erzeugen. Die erforderliehe Prufung ver-
sehiedener Konzentrationsstufen ergab ein
optimales Waehstum der RTG-2 Zellen bei
einem Zusatz von 4% Ultroser-G Losung
(Abbildung 1).

Die RTG-2 Zellen, die mit den Serum-2.6.2 Vitalitatstest
Wahrend der routinernafiigen Subkultivie-
rung der Zellinien wurde un mittel bar naeh
Abstoppen der enzymatisehen Dissoziati-
on des Monolayers dureh Zugabe des Me-
diums jeweils 1 ml der Einze1zellsuspen-
sion mit 2 ml einer O,4%igen Erythrosin-
B Gebrauchslosung (2 g Erythrosin-B Pul-
ver; 4,05 g NaCI und 0,3 g K2HP04 in 500
ml aqua bidest.; vor Gebraueh I:10 mit
PBS verdunnen) gernischt. Das Verhaltnis
der lebenden (ungefarbt) zu den toten (ge-
farbt) Zellen wurde in einer Fuchs-Rosen-
thal-Zahlkamrner bestimmt.

Abb.11000
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Abbildung 1:
Wachstum der
RTG-2 Zellen mit
verschiedenen
Ultroser-G (U-G)
Konzentrationen
im Medium. Der
Tag 0 bezeichnet
die Anheftung 4
Stunden nach der
Einsaat.
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2.6.3 Wachstumstest
in Zellkulturflaschen
FUr jede Waehstumskurve wurden 5 x 50
ml-Zellkulturflaschen mit je 3 x 105 Zel-
lell in 5 ml Medium beimpft. Die Inkuba-
tion erfolgte bei 20°C. In regelrnabigen
Zeitabstanden wurde die aktuelle Zellzahl
der Kulturtlasehen ermittelt. Dazu wurde
der Mediurnuberstand dekantiert, der ZeJl-
rasen durch enzymatisehe Dissoziation
gelost und die Zellzahl dureh Auszahlung
in einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer
bestimmt.Die Bereehnung der Verdopp-
lungszeiten in der exponentiellen Waehs-
tumsphase erfolgte naeh der Formel yon
Lindl (Lindl und Bauer, 1994).
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Abbildungen 2
und 3: Vergleich
der GZ-Werle, die
mit RTG-2 Zellen
mit verschiedenen

Abb. 3 Medienzusalzen
ermittelt wurden.
(Der GZ-Wert ist
definiert als
Reziprokwert
derjenigen
VerdUnnungsstu-
fe, bei der keine
toxische Wirkung
auf die Zellen
mehr auftritt.
G :; Verdi.innungs-
faktor, Z :; Zelle)

3 5 7 9 11 13 15 17 19 21
Abwasserproben

GZ·Werte
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3 Ergebnisse

Die Adaptation der RTG-2 Zellen an das
BMS-Medium ergab bei einem Zusatz yon
10% Ersatzlosung (Empfehlung des Her-

23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43
Abwasserproben
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gemessen. (Abbildungen 2 und 3).
lnsgesamt wurdcn 44 zytotoxische Ab-

wasser proben gepruft. In 30 Fallen
(68,2%) wurden rnit den RTG-2 Zellen, die
in 10% BMS kultiviert wurden, die hoch-
sten GZ-Werte ermittelt, davon in 21 Fal-
len mit einer deutliehen Differenz yon z 2
Verdunnungsstufcn im Vergleieh zu den
RTG-2 Zellen, die in 10 % FKS kultiviert
wurden.

Nur bei 4 Proben reagierten die RTG-2
Zellen, die an Ultroser-G adaptiert wurden,
am empfindliehsten.

Mit den RTG-2 Zellen, die in 10% FKS
kultiviert wurden, wurde bei keiner Ab-
wasserprobe der hochste GZ- Wert gernes-
sen.

4 Diskussion

Primare und permanente Fisehzellinien
werden bereits seit vielen Jahren fur Ab-
wasser- und Gewasseruntersuchungen ein-
gesetzt (Isomaa et al., 1994). Fur einen
rnoglichen routinernalligen Einsatz des in
vitro Zytotoxizitatstests mit RTG-2 Fisch-
zellen als Ersatzmethode fur den Fisehtest
imAbwasserabgahengesetz gewinnt dabei
die Problematik del' FKS-Chargenvariabi-
litat erheblieh an Bedeutung. Die Umstel-
lung auf Ersatzlosungen ware eine geeig-
nete Methode, dureh eine bessere Standar-
disierung der Kultivierungsbedingungen
eine Verbesserung der Reproduzierbarkeit
und Vergleiehbarkeit zu erreichen, Die pra-
sentierten Ergebnisse zeigen, daB eine
Adaptation del' Fisehzellinie RTG-2 an
FKS-Ersatzlosungen ohne relevante Ver-
anderungen del' Zelleharakteristika mog-
lieh ist. Die Ubereinstimrnung del' ICsu-

Werte bei den Toxizitatstests mit Cherni-
kalien zeigte zudem, daB aueh keine Ver-
anderung del' Sensibilitat auftrat.

Da die erhohten GZ-Werte der RTG-2
Zellen mit 10% BMS bei der Abwasser-
prufung somit nieht mit einer veranderten
Sensibilitat del' Zellen begriindet werden
konnen, ist davon auszugehen, daB durch
den Wegfall des FKS die Bioverfiigbarkeit
von Sehadstoffen verbessert werden konn-
te. Vermutlieh bindet die BMS-Losung
deshalb weniger toxisehe Inhaltsstoffe des
Abwassers, da deren Proteingehalt im Ver-
gleich zu FKS bei unter 30% Iiegt und da-
her aueh ein geringerer Gehalt an Bin-
dungs- und Transportproteinen anzuneh-
men ist.

Allerdings muB darauf hingewiesen
werden, daB die Rezepturen der verschie-
denen FKS-ErsatzlOsungen von den Her-
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stell ern nieht offentlich gemaeht werden
und zudem auch geringe Anteile an unde-
finierten Biomaterialien enthalten konnen
(z.B. dureh Zusatz yon Plazenta-Extrak-
ten). Dadurch sind auch hier Unterschiede
zwischen verschiedenen Produktionschar-
gen nicht auszuschlieBen. Eine weitere

Minimierung der Chargenvariabilitat Lind
eine Verbesserung der Bioverfiigbarkeit
kann daher durch die Entwicklung eines
definierten synthetisehen Mediums fur die
RTG-2 Zellen erreicht werden. Fur viele
Saugetierzellinien wurden solche speziel-
len synthetischen Medien entwickelt (Bar-

Medienzusatze

Substanznamen 10% FKS 10% 8MS 4% U-G

Acrolein 1,24 0,89 0,39

Hexadecyl-trimethyl- 2,4 3,3 6,1
ammoniumbromid

3,5-Dichlorphenol 30,1 27,1 28,7

Rhodamin-B 49,1 95,1 93,6

Natriumdodecylsulfat 62,1 29,7 38,9

Chloramin- T 73,8 57,1 71,1

Triton X-100 74,1 83,1 99,7

2,4-Dichlorphenol 93,3 112,2 128,7

3,4-Dichloranilin 119,2 171,1 141,9

4-Nitrophenol 142,1 199,5 317,1

Methylfuran 237,6 122,5 170,5

2,6-Dichloranilin 255 260 275

Kupfersulfat 272 290 190

Phosphorsau re 310 260 215

m-Kresol 496 493 320

Phenol 650 875 900

Phtalsaure 892 905 880

4-Nitroanilin 960 425 425

Na-tetraborat 2120 1190 6000

Anilin 2200 3800 3800

Ethylendiamin 2390 2300 2770

EDTA 5200 3900 4800

2,6-Dimethylheptanon 6200 6000 8900

Nitrilotriessigsaure 9500 10700 12400

Zitronensaure 13500 18500 19600

Kaliumchlorid 18900 27800 30600

Tabelle 2: Vergleich der ICso-Werte. Angegeben sind die Mittelwerte aus 2 Versuchen
in mg/l. (Da die linearen Regressionen der logarithmierten ICso-Werte bereits nach 2
Vsrsuchsdurchqanqen Korrelationskoeffizienten von r = 0,988 (10% FKS zu 10%
BMS) und r = 0,983 (10% FKS zu 4% U-G) fur den Vergleich der verschiedenen Medien
ergaben, wurden keine weiteren Versuchsdurchgange durchgefi.ihrt.)
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nes and Sato, 1980). Entsprechende Un-
tersuchungen fur die Kultivierung von
Fischzellen werden an der Akademie fiir
Tierschurz bereits durchgefuhrt.

Durch die Verwendung einer FKS-Er-
satzlosung fiir einen Routinetest konnte
dariiber hinaus die Nachfrage nach fota-
lem Kalberserum gesenkt und damit der
tierschutzwidrigen Gewinnung dieses Pro-
duktes vorgebeugt werden. Bei der Ver-
wendung synthetischer Medien ware auch
die Verwendung yon Plazenta-Exlrakten
ausgeschlossen, dercn HersteJlung aller-
dings weniger tierschutzrclevant ist als die
Gewinnung von FKS. Plazenten fallen bei
jeder Kalbergeburt als Abfallprodukt an
und werden auch fur die Weiterverarbei-
tung in kosmetischen Produkten gesam-
melt. Durch den Ersatz des fotalen Kal-
berserums konnte damit sowohl aus wis-
senschaftlicher, als auch aus Sicht des Tier-
schutzes die Akzeptanz des Zytotoxizitats-
tests mit Fischzellen als Alternative zum
Fischtest insgesamt verbessert werden.
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Endomysium Antibodies Detection
with Umbilical Cord Sections
Leo Izzi
Immuno Pharmacology Research S.p.A., I-Catania

Summary
Anti-Endomysium antibodies (EmA) detection is the most
reliable test for the diagnosis of coeliac disease. Usually
monkey distal oesophagus sections are used. Tests with ELISA
anti-gliadin (AGA) antibodies show that umbilical cord EmA
tests can effectively substitute monkey oesophagus EmA tests.

Zusammenfassung: Nachweis von Endomysium-Antikorpern
mit Nabelschnur-Schnitten.
Der Endomysium-Antikorpernachweis (DnA) gilt als zuver-
liissigster Test zur Diagnose der Zoliakie. Ublicherweise wird
ein indirekter Fluoreszenrtest an Schnitten von Affen-
Speiserohren durchgefiihrt. Beim Vergleich eines Anti-Gliadin
(AGA) ELISA's an Affen-Speiserohren- und Nabelschnur-
Schnitten reigte del' Test bei beiden Geweben die gleiche
Sensibilitdt, beim Gebraucli menschlicher Nabelschnure
jedocb eine hohere Spezifitat. Der Ersatz del' ethiscn bedenk-
lichen verwendung von. Affen-Gewebe durcb die verwendung
von Nabelschniiren vermindert rudem die Testkosten.

1 Introduction

In the past few years, the Anti -Endomysi-
um antibodies detection (EmA) has been
revealed as the most reliable test for the
diagnosis of coeliac disease. Current tests
normally used in diagnostic laboratories
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Keywords: Coeliac disease, endomysium antibodies, gliadin
antibodies, monkey oesophagus, umbilical cord

utilize an Indirect Immunofluorescence
(IFI) protocol with monkeys distal oeso-
phagus sections. Some authors (Landin-
ser et al., 1994) have been researching the
possibility to substitute monkey tissues
with umbilical cord tissues, with the pur-
pose to overcome ethical facets linked to

the utilization of dead animal tissues and
to allow a significant decrease of the pri-
ce of EmA tests, since umbilical cord is a
tissue that is normally discarted, does not
have endogenous immunoglobulins and is
easy to find. A study has been pursued on
a pediatric population encompassing J 05
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