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Zusammenfassung

Die bestehenden in vitro-Modelle zur Abschitzung einer neuroteratologi-
schen Wirkung werden kurz vorgestellt mit Betonung auf embryonale Hirn-
zellen 1n vitro (Flach- und Aggregat-Kulturen unter dauernder Schiittel-
bewegung). Ein neues in vitro-Modell zur Erkennung potentieller Schadwir-
kungen, basierend auf durchmischten embryonalen Hirnzellen aus dem
Hihnerei (7 Tage bebriitet) wird beschrieben. Flach- und Aggregat-Kulturen
werden aus derselben Zellpopuation angesetzt und nach verschiedenen
Behandlungszeiten mit und ohne Testsubstanz ausgewertet. Die Zellent-
wicklung und -differenzierung der verschiedenen Zelltypen wird mittels
qualitativer PAP-Fédrbung mit spezifischen Antikérpern gegen Astrozyten
(Gha-fibrilldres Protein GFAP) und Nervenzellen (68kD Neurofilament und
Tyrosinhydroxylase), sowie mit quantitativem ELISA zur Bestimmung der
Zytotoxizitiat (Neutralrot-Aufnahme) untersucht und gemessen.

Arzneimittel und andere Chemikalien sind auf Grund ihrer bekannten
Wirkung auf das Verhalten und das dopaminerge System ausgewihlt worden
(neurotoxische und neuromodulierende Substanzen). Damit soll die Brauch-
barkeit eines stabilen und voll ausdifferenzierenden in vitro-Modells fiir das
Screening einer neuroteratogenen Wirkung untersucht werden.

Summary: In search of an in vitro model for neuroteratology

In vitro models for neuroteratology are briefly reviewed with emphasis on
embryonic brain cells in vitro (in Petri dishes and as aggregate cultures under
constant gyratory movement). A new model on randomly aggregated cells
from embryonic chick brain (embryonic day 7) to detect potential toxic insults
1s presented. The same cell population is observed on Petri dishes and as
aggregate cultures under various treatment schedules. Cell development and
ditterentiation of the various cell types are monitored by qualitative PAP-
staining of specific antibodies against glial fibrillary acidic protein (GFAP,
marking type-2 astrocytes), 68kD-neurofilament (marking nerve cells) and
tyrosine hydroxylase, as well as quantitative ELISA using cytotoxicity end-
points (neutral red uptake).
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Drugs and other chemicals are selected on the basis of their known
interference with behavior and with the dopaminergic system (neurotoxic and
neuromodulatory drugs) in order to evaluate the usefulness of a stable and
fully differentiating brain tissue model for screening a neuroteratogenic
activity.

Einleitung

Neuroteratologie ist eine Sprachschdpfung, zusammengesetzt aus Neurotoxi-
kologie und Teratologie, d.h. die Wissenschaft iber unerwiinschte Giftwirkun-
gen von Chemikalien und Arzneimitteln aut das Nervensystem im sich ent-
wickelnden Lebewesen (Embryo und Foetus). Es mag vermessen klingen, dass
der Titel dieser Arbeit impliziert, zur Abschidtzung dieser weitgefdcherten
Giftwirkungen kénnten in vitro-Modelle anstelle von ganzen Tieren eingesetzt
werden. Es ist aber zu bedenken, dass ein Grossteil der teratogen wirkenden
Substanzen gerade auf das Nervensystem einen verheerenden Einfluss hat.
Gerade das beriihmt-berichtigte Thalidomid kam in den USA beispielsweise
nicht zu einer allgemeinen Anwendung als Tranquilizer, weil neurotoxische
Nebeneffekte wie Neuropathien bekannt waren. Wenn wir nun mit in vitro-
Screeningtests jegliches schdadigende Potential auf das Nervengewebe erfassen
kénnten, wiren wir einen grossen Schritt in der gesamten Teratologie, aber
auch in der Neurotoxikologie weiter.

Als Beitrag zu einem Uberblick der Moglichkeiten und Anwendungen von
Alternativen zu Tierversuchen soll in einem ersten Teil zusammengefasst
werden, was bereits an stabilen in vitro-Modellen entwickelt wurde. Stabile in
vitro-Modelle werden hier diejenigen Kulturen genannt, welche einerseits
langfristig haltbar sind und andererseits in ithrer Zusammensetzung dhnlich
aufgebaut sind wie das Ursprungsgewebe. Damit ist eine Einschrinkung auf
Organ-Kulturen, Frischschnitt-Kulturen und dreidimensionale Kulturen
gemacht, welche in der Anwendung (Abschdtzung von weitgeficherten Gift-
wirkungen) fiir die Neuroteratologie begriindet ist. Auf Zell-Linien und
andere zweidimensionale Kulturen von frisch isolierten neuralen Zellen wird
nur kurz eingegangen.

In einem zweiten Teil wird ein neues in vitro-Modell mit embryonalen Hirn-
zellen vorgestellt. Im Gegensatz zu den in vitro-Modellen aus embryonalen
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Sdugerzellen wird bei diesem Modell ein sieben Tage bebriitetes Hiihnerei
verwendet. Damit wird die Tétung von Muttertieren vermieden.

1. Uberblick iiber in vitro-Modelle in der Neuroteratologie

Unsterbliche Zell-Linien wurden bereits seit mehr als zehn Jahren als Test-
modelle fir die Teratologie vorgeschlagen; bei der praktischen Anwendung
unter Routinebedingungen und in der Industrie haben sie sich jedoch nicht
durchgesetzt. Die beobachteten Zellverdnderungen (Wachstum, Differenzie-
rung, Anhaftvermogen, etc.) lassen sich ndmlich kaum auf die Situation im
intakten Gewebe iibertragen, geschweige denn auf einen ganzen Organismus
(Brown & Freeman 1984, Schmid 1985). Im weiten Bereich der Neurotoxi-
kologie werden speziell selektionierte Zell-Linien fiir die Abkldrung von
Detailfragen verwendet. So wurden z.B. die PC12-Zellen aus einem Neben-
nierentumor der Ratte isoliert (Green & Tischler 1976) und als erstaunlich
stabile Nervenzelle charakterisiert. So sind gewisse noradrenerge und
dopaminerge Funktionen vorhanden, die Zelle reagiert auch auf nerve growth
factor mit Nervenauswiichsen (Walum et al. 1990).

Frnisch isolierte embryonale Himzellen werden hingegen mit Erfolg als Modelle
zum Screening neuroteratologischer Effekte eingesetzt. So werden Massen-
zell-Kulturen von 14 Tage alten Rattenembryonen (Micromass cultures nach
der Methode von Flint, 1987) in mehreren Industriebetrieben in England und
den USA (Bristol Myers, ICI, Glaxo Group, Unilever, u.a.) routinemassig
verwendet. Der Test befindet sich in einer fortgeschrittenen Phase der
Validierung und wird bereits - wohl etwas verfritht - als predictive short-term
assay for in vivo toxic hazard, also als voraussagekriftiger Kurzzeittest fiir eine
in vivo-Vergiftungsgefahr bezeichnet (Parsons et al. 1990). Dabei werden
Hirn- und Extremititengewebe von 14 Tage alten Rattenembryonen separat
in Einzelzellen zerlegt und in vitro dicht ausgesit. Nach fiinf Tagen
Kulturdauer mit und ohne Chemikalienbehandlung wird die Differenzierung
anhand der Nervenzell-Differenzierung ("Foci”) oder der Knorpelbildung (bei
den Extremititenzellen) automatisch ausgewertet und mit der allgemeinen
Vitalitdt der Zellen verglichen.
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Ahnlich erfolgreich, obwohl noch nicht so weit validiert wie die obige
micromass Methode, scheint ein Modell mit Flachzell-Kulturen aus leicht
dlteren Rattenembryonen (19 Tage) zu sein (Khera & Whalen 1988). Von 109
Chemikalien wurden relativ gute Ubereinstimmungen zwischen der in vivo-
Neuroteratogenitit (tierexperimentelle Resultate und einzeine Humananga-
ben) und der in vitro-Nervenzellschidigung beobachtet. Einschrdnkend ist
hier zu sagen, dass die meisten dieser Chemikalien in irgend einer Spezies als
teratogen erkannt wurden, also eine einseitige Auswahl von Testsubstanzen
angenommen werden muss. Ausserdem wurden die Zellkulturen auf einer
besonders starken Schicht von Polylysin angesetzt, was eine Selektion der
Zelltypén (keine Astrozyten) zur Folge hat.

Himschnitt-Kulturen, auch als organotypische Kulturen bezeichnet, werden
schon seit eimigen Jahrzehnten fir kurzfristige elektrophysiologische
Untersuchungen verwendet (vergl. Olpe & Haas 1985). Langfristige Kulturen
solcher Schnitte sind wie andere Organ-Kulturen technisch sehr anspruchsvoll
und haben deshalb als toxikologisches Testsystem keine grosse Verbreitung
gefunden. Hingegen sind sie wegen der guten Beobachtungsmdoglichkeit von
einzelnen Zellen im urspriinglichen Zellverband fiir Einzelzellableitungen
speziell giinstig. Zweidimensional verastelte Nervenzellen kénnen iiber ihre
ganze Zellaktivitit zuammen mit vielen ihrer Nachbarzellen hin studiert
werden (Géhwiler 1988). Speziell empfindliche Nervenzellen in bestimmten
Hirnregionen konnen z.B. mit diesen Kulturen erkannt werden.

Aggregat-Kulturen

Aus frisch 1solierten Einzelzellen bilden sich unter bestimmten Schiittelbe-
wegungen (Rundschiitteln, bzw. gyratory movement) sogenannte Zellaggregate
aus Hunderten von Einzelzellen, welche sich spontan zu dreidimensionalen,
Gewebe-dhnlichen Strukturen zusammenfinden (vergl. Reinhardt 1988). Sie
wurden schon in den Fiinfzigerjahren erstmals beobachtet, da sie relativ
einfach hergestellt werden kénnen. Sie sind ausserordentlich lange in Kultur

haltbar, und die Differenzierungsleistungen von embryonalem zu adultem
Gewebe sind verbliiffend (Moscona 1961, Seeds 1971).

Erst in den letzten Jahren wurde das Potential von Aggregat-Kulturen fiir die
Toxikologie wieder entdeckt. Dank vereinfachter Zellprdparation und verbes-
serten Kulturmedien kdnnen aus embryonalen Hirnzellen reproduzierbare
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Kulturen hergestellt werden (Honegger 1985). Sie wurden von einigen
Arbeitsgruppen genau charakterisiert. So wurden verschiedene Neurotrans-
mittersysteme wihrend der Kulturdauer auf Differenzierung und Expression
hin untersucht. Acetylcholin, Norepinephrin, GABA und Dopamin werden im
Verlauf von rund dret Wochen bis zu einem stabilen Plateau synthetisiert, und
die sich entwickelnden Nervenzellen kénnen diese Transmitter aufnehmen
und kontrolliert abgeben (Majocha et al. 1981, Segal & Fedoroff 1989).
Neben den Transmittern wurden auch die wichtigsten Schliisselenzyme (wie
Tyrosinhydroxylase und Neuron-spezifische Enolase; Monnet-Tschudi &
Honegger 1989) und verschiedene Rezeptoren untersucht (wie mu, delta and
kappa opoid Rezeptoren; Barg et al. 1989). Zellbewegungen zur Schichten-
bildung, elektrophysiologische Spontantitigkeit, Synaptogenese und Myelini-
sierung lassen im weiteren darauf schliessen, dass in diesen Aggregaten alle
wichtigen Hirnfunktionen angelegt sind.

Die meisten toxikologischen Arbeiten an Aggregat-Kulturen werden mit
Hirnzellen aus 14-17 Tage alten Rattenembryonen durchgefiihrt (Atterwill
1989; Tottmar et al 1989, Kerlero de Rosbo et al. 1990). Kiirzlich wurde das
Modell auch zum Screening fir potentielle Teratogene vorgeschlagen
(Honegger & Wertteli 1988). Eine erste Validierungstudie im Vergleich mit
Embryo-Kulturen von Ratte und Huhn (Cicurel & Schmid 1988; Kucera &
Burnand 1988) steht kurz vor ihrem Abschluss.

2. Flach-und Aggregat-Kulturen aus dem Hiihnerembryo

Warum das Huhn als Spezies?

1. Die heute noch verwendeten Tier-Modelle (Maus, Ratte, Kaninchen, Hund
etc.) zur Abschitzung einer neuroteratogenen Wirkung von Arzneimitteln
und Chemikalien sind offensichtlich unzuverlissig (Khera & Whalen 1988).
Diese Arbeit enthilt eine reiche Quelle von in vivo-Daten, welche belegen,
wie die verschiedenen Tierarten unter sich auf dieselben Chemikalien
reagieren konnen: von deutlich positiv bis klar negativ.

2. Aus der Literatur ist eine reichhaltige Sammlung von Angaben iiber das
Hihneret als teratologisches Testmodell vorhanden. Vor mehr als 20 Jah-
ren wurde von der WHO (1967) zwar ein kritischer Bericht zur Verwen-
dung von Hithnerembryonen als Testsystem fiir teratogene Effekte publi-
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ziert. Ein Hinterfragen dieses Berichts im Zusammenhang mit besseren
Behandlungsmethoden (Jelinek et al. 1985) wire heute wieder angebracht.

3. Die Zellen werden direkt aus dem bebriiteten Hithnerei entnommen, um
das Toten von Muttertieren zu vermeiden.

4. Neben den vorhandenen in wvitro-Modellen mit Nagerzellen sollte eine
weitere Tierart miteinbezogen werden. Gerade weil sich der Hiihner-
embryo unabhidngig von einem miitterlichen Organismus entwickelt, kann
das schidigende Potential auf Hirnzellen direkter mit in vivo-Wirkungen
korreliert werden.

Im Huhn ist das dopaminerge System im Vorderhirn, Tegmentum und vor
allem im Hirnstamm entwickelt (Parent et al. 1984). In Neuronen aus acht
Tage alten Hiihnerembryonen bildet sich bereits das dafiir notwendige Enzym
Tyrosinhydroxylase (Louis et al. 1981). Es ist auch bekannt, dass die Glia-
zellen unter Kulturbedingungen eine regulierende Funktion haben, d.h. in

Abwesenheit von Astrozyten wird das Enzym Tyrosinhydroxylase iiberprodu-
ziert (Ebel et al. 1974).

Entwicklung des in vitro-Modells

Bei der Entwicklung unseres Modells haben wir deshalb darauf geachtet, dass
alle Zelltypen in vitro erhalten bleiben. In Aggregat-Kulturen ist diese
Voraussetzung gegeben, da alle Zellen spontan aneinander haften und sich
selbst reorganisieren. In Flach-Kulturen muss dies durch eine spezielle
Petrischalen-Behandlung (Kollagen und Polylysin) simuliert werden. Die
Astrozyten unter den Gliazellen werden speziell durch Polylysin in ihrer
Wachstumsgeschwindigkeit gebremst (Fig. 1). Die Nervenzellen sind aber fiir
eine volle Entwicklung vom Vorhandensein der Astrozyten abhingig. Bei der
Wabhl des optimalen "Ausgangsmaterials”, d.h. des Stadiums des Embryos, ist
der bereits vorhandene Entwicklungsstand der Zellen von ausschlaggebender
Bedeutung: Zum Zeitpunkt der Gewebedissoziation zur Gewinnung der Hirn-
zellen sind in unserm Fall noch kaum Nervenfortsitze ausgebildet. Im
Zellkulturmedium missen ausserdem die zur weiteren Differenzierung not-
wendigen Wachstumsfaktoren vorhanden sein.

Kéufliche Standard-Kulturmedien (MEM : MCDB 201 = 1:1) wurden im
wesentlichen mit drei Hormonen (Progesteron, T3, Putrescin) und 5% foeta-
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lem Kilberserum ergénzt. Die Hirnzellen wurden aus dem ganzen Gehirn von
168 Stunden lang bebriiteten Hithnereiern (37.2°C) gewonnen. Durch mecha-
nische Dissoziation und Filtrierung erhdlt man in diesem Stadium eine
Zellsuspension mit hoher Vitalitit. Flach-Kulturen wurden in einer Dichte
von 300’000 Zellen/cm? angesetzt und erst bet Beginn der Behandlung (am
3. Tag) mit neuem Medium plus Testsubstanz versetzt. Am 6.Tag in vitro
wurden neben einer morphologisch-qualitativen Auswertung die Vitalitit
(Neutralrot-Aufnahme, Borenfreund & Puerner 1985) und der Proteingehalt
(Biorad Kit) spektrophotometrisch auf 96er-Mikrotiterplatten bestimmt. Fiir
die Aggregat-Kulturen wurden sechs Millionen Zellen mit 3 ml Medium in 25
ml Erlenmeyer-Flaschen gegeben und unter dauernder Schiittelbewegung (70-
82 U/min steigend, ab 8. Tag 82 U/min) kultiviert. Fiir die immunozyto-
chemische Farbung wurden die Aggregate auf beschichteten Deckglisern
24 Stunden anhaften gelassen und dann mit der Antikérper-PAP-Methode
nach Sternberger (1986) gefirbt (Wyle & Reinhardt 1991).

Erste Resultate

Flach- und Aggregat-Kulturen wurden, neben optischer Beobachtung der
Zelltypen, spezifischen Zellmarkern fiir differenzierte Astrozyten (Glia-
fibnilldres saures Protein, GFAP) und Nervenzellen (68kD Neurofilament) im
Verlaufe der Kultur untersucht. Generell ist beobachtet worden, dass speziell
in den Flach-Kulturen diese Zellmarker schneller erscheinen als im intakten
Embryo (Wyle & Reinhardt 1991). Aggregat-Kulturen aus sieben Tage alten
Hithnerembryonen entwickeln und differenzieren sich im Kulturmedium im
Verlauf von zwei Wochen in vitro. In Figur 2 wird durch eine Antikdrper-
Farbung das Marker-Protein Neurofilament (68kD) angezeigt. Die
Neurofilamente sitzen in Nervenzellen und zeigen vor allem in den ilteren
Kulturen lange Nervenfortsidtze an (Pfeile). In Figur 3 ist eine analoge
Farbung fir Glia-fibrilldares Protein (GFAP) dargestellt. GFAP sitzt im
Strukturgeriist der Astrozyten-Glia, welche sich in diesem in vitro-Modell
nach 2 Wochen Kulturdauer aussergewdhnlich exprimiert (Pfeil).

Als Voraussetzung detaillierter neuroteratologischer Studien am dopamin-
ergen System unserer in vitro-Modelle sind die generell zytotoxischen Effekte
der zu untersuchenden Chemikalien festzustellen. In Tabelle 1 sind erste
Resultate nach Behandlung von zehn Chemikalien und Arzneimitteln, inklusi-
ve Neuroleptika, dargestellt. Als Vergleich zu den Flach-Kulturen aus dem
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embryonalen Hirn sind ebenfalls Kulturen aus der Retina derselben Hithner-
embryonen angesetzt worden. Dabei kénnen organspezifische Unterschiede
erkannt werden, wenn nidmlich die Empfindlichkeiten (also hier die NR-50,
die mittlere Konzentration, welche die Vitalitit der Zellen schidigt) und
spezifische Effekte auf einzelne Zelltypen verglichen werden.

Auf die biochemische Zusammensetzung der Eiweisse in den Aggregat-
Kulturen wurde in einer vorldufigen Untersuchung ndher eingegangen. Damit
sollte abgeklart werden, ob durch eine Substanz nur einzelne Proteine verin-
dert werden, oder ob generelle Einfliisse auf die Proteinsyntheseraten ablau-
fen. Mehrere Proteine scheinen im Falle von Cadmium entweder stirker oder
dann deutlich schwicher synthetisiert zu werden, wenn eine Konzentration
von Cadmium zugegeben wird, welche rund zehnfach unter der zytotoxischen
Konzentration (NR-50) liegt (Reinhardt et al. 1991). Fiir weitere Chemikalien
muss dies noch untersucht werden.

Tabelle 1

Zytotoxischer Effekt (in mM) verschiedener Chemikalien auf embryonale
Hiithnerzellen aus Hirn und Retina (7 Tage bebriitet, 6 Tage kultiviert)

Hirnzellen Retinazellen

NR-502  GliaP NR-502  Sehzellenb
Acetylsalicylsdure (Analgetikum) 3.0 0.3 1.0 0.1
Arsensiure 0.3 0.3 0.3 0.1
Cadmiumchlorid 0.005 0.003 0.003 0.001
Diphenylhydantoin (Antiepileptikum) 0.1 0.03 0.3 0.1
Koffein 0.6 0.03 0.6 0.03
Meprobamat (Tranquilizer) 1.0 0.3 1.0 0.03
Penicillin >1.0 1.0 1.0 0.3
Saccharin >3.0 1.0 >1.0 1.0
Theophyllin 0.7 0.3 1.0 0.3
2,3,4-T (Herbizid) 0.5 0.3 0.5 0.1

4) Die Zytotoxizitiit entspricht einer 50%igen Schadwirkung, gemessen mit dem
Neutralrot-Autnahmetest nach Borenfreund & Puerner (1985)

I)) Niedrigste Konzentration mit morphologischem Effekt auf Glia, bzw. Sehzellen
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Neuroteratologische Relevanz

Die hier dargestellten Untersuchungen lassen einen ersten Eindruck iber die
Dynamik und Reproduzierbarkeit des in vitro-Modells zu. Der Vergleich mit
bekannten Wirkungen auf das Nervensystem lésst sich in der Beeinflussung der
Gliazellen fiihren. Dabei ist im besonderen bekannt, dass die Astrozyten mit
ihrem Zellmarker GFAP von verschiedensten Neurotoxinen und Teratogenen
zu einem erhdohten Wachstum induziert werden. Diese Vermehrung von
Astrozyten-Glia scheint eine Art Regenerationseffekt nach Schidigungen und
Verletzungen zu sein (O’Callaghan 1988). In Flach-Kulturen findet diese relativ
unspezifische Reaktion unter den gewdéhiten, standardisierten Bedingungen von
Wachstumshormonen im Kulturmedium und Beschichtung bereits statt. Sie
kann jedoch durch stark toxische Einfliisse weiter verstirkt werden und dient
damit als Indikator fiir potentielle Schidigungen. Unter den viel stabileren
Bedingungen der Aggregat-Kulturen ist ebenfalls eine im Vergleich zur in vivo-
Entwicklung beschleunigte Bildung der Astrozyten festgestelit worden. Wenn
aber die Aggregate einmal ausgebildet sind, kdnnen toxische Einfliisse nicht so
rasch wie in Flach-Kulturen wirken, da die Einzellzellen durch die
dreidimensionale Anordnung und die Vielschichtigkeit in diesem Modell
geschiitzt sind. Umsomehr ist zu erwarten, dass bei den Aggregat-Kulturen nur
Schiadigungen feststellbar sein werden, welche mit hoher Wahrscheinlichkeit
auch bei einer Vergiftung im Organismus auch auftreten konnen.

Ausserdem miissen die funktionellen Verdnderungen an Nervenzellen verfolgt
werden. Nach einigen Tagen kénnen in unsern Flach- und Aggregat-Kulturen
vereinze. - dopaminerge Zellen anhand einer spezifischen Antikdrper-Farbung
fiir das Enzym Tyrosinhydroxylase identifiziert werden. Vor allem 1-2 Wochen
alte Aggregat-Kulturen enthalten stark positive Zellen, welche ein fein

verzweigtes dendritisches Netzwerk mit Synapsen-dhnlichen Verdickungen
aufweisen (Reinhardt et al. 1991).

Das dopaminerge Ubertrigersystem im Gehirn kann beim Menschen durch
Neurotoxine geschidigt werden und fiilhrt zu der schwer behandelbaren
chronischen Parkinson-Krankheit. Es ist vor einigen Jahren in Kalifornien
bekannt geworden, dass ein bestimmtes Rauschgift (MPTP) schwere Parkinson-
Symptome auslost, indem es die dopaminergen Zellen gezielt ausschaltet
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(Kopin & Markey 1988). Andere Rauschgifte und die meisten Neuroleptika
haben ebenfalls eine deutliche Wirkung auf die Regulierung von Dopamin
(Snyder 1990). Amphetamine zeigen eine besonders gut bekannte Wirkung auf
das dopaminerge System (Cho 1990). In dieser Gruppe von hochaktiven
Pharmaka sind spiegelbildlich identische Molekiile mit einer stereoselektiven
Wirkung bekannt, welche als Testchemikalien zur Priifung der Relevanz eines in

vitro-Modells zugezogen werden sollten.

Ausblick

Neuroteratogenes Potential wurde nach bisherigen toxikologischen Prinzipien
mit einer empfindlichen Tierart abgeschitzt. Es ist heutzutage sehr fraglich, ob
ein solches Modell noch akzeptabel ist, da ja zuerst diese Tierart tur jede
Testsubstanz von neuem gefunden werden muss. Hier sind deshalb in vitro-
Modelle einsetzbar. Im Verlauf einer Validierung solcher in vitro-Modelle muss
vor allem nachgewiesen werden, dass siec empfindlich reagieren um eine poten-
tielle Schadwirkung zu erkennen, dass sie nur relevante Schiadigungen zeigen,
aber auch dass sie unabhingig von der Spezies, von der die Zellen gewonnen
werden, auf Neuroteratogene ansprechen. Da sich diese Anforderungen teil-
weise ausschliessen, sind mehrere in vitro-Modelle anzustreben, welche sich zu

einer Batterie erginzen.
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