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Zusammenfassung:

Es wurden die Grundlagen fiir zwei biologische Systeme zur Bestimmung Gstrogener
Aktivititen, vor allem im Hinblick auf die Beurteilung von Futtermitteln erarbeitet,
von denen das erste, der Nachweis spezifischer Proteine in MCF-7-Zellen (humane
Brustkrebszellen), bereits erfolgreich zur quantitativen Bestimmung von 173-Ostra-
diol, dem Mykoostrogen Zearalenon und fiinf Phytodstrogenen herangezogen wurde.
‘Bei der Bestimmung des relativen dstrogenen Potentials dieser Substanzen (die
BezugsgroBe ist 178-Ostradiol) wurden dhnliche Werte gefunden wie sie aufgrund des
uterotrophen Tests angegeben werden. Am Beispiel von kiinstlich mit Zearalenon
kontaminierten Getreideproben konnte gezeigt werden, dal MCF-7-Zellen nicht nur
zur Untersuchung von Reinsubstanzen, sondern auch zur Untersuchung biologischen
Materials gcelgnet sind. Eine quantitative Bestimmung der zugesetzten Zearalenon-
menge war in allen Fillen méglich. Das MCF-7-System ist also prinzipiell geeignet, in
die agrarwissenschaftliche Praxis, z. B. zur Untersuchung von Futtermitteln, Eingang
zu finden.

Im zweiten Testsystem kamen genetisch veridnderte Mauszellkulturen zum Einsatz,
wobei als MeBgroBe der hormonellen Aktivitit die Synthese eines bakteriellen Enzyms
(Chloramphenicol-Acetyltransferase = CAT) diente. In diesem System wurden
Untersuchungen mit Zearalenon durchgefiihrt.

Beide Testsysteme sind duBerst empfindlich und dem bisher gebriuchlichen utero-
trophen Assay mit Miusen und Ratten an Mefigenauigkeit und Reproduzierbarkeit
liberlegen. Sie kénnen nicht nur innerhalb der agrarwissenschaftlichen, sondern auch
innerhalb der pharmazeutischen Forschung den uterotrophen Assay in den meisten
Fillen ersetzen.

Méglichkeiten zur Vereinfachung der Testprotokolle werden diskutiert.

Summary: Tissue Culture Tests as an Altemnative to the Uterotrophic Assay in the
Detection of Estrogenic Active Compounds.

The bases for two blOlOglCdl systems which ascertain estrogemc activity were worked
out. The primary aim was to assess animal foodstuff. The first system, the measure-
ment of estrogen-specific proteins in MCF-7 cells (human breast cancer cells), has
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been used for a quantitative estimation of 17B-estradiol, the mycoestrogen zearalenone
and five phytoestrogens. Estimates of the relative estrogenic potentials of these sub-
stances using the MCF-7 test yields results similiar to those of the uterotrophic assay.
Analyses of cereal samples artificially contaminated with zearalenone showed that
MCF-7 cells are suitable for examining not only purified compounds, but also
biological material. A quantitative estimation of added zearalenone was possible in
each case. In principle, then, the MCF-7 system can be suitably introduced into
agronomical practice, for example in the examination of animal foodstuff.

The second test system is based on genetically transformed mouse cell cultures. The
synthesis of a bacterial enzyme (chloramphenicol-acetyltransferase, CAT) is used to
measure hormone activity. This system was tested with zearalenone.

Both test system are extremely sensitive and superior to the uterotrophic assay with
mice and rats, concerning the accuracy of measurement and reproducibility. They can
replace this commonly used bioassay in most cases — both in agronomic and in
pharmaceutical research.

Ways of simplifying the experimental procedures are discussed.

1. Einleitung:

Innerhalb der agrarwissenschaftlichen Forschung kommt dem Nachweis Ostrogen
aktiver Substanzen in Futtermitteln und Futterpflanzen eine nicht unerhebliche Rolle
zu, da die Aufnahme dieser Inhaltsstoffe beim landwirtschaftlichen Nutztier zu
Krankheitssymptomen fiihrt. Diese werden unter dem Begriff "Hyperdstrogenismus-
Syndrom" zusammengefalt; u.a. ziihlen dazu reversible und irreversible Infertilitit,
entziindliche Verdnderungen des Genitaltraktes (oft Ausgangspunkt fiir Sekundir-
erkrankungen), sowie eine Beeintrichtigung der fotalen Entwicklung bis hin zu
Mifbildungen und dem Tod des Fétus (1,2).

. Als verursachende Substanzen wurden zum einen Schimmelpilzprodukte (Myko-
ostrogene) nachgewiesen, wie das von verschiedenen Fusarienstimmen gebildete
Resorcylsdurelacton Zearalenon mit seinen Derivaten (RALSs), die als hiufige und
meist starke Kontamination in Getreide und Getreideprodukten auftreten. Daneben
handelt es sich um Inhaltsstoffe hoherer Pflanzen, Phytodstrogene, chemisch gesehen -
Coumestane und Isoflavone. Diese sind u.a. in verbreiteten Futterpflanzen, wie z.B.
Erdklee, Rotklee, Luzeme oder Soja zu finden (3,4).

Die genannten Verbindungen kénnen zwar chemisch durch instrumentell-analytische
Methoden nachgewiesen werden, es existiert jedoch kein Verfahren, in dem alle
bekannten Myko/Phytodstrogene gleichzeitig und in einem Schritt nachgewiesen
werden konnen. Zudem wiren natiirlich nur solche Verbindungen erfaBbar, die
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chemisch bereits charakterisiert sind. Es ist jedoch duBlerst wahrscheinlich, daf}
pflanzliche bzw. Pilzprodukte mit betrichtlicher 6strogener Wirkung existieren, die
chemisch iiberhaupt noch nicht identifiziert sind.

Fiir die Agrarwissenschaft, insbesondere die Tierernéhrung, liefert in der Regel der
Nachweis der Gesamtheit des dstrogenen Potentials von Futtermitteln, unabhingig von
der Zusammensetzung der dstrogenen Einzelkomponenten, die eigentlich interessante
Aussage. Zu diesem Nachweis ist ein biologisches Mefverfahren, ein Tierversuch
notig, wobei iiblicherweise der sog. "uterotrophe Assay" eingesetzt wird. Bei dieser
Methode wird juvenilen oder ovarektomierten weiblichen Mausen (oder Ratten) eine
Testsubstanz mittels Magensonde oder Injektion verabreicht, nach 4 Tagen werden die
Tiere getotet, die Uteri pripariert und ausgewogen. Die dstrogenabhiingige Zunahme
des Uterusgewichtes dient dann als MeBgrofe fiir die hormonelle Aktivitit der
Substanz (5).

Innerhalb der Agrarwissenschaft wird dieser Tierversuch nicht nur zur Beurteilung
von Futtermitteln eingesetzt, sondern auch zur Bcarbeltung anderer wissenschaftlicher
IFragestellungen, z.B.

- Uberpriifung von Inaktivierungsverfahren von Myko/Phytotstrogenen,

- Isolation unbekannter Myko/Phytotstrogene,

- Charakterisierung von Schimmelpilzstimmen und Pflanzenarten als Produzenten

solcher Substanzen.

Eine noch weit groBere Rolle diirfte der uterotrophe Assay in der pharmazeutischen
Forschung spielen. Synthetische Ostrogene und Antidstrogene sind wichtige Pharma-
ka, wobei letztere (z.B. Tamoxifen) erfolgreich bei der Therapie 6strogenabhéngiger
Tumore eingesetzt werden. Dieser Forschungsbereich wird intensiv bearbeitet, und
dementsprechend hoch diirfte der Verbrauch an Versuchstieren in diesem
Zusammenhang sein.

Vorbehalte gegen diesen Tierversuch ergeben sich aus der Sicht des Tierschutzgedan-
kens, da die Zahl der Tieropfer sehr hoch ist: Pro MeBpunkt sind mindestens 5 bis 6
Tiere zu kalkulieren, zusammen mit diversen Kontrollen addiert sich der Tierver-
brauch bei den iiblichen MeBreihen sehr rasch auf mehrere Hundert. Dariiber hinaus
ist der uterotrophe Assay mit einigen meBtechnischen Problemen belastet (5). Erheb-
liche Ungenauigkeiten ergeben sich z.B. bereits bei der Entnahmie und Gewichts-
bestimmung der Uteri durch anhaftendes nicht-uterines Gewebe und unterschiedliche
Wasserverluste (Austrocknung) bei der Wégeprozedur. Dariiber hinaus ist die -
Uterusreaktion als solche abhidngig vom Tierstamm, vom Gesundheitszustand der
Tiere (Korpergewichtszunahme), vom exakten Alter und vom verabreichten Futter
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(5,6,7). Hohe Streuungen der Einzelmessungen und schlechte Reproduzierbarkeit von
Ergebnissen in verschiedenen Labors sind die nicht zu vermeidende Konsequenz.

In der hier dargestellten Arbeit werden die Grundlagen zu zwei Alternativen beschrie-
ben, die auf den Einsatz von Labortieren véllig verzichten und gleichzeitig die o.g.
meftechnischen Probleme nicht aufweisen, also auch unabhiingig vom Tierschutz-
gedanken fiir eine praktische Anwendung prinzipiell attraktiv sein diirften. Beide
Testsysteme wurden zunéchst auf den Nachweis der biologischen Aktivitit des Myko-
Ostrogens Zearalenon angewandt, mittlerweile auf fiinf der haufigsten Phytodstrogene
ausgedehnt (8,9).

2. Ergebnisse:

In beiden Testsystemen werden permanente Zellinien eingesetzt. Als MeBgrofe dient
jeweils die Induktion eines dstrogenspezifischen Proteins.

2.1 Induktion von Exoproteinen in menschlichen Brustkrebszellen 1MCF-71._

Bereits 1980 wurde von Westley und Rochefort beschrieben, dall das karpereigene
Ostrogen 178-Ostradiol in MCF-7-Zellen die Synthese von mindestens zwei Eiweil3-
stoffen, die aus der Zelle ausgeschleust werden (Exoproteine), induziert (10). MCF-7-
Zellen sind menschliche Brusikreszellen, die sich unbegrenzt in Kulturgefifien
ziichten lassen, keinem Alterungsprozess und damit auch keinen physiologischen
Verinderungen im Verlauf der Passagen unterliegen. Die von Westley and Rochefort
beschriebenen Befunde liefern die Grundlage zur quantitativen Bestimmung der
biologischen Aktivitit anderer §strogener Substanzen, wie dem Mykoostrogen
Zearalenon. Am deutlichsten ist die Induktion eines Gstrogenspezifischen Exoproteins
vom Molekulargewicht 52 kDa zu beobachten, das im Nihrmedium der Zellen
nachgewiesen werden kann und als MeBgréBe herangezogen werden kann (8).

MCEF-7-Zellen werden dazu in dstrogenfreiem Medium (Dulbecco's Minimal Essential
Medium mit 10% fotalem Kilberserum, dem durch eine Behandlung mit dextran-
beschichteter Aktivkohle endogene Steroide entzogen worden sind) vorkultiviert, in
Mikrotiterplatten ausgesit und kurz vor Erreichen der Konfluenz mit der Testsubstanz
inkubiert. Diese Inkubation erstreckt sich iiber 3 Tage, anschlieBend werden die
Proteine mit 33S-Methionin radioaktiv markiert, die synthetisierten Exoproteine durch
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Abb. 1: Fluorogramm bS—methimm‘nmnrkierter Exoproteine, produziert von

MCF—7-Zellen nach Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen an Zeara-
lenon und 178-Ostradiol.

0: Kontrolle ohne Testsubstanzen.

1 - 5: Zearaleonbehandelte Zellen. Konzentrationen in Molaritit: (1) =
6.4 x 1000 M, (2) = 1.6 x 102 M, (3) =4 x 1000 M, (4) =1 x 1070,
(5) =2.5 % 157 W

6. 10 Ustradioibehandaite Zallen. (6) = 16 %1072 M, G = %% 102N,
8 =1 x1010y, (9) =2.5 x 107y, (10) = 6.2 x 107 m.

Rechter und linker Rand: Molekulargewichtsskala in Kilodalton (kDa).
Die Proteine wurden durch SDS-Polyacrylamid-CGelelektrophorese in einem
Gradientengel (10-20% Acrylamid) nach Molekulargewichten getrennt.
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Elektrophorese des Nidhrmediums auf Polyacrylamidgelen nach Gréfe aufgetrennt
und schlieBlich durch Fluorographie auf einem Rontgenfilm sichtbar gemacht.

Abb. 1 zeigt ein solches Fluorogramm, auf dem die Wirkung korpereigenen 176-
Ostradiols mit der von Zearalenon in verschiedenen Verdiinnungsstufen verglichen
wird. Im Vergleich zur Kontrolle (ohne Testsubstanz) ist sowohl in 178-Ostradiol- als
auch in zearalenonbehandelten Zellen eine neu auftretende, starke Proteinbande vom
Molekulargewicht 52 kDa zu beobachten. Die EDy, (=effektive Dosis, hier definiert
als diejenige Menge an Testsubstanz, die einen halbmaximalen Effekt hervorruft) liegt
fiir 1768-Ostradiol bei 1 x 10:11 M (molar), fiir Zearalenon bei ca. 5 x 10-10 M, die
Empfindlichkeitsschwelle des Testsystems liegt also auBerordentlich tief: 5 x 1010 M
Zearalenon bedeutet eine Nachweisgrenze von weniger als 0,000 000 160 g
Zearalenon pro Liter, z.B. Getreideextrakt.

Dieser Befund wurde in (8) veroffentlicht, mittlerweile wurden im gleichen System
die Phyloostrogene Biochanin A, Coumestrol, Daidzein, Formononetin und Genistein
getestet. Erwartungsgemill induzieren auch diese Substanzen die Synthese des 6stro-
genspezifischen 52 kDa Exoproteins. Bei der Bestimmung der EDs, ergab sich gemiil}
des relativen Ostrogenen Potentials dieser Verbindungen die folgende Reihe: 178-
(stradiol, Zearalenon, Coumestrol, Genistein, Biochanin A, Formononetin, wobei
17B-Ostradiol die hochste, Formononetin die niedrigste dstrogene Aktivitit hat (9).
Diese Reihenfolge stimmt mit der durch andere Autoren im uterotrophen Test er-
mittelten Reihenfolge iiberein, auch im Hinblick auf die quantitative Abstufung (11,12),

Fiir die agrarwissenschaftliche Anwendung des Tests, wie sie Forschungsaufgabe des
Autors ist, ist es von entscheidender Wichligkcit, ostrogen aktive Substanzen nicht nur
als Reinsubstanz, sondern als Bestandteil biologischen Materials, insbesondere Geltrei-
deextrakten, nachweisen zu konnen. Dies ist am Beispiel kiinstlich mit Zearalenon
kontaminierter Weizen-, Gerste- und Haferproben gelungen, wobei in allen Fillen
eine korrekte quantitative Bestimmung moglich war. Gleichzeitig wurde eine im
Vergleich zum chemischen Nachweis vereinfachte Extraktionsmethode ausgearbeitet.
Details dieser Resultate werden in einer gesonderten Publikation dargestellt (9). ‘

2.2. Nachweis der tstrogenspezifischen Expression eines fremden Gens in Mauszellen.
Als zweites Testsystem kam ein genetisches Konstrukt zum Einsatz, das von der

Arbeitsgruppe um G. Ryffel, Universitéit Essen, zur Aufklirung der éstrogen-
regulierten Genexpression entwickelt wurde (13,14).
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Abb. 2: Schematische Darstellung des Led42/CAT-Systems. Erkldrung im Text, Abkiirzungen:
SV-40 Promotor: Genpromotor aus dem Genom des SV-40 Virus. huER: menschlicher
Ostrogenrezeptor. ERE: estrogen-responsive element des Vitellogeningens des afrikanischen
Krallenfrosches Xenopus laevis. tk: Promotor des Thymidinkinasegens des Herpes Simplex
Virus. CAT: Chloramphenicol-Acetyltransferase.

Unten rechts ist der in diesem Zusammenhang interessierende Abschnitt des Plasmids, das in
die Le42-Zellen eingeschleust wird, dargestellt. Das vollstindige Plasmid ist cine ringformig
geschlossene DNA.
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Die Wirkung 6strogen aktiver Steroidhormone besteht auf molekularer Ebene haupt-
sichlich iri einer Verinderung der Expression bestimmter Gene bzw. Gen-Netzwerke,
die zu einer charakteristischen Verinderung der Physiologie der verschiedenen
Zielzellen fiihrt. Dabei entfalten diese Hormone ihre Aktivitiit nicht durch direkte
[nteraktion mit dem jeweiligen Gen, sondern indirekt durch Bindung an einen
intrazelluliren Rezeptor, ein EiweiBmolekiil. Die Bindung eines Hormonmolekiils
bewirkt eine Anderung der Konformation des Rezeptors, der nun als "aktivierter
Rezeptor"” in der Lage ist, einen spezifischen DNA-Abschnitt zu erkennen und sich an
diesen anzulagem (vgl. auch Abb. 2). Die genaue Basensequenz dieses DNA-Ab-
schnittes wurde erstmals von G. Ryffel und Mitarbeitern im Detail aufgeklirt und
wird als estrogen-responsive element oder ERE bezeichnet (14). Der Komplex aus
aktiviertem Rezeptor und ERE wirkt nun in einer Weise auf den Promotor des
niichstgelegenen Gens, daf cin bislang nicht oder nur schwach trankribiertes Gen
plotzlich stark transkribiert wird (15,16,17).

Das hier verwendete System ist in Abb. 2 schematisch dargestellt. Als Zielzellen
dienen sog. Le42-Zellen. Dies sind Maus-L-Zellen, in deren Genom das Gen des
menschlichen Ostrogenrezeptors (huER), kontrolliert von einem viralen Promotor
(SV-40 "early" Promotor), stabil integriert ist (13,14). Konsequenz dieser genetischen
Verinderung ist die kontinuierliche Synsthese des menschlichen Ostrogenrezeptors. In
diese Zellen wurde ein in vitro rekombiniertes Plasmid eingeschleust (transient

" expression), das das Gen fiir ein bakterielles Enzym, die Chloramphenicol-Acetyl-
transferase (CAT) enthilt. Vor dieses Gen ist ein estrogen-responsive element aus dem
Genom des Krallenfrosches Xenopus laevis geschaltet, gekoppelt mit dem starken
Promotor eines viralen Gens (des Thymidinkinasegens aus Herpes Simplex Virus).
Gelangt dieses Plasmid in die Zellen, bewirkt eine anschlieBende Behandlung mit 176-
Ostradiol die Expression des CAT-Gens, d.h. innerhalb der Mauszellen laft sich das
bakterielle Enzym Chloramphenicol-Acetyltransferase nachweisen, dessen Aktivitit
als MeBgraBe tiir die Hormonkonzentration herangezogen werden kann.

In diesem System wurde bislang lediglich Zearalenon getestet. Es zeigte sich, dal}
dieses Mykoostrogen in der Lage ist, wie 178-Ostradiol die CAT-Genexpression zu
induzieren. Abb. 3 zeigt einen solchen Test, nimlich die Bestimmung der CAT-
Aktivitit in Abhingigkeit verschiedener Konzentrationen der Testsubstanzen. Die
Induktionsschwelle liegt fiir 178-Ostradiol zwischen 2.5 x 10 und 2.5 x 10-10 M, fiir
Zearalenon zwischen 5 x 108 und 5 x 109 M. Beziiglich der relativen Wirksamkeit
von Zearalenon wurde also das gleiche Ergebnis wie in MCF-7-Zellen gefunden,
allerdings ist die Sensitivitiit geringer. Da die CAT-Aktivitit eine einfach und prizise
zu bestimmende MeBgriBe ist, wird dieses System weiterhin bearbeitet und
verbessert.
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Abb 3: CAT-Aktivitit in Lysaten von Le42-Zellen nach Aufnahme des im Text beschrichenen
Plasmids und nach Behandlung mit 178-Ostradiol und Zearalenon in verschiedenen Konzen-
trationen. Die Kontrolle (0) stellt unbehandelte Zellen dar. Die cingesetzten Konzentrationen
sind als Molaritit (M) angegeben. }

Die Zell-Lysate werdem mit ¥C-Chloramphenicol und Acetyl-CoA inkubiert, wobei durch
das Enzym CAT acetylierte Derivate des Chloramphenicols gebildet werden. Substrat und
Reaktionsprokukte werden diinnschichtchromatographisch aufgetrennt und durch
Autoradiographie sichtbar gemacht. In der Abb. reprisentieren die unteren Punkte das
eingesetzle Substrat, die oberen Punkte die acetylierten Reaktionsprodukte.

3. Diskussion und Ausblick:

Zum quantitativen Nachweis der biologischen Aktivitiit dstrogener Verbindungen
wurden zwei Gstrogensensitive Zellinien eingesetzt: MCF-7-Zellen (menschliche
Brustkrebszellen) und Le42-Zellen (genetisch transformierte Maus-1-Zellen). In
beiden Testsystemen dient die Induktion dstrogenspezifischer Genprodukte als Mef-
groBe der hormonellen Aktivitdt: In MCF-7-Zellen ist dies ein neusynthetisiertes
Exoprotein, in Led42-Zellen die Aktivitdt des bakteriellen Enzyms Chloramphenicol-
Acetyltransferase (CAT).

13
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Die im MCF-7-System fiir das Mykoostrogen Zearalenon, sowie die Phytodstrogene
Coumestrol, Genistein, Daidzein, Formononetin und Biochanin A ermittelten relativen
ostrogenen Aktivititen stimmen mit den von verschiedenen Autoren im uterotrophen

Assay gefundenen Werten im Wesentlichen iiberein (11,12). Zudem konnte eine

bekannte Menge Zearalenon, die verschiedenen Getreideproben zugesetzt wurde,

korrekt bestimmt werden. Das MCF-7-System stellt also eine echte Alternative zum
uterotrophen Assay dar wobei es auch bei Futtermitteluntersuchungen praxistauglich

sein diirfte.

Allerdings sollte die Methodik fiir einen routinemiiigen Einsatz vereinfacht und
verbilligt werden. Hauptkostenfaktor des Tests in der jetzigen Form sind die verwen-
deten Radioisotope. Geplant sind deshalb Versuch, das induzierte 52 kDa Exoprotein
immunologisch mittels RIA oder ELISA nachzuweisen: in beiden Fillen wiirden die in
vivo Markierung mit Radioisotopen und die zeitaufwendige Elektrophorese wegfallen.
Bei einem ELISA konnte vollig auf den Einsatz von Radioaktivitiit verzichtet werden,
bei einem RIA wire der Einsatz von Radioisotopen vergleichsweise gering.

Ahnlich wie das MCF-System sollte auch das Le42/CAT-System prinzipiell fiir den
Nachweis ostrogener Aktivitidten geeignet sein. Dies wurde allerdings bislang nur fiir
Zearalenon experimentell gezeigt, Versuche mit Phytodstrogenen und Getreide-
extrakten stehen noch aus. Auch fiir dieses System sind Vereinfachungen vorgesehen.
Bisher muBlte das beschriebene Plasmid vor jedem Versuch in die Zellen eingeschleust
werden. Die DNA, die dann frei in der Zelle vorliegt, ist fiir ca. | Woche funktions-
fihig, wird aber allméhlich durch zellulire DNasen abgebaut. Um die Prozedur dieser
sog. "transient expression’ ganz zu umgehen, soll deshalb das Plasmid stabil in das
Genom der Zellen integriert werden. Von solchen Zellklonen ist aufierdem zu
erhoffen, daB zumindest einige eine héhere Sensitivitit aufweisen wie in 2.2,
beschrieben.

Da zum Nachweis der CAT-Aktivitiit ebenfalls Radionuklide benétigt werden, ist ein
weiteres Ziel der Austausch des CAT-Gens gegen das Luziferasegen. Das Enzym
Luziferase katalysiert durch Oxydation von Luziferyl-AMP die Leuchtreaktion, wie
sie z.B. bei Gliihwiirmchen zu beobachten ist. MeBgrife wiire in diesem Fall die
Lumineszenz. Diese kann mit speziellen Luziferase-Photometemn, aber auch mit
Szintillationsmef geriten fiir B-Strahler, wie sie wohl in den meisten Instituten
vorhanden sein diirften, quantitativ bestimmt werden.

Beim Led42/CAT- bzw. Le42/Luziferase-System handelt es sich um genetisch
verinderte Organismen, bzw. es ist die Handhabung in vitro rekombinierter DNA
erforderlich. Dazu miissen prinzipiell bestimmte Sicherheitsbestimmungen eingehalten
werden. Da es sich bei den Empfinger“organismen" um Gewebekulturzellen handelt
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- und keine Gene aus humanpathogenen Organismen verwendet werden, kénnen diese
Zellen unter den niedrigsten Sicherheitsbedingungen gehandhabt werden (L1/B1
gemiB Paragraph 10, Abs. 2b und Paragraph 16, Abs. 2c und d der "Richtlinien zum
Schutz vor Gefahren durch in vitro neukombinierte Nukleinsiuren" des BMFT der
Bundesrepublik Deutschland).

Die hier vorgestellten Testsysteme konnen den uterotrophen Assay nicht nur in den
meisten Fillen ersetzen, sondem sind diesem in vieler Hinsicht sogar iiberlegen. Sie
zeichnen sich aus durch Verzicht auf Versuchtstiere, héhere Empfindlichkeit, héhere
MeBgenauigkeit, bessere Reproduzierbarkeit und einfache Handhabung. Allerdings
konnen metabolische Effekte nicht erfasst werden. Chemische Verdnderungen z.B.
durch Pansenmikroorganismen bei Wiederkiuern oder in der Leber konnen zu
Verbindungen fiihren, die stirkere, aber auch schwichere Aktivitit besitzen als die
urspriinglich eingesetzten Substanzen (1). Dieser Schwachpunkt trifft allerdings in
gleichem MaB auf den uterotrophen Test mit Miusen und Ratten zu, wenn die damit
gewonnenen Erkenntnisse auf landwirtschaftliche Nutztiere oder den Menschen
iibertragen werden sollen.

Der Tierversuch diirfie in dieser Beziehung also gegeniiber den hier beschriebenen
alternativen Methoden keinen zusitzlichen Vorteil bieten; in beiden Fillen wiiren
weiterfiihrende Untersuchungen unumginglich.

Es sei an dieser Stelle noch einmal darauf hingewiesen, daBl das MCF-7- sowie das
42/CAT-System nicht nur innerhalb der agrarwissenschaftlichen Forschung eingesetzt
werden konnen, sondern ganz allgemein immer dort, wo der uterotrophe Assay
verwendet wird, z.B. in der pharmazeutischen Forschung und toxikologischen
Sicherheitspriifung.
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