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IN VITRO TESTS ZUR ERFASSUNG VON TERATOGENEN EFFEKTEN.
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ZUSAMMENFASSUNG .

Die zur Zeit gdngigen und akzeptierten Tests in der Teratologie
beinhalten die Verabreichung von Substanzen an trdchtige Nagetiere
und Kaninchen. Diese Versuche sind tier- und zeitaufwendig. Seit
den 80-iger Jahren sind Bemiihungen im Gange, in vitro Alternativ-
methoden zu entwickeln und anzuwenden. In dieser relativ kurzen
Zeitperiode ist eine grosse Anzahl von in vitro Techniken ent-
wickelt, und zum Testen angewendet worden. Diese Techniken um-
fassen das Kultivieren von niedrigen Organismen, Zellinien, primid-
ren Zellen, bis hin zur Kultur von ganzen Embryonen. Der folgende
Artikel soll einen generellen Ueberblick iiber die bereits verwen-
deten Testsysteme geben und im speziellen liber unsere Erfahrung
mit der Kultur von Rattenembryonen berichten. Erste Resultate mit
dieser Technik haben ndmlich gezeigt, dass sich damit spezifische
Missbildungen in vitro erfassen lassen, und eine sehr gute Korre-
lation zwischen den in vitro erhaltenen Resultaten und den in der
Literatur zitierten in vivo Daten besteht.

EINLEITUNG.

Um das Risiko eines eventuellen Einflusses von Chemikalien auf die
Entwicklung von Embryonen besser abschédtzen zu kdnnen, werden Me-
dikamente und Umwelts-Chemikalien an tridchtige Sdugetiere, meist
Ratten und Kaninchen, verabreicht. In den meisten Ldndern lehnt
sich die Form der Durchfiihrung eines solchen Versuches an die von
der "Food and Drug Administration" in den Vereinigten Staaten im
Jahre 1966 verdffentlichten Richtlinien. Die Testsubstanz wird an
trichtige Weibchen zweier Tierspezies wihrend der Organbildung
verabreicht. Die Tiere werden kurz vor Erreichen des Geburts-
termines getdtet und die Nachkommen auf Hussere Missbildungen und
Skelettverdnderungen untersucht. Diese klassische Form der Unter-
suchungsmethode hat sich in den letzten 19 Jahren kaum verdndert.

Weil die Entwicklung eines Embryos und Mutter/Foetus/Plazenta-
Beziehungen enorm komplex sind, ist relativ wenig {iber Wirkungs-
mechanismen in der Teratologie bekannt. Es kann deshalb fiir die
gegenwirtige Situation nicht erwartet werden, dass ein in vitro
Teratologiesystem die herkdmmlichen Tests ersetzt.
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Es ist jedoch klar, dass in ndherer Zukunft eine enorme Einsparung
von Tieren gemacht werden k&nnte, wenn die konventionellen Tier-
versuche nur filir eine reduzierte Zahl von Chemikalien Anwendung
fdnden; eine Auswahl der in vivo zu testenden Molekiile sollte
durch alternative Techniken mdglich sein.

Da, wie schon erwdhnt, Mechanismen, die zu Missbildungen fiihren
k&nnen, in den meisten Fdllen unbekannt sind, gibt es in der Tera-
tologie zur Zeit keine Basis fiir ein Konzept fiir ein alternatives
in vitro System. Einige grundlegende Faktoren sollten dennoch
berilicksichtigt werden: der Test sollte praktikabel sein, relevante
und reproduzierbare Daten liefern, und die Resultate sollten im
Einklang mit Resultaten von in vivo Studien sein. Einige solche
Systeme sollen hier beschrieben werden.

ALTERNATIVE IN VITRO METHODEN.
I. SYSTEME, DIE KEINE SAUGETIERE VERWENDEN.

Obschon Nicht-Sduger in der Evolution weit vom Siugetier entfernt
sind, ldsst sich der Ablauf gewisser Prozesse vergleichen, und
diese Prozesse knnen ebenfalls von Chemikalien beeinflusst werden
(1). Zur Zeit sind die folgenden Techniken zum Erfassen von tera-
togenen Effekten entwickelt worden.

a) Drosophila Test (1). Tréchtige Drosphilafliegen geben ihre
Eier in ein Medium ab, das mit der zu testenden Substanz vorbehan-
delt wurde. Die adult gewordenen Fliegen werden nach Durchlaufen
von mehreren Entwicklungsstadien betdubt, und anschliessend unter
dem Mikroskop auf Husserliche Verdnderungen untersucht. Obschon
einige Chemikalien spezifische Verdnderungen induzieren konnten,
ist die Aussagekraft dieses Testes mit zusitzlichen Substanzen zu
erforschen.

Zellkulturen von Drosophilaembryonen sind gleichfalls zum Testen
von Teratogenen und Nicht-Teratogenen eingesetzt worden (2), doch
scheint es schwierig mit diesem Test spezifische Effekte von ge-
nerell toxischen Effekten zu unterscheiden.

b) Planaria (3). Die zu testende Substanz wird in diesem
Falle direkt ins Wasser zugegeben, und deren Einfluss auf das Re-
generationsvermdgen untersucht. ’Abwesende, unvollstidndige, oder
abnormale Regeneration von Fragmenten oder intakten Tieren, werden
als Indikation flir toxische Effekte gedeutet. Auch bei diesem Test
sind zus&tzliche Untersuchungen mit Substanzen erforderlich.
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c)  Hydra (4). Dieser Test beinhaltet zwei wesentliche Kompo-
nenten. Einmal wird der adulte Polyp verschiedenen Konzentrationen
einer Substanz ausgesetzt, und die kleinste Konzentration die
einen degenerativen Effekt erzielt ermittelt (A). Ferner werden
durch Auseinanderlsen eines adulten Polypen kiinstliche "Embry-
onen" geschaffen, die die Fihigkeit besitzen, sich von Neuem zu
einem adulten Polypen zuriickzubilden; hier wird die kleinste Kon-
zentration einer Substanz ermittelt, die diesen Prozess beein-
flusst (B). Das Verh#ltnis von A zu B gibt Auskunft Uber die
toxische Gefdhrlichkeit einer Substanz. Um 30 Substanzen sind bis
heute mit diesem System getestet worden, und die Korrelation zu in
vivo Daten scheint gut, obschon auch widerspriichliche Resultate
erzielt wurden (5).

d) Amphibien und Fischembryos. Diese Spezies sind ausfifhrlich
in Embryologiestudien untersucht worden, doch sind sie nur wenig
zum Testen in der Teratologie verwendet worden. Kiirzlich jedoch
ist von Dumont und Mitarbeitern (6-8) ein Test mit Froschembryonen
vorgestellt worden, der, nach Austesten mit ca. 40 Substanzen,
eine gute Korrelation mit in vivo Daten von Siugetieren ergab. In
diesem Test werden mittlere und spite Blastulastadien von Frdschen
verschiedenen Konzentrationen einer Substanz wihrend 4 Tagen aus-
gesetzt. Die Embryonen werden anschliessend auf Wachstum, Diffe-
renzierung, und Missbildungen untersucht.

e) Hihnchen. Ein Uebersichtsartikel der WHO (9) beschrieb das
Hiihnchenembryo f£iir Teratologiestudien als ungeeignet. Zahlreiche
Verbesserungen in den letzten Jahren haben jedoch zu Resultaten
gefiihrt, die ein Ueberdenken dieses Konzeptes ndtig machen (10).
Zur Zeit ein gewichtiger Nachteil ist, dass der Grossteil der
getesteten Substanzen bekannte in vivo Teratogene sind, und somit
nur wenig Information iiber den Einfluss von Nicht-Teratogenen auf
die Entwicklung des Hilhnerembryos erhiltlich ist.

II. ZELLKULTURTECHNIKEN.

a) In vitro Kulturen mit etablierten Zellinien. Diese Systeme
besitzen einen praktischen Vorteil gegeniiber Prim#rkulturen, bei
denen fiir jedes Experiment frisches Gewebe von Tieren gewonnen und
verarbeitet werden muss. Einer dieser Zellinien- Tests benutzt
fibroblastendhnliche Zelltypen eines menschlichen Abortus als
Indikatoren zur Erfassung von teratogenen Effekten (11). Zellen
werden in Kultur gesetzt, wdhrend 72h behandelt und anschliessend
ausgezdhlt.
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Dieses System, wie auch zahlreiche andere einfache Zellkultur-
systeme dieses Typs, nehmen somit die Zellteilungsrate als End-
punkt; es ist deshalb fraglich, ob ein solches Testsystem spezi-
fische teratogene Effekte von generell zytotoxischen Effekten
unterscheiden kann.

b) in vitro Kulturen mit frisch isolierten Zellen.

1. Losl3sen von Tumorzellen (12). Das Grundkonzept dieses
Tests beruht auf der Ueberlegqung, dass die Zellkontakte widhrend
der Embryonalentwicklung eine besonders wichtige Rolle spielen.
Mausaszites-Tumorzellen werden in der Peritonealhhle von Miusen
vermehrt und gleichzeitig radioaktiv markiert. Nach Zuriickge-
winnung dieser Zellen werden diese wihrend 30 Minuten der zu
testenden Substanz ausgesetzt. Anschliessend werden die Zellen auf
speziell vorbehandelte Kulturschalen gegeben, und die sich anhaf-
tenden Zellen ausgezihlt. Als "teratogen-positiv" gilt eine Sub-
stanz, wenn sie in relativ niedrigen Konzentrationsbereichen 50%
der Tumorzellanhaftung hemmt. Erste Vergleiche von Daten dieses
in vitro Testes mit in vivo Daten ergaben eine relativ gute Ueber-
einstimmung (13); mit anderen Substanzklassen durchgefiihrte Ex-
perimente zeigten hingegen eine schlechte in vitro-in vivo Ueber-
einstimmung (14).

2. "Micromass®™ Zellkulturen. Das Prinzip von "Micromass"-
Zellkulturen beruht auf einer lokalen Anreicherung von Zellpopu-
lationen von speziell hoher Dichte. Diese Technik kann beliebig
fiir sich teilende Zellpopulationen verwendet werden. Zu Test-
zwecken wurden hauptsdchlich embryonale Extremitdten-, Lungen-,
und Hirnzellen von Nagetieren und dem Hilhnchen verwendet. Als End-
punkte k&nnen Zellzahl, Zahl der gebildeten Mikrokolonien, oder
spezifische Syntheseleistungen der kultivierten Zellen dienen. Am
ausfiihrlichsten ist die "Micromass"-Kultur mit Extremitdten- und
Mittelhirnzellen von 13~tdgigen Rattenembryonen beschrieben und
ausgetestet worden (15). Um das Problem der Unterscheidung von
spezifischen teratogenen Effekten von unspezifischer Toxizitdt
18sen zu kdnnen, musste dieser Assay jedoch erst kiirzlich modifi-
ziert werden (16).
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c) In vitro Kulturen mit Organen von Embryonen.

Zahlreiche embryonale und foetale Organe k&nnen in vitro gehalten
werden, und somit direkt Einfliisse von Substanzen untersucht wer-
den. Hiufig wird zum Beispiel die Kultur von Mduseextremitdten zu
Mechanismusstudien eingesetzt (17). Bei dieser Technik werden Ex-
tremititen von Embryos mit 40-Somiten abgetrennt und in defi-
niertem Medium wihrend 6 Tagen kultiviert. Chemische Beeinflussung
von Knorpel- (18) und Knochenbildung (19) k&nnen so in vitro ekakt
iberpriift werden. Verschiedene einzelne Substanzen wurden mit
dieser Technik gepriift, doch eine eigentliche Validation unter
einheitlichen Standardbedingungen ist bis anhin ausstehend.

d) Kultur von Embryonen.

Verschiedene Techniken erlauben die Kultur von S#ugetierembryonen
wihrend den frilhen Stadien der Organbildung (19). In diesem System
werden die Embryonen aus dem miitterlichen Gewebe herausprédpariert
und in rotierenden Flischchen wihrend 2 Tagen kultiviert. Wdhrend
dieser kurzen Zeitspanne entwickeln sich Organe wie Herz, Extremi-
titen, Gehdr, usw.. Das System erlaubt als einziges in vitro Sytem
mehrere wichtige morphogenetische Prozesse gleichzeitig zu iber-
wachen. Das Wachstum und der Differenzierungsgrad der in vitro
kultivierten Embryonen sind zudem vergleichbar zu in vivo be-
lassenen Embryonen (20, 21). Eine kiirzlich in unserem Labor durch-
gefiihrte Arbeit mit 40 Substanzen zeigte, dass sich mit in vitro
kultivierten Embryonen spezifische teratogene Effekte erfassen
lassen und der Vergleich zwischen in vitro und in vivo Daten sehr
gut ist (22). Zur weiteren Validierung des Systemes ist, gestiitzt
durch den Schweizerischen Nationalfonds, das Testen von 30
zus8tzlichen Substanzen lanciert worden. Im Gegensatz zur in vivo
Methode kann hier jeder Embryo einzeln behandelt werden; fir
statistische Berechnungen kann somit gegeniiber herkdmmlichen
Rattenteratologiestudien die Zahl der zu verwendenden Muttertiere
um 60-90% reduziert werden. Die Behandlung von trédchtigen Tieren
mit chemischen Substanzen kann zudem vermieden werden.
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Wie aus der dargestellten Uebersicht hervorgeht, ist das Spektrum
von vorhandenen alternativen in vitro Teratologiesystemen gross;
die Moglichkeiten reichen von einfachsten Zellkulturen bis hin zu
Kulturen von ganzen Embryonen. Obschon einige Systeme einer syste-—
matischen Validierung unterzogen wurden, bleibt der Grossteil der
erwdhnten Techniken diesem Prozedere noch zu unterziehen. Es ist
jedoch vorauszusehen, dass die einzelnen Systeme je nach Problem-
oder Fragestellung einzusetzen sind und kein universelles Test-
system zur Verfiigung stehen wird.
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