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Zusammenfassung
Seit 1997 koordiniert ZEBET im Auf trag des EU Validierungs-
zentrums ECVAM eine Priivalidierungs- und Validierungsstu-
die von drei in vitro Embryotoxizitatstests: WEC-Test (Test mit
ganren Rattenemhryonen), Micromass- oder MM-Test (Test mit
primaren Zellen der Extremitiitenknospen von Rattenembryo-
nen) und Embryonaler Stammzelltest, EST (Test mit einer
embryonalen Stammzell-Linie del' Maus). In der zur Zeit
laufenden validierungsstudie wird jeder del' drei Tests unter
blinden Bedingungen in vier Laboratorien gepruft. Bisher
wurden in del' Validierung sechs von 20 Prufsubstanzen mit
unterschiedlichen embryotoxischen Eigenschaften in vivo
(stark, schwach und nicht embryotoxisch) getestet. Die
Ergebnisse wurden zur Verbesserung del' Pradiktionsmodelle
(PM) zur Vorhersage embryotoxischer Eigenschaften von
Prufsubstanzen im WEC-Test und im MM-Test verwendet,
sowie zur Uberpriifung des Prddiktionsmodelles fur den EST.
Bei der Entwicklung des PM for den EST wurden 94% der
Experimente der Lernstichprobe richtig klassifiziert (Scholz et
al.,1999), und in dieser Validierungsstudie wurden 80% der
Experimente entsprechend der in vivo Embryotoxizitdt del'
Testsubstanzen korrekt eingestuft. Mit Hilfe del' wahrend der
validierung entwickelten PMfur den MM-Test und fur den
WEC-Test wurden jeweils 79% korrekte Klassifizierungen
erreicht. Da im WEC-Test nur Parameter des Wachstums und
der Entwicklung von Embryonen bestimmt werden, nicht aber
Zytotoxizitatsdaten, wurden in einem zweiten PM for den
WEC-Test (PM2) Zytotoxizitdtsdaten del' 3T3 Maus-Fibrobla-
sten Zell-Linie aus dem EST beriicksichtigt. Dadurch wurde
die korrekte Klassifizierung im WEC-Test auf 96% verbessert.

Summary: Development of prediction models for three in vitro
embryo toxicity tests which are evaluated in an ECVAM
validation study
In 1997 ZEBET started the co-ordination of a study funded by
the European Centre for the Validation of Alternative Methods
(ECVAM) with the aim of pre validation and validation of three
in vitro embryotoxicity tests. These tests employ the cultivation
of post implantation whole rat embryos (WEC test), cultures of
primary limb bud cells of rat embryos (micromass test, MM-
Test), and cultures of a pluripotent mouse embryonic stem cell
line (embryonic stem cell test, EST). In the current Validation
Study each of the tests is evaluated in four laboratories under
blind conditions. In an initial phase of the validation study six
out of 20 test chemicals comprising different embryo toxic
potential (non, weak and strong embryotoxic) were tested. The
results were used to improve the prediction models (PM)for
the WEC test and the MM-Test in order to identify the embryo-
toxic potential of test chemicals. In addition, the existing PM
for the EST was evaluated using the results from testing of the
initial six chemicals. The PM for the EST was developed using
the results of a previous prevalidation study (Scholz et
al.,J999), in which 94% of the learning sample were classified
correctly. Applying this PM to the results of the initial phase of
the current validation study, 80% of the experiments were
classified correctly according to the embryotoxic potential of
the tested chemicals in vivo. Applying the PMfor the MM-Test
and the WEC test that were developed during the current
validation study in both tests, 79% correct classifications were
achieved. Since the PM of the WEC-Test took into account only
parameters of growth and development, but not cytotoxicity
data, a second PM (PM2) for the WEC was developed that was
improved by incorporating cytotoxicity data of the differentia-
ted mouse fibroblast cell line 3T3 derived from the EST. This
approach, which has previously never been used as an adjunct
to the WEC test, resulted in an increase of correct classificati-
ons to 96%.

Keywords: in vitro embryo toxicity, embryotoxic potential, embryonic stem cell test, rat whole embryo culture, micromass culture,
differentiation, cytotoxicity, prevalidation study, validation study, prediction model, discriminant analysis
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1 Einleitung

Fur Industriechemikalien, deren Pro-
duktion unter einer Tonne pro Jahr liegt
bzw. unter funf Tonnen insgesamt, mus-
sen in der EU aufgrund der Chemikali-
engesetzgebung keine Priifungen zur
Embryo- bzw. Reproduktionstoxikolo-
gie durchgeflihrt werden. Deshalb be-
steht bei den Behorden in Europa zu-
satzlicher Bedarf an Informationen zur
Reproduktionstoxikologie von Indu-
striechemikalien. Urn diese fur den Ver-
braucherschutz wichtige Informations-
liicke zu schlieBen, sind die Behorden
in Europa in zunehmendem MaBe be-
reit, die Ergebnisse von in vitro Em-
bryotoxizitatstests fur die sicherheitsto-
xikologische Risikoabschatzung heran-
zuziehen. Bisher sind derartige Tests je-
doch noch nicht ausreichend experi-
men tell validiert. Unabhangig von die-
ser Entwicklung setzt die Arzneimit-
telindustrie bei der Entwicklung neuer
Arzneistoffe beim sogenannten "high
throughput screening" (HTS) fast aus-
schlieBlich in vitro Tests ein, und zwar
sowohl zur Identifizierung neuer Wirk-
stoffe mit erwiinschten Wirkungen als
auch urn Stoffe mit unerwiinschten, d.h.
toxischen, Eigenschaften friihzeitig und
kostensparend zu identifizieren. Beim
HTS wird der Identifikation von Stof-
fen mit embryotoxischen Eigenschaften
eine hohe Priori tat eingeraumt, urn die-
se bereits vor der Priifung in vivo, im
belastenden und teuren Tierversuch,
beurteilen zu konnen,
Fur das HTS, fur das sich in erster Li-

nie Zellkulturverfahren (z.B. Zytotoxi-
zitatstests mit permanenten Zellinien)
eignen, konnte bisher jedoch noch kein
in vitro Embryotoxizitatstest hinrei-
chend standardisiert werden. Falls ein
solcher in vitro Test entwickelt wird,
konnten beispielsweise bei der Arzneirnit-
telentwicklung Substanzen mit hohem
embryotoxischem Potential friihzeitig
identifiziert und aussortiert werden. Dar-
iiber hinaus kann man innerhalb einer
Wirkstoffgruppe, wie z.B. den Retino-
iden, die embryotoxischen Eigenschaften
in einem in vitro Test (ranking) verglei-
chen, urn Prioritaten bei der Auswahl der
Stoffe fur die klinische Weiterentwick-
lung zu setzen. Dies wurde z.B. bei der
Entwicklung neuer Retinoide in der
Arzneimittelindustrie mit dem MM- Test
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iiber lange Zeit praktiziert (Kistler,
1987; Kistler et al.,1990). Jedoch konnte
bisher nicht ausreichend evaluiert werden,
ob der MM-Test in ahnlicher Weise auch
zur Bewertung der embryotoxischen Ei-
genschaften anderer Wirkstoffgruppen
geeignet ist (Spielmann, 1998).

Zwar wurden bereits einige in vitro
Embryotoxizitatstests, wie z.B. Tests
mit Hiihnerembryonen, Rattenembryo-
nen und im MM-Test in Ringversuchen
in mehreren Laboratorien mit einer be-
grenzten Zahl von Priifsubstanzen un-
ter blinden Bedingungen gepruft (Ku-
cera et al.,1993; Piersma et al.,1996),
jedoch wurden diese Studien nicht ent-
sprechend den heute giiltigen strengen
internationalen Empfehlungen fur Va-
lidierungsstudien durchgefiihrt (Balls et
al.,1990, 1995; OECD, 1996). So wur-
de in dies en Validierungsstudien nur
teilweise nach einheitlichen Standardpro-
tokollen gearbeitet, und dariiber hinaus
fehlten in diesen Arbeitsvorschriften Po-
sitiv- und Negativkontrollsubstanzen so-
wie biometrisch fundierte Pradiktionsmo-
delle (Curren et al.,1995). Das fuhrte in
den Validierungsstudien zu einer man-
gelnden Vergleichbarkeit der Reprodu-
zierbarkeit der Ergebnisse, die in den ein-
zelnen Laboratorien erarbeitet wurden.
Dies ist sicherlich der Hauptgrund dafur,
daB es, ahnlich wie bei der Validierung
yon Ersatzmethoden zum Draize- Test am
Kaninchenauge, bis heute nicht gelungen
ist, eine wissenschaftliche oder behordli-
che Anerkennung auch nur eines einzi-
gen validierten in vitro Embryotoxizitats-
tests zu erreichen (Spielmann, 1998).

Aus den genannten Griinden wurde
vom EU-Validierungszentrum ECVAM
1994 ein Workshop iiber in vitro Tests in
der Reproduktionstoxikologie zum Scree-
ning yon Chemikalien durchgefiihrt
(Brown et al.,1995). Bei diesem Work-
shop wurde dringend empfohlen, in vitro
Tests auf dem Gebiet der Reproduktions-
toxikologie entsprechend den formalen
Empfehlungen von ECVAM zu validie-
ren (Balls et al.,1995; Curren et a!., 1995).
Die Teilnehmer des ECVAM Work-
shops empfahlen nachdriicklich, bereits
existierende in vitro Embryotoxizirats-
tests zu validieren oder neue zu entwik-
keln. Da die Bewertung der vorliegen-
den Daten aus in vitro Embryotoxizi-
tatstests, die mit niederen Wirbeltier-
spezies, wie z.B. Froschen und Vogeln,

nicht positiv ausfiel, haben die Teilneh-
mer des ECVAM Workshops die Durch-
fuhrung einer Validierungsstudie mit
drei vielversprechenden in vitro Tests
empfohlen, in den en Zellen und Gewe-
be yon Saugetierembryonen eingesetzt
werden. Bei den drei in vitro Embryo-
toxizitatstests handelt es sich urn den
WEC- Test (rat whole embryo culture
test), den MM- Test (micromass test)
und den EST (Embryonaler Stammzell-
test). Entsprechend dieser Empfehlung
werden die drei Tests in jeweils 4 Labo-
ratorien in Europa experimentell validiert.
Die Validierungsstudie wird yon ECVAM
finanziert und von ZEBET koordiniert. In
der Studie werden unter blinden Bedin-
gungen 20 Testchemikalien gepriift, fur
die sowohl in vivo Daten aus Tierversu-
chen als auch vom Menschen yon sehr
hoher Qualitat vorhanden sind.

Es ist das generelle Ziel dieser Vali-
dierungsstudie, zu priifen, ob die drei
in vitro Tests in der Lage sind, das em-
bryotoxische Potential eines Stoffes fur
den Menschen vorherzusagen. Entspre-
chend der Ausschreibung darf die Vali-
dierungsstudie erst nach erfolgreicher
Pravalidierung der drei in vitro Embryo-
toxizitatstests durchgeftihrt werden. In
der Phase der Pravalidierung muB ent-
sprechend den Empfehlungen yon
ECVAM (Curren et al.,1995) ein Stan-
dardprotokoll fur jeden der drei in vitro
Tests erarbeitet werden, das ein biosta-
tistisch fundiertes Pradiktionsmodell
(PM) enthalt, Fur den EST wurde be-
reits ein PM erarbeitet (Spielmann et
al.,1997; Scholz et al.,1999). Dagegen
wurden bisher sowohl fiir den MM -Test
als auch fur den WEC noch keine PM
erarbeitet, obwohl beide Tests in einer
grofseren Zahl von Laboratorien schon
seit langer Zeit etabliert sind (Brown et
al.,1995; Spielmann, 1998). Aus den ge-
nann ten Gri.inden ist es das wesentliche
Ziel der Pravalidierungsphase, PMs ex-
perimentell und mit biometrischer Un-
terstutzung zu etablieren. In der forma-
len Validierungstudie unter blinden Be-
dingungen sind die experimentelle
Uberprufung der PM in unterschiedli-
chen Laboratorien und die Priifung der
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der
Tests die beiden wesentlichen Ziele der
Validierungsstudie, iiber deren erste
Phase wir an dieser Stelle berichten
mochten,
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2 Material und Methoden

2.1 Embryonaler StammzelItest
(EST)
Embryonale Stammzellen (ES-Zellen)
der Maus konnen in Zellkultur mit Hilfe
des Leukemia Inhibitory Factor (LIF) im
undifferenzierten Stadium kultiviert wer-
den (Williams et al.,1988). Der bei ZE-
BET entwickelte EST (Spielmann et
al.,1997) nutzt die Fahigkeit dieser ES-
Zellen, in vitro unter definierten Kultur-
bedingungen ohne die Einwirkung von
LIF in spontan kontrahierende Herzmus-
kelzellen zu differenzieren. Der Einfluf
von Testsubstanzen auf die Differenzie-
rung von Herzmuskelzellen, die sich aus
ES-Zellen der Linie D3 entwickeln (Kon-
traktionen, die bei mikroskopischer Aus-
wertung registriert werden), wird vergli-
chen mit dem im MTT-Test ermittelten
zytotoxischen Effekt auf ES-Zellen und
auf differenzierte Fibroblasten-Zellen der
Mauszell-Linie 3T3. Der MTT Test be-
ruht auf der Fahigkeit mitochondrialer
Dehydrogenasen in lebenden Zellen, die
gelb gefarbte Substanz 3-(4,S-dimethyl-
thiazol-2yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bro-
mide (MTT) in ein dunkelblaues Forma-
zan umzuwandeIn, das quantitativ mit
dem ELISA Reader gemessen wird. Die
Zytotoxizitat wird durch die Halbhemm-
konzentration im Vergleich zur Kontrol-
le bestimmt. Die ICso Konzentrationen fur
die Zytotoxizitat und die Differenzierung
werden anhand von Konzentrations-Wir-
kungs-Kurven bestimmt. Dabei dienen
die ICso Konzentrationen fur den zytoto-
xischen Effekt auf 3T3-Zellen und ES-
Zellen (IC50D3, IC503T3) und die IC50
Konzentrationen fur die Inhibition der
Differenzierung (ID 50)von ES-Zellen zur
Klassifizierung der Testsubstanzen in die
drei Embryotoxizitiitsklassen nicht,
schwach oder stark embryotoxisch mit
Hilfe eines PM, das durch Diskriminanz-
analyse erstellt wurde (Spielmann et
al.,1997; Scholz et al.,1999).

2.2 Micromass (MM)- Test
Am Tag 14 der Schwangerschaft werden
Ratten die Embryonen entnommen, de-
ren Extrernitatenknospen unter dem Mi-
kroskop isoliert wurden. Nach Dissozia-
tion der Zellen werden diese in hoher Zell-
dichte (= Micromass) unter definierten
Bedingungen kultiviert, die eine Differen-
zierung in KnorpeIzeJlen erlauben. Nach
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6tiigiger Kultur in Gegenwart ansteigen-
der Konzentrationen von Testsubstanzen
wird gepruft, ob die embryonalen MM-
Zellen eine norma Ie Differenzierung
durchlaufen haben. Dies geschieht durch
eine fur differenzierte Knorpelzellen spe-
zifische Farbemethode mit Alcian Blau
(Amacher et aI.,1996; Flint und Orton,
1984; Kistler, 1987; Uphill et al.,1990).
Der Einfluf der Behandlung mit Testsub-
stanzen auf die Differenzierung der Knor-
pelzellen wird verglichen mit dem rein
zytotoxischen Effekt derselben Testsub-
stanzen auf die MM-Zellen der Extremi-
tatenknospen, der durch Farbung mit Neu-
tralrot bestimmt wird. Die IC50 Konzen-
trationen fUr die Zytotoxizitat und die
Differenzierung werden anhand yon Kon-
zentrations- Wirkungs- Kurven bestimmt.

2.3 Kultur ganzer Rattenembryonen
(WEe-Test)
Rattenweibchen werden am Tag 10 der
Schwangerschaft die Embryonen entnom-
men und unter definierten Bedingungen
bei ansteigenden Konzentrationen von
Testsubstanzen kultiviert. Eine groBe Zahl
morphologischer und entwicklungsspezi-
fischer Parameter wird zu Beginn und
nach 48sttindiger Entwicklung der Em-
bryonen in vitro dokumentiert. Den Be-
obachtungen werden je nach ihrer Aus-
pragung Zahlenwerte auf einer Skala yon
0-6 (morphological score) zugeordnet, die
eine quantitative Auswertung der gewon-
nenen Daten in Konzentrations- Wir-
kungs-Kurven errnoglichen. Die Summe
der Einzelwerte fur die verschiedenen
morphological scores werden als total
morphological score (TMS) erfaBt und
dienen als MaE fur das Stadium der nor-
malen Entwicklung zum Zeitpunkt der
Auswertung nach 48 Stunden. Spezifitat
und Haufigkeit von MiBbildungen be-
stimmter Organe und Organanlagen wer-
den gesondert dokumentiert (Amacher et
al.,1996; Bechter und Schon, 1988;
Brown und Fabro, 1981; Piersma et
al.,1995). Dadurch kann man zwischen
spezifischen Effekten der Testchemikali-
en auf die Entwicklung bestimmter Or-
gane (z. B. des Neuralrohrs) und einer
generellen Wachstumsverzogerung (z.B.
Kopf-Rumpf Lange) unterscheiden.

2.4 Testchemikalien
In der Validierungsstudie werden 20 Test-
substanzen und die positive Kontrollsub-

stanz 5-Fluorouracil untersueht. Die Test-
substanzen sind in Tabelle 1 unter Anga-
be ihres embryotoxischen Potentials in
vivo aufgelistet. FUr die Auswahl der Test-
chemikalien wurden folgende Kriterien
angewendet: Die Anzahl der Testchemi-
kalien pro Klasse: nicht, schwach und
stark embryotoxisch sollte in etwa gleich
sein und die Qualitat der in vivo Daten
sowohl im Tierversuch als auch im Men-
schen hoch sein.

Die unabhangige Kodierung und der
Versand der Prufsubstanzen wurde von
der Fa. RCC Cytotest Cell Research (D-
RoBdort) vorgenommen. Die Testcherni-
kalien wurden von den Firmen Merck (D-
Darmstadt) und Sigma (D-Deisenhofen)
bezogen mit folgenden Ausnahmen: all-
trans-Retinsaure wurde von Dr. Heinrich
BUrgin (Hoffmann La Roche, CH-Basel)
zur Verfugung gestellt, Isobutyl-ethyl-
VPA und Pentyl-4-yn- VPA wurde von
Prof. Heinz Nau (Zentrumsabteilung fur
Lebensmitteltoxikologie der Tieraztlichen
Hochschule, D-Hannover) bereitgestellt.

Wie in Validierungsstudien ublich,
mUssen die teilnehmenden Labors davon
ausgehen, daB jede Substanz temperatur-
und lichtempfindlich ist und der hochsten
getesteten Toxizitat entspricht. Die Lage-
rung und Verarbeitung der Testchemika-
lien muf entsprechend erfolgen.

2.5 Biostatistik
Die line are Diskriminanzanalyse wurde
verwendet, urn diejenigen Variablen zu
identifizieren, die die beste Trennung zwi-
schen den drei embryotoxischen Klassen
ergab (schrittweise Diskriminanzanalyse
mit SPSS, Norusis, 1994; Backhaus et
al.,1996; Bortz, 1993). Die schrittweise
Diskriminanzanalyse wurde fur aile drei
in vitro Tests angewendet.

Als hochste zu testende Konzentration
sind 1000J.Lg/ml festgelegt worden. Wird
bei dieser Konzentration kein IC50 bzw.
ID 50Wert erreicht, wird per Definition der
IC50 bzw. ID50 Wert auf 1000J.Lg/ml ge-
setzt. Die Konsequenz ist, daB kunftig die
hochste zu testende Konzentration
1000J.Lg/ml ist.

3 Ergebnisse

Die der formal en Validierung vorausge-
gangene Pravalidierungsstudie, die nach
den Vorgaben yon ECVAM (Curren et
aJ.,1995) durchgefuhrt wurde, hatte ge-
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zeigt, daB die Standard Protokolle
(SOP's) der drei in vitro Embryotoxizi-
tats tests erfolgreich in ein zweites Labor
ubertragen und reproduzierbare Ergebnis-
se erzielt werden konnen. Mit den drei
Methoden konnten die in der Pravalidie-
rungsphase getesteten Testsubstanzen
entsprechend ihres embryotoxischen Po-
tentials eingestuft werden (Scholz et
al.,1998).
Die initiale Phase der formalen Vali-

dierungsstudie, in der die ersten sechs
yon 20 Testsubstanzen unter blind en
Bedingungen getestet wurden, wurde
1998 abgeschlossen. Jeder der drei in
vitro Tests wurde in jeweils vier euro-
paischen Laboratorien gepruft, In einer
Validierungsstudie mlissen die Testsub-
stan zen bis zum AbschluB der Studie
kodiert bleiben. Urn einerseits das PM

des MM-Tests und des WEC-Tests bio-
statistisch abzusichern, das PM fur den
EST zu evaluieren und andererseits den
blinden Charakter der Studie zu erhal-
ten, wurde fur die Analyse der PM in
der vorliegenden Arbeit lediglich das
ernbryotoxische Potential der ersten
sechs Testsubstanzen yon RCC Cytotest
Cell Research dekodiert.
Die Ergebnisse der verbleibenden 14

Testsubstanzen werden nach AbschluB der
Validierungsstudie im Januar 2000 zur
Evaluierung der PM des WEC-Tests und
des MM-Tests verwendet, wahrend fur die
Evaluierung des PM fur den EST alle 20
Testsubstanzen zur Verfligung stehen.
Nachfolgend werden die Pradiktionsmo-
delle fur den WEC-Test und den MM-Test
und die Klassifizierungsergebnisse des
PM fur den EST vorgestellt.

ECVAM,JRC
Environment Inst.

Ispra, I

Sponsor

Berichte

Untervertrag Hauptvertrag Untervertrag

unabhangige ZEBET Chemikalien-
Blostatistik

~W
Versand

BgW, RCC-CCR
Berlin, D rlin, D Ro8dorf, D

"- Berichte ••• Berichte ;t
~ •• ~

Untervertrlge Untervertrlige Untervertrlige
MM-Test WEC-Test EST~ -

leitendes Labor leitendes Labor leitendes Labor
SGHMS, RlVM, ZEBET 1mBgW,

London,GB Bllthoven, NL Berlin, D

2. Labor 2. Labor 2. Labor
RlVM, SGHMS, ECVAM,

Bllthoven, NL London, GB Ispra, I

3. Labor 3. Labor 3. Labor
KTL-Finland ZENECACTL Novartis Pharma
Kuoplo,SF Macclesfield, GB Basel, CH

4. Labor

I
4. Labor 4. Labor

Synthelabo Recherche Novartis Pharma ScheringAG
Gargenville, F Basel, CH Berlin, D

Abbildung 1: Struktur der Validierungsstudie. Dargestellt sind die in die Validierungs-
studie involvierten Vertrags- und Untervertragsnehmer. Die Untervertragsnehmer be-
richten dem Hauptvertragsnehmer ZEBET uber ihre Ergebnisse, die von ZEBET zu-
sammengefaBt und an den Sponsor ECVAM berichtet werden. Die Beziehungen der
Institutionen untereinander sind durch Pfeile gekennzeichnet (WEe, whole embryo
culture; MM, micromass; EST, Embryonaler Stammzelltest).
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3.1 Struktur der Validierungsstudie
ZEBET (Berlin, D) fuhrt als leitendes La-
bor den EST durch, die weiteren Labors
sind ECVAM am JRC (I-Ispra), Novartis
(CH-Basel) und Schering (D-Berlin). FUr
den MM-Test ist die SGHMS (GB-Lon-
don) das leitende Labor, die drei weite-
ren Labors sind das RIVM, (NL-Biltho-
yen), KTL-Finland (FIN-Kuopio) und
Synthelabo Recherche (F-Gargenville).
Der WEC-Test wird vom RIVM (NL-Bil-
thoven) als leitendem Labor getestet,
wobei die drei weiteren Labors die
SGHMS (GB-London), Novartis (CH-
Basel) und ZENECA CTL (GB-Maccles-
field) sind (Abb. 1).
In der initialen Phase der Validierung

wurden sechs Testsubstanzen der drei
in vivo Klassen stark, schwach und
nicht embryotoxisch sowie eine positi-
ve Kontrollsubstanz (5-Fluorouracil,
5-FU) getestet, wobei die Dekodierung
der Substanzen erst am Ende der Vali-
dierungsstudie erfolgen wird. Die Test-
substanzen wurden durch RCC Cytotest
Cell Research willkurlich aus der Liste
der 20 Testchemikalien (Tab. 1) ausge-
wahlt. Auch die Zuordnung zu den La-
boratorien wurde kodiert: die Labora-
tori en fur den WEC- Test wurden mit
den Buchstaben A bis D gekennzeich-
net, jene fur den MM- Test mit den
Buchstaben E bis H und die Labors fur
den EST mit Ibis L.

3.2 Entwicklung yon Pradiktionsmo-
dellen am Beispiel des EST
In einer Validierungsstudie mlissen in vi-
tro Tests beweisen, daB die Ergebnisse
reproduzierbar sind (Balls et al.,1995).
Dies bedeutet, daB andere Laboratorien
in der Lage sein mussen, die Ergebnisse
auch unter blinden Bedingungen in un-
abhangigen Experimenten zu wiederho-
len. Allerdings ist die Reproduzierbarkeit
nur die notwendige Voraussetzung fur
eine weitere Anforderung: die Relevanz
des in vitro Tests fur ein bestimmtes Teil-
gebiet der Toxikologie. Unter Verwen-
dung der Untersuchungsergebnisse muB
mit biostatistischen Methoden ein PM
errechnet werden, mit dem in der hier
vorgestellten Studie eine korrekte Eintei-
lung yon Testchemikalien in stark,
schwach und nicht embryotoxisch ermog-
licht wird.
Mit Hilfe eines PM konnen die Ergeb-

nisse eines in vitro Toxizitatstests zur Vor-
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Tabelle 1: liste der Testchemlkauen der
Validierungsstudie (Smith et al., 1983; She-
pard, 1989; Spielmann et al., 1998)

Testsubstanz CAS Nr.

In vivo stark embryotoxisch

5-Bromo-2'-desoxyuridin 59-14-3
Methylquecksilber-ehlorid 115·09·3
Hydroxyharnstoff 127·07·1
Methotrexat 59-05·2
all-trans-Retinsaure 302·79·4
6·Aminonieotinamid 329-89·5

in vivo schwach embryotoxisch

Borsaure 10043·35·3
Pentyl·4·yn-Valproinsaure Bojie et al., 1998

Valproinsaura 99·66-1
Lithium-Chlorid 7447·41·8
Dimethadion 695·53·4
Methoxyessigsaure 625-45·6
Salicylsaure-Natriurnsalz 54·21-7

in vivo nicht embryotoxisch

Aerylamid 79-06-1
lsobutylethyl-Valproinsaure Bojie et al., 1996
D-(+)·eampher 464-49-3
Dimethylphthalat 131-11-3

Diphenhydramine Hydroehlorid 147·24·0
Penicillin G Natriumsalz 69·57·8
Saccharin Natriumhydrat 82385·42·0

hersage der in vivo Toxizitat verwendet
werden.

Als mathematisches Modell fur das PM
wurde die Diskriminanzanalyse benutzt.
Durch sie konnen Klassenunterschiede
zwischen den drei embryotoxischen Klas-
sen (nicht, schwach und stark embryoto-
xisch) untersucht werden. Dabei wird die
Unterschiedlichkeit der drei Klassen hin-
sichtlich mehrerer Variablen untersucht,
urn diejenigen Variablen herauszufiltern,
die am besten zur Unterscheidung der drei
Klassen geeignet sind. (Backhaus et
aJ.,1996).

Als erster Schritt zur Entwicklung yon
PM miissen fur mehrere Testchemikalien
Konzentrations- Wirkungs- Kurven erstellt
werden, urn typische Kurvenverlaufe zu
unterscheiden und potentielle Endpunkte
und Variablen (s.u.) zu identifizieren. Ein
typisches Beispiel sind die Konzentra-
tions- Wirkungs-Kurven fur die positive
Kontrolle S-FU im EST (Abb. 2). Sie
umfassen Konzentrations- Wirkungs- Kur-
ven fur die Zytotoxizitat mit embryona-
len Stammzellen der Zell-Linie D3 und
mit 3T3-Fibroblasten, sowie eine Kurve
fur den Effekt auf die Differenzierung (s.
aueh Material und Methoden). Aus die-
sen Kurven werden dann die Endpunkte,
die Halbhemmkonzentrationen fur die
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Zytotoxizitat (ICsoD3, IC503T3) und fur
die Differenzierung (IDso) abgelesen. Die
Endpunkte (ICso' IDso) und Variablen (re-
lative Distanz zwischen ICso3T3 und
ID50), die fur das PM verwendet wurden,
sind mit Pfeilen markiert. Als biometri-
sche Methode wurde die lineare Diskri-
minanzanalyse verwendet. Die drei End-
punkte des EST (ICso3T3, ICsoD3, ID50)

konnen nicht direkt in der Diskriminanz-
analyse verwendet werden und mussen
dureh Logarithmieren linearisiert werden.
Werte, die direkt aus der Konzentrations-
Wirkungs-Kurve abgelesen werden kon-
nen, wie z.B. eine SO%ige Hemmung der
Differenzierung (IDso)' werden als "End-
punkt., bezeichnet. Sobald eine mathema-
tisehe Umformung der Werte erfolgt
(Logarithmus, relative Distanz), wird im
folgenden der Begriff "Variable" verwen-
det.

Da vor Beginn del' biometrischen Ana-
lyse nicht bekannt ist, we1che der mogli-
chen Variablen die hochste Trennkraft zur
Unterscheidung von Stoffen mit unter-
schiedlichem embryotoxischen Potential
besitzt, muf die Diskriminanzanalyse
schrittweise erfolgen. Im einfachsten Fall
reicht eine Variable fur die Trennung in
die drei Embryotoxizitatsklassen. Urn
eine moglichst vollstandige Trennung zu
erzielen, kann es jedoch notwendig sein,
mehrere Variablen gleichzeitig in die li-
nearen Funktionen der Diskriminanzana-
lyse aufzunehmen. Bei der schrittweisen
Analyse wird zuerst die Variable gewahlt,
die allein die hochste signifikante Tren-
nung zwischen den drei Klassen erreicht.
Die Analyse wird solange fortgesetzt und
neue Variablen werden integriert, bis eine
verbesserte Trennung der Klassen erreicht
werden kann. Diese hier besehriebene
Vorgehensweise wurde bei allen drei in
vitro Tests angewendet.

3.3 EST: Verbessertes Pradiktions-
modell (iPM)
Die Abbildung 2 zeigt die Konzentrat-
ions-Wirkungs-Kurven fur die positive
Kontrolle S-FU fur zwei valide Einzel-
experimente. Urn die oben beschriebene
Vorgehensweise anzuwenden, miissen zu-
erst potentielle Variablen identifiziert wer-
den. Insgesamt wurden 5 potentielle Va-
riablen bestimmt: Ig(ICso3T3),
Ig(ICsP3), Ig(IDso)' relativer Abstand
zwischen ICso3T3 und IDso und der Quo-
tient von ICso3T3 und IDso' Pluripotente

ES-Zellen sind generell gegenUber em-
bryotoxisehen oder teratogenen Substan-
zen empfindlieher als bereits ausdifferen-
zierte Zellen wie die Fibroblasten der
Zell-Linie 3T3. So kann mit dem EST das
zytotoxische und embryotoxische Poten-
tial einer Priifsubstanz bestirnmt werden.

Mit den Variablen Ig(ICso3T3) und
Ig(ICsoD3) werden Informationen uber die
Zytotoxizitat auf ES-Zellen und auf 3T3-
Zellen in die Funktion integriert. Dartiber
hinaus wurde zusatzlich der relative Ab-
stand gebildet zwischen der ICso3T3 (Zy-
totoxizitat auf differenzierte 3T3 Zellen)
und der ID sofur die Differenzierung, be-
zogen auf die ICso3T3. Diese Variable ist
unabhangig von der absoluten Konzen-
tration, denn diese Information ist bereits
in den beiden anderen Variab1en enthal-
ten.

Es wurde eine schrittweise Diskrimi-
nanzanalyse durehgefiihrt, bei der drei
Variablen zur optimalen Trennung der
drei Klassen notwendig waren. Diese sind
im Folgenden dargestellt:

Die linearen Funktionen, die das Ergeb-
nis del' Diskriminanzanalyse sind, sind in
Tabelle 2 dargestellt. Die praktische An-
wendung der linearen Diskriminanzfunk-
tionen, die zur Klassifizierung yon Test-
ehemikalien in stark, schwach und nicht
embryotoxisch fuhrt, wird durch folgen-
de Verfahrensweise erreicht:

Die ICso3T3, ICsoD3 und IDso-Werte
werden aus der Konzentrations- Wir-
kungs-Kurve bestimmt, die drei Variablen
berechnet und in die drei linearen Diskri-
minanzfunktionen eingesetzt. Ubersteigt
das Ergebnis der Funktion I das der Funk-
tioncn II und III, wird die Chemikalie als
nicht embryotoxisch eingestuft. Uber-
steigt das Ergebnis der Funktion Ildas der
Funktionen I und III, wird die Substanz
als schwach embryotoxisch klassifiziert.
Ist hingegen das Ergebnis der Funktion
III maximal, wird die Chemikalie als stark
embryotoxisch eingestuft.

Die Klassifizierung der Lernstichpro-
be (weitere Informationen sind Scholz et
al., 1999, zu entnehmen), mitder das hier
vorgestellte PM erarbeitet wurde, ergab
zu 94% korrekte Klassifizierungen der
Einzelexperimente (Tab. 3).

Die grau schattierten Felder geben je-
weils die korrekte Klassifizierung inje-
der Klasse an. Die Summe aller riehtig
klassifizierten Experimente, bezogen
auf die Gesamtzahl, ergibt die richtige
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Abbildung 2: Konzentrations-Wirkungs-Kurven tur den EST am Beispiel der positiven
Kontrolle 5-Fluorouracil (5-FU). Gezeigt sind die Kurven fUr zwei valide Experimente fUr
die drei Endpunkte Zytotoxizitat der D3 und 3T3 Zellen und Hemmung der Oifferenzie-
rung der 03 Zellen. Die Endpunkte und Variablen sind durch Pfeile gekennzeichnet.

Tabelle 2: Lineare Diskriminanzfunktionen I, II und III fur den EST.

Funktion I 5,92Ig(IC503T3) + 3,50 Ig(ICso03) - 5,31 IC503T3 - 10so - 15,7
IC503T3

Funktion II 3651g(IC 3T3) + 2 39 Ig(lC D3) - 2 03 ICs03T3 - IDso - 6 85, so , 50 , IC 3T3 '
50

Funktion III -0, 125Ig(ICs03T3) - 1,92Ig(ICso03) + 1,50 IC503T3 - 1Dso - 2,67
IC503T3

Tabelle 3: Klassifizierungsergebnisse fUr den EST (5. auch Scholz et al., 1999) mit dem
verbesserten PM:
a) 94% der Einzelexperimente der Lernstichprobe und
b) 80% der Einzelexperimente in der Validierung wurden korrekt zugeordnet.

Embryotoxizitat in vivo Anzahl der Anzahl der Vorhergesagte
Chemikalien Experimente Klasse in vitro

2 3

9 9 0 0
........ _._._ ........

09 8

12 0 11

8 5 3 0
........... ...............

10 9 0
-_ ........... ......-.....- ..........

12 0 2 10

a) Lernstichprobe nicht embryotoxisch 1)
3

·······..·3·
schwach ernoryotoxisch"

stark embryotoxiscn" 4

b) Evaluation mit 6 nicht embryotoxisch 2

Testchemikalien schwach embryotoxisch 2

stark embryotoxisch 2

1)Klassel; 2)Klasse 2; 3)Klasse 3

Klassifizierung aller Einzelexperimen-
te.
Bei der Bewertung der korrekt klassi-

fizierten Experimente muB auBerdem der

Vergleich mit den per Zufall richtigen
Klassifizierungen erfolgen. Bei drei Klas-
sen, die die gleiche Anzahl an Fallen auf-
weisen, lage die zufallig richtige Klassi-
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fizierung bei 33%. Dariiber hinaus ist zu
beachten, daB das PM auf den Daten der
Lernstichprobe basiert und die Schatzung
der Rate der korrekten Zuordnung des
embryotoxischen Potentials uberhoht ist
und damit fur neue Testsubstanzen nied-
riger ausfallen wird ist. Aus diesem Grund
muf jedes neu entwickelte PM mit einem
neuen Datensatz evaluiert werden.

3.3.1 Evaluierung des verbesserten
PM (iPM) mit den ersten sechs
Chemikalien der Validierungsstudie
Die Laboratorien Iund J reichten jeweils
vollstandige Datensatze fiir die ersten
sechs Testchemikalien ein, wahrend La-
bor K jeweils zwei valide Experimente
fur drei Testchemikalien ubergab. Labor
L konnte fur keine Testchemikalie voll-
standi ge Date nsatze einreichen, da
Schwierigkeiten bei der Wahl des fotalen
Kalberserums fiir die Zellkultur auftraten.
Aus diesem Grund wurden nur Daten yon
drei Labors evaluiert.

Insgesamt wurden 30 Einzelexperimen-
te in die hier vorgestellte Analyse einbe-
zogen. Das PM trennte die Testchemika-
lien zufriedenstellend in stark, schwach
und nicht embryotoxisch, obwohl die
Lernstichprobe lediglich 10 Testchemika-
lien mit 30 Einzelexperimenten umfaBte.
Insgesamt konnten 80% aller Einzelex-
perimente korrekt klassifiziert werden
(Tab. 3).

3.4 MM-Test: Entwicklung des PM
Die Laboratorien E und H ubergaben je-
weils vollstandige, valide Datensatze. Von
Labor G wurde bei drei Chemikalien je-
weils eins anstelle yon zwei validen Ex-
perimenten eingereicht. Beim MM- Test
wird zur Qualitatskontrolle fur jedes Ex-
periment jeweils ein positives Kontroll-
experiment durchgefuhrt. Die eingereich-
ten Kontrollexperimente des Labors F
waren nicht valide, da die Konzentrations-
Wirkungs- Kurven den relevanten Bereich
zwischen 100% bis deutlich unter 50%
Farbung der Zellen nicht abdeckten. Des-
halb konnte keines der eingereichten Ex-
perimente des Labors F in die Auswer-
tung mit einbezogen werden. Insgesamt
wurden 62 Einzelexperimente (29 Expe-
rimente aus der Pravalidierung (vgl. Sc-
holz et al.,1998) und 33 Experimente aus
der initialen Phase der Validierung) in die
Diskriminanzanalyse zur Erstellung eines
Pradiktionsrnodelles einbezogen.
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Entsprechend den Empfehlungen von
ECVAM fur die Pravalidierung yon in
vitro Tests in der Toxikologie (Curren
et al.,'! 995) soli ten Pradiktionsmodelle
bereits im Rahmen einer Pravalidierung
vorgeschlagen werden. In der Pravali-
dierungsphase dieser Studie wurden je-
doch lediglich 3 Testchemikalien und
zwei Kontrollsubstanzen untersucht.
Allein eine Anzahl von 5 Testchemika-
lien ist als zu gering einzuschatzen, um
ein PM zu berechnen. AuBerdem zeig-
ten diese Testehemikalien ein ahnliches
Potential bei der Zytotoxizitat auf die
Zellen der Micromass-Kultur der Extre-
mitatenknospen und bei deren Differen-
zierung in Knorpelzellen. Da ein PM
auch fur Testsubstanzen anwendbar sein
soll, bei denen das zytotoxische Poten-
tial und das Potential der Wirkung auf
die Differenzierung (embryotoxisches
Potential) nicht identisch sind, mussen
solehe Substanzen auch in der Lern-
stiehprobe enthalten sein. Urn sowohl
die Anzahl der Testsubstanzen in der
Lernstichprobe zu erhohen, als auch urn
unterschiedliche zytotoxische und em-
bryotoxische Potentiale in das PM mit
aufzunehmen, wurden fur die Lernstich-
probe Testchemikalien aus der Pravali-
dierung und aus der initialen Phase der
Validierung verwendet.

Das Vorgehen bei der Erstellung ei-
nes PM wurde bereits oben fur den EST
beschrieben. Bei der Mlvl-Kultur wer-
den ebenfalls Konzentr ations-Wir-
kungs-Kurven erstellt (s. Material und
Methoden), aus denen dann die End-
punkte, die Halbhemmkonzentrationen
fur die Zytotoxizitat (IC5o' ermittelt im
Neutralrot- Test) und fur die Differen-
zierung (ID5o' ermittelt durch knorpel-
spezifische Parbung mit Alcian Blau)
abgelesen werden. Bei der schrittwei-
sen Diskriminanzanalyse konnten vier
ve r s c h iedenc Variablen (lg(ICso);
Ig(IDso); relativer Abstand zwischen
ICso und IDso bezogen auf ICso und der
Quotient von ICso und IDso) mit einbe-
zogen werden. Die Endpunkte sind in
Abbildung 3 dargestellt.

Aus den Konzentrations- Wirkungs-
Kurven war abzulesen, daB zwischen
dem zytotoxischen Effekt und dem Ef-
fekt auf die Differenzierung kein syste-
matischer Unterschied besteht. Den-
noch wurde die schrittweise Diskrimi-
nanzanalyse durchgeftihrt. Tatsachlich
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Tabel\e 4: Lineare Diskriminanzfunktionen
I, " und '" fUr den MM-Test.

Funktion 1 6,65 * Ig(ID50) - 9,49

Funktion II 6,16 * Ig(1050) - 8,29

Funktion III -1,31 • Ig(ID50) - 1,42

wurde dabei nur eine Variable (lg(IDso»
zur Trennung der drei Embryotoxizitats-
klassen identifiziert. Die linearen Dis-
kriminanzfunktionen fur den MM-Test
sind in Tabelle 4 dargestellt. Die prak-
tische Anwendung der Diskriminanz-
funktionen zur Klassifizierung wurde
bereits oben beschrieben. Das Klassifi-
zierungsergebnis der Lernstichprobe
durch das PM lag bei 79% korrekter
Einstufungen (Tab. 5). Aber auch hier
gilt, daB die Klassifizierung der Lern-
stichprobe zu einer uberhohten Schar-
zung fuhrt, da PM generell besser auf
die Lernstichprobe passen als auf neue
Testchemikalien. Aus diesem Grund
muB das PM mit den verbleibenden 14
Testchemikalien der formalen Validie-
rung gepruft bzw. bestatigt werden, um
eine reaJistischere Schatzung der Gtite
des PM zu erhalten.

3.5 WEC- Test: Entwicklung des
PM
Der WEC- Test ist im Vergleich zu den
beiden anderen in vitro Embryotoxizi-
tatstests sehr zeitaufwendig, da eine
groBe Zahl van Parametern pro Ratten-
embryo erfaBt wird; infolgedessen wird
fur jede Testsubstanz nur ein valides
Experiment ausgewertet. Die Laborato-
rien A und C libersandten Ergebnisse
aller sechs Testsubstanzen. Labor B
reichte nur die Ergebnisse von funf
Testsubstanzen und Labor D von zwei
Testsubstanzen ein. Insgesamt wurden

24 Experimente einschlieBlich der po-
sitiven und negativen Kontrollen aus-
gewertet. Da fur den WEC- Test aus der
Pravalidierung nur eine sehr begrenze
Anzahl van Versuchen yon den zwei
teilnehmenden Laboratorien vorlag,
muBte eine Verbesserung des PM in der
initialen Phase der Validierung erfolgen.
Der Typ und die Haufigkeit des Auftre-
tens individueller MiBbildungen (die in
jedem Fall genau dokumentiert werden)
konnten aufgrund der derzeitig vorhan-
denen, begrenzten Datenmenge bisher
nicht ausgewertet werden.

Es wurden zwei Pradiktionsmodelle,
PM! und PM2, mit der schrittweisen li-
nearen Diskriminanzanalyse entwickelt.
PM! beinhaltet zwei Variablen, deren
Werte sich wiederum aus den errnittel-
ten Konzentrations- Wirkungs- Kurven
ableiten (s. auch Material und Metho-
den): (i) der Logarithmus derjenigen
Konzentration einer Testsubstanz, bei
der 50% der getesteten Embryonen mib-
gebildet sind (lg(ICso) fur MiBbildung;
Abb. 4) und (ii) der Logarithmus der
NOEC des total morphological score
(ICNOEcTMS Abb. 5). Die NOEC (no
effect concentration) ist dabei definiert
als die hochste von der Kurve abgele-
sene Konzentration einer Testsubstanz,
bei der gerade noch ein TMS von 100%
der unbehandelten Kontrollen erreicht
wird.

In das zweite Pr adiktionsrnode ll
(PM2) wurde zusatzlrch als Parameter
der Zytotoxizitat der Logarithmus des
ICs03T3 Wertes aus dem EST mit in die
Diskriminanzanalyse des WEC- Tests
integriert.

Die Variablen des PM2 sind: (i) der
Logarithmus der niedrigsten Konzentra-
tion, bei der die maximale Mibbildungs-

Tabelle 5: Klassifizierungsergebnisse der Lernstichprobe fur den MM-Test (62 Einzel-
experimente: 29 Experimente aus der Pravalidierung und 33 Experimente mit den er-
sten sechs Testchemikalien der Validierung): 79% der Einzelexperimente wurden kor-
rekt zugeordnet.

Embryotoxizitat in vivo Anzahlder Anzahlder Vorhergesagte
Chemikalien Experimente Klasse in vitro

Lernstichprobe nicht embryotoxisch 1)

17 6schwach emorvotoxlsch"

stark embryotoxisch"

"Ktasset ; 2)Klasse2; 3)Klasse3

2 3

17 724 o4
............................. ,,_ .

1103

5 21

79
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Tabelle 6: Lineare Diskriminanzfunktionen I, II und III des PM1 fur den WEC-Test. ein Stoff als nicht, schwach oder stark
embryotoxisch eingestuft wird, wurde
bereits fur den EST ausflihrlich beschrie-
ben.

Funktion I: 14,06 * Ig(ICso Mal) - 5,43 * Ig(ICNOEC TMS) - 13,14

Funktion Ii: 17,94 * Ig(ICso Mal) - 9,37 * Ig(ICNOEC TMS) - 15,44

Funktion lll: 3,04 * Ig(ICso Mal) - 2,14 * Ig(ICNoEc TMS) - 1,56 3.5.2 Klassifizierung der Lernstich-
probe (PMl)
Mit PMl wurden fur 79% der Experimen-
te das richtige embryotoxische Potential
vorhergesagt (Tab. 7). Fur die stark em-
bryotoxischen Testchemikalien wurde
wie im MM-Test zu 100% eine korrekte
Klassifizierung erreicht. Auch hier gilt
wie fiir den MM- Test, daB in der Lern-
stichprobe die korrekte Klassifizierung
uberhoht ist und erst die Evaluierung mit
neuen Substanzen eine realistische Schat-
zung der Giite des PMl erlaubt.

Tabelle 7: Klassifizierungsergebnisse der Lernstichprobe fUr den WEC- Test mit den
ersten sechs Testchemikalien der Validierung:
a) mit PM1 wurden 79% und
b) mit PM2 wurden 96% der Einzelexperimente korrekt zugeordnet.

Embryotoxizitat in vivo Anzahl der Anzahl der
Chemikalien Experimente

Vorhergesagte
Klasse in vitro

2 3

nicht ernbryotoxisch"a) PM1 2 9 8 0
••.••••••,.w.ww .

4 3 0
....................... "" .

008

Lernstichprobe schwach ernbryotoxisch"

stark ernbryotoxisch"

2 7

3.5.3 Pradiktionsmodell 2 (PM2)
1m Gegensatz zum EST, in dem sowohl
die zytotoxischen Eigenschaften einer
Substanz auf differenzierte Zellen (zyto-
toxisches Potential) als auch die Wirkung
auf die Differenzierung von ES-Zellen in
kontrahierende Herzmuskelzellen beruck-
sichtigt werden, wird im WEe-Test kein
zytotoxischer Endpnnkt bestimmt. Da of-
fensichtlich eine Starke des EST in die-
ser zusatzlichen Information liegt, wurde
ein zweites PM (PM2) entwickelt, bei
dem neben den Variablen aus dem WEC-
Test zusatzlich die IC503T3 des EST in die
schrittweise Diskriminanzanalyse inte-
griert wurde. Allerdings wurden die Wer-
te nicht direkt als Variable verwendet,
sondern wie im EST wurde ein relativer
Abstand gebildet zwischen der IC503T3
und der NOEC des TMS (ICNOECTMS) des
WEC- Tests bezogen auf die IC503T3.

2 8

b) PM2 nicht embryotoxisch 2 9 8 o
Lernstichprobe schwach embryotoxisch 2 7 o 7 0

············1.········
008stark embryotoxisch 2 8

1)Klasse1; 2)Klasse 2; 3)Klasse 3

rate der Embryonen erreicht ist
(lg(ICma) flir MiBbildung, Abb. 4) und
(ii) der relative Abstand zwischen der
IC503T3 und der ICNOECTMS (Abb. 5)
bezogen auf die IC503T3 (Abb. 2).

IC75TMS) auf ihre pradiktive Wirkung
untersucht werden. Wie oben beschrieben,
wurde eine schrittweise Diskriminanzana-
lyse durchgeflihrt. Zwei Variablen wur-
den in das Pradiktionsmodell aufgenom-
men. Tabelle 6 zeigt die Diskriminanz-
funktionen fiir das PM!. Die Lernstich-
probe basiert auf Daten der ersten sechs
Testsubstanzen der formalen Validierung
und der positiven und negativen Kontrol-
le. Die Anwendung der Diskriminanz-
funktionen, mit denen berechnet wird, ob

3.5.1Pradiktionsmodell I (PM1)
Insgesamt konnten beim WEC-Test sie-
ben unterschiedliche Endpunkte (ICNOEC
der MiBbildung, Maximum der MiBbil-
dung (%), ICso der MiBbildung, ICNOECT-
MS, ICmax der MiBbildung, IC50TMS und

100%

f'I'"
{ICSO Mi~bildung )

[~g/mll .J ICmaximumMi~bildung

Il.1111
[~g/mll

[ ICNoEd~g/mlJ} 1'---"

____Neutral Rot, Zytotox

__ Alcian Blau: Diff
'>o.'-----------t 75 ~

"2
"E
o50 :.::
Cii
"0

25 ~

75%

( IC"n \
.-----.~--.--.-. 50%

25%

0%
10~--------~----~--------------~. 0

Konz. 5-FU [~g/mll 1
0.01 0.1

Konz. von 5-FU [~g/mll

0.001
0.10.01

Abbildung 3: Konzentrations-Wirkungs-Kurven fUr den MM- Test
am Beispiel der positiven Kontrolle 5-Fluorouraeil (5-FU). Ge-
zeigt sind die Kurven fUr die Zytotoxizitat (Farbunq mit Neutral
Rot; IC50) und Hemmung der Differenzierung (Farbunq mit Alei-
an Blau; 1D50). Die Endpunkte sind dureh Pfeile gekennzeiehnet.

Abbildung 4: Konzentrations-Wirkungs-Kurve fur den WEC-Test
am Beispiel der positiven Kontrolle 5-Fluorouraeil (5-FU). Die
Abbildung zeigt die Kurve fUr den prozentualen Anteil aller MiB-
bildungen der getesteten Embryonen. Die Endpunkte fUr PM1
und PM2 sind mit Pfeil en markiert.
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Beim relativen Abstand werden besonders
die unterschiedlichen zytotoxischen Ef-
fckte und Effekte auf die Differenzierung
van Priifsubstanzen berucksichtigt, ohne
daB die absolute Konzentration eine Rol-
le spielt. Die Konzentration, bei der eine
Wirkung auf die MiBbildung festgestellt
wird, ist bereits in der zweiten Variablen
enthalten: der niedrigsten Konzentration,
bei der die maximale Milsbildung der
Embryonen erreieht ist (lg(IC

max
) der MiB-

bildung). In Tabelle 8 sind die Diskrimi-
nanzfunktionen fur das PM2 beschrieben,
die Klassifizierung erfolgt.

3.5.4 Klassifizierung der Lernstich-
probe (PM2)
Tatsachlich konnte eine deutlich verbes-
serte Klassifizierung mit dem PM2 er-
reicht werden; sie lag bei 96% der Expe-
rimente (Tab. 7). Lediglich in einem ein-
zigen Experiment wurde falsch klassifi-
ziert, in dem die Testsubstanz schwach
statt nicht embryotoxisch eingestuft wur-
de. Dieses sehr vielversprechende Ergeb-
nis des PM2 muB entsprechend den Klas-
sifizierungen der Lernstichproben des
PM] und des PM des MM-Tests mit den
ubrigen 14 Testchemikalien der Validie-
rungsstudie evaluiert werden, urn die
tatsachliche Gute der pradiktiven Trenn-
scharfe zu ermitteln.

4 Diskussion und Ausblick

Nachdem wir vor einem Jahr die Ergeb-
nisse der Pravalidierungsphase der der-
zeit laufenden ECVAM Validierungsstu-
die von drei in vitro Embryotoxizitatstests
vorgestellt haben (Scholz et al., 1998), be-
richten wir in der vorliegenden Studie
uber erste Ergebnisse der formalen Vali-
dierungsstudie unter blinden Bedingun-
gen, und zwar fur die ersten sechs von 20
Prufsubstanzen. Die formale Validie-
rungsphase der ECVAM-Studie wird un-
ter den von ECVAM und der OEeD defi-
nierten Bedingungen fur die Validierung
yon toxikologischen Prufmethoden, die
fur regulatorische Zwecke eingesetzt wer-
den sollen, durchg efuhrt (Balls et
a1.,1995; OECD, 1996). Wie einleitend
dargestellt, wurden bisher in vitro Em-
bryotoxizitatstests noch nicht unter ver-
gleichbar strikten Bedingungen experi-
mentelJ validiert, da in vorangegangenen
Studien auf wesentliche Elemente der
Pravalidierung verzichtet wurde, die heu-
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Tabelle 8: Lineare Diskriminanzfunktionen I, II und III des PM2 fUr den WEe-Test.

Funktion I: 0,14 " IC,,3T3 .ICNOECTMS.1QO + 11,89 *lg(ICmax)1) -17,42
IC,03T3

Funktion II: 0,21 + IC,,3T3 -ICHOECTMS .100 + 14,57 * Ig(ICmax)· 27,49
IC503T3

Funktion III: 0,074 * IC",3T3 -ICNOECTMS .100 + 3,38 " Ig(ICmax) - 3,53
IC,,3T3

te Grundelemente jeder Validierungsstu-
die sind, und ohne die eine formale Vali-
dierungsstudie nicht begunnen werden
sollte. Dazu gehoren z.B. die Erarbeitung
eines fur aile Teilnehmer der Validie-
rungsstudie verbindlichen Standardproto-
kolls (SOP) und eines biometrisch abge-
sicherten Pradiktionsmodells (PM). Die
hier vorgestellten vorlaufigen Ergebnis-
se sollen zeigen, daf insbesondere die
Entwicklung von PM zu einer Verbesse-
rung der wissenschaftlichen Parameter
der in vitro Tests fuhrt, da nur streng de-
finierte und reproduzierbar bestimmbare
Parameter bzw. toxikologische Endpunk-
te in einem PM Berucksichtigung finden
(Curren et al.,1995; OECD, 1996).

Aufgrund dieser im Vertrag festgeleg-
ten Ziele der Studie wurde nach Standar-
disierung der drei in vitro Embryotoxizi-
tatstests in der im Fruhjahr 1998 abge-
schlossenen Pravali dierung sphase
(Scholz et al., 1998) zu Beginn der forma-
len Validierungsstudie vor allem Wert auf
das Erarbeiten von PM auch fur den MM-
und den WEC- Test gelegt, da die in der

Pravalidierungsphase bestimmten End-
punkte dieser beiden lange etablierten
Tests nicht ausreichend reproduzierbar
waren. Fur den EST wurde das PM be-
reits in einer vorangehenden Pravalidie-
rungsstudie entwickelt und in dies em
Rahmen einer ersten Prufung unterzogen
(Scholz et a1.,1999). Im Gegensatz dazu
sind der MM- und der WEC-Test zwar
bereits lange wissenschaftlich etabliert,
ohne daB jedoch bisher PM fur diese bei-
den Tests erarbeitet wurden.

Mit Hilfe der ersten Zwischenergebnis-
se der laufenden Validierungsstudie konn-
ten mit biostatistischen Methoden erst-
mals PM fur den WEC- und den MM -Test
definiert, sowie das PM fur den EST ei-
ner experimentellen Evaluierung unterzo-
gen werden. Es muB jedoch betont wer-
den, daB die Klassifizierung der ersten
sechs Pnifsubstanzen mit den PM fur den
MM- und den WEC-Test auf einer Lern-
stichprobe beruht, die daher wahrschein-
lich in einer zu guten Einschatzung der
Zuordnung zu den drei Embryotoxizitats-
klassen nicht, schwach und stark embryo-

----------~,_----~-------,100

IC75

[J.lg/ml] 75

25

0.01
~----~-L~~I-----~----~--~--------~-O

100.1 1
Konz. 5-FU [J.lg/mI1

Abbildung 5: Konzentrations-Wirkungs-Kurve fUr den WEe-Test am Beispiel der posi-
tiven Kontrolle 5-Fluorouracil (5-FU). Dargestellt ist eine Kurve fUr den total morpholo-
gical score (TMS), Endpunkte fUr PM1 und PM2 sind mit Pfeil en markiert.

81



_G_E_NS_C_H_O_W_E_T_A_L_. ~~ _

~cc

toxisch resultiert. Bei Verwendung neuer
Priifsubstanzen ist eine erheblich schlech-
tere Einschatzung zu erwarten. Dies zeig-
te sich bereits bei der ersten Evaluierung
des PM fur den EST. Hierbei wurde bei
der Entwicklung des PM mit der Lern-
stich probe eine korrekte Klassifizierung
von 94% erreicht, die sich bei der Evalu-
ierung mit den ersten sechs Substanzen
der Validierung auf 80% verrninderte.

Besonders hervorzuheben ist beim
WEC-Test, daB eine groBe Anzahl ent-
wicklungsbiologischer Parameter (u.a. 16
Parameter der generellen, morphologi-
schen Entwicklung und 30 Typen von or-
ganspezifischen MiBbildungen) erhoben
wird. Dabei waren bisher schon die Sum-
me der generellen, morphologischen Ent-
wicklungsparameter (total morphological
score, TMS) und del' prozentuale Anteil
der miBgebildeten Embryonen, unabhan-
gig von der Art der MiBbildungen, aus-
reichend, urn das embryotoxische Poten-
tial der getesteten Chemikalien vorherzu-
sagen. 1m weiteren Verlauf der Validie-
rungsstudie sollen jedoch auch die Hau-
figkeit und das Auftreten spezifischer
MiBbildungen ausgewertet werden.

Beim MM-Test hatte sich bereits in der
Pravalidierung herausgestellt, daB die Te-
stung von Priifsubstanzen an Micromass-
Kulturen des embryonalen Mittelhims nur
schwer reproduzierbar war und keine ver-
wertbaren Informationen lieferte, die die
Ergebnisse der Micromass Kultur der Ex-
trernitatenknospen erganzen konnte. Aus
diesem Grund wurde in der Validierungs-
phase im MM-Test nur mit Zellen aus
Extremitatenknospen gearbeitet. Die Er-
gebnisse der vorliegenden Studie besta-
tigen auBerdem die Beobachtung aus der
Pravalidierungsphase, daB die Hemmung
der Differenzierung (Alcian Blau Far-
bung) und die Beeinflussung der Vitali-
tat (Zytotoxizitat, Farbung mit Neutral-
rot) kaum Unterschiede zeigten, 1m ur-
spriinglichen MM- Test beruhte dagegen
die Pradiktion der embryotoxischen Ei-
genschaften von Priifsubstanzen auf ei-
ner unterschiedlichen Beeintrachtigung
der Differenzierung im Vergleich zur Vi-
tali tat (Flint und Orton, 1984), die sich
aIs nicht haltbar herausstellte, Aus den ge-
nannten Grtinden wird in dem hier vor-
gestellten, vorlaufigen PM fur den MM-
Test nur die Beeintrachtigung der Diffe-
renzierung beriicksichtigt, die in einer et-
was besseren Pradiktion resultierte als die
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Zytotoxizitat, Es werden im MM- Test bei
der weiteren Prufung der verbleibenden
14 Prtifsubstanzen jedoch nach wie vor
die Hemmung von Differenzierung und
Vitalitat der Zellen aus embryonalen Ex-
tremitatenknospen geprtift, um das vor-
laufige PM nach AbschluB der Validie-
rungsstudie unter Beriicksichtigung der
beiden wichtigsten Parameter in der Em-
bryotoxizitat optimieren zu konnen,

Bei der Bewertung des embryotoxi-
schen Potentials der ersten sechs Testche-
mikalien mit Hilfe der PM erwies sich in
einigen Fallen die Unterscheidung zwi-
schen nicht und schwach embryotoxi-
schen Substanzen als schwierig. Diese
Beobachtung kann jedoch bei der be-
grenzten Zahl von Priifsubstanzen nicht
generalisiert werden, da dieses Ergebnis
auch durch die speziellen Eigenschaften
der sechs getesteten Substanzen bedingt
sein kann, Eine abschlieBende, umfassen-
de Diskussion der drei in vitro Embryo-
toxizitatstests und die Bewertung der
Giite und Trennkraft der PM ist daher erst
nachAbschluB der Studie im Januar 2000
moglich, Die nachsten Zwischenergebnis-
se der Testung von weiteren sechs Sub-
stanzen wird im Mai 1999 erwartet. Erst
dann kann die weitere Evaluierung der
PM erfolgen.
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