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3. Einleitung 

Gegenwärtig werden im Rahmen des Verbraucherschutzes und bei Prüfungen für 

die Zulassung von Stoffen aus dem Bereich der Chemikalien, Arznei- und Pflan-

zenschutzmittel oder zur Erkennung bzw. Beurteilung von Umweltgefährdungen 

jedes Jahr ca. 100 Millionen Tiere bei Tierversuchen verwendet. Tierexperimente 

sind teilweise gesetzlich vorgeschrieben, werden aber auch in Forschung und 

Lehre zur Untersuchung von biologischen Vorgängen (z.B. Metabolismus) sowie 

für die Entstehung von Krankheiten (z. B. Krebs, Alzheimer, Parkinson) und deren 

Behandlung (z.B. Antikörperproduktion) eingesetzt (http://translate.google.de/trans 

late?hl=de&langpair=en|de&u=http://www.peta.org/issues/animals-used-for-experi-

mentation/animal-experiments-overview.aspx.) 

Im Zeitalter der zunehmenden Produktion von synthetischen Industrie-, Ver-

brauchs- und Nahrungsmittelgütern sind ein vermehrtes Auftreten von Allergien 

und eine Veränderung von Krankheitsbildern beobachtbar. Trotz der rasanten Me-

dikamentenentwicklung sowie einer immer höheren Lebenserwartung rückt die 

Verminderung der kumulativen Belastung des Menschen durch toxische und ent-

wicklungstoxische Substanzen in das Zentrum des gesellschaftlichen Interesses. 

Sicherheitstoxikologische Untersuchungen von potentiell gefährlichen Stoffen 

werden durch gesetzgebende Institutionen (Bundesministerium für Ernährung, 

Verbraucherschutz und Landwirtschaft, (BMVEL) und das europäische Parlament, 

REACH-Verordnung(Registration, Evaluation and Authorization of Chemicals)) 

geregelt. Die Erarbeitung und Bereitstellung für die Umsetzung der Gesetze und 

Verordnungen basieren auf Prüfrichtlinien internationaler Organisationen wie z.B. 

der Organisation für wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung (OECD) in 

Europa und der Environmental Protection Agency, (US EPA) in den USA. Alterna-

tive Methoden zum Tierversuch bedürfen, bevor sie zu Routinetestungen zugelas-

sen werden, einer wissenschaftlichen und regulativen Validierung durch das Euro-

päische Zentrum für die Validierung von Alternativmethoden zum Tierversuch 

(ECVAM) (http://ecvam.jrc.it/). Die Durchführung der Untersuchungen erfolgt meist 

durch untergeordnete Behörden wie z.B. das Bundesamt für Risikobewertung 

(BfR). 
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Im Rahmen der 2007 in Kraft getretenen REACH-Verordnung werden u.a. für 

alle in der Europäischen Union (EU) neu entwickelten und importierten Substan-

zen, die für den kommerziellen und industriellen Markt vorgesehen sind und deren 

Produktionsmenge mehr als eine Tonne pro Jahr beträgt, die Testung auf Toxizität 

und deren Registrierung verlangt (Amtsblatt der Europäischen Union; Verordnung 

(EG) Nr. 1907/2006 des Europäischen Parlaments und des Rates; 18. 12. 2006, 

21, (59)). Weiterhin wird z.B. aufgrund neuer Erkenntnisse über das entwicklungs-

neurotoxische Potential von Pestiziden im Hinblick auf die Entwicklung des kindli-

chen Gehirns, die Untersuchung der Entwicklungsneurotoxizität für alle industriell 

hergestellten und bereits existierenden Stoffe in die REACH-Verordnung in Anleh-

nung an die U.S. EPA Test Guideline 870.6300 (EPA 1998) und die OECD (OECD 

2007) Richtlinie TG 426, diskutiert. Ein solcher Test zur Detektion der Entwick-

lungsneurotoxizität erfordert derzeit bis zu ca. 140 murine Mutter- und 1000 Jung-

tiere und dauert mindestens drei Monate. Neben den beträchtlichen Unterhalts-

kosten für die Tiere sind die aus den Versuchen gewinnbaren Erkenntnisse aus 

wissenschaftlicher Sicht fragwürdig. Desweiteren besteht die ethische Forderung 

der Bevölkerung, die Anzahl der Tierversuche zu reduzieren bzw. einzustellen. 

Dennoch kann gegenwärtig und wohl auch in absehbarer Zukunft auf eine Reihe 

von Tierversuchen nicht verzichtet werden. Aus diesen Gründen entsteht ein drin-

gendes Interesse an tierversuchsvermeidenden Alternativen.  

Erste Ansätze zur Reduktion von Tierversuchen erfolgten bereits im Jahr 1959 

von den Forschern William Russel und Rex Burch (Reduce, Refine, Replace, 3R-

Prinzip) (Rusell and Burch, 1959). Dieses 3R-Prinzip soll durch die Reduzierung 

der Anzahl der Tests und der Einführung internationaler Standards zur Verringe-

rung der Anzahl der eingesetzten Tiere führen (Reduction). Desweiteren sollen 

durch moderne Testverfahren und Analysenmethoden mehr Informationen aus 

weniger Experimenten gewonnen werden (Refinement). Letztendlich ist das 

schrittweise Ersetzen der Tierversuche durch äquivalente in vitro-Methoden gefor-

dert (Replacement). 



Einleitung  3 

Bis zum heutigen Tag existieren von ECVAM validierte und regulativ akzep-

tierte in vitro-Ersatzmethoden, z.B. für den Hautirritationtest (Draizetest) sind die 

„EPISKINTM und EPIDERMTM corrosivity tests“ und für die Testung der akuten ora-

len Toxizität (LD50-Methode) die „Acute Toxic Class Method for acute oral toxicity 

testing (ATC-test)“. Weitere etablierte wissenschaftlich akzeptierte Tierversuchs-

ersatzmethoden sind der „Embryonic Stem Cell Test (EST) for embryotoxicity“, der 

„Micromass (MM) embryotoxicity assay“, der „Whole Rat Embryo embryotoxicity 

assay“ (http://ecvam.jrc.it/), sowie der „Limulus-Amoebozyten-Test“ (Pharmaco-

peia European 5, 2.6.14; FDA Guideline USP 29:2006 <85>). 

Es gilt nun einen Kompromiss zwischen den widersprüchlichen Forderungen 

nach einer Ausweitung der sicherheitstoxikologischen Untersuchungen auf Basis 

von Tierversuchen und der gleichzeitigen Reduktion bzw. den Ersatz von Tierver-

suchen zu finden. 

Dafür käme eine Kombination aus biologischem System und Mikrochipsystem 

in Frage, die in der Lage ist, das Wirkungsprofil von Substanzen mittels auf ver-

schiedenen Mikrosensoren wachsenden Zellen bzw. Gewebeteilen in vivo-nah zu 

charakterisieren. Bereits in den 70er Jahren entstanden auf der Suche nach 

schnellen, kostengünstigen und platzsparenden Alternativen zu herkömmlichen 

Untersuchungssystemen sogenannte Micro-Total-Analysis Systems (µTAS), die in 

späterer Zeit in modifizierter Form unter dem Begriff Lab-On-Chip Systeme 

(LOCs) zusammengefasst wurden (Terry et al., 1975; Reyes et al., 2002; Herold et 

al., 2009; Yeha et al., 2010). Diese Systeme skalieren die in herkömmlichen Labo-

ren verwendeten Versuchsanordnungen auf den Mikromaßstab herab; z.B. Mikro-

chips mit integrierten elektrischen Sensoren. Dadurch werden auch Laboranalysen 

im Mikromaßstab ermöglicht. Die Größenbereiche dieser Systeme variierten im 

Bereich von Quadratmillimetern bis zu wenigen Quadratzentimetern und benöti-

gen für die Analysen nur sehr kleine Volumina. Die am häufigsten verwendeten 

Chipsubstrate sind Glas (Fertig et al., 2002; Koester et al., 2010; Buehler et al., 

2010; www.multichannelsystems.com) und Silizium (Müller et al., 1999, 2003; 

Krause et al., 2002, 2003; www.cytocentrics.com; www.bionas-discovery.com) 

sowie Polymere (Nambiar et al., 2011). Einzelne Systeme erlauben durch ent-

sprechende Kombination den Ausbau zu „Multiparameter“-Systemen. Dies bedeu-

tet, eine parallele systematische Erhebung und Auswertung großer Mengen von 

Messungen (z. B. BAS; Bionas-Adcon-Reader; http://www.bionas-discovery.com; 
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Ceriotti et al., 2006; Roche-Xcelligence-Reader; http://www.roche-applied-

science.com/sis/xcelligence/ezhome.html). 

Ende der 80er, Anfang der 90er Jahre entstand neben den hauptsächlich im 

Bereich chemisch-physikalischer Messungen eingesetzten µTAS, deren, für die 

Messungen mit zellulären Systemen modifizierte Varianten, die als LOCs bezeich-

net wurden (Manz et al., 1990; Fuhr et al., 1997; Daridon et al., 2001; Vilkner et 

al., 2004). Um schnelle, kompakte und zelluläre Biosensorsysteme zu entwickeln, 

wurden Zellkultur- und Analysesysteme miteinander kombiniert (El-Ali et al., 2006; 

Wolf et al., 2006).  

Parallel zu den Zellanalysesystemen wurden auch Anwendungen zur Zellma-

nipulation (Fuhr et al., 1996; Andersson et al., 2003; Medoro et al., 2003; Chiou et 

al., 2005; (http://www.ibmt.fraunhofer.de/en/Fields-of-work/ibmt-cellular-

biotechnology.html) entwickelt, z.B. Patch-On-Chip Systeme zur on-line-

Charakterisierung von zellphysiologischen Prozessen (Dunlop et al., 2001; 

Sigworth et al., 2002), zur Zellallokation mittels Dielektrophorese (Fuhr et al., 

1996; Gimsa et al., 1996, 1998, 2001; Huang et al., 2002; Müller et al., 1993, 

2000, 2003; Morgan et al., 1997; Suheiro et al., 1998), der Bestimmung von 

Membraneigenschaften von Zellen durch Elektrorotation (Fuhr et al., 1985; Gimsa 

et al., 1998, 1999; Wachner et al., 1999) und zur Elektroporation von Zellen (Fuhr 

et al., 1996; Sukhorukov et al., 1998; Khine et al., 2004; Fox et al., 2006; Kim et 

al., 2007; Maswiwat et al., 2008) sowie zum Positionieren von Zellen mittels des 

Zell-Trappings (Fuhr et al., 1998; Johann et al., 2006; Mokkapati et al., 2009) und 

des Transportierens polarisierbarer Medien mittels Travelling-Wave-Pumpen-

betriebener Elektroden (Hagedorn et al., 1992; Talary et al., 1996; Morgan et al., 

2001).  

Der Einsatz von LOCs erlaubt u.a. zeitliche Änderungen physiologischer Da-

ten in Abhängigkeit von zu testenden Wirkstoffen online aufzuzeichnen 

(www.bionas-discovery.com). Die in die µTAS/LOCs integrierten Mikrosensoren 

sind in der Lage kleinste Veränderungen von Stoffwechselprodukten oder der 

elektrischen Aktivität von Zellen zu detektieren (www.multichannelsystems.com). 

Aufgrund der Sensitivität von Zellen ist es möglich mit sehr geringem Einsatz an 

Material (Zellen, Kulturmedien, Testsubstanzen) und damit geringeren Kosten, 

auswertbare Ergebnisse (z.B. bei Substanzscreenings) zu erzielen. Aufgrund des-

sen beschäftigen sich die Forschungsschwerpunkte des biomedizinisch-
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analytischen Bereichs mit Zellkulturtestsystemen (Daridon et al., 2001; El-Ali et al., 

2006) zur Detektion zellulärer metabolischer Parameter (Bousse et al., 1994; 

Bousse and Parce, 1994; Baumann et al., 2004; Kafi et al., 2011) und der elektro-

physiologischen Aktivität (Gross et al., 1977, 1979, 1982, Tominaga et al., 2001; 

Dittrich et al., 2006; Wolf et al., 2006; Koester et al., 2010; Buehler et al., 2010). 

Weitere Schwerpunkte der µTAS-/LOC-Anwendungen sind in der klinischen 

Diagnostik (Horike et al., 2003; Balck et al., 2011), der Proteinanalyse und -

separation (Ng et al., 2002) sowie der DNA-Analyse, -separation, -sequenzierung 

und Polymerase-Kettenreaktion (Woolley et al., 1996; Khandurina et al., 2000; 

Dunn et al., 2000; Duwensee et al., 2009; Auroux et al., 2002), den dielektrischen 

Eigenschaften von Zellen und biogenen Partikeln (Gimsa et al., 1991, 2001; Goa-

ter et al., 1997; Müller et al., 1999, 2000, 2003; Schnelle et al., 2000) sowie der 

technischen Optimierung von Mikropumpen (Stubbe et al., 2007, 2011; Debesset 

et al., 2002) zu finden. 

Die zu in vitro-Zellkultur-Systemen auf- und ausgebauten LOCs erlauben eine 

neue Art der sowohl invasiven, z.B. Patch-On-Chip Systeme (Dunlop et al., 2008; 

Sigworth et al., 2002), als auch nicht-invasiven on-line Charakterisierung von Pa-

rametern zellphysiologischer Prozesse (Gross et al., 1977, 1979, 1982; Pine et al., 

1982, Ehret et al., 2001; El-Ali et al., 2006; Wolf et al., 2006; Thedinga et al., 2007; 

Koester et al., 2010; Buehler et al., 2010, 2011, 2012a, 2012b). 

Die Messung der zellulären Atmung (Clark-Typ-Elektroden, Ceriotti et al., 

2007; Thedinga et al., 2007) und Ansäuerung (ionensensitive Feldeffekttransisto-

ren (ISFETs), Matsuo et al., 1974; Baumann et al., 1999; Lehmann et al., 2001; 

Poghossian et al., 2009), das Adhäsionsverhalten von Zellen mit interdigitalen 

Elektrodenstrukturen (IDES) (Giaever and Keese, 1984, 1991, 1993; Ehret et al., 

1997; Wolf et al., 1998) sowie der elektrophysiologischen Aktivität mit Multielekt-

rodenarrays (MEA) (Gross et al., 1977, 1979, 1982; Pine et al., 1982; Gramowski 

et al., 2004; Dworak et al., 2009; Koester et al., 2010; Buehler et al., 2010, 2011, 

2012a) ermöglichen Aussagen über den stoffwechselpysiologischen Gesamtzu-

stand sowie über die Morphologie, das Proliferationsverhalten und den elektro-

physiologischen Aktivitätszustand von Zellen und können anhand der in den Mik-

rochips integrierten Sensoren detektiert werden. Die Ableitung spontaner elektri-

scher Aktivität sowie der metabolischen Parameter erlaubt mittels redundanter 

Sensoren statistische orts- und zeitaufgelöste Darstellungen.  
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Die Untersuchung des Einflusses pharmazeutischer bzw. toxischer Substan-

zen auf das stoffwechselphysiologische Verhalten (Respiration, Ansäuerung und 

Adhäsion) von primären neuronalen Zellnetzwerken kann je nach Wirkort, Kon-

zentration und Abbau des Wirkstoffes eine Änderung der Zellatmung bewirken 

(Clark et al., 1953; Cha et al., 1993; Brischwein et al., 2004). Eine Beeinflussung 

der H+-Ionen-Konzentration sowie die Beurteilung des Gesamtvitalitätszustandes 

der Zellen kann ebenfalls erfolgen (Ehret et al., 2001; Brischwein et al., 2004; Rebl 

et al., 2010). Eine Charakterisierung der Substanz und die Erstellung eines Dosis-

Wirkungsprofils sind somit möglich.  

Die Wirkungsweise von Substanzen auf neuronale Netzwerke kann unter-

schiedliche Auswirkungen haben. Zum Einen kann die Substanz gleichzeitig die 

stoffwechselphysiologischen Aktivitäten und die elektrische Aktivität beeinflussen, 

zum Anderen spezifisch auf die stoffwechselphysiologischen Aktivitäten oder spe-

zifisch auf die elektrische Aktivität wirken. Im Falle der elektrischen Aktivität hat 

dies z.B. Veränderungen im neuronalen Aktivitätsmuster zur Folge (Keefer et al., 

2001; Gramowski et al., 2004). Dies ermöglicht nach einer Analyse der ermittelten 

Daten eine Zuordnung der Substanz in eine bestimmte Wirkstoffklasse. Eine on-

line Überwachung und die Detektion zeitabhängiger Änderungen in Abhängigkeit 

von zu testenden Wirkstoffen sind somit möglich geworden. 

Etablierte „Mess-Systeme“ für die Untersuchung der elektrischen Aktivität 

(www.multichannelsystems.com, www.plexon.com, www.alphaomega-eng.com, 

www.med64.com, www.ayanda-biosys.com) sowie zur Messung stoffwechselspe-

zifischer Parameter stehen bereits zur Verfügung (www.roche-applied-

science.com; www.bionas-discovery.com). 

Die Verwendung von LOCs zur Charakterisierung von Wirkstoffen setzt vo-

raus, dass die eingesetzten Systeme in der Lage sind, über mehrere Größenord-

nungsbereiche in gleichbleibender Qualität messen zu können, da Wirkstoffeffekte 

sowohl bei sehr niedrigen als auch höheren Konzentrationen auftreten. Das Ver-

halten des Wirkstoffes ist konzentrationsabhängig und kann unterschiedliche Er-

scheinungsbilder haben (Hormese, Inhibition, Letalität). Nachfolgend wird auf die-

se Erscheinungsbilder näher eingegangen. 

„Alle Dinge sind Gift und nichts ist ohne Gift. Allein die Dosis macht, dass ein 

Ding kein Gift ist.“ Dieses bekannte Zitat stammt von dem spätmittelalterlichen 

Wissenschaftler Philippus Aureolus Theophrastus Paracelsus von Hohenheim 
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(1493-1541). Er verdeutlichte damit, dass, egal welcher Stoff vom Körper inkorpo-

riert wird, sowohl heilende als auch letale Wirkungen hervorgerufen werden kön-

nen. Wichtig dabei ist die aufgenommene Dosis, die Vorbelastung des Individu-

ums mit dem entsprechenden Stoff sowie dessen gesundheitlicher Zustand. 

Ende des 19. Jahrhunderts wurde die Aussage von Paracelsus durch den 

Pharmakologen Hugo Paul Friedrich Schulz und den Psychiater Rudolf Arndt mit 

der Formulierung einer Richtlinie zur Reaktion des Körpers auf Reize (Arndt-

Schulz-Gesetz, 1897) bestätigt: „Schwache Reize fachen die Lebenstätigkeit an, 

mittelstarke Reize fördern sie, starke hemmen sie, stärkste heben sie auf“. Das 

Arndt-Schulz-Gesetz wird oft zur Erklärung von Regulationstherapien (Homöopa-

thie) herangezogen. 

Aktuell werden solche stimulativen Effekte durch den Begriff Hormese erklärt 

(Calabrese et al., 1999, 2003, 2008). Der Begriff „Hormese“ wird für unterschiedli-

che stimulative Erscheinungsformen verwendet. Eine bekannte Tatsache ist, dass 

alle Organismen eine adaptive Überlebensstrategie verfolgen und dass es, z.B. 

bei der Zelle, durch Schadstoffe und deren Induktion von Entgiftungsmechanis-

men (z.B. das Multi Drug Resistance System, MDR-System) es zu einer Adaption 

an die Substanz(en) kommen kann. Es konnte mittlerweile festgestellt werden, 

dass je nach Zelltyp die Stoffwechselleistung adaptierter Zellen maximal 30 % bis 

60 % höher sein kann als bei den entsprechenden Kontrollgruppen (Calabrese et 

al., 1999, 2003, 2008, 2010). 

Ein gegenwärtig diskutiertes Thema ist z.B., ob niedrige Dosen ionisierender 

Strahlung einen positiven Effekt (Hormese) auf biologische Systeme haben kön-

nen. In Bezug auf den menschlichen Organismus wird dabei von Strahlendosen 

<200 mSv (www.bfs.de/de/ion/wirkungen/Hormese.htm) gesprochen, die eine an-

geblich beschleunigende Wirkung von Wachstums- und Entwicklungsprozessen, 

die Anregung von Reparaturprozessen und eine Desensibilisierung gegenüber 

höheren Strahlendosen durch die Vorbestrahlung mit niedrigen Dosen (Konditio-

nierung bzw. Adaptive Response) entwickeln. Mit Hormese werden auch Entzün-

dungs- und Reizbestrahlungen bei gutartigen Erkrankungen sowie die Rheuma- 

behandlung in Bergwerkstollen gerechtfertigt (Radonbalneologie). Die Begriffe 

"Hormese" und "Adaptive Response" werden oft gleichbedeutend verwendet 

(http://www.bfs.de/de/ion/wirkungen/Hormese.htm). Im indischen Kerala leben z.B. 

Menschen die einer vierfachen höheren natürlichen Radonbelastung ausgesetzt 
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sind als in Deutschland, bei denen jedoch die Häufigkeit von Krebserkrankungen 

im Durchschnitt bei gleicher Anzahl an Menschen geringer ist (Hendry et al., 

2009).  

Pharmakologische und toxikologische Untersuchungen mit LOCs dienen in in 

vitro-Experimenten neben der Bestimmung der Kinetik hauptsächlich der Ermitt-

lung von IC50-Werten. Dieser Wert gibt die halbmaximale Inhibition von z.B. Zellre-

zeptoren, Metabolismus, Wachstum, Proliferation, Migration usw.) durch einen 

Wirkstoff an. Im Gegensatz zu dem IC50 wird in den meisten Fällen von in vivo-

Experimenten der LD50-Wert ermittelt, d.h. die letale Dosis eines Wirkstoffs bei der 

50% der eingesetzten Individuen nicht überleben. Die Referenzierung bzw. der 

Vergleich ermittelter IC50-Werte mit den hauptsächlich in der Literatur zu findenden 

LD50-Werten ist eigentlich nicht möglich, da in in vitro-Experimenten eine Reihe 

wichtiger Parameter (Bioverfügbarkeit, Verteilungsraum, Verteilungskoeffizient, 

Ausscheidung) noch nicht dargestellt werden können. Das entscheidende Kriteri-

um für die Wirkung einer Substanz bei in vitro-Versuchen ist der IC50-Wert. 

Im Rahmen des vom Bundesministerium für Bildung und Forschung (BMBF) 

geförderten Verbundprojektes „Entwicklung prädiktiver in vitro-Tests zur sicher-

heitstoxikologischen Prüfung auf Entwicklungsneurotoxizität- (Developmental Neu-

rotoxicity, (DNT) 31P4590)“ (Kaufmann et al., 2003; Grandjean et al., 2006) wurde 

in dem für den Lehrstuhl für Biophysik (LSfBP) bestimmten Teilprojekt die Etablie-

rung von murinen embryonalen primären Cortexzellen (MEPC) sowie die Differen-

zierung von Zellen der murinen, embryonalen Stammzellline D3 (ES-D3-

Stammzellen, Doetschmann et al., 1985) zu neuronalen Zellen (SNC) auf Glas-

neurochips (GNCs) und dem Metabolic-Chips SC 1000 (MCs) durchgeführt. Damit 

wurde die Ableitung neuronaler Signale und die Messung der metabolischen Pa-

rameter Respiration, Ansäuerung und Adhäsion (metabolische Parameter) ermög-

licht. Es wurden die IC50-Werte der spontanen elektrischen Aktivität sowie der me-

tabolischen Parameter von MEPC und SNC unter dem Einfluss von Parathion und 

Natriumvalproinsäure (NaVPA) als bekannte neurotoxische und entwicklungsneu-

rotoxische Substanzen, durch die Anwendung der MCs im BAS und der GNCs im 

Modularen Glas-Chip-System (MOGS) ermittelt. Die durch die Messungen erhal-

tenen in vitro-Daten wurden mit in vivo- und in vitro-Literaturdaten sowie mit den 

Ergebnissen der DNT-Projektpartner verglichen, um die Anwendbarkeit der entwi-

ckelten Methode zur Ermittlung von IC50-Werten unter Verwendung von BAS, 
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MCs, MOGS und GNCs als potentielles Tierversuchsersatzsystem im Rahmen 

des 3R-Prinzips zu überprüfen. 

 



Material und Methoden| Analysensysteme  10 

 

4. Material Methoden 

4.1 Analysesysteme 

4.1.1 Luminometer 

Der „Lumistar-Plate-Reader“ (BMG LabTechnologies, Offenburg, Germany) ist ein 

kommerziell erwerbbarer Multiwellplattenreader zur Bestimmung lumineszierender 

und lumineszierbar gemachter Proben. In unseren Experimenten wurde der intra-

zelluläre ATP-Gehalt von MEPC und SNC unter dem Einfluss von Parathion und 

NaVPA mit dem auf Lumineszenz basierenden „ATPlite Assay“ (ATPA) (Perki-

nElmer, Inc., Waltham, MA, USA) ermittelt. Die mit dem „Lumistar-Plate-Reader“ 

ermittelten Werte dienten zur Referenzierung der Ergebnisse der Messungen mit 

dem BAS und dem MOGS. 

4.1.2 Bionas-Analyzing-System 2500 (BAS) und Metabolic-Chip SC 1000 

(MC) 

4.1.2.1 BAS  

Das BAS mit den Metabolic-Chips SC 1000 (MCs) ist ein kommerziell erwerbbares 

Analysesystem (www.bionas-discovery.com) für die nicht-invasive, on-line Mes-

sung der Änderung der drei Stoffwechselparameter Respiration, Ansäuerung und 

Adhäsion von Zellkulturen im Durchflusssystem. Der Zeitraum der Messungen ist 

variabel von Minuten bis zu Tagen. Dabei besteht die Möglichkeit, Signale von bis 

zu sechs MCs gleichzeitig zu registrieren. Das Pumpsystem ist intervallgeschaltet. 

Das in den Messungen verwendete Intervall wurde auf 4 min Pump- und 4 min 

Stoppphase programmiert (Empfehlung des Herstellers). Die Datenaufnahme der 

Parameter Respiration und Ansäuerung erfolgte ausschließlich, während der 

Stopphase, so dass an den Sensoren keine Messwertverfälschung durch den Vo-

lumenstrom entstehen kann. Die Datenaufnahme der Adhäsion erfolgte kontinuier-

lich. Während der Pumpphase werden durch die Zellen verursachte Änderungen 

des O2-Gehaltes und der H+-Ionenkonzentration im Medium ausgeglichen. Das 

System setzt sich im Wesentlichen aus vier Teilen zusammen: 1) Programmierba-

res Durchflusssystem, 2) Autosampler, 3) MCs und 4) Datenverarbeitungs- und 

Auswertungssoftware (www.bionas-discovery.com). 



Material und Methoden| Analysensysteme  11 

 

4.1.2.2 MC-Sensoren 

Clark-Typ-Sensoren 

Die in die MCs integrierten Clark-Typ-Sensoren detektieren den durch den aero-

ben Prozess der zellulären Energiegewinnung (ATP) verbrauchten Sauerstoff der 

Zellen amperometrisch.  

ISFET 

Die bei der aeroben ATP-Gewinnung anfallenden sauren Stoffwechselprodukte 

wie, z.B. CO2, das in wässriger Lösung HCO3
- bzw. CO3

2- bildet und das umliegen-

de Zellkulturmedium durch die Zunahme der H+-Ionenkonzentration ansäuert pH-

Wert-Änderung gemessen. Das bei einem anaeroben Prozess der zellulären 

Energiegewinnung entstehende Laktat (C3H5O3
-) säuert ebenfalls das Zellkultur-

medium an. Die Änderung der H+-Ionenkonzentration wird durch die ionensensiti-

ven Feldeffekttranistoren (ISFETs) potentiometrisch detektiert.  

IDES 

Die Änderung der Morphologie, das Proliferations- und Migrations- sowie das Ad-

häsionsverhalten von Zellen kann unter Einfluss bestimmter Kulturbedingungen 

bzw. durch Zugabe und Wegnahme einer Substanz beeinflusst werden. Eine Än-

derung dieser Zellparameter wird z.B. als eine Änderung der elektrischen Kapazi-

tät zwischen den Elektroden einer interdigitalen Elektrodenstruktur (IDES) detek-

tiert.  

Für detailliertere Informationen zum BAS und den MCs siehe www.bionas-

discovery.com und Buehler et al. (2011).  

4.1.2.3 Alleinstellungsmerkmale des BAS  

Gegenüber herkömmlichen Messmethoden bietet das BAS die Möglichkeit in vitro-

Toxizitätsmessungen unterschiedlichster Substanzkategorien kontinuierlich, nicht-

invasiv, on-line und in vivo-nah durchzuführen. Neben der Bestimmung von IC50-

Werten können z.B. Aussagen über die Art der Wirkung an den zu messenden 

Zellen, z.B. Reversibilität oder Hormese, einer Substanz getroffen werden (Bueh-

ler et al., 2011, 2012a) Diese Eigenschaften erlauben einen universellen Einsatz 

des BAS im Bereich toxikologischer, pharmakologischer Analytik, medizinisch bio-
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logischer Grundlagenforschung sowie von z.B. Substanzscreenings im Rahmen 

von Ersatzmethoden zum Tierversuch.  

4.1.3 Modulares Glaschipsystem (MOGS)  

Das Modulare Glaschipsystem (MOGS, Koester et al., 2010) wurde im Rahmen 

eines vom Land Mecklenburg-Vorpommern prämierten Projektes (Venturesail 

2007) zur Untersuchung der Toxizität von Substanzen an adhärent wachsenden 

Wirbeltier-Nervenzell-Netzwerken entwickelt.  

Das MOGS setzt sich im Wesentlichen aus vier Teilen zusammen: 1) Glas-

neurochip (GNC), 2) temperierbarer GNC-Sockel, 3) Ansteuerung mit Vorverstär-

ker sowie 4) Datenerfassungs- und Verarbeitungseinheit Plexon (Plexon Inc., Dall-

las, Texas, USA) mit Auswertesoftware (Neuroexplorer, Offlinesorter; 

www.plexon.com/index.html). 

4.1.3.1 GNC-Sensoren 

MEA 

Der GNC besteht aus einem Multi-Elektroden-Array (MEA) zur Erfassung der von 

neuronalen Zellen generierten elektrischen Signale, die über die MEA-Elektroden 

zum Vorverstärker und zur Plexon weitergeleitet und verarbeitet werden (Koester 

et al., 2010). Die Ansteuerung der integrierten Sensoren befindet sich in einem 

elektrisch geschirmten Aluminiumgehäuse mit einem runden, zentralen Durch-

bruch, um die Mikroskopierbarkeit während der Messung der elektrischen Netz-

werkaktivität zu gewährleisten. Der Vorverstärker ist zur Schnittstelle eines kom-

merziellen Datenerfassungssystems (Plexon Inc., Dallas, TX, USA) kompatibel, 

welches die Messwerte digitalisiert, so dass die Auswertung mittels einer geeigne-

ten Analysesoftware erfolgen kann (Plexon MEA-Server-Software).  

IDES 

Die Funktion des IDES ist in 4.1.2.2 beschrieben.  

Temperatursensor 

Der On-Chip-Temperatursensor (Pt1000-ähnlich) diente der Temperaturüberwa-

chung während der Kultivierung und Messung der Zellen.  
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Weitere Elektroden 

Weiterhin befinden sich auf beiden Seiten des MEAs zwei große Elektroden die 

sowohl als Masseelektroden als auch zur Zellstimulation verwendet werden kön-

nen (Koester et al., 2010).  

4.1.3.2 Alleinstellungsmerkmale des MOGS  

Das MOGS bietet die Möglichkeit in vitro-Toxizitätsmessungen, insbesondere 

Neuro- und Entwicklungsneurotoxizität, nicht-invasiv und on-line durchzuführen. 

Neben der Bestimmung von IC50-Werten können Aussagen über die Art der Wir-

kung, z.B. Reversibilität, Hormese und Entwicklungsneurotoxizität einer Substanz 

getroffen werden (Buehler et al., 2011, 2012a). Diese Eigenschaften erlauben ei-

nen Einsatz des MOGS im Bereich toxikologischer, neuro- und entwicklungsneu-

rotoxikologischer und pharmakologischer Analytik, der medzinischen und biologi-

schen Grundlagenforschung, sowie von Substanzscreenings im Rahmen von Er-

satzmethoden zum Tierversuch. 
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4.2 Zellkultur 

4.2.1 Medien für die Kultivierung und Messung mit Parathion 

4.2.1.1 Medium für die Aussaat von MEPC (SM) 

Das Aussaatmedium für MEPC (SM) besteht aus 77% Dulbecco’s Modified Ea-

gle’s Medium (DMEM) mit Phenolrot-Indikator, 10% fötalem bovinen Serum (FBS), 

10% Pferdeserum (ES), (0,5%) 100 U/ml Penizillin und 100 µg/ml Streptomyzin 

und 1% L-Glutamin (200 mM) (Biochrom AG, Berlin, Germany) und 1% Methanol 

(Lösungsmittel für Parathion). Dieses SM ohne Methanol wird auch für Versuche 

mit NaVPA verwendet. 

Alle Medien die für die Kultur und Messung von MEPC mit Parathion enthielten 1 

% Methanol.  

4.2.1.2 Medium für die Kultur von MEPC (CM) 

Das Medium für die MEPC-Kultur (CM) besteht aus 87% DMEM mit Phenolrot-

Indikator, 10% ES, (0,5%) 100 U/ml Penizillin und 100 µg/ml Streptomyzin, 1% L-

Glutamin (200 mM) (Biochrom AG, Berlin, Germany) und 1% Methanol (Lösungs-

mittel für Parathion). Dieses CM ohne Methanol wird auch für Versuche mit Na-

VPA verwendet. Weiterhin wurde CM für die Kultur von MEPC in MCs und den 

ATPA verwendet. 

4.2.1.3 Medium für die Messung von MEPC auf MCs im BAS (MM) 

Das Messmedium für die Messung von MEPC auf MCs im BAS bestand aus CM 

ohne NaHCO3-Puffer und wird als MM bezeichnet. 

4.2.1.4 Parathionhaltige Medien für Aussaat, Kultur und Messung (SM+, CM+, 

MM+) 

Für die Messung der Wirkung von Parathion mit dem ATPA und dem BAS wurde 

eine 1:3 Parathion-Verdünnungsreihe aus einer 34.33 mM Parathion-Stocklösung 

in Methanol (10 mg/ml in Methanol; LGC Standards GmbH, Wesel, Germany) her-

gestellt. Die 34.33 mM Parathion-Stocklösung wurde 1:100 in SM, CM and MM 

verdünnt. Die daraus resultierenden Lösungen (343,3 µM Parathion) wurden wie-

derum 1:3 weiterverdünnt, so dass ein Konzentrationsreihe von 343,3 µM -1,41 
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µM entstand. Diese Konzentrationsreihe wurde für die Kultur und Messungen mit 

dem ATPA im Bereich von 343,3 µM-1,41 µM und für Messungen im BAS im Be-

reich von 343,3 µM-4.24 µM eingesetzt und als SM+, CM+ und MM+ bezeichnet. 

4.2.1.5 Medium für den Abschluss der Messungen mit dem BAS (MMT) 

Das Medium für den Abschluss der BAS-MEPC-Messungen und der gleichzeitigen 

Verifizierung des biologischen Ursprungs der Messdaten bestand aus 99% MM 

und 1% Triton X-100 (Sigma Aldrich Chemie GmbH P.O., Steinheim, Deutschland) 

und wurde als MMT bezeichnet. 

4.2.2 Medien für die Kultivierung und Messung mit Natriumvalproinsäure 

Die Medien für die Kultivierung und Messung von MEPC für die Experimente mit 

NaVPA entsprechen den Medien SM, CM und MM von Parathion ohne Methanol. 

Der Methanolanteil wurde durch DMEM ersetzt.  

4.2.2.1 Medium für die Kultur von ES-D3-Stammzellen (EDCM) 

Das Medium für die Kultur von ES-D3-Stammzellen besteht aus 81.5% DMEM mit 

Phenolrot-Indikator, 15% fötalem bovinen Serum, 1% nicht-essentiellen Amino-

säuren (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland), 1% L-Glutamin 2 mM, (0,5%) 

100 U/ml Penizillin und 100 µg/ml Streptomyzin (Biochrom AG, Berlin, Deutsch-

land), 1% 10 mM Merkaptoethanollösung (wässrige Lösung) (Sigma Aldrich, 

Schnelldorf, Deutschland). 

4.2.2.2 Medium für die Differenzierung von ES-D3-Stammzellen zu SNC (SCM) 

Das Medium für die Kultur und Differenzierung von ES-D3-Stammzellen zu SNC 

bestand aus of 49% NeuroPAN-Basalbasismedium, 0.5% PAN N2, 1.0% PAN 

B27, 48.8% PAN DMEM/F12 (PAN Biotec GmbH, Aidenbach, Deutschland) 0.1% 

Insulin, 0.1% Bovine Serumalbumin Fraktion V, (0,5%) 100 U/ml Penizillin und 100 

µg/ml Streptomyzin (Sigma Aldrich, Schnelldorf, Deutschland). 

4.2.2.3 Medium für die Messung von SNC im BAS (SMM) 

Das Medium für die Messung von SNC bestand aus bestand aus SCM ohne 

NaHCO3-Puffer und wurde als SMM bezeichnet. 
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4.2.2.4 Medien für die Kultivierung und Messung von MEPC und SNC mit NaVPA 

Für die Kultivierung und Messung der Wirkung von NaVPA mit dem ATPA und 

dem BAS wurde eine 1:3 NaVPA-Verdünnungsreihe aus einer 100 mM NaVPA-

Lösung in SM, CM, MM, SCM und SMM (NaVPA: Sigma Aldrich Chemie GmbH 

P.O., Steinheim, Deutschland; Molare Masse: 166,2 g/mol; Einwaage: 1,662 g/100 

ml) hergestellt. Aus dieser wurde eine Konzentrationsreihe im Bereich von 21,87 

mM-0,09 mM durch entsprechendes Verdünnen in o.g. Medien hergestellt. Diese 

Konzentrationsreihe wurde für die Kultur und Messungen mit dem ATPA im Be-

reich 21,87 mM-0,09 µM und für Messungen im BAS im Bereich von 21,87 mM-

0,27 mM eingesetzt und als SM+, CM+, MM+, SCM+ und SMM+ bezeichnet. 

4.2.2.5 Medium für den Abschluss der Messungen mit dem BAS (SMMT) 

Das Medium für den Abschluss der BAS-SNC-Messungen und der gleichzeitigen 

Verifizierung des biologischen Ursprungs der Messdaten bestand aus 99% SMM 

und 1% Triton X-100 (Sigma Aldrich Chemie GmbH P.O., Steinheim, Deutschland) 

und wurde als SMMT bezeichnet. 

4.2.3 Lösungen für die Reinigung und Beschichtung von Metabolic Chips 

SC 1000 (MC), 48-Wells und Glasneurochips (GNCs) 

Für die Kultur von MEPC und SNC auf MCs und GNCs, wurden diese in einem 

ersten Schritt mit 5%-iger Contrad-Lösung (Decon Laboratories Inc. PA, USA) ge-

reinigt, mit einem 70% Ethanol/Wasser-Gemisch desinfiziert und im Anschluß mit 

PBS gespült (je 400 µl (MCs) bzw. 200 µl (GNCs) Füllvolumen). Die 48-Well-

Platten waren steril verpackt und bedurften keiner Reinigung. Im Anschluß wurden 

zur Verbesserung der Zelladhäsion, die Chipoberflächen sowie die Wells der 48-

Well-Platten mit 150 µl (MCs, Wells) bzw. 50 µl (GNCs) Poly-D-Lysin- (PDL, (Sig-

ma Aldrich Chemie GmbH P.O., Steinheim, Deutschland) Lösung (100 µg/ml) be-

schichtet und über Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Entfernen der 

überschüssigen PDL-Lösung erfolgte eine weitere Beschichtung mit 150 µl (MCs) 

bzw. 50 µl (GNCs) einer Laminin-Lösung (25 µg/ml; Laminin Stocklösung 0,5 

mg/ml, Roche, Penzberg, Deutschland) für zwei Stunden, die jedoch vor Aussaat 

der Zellen wieder entfernt wurde. 
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4.2.4 Primärzellgewinnung  

Für die Primärzellkultur von MEPC wurde trächtigen NMRI-Mäuse (Charles River 

Laboratory, Sulzfeld, Deutschland) an Tag 16 nach der Befruchtung durch zervika-

le Dislokation getötet. Im Folgenden wurden die Embryonen in den Uteri unter ste-

rilen Bedingungen entnommen, ebenfalls durch zervikale Dislokation getötet und 

deren frontaler Cortex präpariert. Die Zellen wurden nach enzymatischen Verdau 

(5 ml Papainlösung(61,25 mg/ml; Biochrom AG, Berlin, Deutschland) und 50 µl 

DNSase I (104 Units, Roche Applied Sciences, Penzberg, Deutschland), 15 min, 

37 °C im Brutschrank (HeraCell 150 Thermo-Fisher-Scientific, Schwerte, Deutsch-

land) in einer Einzelzellsuspension in SM zusammengefasst (Koester et al., 2010, 

Buehler et al., 2011). Die Aussaat erfolgte unmittelbar danach in SM/SM+. Ein Tag 

nach Aussaat wurde das SM/SM+ durch CM/CM+ ausgetauscht. 

4.2.5 Monolayer-ES-D3-Stammzellkultivierung  

Für die Differenzierung von ES-D3-Zellen (ZEBET, Berlin, Deutschland), zu SNC 

auf GNCs und MCs zur Messung der metabolischen Parameter und der elektri-

schen Aktivität musste zunächst für eine ausreichende Anzahl an ES-D3-Zellen 

gesorgt werden. Dafür wurden ES-D3-Zellen in zwei Phasen kultiviert. In Phase 1, 

der Vermehrungsphase wurden die ES-D3-Zellen aufgetaut (1 x 106 Zellen/ml), in 

EDCM ausgesät, kultiviert, durch Zugabe des Leukämie-inhibierenden Faktor (LIF; 

106 Units, Chemicon, Hofheim, Deutschland) im pluripotenten Status gehalten 

(Williams et al., 1988) und in Zellkulturschalen soweit vermehrt, dass für die Ver-

suche genügend ES-D3-Zellen zur Verfügung standen. Die Kultivierung und Inku-

bation der ES-D3-Zellen (und später auch der SNC) erfolgte im Brutschrank, puf-

ferbedingt mit 5% CO2 (MEPC-Kultivierung mit 10% CO2) für insgesamt acht Ta-

ge, wobei an jedem zweiten Tag eine Passagierung der Zellen zu je 2,5 x 105 Zel-

len/Zellkulturschale durchgeführt wurde. Am siebten Tag wurde eine entsprechen-

de Anzahl an Zellkulturschalen der gleichen Passagen zu je 2 x 106 Zellen zu-

sammengefasst und für die folgende Phase 2, die Differenzierung der ES-D3-

Zellen zu SNC auf GNCs und MCs in spezialisierte Zell- und Gewebetypen (z. B. 

Kardiomyozyten, Neurone, Fibroblasten (Fb)), aufkonzentriert. 

4.2.6 Bestimmung der optimalen Zellzahlen 

Aus den präparierten MEPC sowie aus differenzierungsbereiten ES-D3-

Stammzellen (SNC) ohne LIF wurden mittels Neubauer-Zählkammer 1:2 Zellsus-
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pensionsverdünnungsreihen in SM/SCM im Bereich von 4 x 106 Zellen bis 0,0625 

x 106 Zellen/ml auf MCs und GNCs ausgesät und im Brutschrank (HeraCell 150, 

s.o.) in CM/SCM inkubiert (MEPC:10% CO2; SNC: 5% CO2, 95% Luftfeuchte, 

37°C). Die Kultivierungsdauer der ausgesäten Zellen (MEPC und SNC) in MCs, 

Wells und GNCs im Brutschrank betrug 12 DIV. Die besten Ergebnisse für das 

Überleben der Zellen, deren Differenzierung und die Bildung neuronaler Netzwer-

ke konnte für eine Zellzahl von 2,5 x 105 Zellen/ml sowohl für MEPC als auch für 

SNC ermittelt werden. Bei Zellzahlen >2,5 x 105 Zellen/ml waren das CM und das 

SCM in weniger als zwei DIV verbraucht und es war sehr viel totes Zellmaterial 

(Debris) feststellbar. Bei Zellzahlen <2,5 x 105 Zellen/ml konnte teilweise ein Nicht-

Anwachsen der MEPC/SNC, keine neuronale Netzwerkbildung sowie ein verfrüh-

tes Absterben der Zellen festgestellt werden.  

In allen folgenden Versuchen wurden unabhänig der unterschiedlichen Kulti-

vierungsvolumina (MCs; Plate-Wells: Je 400 µl, GNCs: 200 µl) je 1 x 105 Zellen 

verwendet. 

4.2.7 Monolayer-ES-D3-Stammzelldifferenzierung 

Der Beginn von Phase 2 (Stammzelldifferenzierung) erfolgte am achten Tag mit 

der Aussaat der ES-D3-Zellen in SCM/SCM+, analog der Aussaat der MEPC in 

SM/SM+, und der Wegnahme des LIFs in MCs und GNCs mit den entsprechen-

den Zellzahlen (s.o). Eine weitere Inkubation für 12 DIV folgte, wobei an jedem 

zweiten Tag das SCM bzw. SCM+ komplett erneuert wurde. Sowohl auf MCs und 

und GNCs konnten nach drei DIV GNCs erste EBs ausgebildet. Nach sechs DIV 

begannen diese die ersten neuronalen Zellen auszudifferenzieren (Feststellung 

mittels Lichtmikroskopie). 

4.2.8 Hanging-Drop-(HD) ES-D3-Stammzellkultivierung und -differenzierung 

Eine Alternative zur Monolayerdifferenzierung von ES-D3-Stammzellen auf MCs 

und GNCs zu SNC und murinen embryonalen stammzell-differenzierten cardialen 

Zellen (MESCC) ist das „Hanging-Drop- (HD) Verfahren (Wobus et al., 2001). Die-

se Art der Stammzellkultivierung kommt der in vivo-Entwicklung des lebenden 

Embryos am nächsten (Rudnicki et al., 1987). Der prinzipielle Aufbau eines EBs 

nach fünf Tagen Kultur im HD entspricht etwa dem Aufbau einer Blastozyste zum 

Zeitpunkt der Implantation in die Gebärmutterschleimhaut (Mensch: ca. sechs Ta-

ge nach der Befruchtung; Bradley et al., 1990). 



Material und Methoden| Zellkultur  19 

 

 Für die Bildung von HDs wurden ES-D3-Zellen an Tag acht der Kultivierung in 

EDCM im pluripotenten Status auf eine Zellzahl von 5 x 104 Zellen/ml eingestellt 

und in EDCM-Tropfen von jeweils 20 µl auf die Innenseite der Deckel von Zellkul-

turschalen pipettiert. Im Anschluss wurden die Deckel gewendet und die ES-D3-

Zellen begannen sich am unteren Rand des Tropfens zu sammeln und unmittelbar 

die EBs zu bilden.  

4.2.9 Aussaat von Zellen mit Parathion und Natriumvalproinsäure (NaVPA) 

Die Kulturvolumina in MCs, Wells und GNCs betrugen jeweils 400 µl bzw. 200 µl 

SM/CM/CM+ bzw. SCM/SCM+. Um die Zellen von Beginn an mit Parathion bzw. 

NaVPA in Kontakt zu bringen wurden die Zellzahlen in den Aussaatzellsuspensio-

nen verdoppelt (5 x 105 MEPC/ES-D3-Stammzellen/ml, ebenso die 1:3 Parathion- 

und NaVPA-Verdünnungsreihen (0 - 686,6 µM Parathion und 0 - 43,74 mM Na-

VPA). Je MC, Well und GNC wurden je 200 µl bzw. 100 µl SM+ /SCM+ der ent-

sprechenden Konzentration vorgelegt und mit der entsprechenden Zellsuspension 

auf 400 µl bzw. 200 µl Kultivierungsvolumen aufgefüllt. Ein Tag nach Aussaat der 

Zellen erfolgte ein kompletter Austausch von SCM+ und SM+ wurde durch CM+ 

ersetzt. Die Versorgung mit den beiden Wirkstoffen erfolgte mit jedem Kulturmedi-

enaustausch alle zwei Tage bis DIV 12. Die Konzentration von CM+/SCM+ betru-

gen 0 - 343,3 µM Parathion bzw. 0 - 21,87 mM NaVPA.  

4.2.10 Anforderung an die Zellkultur und Medien in Metabolic Chips SC 1000 

(MC) und Glasneurochips (GNCs) 

Die Kultivierung und Messung von Zellen auf MCs und GNCs setzt neben der Bio-

kompatibilität der Materialien, der Fähigkeit der Zellen auf den MC/GNC-

Oberflächen zu adhärieren, der richtigen Zellzahl und der bestmöglichen Zusam-

mensetzungen des Kultivierungsmediums auch die richtige Wahl des Mediums für 

ein interferenzfreies Messen voraus. Die normalerweise verwendeten Zellkultivie-

rungsmedien enthalten zur Stabilisierung des pH-Wertes (7,2) das Bikarbo-

nat/Karbonatpuffersystem. Dabei wird das Gleichgewicht zwischen Kohlensäure 

(H2CO3) und Kohlendioxid (CO2) im Brutschrank durch die kontinuierliche Bega-

sung mit CO2 gewährleistet. Ein solches Kulturmedium konnte für die Messungen 

der spontanen elektrischen Aktivität und Zelladhäsion in den GNCs verwendet 

werden, da die H+-Ionenkonzentration nicht zu den dortigen Messparametern ge-

hörte. Für Messungen mit den MCs musste jedoch ein Medium verwendet werden
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das die H+-Ionenkonzentration nicht wegpuffert. Eine durch die Zellen verursachte 

Ansäuerung wäre sonst nicht messbar gewesen, da durch den Puffer die H+-

Ionenkonzentration konstant gehalten worden wäre. 

Da die Kultivierung und Differenzierung von ES-D3-Zellen zu SNC nach ei-

nem Protokoll für die herkömmliche Brutschrankkultur erfolgte und das darin be-

schriebene Neurobasalmedium (NBM) der Fa. Invitrogen (Invitrogen GmbH, Karls-

ruhe, Deutschland; INV-NBM) karbonatpufferhaltig war, wurde diese Protokoll für 

unsere Bedürfnisse modifiziert. Das karbonatpufferhaltige INV-NBM war aus-

schließlich für den Gebrauch in Brutschränken geeignet und musste gegen ein für 

die Messung notwendiges karbonatpufferfreies NBM ausgetauscht werden. Die 

Bereitstellung eines solchen NBMs war der Fa. Invitrogen GmbH zu diesem Zeit-

punkt nicht möglich. Ein ähnliches jedoch karbonatpufferfreies NBM (NBM ohne 

NaHCO3) als auch das für die Kultivierung unter Brutschrankbedingungen not-

wendige karbonatpufferhaltige (NBM mit NaHCO3-Puffer) NBM wurde deshalb von 

der Fa. PAN Biotec GmbH, (PAN Biotec GmbH, Aidenbach, Deutschland) bezo-

gen. Aus Gründen der Vergleichbarkeit wurden die Bestandteile der beiden NBMs 

der Hersteller PAN Biotec GmbH und Invitrogen GmbH gegeneinander ausgetes-

tet. 

4.3 Eingrenzung des Messbereichs von Parathion und Natrium-

valproinsäure (NaVPA) 

Zu einer groben Eingrenzung des Messbereichs (Range finding) für Parathion und 

NaVPA wurde die Veränderung des in DMEM enthaltenen Indikators Phenolrot in 

Gegenwart saurer Stoffwechselprodukte ausgenutzt. Dazu wurden in 48-Well-

Platten (Greiner BioOne, Frickenhausen, Germany) MEPC und SNC für 12 DIV 

unter dem Einfluss der jeweiligen 1:10 Verdünnungsreihen (Parathion: 0,01 µM - 

1000 µM; NaVPA: 0,001 mM - 100 mM) kultiviert. Der Konzentrationsbereich für 

Parathion wurde so gewählt, dass dieser den in extoxnet.orst.edu/pips//parthio. 

htm gegebenen LD50-Bereich von Ratten (17.2-85.2 µM und Mäusen (6,9 µM-

103,0 µM) umfasste. Da die angegebenen LD50-Werte in mg/kg angegeben waren 

wurden diese aus Gründen der Vergleichbarkeit in µM/l (Parathion) und mM/l (Na-

VPA) umgerechnet. Dabei wurde ein Liter einem Kilogramm gleichgesetzt. Analog 

dazu wurde für NaVPA der Bereich bereits bekannter in vitro- und LD50-

Experimente ausgewählt (0,3 mM-5,6 mM; Löscher et al., 1984; Hauck et al., 

1991; Sigma Aldrich Sicherheitsdatenblatt; Gross et al., 1995; Koester et al., 2010; 
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Vreugdenhil et al., 1998). Nach 12 DIV konnten die Übergänge von metabolisie-

renden (lebenden Zellen) zu nicht metabolisierenden Zellen (toten Zellen) anhand 

der Färbung des Phenolrot-Indikators in Abhängigkeit der von Konzentration be-

stimmt werden. Diese Eingrenzung des Messbereichs erlaubte eine Einsparung 

an MCs zur Bestimmung der IC50-Werte der metabolischen Parmater von MEPC 

und SNC.  

4.4 Bestimmung des IC50 des intrazellulären ATP-Gehaltes 

Der ATPA (ATPlite-Assay, PerkinElmer Inc. Waltham, Ma, USA) wurde zur Detek-

tion der metabolischen Aktivität der Zellen auf Basis von 48-Well-Platten sowie als 

Referenzmethode zur Bestimmung der metabolische Parameter herangezogen. 

Unter Verwendung der in der Eingrenzung der Messbereiche festgestellten Kon-

zentrationsbereiche wurden 1:3 Verdünnungsreihen für Parathion (0 µM - 343,3 

µM) und NaVPA (0 mM-21,87 mM) verwendet (12 Wells für Kontrollen und je 6 

Wells je Parathion-/NaVPA-Konzentration um die entsprechenden IC50-Werte für 

MEPC und SNC zu quantifizieren. Insgesamt je vier unabhängige Experimente 

durchgeführt.  

4.5 Metabolic Chip SC 1000-Messungen 

Die BAS-Messungen mit den MCs zur Bestimmung der IC50-Werte für die metabo-

lischen Parameter von MEPC erfolgte an DIV 12 nach deren Kultivierung im Brut-

schrank auf sechs MCs (Je ein Chip für die Kontrolle (0 µM) und fünf für die Kon-

zentrationen der 1:3 Verdünnungsreihen von Parathion (4.24 µM - 343.3 µM) und 

NaVPA (0.27 mM - 21.87 mM). Für die Versorgung der Zellen mit Nährstoffen und 

den Testsubstanzen sowie für die Beendigung der Messung wurden MM/MM+; 

SMM/SMM+; MMT/SMMT, NaHCO3-pufferfrei verwendet um eine Interaktion des 

Puffers mit H+-Ionen zu vermeiden. Diese pufferfreien Medien haben keinen Ein-

fluss auf die parallele Datenaufnahme der Respiration und Adhäsion. Für jeden 

Messmedientyp (z.B. MM/MM+; SMM/SMM+; SMM/SMMT) standen je sechs au-

tomatisch ansteuerbare Vorratsbehälter zur Verfügung, die über ein definiertes 

Schlauchsystem (Länge: 190 cm und ØSchlauch: 1,02 mm) mit dem entsprechenden 

MC verbunden waren. Durch die Festlegung definierter Pumpraten konnte 

dadurch ein definiertes Messzeitprotokoll festgelegt werden. Dieses war in drei 

Abschnitte aufgeteilt: 1) Desinfektion, 2) Messung 3) Reinigung (siehe Tabelle 1). 

Der Desinfektionsschritt wurde in Dummy-Chips durchgeführt (MCs ohne Senso-
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ren). Die Messung und die Reinigung erfolgten mit, bzw. in den zu messenden 

MCs. Die Datenaufnahme startete nach einer Adaptionsphase (180 min) der Zel-

len an die pufferfreien MM+ und SMM+ und an das intervallgeschaltete Durchfluß-

system. Die Pumprate eines jeden Pumpintervalls (4 min) betrug 1,68 ml/h. Die 

während des Messintervalls (4 min) verwendeten Messvolumina betrugen ca. 6 µl, 

das entspricht dem Volumen des Raumes zwischen Durchflußadapter und MC-

Oberfläche. Während eines Pumpintervalls wurden ein Volumen von 224 µl der 

Messmedien zur Regenerierung der H+-Ionen- und der O2-Konzentration ausge-

tauscht.  

Nach der Adaptionsphase erfolgte für 30 min die Messung unter dem Einfluss 

von MM+ und SMM+. Im Anschluß folgte für weitere 320 min eine Messung mit 

MM und SMM um eine evtl. Reversibilität der durch MM+ und SMM+ verursachten 

Effekte auf MEPC und SNC feststellen zu können. Den Abschluß der Messungen-

bildete die Applikation der lysierenden (Triton-X-100- haltige Messmedien) MMT 

und SMMT zur Überprüfung des biologischen Ursprungs der detektierten Daten.
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Tabelle 1: Messprotokoll für die Ermittlung der IC50-Werte der metabolischen Parameter 

von MEPC unter dem Einfluss von Parathion und NaVPA sowie SNC unter dem Einfluss 

von NaVPA mittels des BAS. Die Datenaufnahme erfolgte über den Zeitraum der 

MM+/SMM+ und MM/SMM Perioden (hervorgehoben).  

Messzeitraum 

[min] 

Lösung Flussrate 

[ml/min] 

Pump-

volumen 

[ml] 

Intervall-

betrieb 

Desinfektionsprogramm 

3 Ethanol/H20 70% 5.6 16.8 nein 

10 Ethanol/H20 70% 0.056 0.56 nein 

2 PBS 5.6 11.2 nein 

2 MM+/SMM+ 5.6 11.2 nein 

Messprogramm 

180 MM+/SMM+ 0.028 5.04 ja 

30 MM+/SMM+ 0.028 0.84 ja 

290 MM/SMM 0.028 8.12 ja 

30 MM/SMM 0.028 0.84 ja 

120 MMT/SMMT 0.028 3.36 ja 

Reinigungsprogramm 

5 H2O 0.56 2.8 nein 

5 Ethanol/H20 70%  5.6 28 nein 

10 Ethanol/H20 70% 0.056 0.56 nein 

 

4.5.1 Bezugswerte (Offset-Werte) der Sensoren 

4.5.1.1 MCs 

Die Standardblankwerte sind als elektronische Offset-Werte für alle mit den Sen-

soren ermittelten Daten zu betrachten und wurden zur Korrektur der mit MEPC 

und SNC ermittelten Daten verwendet. Die Mittelwerte der Standardblankwerte für 

MEPC wurden aus sieben Messpunkten der MMT-Periode von sechs mit 

PDL/Laminin beschichteten, unbewachsenen und mit 400 µl MM befüllten MCs 

(Clark-Typ-Sensoren: 0,12 pAs-1 ± 0,21 pAs-1, ISFETs: 0,65 µVs-1 ± 1,17 µVs-1, 

IDES: 39,84 nF ± 1,04 nF) gebildet und uns von der Fa. Bionas zur Verfügung ge-

stellt. 

 Für SNC hingegen wurden die zur Referenzierung nötigen Blankwerte für 

die metabolischen Parameter aus den letzten sieben Messpunkten der 
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SMMT-Perioden einer jeden Konzentration (0,27 mM - 21,87 mM NaVPA) aus den 

Einzelexperimenten gemittelt. Diese Mittelwerte stellten die Offset-Werte für die 

entsprechenden MCs dar und wurden als Blankwerte für die weitere Auswertung 

und Berechnung verwendet. Ein Vergleich der eigenen Offset-Werte mit denen 

durch die Fa. Bionas ermittelten Offset-Werte ist in (5.1.4, Tabelle 2) dargestellt. 

4.5.1.2 GNCs 

Die durchschnittlichen elektronische Offsetwerte für die MEA-Elektroden je GNC 

betrug 1,2 µV ± 3,7 µV. Dieser Werte wurden von PDL/Laminin beschichteten un-

bewachsenen und mit 200 µl CM befüllten GNCs ermittelt und von den Messwer-

ten der generierten Aktionspotentiale für die weitere Auswertung subtrahiert. Der 

durchschnittliche elektronische Off-Set-Wert, die Kapazität eines mit PDL/Laminin 

beschichteten, unbewachsenen und mit 200 µl CM befüllten GNCs wurde ermittelt, 

und jeweils von den gemessenen Kapazitäten mit MEPC bewachsener GNCs sub-

trahiert. 

4.5.2  Methode der Messdatenverarbeitung- und verifizierung 

Die Auswertung und Statistik der Messdaten erfolgte mit handelsüblicher Software 

(MS EXCEL®, Sigma Plot 11.0®, Origin® 8.1G). 

Die vom Hersteller empfohlene Verwendbarkeit der MCs unter Brutschrank-

bedingungen beträgt drei Tage bei dreimaliger Wiederverwendung, ohne dass es 

zu Sensorausfällen kommen sollte. Während unserer Messungen über diesen 

Zeitraum hinausgehende Kultivierungsdauer (>5 DIV) zeigte sich eine kontinuierli-

che Zunahme von Sensordefekten. Diese waren entweder MC-Chargen-bedingt 

oder kamen durch mechanische Einwirkung beim Säubern, durch Feuchtigkeit und 

Testsubstanzen während der Kultivierung von MEPC und SNC oder durch eine 

Kombination der genannten Umstände zustande. Aus diesem Grunde wurden für 

die Auswertung der Messdaten nur MCs mit intakten Sensoren verwendet.  

Zur Auswertung der Respirations- und Ansäuerungsmessdaten wurden die 

entsprechenden mittleren Standardblankwerte von den erhaltenen Messwerten 

der Kontrollen der unterschiedlichen Parathion- und NaVPA-Konzentrationen sub-

trahiert. Diese Daten wurden im Anschluss auf die Werte ihrer Kontrollen normali-

siert (Kontrolle: 100%, Blank: 0%). Dieses Verfahren erlaubt unerwünschte Effek-

te, wie z.B. die Sensordrift, zu eliminieren. 
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Die Normalisierung der IDES-Messdaten erfolgte auf die Kapazitätswerte des 

Blanks.  

4.5.3 Fitgleichungen und Auswertung von Messdaten 

Die Ermittlung der IC50-Werte erfolgte durch Fitten an zwei logistische Glei-

chungen: 

HS1

I
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p

IC

c
1

BlkKtrl
Blkf














         (1) 

mit fp: gefitteter Parameter; Blk: Konzentration des Blanks, Ktrl: Konzentration der 

Kontrolle (Die Konzentration der Kontrolle entspricht einer unendlich kleinen Para-

thion-/NaVPA-Konzentration); Parathion-/NaVPA-Konzentration in µM/mM; I
50IC : 

IC50 von Parathion/NaVPA in µM/mM; entspricht 50% von fp; HS1: Hillslope. Die 

Normalisierung der Messwerte auf die Werte ihrer Kontrollen erlaubt eine verein-

fachtere Darstellung dieser Werte (Ktrl= 100% und Blk= 0%).
 
 

Während die mit Gleichung 1 gefitteten Kurven einen sigmoidalen Verlauf ha-

ben, zeigen die mit Gleichung 2 gefitteten Kurven einen doppelsigmoidalen Ver-

lauf. Dieser wird bedingt durch den initialen Anstieg der Kurve in niedrigen Kon-

zentrationsbereichen.  
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f      (2) 

Hm: Parameter für das Hormeseplateau (Das tatsächliche Hormeseplateau wird 

aus der Fitkurve von Gleichung 2 numerisch bestimmt; 2.Gl
50IC : Mit Gleichung 2 ge-

fitteter IC50 von Parathion/NaVPA; Hm
50IC : Mit Gleichung 2 gefitteter IC50 des 

hormesebildenden Anstiegs bei niedriger Parathion/NaVPA-Konzentrationen; 

HS1, HS2: Hillslopes für den Anstieg der Hormesefitkurve und den negativen An-

stieg der IC50-Wert-bildenden Fitkurve, mit den zwei experimentell ermittelten Pa-

rametern Hormeseplateau und Hm
50IC . 

Unter Verwendung von Gleichung 1 kann der IC50-Wert direkt durch den Fit 

der Messwerte bestimmt werden. Dies ist mit Gleichung 2 nicht möglich, da das 

Maximum der gesamten Fitkurve in Gegenwart substanzinduzierter Hormese bei 
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mehr als 100% (Kontrollwert) zu finden sein kann. Dies bewirkt eine Verschiebung 

des IC50-Wertes ( 2.Gl
50IC ) der damit nicht mehr den 50% des Maximums ( I

50IC ) von 

Gleichung 1 entspricht. 

Aus diesen Gründen wurde ein neuer Parameter eingeführt, der II
50IC  wobei 

2.Gl
50

II
50 ICIC   ist. Der II

50IC  wurde durch das Ablesen des Wertes bei 50% des 

Kontrollwertes (100%) erhalten. Desweiteren wurde der Hm
50IC  als neuer Parameter 

eingeführt. Diesen zu charakterisieren ist eine zukünftige Aufgabenstellung, da die 

Untersuchung des Phänomens Hormese ursprünglich nicht Teil der Substanztes-

tungen mit Parathion und NaVPA auf MEPC und war. 

Der Parameter Hillslope, auch als Hill-Koeffizient bekannt, beschreibt die 

Steilheit der Fitkurven. In der Enzymkinetik (Michaelis-Menten-Kinetik) beschreibt 

der Hillslope die Anzahl der Ligandenbindungstellen auf z.B.Proteinkomplexen.  

Da die Anzahl der Bindungsstellen von Parathion nicht bekannt war, wurden 

verschiedene Hillslopes im Bereich von 0.5-3 für den Parameter HS2 in die Glei-

chungen 1 und 2 eingesetzt und getestet (Buehler et al., 2011). Die besten Ergeb-

nisse wurden mit einem Hillslope von 2 erzielt und für den Parameter HS1 festge-

setzt (HS1 = HS2 = 2) und für alle weiteren Auswertungen verwendet. 

Im Gegensatz dazu wurde die Bestimmung des Hillslopes bei der Auswertung 

der Messdaten von NaVPA der Origin® 8.1G-Software überlassen, die den best-

möglichen Kurvenverlauf fittete. Der ermittelte Hillslope für den Parameter HS2 

wurde wiederum für den Parameter HS1 festgesetzt (HS1 = HS2). Die Größe des 

HS2 war spezifisch für MEPC und SNC sowie für die einzelnen metabolischen 

Parameter und den intrazellulären ATP-Gehalt (Buehler et al., 2012a). 

Die Messwerte potentieller Hormesekonzentrationen und den jeweiligen Kon-

trollen der ATP-und BAS-Messungen wurden einer Überprüfung auf Signifikanz 

(Mann-Whitney-Rank-Sum-Test) unterzogen.  

Während zum Zeitpunkt der Auswertung der Messdaten der Versuche mit Pa-

rathion die Überprüfung auf Signifikanz nur der Bestätigung einer vorliegenden 

hormetischen Konzentration diente, wurde das Auswertungsverfahren der Mess-

daten von NaVPA weiterentwickelt, indem in Gegenwart signifikanter Hormese-

konzentrationen die Messdaten ausschließlich mit Gleichung 2 gefittet wurden. 

Diese Vorgehensweise verhindert die Bestimmung eines unpräzisen IC50-Wertes 

in Gegenwart einer signifikanten Hormese durch die Verwendung einer herkömm-

lichen logistischen Gleichung (z.B. Gleichung 1). Signifikante hormetische Kon-
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zentration sind als * (P<= 0,05 ),** (P<= 0,01), ***(P <= 0,001) in den Abbildungen 

gekennzeichnet. 

Für die Ermittlung der IC50-Werte der mit den GNCs gemessenen elektrischen 

Aktivität und des Zelladhäsionsverhaltens von MEPC unter dem Einluß von Na-

VPA wurde eine 4-parametrige standardlogistische Gleichung verwendet (Koester 

et al., 2010). 
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5. Ergebnisse 

5.1 Bionas-Analyzing-System 2500 (BAS) 

5.1.1 Elektrische Kontakte und Verbindungen 

Während der Auswertung der mit dem BAS ermittelten Messdaten traten hard-

warespezifische Besonderheiten auf, die sich bei der on-line-Überwachung der 

Messwerte in Form von Signalschwankungen und Signalverlusten bzw. Sensor-

ausfällen zeigten. Eine Ursache waren Kontaktprobleme zwischen MC und MC-

Sockel des BAS. Nach dem Einsetzen und Arretieren eines MCs im MC-Sockel 

erfolgte die Stabilisierungsphase für das Messsignal (Kapazität) der IDES. Durch 

Polieren der Kontaktstellen desselben MCs und Einsprühen der Kontaktstellen des 

MC-Sockels mit Kontaktspray ergab sich eine höhere Stabilität für das Messsignal 

der Kapazität. Dieses unterschied sich teilweise deutlich von dem zuerst ermittel-

ten Kapazitätwert. Der Hersteller hatte, um die Andruckkraft zu erhöhen zunächst 

Zwischenplatten konstruiert. Wir haben das Problem gelöst, indem grundsätzlich 

vor jeder Messung die Kontaktstellen eines jeden MCs als auch der MC-Sockel 

mittels Kontaktspray chemisch gereinigt wurden. Im Anschluss wurden die Mes-

sungen durchgeführt. 

5.1.2 Sensoren 

Bei der Auswertung ermittelter Rohdaten neuer MCs, die als Kontrolle während 

der Parathion-Messung dienten, wurden sowohl zwischen zwei Clark-Typ-

Sensoren als auch zwischen den fünf ISFETs eines jeden Chips Sensitivitätsun-

terschiede festgestellt. Diese können einerseits von Fabrikationstoleranzen, ande-

rerseits von der Entfernung der Zellen zum Sensor und der Anzahl der Zellen in 

Sensornähe abhängen (persönliche Information der Bionas GmbH). Die von uns 

zum Zeitpunkt der Messung verwendeten MC-Chargen zeigten eine relativ hohe 

Ausfallrate an Sensoren (Buehler et al., 2011) was zum Einen auf die verhältnis-

mäßig lange Kultivierungsdauer der MCs im Brutschrank und auf eine Alterung der 

Sensoren unter den gegebenen verschärften Kultivierungsbedingungen, zum An-

deren tatsächlich auf fabrikationstechnische Gründe zurückzuführen war (z.B. feh-

lerhafte oder perforierte Verklebungsstellen zwischen Verkapselungsteil und Chip, 

was zur Zerstörung der Bondverbindungen führte).  
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5.1.3 Durchflusssystem 

Die Versorgung der Zellen und die Wirkstoffapplikation in den MCs erfolgten ex-

tern über Schläuche des Fluidiksystems des BAS.  

Ein Fluid ist beim laminaren Durchströmen des Schlauchsystems durch ein 

parabolisches Strömungsprofil charakterisiert (siehe Abb.1). Dies bedeutet, dass 

die Fließgeschwindigkeit des Fluids in der Mitte des Schlauches grösser ist, als an 

der Schlauchwand. Auf der Linie/Fläche des parabolischen Strömungskegels im 

Schlauchquerschnitt ist eine konstante Substanzkonzentration gegeben. Daraus 

folgt, dass die zum Zeitpunkt der Applikation vorliegende Konzentration einer Sub-

stanz unter Vernachlässigung der Diffusion nicht in derselben Konzentration über 

den gesamten Schlauchquerschnitt im MC bzw. bei den Zellen ankommt. Die 

Substanzkonzentration baut sich mit erst mit der Zeit (sigmoidaler Verlauf) auf bis 

die applizierte Konzentration erreicht wird. Eine solche Verteilung der Substanz ist 

von zusätzlichen Faktoren wie der Lipophilität bzw. Hydrophilität, Polarität, Polari-

tät und Art des Lösungsmittels, Molekülgröße, Polarität des Schlauches, Diffusion, 

Schlauchradius und -länge (Danckwerts et al., 1953) usw. abhängig.  

 

Quelle: Roland Glaser, Lehrbuch für Biophysik, 4. Auflage, Seite 210 

Abb. 1: Modifizierte Darstellung des parabolischen Strömungsprofils eines Fluids am Bei-

spiel eines Schlauchmodels mit maximaler Fluidgeschwindigkeit im Zentrum des Schlau-

ches (Vmax). Der Abbildung kann entnommen werden, dass ein strömendes Fluid unter-

schiedliche Strömungsgeschwindigkeiten aufweist. Im Zentrum des Schlauches wird die 

maximale Strömungsgeschwindigkeit erreicht während an den äußeren Schlauchrändern 

das Fluid durch Adhäsion gebremst wird (V= 0 für benetzbare Oberfläche). Die viskosi-
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tätsbasierte Kraftübertragung führt dann zu dem charakteristischen parabolischen Strö-

mungskegel.  

Die Überprüfung des zeitabhängigen Austausches von Fluiden im Schlauch-

system des BAS unter Berücksichtigung des parabolischen Strömungsprofils la-

minar strömender Fluide wurde anhand zweier unterschiedlicher pH-Lösungen 

(pH 10 und pH 4) und Pump-Modi (A) intervall- und B) kontinuierlich geschalteter 

Modus) vorgenommen (Abb. 2). 

 

 

Abb. 2: Überprüfung des zeitabhängigen Austausches von Fluiden im Schlauchsystem 

des BAS unter Berücksichtigung des parabolischen Strömungsprofils laminar strömender 

Fluide. (A) Intervallgeschalteter Pumpmodus; B) Kontinuierlicher Pumpmodus. Die hier 

verwendete pH 10-Lösung entspricht einer Gate-Source-Spannung von VGS = 1V. Zeitli-

che Änderungen der Spannung (linke Ordinate) und des pH-Wertes (rechte Ordinate) 

werden zur besseren Übersicht nebeneinander dargestellt. 

A) Das intervallgeschaltete Pumpen (linke Bildhälfte) war charakterisiert durch ei-

ne 4-minütige Pump- und eine 4-minütige Mess- bzw. Stopphase. Der Start der 

Messung erfolgte mit einer pH 10-Lösung bei einer ISFET-Spannung von 1 V. 

Während der Pumpphase (bis zur 28. Minute) wurde die pH 10-Lösung durch eine 

pH 4-Lösung ausgetauscht, deren Erreichen an den Sensoren durch die Abnahme 

der Spannung bzw. des pH-Wertes angezeigt wird. Ab der 28. bis zur 32. Minute, 

während einer Stoppphase, stellt sich eine Mischphase (Plateau, Bildmitte von A) 
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der beiden Lösungen ein (pH-Wert: ca. 4,2; ISFET-Spannung: ca. 0,86 V). Mit 

dem Einsetzen eines erneuten Pumpzyklus wurde die restliche pH 10-Lösung 

komplett verdrängt, erkennbar an einer weiteren Abnahme der Spannung (ISFET-

Spannung: ca. 0,83 V; pH-Wert: ca. 3,9). Der Zeitraum eines Austausches der pH 

10-Lösung durch eine pH 4-Lösung beträgt im intervallgeschalteten Pumpmodus 

ca. sieben Minuten. Die gemessene Spannungsdifferenz zwischen der pH 10-

Lösung und der pH 4-Lösung betrug 0,17 V.  

(B) Das kontinuierliche Pumpen war charakterisiert durch einen kontinuierli-

chen Austausch der pH 10-Lösung (1 V) durch die pH 4-Lösung ohne die Bildung 

einer Mischphase. Der Zeitraum des kompletten Austausches der pH 10-Lösung 

durch die pH 4-Lösung betrug ca. 4 min und die gemessene Spannungsdifferenz 

0,16 V. 

Um die beiden Messungen (intervallgeschalteter Austausch und kontinuierli-

cher Austausch der pH 10-Lösung) vergleichen zu können und den Einfluss unter-

schiedlicher Off-Sets der einzelnen Sensoren auf die Messdaten zu minimieren 

wurde ein mittlerer Plateauwert der pH 10-Lösung (bei pH 10 bzw. 1 V) aus sieben 

Messwerten ermittelt. Im Folgenden wurde jeder einzelne Sensorwert auf den mitt-

leren Plateauwert seines Sensors normiert. Aus den erhaltenen normierten Mess-

daten wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen bestimmt (siehe Abb. 

2). Auffällig ist, dass bei der intervallgeschalteten Messung der endgültige pH-

Wert (ca. pH 3,9) etwas niedriger ist, als bei der kontinuierlichen Messung (ca. pH 

4) sich aber dennoch im Bereich von deren Standardabweichung befindet. Weiter-

hin ist eine Zunahme der Schwankungen der Messwerte mit abnehmendem pH-

Wert beobachtbar.  

Bei Betrachtung der Gesamtspannungsänderungen der ISFETs sowohl im in-

tervallgeschalteten (0,17 V) als auch im kontinuierlichen (0,16 V) Pumpmodus fällt 

auf, dass die Beträge der Spannungsänderung je pH-Stufe mit durchschnittlich 

0,024 V und 0,023 V nur 41 % bzw. 40% des in der Literatur angegebenen Wertes 

für das Potential einer idealen Glas-pH-Elektrode (0,059 V) bei Raumtemperatur, 

entsprechen (Hammann et al., 2005). Dieses Verhalten deutet daraufhin, dass 

sich auf den ISFETs eine Oxidschicht auf dem pH-sensitiven Siliziumnitrid- (Si3N4) 

Gate-Isolator gebildet hat. Dafür sprechen auch die in Baumann et al. (1996) be-

schriebenen pH-Empfindlichkeiten für Siliziumdioxid (SiO2) als Gate-Material von 

ISFETs. Diese liegen durchschnittlich bei 0,031 V. Die hier ermittelten niedrigeren 
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Werte für die pH-Empfindlichkeiten könnten durch zusätzliche Verunreinigungen in 

der SiO2-Oberflächenschicht bedingt sein. 

Nichtsdestotrotz konnte die pH-Wertänderung von pH 10 auf pH 4 sowie die 

bei der Planung der Messzeiten zukünftiger Versuche mit dem BAS zu berücksich-

tigenden Zeiten für den Austausch von Fluiden mittels der MCs bestimmt werden. 

5.1.4 Leerwertbetrachtung 

Die Aufarbeitung der Sensormesswerte zur Ermittlung der IC50-Werte erfolgte für 

MEPC wie in (4.5.1) beschrieben. Für die SNCs hingegen wurden die zur Refe-

renzierung nötigen Blank-Werte für die metabolischen Parameter aus den letzten 

sieben Messpunkten der SMMT-Periode einer jeden Konzentration (0,27 - 21.87 

mM NaVPA) aus den Einzelexperimenten gemittelt. Diese Mittelwerte stellten den 

Off-Set-Wert für die entsprechenden MCs dar und wurden als Blank-Werte für die 

weitere Auswertung und Berechnung verwendet. Um Fehlinterpretationen zu ver-

meiden, wurde ein Vergleich mit den von der Fa. Bionas GmbH zur Verfügung 

gestellten Blank-Werten durchgeführt (Tabelle 2). Die festgestellten Abweichun-

gen der Blankwerte sind gegenüber den durchschnittlichen Messwerten der Kon-

trollen (durchschnittliches maximales Respirationssignal: 3,0 nA und durchschnitt-

liches maximales Ansäuerungssignal: ca.17 µV/s) um das 10- bzw. 20-fache klei-

ner. Die Abweichungen der eigenen Messwerte für die Kapazitäten der IDES ge-

genüber denen der Fa. Bionas betrug maximal ca. 21 %. Der durchschnittliche 

Betrag der Kapazitätsdifferenz der SNC-Kontrolle vor Messbeginn und nach der 

SMMT-Periode betrug 24,6 ± 4,8 nF (Fa. Bionas: 31,0 ± 0,11 nF). Die Abweichung 

und Streuung des ermittelten Betrages für die Kontrolle von SNC wird wahrschein-

lich durch die Verwendung einer geringeren Anzahl an Messpunkten verursacht 

(siehe 3.5.1). Weitere Gründe könnten chargenbedingte Sensitivitätsunterschiede 

oder durch die Zelllyse verursachte Verunreinigungen auf der IDES sein. Diese 

Werte sind dennoch vergleichbar. 
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Tabelle 2: Ermittelte Standardblankwerte für MEPC und SNC für die metabolischen Pa-

rameter. Die Mittelwerte der Standardblankwerte für die MEPC wurden aus sieben Mess-

punkten von je sechs separat gemessenen, mit PDL/Lamin beschichteten MCs ohne Zell-

bewuchs gebildet (s.o.). Die Mittelwerte der Standardblankwerte für die SNC-Messungen 

wurden aus den letzten sieben Messpunkten der PMMT-Periode der jeweiligen NaVPA-

Konzentration gebildet.  

Blankwerte Ansäuerung 

MEPC, NaVPA  

(Bionas) [µV/s] 
0,65 ± 1,17 

NaVPA-

Konzentration 
Kontrolle 0,27 mM 0,81 mM 2,43 mM 7,29 mM 21,87 mM 

SNC, NaVPA [µV/s] 1,17 ± 1,20 0,061 ± 0,54 1,70 ± 2,21 1,35 ± 1,41 2,01 ± 2,23 1,32 ± 1,18 

Blankwerte Respiration 

MEPC, NaVPA 

(Bionas) [pA/s] 
0,12 ± 0,21 

NaVPA-

Konzentration 
Kontrolle 0,27 mM 0,81 mM 2,43 mM 7,29 mM 21,87 mM 

SNC, NaVPA [pA/s] 0,03 ± 0,04 0,17 ± 0,85 0,36 ± 0,53 0,30 ± 0,03 
0,035 ± 

0,060 
0,05 ± 0,06 

Blankwerte Adhäsion 

MEPC, NaVPA 

(Bionas) [nF] 
    39,84 ± 1,04 

NaVPA-

Konzentration 
Kontrolle 0,27 mM 0,81 mM 2,43 mM 7,29 mM 21,87 mM 

SNC, NaVPA [nF] 31,59 ± 5,16 31,41 ± 7,05 32,18 ± 4,74 26,86 ± 3,79 28,87± 2,13 38,25 ± 3,14 

5.2 Modulares Glaschipsystem (MOGS) 

5.2.1 Signalableitungsprobleme 

Im Gegensatz zu den MCs traten Kontaktprobleme, zwischen Vorverstärker und 

GNCs nicht auf, da der Kontakt über gefederte Goldstifte zwischen Vorverstärker 

und GNC hergestellt wird (Koester et al., 2010). Allerdings ist eine Anfälligkeit der 

Goldfederkontaktstifte gegenüber salzhaltigen Lösungen gegeben. Überfüllung der 

GNC-Tröge, Vernachlässigung der Reinigung und Wartung von Kontakten und 

Goldfederstiften führen zur Korrosion der Stahlfedern innerhalb der Goldstifte.  

Zur Testung der Ableitung der elektrischen Aktivität durch die von den 

MESCC (4.2.8) generierten Signale erfolgte analog der Durchführung der Mes-
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sung der elektrischen Aktivität neuronaler Zellen (Koester et al., 2010). Leider 

konnten trotz visuell offensichtlicher Zellkontraktionen der MESCC keine Signale 

detektiert werden, obwohl die GNCs zuvor auf Funktionalität mittels Testsignal (1 

mV) geprüft wurden. Die gebildeten MESCC wuchsen vermutlich auf einer isolie-

renden Schicht von Fb, die eine Messung der Zellsignale unmöglich machten. Um 

dieses Problem zu umgehen, könnte in zukünftigen Experimenten die MESCC-

Differenzierung in Zellkulturschalen durchgeführt werden, um durch eine sich an-

schließende Zellseparation zu reineren MESCC zu gelangen. Diese könnten dann 

im Anschluss erneut zur Messung auf die GNCs ausgesät werden. Es konnte je-

doch die erfolgreiche Gewinnung und Differenzierung zu SNC als auch MESCC 

auf den GNCs gezeigt werden. 

5.3 Zellkultur 

5.3.1 Primärzellkultur 

Die Kultivierung von MEPC auf MCs, Wells und GNCs konnte unter Verwendung 

der beschriebenen Präparier- und Kultivierungsverfahren für Primärzellen erfolg-

reich durchgeführt werden (Koester et al., 2010; Buehler et al., 2011). 

5.3.2 ES-D3-Stammzellkultur und -differenzierung 

Die auf MCs und GNCs ausgesäten und adhärierten ES-D3-Zellen bildeten inner-

halb der ersten drei DIV der Differenzierung EBs (dunkle Aggregate) aus, aus de-

nen ersichtlich neuronalen Zellen differenzierten. Nach 12 DIV konnte mikrosko-

pisch ein neuronales Netzwerk festgestellt werden (Abbn. 3 A-D (MCs) und Abbn. 

4 A-D (GNCs)). 
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Abbn. 3 A-D: Aus ES-D3-Zellen differenzierte SNC nach direkter Aussaat der ES-D3-

Zellen auf den MCs nach 12 DIV nach Differenzierungsbeginn. Das Wachstum und die 

Ausbreitung der SNC sowie die Formierung eines neuronalen Netzwerkes auf den nicht-

passivierten Sensoroberflächen sowie auf den Si3N4-passivierten Bereichen wurden nicht 

beeinträchtigt.  

(A) Durchgehendes SNC-Wachstum auf passivierten Leiterbahnen und den nicht passi-

vierten Sensoren (Clark-Typ-Sensor re. i. Bild). (B) Vergrösserte Darstellung von (A). (C, 

D) Vergrößerte Darstellung eines aus SNC gebildeten neuronalen Netzwerkes auf dem 

MC.  
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Abbn. 4 A-D: Aus ES-D3-Zellen differenzierte SNC nach direkter Aussaat auf den GNCs 

nach 12 DIV nach Differenzierungsbeginn. Das Wachstums und die Ausbreitung der SNC 

sowie die Formierung eines neuronalen Netzwerkes auf den nicht-passivierten Sensor-

oberflächen sowie auf den Si3N4-passivierten Leiterbahnen und Elektroden (schwarz) 

wurde nicht beeinträchtigt. (A) Durchgehendes SNC-Wachstum auf und neben der nicht-

passivierten IDES. (B) Durchgehendes SNC-Wachstum zwischen den 50 µM breiten I-

DES-Elektroden (schwarz). (C, D) Durchgehendes SNC-Wachstum auf, neben und über 

den 5 µM breiten, passivierten Leiterbahnen (schwarz).  

5.3.3 Alternative ES-D3-Zellkultur und Differenzierung: Hanging-Drop-(HD-) 

Verfahren 

Innerhalb eines Zeitraumes von 12 Stunden bildeten sich aus den ES-D3-

Stammzellen EBs (Abb. 5 A, B). Nach zwei Tagen Kultur im HD wurden die EBs 

für weitere sieben Tage in eine Kulturschale mit EDCM überführt, die eine Adhäsi-

on der EBs nicht erlaubte. Anschließend erfolgte die Aussaat auf den mit 

PDL/Laminin beschichteten GNCs. Unmittelbar nach der Adhäsion und Zugabe 

von SCM begannen die EBs umgehend in Zellen aller drei Keimblätter zu differen-

zieren (Thomson 1998; Itskovitz-Eldor et al., 2000; Schuldiner et al., 2000). Eine 

Bildung von kontrahierenden MESCC aus den EBs (Wobus et al., 1991; Maltsev 
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et al., 1993; Wobus et al., 1997) konnte nach vier DIV und die Bildung von neuro-

nalen Zellen nach sieben DIV festgestellt werden. 

 

Abb. 5 A, B: Aus ca. 1000 ES-D3-Zellen gebildete EBs. A) EB, ein Tag nach Aussaat in 

EDCM und Kultivierung im HD. B) EB, sieben Tage nach Aussaat und Kultivierung in 

EDCM in einer Kulturschale mit nicht adhäsiver Oberfläche. 

Die Differenzierung von ES-D3-Zellen nach dem HD-Verfahren bringt den Vorteil 

bereits differenzierte Zellen aller drei Keimblätter kompakt als EB verpackt aussä-

en zu können (Fleischmann et al., 2004). Erst die serumfreie Kultur sowie der 

Kontakt zur Oberfläche initiieren eine vermehrte Produktion differenzierter Zellen. 

Problematisch dabei ist die Positionierung der EBs in den MCs und GNCs. Wächst 

ein EB zu weit von einem Sensor z.B. MEA oder IDES entfernt, ist es zeitlich nur 

schwer einschätzbar wann der Sensor von den aus den EBs migrierenden neuro-

nalen oder cardialen Zellen überwachsen wird. Dies resultiert in inkonsistenten 

Wachstumszeiten, was zu unterschiedlichen Messzeitpunkten führen kann. Eine 

Vergleichbarkeit von Ergebnissen wird dadurch schwierig bis unmöglich. Eine gro-

be Positionierung der EBs ist bis dato nur unter einer primitiven Vorgehensweise 

(Positionierung mit einer Pipettenspitze) durchführbar, die allerdings den EB ge-

fährden kann. Diese Problematik ist bei der Monolayer-Differenzierung von der 

ES-D3-Zellen nicht gegeben. Hier kann eine Gleichverteilung der Zellen bei der 

Aussaat auf der Oberfläche der Chips erreicht werden.  

Eine Lösung der Positionierungsfrage verspricht die Positionierung der EBs 

mittels Dielektrophorese (Fuhr et al., 1996; Gimsa et al., 1996, 1998, 2001; Huang 

et al., 2002; Müller et al., 1993, 2000, 2003; Morgan et al., 1997; Suheiro et al., 

1998). Die dafür notwendigen Elektroden sind in den GNCs bereits vorhanden; 

dort jedoch noch nicht an der richtigen Position integriert. Die Voraussetzungen für 
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die Durchführung der Dielektrophorese in MCs, ist durch die Konzeption des BAS 

bzw. MCs noch nicht gegeben. 

5.4 Austestung der Medien 

Die Untersuchungen ergaben, dass das PAN-NBM mit NaHCO3 in Kombination 

mit den Supplementen Neuropan 2 und Neuropan 27 der Fa. PAN, die gleichen 

Kriterien (Proliferation und Differenzierung, u.a. die Bildung von EBs) wie das Invit-

rogen-NBM in Kombination mit den Supplementen N2 und B27 der Fa. Invitrogen, 

erfüllte. Ein positiver Nebeneffekt war, dass sich bei der PAN-

Medium/Supplementkombination ca. zehn, also durchschnittlich drei EBs mehr als 

bei der Invitrogen-Medium/Supplementkombination bildeten (Abb. 6). 

 

Abb. 6: Austestung der Medien und Supplemente; Invitrogen vs. PAN.  

Darstellung der Anzahl der aus SNC gebildeten EBs mit je neun Experimenten für die 

Invitrogen- Medium/Supplementkombination (hellgrau) und die PAN- Medi-

um/Supplementkombination (dunkelgrau), ausgezählt am DIV 5 nach Differenzierungsbe-

ginn. Die Normalverteilung der Daten wurde mit dem Shapiro-Wilk-Test überprüft. Die 

Signifikanz wurde anschließend mit dem T-Test (P<0,001) bestätigt. 

5.5 Einfluss von Parathion und Natriumvalproinsäure (NaVPA) 

auf neuronale Zellen 

5.5.1 Testsubstanzset  

Die von uns verwendeten Substanzen Parathion und NaVPA waren Teil eines 

Testsubstanzsets (siehe Tabelle 3), neurotoxischer und entwicklungsneurotoxi-

scher Modellsubstanzen, das in Kooperation mit den Partnern eines BMBF-
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Projektes (DNT-Projekt) bearbeitet wurde. Dabei handelt es sich um Substanzen 

aus den Kategorien: Pestizide (P), Medikamente (M), Lebensmittelzusatzstoffe (L), 

Industrieabfälle (I) sowie Bestandteil alltagsrelevanter Gegenstände (aG). 

Tabelle 3: Substanzen des Testsubstanzsets des DNT-Projektes 

Entwicklungsneurotoxische 
Substanzen 

Toxische Substanzen 

Methylquecksilberchlorid (I) Parathion (P) 

Chlorpyrifos (P) Glutamat (L) 

Methylazoxymethanolazetat (P) Paracetamol (M) 

Natriumvalproat (M) - 

Bleiazetat (aG) - 

 

Im Folgenden werden beispielhaft die Methoden der Bestimmung des Einflusses 

des Insektizides Parathion und des Antiepileptikums NaVPA auf die metaboli-

schen Parameter, den intrazellulären ATP-Gehalt sowie auf die Generierung spon-

taner elektrischer Aktivität von MEPC und SNC dargestellt. 

5.6 Parathion  

Der Phosphorsäureester Parathion auch bekannt als E605 war ein in der europäi-

schen Union (EU) in früheren Jahren sehr häufig eingesetztes Insektizid und Aka-

rizid. Seit 2001 ist es im Gegensatz zu einigen asiatischen Ländern sowohl in der 

Schweiz als auch in der EU verboten. Nach Aufnahme in den menschlichen Kör-

per wird das ungiftige Parathion im Rahmen der Biotransformation unter anderem 

zu Paraoxon oxidiert, dem mit Abstand potentesten humantoxischen Vertreter der 

Parathionmetaboliten (Jokanovic et al., 2001). Der primäre Wirkort von Paraoxon 

ist die Acetylcholinesterase, die den an den muskarinergen und nicotinergen Sy-

napsen vorkommenden Transmitter Acetylcholin abbaut (Finkelstein et al., 1988). 

Dabei ist ein hydroxylierter Serinrest beteiligt, der die Karboxylgruppe des Acetyl-

cholins abspaltet und den Transmitter so deaktiviert. Paraoxon bindet nun an die 

Hydroxylgruppe des Serins und verhindert damit den Abbau des Acetylcholins. Die 

dadurch induzierte Dauererregung an den Postsynapsen der motorischen Endplat-

ten führt zu Verkrampfungen und letztendlichem Tod durch Atemstillstand. Bei 

rechtzeitiger Gabe von Oximen (Pralidoxim, Obidoxim) können die Symptome ge-

lindert und ein tödlicher Ausgang der Vergiftung verhindert werden (Lüllman et al., 

2010).  
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Ein weiterer Metabolit des Parathions, das p-Nitrophenol (H+-Shuttle), ist auch 

bekannt dafür die Elektronentransportkette der mitochondrialen Atmung zu inhibie-

ren. Dies hat zur Folge, dass der Protonengradient über den Intermembranraum 

der Mitochondrien reduziert bzw. verhindert wird. Dieser Vorgang ist verbunden 

mit einer verminderten Bildung von ATP, was zu einer zellulären „Energiekrise“ 

führen kann (Jokanovic et al., 2001). 

5.6.1 Messung der metabolischen Parameter mit dem Bionas-Analyzing-

System 2500  

Die Messung und Auswertung der ermittelten Daten für den intrazellulären ATP- 

Gehalt (Abb. 7) und der metabolischen Parameter von MEPC (Abbn. 8) unter dem 

Einfluss von Parathion erfolgte anhand der unter 3.2 beschriebenen Methode.  

 

Abb. 7: Mittelwerte und Standardab-

weichungen der Messwerte des intra-

zellulären ATP-Gehaltes (ATPA) von 

MEPC nach 12 DIV unter dem Ein-

fluss von Parathion (0 µM - 

343,3 µM). Die Messwerte der einzel-

nen Konzentrationen wurden jeweils 

auf die Kontrollwerte normalisiert und 

gefittet. Die Mittelwerte der Kontrollen 

(Ktrl) und Blankwerte (Blk) wurden 

separat in Boxen dargestellt, 

da sie sich nicht auf die Abszissenskalierung beziehen. Die ermittelten 
IIC50 - und die bei 

50% der Kontrolle abgelesenen 
IIIC50 -Werte (siehe Tabelle 4) liegen im Schnittpunkt der 

horizontalen und vertikalen durchgezogenen und gepunkteten Linien. 
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Abbn. 8: Mittelwerte und Standardabwei-

chungen der Messwerte der Respirations-, 

Ansäuerungs-, und Adhäsionsraten von 

MEPC über den Zeitraum der MM+/MM-

Periode (180-530 min). Die Messwerte der 

einzelnen Konzentrationen wurden jeweils 

auf die Kontrollwerte (100%) normalisiert 

und gefittet. Die Mittelwerte der Kontrollen 

(Ktrl) und Blankwerte (Blk) wurden separat 

in Boxen dargestellt, da sie sich nicht auf 

die Abszissenskalierung beziehen. Signifi-

kante Hormesen konnten bei den Respira-

tions- (4,23 µM, 38,07 µM Parathion mit 

P<= 0.001) und Ansäuerungsmessungen 

(12,69 µM Parathion mit P<= 0.001) ermit-

telt werden. Um den Unterschied zwischen 

den Fitkurven darzustellen, wurden die 

mittleren Raten sowohl mit Gleichung 1 

(durchgezogene Linien) als auch mit Glei-

chung 2 (gepunktete Linien) gefittet. Zu 

ein-  

em weiteren Vergleich wurde die mit Gleichung 1 ermittelte Fitkurve der Messwerte der 

ATP-Daten ebenfalls mit in die Abbildungen aufgenommen (unterbrochene Linien). Die 

ermittelten 
IIC50 - und die bei 50% der Kontrolle abgelesenen 

IIIC50 - Werte liegen im 

Schnittpunkt der horizontalen und vertikalen durchgezogenen, gepunkteten und unterbro-

chenen Linien (siehe Tabelle 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabelle 4: Vergleich der im DNT-Projekt ermittelten Ergebnisse aller Projektpartner für Parathion. 

Unterschiedliche Kultivierungszeiten führten zu unterschiedlichen Sensitivitäten der Zellen ge-
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genüber Parathion und damit zu unterschiedlichen IC50-Werten. Die ermittelten IC50-Werte der 

Projektpartner (*) wurden in Pirow et al. (2009) ohne Streuung angegeben.  

Projekt-

partner 

Endpunkt Kult. + Diff. 

[DIV]; [h] 

Zelltyp Test I
5 0IC

 

[µM] 

I I
5 0IC

 

[µM]
 

Hormese- 

Plateau 

[%] 

LSfBP ATP 12 MEPC ATPA 35,49 ± 3.20 35.54 ± 3.60 - 

 Respiration 12 MEPC BAS 103,93 ± 11.19 116.93 ± 8.30 123,19 

 Ansäuerung 12 MEPC BAS 64,51 ± 1.42 61.16 ± 175.84 107,14 

 Adhäsion 12 MEPC BAS 54,61 ± 0.39 52.45 ± 0.47 - 

 Elektr. Akt. 12/21 MEPC MOGS - - - 

 Adhäsion 12/14/16 MEPC MOGS - - - 

*ZEBET Proliferation 14 3T3-Fb CTBA 36,55 - - 

 Proliferation 14 SNC CTBA 7,35 - - 

 Differenzierung 14 SNC CTBA 21,45 - - 

*Proteo-

Sys AG 
EB-Bildung 4 hESC V/D 21,30 - - 

 NP-Adhäsion 21 hESC V/D 21,30 - - 

*IUF Viabilität 7 hNPC CTBA 180,00 - - 

 Migration 7 hNPC V/D n.e.* - - 

 Differenzierung 7 hNPC QIF n.e.* - - 

*TiHo Differenzierung 4 NT2 
IF/ß3- 

Tub.c 
29,20 - - 

 Differenzierung 4 NT2 
IF/ß3- 

Tub. F 
44,87 - - 

 Differenzierung 4 NT2 DAPI 87,00 - - 

 Differenzierung 4 NT2 ABA 156,00 - - 

 Migration 24 h NT2 V/D - - - 

 Migration 24 h NT2 ABA - - - 

 Migration 48 h NT2 ABA - - - 

 Migration 48 h NT2 V/D - - - 

Legende: ZEBET: Zentralstelle zur Erfassung und Bewertung von Ersatz- und Ergänzungsme-

thoden zum Tierversuch; IUF: Leibniz-Institut für umweltmedizinische Forschung gGmbH; TiHo: 

Tierärztliche Hochschule Hannover; ATP: intrazellulärer ATP-Gehalt; Elektr. Akt: Spontane elekt-

rische Aktivität; EB-Bild.: Embryoidbodybildung; NP-Adh.: Neurosphärenadhäsion; Fb.: Fibroblas-

ten; hESC: humane embryonale Stammzellen; hNPC: humane neuronale Progenitorzellen; NT2: 

humane Teratokarzinomazelllinie 2; QIF: Quantitative Immunfluoreszenz; IF: Immunfluoreszenz; 

ATPA: ATPlite Assay; ABA: Alamar Blue Assay; CTB: Cell Titer Blue Assay; V/D: Visuell/Distanz; 

ß3-Tub., DAPI: 4′, 6-Diamidin-2-phenylindol. 

Tabelle 5: Ermittelte in vitro- und in vivo-Grenzwerte für Parathion zur Referenzierung der 

im DNT-Projekt ermittelten IC50-Werte. Es ist zu beachten, dass die in der Literatur ange-
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gebenen Werte ohne Berücksichtigung von in vivo-relevanten Parametern (siehe Ab-

schnitt 6.2) nach dem in Buehler et al. (2011) angegebenen Schema in Molaritäten umge-

rechnet wurden. 

Literatur Versuchsobjekt Grenz- 

wert 

Wert 

[µM] 

Holz et al. (1959) Maus (in vivo). LD50 24,0  

Sultatos et al. (1983) Maus/Mikros./Paraoxon (in vitro). Km 29,6 ± 4,2  

Sultatos et al. (1983) Maus/Mikros./p-Nitrophenol (in vitro). Km 26,5 ± 3,8 

Murray et al. (1994) Maus/Mikros./Paraoxon, NADH-abh. (in vitro). Km 9,0 ± 1,0  

 Maus/Mikros./Paraoxon, NaDPH-abh. (in vitro). Km 26,0 ± 6,0  

 Maus/Mikros./p-Nitophenol, NADH-abh. (in vitro). Km 18,0 ± 3,0 

 Maus/Mikros./ p-Nitophenol, NaDPH-abh. (in vitro). Km 53,0 ± 10,0  

Extoxnet Ratte (in vivo). LD50 6,9-103,3  

Extoxnet Maus (in vivo). LD50 17,2-85,2  

Legende: halbmaximale Umsatzgeschwindigkeit eines Substrates durch ein Enzym (Km). 

Der Km-Wert ist vergleichbar mit einem IC50-Wert.  

5.6.2 Zusammenfassung 

Die zur Bestimmung des Einflusses von Parathion auf die metabolischen Parame-

ter angewendete Methode zeigte nach der Applikation von parthionfreiem Mess-

medium (MM-Periode) (Buehler et al., 2011) sowohl keine signifikante Änderung 

als auch keine Annäherung der Messdaten an die Kontrollen. Ein reversibler Effekt 

bzgl. der drei metabolischen Parameter konnte somit im untersuchten Zeitbereich 

nicht festgestellt werden. Dieser Sachverhalt erlaubte die Messwerte für die meta-

bolischen Parameter über den gesamten Messzeitraum (180-530 min) zu mitteln; 

d.h. die Mittelung aller während der MM+-, MM+-/MM- und MM- Perioden detek-

tierten Messdaten (Abbn. 8). Aus diesen Daten wurden die für den Vergleich mit 

den Projektpartnern und Literaturwerten angegebenen IC50-Werte (siehe Tabelle 

4, Abbn. 8) ermittelt. 

Desweiteren konnte bei den Messungen von MEPC mit dem BAS im Gegen-

satz zu den ATPA-Messungen eine signifikante Hormese bei niedrigen Parathion-

Konzentrationen festgestellt werden. Diese war signifikant bei den Parathionkon-

zentrationen 4,23 µM und 38,07 µM (P<= 0.001) für die Respirationsleistung und 

bei 12.69 µM (P<= 0.001) für die Ansäuerungsleistung. 

Dieser Effekt war in den drei separaten Parathion-Messungen (BAS) reprodu-

zierbar (Buehler et al., 2011). Um den Einfluss dieser Hormese auf die Bestim-
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mung des IC50 zu untersuchen, wurde die logistische Standardgleichung zur Er-

mittlung des IIC50 modifiziert und die Messgrösse IIIC50  eingeführt.  

Die aus den Messdaten erhaltenen IIC50 -, IIIC50 -Werte und Hormesen sind in 

Tabelle 4 angegeben. Ein Vergleich unserer IIC50 - und IIIC50 -Werte mit den IC50-

Werten der Projektpartner zeigte, dass diese sich teilweise um Faktor 2 bis 3 un-

terscheiden. Gründe dafür sind unterschiedliche Messzeitpunkte und -verfahren 

(Lehrstuhl für Biophysik: Durchflusssystem, nicht invasiv; Projektpartner: invasiv), 

Zelltypen und Zellkultivierungsmethoden (siehe Tabelle 4).  

Dennoch liegen alle ermittelten IIC50 - und IIIC50 -Werte im Größenordnungsbe-

reich der Projektpartner und den in der Literatur zu findenden Grenzwerten (Tabel-

le 5) mit Ausnahme der von der TiHO und dem IUF ermittelten Endpunkte Diffe-

renzierung (156 µM) und Viabilität (180 µM).  

5.7 Natriumvalproinsäure (NaVPA)  

NaVPA ist ein antiepileptisches Medikament, welches u.a. die spannungsgesteu-

erten Natriumkanäle und T-Typ Kalziumkanäle hemmt (Kelly et al., 1990; McDo-

nald et al., 1995). Weiterhin kann NaVPA beim Menschen neben schwerwiegen-

den teratogenen auch entwicklungsneurotoxische Effekte auslösen (z.B. Spina 

bifida). Desweiteren wurde festgestellt, dass NAVPA die Konzentration der Gluta-

matdecarboxylase (GDA) und γ-Aminobuttersäure-Konzentration (GABA) in den 

Synapsen von Mäusen erhöht (Gale et al., 1980; Löscher et al., 1981), was indi-

rekt zu einer Dämpfung der neuralen Aktivität von Cortexneuronen führt (Krnjevic 

et al., 1967). Na et al. (2003) stellten bei der Differenzierung der murinen embryo-

nalen Stammzelllinie SCRC-1023 (ATTC SCRC-1023) zu Kardiomyozyten einen 

inhibierenden Effekt von NaVPA auf die Differenzierung fest. Diese Inhibition wur-

de mit einer auftretenden erhöhten Konzentration reaktiver oxidativer Spezies 

(ROS) in Verbindung gebracht, die in entsprechender Konzentration apoptotisch 

wirken. NaVPA ist weiterhin bekannt für die Inhibierung der ß-Oxidation von Fett-

säuren (Wallace et al., 2008; Pessayre et al., 2010; Schjøtt et al., 2011). Dadurch 

können die für die mitochondriale Energiegewinnung notwendigen Elektronen, die 

bei der Oxidation von Fettsäuren anfallen, nicht mehr auf NADH und NADPH 

übertragenen werden. Die Folge ist eine Inhibierung des Komplex I der Elektro-

nentransportkette mit der Reduzierung bzw. der letztendlichen Einstellung der 
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ATP-Produktion und damit dem Zelltod. Ein ähnliches Verhalten ist bei der Diffe-

renzierung von ES-D3-Zellen zu SNC zu vermuten. 

5.7.1 Messung der spontanen elektrischen Aktivtät und der metabolischen 

Parameter mit Glasneurochips (GNCs) und Metabolic Chips (MCs)  

Die Ermittlung des Einflusses von NaVPA auf die spontane elektrische Aktivität 

und auf die Zelladhäsion von MEPC auf GNCs (Koester et al., 2010) sowie der 

metabolischen Parameter auf MCs erfolgte anhand der in 3.2 beschriebenen Me-

thoden. Ein Vergleich aller für NaVPA ermittelten Ergebnisse ist in Tabelle 6 dar-

gestellt. 

5.7.2 Messung der elektrischen Aktivität mit dem Modularen Glaschipsys-

tem (MOGS)  

Die Messung der spontanen elektrischen Aktivität von Zellen erfolgte nach einer 

Inkubationszeit von 12 (MEPC12) bzw. 21 (MEPC21) DIV unter Einfluss einer Na-

VPA-Verdünnungsreihe (0-21,87 mM) mittels der mit neuronalen Zellen bewach-

senen MEA-Elektroden (Koester et al., 2010). Während die MEPC12 eine elektri-

sche Aktivität bei 0; 0,27 und 0,81 mM NaVPA aufzeigten, war diese bei den 

MEPC21 nur noch bei 0 und 0,27 mM NaVPA nachweisbar (Abb. 9). Zur Ermitt-

lung der IC50-Werte wurde die Anzahl der generierten Aktionspotentiale der MEPC 

unter Einfluss von NaVPA (0-21,87 mM) in Abhängigkeit der Kontrolle (Kontrolle= 

100%) bestimmt. Die anhand einer 4-parametrigen standardlogistischen Glei-

chung ermittelten IC50-Werte für MEPC12 und MEPC21 sind in Tabelle 6 darge-

stellt. 
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Abb.9: Mittelwerte und Standardabweichungen der Messwerte der spontanen elektri-

schen Aktivität von MEPC12 (Dreiecke) und MEPC21 (Punkte) unter Einfluss einer Na-

VPA-Konzentrationsreihe (0 mM - 21,87 mM). Die Messwerte der einzelnen Konzentratio-

nen wurden jeweils auf die Kontrollwerte normalisiert und gefittet. Die Mittelwerte der Kon-

trollen (Ktrln, Dreieck und Rhombus) und Blankwerte (Blks) wurden separat in Boxen dar-

gestellt da sie sich nicht auf die Abszissenskalierung beziehen. Die ermittelten IC50- (siehe 

Tabelle 6) liegen im Schnittpunkt der horizontalen und vertikalen durchgezogenen und 

unterbrochenen Linien. Die lange gepunktete und die lange horizontal verlaufenden 

durchgezogene Linien verdeutlichen 100% (Ktrln bzw. 0% (Blks) Aktionspotentialgenerie-

rung. 

5.7.3 Messung der Zelladhäsion mit dem Modularen Glaschip System 

(MOGS)  

Parallel zur Ermittlung der elektrischen Aktivität erfolgte die Ermittlung des IC50 für 

den Adhäsionszustand der MEPC anhand des IDES des GNCs (Koester et al., 

2010). Zur Referenzierung der Daten wurde die Kapazitätdifferenz (ΔC) von un-

bewachsenen mit PDL/Laminin beschichteten GNCs sowie derselben jedoch mit 

MEPC bewachsenen, täglich über einen Zeitraum von sechs DIV bestimmt. Die 

erhaltenen ΔC-Werte dienten als Kontrollwerte. Die Messung des Adhäsionsver-

haltens von MEPC unter dem Einfluss von NaVPA erfolgte nach 12, 14 und 16 

DIV (Abbn. 10). Die erhaltenen Messdaten wurden normalisiert und mittels einer 

4-parametrigen standardlogistischen Gleichung gefittet um die IC50-Werte zu er-

mitteln (siehe Tabelle 6).  
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Abbn.10: Mittelwerte und Standardabweichungen der Messwerte des Wachstums von 

MEPC auf einem GNC über einen Zeitraum von sechs DIV (Linkes Bild). Die Messungen 

des Wachstums erfolgten täglich mit der IDES eines GNCs der gleichzeitig als Kontrolle 

für die Messungen des Wachstums von MEPC unter dem Einfluss von NaVPA diente. 

Rechtes Bild: Darstellung der Mittelwerte der IDES-Messwerte mit Standardabweichun-

gen des Zellwachstums von MEPC 12, 14 und 16 DIV unter dem Einfluss einer NaVPA-

Verdünnungsreihe (0,27 mM - 21,87 mM). Je Konzentration wurden drei GNCs verwen-

det. Die Messwerte der einzelnen Konzentrationen wurden jeweils auf die Kontrollwerte 

bezogen und mittels einer 4-parametrigen standardlogistischen Gleichung gefittet. Die 

Mittelwerte der Kontrollen (Ktrl) und Blankwerte (Blk) wurden separat in Boxen dargestellt, 

da sie sich nicht auf die Abszissenskalierung beziehen. Die ermittelten 3 IC50-Werte wur-

den den Tagen der Ermittlung entsprechend durch farbige Pfeile gekennzeichnet.  
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5.7.4 Zusammenfassung und Vergleich aller Messungen mit Natriumvalpro-

insäure 

 

Abbn. 11: Mittelwerte und Standardabweichungen der Messwerte des intrazellulären 

ATP-Gehaltes (ATPA) von MEPC und SNC nach 12 DIV unter dem Einfluß von NaVPA (0 

mM - 21,87 mM). Die Messwerte der einzelnen Konzentrationen wurden jeweils auf die 

Kontrollwerte normalisiert und aufgrund vorhandener signifikanter Hormesekonzentratio-

nen mit Gleichung 2 gefittet. Die Mittelwerte der Kontrollen (Ktrl) und Blankwerte (Blk) 

wurden separat als transparent quadratisch dargestellt und als solche in separaten Boxen 

gekennzeichnet, da sie sich nicht auf die Abszissenskalierung beziehen. Der Schnittpunkt 

der vertikalen und horizontalen durchgezogenen Linien zeigen den 
IIIC50 - Wert an (siehe 

Tabelle 6). Signifikante Hormesekonzentrationen konnten sowohl bei MEPC (0,27 mM mit 

P<= 0,01) als auch bei SNC (0,09 mM NaVPA mit P<= 0,01) festgestellt werden und sind 

in den Abbildungen durch Sterne (**) gekennzeichnet.  
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Abbn. 12: Mittelwerte und Standardabweichungen der Messwerte der Respirations-, An-

säuerungs-, und Adhäsionsraten von MEPC und SNC über den Zeitraum der MM+/MM-

Periode (180-530 min). Die Messwerte der einzelnen Konzentrationen wurden jeweils auf 

die Kontrollwerte (100%) normalisiert und gefittet. Die Mittelwerte der Kontrollen (Ktrl) und 

Blankwerte (Blk) wurden separat als transparent quadratisch dargestellt und als solche in 

separaten Boxen gekennzeichnet, da sie sich nicht auf die Abszissenskalierung beziehen. 

Signifikante Hormesekonzentrationen konnten bei der Respiration- (0,27 mM NaVPA mit 

P<= 0,001) und Ansäuerung (0,27 mM und 0,81 mM NaVPA, jeweils mit P<= 0,001) er-

mittelt werden. Die 
IIC50 - und die bei 50% der Kontrolle abgelesenen 

IIIC50 -Werte liegen 

im Schnittpunkt der horizontalen und vertikalen durchgezogenen Linien (siehe Tabelle 6).  
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Tabelle 6: Vergleich der im DNT-Projekt ermittelten Ergebnisse aller Projektpartner für 

NaVPA. Unterschiedliche Kultivierungszeiten führten zu unterschiedlichen Sensitivitäten 

der Zellen gegenüber NaVPA und damit zu unterschiedlichen IC50-Werten. Die ermittelten 

IC50-Werte der Projektpartner (*) wurden in Pirow et al. (2009) ohne Streuung angegeben 

und so übernommen. Beim Auftreten signifikanter Hormesekonzentrationen wurden aus-

schließlich 
IIIC50 -Werte ermittelt. 

Projekt-

partner 

Endpunkt Kult. + Diff. 

[DIV]; [h] 

Zelltyp Test I
5 0IC

 

[mM] 

I I
5 0IC

 

[mM]
 

Hormese- 

Plateau 

[%] 

LSfBP ATP 12 MEPC ATPA - 1,38 ± 4,89 133,7 

 Respiration 12 MEPC BAS - 1.87± 2,91 161,2 

 Ansäuerung 12 MEPC BAS - 2,97 ± 1,06 143,6 

 Adhäsion 12 MEPC BAS 2,98 ± 0.05 - - 

 Adhäsion  12/14/16 MEPC MOGS 0,35-0,39 - - 

 Elektr. Akt. 12/21 MEPC MOGS 0,76/0,33 - - 

 ATP 12 SNC ATPA 1,09 ± 0,20 1,28 ± 0,09 114,8 

 Respiration 12 SNC BAS 0,34 ± 0,01 - - 

 Ansäuerung 12 SNC BAS 0,36 ± 0,01 - - 

 Adhäsion 12 SNC BAS 1,91 ± 0,06 - - 

 Elektr. Akt. 12/21 SNC MOGS - - - 

ZEBET Proliferation 14 3T3-Fb CTBA 0,440 - - 

 Proliferation 14 SNC CTBA 0,520 - - 

 Differenzierung 4 SNC CTBA 0,022 - - 

Proteo-

Sys AG 
EB– Bildung 

21 
hESC V/D 

0,002 
- - 

 NP-Adhäsion 7 hESC V/D 1,310 - - 

IUF Viabilität 7 hNPC CTBA 4,660 - - 

 Migration 7 hNPC V/D 0,880 - - 

 Differenzierung 4 hNPC QIF 0,310 - - 

TiHo Differenzierung 
4 

NT2 
IF/ß3-

Tub.c 

0,300 
- - 

 Differenzierung 
4 

NT2 
IF/ß3-

Tub.f 

2,010 
- - 

 Differenzierung 4 NT2 DAPI 1,900 - - 

 Differenzierung 24 h NT2 ABA 0,200 - - 

 Migration 24 h NT2 V/D 0,020 - - 

 Migration 48 h NT2 ABA 0,010 - - 

 Migration 48 h NT2 ABA 0,010 - - 

 Migration 48 h NT2 V/D 0,010 - - 

Legende: ZEBET: Zentralstelle zur Erfassung und Bewertung von Ersatz- und Ergän-

zungsmethoden zum Tierversuch; IUF: Leibniz-Institut für umweltmedizinische Forschung 

gGmbH; TiHo: Tierärztliche Hochschule Hannover; ATP: intrazellulärer ATP-Gehalt; 
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Elektr. Akt: Spontane elektrische Aktivität; EB-Bild.: Embryoidbodybildung; NP-Adh.: Neu-

rosphärenadhäsion; Fb.: Fibroblasten; hESC: humane embryonale Stammzellen; hNPC: 

humane neuronale Progenitorzellen; NT2: humane Teratokarzinomazelllinie 2; QIF: Quan-

titative Immunfluoreszenz; IF: Immunfluoreszenz; ATPA: ATPlite Assay; ABA: Alamar 

Blue Assay; CTB: Cell Titer Blue Assay; V/D: Visuell/Distanz; ß3-Tub., DAPI: 4′, 6-

Diamidin-2-phenylindol. 

Die bereits bei der Bestimmung des Einflusses von Parathion auf die metaboli-

schen Parameter von MEPC verwendete Methode (4.2) wurde ebenfalls zur Be-

stimmung des Einflusses von NaVPA für die o.g. metabolischen Parameter von 

MEPC und SNC verwendet. Sowohl bei MEPC als auch bei SNC zeigte sich bei 

allen Parametern keine signifikante Änderung bzw. eine Annäherung der Messda-

ten in Richtung der Kontrollwerte nach der Applikation von NaVPA-freiem Mess-

medium (MM-Periode) (Buehler et al., 2012a). Ein reversibler Effekt bezüglich der 

drei metabolischen Parameter konnte daher nicht festgestellt werden. Dieser 

Sachverhalt erlaubte es uns die Messwerte für die metabolischen Parameter über 

den gesamten Messzeitraum (180-530 min) zu mitteln; d.h. die Mittelung aller 

während der MM+/SMM+- und MM/SMM-Perioden detektierten Messdaten. Aus 

diesen Daten wurden die IC50-Werte für den Vergleich mit den Projektpartnern und 

Literaturwerten ermittelt (siehe Tabelle 6). 

Desweiteren konnten bei allen Messungen mit dem ATPA und dem BAS so-

wohl für MEPC als auch für SNC signifikante Hormesen bei niedrigen NaVPA-

Konzentrationen festgestellt werden (siehe Tabelle 7). Für SNC lag die die ermit-

telte Hormesekonzentration für den intrazellulären ATP-Gehalt jedoch außerhalb 

der für die Messungen der metabolischen Parameter festgelegten Konzentrations-

reihe (0,27 mM - 21,87 mM). Dies lässt vermuten, dass sich der Bereich von-

Hormesen für den intrazellulären ATP-Gehalt bei <= 0,09 mM befindet. Dies be-

bedeutet, dass SNC bzgl. dieses Parameters sensitiver sind als MEPC. 

Die Auswertung der BAS-Messdaten für die metabolischen Parameter zur Er-

mittlung der IIC50 -, IIIC50 -Werte und Hormesen erfolgte mit Ausnahme der Bestim-

mung der MC-Leerwerte für SNC und die strikte Anwendung von Gleichung 2 für 

die Ermittlung von IC50-Werten bei signifikanten Hormesekonzentrationen analog 

zu Parathion. 
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Tabelle 7: NaVPA-Konzentrationen mit signifikanter Hormese (intrazellulärer ATP-Gehalt, 

Respiration und Ansäuerung) bei MEPC und SNC. Die Signifikanz wurde mittels des 

Mann-Whitney Rank-Sum-Test (P= 0,05) bestimmt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ein Vergleich unserer IIC50 - und IIIC50 -Werte mit den IC50-Werten der Projektpartner 

zeigte aufgrund der Anwendung unterschiedlicher Messzeitpunkte und Messver-

fahren sowie Zelltypen und Zellkultivierungsmethoden unterschiedliche Ergebnis-

se für die IC50-Werte (siehe Tabelle 6).  

Bei der Betrachtung der Werte für die Adhäsionsmessungen ist aufgefallen, 

dass die Messungen mit den IDES der GNCs niedrigere IC50-Werte (0,35 - 

0,39 mM) für die MEPC ergaben als mit den IDES der MCs des BAS (MEPC: 

2,98 mM ± 0,05 mM; SNC: 1,91 mM ± 0,06 mM (siehe Tabelle 6). Dieser Unter-

schied lässt sich damit erklären, dass die Versuchstiere von unterschiedlichen An-

bietern bezogen wurden. Für die Versuche auf den GNCs (Koester et al., 2010) 

wurden die NMRI-Mäuse von der zentralen Versuchstierhaltung der Universität 

Rostock verwendet. Im Rahmen des DNT-Projektes (Buehler et al., 2011; 2012a) 

mussten die NMRI-Mäuse von einem zertifizierten Anbieter (Charles River Labora-

tories International, Inc. Wilmington, MA, USA) bezogen werden. Um diesen 

Sachverhalt eingehender klären zu können, bedarf es weiterer Experimente. 

Die erhaltenen IC50-Werte der Messungen der elektrischen Aktivität, metaboli-

schen Parameter und des intrazellulären ATP-Gehalts von MEPC und SNC befin-

den sich jedoch alle im Größenordnungsbereich der in der Literatur zu findenden 

Werte (siehe Tabelle 8).  

 

Tabelle 8: Ermittelte in vitro- und in vivo-Grenzwerte für NAVPA zur Referenzierung der 

im DNT–Projekt ermittelten IC50-Werte. Es gilt zu beachten, dass die in der Literatur an-

gegebenen Werte ohne Berücksichtigung von in vivo relevanten Parametern (siehe Ab-

Signifikanz der Hormesen bestimmter NAVPA-Konzentrationen 

Parameter NaVPA- Konzentration [mM] MEPC SNC 

ATP 0.09 - P= 0.01 

0.27 P= 0.01 - 

(180-530 min) 

Respiration 0.27 P=< 0.001 - 

0.81 - - 

Ansäuerung 0.27 P< 0.001 - 

0.81 P< 0.001 - 
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schnitt 6.2.) nach dem in Buehler et al. (2011) angegebenen Schema in Molaritäten um-

gerechnet wurden. 

Literatur Versuchsobjekt Grenzwert Wert [mM] 

Löscher et al. (1984) Maus i. v. (in vivo). LD50 3,8-4,3 

 Maus i. p. (in vivo). LD50 4,6-5,6 

Hauck et al. (1991) Maus i. p. (in vivo). ED50 0,46-1,06 

FA. Sigma Aldrich  Ratte p. o. (in vivo). LD50 4,03 

Gross et al. (1995) Neuronale spinale Säugerzellen (in vitro): 

Spontane elektrische Aktivität.  

IC50 0,3-0,7 

Koester et al. (2010) Embryonale Maus-Kortexzellen (in vitro): 

Spontane elektrische Aktivität. 

IC50 0,3-0,8 

 Embryonale Maus-Kortexzellen (in vitro): 

Adh. 

IC50 0,35-0,39 

 Embryonale Maus-Kortexzellen (in vitro): 

ATPA. 

IC50 1,75-0,18 

Vreugdenhil et al. (1998) Humane Kortexzellen (in vitro): Aktivität 

von Natriumkanälen. 

EC50 1,4 ± 0,2 

Legende: EC50: halbmaximale Konzentration eines Inhibitors (Agonisten) bei der 50% 

einer Population inhibiert werden (in vitro), ED50: halbmaximale Dosis eines Wirkstoffs 

(Agonist oder Antagonist) der bei 50% einer Population einen (therapeutischen) Effekt 

zeigt, i.m.: intramuskulär, i.p.: intraperitoneal, i.v.: intravenös, p.o.: peroral. 



Diskussion  54 

 

6. Diskussion 

6.1 Silizium- und Glaschipsysteme 

Auf Silizium basierende Systeme bieten neben einer relativ großen Anzahl an in-

tegrierbaren Sensoren (z.B. Clark-Typ-Sensoren, ISFETs, IDES usw.) die Mög-

lichkeit der Integration einer „Ansteuerungs-und Datenerfassungselektronik“. Sili-

zium hat als Substrat für Mikrochips den Nachteil, dass es aufgrund seiner Dotie-

rung mit Fremdatomen eine gewisse Leitfähigkeit aufweist. Dies kann zu elektri-

schen Kopplungen, d.h. zum Übersprechen von Messsignalen führen. Weiterhin 

sind Si-basierende Mikrochips gegenüber mechanischen (z.B. Sensoroberflächen 

beim Reinigen) und chemischen Einflüssen bezüglich Passivierungsdefekten über 

den Leiterbahnen empfindlich. Weiterhin ist z.B. der MC nicht autoklavierbar (z.B. 

reißen der Bondverbindungen aufgrund unterschiedlicher Ausdehnungskoeffizien-

ten der verwendeten Materialien) und zeigt nach Langzeitkulturen eine einge-

schränkte Wiederverwendbarkeit auf.  

Glas ist aufgrund seiner Eigenschaft als Nichtleiter ein ideales Substrat für 

Mikrochips. Im Gegensatz zu Si-Chips treten substratbedingt geringere elektrische 

Kopplungen auf. Ein weiterer Vorteil von Glas ist dessen Transparenz, die eine 

mikroskopische Kontrolle bzw. Beobachtung auch während Messungen erlaubt. 

Weiterhin erlaubt die Transparenz des Glases den Einsatz von aufklebbaren opti-

schen Sensoren zur Detektion von z.B. pH, CO2, und O2 (www.presens.de) die bei 

Kontakt mit der entsprechenden Substanz ihr optisches Absorptionsspektrum än-

dern. Nachteilig hingegen ist, dass die durch die Si-Technologie gegebene Mög-

lichkeit der Integration einer „On-Chip-Elektronik“ auf Glas sehr kostenintensiv wä-

re. Auch die Anzahl der bisher in Glas integrierbaren Sensoren ist noch nicht ver-

gleichbar mit den auf Si-Technologie basierenden Chips (Buehler et al., 2012b). 

Der Einsatz von GNCs während Langzeitzellkulturen zeigte im Gegensatz zu den 

auf Si-basierenden MCs geringere Ausfallraten von Sensoren. Auch die hohe 

Wiederverwendbarkeit der GNCs (ohne Einbußen von Sensorleistungen) hat sich 

wiederholt gezeigt (Koester et al., 2010). 

Um der Problematik der Anfälligkeit der MCs entgegenzuwirken sowie eine 

stabile Langzeitzellkultur zu ermöglichen, wäre die Entwicklung und Integration 

von metabolischen Sensoren in die sich als widerstandsfähiger erwiesen haben-

den GNCs denkbar. Ein solcher Chip kann zur Ermittlung mehrerer IC50-Werte 
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gleichzeitig im Rahmen von Substanzscreenings z.B. bei der Entwicklung neuer 

Tierversuchsersatzmethoden, eingesetzt werden. 

 Die Ermittlung vergleichbarer Ergebnisse basierte auf der Synchronisierung 

der Kultivierungszeiträume von MEPC und SNC und wurde unter Berücksichti-

gung von Literaturdaten gemacht. Okabe et al. (1996) züchteten Embryoidbodies 

(EBs) aus ES-D3-Stammzellen. Diesen wurde nach vier Tagen in Suspensionskul-

tur die Adhäsion ermöglicht. Ein Tag nach der Adhäsion wurde das serumhaltige 

Kultivierungsmedium gegen ein serumfreies Differenzierungsmedium ausge-

tauscht. Unmittelbar danach begannen aus den EBs Zellen auszuwandern. Nach 

weiteren fünf bis sieben Tagen in Kultur wurde mit diesen Zellen mittels spezifi-

scher Antikörper für Marker von neuronalen Vorläuferzellen (Nestin) und ausge-

reifte neuronale Zellen (MAP-2) eine Immunfärbung durchgeführt. Es ergab sich 

eine Ausbeute von 80% Nestin-positiven Zellen und 15% MAP-2-positiven Zellen. 

Unter Verwendung eines modifizierten Differenzierungsmediums konnten mehr als 

60 % MAP-2-positive Zellen nachgewiesen werden. Nach einer Kultivierungsdauer 

von 12 Tagen war bei diesen Zellen eine spontane elektrische Aktivität mittels 

Patch-Clamp-Technik nachweisbar. Der Zeitraum dieses Differenzierungsproto-

kolls überlagert sich mit dem von uns bereits bekannten Zeitraum der Generierung 

von Aktionspotentialen durch MEPC (Koester et al., 2010). Aus diesem Grund 

wurden der Kultivierungs- und Differenzierungszeitraum von MEPC und SNC auf 

12 Tage festgelegt. Der Tag der Aussaat von MEPC und von ES-D3-Zellen ohne 

LIF, dem Differenzierungsbeginn, wurde als (day in vitro) DIV 1 bezeichnet. 

6.2 Zum Zusammenhang zwischen IC50- in vitro- und LD50- in vi-

vo-Werten  

Der IC50-Wert wird als diejenige Konzentration bezeichnet bei der ein Inhibitor eine 

halbmaximale Inhibition des gemessenen Effektes, z.B. die Ansäuerungsrate bei 

Zellen, bewirkt.  

Die letale Dosis (LD) wird als vergleichende Größe für die Letalität einer be-

stimmten Substanz in einer bestimmten Zeit herangezogen, deren Bestimmung an 

einem Kollektiv von Organismen erfolgt. Da sich die toxische Wirkung von Sub-

stanzen zwischen verschiedenen Tierarten sowie zwischen Menschen und Tieren 

sowohl qualitativ als auch quantitativ stark unterscheiden kann, sind die an Tieren 

ermittelten LD-Werte nur sehr eingeschränkt auf den Menschen übertragbar und 

können nur als grobe Anhaltswerte. 

http://de.wikipedia.org/wiki/Konzentration_%28Chemie%29
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Aus Gründen der Vergleichbarkeit wurden im Rahmen der Arbeiten zum DNT-

Projekt (Pirow et al., 2009) die zu ermittelnden IC50-Werte in der Einheit mol/l als 

Messwertvergleichsgröße aller Projektpartner festgelegt. Da es sich bei den 

durchgeführten Versuchen mit neuronalen Zellen ausschließlich um zelluläre in 

vitro- Experimente handelte, erfolgten die Substanzapplikationen direkt in das die 

Zellen umgebende Medium. Dies wäre in in vivo-Versuchen mit einer direkten Ap-

plikation in den Liquor vergleichbar. Das Verhalten der Substanz im MC bzw. 

GNC, die als stationäre Systeme (ohne Durchfluss) zu betrachten sind, kann in 

unterschiedlichen pharmakokinetischen Szenarien anhand der räumlichen Be-

trachtung der involvierten Kompartimente dargestellt werden: 

(1) Es stellt sich ein Substanzkonzentrationsgleichgewicht zwischen Intra-

und Extrazellularraum ein (2 Kompartiment Modell). Das heißt eine letale 

Substanzreaktion findet, wenn überhaupt, dann nur im Zytoplasma oder 

an der Zellmembran statt.  

(2) Ein Gleichgewicht stellt sich zwischen Zytoplasma und Zellorganelle so-

wie zwischen Intra- und Extrazellularraum ein (3-Kompartiment Modell). 

Eine letale Substanzreaktion findet entweder im Zytoplasma, an der 

Zellmembran oder im Zellorganell bzw. dessen Membran statt.  

(3) Eine letale Reaktion findet durch Metaboliten der Substanz im Zellorga-

nell oder im Zytoplasma bzw. an deren Membranen statt (3-

Kompartiment Modell). Ein Gleichgewicht zwischen Substanz und ihren 

Metaboliten stellt sich zwischen Zytoplasma und Zellorganelle sowie 

zwischen Intra- und Extrazellularraum ein.  

(4) Eine letale Reaktion findet durch eine strukturell bedingte Akkumulation 

von Metaboliten der Substanz im Zellorganell oder im Zytoplasma bzw. 

deren Membranen statt. Es erfolgt keine Gleichgewichtseinstellung der 

Metabolite-Konzentrationen zwischen Zytoplasma und Zellorganelle so-

wie Intra- und Extrazellularraum. 

Die ermittelten IC50-Werte sind modellabhängig. Da die IC50-Werte zellspezifisch 

und ohne die Berücksichtigung wichtiger, bei in vivo-Testungen zu beachtender 

Parameter erfolgte (Art der Applikation, Bioverfügbarkeit, Verteilungsvolumen der 

Substanz, Metabolismus, sekundäre Metabolite, Vorbelastung des Spenderorga-

nismus, Ausscheidung) geben sie nur den spezifischen IC50-Wert der Substanz für 
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den getesteten Zelltyp an, der aber nur eingeschränkt auf den Gesamtorganismus 

übertragen werden kann.  

Der zeitliche Verlauf dieser Parameter bestimmt letztendlich die letale Dosis 

einer Substanz für ein bestimmtes Individuum, berücksichtigt jedoch nicht den ein-

zelnen Gewebe- bzw. Zelltyp und dessen metabolisches Verhalten gegenüber der 

entsprechenden Substanz hinsichtlich zusätzlich entstehender toxischer Metaboli-

ten. Die Bestimmung eines Grenzwertes einer Substanz für nur einen spezifischen 

Gewebe- bzw. Zelltyp ist in vivo somit nicht möglich.  

Eine solche Näherung an in vivo ermittelte LD50-Werte würde eine theoreti-

sche Abschätzung der LD50 aus in vitro- Daten erlauben. Dieser Wert würde die 

gewebespezifische letale Dosis einer Substanz unter Berücksichtigung der in vivo 

ermittelten Verteilungsvolumina (VD) und Verteilungskoeffizienten (VK) der ent-

sprechenden Substanzen in den Intra-und Extrazellularräumen der einzelnen Ge-

webetypen der getesteten Spezies (hier Maus) darstellen. Die Bioverfügbarkeit, 

Metabolisierung und Ausscheidung der Substanz durch andere Gewebe würden 

allerdings dabei nicht in die Berechnung mit einbezogen werden können. 

Madeira et al. (1984) ermittelten bei Versuchen an den Membranen von Mito-

chondrien, Rattenleberzellen, Mikrosomen aus Schafhirnzellen und artifiziellen 

Membranen den VK von Parathion. Dabei konnte mit zunehmendem Anteil an 

Cholesterin in der betreffenden Membran eine Abnahme der intramembranösen 

Parathionkonzentration festgestellt werden. Für die Mikrosomen- und Mitochondri-

enmembranen in Hirngewebe mit ihrem relativ niedrigen Anteil an Cholesterin 

wurde eine hohe Membranpermeabilität für Parathion (VK = 0,97) festgestellt. Das 

Verteilungsvolumen von Parathion wurde mit VD Ratte = 21,93 l/kg angegeben 

(Krieger et al., 2001).  

Die Multiplikation des o.g. Verteilungsfaktors und -volumens mit den von uns 

ermittelten IC50-Werten für Parathion könnte zu den entsprechenden, aus in vitro- 

Daten theoretisch berechneten, LD50-Werten führen. In Bezug auf Parathion wäre 

aber eine solche Berechnung sinnlos, da der LD50 für Parathion in erster Linie die 

Dosis für die Hemmung der Acetylcholinesterase (AChE) im zentralen- und vege-

tativen Nervensystem sowie an den motorischen Endplatten durch dessen Meta-

boliten Paraoxon beschreibt. Die Hemmung der AChE ist in vivo tödlich. 

Nau et al. (1981) ermittelten im Rahmen der Erstellung eines Modells für die 

Embryotoxizitätstestung in in vivo-Versuchen an Mäusen Verteilungsvolumina von 
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VD Maus= 0,3 l/kg - 0,6 l/kg (VD Maus Ø = 0,45 l/kg) für NaVPA. Poklis et al. (1998) 

stellte bei der postmortalen Analytik eines mit NaVPA vergifteten Menschen eine 

Blutkonzentration von 1050 mg/kg und eine Hirngewebekonzentration von 

510 mg/kg fest. Da Blut aus ähnlichen Anteilen an Zellen (44% Erythrozyten, 1% 

Leukozyten und Thrombozyten) und Plasma (55%) besteht, konnte eine Plasma-

konzentration von annähernd 578 mg/kg bestimmt werden. Der aus Plasma- und 

Hirngewebs-NAVPA-Konzentrationen ermittelte VK für NaVPA betrug demnach 

1,13. Das heißt, dass die Plasmakonzentration nahezu der Gewebekonzentration 

entspricht. Die Berechnung der theoretischen LD50-Werte aus in vitro-Daten würde 

nach o.g. Schema erfolgen.  

Eine direkte Vergleichbarkeit mit im Tierversuch ermittelten LD50-Werten ist 

jedoch nicht möglich. Um unsere ermittelten in vitro-IC50-Werte dennoch gegen-

über in vivo-LD50-Werten einordnen zu können, wurde nach dem von Ockham 

(http://de.wikipedia.org/wiki/Ockhams_Rasiermesser) aufgestellten Prinzip der 

einfachsten Lösung (Zitat: „Steht man vor der Wahl mehrerer möglicher Erklärun-

gen für ein und dasselbe Phänomen, soll man diejenige bevorzugen, die mit der 

geringsten Anzahl an Hypothesen auskommt und somit die „einfachste“ Theorie 

darstellt“) verfahren. Dies bedeutete in unserem konkreten Fall, die Dosis als gro-

be Abschätzung, ausgehend von der Betrachtung eines vorliegenden 2-

Kompartimentsystems (Medium/Zelle), in eine Konzentration umzurechnen (Bueh-

ler et al., 2011). Die Problematik des Vergleichens von in vivo und in vitro ermittel-

ten Grenzwerten ist gerade bei der Entwicklung von tierfreien Ersatzmethoden 

zum Tierversuch eine noch ungeklärte zentrale Fragestellung, die nur durch eine 

bestmögliche Annäherung des in vitro-Ersatzsystems an in vivo-Verhältnisse ge-

klärt werden könnte. Die mit unseren in vitro-Systemen ermittelten IC50-Werte und 

die ermittelten Ergebnisse der DNT-Projektpartner (Abb. 7, Abbn. 8, Abb. 9, Abbn. 

10, 11, 12; Tabellen 4, 6) entsprechen annähernd den in vivo-LD50-Werten der 

Literatur (Vergleich Tabelle 4 mit 5 und Tabelle 6 mit 8) Neben den IC50-Werten 

konnte in dieser Arbeit jedoch eine Hormese, bevorzugt bei niedrigen Parathion- 

und NaVPA-Konzentrationen festgestellt werden.  

6.3 Hormese - Bedeutung und Problematik  

Der Zusammenhang zwischen Dosis und Wirkung einer Substanz gilt als grundle-

gendes Konzept der Toxikologie. Seit Jahrzehnten dominiert das in der Toxikolo-

gie angewandte Schwellenwertmodell ("threshold model"), welches bislang für die 
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Abschätzung von Gesundheitsrisiken herangezogen wurde (z.B. bei der Untersu-

chung von Schwermetallen in Trink- und Abwässern). Bei dem Schwellenwertmo-

dell wird davon ausgegangen, dass eine Substanz eine bestimmte Konzentration 

überschreiten muss, um toxische Effekte auszulösen. Konzentrationen unter die-

sem Grenzwert hingegen würden keine nachteiligen Wirkungen verursachen. Wei-

tere Effekte werden jedoch nicht beschrieben. Parallel dazu existieren verschiede-

ne alternative Modelle wobei das Hormese-Modell (Calabrese et al., 2003) am 

geeignetsten erscheint. Dieses Modell beschreibt nicht nur die im Schwellenwert-

modell erwähnten toxischen Effekte, sondern auch die Effekte unterhalb des 

Schwellwertes. Viele als toxisch geltende Substanzen (Digitalis, Kolchizin, Opium 

oder Botulinumtoxin) haben z.B. bei einer entsprechenden niedrigen Dosierung 

nachweislich positive Effekte (Paracelsus 1493-1541; Arndt-Schulz-Gesetz, 1887), 

die für einen Wirkstoff charakteristisch sind. Bei der Charakterisierung von niedri-

gen Dosen eines Wirkstoffs werden dessen Reaktionen auf einen oder mehrere 

zellspezifische Parameter in das Verhältnis zu einer Kontrolle gesetzt. Der Verlauf 

von hormetischen Reaktionen kann sich in einem unterschiedlichen Verhalten der 

Dosis-Wirkungskurven je nach Wirkstoff und Endpunkt äußern (lineares-, J-

förmiges-, U-förmiges-, invers U-förmiges Modell, Calabrese et al., 2004, 2008).  

Diese hormetischen Modelle bestreiten jedoch nicht die Aussagekraft des 

Schwellenwertmodells sondern erweitern es vielmehr um das Wissen, dass die 

Reduzierung einer Dosis oder Konzentration nicht nur als quantitative, sondern 

auch als eine qualitative Änderung gemessen werden kann. Zum Beispiel konnte 

im Gegensatz zu der vorherrschenden Ansicht, dass so gering auch die Dosis ei-

nes Kanzerogenes sein mag, sie auf alle Fälle zur Erhöhung des Krebsrisikos bei-

trägt, bewiesen werden, dass, wenn man die Dosis dieses Kanzerogenes unter-

halb dessen Schwellenwertes reduziert und über einen gewissen Zeitraum appli-

ziert, eine Art „Immunisierung“ induziert. Das Risiko an einem Tumor zu erkranken 

nahm dabei gegenüber einer unbehandelten Kontrollgruppe ab. Im Gegensatz 

dazu nahm das Risiko an einem Tumor zu erkranken mit zunehmender Dosis 

oberhalb des Schwellenwertes zu. Ein Beispiel dafür ist das als kanzerogen be-

kannte Dichlordiphenyltrichlorethan (DDT; J-förmiger Hormesekurvenverlauf; 

Fukushima et al., 2005; Kushida et al., 2005). Ein anderes Beispiel sind die von 

uns durchgeführten Messungen der metabolischen Parameter von Parathion 

(Buehler et al., 2011) und NaVPA (Buehler et al., 2012a). Dabei ist aufgefallen, 
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dass bei niedrigen Substanzkonzentrationen die Werte der metabolischen Para-

meter Respiration, Ansäuerung und zum Teil intrazellulärer ATP-Gehalt in einem 

begrenzten Konzentrationsbereich (Buehler et al., 2011; 2012a), entgegen der 

Erwartung („threshold model“), zunahmen (invers U-förmiger Kurvenverlauf der 

Hormese (Buehler et al., 2011, 2012a).  

Die Darstellung hormetischer- und inhibierender Effekte in einem Kurvenver-

lauf ist anhand herkömmlicher, logistischer Standardgleichungen (siehe 4.5.3) 

nicht möglich. Aus diesem Grund wurde eine 4-parametrige logistische Standard-

gleichung entwickelt, die die auftretende Hormese berücksichtigt (siehe 4.5.3). Die 

zum Fitten der Hormese verwendete Gleichung ist die Summe aus drei addierten 

Termen, wobei die ersten beide Terme der Gleichung 1 (siehe 4.5.3) entsprechen. 

Während die Graphen des Fits mit Gleichung 2 dem Punkteverlauf folgen entste-

hen bei der Berechnung für den Parameter der Gleichung 1 extreme Werte und 

Standardabweichungen. 

Die Anwendung von Gleichung 2 bietet den Vorteil einer relativ einfachen 

Handhabung, birgt aber die Problematik der durch die Hormese bedingten Ver-

schiebung der Halbwertshöhen ( 2.Gl
50IC ). Aus diesem Grund mussten die IC50-Werte 

bei 50% des Kontrollwertes aus dem Fit abgelesen werden (siehe Abb. 13). Diese 

Werte werden als IIIC50  bezeichnet. Der ist ein phänomenologischer IIIC50 -Wert.
 
 

 

Abb. 13: Darstellung des Zusam-

menhangs zwischen 2.Gl
50IC  und 

IIIC50  am Beispiel der Fits der An-

säuerung (Buehler et al., 2012a, 

500-530 min), bei der Ermittlung 

der IC50-Werte in % der Kontrolle 

(Ktrl) für NaVPA an MEPC. Der 

Wert für die Ktrl wurde 100%, der 

Wert für den Leerwert (hier als 

Blank (Blk) bezeichnet, 0% ge-

setzt.  

Der durch das Fitten mit Gleichung 1 ermittelte 
IIC50 (5,11 ± 1,21 mM NaVPA) ist mittels 

durchgezogener Linien dargestellt. Der durch das Fitten mit Gleichung 2 ermittelte 2.Gl
50IC  

(Buehler et al., 2011, 2.9) ist durch lang-unterbrochene Linien dargestellt. Dieser Wert 
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stellt den „gefitteten“ IC50-Wert mit Gleichung 2 dar. Der 
IIIC50  (kurz-unterbrochene Linien) 

wurde durch das Ablesen des Wertes an der durch Gleichung 2 ermittelten Fitkurve (ge-

punktete Kurve) bei 50% des Kontrollwertes ermittelt. Die unterschiedlich Lage und damit 

die Problematik zwischen dem 2.Gl
50IC  (2,16 ± 0,24 mM NAVPA) Wert und 

IIIC50  (3,74 ± 

0,24 mM NAVPA) ist deutlich erkennbar. 

Die Wahl wann welche der Gleichungen am sinnvollsten angewendet werden 

sollte wird durch die Ermittlung der Signifikanz der Hormesewerte bei Konzentrati-

onen unterhalb der IC50-Werte gegenüber den Kontrollwerten bestimmt. Sind die 

Hormesewerte signifikant unterschiedlich gegenüber den Kontrollwerten so muss 

Gleichung 2, wenn nicht, muss Gleichung 1 zur Anwendung kommen. Für eine 

bessere Übersicht wurden die Fits beider Gleichungen in den Abbildungen von 

Buehler et al. (2012a), soweit möglich, dargestellt. Um jedoch eine präzisere Aus-

sage über die aufgetretenen Hormesen treffen zu können, müssten in dem betref-

fenden Konzentrationsbereich detailliertere Messreihen durchgeführt werden. Das 

Vorhandensein der Hormese muss in zukünftigen Substanzscreenings in Abhän-

gigkeit von Vorbelastungen des zu untersuchenden Zellmaterials mit der entspre-

chenden Substanz geprüft werden, da die Betrachtung der Hormese als Paradig-

menerweiterung für die Beschreibung der Reaktionen biologischer Systeme auf 

niedrige Dosen chemischer oder physikalischer Einflüsse zu verstehen ist.  

Im Rahmen unserer Untersuchungen ermöglichte das Auftreten von Hormese 

die Involvierung eines zusätzlichen Parameters bei der Charakterisierung von 

Substanzwirkungen. Zur zukünftigen Rolle der Chiptechnologie im Rahmen von 

Tierversuchsersatzmethoden 

Auf Glas basierende Chips bieten gegenüber Si-Chips den Vorteil weniger anfällig 

gegenüber mechanischen Einflüssen (z.B. Reinigung, Autoklavieren) und damit 

öfter wiederverwendbar zu sein. Ein weiterer Vorteil bietet die Möglichkeit der Auf- 

und Durchlichtmikroskopie während der Datenaufnahme. 

Eine Kombination der im MC eingesetzten aber für den Einsatz auf Glaschips 

modifizierten Sensortypen, mit den bereits auf dem GNC vorhandenen Sensoren 

auf einem separaten Chip, würde ein breiteres Spektrum an Informationen über 

die Reaktionen von Zellen auf Substanzzugaben ermöglichen. Ein solcher Chip ist 

bereits in Planung und wird in Buehler et al. (2012b) detaillierter beschrieben. Der 

auf Glas basierende „Glass-Cell-Culture-Chip (GC3)“ beinhaltet alle Sensoren des 
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GNCs, zusätzlich O2- und pH-Sensoren (Bonk et al., 2012) sowie ETµP-

Mikropumpen (Gimsa et al., 2005, 2007; Stubbe et al., 2010, 2011).  

Der GC3 soll so konstruiert werden, dass der Aufbau eines aus mehreren 

Chips bestehenden modularen Systems machbar wird. Dieses wird ein langlebi-

ges, wiederverwendbares, robustes, nicht-invasives und mikroskopierbares Test-

system im Bereich der medizinischen, biologischen Grundlagenforschung, der 

pharmazeutischen Produktentwicklung, der toxikologischen Forschung und ganz 

allgemein in der Diagnostik darstellen. Die modulare Bauweise erlaubt die in vivo-

nahe Simulation eines lebenden Organismus. Bei der Zusammenschaltung meh-

rerer einzelner GC3 können auch mehrere Gewebetypen zum Einsatz kommen, 

wobei der Weg einer applizierten Substanz im Organismus durch die entspre-

chende Kombination der auf den einzelnen LOCs wachsenden Gewebetypen in 

vitro angepasst und vom Beginn der Aufnahme bis zum Metabolismus simuliert 

werden kann (Absorption, Distribution and Metabolism, ADM). Der Transport der 

Metabolite und des Versorgungsmediums würde durch ein, in die GC3 integriertes 

ETµP-Array, von Gewebe zu Gewebe zeitaufgelöst erfolgen. Die Auswertung der 

bei einer solchen Messung erhaltenen Grenzwerte (IC50) kämen den in in vivo er-

mittelten LD50-Werten bereits etwas näher. Weiterhin werden sich auch komplexe 

Metabolisierungsmuster oder Sekundäreffekte untersuchen lassen (z.B. Hormese 

und die Reversibilität des Gewebes nach Wirkstoffeinfluss). Ein solches Mehr-

kompartimentsystem (Sonntag et al., 2010) in Kombination mit der von uns entwi-

ckelten Methode und unter Einsatz von stammzelldifferenzierten Gewebetypen 

käme einem lebenden Organismus schon recht nahe und könnte daher z.B. als 

Alternative für den „Oral-Acute-Toxicity-Test (LD50-Methode)“, 

(http://alttox.org/ttrc/validation-ra/validated-ra-methods.html) dienen, der bis dato 

noch immer an lebenden Tieren durchgeführt wird. Der Ausbau der Chiptechnolo-

gie für das Substanzscreening im Rahmen von Tierversuchsersatzmethoden ist 

demnach nicht nur im ethischen Sinne und wirtschaftlich gewinnbringend, sondern 

auch wissenschaftlich von Bedeutung, da neben der Einsparung an Kosten mehr 

und detailliertere Informationen aus den Versuchen gewonnen werden könnten. 
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7. Zusammenfassung  

Das Ziel der Arbeit waren Messungen zur Wirkung des Insektizids Parathion und 

des Antiepileptikums NaVPA auf murine, embryonale, cortikale Primärzellen 

(MEPC) im Vergleich mit neuronalen Zellen, die aus murinen, embryonalen Zellen 

(SNC) der Stammzellline D3 differenziert wurden und einen vergleichbaren Ent-

wicklungsstand aufwiesen. Die Substanzen waren Teil eines Testsubstanzsets, 

neurotoxischer und entwicklungsneurotoxischer Modellsubstanzen, das in Koope-

ration mit den Partnern eines BMBF-Projektes (DNT-Projekt) bearbeitet wurde. 

Die Bestimmung der IC50-Werte der metabolischen Parameter (Respiration, An-

säuerung und Adhäsion) sowie des intrazellulären ATP-Gehalts von MEPC und 

SNC unter Einfluss von NaVPA und Parathion erfolgte mithilfe kommerzieller Sys-

teme (BAS und ATPA). Parallel dazu erfolgte die Messung der elektrischen Aktivi-

tät und des Adhäsionsverhaltens von MEPC unter dem Einfluss von NaVPA und 

Parathion auf einem eigens entwickelten MOGS. Um LD50- Literaturwerte zur Re-

ferenzierung heranziehen zu können, wurden aus diesen Konzentrationen abge-

schätzt.  

Für beide Zellarten korrespondierten die ermittelten IC50-Werte weitgehend mit 

in vitro- und LD50-Literaturwerten. Generell waren die ermittelten IC50-Werte der 

SNC unter dem Einfluss von NaVPA niedriger als die der MEPC, was für eine hö-

here Empfindlichkeit der SNC spricht.  

Bei Substanzkonzentrationen unterhalb der IC50-Werte wurde mit dem BAS 

und dem ATPA sowohl bei MEPCs als auch bei SNCs eine reproduzierbare signi-

fikante Hormese gemessen. Für die quantitative Auswertung wurde eine erweiter-

te logistische Gleichung entwickelt. In der Literatur wurden Hormesen bei der 

Auswertung von Messdaten in der Regel nicht berücksichtigt und die IC50-Werte 

mithilfe einfacher logistischer Standardgleichungen bestimmt. Interessanterweise 

trat eine reproduzierbare signifikante Hormese bei MEPC für den Parameter Zel-

ladhäsion sowie bei SNC für alle metabolischen Parameter nicht auf. Die mit dem 

ATPA ermittelte Hormese für SNC lag außerhalb der für die Messungen mit dem 

BAS festgelegten NaVPA-Konzentrationsreihe. Die Erfassung der Hormese war 

ursprünglich nicht Ziel der Arbeit. Sie kann jedoch als ein sehr empfindlicher Pa-

rameter betrachtet werden, der bei der Planung zukünftiger Experimente unbe-

dingt berücksichtigt werden sollte.  
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde als Kriterium für die Berücksichti-

gung der Hormese für die Ermittlung von IC50-Werten, die Signifikanz der Horme-

semesspunkte im Konzentrations-Bereich unterhalb der betreffenden IC50-Werte 

gegenüber den Kontrollwerten herangezogen (typischerweise bei einer um ca. 

Faktor 3 niedrigeren Konzentration). 

Aufgrund der vergleichbaren Größen aller ermittelten Ergebnisse für MEPC 

und SNC sowie der Ähnlichkeit mit den Ergebnissen der Projektpartner und Wer-

ten aus der Literatur ist es fraglich, ob mit den gewählten Endpunkten ausreichen-

de und aussagekräftige Ergebnisse hinsichtlich der Entwicklungsneurotoxizität 

abgebildet werden können oder ob es sich im Wesentlichen um die Abbildung der 

Neurotoxizität handelt.  

Die Arbeit bringt den Nachweis, dass LOC- basierende in vitro-

Substanzscreenings eine detailliertere und präzisere Abbildung der Wirkung von 

Substanzen auf die entsprechenden Parameter von Zellen bieten als die bisher 

verwendeten Life-Dead-Assays. Die entwickelte Methodik eignet sich potentiell für 

Tierversuchsersatzmethoden im Rahmen des 3R-Prinzips
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8. Ausblick 

Im Bereich der medizinischen und biologischen Grundlagenforschung, der phar-

mazeutischen Produktentwicklung sowie der allgemeinen toxikologischen For-

schung und Diagnostik stellen Tierversuche noch immer das Mittel der Wahl dar. 

Es wird zwar versucht, die Anzahl der Tierversuche zu reduzieren bzw. zu erset-

zen, aber aufgrund des Inkrafttretens neuer Gesetze und Richtlinien (REACH u.a.) 

werden die Tierversuchszahlen in nächster Zukunft eher steigen. Mittlerweile gibt 

es zwar in vitro-Ersatzmethoden (siehe Einleitung), ein richtiger Durchbruch ge-

lang jedoch bisher nicht. Desweiteren basieren diese sogenannten in vitro-

Tierversuchsersatzmethoden zum Teil widersprüchlicherweise auf Tieren (ATC-

Test, siehe Einleitung).  

Eine Alternative würden Multisensor-LOCs in Kombination mit Zellen und Ge-

weben bieten. Diese würden z.B. eine kontinuierliche, nicht-invasive Messung des 

Einflusses von Substanzen auf zellphysiologische Parameter (Respiration, Ansäu-

erung, Adhäsion, usw.) eines spezifischen Gewebetyps erlauben. Unter Verwen-

dung der LOCs, MC und GNC konnte während der Bearbeitung des DNT-

Projektes eine Methode etabliert werden, welche die Wirkung von Substanzen bei 

einem minimalen Einsatz an MEPC und SNC aufzeigen kann. Der Einsatz dieser 

Methode in Kombination mit aus ES-D3-Zellen differenzierten, neuronalen Zellen, 

erlaubte Messungen unter Verzicht von Tieren als Zellmaterialspender. Ein weite-

rer Ausbau der LOCs in Kombination mit in vitro basierenden Multi-Organoid-

Systemen sollte in in vivo-Prozesse wie die Absorption, Distribution, Metabolisie-

rung und Exkretion einbeziehen um der Lösung des Problems des Vergleiches 

von in vitro mit in vivo-Daten näher zu kommen. 
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