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Zusammenfassung
Es wird ein neues Verfahren vorgestellt, mit dem dank
Zytotoxizitatsdaten vun in vitro kultivierten Sauger-Zellinien
die Zahl der Versuchstiere reduriert werden kann, die zur
Einstufung von Stoffen in die vier Ell-Toxizitatsklassen
gemdj3 ihrer akuten oralen Giftigkeit erforderlich sind. Dafiir
steht das .Jirweiterte Register der Zytotoxizitat" (RC) zur
Verfiigung, in dem von 347 Stoffen die mittlere ICso (ICso) und
die LD50 p.o. Ratte/Maus erfafit sind. Mit den Literaturdaten
des RC haben wir eine Standardregressionsgerade berechnet,
deren Parameter zur Schdizung eines Vorhersage-Dosisberei-
ches der LD50p.o.verwendet werden. Die definierten minima-
len, mittleren und maximalen Vorhersagedosen der oralen
Giftigkeit bilden die Grundlagefiir die Einstufung der Stoife
in die vier Ell-Toxiritatskiassen (TKn) fiir die akute orale
Toxiziuit. Die Treffsicherheit der Einstufung mit Hilfe der RC-
Daten betrdgt 81 % bis 88 %. Es wird eine Teststrategie zur
Einstufung eines Steffes in eine TK mit Hilfe des neuen
Verfahrens beschrieben, bei dem im ersten Schritt die
Zytotoxizitiitsdaten verwendet und erst in einem zweiien
Schritt weniger Versuchstiere eingesetzt werden, um die
vorhergesagte TK zu bestdtigen. Im Vergleich zur Priifung der
Stoffe im Tierversuch mit der ATC Methode, [iir die durch-
schnittlich 9,11 Versuchstiere [ur die sichere Einstufung eines
Stoffes in eine TK erforderlich sind, ist mit dem neuen
kombinierten RC-ATC- Verfahren mit einer Einsparung von
rund 30 % der versuchstiere zu rechnen. Das Verfahren sullte
mit dem Ziel der Aufnahme in internationale behordliche
Richtlinien validiert werden.

Keywords: acute toxicity, LDs!Y in vitro/in vivo correlation,
prediction model.cytotoxicity, ATC-method, reduction of animal
numbers

8

Summary: Reduction of the number of animals usedfor the
classification of the acute oral toxicity of chemicals by taking
into account cytotoxicity data from the Registry of Cytotoxici-
ty (RC).
Using cytotoxicity data a new classification procedure is
introduced which will allow to allocate chemicals to the four
toxicity classes for acute oral toxicity according to EU
regulation. Simultaneously, the new procedure allows to
reduce animals in experiments for determination these four
toxicity classes. The cytotoxicity data estimated from in vitro
cultivated mammalian cell lines were taken from the "Regi-
stry of Cytotoxicity " (RC) in which the mean ICso(IC,o) of
347 chemicals are stored as well as the acute oral toxicity
data (LDoo) for rats and mice taken from NIOSH registry. As
we have previously reported these literature data of the RC
have been used to calculate a standard regression line for
predicting the dosage range of acute oral toxicity in the two
species. The maximum, mean and minimum dosages of oral
toxicity were predictedfrom the RC data and furthermore,
these dosages were the basis for allocating chemicals into the
four classes of acute oral toxicity defined by the EU. The
accuracyfor predicting the toxicity classes of the 347
chemicals registered in the RC in comparison to the toxicity
classes of the corresponding NIOSH LD50 values amounts 81
per cent to 88 per cent. We have developed a tier testing
strategy for the classification of chemicals into EU toxicity
classes which takes into account the cytotoxicity data as
predicted mean LDm in connection with the protocol steps
described in Acute Toxic Class (ATC) method. Compared with
the ATC method the new combined RC-ATC procedure will
allow to reduce animal numbers for allocating chemicals to
the EU toxicity classes by about 30 per cent. We suggest to
validate the RC-ATC procedure in order to achieve regulatory
acceptance at the iniernational level.
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1 Einleitung

Das erweiterte Register der Zytotoxizitat
(RC) enthalt von 347 unterschiedlichen
(non-selected) Chemikalien und Arznei-
mitteln Zytotoxizitatsdaten von in vitro
kultivierten Sauger-Zellinien in Form der
mittleren ICso (Halle und Spielmann,
1994). Zusatzlich sind im RC die akuten
oralen LDso-Werte von Ratte/Maus aus
dem Toxizitarsregisrer "Registry of toxic
effects of chemical substances" (RTECS)
des arnerikanischcn Instituts fur Arbeits-
schutz - NIOSH (National Institute of
Occupation, Safety and Health) - des Jahr-
ganges 1984 (Tatken und Lewis, 1984)
registriert. Mit diesen Daten laSt sich mit
dem einfachen linearen Regressionsmo-
dell eine Standardregressionsgerade fur
die Beziehung zwischen der Zytotoxizitat
und der akuten oralen Toxizitat berechnen.
Nach der Entwicklung des Verfahrens mit
erstmaliger Anwendung des linearen Re-
gressionsmodells fur Untersuchungen der
Beziehung zwischen Toxizitatsdaten in
vitro und in vivo (Halle, 1985) wurde die
Grundlage fur den Nachweis der allge-
meingiiItigen Bedeutung dieser Standard-
geraden fur die Vorhersage der akuten ora-
len Toxizitat (LD,o) durch Zytotoxizitats-
daten aus sechs Literaturarbeiten geschaf-
fen (Halle et aI., 1987). Nachfolgende
Untersuchungen zur Beziehung zwischen
der Zytotoxizitat - in vitro - und der ora-
len Toxizitat - in vivo - bestatigten den
fruheren Befund (Halle, 1993 und 1995;
Halle und Spielmann, 1992a, b, 1994) und
bildeten die Grundlage fur das hier vor-
gestellte neue Verfahren.
In der vorliegenden Arbeit wird gepnift,

ob mit den im RC erfaBtenDaten auch eine
sichere Einstufung von Chemikalien in die
behordlich in der Gefahrstoff- Verordnung
festgelegten Toxizitatsklassen (TKn) zur
Beurteilung der akuten oralen Toxizitat
von Industriechernikalien moglich ist.
Unseren vergleichenden Untersuchungen
legen wir zwei von Schlede et al. (1992
und 1995) fur Tierversuche mit der ,,Acu-
te Toxic Class Method" verwendeten Klas-
sifikationssysteme und eine definierte
Rangordnung der Toxizitatsstarke von
Stoffen von Purchase et al. (1987) zugrun-
de. Drei Schwerpunkte werden behande1t:
(1) Darstellung der Moglichkeit, aus den
Zytotoxizitatsdaten des RC einen Stoff in
eine Toxizitatsklasse (TK) einzustufen,
(2) Hinweise fiir eine praktische Nutzung
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des Verfahrens mit Abschatzung der Ein-
sparung vonVersuchstieren unter Zugrun-
delegung der ATC-Methode, (3) Hinwei-
se fur die Bestimmung eines zytotoxischen
Endpunktes (ICso)im Zellzuchtlabor.

2 Das Register der Zytotoxizitlit

Yon den irn RC registrierten 347 Stoffen
(Chemikalien LIndArzneimittel) wird die
IC;oxals geometrisches Mittel von zwei
oder mehr ICso-Einzelwertenpro Substanz
mit der akuten oralen LD50fur Ratte/ Maus
mit dem einfachen linearen Regressions-
modell in Beziehung gesetzt.
FUrdie 347Wertepaare ICsox'- LD50p.o.

laSt sich eine Standardregressionsgerade
nach log LDso= a + b * log ICsoxmit den
Parametern a = 0,625 und b = 0,435 be-
rechnen (Halle und Spielmann, 1997).
Einzelheiten iiber die Einbeziehung von

aus der Literatur recherchierten Zytotoxi-
zitatsdaten von Sauger-Zellinien zur Be-
rechnung einer ICsoxfinden sich bei Halle
und Spielmann (1992a). In das RC wer-
den nur Stoffe mit zwei oder mehr ICso-
Werten pro Stoff aufgenommen. Die ICso-
Werre stammen von unterschiedlichen
zytotoxischen Endpunkten und unter-
schiedlichen Zellinien. Auch die Anzahl

der ICso-Werte pro Stoff schwankt von 2
bis 32. Trotz dieser Hetcrogenitat der ein-
zelnen ICso-Werrekonnte eine gute Repro-
duzierbarkeit der urspriinglichen Werte der
Regressionsparameter nachgewiesen wer-
den, sowohl nach Erhohung der Zahl der
Stoffe von 102 (Halle und Spielmann,
1992a) auf 347 (Halle und Spielmann,
1994) als auch nach Aufnahme weiterer
lCso-Werte von bereits im RC registrier-
ten Stoffen (Halle, 1995; Halle und Spiel-
mann, 1997).
Aus der Graphik in Abbildung 1 ist die

Verteilung der 347Wertepaare ICslJX- LDso
p.o. RattelMaus im doppellogarithmischen
Koordinatensystem dargestellt. 252 Sub-
stanzen (72,6 %) Jiegen in einem Dosis-
bereich um die Regressionsgerade, der in
Abbildung 1 markiert und durch den em-
pirisch gewahlten Faktor FG :5: log 5 defi-
niert ist. Durch diesen definierten LDso-
Dosisbereich lassen sich eine minimale,
mittlere und maximale Vorhersagedosis
berechnen, die sich jeweils um den Fak-
tor ftinfunterscheiden. Die auberhalb die-
ses Bereiches liegenden 95 Substanzen
weichen als falsch positive und falsch ne-
gative Wertcpaare urn mehr als das fiinf-
fache von den geschatzten LD50-Werten
(y) auf der Geraden ab.
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Abbildung 1: Standardregressionsgerade tur die Wertepaare IC50x (in mmolll) und LD50

p.o, Ratte/Maus (in mmollkg Korpergewicht) fUr 347 Stoffe aus dem "Erweiterten Regi-
ster der Zytotoxizitat" (RC). Der Faktor FG :5: log 5 definiert einen markierten Bereich um
die Regressionsgerade, der urn ±O,699 von den geschatzten LD50-Werten auf der Gera-
den (y) abweicht und damit die mittlere (Y), maximale und minimale Vorhersagedosis
definiert. (In Anlehnung an W. Halle und H. Spielmann, ALTEX 11, 148-153, 1994.)
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3 Die "Acute Toxic Classic Method"
(ATC-Methode)

Fur die akute orale Toxizitatsprufung von
Industriechemikalien nach dem Chemika-
liengesetz ist yon Schlede et al. (1992) die
ATC-Methode entwiekelt worden. Sie ist
international validiert und wird seit 1996
von der OECD als Ersatzmethode an Stelle
der klassischen Bestimmung der akuten
oralen LDso akzeptiert (OECD Guideline
423, adopted 22.03.96).

Der ATC-Methode liegt das Klassifika-
tionssystem der EU zur Einstufung der
akuten oral en Toxizitat von Industrieehe-
mikalien in vier vorgegebene Toxizitats-
klassen (TKn) zugrunde, das in der deut-
schen Gefahrstoff- Verordnung gesetzlich
umgesetzt wurde (Tabelle 1).

Bei der ATC-Methode handelt es sich urn
ein sequentielles Prufverfahren mit Iestste-
henden Priifdosen: Im ersten Seluitt wird
eine Dosis, die einer willktirlich ausgewahl-

TK Toxlzltatsberelch mg/kg
Korperqewlcht (KG)

0 > 2000

1 > 200 bis :0:; 2000

2 > 25 bis s 200

3 :0:; 25

Tabelle 1: Klassifikationssystem der EU
zur Einstufung der akuten oralen
Toxlzitat von Industriechemikalien in vier
vorgegebene Toxlzltatsklassen,

ten TK entspricht - zum Beispiel 200 mg/
kg - als Startdosis drei Versuchstieren (Rat-
te, rnannlich) appliziert. Der Grad der In-
toxikation entscheidet uber den nachsten
Testschritt. Wenn nicht mehr als ein Tier aus
der Gruppe stirbt, wird die gleiche Dosis
im zweiten Schritt drei Tieren (Ratte, weib-
lich) appliziert; sterbenjedoch zwei bis drei
Tiere im ersten Scluitt, dann wird die nachst
niedrige Dosis - 25 mg/kg - drei mannli-
chen Ratten verabreieht. Ein Tierversuch
mit drei Versuchstieren entspricht demnaeh
einem ATC-Schritt. Im Regelfal1 sind zwei
bis vier Schritte fur einen kompletten Test
einer Prufsubstanz, also durchschnittlich
drei Schritte (Tierversuche) pro Stoff, fur
eine Einstufung notwendig (Schlede et al.,
1995).
Die Ubereinstimmung der Einstufung in

eine TK dieses Klassifikationssystems
nach der ATC-Methode mit Einstufungen
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yon LDso-Werten, die nach dem klassi-
schen Verfahren bestimmt wurden, betragt
86 % (Schlede el al., 1992). Die Zahl der
Versuchstiere pro Prufsubstanz lie13 sich
urn durchschnittlich 70 % reduzieren,
namlich von 30 Tieren bei Anwendung der
klassischen LDso-Bestimmung auf durch-
schniulich 9,11 Tiere bei Anwendung der
ATe-Methode (Tabelle 3 in Schlede et al.,
1995).

4 Einstufung der RC-Substanzen
in Toxizitatsklassen

4.1 Voraussetzungen fur die Einstu-
fung in Toxizitatsklassen
Fiir die Beurteilung der Sicherheit der Ein-
stufung der im RC erfa13ten Stoffe in fest-
gelegte TKn wird ein Vergleich der RC-
Daten mit der Einstufung nach der ATC-
Methode von Sehlcde ct al. (1992) durch-
gefuhrt.

Del' Vergleich beruht auf der Beibehal-
tung der Parameter der linearen Regressi-
on fur die 347 Wertepaare Iesox - LDso p.o.
Ratte/Maus mit a = 0,625 und b = 0,435
und des Dosisbereiches der Vorhersage
einer LDso p.o., mit einer minimalen, mitt-
leren und maximalen LDso-Vorhersagedo-
sis. Entsprechend Abbildung 1 sind in der
Tabelle 2 diese Vorhersagedosen fur funf
Stoffe autgefuhrt.

Die mittlere Vorhersagedosis entspricht
dem geschatzten LDso-Wert auf der Stan-

dardregressionsgeraden. Bereehnet wird
die rnittlcre Vorhersagedosis aus der ICsox
eines Stoffes. Dazu wird zuerst aus der
ICsox der der Standardregressionsgeraden
zugeordnete molare LDso-Wert als y nach
log LDsu ::::0,625 + 0,435 x log TCsox ge-
schatzt; anschlieBend erfolgt die Umrech-
nung der geschatzten rnolaren LD5()in rng/
kg KG. Mit dieser Berechnung steht die
mittlere Vorhersagedosis fest. Dann wer-
den die sich daraus ergebenden minima-
len und maximalen Vorhersagedosen ei-
ner LDj() p.o. entsprechend FG :0:; log 5 be-
stimmt. Fur Aminopterin umfaBt der Vor-
hersage-Dosisbereich die minirnale, mitt-
lere und maximale Vorhersagedosis mit
2,7, 13,5 und 67 mg/kg KG (Tabelle 2,
RC-Nr. 3). Irn nachsten Schritt wird die
Einstufung einer Substanz in eine TK auf
dieser Berechnungsgrundlage mit der Ein-
stufung del' entsprechenden LDso aus dem
NIOSH-Register verglichen.

4.2 Einstufung in eine
Toxizitlitsklasse (Abbildung 2)
Die Einstufung eines Stoffes in eine TK
auf der Grundlage der drei nach Abschnitt
4.1 berechneten Vorhersagedosen beruht
auf simulierten Tierversuchen, also auf der
Annahme einer vereinfachten Teststrate-
gie mit Ratten als Versuchstiere nach der
ATC-Methode von Schlede et a!. (1992).
Die Letalitat dient dabei als Marker. Wie
Abbildung 2 veranschaulicht, wird in je-

RC- LDso
NIO-

ICsox
LDso -Vorhersage-

Substanz SH- DosisbereichNr mg/kg TK mM
mg/kg TK

11 Doxorubicin HC:
698 1 0,00033 15-75-375 1 - 2Mm 580,03

139
Retinol

2000 1 0,00054 9-46-230 1 - 2Mm 286,5

181
Thallium-I-sulfate

29 2 0,054 120-600-3000 1 - 2
Mm 504,80

22 Digoxin 18 3 0,0085 83-414-2070 1 - 2Mm 781,05

3 Aminopterin
3 3 0,000012 2,7-13,5-67 3Mm 440,47

Tabelle 2: Vergleich der Einstufung einer NIOSH-LD5o in eine EU-Toxizitatsklasse (TK)
filr akute orale Toxizitat mit der Einstufung aus dem Vorhersage-Dosisbereich.
Mit flinf Subslanzen wird beispiel haft die Einstufung in eine TK veranschaulicht. Vier
Stoffe als falsch positive (RC-Nr. 11, 139) und falsch negative Wertepaare (RC-Nr. 22,
181) liegen aul3erhalb des FG-Bereiches der Abbildung 1. In Spalte 6 bezie~en sich die
jeweils drei Zahlenwerte tur einen Stoff auf die minimale, mittlere und rnaxirnale
Vorhersagedosis. Die Stoffe mit der RC-Nr. 11 und 139 sind in der Abb. 1markiert.
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dem Falle zuerst die mittlere Vorhersage-
dosis getestet. Das Ergebnis dieses ersten
Tierversuches entscheidet uber die nach-
sten Testschritte. Bleiben die Tiere ohne
Schadigungen, wird die maximale Vorher-
sagedosis in einem zweiten Tierversuch
appliziert.

Zeigen die Ticre des ersten Versuches
jedoch toxische Reaktionen, dann wird
entweder auf die Applikation der minima-
len Vorhersagedosis verzichtet, oder die-
se Dosis wird einer zweiten Gruppe yon
Versuchstieren verabreicht. Die meisten
Stoffe lassen sich nach diesel' Teststrate-
gie in Abbildung 2 bereits nach dem zwei-
ten Tierversuch sicher einer TK zuordnen,
und die NIOSH-LDso wird annahernd er-
reicht. Auf einen geringen Prozentsatz an
Ausnahmen wird im jeweiligen Abschnitt
eingegangen.

4.3 Beispiele
Beispielhaft fur jeweils einen Teil der im
RC registrierten 347 Chernikalien und
Arzneimittel als Wertepaare IC50x - LDso
p.o. Ratte/Maus soil die Teststrategie mit
drei Substanzen in del' Tabelle 2 erlautert
werden (RC-Nr. 3, II und 22):
l. Aminopterin: Del' Test yon Aminopte-
rin (RC-Nr. 3) beginnt wie jeder Test mit
der mittleren Vorhersagedosis 13,5 rug/kg.
Verglichen mit del' NIOSH-LDso 3 mg/kg
totet diese Dosis aile Tiere; die TK del'
mittleren Vorhersagedosis als TK 3 ist
identisch mit der TK der NIOSH-LDso'
Zur Feststellung dieses Befundes mUBte
also nur die mittlere Vorhersagedosis in
einem Tierversuch getestet werden.
2. Doxorubicin: Der Test von Doxorubi-
cin (RC-Nr. 11) beginnt wieder mit del'
mittleren Vorhersagcdosis 75 mg/kg (1.
Tierversuch). Diese Dosis schadigt die
Tiere nicht, und erst rnit der maximal en
Vorhersagedosis 375 mg/kg (2. Tierver-
such) wird die TK del' NIOSH-LDso er-
reicht. Zwischen del' TK del' NIOSH-LDso
und der TK der mittleren Vorhersagedo-
sis besteht nur eine Differenz yon einer
TK (RC-Nr. 11).
Mit 3. Digoxin wird gezeigt, daB zur Er-
reichung der TK del' NIOSH-LDso nicht
nul' zwei Vorhersagedosen, sondern eine
dritte Dosis ~ also ein dritter Tierversuch
~ notwendig sind. Wieder beispielhaft, al-
lerdings nur fur eine gcringc Anzahl del'
347 Stoffe mit oral en LD 50-Welten, haben
wir Digoxin CRC-Nr. 22) ausgewuhlt. Bei
der mittleren (414 mgfkg) und minimalen
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Dosis (83 mg/kg) sterben aile Tiere. Erst
mit einer dritten Dosis, die derTK 3 (:::;25
mg/kg) entspricht, wird in einem dritten
Tierversuch die TK del' NIOSH-LDso er-
reicht. Zwischen del' TK der NIOSH-LDso
und del' TK der mittleren Vorhersagedo-
sis besteht eine Differenz van zwei TKn.

/ a = 0.625
b = 0,435

RC 1,2

Slandardgerade

identisch mit der TK der NIOSH-LDso.
Eine Einstufung dieser 184 Stoffe ware
demnach mit nul' einem Tierversuch pro
Substanz moglich. Fiir 144 Substanzen
(41 ,5 %) miiJ3ten zwei Vorhersageclosen -
mit zwei Tierversuchen pro Substanz -
getestet werden, urn den TKn-Bereich zu

\
Maximale

Vorhersage-Dosis
Abbildung 2: Teststrate-
gie zur Bestimmung der
EU- Toxlzttatsklassen fUr
akute orale Toxizitat,
Kombination von
Zytotoxizitatstest und
Tierversuch. Schemati-
sche Darstellung einer
Moglichkeit, mit den
Daten zur Zytotoxizltat
(lCso) aus dem RC 347
Xenobiotika in Toxizitiits-
klassen fur die akute
orale Toxizitiit einzuord-
nen. Ais theoretische
Grundlage des Verfah-
rens gilt die Annahme,
daB aus Tierversuchen
Informationen iiber die
einzelnen Testschritte
gewonnen werden
konnen, (In Anlehnung
an W. Halle und H.
Spielmann, 1997.)

Minimale

Vorhersage-Dosis

Mittlere

/ Vorhersage-Dosis

\
Tierversuch Tierversuch

l.etalitat Vitalitat

Minimale Maximale
Vorhersage-Dosis Vorhersage-Dosis

\ /Einstufung in eine

Toxtzitatsklasse

Wir konnen mit diesen drei Beispielen
belegen, daf die Zahl c1er getesteten Do-
sen zur Erreichung der TK del' NTOSH-
LDso identisch ist mit del' Zahl del' Tier-
versuche, die fur die richtige Einstufung
in eine TK notwendig ist. Bei den hier
vorgestellten Untersuchungen handelt es
sich urn einen Vergleich eines Alternativ-
verfahrens zum Tierversuch mit der ATC-
Methode, und es geht um eine Aussage
iiber die Moglichkeit, mit diesem Verfah-
ren Tierversuche fur die ATC-Methode
einzusparen. Foiglich steht nicht die Zahl
der getesteten Dosen zur Erreichung der
TK der NIOSH-LDso' sondern die dafiir
notwcndige Zahl van Versuchstieren im
Vordergrund des Intcresses.

Ergebnis: Fur 184 c1er 347 RC-Stoffe
(53 %) ist die TK, die sich allein aus del'
mittleren Vorhersagcdosis bestimmen laSt,

erreichen, del' die TK der NIOSH-LDso
einschlieBt. In 94,5 % del' Falle ist dem-
nach eine sichere und mit del' TK del'
NIOSH-LDso vergleichbare Einstufung in
einen TKn-Bereich aus del' IC50x heraus
moglich. Ein soleh gutes Resultat war a
priori nicbt zu erwarten. Nul' fiir 19 Stoffe
(5,5 %) mullte eine dritte Dosis ~ also ein
dritter Tierversuch ~ zur Erreichung der
TK der NIOSH-LDjO angesetzt werden.
Die Zahl von 19 Stoffen muJ3 allerdings
dann korrigiert werden, wenn die Treffsi-
cherheit einer Einstufung in eine TK be-
nicksichtigt werden soll. Die Treffsicher-
heit wird im folgcnden Abschnitt definiert,

4.4 Treffsicherheit einer
Einstufung in eine TK
Eine Unsicherheit bei del' Risikoabschat-
zung eines Steffes kann dann auftrcten,
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wenn eine nach der herkornmlichen Me-
thode bestirnmte LDso (NIOSH) an der
unteren Grenze einer TK liegt und die aus
der Vorhersagedosis bestimmte Toxizitats-
starke del' oberen Grenze del' gleichen TK
zugeordnet werden muB.
In diesem Falle ist die Treffsicherheit

einer Einstufung in eine TK zu berucksich-
tigen. Wir definieren den Faktor der Treff-
sicherheit als den prozentualen Anteil von
Steffen, fur die van der mittleren Vorher-
sagedosis aus mit maximal zwei Tierver-
suchen pro Stoff del' ungefahre NIOSH-
LDso-Werterreicht werden kann.
Ein dritter Tierversuch wurde in folgen-

den Fallen erforderlich sein:
Del' TK-Bereich aus derVorhersagedo-

sis stimmt mit der TK der NIOSH-LDso
ubcrcin, aber die LDso-Vorhersagedosis er-
reieht im zweiten Tierversueh nieht den
NIOSH-LDso-Wert (Tabe. 2, RC-Nr. 139
und RC-Nr. lSI). Zwischen der TK aus der
mittleren Vorhersagedosis und der TK del'
NIOSH-LDsostellt sich eine Differenz van
zwei TKn heraus (Tab.2, RC-Nr. 22). Die-
se beiden Faile kommen nur in del'Gruppe
del' Stoffe vor, die als falsch positive und
falsch negative Wertepaare auBerhalb des
FG-Bereiches der Abbildung 1 liegen.
FUr den ersten Fall dient Retinol als

extremes Beispiel (Tabelle 2, RC-Nr. 139):
Die TK der NIOSH-LDso liegt in dem

TK-Bereich, der sich aus der Vorhersage-
dosis bestimmen HiSt, trotzdem muB ein
dritter Tierversuch durchgefuhrt werden,
urn mit einer Dosis der TK 0, >2000 rng/
kg, mit dem Merkmal der Intoxikation die
Substanz sicher einstufen zu konnen,
Bei dem Beispiel Thallium-I-sulfate

(Tabelle 2, RC-Nr. ISl) wird in einem drit-
ten Tierversuch umgekehrt erst mit Ver-
abreichung der Dosis der TK 3, :::;25 rng/
kg, die TK der NIOSH-LDsoerreicht.
1m zweiten Fall, in dem sich eine Dif-

ferenz van zwei Tkn ergibt, ist sofort
zu erkennen, daB bei dieser Abweichung
van zwei Tkn ein dritter Tierversuch not-
wendig ist. (Tabelle 2, RC-Nr. 22).
Ergebnis; Fur 294 Substanzen (84,7%)

ist die Treffsicherheit mit einem Tierver-
such oder mit zwei Tierversuchen pro Sub-
stanz definiert (Tabelle 3). Nur fur 53 Sub-
stanzen (15,3 %) muB ein dritter Tierver-
such nieht nur fur eine sichere Einstufung
in eine TK, sondern auch zum Erreichen
der NIOSH-LDso innerhalb einer TK an-
gesetzt werden. Es handelt sich durchweg
urn Substanzen, die als falsch positive und
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falsch negative Wertepaare auBerhalb des
FG-Bereiches liegen.
Das Ergebnis zeigt eindeutig, daB die

Einstufung in eine TK, wie wir sie in Ab-
schnitt 4.2 mit 94,5 % berechnet haben,
nieht mit der Treffsieherheit der Einstu-
fung mit 84,7 % gleiehgesetzt werden
kann.

5 Stoffe aus dem RC, mit denen die
ATC-Methode validiert wurde

Die Arbeit von Sch1ede et al. (1992) ent-
halt 30 Chemikalien und Arzneimittel, fur
die zwei und mehr orale LD50-Werte aus

fur eine sichere Zuordnung zu einem To-
xizitatsbereich notwendig. Zwei Stoffe
(RC-Nr. 43 und 292) unterscheiden sich
jeweils urn eine TK, und fur diese Stoffe
rniiliten zwei Tierversuche pro Stoff
durchgefuhrt werden. In 81,2 % der Faile
ist dernnach eine sichere Einstufung in
einen TK1-Bereich aus der ICsOAheraus
rnoglich, und fur die 16 Substanzen sind
nur 24 Tierversuche fiir eine vergleich-
bare Zuordnung in eine TK anzusetzen
(Tabelle 3, Nr. 2). Die Treffsicherheit der
Einstufung errechnet sich ebenfalls mit
SI,2 % (13 Substanzen), da nur fur drei
Stoffe (RC-Nr. 49, 60, 234) drei Tierver-

Ltd. RC- Zahl der Tierversuche
1 2 3 Ge- Treff-

Nr. Stoffe samt sicher-
heit

Stoffe n (%) n (%) (%)n n (%)

1 347
184 144 19 529 84,7

(53,0) (41,0) (5,5)

2 16
11 2 3 24 81,2

(68,7) (12,5) (18,8)

3 46
20 25 1 73

(43,5) (54,3) (2,2)

4 347 200 132 15 509 87,9
(57,6) (38,1) (4,3)

der Literatur recherchiert werden konnten.
Die Stoffe sind nach ihren LDso-Werten
in die bekannten Toxizitatsklassen nach
Abschnitt 3 eingeordnet; 16 der 30 Stoffe
sind im RC erfaBt.
In der Tabelle 4 sind diese 16 Stoffe mit

den TKn-Bereichen aus der Arbeit von
Sch1edeet al, (1992), den ICsox-Werten und
den Einstufungen in TKn aufgrund der
mittleren Vorhersagedosen verzeichnet.
Zusatzlich haben wir das geometrische

Mittel der LDso-Einzelwerte pro Stoff als
LDsoxberechnet, urn daraus die Treffsi-
cherheit der Einstufung bestimmen zu
konnen, Fiir Phenylthiourea, das nur mit
einem LD 50-Wert erfaBt ist, haben wir ei-
nen zweiten LD50 -Wert fur eine Mittel-
wertbildung aus der Arbeit von Scheline
et al. (1961) eingesetzt.

Ergebnis: Die Tabelle 4 zeigt, daB 11
Steffe (68,7 %) mit ihren TK1-Bereichen
aus der Arbeit von Schlede et al. (1992)
die jeweilige TK der mittleren Vorhersa-
gedosis einschlieBen. FUr rund 69 % der
Substanzen ware also nur ein Tierversuch

Tabelle 3:
Aufschllisselung
der Wertepaare
le50x - LD50 p.o.
Ratte/Maus fiir
Stoffe aus dem
RC unter Berlick-
sichtigung des
Faktors der Treff-
sicherheit der
Einstufung in Pro-
zent, der mit ein
bis zwei Tierver-
suchen pro Stoff
definiert ist.

suche zur Erreichung der LDso, notwen-
dig waren (Tabelle 4).
Das Ergebnis ist unter dern Aspekt be-

deutungsvoll, daBvon den 16RC-Stoffen
acht als falsch positive bzw. falsch nega-
tive Wertepaare auBerhalb des FG-Berei-
ches in Abbildung 1 liegen, aber nach der
TKn-Klassifikation sich nur drci Substan-
zen als falsch negativ erweisen. Diese drei
Substanzen gehoren ubrigens auch zu den
falsch negativen Wertepaaren in Abbil-
dung 1.

6 Vergleich der RC-Daten mit zwei
weiteren Klassifikationssystemen fiir
die akute orale Toxlzitat

Yon Purchase et a1. (1987) Wild fur die
akute orale Toxizitat fur Ratte/Maus eine
Rangordnung des Grades der Toxizitat van
Stoffen vorgestellt, der sich wiederum vier
TKn zuordnen lassen. Die TKn weichen
in ihren Grenzbereichen von den TKn der
EU ab, die bei der ATC-Methode benutzt
werden (Tabelle 5). In diese TKn sind von
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den AULOren48 Chemikalien und Arznei-
mittel aus dem "FRAME-Cytotoxicology
Research Project" eingeordnet (Balls et
al., 1984). Wir vergleichen diese Einord-
nung mil der Einordnung, die sich aus den
RC-Daten fur diese Substanzen ergibt.

Zur Einstufung dcr 48 Stoffe sind fol-
gende Hinweise wichtig:

Von zwei Stoffen - Diethylstilbestrol
und Fructose - ist keine akute orale Toxi-
zitat fur Ratte/Maus bekannt; demzufolge
ist ihre Einstufung in das orale Toxizitats-
profil nicht rnoglich, Yon den verbleiben-

den 46 Stoffen ist ein Stoff - Potassium-
I-iodide - nieht im RC registriert. FUr die-
sen Stoff laBt sichjedoch die ICsox aus den
Arbeiten von Clothier et al. (1988) und
Mazziotti et a1. (1990) und demzufolge
aueh die mittlere Vorhersagedosis bereeh-
nen. Purchase et a1. (1987) ordnen diesen
Stoff in die TK3 ein.

Von sieben Stoffen Iehlen genaue An-
gaben zur Einstufung in eine der vier TKn
fur RattelMaus: p-Aminophenol, Bendio-
carb, Dimethylsulfoxid, Ethanol, Ioxynil,
6-Methylcoumarin und p-Chloromereuri-

LD50X IC
50X

mittlere
RC- Substanz TK1

Vorhersage-
Nr. mg/kg TK mM dosis

mg/kg TK

20 Cadmium 1 - 2 197 2 0,0064 86 2chloride

43 Aldrin 2 53 2 0,067 475 1

49 Parathion 3 6 3 0,093 437 1

60 Indo- 3 13 3 0,16 680 1methacin

BUYrlated
72 hy roxy- 0- 1 3022 0 0,24 409 1

anisole

Sod.
76 dodecyl- 0- 1 1844 1 0,27 691 1

sulfate

102 Acrylamide 1 - 2 163 2 1,61 369 1

112 Caffeine 1 - 2 285 1 2,64 1249 1

118 Pheno- 1 - 2 225 1 3,81 1753 1barbital

119 Sod. 1 1570 1 4,33 1277 1salicylate

234 Phenyl- 3 5 3 0,54 491 1thiourea

291 Aniline 1 668 1 6,90 910 1

292 Allylalcohol 2 80 2 6,94 569 1

351 Dimet~lfo- 0 5094 0 114,0 2420 0rmaml e

358 Acetonitrile 0- 1 2672 0 368,0 2262 0

360 Ethylene 0 6335 0 555,0 4090 0
glycol

Tabelle 4: Vergleich der Bereiche der einzelnen EU-Toxizitiitsklassen TK, aus der
Arbeit von Schlede et al. (1992) mit den Toxizitiitsklassen, die sich aus der mittleren
Vorhersagedosis ergeben. Untersucht wurden 16 Stoffe, die im RC erfaBt sind. Fur
eine Beurteilung der Treffsicherheit einer Einstufung wurde auch die mittlere LDso
(LD

50
,) berechnet. Die Stoffe mit der RC-Nr. 49 und 234 sind in der Abbildung 1

markiert. Fur diese beiden Stoffe liegt in der Abbildung 1 nur je ein LD50-Wert vor.
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benzoate (PCMB). Wir erganzten die Ein-
stufungen in eine TK entsprechend den
oralen LDso-Werten fiir Ratte/Maus aus
dem NIOSH-Register (RTECS) fur sechs
der sieben Stoffe LIndfiir PCMB aus einer
Arbeit von Balls et a1. (1984).

Ein Vergleich der Einstufungen in eine
TK dieses Kassifikationssystems auf der
Grundlage der RC-Daten mit der Einstu-
fung von Purchase et al. erfolgt nach der
bekannten Bercchnung der minimalen,
mittleren und maximalen Vorhersagedo-
sis einer oralen LDso aus den TC50x - Wer-
ten nach Abschnitt 4.1.

Die Einstufung der46 Stoffe in eine TK
beruht wieder auf der Annahme, daB eine
Dosis mit einem Tierversuch bzw. zwei
Dosen mit zwei Tierversuchen pro Stoff
durchgefiihrt werden, beginnend mit del'
Prufung der mittleren Vorhersagedosis,
LInddaB die Letalitat der Tiere als Marker
dient (Abbildung 2).

Ergebnis: Fur 20 Stoffe (43 %) stimmt
die TK der mittleren Vorhersagedosis mit
der Klassifikation des publizierten Toxi-
zitatsprofils uberein. Fur diese Stoffe ware
demnach nur ein Tierversuch fur eine si-
chere Einstufung in einen TKn-Bereich
aus der ICsox erforderlieh. Bei 25 Steffen
waren zwei Tierversuche notwendig, denn
es besteht zur TK der mittleren Vorhersa-
gedosis eine Differenz von einer TK. Mit
diesem Ergebnis laSt sich fur 45 Substan-
zen (97,8 %) mit den RC-Daten die Rang-
ordnung der Toxizitatsstarke fur die akute
orale Toxizitat fur RattelMaus aus der Ar-
beit von Purchase et a1. (1987) bestatigen
(Tabelle 3, Nr. 3). Nur von einem Stoff -
Warfarin - erreichen weder die minimale
noch die maximale Vorhersagedosis die
entsprechende TK. Die Treffsieherheit der
Einstufung in Prozent der Substanzen, fur
die nur ein oder zwei Tierversuche fiir eine
sichere Einstufung erforderlich sind, kann
nicht exakt besti mrnt werden, da von

TK
Toxlzltatsberelcn

mg/kg Korperqewicht

1 < 20

2 ;:::20 bis < 200

3 ~ 200 bis " 2000

4 ;:::2000

Tabelle 5: Rangordnung des Grades der
Toxizitat von Stoffen fUr die akute orale
Toxizitiit fur RaUe/Maus naeh Purchase
et al.
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Purchase et al. nul' in den seltenen Fallen
die oralen LDso-Werte fur Ratte/Maus an-
gegeben sind. Aus den Ergebnissen in
Abschnitt 4.3 kann man aber davon aus-
gehen, daB auch wieder eine Treffsicher-
heit urn 85 % erreicht wird.

Auch dieses Ergebnis des Vergleiches
del' Einstufung in vier TKn ist aus folgen-
dem Grunde bemerkenswert: Von den 46
FRAME-Substanzen gehoren 12Substan-
zen (26,1 %) zu den Wertepaaren ICsox-

LDsop.o. im RC, die als falsch positiv bzw.
falsch negativ auBerhalb des mit
FG ::;; log 5 definierten Dosisbereiches urn
die Standardregressionsgerade der Abbil-
dung 1 Iiegen. Durch die Einstufung in
Toxizitatsklassen auf del' Grundlage der
RC-Daten weichtjedoch nur noch Warfa-
rin yon dem vorgegebenen Toxizitatspro-
fil als falsch negativ ab.
In einer weiteren Arbeit zur ATC-Me-

thode yon Schlede et al. (1995) wird ein
TKn-System der EU fur feste Pestizide mit
den Klassengrenzen 500, 50 und 5 mg/kg
vorgestellt. Unter Zugrundelegung dieser
TKn-Grenzen wird mit den LDso-Vorher-
sagedosen des RC folgendes Ergebnis er-
zielt: Fiir 200 Stoffe (58 %) ist ein Tier-
versuch und fur 132 Stoffe (38 %) sind
zwei Tierversuche zur Erreiehung der TK
del' entsprechenden NIOSH-LDso erfor-
derIich. Die 347 Stoffe des RC konnten
demnach mit nur 509 Tierversuchen der
TK der NIOSH-LDso zugeordnet werden
(Tabelle 3, Nr. 4). Die Treffsicherheit er-
reehnet sich mit 305 Substanzen (87,9 %).

7 Praktische Nutzung des Verfahrens

7.1 Teststrategie
Die Werte in Tabelle 3, Nr. 1, zeigen, daB
in 94,5 % del' Falle nul' ein bis zwei Tier-
versuche fur eine mit derTK der NIOSH-
LDsovergleichbare Einstufung ausreichen.
Auf der Grundlage dieses Ergebnisses sind
fur eine Anpassung des in dieser Arbeit
vorgestellten RC-Verfahrens mit denWer-
ten del' Parameter der linearen Regressi-
on (siehe Abschnitt 2) an die ATC-Metho-
de zwei Aspekte yon Bedeutung:
Die mit dem RC-Verfahren geschatzte

mittlere Vorhersagedosis ist die Grundla-
ge der neuen Teststrategie; die mit den
TKn 0 bis 3 definierten und feststehenden
Dosen 2000, 200 und 25 mg/kg sollen im
Tierversuch getestet werden.
Folgender Vorschlag sollte bei spateren

Validierungsversuchen Beriicksichtigung
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finden: Ausgangspunkt fiir eine Versuchs-
planung ist die mittlere Vorhersagedosis.
Im Tierversuch gepruft wird die TK-Do-
sis, die der mittleren Vorhersagedosis am
nachsten liegt.
Dazu wird das geometrische Mittel von

zwei benachbarten Toxizitatsklassen ge-
bildet. FUrdie TKI und TK2 bctragt die-
serMittelwert 632 rug/kg (TKl) bzw. 70,7
mg/kg (TK2). Bei einer Vorhersagedosis
von beispielsweise 500 mg/kg sollte im
ersten Tierversuch mit drei mannlichcn
Ratten die Dosis der TK2 von 200 mg/kg
eingesetzt werden.
Bei dem Tod yon nicht mehr als einem

Versuchstier wird die nachst hohere Do-
sis mit 2000 mg/kg drei weiblichen Ver-
suchstieren appliziert. Den Ergebnissen in
Tabelle 3 entsprechend dtlrfte dieser zwei-
te Tierversuch eine sichere Einstufung in
eine TK durch den Tod der drei Tiere er-
moglichen.

7.2 Einsparung yon Versuchstieren
Geht man bei del' ATC-Methode mit den
Klassengrenzen 2000, 200 und 25 mg/kg
yon durchschnittlich drei Tierversuchen
fur eine Einstufung eines Stoffes in eine
TK aus (Schlede et al., 1995), diirfte beim
Vorschalten der vorhergesagten TK auf der
Grundlage der Zytotoxizitatsdaten mit ei-
ner Einsparung yon wenigstens einem
ATC-Schritt (Tierversuch), also mit einer
ca 30 prozentigen Reduzierung der Ver-
suchstierzahl zu rechnen sein. Genauere
Prozentwerte der Einsparung ergeben sich,
wenn folgende Werte zugrunde gelegt
werden:
Mit der ATC-Methode sind mit den

Prilfdosen 2000, 200 und 25 mg/kg zur
Einstufung eines Stoffes in eine TK durch-
schnittlich 9, II Versuchstiere ausreichend
(Schlede et al., 1995). FUrdie im RC regi-
strierten 347 Stoffe miiBtendemnach 3161
Versuchstiere veranschlagt werden. Nach
dem Vorschalten der mittleren Vorhersa-
gedosis lassen sich folgende Tierzahlen
abschatzen: FUr 328 Stoffe werden zwei
Priifdosen in zwei Tierversuchen mit je
drei Versuchstieren und fur 19 Stoffe (Ta-
belle 3, Nr. I) drei Priifdosen in drei Tier-
versuchen mit jc drei Tieren als ausrei-
chend eingeschatzt. Daraus errechnen sich
insgesamt 2139 Versuchstiere. Verglichen
mit den 3161 Tieren aus der ATC-Metho-
de ist mit einer 32prozentigen Reduzie-
rung del' Zahl der Versuchstiere zu rech-
nen.

8 Zur Bestimmung der Zytotoxizitlit
fur das neue Verfahren

Hier sind einige maBgebliche Hinweise fur
laboreigene Praktiken im Zell-zuchtlabo-
ratorium zusammengestellt, FUr 10bis 15
Stoffe aus dern RC (z.B. aus den Tabellen
2 und 4 dieser Arbeit willkiirlich ausge-
wahlt) mit bekannten oralen LDso-Werten
(NIOSH), wird mit einer Sauger-Zellinie
(z.B. 3T3) und einem zytotoxischen End-
punkt (z.B. NRso-Test) eine Regressions-
gerade erstellt. Diese muBals laboreigene
Eichgerade in einem Konzentrationsbe-
reich yon 10.6 bis 103 mmol/l Nahrrnedi-
urn innerhalb des in Abbildung 1markier-
ten Fo-Bereiches liegen (Halle und Spiel-
mann, 1994). Die Anpassung diesel' Eich-
geraden an diesen Bereich di.irfte in kei-
nem Falle schwierig sein, wenn man da-
yon ausgeht, daB die in vitro kultivierte
Zelle als ein plastisches System auf An-
derung der extrazellularen Serumkonzen-
tration mit Anderungen der Empfindlich-
keit gegenuber Xenobiotika reagiert: Zell-
kulturen in Nahrmedien mit Serumkon-
zentrationen urn 1% bis 5 % reagieren auf
toxische Konzentrationen yon Xenobioti-
ka empfindlicher als unter Serumkonzen-
trationen urn 10 % bis 20 %.
Die Kultivierungs- und Testbedingun-

gen, unter denen die Eichgerade erstellt
wurde, miissen sich als Standardmethoden
uber Jahre als reproduzierbar erweisen.
Diese Methoden werden dann zur Testung
noch unbekannter Substanzen eingesetzt,
die in Toxizitatsklassen eingestuft werden
sollen. Mit dem in der Zellkultur ermit-
telten ICso-Wert (z.B. NRso)und den Pa-
rametern der Standardregressionsgeraden
aus dem RC werden die Vorhersagedosen
in mg/kg KG berechnet. Das weitere Vor-
gehen ist in dieser Arbeit beschrieben. Ein
Schema (Abbildung 3) veranschaulicht die
einzelnen Testschritte.

9 Diskussion

Ein neues Verfahren zur Einstufung yon
Chemikalien und Arzneimitteln in festge-
legteToxizitatsklassen yon bekannten Klas-
sifikationssystemen fiir die Beurteilung ei-
ner akuten oralen Toxizitat auf der Grund-
lage yon Zytotoxizitatsdaten wird vorge-
stellt. FUrdas Verfahren werden Daten aus
dem Register del' Zytotoxizitat (RC) und
Elemente zur Testung von Versuchstieren
mit der ATC-Methode yon Schlede et al.
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(1992) miteinander verknupft; wir rnoch-
ten diese neue Alternativmethode zurn
Tierversuch deshalb als kornbiniertes RC-
ATC- Verfahren bezeichnen.

Die im RC registrierten Daten mit den
Welten fur ICsox'LDso p.o. RattefMaus und
den Parametern des linearen Regressions-
modells Intercept a und Regressionskoef-
fizient b mit den daraus berechneten mi-
nimalen, mittleren und maximalen Vorher-
sagedosen fUr die orale LDso in mg/kg
Korpergewicht werden fur diese Einstu-
fungen in Toxizitatsklassen zugrunde ge-
legt. Mit den Untersuchungen sollte ge-
klart werden, ob sich die aus den Zytoto-
xizitatsdaten ermittelten Toxi-zitatsklassen
mit denjenigen Toxizi-tatsklassen verglei-
chen lassen, die sich aus bereits publizier-
ten LDso-Werten ergeben. Zu diesem
Zweck wird eine vereinfachte Testhiera-
chie mit simulierten Tierversuchen ent-
sprechend der ATC-Methode angenom-
men. Es schlieBen sich Untersuchungen
uber die Sicherheit und Gute der Einstu-
fungen von Stoffen aus dem RC in Toxi-
zitatsklassen an.

Wenn die NIOSH-LD5o (RTECS) als
Bezugswert fiir eine Einstufung he range-
zogen wird, konnte eine sichere und ver-
gleichbare Einstufung in die gleiche To-
xizitatsklasse auf der Grundlage del' Zy-
totoxizitatsdaten in 53 % del' Falle bereits
mit einem Tierversuch und in 41 % der
Falle mit zwei Tierversuchcn erreicht wer-
den. Wenn andererseits entweder ein To-
xizitatsklassen-Bereich (Schlede et al.,
1992) oder zwei weitere Klassifikations-

systeme (Purchase et al., 1987; Schlede et
a1., 1995) als Bezugswerte fur einen Ver-
gleich verwendet werden, ist ebenfalls
eine direkt vergleiehbare Einstufung aus
den RC-Daten heraus moglich. Dieses
Ergebnis unterstreieht die bemerkenswerte
Zuverlassigkeit und Stabilitat des kornbi-
nierten RC-ATC- Verfahrens.

Ein gleich gutes Ergebnis wird erzielt,
wenn fur einen solchen Vergleich der Fak-
tor der Treffsieherheit zugrunde gelegt
wird. 1m nachsten Schritt werden Mog-
liehkeiten fur eine praktisehe Nutzung des
Verfahrens und seine Vorteile fiir eine
Reduzierung der Zahl der Versuehstiere
aufgezeigt. Erstmalig fur eine Alternativ-
methode zur Bestimmung der Toxizitat
yon Xenobiotika mit Zellkulturen laBt sieh
mit dem neuen Verfahren die Einsparung
an Tierversuehen mit rund 30 % quantifi-
zieren. Ob dieser prozentuale Anteil aueh
in der Praxis erreicht oder ilbertroffen
werden kann, wird sich allerdings erst
nach experimenteller Validierung des neu-
en Verfahrens herausstellen.

Der Vorteil des neuen Verfahrens wird
besonders deutlich, wenn es urn Informa-
tionen fur die Festlegung der Startdosis bei
Testbeginn mit dem ersten Tierversuch geht.
FUr solche Inforrnationen fur die ATC-Me-
thode kommen naeh Schlede et al. (1992)
zum Beispiel Daten uber Struktur- Wir-
kungsbeziehungen in Frage, die aber beson-
ders bei Neuentwieklungen yon Chemika-
lien und Arzneimitteln nieht immer zur Ver-
fiigung stehen durften und aueh keine "si-
chere" Vorhersage del' Startdosis erlauben.

Zytotoxizitatstest

ca 15 Stoffe aus dern RC mit bekannter LD50

Laboreigene Zellinie: 3T3 Zytotoxischer Endpunkt (CEP): NR50

Regressionsrechnung: log LD50 = a + b * log NR50

Ausgleichsgerade als laboreigene Eichgerade
Abbildung 3:
Anwendung des
Verfahrens der
Einstufung von
Stoffen in die
Toxlzltatsklassen der
EU fur akute orale
Toxizltat unter
8erucksichtigung
laborindividueller
Bedingungen.

Projektion der Eichgeraden in den FG-Bereich der Standardgeraden

Vorhersage des Dosisbereiches der LD50 mil
log LD50 = 0,625 + 0,435 * log NR50

I
Erster Tierversuch mil der mittleren Vorhersage-Dosis
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