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ZusammenJassung
In vitro Tests werden in der Toxikologie bisher nur bei
mechanistischen Studien zur Aufkldrung von Wirkungs-
mechanismen akzeptiert. Fur die toxikologische Risiko-
abschiitzung werden jedoch auch heute nur Tierversuche
anerkannt, da in vitro Tests qualitativ andere Ergebnisse
liefern. Hier wird ein neues Konzept zur Diskussion
gestellt, das gestattet, eine Risikoabschdtzung aus-
schliejJlich mit InJormationen aus in vitro Tests durchzu-
fuhren und diese in sicherheitstoxikologische, behordli-
che MajJnahmen umzusetzen.

1 Einleitung

In der Toxikologie ist der Wert, den
in vitro Methoden beim Ersatz yon
Tierversuchen haben, umstritten.
Anfangs wurden die in vitro Metho-
den vollig abgelehnt; inzwischen je-
doch wird generell akzeptiert, daB
sie bei rnechanistischen Studien un-
entbehrlich sind, etwa bei der Auf-
klarung von Wirkungsmechanismen,
die die Ursache fur ein bestimmtes
toxikologisches Phanomen darstel-
len, wie z.B. die Krebsauslosung
durch chemische Stoffe.
Trotzdem pladieren die maBgebli-

chen Toxikologen il11 deutschen
Sprachraum bei der toxikologischen
Risikobewertung fur Industrie und
Behorden auch heute noch dafur, daB
Tierversuche unerlahlich sind und
ihnen die entscheidende Rolle bei
der Risikobewertung zukornmt
(Forth et al., 1991; Dekant und
Vamvakas, 1995; Marquardt und
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Summary: Different concepts for risk assessment have to
be applied if the data are derivedJrom testing in animals
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new concept for risk assessment and risk management is
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,
Schafer, 1995; Greim und Deml,
1996). In vitro Methoden sind nach
diesem Konzept nur dann gefragt,
wenn es abzuklaren gilt, ob eine
toxisehe Nebenwirkung, die beim
Versuchstier beobachtet wurde, auch
beim Menschen auftreten kann. Oft
ermoglichen erst molekularbiologi-
sche bzw. bioehemische Untersu-
chungen an Zellen und Geweben des
Menschen und der im Tierversuch
verwendeten Spezies eine Bewer-
tung der Bedeutung der Tierver-
suchsdaten fur den Menschen.
Haufig wird bei der Risikobewer-

tung in der chemischen Toxikologie
hervorgehoben, daB nur erfahrene
Toxikologen eine Risikoabschatzung
vornehmen konnten, denn nur sie
seien in del' Lage, eine .Jntelugente
Toxikologie" auszuiiben. Besonde-
ren Eindruck macht auf Unerfahrene
auch die Feststellung, daB die Toxi-
kologie eine "Kunst" sei (die nicht
naher beschrieben wird) und die nur

wenige, sehr erfahrene Toxikologen
praktizieren konnten.

2 Das Konzept der Risiko-
abschatzung in der Toxikologie

Die hier geschilderte, weit verbreite-
te Ansieht laBt wesentliche Elemente
der Risikoabschatzung in der Toxi-
kologie auBer acht. Das mag auch
daran liegen, daB selbst in den ein-
schlagigen deutschsprachigen Lehr-
und Handbuchern der Toxikologie
(Forth et al., 1992; Dekant und
Vamvakas, 1994; Marquardt und
Schafer, 1995; Greim 1996) der Pro-
zeB der Risikobewertung fur toxi-
sche Stoffe nicht eindeutig definiert
ist. Es wird nur recht allgemein
besehrieben, daf das Risiko einer
Schadigung durch das toxische Po-
tential (Gefahrlichkeit) des Steffes
einerseits und die Wahrscheinlich-
keit des Schadenseintritts und die
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Schwere des Schadens (Exposition)
andererseirs bestimmt wird, Diese
Definition ist nicht so exakt wie das
von Bchorden und Industrie in den
USA einvernehmlich erarbeitcte
Konzept der Trennung der Risikobe-
wertung (= risk assessment) von den
sich daraus ergebenden Schutzman-

Bestimmung der

Gefahrlichkelt
= toxische
Eigenschaften

sind sie
vorhanden?

nahmen (= risk management) (Am-
dur et aI., 1991; Hayes, ] 994). Naeh
diesem zweistufigen Konzept sind
drei entscheidende Grofsen Ilir den
ersten Schlitt, die Risikobewertung,
unerlafslich (Abbildung 1);
Die Gefiihrlichkeit des Steffes, d.h.

seine toxischen Eigenschaften,

sind sie nicht
vorhanden?

Nein

Bestimmung der

Exposition

8estimmung der

Dosis-Wirkungs-
Beziehung

Risikobewertung

Abbildung 1: Das in den USA entwickelte Konzept der Risikobewartung (risk
assessment) tur chemische Stoffe.
Es beruht auf der Bestimmung der drei Faktoren Gefahrlichkeit, Exposition und Dosis-
Wirkungs-Beziehung fur das jeweilige Gabiet der Toxikologie (nachAmdur at al.,
1991, und Hayes, 1994).
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die Exposition, d.h, die Bedingun-
gen, unter denen Menschen mit dem
Stoff in Kontakt kommen bzw. ihn
anwcnden, z.B. am Arbeitsplatz, als
Nahrungsmittel oder als Medika-
mcnt, und
die Bestimmung der Dosis- Wir-

kungs-Beziehung am Erfolgsorgan.
Es mag uberraschen, daB aufgrund

der Informationen iiber die drei ge-
nannten Grolsen eine recht eindeuti-
ge Risikobewertung moglich ist. Bis-
her konnte man nur zwei der drei
genannten Faktoren im Tierversuch
ermitteln, namlich die Gefahrlickeit,
also die toxischen Eigenschaften,
und die Dosis- Wirkungs- Beziehung
fur das jeweilige Gebiet der Toxiko-
logie.

3 Welche Informationen konnen
in vitro Methoden fiir die toxikolo-
gische Risikobewertung Hefern?

Es ist das erklarte Ziel der Entwick-
lung und Validierung von Alternativ-
methoden, die toxikologischen Ei-
genschaften chemischer Stoffe zu
erfassen, d.h. ihre Gefahrlichkeit zu
bestimmen, aber auch Tierversuche
zu ersetzen, die mit dem gleiehen
Ziel durchgefuhrt werden. So wird
z.B., urn den Draize Test an der Haut
oder am Auge des Kaninchens zu
ersetzen, gepruft, ob es mit tierver-
suchsfreien Methoden moglich ist,
Stoffe mit starken, geringen und
fehlenden haut- und augenreizenden
Eigenschaften hinreichend sieher zu
identifizieren. Dieser Aspekt leitet
gleichzeitig zum dritten Faktor fur
die Risikobewertung uber, namlich
zur Bestimmung der Dosis- Wir-
kungs-Beziehung. Sie ist praktisch
mit jedem in vitro System moglich,
und zwar sehr viel genauer als im
Tierversueh.
Die beiden zuletzt genannten

Punkte, die Bestimmung der Dosis-
Wirkungs-Beziehung und die Repro-
duzierbarkeit, sind charakteristisch
fur al1e in vitro Tests, ohne daf sie
fur die Risikobewertung in der Toxi-
kologie geeignet sein mussen, Sehr
viel schwieriger ist es dagegen fest-
zustellen, ob die in vitro gemessenen

141



SPIELMANN ~r;)-------------------------------~~--
~~
~<.

Dosis-Wirkungs-Kurven in eincm si-
gnifikanren Zusammenhang mil den
toxikologischen Eigt::nschaften ate-
hen, die im Tierversuch bestimmt
werden. Beispielsweise sind einfa-
che Zytotoxizitatstcsts gut reprodu-
zierbar, und sie liefem ideale Dosis-
Wirkungs-Kurven, ohne daB sie mit
den Ergebnissen korrelieren mussen,
die bei Exposition des Menschen
oder von Versuchstieren mit densel-
ben Stoffen nach oraler oder derma-
ler Applikation beobachtet werden.

4 Qualitative Unterschiede der
Ergebnisse von in vivo und in vitro
Studien in der Toxikologie und
ihre Elnsatzmoglichkeiten bei der
Risikobewertung

Ein schematischer Vcrgleich der In-
formationen, die toxikoJogische in
vitro und in vivo Tests liefern, und
ihre Bedeutung fur die Risikobewer-
tung sind in Abbildung 2 wiederge-
geben. Sie geht auf einen bisher

Tierspezies in vivo
Protokolle

Chemikalien ---3~
Studien

Zellen, Gewebe,
andere Modelle

Protokolle

Chemikalien ---::l'"

in vitro

Studien

Stufen der
Bewertung:

Risiko Management
..... ..•... - Klassifikationl

Information~ Rlslko- , Kennzeichnung

A
bewertung - Sicherheits-.....•..•• ...••.. bestimmungen

"" .",

: - etc.
: experimentelle

:
Risiko Management..... .....•..••
- Setzen von

nformation~ Risiko- ."
Prloritaten

B ..•... bewertung ..•... - Auswahl der
." ." Chemikalien

- etc.

c

nicht publizierten Yorschlag von
Mark Chamberlain (1996) zuriick,
der bei der Firma Unilever in Eng-
land fur die toxikologische Priifung
von Kosmetika zustandig ist. Abbil-
dung 2 zeigt, daf toxikoJogische in
vitro und in vivo Studien bei der
Risikoabschatzung in ahnlicher Wei-
se eingesetzt werden konnen. In bei-
den Fallen wird mit standardisierten
Vcrsuchsprotokollen und chcmi-
schen Stoffen gearbeitet, aber die
Versuchsobjekte sind verschieden
und licfern dementsprechend auch
quaJitativ sehr unterschiedliche, d.h.
kaum vergleichbare Ergebnisse, die
in der Abbildung mit A und B
gekennzeichnet sind.
Das Schema veranschaulicht wei-

terhin, daB aus den Ergebnissen der
Tests Informationen ftlr die Risiko-
bewertung genutzt werden, die wie-
derum qualitativ sehr unterschiedlich
voneinander sind. Die Risikobewer-
tung mit Hilfe von Tierversuchen hat
deswegen eine andere Qualitat als
die Risikobewertung, die mit den

Ergebnisse
A

Informationen aus in vitro Tests
moglich ist. Die Abbildung macht
auBerdcm deutlich, daB die Informa-
tionen aus in vivo und in vitro
Studien schlicBlich zu MaBnahmen
fuhren, die dem Schutz der Anwen-
der chemischer Steffe dienen (= risk
management). Die Ergebnisse toxi-
kologischer Tierversuche werden
von Behorden zur Klassifizierung
und Kennzeichnung der Stoffe und
fur die Festlegung von Sicherheits-
bestimmungen in Abhangigkeit von
der Exposition benutzt. Im unteren
Teil der Abbildung 2 ist dargestellt,
wie heute Informationen aus toxiko-
logischen in vitro Studien in der
chemisch-pharmazeutischen und
kosmetischen Industrie genutzt wer-
den, namlich nur fur die Prioritaten-
setzung bei der weiteren Verwen-
dung der Stoffe innerhalb des Unter-
nehmens.
Die zukunftigcn Moglichkeiten der

Nutzung von Informationen aus toxi-
kologischen in vitro Studien fur die
Risikobewertung und ihre Umset-

• Erfahrung

Ergebnisse
B

a b

a ::: Bewertung der Studien und Ergebnisse fur A bzw. B

b = Bewerhmg relevanter Informationen fur A bzw. B
c = Bewertung der RislkoabschatzungfUr beh6rdliche Zwecke

Abbildung 2: FluBdiagramm, in dem die entscheidenden
Schrltte fUr die Risikobewertung toxischer Stoffe mit Hille von in
vivo und in vitro Methoden dargestellt sind. (In Anlehnung an

einen bisher nieht publizierten Vorschlag von Dr. Mark Cham-
berlain, Unilever, England, 1996)
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Z1.111g in Malinahmen zurn Schutz der
Anwender werden in Abbildung 2
durch das Feld "experimelltelle Er-
fahrung" beschrieben, das die Felder
Ri~ikobewertung in vitro und Risiko-
abschatzung in vivo miteinander ver-
bindet. Gemeint sind hier mit cler
.experimentellen Erfahrung" die Va-
lidierung der in vitro Methode und
die Bestimmung der Korrelation der
in vitro Daten zu den in vivo Daten
fur einen definierten Bereich der
Toxikologie, wie z.B. die Augenrei-
zung.
An diesem Beispiel Hillt sich die

zukunftige Anwendung der Ergeb-
nisse von in vitro Studien veran-
schaulichen. Wenn ein Unternehmen
ausreichende Erfahrung sowohl mit
der Prufung yon Stoffen im Draize
Test am Kaninchenauge als auch mit
der Prufung in einem in vitro Test,
wie z.B. dem HET-CAM Test, ge-
wonnen hat, konnen diese Erfahrun-
gen zur Bewertung von Stoffen al-
lein mit den Ergebnissen im HET-
CAM Test verwendet werden. Die
Bewertung kann von stark und ge-
ring augenreizend bis zu nicht au-
genreizend fuhren. Daran konnen
sich ohne weitere Tierversuche die
erforderlichen MaBnahmen anschlie-
Ben, namlich die Kennzeichnung der
Stoffe fur behordliche Zwecke und
die Vergabe von Sicherheitsempfeh-
lungen.

5 Ausblick

Das hier geschilderte Vorgehen darf
nicht als unrealistische Vision abge-
tan werden, sondern es kann bereits
heute bei Stoffen mit stark augenrei-
zender Wirkung angewendet wer-
den, z.B. wenn Stoffe in wasseriger
Losung stark sauer oder alkalisch
reagieren. Es zeichnet sich generell
fur den Bereich der toxikologischen
Prufungen auf lokale Reizwirkungen
an Haut und Augen ab, daB es mit in
vitro Metboden moglich sein wird,
Stoffe entsprechend ihrer Gefahr-
lichkcitsmerkmale einzustufen und
zu kennzeicbnen.
Nachdrucklich muB hervorgeho-

ben werden, daB das in Abbildung 2
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dargesrellte Schema WI' Risikobe-
wertung allein mit Hilfe von ill vitro
Tests van Wissenschaftlern aus der
Kosrnetikindustrie entwickelt wurde
und daf es in Europa und den USA
von Toxikologen, die in Behorden
arbeiten, grundsatzlich begrulst wird.
Wie eingangs betont, stehen im Ge-
gensatz dazu Toxikologen, die nicht
direkt mit der behordlich vorge-
schriebenen Toxikologie befaBt sind,
den neuen Ansatzen zur Risikobe-
wertung allein mit in vitro Methoden
bisber noeh ablehnend gegenuber.
Das ist sicber auf mangelnde Erfah-
rung mit den in vitro Methoden
zuruckzufuhren und aueb darauf, daB
das neue Konzept fur die Risikobe-
wertung unabhangig von Instituten
entwickelt wurde, die primae der
Grundlagenforschung verpfliebtet
sind und nicht der angewandten To-
xikologie.
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