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Vor- und Nachdenkliches ...

zur Evolution der Toxikologie und
dem Ausstieg aus Tierversuchen
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Auf dem Gebiet der Toxikologie tut sich
etwas: Die Vision und Strategie der US
National Academy of Sciences (NRC,
2007) aus dem letzten Jahr hat viele To-
xikologen auf beiden Seiten des Atlan-
tiks aktiviert. Im Februar 2008 gab eine
Reihe von amerikanischen Agenturen
eine Koalition zur Umsetzung dieser Vi-
sion bekannt (http://www.sciencemag.
org/content/vol319/issue5865/index.dtl):
,.Wir schlagen eine Verlagerung von pri-
mir in vivo Tierexperimenten auf in vit-
ro Ansitze, in vivo Ansitze mit niederen
Organismen und Computermodelling fiir
Toxizitdtsbeurteilungen vor.“ In ,JUSA
Today* des selben Tages finden wir einen
Kommentar von Francis Collin, Direktor
des National Human Genome Research
Institute: ,,[Toxizitdtstestung] war teuer,
zeitintensiv, verbrauchte grosse Anzahlen
von Tieren und funktionierte nicht immer.*
Im gleichen Artikel wird Elias Zerhouni,
Direktor des NIH zitiert: ,,Tierversuche
werden nicht tiber Nacht verschwinden,
aber die Arbeit der Agenturen signalisiert

den Anfang vom Ende.” Wir haben so
etwas bisher noch nie von Vertretern der
amerikanischen Bundesagenturen gehort.
Was ist da los? Was konnen wir wirklich
erwarten und wann?

Hypothese 1: Wie jede
Wissenschaft entwickelt sich
die Toxikologie weiter - der
Druck zur Anpassung der
regulatorischen Toxikologie

an den wissenschaftlichen
Fortschritt kénnte den néchsten
Schritt zu einer revolutiondren
Verdnderung machen

Wissenschaft entwickelt sich in Wellen
(Kuhn, 1970), oft getrieben durch neue
Technologien oder gesellschaftlichen
Druck. Die Toxikologie untersteht auch
diesen Einfliissen, und die Risikobewer-
tung dndert sich tiber die Zeit (Sexton et
al., 1995; Henry, 2003). Die Toxikologie
hat beide dieser Einfliisse bereits gespiirt,
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Fig. 1: Die Entwicklung der Toxikologie
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z.B. bei der Einfiihrung von Forschung an
Kleintieren vor fast einhundert Jahren und
aufgrund der Skandale, z.B. um Thalido-
mid (Contergan). Die regulatorische Toxi-
kologie steht noch auf einer evolutionédren
Stufe, die insgesamt den Stand des Wis-
sens bei ihrer Etablierung widerspiegelt,
mit ein paar moderneren ,,Flicken* die
spéter dazu kamen. Wir haben dies bereits
in dieser Artikelserie diskutiert (Bottini
et al., 2007): Einzigartig in den wissen-
schaftlichen Disziplinen ist die regulato-
rische Toxikologie durch die Praxis der
Definition von (Test-)Richtlinien erstarrt.
Es gibt keinen Zweifel an der Bedeutung
dieses Prozesses, um in dem regulierten
Bereich Sicherheit zu gewéhrleisten und
um internationale Harmonisierung (ge-
genseitige Anerkennung von Daten) zu
ermdoglichen, aber wir beobachten immer
mehr Entkopplung zwischen einer me-
chanistischen, modernen Toxikologie und
den starren Ansdtzen im regulatorischen
Bereich. Die internationale Koordination
von regulatorischen Testvoraussetzungen
waren in der Vergangenheit die effizien-
testen Mittel zur Reduktion von Tierver-
suchen durch die Vermeidung von mehr-
facher Testung. Ironischerweise hat sich
dies nun als eine Hiirde fiir die Einfiihrung
neuer (tierfreier) Methoden erwiesen. Ab-
bildung 1 versucht die Entwicklung der
Toxikologie darzustellen, angefangen mit
der historischen ,,Kunst der Vergiftung®,
da schon die alten Romer sehr detaillier-
te Informationen zu den Wirkungen von
Giften sammelten; sie zeigt auch neuere
Entwicklungen und mogliche zukiinftige
Richtungen, wie die Evidenz-basierte To-
xikologie und Systemtoxikologie (“Sys-
tems Toxicology”). Wir haben bereits das
Konzept einer Evidenz-basierten Toxiko-
logie ausfiihrlich besprochen (Hoffmann
and Hartung, 2006) und werden uns des-
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halb hier auf eine kurze Zusammenfas-
sung und Informationen zu neuen Ent-
wicklungen beschrinken. Im Gegensatz
dazu wird das Konzept einer Systemtoxi-
kologie und deren mogliche Rolle in der
regulatorischen Arena eine detailliertere
Diskussion erfordern (siehe auch Leist et
al., in diesem Heft).

In diesem Artikel entwickeln wir die
Vision, dass die moderne, mechanistische
Toxikologie, die von der empirischen/de-
skriptiven Toxikologie entkoppelt wurde
(Abb. 2), mit dieser wiedervereint wer-
den kann; die neu entstehenden Chancen
sind eine kritische Selbsteinschitzung
(Evidenz-basierte Toxikologie) und die
Einfiihrung von modernen Technologien
(Systemtoxikologie).

Hypothese 2: Toxikologie kann
aus der klinischen Medizin lernen
und einige Konzepte der Evidenz-
basierten Medizin Gbernehmen

Der Wunsch, die Risiken, die von Nah-
rungsmitteln und Substanzen in unserer
Umgebung ausgehen, zu verstehen, ist so
alt wie das Begehren, Krankheiten zu hei-
len. Daher haben sich viele Ansitze und
Traditionen entwickelt und bestehen auch
fort, obwohl die Wissenschaft in den letz-
ten zwei Jahrhunderten beide Disziplinen
tibernommen hat. Vorurteile und Traditio-
nen sind schwer auszumerzen, vor allem,
wenn sich die neuen wissenschaftlichen
Ansitze nur langsam entwickeln und oft
nur von Spezialisten verstanden werden
konnen.

Sogar fiir Spezialisten kann es schwie-
rig werden, die richtige Information aus
der riesigen Menge an vorrdtiger Infor-
mation auszuwihlen. Dieses Problem der
Informationsiiberflutung wurde von Hall
(1998) und Davidoff (1995) fiir das Gebiet
der Medizin im Allgemeinen beschrieben.
Mehr als 10.000 medizinische Zeitschrif-
ten publizieren mehr als 2 Millionen Arti-
kel pro Jahr. Ein/e Internist/in miisste pro
Tag 17 Artikel lesen, um in der Diagnostik
und Therapie auf dem neusten Stand zu
sein, aber laut Umfragen stehen ihr/ihm
pro Woche lediglich 30-60 Minuten zum
Lesen zur Verfiigung. Eine verlédssliche
Kondensation des Wissens ist daher not-
wendig. Mit den hochsten Standards der
Qualititssicherung und der Transparenz
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Fig. 2: Empirische versus mechanistische Toxikologie

setzt sich die ,, Cochrane Collaboration“
(www.cochrane.org) genau dies zum Ziel;
sie strukturiert die vorhandenen Erfahrun-
gen fiir eine bestimmte Behandlung oder
ein diagnostisches Problem und stellt
diese in einer Datenbank zur Verfiigung.
Mit der Hilfe von ungefihr 16.000 Medi-
zinern sind bislang ca. 5.000 Richtlinien
einer Evidenz-basierten Medizin (EBM)
erstellt worden (Mayer, 2004).

Mein (T.H.) personliches Aha-Erlebnis,
das mich dazu brachte, diese Konzepte
auf die Toxikologie zu iibertragen, war
ein Buch meines Freundes Eddy Neuge-
bauer ,, Handbook of mediators in septic
shock* (Neugebauer and Holaday, 1993).
Zusammen mit seinem Koautor wandte
er, soweit ich weiss zum ersten Mal, den
EBM-Ansatz nicht nur wie allgemein iib-
lich auf klinische Daten an, sondern auch
auf Daten aus Tierversuchen und sogar auf
in vitro Daten. Die Idee, diese Konzepte
auch auf die Toxikologie zu iibertragen,
hat sich seitdem weiterentwickelt; Sebas-
tian Hoffmann und ich haben sie weiter
ausgefiihrt (Hoffmann and Hartung, 2005)
und fordern sie mit dem ECVAM-Team
und Kollaborateuren des 1. Internationa-
len Forums ,, Toward an evidence-based
toxicology“ (www.ebtox.org). Die Verof-
fentlichungen dieses Forums sind auf dem
Weg, daher konnen wir uns hier auf ein
paar Punkte beschrénken.

EBTox ist nicht ein neuer Name fiir
,Alternativmethoden®. Das vorrangige
Problem der regulatorischen Toxikologie
ist nicht, neue Methoden aufzunehmen,
sondern alte zu ersetzen. Ohne einen Me-

chanismus, der kritischen Selbstbeurtei-
lung, tendieren wir dazu, Denktraditionen
auszubilden, die unseren Ansatz nicht
mehr in Frage stellen. Ohne eine detail-
lierte Analyse unseres Werkzeugs wird
sich die Toxikologie nur in der Art eines
Flickenteppichs weiterentwickeln. EBM
lehrt uns, dass ein rigoroser Prozess der
Tatsachenfeststellung und der Interpreta-
tion, wo notwendig, zu einem Konsens
fiir Verdnderung fiihren kann. Kein Pro-
zess kann gute Wissenschaft ersetzen,
aber wir konnen systematisch beurteilen,
was gute Wissenschaft ist, was keine gute
Wissenschaft ist, und wo wir es noch nicht
einschitzen konnen. Eine meiner Lieb-
lingsredewendungen ist: ,,Man muss kein
Ei legen konnen, um ein faules zu schme-
cken®; es ist keine Voraussetzung, etwas
Besseres zu haben oder vorschlagen zu
konnen, um die Grenzen und Schwichen
(wie auch die Stidrken) von géingigen An-
sdtzen erkennen zu kénnen.

Hypothese 3: Neue Technologien
erlauben einen neuen Ansatz in
der Toxikologie

Die Methoden der Zellkultur haben sich in
den letzten Jahrzehnten stetig verbessert;
heute sind fast alle Zellen des Organismus
verfiigbar, hdufig sogar in organotypischer
Kultur. Trotzdem stellen Primérzellen, die
direkt aus Gewebeproben isoliert werden,
die nichste Anndherung an die physiolo-
gische Situation dar. Fiir menschliche Zel-
len bedeutet dies Einschrinkungen beziig-
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lich der Verfiigbarkeit, da die Isolierung
hédufig in rdumlicher Ndhe zu chirurgi-
schen Einrichtungen stattfinden muss. Es
bedeutet auch, dass die Zellen hiufig von
kranken oder alten Spendern stammen.
Durch Kryokonservierung und steigende
Zahlen von Anbietern sind nun zumindest
gefrorene Zellen fiir viele Systeme ver-
fiigbar, jedoch immer noch begrenzt durch
Kosten und Quantitdt. Die spannend-
sten Aussichten entstehen derzeit durch
Stammzelltechnologien, die versprechen,
(menschliche) Zellen in hoher Qualitét
und ausreichender Menge verfiigbar zu
machen (Bremer et al., 2004; Stumann et
al., 2008). Optimale Protokolle, mit de-
nen verldsslich differenzierte Zellen mit
den Charakteristika der Gewebssituation
generiert werden konnen, sind noch rar.
Vor allem die Reinheit und der definier-
te Differenzierungsstatus der generierten
Zellen stellen noch Probleme dar. Trotz-
dem sollten in naher Zukunft Zellpréipara-
tionen von vielen menschlichen Zellarten
in hoher Qualitiit verfiigbar sein.
Gleichzeitig bewegt sich die Zellkultur
weg von einfachen Endpunkten und ma-
nueller Handhabung zu Messungen mit
hohem Durchsatz (high-throughput) und
hohem Informationsgehalt (high-content).
Das bedeutet, dass Automatisierung eine
parallele oder wiederholte Durchfiihrung
von Experimenten in hédufig miniaturisier-
ten Zellmodellen erlaubt, durch die viele
Testsubstanzen im gleichen System oder
eine Substanz in verschiedenen Variatio-
nen des Zellmodells getestet werden kon-
nen. Diese Technologie ist fiir die Selek-
tion von pharmazeutischen Wirkstoffen
sehr weit entwickelt; praktisch jede grosse
Firma hat nun eine Substanzbank von hun-
derttausenden Substanzen, die in zellulé-
ren oder subzelluldren Selektionsansétzen
durchgetestet werden. In der Toxikolo-
gie sind die relevanten Dimensionen des
Durchsatzes deutlich niedriger. Hauptak-
tivititen stellen das ToxCast Programm
(www.epa.gov/comptox/toxcast) und die
Tox Testing Collaboration des National
Toxicology Program (www.ntp.niehs.nih.
gov/) in den USA und das InViTech Pro-
gramm zwischen ECVAM und der ,,Na-
notechnology and Molecular Imaging“
Abteilung am EU Joint Research Centre
(http://nmi.jrc.it/projects/InViTech htm)
dar. Es erscheint nun an der Zeit, die not-
wendigen Substanzbanken zusammenzu-
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stellen, um diese Ansitze voll zu nutzen;
z.B. wiirde eine Sammlung einer grossen
Anzahl von REACH Substanzen es er-
moglichen, Daten fiir die vorldufige Ri-
sikoabschitzung im REACH-Prozess zu
liefern, bevor Tierversuche iiberhaupt vor-
geschlagen werden. Die Aussichten auf
Hochdurchsatztestung werden das Thema
eines zukiinftigen ,,Vor- und Nachdenkli-
ches ...“ Artikels sein.

Im Gegensatz zum Hochdurchsatz-Test-
ansatz (high-throughput), der es erlaubt,
Information fiir viele Substanzen zu ge-
winnen, liefern Ansitze mit hohem Infor-
mationsgehalt (high-content) viele Daten
aus einem Testsystem fiir jede Substanz.
Die bekanntesten Beispiele sind sicherlich
die -omik-Technologien, vor allem Geno-
mik, Proteomik und Metabolomik. Wiih-
rend diese drei am weitesten entwickelten
-omik-Technologien sich unterscheiden
beziiglich dem, was und wie gemessen
wird, typischerweise Genchips, Gelelekt-
rophorese, Massenspektroskopie und ma-
gnetische Kernresonanz (NMR), haben sie
gemeinsam, dass viele Endpunkte (meist
der gleichen Art) aufgenommen werden,
was biostatistische Ansitze und Datami-
ning nach sich zieht. Interessant ist, dass
diese Technologien auch mit in vivo-Test-
systemen kombiniert werden kdnnen, was
Moglichkeiten fiir deren Verbesserung
und Reduzierung von Tierzahlen erdffnet.
Zum Beispiel konnten friihe, voraussage-
kriftige Storungen kiirzere Behandlungs-
dauern erlauben, sensitivere Messungen
konnten Ansidtze mit niedrigeren Dosie-
rungen ermdglichen, und multiple redun-
dante Endpunkte konnten die Variabilitit
reduzieren, wodurch die Gruppengrossen
kleiner gehalten werden konnten.

Momentan bieten sich im Prinzip drei
Nutzungsmoglichkeiten der -omik -Tech-
nologien an, die der Toxikologie neue
Qualitdten bieten wiirden:
1.Die parallele Messung vieler Endpunk-

te konnte genutzt werden, um festzu-

stellen, welche davon pridiktiv sind
und im Weiteren als Biomarker genutzt
werden konnten, was durch anschlie-
ssende Validierung bestitigt werden
miisste; der so identifizierte Biomarker
konnte anschliessend mit selektiveren

Methoden, wie PCR oder ELISA, ge-

messen werden.

2. Typische Toxizitdtsmuster, die Patholo-
gien charakterisieren, konnten identifi-

ziert werden, ohne notwendigerweise
feststellen zu miissen, was die indivi-
duellen Signale bedeuten (z.B. durch
Anwendung des mathematischen Prin-
zips der Hauptkomponentenanalyse); in
diesem Falle konnte der -omik-Ansatz
genutzt werden, um dhnliche Muster zu
suchen, die durch neue Substanzen in-
duziert werden.

3.Zunehmend wird die Interpretation
der -omik-Daten durch die Kenntnis
der Signalwege, d.h. wie zum Beispiel
verschiedene Gene und Genprodukte
interagieren, erleichtert. Der Begriff
»Systembiologie* wurde auf diese Art
von gerichteter Datenintegration, die
manchmal sogar verschiedene -omik-
Technologien integriert, gemiinzt. Es
wird erwartet, dass diese Strategie auch
in der Toxikologie angewandt wer-
den kann, was eine Systemtoxikologie
etablieren wiirde. Dies wiirde jedoch
voraussetzen, dass die Signalwege der
toxikologischen Prozesse bekannt wiren.

Wir sehen auch eine rasende Entwick-
lung anderer informationsreicher Metho-
den, die durch automatisierte Bildanalyse
ermoglicht wird. Das kann auf Zell- oder
Gewebeebene durchgefiihrt werden. Ins-
gesamt ist die Standardisierung und An-
wendung hier nicht so stark fortgeschrit-
ten wie fiir die -omik Technologien, aber
neue Entwicklungen werden in néchster
Zeit erwartet. Abbildung 3 fingt ein,
wie diese Technologien interagieren und
letztendlich zur Entwicklung einer Sys-
temtoxikologie fiihren konnten: Im We-
sentlichen verschiedene, neue informati-
onsreiche Technologien, kombiniert mit
etabliertem wissenschaftlichen Wissen
(Wissen iiber biochemische Signalwege,
Wissen von Mustern/Toxizitétssignatu-
ren; Wissen iiber Biomarker; Wissen iiber
Pharmakokinetik und chemische Eigen-
schaften) durch rechnerische Ansétze.

Die reduktionistischen Ansitze der
ersten Generation von in vitro-Methoden
(Einzelzellsysteme mit oft limitierter
Funktionalitdt) wurden héufig aufgrund
der Prinzipien der Chaostheorie als un-
geniigend kritisiert. Kann Information
iiber die Toxizitéit fiir einen ganzen Or-
ganismus realistisch durch die Zerteilung
in Komponenten und das anschliessende
Zusammensetzen erhalten werden? Das
neue Gebiet der Systembiologie hat be-
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Fig. 3: Der Weg zur Systemtoxikologie

reits vielversprechende Ergebnisse gelie-
fert, die darauf hindeuten, dass dies tat-
sichlich moglich sein konnte.

Schnelle Entwicklungen sind bei allen
Stufen des Diagramms zu beobachten,
doch eine grosse Sorge ist das Fehlen
einer Koordination der Entwicklungen.
Dies bedeutet hiaufig, dass Vergleiche
und kombinierte Analysen von Techniken
behindert sind. Am wichtigsten ist, dass
die selben ausgewihlten Substanzen mit
hoher Prioritdt von den verschiedenen
Gruppen verwendet werden. Ferner konn-
te Expertenkonsens die Entwicklungen
lenken, damit die besten Zellsysteme mit
den Tests kombiniert werden und die ver-
schiedenen Moglichkeiten zur Datenana-
lyse effektiv genutzt werden.

Hypothese 4: Die Synergie von
verschiedenen wissenschaftlichen
und politischen Entwicklungen
auf beiden Seiten des Atlantiks
gibt Hoffnung fiir ein globales
Projekt zu ,,menschlichen
Reaktion auf Chemikalien”

Unser Wissen dariiber, wie kleine Mole-
kiile Zelle, Organ und Funktion des Orga-
nismus beeinflussen, ist auf sehr wenige
Substanzen beschrinkt. Von schétzungs-
weise 140.000 Chemikalien auf dem
Markt haben wir breite toxikologische
Daten fiir weniger als 10% und kennen
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von noch weniger dieser Substanzen vor-
teilhafte Wirkungen. Die Wirkungsweise
ist fiir die meisten Substanzen enigma-
tisch. Unser Wissen iiber die biochemi-
schen Prozesse und zelluliren Akteure
wuchs im letzten Jahrhundert explosiv an.
Eine systematische Analyse der Signalwe-
ge, in denen diese Effektoren interagieren,
gibe uns die Werkzeuge in die Hand, in
der Forschung bestimmte zelluldre Funk-
tionen an- und auszuschalten, pharmako-
logische Zielstrukturen zu identifizieren,
welche gerichtete Wirkstoffentwicklun-
gen ermoglichen, und nicht zuletzt die
Signalwege der Toxizitdt zu charakteri-
sieren, die bekannt sein miissen, um in ei-
ne neue Toxikologie einzusteigen, wie sie
im Vision- und Strategie-Dokument der
US National Academy of Sciences bereits
zitiert ist.

Wir sollten uns im Klaren sein, dass ein
solcher Ansatz Mittel in der Grossenord-
nung voraussetzt, wie sie fiir das humane
Genomprojekt benotigt wurden, und dass
dieses Ziel nur mit einer dhnlich interna-
tionalen Zusammenarbeit erreicht werden
kann. Die US-Initiative, eine Koalition der
wichtigsten Agenturen zu bilden, um die
NAS-Vision umzusetzen, stellt einen sehr
vielversprechenden ,,fop-down* Ansatz
dar. In Europa haben sich in vielen nicht-
koordinierten Projekten eine Reihe von
Aktivititen in einem ,,bottom-up “ Ansatz
dhnliche Ziele gesteckt. Verschiedene Pro-
jekte, die durch die EU finanziert werden,
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haben begonnen, die -omik-Technologien
fiir toxikologische Anwendungen einzu-
setzen (z.B. www.Carcinogenomics.eu,
www.predictomics.com,  http://comics.
vitaminb.com). Vor kurzem hat Holland
die Initiative ergriffen und ein National
Toxicogenomics Centre (Www.toxicoge-
nomics.nl) eingerichtet und fiihrt Gespri-
che tiber ein mogliches ASAT (Assuring
Safety without Animal Testing) Projekt
(www.asat-initiative.eu). Zusammen mit
kleineren Ansétzen durch COLIPA, ECE-
TOC usw. — manche noch in Planung —
stellt dies in der Summe ein beachtliches
Forschungspotential dar, welches fiir ein
solch globales Projekt den Nukleus bilden
konnte. Es wird unabdingbar sein, eine
Plattform fiir die Koordination der Etab-
lierung und Fiihrung einer solchen Kol-
laboration zu entwickeln. Aufgrund des
Mangels an Europiischer Koordination
scheint es momentan so, als ob die Diskus-
sion von den USA dominiert werden wird,
was eigentlich erstaunlich ist, da die EU
bislang aufgrund der grosseren Anstren-
gungen und treibenden politischen Krifte
eine gewisse Meinungsfiihrung inne hatte.
Dennoch muss bedacht werden, dass die
US-Initiative noch keine Gewihrleistung
fiir die notwendige Finanzierung gesi-
chert hat, und dass die Dimension der He-
rausforderung eine globale Anstrengung
erfordert. Es ist auch wichtig zu beden-
ken, dass eine Kombination des bottom-
up und top-down Ansatzes viele Vorteile
mit sich bringt, so die Kombination von
massiver technologischer Kraft und or-
ganisatorischer Kapazitit mit der Krea-
tivitdt und innovativen Kapazitit kleiner,
dezentralisierter Einheiten. Letztendlich
ist es nicht wichtig, wo eine wissenschaft-
liche Anstrengung durchgefiihrt wird,
doch sollte ein sensibles Thema wie der
Schutz der Umwelt und der 6ffentlichen
Gesundheit hoch auf unserer Prioritéten-
liste stehen, nicht zuletzt zum Aufbau von
Kapazititen und Kompetenz. Uberdies
miissen wir eine Entkopplung zwischen
den Anstrengungen auf beiden Seiten des
Atlantiks aufgrund der Interessen der glo-
balen Industrie vermeiden. Wenn wir uns
von einer global grosstenteils standardi-
sierten Ebene der Sicherheitsbewertung
mit geringem technischem Aufwand auf
eine Hightech-Ebene begeben wollen,
diirfen wir nicht auf nationalisierte Stan-
dards zuriickfallen. Wir miissen zugeben,
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dass manche der europdischen legislati-
ven Anstrengungen, wie die 7. Novelle
der Kosmetikadirektive und die REACH
Gesetzgebung, uns auf getrennte Wege
fiithren, und es wire von Nachteil, wenn
Europa nun die Moglichkeit verpasst, in
die aufkommende technologische Revo-
Iution mit einzusteigen (Leist et al., in
diesem Heft).

Hypothese 5: Die unter-
schiedlichen wissenschaftlichen
Ansdtze miussen in Kombination
angewendet werden, um
Tierversuche herunterzufahren

Kein einzelner Ansatz wird alleine einen
gegebenen regulatorischen Tierversuchs-
ansatz bezwingen; sogar fiir die etablier-
ten Ersatzmethoden lernen wir immer
mehr iiber Nicht-Eignung fiir bestimm-
ten Substanzen oder iiber Probleme von
Sensitivitdt oder Spezifitit, welche die
Kombination mit anderen Methoden er-
fordern. Abbildung 4 zeigt eine gewisse
Hierarchie von Ansdtzen von einfach
(oben) zu komplexer (unten), d.h. es ist
am einfachsten, aufgrund der Struktur
zu einer Einschidtzung zu kommen, wih-
rend es mit multiplen Endpunkten mit
kinetischer Modellierung am schwersten
ist. Die Hierarchie kommt daher, dass
es nicht sinnvoll erscheint, komplizierte
und teure Methoden anzuwenden, wenn
einfachere Ansitze die Aufgabe erfiillen
konnen. Wie angegeben, muss dies fiir
jede einzelne relevante gesundheitliche
oder okologische Wirkung durchgefiihrt
werden. Der Beitrag, den die verschiede-
nen Ansitze leisten konnen, um tatsiach-
lich Tierversuche zu reduzieren, wird fiir
jeden Endpunkt unterschiedlich sein und
mit der Weiterentwicklung der Technolo-
gien und ihrer Integration variieren. Da-
her ist absichtlich kein relativer Beitrag
fiir jeden einzelnen Ansatz angegeben;
die Treppen haben alle die gleiche Hohe.
Die Abbildung zeigt zuerst Technologien,
die in unterschiedlichem Umfang in der
Lage sind, positive (toxisch) und negative
(nicht-toxisch) Einschitzungen abzuge-
ben. Dies wird angezeigt durch ihre Plat-
zierung entweder auf der linken (positi-
ve Einschitzung) oder rechten (negative
Einschitzung) Seite der Treppe. In An-
betracht der Tatsache, dass der Grossteil
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der Substanzen keine toxische Wirkung

hat (Hartung, 2008a), sind die negativen

Einschitzungen tatsidchlich wichtiger, um

die Tierzahlen zu verringern.

Die verschiedenen einzelnen Stufen
sind:

1. Strukturelle Abwédgungen, d.h. manche
Substanzen kénnen schon als chemisch
inert oder zu gross fiir die Aufnahme
(Bioverfiigbarkeit) eingestuft werden.
Dies konnte mit Systemen komplimen-
tiert werden, die testen, ob die Sub-
stanz verstoffwechselt oder degradiert,
z.B. von der Magensédure, werden kann.
Wenn es fiir beides keine Hinweise
gibt, sollte auf Testung verzichtet wer-
den.

2.Keine Belastung, kein Risiko. Dies ist
ein heisses Thema zwischen verschie-
denen Produkt- und geographischen
Bereichen, zwischen der Industrie und
den Regulatoren: Sollte unsere Sicher-
heitsabschitzung von Gefahr oder Ri-
siko bestimmt werden? Miissen wir
uns wirklich um mogliche gefihrliche
Eigenschaften von Substanzen kiim-
mern, wenn die Belastung vernachlis-
sigbar ist? Es gibt fiir beide Seiten Ar-
gumente: Wir konnen viele Tests, viel
Geld und viel Zeit sparen, indem wir
nur das testen, dem Menschen und die
Umwelt tatsdchlich ausgesetzt werden.
Doch konnen sich die Anwendungsge-
biete und damit die Belastungsmuster
dandern, wenn die Substanz erst auf dem
Markt ist, und wir miissen auch unbe-
absichtigte Exposition einberechnen,
z.B. an Arbeitsplétzen. Trotzdem, wenn
es um die Prioritdtensetzung geht, gibt
es gute Griinde warum zum Beispiel
REACH fordert, dass auf Testung
verzichtet wird, wenn die Exposition
vernachldssigbar ist. Der Ansatz wur-
de formalisiert und unter dem Namen
wthresholds of toxicological concern
(TTC) — Grenzwerte toxikologischen
Bedenkens™ (Kroes et al., 2000; Kro-
es et al., 2007) weiterentwickelt. Dies
schldgt nicht nur empirische Grenzen
vor, unter denen keine toxikologische
Aktivitidt begriindet vermutet werden
kann, schlédgt aber auch vor, dass diese
Grenzwerte sich fiir verschiedene Che-
mikalienklassen unterscheiden konnen,
da vor allem Unterschiede in der Che-
mie Unterschiede in der Bioverfiigbar-
keit bedeuten konnen.

3.Die Idee konnte noch weiter getrie-
ben werden, indem interne TTCs, d.h.
Grenzwerte toxikologischen Beden-
kens auf Plasmaspiegel bezogen, durch
die Messung tatsidchlicher Bioverfiig-
barkeit bestimmt werden. Zunehmend
wird anerkannt, wie wichtig toxikoki-
netische Information fiir Chemikalien
wire, um Risikoabschédtzungen durch-
zufiihren und vor allem, um in vitro und
in vivo Daten zu integrieren. Micro-
Dosierungsansitze erlauben es, solche
Information mit minimalen Tierzahlen
und minimaler Belastung zu erhalten
und konnen sogar am Menschen durch-
gefiihrt werden. Es wire logischer,
Plasmaspiegel von Substanzen zu defi-
nieren, die zu niedrig sind um zu scha-
den, statt externe Expositionsgrenzen
festzulegen. Soweit wir wissen, wurde
bisher keine solche Analyse durchge-
fiihrt, wahrscheinlich auch aufgrund
der limitierten verfiigbaren Daten fiir
die Kinetik von allgemeinen Chemi-
kalien, mit wenigen Ausnahmen, z.B.
Dioxine, Phthalate und Schwermetalle
wie Blei in der Arbeitsmedizin, wo das
Konzept der ,,internen Dosierung® be-
reits vorgeschlagen worden ist.

4 .Klassische in vitro und in silico Alter-
nativen sind im Gegensatz zu fritheren
Ansitzen am besten geeignet, Gefihr-
dungen (positive Einschétzungen) zu
identifizieren. Durch ihre typischen Li-
mitationen (Metabolismus, Beitrag von
Immunreaktionen wie Entziindung) ist
es oft schwierig, einen Wirkmechanis-
mus, der nicht in diesem reduzierten
Modell abgebildet ist, auszuschliessen.
Doch wieviel Unsicherheit tatsidchlich
verbleibt (Hartung, 2007b) und wieviel
Unsicherheit im Tierversuch enthalten
ist (Hartung, 2008), mit moglichem
irrefiihrendem Metabolismus oder Ab-
wehrmechanismen, steht zur Diskus-
sion, doch die prinzipiellen Bedenken
bleiben. Wir miissen akzeptieren, dass
die Reduktion von Organismus zu Zell-
kultur mit all ihren Artefakten, oder
sogar zu einem Algorithmus, immer
ein unvollstindiges Bild ergibt. Ein
zentrales Problem fiir die regulatori-
sche Anwendung wird sein, dass nur
Gefidhrdungen identifiziert werden kon-
nen, aber dass eine Extrapolation zur
entsprechenden Dosierung typischer-
weise unmdglich ist (mit der moglichen
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Struktur unwahrscheinlich

klassische Alternativen
(in vitro & in silico)

Positive

Exposition vernachlassigbar (TTC)

keine Bioverfiigbarkeit
(interne TTC)

EinSChétzung Biomarker & Signalwege

Negative
Einschéatzung

keine Gefahrdung
(kein Signalweg aktiviert)

plus Kinetik (PBPK)

Fig. 4: Anwendung verschiedener Anséatze um Tierversuche herunterzufahren

Ausnahme der akuten Toxizitét). Daher
sind sie besser fiir die Klassifizierung
und Kennzeichnung geeignet, werden
aber oft den Tierversuch fiir quantitati-
ve Einschitzungen erfordern. Der Weg
in die Zukunft ist die Kombination mit
biokinetischem Modelling (siche 6).

5.Wenn wir es schaffen, die Matrix der
relevanten Signalwege der Toxizi-
tit fiir einen gegebenen Endpunkt zu
identifizieren, konnte es moglich sein,
eine Testbatterie zusammenzustellen,
welche diese widerspiegelt. Zum Bei-
spiel wurde vorgeschlagen, dass Em-
bryotoxizitit durch Interferenz mit 17
verschiedenen Signalwegen zustande
kommt (NRC, 2000). Es ist verlockend,
eine Testbatterie mit diesen zusammen-
zustellen und mit prototypischen Subs-
tanzen die Kompetenz dieser Teststrate-
gie zu demonstrieren (,,mechanistische
Validierung*), wie wir es bereits frither
schon fiir die Neuroentwicklungstoxi-
kologie vorgeschlagen haben (Coecke
et al., 2007), wobei wir hier jedoch von
unterschiedlichen zelluldren Prozessen
und nicht von biochemischen Signal-
wegen im engeren Sinn sprechen. Wir
sollten uns bewusst sein, dass ein sol-
cher Ansatz sich wieder primér quali-
fizieren wiirde, um eine Gefidhrdung
auszuschliessen; zu einer quantitativen
Risikoabschidtzung kdme man mit ei-
nem solchen Ansatz nicht.
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6.Die positive Erkennung von Toxinen
durch aktivierte Signalwege, von Ge-
fahrdung durch klassische Alternativen
oder andere Biomarker, wird oft eine
Ubersetzung in die relevante Dosierung
erfordern. Obwohl die Unsicherheit sol-
cher Ubersetzungen von Dosen auf den
Menschen einen riesigen Fehler bein-
haltet (Hartung, 2008), basiert die tradi-
tionelle Risikoabschitzung auf solcher
Information, z.B. NOAEL (no obser-
ved adverse effect level — Grenzwert,
bei dem keine ungiinstige Wirkung be-
obachtet wird). Der einzige vielverspre-
chende tierfreie Ansatz ist das reverse
biokinetische Modelling, d.h. statt das
Schicksal einer Substanz und die sich
ergebende Gewebskonzentration zu
berechnen, wird berechnet, welche Do-
sierung eine Gewebskonzentration her-
vorrufen wiirde, die der Konzentration,
die in vitro eine Wirkung hervorruft,
entspricht. Es gibt vielversprechende
erste Ansitze in diese Richtung (Cor-
vi et al., 2006; Bouvier d’Yvoire et al.,
2007), aber sie sind von allgemeiner
Anwendbarkeit noch weit entfernt. Sie
stellen jedoch eine ausschlaggebende
Chance dar, die Anwendbarkeit von in
vitro-Methoden zu verbreitern.

Absichtlich reicht die Treppe in Abbil-
dung 4 nicht bis auf den Boden, und das
Fragezeichen weist darauf hin, dass nicht

&

klar ist, wie viele Tierversuche noch iibrig
bleiben werden. Dies wird vom wissen-
schaftlichen Fortschritt bei jeder Kompo-
nente fiir jeden Endpunkt abhéngen. Dies
schliesst auch Einschridnkungen bei der
Anwendbarkeitsdoméine fiir jeden Ansatz
mit ein, d.h. wenn bestimmte Ansitze fiir
einen Teil des chemischen Universums
nicht genutzt werden konnen, wird es
vielleicht schwierig werden, eine Alter-
native anzubieten. Es hingt auch von un-
serem Glauben an die aktuellen Ansitze
ab und von unserer Einschitzung, was
eine adiquate Ersatzmethode darstellt.
Die Wichtigkeit des EBT-Ansatzes, um
die Grenzen der aktuellen Ansétze aufzu-
weisen, kann kaum tiberschitzt werden.
Es spielt hier auch eine gesellschaftliche
Komponente eine Rolle, nimlich unsere
Einstellung zum Risiko und wieviel da-
von wir bereit sind zu akzeptieren. Das
bekannte Zitat von Erich Kistner ,,Le-
ben ist immer lebensgefdhrlich® bringt
zum Ausdruck, dass es keine Nullrisiko-
Option gibt. Die Illusion einer perfek-
ten Risikobestimmung konnte genauso
gefihrlich sein, da sie verhindern wiir-
de, dass wir Wirkungen von Substanzen
weiter verfolgen, nachdem die Risikobe-
wertung abgeschlossen ist.
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