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_Zurn Stand des yon der OECD akzeptierten eo-
ropaisch-amerikanischen Validierongskonzeptes
und der Validierong einzelner in vitro Methoden

Horst Spielmann 1und Christoph Reinhardt"
lZEBET (Zentralstelle zur Erfassung und Bewertung yon Ersatz- und Erganzungsmethoden zum Tierversuch)
im BgVV (Bundesinstitut fur gesundheitlichenVerbraucherschutz und Veterinarmedizin), D-Berlin,
2SAAT (Schweizer Arbeitsgruppe fur Alternativen zu Tierversuchen), CH-Ziirich

Zusammenfassung
In Europa wurde seit 1990 ein Konzept zur wissenschaft-
lichen Validierung van toxikologischen in vitro Metho-
den entwickelt, um eine internationale behordliche
Akzeptierung der neuen Methoden zu erreichen. An der
Entwicklung des Konzeptes waren auf zwei Workshops
in den Jahren 1990 und 1994 ERGATT und ECVAM
mafigeblicn beteiligt. Um in vitro Tests besser zu stan-
dardisieren, wird in Zukunft der Validierung eine Phase
der experimentellen Prdvalidierung vorgeschaltet. In
den Jahren 1995/96 haben die US-amerikanischen
Bundesbehorden, vertreten durch lCCVAM, das ameri-
kanische Yalidierungsrentrum, im Rahmen des NTP ein
eigenes Validierungskonzept verabschiedet, das in den
wesentlichen Punkten dem europiiischen Validierungs-
konzept von ECVAM entspricht. Im Januar 1996 stimm-
ten dann alle wesentlichen lndustrienationen auf einem
Validierungs- Workshop der GECD in Schweden dem
europiiisch-amerikanischen Yalidierungskonzept zu; das
international zur behordlichen Anerkennung toxikologi-
scher in vitro Methoden fiihren soll, anstelle der bisher
von der OECD vorgeschriebenen Tierversuche. 1m Jahre
1996 wird nach dies em Konzept wahrscheinlich schon
der erste in vitro Test von der DECD akzeptiert, ndmlicn
die Prufung auf Penetration der Haut mit Hilfe mensch-
licher Haut aus Operationsmaterial. Auf dem Gebiet der
lokalen Toxizitatspriifung an Haut und Schleimhiiuten ist
kurrfristig mit der Akreptierung weiterer toxikologischer
in vitro Tests durch die OECD za rechnen, da ihre
experimentelle Validierung nacn den Kriterien der
OECD 1997/98 abgeschlossen sein wird.

Summary: OECD is accepting test guidelines for validated
in vitro toxicity tests in 1996.
Since 1990 in Europe a scientific concept for the validation
oJ in vuro toxictty tests has been developed to [aciliuue
regulatory acceptance of the new methods at the interna-
tional level. ERGA 7T and ECVAM have promoted the
concept of validation on two workshops in 1990 and 1994.
A pre validation stage is an essential part of this validation
concept to achieve a better standardisation of in vitro tests
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before entering formal validation. Within the NTP in 1995/
96 Federal Agencies oj the USA represented by the
validation center ICCVAM have accepted a validation
concept, which basically agrees with the essentials of
ECVAM's European validation concept. Subsequently, in
January of 1996 the major industrial nations have at the
OECD level agreed to the European/US validation con-
cept. This will at the international level allow mutual
acceptance of data obtained with in vitro toxicity tests
rather than with animal tests. It seems very likely that in
1996 in vitro testing for skin penetration with human skin
will be the first in vitro toxicity test accepted by the OECD.
Several in vitro tests for local irritancy testing will follow
in 1997/98, since they are currently undergoing validation
according to OECD criteria.

Keywords: alternative test, in vitro toxicology, validati-
on, DECD, regulatory acceptance

Abkiirzungen: BCOP = Bovine Cornea Opacity/Pennea-
bility (test); BMBF = Bundesministerium fiir Bildung,
Forschung und Technologie; CAAT = The Johns Hopkins
Centerfor Alternatives to Animal Testing (Baltimore);
CDLIPA = The European Cosmetic, Toiletry and Perfum-
ery Association; CPSC = US Consumer Product Safety
Commission; DG = Direction Generale (Ell-Ministerium);
DOE = US Department of Energy; DOT = US Department
of Transportation; ECVAM = European Center for the
Validation of Alternative Methods; EEC = European
Economic Council; EPA = US Environmental Protection
Agency; ERGA7T = European Research Groupfor
Alternatives in Toxicology Testing; FDA = US Food and
Drug Administration; ICCVAM = US Interagency Coordi-
nating Committee on the Validation of Alternative Meth-
ods; NCI = US National Cancer Institute/Nlil; NIH = US
National Institutes of Health: NTP "" US National Toxicol-
ogy Program; OECD = Organisation for Economic
Cooperation and Development; OSHA = US Occupational
Safety and Health Administration; QSAR = Quantitative
Structure-Activity Relationships; SCC = Scientific Com-
mittee on Cosmetology der DG XXN der EU
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1 Einleitung

Tierversuche fur behordliche Zwek-
ke werden auf internationaler Ebene
akzeptiert, wenn sie nach den seit
1982 gultigen OECD Richtlinien
(OEeD, 1982) durchgefiihrt werden.
Das gilt fur aIle Bereiche der behord-
lichen Toxikologie mit Ausnahme
der Prufung von Arzneimitteln, also
z.B. fur die toxikologische Prufung
yon Industriechemikalien, Lebens-
mitteln und Bedarfsgegenstanden,
Pflanzenschutz- und Futtermitteln.
Die Einftihrung der OECD-Richtlini-
en vor mehr als zehn Jahren und ihre
Gultigkeit in allen OECD-Mitglied-
staaten hatte eine nachhaltige Reduk-
tion der behordlich vorgeschriebenen
Tierversuche zur Folge, die von der
Industrie im Rahmen von Anmelde-
und Zulassungsverfahren durchge-
fiihrt werden mi.issen. Besonders die
auch von den USA und Japan befolg-
te Regelung (mutual acceptance oj
data), daf Tierversuche nach OECD
akzeptiert werden, wenn sie in einem
anderen Land durchgefi.ihrt worden
sind, vermeidet zusatzliche Tierver-
suche. Diese Entwicklung war aus
Tierschutzgrtinden zu begrtiBen, und
sie brachte auBerdem fur die Indu-
strie eine erhebliche Kostenerspar-
ms.
Die Verabschiedung der EG-

Richtlinie 86/609/EEC, in der der
Umgang mit Versuchstieren inner-
halb der EU geregelt wird, fuhrte in
den EU-Mitgliedstaaten zu intensi-
yen Bemiihungen, Tierversuche in
der Forschung und fur behordliche
Zwecke zu reduzieren. 1m Rahmen
dieser Anstrengungen wurden staat-
liche Validierungszentren gegrtindet,
und zwar 1989 in Deutschland ZE-
BET und 1992 auf EU-Ebene
ECV AM. Als besonderes Hindernis
stellt sich bei der Validierung die
unterschiedliche Vergleichbarkeit
der Ergebnisse toxikologischer in
vitro Testsysteme mit den Ergebnis-
scn von Tierversuchen heraus. Urn
einen von der OECD genorrnten
Tierversuch fiir ein spezielles Teilge-
biet der Toxikologie durch eine tier-
versuchsfreie Methode zu ersetzen,
muB sichergestellt sein, daB mit Hil-
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fe der Ergebnisse der in vitro Metho-
de in gleicher Weise MaBnahmen
zum Arbeits- und Verbraucherschutz
durchgesetzt werden konnen, wie es
bisher mit Hilfe yon Tierversuchen
moglich ist (Spielmann, 1996).

2 Entwicklung eines Konzeptes
zur Validierung tierversuchsfreier
toxikologischer Methoden in
Europa

Bisher gab es international unter-
schiedliche Konzepte, aber kaum Er-
folge bei der Entwicklung behordlich
akzeptierter toxikologischer in vitro
Tests. Deshalb muBte man sich inter-
national auf ein gemeinsames Vorge-
hen zur Validierung der neuen Me-
tho den einigen. 1990 wurde auf dem
CAATIERGATT Workshop zur Va-
lidierung aus der Sicht amerikani-
scher und europaischer Wissen-
schaftler eine erste Einigung uber ein
Validierungskonzept erzielt (Balls et
aI., 1990a). Noch im gleichen Jahr
wurde dieses Validierungskonzept
grundsatzlich auch von Vertretern
internationaler Behorden auf einem
Workshop in Vouliagmeni (Grie-
chenland) akzeptiert (Balls et al.,
1990b). Dieses Validierungskonzept
fuhrte uberwiegend in Europa dazu,
daB sich Laboratorien aus der che-
misch-pharmazeutischen und kosme-
tischen Industrie zur Durchfuhrung
von Validierungsstudien auf Gebie-
ten entschlossen, die kurzfristig Er-
folg versprachen. Fiir die Entschei-
dung zur Durchftihrung yon Validie-
rungsstudien waren auBerdem das
Leiden der Tiere im jeweiligen Ver-
such und die Tierzahlen wichtige
Kriterien. Validierungsstudien wur-
den uberwiegend auf dem Gebiet der
lokalen Vertraglichkeit durchge-
ftihrt, wie z.B. zur Pri.ifung von haut-
und augenreizenden Eigenschaften,
sowie zur Abschatzung von entwick-
lungsschadigenden (teratogenen)
und nervenachndigenden (neurotoxi-
schen) Eigenschaften.

3 Vertraglichkeitstests

In Deutschland wurde seit 1988 mit
Unterstutzung des Forschungsmini-
steriums BMBF eine multizentrische
Validierungsstudie zum Ersatz des
Draize- Tests am Kaninchenauge
durchgefuhrt, die aufgrund des oben
beschriebenen Validierungskonzep-

~ tes aus dem Jahre 1990 erganzt und
erweitert wurde (Spielmann et al.,
1993). Mit dem gleichen Ziel wurde
auBerdem der BCOP-Test an der
Cornea des isolierten Rinderauges,
der in Frankreich entwickelt wurde,
von der EU in 13 europaischen
Labors validiert (Gautheron et aI.,
1994). Die gr6Bte Validierungsstudie
zum Ersatz des Draize- Tests am
Kaninchenauge wurde 1992 unter
Fuhrung des britischen Home Office
weltweit in 36 Laboratorien und mit
neun verschiedenen in vitro Tests
durchgeftihrt (Balls et aI., 1995a).
Auch in Japan wurden sei t ] 991
unter Fuhrung des Gesundheitsmini-
steriums 12 Ersatzmethoden zum Er-
satz des Draize- Tests am Kaninchen-
auge validiert (Ohno et aI., 1995).
Bei den genannten Validierungs-

studien stellte sich enttauschender-
weise heraus, daB die rneisten in
vitro Methoden vor der Validierung
nicht ausreichend standardisiert wa-
ren. AuBerdem waren die meisten
Tests fur spezielle Stoffgruppen yon
Finnen der Kosmetikindustrie ent-
wickelt worden, und bei Prufung
unter "blinden" Bedingungen, mit
einem breiten Spektrum yon Test-
substanzen mit unterschiedlichen
physikalischen und chemischen Ei-
genschatten, wichen die Ergebnisse
der in vitro Tests von den aus Tier-
versuchen bekannten Ergebnissen
starker ab als erwartet.

4 ECV AMs Validierungskonzept

Aufgrund dieser Erfahrungen wurde
das 1990 cntwickelto Validierungs-
konzept unter Federftihrung van
ECV AM 1994 nochmals zur Diskus-
sion gestellt. Es zeigte sich dabei,
daf das ursprungliche Validierungs-
konzept (Balls et aI., 1990a, 1991)
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nicht detailliert genug ausgearbeitet
worden war (Balls et al., 1995b). Vor
allem war der Stand der Entwicklung
von in vitro Mcthoden uberschatzt
worden, die in einzelnen Labors der
Industrie fur hausinterne Zwecke
eingesetzt wurden. Die Validie-
rungsstudien zeigten weiterhin, daB
fast jeder in vitro Test in, von Labor
zu Labor unterschiedlichen, Varian-
ten durchgefiihrt wurde. SchlieBlich
fehlte bei fast allen in vitro Metho-

'den ein Pradiktionsmodell, das fur
behordliche Zwecke zur Einstufung
und Kennzeichnung chemischer
Stoffe international verwendet wer-
den kann, ahnlich wie es mit Tierver-
suchsdaten moglich ist. Der
ECVAM Validierungs-Workshop
hat daher sehr vie! strengere Kriteri-
en fur die Aufnahme eines Tests in
eine Validierungsstudie unter .blin-
den" Bedingungen empfohlen, als im
urspriinglichen Konzept von 1990.
Neu ist der Vorschlag einer Pravali-
dierungsphase, die der formalen Va-
lidierung vorausgehen sollte und in
del' die Gultigkeit des Standardproto-
kolls und auch das Pradiktionsmo-
dell von erfahrenen Labors bestatigt
werden mtissen (Balls et al., 1995b;
Curren et al., 1995).
Die Empfehlungen des ECV AM

Workshops zur Validierung wurden
auf europaischer Ebene bei einer
internationalen COLIPA/ECV AM
Validierungsstudie VOn in vitro Pho-
totoxizitatstests berucksichtigt und
fiihrten zu einem tiberraschend posi-
tiyen Ergebnis der Validierungsstu-
die (Spielmann et al., 1994a; 1996).

5 Akzeptierung des Validierungs-
konzepts au6erhalb Europas

Urn auf internationaler Ebene den
Ersatz toxikologischer Priifmethoden
in den OECD-Richtlinicn durchzu-
setzen, mussen auch die OECD-
Mitgliedstaaten auBerhalb Europas
einem Konzept fur die Validierung
und Akzeptierung tierversuchsfreier
Methoden zustimmen. Wie oben an-
gedeutet, forderte die japanische Re-
gierung bereits die Validierung von
Alternativmethoden zum Ersatz des
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Draize-Tests am Kaninchenauge
(Ohno et al., 1995), die jedoch noch
nicht akzeptiert werden. Die Behor-
den in den USA und Kanada haben
dagegen die Akzcptierung tierver-
suchsfreier toxikologischer Priifme-
thoden ilber lange Zeit strikt abge-
lehnt. Auf Initiative der EU hat die
OECD seit 1994 mit den unter-
schiedlichen amerikanischen Bun-
desbehorden (EPA, FDA, OSHA,
DOT, DOE, NIH, NCI) Gesprache
gefuhrt und das in Europa entwickel-
te Validierungskonzept zur Diskussi-
on gestellt. Aufgrund diesel' Initiati-
ve und wegen del' Forderungen aus
der amerikanischen Offentlichkeit
sowie der international tatigen phar-
rnazeutisch-chemischen Industrie
wurde Ende 1994 unter Fiihrung des
National Toxicology Program in
Anlehnung an ECVAM die US-Vali-
dierungsbehorde ICCV AM gegriin-
del.

ICCV AM har daraufhin 1995 em
Konzept zur Validierung LIndAkzep-
tierung alternativer toxikologischer
Testmethoden vorgelegt und auf ei-
nem Workshop in Washington im
Dezembcr 1995 international disku-
tiert (ICCVAM Report, 1995, NTP,
1996).
In diesen Berichten stimmen die

amerikanischen Behorden im Grund-
satz dem in der EU entwickelten
Validierungskonzept zu.

6 Konzept der OECD zur
Validierung und Akzeptierung
toxikologischer AIternativ-
methoden (OECD, 1996a)

1m Januar 1996 fand auf Einladung
der schwedischen Behorden und der
OECD in Stockholm ein Validie-
rungs-Workshop statt, bei dem die
fiir die OECD-PrUfrichtlinien zustan-

Tabelle: Kriterien der Vatidierunq und behordllchen Anerkennung von neuen
Testmethoden zur Zulassunqsprutunq von Chemikalien (aus DECO, 1996a)

Eight GECD Validation Criteria

1. Describe rationale of test method (scientific need and regulatory purpose)

2. Determine relationship of test endpoints to the in vivo biological effect and
toxicity

3. Detailed protocol published (peer reviewed)

4. Show intra-test variability, repeatability and reproducibility of method
(within and amongst labs)

5. Carry out a performance test using chemicals reference

6. Evaluate performance of test in comparison with relevant existing toxicity
data

7. Allow independent review of the full data set

8. Comply with good laboratory practive principles (GlP)

Six GEcD Acceptance Criteria

1. Check prediction capability of the new test to existing test data or to effects
in the target species

2. The test generates at least as useful data for risk assessment than existing
methods

3. The data are representative for a group of chemicals of regulatory interest

4. The test must be robust, transferable and standardizable (no patented tests!)

5. The test is cost effective and likely to be used

6. Give scientific, ethical and economical justification relevant to the Three Rs
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digen Expcrten aus allen Industriena-
tionen vertreten waren. Auch auf
diesem Symposium konnte man sich
im Grundsatz auf das 1994 unter
Fuhrung von ECVAM erarbeitete
Validierungskonzept einigen (Balls
et aI., 1995b). Das trifft sowohl fur
die formale Durchfuhrung von Vali-
dierungsstudien ais auch fur die
Kriterien der Akzeptierung tierver-
suchsfreier Methoden durch die
OECD zu.
Eine klare Trennung der Bereiche

Validierung und behordliche Aner-
kennung wurde anhand einer koch-
buchartigen Vorgehensweise yon
Kriterien formuliert (Tabelle). Au-

Berdem wurde das Konzept der
Pravalidicrung, d.h. Entwicklung
und Prufung eines Standardproto-
kolls und eines Pradiktionsrnodells
bereits im Vorfeld der forrnalen Va-
lidierungsstudie, voll ubernommen
und akzeptiert (Curren et al., 1995).
Daruber hinaus hat eine der drei

Arbeitsgruppen des OECD Work-
shops Prufstrategien entwickelt, in
den en toxikologische in vitro Tests
mit in vivo Tests stufenweise kombi-
niert werden. Fur den Bereich der
Augenreizung hatten die deutschen
Behorden, vertreten durch das
BgVV, und die amerikanischen Be-
horden, vertreten durch die EPA,

OECD-Vorschlag fur eine kombinierte in
vitro/in vivo Teststrategie zur PrUfung auf
augenreizende und -atzende Eigenschaften

1a

1b

2

augenreizender
Sloff

Einstufung:--7 augen-
reizend

~ Einstufung:
-----;;?" haut-

atzend

Einstufung:
stark augen-

pH > 11,5 oder < 2-7 reizend und
hautatzend

Ja ~ Einstufung:
haut-
atzend

Nein ~ Schritt 5

Abbildung 1: Kombinierte in vitro/in vivo Teststrategie fUr die
PrOfung auf augenreizende und -atzende Eigenschaften.
Das kombinierte PrOfkonzepl wurde gemeinsam von deutschen
Wissenschaftlern im BgVV (Bundesinstitut fUr gesundheitlichen
Verbraucherschutz und Veterinarmedizin) und US·amenkani·
scnen Wlssenschaftlern der Bundesbeh()rden EPA, FDA und

(Q)SAR

Struktur-Wirkungs·
beziehungen

Nein oder
unbekannt

hautatzender
Sloff
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(Q)SAR

Struktur-Wirkungs-
beziehungen

Nein oder
unbekannl

pH ciner wassrigen
l.osunq: stark sauer

oder alkalisch

pH < 11.5 oder > 2

Berucksichtigung
wetterer f nforrn atiortert:

z.B. Stoff wirkt hautatzond

Nein

4
1stein valider in vitro
Test tur stark augen-

reizende Stoffe
vorhanden?

Ja

bereits gemeinsam eine Prufstrategie
erarbeitet, bei welcher physikalisch-
chemische Daten, die Analyse
von Struktur- Wirkungs-Beziehungcn
(QSAR) und in vitro Testverfahren
zur Bestimmung der toxikologischen
Eigenschaften toxikologischen Tier-
versuchen vorgeschaltet werden. Ein
Beispiel dafur ist in Abbildung 1
wiedergegeben.
In Anlehnung an diese Prufstrate-

gie wurde ein relativ ahnliches Kon-
zept fur die Priifung auf Hautreizung
erarbeitet. Vertreter der amerikani-
schen Industrie und Behorden pla-
dierten dabei fur eine Prufung am
Menschen, an freiwilligen Proban-

4a

In vitro Testung auf
stark augen-

refzende Stoffe

kein stark augen-
reizender Stoff

5 fur Augenreizung
vorhanden?

5a

Ja

In vitro Test auf
Augenreizung

stark augen-
reizender
Stoff

Einstufung:
stark
augen-
reizend

Test fur starker7 Augenreizung -7 Schritt 7I war negativ

Nein

I Ein in vitro .-----""'-.l?- Test fehlt ---;;lI"'" Schritt 6

augen-
reizender
Stoff

~ Einstufung:
-----;;?" augen-

relzend

kefn augenreizender Stoff
~ Einstufung:
--;;;r nieht augen-

reizend

6

nicht atzend an
Haut (und Augen)

Experimentelle
Einschlllzung des
iilzenden Potentials

an der Haut

7
Draize Augenreiz Test

mit
1 Kaninchen

Kein stark augenreizender Stoff

8
Oraize Augenreiz 'rest-

mit
1 odor 2 Kaninchon

"Iz d Einstllfllng:
a en an -7 haut-
der Haut alzend

stark augen- ~ Einstufung:
relzender -----;;?" stark augen-
Stoff reizend

Einstufllng:

::i~:~d---7 :~~:~d
nicht augenreizend

F;n~I"f,'nu-

~ nicht augen-
reizend

CPSC 1994/95 entwickelt und bei der OECD eingereicht. Der
OECD Workshop 1996 zur Validierung von Alterativmethoden
hat dem Konzept gundsatzlich zuqestirnrnt, OECD, 1996a.
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den, direkt im Anschluf an die Te-
stung in vitro, d.h. ohne vorherige
Tierversuche. Die Vertrctcr der euro-
pilischen Behorden konnten diesem
Vorgehen aus ethischen Grunden
nieht zustimmen.

7 Phototoxizltat

Ein weiteres erfolgversprechendes
Gebiet fur in vitro Methoden ist die
Prufung auf phototoxische Eigen-
schaften. Bereits 1994 hatte ein
ECVAM Workshop eine Priifstrate-
gie empfohlen, bei del' naeh der
Prufung in validierten in vitro Syste-
men unter Auslassung jeglicher Tier-
versuche die Prtlfung am Menschen
vorgeschlagen wurde, d.h. an frei-
willigen Probanden (Spielmann et
al., 1994b). 1m AnschluB daran hatte
die OECD 1995 den Entwurf fur eine
neue Prufrichtlinie zur Priifung auf
phototoxisehe Eigenschaften in vivo
und in vitro vorgelegt, in der nach

OECD-Vorschlag fur eine in vitro
Teststrategie zur Prufung auf
phototoxische Eigenschaften

Absorbtionsspektrum UVisichtbares Licht

~280 -750 nm
(Q)SAR Belrachtungen

Ja

"
einfacher in vitro Phototoxizitats- Test ~mlt Saugelierzelien

Ja

'If
Zusatzliche mechanistische Tests,

die die Photostabilitat bestatigen und --7
die zwischen PhototolCizitiit und
Photoallergie unterscheiden

Ja

,It
Klassifizierung

als photoaliergischer oder
phototoxiscner Stoff
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der Prufung in vitro im zweiten
Schriu Tierversuche zwingend vor-
gesehen waren. Erst danach sollte
die Priifung am Menschen zulassig
sein. Die Teilnehmcr des OECD
Workshops in Stockholm favorisier-
ten bei del' Prufung auf phototoxi-
sehe Eigensehaften die Testung nur
mit Hilfe yon in vitro Methoden, da
die Literatur zeigt, daf die Daten yon
Tierversuchen auf diesem speziellen
Gebiet der Toxikologie kaum auf
den Menschen iibertragbar sind, und
daB sich durch einfache in vitro Tests
phototoxische Eigenschaften fur den
Menschen relativ gut voraussagen
lassen (Spielmann et al., 1994b). Es
wurde deswegen von den Experten
der OECD die in Abbildung 2 wie-
dergegebene Prufstrategie zur PrU-
fung auf phototoxische Eigenschaf-
ten empfohlen, in der vollstandig auf
Tierversuche verzichtet wird.
Mit den yon den Experten der

OECD vorgeschlagenen Prufstrate-
gien, bei denen in vitro Methoden

Ergebnis~
negativ

Einstufung:
nichl phototoxlsch

Ergebnis---7
negativ

Einstufung;
nicht phototoxisch

ErgebniS---7
nega\iv

Einstufung;
nicht phototoxisch

Abbildung 2: In
vitro Teststrategie
zur PrOfung auf
phototoxische
Eigenschaften.
Die PrOfstrategie
wurde vom ECVAM
Workshop "In Vitro
Phototoxicity
Testing' (Spielmann
et aI., 1994)
entwickelt und
stutzt sich nur auf
die Testung mit in
vitro Methoden. Die
Ergebnisse einer
sehr erfolgreichen
experimentellen
Validierung von in
vitro Phototoxizitats-
tests in den Jahren
1992-96, die von
ZEBET koordiniert
und von ECVAM
und COLIPA
gefbrdert wurde,
wurden 1996 bei
der DG XXIV der
EU eingereicht
(SpiGlmann et aI.,
1996). Die Ausar-
beitung emor
OECD-PrOfrichtiinie
zur in vitro Phototo-
xizitstestung is! in
Vorbereitung.

toxikologischen Tierversuchen vor-
geschaltet werden, hat die OECD
den Weg Iiir die Anwendung toxiko-
logischer in vitro Methoden weit
geoffner. Einschrankend muf jedoch
dazu bemerkt werden, daB bisher fill'
die 3 Gebiete - Haut- und Augenrei-
zung sowie Phototoxizttat - nocb
keine in vitro Methode vom ent-
seheidenden Gremium der OECD
akzeptiert wurde. Aber der OECD
Workshop zur Validierung und Ak-
zeptierung toxikologischer Alterna-
tivmethoden hat nun erstmals die
Voraussetzungen fur die Akzeptie-
rung von in vitro Methoden geschaf-
fen. Es liegt jetzt an Wissenschaft-
lern in Industrie und Behorden, ge-
meinsam fur die einzelnen Gebiete in
vitro Methoden zu validieren und zur
Anerkennung durch die OECD zu
fiihren.

8 Erstmals befiirwortet die
OECD einen toxikologischen in
vitro Test zur Aufnahme in die
OECD Priifrichtlinien:
die Priifung auf Hautpenetration
(OECD, f996b)

1m Zusammenhang mit der 6. Ande-
rung der Kosmetikrichtlinie hat in
der EU der Verzieht auf toxikologi-
sche Tierversuche fur Kosmetika
(Fertigprodukte) zum 1.1.1998 hoch-
ste Priori tat. Die Diskussion zwi-
schen dem europaischen Kosmetik-
verband COLIP A, dem Scientific
Committee on Cosmetology (See)
der DG XXIV der EU und ECV AM
hat dabei ergeben, daB es fur den
Umfang del' fur die Risikoabschat-
zung erforderlichen toxikologischen
Prufung entscheidend davon ab-
hangt, ob der zu prufende Stoff bzw.
eine Formulierung dureh die Haut in
den Korper eindringt und dort syste-
mische Wirkungen hervorruft. Damit
kommt der Priifung auf Hautpenetra-
tion bei der toxikologischen Priifung
yon Kosmetika eine zentrale Bedeu-
tung zu. Die OEeD hatte im Jahr
1995 sowohl eine in vivo als auch
eine in vitro Methode zur Bestim-
mung der Hautpenetration vorgelegt.
1m Herbst J 995 gab es gegen die in
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vivo Methode keine Einwande, eine
Akzeptierung wurde jedoch zuruck-
gestelIt. Die Delegationen der USA
und Kanadas lehnten den Entwurf
der in vitro Methode ab, da bei ihr
wahlweise menschliche oder tieri-
sche Haut eingesetzt werden konnte.
Federfuhrend fur die Entwicklung

der in vitro Methode waren England
und Kanada, Die Kanadier bestanden
darauf, daf nur frische und gut erhal-
tene menschliche Haut zur Testung
verwendet wird, Einige europaische
Linder, wie z.B. Deutschland, haben
gleichzeitig bei der OECD interve-
niert, urn die Priifung mit tierischer
Haut yon Schweinen aus Schlacht-
hofrnaterial an stelle menschlicher
Haut verwenden zu durfen. Hinter-
grund dafur sind einerseits die ethi-
schen und juristischen Probleme bei
der Gewinnung frischer menschli-
cher Haut aus Operationsmaterial.
Andererseits wird mit gutem Erfolg
in Laboratorien der Kosmetikindu-
strie in Deutschland die Hautpenetra-
tion mit Hilfe yon Schweinehaut und
auch mit Haut yon Toten (Kadaver-
haut) bestimmt.
Urn moglichst rasch eine Einigung

zu erzielen, haben daraufhin
ECV AM und die OECD gerneinsam
im Februar 1996 eine Reihe yon
Experten aus Europa und den· USA
zu einem Gesprach nach Brussel
eingeladen, das uberraschenderweise
sehr erfolgreich verlief. Grundlage
fur die Einigung waren die Empfeh-
lungen des ECY AM Workshops
iiber perkutane Absorption (Howes
et al., 1996). Das Gesprach ergab
Einigkeit daruber, daf die zur Zeit
vorhandenen Tiermodelle fur die Be-
urteilung der Hautpenetration am
Menschen kaum geeignet sind, und
daf andererseits in der pharmazeu-
tisch-chemischen lndustrie in Europa
und den USA erfolgreich mit
menschlicher Haut - sowohl mit
frischem Operationsmaterial als auch
mit Kadavermaterial - und Tierhaut
am; Schlachthofrnatcrial gcarbcitct
wird. Der europaische Kosmetikver-
band COLIP A erklarte sich darauf-
hin bereit, seine Mitgliedsfirmen
dazu zu bewegen, die Ergebnisse, die
in ihren Laboratorien mit diesen in
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vitro Methoden in den letzten Jahren
erzielt wurden, den Experten der
OECD und EU fur eine Bewertung
zur Verfiigung zu stellen, Man war
sich dariiber einig, daB dieses um-
fangreiche Datenmaterial fur eine
kritische Bewertung der Validitat der
in vitro Methode ausreicht, so daB
eine zusatzliche Validierungsstudie
mit der neuen in vitro Methode zur
Prufung auf Hautpenetration yon
keinem der anwesenden Experten fur
erforderlich gehalten wurde.
Es wurde daher beschlossen, daf

unter Federfiihrung yon England und
Kanada, die die neue Priifrichtlinie
bei der OECD eingebracht hatten,
der Entwurf der in vitro Testmethode
so uberarbeitet wird, daf Haut yon
Mensch oder Tier fur die Bestim-
mung der Hautpenetration verwendet
werden kann. Den Experten der bei-
den Lander wurden dazu die Ergeb-
nisse aus den Labors der europai-
schen Kosmetikindustrie zur Verfu-
gung gestellt, die mit in vitro Metho-
den bisher erzielt wurden.
Das uberarbeitete Prufprotokoll

konnte Ende April 1996 allen Teil-
nehmern des Expertengesprachs zur
Kritik vorgelegt werden. Seit Juni
1996 liegen zwei abgestimmte Ent-
wurfe fur neue OECD Richtlinien fur
das Gebiet der Hautpenetration VOL

Die in vivo Methode tragt den Titel
"Percutaneous Absorption: in vivo
Method", und die in vitro Methode
ist betitelt: "Dermal Delivery and
Percutaneous Absorption: In Vitro
Method" (OECD, J996b). Aufgrund
der intensiven Arbeit in der ersten
Halfte des Jahres 1996 ist nun damit
zu rechnen, daf die Experten der
OECD fur toxikologische Prufrne-
thoden beide Methoden auf ihrer
nachsten Sitzung des "Test Guideli-
nes Program" der OECD im Herbst
dieses Jahres anerkennen.

9 Neue OECD-Richtlinien mit in
vitro TC1it1iin dcr Ncurotoxilwlogie

In der Neurotoxikologie werden yon
der Industrie verschiedene Verhal-
tenstests an Ratten durchgefuhrt, die
in Anlehnung an die Riehtlinien der

amerikanischen Umweltbehorde
EPA (U.S. Environmental Protection
Agency, 1992) kurzlich in einer neu-
en OECD-Guideline zusammenfaht
wurden (OECD Neurotox, 1995).
Die breite Palette der Tests spiegelt
wider, wie unklar und weit der Be-
griff .Neurotoxizitat" definiert ist. In
der sog. "Functional Observation
Battery" werden namlich neben den
erwahnten alIgemeinen Verhaltens-
studien auch klinische Gesundheit,
Aussehen und Gewichtsentwicklung
untersucht. Ausfuhrliche Studien be-
legen jedoch, daf die Gewichtszu-
nahme insbesondere bei Jungtieren
der weitaus sicherste und empfind-
lichste MeBwert ist und deshalb be-
reits bei anderen behordlich verge-
schriebenen Langzeitstudien erfaBt
wird.
Aus der Sicht des Tierschutzes ist

es nicht zu akzeptieren, daf die neue
tierverbrauehende und -belastende
Testbatterie in einer OECD-Guideli-
ne festgeschrieben werden solI, ohne
daf die neuen OECD Validierungs-
und Akzeptanzkriterien berucksich-
tigt werden. Wenigstens wird in der
Begriindung fiir die neue OECD-
Guideline festgestelIt, daB in vitro
Tests (aber leider auch weitere in
vivo Tests!) fur spezielle Fragestel-
lung en eingesetzt werden konnen,
Dagegen wird ein fortschrittlicher

Ansatz in der neuen OEeD Richtli-
nie 418 zur Prufung auf verzogerte
Neuropathie yon Organophosphaten
(OECD 418, 1994) verfolgt. Darin
werden in vitro Methoden als .posi-
tiv-Screeningtests" vorgeschlagen,
wie z.B. das Nervenwachstum kulti-
vierter C6 Neuroblastoma-Zellinien
(Henschler et aI., 1992). Einschran-
kend ist zu betonen, daB in vitro
Tests nur am Rande diskutiert wer-
den. Den Schwerpunkt der Prufung
bilden Verhaltenstests an Hiihnern
und die Auswertung histochemischer
Veranderungen des Markerenzyms
NTE (Neuropathy Target Esterase)
irn Gohirn dcr Tiere. In der OECD-
Richtlinie fehlt der Hinweis darauf,
daB sich NTE speziell gut in vitro
verfolgen laBt (Nostrandt et al.,
1992; Sogorb et al, in press). Im
zweiten Abschnitt dieser Richtlinie
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IaBt folgender Satz hoffen, daf in
vitro Methoden in Zukunft entschei-
dender fur die Risikoprufung van
Organophosphaten werden als Tier-
versuche: " ... in vitro screening tests
could be employed to identify those
chemicals which may cause delayed
neuropathy" (OECD 418, 1994).
Fur andere neurotoxische Effekte

sind international bisher noch keine
weiteren in vitro Tests akzeptiert.
ECVAM hat zum Thema Neurotoxi-
zitatsprufung in vitro einen Work-
shop durchgeftihrt (Atterwill et al.,
1994), bei dem jedoch mit Ausnah-
me einzelner in vitro Testbatterien
keine konkreten Vorschlage gemacht
wurden. Die von den Autoren nach
eigenen Kriterien pravalidierten in
vitro Testbatterien rnussen einer ex-
ternen Begutachtung erst noch stand-
halten. Auch vom amerikanischen
Forschungsrat National Research
Council wurden bereits 1992 detail-
lierte Protokolle veroffentlicht, die
auf der Basis von in vitro Tests das
Screening auf neurotoxische Wir-
kung zulassen (NRC, 1992). So1che
Vorschlage konnen nun dank der
heute gultigen Kriterien fur Pravali-
dierung und Validierung bis zur be-
hordlichen Anerkennung gefuhrt
werden. Die OECD hat nun im
Rahmen ihres Testrichtlinienpro-
gramms ein lesenswertes Leitdoku-
ment libel' Strategien zur Neurotoxi-
zitatsprufung erarbeitet, das in vitro
Methoden jedoch nur zur Abklarung
van Wirkmechanismen empfiehlt
COECD Guidance Document, 1996).
Ein Fortschritt bei der Aufnahme
von in vitro Methoden fur die Risi-
koprufung ist darin wiederum von
der Erfullung der Kriterien zur Vali-
dierung und behordlichen Anerken-
nung abhangig (Tabelle).

10 Bewertung und Ausblick

Die geschilderte Entwicklung ist aus
verschiedenen Grunden bemerkens-
wen. 1997 wird die OECD mit
groser Wahrscheinlichkeit die in vi-
tro Methode zur Bestimmung der
Hautpenetration akzeptieren. Damit
wird dann ZUI11 ersten Mal cine

ALTEX 13.4/96

toxikologische in vitro Methode in
die toxikologischen OECD-Richtli-
nien auf'genonunen. Noch beachtens-
werter ist jedoch die Tatsachc, daf
sich die fiir diesen Bereich kompe-
tenten Expcrten der OECD entschlie-
I)en konnten, eine in vitro Methode
anzuerkennen, ohne dall sie die for-
male Validierung durehlaufen hat.
Dabei ist jedoch zu berucksichtigen,
daB die Methode bereits seit langerer
Zeit in der Industrie etabliert ist und
ausreichende Erfahrungen zur Be-
wertung der neuen Technik mit einer
groBen Zahl chemischer Stoffe VOf-

liegen. Wenn ein vollig neuer in
vitro Test entwickelt wird, fehlt ubli-
cherweise eine so umfangreiche Da-
tenbasis, so daf sich bei kritischer
Wtirdigung der Datenlage in der
Mehrzahl del' Hille die Durchfuh-
rung einer aufwendigen Validie-
rungsstudie kaum vermeiden laSt.
Die Entwicklung zeigt, daB Behor-

denvertreter im Gegensatz zu dem
ublichen Klischee nicht immer for-
mal entscheiden oder sogar Entschei-
dungen verschleppen, sondern daB
sie auch in der Lage sind, sachbezo-
gen und rasch zu reagieren. Das ist in
diesem Fall besonders erfreulich, da
das Leiden van Versuchstieren deut-
lich reduziert wird.
Die offentliche Diskussion wird

sich VOl' diesem Hintergrund vor
allem darauf konzentrieren mussen,
ob die Gesellschaft bereit ist, Risiken
zu tragen, falls eine Alternativme-
thode nieht die gleiche Sicherheit
garantieren kann wie ein Tierver-
such. Behorden, Industrie und Ver-
braucher miissen weiterhin verlan-
gen, daB "eine Alternativmethode
mindestens so gut sein rnuf wie
bisherige Tierversuche" (Kriterium
Acceptance 2 der Tabelle), auch
wenn Tierschi.itzer haufig nicht be-
reit sind, eine so eindeutige Vorgabe
zu akzcptieren.
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