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Zum Stand des von der OECD akzeptierten eu-
ropaisch-amerikanischen Validierungskonzeptes
und der Validierung einzelner in vitro Methoden

Horst Spielmann' und Christoph Reinhardt®

'ZEBET (Zentralstelle zur Erfassung und Bewertung von Ersatz- und Erginzungsmethoden zum Tierversuch)
im BgVV (Bundesinstitut fiir gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterindrmedizin), D-Berlin,
’SAAT (Schweizer Arbeitsgruppe fiir Alternativen zu Tierversuchen), CH-Ziirich

Zusammenfassung

In Europa wurde seit 1990 ein Konzept zur wissenschaft-
lichen Validierung von toxikologischen in vitro Metho-
den entwickelr, um eine internationale behirdliche
Akzeptierung der neuen Methoden zu erreichen. An der
Entwicklung des Konzeptes waren auf zwei Workshops
in den Jahren 1990 und 1994 ERGATT und ECVAM
mafigeblich beteiligt. Um in vitro Tests besser zu stan-
dardisieren, wird in Zukunft der Validierung eine Phase
der experimentellen Privalidierung vorgeschaltet. In
den Jahren 1995/96 haben die US-amerikanischen
Bundesbehdrden, vertreten durch ICCVAM, das ameri-
kanische Validierungszentrum, im Rahmen des NTP ein
eigenes Validierungskonzept verabschieder, das in den
wesentlichen Punkien dem europdiischen Validierungs-
konzept von ECVAM entspricht. Im Januar 1996 stimm-
ten dann alle wesentlichen Industrienationen auf einem
Validierungs-Workshop der OECD in Schweden dem
européiiisch-amerikanischen Validierungskonzept zu, das
international zur behdirdlichen Anerkennung toxikologi-
scher in vitro Methoden fiihren soll, anstelle der bisher
von der OECD vorgeschriebenen Tierversuche. Im Jahre
1996 wird nach diesem Konzept wahrscheinlich schon
der erste in vitro Test von der OECD akzeptiert, ndmlich
die Priifung auf Penetration der Haut mit Hilfe mensch-
licher Haut aus Operationsmaterial. Auf dem Gebiet der
lokalen Toxizitdtspriifung an Haut und Schleimhduten ist
kurzfristig mit der Akzeptierung weiterer toxikologischer
in vitro Tests durch die OECD zu rechnen, da ihre
experimentelle Validierung nach 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
of in vitro toxicity tests has been developed ro facilitute
regulatary acceptance of the new methads at the interna-
rional level. ERGATT and ECVAM have promoted the
concept of validation on two workshops in 1990 and 1994.
A prevalidation 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 of 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
QECD level agreed to the European/US validation con-
cept. This will at the international level allow mutual
acceptance of data obiained 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 toxiciry 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 crireria.

Keywaords: alternative test, in vitro toxicology, validati-
on, OECD, regulatory acceprance

Abkiirzungen: BCOP = Bovine Cornea Opacity/Permea-
bility (test); BMIBF = Bundesministerium fiir Bildung,
Forschung und Technologie; CAAT = The Johns Hopkins
Center for Alternatives to Animal Testing (Baltimore);
COLIPA = The European Cosmetic, Toiletry and Perfum-
ery Association; CPSC = US Consumer Product Safety
Commission; DG = Direction Générale (EU-Ministerium);
DOE = US Deparmment of Energy; DOT = US Department
of Transportarion; ECVAM = European Center for the
Validation of Alternative Methods; EEC = European
Economic Council; EPA = US Environmental Protection
Agency; ERGATT = European Research Group for
Alternatives in Toxicology Testing; FDA = US Food and
Drug Administration; ICCVAM = US Inieragency Coordi-
nating Committee on the Validation of Alternative Meth-
ods; NCI = US National Cancer Institute/NIH; NIH = US
Natianal Institutes of Healthy NTP = US National Toxicol-
ogy Program; OECD = Organisation for Economic
Cooperation and Development; OSHA = US Occupational
Safery and Health Administration; QSAR = Quantitative
Structure-Activity Relationships; SCC = Scientific Com-
mittee on Cosmetology der DG XXIV der EU
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1 FEinleitung

Tierversuche fiir behordliche Zwek-
ke werden auf internationaler Ebene
akzeptiert, wenn sie nach den seit
1982 giiltigen OECD Richtlinien
(OECD, 1982) durchgefiihrt werden.
Das gilt fiir alle Bereiche der behord-
lichen Toxikologie mit Ausnahme
der Priifung von Arzneimitteln, also
z.B. fiir die toxikologische Priifung
von Industriechemikalien, Lebens-
mitteln und Bedarfsgegenstinden,
Pflanzenschutz- und Futtermitteln.
Die Einfiihrung der OECD-Richtlini-
en vor mehr als zehn Jahren und ihre
Giiltigkeit 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 miissen. Besonders die
auch von den USA und Japan befolg-
te Regelung (mutual acceptance of
data), dal} Tierversuche nach OECD
akzeptiert werden, wenn sie in einem
anderen Land durchgefiihrt worden
sind, vermeidet zuséitzliche Tierver-
suche. Diese Entwicklung war aus
Tierschutzgriinden zu begriiBen, und
sie brachte auBerdem fiir die Indu-
strie eine erhebliche Kostenerspar-
nis.

Die Verabschiedung der EG-
Richtlinie 86/609/EEC, in der der
Umgang mit Versuchstieren inner-
halb der EU geregelt wird, fiihrte in
den EU-Mitgliedstaaten zu intensi-
ven Bemiihungen, Tierversuche in
der Forschung und fiir behdrdliche
Zwecke zu reduzieren. Tm Rahmen
dicser Anstrengungen wurden staat-
liche Validierungszentren gegriindet,
und zwar 1989 in Deutschland ZE-
BET und 1992 auf EU-Ebene
ECVAM. Als besonderes Hindernis
stellt sich bei der Validierung die
unterschiedliche  Vergleichbarkeit
der Ergebnisse toxikologischer in
vitro Testsysteme mit den Ergebnis-
scn von Tierversuchen heravs. Um
einen von der OECD genormten
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 kénnen, wie es
bisher mit Hilfe von 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 mufBite man sich inter-
national auf cin gemeinsames Vorge-
hen zur Validierung der neuen Me-
thoden einigen. 1990 wurde auf dem
CAAT/ERGATT Workshop zur Va-
lidierung aus der Sicht amerikani-
scher und europdischer Wissen-
schaftler eine erste Einigung iiber ein
Validierungskonzept erzielt (Balls et
al., 1990a). Noch im gleichen Jahr
wurde dieses Validierungskonzept
grundsitzlich auch von Vertretern
internationaler Behdrden auf einem
Workshop in Vouliagmeni (Grie-
chenland) akzeptiert (Balls et al.,
1990b). Dieses Validierungskonzept
fiihrte tiberwicgend in Europa dazu,
dall sich Laboratorien aus der che-
misch-pharmazeutischen und kosme-
tischen Industrie zur Durchfithrung
von Validierungsstudien auf Gebie-
ten entschlossen, die kurzfristig Er-
folg versprachen. Fiir die Entschei-
dung zur Durchfithrung von Validie-
rungsstudien waren auBerdem das
Leiden der Tiere im jeweiligen Ver-
such und die Tierzahlen wichtige
Kriterien. Validierungsstudien wur-
den iiberwiegend auf dem Gebiet der
lokalen Vertriglichkeit durchge-
fiihrt, wie z.B. zur Priiffung von haut-
und augenreizenden Eigenschaften,
sowie zur Abschiitzung von entwick-
lungsschidigenden (teratogenen)
und nervenschiidigenden (neurotoxi-

schen) Eigenschaften.

3 Vertriglichkeitstests

In Deutschland wurde seit 1988 mit
Unterstiitzung des Forschungsmini-
steriums BMBF eine multizentrische
Validierungsstudie zum FErsatz des
Draize-Tests am  Kaninchenauge
durchgefiihrt, die aufgrund des oben
beschriebenen Validierungskonzep-
tes aus dem Jahre 1990 erginzt 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 europiischen
Labors validiert (Gautheron et al.,
1994). Die groBte Validierungsstudie
zum Ersatz des Draize-Tests am
Kaninchenauge wurde 1992 unter
Fithrung des britischen Home Office
weltweit in 36 Laboratorien und mit
neun verschiedenen in vitro Tests
durchgefiihrt (Balls et al., 1995a).
Auch in Japan wurden seit 1991
unter Fiihrung des Gesundheitsmini-
steriums 12 Ersatzmethoden zum Er-
satz des Draize-Tests am Kaninchen-
auge validiert (Ohno et al., 1995).

Bei den genannten Validierungs-
studien stellte sich enttduschender-
weise heraus, dall die meisten in
vitro Methoden vor der Validierung
nicht ausreichend standardisiert wa-
ren. Auferdem waren die meisten
Tests fiir spezielle Stoffgruppen von
Firmen der Kosmetikindustrie ent-
wickelt worden, und bei Priifung
unter ,blinden Bedingungen, mit
einem breiten Spektrum von Test-
substanzen mit unterschiedlichen
physikalischen und chemischen Ei-
genschaften, wichen die Ergebnissc
der in vitro Tests von den aus Tier-
versuchen bekannten Ergebnissen
stirker ab als erwartet.

4 ECVAMSs Validierungskonzept

Aufgrund dieser Erfahrungen wurde
das 1990 entwickelte Validierungs-
konzept unter Federfithrung von
ECVAM 1994 nochmals zur Diskus-
sion gestellt. Es zeigte sich dabei,
daB3 das urspriingliche Validierungs-
konzept (Balls et al., 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 Mecthoden iiberschiitzt
worden, die in einzelnen Labors der
Industrie fiir hausinterne Zwecke
eingesetzt wurden. Die Validie-
rungsstudien zeigten weiterhin, daf3
fast jeder in vifro Test in, von Labor
zu Labor unterschiedlichen, Varian-
ten durchgefiihrt wurde. Schliellich
fehlte bei fast allen in vitro Metho-
~den ein Pridiktionsmodell, das fiir
behordliche Zwecke zur Einstufung
und Kennzeichnung chemischer
Stoffe international verwendet wer-
den kann, dhnlich wie es mit Tierver-
suchsdaten  moglich  ist.  Der
ECVAM  Validierungs-Workshop
hat daher sehr viel strengere Kriteri-
en fiir die Aufnahme eines Tests in
eine Validierungsstudie unter ,,blin-
den* Bedingungen empfohlen, als im
urspriinglichen Konzept von 1990.
Neu ist der Vorschlag einer Privali-
dierungsphase, die der formalen Va-
lidierung vorausgehen sollte und in
der die Giiltigkeit des Standardproto-
kolls und auch das Pridiktionsmo-
dell von erfahrenen Labors bestitigt
werden miissen (Balls et al., 1995b;
Curren et al., 1995).

Die Empfehlungen des ECVAM
Workshops zur Validierung wurden
auf europiischer Ebene bei einer
internationalen  COLIPA/ECVAM
Validierungsstudie von in virro Pho-
totoxizititstests beriicksichtigt und
fithrten zu einem iiberraschend posi-
tiven Ergebnis der Validierungsstu-
die (Spielmann et al., 1994a; 1996).

5 Akzeptierung des Validierungs-
konzepts auBerhalb Europas

Um auf internationaler Ebenc den
Ersatz toxikologischer Prifmethoden
in den OECD-Richtlinicn durchzu-
setzen, missen auch die OECD-
Mitgliedstaaten auferhalb Europas
einem Konzept tir die Validierung
und Akzepticrung tierversuchsfreier
Methoden zustimmen. Wie oben an-
gedeutet, forderte die japanische Re-
gierung bereits die Validierung von
Alternativmethoden zum FErsatz des
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Draize-Tests am  Kaninchenange
(Ohno et al., 1995), dic jedoch noch
nicht akzeptiert werden. Die Behor-
den in den USA und Kanada haben
dagegen dic Akzcptierung tierver-
suchsfreier toxikologischer Priifme-
thoden iiber lange Zeit strikt abge-
lehnt. Aufl Initiative der EU hat die
OECD seit 1994 mit den unter-
schiedlichen amerikanischen Bun-
desbehdrden (EPA, FDA, OSHA,
DOT, DOE, NIH, NCI) Gesprache
gefiihrt und das in Europa entwickel-
te Validierungskonzept zur Diskussi-
on gestellt. Aufgrund dieser Initiati-
ve und wegen der Forderungen aus
der amerikanischen Offentlichkeit
sowie der international titigen phar-
mazeutisch-chemischen  Industrie
wurde Ende 1994 unter Fithrung des
National Toxicology Program in
Anlehnung an ECVAM die US-Vali-
dierungsbehodrde ICCVAM gegriin-
det.

ICCVAM hat daraufhin 1993 ein
Konzept zur Validierung und Akzep-
tierung alternativer toxikologischer
Testmethoden vorgelegt und auf ei-
nem Workshop in Washington im
Dezember 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 Alternativ-
methoden (OECD, 1996a)

Im Januar 1996 fand auf Einladung
der schwedischen Behoirden und der
OECD in Stockholm ein Validie-
rungs-Workshop statt, bei dem die
fiir die OECD-Priifrichtlinien zustidn-

Tabelle: Kriterien der Validierung und behordlichen Anerkennung von neuen
Testmethoden zur Zulassungsprifung von Chemikalien (aus OECD, 1996a)

Eight OECD Validation Criteria

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 varlability, repeatability and reproducibility of method

(within and amongst labs)

Carry out a performance test using chemicals reference

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 OECD Acceptance Criteria

1. Check prediction capability of the new test to existing test data or to effecls

in the target species

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

methods

oo kW

The data are representative for a group of chemicals of regulatory interest
The test must be robust, transferable and standardizable (no patented tests!)
The test is cost effective and likely to be used

Give scientific, ethical and economical justification relevant to the Three Rs
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digen Experten aus allen Industriena-
tionen vertreten waren. Auch auf
diesem Symposium konnte man sich
mm Grundsatz auf das 1994 unter
Fiihrung von ECVAM erarbeitete
Validierungskonzept einigen (Balls
et al., 1995b). Das (rifft sowohl fiir
die formale Durchfiihrung von Vali-
dierungsstudien als auch fiir die
Kriterien der Akzepticrung tierver-
suchsfreier Methoden durch die
OECD zu.

Eine klare Trennung der Bereiche
Validierung und behordliche Aner-
kennung wurde anhand einer koch-
buchartigen Vorgehensweise von
Kriterien formuliert (Tabelle). Au-

Berdem wurde das Konzept der
Priivalidicrung, d.h. Entwicklung
und Priifung eines Standardproto-
kolls und eines Pradiktionsmodells
bereits im Vorfeld der formalen Va-
lidierungsstudie, voll {ibernommen
und akzeptiert (Curren et al., 1995).

Dariiber hinaus hat eine der drei
Arbeitsgruppen des OECD Work-
shops Priifstrategien entwickelt, in
denen toxikologische in vitro Tests
mit in vivo Tests stufenweise kombi-
niert werden. Fiir den Bereich der
Augenreizung hatten die deutschen
Behorden, vertreten durch das
BegVV, und die amerikanischen Be-
horden, vertreten durch die EPA,

(;"%—
s

bereits gemeinsam eine Priifstrategie
erarbeitet, bei welcher physikalisch-
chemische Daten, die Analyse
von Struktur-Wirkungs-Bezichungen
(QSAR) und in vitro Testverfahren
zur Bestimmung der toxikologischen
Eigenschaften toxikologischen Tier-
versuchen vorgeschaltet werden. Ein
Beispiel dafiir ist in Abbildung 1
wiedergegeben.

In Anlehnung an diese Priifstrate-
gie wurde ein relativ dhnliches Kon-
zept fiir die Priifung auf Hautreizung
erarbeitet. Vertreter der amerikani-
schen Industrie und Behorden pli-
dierten dabei fiir eine Priifung am
Menschen, an freiwilligen Proban-

OECD-Vorschlag fiir eine kombinierte in Vi
vitro/in vivo Teststrategie zur Priifung auf , Einstufung:
. iy i In vitro Testung auf sta.rk augen- ek
augenreizende und -dtzende Eigenschaften 4a stark augen- reizender =2 oo
reizende Stoffe Stoff reizend
Einstufung:
(Q)SAR ; 9 ;
& Struktur-Wirkungs. f——3» dugenreizender —> augen- kein stark augen-
beziehun Stoff reizend reizender Stoff
gen i
Test fiir starke
— / Augenreizung 9 Schritt 7
el odey, war negativ
unbekannt Ist ein valider Test :
5 fiir Augenreizung 5 Nein
handen ?
(Q)SAR o Einstufung: YOk E—
1b Ein in vitro
Struktur Wirkungs. [~ MUEEEEAET —3> " haut Testfohit —> Schritt6
beziehungen atzend Ja
Nein oder ’
unbekannt augen-
\/ In vitro Test auf reizender ; Einstufung:
3 Einstufung: 5a Augenreizung Stoff augen-
pH einer wassrigen stark augen- reizend
2 Losung: stark sauer %PH > 11,5 oder < 29 reizend und Einstufuma:
oder alkalisch hautatzend kein augenreizender Stoff ...% nicht augg_;_
\/ reizend
pH <115 oder > 2
Experimentelle . .
Y Einschitzung des 4tzend an Einstufung;
B oricisiohit 6 itzenden Potentials der Haut > haut-
eriicksichtigung ) . dor Haist dtzend
3 weiterer Informationen: —-} Ja % Einstufung: an der Hau!
2.B. Stoff wirkt hautitzend haut-
atzend nicht dtzend an
Haut (und Augen)
v Nein \,
N Draize Augenreiz Test stark augen- Einstufung:
el G 7 mit *% reizender ——> stark augen-
st ein vali i . inch i
F Tast Nif St A0GAR __,% Nein % Schritt § 1 Kaninchen Stoff reizend
reizende Stoffe
vorhanden ? Kein stark augenreizender Stoff
J/ Ja Einstufung:
Draize Augenreiz Test- augen- augen-
8 mit —"9 reizend reizend
1 oder 2 Kaninchen
Finstufung-
o PR T Lé nicht nreizend ~ = hichtaugen-
Abbildung 1: Kombinierte in vitro/in vivo Teststrategie flir die o reizend

Prifung auf augenreizende und -atzende Eigenschaften.
Das kombinierte Priifkonzept wurde gemeinsam von deutschen

Wissenschaftlern im BgVV (Bundesinstitut fir gesundheitlichen
Verbraucherschutz und Veterindrmedizin) und US-amerikani=
schen Wissenschaftlern der Bundesbehdrden EPA, FDA und
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CPSC 1994/95 entwickelt und bei der OECD eingereicht. Der
OECD Workshop 1996 zur Validierung von Alterativmethoden
hat dem Konzept gundsétzlich zugestimmt, OECD, 1998éa.
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den, direkt im AnschluB an die Te-
stung in virro, d.h. ohne vorherige
Tierversuche. Die Vertreter der euro-
piischen Behorden konnten diesem
Vorgehen aus ethischen Griinden
nicht zustimmen.

7 Phototoxizitit

Ein weiteres erfolgversprechendes
Gebiet fiir in vitro Methoden ist die
Priifung aufl phototoxische FEigen-
schaften. Bereits 1994 hatte ein
ECVAM Workshop eine Priifstrate-
gic empfohlen, bei der nach der
Priifung in validierten in vitro Syste-
men unter Auslassung jeglicher Tier-
versuche die Priifung am Menschen
vorgeschlagen wurde, d.h. an frei-
willigen Probanden (Spielmann et
al., 1994b). Im Anschluff daran hatte
die OECD 1995 den Entwurf fiir eine
neue Priifrichtlinie zur Priitung auf
phototoxische Eigenschaften in vivo
und in vitro vorgelegt, in der nach

OECD-Vorschlag fiir eine in vitro

Teststrategie zur Priifung auf
phototoxische Eigenschaften

der Priifung in vitro im zweiten
Schritt Tierversuche zwingend vor-
geschen waren. Erst danach sollte
die Priifung am Menschen zuldssig
sein. Die Teilnchmer des OECD
Workshops in Stockholm favorisier-
ten bei der Priifung auf phototoxi-
sche Eigenschatten die Testung nur
mit Hilfe von in vitro Methoden, da
die Literatur zeigt, daf3 die Daten von
Tierversuchen auf diesem speziellen
Gebiet der Toxikologie kaum auf
den Menschen iibertragbar sind, und
dal sich durch einfache in vitro Tests
phototoxische Eigenschafien fiir den
Menschen relativ gut voraussagen
lassen (Spielmann et al., 1994b). Es
wurde deswegen von den Experten
der OECD dic in Abbildung 2 wie-
dergegebene Priifstrategie zur Prii-
fung auf phototoxische Eigenschaf-
ten empfohlen, in der vollstindig auf
Tierversuche verzichtet wird.

Mit den von den Experten der
OECD vorgeschlagenen Priifstrate-
gien, bei denen in vitro Methoden

Abbildung 2: In
vitro Teststrategie
zur Prifung auf
phototoxische
Eigenschaften.

Die Prifstrategie
Absorbtionsspektrum UV/sichtbares Licht Ergebnia szl-gg(est:’g;n ,Eﬁ)‘irégﬂ
280 - 750 nm _— —_> »
(Q)SAR Betrachtungen negativ Phototoxicity
Einstufung: Testing* (Spielmann
nicht phototoxisch etal., 1 994)
entwickelt und
Ja slutzt sich nur auf
die Testung mit in
A vitro Methoden. Die
e — ; Ergebnisse einer
einfacher in vitro Phototoxizitits-Test E’Q“‘*’_"""—} i
mit Siugetierzellen > negativ sehrgrrolgrelllchen
Einstufung: experimentellen

Validierung von in
vitro Phototoxizitats-

nicht phototoxisch

Ja tests in den Jahren
1992-96, die von

ZEBET koordiniert
Zusitzliche mechanistische Tests, und von EGVAM

die die Photostabilitit bestitigen und > Ergebnis und"COLIPA

die zwischen Phototoxizitit und negativ 9’ gefdrdert wurde,
Photoallergie unterscheiden i funa: wurden 1008 bei
St der DG XXIV der

Ja

\

Klassifizierung
als photoallergischer oder
phototoxischer Stoff
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nicht phototoxisch ’ _
EU eingereicht

(Spielmann et al.,
1996). Die Ausar-
beitung einer
OECD-Priifrichtlinie
zur in vitro Phototo-
xizitstestung ist in
Vorbereitung.

toxikologischen Tierversuchen vor-
geschaltet werden, hat die OECD
den Weg liir die Anwendung toxiko-
logischer in vitro Methoden weit
gediffnet. Einschriinkend mul3 jedoch
dazu bemerkt werden, dal} bisher fiir
die 3 Gebiete — Haut- und Augenrei-
zung sowie Phototoxizitit — noch
keine in vitro Methode vom ent-
scheidenden Gremium der OECD
akzeptiert wurde. Aber der OECD
Workshop zur Validierung und Ak-
zeptierung toxikologischer Alterna-
tivmethoden hat nun erstmals die
Voraussetzungen fiir die Akzeptic-
rung von in vitro Methoden geschaf-
fen. Es liegt jetzt an Wissenschaft-
lern in Industrie und Behorden, ge-
meinsam fiir die einzelnen Gebiete in
vitro Methoden zu validieren und zur
Anerkennung durch die OECD zu
fuhren.

8 Erstmals befiirwortet die
OECD einen toxikologischen in
vitro Test zur Aufnahme in die
OECD Priifrichtlinien:

die Priifung auf Hautpenetration
(OECD, 1996b)

Im Zusammenhang mit der 6. Ande-
rung der Kosmetikrichtlinie hat in
der EU der Verzicht aufl toxikologi-
sche Tierversuche fiir Kosmetika
(Fertigprodukte) zum 1.1.1998 héch-
ste Prioritdt. Die Diskussion zwi-
schen dem curopidischen Kosmetik-
verband COLIPA, dem Scientific
Committee on Cosmetology (SCC)
der DG XXIV der EU und ECVAM
hat dabei ergeben, dafi es fiir den
Umfang der fiir die Risikoabschiit-
zung erforderlichen toxikologischen
Priifung entscheidend davon ab-
hiingt, ob der zu priifende Stoff bzw.
eine Formulierung durch die Haut in
den Korper eindringt und dort syste-
mische Wirkungen hervorruft. Damit
kommt der Priifung auf Hautpenetra-
tion bei der toxikologischen Priifung
von Kosmetika eine zentrale Bedeu-
tung zu. Die OECD hatte im Jahr
1995 sowohl eine in vivo als auch
eine in vitro Methode zur Bestim-
mung der Hautpenetration vorgelegt.
Im Herbst 1995 gab es gegen die in
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vivo Methode keine Einwiinde, eine
Akzeptierung wurde jedoch zuriick-
gestellt. 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.

Federfiihrend fiir die Entwicklung
der in vitro Methode waren England
und Kanada. Die Kanadier bestanden
darauf, dafB} nur frische und gut erhal-
tene menschliche Haut zur Testung
verwendet wird. Einige europiische
Linder, wie z.B. Deutschland, haben
gleichzeitig bei der OECD interve-
niert, um die Priifung mit tierischer
Haut von Schweinen aus Schlachi-
hofmaterial anstelle menschlicher
Haul verwenden zu dirfen. Hinter-
grund dafiir 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 von Schweinehaut und
auch mit Haut von Toten (Kadaver-
haut) bestimmit.

Um moglichst rasch eine Einigung
zu  erzielen, haben  daraufhin
ECVAM und die OECD gemeinsam
im Februar 1996 eine Reihe von
Experten aus Europa und den-USA
7zu einem Gesprich nach Briissel
eingeladen, das iiberraschenderweise
sehr erfolgreich verlief. Grundlage
fiir die Einigung waren die Empfeh-
lungen des ECVAM Workshops
tiber perkutane Absorption (Howes
et al., 1996). Das Gespriich ergab
Einigkeit dariiber, dal dic zur Zeit
vorhandenen Tiermodelle fiir die Be-
urteilung der Hautpenetration am
Menschen kaum geeignet sind, und
dafl andererseits in der pharmazeu-
tisch-chemischen Industrie in Europa
und den USA erfolgreich mit
menschlicher Haut — sowohl mit
frischem Operationsmaterial als auch
mit Kadavermaterial — und Ticrhaut
aus Schlachthofmatcrial gearbeiict
wird. Der européische Kosmetikver-
band COLIPA erklirte 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 fiir eine Bewertung
zur Verfiigung zu stellen. Man war
sich dariiber einig, daP dieses um-
fangreiche Datenmaterial fiir eine
kritische Bewertung der Validitit der
in virro Methode ausreicht, so dal}
eine zusitzliche Validierungsstudie
mit der neuen in vitro Methode zur
Priifung auf Hautpenetration von
keinem der anwesenden Experten fiir
erforderlich gehalten wurde.

Es wurde daher beschlossen, daf
unter Federfiithrung von England und
Kanada, die die neue Priifrichtlinie
bei der OECD eingebracht hatten,
der Entwurf der in vitro Testmethode
s0 Uberarbeitel wird, dal Haut von
Mensch oder Tier fiir die Bestim-
mung der Hautpenetration verwendet
werden kann. Den Experten der bei-
den Linder wurden dazu die Ergeb-
nisse aus den Labors der europii-
schen Kosmetikindustric zur Verfii-
gung gestellt, die mit in vitro Metho-
den bisher erzielt wurden.

Das {iberarbeitete Priifprotokoll
konnte Ende April 1996 allen Teil-
nehmern des Expertengesprichs zur
Kritik vorgelegt werden. Seit Juni
1996 liegen zwei abgestimmte Ent-
wiirfe fiir neue OECD Richtlinien fiir
das Gebiet der Hautpenetration vor.
Die in vive Methode trigt den Titel
WPercutaneous Absorption: in vive
Method, und die in vitro Methode
ist betitelt: ,,Dermal Delivery and
Percutaneous Absorption: In Vitro
Method" (OECD, 1996b). Aufgrund
der intensiven Arbeit in der ersten
Hiilfte des Jahres 1996 ist nun damit
zu rechnen, dall die Experten der
OECD fiir toxikologische Priifme-
thoden beide Methoden auf ihrer
nachsten Sitzung des ,,Test Guideli-
nes Program® der OECD im Herbst
dieses Jahres anerkennen.

9 Neue QOECD-Richtlinien mit in

ritro Tests in der Neurotexikologic

In der Neurotoxikologie werden von
der Industrie verschiedene Verhal-
tenstests an Ratten durchgefiihrt, die
in Anlehnung an die Richtlinien der

amerikanischen Umweltbehorde
EPA (U.S. Environmental Protection
Agency, 1992) kiirzlich in einer neu-
en OECD-Guideline zusammentalt
wurden (OECD Neurotox, 1995).
Die breite Palette der Tests spiegelt
wider, wie unklar und weit der Be-
griff ,,Neurotoxizitit™ definiert ist. In
der sog. .. Functional Observation
Battery™ werden namlich neben den
erwihnten allgemeinen Verhaltens-
studien auch klinische Gesundheit,
Aussehen und Gewichtsentwicklung
untersucht. Ausfihrliche Studien be-
legen jedoch, daB die Gewichtszu-
nahme insbesondere bei Jungtieren
der weitaus sicherste und empfind-
lichste Melwert ist und deshalb be-
reits bei anderen behordlich vorge-
schriechenen Langzeitstudien erfalit
wird.

Aus der Sicht des Tierschutzes ist
es nicht zu akzeptieren, dal die neue
tierverbrauchende und -belasiende
Testbatterie in einer OECD-Guideli-
ne festgeschrieben werden soll, ohne
dal} die neuen OECD Validierungs-
und Akzeptanzkriterien beriicksich-
tigt werden. Wenigstens wird in der
Begriindung fiir die neue OECD-
Guideline festgestellt, dal} in vitro
Tests (aber leider auch weitere in
vivo Tests!) flir spezielle Fragestel-
lungen eingesetzt werden konnen.

Dagegen wird ein fortschrittlicher
Ansatz in der neuen OECD Richitli-
nie 418 zur Priifung auf verzogerte
Neuropathie von Organophosphaten
(OECD 418, 1994) verfolgt. Darin
werden in vitro Methoden als .,posi-
tiv-Screeningtests  vorgeschlagen,
wie 7z.B. das Nervenwachstum kulti-
vierter C6 Neuroblastoma-Zellinien
(Henschler et al., 1992). Einschriin-
kend ist zu betonen, daB in vitro
Tests nur am Rande diskutiert wer-
den. Den Schwerpunkt der Priifung
bilden Verhaltenstests an Hiihnern
und die Auswertung histochemischer
Verinderungen des Markerenzyms
NTE (Neuropathy Target Esterase)
im Gehirn der Tiere. In der OECD
Richtlinie fehlt der Hinweis darauf,
daf} sich NTE speziell gut in vitro
verfolgen 1Bt (Nostrandt et al,
1992: Sogorb et al, in press). Im
zweilen Abschnitt dieser Richtlinie
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ldRt folgender Satz hoffen. daf in
vitro Methoden in Zukunft entschei-
dender fiir die Risikopriifung von
Organophosphaten werden als Tier-
versuche: ....in vitro screening resis
could be employed to identify those
chemicals which may cause delayed
neuropathy (QECD 418, 1994).

Fiir andere neurotoxische Effekte
sind international bisher noch keine
weiteren in vitro Tests akzeptiert.
ECVAM hat zum Thema Neurotoxi-
zititspriifung in virro einen Work-
shop durchgefiihrt (Atterwill et al.,
1994), bei dem jedoch mit Ausnah-
me einzelner in vitro Testbatterien
keine konkreten Vorschlidge gemacht
wurden. Die von den Autoren nach
eigenen Kriterien privalidierten in
vitro Testbatterien miissen 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). Solche
Vorschlige konnen nun dank der
heute giiltigen Kriterien fiir Priivali-
dierung und Validierung bis zur be-
hordlichen  Anerkennung  gefiihrt
werden. Die OECD hat nun im
Rahmen ihres Testrichtlinienpro-
gramms ein lesenswertes Leildoku-
ment iiber Strategien zur Neurotoxi-
zititsprifung erarbeitet, das in vifro
Methoden jedoch nur zur Abkldrung
von Wirkmechanismen empfiehlt
(OECD Guidance Document, 1996).
Ein Fortschritt bei der Aufnahme
von in vitro Methoden fiir die Risi-
kopriifung ist darin wiederum von
der Erfiillung der Kriterien zur Vali-
dierung und behordlichen Anerken-
nung abhingig (Tabelle).

10 Bewertung und Ausblick

Die geschilderte Entwicklung ist aus
verschiedenen Griinden bemerkens-
wert. 1997 wird die OCCD  mit
grofer Wahrscheinlichkeit die in vi-
tro Methode zur Bestimmung der
Hautpenetration akzeptieren. Damit
wird dann zum ersten Mal cine

ALTEX 13, 4/96

toxikologische in virro Methode 1n
die toxikologischen OECD-Richtli-
nien aulgenommen. Noch beachtens-
werter ist jedoch die Tatsache, daf
sich die fiir diesen Bereich kompe-
tenten Experten der OECD entschlie-
Ben konnten, eine in vitro Methode
anzuerkennen, ohne dal} sie die for-
male Validierung durchlaufen hat.
Dabei ist jedoch zu beriicksichtigen,
daB die Methode bereits seit lingerer
Zeit in der Industrie etabliert ist und
ausreichende Erfahrungen zur Be-
wertung der neuen Technik mit einer
groflen Zahl chemischer Stoffe vor-
liegen. Wenn ein vollig neuer in
vitro Test entwickelt wird, fehlt tibli-
cherweise cine so umfangreiche Da-
tenbasis, so dafl sich bei kritischer
Wiirdigung der Datenlage in der
Mehrzahl der Fille die Durchlfiih-
rung einer aufwendigen Validie-
rungsstudie kaum vermeiden 1d6t.

Die Entwicklung zeigt, dal3 Behor-
denvertreter im Gegensatz zu dem
tiblichen Klischee nicht immer for-
mal entscheiden oder sogar Entschei-
dungen verschleppen, sondern daf3
sie auch in der Lage sind, sachbezo-
gen und rasch zu reagieren. Das ist in
diesem Fall besonders erfreulich, da
das Leiden von Versuchstieren deut-
lich reduziert wird.

Dic ffentliche Diskussion wird
sich vor diesem Hintergrund vor
allem darauf konzentrieren miissen,
ob die Gesellschaft bereit ist, Risiken
zu tragen, falls eine Alternativme-
thode nicht die gleiche Sicherheit
garanticren kann wie ein Tierver-
such. Behorden, Industrie und Ver-
braucher miissen weiterhin verlan-
gen, daB ,eine Alternativmethode
mindestens so gut sein muB} wie
bisherige Tierversuche® (Kriterium
Acceptance 2 der Tabelle), auch
wenn Tierschiitzer hiufig nicht be-
reit sind, eine so eindcutige Vorgabe
zu akzeptieren.
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