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Zusammenfassung

Es wird versucht, neuere Konzepte zu einem besseren
Vorgehen bei Validierungsstudien zusammenzufassen.
Im Licht der bisherigen Versuche zur Validierung von
Ersatz- und Erganzungsmethoden zum Tierversuch
dréingt sich ein Uberdenken des aufwendigen Prozesses
auf. Auf Grund der verschiedenen Anwendungen erfor-
dern toxikologische Tests (Verbraucherschutz) und
pharmakologische Methoden (Identifizierung von
Wirksubstanzen) unterschiedliche Validierungsstrategi-
en. Es werden deshalb Vorschlige zur Verbesserung der

Summary: The sophisticated process of validation.

Entwicklung, Evaluierung, Pravalidierung und Validie-

rung eines Tests sowie der endgiiltigen Bewertung der

Ergebnisse prdsentiert.

Die Validierung einer Ersatzmethode
im Vergleich zum Tierversuch soll
ihre Reproduzierbarkeit und Rele-
vanz ermitteln, um eine abschlieBen-
de Beurteilung zu ermdglichen. Sie
ist entscheidend fiir die Akzeptanz
von moglichen Anwendern und un-
abdingbar fiir Behorden. Im Span-
nungsfeld von Politik und Wissen-
schaft darf nicht vergessen werden,
dal3 es sich um einen primir wissen-
schaftlich rationalen Prozess handelt.
Der Begriff der Validierung wird fiir
sehr unterschiedliche Ansiitze ver-
wendet. Er umfalit sowohl den Ver-
gleich verschiedener Methoden in
einer Einrichtung oder einem Unter-
nehmen fiir interne Zwecke, als auch
die kommerzielle Methodenentwick-
lung und das Bemiihen um eine
behordliche Anerkennung. In jedem
Einzelfall werden sich daraus unter-
schiedliche Anforderungen an den
Aufwand der Validierung ergeben.
Zu kldren bleibt jedesmal, ob iiber-
haupt ein vollstindiger Ersatz des
jeweiligen Tierversuchs angestrebt
werden soll, oder ob (zunichst) nur
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Current concepts on the efficient performance of valida-
tion studies are summarized. From the experience of
recent attempts to validate alternative methods to animal
experiments, the difficult procedure of validation should
be refined. The applications of toxicological tests (safety
testing) and pharmacological methods (identification of
putative drugs) require different validation strategies.
Suggestions as to an improved design of test develop-
ment, evaluation, prevalidation, definitive validation as
well as final assessment of the result are presented.
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die Einbettung in ein hierarchisches
Priifverfahren versucht wird, d.h. als
eine Art Vorfilter, durch den Tier-
versuche vermindert oder tiberfliissig
werden. Es ist sogar vorstellbar, daf3
zundchst durch den Einsatz der Er-
satzmethode parallel zum Tierver-
such iiberhaupt erst eine Datenbasis
erhoben werden kann, die das Poten-
tial der neuen tierversuchsfreien Me-
thode erschlieBt.

Verschiedene Anspriiche an
Ersatzmethoden in Pharmakologie
und Toxikologie

Die Entwicklung und Sicherheitsprii-
fung von Arzneimitteln basiert heute
wesentlich auf Tierversuchen. Bei
der Etablierung von Ersatzmethoden
werden Pharmakologie und Toxiko-
logie gern in einem Atemzug ge-
nannt. Bei genauerer Analyse erge-
ben sich jedoch interessante Unter-
schiede, die wesentlichen Einfluff
auf die Validierung der Ersatzmetho-
de haben: Toxikologische Priifungen

sind Sicherheitstests zum Schutz des
Verbrauchers, d.h. es soll das Risiko
schiddigender Wirkungen selbst bei
extremen Expositionen oder sogar
bei unsachgemiiler Verwendung ei-
ner Substanz abgeschitzt werden.
Dazu wird das gesunde Versuchstier
so lange steigenden Mengen der
Versuchssubstanz ausgesetzt, bis to-
xische Wirkungen auftreten. Wenn
die Mechanismen von Aufnahme
und Verteilung im Organismus und
der Um- und Abbau der Substanz
bekannt oder abschitzbar sind,
scheint es auch méglich, die toxische
Wirkung auf besonders empfindliche
Gewebe direkt in vitro zu priifen. Es
kann z.B. die lebertoxische Wirkung
einer Substanz an Leberzellen stu-
diert werden, wenn diese Zellen eini-
germalfen in demselben Zustand sind
wie im Organismus. Ziel muf} es bei
toxikologischen Priifungen sein, alle
potentiell gefihrlichen Substanzen
zu identifizieren, d.h. es diirfen vor
allem keine ,.falsch negativen™ Test-
ergebnisse auftreten. Fiir die {ibli-
chen toxikologischen Sicherheitsprii-
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fungen von Stoffen im Bereich der
Kosmetika, Waschmittel, Verpak-
kungsmaterialien, Nahrungsmittel-
zusitzen und Pharmaka gibt es des-
halb standardisierte Protokolle, de-
ren Durchfithrung zum Teil gesetz-
lich vorgeschrieben ist.

Die Wirkstoffindung in der phar-
makologischen Forschung hingegen
basiert auf experimentellen Model-
len zu Krankheitsbildern, in denen
Wirksubstanzen mit dem Ziel gete-
stet werden, sie zur Heilung von
Krankheiten einzusetzen. Deshalb ist
der Zugang in der Regel tierexperi-
mentell, d.h. ausgehend von Beob-
achtungen des Arztes am Patienten
wird versucht, eine entsprechende
Erkrankung am Versuchstier auszu-
losen und anschlieBend zu heilen.
Dieses Abbild der menschlichen Er-
krankung wird zunichst an der Ahn-
lichkeit der hervorgerufenen Sym-
ptome bemessen. Der néchste Schritt
ist dann die experimentelle Charak-
terisierung der ,,Modellerkrankung™
des Versuchstiers. Insbesondere in-
teressieren hierbei die Mechanismen
der Schidigung. Daraus werden
dann Hypothesen iiber die Entste-
hung der Erkrankung beim Men-
schen abgeleitet, die beim Patienten
tberpriift werden konnen. Ein gutes
pharmakologisches Modell ahmt
also nicht nur wesentliche Pathome-
chanismen der Krankheitsentstehung
beim Menschen nach, sondern be-
wihrt sich in der Praxis vor allem
durch die Richtigkeit der Auswahl
von Wirkstoffen fiir die weitere Prii-
fung bis hin zur Klinik. Im Gegen-
satz zur Toxikologie sind die Versu-
che deshalb weniger standardisiert.
Ziel ist es vielmehr, durch ecine
moglichst ausgekliigelte Planung der
Versuche die Wahrscheinlichkeit zu
erhShen, eine geeignete Wirksub-
stanz zu finden. Eine stiindige An-
passung an den Stand der Erkennt-
nisse liber Pathophysiologie und die
technischen Moglichkeiten ist dazu
wichtig. Dementsprechend gibt es
nur wenige allgemein durchgefiihrte
und praktisch keine gesetzlich vorge-
schriebenen Tierversuche in diesem
Bereich. Eine Ausnahme ist aller-
dings die Qualititspriifung von Char-

ALTEX 12, 2/95

gen eines eingefiihrten Medikamen-
tes, die z.B. das Arzneibuch vor-
schreibt. Das Problem des Pharma-
kologen bei der Wirkstoffindung
sind aber somit weniger falsch posi-
tive Effekte, sondern es besteht eine
Gefahr darin, dal eine wirkungsvolle
Substanz zu frith ausgemustert wird.

Die Testentwicklung
(Test Development)

Am Anfang aller Uberlegungen zum
Ersatz eines Tierversuchs sollte na-
tiirlich die Frage stehen, ob dieser
iiberhaupt sinnvoll und notwendig ist
(Hartung et al., 1995). Erst danach
sollte die Entwicklung der Ersatzme-
thode anstehen. Es gilt dann zu-
ndchst zu zeigen, daf} die jeweilige
tierversuchsfreie Methode das ad-
dquate Modell eines giiltigen Tier-
modells ist. Der Ausgangspunkt ist
dabei die klinische und tierexperi-
mentelle Erfahrung zum entspre-
chenden Krankheitsbild bzw. zur to-
xischen Wirkung. Orientierend an
den daraus gewonnenen Vorstellun-
gen findet als erstes die Nachah-
mung z.B. im perfundierten Organ
oder der Zellkultur statt, d.h. bei der
Arzneimittelentwicklung sollte eine
experimentell erzeugte Schidigung
in diesen Systemen durch cine Priif-
substanz verhindert werden. Diese
Aufbauarbeit orientiert sich zunéchst
nur an der erreichbaren offensichtli-
chen Ahnlichkeit der Ersatzmethode
zur experimentellen Schidigung im
Tierversuch. Als Mafistab mufl hier
die Plausibilitit des Modellaufbaus
dienen. Wichtig ist, daB die Testent-
wicklung wihrend des gesamten
nachfolgenden Validierungsprozes-
ses micht als abgeschlossen angese-
hen werden darf, um eine Uberprii-
fung und gegebenenfalls Verbesse-
rung moglichst frith zu ermoglichen
(Vereinfachung und Standardisie-
rung der Handhabung, Auswertung
und ggf. Modifikation der Methode).
Die Optimierung des Systems muf
sowohl beziiglich des biologischen
Systems (z.B. der Qualitdt der Zell-
kultur), des Testprotokolls (Hand-
habbarkeit, Festlegung von Vorinku-

bation, Exposition und Inkubation)
als auch des verwendeten Mefpara-
meters erfolgen.

Wichtig ist auBerdem, dafi jeder
Test letztlich eine Hypothese priift
(z.B. ,,Die Substanz besitzt toxische
Wirkungen auf eine gegebene Ziel-
struktur® oder ,,Die Substanz verhin-
dert den Ablauf eines Pathomecha-
nismus®). Diese Hypothese, also das,
was die Methode leisten soll, muf
fiir jeden Test mdglichst friih festge-
legt werden (hypothesis testing), um
die Testentwicklung daran zu orien-
tieren. Als Ersatzmethode zu einem
Tierversuch mufl sie geeignet sein,
das Ergebnis eines konkreten Tier-
versuchs abzuschitzen ( prediction
model). Daraus ergibt sich auch die
Anforderung, daf eine (toxikologi-
sche) Ersatzmethode auch dieselbe
Sicherheit gewihrleisten muff wie
der zu ersetzende Tierversuch. Als
vollstindiger Ersatz kommt die tier-
versuchsfreie Methode damit nur in
Frage, wenn dieselbe Qualitit der
Ergebnisse erreicht wird. Die Test-
entwicklung kann, solange dieses
Ziel nicht erreicht wird, nicht als
abgeschlossen angesehen werden. Na-
tirlich ist es aber moglich, einen
Tierversuch partiell zu ersetzen, wenn
die Ersatzmethode eine Vorauswahl
von Substanzen ermdglicht oder fiir
bestimmte definierte Substanzgrup-
pen giiltige Ergebnisse liefert.

Die Evaluierung der Methode
(Evaluation)

Das so erarbeitete Ersatzverfahren
muf} nun auf seine tatsidchliche me-
chanistische Ahnlichkeit hin zum
Geschehen in vivo untersucht wer-
den. Auf dieser Basis wird dann die
eigentliche Priifung der Eignung fiir
die Wirkstoffindung im Vergleich
zum Tierversuch moglich. Bei toxi-
kologischen Modellen muf} ein ent-
sprechender Vergleich der Mecha-
nismen der Zell- und Gewebeschidi-
gung zeigen, ob tatsdchlich relevante
Pathomechanismen im in vitro Mo-
dell studiert werden konnen. Tierver-
suchsfreie Methoden, die einen voll-
stindigen Ersatz eines konkreten
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Tierversuchs anstreben, werden in
der Regel eine solche mechanistische
Legitimierung bendtigen. Der empi-
rische Vergleich beziiglich einer be-  *
grenzten Auswahl von Testchemika-
lien kann da kaum befriedigen.
Folgende grundlegenden Probleme
bestehen beim Vergleich pharmako-
logischer und toxikologischer Mo-
delle in vivo und in vitro:
e Das Datenmaterial zu Tierversu-
chen ist uneinheitlich und be-
grenzt.
Die Durchfiihrung desselben Tier-
versuches weicht in verschiedenen
Laboratorien oft erheblich vonein-
ander ab. Hinzu kommen verschie-
denartige Dokumentation und der
begrenzte Umfang der erhobenen
Daten, da im Tierversuch ange-
strebt wird, mit einer minimalen
Tierzahl zu arbeiten.
In vivo wird héufig mit verschiede-
nen Tierarten gearbeitet.
Speziesunterschiede (gelegentlich
sogar Stammunterschiede) sind ein
groBes Problem der Validierung.
Dies fiihrt dazu, daB nur ein Teil
des Datenmaterials aus dem Tier-

versuch zum Vergleich mit der
Ersatzmethode herangezogen wer-
den kann.

Es sind kaum Daten zu Substanzen
publiziert, die im Tierversuch nicht
wirksam sind.

Der Vergleich von pharmakologi-
schen Modellen erfolgt vor allem
durch den Vergleich der schiitzend
wirkenden Stoffe. Es ist tierexperi-
mentell jedoch kaum auszuschlie-
Ben, dal} eine Substanz nicht pro-
tektiv wirken konnte. Beispiels-
weise konnten eine andere Dosie-
rung, Verabreichung oder die Gabe
zu einem anderen Zeitpunkt fiir
eine Schutzwirkung notwendig
sein. Aus diesem Grund werden
Negativergebnisse kaum publi-
ziert. Fiir einen Vergleich™ zwi-
schen in vivo und in vitro Metho-
den ist es aber gerade wiinschens-
wert, zu zeigen, da3 auch negative
Ergebnisse tlibertragbar sind.
Zahlreiche Aspekte des Tiermo-
dells werden im Zellmodell nicht
erfasst.

Einige wesentliche Aspekte des
Tierversuchs konnen im Zellmo-

Tabelle: Optimaler Ablauf eines Validierungsprozesses

&
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dell nicht nachgeahmt werden
(Rasmussen, 1993): Gelangt das
Medikament iiberhaupt im Tier an
seinen Wirkort? Welche Bedeu-
tung hat die Elimination der Sub-
stanz z.B. iiber die Niere? Welche
anderen Zellen und Organe wech-
selwirken mit den untersuchten
Phinomenen z.B. durch Metaboli-
sierung der Priifsubstanz? Welche
biologischen Barrieren bestehen
(z.B. Blut/Hirn-Schranke)? Andert
sich die Durchblutung des unter-
suchten Organs im Tierversuch?
Welche Interaktionen bestehen mit
dem Nervensystem? Welche Rolle
spielen die nur teilweise nachzuah-
mende physiologische Zellumge-
bung oder Zell/Zell-Kontakte?
Statt ,lebend — tot* erhilt man in
vitro eine kontinuierliche Reaktion.
Letalitiit im Tierversuch und Toxi-
zitdt in vitro sind zwei grundver-
schiedene Dinge: Im einen Fall
stirbt der gesamte Organismus; im
anderen Fall stirbt lediglich ein
Teil einer sehr homogenen Zellpo-
pulation. Es ist schwierig festzule-
gen, welches Ausmal des Zellun-

PHASE Gruppen Substanzen | HAUPTZIELE
Testentwicklung 1 2 angestrebte Analogie zum Tierversuch, Festlegung des
- Testzieles (getestete Hypothese)
Evaluierung 1 mechanistische Charakterisierung des in-vitro-Modelles
(i.A. durch ? Erhebung der ersten Datenbasis
Entwickler) ? empirischer Vergleich zum Tierversuch
Pravalidierung 2 ca.b Verbesserung des Protokolls
2-3 ca. 15 Transferierbarkeit des Protokolls
3 ca. 20-30 Probedurchfliihrung des Protokolls
Validierung Leitung +
a) unabh. Testprifung Referenzlab. Prafung durch ECVAM, ZEBET, o.4.
b) Vorbereitung Experten, Festlegung Studien-Design, -Plan u. -Protokoll
mogl. Lab. Auswahl Laboratorien und Testsubstanzen
¢) vorlaufige Phase ca. 4/Test ca. 20 Probelauf, Verbesserung des Studien-Plans, Identifizierung
von Defiziten
d) definitive Phase ca. 4/Test > 40 doppelt-blinder Laborvergleich
Auswertung )
a) Biometrie 1 (unabh.) Bestimmung von Varianz, Spezifitat, Selektivitat und
pradiktivem Wert
b) Bewertung Leitung und Gesamtbewertung
unabhéangige Planung des weiteren Vorgehens
Experten
Report / Anerkennung Leitung Publikation, Dokumentation, unabhéngiger Review, Schritte
zur behdrdlichen Anerkennung
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tergangs eine fiir den Organismus
bedrohliche Schidigung reprisen-
tiert. Wiirde eine Substanz, die die
Hiilfte der Zellen in einem Ver-
suchsansatz schiitzt, bei vergleich-
barer Konzentration im Zielgewe-
be des Versuchstiers das Uberle-
ben garantieren?

Die skizzierten Probleme erlauben
lediglich, eine Ahnlichkeit des in
vitro Modells mit der Pathophysiolo-
gie der Erkrankung bzw. des toxi-
schen Mechanismus zu erarbeiten.
Die entscheidende Uberpriifung des
Modells erfolgt dadurch, dal Vor-
aussagen aus dem Studium des Zell-
modells fiir den Tierversuch gemacht
und mit entsprechenden tierexperi-
mentellen Daten {iberpriift werden
(pradiktiver Wert).

Die Privalidierung (Prevalidation)

Eine Reihe von Uberlegungen soll-

ten vor dem Eintritt in den eigentli-

chen  Validierungsprozel3  stehen

(Curren et al., 1995; Flint, 1994):

* Besteht iiberhaupt eine Notwen-
digkeit fiir den Tierversuch?

* Werden im Tierversuch spezifi-
sche Parameter bestimmt, die auf
spezifische Wirkungen einer Test-
substanz im Versuchstier riick-
schlieBen lassen?

* Besteht ein ausreichendes Ver-
stéindnis der Pathomechanismen
sowohl in vive als auch in vitro,
um einen aussagekriftigen Ver-
gleich zu ermdéglichen?

* Ist die Testmethode standardisiert?

* Gibt es akzeptable ,,positive Kon-
trollen* mit Stoffen, die im Modell
wirksam sind und als Standard
benutzt werden konnen?

* Besteht die Moglichkeit, die Me-
thode in einer ausreichenden Zahl
von Laboratorien (international?)
zu evaluieren und zu validieren?

e Kann die Evaluierung mit ausrei-
chend vielen Testsubstanzen unter
ausreichend vielen Bedingungen
erfolgen, um Variabilitédt, Eignung
und Anwendbarkeit der Methode
zu priifen?

e Besteht eine ausreichende Basis
fiir eine Kooperation zwischen
Hochschule, Industrie und Behor-
den bei der Validierung, durch die
eine internationale Akzeptierung
gesichert werden kann?

Anerkennung
*
Auswertung unabhangig
und Report [}
A
alt Validierung neu
.............................. S ohaloys
5 Pravalidierung
L Evaluierung
<
Testentwicklung —DI_J
Aufwand Aufwand
- | e
neu:

¢ unabh. Leitung / Koordinierung

« Betonung der Testentwicklung

« vorgeschaltete Pravalidierung mit
unabhingiger Testpriifung

* bei Bedarf Wiedereintritt in Entw.
» Validierung mit weniger Gruppen
 Probelauf fiir Validierung

» unabhangige Auswertung

Abbildung: Ablauf und zeitlicher Aufwand von Validierungsstudien.
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Dariiber hinaus ist es aus den bereits
angefiihrten Griinden wichtig, den
Einsatz des Testes moglichst genau
zu definieren: Ein Screening-Test
wird in der Regel weniger strengen
Kriterien unterworfen werden miis-
sen als eine Ersatzmethode fiir einen
klassischen Toxizititstest (Green,
1993).

Bevor in einem gréferen Ansatz
mehrere Laboratorien gemeinsam
eine Validierung vornehmen, ver-
sucht die Prévalidierung das Testpro-
tokoll zu priifen, zu verbessern und
die Robustheit einer Methode fiir die
Transferierung in andere Labors zu
priifen. Ziel dieser experimentellen
Vorpriifung ist es, zu einem opti-
mierten Versuchsprotokoll zu gelan-
gen, das es ermoglicht, den Test an
einem beliebigen Ort zu etablieren.
Dies betrifft sowohl die technischen
und personellen Voraussetzungen als
auch dic Reproduzierbarkeit an ver-
schiedenen Orten. Zu den vorberei-
tenden Mafinahmen sollte die Be-
stimmung der Intralabor-Variabilitit
gehoren. AuBerdem miissen mogli-
che Testsubstanzen fiir die spitere
Validierung im Modell erprobt wer-
den. Neben den Moglichkeiten der
Methode sollten auch ihre Grenzen
herausgearbeitet werden. Wichtig
sind z.B. Substanzklassen, die nicht
gepriift werden konnen. Den Ab-
schluf der Privalidierung sollte ggf.
ein begrenzter (nicht notwendiger-
weise doppelt-blinder) Ringversuch
mit 2-3 beteiligten Gruppen darstel-
len, der als erster Testlauf fiir die
eigentliche Validierung angesehen
werden kann. Einrichtungen wie
ECVAM und ZEBET bieten sich

hier an.

Die Validierung (Validation)

Die Arbeiten der Privalidierung sol-
len im positiven Fall die Basis fiir
den  Validierungsproze8  bilden
(Balls et al., 1990). Entsprechend
aufbereitet sollen sie geeignete Ko-
operationsgruppen/-unternehmen,
Geldgeber und (inter-)nationale Ein-
richtungen fiir Validierungsstudien
(ECVAM, ZEBET etc.) in die Lage
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versetzen, zu beurteilen, ob ein Vali-

dierungsprozeB ndtig und erfolgver-

sprechend ist. Dazu mull zunichst
eine Leitungsgruppe, die weitgehend
unabhiingig von der eigentlichen

Versuchsdurchfiihrung ist, eingesetzt

werden. Sie koordiniert zwischen

Geldgebern, beratenden Experten,

Institutionen und beteiligten Arbeits-

gruppen.

Der genaue Ablauf einer Validie-
rungsstudie (s. auch Abb. und Tab.)
mufl zwischen allen Beteiligten ver-
einbart werden. Dazu sollte gepriift
werden, ob mehrere Ersatzmethoden
zum gleichen Tierversuch parallel
einer Validierung unterzogen werden
kénnen. Dies ermdglicht sowohl die
vergleichende Bewertung der Ersatz-
methoden als auch die Beurteilung,
ob ev. durch verschiedene Methoden
komplementire Ergebnisse -erzielt
werden, um gegebenenfalls den Tier-
versuch nicht durch einen Einzeltest,
sondern durch eine Testbatterie zu
ersetzen.

Zentral fiir die Erarbeitung eines
Studien-Designs (Feltem et al.,
1995) miissen neben dem aus der
Pravalidierung  erarbeiteten  Ver-
suchsprotokoll insbesondere folgen-
de Punkte geklirt werden:

* Welche Tests sollen gegebenen-
falls vergleichend durchgefiihrt
werden?

e Welche Laboratorien wollen/kon-
nen an der Validierung teilneh-
men?

e Welche gemeinsamen Quellen fiir
Gerite und Verbrauchsmaterialien
sollen genutzt werden?

* Welche Testsubstanzen sollen im

Ringversuch eingesetzt werden

(Stabilitit, Kontrollen)?

Definition der Datenbasis und

Struktur (s.u.)

Vereinheitlichtes Dateniibergabe-

Protokoll

Wie wird das Ergebnis der Vali-

dierung ermittelt?

* Wann sollen von wem die daraus
erwachsenden Konsequenzen be-
stimmt werden (nichste Schritte)?

Aus dem Studiendesign leitet sich

der eigentliche Studienplan ab, d.h.

die konkrete Durchfiihrungsverein-

barung zwischen den Parteien. Im
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Studienplan muf das Ziel der Studie
eindeutig definiert sein, und er muf3
in jeder Phase der Studie eine aktuel-
le Ubersicht iiber den experimentel-
len Fortgang ermdglichen. Aufer-
dem muB er bei allen Anderungen im
Projektablauf iiberarbeitet bzw. ge-
dndert werden, wie z.B. bei Ande-
rung zeitlicher Vorgaben. Eine wich-
tige Voraussetzung zur Validierung
einer Methode ist die Standardisie-
rung der Komponenten in den ver-
schiedenen Laboratorien. Wesentlich
dafiir sind die Verwendung von (a)
Chemikalienbanken, (b) Zellbanken,
(¢) Datenbanken und (d) Referenz-
Laboratorien (Goldberg et al., 1993).

Es empfiehlt sich, eine solche Va-
lidierung zunéchst in einem begrenz-
ten Probelauf (preliminary validati-
on) durchzufiihren, um Fehler im
eigentlichen Ringversuch zu vermei-
den (definitive validation). Die Da-
ten des begrenzten Probelaufes kon-
nen gegebenenfalls mit in die Vali-
dierung einflieBen. Selbstverstind-
lich sollte die Priifung doppelt blind
erfolgen (Kodierung von Substanzen
und Laboratorien). Die unabhingige
Auswertung durch Unbeteiligte ist
anzustreben. Wegen der Unfallge-
fahr ist auf das Problem beim Um-
gang mit codierten Substanzen hin-
zuweisen: Es mufl im Notfall jeder-
zeit eine Identifizierung gefihrlicher
Substanzen zur Unfallbegrenzung
gewithrleistet sein.

Die Auswertung der Validierung

a) Die statistische Evaluierung der
Ersatzmethode

Es mull nochmals betont werden,
dal} vor Durchfiihrung der prakti-
schen Validierung eine eindeutige
Kldrung der Art der zu erhebenden
Daten und ihrer Dokumentation er-
folgen muf3. Ebenso miissen die Aus-
werteverfahren vereinheitlicht wer-
den (gemeinsame Software). Der na-
tirliche Wunsch nach einer einfa-
chen Auswertungsmethode muf ge-
gen die Tatsache abgewogen wer-
den, daf jede Vereinfachung mit
einem Informationsverlust verbun-
den ist.

R

Drei Arten von Informationen sol-
len zur Ersatzmethode selbst erzielt
werden:

1 Die Validitit des Verfahrens soll
ermittelt werden, d.h. die Ahnlich-
keit mit dem Tierversuch, also die
Korrelation mit den biologischen
Parametern.

2 Die Reproduzierbarkeit der Me-
thode besagt, ob die Methode in
verschiedenen Laboratorien zum
selben Ergebnis fiihrt.

3 Die Prizision der Methode soll
die Streuung der Ergebnisse bei
laborinternen Wiederholungen be-
schreiben. Da dies hidufig direkt
mit dem betriebenen Aufwand zu-
sammenhingt, stellt sich hier die
Effizienz-Frage.

Beim Vergleich von Tierversuch
und Ersatzmethode geht es im ein-
fachsten Fall (Ja/Nein-Antworten in
Tierversuch und Ersatzmethode) au-
Berdem um die Bestimmung von:

4 Sensitivitit, d.h. die Wahrschein-
lichkeit, dafl das Ersatzverfahren
ein positives Ergebnis erbringt,
wenn eine Substanz im Tierver-
such wirksam ist.

5 Spezifitit, d.h. die Wahrschein-
lichkeit, daB das Ersatzmodell ein
negatives Ergebnis zeigt, wenn
die Substanz im Tierversuch keine
Wirkung hat.

6 Pradiktiver Wert, d.h. die Wahr-
scheinlichkeit fiir einen positiven
Effekt sowohl im Tierversuch als
auch im Ersatzverfahren (positi-
ver pridiktiver Wert) bzw. umge-
kehrt die Wahrscheinlichkeit, daf}
die Substanz sowohl im Tierver-
such als auch im in vitro System
unwirksam ist (negativer pradikti-
ver Wert).

Falls in einem oder beiden Verfah-
ren eine graduelle Bestimmung des
MeBparameters erhoben wird, miis-
sen Regressionsanalysen verwendet
werden.

b) Bewertung

Entsprechend dem vorab vereinbar-
ten ,,Studienplan“ findet abschlie-
Bend die Gesamtbewertung der Vali-
dierungsstudie statt. Dabei ist auf
eine moglichst weitgehende Unab-
héngigkeit der Beurteiler von den
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Interessen der Teilnehmer an der
Validierungsstudie zu achten. Die
Bewertung sollte vollstindig und
nachvollziehbar sein und entspre-
chend dokumentiert und publiziert
werden. Im Rahmen der Bewertung
solllen bereits die  wellergehenden
Schritte verabredet und mogliche
Adressaten in die Beurteilung einbe-
zogen werden, denn nach dem lan-
gen Weg bis zur validierten Ersatz-
methode beginnt nun der Marsch
durch die Institutionen.

Ausblick

Die Durchtiihrung der hier beschrie-
benen Validierung eines Testverfah-
rens verlangt die enge Kooperation
der Wissenschaftler verschiedener
Laboratorien mit Biometrikern, An-
wendern in der Industrie und den
zustidndigen nationalen und interna-
tionalen Behorden. Nur in einem
derart konzertierten Vorgehen kann
das Ziel einer allgemeinen Akzep-
tanz der Methode erreicht werden.
Diese Aufgabe wird in der Regel den
Einzelnen iiberfordern. Durch die
Schaffung nationaler (ZEBET) und
internationaler Einrichtungen
(ECVAM) entsteht die notige Infra-
struktur fiir solche umfangreichen
Validierungsprojekte. Angesichts
des enormen Aufwandes des Verfah-
rens wird im Einzelfall zu priifen
sein, ob der jeweilige Tierversuch
realistisch und représentativ fiir die
erwarteten Aussagen ist. Allzu hiu-
fig bewirken historische Festlegun-
gen, dall ein Tierversuchsprotokoll
nicht auf der Hohe der heutigen
wissenschaftlichen Erkenntnis ist.
Keinesfalls darf es dazu kommen,
mit viel Aufwand das Beinahe-Ab-
bild einer schlechten Methode zu
entwickeln. Es wird zu priifen blei-
ben, ob die Validitit einer neuen
Methode nicht auch mit anderen
MaBstiben (klinischen Erkenntnis-
sen, mechanistischen Ubereinstim-
mungen, Plausibilitit) gemessen
werden kann. Dies gilt umso mehr,
als in vitro Methoden auch den
Zugriff auf menschliches Material
z.B. auch von dem entsprechenden
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Krankheitsbild ermoglichen. Solches
Material ist natiirlich nur begrenzt
verfiigbar. Es wiire auch vorstellbar,
dafl die Validierung eines Modells
mit Zellinien oder Zellen aus Labor-
tieren im Vergleich zu solchen
menschlichen Zellen erfolgt. Damit
konnte der Begriff der Validierung
eines in vitro Verfahrens eine ganz
neue Bedeutung erlangen, die auch
iiber den Tierversuch selbst hinaus
geht.
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