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Toxische Wirkungen (gefährliche Stoffeigenschaften)

Abhängig von Reaktivität, Löslichkeit, Verweildauer im Körper und Ausscheidung
können Chemikalien oder ihre Metaboliten (Abbauprodukte im Organismus) eine
Vielzahl toxischerWirkungen auslösen. LokaleWirkungenwieHaut- oder Schleim-
hautreizung sind zu erwarten,wenn eine reizende Substanz, z. B. eine Säure,mit der
Haut oder der Schleimhaut desAuges, desMagen-Darm-Traktes oder derAtemwege
in Kontakt kommt. Viele Stoffe wirken jedoch systemisch, das bedeutet, erst nach
der Aufnahme in den Organismus (Resorption), wenn sie aus dem Magen-Darm-
Trakt, aus der Atemluft oder durch die Haut in den Körper gelangen, sich im Kör-
per verteilen und damit das Zielorgan der toxischenWirkung erreichen.
Unabhängig von der Anwendung oder demVorkommen eines Stoffes sind für die

Ermittlung der gefährlichen Stoffeigenschaften (engl. hazard) möglichst viele der
aufgelisteten Informationen aus Erfahrungen beim Menschen, aus Tierversuchen
oder aus In-vitro-Daten (Untersuchungen im Reagenzglas) erforderlich. Diese sind:

• akute, subchronische und chronische Toxizität, also Toxizität nach ein- oder
mehrmaliger Exposition,

• Haut- und Schleimhautreizung und Fototoxizität,
• Sensibilisierung und Fotosensibilisierung,
• Genotoxizität (in vitro und in vivo),
• Kanzerogenität,
• Reproduktionstoxizität,
• Toxikokinetik: Aufnahme, Verteilung, Verstoffwechslung und Ausscheidung,
• Wirkungsmechanismen.

Für die meisten der dafür notwendigen Untersuchungen gibt es Empfehlungen
für deren Durchführung, wie sie z. B. in den OECD-Guidelines festgelegt sind (sie-
he https://www.oecd.org/env/ehs/testing/oecdguidelinesforthetestingofchemicals.
htm). Damit wird erreicht, dass die Studien die erforderliche Qualität haben und
auch miteinander verglichen werden können.
In allen Fällen ist die Dosis-Wirkungs-Beziehung zu ermitteln, um die Steilheit

der Dosis-Wirkungs-Kurve, die Dosis ohne schädliche (adverse) Wirkung (engl. no
observed adverse effect level, NOAEL) und die niedrigste Dosis mit schädlicher (ad-
verser) Wirkung (engl. lowest observed adverse effect level, LOAEL) zu bestimmen
und natürlich auch die toxischenWirkungen zu erfassen.
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1.1 Akute Toxizität, subchronische und chronische Toxizität

DerUmfang der experimentellenUntersuchungen zur Toxizität einer Substanz rich-
tet sichnachder vorgegebenenFragestellung.Wenn esdarauf ankommt, bei derEnt-
wicklung von Chemikalien, z. B. vonArzneimitteln oder Pflanzenschutzmitteln, ge-
fährliche und somit für die vorgesehene Verwendung unbrauchbare Substanzen zu
identifizieren und von der Weiterentwicklung auszuschließen, sind wenige orien-
tierende Versuche, wie die Bestimmung der akuten Toxizität oder die Überprüfung
auf genotoxischeWirkungen, ausreichend. Dies trifft ebenso zu für die orientieren-
de Überprüfung der Toxizität von Verunreinigungen, die bei einem Syntheseverfah-
ren anfallen, oder wenn Prioritäten für weitergehende Untersuchungen mehrerer
Chemikalien gesetzt werden sollen. In diesen Fällen ist es sinnvoll, sowohl die Un-
tersuchungen der akuten Toxizität als auch der Genotoxizität an dafür geeigneten
In-vitro-Testsystemen vorzunehmen.
Zur Ermittlung der akuten Toxizität werden die letale (tödliche) Dosis nach ein-

maliger oraler oder dermaler Applikation durch Verabreichung ansteigender Dosen
bei einzelnen Tieren bestimmt. Die Tiere werden anschließend für ein bis zwei Wo-
chen beobachtet, um sofortige oder verzögerte Wirkungen zu erfassen.
Die Ermittlung der sog. LD50, d. h. der Dosis, bei der die Hälfte der Versuchstie-

re sterben, dient einerseits dazu, die toxische Dosis einer Chemikalie und die dabei
auftretenden Symptome zu ermitteln, andererseits einenAnhaltspunkt zu erhalten,
bis zu welchem Dosisbereich Untersuchungen mit wiederholter Dosierung durch-
geführt werden können.
Diese über unterschiedliche Zeiträume verlaufenden Untersuchungen werden

zumeist an Ratten und Mäusen durchgeführt, je nach Fragestellung auch an Hun-
den oder Rhesusaffen. Dabei wird die zu untersuchende Substanz täglich im Futter,
im Trinkwasser oder mit einer Schlundsonde appliziert, auf die Haut aufgetragen
(dermal) oder über dieAtemluft eingeatmet (Inhalationsversuch).Als Versuchsdau-
er üblich sind 28 Tage (subakut), 90 Tage (subchronisch) oder bei Untersuchungen
auf mögliche krebserzeugende Wirkung (Kanzerogenitätsversuche) an Nagetieren
zwei Jahre (chronisch) mit und ohne Nachbeobachtungszeit. Während des Ver-
suches werden alle Veränderungen der Tiere dokumentiert, bei Versuchsende die
Tiere getötet und alle Organe makroskopisch (d. h. mit dem bloßen Auge) und
histopathologisch (d. h. mit dem Mikroskop) untersucht. Dazu kommen je nach
Fragestellung biochemische und wirkungsmechanistische oder bestimmte Unter-
suchungen, wenn z. B. der Verdacht besteht, dass es zu toxischen Wirkungen auf
das Nervensystem kommen kann.
Die Versuche werden so durchgeführt, dass neben einer Kontrollgruppe, die un-

ter den gleichen Bedingungen wie die Versuchsgruppen gehalten wird und nur das
Lösungsmittel oder Futter ohne Beimischung erhält, mindestens drei Gruppen mit
mindestens je fünf Tierenmit der Testsubstanz in drei unterschiedlichhohenDosie-
rungen behandeltwerden.Dabei soll die niedrigsteDosis ohneWirkung bleiben und
damit den NOAEL ergeben, die mittlere Dosis den LOAEL und die höchste Dosis
die maximal tolerierte Dosis (engl. maximal tolerated dose, MTD). Diese Dosis soll
bei den Versuchstieren am Versuchsende leichte toxische Wirkungen zeigen, z. B.
eine Verminderung des Körpergewichts um 10% im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Die MTD soll zeigen, dass ausreichend hoch dosiert worden ist und die verwende-
ten Versuchstiere geeignet sind, eine toxischeWirkung nachzuweisen. Das Problem
mit der MTD ist jedoch, dass es sich häufig um eine so hohe Dosierung handelt, die
weit über der möglichen Exposition desMenschen liegt. Sie kann zur Sättigung von
Enzymenund damit zu Störungen der Entgiftung oder derDNA-Reparatur (bei Stof-
fen, die auf das Erbmaterial der Zelle wirken) führen, die bei niedrigerer Exposition
nicht gegeben sind. Daher ist die Prüfung, ob die bei derMTD auftretendenBefunde
für den Menschen eine Bedeutung haben, eine besondere Herausforderung.
Die Versuche werden zumeist von zertifizierten Untersuchungslabors durchge-

führt und müssen den international vorgeschriebenen Versuchsbedingungen z. B.
den OECD-Prüfrichtlinien (OECD-Guidelines) entsprechen.

1.2 Haut- und Schleimhautreizung und Fototoxizität

Diese Studien, die zumeist an Kaninchen durchgeführt werden, erfassen haut-,
augen- und schleimhautreizende einschließlich nekrotische (zelltötende) Wirkun-
gen. Sie werden jedoch zunehmend durch Alternativverfahren ohne Tierversuche
ersetzt. Tests auf Fototoxizität werden durchgeführt, wenn die Substanz UV-Licht
im Bereich von 290 bis 400 nm (Nanometer) absorbiert. Auch für diese Tests sindAl-
ternativverfahren ausgearbeitet und im Hinblick auf ihre Verlässlichkeit überprüft
worden.

1.3 Sensibilisierung und Fotosensibilisierung

Diese Untersuchungen werden an Meerschweinchen (Bühler- und Maximierungs-
test) oder anMäusen mit dem local lymph node assay (LLNA) durchgeführt, indem
mehrere Injektionen einer Substanz in das Ohr vonMäusen vorgenommenwerden.
Der Nachteil des LLNA ist, dass er für die Abschätzung der Stärke einer sensibili-
sierenden Eigenschaft für den Menschen nur bedingt geeignet ist. Er wird aber als
Nachweis einer sensibilisierenden Eigenschaft einer Substanz akzeptiert und kann
zum Vergleich der Wirkungsstärken der verschiedenen getesteten Substanzen her-
angezogen werden. Aufgrund dieser Einschränkungen wird für die endgültige Klä-
rung einer sensibilisierenden Wirkung in der Regel ein Patch-Test beim Menschen
durchgeführt. Zunehmendwerden auch Verfahren zumNachweis von Antikörpern
gegen die sensibilisierende Substanz eingesetzt.
Fotosensibilisierungwird geprüft, indemwie bei der Prüfung auf Fototoxizität die

Haut mit UV-Licht bestrahlt wird.

1.4 Genotoxizität (in vitro und in vivo)

Zur Prüfung auf Genotoxizität werden zunächst in vitro, d. h. im Reagenzglas, ein
Mutationstest an Bakterien (zumeist Salmonellen) und ein Zytogenetiktest an Zel-
len von Säugetieren durchgeführt. Die Mutationstests geben Aufschluss über eine
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direkte Reaktion bzw. Veränderung an der Erbsubstanz der Zelle (DNA). Die Zyto-
genetiktests wie der Mikronukleustest erlauben Hinweise auf aneugene und klas-
togene Wirkungen, also Wirkungen auf die Chromosomen. Ergeben die Tests an
Bakterien und Säugetierzellen keine Hinweise auf eineWirkung (sind negativ) und
liegen aufgrund der chemischen Struktur der jeweiligen Substanz keine Hinwei-
se auf Genotoxizität vor, kann davon ausgegangen werden, dass die Substanz nicht
genotoxisch ist. Das ist insofern von großer Bedeutung, weil für nicht genotoxische
SubstanzenGrenzwerte abgeleitetwerden können, die eineGesundheitsgefährdung
ausschließen. Bei positiven Tests in vitro und in Zweifelsfällen werden die Ergebnis-
se durch entsprechende Versuche an Tieren (in vivo) überprüft.
Das Verbot, Tierversuche mit Inhaltsstoffen von Kosmetika durchzuführen, ist

daher problematisch, da diese für die Klärung einer möglichen Genotoxizität erfor-
derlichen Untersuchungen nicht mehr erlaubt sind.

1.5 Kanzerogenität

Das Studiendesign der Kanzerogenitätstests entspricht dem der chronischen Studi-
en mit einer Kontroll- und drei Dosisgruppen, aber mit je 50 männlichen und weib-
lichen Tieren, zumeist Ratten oder Mäuse, pro Dosis, wobei wiederum die nied-
rigste Dosis ohne Wirkung bleiben und damit den NOAEL ergeben soll, die mitt-
lere Dosis den LOAEL und die höchste Dosis die maximal tolerierte Dosis (MTD)
mit leichten toxischen Effekten. Für weitergehende Untersuchungen, z. B. zur Klä-
rung desWirkmechanismus, werden zusätzliche Tiere eingesetzt, die innerhalb der
Versuchsdauer von zwei Jahren für zusätzliche Untersuchungen auf biochemische
Veränderungen oder für spezielle Fragestellungen, z. B. ob die Substanz selbst oder
ihre Metaboliten dieWirkung verursachen, verwendet werden. Sinnvoll ist es, Tier-
stämme einzusetzen, für die sog. historische Kontrolldaten aus früheren Versuchen
vorliegen, weil die Tumorinzidenzen der Kontrolltiere je nach Stamm sehr unter-
schiedlich sein können. Dies ist dann vonVorteil, wenn die Daten der Kontrollgrup-
pe des spezifischen Versuchs höher oder niedriger als erwartet sind, weil dann ein
zusätzlicher Vergleich mit den historischen Kontrolldaten hilfreich sein kann. Da
es generell schwierig ist, aus den sog. Dosis-Findungs-Studien, d. h. Studien bis zu
90 Tagen, dieMTD für die Zweijahresstudie abzuschätzen, kann es bei der höchsten
Dosierung zu erheblichen toxischen Organschäden und vorzeitigem Tod der Tiere
oder aber auch zumAusbleiben jeglicherWirkung kommen.Wenn die Tumorennur
bei hoher Dosierung, die zu starker Toxizität führen, auftreten, ist zu diskutieren, ob
die Ergebnisse für denMenschen eine Bedeutunghaben, z. B. wenn die bei derMTD
verwendete Dosis sehr weit über einer möglichen Exposition des Menschen liegt.

1.6 Reproduktionstoxizität

Diese Untersuchungen sollen dieWirkung der Testsubstanz auf die männliche und
weibliche Fruchtbarkeit (Fertilität) und die prä- und postnatale Entwicklung der
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Nachkommen und während der Stillzeit prüfen. Da die erforderlichen Tierzahlen
für Ein- oder Mehrgenerationsstudien, das sind Untersuchungen, in denen eine
oder mehrere Generationen an Nachkommen auf die Wirkungen von Chemikalien
untersucht werden, sehr hoch sind, wird zunehmend versucht, die erforderlichen
Daten anhand von sog. Screening-Tests wie dem Test entsprechend der OECD-
Prüfrichtlinie 421 zu erarbeiten oder sie mit Tests zur Ermittlung der chronischen
Toxizität zu verbinden.
Screening-Tests haben den Vorteil, dass sie schneller und mit einer geringeren

Anzahl an Tieren Ergebnisse liefern und Stoffe, die die Reproduktion schädigen, er-
kannt und nur in Zweifelsfällen eingehendere Untersuchungen durchgeführt wer-
den.
So wird beim Test nach OECD-Guideline 421 die Fertilität bei männlichen und

weiblichen Tieren erfasst sowie Wirkungen, die während der Tragzeit bei den Wür-
fen auftreten. Der Test nachOECD-Guideline 422 umfasst Untersuchungen zur Fer-
tilität und fötalen Entwicklung im Rahmen eines üblichen 28-Tage-Versuchs.



Helmut Greim und Heidrun Greim: Toxikologie für alle — 2022/3/1 — Seite 10 — le-tex


