1
Toxische Wirkungen (gefahrliche Stoffeigenschaften)

Abhéngig von Reaktivitdt, Loslichkeit, Verweildauer im Koérper und Ausscheidung kénnen Chemikalien
oder ihre Metaboliten (Abbauprodukte im Organismus) eine Vielzahl toxischer Wirkungen auslosen.
Lokale Wirkungen wie Haut- oder Schleimhautreizung sind zu erwarten, wenn eine reizende Substanz, z.
B. eine S&ure, mit der Haut oder der Schleimhaut des Auges, des Magen-Darm-Traktes oder der
Atemwege 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 Korper gelangen, sich im Korper verteilen und damit das Zielorgan der
toxischen Wirkung erreichen.

Unabhéngig von der Anwendung oder dem Vorkommen eines Stoffes sind fiir die Ermittlung der
gefdhrlichen Stoffeigenschaften (engl. hazard) moglichst 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 Toxizitédt, also Toxizitdt nach ein- oder mehrmaliger
Exposition,

¢ Haut- und Schleimhautreizung und Fototoxizitét,

» Sensibilisierung und Fotosensibilisierung,

¢ Genotoxizitdt (in vitro und in vivo),

¢ Kanzerogenitit,

¢ Reproduktionstoxizitét,

» Toxikokinetik: Aufnahme, Verteilung, Verstoffwechslung und Ausscheidung,

¢ Wirkungsmechanismen.
Fiir die meisten der dafiir notwendigen Untersuchungen gibt es Empfehlungen fiir deren Durchfiihrung,
wie sie z. B. in den OECD-Guidelines festgelegt sind (siehe

https://www.oecd.org/env/ehs/testing/oecdguidelinesforthetestingofchemicals.htm). Damit wird erreicht,
dass die Studien die erforderliche Qualitdt haben und auch miteinander verglichen werden kénnen.

In allen Féllen ist die Dosis-Wirkungs-Beziehung zu ermitteln, um die Steilheit der Dosis-Wirkungs-Kurve,
die Dosis ohne schédliche (adverse) Wirkung (engl. no observed adverse effect level, NOAEL) und die
niedrigste Dosis mit schédlicher (adverser) Wirkung (engl. lowest observed adverse effect level, LOAEL)
zu bestimmen und natiirlich auch die toxischen Wirkungen zu erfassen.

1.1 Akute Toxizitat, subchronische und chronische
Toxizitat

Der Umfang der experimentellen Untersuchungen zur Toxizitdt einer Substanz richtet sich nach der
vorgegebenen Fragestellung. Wenn es darauf ankommt, bei der Entwicklung von Chemikalien, z. B. von
Arzneimitteln oder Pflanzenschutzmitteln, geféhrliche und somit fiir die vorgesehene Verwendung
unbrauchbare Substanzen zu identifizieren und von der Weiterentwicklung auszuschliefen, sind wenige
orientierende Versuche, wie die Bestimmung der akuten Toxizitit oder die Uberpriifung auf genotoxische
Wirkungen, ausreichend. Dies trifft ebenso zu fiir die orientierende Uberpriifung der Toxizitit von
Verunreinigungen, die bei einem Syntheseverfahren anfallen, oder wenn Prioritdten fiir weitergehende
Untersuchungen mehrerer Chemikalien gesetzt werden sollen. In diesen Féllen ist es sinnvoll, sowohl die
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Untersuchungen der akuten Toxizitét als auch der Genotoxizitdt an dafiir geeigneten In-vitro-
Testsystemen vorzunehmen.

Zur Ermittlung der akuten Toxizitdt werden die letale (t6dliche) Dosis nach einmaliger oraler oder
dermaler Applikation durch Verabreichung ansteigender Dosen bei einzelnen Tieren bestimmt. Die Tiere
werden anschlieBend fiir ein bis zwei Wochen beobachtet, um sofortige oder verzégerte Wirkungen zu
erfassen.

Die Ermittlung der sog. LDgg, d. h. der Dosis, bei der die Hélfte der Versuchstiere sterben, dient

einerseits dazu, die toxische Dosis einer Chemikalie und die dabei auftretenden Symptome zu ermitteln,
andererseits einen Anhaltspunkt zu erhalten, bis zu welchem Dosisbereich Untersuchungen mit
wiederholter Dosierung durchgefiihrt werden konnen.

Diese iiber unterschiedliche Zeitraume verlaufenden Untersuchungen werden zumeist an Ratten und
Maéusen durchgefiihrt, je nach Fragestellung auch an Hunden oder Rhesusaffen. Dabei wird die zu
untersuchende Substanz taglich im Futter, im Trinkwasser oder mit einer Schlundsonde appliziert, auf die
Haut aufgetragen (dermal) oder iiber die Atemluft eingeatmet (Inhalationsversuch). Als Versuchsdauer
iblich sind 28 Tage (subakut), 90 Tage (subchronisch) oder bei Untersuchungen auf mdogliche
krebserzeugende Wirkung (Kanzerogenitédtsversuche) an Nagetieren zwei Jahre (chronisch) mit und ohne
Nachbeobachtungszeit. Wahrend des Versuches werden alle Verdnderungen der Tiere dokumentiert, bei
Versuchsende die Tiere getotet und alle Organe makroskopisch (d. h. mit dem bloRen Auge) und
histopathologisch (d. h. mit dem Mikroskop) untersucht. Dazu kommen je nach Fragestellung
biochemische und wirkungsmechanistische oder bestimmte Untersuchungen, wenn z. B. der Verdacht
besteht, dass es zu toxischen Wirkungen auf das Nervensystem kommen kann.

Die Versuche werden so durchgefiihrt, dass neben einer Kontrollgruppe, die unter den gleichen
Bedingungen wie die Versuchsgruppen gehalten wird und nur das Lésungsmittel oder Futter ohne
Beimischung erhélt, mindestens drei Gruppen mit mindestens je fiinf Tieren mit der Testsubstanz in drei
unterschiedlich hohen Dosierungen behandelt werden. Dabei soll die niedrigste Dosis ohne Wirkung
bleiben und damit den NOAEL ergeben, die mittlere Dosis den LOAEL und die hochste 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 Korpergewichts um 10%
im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Die MTD soll zeigen, dass ausreichend hoch dosiert worden ist und die verwendeten Versuchstiere
geeignet sind, eine toxische Wirkung nachzuweisen. Das Problem mit der MTD ist jedoch, dass es sich
héufig um eine so hohe Dosierung handelt, die weit iiber der méglichen Exposition des Menschen liegt.
Sie kann zur Sattigung von Enzymen und damit zu Stérungen der Entgiftung oder der DNA-Reparatur
(bei Stoffen, die auf das Erbmaterial der Zelle wirken) fiihren, die bei niedrigerer Exposition nicht
gegeben sind. Daher ist die Priifung, ob die bei der MTD auftretenden Befunde fiir den Menschen eine
Bedeutung haben, eine besondere Herausforderung.

Die Versuche werden zumeist von zertifizierten Untersuchungslabors durchgefiihrt und miissen den
international vorgeschriebenen Versuchsbedingungen z. B. den OECD-Priifrichtlinien (OECD-Guidelines)
entsprechen.

1.2 Haut- und Schleimhautreizung und Fototoxizitat

Diese Studien, die zumeist an Kaninchen durchgefiihrt werden, erfassen haut-, augen- und
schleimhautreizende einschlieSlich nekrotische (zelltétende) Wirkungen. Sie werden jedoch zunehmend
durch Alternativverfahren ohne Tierversuche ersetzt. Tests auf Fototoxizitdt werden durchgefiihrt, wenn
die Substanz UV-Licht im Bereich von 290 bis 400 nm (Nanometer) absorbiert. Auch fiir diese Tests sind
Alternativverfahren ausgearbeitet und im Hinblick auf ihre Verldsslichkeit iiberpriift worden.

1.3 Sensibilisierung und Fotosensibilisierung



Diese Untersuchungen werden an Meerschweinchen (Biihler- und Maximierungstest) oder an Méausen mit
dem local lymph node assay (LLNA) durchgefiihrt, indem mehrere Injektionen einer Substanz in das Ohr
von Mausen vorgenommen werden. Der Nachteil des LLNA ist, dass er fiir die Abschédtzung der Starke
einer sensibilisierenden Eigenschaft fiir den Menschen nur bedingt geeignet ist. Er wird aber als

Nachweis einer sensibilisierenden Eigenschaft einer Substanz akzeptiert und kann zum Vergleich der
Wirkungsstédrken der verschiedenen getesteten Substanzen herangezogen werden. Aufgrund dieser
Einschrankungen wird fiir die endgiiltige Klarung einer sensibilisierenden Wirkung in der Regel ein Patch-
Test beim Menschen durchgefiihrt. Zunehmend werden auch Verfahren zum Nachweis von Antikérpern
gegen die sensibilisierende Substanz eingesetzt.

Fotosensibilisierung wird gepriift, indem wie bei der Priifung auf Fototoxizitédt die Haut mit UV-Licht
bestrahlt wird.

1.4 Genotoxizitét (in vitro und in vivo)

Zur Priifung auf Genotoxizitdt werden zunéchst in vitro, d. h. im Reagenzglas, ein Mutationstest an
Bakterien (zumeist Salmonellen) und ein Zytogenetiktest an Zellen von Séaugetieren durchgefiihrt. Die
Mutationstests geben Aufschluss iiber eine direkte Reaktion bzw. Verédnderung an der Erbsubstanz der
Zelle (DNA). Die Zytogenetiktests wie der Mikronukleustest erlauben Hinweise auf aneugene und
klastogene Wirkungen, also Wirkungen auf die Chromosomen. Ergeben die Tests an Bakterien und
Saugetierzellen keine Hinweise auf eine Wirkung (sind negativ) und liegen aufgrund der chemischen
Struktur der jeweiligen Substanz keine Hinweise auf Genotoxizitdt vor, kann davon ausgegangen werden,
dass die Substanz nicht genotoxisch ist. Das ist insofern von groRer Bedeutung, weil fiir nicht
genotoxische Substanzen Grenzwerte abgeleitet werden konnen, die eine Gesundheitsgefdhrdung
ausschlieBen. Bei positiven Tests in vitro und in Zweifelsfillen werden die Ergebnisse durch
entsprechende Versuche an Tieren (in vivo) iberpriift.

Das Verbot, Tierversuche mit Inhaltsstoffen von Kosmetika durchzufiihren, ist daher problematisch, da
diese fiir die Klarung einer moglichen Genotoxizitdt erforderlichen Untersuchungen nicht mehr erlaubt
sind.

1.5 Kanzerogenitat

Das Studiendesign der Kanzerogenitétstests entspricht dem der chronischen Studien mit einer Kontroll-
und drei Dosisgruppen, aber mit je 50 ménnlichen und weiblichen Tieren, zumeist Ratten oder Mause,
pro Dosis, wobei wiederum die niedrigste Dosis ohne Wirkung bleiben und damit den NOAEL ergeben
soll, die mittlere Dosis den LOAEL und die hochste Dosis die maximal tolerierte Dosis (MTD) mit
leichten toxischen Effekten. Fiir weitergehende Untersuchungen, z. B. zur Klarung des
Wirkmechanismus, werden zusétzliche Tiere eingesetzt, die innerhalb der Versuchsdauer von zwei Jahren
fiir zusétzliche Untersuchungen auf biochemische Verdnderungen oder fiir spezielle Fragestellungen, z. B.
ob die Substanz selbst oder ihre Metaboliten die Wirkung verursachen, verwendet werden. Sinnvoll ist es,
Tierstamme einzusetzen, fiir die sog. historische Kontrolldaten aus friitheren Versuchen vorliegen, weil die
Tumorinzidenzen der Kontrolltiere je nach Stamm sehr unterschiedlich sein kénnen. Dies ist dann von
Vorteil, wenn die Daten der Kontrollgruppe des spezifischen Versuchs héher oder niedriger als erwartet
sind, weil dann ein zusétzlicher 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, die MTD fiir
die Zweijahresstudie abzuschitzen, kann es bei der hochsten Dosierung zu erheblichen toxischen
Organschédden und vorzeitigem Tod der Tiere oder aber auch zum Ausbleiben jeglicher Wirkung kommen.
Wenn die Tumoren nur bei hoher Dosierung, die zu starker Toxizitét fithren, auftreten, ist zu diskutieren,
ob die Ergebnisse fiir den Menschen eine Bedeutung haben, z. B. wenn die bei der MTD verwendete
Dosis sehr weit {iber einer moglichen Exposition des Menschen liegt.

1.6 Reproduktionstoxizitat



Diese Untersuchungen sollen die Wirkung der Testsubstanz auf die méannliche und weibliche
Fruchtbarkeit (Fertilitdt) und die pré- und postnatale Entwicklung der Nachkommen und wahrend der
Stillzeit priifen. Da die erforderlichen Tierzahlen fiir 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-Priifrichtlinie 421 zu erarbeiten
oder sie mit Tests zur Ermittlung der chronischen Toxizitdt zu verbinden.

Screening-Tests haben den Vorteil, dass sie schneller und mit einer geringeren Anzahl an Tieren
Ergebnisse liefern und Stoffe, die die Reproduktion schadigen, erkannt und nur in Zweifelsfillen
eingehendere Untersuchungen durchgefiihrt werden.

So wird beim Test nach OECD-Guideline 421 die Fertilitdt bei ménnlichen und weiblichen Tieren erfasst
sowie Wirkungen, die wéhrend der Tragzeit bei den Wiirfen auftreten. Der Test nach OECD-Guideline
422 umfasst Untersuchungen zur Fertilitdt und fotalen Entwicklung im Rahmen eines iiblichen 28-Tage-
Versuchs.



2
Aufnahme, Verteilung, Ausscheidung und mdgliche
Umformungen im Stoffwechsel

Chemikalien kénnen durch Hautkontakt (dermal), Inhalation mit der Atemluft (inhalativ) oder tiber
Nahrung und Trinkwasser (oral) in den Organismus gelangen. Nach ihrer Aufnahme in den Koérper
(Resorption), konnen sie sich im Organismus verteilen, metabolisiert (Umbau zu wasserléslichen und
damit iiber die Nieren, Galle oder Lunge ausscheidbaren oder toxischen Folgeprodukten) und wieder
ausgeschieden werden (engl. absorption, distribution, metabolism and excretion, ADME). Dieses als
Toxikokinetik bezeichnetes Verhalten einer Substanz ist fiir die Interpretation der Versuchstierdaten und
ihrer Bedeutung fiir den Menschen besonders wichtig, da Unterschiede zwischen den verschiedenen
Tierversuchsarten (Spezies) und dem Menschen in der Toxikokinetik vorliegen kénnen und es damit zu
unterschiedlichen, d. h. speziesabhdngigen Wirkungen kommen kann. Wie die sehr vereinfachte Abb. 2.1
zeigt, kann eine Substanz iiber den Magen-Darm-Trakt, die Haut
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Abb. 2.1 Vereinfachte Darstellung fiir Aufnahme, Verteilung und Ausscheidung von Stoffen (aus Kapitel
Einfiihrung von H. Greim, in Das Toxikologiebuch, 978-3-527-33973-0, Wiley-VCH, 2017).

oder die Lunge aufgenommen werden, wobei der in einer bestimmten Zeit aufgenommene Anteil der
Substanz, die Resorptionsrate, von der Wasserloslichkeit, der MolekiilgroRe und der Stabilitdt der
Substanz sowie der Expositionsdauer abhéngt.

Nach oraler Exposition wird eine Substanz, wenn sie nicht schon von den Mikroorganismen im Darm
oder in den Epithelzellen der Darmwand metabolisiert wird, aus dem Magen-Darm-Trakt resorbiert und
iber die Pfortader zur Leber transportiert. Dort erfolgt je nach den strukturellen Eigenschaften im sog.
First-Pass-Effekt durch sog. Phase-I- und Phase-I1I-Enzyme eine metabolische Aktivierung oder
Inaktivierung. Phase-I-Enzyme reagieren in einem ersten Schritt mit den Substanzen und formen sie zu
wasserloslichen Verbindungen um. In einem zweiten Schritt werden diese durch Phase-II-Enzyme mit
Glucuronséure, Sulfat oder Glutathion verkniipft (konjugiert). Diese Reaktionen dienen eigentlich der
Entgiftung und der Ausscheidung der Substanzen, wobei allerdings auch gefahrlichere Stoffe als die
Ausgangssubstanz gebildet werden kénnen (metabolische Aktivierung oder Giftung). Gréfere Metaboliten



