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ANHANG  

Der Anhang der Verordnung (EG) Nr. 440/2008 wird wie folgt geändert: 

1. Das Kapitel A.6 erhält folgende Fassung: 

 

ĂA.6. WASSERLÖSLICHKEIT  

EINLEITUNG  

1. Diese Prüfmethode entspricht der OECD-Prüfrichtlinie (TG) 105 (1995). Sie ist eine 

überarbeitete Fassung der ursprünglichen TG 105, die 1981 angenommen wurde. Es 

gibt keine inhaltlichen Unterschiede zwischen der derzeitigen Fassung und der von 

1981. Geändert wurde hauptsächlich das Format. Die Überarbeitung stützte sich auf die 

EU-Pr¿fmethode ĂWasserlºslichkeitñ (1). 

AUSGANGSÜBERLEGUNGEN 

2. Die Wasserlöslichkeit eines Stoffs kann durch Verunreinigungen erheblich beeinflusst 

werden. Diese Prüfmethode behandelt die Bestimmung der Wasserlöslichkeit von im 

Wesentlichen reinen Substanzen, die in Wasser stabil und nicht flüchtig sind. Vor 

Bestimmung der Wasserlöslichkeit sollten Vorinformationen über die Strukturformel, 

den Dampfdruck, die Dissoziationskonstante und das Hydrolyseverhalten (als Funktion 

des pH-Wertes) des Stoffes vorliegen. 

3. Die beiden nachstehend beschriebenen Methoden, d. h. die Säulen-Elutions-Methode 

und die Kolbenmethode, decken Löslichkeiten von unter bzw. über 10 
-2
 g/l ab. Ein 

einfacher Vorversuch wird ebenfalls beschrieben. Er ermöglicht die Bestimmung der bei 

der eigentlichen Prüfung zu verwendenden ungefähren Probenmenge und die zum 

Erreichen der Sättigungskonzentration notwendige Zeit. 

DEFINITIONEN UND EIN HEITEN  

4. Die Wasserlöslichkeit einer Substanz wird durch ihre Massen-Sättigungskonzentration 

in Wasser bei einer bestimmten Temperatur angegeben. 

5. Die Wasserlöslichkeit wird als Masse des gelösten Stoffs je Lösungsvolumen 

ausgedrückt. Die SI-Einheit ist kg/m
3
, aber g/l kann auch verwendet werden. 

REFERENZSUBSTANZEN 

6. Bei der Untersuchung der Prüfsubstanz brauchen keine Referenzsubstanzen verwendet 

zu werden. 
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BESCHREIBUNG DER MET HODEN 

Prüfbedingungen 

7. Die Prüfung wird vorzugsweise bei 20 °C ± 0,5 °C durchgeführt. Die gewählte 

Temperatur ist in allen wichtigen Teilen der Apparatur konstant zu halten. 

Vorversuch 

8. Etwa 0,1 g der Probe (feste Prüfsubstanzen müssen pulverisiert sein) werden in einen 

mit Glasstopfen verschließbaren 10-ml-Messzylinder gegeben. Dann werden 

portionsweise zunehmende Volumen Wasser von Raumtemperatur zugesetzt. Nach 

jedem Zusatz einer Wassermenge wird die Mischung 10 Minuten geschüttelt und mit 

bloßem Auge auf ungelöste Teilchen der Probe untersucht. Wenn nach Zusatz von 

10 ml Wasser die Probe oder Teile von ihr ungelöst bleiben, ist der Versuch in einem 

100-ml-Messzylinder zu wiederholen. Die ungefähre Löslichkeit ist in Tabelle 1 unter 

demjenigen Volumen Wasser angegeben, bei dem die Probe vollständig gelöst wird. Bei 

geringer Löslichkeit kann es lange (bis zu 24 Stunden) dauern, bis die Prüfsubstanz 

gelöst ist. Ist die Prüfsubstanz nach 24 Stunden noch nicht gelöst, sollte der Versuch 

verlängert werden (maximal 96 Stunden) oder es sollte weiter verdünnt werden, um 

festzustellen, ob die Säulen-Elutions- oder die Kolben-Methode zu benutzen ist. 

 

Tabelle 1 

ml Wasser in 0,1 g lösliche  

Substanz 
0,1 0,5 1 2 10 100 > 100 

Ungefähre Löslichkeit in g/l > 1000 1000-200 200-100 100-50 50-10 10-1 < 1 

 

Säulen-Elutions-Methode 

Prinzip 

9. Diese Methode basiert auf der Elution einer Prüfsubstanz mit Wasser aus einer 

Mikrosäule, die mit einem inerten Trägermaterial gefüllt ist, welches mit einem 

Überschuss an Prüfsubstanz beschichtet ist (2). Die Wasserlöslichkeit wird durch die 

Massenkonzentration des Eluats ausgedrückt, wenn dieses ein Plateau in Abhängigkeit 

von der Zeit erreicht hat. 

Apparatur 

10. Die Apparatur besteht aus einer Mikrosäule (Abbildung 1), die auf konstanter 

Temperatur gehalten wird. Sie ist entweder mit einer Umwälzpumpe (Abbildung 2) oder 

mit einem Niveaugefäß (Abbildung 3) verbunden. Die Mikrosäule enthält ein inertes 

Trägermaterial, das durch einen kleinen Pfropfen aus Glaswolle in der Säule gehalten 

wird, der gleichzeitig zum Herausfiltern von Partikeln dient. Als Trägermaterial können 
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Glaskugeln, Diatomeenerde oder andere inerte Stoffe verwendet werden. 

11. Die Mikrosäule in Abbildung 1 eignet sich für die Apparatur mit Umwälzpumpe. Sie 

hat einen Kopfraum für fünf Säulenbett-Volumina (werden zu Beginn des Versuchs 

verworfen) und das Volumen von fünf Proben (werden während des Versuchs 

entnommen). Der Kopfraum kann kleiner gehalten werden, wenn während des Versuchs 

Wasser zugegeben werden kann, um die anfänglich mit Verunreinigungen 

entnommenen fünf Säulenbett-Volumina zu ersetzen. Die Säule ist durch einen 

Schlauch aus inertem Material mit der Umwälzpumpe verbunden, die mit einem Fluss 

von etwa 25 ml/h fördern kann. Die Umwälzpumpe kann z. B. eine Schlauch- oder eine 

Membranpumpe sein. Dabei ist darauf zu achten, dass es nicht zu einer Verunreinigung 

und/oder Absorption durch das Schlauchmaterial kommt. 

12. Abbildung 3 zeigt die schematische Darstellung mit Verwendung eines Niveaugefäßes. 

In dieser Darstellung ist die Mikrosäule mit einem Einweghahn versehen. Sie wird mit 

einem Glasschliff-Verbindungsstück und einem Schlauch aus inertem Material an das 

Niveaugefäß angeschlossen. Die Durchflussrate vom Niveaugefäß sollte etwa 25 ml/h 

betragen. 

 

Abbildung 1 
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Abmessungen in mm 

A. Anschluss für Glasschliff-Stopfen 

B. Kopfraum 

C. Innenmaß 5 

D. Außenmaß 19 

E. Glaswollpfropfen 

F. Absperrhahn 

 

Abbildung 2 

 

 

 

 

A. atmosphärischer Druckausgleich 

B. Durchflussmesser 

C. Mikrosäule 

D. thermostatgeregelte Pumpe 

E. Umwälzpumpe 

F. 2-Wege-Hahn zur Probenentnahme 

 

Abbildung 3 
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A. Niveaugefäß (z. B. 2,5-Liter-Kolben) 

B. Säule 

C. Fraktionssammler 

D. Thermostat 

E. Teflonschlauch 

F. Glasschliff-Stopfen 

G. Wasserschlauch (zwischen Thermostat und Säule, Innendurchmesser ungefähr 8 mm) 

 

13. Etwa 600 mg Trägermaterial werden in einen 50-ml-Rundkolben eingefüllt. Eine 

geeignete Menge Prüfsubstanz wird in einem flüchtigen Lösungsmittel von 

Analysenqualität gelöst, und eine ausreichende Menge dieser Lösung wird zum 

Trägermaterial hinzugefügt. Das Lösungsmittel muss vollständig abgezogen werden, 

z. B. in einem Rotationsverdampfer, da sonst während der Elutionsphase wegen 

Verteilungseffekten auf der Oberfläche keine vollständige Sättigung dieses Materials 

mit Wasser erzielt wird. Das beladene Trägermaterial lässt man etwa 2 Stunden lang in 

etwa 5 ml Wasser quellen. Dann wird die Suspension in die Mikrosäule gefüllt. Es ist 

auch möglich, das trockene, beladene Trägermaterial in die mit Wasser gefüllte 

Mikrosäule zu geben. Auch hier wird der Quellvorgang von etwa 2 Stunden abgewartet. 

14. Das Aufbringen der Prüfsubstanz auf das Trägermaterial kann problematisch werden 

und zu fehlerhaften Ergebnissen führen, z. B. wenn sich die Prüfsubstanz ölartig auf 

dem Träger niederschlägt. Diese Probleme sollten untersucht und Einzelheiten dazu 

dokumentiert werden. 

Verfahren mit Umwälzpumpe 

15. Der Säulenfluss wird in Gang gesetzt. Eine Durchflussleistung von etwa 25 ml/h wird 
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empfohlen (etwa zehn Säulenbett-Volumina/h bei der beschriebenen Säule). Mindestens 

die ersten fünf Säulenbett-Volumina werden verworfen, um wasserlösliche 

Verunreinigungen zu entfernen. Danach lässt man die Umwälzpumpe bis zur 

Einstellung des Gleichgewichts laufen. Das Gleichgewicht ist erreicht, wenn bei fünf 

aufeinander folgenden Proben die Konzentrationen um nicht mehr als ± 30 % streuen. 

Diese Proben sollten in solchen zeitlichen Abständen genommen werden, in denen 

mindestens zehn Säulenbett-Volumina die Säule durchlaufen haben. Je nach 

verwendeter Analysemethode kann es ratsam sein, eine Konzentrations-Zeit-Kurve zu 

erstellen, um zu zeigen, dass das Gleichgewicht erreicht ist. 

Verfahren mit Niveaugefäß 

16. Aufeinander folgende Eluatfraktionen werden gesammelt und ihre Konzentrationen mit 

der gewählten Analysemethode bestimmt. Fraktionen des mittleren Eluatbereichs, bei 

denen die Konzentrationen in mindestens fünf aufeinander folgenden Proben konstant 

bleiben (± 30 %), werden zur Bestimmung der Wasserlöslichkeit benutzt. 

17. Das bevorzugte Elutionsmittel ist bidestilliertes Wasser. Es kann auch deionisiertes 

Wasser mit einem spezifischen Widerstand von mehr als 10 Megaohm/cm und einem 

Gesamtgehalt an organischem Kohlenstoff unter 0,01 % verwendet werden. 

18. Bei beiden Verfahren wird ein zweiter Durchlauf mit halber Durchflussrate 

durchgeführt. Stimmen die Ergebnisse der beiden Versuche überein, wird das 

Prüfergebnis als zufriedenstellend betrachtet. Ist die gemessene Löslichkeit bei dem 

niedrigeren Durchfluss höher, muss die Durchflussleistung so lange weiter halbiert 

werden, bis zwei aufeinander folgende Versuchsdurchläufe die gleiche Löslichkeit 

ergeben. 

19. Bei beiden Verfahren sollten die Fraktionen durch Prüfung des Tyndall-Effekts auf 

kolloidale Substanzpartikel untersucht werden. Wenn solche Substanzpartikel 

vorkommen, ist das Prüfergebnis unbrauchbar. Die Prüfung sollte dann wiederholt 

werden, nachdem die Filterfunktion der Säule verbessert wurde. 

20. Der pH-Wert jeder Probe sollte vorzugsweise mit speziellen Indikatorstäbchen bestimmt 

werden. 

Kolben-Methode 

Prinzip 

21. Die Prüfsubstanz (Feststoffe müssen pulverisiert werden) wird bei einer Temperatur in 

Wasser aufgelöst, die leicht über der Prüftemperatur liegt. Wenn die Sättigung erreicht 

ist, wird die Lösung abgekühlt und auf der Prüftemperatur gehalten. Alternativ kann die 

Messung direkt bei der Prüftemperatur durchgeführt werden, wenn durch entsprechende 

Probenahme gesichert ist, dass das Sättigungsgleichgewicht erreicht ist. Dann wird die 

Massenkonzentration der Prüfsubstanz in der wässrigen Lösung, die keine ungelösten 

Substanzpartikel enthalten darf, mit einer geeigneten Analysemethode (3) bestimmt. 

Geräte 
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22. Folgende Geräte werden benötigt: 

- übliche Laborglasgeräte und -instrumente, 

- eine Vorrichtung zum Schütteln der Lösungen bei konstanter Temperatur, 

- eine Zentrifuge (möglichst thermostatisiert), falls diese bei Emulsionen erforderlich 

wird, und 

- Analysegeräte. 

Verfahren 

23. Die zur Sättigung des vorgegebenen Wasservolumens erforderliche Prüfsubstanzmenge 

wird anhand der Ergebnisse des Vorversuches abgeschätzt. Etwa das Fünffache dieser 

Menge wird jeweils in drei mit Glasstopfen versehene Glasgefäße eingewogen (z. B. 

Zentrifugenröhrchen oder Kolben). Jedem Gefäß wird ein je nach Analysemethode und 

Löslichkeitsbereich gewähltes Wasservolumen zugesetzt. Die Gefäße werden fest 

verschlossen und dann bei 30 °C geschüttelt. Hierzu sollte ein Schüttel- oder Rührgerät 

verwendet werden, das bei einer konstanten Temperatur arbeitet, z. B. Magnetrührstäbe 

in einem thermostatisierten Wasserbad. Nach einem Tag wird eines der Gefäße 24 

Stunden unter gelegentlichem Schütteln bei Prüftemperatur stehen gelassen, bis sich das 

Gleichgewicht eingestellt hat. Dann wird der Inhalt des Gefäßes bei Prüftemperatur 

zentrifugiert und die Konzentration der Prüfsubstanz in der klaren wässrigen Phase mit 

einem geeigneten Analyseverfahren bestimmt. Mit den beiden anderen Kolben wird 

nach zwei bzw. drei Tagen genauso verfahren, nachdem zuvor das 

Sättigungsgleichgewicht bei 30 °C eingestellt wurde. Weichen die gemessenen 

Konzentrationen bei mindestens den letzten beiden Gefäßen um nicht mehr als 15 % 

voneinander ab, ist die Prüfung als zufriedenstellend anzusehen. Wenn die 

Prüfergebnisse der Gefäße 1, 2 und 3 eine steigende Tendenz aufweisen, sollte die 

gesamte Prüfung unter Verlängerung der Zeiten für die Gleichgewichtseinstellung 

wiederholt werden. 

24. Die Prüfung kann auch ohne Präinkubation bei 30 °C durchgeführt werden. Um den 

Grad des erreichten Sättigungsgleichgewichts zu bestimmen, werden so lange Proben 

entnommen, bis die gemessenen Konzentrationen nicht länger von der Rührzeit 

beeinflusst werden. 

25. Der pH-Wert jeder Probe sollte vorzugsweise mit speziellen Indikatorstäbchen bestimmt 

werden. 

Analytische Bestimmungen 

26. Eine substanzspezifische Methode ist vorzuziehen, da bereits kleine Mengen von 

löslichen Verunreinigungen große Fehler bei der Bestimmung der Löslichkeit 

verursachen können. Beispiele für solche Analysemethoden sind: Gas- oder 

Flüssigchromatographie, Titrierverfahren, fotometrische Methoden, voltametrische 

Verfahren. 

DATEN UND BERICHTERS TATTUNG  
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Daten 

Säulen-Elutions-Methode 

27. Für jeden Durchlauf werden der Mittelwert und die Standardabweichung von 

mindestens fünf aufeinander folgenden Proben aus dem Bereich des Sättigungsplateaus 

berechnet. Die für zwei Prüfungen mit unterschiedlichen Durchflussleistungen 

berechneten Mittelwerte sollten nicht um mehr als 30 % voneinander abweichen. 

Kolben-Methode 

28. Die einzelnen Ergebnisse für jeden der drei Kolben, die nicht um mehr als 15 % 

voneinander abweichen sollten, werden gemittelt. 

Prüfbericht  

Säulen-Elutions-Methode 

29. Der Prüfbericht muss folgende Informationen enthalten: 

- die Ergebnisse des Vorversuchs, 

- Angaben zur Prüfsubstanz (Identität und Verunreinigungen), gegebenenfalls 

Vorreinigung, 

- die Konzentrationen, Durchflussraten und pH-Werte jeder Probe, 

- die Mittelwerte und Standardabweichungen von mindestens fünf Proben aus dem 

Bereich des Sättigungsplateaus eines jeden Durchlaufs, 

- den Durchschnitt von mindestens zwei aufeinanderfolgenden Durchläufen, 

- die Wassertemperatur während des Sättigungsvorgangs, 

- die Analysemethode, 

- die Art des verwendeten Trägermaterials, 

- die Beladung des Trägermaterials, 

- das verwendete Lösungsmittel, 

- gegebenenfalls Hinweise auf eine chemische Instabilität der Prüfsubstanz während 

des Prüfungsvorgangs, 

- alle für die Auswertung der Ergebnisse sachdienlichen Informationen und 

Bemerkungen, insbesondere in Bezug auf Verunreinigungen und den 

Aggregatzustand der Prüfsubstanz. 

Kolben-Methode 

30. Der Prüfbericht muss folgende Informationen enthalten: 

- die Ergebnisse des Vorversuchs, 

- Angaben zur Prüfsubstanz (Identität und Verunreinigungen), gegebenenfalls 

Vorreinigung, 

- die einzelnen Analysenergebnisse und die Durchschnittswerte, wenn pro Kolben mehr 
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als ein Wert bestimmt wurde, 

- den pH-Wert jeder Probe, 

- den Mittelwert derjenigen Kolben, deren Ergebnisse übereinstimmen, 

- die Prüftemperatur, 

- die Analysemethode, 

- gegebenenfalls Hinweise auf eine chemische Instabilität der Prüfsubstanz während 

des Prüfungsvorgangs,  

- alle für die Auswertung der Ergebnisse sachdienlichen Informationen und 

Bemerkungen, insbesondere in Bezug auf Verunreinigungen und den 

Aggregatzustand der Prüfsubstanz. 
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2. Das Kapitel A.23 wird angefügt: 

 

 ĂA.23 1-OCTANOL/WASSER-VERTEILUNGSKOEFFIZIENT: METHODE ZUR 

PRÜFUNG UNTER LANGSAMEM RÜHREN  

EINLEITUNG  

1. Diese Prüfmethode entspricht der OECD-Prüfrichtlinie (TG) 123 (2006). Die POW-

Werte (POW = 1-Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizient) konnten mit der Methode zur 

Prüfung unter langsamem Rühren bis zu log POW 8,2 genau bestimmt werden (1). 

Entsprechend kommt diese Methode für die direkte Bestimmung der POW-Werte stark 

hydrophober Substanzen in Betracht. 

2. Weitere Methoden zur Bestimmung des 1-Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten 

(POW) sind die ĂSch¿ttelmethodeñ (2) und die Bestimmung des POW aufgrund des 

Retentionsverhaltens bei der HPLC mit Phasenumkehr (3). Die ĂSch¿ttelmethodeñ ist 

wegen der Übertragung von Octanol-Mikrotröpfchen in die wässrige Phase jedoch 

fehleranfällig. Mit steigenden POW-Werten führt das Vorhandensein dieser Tröpfchen in 

der wässrigen Phase zu einer zunehmenden Überschätzung der Konzentration der 

Prüfsubstanz im Wasser. Daher ist diese Methode nur bei Substanzen mit log POW < 4 

geeignet. Die zweite Methode beruht auf direkt bestimmten POW-Werten, die zur 

Kalibrierung der Beziehung zwischen dem Retentionsverhalten in der HPLC und den 

gemessenen POW-Werten verwendet werden. Es gab einen Entwurf einer OECD-

Richtlinie zur Bestimmung des 1-Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten ionisierbarer 

Substanzen (4), der aber nicht mehr verwendet werden soll. 

3. Diese Prüfmethode wurde in den Niederlanden entwickelt. Die Genauigkeit der in 

dieser Prüfmethode beschriebenen Verfahren wurde in einer Ringtest-

Validierungsstudie unter Beteiligung von 15 Labors validiert und optimiert (5). 

AUSGANGSÜBERLEGUNGEN 

Bedeutung und Anwendung 

4. Bei inerten organischen Substanzen wurden hoch signifikante Beziehungen zwischen 

den 1-Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten (POW) und der jeweiligen 

Bioakkumulation in Fischen festgestellt. Außerdem wurde eine Korrelation zwischen 

den POW-Werten und der Toxizität für Fische sowie zwischen den POW-Werten und der 

Sorption chemischer Stoffe in Feststoffen wie z.B. in Böden und in Sedimenten 

nachgewiesen. Das Literaturverzeichnis enthält eine umfassende Übersicht über die 

verschiedenen Zusammenhänge (6). 

5. Zwischen dem 1-Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten und sonstigen für die 

Umwelttoxizität und für das chemische Verhalten erheblichen Merkmalen von 

Substanzen wurden vielfältige Beziehungen festgestellt. Entsprechend hat sich der 1-

Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizient zum Schlüsselparameter für die Bewertung des 
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mit chemischen Stoffen verbundenen Umweltrisikos sowie zur Prognose der Persistenz 

chemischer Stoffe in der Umwelt entwickelt. 

Anwendungsbereich 

6. Bei der Methode zur Prüfung unter langsamem Rühren soll die Bildung von 1-Octanol-

Mikrotröpfchen in der wässrigen Phase verringert werden. Entsprechend ist 

ausgeschlossen, dass die Konzentration in der wässrigen Phase wegen der ansonsten mit 

diesen Tröpfchen verbundenen Moleküle der Prüfsubstanz überschätzt wird. Daher 

eignet sich die Methode zur Prüfung unter langsamem Rühren insbesondere zur 

Bestimmung der POW-Werte von Substanzen, bei denen log POW-Werte im Bereich von 

mindestens 5 zu erwarten sind und bei denen die Schüttelmethode (2) eher fehleranfällig 

wäre. 

DEFINITIONEN UND EIN HEITEN  

7. Der Verteilungskoeffizient einer Substanz für Wasser und ein lipophiles Lösungsmittel 

(1-Octanol) beschreibt die Gleichgewichtsverteilung des jeweiligen chemischen Stoffs 

zwischen den beiden Phasen. Der Verteilungskoeffizient für Wasser und 1-Octanol 

(POW) wird definiert als Verhältnis der Gleichgewichtskonzentrationen der Prüfsubstanz 

in mit Wasser gesättigtem 1-Octanol (CO) und in mit 1-Octanol gesättigtem Wasser 

(CW). 

 

P OW = CO / CW 

 

Für das Konzentrationsverhältnis wird keine Einheit angegeben. Meist wird das 

Verhältnis als Zehnerlogarithmus (log POW) ausgedrückt. POW ist temperaturabhängig; 

entsprechend sollte die Messtemperatur berücksichtigt werden. 

PRINZIP DER METHODE  

8. Um den Verteilungskoeffizienten zu bestimmen, werden Wasser, 1-Octanol und die 

Prüfsubstanz bei einer konstanten Temperatur in ein Gleichgewicht gebracht. 

Anschließend werden die Konzentrationen der Prüfsubstanz in den beiden Phasen 

bestimmt. 

9. Die bei der Prüfung mit der Schüttelmethode auftretenden Schwierigkeiten infolge der 

Entstehung von Mikrotröpfchen können mit der hier vorgeschlagenen Methode unter 

langsamem Rühren verringert werden. Bei der Prüfung unter langsamem Rühren werden 

Wasser, 1-Octanol und die Prüfsubstanz in einem thermostatgeregelten Rührbehälter in 

ein Gleichgewicht gebracht. Durch das Rühren wird der Austausch zwischen den 

Phasen beschleunigt. Beim Rühren entstehen begrenzte Turbulenzen, welche den 

Austausch zwischen 1-Octanol und Wasser begünstigen, ohne dass Mikrotröpfchen 

entstehen können (1). 
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ANWENDBARKEIT DER PR ÜFMETHODE  

10. Da sich das Vorhandensein anderer Substanzen auf den Aktivitätskoeffizienten der 

Prüfsubstanz auswirken kann, sollte die Prüfsubstanz als reine Substanz untersucht 

werden. Daher sollte die jeweilige Substanz für die Messung der 1-Octanol/Wasser-

Verteilung in der höchsten auf dem Markt verfügbaren Reinheit verwendet werden. 

11. Diese Methode ist anzuwenden bei reinen Substanzen, bei denen weder eine 

Dissoziation noch eine Assoziation erfolgt und die keine erhebliche 

Grenzflächenaktivität aufweisen. Die Methode kann zur Bestimmung der 1-

Octanol/Wasser-Verteilung dieser Substanzen und von Gemischen eingesetzt werden. 

Wenn die Methode für Gemische eingesetzt wird, hängt die 1-Octanol/Wasser-

Verteilung von der chemischen Zusammensetzung des zu prüfenden Gemischs sowie 

von der Zusammensetzung des als wässrige Phase genutzten Elektrolyten ab. Wenn die 

Methode um verschiedene Schritte ergänzt wird, kann sie auch für dissoziierende und 

assoziierende Verbindungen eingesetzt werden (siehe Nummer 12). 

12. Aufgrund der unterschiedlichen Gleichgewichte in Wasser und 1-Octanol, die sich bei 

der 1-Octanol-/Wasser-Verteilung dissoziierender Substanzen wie z. B. organischer 

Säuren und Phenole, organischer Basen und organometallischer Substanzen ergeben, ist 

das Verteilungsverhältnis für 1-Octanol/Wasser ebenfalls in hohem Maße von der 

Zusammensetzung des Elektrolyten abhängig (7)(8). Die Bestimmung des 

Verteilungsverhältnisses für 1-Octanol/Wasser setzt voraus, dass pH-Wert und 

Elektrolytzusammensetzung während der Messung überwacht und protokolliert werden. 

Die Bewertung der Verteilungsverhältnisse muss durch Fachleute erfolgen. Unter 

Berücksichtigung der Dissoziationskonstante(n) müssen geeignete pH-Werte so 

ausgewählt werden, dass für jedes Ionisierungsstadium ein Verteilungsverhältnis 

bestimmt werden kann. Zur Prüfung organometallischer Verbindungen müssen 

Pufferlösungen eingesetzt werden, die nicht als Komplexbildner wirken (8). Unter 

Berücksichtigung des aktuellen Kenntnisstandes bezüglich der Chemie der wässrigen 

Phase (Komplexbildungskonstanten, Dissoziationskonstanten) sollten die 

Versuchsbedingungen so gewählt werden, dass die Speziation der Prüfsubstanz in der 

wässrigen Phase bestimmt werden kann. Die Ionenkonzentration sollte in allen 

Prüfungen gleich sein; um dies zu gewährleisten, sollte ein Hintergrundelektrolyt 

eingesetzt werden. 

13. Schwierigkeiten können sich bei der Prüfung in Verbindung mit der Untersuchung von 

Substanzen mit geringer Wasserlöslichkeit oder mit hohem POW ergeben, weil die 

Konzentrationen im Wasser sehr gering werden und eine genaue Bestimmung 

entsprechend problematisch ist. Diese Prüfmethode erläutert, wie diesem Problem 

begegnet werden kann. 

INFORMATIONEN ZUR PR ÜFSUBSTANZ 

14. Die chemischen Reagenzien sollten mindestens Analysequalität besitzen. Es wird 

empfohlen, nicht markierte Prüfsubstanzen mit bekannter chemischer 

Zusammensetzung und einer Reinheit von mindestens 99 % oder radioaktiv markierte 

Prüfsubstanzen mit bekannter chemischer Zusammensetzung und radiochemischer 
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Reinheit einzusetzen. Beim Einsatz von Indikatorsubstanzen mit kurzer Halbwertszeit 

sollten Korrekturen unter Berücksichtigung des Zerfallsverhaltens vorgenommen 

werden. Wenn die Prüfsubstanzen radioaktiv markiert wurden, sollte eine speziell für 

den jeweiligen chemischen Stoff vorgesehene Analysemethode eingesetzt werden, um 

sicherzustellen, dass die gemessene Radioaktivität unmittelbar auf die Prüfsubstanz 

zurückzuführen ist. 

15. Log POW kann mit einer im Handel erhältlichen und für diesen Zweck vorgesehenen 

Software geschätzt werden; alternativ kann die Schätzung auch aufgrund des 

Verhältnisses der Löslichkeiten in beiden Lösungsmitteln erfolgen. 

16. Bevor POW durch eine Prüfung unter langsamem Rühren bestimmt wird, sollten die 

folgenden Informationen zur Prüfsubstanz bekannt sein: 

a) die Strukturformel, 

b) geeignete Analysemethoden zur Bestimmung der Konzentration 

der Substanz in Wasser und in 1-Octanol, 

c) die Dissoziationskonstante(n) ionisierbarer Substanzen [OECD-

Richtlinie 112] (9), 

d) die Wasserlöslichkeit (10), 

e) Informationen zur abiotischen Hydrolyse (11), 

f) die leichte biologische Abbaubarkeit (12), 

g) der Dampfdruck (13). 

BESCHREIBUNG DER MET HODE 

Geräte und Apparatur 

17. Für die Prüfungen werden Standardlaborgeräte benötigt; insbesondere sind folgende 

Geräte erforderlich: 

- Magnetrührer sowie Magnetrührstäbe mit Teflonbeschichtung zum Umrühren der 

wässrigen Phase, 

- geeignete Analyseinstrumente zur Bestimmung der Konzentration der Prüfsubstanz in 

den erwarteten Konzentrationen, 

- Rührgefäße mit einem Absperrhahn unten am Gefäß. Abhängig vom geschätzten 

Wert für log POW und von der Nachweisgrenze (LOD) der zu prüfenden Verbindung 

ist der Einsatz eines Reaktionsbehälters mit identischer Geometrie, aber mit einem 

Volumen von mehr als einem Liter in Betracht zu ziehen, damit hinreichend Wasser 

für die chemische Extraktion und für die durchzuführende Analyse entnommen 

werden kann. Dies führt zu höheren Konzentrationen im Wasserextrakt und 

ermöglicht entsprechend zuverlässigere Analysen. Anlage 1 enthält eine Tabelle mit 

Schätzwerten für die erforderlichen Mindestvolumina, der Nachweisgrenze der 

Verbindung, dem geschätzten log POW und der Löslichkeit in Wasser. Die Tabelle 

beruht auf der Beziehung zwischen log POW und dem Verhältnis zwischen der 

Löslichkeit in Octanol und in Wasser gemäß Pinsuwan u. a. (14): 

 log POW  = 0,88 log SR + 0,41 

 Dabei ist 
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 SR = Soct/Sw (Molarität) 

sowie auf der von Lyman (15) definierten Beziehung für die Prognose der Löslichkeit 

in Wasser. Die mit der in Anlage 1 genannten Formel bestimmten 

Wasserlöslichkeiten sind als erste Schätzung zu betrachten. Der Prüfende kann die 

Wasserlöslichkeit auch aufgrund einer sonstigen Beziehung schätzen, die er für besser 

geeignet hält, Auskunft über die Beziehung zwischen Hydrophobizität und 

Löslichkeit zu geben. Bei festen Verbindungen wird z. B. die Berücksichtigung des 

Schmelzpunktes bei der Prognose der Löslichkeit empfohlen. Wenn eine modifizierte 

Formel verwendet wird, sollte sichergestellt werden, dass die Gleichung zur 

Berechnung der Löslichkeit in Octanol noch gültig ist. In Anlage 2 ist ein Rührgefäß 

mit Glasmantel und einem Inhalt von etwa einem Liter dargestellt. Die Proportionen 

des in Anlage 2 dargestellten Gefäßes haben sich als günstig erwiesen und sollten 

auch dann beibehalten werden, wenn eine anders dimensionierte Apparatur verwendet 

wird; 

- entscheidend ist eine Vorrichtung, mit der während der Prüfung unter langsamem 

Rühren eine konstante Temperatur aufrechterhalten werden kann. 

18. Die Gefäße sollten aus einem inerten Material bestehen, damit die Adsorption durch die 

Oberfläche der Gefäße vernachlässigt werden kann. 

Herstellung der Prüflösungen 

19. Der Wert für POW sollte mit 1-Octanol der höchsten im Handel erhältlichen Reinheit 

(mindestens + 99 %) bestimmt werden. Die Reinigung von 1-Octanol durch die 

Extraktion mit einer Säure, einer Base und Wasser und eine anschließende Trocknung 

werden empfohlen. Außerdem kann 1-Octanol auch durch Destillation gereinigt werden. 

Zur Herstellung der Standardlösungen der Prüfsubstanzen ist gereinigtes 1-Octanol zu 

verwenden. Das für die Bestimmung von POW zu verwendende Wasser sollte durch Glas 

oder Quarz destilliert oder mit einem Reinigungssystem hergestellt worden sein; 

alternativ kann auch HPLC-Wasser verwendet werden. Destilliertes Wasser sollte durch 

ein 0,22-µm-Filter gefiltert werden; mit Blindproben sollte sichergestellt werden, dass 

die konzentrierten Extrakte keine Verunreinigungen enthalten, welche die Prüfsubstanz 

verändern könnten. Wenn ein Glasfaserfilter verwendet wird, sollte das Filter durch 

mindestens dreistündige Erhitzung auf 400 ºC gereinigt werden. 

20. Beide Lösungsmittel werden vor Durchführung der Prüfung wechselseitig gesättigt, 

indem sie in einem hinreichend großen Gefäß in ein Gleichgewicht gebracht werden. 

Dazu wird das aus zwei Phasen bestehende System zwei Tage lang langsam gerührt. 

21. Eine geeignete Konzentration der Prüfsubstanz wird ausgewählt und in 1-Octanol (mit 

Wasser gesättigt) gelöst. Der 1-Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizient ist in verdünnten 

Lösungen mit 1-Octanol und Wasser zu bestimmen. Daher sollte die Konzentration der 

Prüfsubstanz höchstens 70 % ihrer Löslichkeit bei einer Höchstkonzentration von 0,1 M 

in beiden Phasen betragen (1). Die für die Prüfungen verwendeten 1-Octanol-Lösungen 

dürfen keine suspendierten Feststoffe aus der Prüfsubstanz enthalten. 

22. Eine geeignete Menge der Prüfsubstanz wird in 1-Octanol (mit Wasser gesättigt) gelöst. 

Wenn die Schätzung für log POW einen Wert über fünf ergibt, ist besonders darauf zu 



16 

 

achten, dass die für die Prüfung verwendeten 1-Octanol-Lösungen keine suspendierten 

Feststoffe aus der Prüfsubstanz enthalten. Dazu ist bei chemischen Stoffen mit einem 

geschätzten log POW > 5 wie folgt zu verfahren: 

- Die Prüfsubstanz wird in 1-Octanol (mit Wasser gesättigt) gelöst. 

- Es wird hinreichend Zeit gelassen, damit sich suspendierte Feststoffe absetzen 

können. Während des Absetzens wird die Konzentration der Prüfsubstanz überwacht. 

- Nachdem sich die gemessenen Konzentrationen der 1-Octanol-Lösung stabilisiert 

haben, wird die Stammlösung mit einer geeigneten Menge 1-Octanol verdünnt. 

- Anschließend wird die Konzentration der verdünnten Stammlösung gemessen. Wenn 

die gemessene Konzentration mit der Verdünnung übereinstimmt, kann die verdünnte 

Stammlösung zur Prüfung unter langsamem Rühren verwendet werden. 

Extraktion und Analyse der Proben 

23. Für die Untersuchung der Prüfsubstanz sollte eine validierte Analysemethode verwendet 

werden. Der Prüfende muss nachweisen, dass die Konzentrationen in dem mit Wasser 

gesättigten 1-Octanol sowie in der mit 1-Octanol gesättigten wässrigen Phase während 

der Prüfung über der bei dem eingesetzten Analyseverfahren für die Methode 

festgesetzten Quantifizierungsgrenze liegen. In Fällen, in denen Extraktionsmethoden 

erforderlich sind, muss die analytische Wiederfindung der Prüfsubstanzen aus der 

wässrigen Phase und aus der 1-Octanol-Phase vor der Prüfung erfolgen. Die 

Anforderungen an die Analysesignale sind aufgrund von Blindwerten zu korrigieren; 

dabei ist darauf zu achten, dass keine Analytübertragungen zwischen den Proben 

vorkommen können. 

24. Bei hydrophoben Prüfsubstanzen sind wegen der eher niedrigen Konzentrationen der 

Prüfsubstanzen in der wässrigen Phase vor der Analyse wahrscheinlich eine Extraktion 

der wässrigen Phase mit einem organischen Lösungsmittel und eine Vorkonzentration 

des Extrakts vorzunehmen. Aus demselben Grund müssen die eventuell verwendeten 

Blindprobenkonzentrationen reduziert werden. Dazu sind hochreine und vorzugsweise 

für Rückstandsanalysen vorgesehene Lösungsmittel zu verwenden. Die Verwendung 

sorgfältig vorgereinigter Glasgeräte (z. B. durch Spülen mit einem Lösungsmittel oder 

unter starker Erwärmung) kann zusätzlich helfen, Kreuzkontamination zu vermeiden. 

25. Log POW kann mit einem geeigneten Programm ermittelt oder von Fachleuten mit 

entsprechender Erfahrung geschätzt werden. Bei Werten über 6 müssen Blindwert-

Korrekturen und Analyteintragungen sorgfältig überwacht werden. Wenn der geschätzte 

Wert für log POW über 6 liegt, muss ein Surrogatstandard für die 

Wiederfindungskorrektur verwendet werden, damit die erforderlichen hohen 

Vorkonzentrationsfaktoren erreicht werden können. Auf dem Markt werden 

verschiedene Computer-Programme zur Schätzung von log POW angeboten
1
 (z. B. Clog 

P(16), KOWWIN(17), ProLogP(18) und ACD log P(19)). Das Literaturverzeichnis 

enthält Beschreibungen der verschiedenen Schätzverfahren (20-22). 

                                                 
1 Die Angaben dienen nur zur Information. Wenn mit anderen Programmen nachweislich dieselben Ergebnisse 

ermittelt werden, können auch diese Programme verwendet werden. 
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26. Die Quantifizierungsgrenzen (LOQ) für die Bestimmung der Prüfsubstanz in 1-Octanol 

und Wasser werden mit anerkannten Methoden bestimmt. Als Faustregel kann die 

Konzentration in Wasser oder 1-Octanol, bei der sich ein Signal-/Rauschverhältnis von 

10 ergibt, als Quantifizierungsgrenze für die betreffende Methode angenommen werden. 

Entsprechend sollten eine geeignete Methode zur Extraktion und zur Vorkonzentration 

ausgewählt und Verfahren für die analytische Wiederfindung spezifiziert werden. Der 

Vorkonzentrationsfaktor ist so auszuwählen, dass sich bei der Analyse ein Signal der 

geforderten Stärke ergibt. 

27. Ausgehend von den Parametern der Analysemethode und von den erwarteten 

Konzentrationen wird die Probengröße bestimmt, die für eine genaue Bestimmung der 

Konzentration der jeweiligen Verbindung ungefähr erforderlich ist. Wasserproben, die 

so klein sind, dass kein hinreichendes Analysesignal festgestellt werden kann, sollten 

nicht verwendet werden. Ebenso sollte die Verwendung zu großer Wasserproben 

vermieden werden, weil ansonsten möglicherweise zu wenig Wasser für die 

erforderlichen Analysen (n = 5) verbleibt. In Anlage 1 wird das Proben-

Mindestvolumen abhängig vom Gefäßvolumen, von der Nachweisgrenze der 

Prüfsubstanz und von der Löslichkeit der Prüfsubstanz angegeben. 

28. Die Quantifizierung der Prüfsubstanzen erfolgt durch den Vergleich mit 

Kalibrierungskurven der entsprechenden Verbindung. Die Konzentrationen in den 

analysierten Proben müssen innerhalb der Bandbreite der Standardkonzentrationen 

liegen. 

29. Bei Prüfsubstanzen mit log POW-Werten über 6 muss der Wasserprobe vor der 

Extraktion ein Surrogatstandard zugesetzt werden, um die bei der Extraktion und bei der 

Vorkonzentration der Wasserprobe auftretenden Verluste zu erfassen. Für exakte 

Wiederfindungskorrekturen müssen die Surrogate Merkmale aufweisen, die denen der 

Prüfsubstanz möglichst ähnlich sind oder vollständig mit deren Merkmalen 

übereinstimmen. Dazu werden vorzugsweise mit einem (stabilen) Isotop markierte, den 

Prüfsubstanzen analoge Verbindungen verwendet (z. B. deuterierte oder mit 
13

C 

markierte Verbindungen). Wenn mit einem stabilen Isotop (d. h. mit 
13

C oder 
2
H) 

markierte Verbindungen nicht verwendet werden können, sollte anhand zuverlässiger 

Daten in der Fachliteratur nachgewiesen werden, dass die physikalisch-chemischen 

Merkmale der Surrogate den Merkmalen der Prüfsubstanzen sehr nahekommen. Bei der 

Flüssig-flüssig-Extraktion der wässrigen Phase können Emulsionen entstehen. Diese 

Emulsionen können durch die Zugabe von Salz und Ausfällen der Emulsion über Nacht 

verringert werden. Die Methoden zur Extraktion und zur Vorkonzentration der Proben 

sind zu protokollieren. 

30. Aus der 1-Octanol-Phase gezogene Proben können vor der Analyse erforderlichenfalls 

mit einem geeigneten Lösungsmittel verdünnt werden. Die Verwendung von 

Surrogatstandards zur Wiederfindungskorrektur wird für Substanzen empfohlen, bei 

denen in Wiederfindungsprüfungen starke Schwankungen zu verzeichnen waren 

(relative Standardabweichung > 10 %). 

31. Die Analysemethode ist detailliert zu protokollieren. Zu erfassen sind unter anderem die 

Extraktionsmethode, Vorkonzentrations- und Verdünnungsfaktoren, Geräteparameter, 

die Kalibrierungsroutine, der Kalibrierungsbereich, Angaben zur analytischen 

Wiederfindung der Prüfsubstanzen aus dem Wasser, Zugaben von Surrogatstandards zur 
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Wiederfindungskorrektur, Blindwerte, Nachweisgrenzen und Quantifizierungsgrenzen. 

Durchführ ung der Prüfung 

Optimale 1-Octanol-/Wasser-Verhältnisse 

32. Bei der Auswahl der Volumina von Wasser und 1-Octanol sollten die folgenden Punkte 

berücksichtigt werden: die Quantifizierungsgrenze (LOQ) in 1-Octanol und Wasser, die 

Vorkonzentrationsfaktoren der Wasserproben, das Volumen der aus 1-Octanol und aus 

Wasser genommenen Proben und die zu erwartenden Konzentrationen. Aus 

durchführungspraktischen Gründen sollte das 1-Octanol-Volumen bei dem System zur 

Prüfung unter langsamem Rühren so gewählt werden, dass die 1-Octanol-Schicht 

hinreichend stark (> 0,5 cm) ist, damit die Proben ohne Beeinträchtigung aus der 1-

Octanol-Phase entnommen werden können. 

33. Typische Phasenverhältnisse für die Bestimmung von Verbindungen mit log POW-

Werten von mindestens 4,5 sind 20 bis 50 ml 1-Octanol und 950 bis 980 ml Wasser in 

einem 1-l-Gefäß. 

Prüfbedingungen 

34. Während der Prüfung wird das Reaktionsgefäß mit einem Thermostaten so geregelt, 

dass die Temperaturschwankungen unter 1 °C liegen. Die Untersuchung sollte bei einer 

Temperatur von 25 °C durchgeführt werden. 

35. Das Prüfsystem sollte vor Tageslichteinfall geschützt werden, indem die Prüfungen 

entweder im Dunkeln durchgeführt werden oder das Reaktionsgefäß mit einer 

Aluminiumfolie bedeckt wird. 

36. Außerdem sollte die Prüfung in (möglichst) staubfreier Umgebung erfolgen. 

37. Das 1-Octanol-Wasser-System wird gerührt, bis das erforderliche Gleichgewicht 

hergestellt ist. In einem Pilottest unter langsamem Rühren bei regelmäßiger Entnahme 

von Proben aus der wässrigen Phase und aus der 1-Octanol-Phase wird die Zeitspanne 

bis zur Herstellung des Gleichgewichts ermittelt. Zwischen den verschiedenen 

Probenahmen sollten jeweils mindestens fünf Stunden liegen. 

38. Die POW-Werte sind in mindestens drei unabhängig voneinander durchzuführenden 

Prüfungen unter langsamem Rühren zu bestimmen. 

Bestimmung der zur Herstellung des Gleichgewichts erforderlichen Zeitspanne 

39. Es wird angenommen, dass das Gleichgewicht dann erreicht ist, wenn das 

Konzentrationsverhältnis für 1-Octanol und Wasser in einem Zeitraum mit vier 

Messzeitpunkten bei einem p-Wert von 0,05 so weit zurückgegangen ist, dass der 

Endwert nicht mehr signifikant von 0 abweicht. Die Zeitspanne zur Herstellung des 

Gleichgewichts beträgt mindestens einen Tag. Erst dann kann mit der Probenahme 

begonnen werden. Als Faustregel kann davon ausgegangen werden, dass bei 

Substanzen, bei denen log POW auf unter 5 geschätzt wird, die Probenahme am zweiten 

und am dritten Tag erfolgen kann. Bei stärker hydrophoben Verbindungen dauert die 

Herstellung des Gleichgewichts unter Umständen länger. Bei einer Verbindung mit log 
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POW 8,23 (Decachlorbiphenyl) wurde das Gleichgewicht nach 144 Stunden erreicht. Ob 

das Gleichgewicht hergestellt ist, wird anhand mehrfacher Probenahmen aus einem 

einzigen Gefäß beurteilt. 

Beginn der Prüfung 

40. Zu Beginn der Prüfung wird das Reaktionsgefäß Wasser befüllt, das mit 1-Octanol 

gesättigt wurde. Dabei sollte genügend Zeit zum Erreichen der thermostatgeregelten 

Temperatur gelassen werden. 

41. Die gewünschte Menge der Prüfsubstanz (im erforderlichen Volumen des mit Wasser 

gesättigten 1-Octanol) wird vorsichtig in das Reaktionsgefäß gegeben. Dies ist ein 

entscheidender Schritt bei der Prüfung, da bei der Mischung der beiden Phasen 

Verwirbelungen vermieden werden müssen. Dazu kann die 1-Octanol-Phase langsam 

mit einer Pipette dicht über der Wasseroberfläche gegen die Wand des Prüfgefäßes 

getropft werden. Die 1-Octanol-Phase fließt dann an der Glaswand hinab und bildet 

einen Film auf der wässrigen Phase. Eine direkte Dekantierung von 1-Octanol in den 

Kolben sollte in jedem Fall vermieden werden; unter keinen Umständen sollten 1-

Octanol-Tropfen direkt auf die Wasseroberfläche fallen. 

42. Nach dem Beginn des Rührvorgangs sollte die Rührgeschwindigkeit langsam gesteigert 

werden. Wenn die Rührmotoren nicht in geeigneter Weise eingestellt werden können, 

sollte der Einsatz eines Transformators in Erwägung gezogen werden. Die 

Rührgeschwindigkeit sollte so eingestellt werden, dass am Übergang zwischen Wasser 

und 1-Octanol ein Wirbel mit einer Tiefe von 0,5 cm bis höchstens 2,5 cm entsteht. Die 

Rührgeschwindigkeit ist zu verringern, wenn der Wirbel tiefer als 2,5 cm wird; 

andernfalls können 1-Octanol-Mikrotröpfchen in der wässrigen Phase entstehen und 

dazu führen, dass die Konzentration der Prüfsubstanz im Wasser überschätzt wird. Die 

Rührgeschwindigkeit, bei der ein Wirbel mit einer Tiefe von höchstens 2,5 cm entsteht, 

wird ausgehend von den Ergebnissen der Ringtest-Validierungsstudie empfohlen (5). 

Diese Rührgeschwindigkeit gewährleistet einen Kompromiss zwischen der möglichst 

raschen Herstellung des erforderlichen Gleichgewichts und der Vermeidung von 1-

Octanol-Mikrotröpfchen. 

Probenahme und Behandlung der Proben 

43. Vor der Probenahme sollte der Rührmotor ausgeschaltet und gewartet werden, bis die 

Flüssigkeiten zur Ruhe gekommen sind. Nach der Probenahme wird der Rührmotor bei 

geringer Rührgeschwindigkeit wieder eingeschaltet und die Rührgeschwindigkeit wie 

oben beschrieben langsam gesteigert. 

44. Die Probenahme aus der wässrigen Phase erfolgt aus einem Absperrhahn unten am 

Reaktionsgefäß. Dabei ist das Totvolumen des im Hahn enthaltenen Wassers (in dem in 

Anlage 2 abgebildeten Gefäß etwa 5 ml) zu verwerfen. Das im Hahn enthaltene Wasser 

wurde nicht umgerührt und befindet sich daher nicht im Gleichgewicht mit der übrigen 

Flüssigkeit. Das Volumen der Wasserproben wird protokolliert; außerdem ist die Menge 

der im verworfenen Wasservolumen enthaltenen Prüfsubstanz bei der Berechnung der 

Massenbilanz zu berücksichtigen. Verdampfungsverluste sollten vermieden werden; 

dazu sollte dem Wasser Gelegenheit gegeben werden, ruhig in den Abscheidetrichter 

abzufließen, damit die Wasser-1-Octanol-Schicht nicht gestört wird. 
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45. Die Probenahme aus der 1-Octanol-Phase erfolgt, indem eine kleine Aliquote (ca. 

100 µl) mit einer 100-Mikroliter-Glas-Metall-Spritze aus der 1-Octanol-Schicht gezogen 

wird. Dabei ist darauf zu achten, dass der Übergangsbereich nicht berührt wird. 

Anschließend wird das Volumen der als Probe entnommenen Flüssigkeit protokolliert. 

Eine kleine Aliquote ist ausreichend, da die 1-Octanol-Probe verdünnt wird. 

46. Bei der Handhabung der Proben sollten unnötige Übertragungsschritte vermieden 

werden. Daher sollte das Probenvolumen gravimetrisch bestimmt werden. Bei 

Wasserproben kann dies geschehen, indem die Wasserproben in einem 

Abscheidetrichter gesammelt werden, der bereits die erforderliche Lösungsmittelmenge 

erhält. 

DATEN UND BERICHTERS TATTUNG  

47. Bei der hier beschriebenen Prüfmethode wird POW aufgrund von drei Prüfungen der zu 

untersuchenden Verbindung (drei Prüfeinheiten) unter langsamem Rühren bestimmt; 

dabei müssen jeweils identische Bedingungen gegeben sein. Die zum Nachweis des 

hergestellten Gleichgewichts vorgenommene Regression sollte auf den Ergebnissen von 

mindestens vier CO/CW-Werten zu aufeinanderfolgenden Zeitpunkten beruhen. Anhand 

dieser Ergebnisse kann eine Varianz als Maß für die Unsicherheit des pro Prüfeinheit 

ermittelten Durchschnittswerts berechnet werden. 

48. POW kann über die Varianz der in den einzelnen Prüfeinheiten ermittelten Daten 

beschrieben werden. Aufgrund dieser Information wird POW nämlich als gewichteter 

Durchschnitt der Ergebnisse der einzelnen Prüfeinheiten berechnet. Dazu wird der 

Kehrwert der Varianz der Ergebnisse der Prüfeinheiten als Gewichtung angenommen. 

Dies hat zur Folge, dass sich Daten mit großen Schwankungen (ausgedrückt in einer 

hohen Varianz) und entsprechend geringerer Zuverlässigkeit weniger auf das Ergebnis 

auswirken als Daten mit niedriger Varianz. 

49. In entsprechender Weise wird die gewichtete Standardabweichung berechnet. Die 

Standardabweichung beschreibt die Wiederholbarkeit der POW-Messung. Eine niedrige 

gewichtete Standardabweichung ist Ausdruck einer sehr hohen Wiederholbarkeit der 

POW-Bestimmung in ein und demselben Labor. Im Folgenden wird die formale 

statistische Behandlung der Daten beschrieben. 

Auswertung der Ergebnisse 

Nachweis der Herstellung des Gleichgewichts 

50. Für jeden Probenahmezeitpunkt wird der Logarithmus des Verhältnisses der 

Konzentration der Prüfsubstanz in 1-Octanol und Wasser (log (CO/CW)) berechnet. Die 

Herstellung des chemischen Gleichgewichts wird nachgewiesen, indem dieses 

Verhältnis bezogen auf die betreffende Zeit dargestellt wird. Ein Plateau in der aus 

Messungen zu mindestens vier aufeinanderfolgenden Zeitpunkten erstellten Kurve zeigt, 

dass ein Gleichgewicht erreicht und die Verbindung tatsächlich in 1-Octanol gelöst ist. 

Andernfalls sind die Prüfungen fortzusetzen, bis sich aus den Werten von vier 

aufeinanderfolgenden Zeitpunkten eine Kurve ergibt, deren Steigung sich bei einem p-

Wert von 0,05 nicht mehr signifikant von null unterscheidet, und die entsprechend zeigt, 
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dass log CO/CW nicht mehr zeitabhängig ist. 

Berechnung von Log POW 

51. Log POW der Versuchseinheit wird als gewichteter Durchschnitt von log Co/Cw für den 

Teil der Kurve zur Darstellung des Verhältnisses von log Co/Cw zur Zeitspanne 

berechnet, in dem das Gleichgewicht nachgewiesen wurde. Zur Berechnung des 

gewichteten Durchschnitts werden die Daten mit dem Kehrwert der Varianz so 

berechnet, dass der Einfluss der Daten auf das Endergebnis umgekehrt proportional zur 

Unsicherheit der Daten ist. 

Durchschnittlicher Wert für log POW 

52. Der durchschnittliche Wert für log POW bei verschiedenen Versuchseinheiten wird als 

Durchschnitt der Ergebnisse der einzelnen mit der jeweiligen Varianz gewichteten 

Versuchseinheiten berechnet. 

Die Berechnung erfolgt nach der nachstehenden Formel: 

log POW,Av= (Swi ³ log POW,i) ³ (Swi)
-1
 

Dabei ist 

log POW,i = log POW der jeweiligen Versuchseinheit i, 

log POW,Av = gewichteter Durchschnitt der jeweils ermittelten Werte 

für log POW, 

wi = statistische Gewichtung von log POW der Versuchseinheit i. 

Der Kehrwert der Varianz von log POW,i wird als wi eingesetzt (wi = var (log POW,i)
-1

). 

53. Der Fehler des Durchschnitts von log POW wird geschätzt als die in den einzelnen 

Versuchseinheiten während der Gleichgewichtsphase ermittelte Wiederholbarkeit von 

log CO/CW und als gewichtete Standardabweichung von log POW,Av (ůlog POW,Av) 

ausgedrückt, die wiederum ein Maß für den mit log POW,Av verbundenen Fehler ist. Die 

gewichtete Standardabweichung kann wie folgt aus der gewichteten Varianz 

(varlog POW,Av) berechnet werden: 

varlog Pow,Av= (Swi³(log POW,i-log POW,Av)
2
) ³ (Swi x (n-1))

-1
 

slog Pow,Av= (varlog Pow,Av)
0.5

 

Dabei steht n für die Anzahl der Versuchseinheiten. 

Prüfbericht  

54. Der Prüfbericht sollte folgende Informationen enthalten: 

Prüfsubstanz: 

- Handelsname (Common name), chemischer Name, CAS-Nummer, Strukturformel 

(mit Angabe der Lage der Markierung bei Verwendung radioaktiv markierten 
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Materials) und relevante physikalisch-chemische Eigenschaften (siehe Nummer 17), 

- Reinheit (Verunreinigungen) der Prüfsubstanz, 

- Reinheit der Markierung von markierten Chemikalien und molare Aktivität (soweit 

zutreffend), 

- vorläufige Schätzung von log POW sowie Methode zur Ableitung des Wertes. 

Prüfbedingungen: 

- Daten der Durchführung der Untersuchungen, 

- Temperatur während der Prüfung, 

- Volumina an 1-Octanol und Wasser bei Beginn der Prüfung, 

- Volumina der entnommenen 1-Octanol- und Wasserproben, 

- in den Prüfgefäßen verbliebene Volumina an 1-Octanol und Wasser, 

- Beschreibung der Prüfgefäße und der Rührbedingungen (Geometrie von Rührstab und 

Prüfgefäß, Wirbeltiefe in mm und ï wenn bekannt ï Rührgeschwindigkeit), 

- Analysemethoden zur Bestimmung der Prüfsubstanz und Methode zur Bestimmung 

der Quantifizierungsgrenze, 

- Probenahmezeiten, 

- pH-Wert der wässrigen Phase und verwendete Pufferlösungen, wenn der pH-Wert 

unter Berücksichtigung der ionisierbaren Moleküle korrigiert wurde, 

- Anzahl der Wiederholungen. 

Ergebnisse: 

- Wiederholbarkeit und Empfindlichkeit der verwendeten Analysemethoden, 

- bestimmte Konzentrationen der Prüfsubstanz in 1-Octanol und in Wasser abhängig 

von der Zeit, 

- Berechnung der Massenbilanz, 

- Temperatur und Standardabweichung oder Temperaturbereich während der Prüfung, 

- zeitabhängige Regression des Konzentrationsverhältnisses; 

- durchschnittlicher Wert log POW,Av und Standardfehler, 

- Diskussion und Auswertung der Ergebnisse, 

- beispielhafte Rohdaten repräsentativer Analysen (sämtliche Rohdaten sind gemäß den 

GLP-Standards zu speichern); u. a. Daten zur Wiederfindung von Surrogaten, Anzahl 

der bei der Kalibrierung verwendeten Konzentrationen (sowie Kriterien für den 

Korrelationskoeffizienten der Kalibrierungskurve) und Ergebnisse der 

Qualitätssicherung/Qualitätskontrolle (QA/QC), 

- wenn verfügbar: Validierungsbericht zum Untersuchungsverfahren (im 

Literaturverzeichnis anzugeben). 
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ANLAGE 1  

TABELLE ZUR BERECHNU NG DER FÜR DEN NACHWEIS VON 

PRÜFSUBSTANZEN MIT UNTERSCHIEDLICHEN LOG POW-WERTEN IN DER 

WÄSSRIGEN PHASE MINDESTENS ERFORDERLICHEN VOLUMINA  

 

  Voraussetzungen: 

- Maximales Volumen der einzelnen Aliquoten = 10 % des Gesamtvolumens; 

5 Aliquoten = 50 % des Gesamtvolumens. 

- Konzentration der Prüfsubstanzen = 0,7 × Löslichkeit in beiden Phasen; bei 

niedrigeren Konzentrationen sind größere Volumina erforderlich. 

- Zur Bestimmung der Nachweisgrenze verwendetes Volumen = 100 ml. 

- log POW vs. log SW und log POW vs. SR (SOCT/SW) sind sinnvolle Darstellungen der 

Beziehungen zwischen den Prüfsubstanzen. 

 

 

Geschätzter Wert für 
Sw    

log Pow Formel log Sw Sw (mg/l) 

4 (-)0,922*log Pow + 4,184 0,496 3,133E+00 

4,5 (-)0,922*log Pow + 4,184 0,035 1,084E+00 

5 (-)0,922*log Pow + 4,184 -0,426 3,750E-01 

5,5 (-)0,922*log Pow + 4,184 -0,887 1,297E-01 

6 (-)0,922*log Pow + 4,184 -1,348 4,487E-02 

6,5 (-)0,922*log Pow + 4,184 -1,809 1,552E-02 

7 (-)0,922*log Pow + 4,184 -2,270 5,370E-03 

7,5 (-)0,922*log Pow + 4,184 -2,731 1,858E-03 

8 (-)0,922*log Pow + 4,184 -3,192 6,427E-04 

 

Geschätzter Wert für 
Soct   

log Pow Formel Soct (mg/l) 

4 log Pow = 0,88log SR + 0,41 3,763E+04 

4,5 log Pow = 0,88log SR + 0,42 4,816E+04 

5 log Pow = 0,88log SR + 0,43 6,165E+04 

5,5 log Pow = 0,88log SR + 0,44 7,890E+04 

6 log Pow = 0,88log SR + 0,45 1,010E+05 

6,5 log Pow = 0,88log SR + 0,46 1,293E+05 

7 log Pow = 0,88log SR + 0,47 1,654E+05 
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7,5 log Pow = 0,88log SR + 0,48 2,117E+05 

8 log Pow = 0,88log SR + 0,49 2,710E+05 

 

Gesamtmasse der 
Prüfsubstanz MasseOct/MasseWasser 

MasseH2O KonzH2O Masseoct Konzoct 

(mg) (mg) (mg/l) (mg) (mg/l) 

1319 526 2,5017 2,6333 1 317 26 333 

1686 1664 1,0127 1,0660 1 685 33 709 

2158 5263 0,4099 0,4315 2 157 43 149 

2762 16644 0,1659 0,1747 2 762 55 230 

3535 52632 0,0672 0,0707 3 535 70 691 

4524 166436 0,0272 0,0286 4 524 90 480 

5790 526316 0,0110 0,0116 5 790 115 807 

7411 1664357 0,0045 0,0047 7 411 148 223 

9486 5263158 0,0018 0,0019 9 486 189 713 

 

Berechnung der 
Volumina       

 
Erforderliches Mindestvolumen der H2O-Phase bei den verschiedenen LOD-
Konzentrationen 

log Kow LOD (ɛg/l) 0,001 0,01 0,10 1,00 10 

4  0,04 0,38 3,80 38 380 

4,5  0,09 0,94 9,38 94 938 

5  0,23 2,32 23,18 232 2 318 

5,5  0,57 5,73 57,26 573 5 726 

6  1,41 14,15 141 1 415 14 146 

6,5  3,50 34,95 350 3 495 34 950 

7  8,64 86,35 864 8 635 86 351 

7,5  21,33 213 2 133 21 335 213 346 

8   52,71 527 5 271 52 711 527 111 

Volumen für 
Nachweisgrenze LOD (l) 0,1           

 

Erläuterungen    

<10 % des Gesamtvolumens der wässrigen Phase, 1-l-Ausgleichsgefäß. 

<10 % des Gesamtvolumens der wässrigen Phase, 2-l-Ausgleichsgefäß. 

<10 % des Gesamtvolumens der wässrigen Phase, 5-l-Ausgleichsgefäß. 

<10 % des Gesamtvolumens der wässrigen Phase, 10-l-Ausgleichsgefäß. 

Mehr als 10 % des Volumens eines 10-l-Ausgleichsgefäßes. 
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Übersicht über die benötigten Volumina abhängig von der Wasserlöslichkeit und von log POW 

  
Erforderliches Mindestvolumen der H2O-Phase bei den verschiedenen LOD-
Konzentrationen (ml) 

log Pow Sw (mg/l) LOD (ɛg/l) 0,001 0,01 0,10 1,00 10 

4 10   0,01 0,12 1,19 11,90 118,99 

  5   0,02 0,24 2,38 23,80 237,97 

  3   0,04 0,40 3,97 39,66 396,62 

  1   0,12 1,19 11,90 118,99 1189,86 

4,5 5   0,02 0,20 2,03 20,34 203,37 

  2   0,05 0,51 5,08 50,84 508,42 

  1   0,10 1,02 10,17 101,68 1016,83 

  0,5   0,20 2,03 20,34 203,37 2033,67 

5 1   0,09 0,87 8,69 86,90 869,01 

  0,5   0,17 1,74 17,38 173,80 1738,02 

  0,375   0,23 2,32 23,18 231,75 2317,53 

  0,2   0,43 4,35 43,45 434,51 4345,05 

5,5 0,4   0,19 1,86 18,57 185,68 1856,79 

  0,2   0,37 3,71 37,14 371,36 3713,59 

  0,1   0,74 7,43 74,27 742,72 7427,17 

  0,05   1,49 14,85 148,54 1485,43 14854,35 

6 0,1   0,63 6,35 63,48 634,80 6347,95 

  0,05   1,27 12,70 126,96 1269,59 12695,91 

  0,025   2,54 25,39 253,92 2539,18 25391,82 

  0,0125   5,08 50,78 507,84 5078,36 50783,64 

6,5 0,025   2,17 21,70 217,02 2170,25 21702,46 

  0,0125   4,34 43,40 434,05 4340,49 43404,93 

  0,006   9,04 90,43 904,27 9042,69 90426,93 

  0,003   18,09 180,85 1808,54 18085,39 180853,86 

7 0,006   7,73 77,29 772,89 7728,85 77288,50 

  0,003   15,46 154,58 1545,77 15457,70 154577,01 

  0,0015   23,19 231,87 2318,66 23186,55 231865,51 

  0,001   46,37 463,73 4637,31 46373,10 463731,03 

7,5 0,002   19,82 198,18 1981,77 19817,73 198177,33 

  0,001   39,64 396,35 3963,55 39635,47 396354,66 

  0,0005   79,27 792,71 7927,09 79270,93 792709,32 

  0,00025   158,54 1585,42 15854,19 158541,86 1585418,63 

8 0,001   33,88 338,77 3387,68 33876,77 338767,72 

  0,0005   67,75 677,54 6775,35 67753,54 677535,44 

  0,00025   135,51 1355,07 13550,71 135507,09 1355070,89 

  0,000125   271,01 2710,14 27101,42 271014,18 2710141,77 

Volumen für Nachweisgrenze LOD (l)                    
0,1           
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ANLAGE 2 

BEISPIEL EINES PRÜFGEFÄSSES MIT GLASMANT EL ZUR BESTIMMUNG V ON 

POW UNTER LANGSAMEM RÜHR EN 

 

 

ñ. 
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3. Das Kapitel B.2 erhält folgende Fassung: 

 

ĂB.2. AKUTE INHALATIONSTOXIZITÄT  

EINLEITUNG  

1. Diese Prüfmethode entspricht der OECD-Prüfrichtlinie 403 (2009) (1). Die 

ursprüngliche Prüfrichtlinie 403 (TG 403) zur akuten Inhalation wurde 1981 

angenommen. Diese überarbeitete Prüfmethode B.2 (die der überarbeiteten TG 403 

entspricht) ist dazu ausgelegt, mehr Flexibilität zu bieten, die Verwendung von 

Versuchstieren zu reduzieren und die Regulierungsanforderungen zu erfüllen. Die 

überarbeitete Prüfmethode umfasst zwei Arten von Versuchen: ein traditionelles LC50-

Protokoll und ein Konzentration-x-Zeit-Protokoll (c x t). Die Hauptmerkmale dieser 

Prüfmethode sind die Möglichkeit, eine Konzentrations-Wirkungs-Beziehung 

aufzustellen, die von nichtletalen zu letalen Ergebnissen reicht, um eine mittlere letale 

Konzentration (LC50), eine nichtletale Schwellenkonzentration (z. B. LC01) und die 

Steigung der Kurve zu bestimmen und eine eventuelle geschlechtsspezifische 

Empfindlichkeit festzustellen. Das c-x-t-Protokoll sollte angewendet werden, wenn 

wegen einer spezifischen Regelung oder aus wissenschaftlicher Notwendigkeit eine 

Prüfung von Tieren über unterschiedliche Zeiträume erforderlich ist, z. B. für Zwecke 

der Notfallplanung [z. B. zur Ableitung von Störfallbeurteilungswerten (Acute Exposure 

Guideline Levels - AEGL, Emergency Response Planning Guidelines - ERPG oder 

Acute Exposure Threshold Levels ï AETL)] oder für die Flächennutzungsplanung. 

2. Eine Anleitung für die Durchführung und Auswertung dieser Prüfmethoden ist im 

Guidance Document on Acute Inhalation Toxicity Testing (GD 39) (2) enthalten. 

3. Die im Zusammenhang mit dieser Prüfmethode verwendeten Begriffe werden am Ende 

dieses Kapitels und im GD 39 (2) definiert. 

4. Diese Prüfmethode ermöglicht die Charakterisierung von Prüfsubstanzen und eine 

quantitative Risikobewertung und sie erlaubt die Einstufung von Prüfsubstanzen nach 

der Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 (3). Das GD 39 (2) enthält Hinweise zur Auswahl 

der geeigneten Prüfmethode für akute Prüfungen. Wenn nur Informationen über die 

Einstufung und Kennzeichnung benötigt werden, wird im Allgemeinen Kapitel B.52 

dieses Anhangs (4) empfohlen [siehe GD 39 (2)]. Diese Prüfmethode B.2 ist nicht 

speziell für die Prüfung von Spezialmaterialien wie schwer löslichen isometrischen oder 

Fasermaterialien oder hergestellten Nanomaterialien bestimmt. 

AUSGANGSÜBERLEGUNGEN 

5. Bevor Versuche nach dieser Prüfmethode in Betracht gezogen werden, sollte das 

Prüflabor alle verfügbaren Informationen über die Prüfsubstanz, einschließlich bereits 

vorliegender Studien (z. B. Kapitel B.52 dieses Anhangs (4)), deren Ergebnisse darauf 

hindeuten, dass auf weitere Versuche verzichtet werden kann, auswerten, damit 

möglichst wenig Tiere verwendet werden. Für die Auswahl der in Bezug auf Art, 
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Stamm und Geschlecht am besten geeigneten Tiere sowie der geeigneten Expositionsart 

und Prüfkonzentrationen sollten u. a. Informationen wie die Identität, die chemische 

Struktur und die physikalisch-chemischen Eigenschaften der Prüfsubstanz, Ergebnisse 

jeglicher In-vitro- oder In-vivo-Toxizitätsprüfungen, vorgesehene Verwendungen und 

die Möglichkeit der Exposition des Menschen, (Q)SAR-Daten und toxikologische Daten 

über strukturverwandte Substanzen herangezogen werden [siehe GD 39 (2)]. 

6. Die Prüfung hautätzender und/oder reizender Prüfsubstanzen in Konzentrationen, die 

voraussichtlich starke Schmerzen und/oder Qualen verursachen, sollte soweit wie 

möglich vermieden werden. Die hautätzenden/reizenden Eigenschaften sollten von 

Fachleuten auf der Grundlage von Erfahrungswerten bei Mensch und Tier (z. B. Studien 

mit wiederholter Verabreichung in nicht hautätzenden/reizenden Konzentrationen), 

vorliegenden In-vitro-Daten (z. B. aus den Kapiteln B.40 (5), B.40bis (6) dieses 

Anhangs oder OECD TG 425 (7)), den pH-Werten sowie Informationen über ähnliche 

Substanzen oder anderen sachdienlichen Daten beurteilt werden, damit untersucht 

werden kann, ob auf weitere Versuche verzichtet werden kann. Bei spezifischen 

Regulierungsanforderungen (z. B. für Zwecke der Notfallplanung) kann diese 

Prüfmethode verwendet werden, um Tiere diesen Stoffen auszusetzen, weil die Methode 

dem Studienleiter oder Hauptprüfer die Kontrolle über die Auswahl der 

Zielkonzentrationen gibt. Die Zielkonzentrationen sollten jedoch keine 

schwerwiegenden reizenden/hautätzenden Wirkungen hervorrufen; sie sollten aber 

ausreichen, um die Konzentrations-Wirkungs-Kurve so zu erweitern, dass das 

regulatorische und wissenschaftliche Ziel der Prüfung erreicht wird. Diese 

Konzentrationen sollten von Fall zu Fall ausgewählt werden; die Wahl der 

Konzentration ist zu begründen [siehe GD 39 (2)]. 

PRINZIP DER PRÜFMETH ODE 

7. Diese überarbeitete Prüfmethode B.2 wurde entwickelt, um ausreichende Informationen 

über die akute Toxizität einer Prüfsubstanz zu gewinnen, damit sie eingestuft werden 

kann, und um Letalitätsdaten (z. B. LC50, LC01 und Steigung) für eines oder beide 

Geschlechter zu erhalten, die für quantitative Risikobewertungen benötigt werden. Die 

Prüfmethode umfasst zwei Methoden. Bei der ersten Methode handelt es sich um ein 

traditionelles Protokoll, bei dem Gruppen von Tieren für eine im Voraus festgelegte 

Dauer von üblicherweise 4 Stunden einer Grenzkonzentration (Limit-Test) oder 

schrittweise einer Reihe von Konzentrationen ausgesetzt werden. Für spezifische 

Regulierungszwecke sind andere Expositionszeiten möglich. Die zweite Methode ist ein 

Protokoll (c x t), bei dem Gruppen von Tieren über mehrere unterschiedliche Zeiträume 

einer Konzentration (Grenzkonzentration) oder einer Reihe unterschiedlicher 

Konzentrationen ausgesetzt werden. 

8. Moribunde Tiere oder Tiere, die offensichtlich unter Schmerzen leiden oder Anzeichen 

von schwerem und anhaltendem Leiden zeigen, sollten auf humane Weise getötet 

werden und sind bei der Auswertung der Testergebnisse auf die gleiche Weise zu werten 

wie während des Tests gestorbene Tiere. Kriterien für die Entscheidung, moribunde 

oder schwer leidende Tiere zu töten, sowie Hinweise zur Erkennung des absehbaren 

oder bevorstehenden Todes sind Gegenstand des OECD Guidance Document No. 19 on 

Humane Endpoints (8). 
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BESCHREIBUNG DER MET HODE 

Auswahl von Versuchstierarten 

9. Es sind junge, gesunde, adulte Tiere aus üblicherweise eingesetzten Laborstämmen zu 

verwenden. Bevorzugtes Versuchstier ist die Ratte. Die Verwendung anderer Tierarten 

ist zu begründen. 

Vorbereitung der Tiere 

10. Die weiblichen Tiere dürfen weder bereits geworfen haben noch momentan trächtig 

sein. Am Tag der Exposition sollten die jungen, adulten Tiere 8 bis 12 Wochen alt sein; 

ihr Körpergewicht sollte innerhalb von ± 20 % des mittleren Gewichts für jedes 

Geschlecht aller zuvor exponierten Tiere desselben Alters liegen. Die Tiere werden nach 

Zufallskriterien ausgewählt, zur individuellen Identifizierung markiert und vor Beginn 

der Prüfung für einen Zeitraum von mindestens fünf Tagen in ihren Käfigen an die 

Laborbedingungen gewöhnt. Die Tiere sollten auch für einen kurzen Zeitraum vor der 

Prüfung an die Versuchsapparatur gewöhnt werden, da dies den Stress durch die 

Umsetzung in eine neue Umgebung verringert. 

Tierhaltung 

11. Die Temperatur in dem Raum, in dem die Versuchstiere gehalten werden, sollte 

22 ± 3 °C betragen. Die relative Luftfeuchtigkeit sollte im Idealfall zwischen 30 und 

70 % liegen; bei Verwendung von Wasser als Vehikel könnte dies jedoch unmöglich 

sein. Die Tiere sollten vor und nach den Expositionen im Allgemeinen nach Geschlecht 

und Konzentration in Käfigen gruppiert werden, wobei aber die Anzahl der Tiere pro 

Käfig noch eine genaue Beobachtung der einzelnen Tiere ermöglichen muss und 

Verluste aufgrund von Kannibalismus oder Kämpfen minimiert werden sollten. Wenn 

die Tiere der Prüfsubstanz nur mit der Nase ausgesetzt werden sollen, müssen sie 

möglicherweise an die Restrainer gewöhnt werden. Die Restrainer sollten die Tiere 

weder körperlich noch in Bezug auf Wärme oder Fixierung übermäßig beeinträchtigen. 

Die Fixierung kann physiologische Endpunkte wie Körpertemperatur (Hyperthermie) 

und/oder das Atemminutenvolumen beeinflussen. Wenn generische Daten zeigen, dass 

keine derartigen Veränderungen in nennenswertem Ausmaß vorkommen, ist eine 

Eingewöhnung an die Restrainer nicht erforderlich. Bei der Ganzkörperexposition gegen 

ein Aerosol sollten die Tiere während der Exposition einzeln untergebracht sein, damit 

sie die Prüfsubstanz nicht durch das Fell ihrer Käfiggenossen filtriert einatmen. Außer 

während der Exposition kann herkömmliches und zertifiziertes Labortierfutter 

verwendet werden bei uneingeschränkter Versorgung mit Trinkwasser. Die Beleuchtung 

sollte künstlich sein und die Hell- und Dunkelphasen sollten sich im Abstand von 

12 Stunden abwechseln. 

Inhalationskammern 

12. Bei der Auswahl einer Inhalationskammer sind die Art der Prüfsubstanz und das Ziel 

der Pr¿fung zu ber¿cksichtigen. Das bevorzugte Verfahren ist die ĂNose-onlyò-

Exposition (dieser Begriff umfasst Ănur Kopfñ, Ănur Naseñ oder Ănur Schnauzeñ). F¿r 

die Untersuchung von Flüssigkeits- oder Feststoffaerosolen und für Dämpfe, die zu 

Aerosolen kondensieren kºnnen, wird im Allgemeinen die ĂNose-onlyò-Exposition 
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bevorzugt. Besondere Ziele der Untersuchung können möglicherweise mit einer 

Ganzkörperexposition besser erreicht werden, doch dies sollte im Prüfbericht begründet 

werden. Um bei Verwendung einer Ganzkörperkammer die Stabilität der Atmosphäre 

sicherzustellen, sollte das Gesamtvolumen der Versuchstiere 5 % des Volumens der 

Kammer nicht ¿bersteigen. Die Prinzipien der ĂNose-onlyò- und der 

Ganzkörperexposition sowie ihre jeweiligen Vor- und Nachteile sind in GD 39 (2) 

beschrieben. 

EXPOSITIONSBEDINGUNG EN 

Verabreichung der Konzentrationen 

13. ĂNose-onlyò-Expositionen können bei Ratten bis zu 6 Stunden dauern. Bei Mäusen 

sollten ĂNose-onlyò-Expositionen im Allgemeinen 4 Stunden nicht überschreiten. Wenn 

Studien mit längerer Expositionsdauer erforderlich sind, ist dies zu begründen [siehe 

GD 39 (2)]. Bei Ganzkörperexpositionen gegen Aerosole sollten die Tiere einzeln 

untergebracht sein, um eine Aufnahme der Prüfsubstanz durch das Putzen von 

Käfiggenossen zu verhindern. Während der Exposition sollte kein Futter verabreicht 

werden. Wasser kann während einer Ganzkörperexposition angeboten werden. 

14. Die Tiere werden der Prüfsubstanz in Form von Gas, Dampf, Aerosol oder einer 

Kombination dieser Formen ausgesetzt. Der zu prüfende Aggregatzustand hängt von 

den physikalisch-chemischen Eigenschaften der Prüfsubstanz, der gewählten 

Konzentration und/oder der physikalischen Form ab, in der die Prüfsubstanz bei der 

Handhabung und Verwendung am wahrscheinlichsten vorliegt. Hygroskopische und 

chemisch reaktive Prüfsubstanzen sollten bei geringer Luftfeuchtigkeit geprüft werden. 

Dabei ist darauf zu achten, dass keine explosionsfähigen Konzentrationen erzeugt 

werden. 

Partikelgrößenverteilung 

15. Bei allen Aerosolen und bei Dämpfen, die zu Aerosolen kondensieren können, sollte die 

Partikelgröße bestimmt werden. Damit alle relevanten Regionen der Atemwege der 

Prüfsubstanz ausgesetzt werden, werden mittlere aerodynamische Massendurchmesser 

(Mass Median Aerodynamic Diameter ð MMAD) von 1 bis 4 µm mit einer 

geometrischen Standardabweichung (ůg) von 1,5 bis 3,0 empfohlen (2) (9) (10). 

Wenngleich nach Möglichkeit versucht werden sollte, diese Werte zu erreichen, ist 

Fachwissen erforderlich, falls sie nicht erzielt werden können. Metalldämpfe können 

z. B. unter diesen Werten liegen, und geladene Partikel, Fasern und hygroskopische 

Stoffe (die sich in der feuchten Umgebung der Atemwege ausdehnen) können diese 

Werte überschreiten. 

Vorbereitung der Prüfsubstanz in einem Vehikel 

16. Um die gewünschte Konzentration und Partikelgröße der Prüfsubstanz in der 

Atmosphäre herzustellen, kann ein Vehikel verwendet werden. Hierbei ist in der Regel 

Wasser zu bevorzugen. Partikel können durch mechanische Prozesse auf die 

erforderliche Partikelgrößenverteilung gebracht werden. Dabei ist darauf zu achten, dass 

die Prüfsubstanz nicht zersetzt oder verändert wird. Wenn angenommen wird, dass die 
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Zusammensetzung der Prüfsubstanz durch mechanische Prozesse verändert wurde (z. B. 

hohe Temperaturen aufgrund von Reibung durch übermäßiges Mahlen), sollte die 

Zusammensetzung der Prüfsubstanz analytisch überprüft werden. Es ist darauf zu 

achten, dass die Prüfsubstanz nicht kontaminiert wird. Nicht brüchige Granulate, die 

speziell so formuliert sind, dass sie nicht eingeatmet werden können, brauchen nicht 

geprüft zu werden. Mit einem Abriebtest sollte nachgewiesen werden, dass beim 

Umgang mit dem Granulat keine lungengängigen Partikel entstehen. Entstehen bei 

einem Abriebtest lungengängige Partikel, so sollte eine Inhalationstoxizitätsprüfung 

durchgeführt werden. 

Kontrolltiere  

17. Eine gleichzeitige negative (Luft-)Kontrollgruppe ist nicht erforderlich. Wenn zur 

Erzeugung der Prüfatmosphäre ein anderes Vehikel als Wasser verwendet wird, sollte 

nur dann eine Vehikelkontrollgruppe verwendet werden, wenn keine historischen Daten 

über Inhalationstoxizität vorliegen. Ergibt eine Toxizitätsstudie einer in einem Vehikel 

formulierten Prüfsubstanz, dass keine Toxizität vorliegt, ist das Vehikel folglich in der 

geprüften Konzentration nicht toxisch. Daher ist keine Vehikelkontrolle erforderlich. 

ÜBERWACHUNG DER EXPOSITIONSBEDINGUNGEN  

Luftstrom in der Inhalationskammer  

18. Der Luftstrom durch die Kammer sollte während jeder Exposition sorgfältig geregelt, 

kontinuierlich überwacht und mindestens stündlich protokolliert werden. Die 

Überwachung der Konzentration (oder Stabilität) der Prüfatmosphäre ist eine integrale 

Messung aller dynamischen Parameter und gibt indirekt die Möglichkeit, alle relevanten 

dynamischen Parameter der Erzeugung der Prüfatmosphäre zu messen. Es sollte 

besonders darauf geachtet werden, das erneute Einatmen in ĂNose-onlyò-

Expositionskammern zu vermeiden, wenn die Luftströmung durch das 

Expositionssystem nicht ausreicht, um eine dynamische Strömung der 

Prüfsubstanzatmosphäre zu erreichen. Es gibt festgelegte Methoden, mit denen 

nachgewiesen werden kann, dass es unter den gewählten Bedingungen nicht zu 

erneutem Einatmen kommt (2) (11). Die Sauerstoffkonzentration sollte mindestens 

19 % betragen, und die Kohlendioxidkonzentration sollte 1 % nicht überschreiten. Gibt 

es Grund zu der Annahme, dass diese Werte nicht eingehalten werden können, sind die 

Sauerstoff- und die Kohlendioxidkonzentrationen zu messen. 

Temperatur und relative Luftfeuchtigkeit in der Inhalationskammer  

19. Die Temperatur in der Inhalationskammer sollte 22 ± 3 °C betragen. Sowohl bei der 

ĂNose-onlyò- als auch bei der Ganzkörperexposition sollte die relative Luftfeuchtigkeit 

im Atembereich der Tiere für Zeiträume von bis zu vier Stunden mindestens dreimal 

und für kürzere Zeiträume stündlich überwacht und dokumentiert werden. Die relative 

Luftfeuchtigkeit sollte im Idealfall zwischen 30 und 70 % liegen, was jedoch 

möglicherweise nicht erreichbar ist (z. B. bei der Prüfung von wasserbasierten 

Mischungen) oder wegen chemischer Interferenz mit der Prüfmethode nicht gemessen 

werden kann. 
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Prüfsubstanz: nominale Konzentration 

20. Die nominale Konzentration in der Expositionskammer sollte möglichst berechnet und 

protokolliert werden. Die nominale Konzentration ist die Masse der erzeugten 

Prüfsubstanz dividiert durch das Gesamtvolumen der durch das Kammersystem 

geleiteten Luft. Sie wird nicht zur Beschreibung der Exposition der Tiere verwendet; 

vielmehr gibt ein Vergleich der nominalen Konzentration und der tatsächlichen 

Konzentration Aufschluss über die Effizienz des Prüfsystems bei der Erzeugung der 

Prüfkonzentration und kann daher für die Aufdeckung von Problemen bei dieser 

Erzeugung verwendet werden. 

Prüfsubstanz: tatsächliche Konzentration 

21. Die tatsächliche Konzentration ist die Konzentration der Prüfsubstanz im Atembereich 

der Tiere in einer Inhalationskammer. Die tatsächlichen Konzentrationen können durch 

spezifische Methoden (z. B. direkte Probenahme, adsorptive Methoden oder chemische 

Reaktionsverfahren mit anschließender analytischer Charakterisierung) oder durch 

unspezifische Methoden wie Gravimetrie bestimmt werden. Die gravimetrische 

Methode ist lediglich für Aerosole mit nur einem Bestandteil in Pulverform oder 

Aerosole von Flüssigkeiten mit geringer Flüchtigkeit akzeptabel und sollte sich auf 

geeignete, vor der Studie zu erstellende und für die Prüfsubstanz spezifische 

Beschreibungen stützen. Die Konzentration von Aerosolen mit mehreren Bestandteilen 

in Pulverform kann ebenfalls gravimetrisch bestimmt werden. Hierzu muss jedoch mit 

Analysedaten belegt werden, dass die Schwebstoffe eine ähnliche Zusammensetzung 

haben wie das Ausgangsmaterial. Liegen diese Angaben nicht vor, muss die 

Prüfsubstanz (im Idealfall im Schwebezustand) möglicherweise im Verlauf der Studie in 

regelmäßigen Abständen neu analysiert werden. Bei aerosolisierten Agenzien, die 

verdunsten oder sublimieren können, sollte gezeigt werden, dass alle Phasen von der 

gewählten Methode erfasst wurden. Im Prüfbericht sollten die Zielkonzentration sowie 

die nominale und die tatsächliche Konzentration angegeben werden, aber nur die 

tatsächlichen Konzentrationen werden für statistische Analysen zur Berechnung letaler 

Konzentrationswerte verwendet. 

22. Es sollte möglichst eine Partie der Prüfsubstanz verwendet werden; die Probe sollte 

unter Bedingungen aufbewahrt werden, die ihre Reinheit, Homogenität und Stabilität 

gewährleisten. Die Prüfsubstanz sollte vor Beginn der Studie mit Angaben zur Reinheit 

und, falls technisch machbar, zur Identität sowie zu den Mengen identifizierter 

Schadstoffe und Verunreinigungen beschrieben werden. Hierzu können unter anderem 

die folgenden Daten verwendet werden: Retentionszeit und relative Peakfläche, durch 

Massenspektrometrie oder Gaschromatographie bestimmtes Molekulargewicht oder 

andere Werte. Das Prüflabor ist zwar nicht für die Identität der Probe verantwortlich, 

doch es kann ratsam sein, dass es die Beschreibung des Auftraggebers zumindest in 

gewissen Grenzen (z. B. Farbe, physikalische Beschaffenheit usw.) überprüft. 

23. Die Expositionsatmosphäre ist so konstant wie möglich zu halten und je nach 

Analysemethode kontinuierlich und/oder intermittierend zu überwachen. Bei der 

intermittierenden Probenahme sollten in einer vierstündigen Studie mindestens zweimal 

Proben der Atmosphäre in der Kammer genommen werden. Ist dies wegen begrenzter 

Luftdurchflussraten oder niedriger Konzentrationen nicht möglich, kann während der 

gesamten Expositionszeit eine einzige Probe genommen werden. Weichen die einzelnen 
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Proben stark voneinander ab, sollten bei den nächsten geprüften Konzentrationen vier 

Proben je Exposition gezogen werden. Die einzelnen Proben der Konzentration in der 

Kammer sollten bei Gasen und Dämpfen nicht mehr als ± 10 % und bei Flüssig- oder 

Feststoffaerosolen nicht mehr als ± 20 % von der mittleren Kammerkonzentration 

abweichen. Die Zeit bis zum Erreichen eines Gleichgewichts in der Kammer (t95) ist zu 

berechnen und zu dokumentieren. Die Expositionsdauer erstreckt sich über den 

Zeitraum, in dem die Prüfsubstanz erzeugt wird; dazu gehört die zur Erreichung von t95 

erforderliche Zeit. GD 39 (2) enthält Hinweise zur Einschätzung von t95. 

24. Bei sehr komplexen Mischungen aus Gasen/Dämpfen und Aerosolen (z. B. 

Verbrennungsatmosphären und Prüfsubstanzen, die aus hierzu bestimmten 

Endverbraucherprodukten/-geräten gesprüht werden), kann sich jede Phase in einer 

Inhalationskammer anders verhalten, so dass mindestens eine Indikatorsubstanz 

(Analyt), normalerweise der wichtigste Wirkstoff in der Mischung, von jeder Phase 

(Gas/Dampf und Aerosol) ausgewählt werden sollte. Wenn die Prüfsubstanz eine 

Mischung ist, sollte die Analysekonzentration für die Mischung und nicht nur für den 

Wirkstoff oder den Bestandteil (Analyt) dokumentiert werden. Weitere Informationen 

zu tatsächlichen Konzentrationen sind in GD 39 (2) zu finden. 

Prüfsubstanz: Partikelgrößenverteilung 

25. Die Partikelgrößenverteilung von Aerosolen sollte während jeder 4-stündigen 

Exposition mindestens zweimal mit einem Kaskaden-Impaktor oder einem anderen 

Messgerät wie einem APS bestimmt werden. Kann nachgewiesen werden, dass die mit 

einem Kaskaden-Impaktor und einem alternativen Messgerät erzielten Ergebnisse 

gleichwertig sind, so kann das alternative Instrument während der gesamten Studie 

verwendet werden. Parallel zum Hauptinstrument ist ein zweites Gerät wie ein 

Gravimetriefilter oder eine Gaswaschflasche zu verwenden, um den Abscheidegrad des 

Hauptinstruments zu bestätigen. Die durch die Partikelgrößenanalyse bestimmte 

Massenkonzentration sollte innerhalb vertretbarer Grenzen um die durch die 

Filteranalyse bestimmte Massenkonzentration liegen [siehe DG 39 (2)]. Wenn die 

Gleichwertigkeit zu Beginn der Studie nachgewiesen werden kann, kann auf weitere 

bestätigende Messungen verzichtet werden. Aus Tierschutzgründen sollten 

Vorkehrungen getroffen werden, um unklare Daten zu minimieren, die dazu führen 

könnten, dass eine Exposition wiederholt werden muss. Wenn die Möglichkeit besteht, 

dass Dampfkondensation zur Bildung eines Aerosols führen kann, oder wenn in einer 

Dampfatmosphäre mit dem Potenzial für gemischte Phasen Partikel nachgewiesen 

werden, sollte eine Partikelgrößenbestimmung für Dämpfe vorgenommen werden (siehe 

Nummer 15). 

VERFAHREN  

26. Nachstehend werden zwei Prüfungsarten beschrieben: das traditionelle Protokoll und 

das c-x-t-Protokoll. Beide Protokolle können eine Vorstudie, eine Hauptstudie und/oder 

einen Limit-Test (traditionelles Protokoll) bzw. eine Prüfung bei einer 

Grenzkonzentration (c x t) umfassen. Wenn bekannt ist, dass ein Geschlecht 

empfindlicher reagiert, kann der Studienleiter entscheiden, diese Prüfungen nur unter 

Verwendung dieses Geschlechts durchzuführen. Wenn f¿r eine ĂNose-onlyò-Exposition 

andere Nagetierarten als Ratten verwendet werden, kann die maximale Expositionsdauer 
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angepasst werden, um artenspezifisches Leiden zu minimieren. Damit möglichst wenig 

Tiere verwendet werden, sollten vor Beginn der Prüfung alle verfügbaren Daten 

ausgewertet werden. Mit Ergebnissen der Methode gemäß Kapitel B.52 dieses Anhangs 

(4) kann möglicherweise die Notwendigkeit einer Vorstudie ausgeräumt und gezeigt 

werden, ob ein Geschlecht empfindlicher reagiert als das andere [siehe GD 39 (2)]. 

TRADITIONELLES PROTO KOLL  

Allgemeine Überlegungen: traditionelles Protokoll 

27. In einer traditionellen Studie werden Gruppen von Tieren einer Prüfsubstanz für einen 

festgelegten Zeitraum (im Allgemeinen 4 Stunden) entweder in einer ĂNose-onlyò- oder 

einer Ganzkörperexpositionskammer ausgesetzt. Die Tiere werden entweder einer 

Grenzkonzentration (Limit-Test) oder schrittweise mindestens drei Konzentrationen 

(Hauptstudie) ausgesetzt. Wenn nicht bereits Informationen über die Prüfsubstanz 

vorliegen, wie z. B. aus einer zuvor durchgeführten Prüfung nach Kapitel B.52, kann 

vor der Hauptstudie eine Vorstudie durchgeführt werden [siehe GD 39 (2)]. 

Vorstudie: traditionelles Protokoll  

28. Eine Vorstudie dient dazu, die Wirkstärke der Prüfsubstanz einzuschätzen, 

geschlechtsspezifische Unterschiede bei der Empfindlichkeit festzustellen und die 

Festlegung der Expositionskonzentrationen für die Hauptstudie oder den Limit-Test zu 

erleichtern. Die Auswahl der Konzentrationen für die Vorstudie sollte sich auf alle 

verfügbaren Informationen, einschließlich verfügbarer (Q)SAR-Daten und Daten für 

ähnliche Chemikalien stützen. Jeder Konzentration der Prüfsubstanz sollten höchstens 

drei männliche und drei weibliche Tiere ausgesetzt werden (drei Tiere je Geschlecht 

können erforderlich sein, um einen geschlechtsspezifischen Unterschied festzustellen). 

Es ist möglich, dass in einer Vorstudie nur eine einzige Konzentration geprüft wird, 

erforderlichenfalls können aber auch mehr Konzentrationen geprüft werden. In einer 

Vorstudie sollten nicht so viele Tiere und Konzentrationen untersucht werden, dass sie 

quasi einer Hauptstudie gleichkommt. Statt einer Vorstudie kann auf die Ergebnisse 

einer zuvor durchgeführten Prüfung gemäß Kapitel B.52 (4) zurückgegriffen werden 

[siehe GD 39 (2)]. 

Limit -Test: traditionelles Protokoll 

29. Ein Limit-Test wird verwendet, wenn bekannt oder zu erwarten ist, dass die 

Prüfsubstanz praktisch nicht toxisch ist, d. h. nur über der regulatorisch festgelegten 

Grenzkonzentration eine toxische Wirkung hervorruft. Beim Limit-Test wird eine 

einzige Gruppe von drei männlichen und drei weiblichen Tieren der Prüfsubstanz bei 

einer Grenzkonzentration ausgesetzt. Informationen über die Toxizität der Prüfsubstanz 

können aus Kenntnissen über ähnliche geprüfte Stoffe gewonnen werden, wobei Art und 

prozentualer Anteil der Komponenten zu berücksichtigen sind, deren toxikologische 

Relevanz bekannt ist. In den Fällen, in denen nur wenige oder keine Informationen über 

die Toxizität der Prüfsubstanz vorliegen oder in denen von einer Toxizität der 

Prüfsubstanz ausgegangen wird, sollte der Haupttest durchgeführt werden. 

30. Die Wahl der Grenzkonzentrationen hängt im Allgemeinen von den 
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Regulierungsanforderungen ab. Wird die Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 zugrunde 

gelegt, so betragen die Grenzkonzentrationen für Gase, Dämpfe und Aerosole 

20 000 ppm, 20 mg/l bzw. 5 mg/l (oder die höchste erreichbare Konzentration) (3). Bei 

bestimmten Prüfsubstanzen, insbesondere bei Dämpfen und Aerosolen, kann es 

technisch schwierig sein, Grenzkonzentrationen zu erzeugen. Bei der Prüfung von 

Aerosolen sollte das Hauptziel darin bestehen, eine lungengängige Partikelgröße (d. h. 

ein MMAD von 1-4 µm) zu erreichen. Dies ist bei den meisten Prüfsubstanzen bei einer 

Konzentration von 2 mg/l der Fall. Aerosole sollten nur dann bei mehr als 2 mg/l 

geprüft werden, wenn eine lungengängige Partikelgröße erreicht werden kann [siehe 

DG 39 (2)]. Die Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 rät aus Tierschutzgründen von der 

Prüfung über einer Grenzkonzentration ab (3). Die Grenzkonzentration sollte nur in 

Betracht gezogen werden, wenn eine hohe Wahrscheinlichkeit besteht, dass die 

Ergebnisse einer solchen Prüfung von unmittelbarer Relevanz für den Schutz der 

menschlichen Gesundheit sind (3); dies ist im Prüfbericht zu begründen. Bei potenziell 

explosiven Prüfsubstanzen ist darauf zu achten, dass keine explosionsfördernden 

Bedingungen geschaffen werden. Um eine unnötige Verwendung von Versuchstieren zu 

vermeiden und sicherzustellen, dass die Kammerbedingungen für einen Limit-Test 

erreicht werden können, sollte vor dem Limit-Test ein Probedurchlauf ohne Tiere 

vorgenommen werden. 

31. Werden bei der Grenzkonzentration Mortalität oder Siechtum beobachtet, können die 

Ergebnisse der Prüfung bei dieser Konzentration als Vorstudie für weitere Prüfungen 

bei anderen Konzentrationen dienen (siehe Hauptstudie). Wenn eine Grenzkonzentration 

wegen der physikalischen oder chemischen Eigenschaften einer Prüfsubstanz nicht 

erreicht werden kann, sollte die höchste erreichbare Konzentration geprüft werden. 

Wenn bei der höchsten erreichbaren Konzentration eine Letalität von weniger als 50 % 

auftritt, sind keine weiteren Prüfungen erforderlich. Konnte die Grenzkonzentration 

nicht erreicht werden, sollte der Prüfbericht eine Erklärung und entsprechende Daten 

enthalten. Wenn die höchste erreichbare Konzentration eines Dampfs keine Toxizität 

hervorruft, muss die Prüfsubstanz möglicherweise als Flüssigkeitsaerosol angewendet 

werden. 

Hauptstudie: traditionelles Protokoll 

32. Eine Hauptstudie wird normalerweise mit fünf männlichen und fünf weiblichen Tieren 

(oder, falls bekannt, fünf Tieren des empfindlicheren Geschlechts) je 

Konzentrationsstufe mit mindestens drei Konzentrationsstufen durchgeführt. Für eine 

robuste statistische Analyse sollten ausreichend hohe Konzentrationsstufen verwendet 

werden. Der Zeitabstand zwischen den einzelnen Expositionsgruppen richtet sich nach 

Einsetzen, Dauer und Schweregrad der toxischen Zeichen. Die Tiere sollten erst dann 

der nächsten Konzentrationsstufe ausgesetzt werden, wenn mit angemessener 

Gewissheit vom Überleben der zuvor getesteten Tiere ausgegangen werden kann. Dies 

gibt dem Studienleiter die Möglichkeit, die Zielkonzentration für die nächste 

Expositionsgruppe anzupassen. Wegen der Abhängigkeit von hochentwickelter 

Technologie ist dies in Inhalationsstudien nicht immer praktikabel. Deshalb sollte die 

Exposition von Tieren gegen die nächste Konzentrationsstufe auf Erfahrungswerten und 

wissenschaftlichem Sachverstand beruhen. Bei der Prüfung von Mischungen ist das 

GD 39 (2) zu konsultieren. 
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KONZENTRATION -x-ZEIT -PROTOKOLL (C x T) 

Allgemeine Überlegungen: c-x-t-Protokoll  

33. Bei der Bewertung der Inhalationstoxizität kann als Alternative zu einem traditionellen 

Protokoll eine schrittweise c-x-t-Studie in Betracht gezogen werden (12) (13) (14). Bei 

dieser Methode werden die Tiere der Prüfsubstanz in unterschiedlichen 

Konzentrationsstufen und für unterschiedliche Zeiträume ausgesetzt. Für alle Prüfungen 

werden ĂNose-onlyò-Kammern verwendet (Ganzkörperkammern sind bei diesem 

Protokoll nicht praktikabel). Ein Fließdiagramm in Anlage 1 veranschaulicht dieses 

Protokoll. Eine Simulationsanalyse hat gezeigt, dass sowohl das traditionelle Protokoll 

und als auch das c-x-t-Protokoll robuste LC50-Werte ergeben können, aber das c-x-t-

Protokoll bei robusten LC01- und LC10-Werten im Allgemeinen überlegen ist (15). 

34. Einer Simulationsanalyse zufolge ist die Verwendung von zwei Tieren je c-x-t-Intervall 

(ein Tier je Geschlecht bei Verwendung beider Geschlechter oder zwei Tiere des 

empfindlicheren Geschlechts) im Allgemeinen ausreichend, wenn in einer Hauptstudie 

4 Konzentrationen und 5 Expositionszeiträume geprüft werden. Unter bestimmten 

Umständen kann der Studienleiter beschließen, je zwei Ratten beider Geschlechter je c-

x-t-Intervall zu verwenden (15). Die Verwendung von zwei Tieren je Geschlecht je 

Konzentration und Zeitpunkt kann Verzerrungen und Schwankungen der Schätzungen 

verringern, die Quote der zutreffenden Schätzungen erhöhen und die Abdeckung des 

Konfidenzintervalls verbessern. Wenn die Daten jedoch keine ausreichende Annäherung 

für eine Schätzung erlauben (bei Verwendung von je einem Tier beider Geschlechter 

oder von zwei Tieren des empfindlicheren Geschlechts), kann auch eine fünfte 

Expositionskonzentration ausreichen. Das GD 39 (2) enthält weitere Hinweise zur Zahl 

der Tiere und zu den Konzentrationen, die in einer c-x-t-Studie zu verwenden sind. 

Vorstudie: c-x-t-Protokoll  

35. Eine Vorstudie dient dazu, die Wirkstärke der Prüfsubstanz einzuschätzen und die 

Festlegung der Expositionskonzentrationen für die Hauptstudie zu erleichtern. Um eine 

geeignete Ausgangskonzentration für die Hauptstudie festzulegen und möglichst wenig 

Tiere zu verwenden, kann eine Vorstudie mit bis zu drei 

Tieren/Geschlecht/Konzentration [Einzelheiten siehe Anlage III von GD 39 (2)] 

erforderlich sein. Zur Feststellung eines geschlechtsspezifischen Unterschieds müssen 

gegebenenfalls drei Tiere je Geschlecht verwendet werden. Diese Tiere sind für einen 

einzigen Zeitraum, im Allgemeinen 240 Minuten, zu exponieren. Die Erzeugung 

geeigneter Prüfatmosphären ist in technischen Vorversuchen ohne Tiere zu erproben. 

Wenn Mortalitätsdaten aus einer Studie nach B.52 (4) vorliegen, braucht normalerweise 

keine Vorstudie durchgeführt zu werden. Bei der Festlegung der anfänglichen 

Zielkonzentration einer Studie nach B.2 sollte der Studienleiter die in allen verfügbaren 

B.52-Studien (4) beobachteten Mortalitätsmuster für beide Geschlechter und für alle 

geprüften Konzentrationen berücksichtigen [siehe GD 39 (2)]. 

Ausgangskonzentration: c-x-t-Protokoll  

36. Die Ausgangskonzentration (Exposition I) (Anlage 1) ist entweder eine 

Grenzkonzentration oder eine vom Studienleiter auf Basis der Vorstudie gewählte 
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Konzentration. Gruppen von je einem Tier beider Geschlechter werden dieser 

Konzentration für unterschiedliche Zeiträume ausgesetzt (z. B. 15, 30, 60, 120 oder 240 

Minuten), so dass insgesamt 10 Tiere verwendet werden (Exposition I) (Anlage 1). 

37. Die Wahl der Grenzkonzentrationen hängt im Allgemeinen von den 

Regulierungsanforderungen ab. Wird die Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 zugrunde 

gelegt, so betragen die Grenzkonzentrationen für Gase, Dämpfe und Aerosole 

20 000 ppm, 20 mg/l bzw. 5 mg/l (oder die höchste erreichbare Konzentration) (3). Bei 

bestimmten Prüfsubstanzen, insbesondere bei Dämpfen und Aerosolen, kann es 

technisch schwierig sein, Grenzkonzentrationen zu erzeugen. Bei der Prüfung von 

Aerosolen sollte eine lungengängige Partikelgröße (d. h. ein MMAD von 1-4 µm) bei 

einer Grenzkonzentration von 2 mg/l erreicht werden. Dies ist bei den meisten 

Prüfsubstanzen möglich. Aerosole sollten nur dann bei mehr als 2 mg/l geprüft werden, 

wenn eine lungengängige Partikelgröße erreicht werden kann [siehe DG 39 (2)]. Die 

Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 rät aus Tierschutzgründen von der Prüfung über einer 

Grenzkonzentration ab (3). Prüfungen über der Grenzkonzentration sollten nur in 

Betracht gezogen werden, wenn eine hohe Wahrscheinlichkeit besteht, dass die 

Ergebnisse einer solchen Prüfung von unmittelbarer Relevanz für den Schutz der 

menschlichen Gesundheit sind (3); dies ist im Prüfbericht zu begründen. Bei potenziell 

explosiven Prüfsubstanzen ist darauf zu achten, dass keine explosionsfördernden 

Bedingungen geschaffen werden. Vor der Prüfung bei der Ausgangskonzentration sollte 

ein Probedurchlauf ohne Tiere vorgenommen werden, um eine unnötige Verwendung 

von Versuchstieren zu vermeiden und sicherzustellen, dass die Kammerbedingungen für 

diese Konzentration erreicht werden können. 

38. Werden bei der Ausgangskonzentration Mortalität oder Siechtum beobachtet, können 

die Ergebnisse dieser Konzentration als Ausgangspunkt für weitere Prüfungen bei 

anderen Konzentrationen dienen (siehe Hauptstudie). Wenn eine Grenzkonzentration 

wegen der physikalischen oder chemischen Eigenschaften einer Prüfsubstanz nicht 

erreicht werden kann, sollte die höchste erreichbare Konzentration geprüft werden. 

Wenn bei der höchsten erreichbaren Konzentration eine Letalität von weniger als 50 % 

auftritt, sind keine weiteren Prüfungen erforderlich. Konnte die Grenzkonzentration 

nicht erreicht werden, sollte der Prüfbericht eine Erklärung und entsprechende Daten 

enthalten. Wenn die höchste erreichbare Konzentration eines Dampfs keine Toxizität 

hervorruft, muss die Prüfsubstanz möglicherweise als Flüssigkeitsaerosol angewendet 

werden. 

Hauptstudie: c-x-t-Protokoll 

39. Die in der Hauptstudie geprüfte Ausgangskonzentration (Exposition I) (Anlage 1) ist 

entweder eine Grenzkonzentration oder eine vom Studienleiter auf Basis der Vorstudie 

gewählte Konzentration. Wenn während oder nach der Exposition I Mortalität 

beobachtet wurde, gilt die Mindestexposition (c x t), die zu Mortalität führt, als 

Anhaltspunkt für die Festlegung der Expositionskonzentration und -dauer für die 

Exposition II. Jede folgende Exposition hängt von der vorhergehenden Exposition ab 

(siehe Anlage 1). 

40. Bei vielen Prüfsubstanzen sind die bei der Ausgangskonzentration erzielten Ergebnisse 

zusammen mit drei zusätzlichen Expositionen mit einem kleineren Zeitraster (das ist der 

geometrische Abstand von Expositionsperioden, der angegeben wird durch den Faktor 
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zwischen aufeinanderfolgenden Perioden, im Allgemeinen ã2) ausreichend, um die c-x-

t-Mortalitätsbeziehung festzulegen (15), aber es kann hilfreich sein, eine fünfte 

Expositionskonzentration zu verwenden [siehe Anlage 1 und GD 39 (2)]. Anlage 1 

enthält Hinweise zur mathematischen Aufbereitung der Ergebnisse für das c-x-t-

Protokoll. 

BEOBACHTUNGEN  

41. Die Tiere sollten während der Exposition häufig auf klinische Zeichen beobachtet 

werden. Nach der Exposition sollten klinische Beobachtungen mindestens zweimal am 

Tag der Exposition oder, falls es aufgrund der Reaktion der Tiere auf die Behandlung 

angezeigt erscheint, häufiger und danach für einen Zeitraum von insgesamt 14 Tagen 

mindestens einmal täglich vorgenommen werden. Die Länge des 

Beobachtungszeitraums ist nicht festgelegt; sie sollte nach Art und Zeitpunkt des 

Einsetzens klinischer Zeichen und der Länge der Erholungsphase bestimmt werden. Der 

Zeitpunkt, zu dem die Toxizitätszeichen auftreten und wieder abklingen, ist von 

Bedeutung, insbesondere dann, wenn Anzeichen für ein verzögertes Auftreten von 

Toxizitätszeichen erkennbar sind. Sämtliche Beobachtungen werden systematisch in 

Einzelprotokollen dokumentiert, die für jedes Tier geführt werden. Tiere, bei denen ein 

moribunder Zustand festgestellt wird, sowie Tiere, die starke Schmerzen haben oder 

anhaltende Anzeichen von schwerem Leiden zeigen, sollten aus Tierschutzgründen auf 

humane Weise getötet werden. Bei den Untersuchungen auf klinische Toxizitätszeichen 

ist darauf zu achten, dass ein anfänglich schlechtes Aussehen und vorübergehende 

Atemveränderungen, die auf das Expositionsverfahren zurückzuführen sind, nicht mit 

einer durch die Prüfsubstanz bedingten Toxizität verwechselt werden, die eine 

vorzeitige Tötung der Tiere erfordern würde. Die im Guidance Document on Humane 

Endpoints (GD 19) zusammengefassten Prinzipien und Kriterien sind zu 

berücksichtigen (7). Wenn Tiere aus humanen Gründen getötet werden oder ihr Tod 

festgestellt wird, sollte der Todeszeitpunkt so genau wie möglich registriert werden. 

42. Bei den Beobachtungen ist auf Veränderungen von Haut, Fell, Augen und 

Schleimhäuten sowie Atmung, Kreislauf, autonomes und zentrales Nervensystem, 

Somatomotorik und Verhaltensmuster zu achten. Soweit möglich, ist auf 

Differenzierungen zwischen lokalen und systemischen Wirkungen zu achten. 

Besonderes Augenmerk ist auf Tremor, Konvulsionen, Salivation, Diarrhö, Lethargie, 

Schlaf und Koma zu richten. Die Messung der Rektaltemperatur kann zusätzliche 

Belege für mit der Behandlung oder Unterbringung zusammenhängende Reflex-

Bradypnoe oder Hypo-/Hyperthermie liefern. 

Körpergewicht 

43. Das Körpergewicht der einzelnen Tiere sollte einmal während der Eingewöhnungszeit, 

am Tag der Exposition vor der Exposition (Tag 0) und mindestens an den Tagen 1, 3 

und 7 (und danach wöchentlich) sowie zum Zeitpunkt des Todes oder der Tötung, falls 

später als Tag 1, dokumentiert werden. Das Körpergewicht gilt als kritischer Indikator 

für Toxizität; Tiere, die gegenüber ihrem Gewicht vor der Prüfung eine dauerhafte 

Abnahme um > 20 % aufweisen, sollten sorgfältig überwacht werden. Die überlebenden 

Tiere werden gewogen und am Ende der Post-Expositionsphase auf humane Weise 

getötet. 
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Pathologie 

44. Alle Versuchstiere (einschließlich der Tiere, die während des Tests sterben oder aus 

Tierschutzgründen getötet und aus der Studie genommen werden) sind auf 

makroskopische Veränderungen zu untersuchen. Kann die Nekropsie nicht unmittelbar 

nach Auffinden eines toten Tieres erfolgen, sollte der Körper auf eine Temperatur 

gekühlt (nicht eingefroren) werden, die tief genug ist, um die Autolyse zu minimieren. 

Die Nekropsie ist baldmöglichst, in der Regel innerhalb von einem oder zwei Tagen 

durchzuführen. Alle makroskopischen Veränderungen sollten für jedes Tier protokolliert 

werden, wobei besonders auf Veränderungen der Atemwege zu achten ist. 

45. Es kann in Betracht gezogen werden, von vorneherein zusätzliche Untersuchungen in 

die Studienauslegung aufzunehmen, die die Aussagekraft der Studie erhöhen, z. B. die 

Messung des Lungengewichts überlebender Ratten und/oder den Nachweis einer 

Reizwirkung durch mikroskopische Untersuchung der Atemwege. Untersucht werden 

können auch diejenigen Organe, die bei 24 Stunden oder länger überlebenden Tieren 

makroskopische Befunde aufweisen, sowie Organe, die bekanntermaßen oder 

vermutlich betroffen sind. Eine mikroskopische Untersuchung des gesamten Atemtrakts 

kann nützliche Informationen über Prüfsubstanzen liefern, die mit Wasser reagieren, 

z. B. Säuren und hygroskopische Prüfsubstanzen. 

DATEN UND BERICHTERS TATTUNG  

Daten 

46. Das Körpergewicht der einzelnen Tiere und Sektionsbefunde sollten angegeben werden. 

Die Daten der klinischen Beobachtung sollten in tabellarischer Form zusammengefasst 

werden. Daraus müssen für jede Prüfgruppe die Anzahl der verwendeten Tiere, die 

Anzahl der Tiere mit spezifischen Toxizitätszeichen, die Anzahl der Tiere, die während 

der Prüfung tot aufgefunden oder vorzeitig getötet wurden, der Todeszeitpunkt der 

einzelnen Tiere, eine Beschreibung und der zeitliche Verlauf der toxischen Wirkungen 

und deren Reversibilität sowie die Sektionsbefunde ersichtlich sein. 

Prüfbericht  

47. Der Prüfbericht sollte, soweit zutreffend, die folgenden Informationen enthalten: 

Versuchstiere und Tierhaltung 

- Beschreibung der Haltungsbedingungen mit Angaben zu Anzahl (oder Veränderung 

der Anzahl) der Tiere je Käfig, Einstreu, Umgebungstemperatur und relativer 

Luftfeuchtigkeit, Photoperiode und Futter, 

- Art/Stamm und Begründung für die Verwendung einer anderen Art als der Ratte, 

- Anzahl, Alter und Geschlecht der Tiere, 

- Randomisierungsmethode, 

- Angaben über Futter- und Wasserqualität (einschließlich Art/Herkunft des Futters, 

Wasserquelle), 
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- Beschreibung etwaiger Vorbereitung vor der Prüfung, einschließlich Ernährung, 

Quarantäne und Behandlung von Krankheiten. 

Prüfsubstanz 

- physikalische Beschaffenheit, Reinheit und, wenn maßgeblich, physikalisch-

chemische Eigenschaften (einschließlich Isomerisierung), 

- Angaben zur Identifikation und CAS-Nummer (Chemical Abstract Services), falls 

bekannt. 

Vehikel 

- Begründung für die Verwendung eines Vehikels sowie für die Wahl des Vehikels 

(falls nicht Wasser), 

- historische oder parallel erzeugte Daten, die belegen, dass das Vehikel keinen 

Einfluss auf das Ergebnis der Studie hat. 

Inhalationskammer 

- Beschreibung der Inhalationskammer mit Angabe von Abmessungen und Volumen, 

- Herkunft und Beschreibung der für die Exposition der Tiere sowie für die Erzeugung 

der Atmosphäre verwendeten Ausrüstung, 

- Ausrüstung für die Messung von Temperatur, Luftfeuchtigkeit, Partikelgröße und 

tatsächlicher Konzentration, 

- Herkunft der Luft und Behandlung der eingeleiteten/entzogenen Luft sowie 

Klimatisierungssystem, 

- für die Kalibrierung der Ausrüstung verwendete Methoden, um eine homogene 

Prüfatmosphäre sicherzustellen, 

- Druckunterschied (positiv oder negativ), 

- Expositions-¥ffnungen je Kammer (ĂNose-onlyñ-Exposition); Anordnung der Tiere 

im System (Ganzkörperexposition), 

- zeitliche Homogenität/Stabilität der Prüfatmosphäre, 

- Lage von Temperatur- und Feuchtigkeitssensoren und Ort der Probenahme der 

Prüfatmosphäre in der Kammer, 

- Luftdurchflussraten, Luftdurchflussrate/Expositions-¥ffnung (ĂNose-onlyñ-

Exposition) oder Anzahl der Tiere je Kammer (Ganzkörperexposition), 

- Angaben zur Ausrüstung für die Messung des Sauerstoff- und Kohlendioxidgehalts, 

falls zutreffend, 

- bis zum Erreichen des Gleichgewichts in der Inhalationskammer benötigte Zeit (t95), 

- Zahl der Volumenänderungen pro Stunde, 

- Messgeräte (falls zutreffend). 

Expositionsdaten 

- Begründung für die Wahl der Zielkonzentration in der Hauptstudie, 
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- nominale Konzentrationen (Gesamtmasse der in die Inhalationskammer eingeleiteten 

Prüfsubstanz dividiert durch das Volumen der durch die Kammer geleiteten Luft), 

- im Atembereich der Tiere ermittelte tatsächliche Konzentrationen der Prüfsubstanz; 

bei Gemischen mit heterogenen physikalischen Formen (Gase, Dämpfe, Aerosole) 

kann jede Form getrennt analysiert werden, 

- alle Luftkonzentrationen sollten in Masseneinheiten angegeben werden (z. B. mg/l, 

mg/m
3
 usw.), Volumeneinheiten können in Klammern ebenfalls angegeben werden 

(z. B. ppm, ppb usw.), 

- Partikelgrößenverteilung, mittlerer aerodynamischer Massendurchmesser (MMAD) 

und geometrische Standardabweichung (ůg), einschlieÇlich der 

Berechnungsmethoden. Einzelne Partikelgrößenanalysen sind zu protokollieren. 

Prüfbedingungen 

- Angaben zur Vorbereitung der Prüfsubstanz, einschließlich Angaben zu den 

Verfahren zur Reduzierung der Partikelgröße von Feststoffen oder zur Herstellung 

von Lösungen der Prüfsubstanz. Wenn die Zusammensetzung der Prüfsubstanz durch 

mechanische Prozesse verändert worden sein kann, sind die Ergebnisse der Analysen 

zur Überprüfung der Zusammensetzung der Prüfsubstanz beizufügen, 

- eine Beschreibung (möglichst mit Diagramm) der Ausrüstung, die zur Erzeugung der 

Prüfatmosphäre und zur Exposition der Tiere gegen die Prüfatmosphäre verwendet 

wurde, 

- Angaben zur verwendeten chemischen Analysemethode und zur Validierung der 

Methode (einschließlich der Effizienz der Wiederfindung der Prüfsubstanz im 

Medium), 

- Begründung für die Wahl der Prüfkonzentrationen. 

Ergebnisse 

- tabellarische Darstellung von Temperatur, Luftfeuchtigkeit und Luftstrom in der 

Kammer, 

- tabellarische Darstellung von Daten zur nominalen und tatsächlichen Konzentration in 

der Kammer, 

- tabellarische Darstellung der Partikelgrößendaten einschließlich Daten zur 

analytischen Probenahme, Partikelgrößenverteilung und Berechnung des MMAD und 

der ůg, 

- tabellarische Darstellung der erhobenen Daten und der Konzentration für jedes 

einzelne Tier (d. h. Tiere, die Anzeichen für Toxizität zeigen, einschließlich 

Mortalität sowie Art, Schweregrad, Zeitpunkt des Einsetzens und Dauer der 

Wirkungen), 

- während der Prüfung erfasstes Körpergewicht der einzelnen Tiere, Datum und 

Zeitpunkt des Todes, falls vor geplanter Tötung; zeitlicher Verlauf des Einsetzens von 

Toxizitätsanzeichen sowie Angabe, ob diese reversibel waren, für jedes einzelne Tier, 

- Sektionsbefunde und histopathologische Ergebnisse für jedes einzelne Tier, falls 

vorhanden, 
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- Letalitätsschätzungen (z. B. LC50, LD01), einschließlich Konfidenzintervalle von 

95 %, und Steigung (falls von der Bewertungsmethode vorgesehen), 

- statistische Beziehung, einschließlich Schätzung des Exponenten n (c-x-t-Protokoll). 

Die verwendete Statistiksoftware ist anzugeben. 

Diskussion und Auswertung der Ergebnisse 

- Besondere Aufmerksamkeit sollte der Beschreibung der Methoden gelten, die 

verwendet wurden, um die Kriterien dieser Prüfmethode zu erfüllen, z. B. die 

Grenzkonzentration oder die Partikelgröße. 

- Die Lungengängigkeit von Partikeln vor dem Hintergrund der Gesamtbefunde sollte 

behandelt werden, insbesondere, wenn die Partikelgrößenkriterien nicht erfüllt werden 

konnten. 

- Falls Tiere, die unter Schmerzen litten oder Zeichen für schweres und anhaltendes 

Leiden aufwiesen, auf humane Weise getötet werden mussten, ist eine Erklärung auf 

der Grundlage der Kriterien im OECD Guidance Document on Humane Endpoints (8) 

zu geben. 

- Wenn eine Prüfung nach Kapitel B.52 dieses Anhang (4) zugunsten dieser 

Prüfmethode B.2 abgebrochen wurde, ist dies zu begründen. 

- Die Kohärenz der Methoden zur Bestimmung der nominalen und der tatsächlichen 

Konzentration sowie die Beziehung der tatsächlichen Konzentration zur nominalen 

Konzentration sind in die Gesamtbewertung der Studie aufzunehmen. 

- Die wahrscheinliche Todesursache und die vorherrschende Wirkungsweise 

(systemisch oder lokal) sollten behandelt werden. 
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DEFINITION  

 

Prüfsubstanz: jeder Stoff oder jedes Gemisch, der/das mit dieser Prüfmethode getestet wird. 
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Anlage 1 

c-x-t-PROTOKOLL  

1. Bei der Bewertung der Inhalationstoxizität kann als Alternative zu einem traditionellen 

Protokoll eine schrittweise Konzentrations-x-Zeit-Studie (C x T) in Betracht gezogen 

werden (12) (13) (14). Sie sollte vorzugsweise dann angewendet werden, wenn wegen 

einer spezifischen Regelung oder aus wissenschaftlicher Notwendigkeit eine Prüfung 

von Tieren über unterschiedliche Zeiträume erforderlich ist, z. B. für Zwecke der 

Notfallplanung oder für die Flächennutzungsplanung. Diese Methode beginnt 

normalerweise mit der Prüfung der Prüfsubstanz in einer Grenzkonzentration 

(Exposition I), bei der die Tiere der Prüfsubstanz für fünf Zeiträume ausgesetzt werden 

(z. B. 15, 30, 60, 120 und 240 Minuten), so dass innerhalb einer Exposition Ergebnisse 

für mehrere Zeiträume erzielt werden (siehe Abbildung 1). Wird die Verordnung (EG) 

Nr. 1272/2008 zugrunde gelegt, so betragen die Grenzkonzentrationen für Gase, 

Dämpfe und Aerosole 20 000 ppm, 20 mg/l bzw. 5 mg/l. Diese Werte dürfen nur 

überschritten werden, wenn eine regulatorische oder wissenschaftliche Notwendigkeit 

für die Prüfung mit diesen höheren Werten besteht (siehe Nummer 37 im Haupttext von 

Kapitel B.2). 

2. Liegen nur wenig oder keine Informationen über die Toxizität einer Prüfsubstanz vor, 

sollte eine Vorstudie durchgeführt werden, bei der Gruppen von höchstens drei Tieren 

beider Geschlechter den vom Studienleiter festgelegten Zielkonzentrationen im 

Allgemeinen für 240 Minuten ausgesetzt werden. 

3. Wenn bei der Exposition I eine Grenzkonzentration geprüft wird und die Mortalität bei 

unter 50 % liegt, sind keine weiteren Prüfungen erforderlich. Besteht eine regulatorische 

oder wissenschaftliche Notwendigkeit zur Festlegung der Konzentrations-/Zeit-

/Wirkungs-Beziehung bei höheren Werten als der angegebenen Grenzkonzentration, 

sollte die nächste Exposition auf einem höheren Niveau, z. B. dem Doppelten der 

Grenzkonzentration, durchgeführt werden (d. h. 2L in Abbildung 1). 

4. Wenn bei der Grenzkonzentration Toxizität beobachtet wird, sind zusätzliche Prüfungen 

(Hauptstudie) erforderlich. Diese zusätzlichen Expositionen werden entweder bei 

niedrigeren Konzentrationen (in Abbildung 1: Expositionen II, III oder IVô) oder bei 

höheren Konzentrationen von kürzerer Dauer (in Abbildung 1: Exposition IV) 

durchgeführt, wobei angepasste Zeiträume mit geringerem Abstand verwendet werden. 

5. Die Prüfung (Ausgangskonzentration und zusätzliche Konzentrationen) wird mit je 

einem Tier beider Geschlechter je Konzentration/Zeitpunkt oder zwei Tieren des 

empfindlicheren Geschlechts je Konzentration/Zeitpunkt durchgeführt. Unter 

bestimmten Umständen kann der Studienleiter entscheiden, je zwei Ratten beider 

Geschlechter je Konzentration/Zeitpunkt (oder vier Tiere des empfindlicheren 

Geschlechts je Konzentration/Zeitpunkt) zu verwenden (15). Die Verwendung von zwei 

Tieren je Geschlecht je Konzentration/Zeitpunkt verringert im Allgemeinen 

Verzerrungen und Schwankungen der Schätzungen, erhöht die Quote der zutreffenden 

Schätzungen und verbessert die Abdeckung des Konfidenzintervalls gegenüber dem hier 

beschriebenen Protokoll. GD 39 (2) enthält nähere Hinweise. 
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6. Im Idealfall wird jede Exposition innerhalb eines Tages durchgeführt. Bei dieser 

Vorgehensweise kann die nächste Exposition auf einen Zeitpunkt gelegt werden, an dem 

mit angemessener Gewissheit vom Überleben der Tiere ausgegangen werden kann. 

Außerdem kann der Studienleiter die Zielkonzentration und Dauer der nächsten 

Exposition anpassen. Es empfiehlt sich, jede Exposition mit der Gruppe zu beginnen, 

die am längsten exponiert sein wird, z. B. die 240-Minuten-Gruppe, gefolgt von der 

120-Minuten-Gruppe usw. Wenn beispielsweise Tiere in der 240-Minuten-Gruppe nach 

90 Minuten sterben oder deutliche Toxizitätszeichen aufweisen (wie extreme 

Veränderungen der Atmung, z. B. Atemnot), wäre es nicht sinnvoll, eine Gruppe für 

120 Minuten der Prüfsubstanz auszusetzen, da die Mortalität wahrscheinlich 100 % 

betragen würde. Der Studienleiter sollte dann für diese Konzentration eine kürzere 

Expositionsdauer festlegen (z. B. 90, 65, 45, 33 und 25 Minuten). 

7. Die Konzentration in der Kammer sollte häufig gemessen werden, um für jede 

Expositionsdauer die zeitgewichtete Durchschnittskonzentration zu bestimmen. Soweit 

möglich, sollte bei jedem Tier der Todeszeitpunkt (nicht die Expositionsdauer) für die 

statistische Analyse verwendet werden. 

8. Die Ergebnisse der ersten vier Expositionen sollten auf Datenlücken in der 

Konzentrations-Zeit-Kurve geprüft werden (siehe Abbildung 1). Wenn eine 

unzureichende Annäherung gegeben ist, kann eine zusätzliche Exposition (fünfte 

Konzentration) durchgeführt werden. Konzentration und Expositionsdauer der fünften 

Exposition sollten so gewählt werden, dass diese Lücke geschlossen wird. 

9. Die Konzentrations-Zeit-Wirkungsbeziehung wird durch statistische Analyse unter 

Einbeziehung aller Expositionen (einschließlich der Exposition I) berechnet (16). 

Soweit möglich, sollten für jedes c-x-t-Intervall die zeitgewichtete 

Durchschnittskonzentration und die Expositionsdauer bis zum Tod (falls der Tod 

während der Exposition eintritt) verwendet werden. 
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Abbildung 1:  Hypothetische Darstellung einer Konzentrations-Zeit-Mortalitäts-Beziehung 

bei Ratten 

Offene Symbole = überlebende Tiere; geschlossene Symbole = tote Tiere 

Dreiecke = Weibchen; Kreise = Männchen 

Durchgezogene Linie = LC50-Werte (Bereich 7,5-240 min) für männliche Tiere mit n=1 

Gestrichelte Linie = LC50-Werte (Bereich 7,5-240 min) für weibliche Tiere mit n=1 

Gestrichelt-gepunktete Linien = hypothetische LC50-Werte für männliche und weibliche Tiere, falls 

n = 2 war (12). 

Glossar 

Konzentration: 

Dauer der Exposition: 

 

 

10. Beispiel für das schrittweise Verfahren: 

 

Exposition I - Prüfung bei der Grenzkonzentration (siehe Abbildung 1) 

¶ 1 Tier/Geschlecht je Konzentration/Zeitpunkt; 10 Tiere insgesamt
a
 

¶ Zielkonzentration
b
 = Grenzkonzentration 

¶ Exposition von fünf Gruppen von Tieren bei dieser 

Zielkonzentration für eine Dauer von 15, 30, 60, 120 bzw. 240 

Minuten 

 

ƃ 

Exposition II
c
 ï Hauptstudie

 

¶ 1 Tier/Geschlecht je Konzentration/Zeitpunkt; 10 Tiere insgesamt 

¶ Exposition von fünf Gruppen von Tieren bei niedrigerer 

Konzentration
d
 (1/2L) mit etwas längerer Expositionsdauer 
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(Abstand Faktor ã2; siehe Abbildung 1). 

 

ƃ 

Exposition III ï Hauptstudie 

¶ 1 Tier/Geschlecht je Konzentration/Zeitpunkt; 10 Tiere insgesamt 

¶ Exposition von fünf Gruppen von Tieren bei niedrigerer 

Konzentration
d
 (1/4L) mit etwas längerer Expositionsdauer 

(Abstand Faktor ã2; siehe Abbildung 1). 

 

ƃ 

Exposition IVǋ ï Hauptstudie 

¶ 1 Tier/Geschlecht je Konzentration/Zeitpunkt; 10 Tiere insgesamt 

¶ Exposition von fünf Gruppen von Tieren bei niedrigerer 

Konzentration
d
 (1/8L) mit etwas längerer Expositionsdauer 

(Abstand Faktor ã2; siehe Abbildung 1). 

 

ƃ oder 

Exposition IV ï Hauptstudie 

¶ 1 Tier/Geschlecht je Konzentration/Zeitpunkt; 10 Tiere insgesamt 

¶ Exposition von fünf Gruppen von Tieren bei höherer 

Konzentration
e
 (2L) mit etwas kürzerer Expositionsdauer (Abstand 

Faktor ã2; siehe Abbildung 1). 

 

a 
Liegen keine Informationen über geschlechtsspezifische Empfindlichkeit vor, sind Ratten beider Geschlechter 

zu verwenden, d. h. 1 Tier/Geschlecht je Konzentration. Auf der Grundlage der vorhandenen Informationen, 

oder falls sich im Laufe der Exposition zeigt, dass ein Geschlecht empfindlicher ist, werden während der 

weiteren Prüfung auf jeder Konzentrationsstufe 10 Tiere des empfindlichen Geschlechts (2 Tiere je 

Konzentration/Zeitpunkt) verwendet. 

b
 Wird die Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 zugrunde gelegt, so betragen die Grenzkonzentrationen für Gase, 

Dämpfe und Aerosole 20 000 ppm, 20 mg/l bzw. 5 mg/l. Wenn mit Toxizität gerechnet wird oder die Ergebnisse 

der Vorstudie darauf hindeuten, sollten niedrigere Ausgangskonzentrationen gewählt werden. Bei 

regulatorischer oder wissenschaftlicher Notwendigkeit können höhere Konzentrationen verwendet werden. 

c 
Im Idealfall sollten die Tiere erst dann der nächsten Konzentrationsstufe ausgesetzt werden, wenn mit 

angemessener Gewissheit vom Überleben der zuvor getesteten Tiere ausgegangen werden kann. Dies gibt dem 

Studienleiter die Möglichkeit, Zielkonzentration und Dauer für die nächste Exposition anzupassen. 

d 
Die kleinste Dosis (Konzentration x Zeit), die während der Prüfung bei der Ausgangskonzentration 

(Exposition I) zu einem Todesfall geführt hat, dient als Anhaltspunkt für die Festlegung der nächsten 

Kombination von Konzentration und Expositionsdauer. Normalerweise wird die Konzentration halbiert (1/2L), 

und die Tiere werden für eine neue, feiner unterteilte Zeitspanne exponiert, wobei die Expositionszeiten eine 

geometrische Folge mit dem Faktor 1,4 (ã2, siehe Literaturangabe 11) bilden, in deren Mitte diejenige Zeitdauer 

liegt, die der kleinsten letalen Dosisstufe (Zeit x Konzentration) entspricht, die bei der ersten Exposition 

beobachtet wurde. In dieser Abbildung 1 wurde bei der Exposition I nach 15 Minuten der erste Todesfall 

beobachtet. Die Zeiträume der Exposition II liegen daher um 30 Minuten und betragen 15, 21, 30, 42 und 60 

Minuten. Es wird dringend empfohlen, die Daten nach den ersten beiden Expositionen wie in der obigen 

Abbildung grafisch darzustellen und zu prüfen, ob die Beziehung zwischen Konzentration und Zeit einen 

Winkel von 45° (n=1) aufweist oder ob die Konzentrations-Zeit-Wirkungsbeziehung weniger steil (z. B. n=2) 
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oder steiler (z. B. n=0,8) ist. In den letztgenannten Fällen wird dringend empfohlen, die nächsten 

Konzentrationen und Expositionszeiträume entsprechend anzupassen. 

e 
In bestimmten Fällen muss möglicherweise die Konzentration erhöht (2L) und eine neue, noch feiner 

unterteilte Zeitspanne festgelegt werden, wobei die Expositionszeiten eine geometrische Folge mit dem Faktor 

1,4 (ã2) bilden, in deren Mitte diejenige Zeitdauer liegt, die der kleinsten letalen Dosis entspricht, die bei der 

ersten Exposition beobachtet wurde. Die Mindestexpositionsdauer sollte möglichst mehr als 5 Minuten 

betragen; die Höchstexpositionsdauer sollte 8 Stunden nicht überschreiten. 

Mathematische Aufbereitung der Ergebnisse für das c-x-t-Protokoll  

11. Ein c-x-t-Verfahren mit 4 oder 5 Expositionskonzentrationen und fünf 

Expositionszeiträumen ergibt 20 bzw. 25 Datenpunkte. Anhand dieser Datenpunkte 

kann die c-x-t-Beziehung durch statistische Analyse berechnet werden (16): 

 

   tln
2

bCln
1

b
0

b(P)Probit ++=
                      Gleichung 1

 

dabei ist: C = Konzentration; t = Expositionsdauer oder 

        t)
n

f(CResponse=                                      Gleichung 2 

dabei ist: n = b1 / b2. 

Mit der Gleichung 1 kann der LC50-Wert für einen bestimmten Zeitraum (z. B. 4 Stunden, 

1 Stunde, 30 Minuten oder jeden Zeitraum innerhalb des geprüften Zeitbereichs) unter 

Verwendung von P = 5 (50 % Response) berechnet werden. Die Habersche Regel gilt nur, 

wenn n=1. Der LC01-Wert kann unter Verwendung von P = 2,67 berechnet werden.ò 
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4. Die Kapitel B.7 und B.8 erhalten folgende Fassung: 

 

ĂB.7. 28-TAGE-TOXIZITÄTSSTUDIE MIT WIEDERHOLTER ORALER 

VERABREICHUNG AN NAGETIEREN  

EINLEITUNG  

1. Diese Prüfmethode entspricht der OECD-Prüfrichtlinie 407 (2008). Die ursprüngliche 

Prüfrichtlinie 407 wurde 1981 angenommen. 1995 wurde eine überarbeitete Fassung 

angenommen mit dem Ziel, insbesondere in Bezug auf Neurotoxizität und 

Immunotoxizität zusätzliche Informationen von den in der Studie verwendeten Tieren 

zu gewinnen. 

2. Die OECD leitete 1998 mit hoher Priorität eine Überarbeitung der bestehenden 

Prüfrichtlinien und die Ausarbeitung neuer Prüfrichtlinien für Screening und Prüfung 

potenzieller endokriner Disruptoren ein (8). Ein Aspekt dieser Maßnahme war die 

Aktualisierung der bestehenden OECD-Prüfrichtlinie für eine Ă28-Tage-Toxizitätsstudie 

mit wiederholter oraler Verabreichung an Nagetierenñ (TG 407) durch Parameter, mit 

denen eine endokrine Wirkung von Prüfsubstanzen festgestellt werden kann. Dieses 

Verfahren wurde in einem umfangreichen internationalen Programm auf Relevanz und 

Praktikabilität der zusätzlichen Parameter, ihre Leistungsfähigkeit in Bezug auf 

chemische Stoffe mit (anti)östrogener, (anti)androgener und (anti)thyroider Wirkung, 

die Intra- und Interlabor-Reproduzierbarkeit und die Interferenz der neuen Parameter 

mit den zuvor nach der TG 407 vorgesehenen Parametern geprüft. Die dabei gewonnene 

umfangreiche Datenmenge wurde in einem umfassenden OECD-Bericht 

zusammengestellt und ausführlich bewertet (9). Diese aktualisierte Prüfmethode B.7 

(die der TG 407 entspricht) ist das Ergebnis der im internationalen Prüfprogramm 

gesammelten Erfahrungen und Erkenntnisse. Mithilfe dieser Prüfmethode können 

bestimmte endokrin vermittelte Wirkungen in einen Gesamtzusammenhang mit anderen 

toxikologischen Wirkungen gestellt werden. 

AUSGANGSÜBERLEGUNGEN UND BEGRENZUNGEN 

3. Bei der Beurteilung und Bewertung der toxischen Merkmale eines chemischen Stoffs 

kann die orale Toxizität nach wiederholter Verabreichung des Stoffs bestimmt werden, 

nachdem zunächst durch Prüfungen auf akute Toxizität erste Toxizitätsdaten gewonnen 

wurden. Diese Prüfmethode ist dazu bestimmt, die Wirkungen auf ein sehr breites 

Spektrum potenzieller Toxizitätsziele zu untersuchen. Sie gibt Aufschluss über die 

möglichen Gesundheitsgefahren, einschließlich der Wirkungen auf das Nervensystem, 

das Immunsystem und das endokrine System, die durch wiederholte Exposition über 

einen relativ begrenzten Zeitraum auftreten können. In Bezug auf diese speziellen 

Endpunkte sollte die Methode es ermöglichen, chemische Stoffe mit neurotoxischem 

Potenzial, die in dieser Hinsicht eingehender untersucht werden sollten, und chemische 

Stoffe, die die Physiologie der Schilddrüse beeinflussen, zu identifizieren. Sie kann auch 

Daten über Stoffe liefern, die die Fortpflanzungsorgane männlicher und/oder weiblicher 

junger, adulter Tiere beeinträchtigen, und Hinweise auf immunologische Wirkungen 
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geben. 

4. Die Ergebnisse dieser Prüfmethode B.7 sollten für die Identifizierung von Gefahren und 

zur Risikobewertung verwendet werden. Die Ergebnisse in Bezug auf die endokrinen 

Parameter sind im Kontext des ĂOECD Conceptual Framework for Testing and 

Assessment of Endocrine Disrupting Chemicalsñ (11) zu interpretieren. Die Methode 

umfasst die Basisstudie zur Prüfung auf Toxizität bei wiederholter Verabreichung, die 

für chemische Stoffe, bei denen eine 90-Tage-Studie nicht gerechtfertigt ist (z. B. wenn 

das Produktionsvolumen bestimmte Grenzen nicht überschreitet), oder als Vorstudie zu 

einer Langzeitstudie verwendet werden kann. Die Expositionsdauer sollte 28 Tage 

betragen. 

5. Das internationale Programm für die Validierung der Parameter, die geeignet sind, 

möglicherweise eine endokrine Wirkung einer Prüfsubstanz nachzuweisen, hat gezeigt, 

dass die Qualität der mit dieser Prüfmethode B.7 gewonnenen Daten weitgehend von 

der Erfahrung des Prüflabors abhängt. Dies gilt insbesondere für die histopathologische 

Bestimmung von zyklischen Veränderungen der weiblichen Fortpflanzungsorgane und 

für die Gewichtsbestimmung bei den kleinen hormonabhängigen Organen, die schwierig 

zu sezieren sind. Es wurde ein Leitfaden zur Histopathologie entwickelt (19), der auf der 

öffentlichen OECD-Website für Prüfrichtlinien abrufbar ist. Er soll Pathologen bei 

Untersuchungen helfen und die Empfindlichkeit der Prüfungen verbessern. Es wurde 

festgestellt, dass verschiedene Parameter auf endokrine Toxizität hindeuten; diese 

wurden in die Prüfrichtlinie aufgenommen. Andere Parameter, deren Nutzen wegen 

unzureichender Daten nicht erwiesen ist oder deren Fähigkeit zur Feststellung 

endokriner Disruptoren im Validierungsprogramm nur unzureichend belegt wurde, 

werden als fakultative Endpunkte vorgeschlagen (siehe Anlage 2). 

6. Die Ergebnisse des Validierungsprozesses deuten darauf hin, dass diese Prüfung nicht 

empfindlich genug ist, um alle Stoffe mit (anti)androgener oder (anti)östrogener 

Wirkungsweise zu identifizieren (9). Diese Prüfmethode wird nicht in einer für 

endokrine Störungen sehr empfindlichen Lebensphase durchgeführt. Während des 

Validierungsprozesses konnten zwar Substanzen mit schwacher oder starker Wirkung 

auf die Schilddrüsenfunktion und solche, die das endokrine System über östrogene oder 

androgene Rezeptoren mehr oder weniger stark beeinflussen, identifiziert werden; in 

den meisten Fällen konnten Stoffe mit endokriner Wirkung, die diese Rezeptoren nur 

geringfügig beeinträchtigen, mit der Methode aber nicht erkannt werden. Aus diesem 

Grund kann sie nicht als Screening-Test für endokrine Aktivität bezeichnet werden. 

7. Die Tatsache, dass keine mit diesen Wirkungsweisen verbundenen Effekte festgestellt 

werden, ist daher kein Nachweis dafür, dass es keine Wirkungen auf das endokrine 

System gibt. Die Charakterisierung der Substanz in Bezug auf endokrin vermittelte 

Wirkungen darf sich deshalb nicht allein auf die Ergebnisse dieser Prüfmethode stützen; 

es ist vielmehr ein WoE-Ansatz anzuwenden, der alle vorhandenen Daten über einen 

chemischen Stoff zur Bestimmung seiner potenziellen endokrinen Aktivität einbezieht. 

Aus diesem Grund dürfen sich Regulierungsentscheidungen über endokrine Aktivität 

(Charakterisierung von Substanzen) nicht allein auf die Ergebnisse aus der Anwendung 

dieser Prüfmethode stützen, sondern müssen auf einer breiten Grundlage basieren. 

8. Bei allen Verfahren, bei denen Tiere verwendet werden, sind die örtlichen Standards der 

Versuchstierpflege einzuhalten. Die nachstehenden Beschreibungen der Tierpflege und 



55 

 

ïbehandlung sind Mindeststandards; wenn örtliche Bestimmungen strenger sind, gehen 

diese vor. Die OECD hat einen Leitfaden über die humane Behandlung von 

Versuchstieren herausgegeben (14). 

9. Die verwendeten Begriffe sind in Anlage 1 definiert. 

PRINZIP DER PRÜFMETH ODE 

10. Die Prüfsubstanz wird mehreren Gruppen von Versuchstieren über einen Zeitraum von 

28 Tagen täglich in abgestuften Dosen oral verabreicht, und zwar eine Dosisstufe je 

Gruppe. Während des Verabreichungszeitraums werden die Tiere täglich sorgfältig auf 

Toxizitätszeichen beobachtet. Tiere, die im Verlauf der Prüfung sterben, und vorzeitig 

getötete Tiere werden seziert; die nach Abschluss des Tests überlebenden Tiere werden 

getötet und ebenfalls seziert. Eine 28-Tage-Studie gibt Aufschluss über die Wirkungen 

einer wiederholten oralen Exposition und kann Aufschluss darüber geben, ob weitere 

Studien über längere Zeiträume erforderlich sind. Sie kann auch Informationen über die 

Wahl der Konzentrationen für Langzeitstudien liefern. Die mit dieser Prüfmethode 

gewonnenen Daten sollten es ermöglichen, die Toxizität der Prüfsubstanz zu 

beschreiben, Aufschluss über die Dosis-Wirkungs-Beziehung zu erhalten und den 

NOAEL (No Observed Adverse Effect Level) zu bestimmen. 

BESCHREIBUNG DER MET HODE 

Auswahl von Versuchstierarten 

11. Die bevorzugte Nagetierart ist die Ratte, aber auch andere Nagetierarten sind geeignet. 

Wenn die in dieser Prüfmethode B.7 genannten Parameter an einer anderen Nagetierart 

untersucht werden, ist dies ausführlich zu begründen. Es ist zwar biologisch plausibel, 

dass andere Arten ähnlich auf toxische Stoffe reagieren dürften wie die Ratte, aber die 

Verwendung kleinerer Arten kann wegen der technisch schwierigeren Sektion kleinerer 

Organe zu größeren Schwankungen bei den Ergebnissen führen. Im internationalen 

Validierungsprogramm für den Nachweis von endokrinen Disruptoren wurde nur die 

Ratte als Versuchstier verwendet. Es sind junge, gesunde, adulte Tiere aus 

üblicherweise eingesetzten Laborstämmen zu verwenden. Die weiblichen Tiere dürfen 

weder bereits geworfen haben noch momentan trächtig sein. Mit der Dosierung sollte 

möglichst bald nach dem Absetzen begonnen werden, auf jeden Fall jedoch, bevor die 

Tiere 9 Wochen alt sind. Bei Beginn der Studie sollten die Gewichtsunterschiede der 

Tiere möglichst gering sein und ± 20 % des geschlechtsspezifischen 

Durchschnittsgewichts nicht überschreiten. Wenn eine Studie mit wiederholter oraler 

Gabe als Vorstudie zu einer Langzeitstudie durchgeführt wird, sollten in beiden Studien 

vorzugsweise Tiere desselben Stamms und derselben Herkunft verwendet werden. 

Haltung und Fütterung 

12. Bei allen Verfahren sind die örtlichen Standards der Versuchstierpflege einzuhalten. Die 

Temperatur im Tierversuchsraum sollte 22 ºC (± 3 ºC) betragen. Die relative 

Luftfeuchtigkeit sollte mindestens 30 % betragen und ð außer beim Reinigen des 

Raums ð 70 % nicht überschreiten. Angestrebt werden sollte eine Luftfeuchtigkeit von 
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50-60 %. Die Beleuchtung sollte künstlich sein und die Hell- und Dunkelphasen sollten 

sich im Abstand von 12 Stunden abwechseln. An die Versuchstiere kann herkömmliches 

Laborfutter verfüttert werden, und eine unbegrenzte Trinkwasserversorgung ist zu 

gewährleisten. Die Auswahl des Futters wird eventuell dadurch beeinflusst, dass eine 

geeignete Beimischung der Prüfsubstanz sichergestellt werden muss, wenn die 

Prüfsubstanz auf diese Art verabreicht werden soll. Die Tiere sollten in kleinen 

gleichgeschlechtlichen Gruppen untergebracht werden; sie können auch einzeln 

gehalten werden, wenn dies wissenschaftlich gerechtfertigt ist. Bei Gruppenhaltung 

sollten maximal fünf Tiere in einem Käfig untergebracht sein. 

13. Das Futter ist regelmäßig auf Schadstoffe zu analysieren. Eine Probe des Futters ist bis 

zur Fertigstellung des Abschlussberichts aufzubewahren. 

Vorbereitung der Tiere 

14. Gesunde, junge, adulte Tiere werden randomisiert und den einzelnen Kontroll- bzw. 

Behandlungsgruppen zugeteilt. Die Käfige sollten so angeordnet werden, dass etwaige 

Einflüsse der Käfigplatzierung minimiert werden. Die Tiere werden eindeutig 

gekennzeichnet und vor Beginn der Behandlungsstudie in ihren Käfigen über einen 

Zeitraum von mindestens fünf Tagen unter Laborbedingungen eingewöhnt. 

Herstellung der Dosen 

15. Die Prüfsubstanz wird über eine Schlundsonde, mit der Nahrung oder dem Trinkwasser 

verabreicht. Die Methode der oralen Verabreichung hängt vom Zweck der Studie und 

von den physikalischen/chemischen/toxikokinetischen Eigenschaften der Prüfsubstanz 

ab. 

16. Bei Bedarf wird die Prüfsubstanz in einem geeigneten Vehikel gelöst oder suspendiert. 

Es empfiehlt sich, nach Möglichkeit zunächst die Verwendung einer wässrigen 

Lösung/Suspension, dann eine Lösung/Suspension in Öl (z. B. Maisöl) und erst dann 

eine Lösung in einem anderen Vehikel in Betracht zu ziehen. Bei anderen Vehikeln als 

Wasser müssen seine toxischen Merkmale bekannt sein. Die Stabilität der Prüfsubstanz 

im Vehikel sollte bestimmt werden. 

VERFAHREN  

Zahl und Geschlecht der Versuchstiere 

17. Für jede Dosisstufe sind mindestens zehn Tiere (fünf weibliche und fünf männliche) zu 

verwenden. Sollen im Verlauf der Prüfung Tiere getötet werden, ist die Zahl der Tiere 

um die Zahl zu erhöhen, die vor Abschluss der Studie getötet werden sollen. Zur 

Beobachtung der Reversibilität, der Persistenz oder des verzögerten Auftretens toxischer 

Wirkungen für mindestens 14 Tage nach der Behandlung ist die Einbeziehung einer 

zusätzlichen Satellitengruppe von zehn Tieren (fünf je Geschlecht) in der 

Kontrollgruppe und in der Gruppe mit der höchsten Dosis in Betracht zu ziehen. 

Dosierung 
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18. Im Allgemeinen sind mindestens drei Prüfgruppen und eine Kontrollgruppe zu 

verwenden; wenn aber angesichts der Beurteilung anderer Daten bei einer Dosis von 

1000 mg pro kg Körpergewicht und Tag keine Wirkungen zu erwarten sind, kann ein 

Limit -Test durchgeführt werden. Liegen keine entsprechenden Daten vor, kann eine 

Dosisfindungsstudie (Tiere desselben Stamms und derselben Herkunft) durchgeführt 

werden, um die zu verwendenden Dosen zu bestimmen. Abgesehen von der Behandlung 

mit der Prüfsubstanz sollen die Tiere in der Kontrollgruppe unter identischen 

Bedingungen behandelt werden wie die Versuchstiere in der Prüfgruppe. Wird die 

Prüfsubstanz mit einem Vehikel verabreicht, muss die Kontrollgruppe das Vehikel im 

höchsten verwendeten Volumen erhalten. 

19. Bei der Wahl der Dosisstufen sind sämtliche für die Prüfsubstanz oder verwandte Stoffe 

vorliegenden Daten zur Toxizität und (Toxiko-)Kinetik zu berücksichtigen. Die höchste 

Dosisstufe ist so zu wählen, dass zwar toxische Wirkungen, aber keine Todesfälle oder 

schweres Leiden hervorgerufen werden. Anschließend ist eine absteigende Folge von 

Dosisstufen zu wählen, um dosisabhängige Wirkungen und die niedrigste Dosisstufe 

ohne zu beobachtende unerwünschte Wirkungen (NOAEL) nachzuweisen. Zwei- bis 

vierfache Abstände erweisen sich häufig als optimale Dosisabstufungen, und meist ist 

eine zusätzliche vierte Prüfgruppe der Verwendung von sehr großen Dosisabständen 

(z. B. um mehr als den Faktor 10) vorzuziehen. 

20. Bei allgemeiner Toxizität (z. B. vermindertes Körpergewicht, Wirkungen auf Leber, 

Herz, Lungen oder Nieren usw.) oder anderen Veränderungen, die möglicherweise keine 

toxischen Reaktionen sind (z. B. verminderte Futteraufnahme, Lebervergrößerung) sind 

die beobachteten Wirkungen auf immunologische, neurologische oder endokrine 

Endpunkte mit Vorsicht zu interpretieren. 

Limit -Test 

21. Verursacht die Prüfung bei einer Dosisstufe von mindestens 1000 mg/kg Körpergewicht 

pro Tag bzw. eine entsprechende Konzentration im Futter oder Trinkwasser (in 

Abhängigkeit vom jeweiligen Körpergewicht) unter Verwendung der für diese Studie 

beschriebenen Verfahren keine feststellbaren toxischen Wirkungen und ist aufgrund der 

Daten strukturverwandter Substanzen keine Toxizität zu erwarten, kann auf eine 

vollständige Studie mit drei Dosisstufen gegebenenfalls verzichtet werden. Der Limit-

Test findet allerdings keine Anwendung, wenn die Exposition des Menschen die 

Prüfung in einer höheren Dosisstufe angezeigt erscheinen lassen. 

Verabreichung der Dosen 

22. Die Tiere erhalten die Prüfsubstanz an sieben Tagen in der Woche über einen Zeitraum 

von 28 Tagen. Wird die Prüfsubstanz über eine Sonde verabreicht, so sollte dies in einer 

einmaligen Dosis unter Verwendung einer Schlundsonde oder einer geeigneten 

Intubationskanüle erfolgen. Das maximale Flüssigkeitsvolumen, das einem Versuchstier 

jeweils verabreicht werden kann, hängt von der Größe des Versuchstiers ab. Das 

Volumen sollte 1 ml/100 g Körpergewicht nicht überschreiten, außer bei wässrigen 

Lösungen, von denen 2 ml/100 g Körpergewicht gegeben werden können. Abgesehen 

von reizenden oder ätzenden Stoffen, die in der Regel bei höheren Konzentrationen eine 

verstärkte Wirkung hervorrufen, ist die Variabilität des Prüfvolumens dadurch auf ein 

Mindestmaß zu reduzieren, dass eine Konzentration gewählt wird, die auf allen 
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Dosisstufen ein konstantes Volumen gewährleistet. 

23. Bei mit dem Futter oder dem Trinkwasser verabreichten Stoffen ist unbedingt 

sicherzustellen, dass die Mengen der jeweiligen Prüfsubstanz die normale 

Nahrungsaufnahme oder den Wasserhaushalt nicht beeinträchtigen. Wenn die 

Prüfsubstanz im Futter verabreicht wird, kann entweder eine konstante Konzentration 

im Futter (ppm) oder eine konstante Dosis, bezogen auf das Körpergewicht des Tieres, 

verwendet werden; die jeweils gewählte Verfahrensweise muss angegeben werden. Eine 

mit einer Schlundsonde verabreichte Dosis sollte jeweils zu denselben Tageszeiten 

gegeben und so angepasst werden, dass eine konstante Dosis in Relation zum 

Körpergewicht aufrechterhalten wird. Wenn eine Studie mit wiederholter Gabe als 

Vorstudie zu einer Langzeitstudie durchgeführt wird, sollten die beiden Studien 

bezüglich des Futters der Tiere vergleichbar sein. 

Beobachtungen 

24. Die Tiere sollten 28 Tage beobachtet werden. Tiere in einer Satellitengruppe, bei denen 

Nachfolgebeobachtungen vorgesehen sind, sollten für mindestens weitere 14 Tage ohne 

Behandlung gehalten werden, um ein verzögertes Auftreten, die Persistenz oder die 

Reversibilität von toxischen Wirkungen festzustellen. 

25. Allgemeine klinische Beobachtungen sollten mindestens einmal täglich erfolgen, 

vorzugsweise jeweils zur gleichen Zeit und unter Berücksichtigung des Zeitraums nach 

der Verabreichung, in dem voraussichtlich der Wirkungsgipfel zu erwarten ist. Der 

Gesundheitszustand der Tiere ist zu dokumentieren. Mindestens zweimal täglich werden 

alle Tiere auf Erkrankungen oder Todesfälle überprüft. 

26. Alle Tiere sollten einmal vor der ersten Exposition (um intraindividuelle Vergleiche zu 

ermöglichen) und danach mindestens einmal wöchentlich eingehend klinisch untersucht 

werden. Die Beobachtungen sind außerhalb des Käfigs, in dem die Tiere gehalten 

werden, in stets gleicher Umgebung und vorzugsweise stets zur gleichen Tageszeit 

vorzunehmen. Sie sind sorgfältig zu dokumentieren, am besten nach einer speziell vom 

Prüflabor entwickelten Bewertungsskala. Durch geeignete Maßnahmen ist 

sicherzustellen, dass die Prüfbedingungen möglichst konstant bleiben und dass die 

Beobachtungen vorzugsweise von Personen vorgenommen werden, denen die 

Behandlung der Tiere nicht bekannt ist. Zu achten ist insbesondere auf Veränderungen 

an Haut, Fell, Augen, Schleimhäuten, auf Sekrete und Exkrete sowie autonome 

Aktivitäten (z. B. Tränensekretion, Piloerektion, Pupillengröße, ungewöhnliche 

Atemmuster). Gang- und Haltungsstörungen, ferner Reaktionen auf den Umgang mit 

den Tieren sowie etwaige klonische oder tonische Bewegungen, Stereotypien (z. B. 

übermäßiges Putzen, wiederholte Kreisbewegungen) oder abnormes Verhalten (z. B. 

Selbstverstümmelung, Rückwärtsgehen) sollten auch dokumentiert werden (2). 

27. In der vierten Expositionswoche sollten die sensorische Reaktivität auf Reize 

verschiedener Art (2) (z. B. akustische, visuelle und propriozeptive Reize) (3)(4)(5), die 

Greifkraft (6) und die motorische Aktivität (7) bewertet werden. Weitere Einzelheiten 

zu den möglichen Untersuchungen finden sich in der Literatur. Allerdings können auch 

andere als dort genannte Verfahren angewendet werden. 

28. Die funktionellen Beobachtungen in der vierten Expositionswoche können entfallen, 
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wenn es sich um eine Vorstudie für eine nachfolgende Prüfung auf subchronische 

Toxizität (90 Tage) handelt. In diesem Fall sollten die funktionellen Beobachtungen im 

Rahmen dieser Folgestudie vorgenommen werden. Andererseits könnten die Daten über 

funktionelle Beobachtungen aus der Studie mit wiederholter Verabreichung aber die 

Wahl der Dosisstufen für eine nachfolgende Prüfung auf subchronische Toxizität 

erleichtern. 

29. In Ausnahmefällen können funktionelle Beobachtungen auch bei Gruppen entfallen, die 

so starke sonstige Toxizitätsanzeichen aufweisen, dass die Leistungen in Funktionstests 

dadurch signifikant beeinträchtigt würden. 

30. Bei der Nekropsie kann der Östruszyklus aller weiblichen Tiere (fakultativ) durch 

Vaginalabstriche bestimmt werden. Diese Beobachtungen geben Aufschluss über die 

Phase des Östruszyklus zum Zeitpunkt der Tötung und erleichtern die histologische 

Beurteilung östrogenempfindlicher Gewebe [siehe Leitfaden zur Histopathologie (19)]. 

Körpergewicht und Futter -/Trinkwasseraufnahme 

31. Alle Tiere sind mindestens einmal wöchentlich zu wiegen. Die Futteraufnahme wird 

mindestens wöchentlich gemessen. Wenn die Prüfsubstanz über das Trinkwasser 

verabreicht wird, wird auch die Wasseraufnahme mindestens einmal wöchentlich 

gemessen. 

Hämatologische Untersuchung 

32. Die folgenden hämatologischen Parameter sind am Ende der Prüfung zu bestimmen: 

Hämatokrit, Hämoglobinkonzentration, Erythrozytenzahl, Retikulozyten, Gesamt- und 

Differential-Leukozytenzahl, Thrombozytenzahl und Blutgerinnungszeit/-fähigkeit. 

Wenn die Prüfsubstanz oder ihre möglichen Metaboliten oxidierende Eigenschaften 

haben oder diese vermutet werden, sollten zusätzlich die Methämoglobinkonzentration 

und die Heinz-Körper bestimmt werden. 

33. Die Blutproben müssen an einer benannten Stelle unmittelbar vor oder bei der Tötung 

der Tiere entnommen und fachgerecht gelagert werden. In der Nacht vor der Tötung 

sollten die Tiere kein Futter erhalten
2
. 

Klinisch-biochemische Untersuchungen 

34. Zur Untersuchung der wesentlichen toxischen Wirkungen in Geweben und insbesondere 

der Wirkungen auf Leber und Nieren sollten klinisch-biochemische Parameter in 

Blutproben aller Tiere bestimmt werden, die unmittelbar vor oder bei der Tötung der 

Tiere (mit Ausnahme von Tieren, die moribund aufgefunden und/oder vor Beendigung 

der Studie getötet werden) entnommen werden. Die Plasma- oder Serumuntersuchungen 

umfassen die Parameter Natrium, Kalium, Glucose, Gesamtcholesterin, Harnstoff, 

Kreatinin, Gesamtprotein und Albumin, mindestens zwei Enzyme, die auf 

                                                 
2
 Für eine Reihe von Serum- und Plasmabestimmungen, insbesondere der Glucose, ist eine Futterkarenz der Tiere über Nacht zu empfehlen. Der Hauptgrund 

dafür ist, dass die bei fehlender Futterkarenz unweigerlich zunehmende Variabilität zu einer Maskierung subtilerer Wirkungen führen und die Interpretation 

erschweren könnte. Andererseits jedoch kann die nächtliche Futterkarenz den allgemeinen Stoffwechsel der Tiere beeinflussen und, insbesondere in 

Futterstudien, die tägliche Exposition gegen die Prüfsubstanz beeinträchtigen. Wenn man sich für die nächtliche Futterkarenz entscheidet, sollten die klinisch-

biochemischen Parameter nach Durchführung der funktionellen Beobachtungen in Woche 4 der Studie bestimmt werden. 
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hepatozelluläre Wirkungen schließen lassen (wie Alanin-Aminotransferase, Aspartat-

Aminotransferase, alkalische Phosphatase, ɔ-Glutamyltranspeptidase und 

Glutamatdehydrogenase) sowie Gallensäuren. Die Bestimmung weiterer Enzyme (aus 

Leber oder anderen Organen) sowie von Bilirubin kann unter bestimmten Umständen 

ebenfalls wertvolle Hinweise liefern. 

35. Optional können in der letzten Woche der Studie am Urin, der zu festgelegten Zeiten 

gesammelt wird, folgende Analysebestimmungen durchgeführt werden: Aussehen, 

Volumen, Osmolalität oder spezifisches Gewicht, pH-Wert, Protein, Glucose und 

Blut/Blutzellen. 

36. Darüber hinaus sollten Untersuchungen zur Bestimmung von Plasma- oder 

Serummarkern für eine allgemeine Gewebsschädigung erwogen werden. Des Weiteren 

sollten, wenn die bekannten Eigenschaften der Prüfsubstanz im Verdacht stehen, die 

entsprechenden Stoffwechselprofile zu beeinflussen, die Parameter Calcium, Phosphat, 

Triglyzeride, spezifische Hormone und Cholinesterase bestimmt werden. Die jeweiligen 

Parameter sind je nach Prüfsubstanzklasse bzw. von Fall zu Fall zu bestimmen. 

37. Wenngleich in der internationalen Bewertung der endokrinen Endpunkte kein klarer 

Vorteil der Bestimmung von Schilddrüsenhormonen (T3, T4) und TSH nachgewiesen 

werden konnte, kann es hilfreich sein, Plasma- oder Serumproben zur Messung von T3, 

T4 und TSH (fakultativ) aufzubewahren, wenn es einen Hinweis auf eine Wirkung auf 

die Hypophysen-Schilddrüsen-Achse gibt. Diese Proben können zur Lagerung bei 

-20 °C eingefroren werden. Die folgenden Faktoren können die Variabilität und die 

absoluten Konzentrationen der Hormonbestimmungen beeinflussen: 

- der Zeitpunkt der Tötung wegen Schwankungen der Hormonkonzentrationen im 

Tagesverlauf, 

- Methode der Tötung, die gewählt wird, um übermäßigen Stress für die Tiere zu 

vermeiden, der die Hormonkonzentrationen beeinflussen könnte, 

- Testkits für Hormonbestimmungen mit unterschiedlichen Standardkurven. 

Schilddrüsenaktive Substanzen können durch histopathologische Untersuchungen 

zuverlässiger identifiziert werden als über die Hormonspiegel. 

38. Plasmaproben, die speziell zur Hormonbestimmung vorgesehen sind, sollten immer zur 

gleichen Tageszeit gewonnen werden. Es wird empfohlen, die durch histopathologische 

Veränderungen der Schilddrüse verursachten T3-, T4- und TSH-Spiegel zu bestimmen. 

Die verschiedenen im Handel erhältlichen Assay-Kits können bei der Analyse der 

Hormonkonzentration unterschiedliche numerische Werte ergeben. Aus diesem Grund 

können möglicherweise keine Leistungskriterien auf der Grundlage einheitlicher 

historischer Daten angegeben werden. Die Labors sollten stattdessen anstreben, die 

Variationskoeffizienten für T3 und T4 unter 25 und für TSH unter 35 zu halten. Alle 

Konzentrationen sind in ng/ml zu protokollieren. 

39. Erweisen sich die Daten aus vorangegangenen Versuchen als ungeeignet, sollte eine 

Bestimmung hämatologischer und klinisch-biochemischer Parameter vor 

Versuchsbeginn oder vorzugsweise an einer nicht in die Versuchsgruppen einbezogenen 

Gruppe von Tieren in Betracht gezogen werden. 
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PATHOLOGIE  

Makroskopische Untersuchung 

40. Alle an der Studie beteiligten Tiere müssen einer vollständigen, eingehenden 

makroskopischen Untersuchung unterzogen werden, die die sorgfältige Untersuchung 

der äußeren Körperoberfläche, aller Körperöffnungen sowie der Schädel-, Brust- und 

Bauchhöhlen und ihres Inhalts umfasst. Leber, Nieren, Nebennieren, Hoden, 

Nebenhoden, Prostata und Samenbläschen mit Koagulationsdrüsen als Ganzes, Thymus, 

Milz , Gehirn und Herz aller Tiere (mit Ausnahme von Tieren, die moribund 

aufgefunden und/oder vor Beendigung der Studie getötet werden) sind in angemessener 

Form von anhaftendem Gewebe zu befreien, und ihr Nassgewicht ist so rasch wie 

möglich nach der Sektion festzustellen, um ein Austrocknen zu verhindern. Bei der 

Entfernung der anhaftenden Gewebe von der Prostata ist sorgfältig darauf zu achten, die 

mit Flüssigkeit gefüllten Samenbläschen nicht zu perforieren. Alternativ können 

Samenbläschen und Prostata auch nach der Fixierung von anhaftendem Gewebe befreit 

und gewogen werden. 

41. Darüber hinaus können fakultativ auch zwei weitere Organe baldmöglichst nach der 

Sektion gewogen werden, um ein Austrocknen zu verhindern: die Ovarien 

(Nassgewicht) und der Uterus mit Zervix (Anleitung zur Entfernung und Aufbereitung 

des Uterusgewebes für die Gewichtsbestimmung in OECD TG 440 (18)). 

42. Das Gewicht der Schilddrüse (fakultativ) kann nach der Fixierung bestimmt werden. 

Anhaftendes Gewebe ist sehr vorsichtig und erst nach der Fixierung zu entfernen, um 

Gewebeschäden zu vermeiden. Eine Gewebeschädigung könnte die histopathologische 

Analyse beeinträchtigen. 

43. Die folgenden Gewebe sind in dem für die betreffende Gewebeart und die vorgesehene 

anschließende histopathologische Untersuchung am besten geeigneten Fixierungsmittel 

aufzubewahren (siehe Nummer 47): alle Gewebe mit makroskopischen Veränderungen, 

Hirn (typische Regionen einschließlich Cerebrum, Cerebellum und Pons), Rückenmark, 

Auge, Magen, Dünn- und Dickdarm (mit Peyer'schen-Platten), Leber, Nieren, 

Nebennieren, Milz , Herz, Thymus, Schilddrüse, Trachea und Lungen (konserviert durch 

Inflation mit Fixierungsmittel und Immersion), Gonaden (Hoden und Ovarien), 

akzessorische Geschlechtsorgane (Uterus und Zervix, Nebenhoden, Prostata und 

Samenbläschen mit Koagulationsdrüsen), Vagina, Harnblase, Lymphknoten [je nach 

Erfahrung des Labors sollte neben dem proximalsten drainierenden Lymphknoten ein 

weiterer Lymphknoten entnommen werden (15)], periphere Nerven (N. ischiadicus oder 

N. tibialis) vorzugsweise in der Nähe des Muskels, Skelettmuskel und Knochen mit 

Knochenmark (Schnitt oder wahlweise ein frisch fixiertes Knochenmarkaspirat). Es 

wird empfohlen, die Hoden durch Immersion in Bouinôscher Lºsung oder modifizierter 

Davidson-Lösung zu fixieren (16) (17). Damit das Fixierungsmittel rasch eindringen 

kann, muss die Tunica albuginea an beiden Enden des Organs vorsichtig und flach mit 

einer Nadel punktiert werden. Die klinischen und sonstigen Befunde können weitere 

Gewebeuntersuchungen erforderlich machen. Auch Organe, die aufgrund der bekannten 

Eigenschaften der Prüfsubstanz als mögliche Zielorgane in Frage kommen, sollten 

aufbewahrt werden. 

44. Die folgenden Gewebe können wichtige Hinweise auf endokrine Wirkungen geben: 
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Gonaden (Ovarien und Hoden), akzessorische Geschlechtsorgane (Uterus mit Zervix, 

Nebenhoden, Samenbläschen mit Koagulationsdrüsen, Prostata dorsolateral und 

ventral), Vagina, Hypophose, männliche Brustdrüse, Schilddrüse und Nebennieren. 

Veränderungen der männlichen Brustdrüsen sind nicht ausreichend dokumentiert, aber 

dieser Parameter kann sehr empfindlich auf Stoffe mit östrogener Wirkung reagieren. 

Die Beobachtung von nicht unter Nummer 43 genannten Organen/Geweben ist 

fakultativ (siehe Anlage 2). 

45. Der Leitfaden zur Histopathologie (19) enthält zusätzliche Informationen zur Sektion, 

Fixierung, Schnittherstellung und Histopathologie endokriner Gewebe. 

46. Das internationale Prüfprogramm hat Hinweise darauf ergeben, dass subtile endokrine 

Wirkungen chemischer Stoffe, die die Homöostase der Geschlechtshormone geringfügig 

beeinträchtigen können, eher durch die Störung der Synchronisation des Östruszyklus 

als durch deutliche histopathologische Veränderungen in weiblichen 

Geschlechtsorganen identifiziert werden können. Wenngleich diese Wirkungen nicht 

eindeutig nachgewiesen werden konnten, wird empfohlen, Hinweise auf eine mögliche 

Asynchronie des Östruszyklus bei der Auswertung der histopathologischen 

Untersuchung von Ovarien (Follikelzellen, Theca-Zellen und Granulosazellen), Uterus, 

Zervix und Vagina zu berücksichtigen. Falls die Phase des Östruszyklus durch 

Vaginalabstriche bestimmt wird, kann sie auch in diesen Vergleich einbezogen werden. 

Histopathologie 

47. Bei allen Tieren der Kontrollgruppe und der Hochdosisgruppe sind die konservierten 

Organe und Gewebe umfassend histopathologisch zu untersuchen. Diese 

Untersuchungen sind auch auf die Tiere aller anderen Dosisgruppen auszudehnen, wenn 

behandlungsbedingte Veränderungen in der Hochdosisgruppe festgestellt werden. 

48. Alle makroskopischen Läsionen sind zu untersuchen. 

49. Umfasst eine Prüfung auch eine Satellitengruppe, sind bei den Tieren dieser Gruppe die 

Gewebe und Organe histopathologisch zu untersuchen, bei denen in den 

Behandlungsgruppen Wirkungen aufgetreten sind. 

DATEN UND BERICHTERS TATTUNG  

Daten 

50. Es sollten Einzeldaten zur Verfügung gestellt werden. Darüber hinaus sollten alle Daten 

in Form einer Tabelle zusammengefasst werden, aus der für jede Prüfgruppe folgende 

Angaben hervorgehen: die Zahl der Tiere bei Beginn der Prüfung und die Zahl der 

während der Prüfung tot aufgefundenen oder aus Tierschutzgründen getöteten Tiere, 

ferner der Zeitpunkt des Todes oder der Tötung, die Zahl der Tiere, die 

Toxizitätszeichen aufweisen, eine Beschreibung der beobachteten Toxizitätszeichen, 

einschließlich des Zeitpunkts, zu dem die toxischen Wirkungen erstmalig aufgetreten 

sind, ihrer Dauer und ihres Schweregrads, die Zahl der Tiere mit Läsionen, die Art der 

Läsionen und ihr Schweregrad sowie der Prozentsatz der von jeder Läsion betroffenen 

Tiere. 
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51. Wenn möglich, sollen die numerischen Ergebnisse mittels einer geeigneten und 

allgemein anerkannten statistischen Methode ausgewertet werden. Durch Vergleiche der 

Wirkungen in einem Dosisbereich sollte die Anwendung multipler t-Tests vermieden 

werden. Die Statistikmethoden sind bei der Planung der Studie festzulegen. 

52. Für die Qualitätskontrolle wird vorgeschlagen, historische Kontrolldaten zu sammeln 

und Variationskoeffizienten für numerische Daten zu berechnen, insbesondere für die 

Parameter, die mit dem Nachweis der Störung des endokrinen Systems 

zusammenhängen. Diese Daten können für Vergleichszwecke verwendet werden, wenn 

tatsächliche Studien bewertet werden. 

Prüfbericht  

53. Der Prüfbericht muss folgende Informationen enthalten: 

Prüfsubstanz: 

-  physikalische Beschaffenheit, Reinheit und physikalisch-chemische Eigenschaften, 

-  Identifizierungsdaten. 

Vehikel (wenn verwendet): 

-  Begründung der Wahl des Vehikels, sofern anders als Wasser. 

Versuchstiere: 

-  Tierart/Stamm, 

-  Anzahl, Alter und Geschlecht der Tiere, 

-  Herkunft, Haltungsbedingungen, Futter usw., 

-  Gewicht der einzelnen Tiere bei Versuchsbeginn, 

-  Begründung für die Wahl einer anderen Art als der Ratte. 

Prüfbedingungen: 

-  Begründung der gewählten Dosisstufen, 

-  Angaben zur Zubereitungsform der Prüfsubstanz/des Futters, der erreichten 

Konzentration, Stabilität und Homogenität der Zubereitung, 

-  Angaben zur Verabreichung der Prüfsubstanz, 

-  gegebenenfalls Angaben zur Umrechnung der Konzentration der Prüfsubstanz im 

Futter/Wasser (ppm) in die entsprechende Dosis (mg/kg Körpergewicht/Tag), 

-  Angaben zu Futter- und Wasserqualität. 

Untersuchte fakultative Endpunkte 

-  Liste der untersuchten fakultativen Endpunkte. 

Ergebnisse: 

-  Körpergewicht/Änderungen des Körpergewichts, 
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-  gegebenenfalls Angaben zur Futter- und Wasseraufnahme, 

-  Daten der toxischen Reaktionen nach Geschlecht und Dosisstufe, einschließlich 

Toxizitätszeichen, 

-  Art, Schweregrad und Dauer der klinischen Beobachtungen (mit Angaben zur 

Reversibilität), 

-  Bewertung von sensorischer Aktivität, Greifkraft und motorischer Aktivität, 

-  hämatologische Parameter mit entsprechenden Ausgangswerten, 

-  klinisch-biochemische Parameter mit entsprechenden Ausgangswerten, 

-  Körpergewicht beim Töten der Tiere sowie Organgewichte, 

-  Sektionsbefunde, 

-  ausführliche Beschreibung aller histopathologischen Befunde, 

-  Angaben zur Resorption, falls vorliegend, 

-  statistische Auswertung der Ergebnisse, wenn möglich. 

Erörterung der Ergebnisse. 

Schlussfolgerungen. 
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Anlage 1 

DEFINITIONEN  

Androgene Wirkung: die Fähigkeit einer Chemikalie, in einem Säugetierorganismus wie ein 

natürliches androgenes Hormon zu wirken (z. B. Testosteron). 

Antiandrogene Wirkung: die Fähigkeit einer Chemikalie, die Wirkung eines natürlichen 

androgenen Hormons (z. B. Testosteron) in einem Säugetierorganismus zu unterdrücken. 

Antiöstrogene Wirkung: die Fähigkeit einer Chemikalie, die Wirkung eines natürlichen 

östrogenen Hormons (z. B. Östradiol 17ß) in einem Säugetierorganismus zu unterdrücken. 

Antithyroide Wirkung: die Fähigkeit einer Chemikalie, die Wirkung eines natürlichen 

Schilddrüsenhormons (z. B. T3) in einem Säugetierorganismus zu unterdrücken. 

Dosierung: ein allgemeiner Begriff, der die Dosis, ihre Häufigkeit und die Dauer der 

Verabreichung umfasst. 

Dosis: die Menge der verabreichten Prüfsubstanz. Die Dosis wird ausgedrückt als Masse der 

Prüfsubstanz je Einheit Körpergewicht des Versuchstiers pro Tag (z. B. mg/kg 

Körpergewicht/Tag) oder als konstante Konzentration im Futter. 

Offensichtliche Toxizität: ein allgemeiner Begriff zur Beschreibung deutlicher 

Toxizitätszeichen nach Verabreichung einer Prüfsubstanz. Diese Zeichen sollten für eine 

Bewertung der Gefährdung ausreichen und so schwerwiegend sein, dass bei einer Steigerung 

der verabreichten Dosis die Entwicklung schwerer Toxizitätszeichen und der wahrscheinliche 

Tod zu erwarten wären. 

NOAEL: die Abkürzung für no observed adverse effect level. Dies ist die höchste Dosis, bei 

der keine schädigenden behandlungsbedingten Wirkungen festgestellt werden. 

Östrogene Wirkung: die Fähigkeit einer Chemikalie, in einem Säugetierorganismus wie ein 

natürliches östrogenes Hormon zu wirken (z. B. Östradiol 17ß). 

Prüfsubstanz: jeder Stoff oder jedes Gemisch, der/das mit dieser Prüfmethode getestet wird. 

Thyroide Wirkung: die Fähigkeit einer Chemikalie, in einem Säugetierorganismus wie ein 

natürliches Schilddrüsenhormon (z. B. T3) zu wirken. 

Validierung:  ein wissenschaftlicher Prozess zur Beschreibung der operationellen 

Anforderungen und Grenzen einer Prüfmethode und zum Nachweis ihrer Zuverlässigkeit und 

Eignung für einen bestimmten Zweck. 
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Anlage 2 

EMPFOHLENE ENDPUNKTE  FÜR DEN NACHWEIS ENDOKRINER 

DISRUPTOREN IN DIESER PRÜFMETHODE B.7 

 
Obligatorische Endpunkte Fakultative Endpunkte 

Gewicht 
- Hoden 

- Nebenhoden 

- Nebennieren 

- Prostata und Samenbläschen mit Koagulationsdrüsen 

- Ovarien 

- Uterus mit Zervix 

- Schilddrüse 

Histopathologie 
- Gonaden:  
            - Hoden und 

            - Ovarien 

- akzessorische Geschlechtsorgane: 

            - Nebenhoden 

            - Prostata und Samenbläschen mit 

Koagulationsdrüsen 

            - Uterus mit Zervix 

- Nebenniere 

- Schilddrüse 

- Vagina 

- Vaginalabstriche 

- männliche Brustdrüsen 

- Hypophyse  

Hormonbestimmung 

 

- T3-, T4-Spiegel im Blut 

- TSH-Spiegel im Blut 
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B.8. PRÜFUNG AUF SUBAKUTE TOXIZITÄT NACH INHALATION - 28-TAGE-

TEST 

ZUSAMMENFASSUNG 

Diese überarbeitete Prüfmethode B.8 wurde entwickelt, um die Toxizität der Prüfsubstanz 

nach wiederholter Exposition durch Inhalation über einen begrenzten Zeitraum (28 Tage) 

umfassend zu beschreiben und um Daten für die Bewertung des quantitativen 

Inhalationsrisikos zu gewinnen. Gruppen von mindestens fünf männlichen und fünf 

weiblichen Nagern werden über einen Zeitraum von 28 Tagen 6 Stunden am Tag a) der 

Prüfsubstanz in drei oder mehr Konzentrationsstufen, b) gefilterter Luft (negative Kontrolle) 

und/oder c) dem Vehikel (Vehikelkontrolle) ausgesetzt. Im Allgemeinen werden die Tiere der 

Prüfsubstanz an 5 Tagen pro Woche ausgesetzt, aber auch 7 Tage pro Woche sind zulässig. 

Es werden immer männliche und weibliche Tiere geprüft, aber sie können unterschiedlichen 

Konzentrationsstufen ausgesetzt werden, wenn bekannt ist, dass ein Geschlecht 

empfindlicher auf eine bestimmte Prüfsubstanz reagiert als das andere. Bei dieser Methode 

hat der Studienleiter die Möglichkeit, Satellitengruppen (Reversibilitätsprüfung) 

aufzunehmen sowie eine bronchoalveoläre Lavage (BAL), neurologische Tests, zusätzliche 

klinische Pathologieuntersuchungen und histopathologische Untersuchungen durchzuführen, 

um die Toxizität einer Prüfsubstanz besser beschreiben zu können. 

EINLEITUNG  

1. Diese Prüfmethode entspricht der OECD-Prüfrichtlinie 412 (2009). Die ursprüngliche 

Prüfrichtlinie 412 (TG 412) zur subakuten Inhalation wurde 1981 angenommen (1). 

Diese Prüfmethode B.8 (die der überarbeiteten TG 412 entspricht) wurde aktualisiert, 

um dem neuesten Stand der Wissenschaft Rechnung zu tragen und derzeitige und 

künftige Regulierungsanforderungen zu erfüllen. 

2. Die Methode ermöglicht die Beschreibung der schädlichen Wirkungen nach 

wiederholter täglicher inhalativer Exposition gegen eine Prüfsubstanz für einen 

Zeitraum von 28 Tagen. Die in Prüfungen auf subakute Toxizität nach Inhalation über 

28 Tage gewonnenen Daten können für quantitative Risikobewertungen verwendet 

werden [wenn im Anschluss keine Prüfung auf subchronische Toxizität nach Inhalation 

über 90 Tage erfolgt (Kapitel B.29 dieses Anhangs)]. Die Daten können auch 

Informationen für die Wahl der Konzentrationen für längerfristige Studien wie die 

Prüfung auf subchronische Toxizität nach Inhalation über 90 Tage liefern. Diese 

Prüfmethode ist nicht speziell für die Prüfung von Nanomaterialien bestimmt. Die im 

Zusammenhang mit dieser Prüfmethode verwendeten Begriffe werden am Ende dieses 

Kapitels und im Guidance Document 39 (2) definiert. 

AUSGANGSÜBERLEGUNGEN 

3. Um die Qualität der Studie zu verbessern und möglichst wenig Versuchstiere zu 

verwenden, sollte das Prüflabor vor Durchführung der Studie alle verfügbaren 

Informationen über die Prüfsubstanz berücksichtigen. Für die Auswahl der am besten 

geeigneten Prüfkonzentrationen könnten u. a. Informationen wie die Identität, die 
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chemische Struktur und die physikalisch-chemischen Eigenschaften der Prüfsubstanz, 

Ergebnisse jeglicher In-vitro- oder In-vivo-Toxizitätsprüfungen, vorgesehene 

Verwendungen und die Möglichkeit der Exposition des Menschen, (Q)SAR-Daten und 

toxikologische Daten über strukturverwandte Substanzen sowie Daten aus Versuchen 

zur Prüfung der akuten Toxizität nach Inhalation herangezogen werden. Falls 

Neurotoxizität erwartet oder im Verlauf der Studie beobachtet wird, kann der 

Studienleiter beschließen, geeignete Untersuchungen wie eine FOB (functional 

observational battery) und die Messung der motorischen Aktivität aufzunehmen. 

Obwohl die Expositionszeit bei bestimmten Untersuchungen ein kritischer Aspekt sein 

kann, darf die Durchführung dieser zusätzlichen Versuche die Auslegung der 

Hauptstudie nicht beeinträchtigen. 

4. Verdünnungen ätzender oder reizender Prüfsubstanzen können in Konzentrationen 

geprüft werden, die den gewünschten Toxizitätsgrad erzielen [siehe GD 39 (2)]. Wenn 

Versuchstiere diesen Stoffen ausgesetzt werden, sollten die Zielkonzentrationen so 

niedrig sein, dass sie keine starken Schmerzen oder Leiden verursachen; sie sollten aber 

ausreichen, um die Konzentrations-Wirkungs-Kurve so zu erweitern, dass das 

regulatorische und wissenschaftliche Ziel der Prüfung erreicht wird. Diese 

Konzentrationen sollten von Fall zu Fall festgelegt werden, möglichst auf Basis einer 

entsprechend ausgelegten Dosisfindungsstudie, die Informationen über den kritischen 

Endpunkt, eine etwaige Reizschwelle und den Zeitpunkt des Einsetzens der Wirkung 

liefert (siehe Nummern 11, 12 und 13). Die Wahl der Konzentration ist zu begründen. 

5. Moribunde Tiere oder Tiere, die Anzeichen starker und andauernder Qualen zeigen, 

sollten tierschutzgerecht getötet werden. Moribunde Tiere werden auf die gleiche Weise 

gewertet wie während des Tests gestorbene Tiere. Kriterien für die Entscheidung, 

moribunde oder schwer leidende Tiere zu töten, sowie Hinweise zur Erkennung des 

absehbaren oder bevorstehenden Todes sind Gegenstand des OECD Guidance 

Document on Humane Endpoints (3). 

BESCHREIBUNG DER MET HODE 

Auswahl von Versuchstierarten 

6. Es sind junge, gesunde, adulte Nagetiere aus üblicherweise eingesetzten Laborstämmen 

zu verwenden. Bevorzugtes Versuchstier ist die Ratte. Wird eine andere Tierart 

eingesetzt, ist dies zu begründen. 

Vorbereitung der Tiere 

7. Die weiblichen Tiere dürfen weder bereits geworfen haben noch momentan trächtig 

sein. Am Tag der Randomisierung sollten die jungen, adulten Tiere 7 bis 9 Wochen alt 

sein; ihr Körpergewicht sollte innerhalb von ± 20 % des mittleren Gewichts für jedes 

Geschlecht liegen. Die Tiere werden nach Zufallskriterien ausgewählt, zur individuellen 

Identifizierung markiert und vor Beginn der Prüfung für einen Zeitraum von mindestens 

fünf Tagen in ihren Käfigen an die Laborbedingungen gewöhnt. 

Tierhaltung 
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8. Um die Beobachtungen zu erleichtern und Verwechslungen auszuschließen, sollten die 

Tiere möglichst mit einem subkutanen Transponder einzeln gekennzeichnet werden. Die 

Temperatur in dem Raum, in dem die Versuchstiere gehalten werden, sollte 22 ± 3 °C 

betragen. Die relative Luftfeuchtigkeit sollte im Idealfall im Bereich zwischen 30 und 

70 % liegen; bei Verwendung von Wasser als Vehikel könnte dies jedoch unmöglich 

sein. Die Tiere sollten vor und nach den Expositionen im Allgemeinen nach Geschlecht 

und Konzentration in Käfigen gruppiert werden, wobei aber die Anzahl der Tiere pro 

Käfig noch eine genaue Beobachtung der einzelnen Tiere ermöglichen muss und 

Verluste aufgrund von Kannibalismus oder Kämpfen minimiert werden sollten. Wenn 

die Tiere der Prüfsubstanz nur mit der Nase ausgesetzt werden sollen, müssen sie 

möglicherweise an die Restrainer gewöhnt werden. Die Restrainer sollten die Tiere 

weder körperlich noch in Bezug auf Wärme oder Fixierung übermäßig beeinträchtigen.  

Die Fixierung kann physiologische Endpunkte wie Körpertemperatur (Hyperthermie) 

und/oder das Atemminutenvolumen beeinflussen. Wenn generische Daten zeigen, dass 

keine derartigen Veränderungen in nennenswertem Ausmaß vorkommen, ist eine 

Eingewöhnung an die Restrainer nicht erforderlich. Bei der Ganzkörperexposition gegen 

ein Aerosol sollten die Tiere während der Exposition einzeln untergebracht sein, damit 

sie die Prüfsubstanz nicht durch das Fell ihrer Käfiggenossen filtriert einatmen. Außer 

während der Exposition kann herkömmliches und zertifiziertes Labortierfutter bei 

uneingeschränkter Versorgung mit Trinkwasser verwendet werden. Die Beleuchtung 

sollte künstlich sein und die Hell- und Dunkelphasen sollten sich im Abstand von 12 

Stunden abwechseln. 

Inhalationskammern 

9. Bei der Auswahl einer Inhalationskammer sind die Art der Prüfsubstanz und der 

Gegenstand der Prüfung zu berücksichtigen. Das bevorzugte Verfahren ist die ĂNose-

onlyò-Exposition (dieser Begriff umfasst Ănur Kopfñ, Ănur Naseñ oder Ănur Schnauzeñ). 

Für die Untersuchung von Flüssigkeits- oder Feststoffaerosolen und für Dämpfe, die zu 

Aerosolen kondensieren können, wird im Allgemeinen die ĂNose-onlyò-Exposition 

bevorzugt. Besondere Ziele der Untersuchung können möglicherweise mit einer 

Ganzkörperexposition besser erreicht werden, doch dies sollte im Prüfbericht begründet 

werden. Um bei Verwendung einer Ganzkörperkammer die Stabilität der Atmosphäre 

sicherzustellen, sollte das ĂGesamtvolumenñ der Versuchstiere 5 % des Volumens der 

Kammer nicht ¿bersteigen. Die Grundz¿ge der ĂNose-onlyò- und der 

Ganzkörperexposition sowie ihre jeweiligen Vor- und Nachteile sind in GD 39 (2) 

beschrieben. 

TOXIZITÄTSSTUDIEN  

Grenzkonzentrationen 

10. Anders als bei Studien zur akuten Toxizität gibt es bei Prüfungen auf subakute Toxizität 

nach Inhalation über 28 Tage keine festgelegten Grenzkonzentrationen. Bei der 

Festlegung der maximalen Prüfkonzentration ist Folgendes zu beachten: 1) die höchste 

erreichbare Konzentration, 2) das maximale Expositionsniveau von Menschen (Ăworst 

case), 3) die Notwendigkeit, eine ausreichende Sauerstoffversorgung aufrechtzuerhalten, 

und/oder 4) Tierschutzerwägungen. Gibt es keine auf Daten basierenden Grenzwerte, 
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können die akuten Grenzwerte der Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 (13) zugrunde 

gelegt werden (d. h. bis zu einer Höchstkonzentration von 5 mg/l bei Aerosolen, 20 mg/l 

bei Dämpfen und 20 000 ppm bei Gasen); siehe GD 39 (2). Wenn diese Grenzen bei der 

Prüfung von Gasen oder hochflüchtigen Prüfsubstanzen (z. B. Kältemitteln) 

überschritten werden müssen, ist dies zu begründen. Die Grenzkonzentration muss eine 

eindeutige Toxizität hervorrufen, ohne den Tieren übermäßigen Stress zu bereiten oder 

ihre Lebensdauer zu beeinträchtigen (3). 

Dosisfindungsstudie 

11. Vor Beginn der Hauptstudie muss möglicherweise eine Dosisfindungsstudie 

durchgeführt werden. Diese ist umfassender als eine Vorstudie, weil sie nicht auf die 

Wahl der Konzentration begrenzt ist. Die in einer Dosisfindungsstudie gewonnenen 

Erkenntnisse können zu einer erfolgreichen Hauptstudie führen. Sie kann z. B. 

technische Informationen zu den Analysemethoden, zur Partikelgröße, zur Erkennung 

toxischer Mechanismen, klinische Pathologiedaten und histopathologische Daten sowie 

Schätzungen möglicher NOAEL- und MTC-Konzentrationen in einer Hauptstudie 

liefern. Der Studienleiter kann entscheiden, mithilfe der Dosisfindungsstudie die 

Schwelle für die Reizung der Atemwege (z. B. durch histopathologische Untersuchung 

der Atemwege, Lungenfunktionsprüfung oder bronchoalveoläre Lavage), die höchste 

Konzentration, die von den Tieren ohne übermäßigen Stress toleriert wird, und die 

Parameter, die die Toxizität der Prüfsubstanz am besten beschreiben, zu identifizieren. 

12. Eine Dosisfindungsstudie kann eine oder mehrere Konzentrationsstufen umfassen. Auf 

jeder Konzentrationsstufe sollten höchstens drei männliche und drei weibliche Tiere der 

Prüfsubstanz ausgesetzt werden. Eine Dosisfindungsstudie sollte mindestens fünf Tage 

und im Allgemeinen nicht mehr als 14 Tage dauern. Die Wahl der Konzentrationen für 

die Hauptstudie ist im Prüfbericht zu begründen. Ziel der Hauptstudie ist es, 

nachzuweisen, dass eine Beziehung zwischen der Konzentration und der Wirkung 

besteht, die am voraussichtlich empfindlichsten Endpunkt auftritt. Die niedrigste 

Konzentration sollte im Idealfall eine Konzentration sein, bei der keine zu 

beobachtenden schädlichen Wirkungen auftreten, und die höchste Konzentration sollte 

eine eindeutige Toxizität hervorrufen, ohne den Tieren übermäßigen Stress zu bereiten 

oder ihre Lebensdauer zu beeinträchtigen (3). 

13. Bei der Auswahl der Konzentrationsstufen für die Dosisfindungsstudie sollten alle 

verfügbaren Informationen berücksichtigt werden, einschließlich der Struktur-

Wirkungs-Beziehungen und der Daten über ähnliche Stoffe (siehe Nummer 3). Eine 

Dosisfindungsstudie kann bestätigen/widerlegen, welche Endpunkte nach 

mechanistischen Kriterien als die empfindlichsten Endpunkte angesehen werden, z. B. 

die Cholinesterasehemmung durch Organophosphate, die Methämoglobinbildung durch 

für Erythrozyten toxische Stoffe, Schilddrüsenhormone (T3, T4) im Fall von 

thyrotoxischen Stoffen, Proteine, LDH oder Neutrophile in bronchoalveolärer Lavage 

im Fall schwach löslicher unschädlicher Partikel oder lungenreizender Aerosole. 

Hauptstudie 

14. Die Hauptstudie zur Prüfung auf subakute Toxizität umfasst im Allgemeinen drei 

Konzentrationsstufen sowie, falls erforderlich, eine gleichzeitige negative (Luft-

)Kontrolle und/oder eine Vehikelkontrolle (siehe Nummer 17). Die Festlegung der 
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geeigneten Expositionsstufen sollte sich auf alle verfügbaren Daten stützen, 

einschließlich der Ergebnisse systemischer Toxizitätsprüfungen, des Metabolismus und 

der Kinetik (hohe Konzentrationsstufen, die kinetische Prozesse sättigen, sind zu 

vermeiden). Jede Prüfgruppe umfasst mindestens zehn Nagetiere (fünf Männchen und 

fünf Weibchen), die der Prüfsubstanz für einen Zeitraum von 4 Wochen an 5 Tagen in 

der Woche jeweils 6 Stunden pro Tag ausgesetzt werden (Gesamtdauer der Prüfung 

28 Tage). Die Tiere können auch an 7 Tagen in der Woche exponiert werden (z. B. 

wenn inhalierte Arzneimittel geprüft werden). Ist bekannt, dass ein Geschlecht 

empfindlicher auf eine bestimmte Prüfsubstanz reagiert, können die Geschlechter 

unterschiedlichen Konzentrationsstufen ausgesetzt werden, um die Konzentrations-

Wirkungs-Beziehung genauer zu bestimmen (siehe Nummer 15). Wenn f¿r eine ĂNose-

onlyò-Exposition andere Nagetierarten als Ratten verwendet werden, kann die maximale 

Expositionsdauer angepasst werden, um artenspezifisches Leiden zu minimieren. Eine 

Expositionsdauer von weniger als 6 Stunden/Tag oder die Notwendigkeit einer 

Ganzkörperexpositionsstudie mit Langzeitexposition (z. B. 22 Stunden/Tag) ist zu 

begründen [siehe GD 39 (2)]. Während der Exposition sollte kein Futter verabreicht 

werden, es sei denn die Exposition dauert länger als 6 Stunden. Wasser kann während 

einer Ganzkörperexposition jederzeit angeboten werden. 

15. Die gewählten Zielkonzentrationen sollen es ermöglichen, die Zielorgane zu 

identifizieren und eine deutliche Konzentrations-Wirkungs-Beziehung zu belegen: 

- Die hohe Konzentrationsstufe sollte toxische Wirkungen hervorrufen, aber keine 

anhaltenden Symptome oder Todesfälle verursachen, die eine Auswertung der 

Ergebnisse beeinträchtigen würden. 

- Der Abstand zwischen den mittleren Konzentrationsstufen muss eine Abstufung der 

toxischen Wirkungen zwischen der niedrigen und der hohen Konzentration 

ermöglichen. 

- Die untere Konzentrationsstufe sollte praktisch keine Toxizitätszeichen hervorrufen. 

Satellitenstudie (Reversibilität) 

16. Es kann eine Satellitenstudie durchgeführt werden, um die Tiere für einen 

angemessenen Zeitraum nach der Behandlung (mindestens 14 Tage) auf Reversibilität, 

Persistenz oder ein verzögertes Auftreten von Toxizität zu beobachten. 

Satellitengruppen bestehen aus fünf männlichen und fünf weiblichen Tieren, die der 

Prüfsubstanz gleichzeitig mit den Versuchstieren der Hauptstudie ausgesetzt werden. 

Dabei sollten sie der Prüfsubstanz auf der höchsten Konzentrationsstufe ausgesetzt 

werden; erforderlichenfalls sollte es auch gleichzeitige Luft- und/oder Vehikelkontrollen 

geben (siehe Nummer 17). 

Kontrolltiere  

17. Eine gleichzeitige negative (Luft-)Kontrollgruppe ist genauso zu behandeln wie die 

Prüfgruppe, außer dass die Tiere nicht der Prüfsubstanz, sondern gefilterter Luft 

ausgesetzt werden. Wenn die Prüfatmosphäre mithilfe von Wasser oder einem anderen 

Stoff erzeugt wird, ist statt der negativen (Luft-)Kontrollgruppe eine 

Vehikelkontrollgruppe zu verwenden. Wenn möglich sollte Wasser als Vehikel benutzt 

werden. In diesem Fall sind die Tiere Luft mit derselben relativen Luftfeuchtigkeit 
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auszusetzen wie die exponierten Gruppen. Das geeignete Vehikel ist auf der Grundlage 

einer geeigneten Vorstudie oder von historischen Daten auszuwählen. Ist die Toxizität 

eines Vehikels unklar, kann der Studienleiter beschließen, sowohl eine negative (Luft-

)Kontrolle als auch eine Vehikelkontrolle zu verwenden; hiervon wird jedoch dringend 

abgeraten. Wenn historische Daten belegen, dass ein Vehikel nicht toxisch ist, besteht 

keine Notwendigkeit für eine negative (Luft-)Kontrollgruppe und es sollte nur eine 

Vehikelgruppe verwendet werden. Ergibt eine Vorstudie einer in einem Vehikel 

formulierten Prüfsubstanz, dass keine Toxizität vorliegt, ist das Vehikel folglich in der 

geprüften Konzentration nicht toxisch, und diese Vehikelkontrolle sollte verwendet 

werden. 

EXPOSITIONSBEDINGUNG EN 

Verabreichung der Konzentrationen 

18. Die Tiere werden der Prüfsubstanz in Form von Gas, Dampf, Aerosol oder einer 

Kombination dieser Formen ausgesetzt. Der zu prüfende Aggregatzustand hängt von 

den physikalisch-chemischen Eigenschaften der Prüfsubstanz, der gewählten 

Konzentration und/oder der physikalischen Form ab, in der die Prüfsubstanz bei der 

Handhabung und Verwendung am wahrscheinlichsten vorliegt. Hygroskopische und 

chemisch reaktive Prüfsubstanzen sollten bei geringer Luftfeuchtigkeit geprüft werden. 

Dabei ist darauf zu achten, dass keine explosionsfähigen Konzentrationen erzeugt 

werden. Bei Partikeln kann die Partikelgröße durch mechanische Prozesse verringert 

werden. GD 39 (2) enthält nähere Hinweise. 

Partikelgrößenverteilung 

19. Bei allen Aerosolen und bei Dämpfen, die zu Aerosolen kondensieren können, sollte die 

Partikelgröße bestimmt werden. Damit alle relevanten Regionen der Atemwege der 

Prüfsubstanz ausgesetzt werden, werden mittlere aerodynamische Massendurchmesser 

(Mass Median Aerodynamic Diameter ð MMAD) von 1 bis 3 µm mit einer 

geometrischen Standardabweichung (ůg) von 1,5 bis 3,0 empfohlen (4). Wenngleich 

nach Möglichkeit versucht werden sollte, diese Werte zu erreichen, ist Fachwissen 

erforderlich, falls sie nicht erzielt werden können. Metalldampfpartikel können z. B. 

unter diesen Werten liegen, geladene Partikel und Fasern dagegen können diese Werte 

überschreiten. 

Vorbereitung der Prüfsubstanz in einem Vehikel 

20. Im Idealfall sollte die Prüfsubstanz ohne ein Vehikel geprüft werden. Wenn für die 

Erzeugung einer geeigneten Prüfsubstanzkonzentration oder Partikelgröße ein Vehikel 

verwendet werden muss, ist Wasser zu bevorzugen. Wird eine Prüfsubstanz in einem 

Vehikel gelöst, so ist seine Stabilität nachzuweisen. 

ÜBERWACHUNG DER EXPOSITIONSBEDINGUNGEN  

Luftstrom in der Inhalationskammer  
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21. Der Luftstrom durch die Kammer sollte während jeder Exposition sorgfältig geregelt, 

kontinuierlich überwacht und mindestens stündlich protokolliert werden. Die Echtzeit-

Überwachung der Konzentration (oder zeitliche Stabilität) der Prüfatmosphäre ist eine 

integrale Messung aller dynamischen Parameter und gibt indirekt die Möglichkeit, alle 

relevanten dynamischen Inhalationsparameter zu messen. Wenn die Konzentration in 

Echtzeit überwacht wird, kann die Frequenz der Messung der Luftströme auf eine 

einzige Messung je Exposition und Tag reduziert werden. Es sollte besonders darauf 

geachtet werden, das erneute Einatmen in ĂNose-onlyò-Expositionskammern zu 

vermeiden. Die Sauerstoffkonzentration sollte mindestens 19 % betragen, und die 

Kohlendioxidkonzentration sollte 1 % nicht überschreiten. Gibt es Grund zu der 

Annahme, dass diese Werte nicht eingehalten werden können, sind die Sauerstoff- und 

Kohlendioxidkonzentrationen zu messen. Wenn die Messungen am ersten 

Expositionstag die richtigen Werte dieser Gase bestätigen, sollten keine weiteren 

Messungen erforderlich sein. 

Temperatur und relative Luftfeuchtigkeit in der Inhalationskammer  

22. Die Temperatur in der Inhalationskammer sollte 22 ± 3 °C betragen. Sowohl bei der 

ĂNose-onlyò- als auch bei der Ganzkörperexposition sollte die relative Luftfeuchtigkeit 

im Atembereich der Tiere kontinuierlich überwacht und während jeder Exposition 

möglichst stündlich dokumentiert werden. Die relative Luftfeuchtigkeit sollte möglichst 

zwischen 30 und 70 % liegen, was jedoch möglicherweise nicht erreichbar ist (z. B. bei 

der Prüfung von wasserbasierten Mischungen) oder wegen chemischer Interferenz mit 

der Prüfmethode nicht gemessen werden kann. 

Prüfsubstanz: nominale Konzentration 

23. Die nominale Konzentration in der Expositionskammer sollte möglichst berechnet und 

protokolliert werden. Die nominale Konzentration ist die Masse der erzeugten 

Prüfsubstanz dividiert durch das Gesamtvolumen der durch die Inhalationskammer 

geleiteten Luft. Sie wird nicht zur Beschreibung der Exposition der Tiere verwendet; 

vielmehr gibt ein Vergleich der nominalen Konzentration und der tatsächlichen 

Konzentration Aufschluss über die Effizienz des Prüfsystems bei der Erzeugung der 

Prüfkonzentration und kann daher für die Aufdeckung von Problemen bei dieser 

Erzeugung verwendet werden. 

Prüfsubstanz: tatsächliche Konzentration 

24. Die tatsächliche Konzentration ist die Konzentration der Prüfsubstanz im Atembereich 

der Tiere in einer Inhalationskammer. Die tatsächlichen Konzentrationen können 

entweder durch spezifische Methoden (z. B. direkte Probenahme, adsorptive Methoden 

oder chemische Reaktionsverfahren mit anschließender analytischer Charakterisierung) 

oder durch unspezifische Methoden wie Gravimetrie bestimmt werden. Die 

gravimetrische Methode ist lediglich für Aerosole mit nur einem Bestandteil in 

Pulverform oder Aerosole von Flüssigkeiten mit geringer Flüchtigkeit akzeptabel und 

sollte sich auf geeignete, vor der Studie zu erstellende und für die Prüfsubstanz 

spezifische Beschreibungen stützen. Die Konzentration von Aerosolen mit mehreren 

Bestandteilen in Pulverform kann ebenfalls gravimetrisch bestimmt werden. Hierzu 

muss jedoch mit Analysedaten belegt werden, dass die Schwebstoffe eine ähnliche 

Zusammensetzung haben wie das Ausgangsmaterial. Liegen diese Angaben nicht vor, 
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muss die Prüfsubstanz (im Idealfall im Schwebezustand) möglicherweise im Verlauf der 

Studie in regelmäßigen Abständen neu analysiert werden. Bei aerosolisierten Agenzien, 

die verdunsten oder sublimieren können, sollte gezeigt werden, dass alle Phasen von der 

gewählten Methode erfasst wurden. 

25. Für die gesamte Dauer der Studie sollte möglichst eine Partie der Prüfsubstanz 

verwendet werden; die Probe sollte unter Bedingungen aufbewahrt werden, die ihre 

Reinheit, Homogenität und Stabilität gewährleisten. Die Prüfsubstanz sollte vor Beginn 

der Studie mit Angaben zur Reinheit und, falls technisch machbar, zur Identität sowie 

zu den Mengen identifizierter Schadstoffe und Verunreinigungen beschrieben werden. 

Hierzu können unter anderem die folgenden Daten verwendet werden: Retentionszeit 

und relative Peakfläche, durch Massenspektrometrie oder Gaschromatographie 

bestimmtes Molekulargewicht oder andere Werte. Das Prüflabor ist zwar nicht für die 

Identität der Probe verantwortlich, doch es kann ratsam sein, dass es die Beschreibung 

des Auftraggebers zumindest in gewissen Grenzen (z. B. Farbe, physikalische 

Beschaffenheit usw.) überprüft. 

26. Die Expositionsatmosphäre ist so konstant wie möglich zu halten. Um die Stabilität der 

Expositionsbedingungen nachzuweisen, kann ein Echtzeitüberwachungsgerät verwendet 

werden, z. B. ein Aerosol-Photometer für Aerosole oder ein Gesamtkohlenwasserstoff-

Analysator (THC) für Dämpfe. Die tatsächliche Konzentration in der Kammer sollte an 

jedem Expositionstag für jede Expositionsstufe mindestens dreimal gemessen werden. 

Falls dies wegen geringer Luftdurchflussraten oder niedriger Konzentrationen nicht 

möglich ist, reicht eine Probe je Expositionsperiode. Im Idealfall sollte diese Probe dann 

über die gesamte Expositionszeit gewonnen werden. Die einzelnen Proben der 

Konzentration in der Kammer sollten bei Gasen und Dämpfen nicht mehr als ± 10 % 

und bei Flüssig- oder Feststoffaerosolen nicht mehr als ± 20 % von der mittleren 

Kammerkonzentration abweichen. Die Zeit bis zum Erreichen eines Gleichgewichts in 

der Kammer (t95) ist zu berechnen und zu dokumentieren. Die Expositionsdauer 

erstreckt sich über den Zeitraum, in dem die Prüfsubstanz erzeugt wird. Dies schließt die 

Zeiten zur Erreichung des Gleichgewichts in der Kammer (t95) und zum Abbau der 

Konzentrationen ein. GD 39 (2) enthält Hinweise zur Einschätzung von t95. 

27. Bei sehr komplexen Mischungen aus Gasen/Dämpfen und Aerosolen (z. B. 

Verbrennungsatmosphären und Prüfsubstanzen, die aus hierzu bestimmten 

Endverbraucherprodukten/-geräten gesprüht werden) kann sich jede Phase in einer 

Inhalationskammer anders verhalten. Daher sollte mindestens eine Indikatorsubstanz 

(Analyt), normalerweise der wichtigste Wirkstoff in der Mischung, von jeder Phase 

(Gas/Dampf und Aerosol) ausgewählt werden. Wenn die Prüfsubstanz eine Mischung 

ist, sollte die Analysekonzentration für die gesamte Mischung und nicht nur für den 

Wirkstoff oder die Indikatorsubstanz (Analyt) dokumentiert werden. Weitere 

Informationen zu tatsächlichen Konzentrationen sind in GD 39 (2) zu finden. 

Prüfsubstanz: Partikelgrößenverteilung 

28. Die Partikelgrößenverteilung von Aerosolen sollte auf jeder Konzentrationsstufe 

mindestens wöchentlich mit einem Kaskaden-Impaktor oder einem anderen Messgerät 

wie einem APS bestimmt werden. Kann nachgewiesen werden, dass die mit einem 

Kaskaden-Impaktor und dem alternativen Messgerät erzielten Ergebnisse gleichwertig 

sind, so kann das alternative Instrument während der gesamten Studie verwendet 
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werden. 

29. Parallel zum Hauptinstrument ist ein zweites Gerät wie ein Gravimetriefilter oder eine 

Gaswaschflasche zu verwenden, um den Abscheidegrad des Hauptinstruments zu 

bestätigen. Die durch die Partikelgrößenanalyse bestimmte Massenkonzentration sollte 

innerhalb vertretbarer Grenzen um die durch die Filteranalyse bestimmte 

Massenkonzentration liegen [siehe GD 39 (2)]. Wenn die Gleichwertigkeit bei allen 

geprüften Konzentrationen zu Beginn der Studie nachgewiesen werden kann, kann auf 

weitere bestätigende Messungen verzichtet werden. Aus Tierschutzgründen sollten 

Vorkehrungen getroffen werden, um unklare Daten zu minimieren, die dazu führen 

könnten, dass eine Studie wiederholt werden muss. 

30. Wenn die Möglichkeit besteht, dass Dampfkondensation zur Bildung eines Aerosols 

führen kann, oder wenn in einer Dampfatmosphäre mit dem Potenzial für gemischte 

Phasen Partikel nachgewiesen werden, sollte eine Partikelgrößenbestimmung für 

Dämpfe vorgenommen werden. 

BEOBACHTUNGEN  

31. Die Tiere sollten vor, während und nach der Exposition auf klinische Zeichen 

beobachtet werden. Je nach Reaktion der Tiere während der Exposition können 

häufigere Beobachtungen angezeigt sein. Wenn die Beobachtung der Tiere durch die 

Verwendung von Restrainern, wegen schlecht beleuchteter Ganzkörperkammern oder 

getrübter Atmosphäre erschwert ist, sind die Tiere nach der Exposition sorgfältig zu 

beobachten. Durch Beobachtungen vor der Exposition am folgenden Tag kann beurteilt 

werden, ob toxische Wirkungen sich zurückgebildet oder verschlimmert haben. 

32. Sämtliche Beobachtungen werden in Einzelprotokollen dokumentiert, die für jedes Tier 

geführt werden. Wenn Tiere aus humanen Gründen getötet werden oder ihr Tod 

festgestellt wird, sollte der Todeszeitpunkt so genau wie möglich registriert werden. 

33. Die Beobachtungen der Tiere sollten sich insbesondere auf Veränderungen an Haut, 

Fell, Augen, Schleimhäuten, des Atmungs- und Kreislaufsystems, des Nervensystems 

sowie auf Somatomotorik und Verhaltensmuster erstrecken. Besonderes Augenmerk ist 

auf Tremor, Konvulsionen, Salivation, Diarrhö, Lethargie, Schlaf und Koma zu richten. 

Die Messung der Rektaltemperatur kann zusätzliche Belege für mit der Behandlung 

oder Unterbringung zusammenhängende Reflex-Bradypnoe oder Hypo-/Hyperthermie 

liefern. Darüber hinaus können zusätzliche Aspekte wie Kinetik, Biomonitoring, 

Lungenfunktion, Retention schlecht löslicher Stoffe, die im Lungengewebe 

akkumulieren, und Verhaltensstörungen in das Studienprotokoll aufgenommen werden. 

KÖRPERGEWICHT  

34. Das Körpergewicht der einzelnen Tiere sollte kurz vor der ersten Exposition (Tag 0), 

danach zweimal wöchentlich (z. B. freitags und montags, um die Erholung während 

eines expositionsfreien Wochenendes nachzuweisen, oder in einem Zeitintervall, das die 

Beurteilung der systemischen Toxizität ermöglicht) und zum Zeitpunkt des Todes oder 

der Tötung dokumentiert werden. Treten in den ersten zwei Wochen keine Wirkungen 
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auf, kann das Körpergewicht während der restlichen Studiendauer wöchentlich 

gemessen werden. Satellitentiere (Reversibilitätsprüfung) (falls verwendet) sollten 

während der gesamten Erholungsphase weiterhin wöchentlich gewogen werden. Am 

Ende der Studie sollten alle Tiere kurz vor der Tötung gewogen werden, um eine 

objektive Berechnung der Organ-Körpergewicht-Verhältnisse zu ermöglichen. 

FUTTER- UND WASSERAUFNAHME 

35. Die Futteraufnahme sollte wöchentlich gemessen werden. Auch die Wasseraufnahme 

kann gemessen werden. 

KLIN ISCHE PATHOLOGIE  

36. An allen Tieren, auch an Kontroll- und Satellitentieren (Reversibilitätprüfung), sollten 

klinische Pathologieuntersuchungen durchgeführt werden, wenn sie getötet werden. Der 

Zeitraum zwischen dem Ende der Exposition und der Blutentnahme ist zu 

protokollieren, insbesondere wenn der betreffende Endpunkt rasch zu seinem 

ursprünglichen Wert zurückkehrt. Für Parameter mit einer kurzen Plasmahalbwertszeit 

(z. B. COHb, CHE und MetHb) ist die Probenahme nach Ende der Exposition 

angezeigt. 

37. In Tabelle 1 sind die im Allgemeinen für alle Toxikologiestudien erforderlichen 

klinischen Pathologieparameter aufgeführt. In der Regel ist eine Urinanalyse nicht 

notwendig, kann aber durchgeführt werden, wenn sie wegen erwarteter oder 

festgestellter Toxizität für nützlich gehalten wird. Der Studienleiter kann beschließen, 

zusätzliche Parameter zu bestimmen, um die Toxizität einer Prüfsubstanz genauer zu 

beschreiben (z. B. Cholinesterase, Lipide, Hormone, Säure-Basen-Gleichgewicht, 

Methämoglobin oder Heinz-Körper, Creatin-Kinase, Verhältnis von myeloiden zu 

erythroiden Zellen, Troponin, arterielle Blutgase, Lactatdehydrogenase, 

Sorbitdehydrogenase, Glutamatdehydrogenase und ɔ-Glutamyltranspeptidase). 
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Tabelle 1 

Klinische Standardpathologieparameter 

Hämatologische Untersuchung 

Erythrozytenzahl 

Hämatokrit 

Hämoglobinkonzentration 

Mittleres korpuskuläres 

Hämoglobin 

Mittleres 

Erythrozyteneinzelvolumen 

Mittlere korpuskuläre 

Hämoglobinkonzentration 

Retikulozyten 

Gesamtleukozytenzahl 

Differentialleukozytenzah

l 

Thrombozytenzahl 

Gerinnungsfähigkeit 

(einen Wert wählen): 

    Prothrombinzeit 

    Blutgerinnungszeit 

    Partielle 

Thromboplastinzeit 

Klinische Chemie 

Glucose* 

Gesamtcholesterin 

Triglyceride 

Harnstoff-N 

Gesamtbilirubin 

Kreatinin 

Gesamtprotein 

Albumin 

Globulin 

Alanin-Aminotransferase 

Aspartat-

Aminotransferase 

Alkalische Phosphatase 

Kalium 

Natrium 

Calcium 

Phosphor 

Chlorid 

 

Urinuntersuchung (fakultativ) 

Aussehen (Farbe und Trübung) 

Menge 

Spezifisches Gewicht oder 

Osmolarität 

pH-Wert 

Gesamtprotein 

Glucose 

Blut/Blutzellen 

* Da ein längerer Futterentzug die Glucosemessungen bei den behandelten 

gegenüber den Kontrolltieren verzerren kann, sollte der Studienleiter 

entscheiden, ob eine Futterkarenz angezeigt ist. Die Dauer des Futterentzugs 

muss auf die verwendete Art abgestimmt sein; bei der Ratte kann sie 16 

Stunden betragen (nächtliche Futterkarenz). Der Nüchternglucosewert kann 

nach nächtlicher Futterkarenz in der letzten Expositionswoche oder nach 

nächtlicher Futterkarenz vor der Nekropsie (in letzterem Fall zusammen mit 

allen anderen klinischen Pathologieparametern) bestimmt werden. 
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38. Gibt es Anhaltspunkte dafür, dass die unteren Atemwege (d. h. die Alveolen) die 

Hauptablagerungs- und Retentionsorte sind, kann die bronchoalveoläre Lavage (BAL) 

die Methode der Wahl sein, um hypothesenbasierte Dosis-Wirkungs-Parameter 

quantitativ zu analysieren, wobei Alveolitis, Lungenentzündung und Phospholipidose 

im Vordergrund stehen. Auf diese Weise können Veränderungen der Dosis-Wirkungs-

Beziehung und des zeitlichen Verlaufs alveolärer Läsionen angemessen untersucht 

werden. Die BAL-Flüssigkeit kann auf Gesamt- und Differenzialleukozytenzahl, 

Gesamtprotein und Laktatdehydrogenase analysiert werden. In Betracht gezogen werden 

können auch Parameter, die auf lysosomale Schäden, Phospholipidose, Fibrose und 

reizende oder allergische Entzündung hindeuten; dazu kann auch die Bestimmung 

entzündungsfördernder Zytokine/Chemokine gehören. BAL-Messungen dienen im 

Allgemeinen zur Ergänzung der Ergebnisse histopathologischer Untersuchungen, 

können sie aber nicht ersetzen. Eine Anleitung zur Durchführung der Lungenlavage ist 

in GD 39 (2) enthalten. 

MAKROSKOPISCHE PATHOLOGIE UND ORGANGEWICHTE  

39. Alle Versuchstiere, einschließlich der Tiere, die während der Prüfung sterben oder aus 

Tierschutzgründen getötet und aus der Studie genommen werden, sind (falls möglich) 

vollständig zu entbluten und auf makroskopische Veränderungen zu untersuchen. Der 

Zeitabstand zwischen dem Ende der letzten Exposition eines Tiers und seiner Tötung ist 

zu dokumentieren. Kann die Nekropsie nicht unmittelbar nach Auffinden eines toten 

Tieres erfolgen, sollte der Körper auf eine Temperatur gekühlt (nicht eingefroren) 

werden, die tief genug ist, um die Autolyse zu minimieren. Die Nekropsie ist 

baldmöglichst, in der Regel innerhalb von einem oder zwei Tagen durchzuführen. Alle 

makroskopischen Veränderungen sollten für jedes Tier protokolliert werden, wobei 

besonders auf Veränderungen der Atemwege zu achten ist. 

40. In Tabelle 2 sind die Organe und Gewebe aufgeführt, die bei der Nekropsie zur 

histopathologischen Untersuchung in einem geeigneten Medium aufbewahrt werden 

sollten. Die Aufbewahrung der in [Klammern] gesetzten Organe und Gewebe sowie 

aller sonstigen Organe und Gewebe liegt im Ermessen den Studienleiters. Die durch 

Fettdruck  hervorgehobenen Organe sind so bald wie möglich nach der Sektion von 

anhaftendem Gewebe zu befreien und feucht zu wiegen, um ein Austrocknen zu 

verhindern. Die Schilddrüse und die Nebenhoden sind nur zu wiegen, wenn dies 

notwendig ist, da ihre Befreiung von anhaftendem Gewebe die histopathologische 

Bewertung erschweren kann. Gewebe und Organe sind unmittelbar nach der Nekropsie 

und je nach verwendetem Fixierungsmittel mindestens 24-48 Stunden vor der Befreiung 

von anhaftendem Gewebe in 10%ig gepuffertem Formalin oder einem anderen 

geeigneten Fixierungsmittel zu fixieren. 

 



81 

 

Tabelle 2 

Bei der Nekropsie aufbewahrte Organe und Gewebe 

 

Nebennieren 

Knochenmark (und/oder frisches 

Aspirat) 

Gehirn (mit Schnitten von Cerebrum, 

Cerebellum und Medulla/Pons) 

[Augen (Netzhaut, Sehnerv) und Lider] 

Herz 

Nieren 

Larynx (3 Ebenen, 1 Ebene, die die 

Basis der Epiglottis enthält) 

Leber 

Lunge (alle Lungenlappen auf einer 

Ebene, einschließlich der 

Hauptbronchien) 

Lymphknoten aus der Hilusregion der 

Lunge, insbesondere bei schlecht 

löslichen Prüfsubstanzen, die in 

Partikelform vorliegen. Für gründlichere 

Untersuchungen und/oder Studien mit 

immunologischem Schwerpunkt können 

zusätzliche Lymphknoten in Betracht 

gezogen werden, z. B. aus der 

mediastinalen, der 

cervicalen/submandibulären und/oder 

der aurikularen Region.  

Nasopharyngeale Gewebe (mindestens 4 

Ebenen; 1 Ebene muss den Nasen-

Rachen-Gang und das Lymphgewebe 

des Nasen-Rachen-Raums (NALT) 

umfassen. 

Speiseröhre 

[Riechkolben] 

Ovarien 

 

Samenbläschen  

Rückenmark (zervical, mittlerer 

Thoraxbereich und lumbar) 

Milz   

Magen 

Hoden 

Thymus 

Schilddrüse  

Trachea (mindestens 2 Ebenen mit 

einem Längsschnitt durch die Carina 

und 1 Querschnitt) 

[Harnblase] 

Uterus 

Alle makroskopischen Veränderungen 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

41. Die Lungen sind in intaktem Zustand zu entfernen, zu wiegen und mit einem geeigneten 

Fixierungsmittel bei einem Druck von 20-30 cm Wasser zu behandeln, damit die 

Lungenstruktur erhalten bleibt (5). Die Schnitte werden bei allen Lungenlappen auf 

einer Ebene einschließlich der Hauptbronchien hergestellt; wenn eine Lungenlavage 

durchgeführt wird, ist der nicht gewaschene Lappen jedoch auf drei Ebenen zu 

schneiden (keine seriellen Schnitte).  
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42. Mindestens vier Ebenen der nasopharyngealen Gewebe sind zu untersuchen; eine der 

Ebenen sollte den Nasen-Rachen-Gang umfassen (5, 6, 7, 8, 9), damit das Plattenepithel, 

das (nicht Zilien-tragende respiratorische) Übergangsepithel, das (Zilien-tragende 

respiratorische) Flimmerepithel und das Riechepithel sowie das Lymphgewebe (NALT; 

10,11) gründlich untersucht werden können. Drei Ebenen des Larynx sind zu 

untersuchen; eine dieser Ebenen sollte die Basis der Epiglottis enthalten (12). 

Mindestens zwei Ebenen der Trachea sind zu untersuchen, darunter ein Längsschnitt 

durch die Carina der Bifurkation der extrapulmonalen Bronchien und ein Querschnitt. 

HISTOPATHOLOGIE  

43. Die in Tabelle 2 aufgeführten Organe und Gewebe der Tiere in der Kontrollgruppe und 

der Gruppe mit der höchsten Konzentration und aller während der Studie gestorbenen 

oder getöteten Tiere sollten histopathologisch untersucht werden. Besonderes 

Augenmerk ist auf Atemwege, Zielorgane und makroskopische Veränderungen zu 

richten. Die Organe und Gewebe, die in der höchsten Konzentrationsgruppe 

makroskopische Veränderungen aufweisen, sollten in allen Gruppen untersucht werden. 

Der Studienleiter kann beschließen, histopathologische Untersuchungen bei zusätzlichen 

Gruppen durchzuführen, um eine eindeutige Konzentrationswirkung nachzuweisen. 

Umfasst eine Prüfung auch eine Satellitengruppe (Reversibilitätsprüfung), sind alle 

Gewebe und Organe histopathologisch zu untersuchen, bei denen in den 

Behandlungsgruppen Wirkungen aufgetreten sind. Treten in der Gruppe mit der 

höchsten Konzentration übermäßig viele frühzeitige Todesfälle oder andere Probleme 

auf, die die Signifikanz der Daten beeinträchtigen, so ist die Gruppe mit der 

nächstniedrigeren Konzentration histopathologisch zu untersuchen. Man sollte 

versuchen, die makroskopischen Befunde mit den Ergebnissen der mikroskopischen 

Untersuchung zu korrelieren. 

DATEN UND BERICHTERS TATTUNG  

Daten 

44. Körpergewichte, Futteraufnahme, Ergebnisse der klinischen Pathologie, 

makroskopische Befunde, Organgewichte und Ergebnisse der Histopathologie sind für 

die einzelnen Tiere anzugeben. Die Daten der klinischen Beobachtung sind in 

tabellarischer Form zusammenzufassen. Daraus müssen für jede Prüfgruppe die Anzahl 

der verwendeten Tiere, die Anzahl der Tiere mit spezifischen Toxizitätszeichen, die 

Anzahl der Tiere, die während der Prüfung tot aufgefunden oder vorzeitig getötet 

wurden, der Todeszeitpunkt der einzelnen Tiere, eine Beschreibung und der zeitliche 

Verlauf der toxischen Wirkungen und deren Reversibilität sowie die Sektionsbefunde 

ersichtlich sein. Sowohl die quantitativen als auch die gelegentlich erzielten Ergebnisse 

sind anhand eines geeigneten statistischen Verfahrens zu bewerten. Hierzu ist eine 

allgemein anerkannte Statistikmethode heranzuziehen; die Statistikmethoden sind bei 

der Auslegung der Studie festzulegen. 

Prüfbericht  

45. Der Prüfbericht sollte, soweit zutreffend, die folgenden Informationen enthalten: 
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Versuchstiere und Tierhaltung 

- Beschreibung der Haltungsbedingungen mit Angaben zu Anzahl (oder Veränderung 

der Anzahl) der Tiere je Käfig, Einstreu, Umgebungstemperatur und relativer 

Luftfeuchtigkeit, Photoperiode und Futter, 

- Art/Stamm und Begründung für die Verwendung einer anderen Art als der Ratte; 

Daten zur Herkunft der Tiere und historische Daten können angegeben werden, wenn 

sie von Tieren mit ähnlichen Expositions-, Unterbringungs- und 

Futterkarenzbedingungen stammen, 

- Anzahl, Alter und Geschlecht der Tiere, 

- Randomisierungsmethode, 

- Beschreibung etwaiger Vorbereitung vor der Prüfung, einschließlich Ernährung, 

Quarantäne und Behandlung von Krankheiten. 

Prüfsubstanz 

- physikalische Beschaffenheit, Reinheit und, wenn maßgeblich, physikalisch-

chemische Eigenschaften (einschließlich Isomerisierung), 

- Angaben zur Identifikation und CAS-Nummer (Chemical Abstract Services), falls 

bekannt. 

Vehikel 

- Begründung für die Verwendung eines Vehikels sowie für die Wahl des Vehikels 

(falls nicht Wasser), 

- historische oder parallel erzeugte Daten, die belegen, dass das Vehikel keinen 

Einfluss auf das Ergebnis der Studie hat. 

Inhalationskammer 

- ausführliche Beschreibung der Inhalationskammer mit Angabe des Volumens sowie 

ein Diagramm, 

- Herkunft und Beschreibung der für die Exposition der Tiere sowie für die Erzeugung 

der Atmosphäre verwendeten Ausrüstung,  

- Ausrüstung für die Messung von Temperatur, Luftfeuchtigkeit, Partikelgröße und 

tatsächlicher Konzentration, 

- Herkunft der Luft und Klimatisierungssystem, 

- für die Kalibrierung der Ausrüstung verwendete Methoden, um eine homogene 

Prüfatmosphäre sicherzustellen, 

- Druckunterschied (positiv oder negativ), 

- Expositions-Öffnungen je Kammer (ĂNose-onlyñ-Exposition); Anordnung der Tiere 

in der Kammer (Ganzkörperexposition), 

- Stabilität der Prüfatmosphäre, 

- Lage von Temperatur- und Feuchtigkeitssensoren und Ort der Probenahme der 

Prüfatmosphäre in der Kammer, 
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- Behandlung der zugeführten/entzogenen Luft, 

- Luftdurchflussraten, Luftdurchflussrate/Expositions-¥ffnung (ĂNose-onlyñ-

Exposition) oder Anzahl der Tiere je Kammer (Ganzkörperexposition), 

- Zeit bis zum Erreichen des Gleichgewichts in der Inhalationskammer (t95), 

- Zahl der Volumenänderungen pro Stunde, 

- Messgeräte (falls zutreffend). 

Expositionsdaten 

- Begründung für die Wahl der Zielkonzentration in der Hauptstudie, 

- nominale Konzentrationen (Gesamtmasse der in die Inhalationskammer eingeleiteten 

Prüfsubstanz dividiert durch das Volumen der durch die Kammer geleiteten Luft), 

- im Atembereich der Tiere ermittelte tatsächliche Konzentrationen der Prüfsubstanz; 

bei Gemischen mit heterogenen physikalischen Formen (Gase, Dämpfe, Aerosole) 

kann jede Form getrennt analysiert werden, 

- alle Luftkonzentrationen sollten in Masseneinheiten (z. B. mg/l, mg/m
3
 usw.) und 

nicht in Volumeneinheiten (z. B. ppm, ppb usw.) angegeben werden, 

- Partikelgrößenverteilung, mittlerer aerodynamischer Massendurchmesser (MMAD) 

und geometrische Standardabweichung (ůg), einschließlich der 

Berechnungsmethoden. Einzelne Partikelgrößenanalysen sind zu protokollieren. 

Prüfbedingungen 

- Angaben zur Vorbereitung der Prüfsubstanz, einschließlich Angaben zu den 

Verfahren zur Reduzierung der Partikelgröße von Feststoffen oder zur Herstellung 

von Lösungen der Prüfsubstanz, 

- eine Beschreibung (möglichst mit Diagramm) der Ausrüstung, die zur Erzeugung der 

Prüfatmosphäre und zur Exposition der Tiere gegen die Prüfatmosphäre verwendet 

wird, 

- Angaben zur Ausrüstung, die für die Überwachung von Temperatur, Luftfeuchtigkeit 

und Luftstrom in der Kammer verwendet wird (Erstellung einer Kalibrationskurve), 

- Angaben zur Ausrüstung, mit der die Proben zur Bestimmung der Konzentration in 

der Kammer und der Partikelgrößenverteilung genommen werden, 

- Angaben zur verwendeten chemischen Analysemethode und zur Validierung der 

Methode (einschließlich der Effizienz der Wiederfindung der Prüfsubstanz im 

Medium), 

- Randomisierungsmethode für die Einteilung der Tiere in Prüf- und Kontrollgruppen, 

- Angaben über Futter- und Wasserqualität (einschließlich Art/Herkunft des Futters, 

Wasserquelle), 

- Begründung für die Wahl der Prüfkonzentrationen. 

Ergebnisse 



85 

 

- tabellarische Darstellung von Temperatur, Luftfeuchtigkeit und Luftstrom in der 

Kammer, 

- tabellarische Darstellung von Daten zur nominalen und tatsächlichen Konzentration in 

der Kammer, 

- tabellarische Darstellung der Partikelgrößendaten einschließlich Daten zur 

analytischen Probenahme, Partikelgrößenverteilung und Berechnung des MMAD und 

der ůg, 

- tabellarische Darstellung der erhobenen Daten und der Konzentration für jedes 

einzelne Tier (d. h. Tiere, die Anzeichen für Toxizität zeigen, einschließlich 

Mortalität sowie Art, Schweregrad, Zeitpunkt des Einsetzens und Dauer der 

Wirkungen), 

- tabellarische Darstellung des Körpergewichts der einzelnen Tiere, 

- tabellarische Darstellung der Futteraufnahme, 

- tabellarische Darstellung der klinischen Pathologieparameter, 

- Sektionsbefunde und histopathologische Ergebnisse für jedes einzelne Tier, falls 

vorhanden, 

- tabellarische Darstellung aller anderen gemessenen Parameter. 

Diskussion und Auswertung der Ergebnisse 

- Besondere Aufmerksamkeit sollte der Beschreibung der Methoden gelten, die 

verwendet wurden, um die Kriterien dieser Prüfmethode zu erfüllen, z. B. die 

Grenzkonzentration oder die Partikelgröße. 

- Die Lungengängigkeit von Partikeln vor dem Hintergrund der Gesamtbefunde sollte 

behandelt werden, insbesondere, wenn die Partikelgrößenkriterien nicht erfüllt werden 

konnten. 

- Die Kohärenz der Methoden zur Bestimmung der nominalen und der tatsächlichen 

Konzentration sowie die Beziehung der tatsächlichen Konzentration zur nominalen 

Konzentration sind in die Gesamtbewertung der Studie aufzunehmen. 

- Die wahrscheinliche Todesursache und die vorherrschende Wirkungsweise 

(systemisch oder lokal) sollten behandelt werden. 

- Falls Tiere, die unter Schmerzen litten oder Zeichen für schweres und anhaltendes 

Leiden aufwiesen, auf humane Weise getötet werden mussten, ist eine Erklärung auf 

der Grundlage der Kriterien im OECD Guidance Document on Humane Endpoints (3) 

zu geben. 

- Die Zielorgane sollten identifiziert werden. 

- Der NOAEL und der LOAEL sollten bestimmt werden. 
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Anlage 1 

 

DEFINITION  

Prüfsubstanz: jeder Stoff oder jedes Gemisch, der/das mit dieser Prüfmethode getestet 

wird.ñ 
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5. Die Kapitel B.29 und B.30 erhalten folgende Fassung: 

 

ĂB.29. PRÜFUNG AUF SUB-CHRONISCHE TOXIZITÄT NACH INHALA TION ð 

90-TAGE-TEST 

ZUSAMMENFASSUNG 

Diese überarbeitete Prüfmethode B.29 wurde entwickelt, um die Toxizität der Prüfsubstanz 

nach Inhalation über einen subchronischen Zeitraum (90 Tage) umfassend zu beschreiben 

und um robuste Daten für die quantitative Bewertung des Inhalationsrisikos zu gewinnen. 

Gruppen von zehn männlichen und zehn weiblichen Nagern werden über einen Zeitraum von 

90 Tagen (13 Wochen) 6 Stunden am Tag a) der Prüfsubstanz in drei oder mehr 

Konzentrationsstufen, b) gefilterter Luft (negative Kontrolle) und/oder c) dem Vehikel 

(Vehikelkontrolle) ausgesetzt. Im Allgemeinen werden die Tiere der Prüfsubstanz an 5 Tagen 

pro Woche ausgesetzt, aber auch 7 Tage pro Woche sind zulässig. Es werden immer 

männliche und weibliche Tiere geprüft, aber sie können unterschiedlichen 

Konzentrationsstufen ausgesetzt werden, wenn bekannt ist, dass ein Geschlecht 

empfindlicher auf eine bestimmte Prüfsubstanz reagiert als das andere. Bei dieser Methode 

hat der Studienleiter die Möglichkeit, Satellitengruppen (Reversibilitätsprüfung) 

aufzunehmen, Tiere im Verlauf der Studie zu töten, sowie eine bronchoalveoläre Lavage 

(BAL), neurologische Tests, zusätzliche klinische Pathologieuntersuchungen und 

histopathologische Untersuchungen durchzuführen, um die Toxizität einer Prüfsubstanz 

besser beschreiben zu können. 

EINLEITUNG  

1. Diese Prüfmethode entspricht der OECD-Prüfrichtlinie 413 (2009). Die ursprüngliche 

Prüfrichtlinie 413 (TG 413) zur subchronischen Inhalation wurde 1981 angenommen 

(1). Diese Prüfmethode B.29 (die der überarbeiteten TG 413 (2009) entspricht), wurde 

aktualisiert, um dem neuesten Stand der Wissenschaft Rechnung zu tragen und 

derzeitige und künftige Regulierungsanforderungen zu erfüllen. 

2. Prüfungen auf subchronische Toxizität nach Inhalation haben hauptsächlich den Zweck, 

die in Vorschriften festzusetzenden Konzentration zu bestimmen, nach denen das Risiko 

für Arbeitnehmer im beruflichen Umfeld beurteilt wird. Sie werden auch verwendet, um 

das mit einer Exposition verbundene Risiko für den Menschen am Wohnort, im Verkehr 

und in der Umwelt zu beurteilen. Diese Methode ermöglicht die Beschreibung der 

schädlichen Wirkungen nach wiederholter täglicher inhalativer Exposition gegen eine 

Prüfsubstanz für einen Zeitraum von 90 Tagen (etwa 10 % der Lebenszeit einer Ratte). 

Die in Prüfungen auf subchronische Toxizität nach Inhalation gewonnenen Daten 

können für quantitative Risikobewertungen und für die Auswahl von Konzentrationen 

für chronische Prüfungen verwendet werden. Diese Prüfmethode ist nicht speziell für 

die Prüfung von Nanomaterialien bestimmt. Die im Zusammenhang mit dieser 

Prüfmethode verwendeten Begriffe werden am Ende dieses Kapitels und im Guidance 

Document (GD) 39 (2) definiert. 
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AUSGANGSÜBERLEGUNGEN 

3. Um die Qualität der Studie zu verbessern und möglichst wenig Versuchstiere zu 

verwenden, sollte das Prüflabor vor Durchführung der Studie alle verfügbaren 

Informationen über die Prüfsubstanz berücksichtigen. Für die Auswahl der am besten 

geeigneten Prüfkonzentrationen könnten u. a. Informationen wie die Identität, die 

chemische Struktur und die physikalisch-chemischen Eigenschaften der Prüfsubstanz, 

Ergebnisse jeglicher In-vitro- oder In-vivo-Toxizitätsprüfungen, vorgesehene 

Verwendungen und die Möglichkeit der Exposition des Menschen, (Q)SAR-Daten und 

toxikologische Daten über strukturverwandte Substanzen sowie Daten aus anderen 

Studien mit wiederholter Exposition herangezogen werden. Falls Neurotoxizität 

erwartet oder im Verlauf der Studie beobachtet wird, kann der Studienleiter beschließen, 

geeignete Untersuchungen wie eine FOB (functional observational battery) und die 

Messung der motorischen Aktivität aufzunehmen. Obwohl die Expositionszeit bei 

bestimmten Untersuchungen ein kritischer Aspekt sein kann, darf die Durchführung 

dieser zusätzlichen Versuche die Auslegung der Hauptstudie nicht beeinträchtigen. 

4. Verdünnungen ätzender oder reizender Prüfsubstanzen können in Konzentrationen 

geprüft werden, die den gewünschten Toxizitätsgrad erzielen. Weitere Informationen 

sind GD 39 (2) zu entnehmen. Wenn Versuchstiere diesen Stoffen ausgesetzt werden, 

sollten die Zielkonzentrationen so niedrig sein, dass sie keine starken Schmerzen oder 

Leiden verursachen; sie sollten aber ausreichen, um die Konzentrations-Wirkungs-

Kurve so zu erweitern, dass das regulatorische und wissenschaftliche Ziel der Prüfung 

erreicht wird. Diese Konzentrationen sollten von Fall zu Fall festgelegt werden, 

möglichst auf Basis einer entsprechend ausgelegten Dosisfindungsstudie, die 

Informationen über den kritischen Endpunkt, eine etwaige Reizschwelle und den 

Zeitpunkt des Einsetzens der Wirkung liefert (siehe Nummern 11, 12 und 13). Die Wahl 

der Konzentration ist zu begründen. 

5. Moribunde Tiere oder Tiere, die Anzeichen starker und andauernder Qualen zeigen, 

sollten tierschutzgerecht getötet werden. Moribunde Tiere werden auf die gleiche Weise 

gewertet wie während des Tests gestorbene Tiere. Kriterien für die Entscheidung, 

moribunde oder schwer leidende Tiere zu töten, sowie Hinweise zur Erkennung des 

absehbaren oder bevorstehenden Todes sind Gegenstand des OECD Guidance 

Document on Humane Endpoints (3). 

BESCHREIBUNG DER MET HODE 

Auswahl von Versuchstierarten 

6. Es sind junge, gesunde, adulte Nagetiere aus üblicherweise eingesetzten Laborstämmen 

zu verwenden. Bevorzugtes Versuchstier ist die Ratte. Wird eine andere Tierart 

eingesetzt, ist dies zu begründen. 

Vorbereitung der Tiere 

7. Die weiblichen Tiere dürfen weder bereits geworfen haben noch momentan trächtig 

sein. Am Tag der Randomisierung sollten die jungen, adulten Tiere 7 bis 9 Wochen alt 

sein; ihr Körpergewicht sollte innerhalb von ± 20 % des mittleren Gewichts für jedes 
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Geschlecht liegen. Die Tiere werden nach Zufallskriterien ausgewählt, zur individuellen 

Identifizierung markiert und vor Beginn der Prüfung für einen Zeitraum von mindestens 

fünf Tagen in ihren Käfigen an die Laborbedingungen gewöhnt. 

Tierhaltung 

8. Um die Beobachtungen zu erleichtern und Verwechslungen auszuschließen, sollten die 

Tiere möglichst mit einem subkutanen Transponder einzeln gekennzeichnet werden. Die 

Temperatur in dem Raum, in dem die Versuchstiere gehalten werden, sollte 22 ± 3 °C 

betragen. Die relative Luftfeuchtigkeit sollte im Idealfall im Bereich zwischen 30 und 

70 % liegen; bei Verwendung von Wasser als Vehikel könnte dies jedoch unmöglich 

sein. Die Tiere sollten vor und nach den Expositionen im Allgemeinen nach Geschlecht 

und Konzentration in Käfigen gruppiert werden, wobei aber die Anzahl der Tiere pro 

Käfig noch eine genaue Beobachtung der einzelnen Tiere ermöglichen muss und 

Verluste aufgrund von Kannibalismus oder Kämpfen minimiert werden sollten. Wenn 

die Tiere der Prüfsubstanz nur mit der Nase ausgesetzt werden sollen, müssen sie 

möglicherweise an die Restrainer gewöhnt werden. Die Restrainer sollten die Tiere 

weder körperlich noch in Bezug auf Wärme oder Fixierung übermäßig beeinträchtigen.  

Die Fixierung kann physiologische Endpunkte wie Körpertemperatur (Hyperthermie) 

und/oder das Atemminutenvolumen beeinflussen. Wenn generische Daten zeigen, dass 

keine derartigen Veränderungen in nennenswertem Ausmaß vorkommen, ist eine 

Eingewöhnung an die Restrainer nicht erforderlich. Bei der Ganzkörperexposition gegen 

ein Aerosol sollten die Tiere während der Exposition einzeln untergebracht sein, damit 

sie die Prüfsubstanz nicht durch das Fell ihrer Käfiggenossen filtriert einatmen. Außer 

während der Exposition kann herkömmliches und zertifiziertes Labortierfutter 

verwendet werden bei uneingeschränkter Versorgung mit Trinkwasser. Die Beleuchtung 

sollte künstlich sein und die Hell- und Dunkelphasen sollten sich im Abstand von 12 

Stunden abwechseln. 

Inhalationskammern 

9. Bei der Auswahl einer Inhalationskammer sind die Art der Prüfsubstanz und der 

Gegenstand der Pr¿fung zu ber¿cksichtigen. Das bevorzugte Verfahren ist die ĂNose-

onlyò-Exposition (dieser Begriff umfasst Ănur Kopfñ, Ănur Naseñ oder Ănur Schnauzeñ). 

Für die Untersuchung von Flüssigkeits- oder Feststoffaerosolen und für Dämpfe, die zu 

Aerosolen kondensieren kºnnen, wird im Allgemeinen die ĂNose-onlyò-Exposition 

bevorzugt. Besondere Ziele der Untersuchung können möglicherweise mit einer 

Ganzkörperexposition besser erreicht werden, doch dies sollte im Prüfbericht begründet 

werden. Um bei Verwendung einer Ganzkörperkammer die Stabilität der Atmosphäre 

sicherzustellen, sollte das Gesamtvolumen der Versuchstiere 5 % des Volumens der 

Kammer nicht ¿bersteigen. Die Grundz¿ge der ĂNose-onlyò- und der 

Ganzkörperexposition sowie ihre jeweiligen Vor- und Nachteile sind in GD 39 (2) 

beschrieben. 

TOXIZITÄTSSTUDIEN  

Grenzkonzentrationen 

10. Anders als bei Studien zur akuten Toxizität gibt es bei Prüfungen auf subchronische 
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Toxizität nach Inhalation keine festgelegten Grenzkonzentrationen. Bei der Festlegung 

der maximalen Prüfkonzentration ist Folgendes zu beachten: 1) die höchste erreichbare 

Konzentration, 2) das maximale Expositionsniveau von Menschen (Ăworst case), 3) die 

Notwendigkeit, eine ausreichende Sauerstoffversorgung aufrechtzuerhalten, und 4) 

Tierschutzerwägungen. Gibt es keine auf Daten basierenden Grenzwerte, können die 

akuten Grenzwerte der Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 (13) zugrunde gelegt werden 

(d. h. bis zu einer Höchstkonzentration von 5 mg/l bei Aerosolen, 20 mg/l bei Dämpfen 

und 20 000 ppm bei Gasen); siehe GD 39 (2). Wenn diese Grenzen bei der Prüfung von 

Gasen oder hochflüchtigen Prüfsubstanzen (z. B. Kältemitteln) überschritten werden 

müssen, ist dies zu begründen. Die Grenzkonzentration muss eine eindeutige Toxizität 

hervorrufen, ohne den Tieren übermäßigen Stress zu bereiten oder ihre Lebensdauer zu 

beeinträchtigen (3). 

Dosisfindungsstudie 

11. Vor Beginn der Hauptstudie muss in der Regel eine Dosisfindungsstudie durchgeführt 

werden. Diese ist umfassender als eine Vorstudie, weil sie nicht auf die Wahl der 

Konzentration begrenzt ist. Die in einer Dosisfindungsstudie gewonnenen Erkenntnisse 

können zu einer erfolgreichen Hauptstudie führen. Sie kann z. B. technische 

Informationen zu den Analysemethoden, zur Partikelgröße, zur Erkennung toxischer 

Mechanismen, klinische Pathologiedaten und histopathologische Daten sowie 

Schätzungen möglicher NOAEL- und MTC-Konzentrationen in einer Hauptstudie 

liefern. Der Studienleiter kann entscheiden, mithilfe der Dosisfindungsstudie die 

Schwelle für die Reizung der Atemwege (z. B. durch histopathologische Untersuchung 

der Atemwege, Lungenfunktionsprüfung oder bronchoalveoläre Lavage), die höchste 

Konzentration, die von den Tieren ohne übermäßigen Stress toleriert wird, und die 

Parameter, die die Toxizität der Prüfsubstanz am besten beschreiben, zu identifizieren. 

12. Eine Dosisfindungsstudie kann aus einer oder mehreren Konzentrationsstufen bestehen. 

Auf jeder Konzentrationsstufe sollten je nach den gewählten Endpunkten drei bis sechs 

männliche und drei bis sechs weibliche Tiere der Prüfsubstanz ausgesetzt werden. Eine 

Dosisfindungsstudie sollte mindestens fünf Tage und im Allgemeinen nicht mehr als 

28 Tage dauern. Die Wahl der Konzentrationen für die Hauptstudie ist im Prüfbericht zu 

begründen. Ziel der Hauptstudie ist es, nachzuweisen, dass eine Beziehung zwischen der 

Konzentration und der Wirkung besteht, die am voraussichtlich empfindlichsten 

Endpunkt auftritt. Die niedrigste Konzentration sollte im Idealfall eine Konzentration 

sein, bei der keine zu beobachtenden schädlichen Wirkungen auftreten, und die höchste 

Konzentration sollte eine eindeutige Toxizität hervorrufen, ohne den Tieren 

übermäßigen Stress zu bereiten oder ihre Lebensdauer zu beeinträchtigen (3). 

13. Bei der Auswahl der Konzentrationsstufen für die Dosisfindungsstudie sollten alle 

verfügbaren Informationen berücksichtigt werden, einschließlich der Struktur-

Wirkungs-Beziehungen und der Daten über ähnliche Stoffe (siehe Nummer 3). Eine 

Dosisfindungsstudie kann bestätigen/widerlegen, welche Endpunkte nach 

mechanistischen Kriterien als die empfindlichsten Endpunkte angesehen werden, z. B. 

die Cholinesterasehemmung durch Organophosphate, die Methämoglobinbildung durch 

für Erythrozyten toxische Stoffe, Schilddrüsenhormone (T3, T4) im Fall von 

thyrotoxischen Stoffen, Proteine, LDH oder Neutrophile in bronchoalveolärer Lavage 

im Fall schwach löslicher unschädlicher Partikel oder lungenreizender Aerosole. 
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Hauptstudie 

14. Die Hauptstudie zur Prüfung auf subchronische Toxizität umfasst im Allgemeinen drei 

Konzentrationsstufen sowie, falls erforderlich, eine gleichzeitige negative (Luft-

)Kontrolle und/oder eine Vehikelkontrolle (siehe Nummer 18). Die Festlegung der 

geeigneten Expositionsstufen sollte sich auf alle verfügbaren Daten stützen, 

einschließlich der Ergebnisse systemischer Toxizitätsprüfungen, des Metabolismus und 

der Kinetik (hohe Konzentrationsstufen, die kinetische Prozesse sättigen, sind zu 

vermeiden). Jede Prüfgruppe umfasst zehn männliche und zehn weibliche Nager, die der 

Prüfsubstanz für einen Zeitraum von 13 Wochen an 5 Tagen in der Woche jeweils 6 

Stunden pro Tag ausgesetzt werden (Gesamtdauer der Prüfung 90 Tage). Die Tiere 

können auch an 7 Tagen in der Woche exponiert werden (z. B. wenn inhalierte 

Arzneimittel geprüft werden). Ist bekannt, dass ein Geschlecht empfindlicher auf eine 

bestimmte Prüfsubstanz reagiert, können die Geschlechter unterschiedlichen 

Konzentrationsstufen ausgesetzt werden, um die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung 

genauer zu bestimmen (siehe Nummer 15). Wenn f¿r eine ĂNose-onlyò-Exposition 

andere Nagetierarten als Ratten verwendet werden, kann die maximale Expositionsdauer 

angepasst werden, um artenspezifisches Leiden zu minimieren. Eine Expositionsdauer 

von weniger als 6 Stunden/Tag oder die Notwendigkeit einer 

Ganzkörperexpositionsstudie mit Langzeitexposition (z. B. 22 Stunden/Tag) ist zu 

begründen (siehe GD 39) (2). Während der Exposition sollte kein Futter verabreicht 

werden, es sei denn die Exposition dauert länger als 6 Stunden. Wasser kann während 

einer Ganzkörperexposition jederzeit angeboten werden. 

15. Die gewählten Zielkonzentrationen sollen es ermöglichen, die Zielorgane zu 

identifizieren und eine deutliche Konzentrations-Wirkungs-Beziehung zu belegen: 

- Die hohe Konzentrationsstufe sollte toxische Wirkungen hervorrufen, aber keine 

anhaltenden Symptome oder Todesfälle verursachen, die eine Auswertung der 

Ergebnisse beeinträchtigen würden. 

- Der Abstand zwischen den mittleren Konzentrationsstufen muss eine Abstufung der 

toxischen Wirkungen zwischen der niedrigen und der hohen Konzentration 

ermöglichen. 

- Die untere Konzentrationsstufe sollte praktisch keine Toxizitätszeichen hervorrufen. 

Tötungen im Verlauf der Studie 

16. Sollen im Verlauf des Versuchs Tiere getötet werden, so muss die Zahl der Tiere jeder 

Expositionsstufe um die Zahl der Tiere erhöht werden, die schon vor Versuchsende 

getötet werden sollen. Tötungen im Verlauf der Studie sind zu begründen und in den 

statistischen Analysen entsprechend zu berücksichtigen. 

Satellitenstudie (Reversibilität) 

17. Es kann eine Satellitenstudie durchgeführt werden, um die Tiere für einen 

angemessenen Zeitraum nach der Behandlung (mindestens 14 Tage) auf Reversibilität, 

Persistenz oder ein verzögertes Auftreten von Toxizität zu beobachten. 

Satellitengruppen bestehen aus zehn männlichen und zehn weiblichen Tieren, die der 

Prüfsubstanz gleichzeitig mit den Versuchstieren der Hauptstudie ausgesetzt werden. 
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Dabei sollten sie der Prüfsubstanz auf der höchsten Konzentrationsstufe ausgesetzt 

werden, und erforderlichenfalls sollte es gleichzeitige Luft- und/oder Vehikelkontrollen 

geben (siehe Nummer 18). 

Kontrolltiere  

18. Eine gleichzeitige negative (Luft-)Kontrollgruppe ist genauso zu behandeln wie die 

Prüfgruppe, außer dass die Tiere nicht der Prüfsubstanz, sondern gefilterter Luft 

ausgesetzt werden. Wenn die Prüfatmosphäre mithilfe von Wasser oder einem anderen 

Stoff erzeugt wird, ist statt der negativen (Luft-)Kontrollgruppe eine 

Vehikelkontrollgruppe zu verwenden. Wenn möglich sollte Wasser als Vehikel benutzt 

werden. In diesem Fall sind die Tiere Luft mit derselben relativen Luftfeuchtigkeit 

auszusetzen wie die exponierten Gruppen. Das geeignete Vehikel ist auf der Grundlage 

einer geeigneten Vorstudie oder von historischen Daten auszuwählen. Ist die Toxizität 

eines Vehikels unklar, kann der Studienleiter beschließen, sowohl eine negative (Luft-

)Kontrolle als auch eine Vehikelkontrolle zu verwenden; hiervon wird jedoch dringend 

abgeraten. Wenn historische Daten belegen, dass ein Vehikel nicht toxisch ist, besteht 

keine Notwendigkeit für eine negative (Luft-)Kontrollgruppe und es sollte nur eine 

Vehikelgruppe verwendet werden. Ergibt eine Vorstudie einer in einem Vehikel 

formulierten Prüfsubstanz, dass keine Toxizität vorliegt, ist das Vehikel folglich in der 

geprüften Konzentration nicht toxisch, und diese Vehikelkontrolle sollte verwendet 

werden. 

EXPOSITIONSBEDINGUNG EN 

Verabreichung der Konzentrationen 

19. Die Tiere werden der Prüfsubstanz in Form von Gas, Dampf, Aerosol oder einer 

Kombination dieser Formen ausgesetzt. Der zu prüfende Aggregatzustand hängt von 

den physikalisch-chemischen Eigenschaften der Prüfsubstanz, den gewählten 

Konzentrationen und/oder der physikalischen Form ab, in der die Prüfsubstanz bei der 

Handhabung und Verwendung am wahrscheinlichsten vorliegt. Hygroskopische und 

chemisch reaktive Prüfsubstanzen sollten bei geringer Luftfeuchtigkeit geprüft werden. 

Dabei ist darauf zu achten, dass keine explosionsfähigen Konzentrationen erzeugt 

werden. Bei Partikeln kann die Partikelgröße durch mechanische Prozesse verringert 

werden. GD 39 (2) enthält nähere Hinweise. 

Partikelgrößenverteilung 

20. Bei allen Aerosolen und bei Dämpfen, die zu Aerosolen kondensieren können, sollte die 

Partikelgröße bestimmt werden. Damit alle relevanten Regionen der Atemwege der 

Prüfsubstanz ausgesetzt werden, werden mittlere aerodynamische Massendurchmesser 

(Mass Median Aerodynamic Diameter ð MMAD) von 1 bis 3 µm mit einer 

geometrischen Standardabweichung (ůg) von 1,5 bis 3,0 empfohlen (4). Wenngleich 

nach Möglichkeit versucht werden sollte, diese Werte zu erreichen, ist Fachwissen 

erforderlich, falls sie nicht erzielt werden können. Metalldampfpartikel liegen z. B. unter 

diesen Werten, geladene Partikel und Fasern dagegen können diese Werte überschreiten. 

Vorbereitung der Prüfsubstanz in einem Vehikel 
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21. Im Idealfall sollte die Prüfsubstanz ohne ein Vehikel geprüft werden. Wenn für die 

Erzeugung einer geeigneten Prüfsubstanzkonzentration oder Partikelgröße ein Vehikel 

verwendet werden muss, ist Wasser zu bevorzugen. Wird eine Prüfsubstanz in einem 

Vehikel gelöst, so ist seine Stabilität nachzuweisen. 

ÜBERWACHUNG DER EXPOSITIONSBEDINGUNGEN  

Luftstrom in der Inhalationskammer  

22. Der Luftstrom durch die Kammer sollte während jeder Exposition sorgfältig geregelt, 

kontinuierlich überwacht und mindestens stündlich protokolliert werden. Die Echtzeit-

Überwachung der Konzentration (oder zeitlichen Stabilität) der Prüfatmosphäre ist eine 

integrale Messung aller dynamischen Parameter und gibt indirekt die Möglichkeit, alle 

relevanten dynamischen Inhalationsparameter zu messen. Wenn die Konzentration in 

Echtzeit überwacht wird, kann die Frequenz der Messung der Luftströme auf eine 

einzige Messung je Exposition und Tag reduziert werden. Es sollte besonders darauf 

geachtet werden, das erneute Einatmen in ĂNose-onlyò-Expositionskammern zu 

vermeiden. Die Sauerstoffkonzentration sollte mindestens 19 % betragen, und die 

Kohlendioxidkonzentration sollte 1 % nicht überschreiten. Gibt es Grund zu der 

Annahme, dass diese Werte nicht eingehalten werden können, sind die Sauerstoff- und 

Kohlendioxidkonzentrationen zu messen. Wenn die Messungen am ersten 

Expositionstag die richtigen Werte dieser Gase bestätigen, sollten keine weiteren 

Messungen erforderlich sein. 

Temperatur und relative Luftfeucht igkeit in der Inhalationskammer 

23. Die Temperatur in der Inhalationskammer sollte 22 ± 3 °C betragen. Sowohl bei der 

ĂNose-onlyò- als auch bei der Ganzkörperexposition sollte die relative Luftfeuchtigkeit 

im Atembereich der Tiere kontinuierlich überwacht und während jeder Exposition 

möglichst stündlich dokumentiert werden. Die relative Luftfeuchtigkeit sollte möglichst 

zwischen 30 und 70 % liegen, was jedoch möglicherweise nicht erreichbar ist (z. B. bei 

der Prüfung von wasserbasierten Mischungen) oder wegen chemischer Interferenz mit 

der Prüfmethode nicht gemessen werden kann. 

Prüfsubstanz: nominale Konzentration 

24. Die nominale Konzentration in der Expositionskammer sollte möglichst berechnet und 

protokolliert werden. Die nominale Konzentration ist die Masse der erzeugten 

Prüfsubstanz dividiert durch das Gesamtvolumen der durch die Inhalationskammer 

geleiteten Luft. Sie wird nicht zur Beschreibung der Exposition der Tiere verwendet; 

vielmehr gibt ein Vergleich der nominalen Konzentration und der tatsächlichen 

Konzentration Aufschluss über die Effizienz des Prüfsystems bei der Erzeugung der 

Prüfkonzentration und kann daher für die Aufdeckung von Problemen bei dieser 

Erzeugung verwendet werden. 

Prüfsubstanz: tatsächliche Konzentration 

25. Die tatsächliche Konzentration ist die Konzentration der Prüfsubstanz im Atembereich 

der Tiere in einer Inhalationskammer. Die tatsächlichen Konzentrationen können 
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entweder durch spezifische Methoden (z. B. direkte Probenahme, adsorptive Methoden 

oder chemische Reaktionsverfahren mit anschließender analytischer Charakterisierung) 

oder durch unspezifische Methoden wie Gravimetrie bestimmt werden. Die 

gravimetrische Methode ist lediglich für Aerosole mit nur einem Bestandteil in 

Pulverform oder Aerosole von Flüssigkeiten mit geringer Flüchtigkeit akzeptabel und 

sollte sich auf geeignete, vor der Studie zu erstellende und für die Prüfsubstanz 

spezifische Beschreibungen stützen. Die Konzentration von Aerosolen mit mehreren 

Bestandteilen in Pulverform kann ebenfalls gravimetrisch bestimmt werden. Hierzu 

muss jedoch mit Analysedaten belegt werden, dass die Schwebstoffe eine ähnliche 

Zusammensetzung haben wie das Ausgangsmaterial. Liegen diese Angaben nicht vor, 

muss die Prüfsubstanz (im Idealfall im Schwebezustand) möglicherweise im Verlauf der 

Studie in regelmäßigen Abständen neu analysiert werden. Bei aerosolisierten Agenzien, 

die verdunsten oder sublimieren können, sollte gezeigt werden, dass alle Phasen von der 

gewählten Methode erfasst wurden. 

26. Für die gesamte Dauer der Studie sollte möglichst eine Partie der Prüfsubstanz 

verwendet werden; die Probe sollte unter Bedingungen aufbewahrt werden, die ihre 

Reinheit, Homogenität und Stabilität gewährleisten. Die Prüfsubstanz sollte vor Beginn 

der Studie mit Angaben zur Reinheit und, falls technisch machbar, zur Identität sowie 

zu Mengen identifizierter Schadstoffe und Verunreinigungen beschrieben werden. 

Hierzu können unter anderem die folgenden Daten verwendet werden: Retentionszeit 

und relative Peakfläche, durch Massenspektrometrie oder Gaschromatographie 

bestimmtes Molekulargewicht oder andere Werte. Das Prüflabor ist zwar nicht für die 

Identität der Probe verantwortlich, doch es kann ratsam sein, dass es die Beschreibung 

des Auftraggebers zumindest in gewissen Grenzen (z. B. Farbe, physikalische 

Beschaffenheit usw.) überprüft. 

27. Die Expositionsatmosphäre ist so konstant wie möglich zu halten. Um die Stabilität der 

Expositionsbedingungen nachzuweisen, kann ein Echtzeitüberwachungsgerät verwendet 

werden, z. B. ein Aerosol-Photometer für Aerosole oder ein Gesamtkohlenwasserstoff-

Analysator (THC) für Dämpfe. Die tatsächliche Konzentration in der Kammer sollte an 

jedem Expositionstag für jede Expositionsstufe mindestens dreimal gemessen werden. 

Falls dies wegen geringer Luftdurchflussraten oder niedriger Konzentrationen nicht 

möglich ist, reicht eine Probe je Expositionsperiode. Im Idealfall sollte diese Probe dann 

über die gesamte Expositionszeit gewonnen werden. Die einzelnen Proben der 

Konzentration in der Kammer sollten bei Gasen und Dämpfen nicht mehr als ± 10 % 

und bei Flüssig- oder Feststoffaerosolen nicht mehr als ± 20 % von der mittleren 

Kammerkonzentration abweichen. Die Zeit bis zum Erreichen eines Gleichgewichts in 

der Kammer (t95) ist zu berechnen und zu dokumentieren. Die Expositionsdauer 

erstreckt sich über den Zeitraum, in dem die Prüfsubstanz erzeugt wird. Dies schließt die 

Zeiten zur Erreichung des Gleichgewichts in der Kammer (t95) und zum Abbau der 

Konzentrationen ein. GD 39 (2) enthält Hinweise zur Einschätzung von t95. 

28. Bei sehr komplexen Mischungen aus Gasen/Dämpfen und Aerosolen (z. B. 

Verbrennungsatmosphären und Prüfsubstanzen, die aus hierzu bestimmten 

Endverbraucherprodukten/-geräten gesprüht werden), kann sich jede Phase in einer 

Inhalationskammer anders verhalten. Daher sollte mindestens eine Indikatorsubstanz 

(Analyt), normalerweise der wichtigste Wirkstoff in der Mischung, von jeder Phase 

(Gas/Dampf und Aerosol) ausgewählt werden. Wenn die Prüfsubstanz eine Mischung 
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ist, sollte die Analysekonzentration für die gesamte Mischung und nicht nur für den 

Wirkstoff oder die Indikatorsubstanz (Analyt) dokumentiert werden. Weitere 

Informationen zu tatsächlichen Konzentrationen sind in GD 39 (2) zu finden. 

Prüfsubstanz: Partikelgrößenverteilung  

29. Die Partikelgrößenverteilung von Aerosolen sollte auf jeder Konzentrationsstufe 

mindestens wöchentlich mit einem Kaskaden-Impaktor oder einem anderen Messgerät 

wie einem APS bestimmt werden. Kann nachgewiesen werden, dass die mit einem 

Kaskaden-Impaktor und dem alternativen Messgerät erzielten Ergebnisse gleichwertig 

sind, so kann das alternative Instrument während der gesamten Studie verwendet 

werden.  

30. Parallel zum Hauptinstrument ist ein zweites Gerät wie ein Gravimetriefilter oder eine 

Gaswaschflasche zu verwenden, um den Abscheidegrad des Hauptinstruments zu 

bestätigen. Die durch die Partikelgrößenanalyse bestimmte Massenkonzentration sollte 

innerhalb vertretbarer Grenzen um die durch die Filteranalyse bestimmte 

Massenkonzentration liegen [siehe GD 39 (2)]. Wenn die Gleichwertigkeit bei allen 

geprüften Konzentrationen zu Beginn der Studie nachgewiesen werden kann, kann auf 

weitere bestätigende Messungen verzichtet werden. Aus Tierschutzgründen sollten 

Vorkehrungen getroffen werden, um unklare Daten zu minimieren, die dazu führen 

könnten, dass eine Exposition wiederholt werden muss. 

31. Wenn die Möglichkeit besteht, dass Dampfkondensation zur Bildung eines Aerosols 

führen kann, oder wenn in einer Dampfatmosphäre mit dem Potenzial für gemischte 

Phasen Partikel nachgewiesen werden, sollte eine Partikelgrößenbestimmung für 

Dämpfe vorgenommen werden. 

BEOBACHTUNGEN  

32. Die Tiere sollten vor, während und nach der Exposition auf klinische Zeichen 

beobachtet werden. Je nach Reaktion der Tiere während der Exposition können 

häufigere Beobachtungen angezeigt sein. Wenn die Beobachtung der Tiere durch die 

Verwendung von Restrainern, wegen schlecht beleuchteter Ganzkörperkammern oder 

getrübter Atmosphäre erschwert ist, sind die Tiere nach der Exposition sorgfältig zu 

beobachten. Durch Beobachtungen vor der Exposition am folgenden Tag kann beurteilt 

werden, ob toxische Wirkungen sich zurückgebildet oder verschlimmert haben. 

33. Sämtliche Beobachtungen werden in Einzelprotokollen dokumentiert, die für jedes Tier 

geführt werden. Wenn Tiere aus humanen Gründen getötet werden oder ihr Tod 

festgestellt wird, sollte der Todeszeitpunkt so genau wie möglich registriert werden. 

34. Die Beobachtungen der Tiere sollten sich insbesondere auf Veränderungen an Haut, 

Fell, Augen, Schleimhäuten, des Atmungs- und Kreislaufsystems, des Nervensystems 

sowie auf Somatomotorik und Verhaltensmuster erstrecken. Besonderes Augenmerk ist 

auf Tremor, Konvulsionen, Salivation, Diarrhö, Lethargie, Schlaf und Koma zu richten. 

Die Messung der Rektaltemperatur kann zusätzliche Belege für mit der Behandlung 

oder Unterbringung zusammenhängende Reflex-Bradypnoe oder Hypo-/Hyperthermie 

liefern. Darüber hinaus können zusätzliche Aspekte wie Kinetik, Biomonitoring, 
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Lungenfunktion, Retention schlecht löslicher Stoffe, die im Lungengewebe 

akkumulieren, und Verhaltensstörungen in das Studienprotokoll aufgenommen werden. 

KÖRPERGEWICHT  

35. Das Körpergewicht der einzelnen Tiere sollte kurz vor der ersten Exposition (Tag 0), 

danach zweimal wöchentlich (z. B. freitags und montags, um die Erholung während 

eines expositionsfreien Wochenendes nachzuweisen, oder in einem Zeitintervall, das die 

Beurteilung der systemischen Toxizität ermöglicht) und zum Zeitpunkt des Todes oder 

der Tötung dokumentiert werden. Treten in den ersten vier Wochen keine Wirkungen 

auf, kann das Körpergewicht während der restlichen Studiendauer wöchentlich 

gemessen werden. Satellitentiere (Reversibilitätsprüfung) (falls verwendet) sollten 

während der gesamten Erholungsphase weiterhin wöchentlich gewogen werden. Am 

Ende der Studie sollten alle Tiere kurz vor der Tötung gewogen werden, um eine 

objektive Berechnung der Organ-Körpergewicht-Verhältnisse zu ermöglichen. 

FUTTER- UND WASSERAUFNAHME 

36. Die Futteraufnahme sollte wöchentlich gemessen werden. Auch die Wasseraufnahme 

kann gemessen werden. 

KLINISCHE PATHOLOGIE  

37. An allen Tieren, auch an Kontroll- und Satellitentieren (Reversibilitätsprüfung) sollten 

klinische Pathologieuntersuchungen durchgeführt werden, wenn sie getötet werden. Der 

Zeitraum zwischen dem Ende der Exposition und der Blutentnahme ist zu 

protokollieren, insbesondere wenn der betreffende Endpunkt rasch zu seinem 

ursprünglichen Wert zurückkehrt. Für Parameter mit einer kurzen Plasmahalbwertszeit 

(z. B. COHb, CHE und MetHb) ist die Probenahme nach Ende der Exposition 

angezeigt. 

38. In Tabelle 1 sind die im Allgemeinen für alle Toxikologiestudien erforderlichen 

klinischen Pathologieparameter aufgeführt. In der Regel ist eine Urinanalyse nicht 

notwendig, kann aber durchgeführt werden, wenn sie wegen erwarteter oder 

festgestellter Toxizität für nützlich gehalten wird. Der Studienleiter kann beschließen, 

zusätzliche Parameter zu bestimmen, um die Toxizität einer Prüfsubstanz genauer zu 

beschreiben (z. B. Cholinesterase, Lipide, Hormone, Säure-Basen-Gleichgewicht, 

Methämoglobin oder Heinz-Körper, Creatin-Kinase, Verhältnis von myeloiden zu 

erythroiden Zellen, Troponin, arterielle Blutgase, Lactatdehydrogenase, 

Sorbitdehydrogenase, Glutamatdehydrogenase und ɔ-Glutamyltranspeptidase). 
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Tabelle 1 

Klinische Standardpathologieparameter 

Hämatologische Untersuchung 

Erythrozytenzahl 

Hämatokrit 

Hämoglobinkonzentration 

Mittleres korpuskuläres Hämoglobin 

Mittleres Erythrozyteneinzelvolumen 

Mittlere korpuskuläre 

Hämoglobinkonzentration 

Retikulozyten 

Gesamtleukozytenzahl 

Differentialleukozytenzahl 

Thrombozytenzahl 

Gerinnungsfähigkeit (einen 

Wert wählen): 

    Prothrombinzeit 

    Blutgerinnungszeit 

    Partielle 

Thromboplastinzeit 
 

Klinische Chemie 

Glucose* 

Gesamtcholesterin 

Triglyceride 

Harnstoff-N 

Gesamtbilirubin 

Kreatinin 

Gesamteiweiß 

Albumin 

Globulin 

Alanin-Aminotransferase 

Aspartat-Aminotransferase 

Alkalische Phosphatase 

Kalium 

Natrium 

Calcium 

Phosphor 

Chlorid 

 

Urinuntersuchung (fakultativ) 

Aussehen (Farbe und Trübung) 

Menge 

Spezifisches Gewicht oder Osmolarität 

pH-Wert 

Gesamtprotein 

Glucose 

Blut/Blutzellen 

* Da ein längerer Futterentzug die Glucosemessungen bei den behandelten gegenüber den 

Kontrolltieren verzerren kann, sollte der Studienleiter entscheiden, ob eine Futterkarenz 

angezeigt ist. Die Dauer des Futterentzugs muss auf die verwendete Art abgestimmt sein; bei 

der Ratte kann sie 16 Stunden betragen (nächtliche Futterkarenz). Der Nüchternglucosewert 

kann nach nächtlicher Futterkarenz in der letzten Expositionswoche oder nach nächtlicher 

Futterkarenz vor der Nekropsie (in letzterem Fall zusammen mit allen anderen klinischen 

Pathologieparametern) bestimmt werden. 

 

 

39. Gibt es Anhaltspunkte dafür, dass die unteren Atemwege (d. h. die Alveolen) die 
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Hauptablagerungs- und Retentionsorte sind, kann die bronchoalveoläre Lavage (BAL) 

die Methode der Wahl sein, um hypothesenbasierte Dosis-Wirkungs-Parameter 

quantitativ zu analysieren, wobei Alveolitis, Lungenentzündung und Phospholipidose 

im Vordergrund stehen. Auf diese Weise können Veränderungen der Dosis-Wirkungs-

Beziehung und des zeitlichen Verlaufs alveolärer Läsionen angemessen untersucht 

werden. Die BAL-Flüssigkeit kann auf Gesamt- und Differenzialleukozytenzahl, 

Gesamtprotein und Laktatdehydrogenase analysiert werden. In Betracht gezogen werden 

können auch Parameter, die auf lysosomale Schäden, Phospholipidose, Fibrose und 

reizende oder allergische Entzündung hindeuten; dazu kann auch die Bestimmung 

entzündungsfördernder Zytokine/Chemokine gehören. BAL-Messungen dienen im 

Allgemeinen zur Ergänzung der Ergebnisse histopathologischer Untersuchungen, 

können sie aber nicht ersetzen. GD 39 (2) enthält eine Anleitung zur Durchführung der 

Lungenlavage. 

OPHTHALMOLOGISCHE UN TERSUCHUNG 

40. Mit einem Ophthalmoskop oder einem gleichwertigen Gerät werden vor der 

Verabreichung der Prüfsubstanz bei allen Tieren und nach Abschluss der Prüfung bei 

allen Hochkonzentrations- und Kontrollgruppen der Augenhintergrund, die brechenden 

Medien, die Iris und die Bindehaut untersucht. Werden Veränderungen der Augen 

festgestellt, sind alle Tiere in den anderen Gruppen, einschließlich der Satellitengruppe 

(Reversibilität) ebenfalls zu untersuchen. 

MAKROSKOPISCHE PATHO LOGIE UND ORGANGEWIC HTE 

41. Alle Versuchstiere, einschließlich der Tiere, die während der Prüfung sterben oder aus 

Tierschutzgründen getötet und aus der Studie genommen werden, sind (falls möglich) 

vollständig zu entbluten und auf makroskopische Veränderungen zu untersuchen. Der 

Zeitabstand zwischen dem Ende der letzten Exposition des Tiers und seiner Tötung ist 

zu dokumentieren. Kann die Nekropsie nicht unmittelbar nach Auffinden eines toten 

Tieres erfolgen, sollte der Körper auf eine Temperatur gekühlt (nicht eingefroren) 

werden, die tief genug ist, um die Autolyse zu minimieren. Die Nekropsie ist 

baldmöglichst, in der Regel innerhalb von einem oder zwei Tagen durchzuführen. Alle 

makroskopischen Veränderungen sollten für jedes Tier protokolliert werden, wobei 

besonders auf Veränderungen der Atemwege zu achten ist. 

42. In Tabelle 2 sind die Organe und Gewebe aufgeführt, die bei der Sektion zur 

histopathologischen Untersuchung in einem geeigneten Medium aufbewahrt werden 

sollten. Die Aufbewahrung der in [Klammern] gesetzten Organe und Gewebe sowie 

aller sonstigen Organe und Gewebe liegt im Ermessen des Studienleiters. Die durch 

Fettdruck  hervorgehobenen Organe sind so bald wie möglich nach der Sektion von 

anhaftendem Gewebe zu befreien und feucht zu wiegen, um ein Austrocknen zu 

verhindern. Die Schilddrüse und die Nebenhoden sind nur zu wiegen, wenn dies 

notwendig ist, da ihre Befreiung von anhaftendem Gewebe die histopathologische 

Bewertung erschweren kann. Gewebe und Organe sind unmittelbar nach der Nekropsie 

und je nach verwendetem Fixierungsmittel mindestens 24-48 Stunden vor der Befreiung 

von anhaftendem Gewebe in 10%ig gepuffertem Formalin oder einem anderen 

geeigneten Fixierungsmittel zu fixieren. 
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Tabelle 2 

Bei der Nekropsie aufbewahrte Organe und Gewebe 
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Nebennieren 

Aorta 

Knochenmark (und/oder frisches 

Aspirat) 

Gehirn (mit Schnitten von 

Cerebrum, Cerebellum und 

Medulla/Pons)  

Caecum 

Kolon 

Duodenum 

[Nebenhoden] 

[Augen (Netzhaut, Sehnerv) und 

Lider] 

Femur und Kniegelenk 

Gallenblase (falls vorhanden) 

[Hardersche Drüsen] 

Herz 

Ileum 

Jejunum 

Nieren 

[Tränendrüsen (extraorbital)] 

Larynx (3 Ebenen einschließlich 

der Basis der Epiglottis) 

Leber 

Lunge (alle Lungenlappen auf 

einer Ebene, einschließlich der 

Hauptbronchien) 

Lymphknoten aus der 

Hilusregion der Lunge, 

insbesondere bei schlecht 

löslichen Prüfsubstanzen, die 

in Partikelform vorliegen. Für 

gründlichere Untersuchungen 

und/oder Studien mit 

immunologischem 

Schwerpunkt können 

zusätzliche Lymphknoten in 

Betracht gezogen werden, 

z. B. aus der mediastinalen, 

der 

cervicalen/submandibulären 

und/oder der aurikularen 

Region.  

Lymphknoten (distal vom 

Eingangsort) 

Brustdrüsen (weibliche) 

Muskel (Oberschenkel) 

Nasopharyngeale Gewebe 

(mindestens 4 Ebenen; 1 

Ebene muss den Nasen-

Rachen-Gang und das 

Lymphgewebe des Nasen-

Rachen-Raums (NALT) 

umfassen. 

Speiseröhre 

[Riechkolben] 

Ovarien 

Pankreas 

Nebenschilddrüsen 

Periphere Nerven (N. ischiadicus 

oder N. tibialis, vorzugsweise in der 

Nähe des Muskels) 

Hypophyse 

Prostata 

Rectum 

Speicheldrüsen 

Samenbläschen 

Haut 

Rückenmark (zervical, mittlerer 

Thoraxbereich und lumbar) 

Milz   

Brustbein 

Magen 

Zähne 

Hoden 

Thymus 

Schilddrüse  

[Zunge] 

Trachea (mindestens 2 Ebenen mit 

einem Längsschnitt durch die 

Carina und 1 Querschnitt) 

[Harnleiter] 

[Harnröhre] 

Harnblase 

Uterus 

Zielorgane 

Alle makroskopischen Läsionen 

und Massen 
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43. Die Lungen sind in intaktem Zustand zu entfernen, zu wiegen und mit einem geeigneten 

Fixierungsmittel bei einem Druck von 20-30 cm Wasser zu behandeln, damit die 

Lungenstruktur erhalten bleibt (5). Die Schnitte werden bei allen Lungenlappen auf 

einer Ebene einschließlich der Hauptbronchien hergestellt; wenn eine Lungenlavage 

durchgeführt wird, ist der nicht gewaschene Lappen jedoch auf drei Ebenen zu 

schneiden (keine seriellen Schnitte). 

44. Mindestens vier Ebenen der nasopharyngealen Gewebe sind zu untersuchen; eine der 

Ebenen sollte den Nasen-Rachen-Gang umfassen (5, 6, 7, 8, 9), damit das Plattenepithel, 

das (nicht Zilien-tragende respiratorische) Übergangsepithel, das (Zilien-tragende 

respiratorische) Flimmerepithel und das Riechepithel sowie das Lymphgewebe (NALT; 

10,11) gründlich untersucht werden können. Drei Ebenen des Larynx sind zu 

untersuchen; eine dieser Ebenen sollte die Basis der Epiglottis enthalten (12). 

Mindestens zwei Ebenen der Trachea sind zu untersuchen, darunter ein Längsschnitt 

durch die Carina der Bifurkation der extrapulmonalen Bronchien und ein Querschnitt. 

HISTOPATHOLOGIE  

45. Die in Tabelle 2 aufgeführten Organe und Gewebe der Tiere in der Kontrollgruppe und 

der Gruppe mit der höchsten Konzentration und aller während der Studie gestorbenen 

oder getöteten Tiere sollten histopathologisch untersucht werden. Besonderes 

Augenmerk ist auf Atemwege, Zielorgane und makroskopische Veränderungen zu 

richten. Die Organe und Gewebe, die in der Gruppe mit der höchsten Konzentration 

makroskopische Veränderungen aufweisen, sollten in allen Gruppen untersucht werden. 

Der Studienleiter kann beschließen, histopathologische Untersuchungen bei zusätzlichen 

Gruppen durchzuführen, um eine eindeutige Konzentrationswirkung nachzuweisen. 

Umfasst eine Prüfung auch eine Satellitengruppe (Reversibilitätsprüfung), sind alle 

Gewebe und Organe histopathologisch zu untersuchen, bei denen in den 

Behandlungsgruppen Wirkungen aufgetreten sind. Treten in der Gruppe mit der 

höchsten Konzentration übermäßig viele frühzeitige Todesfälle oder andere Probleme 

auf, die die Signifikanz der Daten beeinträchtigen, so ist die nächstniedrigere 

Konzentration histopathologisch zu untersuchen. Man sollte versuchen, die 

makroskopischen Befunde mit den Ergebnissen der mikroskopischen Untersuchung zu 

korrelieren. 

DATEN UND BERICHTERS TATTUNG  

Daten 

46. Körpergewichte, Futteraufnahme, Ergebnisse der klinischen Pathologie, 

makroskopische Befunde, Organgewichte und Ergebnisse der Histopathologie sind für 

die einzelnen Tiere anzugeben. Die Daten der klinischen Beobachtung sollten in 

tabellarischer Form zusammengefasst werden. Daraus müssen für jede Prüfgruppe die 

Anzahl der verwendeten Tiere, die Anzahl der Tiere mit spezifischen Toxizitätszeichen, 

die Anzahl der Tiere, die während der Prüfung tot aufgefunden oder vorzeitig getötet 

wurden, der Todeszeitpunkt der einzelnen Tiere, eine Beschreibung und der zeitliche 
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Verlauf der toxischen Wirkungen und deren Reversibilität sowie die Sektionsbefunde 

ersichtlich sein. Sowohl die quantitativen als auch die gelegentlich erzielten Ergebnisse 

sind anhand eines geeigneten statistischen Verfahrens zu bewerten. Hierzu ist eine 

allgemein anerkannte Statistikmethode heranzuziehen; die Statistikmethoden sind bei 

der Auslegung der Studie festzulegen. 

Prüfbericht  

47. Der Prüfbericht sollte, soweit zutreffend, die folgenden Informationen enthalten: 

Versuchstiere und Tierhaltung 

- Beschreibung der Haltungsbedingungen mit Angaben zu Anzahl (oder Veränderung 

der Anzahl) der Tiere je Käfig, Einstreu, Umgebungstemperatur und relativer 

Luftfeuchtigkeit, Photoperiode und Futter, 

- Art/Stamm und Begründung für die Verwendung einer anderen Art als der Ratte; 

Daten zur Herkunft der Tiere und historische Daten können angegeben werden, wenn 

sie Tiere mit ähnlichen Expositions-, Unterbringungs- und Futterkarenzbedingungen 

betreffen, 

- Anzahl, Alter und Geschlecht der Tiere, 

- Randomisierungsmethode, 

- Beschreibung etwaiger Vorbereitung vor der Prüfung, einschließlich Ernährung, 

Quarantäne und Behandlung von Krankheiten. 

Prüfsubstanz 

- physikalische Beschaffenheit, Reinheit und, wenn maßgeblich, physikalisch-

chemische Eigenschaften (einschließlich Isomerisierung), 

- Angaben zur Identifikation und CAS-Nummer (Chemical Abstract Services), falls 

bekannt. 

Vehikel 

- Begründung für die Verwendung eines Vehikels sowie für die Wahl des Vehikels 

(falls nicht Wasser), 

- historische oder parallel erzeugte Daten, die belegen, dass das Vehikel keinen 

Einfluss auf das Ergebnis der Studie hat. 

Inhalationskammer 

- ausführliche Beschreibung der Inhalationskammer mit Angabe des Volumens sowie 

ein Diagramm, 

- Herkunft und Beschreibung der für die Exposition der Tiere sowie für die Erzeugung 

der Atmosphäre verwendeten Ausrüstung, 

- Ausrüstung für die Messung von Temperatur, Luftfeuchtigkeit, Partikelgröße und 

tatsächlicher Konzentration, 

- Herkunft der Luft und Klimatisierungssystem, 

- für die Kalibrierung der Ausrüstung verwendete Methoden, um eine homogene 
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Prüfatmosphäre sicherzustellen, 

- Druckunterschied (positiv oder negativ), 

- Expositions-¥ffnungen je Kammer (ĂNose-onlyñ-Exposition); Anordnung der Tiere 

in der Kammer (Ganzkörperexposition), 

- Stabilität der Prüfatmosphäre, 

- Lage von Temperatur- und Feuchtigkeitssensoren und Ort der Probenahme der 

Prüfatmosphäre in der Kammer, 

- Behandlung der zugeführten/entzogenen Luft, 

- Luftdurchflussraten, Luftdurchflussrate/Expositions-¥ffnung (ĂNose-onlyñ-

Exposition) oder Anzahl der Tiere je Kammer (Ganzkörperexposition), 

- Zeit bis zum Erreichen des Gleichgewichts in der Inhalationskammer (t95),  

- Zahl der Volumenänderungen pro Stunde, 

- Messgeräte (falls zutreffend). 

Expositionsdaten 

- Begründung für die Wahl der Zielkonzentration in der Hauptstudie, 

- nominale Konzentrationen (Gesamtmasse der in die Inhalationskammer eingeleiteten 

Prüfsubstanz dividiert durch das Volumen der durch die Kammer geleiteten Luft), 

- im Atembereich der Tiere ermittelte tatsächliche Konzentrationen der Prüfsubstanz; 

bei Gemischen mit heterogenen physikalischen Formen (Gase, Dämpfe, Aerosole) 

kann jede Form getrennt analysiert werden, 

- alle Luftkonzentrationen sollten in Masseneinheiten (z. B. mg/l, mg/m
3
 usw.) und 

nicht in Volumeneinheiten (z. B. ppm, ppb usw.) angegeben werden, 

- Partikelgrößenverteilung, mittlerer aerodynamischer Massendurchmesser (MMAD) 

und geometrische Standardabweichung (ůg), einschlieÇlich der 

Berechnungsmethoden. Einzelne Partikelgrößenanalysen sind zu protokollieren. 

Prüfbedingungen 

- Angaben zur Vorbereitung der Prüfsubstanz, einschließlich Angaben zu den 

Verfahren zur Reduzierung der Partikelgröße von Feststoffen oder zur Herstellung 

von Lösungen der Prüfsubstanz, 

- eine Beschreibung (möglichst mit Diagramm) der Ausrüstung, die zur Erzeugung der 

Prüfatmosphäre und zur Exposition der Tiere gegen die Prüfatmosphäre verwendet 

wurde, 

- Angaben zur Ausrüstung, die für die Überwachung von Temperatur, Luftfeuchtigkeit 

und Luftstrom in der Kammer verwendet wird (Erstellung einer Kalibrationskurve), 

- Angaben zur Ausrüstung, mit der die Proben zur Bestimmung der Konzentration in 

der Kammer und der Partikelgrößenverteilung genommen werden, 

- Angaben zur verwendeten chemischen Analysemethode und zur Validierung der 

Methode (einschließlich der Effizienz der Wiederfindung der Prüfsubstanz im 

Medium), 
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- Randomisierungsmethode für die Einteilung der Tiere in Prüf- und Kontrollgruppen, 

- Angaben über Futter- und Wasserqualität (einschließlich Art/Herkunft des Futters, 

Wasserquelle), 

- Begründung für die Wahl der Prüfkonzentrationen. 

Ergebnisse 

- tabellarische Darstellung von Temperatur, Luftfeuchtigkeit und Luftstrom in der 

Kammer, 

- tabellarische Darstellung von Daten zur nominalen und tatsächlichen Konzentration in 

der Kammer, 

- tabellarische Darstellung der Partikelgrößendaten einschließlich Daten zur 

analytischen Probenahme, Partikelgrößenverteilung und Berechnung des MMAD und 

der ůg, 

- tabellarische Erfassung der erhobenen Daten und der Konzentration für jedes einzelne 

Tier (d. h. Tiere, die Anzeichen für Toxizität zeigen, einschließlich Mortalität, sowie 

Art, Schweregrad, Zeitpunkt des Einsetzens und Dauer der Wirkungen), 

- tabellarische Darstellung des Körpergewichts der einzelnen Tiere, 

- tabellarische Darstellung der Futteraufnahme, 

- tabellarische Darstellung der klinischen Pathologieparameter, 

- Sektionsbefunde und histopathologische Ergebnisse für jedes einzelne Tier, falls 

vorhanden. 

Diskussion und Auswertung der Ergebnisse 

- Besondere Aufmerksamkeit sollte der Beschreibung der Methoden gelten, die 

verwendet wurden, um die Kriterien dieser Prüfmethode zu erfüllen, z. B. die 

Grenzkonzentration oder die Partikelgröße. 

- Die Lungengängigkeit von Partikeln vor dem Hintergrund der Gesamtbefunde sollte 

behandelt werden, insbesondere, wenn die Partikelgrößenkriterien nicht erfüllt werden 

konnten. 

- Die Kohärenz der Methoden zur Bestimmung der nominalen und der tatsächlichen 

Konzentration sowie die Beziehung der tatsächlichen Konzentration zur nominalen 

Konzentration sind in die Gesamtbewertung der Studie aufzunehmen. 

- Die wahrscheinliche Todesursache und die vorherrschende Wirkungsweise 

(systemisch oder lokal) sollten behandelt werden. 

- Falls Tiere, die unter Schmerzen litten oder Zeichen für schweres und anhaltendes 

Leiden aufwiesen, auf humane Weise getötet werden mussten, ist eine Erklärung auf 

der Grundlage der Kriterien im OECD Guidance Document on Humane Endpoints (3) 

zu geben. 

- Die Zielorgane sollten identifiziert werden. 

- Der NOAEL und der LOAEL sollten bestimmt werden. 
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Anlage 1 

 

DEFINITION  

 Prüfsubstanz: jeder Stoff oder jedes Gemisch, der/das mit dieser Prüfmethode getestet 

wird. 
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B.30. PRÜFUNGEN AUF CHRONISCHE TOXIZITÄT  

EINLEITUNG  

1. Diese Prüfmethode entspricht der OECD-Prüfrichtlinie (TG) 452 (2009). Die 

ursprüngliche TG 452 wurde 1981 angenommen. Die Entwicklung dieser überarbeiteten 

Prüfmethode B.30 wurde für notwendig gehalten, um neueren Entwicklungen auf dem 

Gebiet des Tierschutzes sowie Regulierungsanforderungen Rechnung zu tragen (1) (2) 

(3) (4). Diese Prüfmethode B.30 wurde parallel zur Überarbeitung von Kapitel B.32 

dieses Anhang ĂPr¿fungen auf Kanzerogenitªtñ und Kapitel B.33 dieses Anhangs 

ĂKombinierte Studien zur Pr¿fung auf chronische Toxizitªt und Kanzerogenitªtñ 

aktualisiert mit dem Ziel, zusätzliche Informationen von den in der Untersuchung 

verwendeten Tieren und detailliertere Angaben zur Wahl der Dosis zu gewinnen. Diese 

Prüfmethode ist dazu ausgelegt, für die Prüfung eines breiten Spektrums von 

chemischen Stoffen, einschließlich Pestiziden und Industriechemikalien, verwendet zu 

werden. 

2. Bei den meisten Prüfungen auf chronische Toxizität werden Nagetierarten verwendet; 

diese Prüfmethode gilt daher hauptsächlich für Prüfungen an diesen Arten. Wenn solche 

Prüfungen an Nichtnagern erforderlich sind, können die in dieser Prüfmethode 

beschriebenen Grundsätze und Verfahren in Kombination mit denen des Kapitels B.27 

dieses Anhangs ĂPr¿fung auf subchronische orale Toxizitªt ð 90-Tage-Toxizitätsstudie 

mit wiederholter Verabreichung an Nicht-Nagetierenñ (5), mit entsprechenden 

Änderungen, wie im OECD Guidance Document No. 116 on the Design and Conduct of 

Chronic Toxicity and Carcinogenicity Studies (6) beschrieben, ebenfalls angewendet 

werden. 

3. Bei Prüfungen auf chronische Toxizität finden im Wesentlichen die orale, die dermale 

und die inhalative Verabreichung Anwendung. Die Wahl des Verabreichungswegs 

hängt von den physikalischen und chemischen Eigenschaften der Prüfsubstanz und der 

vorherrschenden Art der Exposition beim Menschen ab. Zusätzliche Informationen zur 

Wahl des Expositionswegs sind im OECD Guidance Document No. 116 (6) enthalten. 

4. Bei dieser Prüfmethode steht die Exposition auf oralem Weg im Vordergrund. Dies ist 

der bei Prüfungen auf chronische Toxizität am häufigsten verwendete Expositionsweg. 

Zwar sind Prüfungen auf Langzeittoxizität mit Exposition über die Haut oder durch 

Inhalation möglicherweise auch notwendig, um das Risiko für die menschliche 

Gesundheit zu beurteilen, und/oder im Rahmen bestimmter Regelungen vorgeschrieben, 

aber diese beiden Expositionswege sind aus technischer Sicht außerordentlich komplex. 

Derartige Prüfungen sind von Fall zu Fall zu konzipieren, wobei die hier beschriebene 

Prüfmethode für die Bewertung und Evaluierung chronischer Toxizität bei oraler 

Verabreichung allerdings mit Bezug auf Empfehlungen für Behandlungszeiten, 

klinische und Pathologieparameter usw. als Grundlage für ein Protokoll für Inhalations- 

und/oder dermale Prüfungen dienen könnte. Es gibt OECD-Leitlinien für die 

Verabreichung von Prüfsubstanzen durch Inhalation (6) (7) und über die Haut (6). Bei 

der Konzeption länger dauernder Prüfungen mit Exposition durch Inhalation sind 

insbesondere Kapitel B.8 dieses Anhangs (8) und Kapitel B.29 dieses Anhangs (9) 

sowie das OECD Guidance Document über Prüfungen auf akute Toxizität nach 
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Inhalation (7) zu berücksichtigen. Bei Prüfungen mit dermaler Applikation ist 

Kapitel B.9 dieses Anhangs (10) zu beachten. 

5. Die Prüfung auf chronische Toxizität liefert Informationen über mögliche 

gesundheitliche Schädigungen, die durch wiederholte Exposition über einen 

beträchtlichen Teil der Lebensdauer der verwendeten Art entstehen können. Sie liefert 

Informationen über die toxischen Wirkungen der Prüfsubstanz und gibt Hinweise auf 

Zielorgane und die Möglichkeit der Akkumulation. Außerdem kann sie zur Ableitung 

eines NOAEL-Werts (Dosis ohne beobachtete schädigende Wirkung) beitragen, der zur 

Festlegung von Sicherheitskriterien für die Humanexposition herangezogen werden 

kann. Ferner wird die Notwendigkeit sorgfältiger klinischer Beobachtung der Tiere 

hervorgehoben, damit so viele Informationen wie möglich gewonnen werden können. 

6. Zu den Zielen von Prüfungen nach dieser Prüfmethode gehören 

- die Feststellung der chronischen Toxizität einer Prüfsubstanz, 

- die Identifizierung von Zielorganen, 

- die Beschreibung der Dosis-Wirkungs-Beziehung, 

- die Bestimmung eines NOAEL-Werts (Dosis ohne beobachtete schädigende 

Wirkung) oder eines Ausgangspunkts für die Festlegung einer Benchmark-Dosis 

(BMD), 

- die Vorhersage der Wirkungen chronischer Toxizität beim Expositionsniveau von 

Menschen, 

- die Gewinnung von Daten zur Prüfung von Hypothesen über die Wirkungsweise (6). 

AUSGANGSÜBERLEGUNGEN 

7. Bei der Beurteilung und Bewertung der toxikologischen Eigenschaften einer 

Prüfsubstanz sollte das Prüflabor vor Durchführung der Studie alle verfügbaren 

Informationen über die Prüfsubstanz berücksichtigen, damit die Studienauslegung auf 

eine effizientere Prüfung des Potenzials für chronische Toxizität ausgerichtet und die 

Verwendung von Versuchstieren minimiert werden kann. Für die Auslegung der Studie 

könnten u. a. Informationen wie die Identität, die chemische Struktur und die 

physikalisch-chemischen Eigenschaften der Prüfsubstanz, sämtliche Informationen über 

die Wirkungsweise, Ergebnisse jeglicher In-vitro- oder In-vivo-Toxizitätsprüfungen, 

vorgesehene Verwendungen und die Möglichkeit der Exposition des Menschen, 

(Q)SAR-Daten und toxikologische Daten über strukturverwandte Substanzen, 

toxikokinetische Daten (Kinetik bei Einzel- und Mehrfachdosierung) sowie Daten aus 

anderen Studien mit wiederholter Exposition herangezogen werden. Die chronische 

Toxizität sollte erst bestimmt werden, wenn erste Informationen über die Toxizität aus 

Toxizitätsprüfungen mit wiederholter Gabe über 28 Tage und/oder 90 Tage vorliegen. 

Im Rahmen der Gesamtbewertung der potenziellen schädlichen Wirkungen einer 

bestimmten Prüfsubstanz auf die Gesundheit sollte bei der Prüfung auf chronische 

Toxizität etappenweise vorgegangen werden (11) (12) (13) (14). 

8. Vor Beginn der Prüfung ist festzulegen, welche Statistikmethoden angesichts der 

Versuchsauslegung und der Ziele am besten für die Analyse der Ergebnisse geeignet 
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sind. Dabei ist unter anderem festzulegen, ob bei der statistischen Auswertung 

Anpassungen in Bezug auf die Überlebensrate zu berücksichtigen sind und welche Art 

der Analyse bei vorzeitigem Tod der Tiere einer oder mehrerer Gruppen durchzuführen 

ist. Hinweise zu den geeigneten statistischen Analysen und wichtige Literaturverweise 

zu international anerkannten Statistikmethoden sind im Guidance Document No. 116 (6) 

sowie im Guidance Document No. 35 on the analysis and evaluation of chronic toxicity 

and carcinogenicity studies (15) zu finden. 

9. Bei der Durchführung einer Prüfung auf chronische Toxizität sind stets die im OECD 

Guidance Document No. 19 on the recognition, assessment, and use of clinical signs as 

humane endpoints for experimental animals used in safety evaluation (16), insbesondere 

in Absatz 62, genannten Grundsätze und Erwägungen zu befolgen. In diesem Absatz 

heißt es: Wenn ein Tier in Studien mit wiederholter Verabreichung progressive klinische 

Anzeichen für eine fortschreitende Verschlechterung seines Zustands aufweist, ist eine 

informierte Entscheidung zu treffen, ob das Tier tierschutzgerecht getötet werden sollte 

oder nicht. Bei dieser Entscheidung sind Faktoren wie der Wert der Informationen, die 

bei Verbleiben des Tiers in der Studie gewonnen werden können, und der allgemeine 

Gesundheitszustand des Tiers gegeneinander abzuwägen. Wird beschlossen, das Tier in 

der Studie zu belassen, ist es entsprechend den Erfordernissen häufiger zu beobachten.  

Zur Linderung von Schmerzen oder Qualen kann auch die Verabreichung der 

Prüfsubstanz unterbrochen oder die Dosis verringert werden, sofern dabei der Zweck 

der Prüfung nicht beeinträchtigt wird. 

10. Ausführliche Informationen und eine Diskussion der Prinzipien der Dosiswahl bei 

Prüfung auf chronische Toxizität und Kanzerogenität sind im Guidance Document 

No. 116 (6) sowie in zwei Veröffentlichungen des International Life Sciences Institute 

(17) (18) zu finden. Die grundlegende Strategie der Dosiswahl hängt von den 

Hauptzielen der Studie ab (Nummer 6). Bei der Auswahl der geeigneten Dosisstufen ist 

ein Gleichgewicht zwischen Gefahrenidentifizierung einerseits und der Beschreibung 

von Wirkungen bei geringer Dosierung und ihrer Relevanz andererseits herzustellen. 

Dieses Gleichgewicht ist bei einer kombinierten Studie zur Prüfung auf chronische 

Toxizität und auf Kanzerogenität (Kapitel B.33 dieses Anhangs) besonders wichtig 

(Nummer 11). 

11. Es sollte in Betracht gezogen werden, statt der getrennten Durchführung einer Prüfung 

auf chronische Toxizität (diese Prüfmethode B.30) und einer Prüfung auf 

Kanzerogenität (Kapitel B.32 dieses Anhangs) eher eine kombinierte Prüfung auf 

chronische Toxizität und Kanzerogenität (Kapitel B.33 dieses Anhangs) durchzuführen. 

Die kombinierte Methode ist zeit- und kosteneffizienter als zwei getrennte Studien, ohne 

dass dabei die Qualität der Daten der chronischen Komponente oder der 

Kanzerogenitätskomponente beeinträchtigt würde. Bei Durchführung einer 

kombinierten Prüfung auf chronische Toxizität und Kanzerogenität (Kapitel B.33 dieses 

Anhangs) sind die Grundsätze der Dosiswahl (Nummer 9 und Nummern 20-25) jedoch 

genau zu beachten. Es wird allerdings anerkannt, dass im Rahmen bestimmter 

Regelungen möglicherweise getrennte Prüfungen vorgeschrieben sind. 

12. Die im Zusammenhang mit dieser Prüfmethode verwendeten Begriffe werden am Ende 

dieses Kapitels und im Guidance Document 116 (6) definiert. 
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PRINZIP DER PRÜFMETH ODE 

13. Die Prüfsubstanz wird mehreren Gruppen von Versuchstieren täglich in abgestuften 

Dosen verabreicht, und zwar normalerweise über einen Zeitraum von 12 Monaten, 

wobei je nach Regulierungsanforderungen (siehe Nummer 33) auch eine längere oder 

kürzere Dauer gewählt werden kann. Die Dauer sollte ausreichend lang sein, damit sich 

etwaige Wirkungen kumulativer Toxizität manifestieren können, ohne dass sich die 

verzerrenden Wirkungen geriatrischer Veränderungen bemerkbar machen. 

Abweichungen von der 12-monatigen Expositionsdauer sind zu begründen, 

insbesondere wenn eine kürzere Dauer gewählt wird. Die Prüfsubstanz wird in der 

Regel oral verabreicht, aber auch die Verabreichung durch Inhalation oder auf 

dermalem Weg kann angebracht sein. Die Studienauslegung kann auch eine oder 

mehrere zwischenzeitliche Tötungen vorsehen, z. B. nach 3 und 6 Monaten; außerdem 

können zu diesem Zweck auch zusätzliche Gruppen von Versuchstieren aufgenommen 

werden (siehe Nummer 19). Während des Verabreichungszeitraums werden die Tiere 

sorgfältig auf Toxizitätszeichen beobachtet. Tiere, die im Verlauf der Prüfung sterben, 

und vorzeitig getötete Tiere werden seziert; die nach Abschluss der Prüfung 

überlebenden Tiere werden getötet und ebenfalls seziert. 

BESCHREIBUNG DER MET HODE 

Auswahl von Versuchstierarten 

14. Diese Prüfmethode betrifft hauptsächlich die Bewertung und Evaluierung chronischer 

Toxizität bei Nagetieren (Nummer 2). Bestimmte Regelungen können jedoch ähnliche 

Studien an Nichtnagern vorschreiben. Die Wahl der Tierart ist zu begründen. Wenn 

Prüfungen auf chronische Toxizität bei Nichtnagern erforderlich sind, sollten Auslegung 

und Durchführung der Versuche auf den Grundsätzen der vorliegenden Prüfmethode 

sowie denen von Kapitel B.27 dieses Anhangs - Prüfung auf subchronische orale 

Toxizität ð 90-Tage-Toxizitätsstudie mit wiederholter Verabreichung an Nicht-

Nagetieren (5) basieren. Zusätzliche Informationen zur Wahl der Tierart und des 

Stamms sind im Guidance Document No. 116 (6) enthalten. 

15. Bei dieser Prüfmethode ist die Ratte die bevorzugte Nagetierart, doch können auch 

andere Nagetierarten, z. B. die Maus, verwendet werden. Ratten und Mäuse sind wegen 

ihrer relativ kurzen Lebenszeit, der weit verbreiteten Verwendung in 

pharmakologischen und toxikologischen Studien, ihrer Anfälligkeit für die Entstehung 

von Tumoren und der Verfügbarkeit ausreichend beschriebener Stämme die 

bevorzugten Versuchsmodelle. Daher liegen über ihre Physiologie und Pathologie 

umfangreiche Informationen vor. Es sind junge, gesunde, adulte Tiere aus üblicherweise 

eingesetzten Laborstämmen zu verwenden. Für die Prüfung auf chronische Toxizität 

sollten Tiere desselben Stamms und derselben Herkunft verwendet werden wie für die 

kürzere(n) Toxizitätsvorstudie(n). Die weiblichen Tiere dürfen weder bereits geworfen 

haben noch trächtig sein. 

Haltungs- und Fütterungsbedingungen 

16. Die Tiere können entweder einzeln oder in kleinen gleichgeschlechtlichen Gruppen in 

Käfigen untergebracht werden. Eine Einzelunterbringung ist nur in Betracht zu ziehen, 
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wenn sie wissenschaftlich gerechtfertigt ist (19) (20) (21). Die Käfige sollten so 

angeordnet werden, dass etwaige Einflüsse der Käfigplatzierung minimiert werden. Die 

Temperatur im Versuchstierraum sollte 22 °C (± 3 °C) betragen. Die relative 

Luftfeuchtigkeit sollte mindestens 30 % betragen und ð außer beim Reinigen des 

Raums ð 70 % nicht überschreiten. Angestrebt werden sollte eine Luftfeuchtigkeit von 

50-60 %. Die Beleuchtung sollte künstlich sein und die Hell- und Dunkelphasen sollten 

sich im Abstand von 12 Stunden abwechseln. An die Versuchstiere kann herkömmliches 

Laborfutter verfüttert werden, und eine unbegrenzte Trinkwasserversorgung ist zu 

gewährleisten. Das Futter sollte den Nährstoffbedarf der eingesetzten Tierart decken und 

möglichst wenig Schadstoffe wie z. B. Pestizidrückstände, persistente organische 

Schadstoffe, Phytoöstrogene, Schwermetalle und Mykotoxine enthalten, die das 

Ergebnis der Prüfung beeinflussen könnten. Das Futter ist regelmäßig, und zwar 

zumindest zu Beginn der Prüfung und bei Verwendung einer anderen Charge, auf den 

Nährstoff- und Schadstoffgehalt hin zu analysieren; die Ergebnisse sind im 

Abschlussbericht anzugeben. Ergebnisse von Analysen des in der Prüfung verwendeten 

Trinkwassers sind ebenfalls anzugeben. Die Auswahl des Futters wird eventuell dadurch 

beeinflusst, dass eine geeignete Beimischung einer Prüfsubstanz und die Deckung des 

Nährstoffbedarfs der Tiere sichergestellt werden muss, wenn die Prüfsubstanz mit dem 

Futter verabreicht wird. 

Vorbereitung der Tiere 

17. Es sind gesunde Tiere zu verwenden, die mindestens sieben Tage an die 

Laborbedingungen gewöhnt und zuvor nicht für andere Experimente verwendet wurden. 

Bei Nagetieren sollte die Verabreichung so bald wie möglich nach dem Absetzen und 

der Eingewöhnung beginnen, vorzugsweise bevor die Tiere 8 Wochen alt sind. Art, 

Stamm, Herkunft, Geschlecht, Gewicht und Alter der Versuchstiere sind anzugeben. Bei 

Beginn der Studie sollten die Gewichtsunterschiede bei den Tieren beider Geschlechter 

möglichst gering sein und ± 20 % des geschlechtsspezifischen Durchschnittsgewichts 

aller Tiere in der Studie nicht überschreiten. Die Tiere werden nach dem Zufallsprinzip 

in Kontroll- und Behandlungsgruppen eingeteilt. Nach der Randomisierung sollte sich 

das Durchschnittsgewicht der Tiere desselben Geschlechts von Gruppe zu Gruppe nicht 

signifikant unterscheiden. Gibt es statistisch signifikante Unterschiede, sollte die 

Randomisierung möglichst wiederholt werden. Jedes Versuchstier erhält zur sicheren 

Identifizierung eine eigene Nummer und wird durch Tätowierung, Mikrochipimplantat 

oder auf eine andere geeignete Weise mit dieser Nummer gekennzeichnet. 

VERFAHREN  

Zahl und Geschlecht der Versuchstiere 

18. Es sind Tiere beider Geschlechter zu verwenden. Es sind so viele Tiere zu verwenden, 

dass am Ende der Studie in jeder Gruppe genug Tiere für eine gründliche biologische 

und statistische Auswertung zur Verfügung stehen. Bei Nagern sind in der Regel auf 

jeder Dosisstufe je Gruppe mindestens je 20 Tiere beider Geschlechter zu verwenden, 

bei Nichtnagern werden pro Gruppe mindestens je 4 Tiere beider Geschlechter 

empfohlen. Bei Studien an Mäusen werden in jeder Dosisgruppe möglicherweise 

zusätzliche Tiere benötigt, um alle erforderlichen hämatologischen Bestimmungen 

vornehmen zu können. 
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Tötungen im Verlauf der Studie, Satellitengruppen und Sentineltiere 

19. Es kann vorgesehen werden, dass im Verlauf der Studie, z. B. nach sechs Monaten, 

Tiere getötet werden (mindestens 10 Tiere/Geschlecht/Gruppe), um Erkenntnisse über 

den Fortgang toxikologischer Veränderungen und mechanistische Informationen zu 

gewinnen, falls dies wissenschaftlich gerechtfertigt ist. Wenn diese Informationen 

bereits aus vorherigen Studien mit wiederholter Gabe der Prüfsubstanz vorliegen, sind 

zwischenzeitliche Tötungen möglicherweise wissenschaftlich nicht gerechtfertigt. Es 

können auch Satellitengruppen aufgenommen werden, um die Reversibilität etwaiger 

toxikologischer Veränderungen zu beobachten, die durch die Prüfsubstanz 

hervorgerufen werden. Satellitengruppen sind normalerweise auf die höchste 

Dosisgruppe der Studie zuzüglich einer Kontrolle beschränkt. Der Krankheitsstatus 

während der Studie kann erforderlichenfalls auch mit einer zusätzlichen Gruppe von 

Sentineltieren (normalerweise je fünf Tiere beider Geschlechter) überwacht werden 

(22). Sollen im Verlauf der Prüfung Tiere getötet werden oder Satelliten- oder 

Sentinelgruppen aufgenommen werden, ist die Zahl der Tiere in der Studienauslegung 

um die Zahl zu erhöhen, die vor Abschluss der Studie getötet werden sollen. Diese Tiere 

sind normalerweise in Bezug auf die Bestimmung des Körpergewichts und der Futter-

/Wasseraufnahme, hämatologische und klinisch-biochemische Bestimmungen sowie 

pathologische Untersuchungen genauso zu behandeln wie die Tiere in der chronischen 

Toxizitätsphase der Hauptstudie; es kann allerdings vorgesehen werden, die Messungen 

(in den Gruppen mit im Verlauf der Studie zu tötenden Tieren) auf bestimmte 

Schlüsselaspekte wie Neurotoxizität oder Immunotoxizität zu beschränken. 

Dosisgruppen und Dosierung 

20. Das Guidance Document No. 116 (6) enthält Hinweise zu allen Aspekten der Dosiswahl 

und zu den Abständen der Dosisstufen. Es sollten mindestens drei Dosisstufen und eine 

gleichzeitige Kontrolle verwendet werden, es sei denn, ein Limit-Test wird durchgeführt 

(siehe Nummer 27). Die Dosisstufen werden im Allgemeinen auf der Grundlage der 

Ergebnisse von Studien mit kurzzeitiger wiederholter Verabreichung oder 

Dosisfindungsstudien festgelegt und sollten alle vorliegenden toxikologischen und 

toxikokinetischen Daten für die Prüfsubstanz oder verwandte Stoffe berücksichtigen. 

21. Soweit keine Beschränkungen aufgrund der physikalisch-chemischen Beschaffenheit 

oder der biologischen Wirkungen der Prüfsubstanz bestehen, ist die höchste Dosisstufe 

normalerweise so zu wählen, dass zwar die Hauptzielorgane und die toxischen 

Wirkungen identifiziert werden können, aber Leiden, schwere Toxizität, Morbidität oder 

Tod der Tiere vermieden werden. Unter Berücksichtigung der unter Nummer 22 

beschriebenen Faktoren ist die höchste Dosisstufe so zu wählen, dass Anzeichen von 

Toxizität hervorgerufen werden, die sich z. B. in einer verzögerten 

Körpergewichtsentwicklung äußern (etwa 10 %). 

22. Je nach den Zielen der Studie (siehe Nummer 6) kann jedoch eine Höchstdosis 

festgelegt werden, die unter der zu Toxizitätszeichen führenden Dosis liegt, z. B. wenn 

eine Dosis eine besorgniserregende Wirkung auslöst, die sich aber nur geringfügig auf 

Lebensdauer oder Körpergewicht auswirkt. Die Höchstdosis darf 1000 mg/kg 

Körpergewicht/Tag nicht übersteigen (Grenzdosis siehe Nummer 27). 

23. Die Dosisstufen und die Abstände der Dosisstufen können so gewählt werden, dass auf 
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der niedrigsten Dosisstufe eine Dosis-Wirkungs-Beziehung und ein NOAEL-Wert oder 

andere angestrebte Studienergebnisse, z. B. ein BMD (siehe Nummer 25), festgestellt 

werden können. Zu den Faktoren, die bei der Festlegung niedrigerer Dosen zu 

berücksichtigen sind, gehören die voraussichtliche Steigung der Dosis-Wirkungs-Kurve, 

die Dosen, bei denen wichtige Änderungen des Metabolismus oder der toxischen 

Wirkungsweise eintreten können, und das Niveau, bei dem eine Schwelle oder ein 

Ausgangspunkt für eine Extrapolation niedriger Dosen erwartet wird. 

24. Welche Dosisstufenabstände gewählt werden, hängt von den Merkmalen der 

Prüfsubstanz ab und kann in dieser Prüfmethode nicht vorgeschrieben werden. Abstände 

mit einem Faktor von 2 bis 4 erweisen sich jedoch oft als gut geeignet für die 

Festsetzung abnehmender Dosisstufen. Außerdem ist es oft besser, statt der 

Verwendung sehr großer Intervalle (z. B. mit einem Faktor zwischen 6 und 10) 

zwischen den Dosierungen eine vierte Prüfgruppe einzurichten. Die Verwendung von 

Faktoren über 10 sollte im Allgemeinen vermieden bzw. gegebenenfalls begründet 

werden. 

25. Entsprechend dem Guidance Document No. 116 (6) sind bei der Dosisfestlegung u. a. 

folgende Faktoren zu berücksichtigen: 

- bekannte oder vermutete Nichtlinearitäten oder Wendepunkte der Dosis-Wirkungs-

Kurve; 

- Toxikokinetik und Dosisbereiche, bei denen die metabolische Induktion, die 

Sättigung oder die Nichtlinearität zwischen externen und internen Dosen auftritt oder 

nicht auftritt; 

- Vorläuferläsionen, Wirkungsmarker oder Indikatoren für den Ablauf zugrunde 

liegender biologischer Schlüsselprozesse; 

- wichtige (oder vermutete) Aspekte der Wirkungsweise, z. B. Dosen, ab denen 

Zytotoxizität auftritt, Hormonspiegel beeinflusst werden, homöostatische 

Mechanismen gestört werden usw.; 

- Bereiche der Dosis-Wirkungs-Kurve, bei denen eine besonders genaue Schätzung 

erforderlich ist, z. B. im Bereich der voraussichtlichen BMD oder einer vermuteten 

Schwelle;  

- Berücksichtigung voraussichtlicher Expositionsniveaus von Menschen. 

26. Die Kontrollgruppe ist eine unbehandelte Gruppe oder eine Vehikelkontrollgruppe, 

sofern ein Vehikel zur Verabreichung der Prüfsubstanz verwendet wird. Abgesehen von 

der Behandlung mit der Prüfsubstanz sollten die Tiere der Kontrollgruppe genauso 

behandelt werden wie die Tiere in den Prüfgruppen. Wird ein Vehikel verwendet, erhält 

die Kontrollgruppe das Vehikel im höchsten bei den Dosisgruppen verwendeten 

Volumen. Wird eine Prüfsubstanz mit dem Futter verabreicht, und führt dies aus 

geschmacklichen Gründen zu einer verminderten Futteraufnahme, kann eine paarweise 

gefütterte Kontrollgruppe nützlich und eine bessere Kontrolle sein. 

27. Wenn aufgrund von Informationen aus Vorstudien davon ausgegangen werden kann, 

dass eine Prüfung bei einer einzigen Dosisstufe von mindestens 1000 mg/kg 

Körpergewicht/Tag unter Anwendung der für diese Studie beschriebenen Verfahren 

wahrscheinlich keine schädlichen Wirkungen hervorrufen wird und wenn aufgrund der 
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Daten strukturverwandter Stoffe keine Toxizität zu erwarten ist, kann auf eine 

vollständige Studie mit drei Dosisstufen gegebenenfalls verzichtet werden. Sofern die 

Exposition des Menschen nicht die Prüfung bei einer höheren Dosis erforderlich 

erscheinen lässt, kann eine Grenze von 1000 mg/kg Körpergewicht/Tag angewandt 

werden. 

Zubereitung der Dosen und Verabreichung der Prüfsubstanz 

28. Die Prüfsubstanz wird in der Regel oral, d. h. mit der Nahrung oder dem Trinkwasser, 

oder über eine Schlundsonde verabreicht. Zusätzliche Informationen zu 

Verabreichungswegen und -methoden sind im Guidance Document No. 116 (6) 

enthalten. Verabreichungsweg und -methode richten sich nach dem Zweck der Studie, 

den physikalisch-chemischen Eigenschaften der Prüfsubstanz, ihrer Bioverfügbarkeit 

und der vorherrschenden Art der Exposition beim Menschen. Der gewählte 

Verabreichungsweg und die Methode sollten begründet werden. Aus Tierschutzgründen 

sollte die Schlundsonde nur für Agenzien gewählt werden, bei denen dieser Weg und 

diese Methode der Verabreichung die potenzielle Humanexposition annähernd 

repräsentieren (z. B. Arzneimittel). Nahrungs- oder Umweltchemikalien einschließlich 

Pestizide werden normalerweise mit dem Futter oder dem Trinkwasser verabreicht. Für 

bestimmte Szenarios, z. B. berufliche Exposition, können andere Applikationswege 

besser geeignet sein. 

29. Bei Bedarf wird die Prüfsubstanz in einem geeigneten Vehikel gelöst oder suspendiert. 

Zu berücksichtigen sind gegebenenfalls folgende Merkmale des Vehikels und anderer 

Additive: Auswirkungen auf die Resorption, die Verteilung, den Stoffwechsel oder die 

Retention der Prüfsubstanz, Auswirkungen auf die chemischen Eigenschaften der 

Prüfsubstanz, die deren toxische Eigenschaften verändern können, und ferner 

Auswirkungen auf die Futter- oder Wasseraufnahme oder den Ernährungszustand der 

Versuchstiere. Es empfiehlt sich, nach Möglichkeit zunächst die Verwendung einer 

wässrigen Lösung/Suspenion, sodann eine Lösung/Emulsion in Öl (z. B. Maisöl) und 

erst dann eine Lösung in anderen Vehikeln in Betracht zu ziehen. Bei anderen Vehikeln 

als Wasser müssen deren toxische Merkmale bekannt sein. Es sollten Informationen 

über die Stabilität der Prüfsubstanz und die Homogenität der Lösungen oder 

Futterrationen, die (je nach Fall) die Dosierung enthalten, unter den 

Verabreichungsbedingungen (z. B. mit dem Futter) vorliegen. 

30. Für mit dem Futter oder dem Trinkwasser verabreichte Stoffe ist unbedingt 

sicherzustellen, dass die Mengen der jeweiligen Prüfsubstanz die normale 

Nahrungsaufnahme oder den Wasserhaushalt nicht beeinträchtigen. Um eine 

unausgewogene Ernährung zu vermeiden, sollte die Konzentration der Prüfsubstanz in 

Langzeittoxizitätsstudien mit Verabreichung über die Nahrung normalerweise eine 

Obergrenze von 5 % der Gesamtnahrung nicht übersteigen. Wenn die Prüfsubstanz mit 

dem Futter verabreicht wird, kann entweder eine konstante Futterkonzentration (mg/kg 

Futter oder ppm) oder eine konstante Dosierung in Relation zum Körpergewicht des 

Tiers (mg/kg Körpergewicht), berechnet auf Wochenbasis, verwendet werden. Die 

jeweils gewählte Verfahrensweise ist anzugeben. 

31. Bei oraler Verabreichung erhalten die Tiere die Prüfsubstanz täglich (sieben Tage in der 

Woche), in der Regel für einen Zeitraum von 12 Monaten (siehe auch Nummer 33); je 

nach Regulierungsanforderungen kann auch eine längere Dauer erforderlich sein. Jede 
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Abweichung von diesem Dosierungsplan, z. B. fünf Tage pro Woche, ist zu begründen. 

Bei dermaler Applikation werden die Tiere, wie in Kapitel B.9 dieses Anhangs (10) 

beschrieben, für einen Zeitraum von 12 Monaten an 7 Tagen in der Woche mindestens 

6 Stunden pro Tag mit der Prüfsubstanz behandelt. Die Inhalationsexposition wird an 

7 Tagen in der Woche für 6 Stunden pro Tag durchgeführt, aber auch 5 Tage in der 

Woche sind möglich, wenn dies gerechtfertigt ist. Die Expositionsdauer beträgt 

normalerweise 12 Monate. Wenn f¿r eine ĂNose-onlyò-Exposition andere Nagetierarten 

als Ratten verwendet werden, kann die maximale Expositionsdauer angepasst werden, 

um artenspezifisches Leiden zu minimieren. Eine Expositionsdauer von weniger als 

sechs Stunden pro Tag ist zu begründen. Siehe auch Kapitel B.8 dieses Anhangs (8). 

32. Wird die Prüfsubstanz über eine Sonde verabreicht, so sollte dies unter Verwendung 

einer Schlundsonde oder einer geeigneten Intubationskanüle jeweils zur gleichen 

Tageszeit erfolgen. Normalerweise wird einmal am Tag eine einzige Dosis verabreicht; 

wenn es sich bei der Prüfsubstanz z. B. um einen lokal reizenden Stoff handelt, kann die 

Tagesdosis auf zwei Teilmengen aufgeteilt werden. Das maximale Flüssigkeitsvolumen, 

das einem Versuchstier jeweils verabreicht werden kann, hängt von der Größe des 

Versuchstiers ab. Das Volumen sollte so gering wie möglich sein und bei Nagetieren 

normalerweise 1 ml/100 g Körpergewicht nicht überschreiten (22). Die Variabilität der 

Prüfvolumina sollte durch Anpassung der Konzentration auf ein konstantes Volumen 

bei allen Dosen möglichst gering gehalten werden. Davon ausgenommen sind potenziell 

ätzende oder reizende Stoffe, die zur Vermeidung schwerwiegender lokaler Wirkungen 

verdünnt werden müssen. Die Prüfung in Konzentrationen, die wahrscheinlich eine 

ätzende oder reizende Wirkung für den Magen-Darm-Trakt haben, ist zu vermeiden. 

Versuchsdauer 

33. Diese Prüfmethode ist zwar hauptsächlich zur Prüfung auf chronische Toxizität über 12 

Monate ausgelegt, aber je nach den Anforderungen bestimmter Regulierungsregelungen 

oder für spezifische mechanistische Zwecke sind auch kürzere (z. B. 6 oder 9 Monate) 

oder längere (z. B. 18 oder 24 Monate) Zeiträume möglich. Abweichungen von der 12-

monatigen Expositionsdauer sind zu begründen, insbesondere wenn eine kürzere Dauer 

gewählt wird. Satellitengruppen zur Beobachtung der Reversibilität von toxikologischen 

Veränderungen, die durch die Prüfsubstanz hervorgerufen werden, sollten nach 

Beendigung der Exposition noch für einen Zeitraum von mindestens 4 Wochen, aber 

nicht länger als ein Drittel der Gesamtstudiendauer ohne Behandlung beibehalten 

werden. Weitere Hinweise, insbesondere in Bezug auf das Überleben der Versuchstiere, 

sind im Guidance Document No. 116 (6) zu finden. 

BEOBACHTUNGEN  

34. Alle Tiere sind in der Regel jeden Tag morgens und abends, auch am Wochenende und 

an Feiertagen, auf Anzeichen von Morbidität und Mortalität hin zu untersuchen. 

Allgemeine klinische Beobachtungen sollten mindestens einmal täglich, vorzugsweise 

zur selben Tageszeit, unter Berücksichtigung des Zeitraums, in dem der Wirkungsgipfel 

nach Verabreichung der Dosis über eine Schlundsonde zu erwarten ist, vorgenommen 

werden. 

35. Bei allen Tieren sind mindestens einmal vor der ersten Exposition (für intraindividuelle 
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Vergleiche), am Ende der ersten Studienwoche und danach monatlich gründliche 

klinische Beobachtungen vorzunehmen. Das Beobachtungsprotokoll ist so zu gestalten, 

dass Abweichungen zwischen den Beobachtern minimiert werden und von der 

Prüfgruppe unabhängig stattfinden. Diese Beobachtungen sollten außerhalb des Käfigs 

erfolgen, in dem die Tiere gehalten werden, und zwar vorzugsweise in einem 

Standardgehege jeweils zu denselben Zeiten. Sie sind sorgfältig zu dokumentieren, am 

besten nach einer speziell vom Prüflabor entwickelten Bewertungsskala. Die 

Beobachtungsbedingungen sollten möglichst konstant sein. Zu achten ist insbesondere 

auf Veränderungen an Haut, Fell, Augen, Schleimhäuten, auf Sekrete und Exkrete sowie 

autonome Aktivitäten (z. B. Tränensekretion, Piloerektion, Pupillengröße, 

ungewöhnliche Atemmuster). Gang- und Haltungsstörungen, ferner Reaktionen auf den 

Umgang mit den Tieren sowie etwaige klonische oder tonische Bewegungen, 

Stereotypien (z. B. übermäßiges Putzen, wiederholte Kreisbewegungen) oder abnormes 

Verhalten (z. B. Selbstverstümmelung, Rückwärtsgehen) sollten auch dokumentiert 

werden (24). 

36. Alle Tiere sind vor der ersten Verabreichung der Prüfsubstanz mit einem 

Ophthalmoskop oder einem anderen geeigneten Instrument ophthalmologisch zu 

untersuchen. Am Ende der Studie ist diese Untersuchung möglichst bei allen, aber 

mindestens bei der Hochdosisgruppe und der Kontrollgruppe zu wiederholen. Wenn 

behandlungsbedingte Veränderungen an den Augen beobachtet werden, sind alle Tiere 

zu untersuchen. Wenn eine Strukturanalyse oder andere Informationen auf eine 

Toxizität für die Augen hindeuten, ist die Frequenz der Augenuntersuchungen zu 

erhöhen. 

37. Bei Chemikalien, für die vorangegangene Toxizitätsprüfungen mit wiederholter Gabe 

über 28 und/oder 90 Tage auf potenzielle neurotoxische Wirkungen hindeuten, können 

vor Studienbeginn, in Abständen von drei Monaten nach Beginn einer Studie von bis zu 

12 Monaten einschließlich sowie bei Beendigung der Studie (falls länger als 12 Monate) 

fakultativ die sensorische Reaktivität auf Reize verschiedener Art (24) (z. B. akustische, 

visuelle und propriozeptive Reize) (25), (26), (27), die Greifkraft (28) und die 

motorische Aktivität (29) bewertet werden. Weitere Einzelheiten zu den möglichen 

Untersuchungen finden sich in der Literatur. Allerdings können auch andere als dort 

genannte Verfahren angewendet werden. 

38. Bei Chemikalien, für die vorangegangene Toxizitätsprüfungen mit wiederholter Gabe 

über 28 und/oder 90 Tage auf potenzielle immunotoxische Wirkungen hindeuten, 

können bei Beendigung der Studie fakultativ weitere Untersuchungen durchgeführt 

werden. 

Körpergewicht, Futter -/Wasseraufnahme und Futtereffizienz 

39. Alle Tiere sollten zu Beginn der Behandlung, in den ersten 13 Wochen mindestens 

einmal wöchentlich und danach mindestens monatlich gewogen werden. 

Futteraufnahme und Futtereffizienz sollten in den ersten 13 Wochen mindestens 

wöchentlich und danach mindestens monatlich bestimmt werden. Die 

Trinkwasseraufnahme sollte in den ersten 13 Wochen mindestens wöchentlich und 

danach mindestens monatlich gemessen werden, wenn die Prüfsubstanz mit dem 

Trinkwasser verabreicht wird. Bei Studien, in denen das Trinkverhalten der Tiere 

verändert ist, sollte auch die Trinkwasseraufnahme gemessen werden. 
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Hämatologie und klinische Biochemie 

40. Bei Prüfungen an Nagetieren sind die hämatologischen Untersuchungen bei mindestens 

zehn männlichen und zehn weiblichen Tieren je Gruppe nach 3, 6 und 12 Monaten 

sowie bei Beendigung der Studie (falls sie länger als 12 Monate dauert) durchzuführen, 

wobei immer dieselben Tiere zu verwenden sind. Bei Mäusen werden möglicherweise 

Satellitentiere benötigt, um alle erforderlichen hämatologischen Bestimmungen 

vornehmen zu können (siehe Nummer 18). Bei Prüfungen an Nichtnagern werden die 

Proben wie bei Nagetieren beschrieben in den Zwischenphasen und bei Beendigung der 

Studie von einer kleineren Anzahl Tieren (z. B. vier Tiere je Geschlecht und je Gruppe 

in Hundestudien) genommen. Weder bei Nagern noch bei Nichtnagern brauchen 

Messungen nach drei Monaten vorgenommen zu werden, wenn bei den 

hämatologischen Parametern in einer vorangegangenen 90-Tage-Studie mit 

vergleichbaren Dosisstufen keine Wirkung erkennbar war. Die Blutproben müssen unter 

Anästhesie an einer benannten Stelle, z. B. durch Herzpunktion oder aus dem 

retrobulbären Venenplexus entnommen werden. 

41. Die folgenden Parameter sind zu bestimmen (30): Gesamt- und 

Differenzialleukozytenzahl, Erythrozytenzahl, Thrombozytenzahl, 

Hämoglobinkonzentration, Hämatokrit, mittleres Erythrozyteneinzelvolumen (MCV), 

mittleres korpuskuläres Hämoglobin (MCH), mittlere korpuskuläre 

Hämoglobinkonzentration (MCHC), Prothrombinzeit und aktivierte partielle 

Thromboplastinzeit. Je nach Toxizität der Prüfsubstanz können gegebenenfalls auch 

weitere hämatologische Parameter wie Heinz-Körper oder andere atypische 

Erythrozytenmorphologie oder Methämoglobin gemessen werden. Insgesamt ist je nach 

den beobachteten und/oder erwarteten Wirkungen der Prüfsubstanz mit der 

entsprechenden Flexibilität vorzugehen. Wenn die Prüfsubstanz Auswirkungen auf die 

Hämatopoese hat, können auch eine Bestimmung der Retikulozytenzahl und eine 

Knochenmarkzytologie angezeigt sein; sie müssen aber nicht routinemäßig durchgeführt 

werden. 

42. Klinisch-biochemische Bestimmungen zur Untersuchung der wichtigsten toxischen 

Wirkungen in Geweben, insbesondere der Wirkungen auf Nieren und Leber, sind an 

Blutproben durchzuführen, die von mindestens zehn männlichen und zehn weiblichen 

Tieren je Gruppe in den für die hämatologischen Untersuchungen angegebenen gleichen 

Zeitabständen entnommen werden, wobei immer dieselben Tiere zu verwenden sind. 

Bei Mäusen werden möglicherweise Satellitentiere benötigt, um alle erforderlichen 

klinisch-biochemischen Bestimmungen vornehmen zu können. Bei Prüfungen an 

Nichtnagern werden die Proben wie bei Nagetieren beschrieben in den Zwischenphasen 

und bei Beendigung der Studie von einer kleineren Anzahl Tieren (z. B. vier Tiere je 

Geschlecht und je Gruppe in Hundestudien) genommen. Weder bei Nagern noch bei 

Nichtnagern brauchen Messungen nach drei Monaten vorgenommen zu werden, wenn 

bei den klinisch-biochemischen Parametern in einer vorangegangenen 90-Tage-Studie 

mit vergleichbaren Dosisstufen keine Wirkung erkennbar war. Es empfiehlt sich eine 

Futterkarenz der Tiere (ausgenommen Mäuse) über Nacht, bevor die Blutproben 

entnommen werden. Die folgenden Parameter sind zu bestimmen (30): Glucose, 

Harnstoff (Harnstoff-Stickstoff), Kreatinin, Gesamtprotein, Albumin, Calcium, Natrium, 

Kalium, Gesamtcholesterin, mindestens zwei geeignete Parameter für die 

hepatozelluläre Evaluierung (Alanin-Aminotransferase, Aspartat-Aminotransferase, 
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Glutamatdehydrogenase, Gesamtgallensäuren) (31) und mindestens zwei geeignete 

Parameter f¿r die hepatobiliªre Evaluierung (alkalische Phosphatase, ɔ-

Glutamyltransferase, 5'-Nucleotidase, Gesamtbilirubin, Gesamtgallensäuren) (31). Je 

nach Toxizität der Prüfsubstanz können gegebenenfalls auch weitere klinisch-chemische 

Parameter wie Nüchtern-Triglyceride, spezifische Hormone und Cholinesterase 

bestimmt werden. Insgesamt ist je nach den beobachteten und/oder erwarteten 

Wirkungen der Prüfsubstanz mit der entsprechenden Flexibilität vorzugehen. 

43. An Proben, die von mindestens zehn männlichen und zehn weiblichen Tieren je Gruppe 

in den gleichen Abständen entnommen wurden wie die Proben für die hämatologische 

und die klinisch-chemische Untersuchung, sind Urinanalysen durchzuführen. Es 

brauchen keine Messungen nach drei Monaten vorgenommen zu werden, wenn bei der 

Urinanalyse in einer vorangegangenen 90-Tage-Studie mit vergleichbaren Dosisstufen 

keine Wirkung erkennbar war. Eine Empfehlung von Sachverständigen zu klinischen 

Pathologiestudien (30) enthält die folgende Liste von Parametern: Aussehen, Volumen, 

Osmolalität oder spezifisches Gewicht, pH-Wert, Gesamteiweiß und Glucose. 

Außerdem können Ketone, Urobilinogen, Bilirubin und okkultes Blut bestimmt werden. 

Sofern erforderlich, können weitere Parameter verwendet werden, um die Untersuchung 

beobachteter Wirkungen zu erweitern. 

44. Bei Studien an Hunden werden im Allgemeinen Bestimmungen der Ausgangsdaten 

hämatologischer und klinisch-biochemischer Parameter für notwendig gehalten; bei 

Studien an Nagern müssen sie aber nicht bestimmt werden (30). Wenn keine 

ausreichenden historischen Ausgangsdaten vorliegen (siehe Nummer 50), sollten sie 

jedoch bestimmt werden. 

Pathologie 

Makroskopische Untersuchung 

45. Normalerweise sind alle an der Studie beteiligten Tiere einer vollständigen, 

eingehenden makroskopischen Untersuchung zu unterziehen, die die sorgfältige 

Untersuchung der äußeren Körperoberfläche, aller Körperöffnungen sowie der Schädel-, 

Brust- und Bauchhöhlen und ihres Inhalts umfasst. Es kann jedoch auch vorgesehen 

werden, die Untersuchungen (in den Gruppen der Tiere, die im Verlauf der Studie 

getötet werden sollen, und in den Satellitengruppen) auf spezifische Schlüsselaspekte 

wie Neurotoxizität oder Immunotoxizität zu beschränken (siehe Nummer 19). Diese 

Tiere brauchen weder seziert noch den nachstehend beschriebenen Verfahren 

unterzogen zu werden. Sentineltiere können nach Ermessen des Studienleiters von Fall 

zu Fall seziert werden. 

46. Die Organgewichte aller Tiere sind zu erfassen, außer von denen, die gemäß dem letzten 

Teil von Nummer 45 ausgenommen sind. Nebennieren, Gehirn, Nebenhoden, Herz, 

Nieren, Leber, Ovarien, Milz, Hoden, Schilddrüse (nach Fixierung gewogen, mit 

Nebenschilddrüsen) und Uterus (außer von moribund aufgefundenen und/oder 

zwischenzeitlich getöteten Tieren) sind in angemessener Form von anhaftendem 

Gewebe zu befreien, und ihr Nassgewicht ist so rasch wie möglich nach der Sektion 

festzustellen, um ein Austrocknen zu verhindern. Bei einer Studie an Mäusen ist das 

Wiegen der Nebennieren fakultativ. 
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47. Die folgenden Gewebe sind in dem für die betreffende Gewebeart und die vorgesehene 

anschließende histopathologische Untersuchung am besten geeigneten Fixierungsmittel 

aufzubewahren (32) (Gewebe in eckigen Klammern sind fakultativ): 

 
alle 

makroskopischen 

Veränderungen 

Herz Pankreas Magen 

(Vormagen, 

Drüsenmagen) 

Nebennieren Ileum Nebenschilddrüse [Zähne] 

Aorta Jejunum periphere Nerven Hoden 

Gehirn (mit 

Schnitten von 

Cerebrum, 

Cerebellum und 

Medulla/Pons) 

Nieren Hypophyse Thymus 

Caecum Tränendrüse 

(exorbital) 

Prostata Schilddrüse 

Zervix Leber Rectum [Zunge] 

Koagulationsdrüse Lunge Speicheldrüse Trachea 

Kolon Lymphknoten 

(sowohl 

oberflächliche als 

auch tiefe) 

Samenbläschen Harnblase 

Duodenum Brustdrüse 

(obligatorisch für 

Weibchen und, 

falls bei der 

Sektion erkennbar, 

für Männchen) 

Skelettmuskel Uterus (mit 

Zervix) 

Nebenhoden [obere Atemwege, 

einschließlich 

Nase, 

Nasenmuscheln 

und 

Nasennebenhöhlen]  

Haut [Harnleiter] 

Auge (mit 

Netzhaut) 

Speiseröhre Rückenmark (auf 

3 Ebenen: 

zervical, mittlerer 

Thoraxbereich 

und lumbar) 

[Harnröhre] 

[Femur mit 

Gelenk] 

[Riechkolben] Milz  Vagina 

Gallenblase (bei 

anderen Arten als 

Ratten) 

Ovarien [Brustbein] Knochenmark-

schnitt 

und/oder ein 

frisches 

Knochenmark-

Aspirat 

Hardersche Drüse    

Bei paarigen Organen, z. B. Nieren, Nebennieren, sind beide Organe aufzubewahren. 

Die klinischen und sonstigen Befunde können weitere Gewebeuntersuchungen 

erforderlich machen. Auch Organe, die aufgrund der bekannten Eigenschaften der 

Prüfsubstanz als mögliche Zielorgane in Frage kommen, sollten aufbewahrt werden. In 

Studien mit dermaler Applikation sind die in der Liste für orale Verabreichung 

aufgeführten Organe aufzubewahren; außerdem sind Proben der Haut an der 
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Applikationsstelle zu nehmen und aufzubewahren. Bei Inhalationsstudien entspricht die 

Liste der aufzubewahrenden und zu untersuchenden Gewebe des Atemtrakts den 

Empfehlungen von Kapitel B.8 dieses Anhangs (8) und Kapitel B.29 dieses Anhangs 

(9). Was andere Organe/Gewebe betrifft, so sollten (zusätzlich zu den speziell 

konservierten Geweben aus dem Atemtrakt) die in der Liste für die orale 

Verabreichung genannten Organe untersucht werden. 

Histopathologie 

48. Es gibt Leitlinien für bewährte Praktiken bei der Durchführung toxikologischer 

Pathologiestudien (32). Histopathologisch zu untersuchen sind mindestens 

- alle Gewebe der Tiere aus der Hochdosisgruppe und der Kontrollgruppe, 

- alle Gewebe von während der Studie gestorbenen oder getöteten Tieren, 

- alle Gewebe mit makroskopischen Abnormitäten, 

- Zielgewebe oder Gewebe, die in der Hochdosisgruppe behandlungsbedingte 

Veränderungen aufwiesen, von allen Tieren in allen anderen Dosisgruppen, 

- bei paarigen Organen, z. B. Nieren, Nebennieren, sind beide Organe zu untersuchen. 

DATEN UND BERICHTERS TATTUNG  

Daten 

49. Für alle bestimmten Parameter sollen Daten zu den einzelnen Tieren angegeben werden. 

Darüber hinaus sollten alle Daten in Form einer Tabelle zusammengefasst werden, aus 

der für jede Prüfgruppe folgende Angaben hervorgehen: die Zahl der Tiere bei Beginn 

der Prüfung und die Zahl der während der Prüfung tot aufgefundenen oder aus 

Tierschutzgründen getöteten Tiere, ferner der Zeitpunkt des Todes oder der Tötung, die 

Zahl der Tiere, die Toxizitätszeichen aufweisen, eine Beschreibung der beobachteten 

Toxizitätszeichen, einschließlich des Zeitpunkts, zu dem die toxischen Wirkungen 

erstmalig aufgetreten sind, ihrer Dauer und ihres Schweregrads, die Zahl der Tiere mit 

Läsionen, die Art der Läsionen und der Prozentsatz der von jeder Läsion betroffenen 

Tiere. Die Mittelwerte und Standardabweichungen (für kontinuierliche Versuchsdaten) 

von Tieren, die toxische Wirkungen oder Läsionen aufweisen, sind zusätzlich zum 

Schweregrad der Läsionen in Übersichtstabellen anzugeben. 

50. Historische Kontrolldaten können die Auswertung der Studienergebnisse erleichtern, 

z. B. wenn die Daten der gleichzeitigen Kontrollen erheblich von neueren Daten von 

Kontrolltieren aus derselben Versuchseinrichtung abweichen. Wenn historische 

Kontrolldaten bewertet werden, sollten sie von demselben Labor stammen, sich auf 

Tiere desselben Alters und Stamms beziehen und höchstens fünf Jahre vor der 

fraglichen Studie erhoben worden sein. 

51. Wenn möglich, sind die numerischen Daten durch eine geeignete allgemein annehmbare 

statistische Methode auszuwerten. Die statistischen Methoden und die zu analysierenden 

Daten sind bei der Planung der Studie festzulegen (Nummer 8). Diese Auswahl sollte es 

ermöglichen, erforderlichenfalls Anpassungen je nach Überlebensrate vorzunehmen. 
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Prüfbericht  

52. Der Prüfbericht sollte folgende Informationen enthalten: 

Prüfsubstanz: 

- physikalische Beschaffenheit, Reinheit und physikalisch-chemische Eigenschaften, 

- Daten zur Identifikation, 

- Herkunft des Stoffs, 

- Chargennummer, 

- Bescheinigung der chemischen Analyse. 

Vehikel (wenn verwendet): 

- Begründung der Wahl des Vehikel, sofern anders als Wasser. 

Versuchstiere: 

- Art/Stamm und Begründung für die getroffene Wahl, 

- Anzahl, Alter und Geschlecht der Tiere bei Versuchsbeginn, 

- Herkunft, Haltungsbedingungen, Futter usw., 

- Gewicht der einzelnen Tiere bei Versuchsbeginn. 

Prüfbedingungen: 

- Begründung für Verabreichungsweg und Festlegung der Dosis, 

- gegebenenfalls die statistischen Methoden zur Analyse der Daten, 

- Angaben zur Formulierung der Prüfsubstanz/Futterzubereitung, 

- Analysedaten über die erreichte Konzentration, Stabilität und Homogenität der 

Zubereitung, 

- Verabreichungsweg und Angaben zur Verabreichung der Prüfsubstanz, 

- bei Inhalationsstudien: ĂNose-onlyò- oder Ganzkörperexposition, 

- tatsächliche Dosen (mg/kg Körpergewicht/Tag) und, sofern zutreffend, Angaben zur 

Umrechnung der Konzentration der Prüfsubstanz im Futter/Trinkwasser (mg/kg oder 

ppm) in die tatsächliche Dosis, 

- Angaben zu Futter- und Wasserqualität. 

Ergebnisse (zusammenfassende Übersichtstabellen und Daten für die einzelnen Tiere): 

- Überlebensdaten, 

- Körpergewicht/Änderungen des Körpergewichts, 

- Futteraufnahme, gegebenenfalls Berechnungen der Futtereffizienz und der 

Wasseraufnahme, falls erfasst, 

- Daten der toxischen Reaktionen nach Geschlecht und Dosis, einschließlich 

Toxizitätszeichen, 
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- Art, Inzidenz (und, falls bewertet, Schweregrad) sowie Dauer der klinischen 

Beobachtungen (sowohl vorübergehend als auch dauerhaft), 

- Ergebnisse der ophthalmologischen Untersuchung, 

- hämatologische Untersuchungen, 

- klinisch-biochemische Untersuchungen, 

- Urinuntersuchungen, 

- Ergebnisse etwaiger Neurotoxizitäts- oder Immunotoxizitätsuntersuchungen, 

- terminales Körpergewicht, 

- Organgewichte (und gegebenenfalls Verhältnis Organ-/Körpergewicht),  

- Sektionsbefunde, 

- ausführliche Beschreibung aller behandlungsbedingten histopathologischen Befunde, 

- Angaben zur Resorption, falls vorhanden. 

Statistische Auswertung der Ergebnisse, soweit zutreffend 

Diskussion der Ergebnisse einschließlich 

- Dosis-Wirkungs-Beziehungen, 

- Prüfung aller Informationen über die Wirkungsweise, 

- Diskussion von Modellierungsansätzen, 

- Bestimmung von BMD, NOAEL oder LOAEL, 

- historische Kontrolldaten, 

- Relevanz für Menschen. 

Schlussfolgerungen 
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Anlage 1 

 

DEFINITION  

 

Prüfsubstanz: jeder Stoff oder jedes Gemisch, der/das mit dieser Prüfmethode getestet 

wird.ñ 
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(6) Die Kapitel B.32 und B.33 erhalten folgende Fassung: 

 

ĂB.32. PRÜFUNGEN AUF KANZEROGENITÄT  

EINLEITUNG  

1. Diese Prüfmethode entspricht der OECD-Prüfrichtlinie (TG) 451 (2009). Die 

ursprüngliche TG 451 über Prüfungen auf Kanzerogenität wurde 1981 angenommen. 

Die Entwicklung dieser überarbeiteten Prüfmethode B.32 wurde für notwendig 

gehalten, um neueren Entwicklungen auf dem Gebiet des Tierschutzes sowie 

Regulierungsanforderungen Rechnung zu tragen (2) (3) (4) (5) (6). Diese Prüfmethode 

B.32 wurde parallel zur ¦berarbeitung von Kapitel B.30 dieses Anhangs ĂPr¿fungen auf 

chronische Toxizitªtñ und Kapitel B.33 dieses Anhang ĂKombinierte Studien zur 

Prüfung auf chronische Toxizität und Kanzerogenitªtñ aktualisiert mit dem Ziel, 

zusätzliche Informationen von den in der Untersuchung verwendeten Tieren und 

detailliertere Angaben zur Wahl der Dosis zu gewinnen. Diese Prüfmethode B.32 ist 

dazu ausgelegt, für die Prüfung eines breiten Spektrums von chemischen Stoffen, 

einschließlich Pestiziden und Industriechemikalien, verwendet zu werden. Es ist jedoch 

darauf hinzuweisen, dass bestimmte Details und Anforderungen für Pharmazeutika 

abweichen können (siehe Internationale Harmonisierungskonferenz (ICH) Guidance 

S1B on Testing for Carcinogenicity of Pharmaceuticals). 

2. Bei den meisten Prüfungen auf Kanzerogenität werden Nagetierarten verwendet; diese 

Prüfmethode gilt daher hauptsächlich für Prüfungen, die an diesen Arten durchgeführt 

werden. Wenn solche Prüfungen an Nichtnagern erforderlich sind, gelten die 

Grundsätze und Verfahren dieser Prüfmethode in Kombination mit denen des 

Kapitels B.27 dieses Anhangs ĂPr¿fung auf subchronische orale Toxizitªt ð 90-Tage-

Toxizitätsstudie mit wiederholter Verabreichung an Nicht-Nagetierenñ (6) mit 

entsprechenden Änderungen. Weitere Hinweise sind dem OECD Guidance Document 

No. 116 on the Design and Conduct of Chronic Toxicity and Carcinogenicity Studies (7) 

zu entnehmen. 

3. Bei Prüfungen auf Kanzerogenität finden im Wesentlichen die orale, die dermale und 

die inhalative Verabreichung Anwendung. Die Wahl des Verabreichungswegs hängt 

von den physikalischen und chemischen Eigenschaften der Prüfsubstanz und der 

vorherrschenden Art der Exposition beim Menschen ab. Zusätzliche Informationen zur 

Wahl des Expositionswegs sind im Guidance Document No. 116 (7) enthalten. 

4. Bei dieser Prüfmethode steht die Exposition auf oralem Weg im Vordergrund. Dies ist 

der bei Prüfungen auf Kanzerogenität am häufigsten verwendete Expositionsweg. Zwar 

sind Prüfungen auf Kanzerogenität mit Exposition über die Haut oder durch Inhalation 

möglicherweise auch notwendig, um das Risiko für die menschliche Gesundheit zu 

beurteilen, und/oder im Rahmen bestimmter Regelungen vorgeschrieben, aber diese 

beiden Expositionswege sind aus technischer Sicht außerordentlich komplex. Derartige 

Prüfungen sind von Fall zu Fall zu konzipieren, wobei die hier beschriebene 

Prüfmethode für die Bewertung und Evaluierung der Kanzerogenität bei oraler 

Verabreichung allerdings mit Bezug auf Empfehlungen für Behandlungszeiten, 
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klinische und Pathologieparameter usw. als Grundlage für ein Protokoll für Inhalations- 

und/oder dermale Prüfungen dienen könnte. Es gibt OECD-Leitlinien für die 

Verabreichung von Prüfsubstanzen durch Inhalation (7) (8) und über die Haut (7). Bei 

der Konzeption längerfristiger Prüfungen mit Exposition durch Inhalation sind 

insbesondere Kapitel B.8 dieses Anhangs (9) und Kapitel B.29 dieses Anhangs (10) 

sowie das OECD Guidance Document über Prüfungen auf akute Toxizität nach 

Inhalation (8) zu berücksichtigen. Bei Prüfungen mit dermaler Applikation ist 

Kapitel B.9 dieses Anhangs (11) zu beachten. 

5. Die Prüfung auf Kanzerogenität liefert Informationen über mögliche gesundheitliche 

Schädigungen, die durch wiederholte Exposition über einen Zeitraum entstehen können, 

der sich über die gesamte Lebensdauer der verwendeten Art erstrecken kann. Sie liefert 

Informationen über die toxischen Wirkungen der Prüfsubstanz, einschließlich der 

potenziellen Kanzerogenität, und kann Hinweise auf Zielorgane und die Möglichkeit der 

Akkumulation geben. Außerdem kann sie zur Ableitung eines NOAEL-Werts (Dosis 

ohne beobachtete schädigende Wirkung) für toxische Wirkungen und, im Fall von nicht 

genotoxischen Karzinogenen, für Tumorreaktionen beitragen, der zur Festlegung von 

Sicherheitskriterien für die Humanexposition herangezogen werden kann. Ferner wird 

die Notwendigkeit sorgfältiger klinischer Beobachtung der Tiere hervorgehoben, damit 

so viele Informationen wie möglich gewonnen werden können. 

6. Zu den Zielen von Prüfungen auf Kanzerogenität nach dieser Prüfmethode gehören 

- die Identifizierung der kanzerogenen Eigenschaften einer Prüfsubstanz, die im 

Vergleich zu gleichzeitigen Kontrollgruppen zu einer erhöhten Inzidenz von 

Neoplasmen, einem erhöhten Anteil maligner Neoplasmen oder einem schnelleren 

Auftreten von Neoplasmen führen, 

- die Identifizierung des Zielorgans/der Zielorgane der Kanzerogenität, 

- die Ermittlung der Zeit bis zum Auftreten von Neoplasmen, 

- die Beschreibung der Beziehung zwischen der Dosis und der Tumorreaktion, 

- die Bestimmung eines NOAEL-Werts (Dosis ohne beobachtete schädigende 

Wirkung) oder eines Ausgangspunkts für die Festlegung einer Benchmark-Dosis 

(BMD), 

- die Extrapolation kanzerogener Wirkungen auf Expositionsniveaus von Menschen bei 

geringer Dosis, 

- die Gewinnung von Daten zur Prüfung von Hypothesen über die Wirkungsweise (2) 

(7) (12) (13) (14) (15). 

AUSGANGSÜBERLEGUNGEN 

7. Bei der Beurteilung und Bewertung des Kanzerogenitätspotenzials einer Prüfsubstanz 

sollte das Prüflabor vor Durchführung der Studie alle verfügbaren Informationen über 

die Prüfsubstanz berücksichtigen, damit die Studienauslegung auf eine effizientere 

Prüfung des Kanzerogenitätspotenzials ausgerichtet und die Verwendung von 

Versuchstieren minimiert werden kann. Es ist wichtig, die Wirkungsweise eines 

vermutlichen Karzinogens zu kennen und zu berücksichtigen (2) (7) (12) (13) (14) (15), 

da die optimale Studienauslegung je nachdem, ob die Prüfsubstanz ein bekanntes oder 



133 

 

vermutliches genotoxisches Karzinogen ist, unterschiedlich sein kann. Nähere Hinweise 

zu Aspekten der Wirkungsweise sind im Guidance Document No. 116 (9) zu finden. 

8. Für die Auslegung der Studie könnten u. a. Informationen wie die Identität, die 

chemische Struktur und die physikalisch-chemischen Eigenschaften der Prüfsubstanz, 

Ergebnisse jeglicher In-vitro- oder In-vivo-Toxizitätsprüfungen einschließlich 

Genotoxizitätsprüfungen, vorgesehene Verwendungen und die Möglichkeit der 

Exposition des Menschen, (Q)SAR-Daten, Daten über Mutagenität/Genotoxizität, 

Kanzerogenität und andere toxikologische Daten über strukturverwandte Substanzen, 

toxikokinetische Daten (Kinetik bei Einzel- und Mehrfachdosierung) sowie Daten aus 

anderen Studien mit wiederholter Exposition herangezogen werden. Die Kanzerogenität 

sollte erst beurteilt werden, wenn erste Informationen über die Toxizität aus 

Toxizitätsprüfungen mit wiederholter Gabe über 28 Tage und/oder 90 Tage vorliegen. 

Auch Kurzzeitversuche zur Krebsinitiation-/promotion können nützliche Informationen 

liefern. Im Rahmen der Gesamtbewertung der potenziellen schädlichen Wirkungen einer 

bestimmten Prüfsubstanz auf die Gesundheit sollte bei der Prüfung auf Kanzerogenität 

etappenweise vorgegangen werden (16) (17) (18) (19). 

9. Vor Beginn der Prüfung ist festzulegen, welche Statistikmethoden angesichts der 

Versuchsauslegung und der Ziele am besten für die Analyse der Ergebnisse geeignet 

sind. Dabei ist u. a. zu entscheiden, ob die Statistiken Anpassungen in Bezug auf die 

Überlebensrate, die Analyse kumulativer Tumorrisiken bezogen auf die 

Überlebensdauer, die Analyse des Zeitraums bis zum Auftreten eines Tumors und die 

Analyse bei vorzeitigem Tod der Tiere einer oder mehrerer Gruppen umfassen sollten. 

Hinweise zu den geeigneten statistischen Analysen und wichtige Literaturverweise zu 

international anerkannten Statistikmethoden sind im Guidance Document No. 116 (7) 

sowie im Guidance Document No. 35 on the analysis and evaluation of chronic toxicity 

and carcinogenicity studies (20) zu finden. 

10. Bei der Durchführung einer Prüfung auf Kanzerogenität sind stets die im OECD 

Guidance Document No. 19 on the recognition, assessment, and use of clinical signs as 

humane endpoints for experimental animals used in safety evaluation (21), insbesondere 

in Absatz 62, genannten Grundsätze und Erwägungen zu befolgen. In diesem Absatz 

heißt es: Wenn ein Tier in Studien mit wiederholter Verabreichung progressive klinische 

Anzeichen für eine fortschreitende Verschlechterung seines Zustands aufweist, ist eine 

informierte Entscheidung zu treffen, ob das Tier tierschutzgerecht getötet werden sollte 

oder nicht. Bei dieser Entscheidung sind Faktoren wie der Wert der Informationen, die 

bei Verbleiben des Tiers in der Studie gewonnen werden können, und der allgemeine 

Gesundheitszustand des Tiers gegeneinander abzuwägen. Wird beschlossen, das Tier in 

der Studie zu belassen, ist es entsprechend den Erfordernissen häufiger zu beobachten.  

Zur Linderung von Schmerzen oder Qualen kann auch die Verabreichung der 

Prüfsubstanz unterbrochen oder die Dosis verringert werden, sofern dabei der Zweck 

der Prüfung nicht beeinträchtigt wird. 

11. Ausführliche Informationen und eine Diskussion der Prinzipien der Dosiswahl bei 

Studien zur Prüfung auf chronische Toxizität und Kanzerogenität sind im Guidance 

Document No. 116 (7) sowie in zwei Veröffentlichungen des International Life Sciences 

Institute (22) (23) zu finden. Die grundlegende Strategie der Dosiswahl hängt von den 

Hauptzielen der Studie ab (Nummer 6). Bei der Auswahl der geeigneten Dosisstufen ist 

ein Gleichgewicht zwischen Gefahrenidentifizierung einerseits und der Beschreibung 
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von Wirkungen bei geringer Dosierung und ihrer Relevanz andererseits herzustellen. 

Dieses Gleichgewicht ist bei einer kombinierten Studie zur Prüfung auf chronische 

Toxizität und auf Kanzerogenität (Kapitel B.33 dieses Anhangs) besonders wichtig 

(Nummer 12). 

12. Es sollte in Betracht gezogen werden, statt einer getrennten Durchführung einer Prüfung 

auf chronische Toxizität (Kapitel B.30 dieses Anhangs) und einer Prüfung auf 

Kanzerogenität (diese Prüfmethode B.32) eher eine kombinierte Prüfung auf chronische 

Toxizität und Kanzerogenität (Kapitel B.33 dieses Anhangs) durchzuführen. Die 

kombinierte Methode ist zeit- und kosteneffizienter als zwei getrennte Studien, ohne 

dass dabei die Qualität der Daten der chronischen Komponente oder der 

Kanzerogenitätskomponente beeinträchtigt würde. Bei Durchführung einer 

kombinierten Prüfung auf chronische Toxizität und Kanzerogenität (Kapitel B.33 dieses 

Anhangs) sind die Grundsätze der Dosiswahl (Nummer 11 und Nummern 22-25) jedoch 

genau zu beachten. Es wird allerdings anerkannt, dass im Rahmen bestimmter 

Regelungen möglicherweise getrennte Prüfungen vorgeschrieben sind. 

13. Die im Zusammenhang mit dieser Prüfmethode verwendeten Begriffe werden am Ende 

dieses Kapitels und im Guidance Document 116 (7) definiert. 

PRINZIP DER PRÜFMETH ODE 

14. Die Prüfsubstanz wird mehreren Gruppen von Versuchstieren für den größeren Teil 

ihrer Lebenszeit täglich in abgestuften Dosen in der Regel oral verabreicht. Die 

Verabreichung durch Inhalation oder auf dermalem Weg kann ebenfalls angebracht sein. 

Die Tiere werden sorgfältig auf Toxizitätszeichen und das Auftreten neoplastischer 

Veränderungen beobachtet. Tiere, die im Verlauf der Prüfung sterben, und vorzeitig 

getötete Tiere werden seziert; die nach Abschluss der Prüfung überlebenden Tiere 

werden getötet und ebenfalls seziert. 

BESCHREIBUNG DER MET HODE 

Auswahl von Versuchstierarten 

15. Diese Prüfmethode betrifft hauptsächlich die Bewertung und Evaluierung der 

Kanzerogenität bei Nagetieren (Nummer 2). Die Verwendung anderer Arten als 

Nagetiere kann in Betracht gezogen werden, wenn die vorliegenden Daten darauf 

hindeuten, dass sie für die Vorhersage gesundheitlicher Wirkungen beim Menschen von 

größerer Relevanz sind. Die Wahl der Tierart ist zu begründen. Die bevorzugte 

Nagetierart ist die Ratte, doch können auch andere Nagetierarten, z. B. die Maus, 

verwendet werden. Obwohl die Verwendung der Maus in Prüfungen auf Kanzerogenität 

nur von begrenztem Nutzen sein mag (24) (25) (26), schreiben einige geltende 

Regulierungsprogramme nach wie vor Kanzerogenitätsprüfungen an der Maus vor, 

sofern nicht gezeigt werden kann, dass eine solche Studie wissenschaftlich nicht 

erforderlich ist. Ratten und Mäuse sind wegen ihrer relativ kurzen Lebenszeit, der weit 

verbreiteten Verwendung in pharmakologischen und toxikologischen Studien, ihrer 

Anfälligkeit für die Entstehung von Tumoren und der Verfügbarkeit ausreichend 

beschriebener Stämme die bevorzugten Versuchsmodelle. Daher liegen über ihre 
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Physiologie und Pathologie umfangreiche Informationen vor. Zusätzliche Informationen 

zur Wahl der Tierart und des Stamms sind im Guidance Document No. 116 (7) 

enthalten. 

16. Es sind junge, gesunde, adulte Tiere aus üblicherweise eingesetzten Laborstämmen zu 

verwenden. Für die Prüfung auf Kanzerogenität sollten möglichst Tiere desselben 

Stamms und derselben Herkunft verwendet werden wie für die kürzere(n) 

Toxizitätsvorstudie(n). Wenn jedoch bekannt ist, dass Tiere dieses Stamms und dieser 

Herkunft die allgemein anerkannten Überlebenskriterien für Langzeitstudien [siehe 

Guidance Document No. 116 (7)] nicht erfüllen, ist die Verwendung eines Tierstamms 

mit ausreichender Überlebensrate für die Langzeitstudie in Betracht zu ziehen. Die 

weiblichen Tiere dürfen weder bereits geworfen haben noch trächtig sein. 

Haltung und Fütterung 

17. Die Tiere können entweder einzeln oder in kleinen gleichgeschlechtlichen Gruppen in 

Käfigen untergebracht werden. Eine Einzelunterbringung ist nur in Betracht zu ziehen, 

wenn dies wissenschaftlich gerechtfertigt ist (27) (28) (29). Die Käfige sollten so 

angeordnet werden, dass etwaige Einflüsse der Käfigplatzierung minimiert werden. Die 

Temperatur im Versuchstierraum sollte 22 °C (± 3 °C) betragen. Die relative 

Luftfeuchtigkeit sollte mindestens 30 % betragen und ð außer beim Reinigen des 

Raums ð 70 % nicht überschreiten. Angestrebt werden sollte eine Luftfeuchtigkeit von 

50-60 %. Die Beleuchtung sollte künstlich sein und die Hell- und Dunkelphasen sollten 

sich im Abstand von 12 Stunden abwechseln. An die Versuchstiere kann herkömmliches 

Laborfutter verfüttert werden, und eine unbegrenzte Trinkwasserversorgung ist zu 

gewährleisten. Das Futter sollte den Nährstoffbedarf der eingesetzten Tierart decken und 

möglichst wenig Schadstoffe wie z. B. Pestizidrückstände, persistente organische 

Schadstoffe, Phytoöstrogene, Schwermetalle und Mykotoxine enthalten, die das 

Ergebnis der Prüfung beeinflussen könnten. Das Futter ist regelmäßig, und zwar 

zumindest zu Beginn der Prüfung und bei Verwendung einer anderen Charge, auf den 

Nährstoff- und Schadstoffgehalt hin zu analysieren; die Ergebnisse sind im 

Abschlussbericht anzugeben. Ergebnisse von Analysen des in der Prüfung verwendeten 

Trinkwassers sind ebenfalls anzugeben. Die Auswahl des Futters wird eventuell dadurch 

beeinflusst, dass eine geeignete Beimischung einer Prüfsubstanz und die Deckung des 

Nährstoffbedarfs der Tiere sichergestellt werden muss, wenn die Prüfsubstanz mit dem 

Futter verabreicht wird. 

Vorbereitung der Tiere 

18. Es sind gesunde Tiere zu verwenden, die mindestens sieben Tage an die 

Laborbedingungen gewöhnt und zuvor nicht für andere Experimente verwendet wurden. 

Bei Nagetieren sollte die Verabreichung so bald wie möglich nach dem Absetzen und 

der Eingewöhnung beginnen, vorzugsweise bevor die Tiere 8 Wochen alt sind. Art, 

Stamm, Herkunft, Geschlecht, Gewicht und Alter der Versuchstiere sind anzugeben. Bei 

Beginn der Studie sollten die Gewichtsunterschiede bei den Tieren beider Geschlechter 

möglichst gering sein und ± 20 % des geschlechtsspezifischen Durchschnittsgewichts 

aller Tiere in der Studie nicht überschreiten. Die Tiere werden nach dem Zufallsprinzip 

in Kontroll- und Behandlungsgruppen eingeteilt. Nach der Randomisierung sollte sich 

das Durchschnittsgewicht der Tiere desselben Geschlechts von Gruppe zu Gruppe nicht 

signifikant unterscheiden. Gibt es statistisch signifikante Unterschiede, sollte die 
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Randomisierung möglichst wiederholt werden. Jedes Versuchstier erhält zur sicheren 

Identifizierung eine eigene Nummer und wird durch Tätowierung, Mikrochipimplantat 

oder auf eine andere geeignete Weise mit dieser Nummer gekennzeichnet. 

VERFAHREN  

Zahl und Geschlecht der Versuchstiere 

19. Es sind Tiere beider Geschlechter zu verwenden. Es sollten so viele Tiere verwendet 

werden, dass eine gründliche biologische und statistische Auswertung möglich ist. Jede 

Dosisgruppe und jede gleichzeitige Kontrollgruppe sollte daher mindestens 50 Tiere je 

Geschlecht umfassen. Je nach Ziel der Studie kann die statistische Aussagekraft von 

Schlüsselwerten durch ungleiche Verteilung der Tiere auf die verschiedenen 

Dosisgruppen erhöht werden, wobei z. B. zur Einschätzung des karzinogenen Potenzials 

bei niedrigen Dosen mehr als 50 Tiere in die Gruppen mit niedriger Dosis eingeteilt 

werden. Es ist jedoch darauf hinzuweisen, dass eine mäßige Erhöhung der 

Gruppengröße nur zu einer relativ geringen Erhöhung der statistischen Aussagekraft der 

Studie führt. Weitere Informationen zur statistischen Auslegung der Studie und zur 

Wahl der Dosisstufen zwecks Maximierung der statistischen Aussagekraft sind im 

Guidance Document No. 116 (7) enthalten. 

Tötungen im Verlauf der Studie und Satelliten-(Sentinel)-Gruppen 

20. Es kann vorgesehen werden, dass Tiere im Verlauf der Studie, z. B. nach zwölf 

Monaten, getötet werden, um Erkenntnisse über den Fortgang neoplastischer 

Veränderungen und mechanistische Informationen zu gewinnen, falls dies 

wissenschaftlich gerechtfertigt ist. Wenn diese Informationen bereits aus vorherigen 

Toxizitätsstudien mit wiederholter Gabe der Prüfsubstanz vorliegen, sind 

zwischenzeitliche Tötungen möglicherweise wissenschaftlich nicht gerechtfertigt. Wenn 

vorgesehen ist, dass Tiere im Verlauf der Studie getötet werden, beträgt die Zahl der für 

derartige Tötungen vorgesehenen Tiere in jeder Dosisgruppe normalerweise je zehn 

Tiere beider Geschlechter, und die Gesamtzahl der Tiere in der Studie sollte um die Zahl 

der Tiere erhöht werden, die vor Beendigung der Studie getötet werden sollen. Der 

Krankheitsstatus während der Studie kann erforderlichenfalls mit einer zusätzlichen 

Gruppe von Sentineltieren (normalerweise je fünf Tiere beider Geschlechter) überwacht 

werden (30). Das Guidance Document No. 116 (7) enthält nähere Hinweise. 

Dosisgruppen und Dosierung 

21. Das Guidance Document No. 116 (7) enthält Hinweise zu allen Aspekten der Dosiswahl 

und zu den Abständen der Dosisstufen. Mindestens drei Dosisstufen und eine 

gleichzeitige Kontrolle sollten verwendet werden. Die Dosisstufen werden im 

Allgemeinen auf der Grundlage der Ergebnisse von Studien mit kurzzeitiger 

wiederholter Verabreichung oder Dosisfindungsstudien festgelegt und sollten alle 

vorliegenden toxikologischen und toxikokinetischen Daten für die Prüfsubstanz oder 

verwandte Stoffe berücksichtigen. 

22. Soweit keine Beschränkungen aufgrund der physikalisch-chemischen Beschaffenheit 

oder der biologischen Wirkungen der Prüfsubstanz bestehen, ist die höchste Dosisstufe 
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so zu wählen, dass zwar die Hauptzielorgane und die toxischen Wirkungen identifiziert 

werden können, aber Leiden, schwere Toxizität, Morbidität oder Tod der Tiere 

vermieden werden. Unter Berücksichtigung der unter Nummer 23 beschriebenen 

Faktoren ist die höchste Dosisstufe normalerweise so zu wählen, dass Anzeichen von 

Toxizität hervorgerufen werden, die sich z. B. in einer verzögerten 

Körpergewichtsentwicklung äußern (etwa 10 %). Je nach den Zielen der Studie (siehe 

Nummer 6) kann jedoch eine Höchstdosis festgelegt werden, die unter der zu 

Toxizitätszeichen führenden Dosis liegt, z. B. wenn eine Dosis eine besorgniserregende 

Wirkung auslöst, die sich aber nur geringfügig auf Lebensdauer oder Körpergewicht 

auswirkt. 

23. Die Dosisstufen und die Abstände der Dosisstufen können so gewählt werden, dass auf 

der niedrigsten Dosisstufe eine Dosis-Wirkungs-Beziehung und, je nach Wirkungsweise 

der Prüfsubstanz, ein NOAEL-Wert oder andere angestrebte Studienergebnisse, z. B. ein 

BMD (siehe Nummer 25), festgestellt werden können. Zu den Faktoren, die bei der 

Festlegung niedrigerer Dosen zu berücksichtigen sind, gehören die voraussichtliche 

Steigung der Dosis-Wirkungs-Kurve, die Dosen, bei denen wichtige Änderungen des 

Metabolismus oder der toxischen Wirkungsweise eintreten können, und das Niveau, bei 

dem eine Schwelle oder ein Ausgangspunkt für eine Extrapolation niedriger Dosen 

erwartet wird. 

24. Welche Dosisstufenabstände gewählt werden, hängt von den Merkmalen der 

Prüfsubstanz ab und kann in dieser Prüfmethode nicht vorgeschrieben werden. Abstände 

mit einem Faktor von 2 bis 4 erweisen sich jedoch oft als gut geeignet für die 

Festsetzung abnehmender Dosisstufen. Außerdem ist es oft besser, statt der 

Verwendung sehr großer Intervalle (z. B. mit einem Faktor zwischen 6 und 10) 

zwischen den Dosierungen eine vierte Prüfgruppe einzurichten. Die Verwendung von 

Faktoren über 10 sollte im Allgemeinen vermieden bzw. gegebenenfalls begründet 

werden. 

25. Entsprechend dem Guidance Document No. 116 (7) sind bei der Dosisfestlegung u. a. 

folgende Faktoren zu berücksichtigen: 

-  bekannte oder vermutete Nichtlinearitäten oder Wendepunkte der Dosis-Wirkungs-

Kurve; 

- Toxikokinetik und Dosisbereiche, bei denen die metabolische Induktion, die 

Sättigung oder die Nichtlinearität zwischen externen und internen Dosen auftritt oder 

nicht auftritt; 

- Vorläuferläsionen, Wirkungsmarker oder Indikatoren für den Ablauf zugrunde 

liegender biologischer Schlüsselprozesse; 

- wichtige (oder vermutete) Aspekte der Wirkungsweise, z. B. Dosen, ab denen 

Zytotoxizität auftritt, Hormonspiegel beeinflusst werden, homöostatische 

Mechanismen gestört werden usw.; 

- Bereiche der Dosis-Wirkungs-Kurve, bei denen eine besonders genaue Schätzung 

erforderlich ist, z. B. im Bereich der vorgesehenen BMD oder einer vermuteten 

Schwelle; 

- Berücksichtigung voraussichtlicher Expositionsniveaus von Menschen. 
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26. Die Kontrollgruppe ist eine unbehandelte Gruppe oder eine Vehikelkontrollgruppe, 

sofern ein Vehikel zur Verabreichung der Prüfsubstanz verwendet wird. Abgesehen von 

der Behandlung mit der Prüfsubstanz sollten die Tiere der Kontrollgruppe genauso 

behandelt werden wie die Tiere in den Prüfgruppen. Wird ein Vehikel verwendet, erhält 

die Kontrollgruppe das Vehikel im höchsten bei den Dosisgruppen verwendeten 

Volumen. Wird eine Prüfsubstanz mit dem Futter verabreicht und führt dies aus 

geschmacklichen Gründen zu einer verminderten Futteraufnahme, kann eine paarweise 

gefütterte Kontrollgruppe nützlich und eine bessere Kontrolle sein. 

Zubereitung der Dosen und Verabreichung der Prüfsubstanz 

27. Die Prüfsubstanz wird in der Regel oral, d. h. mit der Nahrung oder dem Trinkwasser, 

oder über eine Schlundsonde verabreicht. Zusätzliche Informationen zu 

Verabreichungswegen und -methoden sind im Guidance Document No. 116 (7) 

enthalten. Verabreichungsweg und -methode richten sich nach dem Zweck der Studie, 

den physikalisch-chemischen Eigenschaften der Prüfsubstanz, ihrer Bioverfügbarkeit 

und der vorherrschenden Art der Exposition beim Menschen. Der gewählte 

Verabreichungsweg und die Methode sollten begründet werden. Aus Tierschutzgründen 

sollte die Schlundsonde nur für Agenzien gewählt werden, bei denen dieser Weg und 

diese Methode der Verabreichung die potenzielle Humanexposition annähernd 

repräsentieren (z. B. Arzneimittel). Nahrungs- oder Umweltchemikalien einschließlich 

Pestizide werden normalerweise mit dem Futter oder dem Trinkwasser verabreicht. Für 

bestimmte Szenarios, z. B. berufliche Exposition, können andere Applikationswege 

besser geeignet sein. 

28. Bei Bedarf wird die Prüfsubstanz in einem geeigneten Vehikel gelöst oder suspendiert. 

Zu berücksichtigen sind gegebenenfalls folgende Merkmale des Vehikels und anderer 

Additive: Auswirkungen auf die Resorption, die Verteilung, den Stoffwechsel oder die 

Retention der Prüfsubstanz; Auswirkungen auf die chemischen Eigenschaften der 

Prüfsubstanz, die deren toxische Eigenschaften verändern können, und ferner 

Auswirkungen auf die Futter- oder Wasseraufnahme oder den Ernährungszustand der 

Versuchstiere. Es empfiehlt sich, nach Möglichkeit zunächst die Verwendung einer 

wässrigen Lösung/Suspenion, sodann eine Lösung/Emulsion in Öl (z. B. Maisöl) und 

erst dann eine Lösung in anderen Vehikeln in Betracht zu ziehen. Bei anderen Vehikeln 

als Wasser müssen deren toxische Merkmale bekannt sein. Es sollten Informationen 

über die Stabilität der Prüfsubstanz und die Homogenität der Lösungen oder 

Futterrationen, die (je nach Fall) die Dosierung enthalten, unter den 

Verabreichungsbedingungen (z. B. mit dem Futter) vorliegen. 

29. Für mit dem Futter oder dem Trinkwasser verabreichte Stoffe ist unbedingt 

sicherzustellen, dass die Mengen der jeweiligen Prüfsubstanz die normale 

Nahrungsaufnahme oder den Wasserhaushalt nicht beeinträchtigen. Um eine 

unausgewogene Ernährung zu vermeiden, sollte die Konzentration der Prüfsubstanz in 

Langzeittoxizitätsstudien mit Verabreichung über die Nahrung normalerweise eine 

Obergrenze von 5 % der Gesamtnahrung nicht übersteigen. Wenn die Prüfsubstanz mit 

dem Futter verabreicht wird, kann entweder eine konstante Futterkonzentration (mg/kg 

Futter oder ppm) oder eine konstante Dosierung in Relation zum Körpergewicht des 

Tiers (mg/kg Körpergewicht), berechnet auf Wochenbasis, verwendet werden. Die 

jeweils gewählte Verfahrensweise ist anzugeben. 
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30. Bei oraler Verabreichung erhalten die Tiere die Prüfsubstanz täglich (sieben Tage in der 

Woche), im Fall von Nagetieren in der Regel für einen Zeitraum von 24 Monaten (siehe 

auch Nummer 32). Jede Abweichung von diesem Dosierungsplan, z. B. fünf Tage pro 

Woche, ist zu begründen. Bei dermaler Applikation werden die Tiere, wie in Kapitel B.9 

dieses Anhangs (11) beschrieben, für einen Zeitraum von 24 Monaten an 7 Tagen in der 

Woche mindestens 6 Stunden pro Tag mit der Prüfsubstanz behandelt. Die 

Inhalationsexposition wird an 7 Tagen in der Woche für 6 Stunden pro Tag 

durchgeführt, aber auch 5 Tage in der Woche sind möglich, wenn dies gerechtfertigt ist. 

Die Expositionsdauer betrªgt normalerweise 24 Monate. Wenn f¿r eine ĂNose-onlyò-

Exposition andere Nagetierarten als Ratten verwendet werden, kann die maximale 

Expositionsdauer angepasst werden, um artenspezifisches Leiden zu minimieren. Eine 

Expositionsdauer von weniger als 6 Stunden pro Tag ist zu begründen. Siehe auch 

Kapitel B.8 dieses Anhangs (9). 

31. Wird die Prüfsubstanz über eine Sonde verabreicht, so sollte dies unter Verwendung 

einer Schlundsonde oder einer geeigneten Intubationskanüle jeweils zur gleichen 

Tageszeit erfolgen. Normalerweise wird einmal täglich eine Einzeldosis verabreicht. 

Wenn es sich bei der Prüfsubstanz z. B. um einen lokal reizenden Stoff handelt, kann 

die Tagesdosis auf zwei Teilmengen aufgeteilt werden. Das maximale 

Flüssigkeitsvolumen, das einem Versuchstier jeweils verabreicht werden kann, hängt 

von der Größe des Versuchstiers ab. Das Volumen sollte so gering wie möglich sein und 

bei Nagetieren normalerweise 1 ml/100 g Körpergewicht nicht überschreiten (31). Die 

Variabilität der Prüfvolumina sollte durch Anpassung der Konzentration auf ein 

konstantes Volumen bei allen Dosen möglichst gering gehalten werden. Davon 

ausgenommen sind potenziell ätzende oder reizende Stoffe, die zur Vermeidung 

schwerwiegender lokaler Wirkungen verdünnt werden müssen. Die Prüfung in 

Konzentrationen, die wahrscheinlich eine verätzende oder reizende Wirkung für den 

Magen-Darm-Trakt haben, ist zu vermeiden. 

Versuchsdauer 

32. Die Studie dauert bei Nagetieren in der Regel 24 Monate, was dem größten Teil der 

normalen Lebenszeit der verwendeten Tiere entspricht. Eine kürzere oder längere 

Studiendauer ist je nach Lebenszeit der in der Studie verwendeten Tierart möglich, 

sollte aber begründet werden. Bei bestimmten Stämmen von Mäusen, z. B. die Stämme 

AKR/J, C3H/J oder C57BL/6J, ist eine Dauer von 18 Monaten möglicherweise besser 

geeignet. Im Folgenden werden Hinweise zu Dauer und Beendigung der Studie und dem 

Überleben der Tiere gegeben. Weitere Hinweise, u. a. zu der Frage, wieweit ein aus der 

Überlebensrate der Tiere resultierendes negatives Ergebnis einer Kanzerogenitätsstudie 

akzeptiert werden kann, sind im OECD Guidance Document No. 116 on the Design and 

Conduct of Chronic Toxicity and Carcinogenicity Studies (7) zu finden. 

- Wenn die Anzahl der überlebenden Tiere in den Gruppen mit niedrigerer Dosierung 

oder in der Kontrollgruppe unter 25 % sinkt, ist die Beendigung der Studie in Betracht 

zu ziehen. 

- Ist lediglich in der Hochdosisgruppe ein vorzeitiger Tod aufgrund von Toxizität 

festzustellen, muss dies nicht zwangsläufig zur Beendigung der Studie führen. 

- Die Überlebensrate sollte nach Geschlechtern getrennt ausgewertet werden. 

- Die Studie sollte nicht über den Punkt hinaus fortgesetzt werden, an dem die Daten 
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aus der Studie nicht mehr ausreichen, um eine statistisch valide Bewertung 

vorzunehmen. 

BEOBACHTUNGEN  

33. Alle Tiere sind in der Regel jeden Tag morgens und abends, auch am Wochenende und 

an Feiertagen, auf Anzeichen von Morbidität und Mortalität hin zu untersuchen. 

Darüber hinaus sind die Tiere einmal am Tag auf spezielle Anzeichen von 

toxikologischer Bedeutung zu untersuchen, wobei der Zeitpunkt zu berücksichtigen ist, 

zu dem nach Verabreichung per Schlundsonde mit den maximalen Wirkungen zu 

rechnen ist. Die Entwicklung von Tumoren ist besonders aufmerksam zu verfolgen; 

dabei sind der Zeitpunkt der Entstehung, die Lokalisierung, das Ausmaß, das 

Erscheinungsbild und die Progression jedes deutlich sichtbaren oder fühlbaren Tumors 

festzuhalten. 

Körpergewicht, Futter-/Wasseraufnahme und Futtereffizienz 

34. Alle Tiere sollten zu Beginn der Behandlung, in den ersten 13 Wochen mindestens 

einmal wöchentlich und danach mindestens monatlich gewogen werden. 

Futteraufnahme und Futtereffizienz sollten in den ersten 13 Wochen mindestens 

wöchentlich und danach mindestens monatlich bestimmt werden. Die 

Trinkwasseraufnahme sollte in den ersten 13 Wochen mindestens wöchentlich und 

danach mindestens monatlich gemessen werden, wenn die Prüfsubstanz mit dem 

Trinkwasser verabreicht wird. Bei Studien, in denen das Trinkverhalten der Tiere 

verändert ist, sollte auch die Trinkwasseraufnahme gemessen werden. 

Hämatologie, klinische Biochemie und sonstige Messungen 

35. Um möglichst viele Informationen aus der Studie zu gewinnen, insbesondere in Bezug 

auf die Wirkungsweise der Prüfsubstanz, können nach Ermessen des Studienleiters 

Blutproben für hämatologische und klinisch-biochemische Untersuchungen genommen 

werden. Urinuntersuchungen können ebenfalls angezeigt sein. Weitere Hinweise zum 

Nutzen dieser Probenahmen im Rahmen einer Kanzerogenitätsprüfung sind im 

Guidance Document No. 116 (7) zu finden. Falls sie für angezeigt gehalten werden, 

können die Blutproben für hämatologische und klinisch-chemische Untersuchungen und 

Urinuntersuchungen im Rahmen einer Tötung im Verlauf der Studie (siehe Nummer 20) 

oder bei Beendigung der Studie bei mindestens je zehn Tieren beider Geschlechter je 

Gruppe genommen werden. Die Blutproben müssen unter Anästhesie an einer 

benannten Stelle, z. B. durch Herzpunktion oder aus dem retrobulbären Venenplexus 

entnommen und gegebenenfalls fachgerecht gelagert werden. Es können auch 

Blutausstriche zur Untersuchung angefertigt werden, insbesondere wenn das 

Knochenmark das Zielorgan zu sein scheint. Der Nutzen dieser Untersuchung für die 

Einschätzung des karzinogenen/onkogenen Potenzials ist jedoch fraglich (32). 

PATHOLOGIE  

Makroskopische Untersuchung 
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36. Alle an der Studie beteiligten Tiere, ausgenommen Sentineltiere (siehe Nummer 20) und 

andere Satellitentiere, sind einer vollständigen, eingehenden makroskopischen 

Untersuchung zu unterziehen, die die sorgfältige Untersuchung der äußeren 

Körperoberfläche, aller Körperöffnungen sowie der Schädel-, Brust- und Bauchhöhlen 

und ihres Inhalts umfasst. Sentineltiere und andere Satellitentiere können nach 

Ermessen des Studienleiters von Fall zu Fall seziert werden. Organgewichte werden bei 

einer Prüfung auf Kanzerogenität normalerweise nicht erfasst, da der Nutzen dieser 

Daten durch geriatrische Veränderungen und in späteren Stadien durch die Entstehung 

von Tumoren beeinträchtigt wird. Sie können jedoch für die Durchführung einer 

Weight-of-Evidence-Bewertung und insbesondere für Fragen der Wirkungsweise von 

Bedeutung sein. Wenn sie Teil einer Satellitenstudie sind, sollten sie nicht später als ein 

Jahr nach Studienbeginn erfasst werden. 

37. Die folgenden Gewebe sind in dem für die betreffende Gewebeart und die vorgesehene 

anschließende histopathologische Untersuchung am besten geeigneten Fixierungsmittel 

aufzubewahren (33) (Gewebe in eckigen Klammern sind fakultativ): 

 
alle makro-

skopischen 

Veränderungen 

Herz Pankreas Magen 

(Vormagen, 

Drüsenmagen) 

Nebennieren Ileum Nebenschilddrü

se 

[Zähne] 

Aorta Jejunum periphere 

Nerven 

Hoden 

Gehirn (mit 

Schnitten von 

Cerebrum, 

Cerebellum und 

Medulla/Pons) 

Nieren Hypophyse Thymus 

Caecum Tränendrüse 

(exorbital) 

Prostata Schilddrüse 

Zervix Leber Rectum [Zunge] 

Koagulationsdr

üse 

Lunge Speicheldrüse Trachea 

Kolon Lymphknoten 

(sowohl 

oberflächliche 

als auch tiefe) 

Samenbläschen Harnblase 

Duodenum Brustdrüse 

(obligatorisch 

für Weibchen 

und, falls bei 

der Sektion 

erkennbar, für 

Männchen) 

Skelettmuskel Uterus (mit 

Zervix) 

Nebenhoden [obere 

Atemwege, 

einschließlich 

Nase, 

Nasenmuscheln 

und 

Nasennebenhöh

len] 

Haut [Harnleiter] 

Auge (mit Speiseröhre Rückenmark [Harnröhre] 
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Netzhaut) (auf 3 Ebenen: 

zervical, 

mittlerer 

Thoraxbereich 

und lumbar) 

[Femur mit 

Gelenk] 

[Riechkolben] Milz  Vagina 

Gallenblase (bei 

anderen Arten 

als Ratten) 

Ovarien [Brustbein] Knochenmark-

schnitt und/oder 

ein frisches 

Knochenmark-

Aspirat 

Hardersche 

Drüse 

   

 

Bei paarigen Organen, z. B. Nieren, Nebennieren, sind beide Organe aufzubewahren. Die 

klinischen und sonstigen Befunde können weitere Gewebeuntersuchungen erforderlich 

machen. Auch Organe, die aufgrund der bekannten Eigenschaften der Prüfsubstanz als 

mögliche Zielorgane in Frage kommen, sollten aufbewahrt werden. In Studien mit 

dermaler Applikation sind die in der Liste für orale Verabreichung aufgeführten Organe 

aufzubewahren; es sind Proben der Haut an der Applikationsstelle zu nehmen und 

aufzubewahren. Bei Inhalationsstudien sollte sich die Liste der aufzubewahrenden und 

zu untersuchenden Gewebe des Atemtrakts an den Empfehlungen der Kapitel B.8 

und B.29 dieses Anhangs orientieren. Was andere Organe/Gewebe betrifft, so sollten 

(zusätzlich zu den speziell konservierten Geweben aus dem Atemtrakt) die in der Liste 

für die orale Verabreichung genannten Organe untersucht werden. 

 

Histopathologie 

38. Es gibt Leitlinien für bewährte Praktiken bei der Durchführung toxikologischer 

Pathologiestudien (33). Zu untersuchen sind mindestens folgende Gewebe: 

- alle Gewebe der Tiere aus der Hochdosisgruppe und der Kontrollgruppe, 

- alle Gewebe von während der Studie gestorbenen oder getöteten Tieren, 

- alle Gewebe mit makroskopischen Abnormitäten einschließlich Tumoren, 

- wenn behandlungsbedingte histopathologische Veränderungen in der 

Hochdosisgruppe festgestellt werden, sind diese Gewebe von allen Tieren in allen 

anderen Dosisgruppen zu untersuchen, 

- bei paarigen Organen, z. B. Nieren, Nebennieren, sind beide Organe zu untersuchen. 

DATEN UND BERICHTERS TATTUNG  

Daten 

39. Für alle bestimmten Parameter sollen Daten zu den einzelnen Tieren angegeben werden. 

Darüber hinaus sollten alle Daten in Form einer Tabelle zusammengefasst werden, aus 

der für jede Prüfgruppe folgende Angaben hervorgehen: die Zahl der Tiere bei Beginn 
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der Prüfung und die Zahl der während der Prüfung tot aufgefundenen oder aus 

Tierschutzgründen getöteten Tiere, ferner der Zeitpunkt des Todes oder der Tötung, die 

Zahl der Tiere, die Toxizitätszeichen aufweisen, eine Beschreibung der beobachteten 

Toxizitätszeichen, einschließlich des Zeitpunkts, zu dem die toxischen Wirkungen 

erstmalig aufgetreten sind, ihrer Dauer und ihres Schweregrads, die Zahl der Tiere mit 

Läsionen, die Art der Läsionen und der Prozentsatz der von jeder Läsion betroffenen 

Tiere. Die Mittelwerte und Standardabweichungen (für kontinuierliche Versuchsdaten) 

von Tieren, die toxische Wirkungen oder Läsionen aufweisen, sind zusätzlich zum 

Schweregrad der Läsionen in Übersichtstabellen anzugeben. 

40. Historische Kontrolldaten können die Auswertung der Studienergebnisse erleichtern, 

z. B. wenn die Daten der gleichzeitigen Kontrollen erheblich von neueren Daten von 

Kontrolltieren aus derselben Versuchseinrichtung abweichen. Wenn historische 

Kontrolldaten bewertet werden, sollten sie von demselben Labor stammen, sich auf 

Tiere desselben Alters und Stamms beziehen und höchstens fünf Jahre vor der 

fraglichen Studie erhoben worden sein. 

41. Wenn möglich, sind die numerischen Daten durch eine geeignete allgemein annehmbare 

statistische Methode auszuwerten. Die statistischen Methoden und die zu analysierenden 

Daten sind bei der Planung der Studie festzulegen (Nummer 9). Diese Auswahl sollte es 

ermöglichen, erforderlichenfalls Anpassungen je nach Überlebensrate vorzunehmen. 

Prüfbericht  

42. Der Prüfbericht sollte folgende Informationen enthalten: 

Prüfsubstanz: 

- physikalische Beschaffenheit, Reinheit und physikalisch-chemische Eigenschaften, 

- Daten zur Identifikation, 

- Herkunft des Stoffs, 

- Chargennummer, 

- Bescheinigung der chemischen Analyse. 

Vehikel (wenn verwendet): 

- Begründung der Wahl des Vehikel, sofern anders als Wasser. 

Versuchstiere: 

- Art/Stamm und Begründung für die getroffene Wahl, 

- Anzahl, Alter und Geschlecht der Tiere bei Versuchsbeginn, 

- Herkunft, Haltungsbedingungen, Futter usw., 

- Gewicht der einzelnen Tiere bei Versuchsbeginn. 

Prüfbedingungen: 

- Begründung für Verabreichungsweg und Festlegung der Dosis, 

- gegebenenfalls die statistischen Methoden zur Analyse der Daten, 
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- Angaben zur Formulierung der Prüfsubstanz/Futterzubereitung,  

- Analysedaten über die erreichte Konzentration, Stabilität und Homogenität der 

Zubereitung, 

- Verabreichungsweg und Angaben zur Verabreichung der Prüfsubstanz, 

- bei Inhalationsstudien: ĂNose-onlyò- oder Ganzkörperexposition, 

- tatsächliche Dosen (mg/kg Körpergewicht/Tag) und, sofern zutreffend, Angaben zur 

Umrechnung der Konzentration der Prüfsubstanz im Futter/Trinkwasser (mg/kg oder 

ppm) in die tatsächliche Dosis, 

- Angaben zur Futter- und Wasserqualität. 

Ergebnisse (zusammenfassende Übersichtstabellen und Daten für die einzelnen Tiere): 

Allgemeines 

- Überlebensdaten, 

- Körpergewicht/Änderungen des Körpergewichts, 

- Futteraufnahme, gegebenenfalls Berechnungen der Futtereffizienz und der 

Wasseraufnahme, falls erfasst, 

- toxikokinetische Daten, falls vorhanden, 

- Ophthalmoskopie (falls zutreffend), 

- Hämatologie (falls zutreffend), 

- klinische Chemie (falls zutreffend). 

Klinische Befunde 

- Toxizitätszeichen, 

- Inzidenz (und, falls bewertet, Schweregrad) jeder Abnormität, 

- Art, Schweregrad und Dauer der klinischen Beobachtungen (sowohl vorübergehend 

als auch dauerhaft). 

Nekropsiedaten 

- terminales Körpergewicht, 

- Organgewichte (und gegebenenfalls Verhältnis Organ-/Körpergewicht),  

- Sektionsbefunde; Inzidenz und Schweregrad von Abnormitäten. 

Histopathologie 

- nicht neoplastische histopathologische Befunde, 

- neoplastische histopathologische Befunde, 

- Korrelation zwischen makroskopischen und mikroskopischen Befunden, 

- ausführliche Beschreibung aller behandlungsbedingten histopathologischen Befunde 

mit Einstufung des Schweregrads, 

- Bericht über eventuelle Peer-Reviews von Objektträgern. 
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Statistische Auswertung der Ergebnisse, soweit zutreffend 

Diskussion der Ergebnisse einschließlich 

- Diskussion von Modellierungsansätzen, 

- Dosis-Wirkungs-Beziehungen, 

- historische Kontrolldaten, 

- Prüfung aller Informationen über die Wirkungsweise, 

- Bestimmung von BMD, NOAEL oder LOAEL, 

- Relevanz für Menschen. 

Schlussfolgerungen 
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Anlage 1 

 

DEFINITION  

Prüfsubstanz: jeder Stoff oder jedes Gemisch, der/das mit dieser Prüfmethode getestet wird. 
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B.33. KOMBI NIERTE STUDIEN ZUR PRÜFUNG AUF CHRONISCHE TOXIZITÄT 

UND KANZEROGENITÄT  

EINLEITUNG  

1. Diese Prüfmethode entspricht der OECD-Prüfrichtlinie (TG) 453 (2009). Die 

ursprüngliche TG 453 wurde 1981 angenommen. Die Entwicklung dieser aktualisierten 

Prüfmethode B.33 wurde für notwendig gehalten, um neueren Entwicklungen auf dem 

Gebiet des Tierschutzes sowie Regulierungsanforderungen Rechnung zu tragen (1) (2) 

(3) (4) (5). Diese Prüfmethode B.33 wurde parallel zur Überarbeitung von Kapitel B.32 

dieses Anhang ĂPr¿fungen auf Kanzerogenitªtñ und Kapitel B.30 dieses Anhangs 

ĂPr¿fungen auf chronische Toxizitªtñ aktualisiert mit dem Ziel, zusªtzliche 

Informationen von den in der Untersuchung verwendeten Tieren und detailliertere 

Angaben zur Wahl der Dosis zu gewinnen. Diese Prüfmethode ist dazu ausgelegt, für 

die Prüfung eines breiten Spektrums von chemischen Stoffen, einschließlich Pestiziden 

und Industriechemikalien, verwendet zu werden. Es ist jedoch darauf hinzuweisen, dass 

bestimmte Details und Anforderungen für Pharmazeutika abweichen können [siehe 

Internationale Harmonisierungskonferenz (ICH) Guidance S1B on Testing for 

Carcinogenicity of Pharmaceuticals]. 

2. Bei den meisten Prüfungen auf chronische Toxizität und Kanzerogenität werden 

Nagetierarten verwendet; diese Prüfmethode gilt daher hauptsächlich für Prüfungen, die 

an diesen Arten durchgeführt werden. Wenn solche Prüfungen an Nichtnagern 

erforderlich sind, können die beschriebenen Grundsätze und Verfahren mit 

entsprechenden Änderungen in Kombination mit denen des Kapitels B.27 dieses 

Anhangs ĂPr¿fung auf subchronische orale Toxizitªt ð 90-Tage-Toxizitätsstudie mit 

wiederholter Verabreichung an Nicht-Nagetierenñ (6), wie im OECD Guidance 

Document No. 116 on the Design and Conduct of Chronic Toxicity and Carcinogenicity 

Studies (7) beschrieben, ebenfalls angewendet werden. 

3. Bei Prüfungen auf chronische Toxizität/Kanzerogenität finden im Wesentlichen die 

orale, die dermale und die inhalative Verabreichung Anwendung. Die Wahl des 

Verabreichungswegs hängt von den physikalischen und chemischen Eigenschaften der 

Prüfsubstanz und der vorherrschenden Art der Exposition beim Menschen ab. 

Zusätzliche Informationen zur Wahl des Expositionswegs sind im Guidance Document 

No. 116 (7) enthalten. 

4. Bei dieser Prüfmethode steht die Exposition auf oralem Weg im Vordergrund. Dies ist 

der bei Prüfungen auf chronische Toxizität und Kanzerogenität am häufigsten 

verwendete Expositionsweg. Zwar sind Langzeitprüfungen mit Exposition über die Haut 

oder durch Inhalation möglicherweise auch notwendig, um das Risiko für die 

menschliche Gesundheit zu beurteilen, und/oder im Rahmen bestimmter Regelungen 

vorgeschrieben, aber diese beiden Expositionswege sind aus technischer Sicht 

außerordentlich komplex. Derartige Prüfungen sind von Fall zu Fall zu konzipieren, 

wobei die hier beschriebene Prüfmethode für die Bewertung und Evaluierung von 

Kanzerogenität und chronischer Toxizität bei oraler Verabreichung allerdings mit Bezug 

auf Empfehlungen für Behandlungszeiten, klinische und Pathologieparameter usw. als 
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Grundlage für ein Protokoll für Inhalations- und/oder dermale Prüfungen dienen könnte. 

Es gibt OECD-Leitlinien für die Verabreichung von Prüfsubstanzen durch Inhalation (7) 

(8) und über die Haut (7). Bei der Konzeption längerfristiger Prüfungen mit Exposition 

durch Inhalation sind insbesondere Kapitel B.8 dieses Anhangs (9) und Kapitel B.29 

dieses Anhangs (10) sowie das OECD Guidance (8) zu berücksichtigen. Bei Prüfungen 

mit dermaler Applikation ist Kapitel B.9 dieses Anhangs (11) zu beachten. 

5. Die kombinierte Studie zur Prüfung auf chronische Toxizität/Kanzerogenität liefert 

Informationen über mögliche gesundheitliche Schädigungen, die durch wiederholte 

Exposition über einen Zeitraum entstehen können, der sich über die gesamte 

Lebensdauer der verwendeten Art erstrecken kann. Sie liefert Informationen über die 

toxischen Wirkungen der Prüfsubstanz, einschließlich der potenziellen Kanzerogenität, 

und gibt Hinweise auf Zielorgane und die Möglichkeit der Akkumulation. Außerdem 

kann sie zur Ableitung eines NOAEL-Werts (Dosis ohne beobachtete schädigende 

Wirkung) für toxische Wirkungen und, im Fall von nicht genotoxischen Karzinogenen, 

für Tumorreaktionen beitragen, der zur Festlegung von Sicherheitskriterien für die 

Humanexposition herangezogen werden kann. Ferner wird die Notwendigkeit 

sorgfältiger klinischer Beobachtung der Tiere hervorgehoben, damit so viele 

Informationen wie möglich gewonnen werden können. 

6. Zu den Zielen von Prüfungen auf chronische Toxizität/Kanzerogenität nach dieser 

Prüfmethode gehören 

-  die Identifizierung der kanzerogenen Eigenschaften einer Prüfsubstanz, die im 

Vergleich zu gleichzeitigen Kontrollgruppen zu einer erhöhten Inzidenz von 

Neoplasmen, einem erhöhten Anteil maligner Neoplasmen oder einem schnelleren 

Auftreten von Neoplasmen führen, 

- die Ermittlung der Zeit bis zum Auftreten von Neoplasmen, 

- die Feststellung der chronischen Toxizität der Prüfsubstanz, 

- die Identifizierung des Zielorgans/der Zielorgane der chronischen Toxizität und der 

Kanzerogenität, 

- die Beschreibung der Dosis-Wirkungs-Beziehung, 

- die Bestimmung eines NOAEL-Werts (Dosis ohne beobachtete schädigende 

Wirkung) oder eines Ausgangspunkts für die Festlegung einer Benchmark-Dosis 

(BMD), 

- die Extrapolation kanzerogener Wirkungen auf Expositionsniveaus von Menschen bei 

geringer Dosis, 

- die Vorhersage der Wirkungen chronischer Toxizität beim Expositionsniveau von 

Menschen, 

- die Gewinnung von Daten zur Prüfung von Hypothesen über die Wirkungsweise (2) 

(7) (12) (13) (14) (15). 

AUSGANGSÜBERLEGUNGEN 

7. Bei der Beurteilung und Bewertung des Kanzerogenitätspotenzials und der chronischen 

Toxizität einer Prüfsubstanz sollte das Prüflabor vor Durchführung der Studie alle 
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verfügbaren Informationen über die Prüfsubstanz berücksichtigen, damit die 

Studienauslegung auf eine effizientere Prüfung ihrer toxikologischen Eigenschaften 

ausgerichtet und die Verwendung von Versuchstieren minimiert werden kann. Es ist 

wichtig, die Wirkungsweise eines vermutlichen Karzinogens zu kennen und zu 

berücksichtigen (2) (7) (12) (13) (14) (15), da die optimale Studienauslegung je 

nachdem, ob die Prüfsubstanz ein bekanntes oder vermutliches genotoxisches 

Karzinogen ist, unterschiedlich sein kann. Nähere Hinweise zu Aspekten der 

Wirkungsweise sind im Guidance Document No. 116 (7) zu finden. 

8. Für die Auslegung der Studie könnten u. a. Informationen wie die Identität, die 

chemische Struktur und die physikalisch-chemischen Eigenschaften der Prüfsubstanz, 

sämtliche Informationen über die Wirkungsweise, Ergebnisse jeglicher In-vitro- oder In-

vivo-Toxizitätsprüfungen einschließlich Genotoxizitätsprüfungen, vorgesehene 

Verwendungen und die Möglichkeit der Exposition des Menschen, (Q)SAR-Daten, 

Daten über Mutagenität/Genotoxizität, Kanzerogenität und andere toxikologische Daten 

über strukturverwandte Substanzen, toxikokinetische Daten (Kinetik bei Einzel- und 

Mehrfachdosierung) sowie Daten aus anderen Studien mit wiederholter Exposition 

herangezogen werden. Die chronische Toxizität/Kanzerogenität sollte erst bestimmt 

werden, wenn erste Informationen über die Toxizität aus Toxizitätsprüfungen mit 

wiederholter Gabe über 28 Tage und/oder 90 Tage vorliegen. Auch Kurzzeitversuche 

zur Krebsinitiation-/promotion können nützliche Informationen liefern. Im Rahmen der 

Gesamtbewertung der potenziellen schädlichen Wirkungen einer bestimmten 

Prüfsubstanz auf die Gesundheit sollte bei der Prüfung auf Kanzerogenität etappenweise 

vorgegangen werden (16) (17) (18) (19). 

9. Vor Beginn der Prüfung ist festzulegen, welche Statistikmethoden angesichts der 

Versuchsauslegung und der Ziele am besten für die Analyse der Ergebnisse geeignet 

sind. Dabei ist u. a. zu entscheiden, ob die Statistiken Anpassungen in Bezug auf die 

Überlebensrate, die Analyse kumulativer Tumorrisiken bezogen auf die 

Überlebensdauer, die Analyse des Zeitraums bis zum Auftreten eines Tumors und die 

Analyse bei vorzeitigem Tod der Tiere einer oder mehrerer Gruppen umfassen sollten. 

Hinweise zu den geeigneten statistischen Analysen und wichtige Literaturverweise zu 

international anerkannten Statistikmethoden sind im Guidance Document No. 116 (7) 

sowie im Guidance Document No. 35 on the analysis and evaluation of chronic toxicity 

and carcinogenicity studies (20) zu finden. 

10. Bei der Durchführung einer Prüfung auf Kanzerogenität sind stets die im OECD 

Guidance Document No. 19 on the recognition, assessment, and use of clinical signs as 

humane endpoints for experimental animals used in safety evaluation (21), insbesondere 

in Absatz 62, genannten Grundsätze und Erwägungen zu befolgen. In diesem Absatz 

heißt es: Wenn ein Tier in Studien mit wiederholter Verabreichung progressive klinische 

Anzeichen für eine fortschreitende Verschlechterung seines Zustands aufweist, ist eine 

informierte Entscheidung zu treffen, ob das Tier tierschutzgerecht getötet werden sollte 

oder nicht. Bei dieser Entscheidung sind Faktoren wie der Wert der Informationen, die 

bei Verbleiben des Tiers in der Studie gewonnen werden können, und der allgemeine 

Gesundheitszustand des Tiers gegeneinander abzuwägen. Wird beschlossen, das Tier in 

der Studie zu belassen, ist es entsprechend den Erfordernissen häufiger zu beobachten. 

Zur Linderung von Schmerzen oder Qualen kann auch die Verabreichung der 

Prüfsubstanz unterbrochen oder die Dosis verringert werden, sofern dabei der Zweck 
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der Prüfung nicht beeinträchtigt wird. 

11. Ausführliche Informationen und eine Diskussion der Prinzipien der Dosiswahl bei 

Studien zur Prüfung auf chronische Toxizität und Kanzerogenität sind im Guidance 

Document No. 116 (7) sowie in zwei Veröffentlichungen des International Life Sciences 

Institute (22) (23) zu finden. Die grundlegende Strategie der Dosiswahl hängt von den 

Hauptzielen der Studie ab (Nummer 6). Bei der Auswahl der geeigneten Dosisstufen ist 

ein Gleichgewicht zwischen Gefahrenidentifizierung einerseits und der Beschreibung 

von Wirkungen bei geringer Dosierung und ihrer Relevanz andererseits herzustellen. 

Dieses Gleichgewicht ist bei einer kombinierten Studie zur Prüfung auf chronische 

Toxizität und auf Kanzerogenität besonders wichtig. 

12. Es sollte in Betracht gezogen werden, statt einer getrennten Durchführung einer Prüfung 

auf chronische Toxizität (Kapitel B.30 dieses Anhangs) und einer Prüfung auf 

Kanzerogenität (Kapitel B.32 dieses Anhangs) eher diese kombinierte Prüfung auf 

chronische Toxizität und Kanzerogenität durchzuführen. Die kombinierte Methode ist 

zeit- und kosteneffizienter und benötigt weniger Versuchstiere als zwei getrennte 

Studien, ohne dass dabei die Qualität der Daten der chronischen Komponente oder der 

Kanzerogenitätskomponente beeinträchtigt würde. Bei Durchführung einer 

kombinierten Prüfung auf chronische Toxizität und Kanzerogenität sind die Grundsätze 

der Dosiswahl (Nummer 11 und Nummern 22-26) jedoch genau zu beachten. Es wird 

allerdings anerkannt, dass im Rahmen bestimmter Regelungen möglicherweise 

getrennte Prüfungen vorgeschrieben sind. Weitere Hinweise zur Planung der 

kombinierten Studie zur Prüfung auf chronische Toxizität und Kanzerogenität mit dem 

Ziel, die Effizienz der Studie zu maximieren, indem möglichst wenig Tiere verwendet 

und die verschiedenen Versuchsverfahren gestrafft werden, sind im Guidance Document 

No. 116 (7) zu finden. 

13. Die im Zusammenhang mit dieser Prüfmethode verwendeten Begriffe werden am Ende 

dieses Kapitels und im Guidance Document No. 116 (7) definiert. 

PRINZIP DER PRÜFMETH ODE 

14. Die Studie umfasst zwei parallele Phasen: eine chronische Phase und eine 

Kanzerogenitätsphase (zur jeweiligen Dauer siehe Nummern 34 bzw. 35). Die 

Prüfsubstanz wird in der Regel oral verabreicht, aber auch die Verabreichung durch 

Inhalation oder auf dermalem Weg kann angebracht sein. In der chronischen Phase wird 

die Prüfsubstanz mehreren Gruppen von Versuchstieren täglich in abgestuften Dosen 

verabreicht, eine Dosisstufe je Gruppe, und zwar normalerweise über einen Zeitraum 

von 12 Monaten, wobei je nach Regulierungsanforderungen (siehe Nummer 34) auch 

eine längere oder kürzere Dauer gewählt werden kann. Die Dauer sollte ausreichend 

lang sein, damit sich etwaige Wirkungen kumulativer Toxizität manifestieren können, 

ohne dass sich die verzerrenden Wirkungen geriatrischer Veränderungen bemerkbar 

machen. Die Studienauslegung kann auch eine oder mehrere zwischenzeitliche 

Tötungen vorsehen, z. B. nach 3 und 6 Monaten; außerdem können zu diesem Zweck 

auch zusätzliche Gruppen von Versuchstieren aufgenommen werden (siehe 

Nummer 20). In der Kanzerogenitätsphase wird die Prüfsubstanz mehreren Gruppen von 

Versuchstieren für den größeren Teil ihrer Lebenszeit täglich verabreicht. In beiden 

Phasen werden die Tiere sorgfältig auf Toxizitätszeichen und das Auftreten 
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neoplastischer Veränderungen beobachtet. Tiere, die im Verlauf der Prüfung sterben, 

und vorzeitig getötete Tiere werden seziert; die nach Abschluss der Prüfung 

überlebenden Tiere werden getötet und ebenfalls seziert. 

BESCHREIBUNG DER MET HODE 

Auswahl von Versuchstierarten 

15. Diese Prüfmethode betrifft hauptsächlich die Bewertung und Evaluierung der 

chronischen Toxizität und der Kanzerogenität bei Nagetieren (Nummer 2). Die 

Verwendung anderer Arten als Nagetiere kann in Betracht gezogen werden, wenn die 

vorliegenden Daten darauf hindeuten, dass sie für die Vorhersage gesundheitlicher 

Wirkungen beim Menschen von größerer Relevanz sind. Die Wahl der Tierart ist zu 

begründen. Die bevorzugte Nagetierart ist die Ratte, doch können auch andere 

Nagetierarten, z. B. die Maus, verwendet werden. Obwohl die Verwendung der Maus in 

Prüfungen auf Kanzerogenität nur von begrenztem Nutzen sein mag (24) (25) (26), 

schreiben einige geltende Regulierungsprogramme nach wie vor 

Kanzerogenitätsprüfungen an der Maus vor, sofern nicht gezeigt werden kann, dass eine 

solche Studie wissenschaftlich nicht erforderlich ist. Ratten und Mäuse sind wegen ihrer 

relativ kurzen Lebenszeit, der weit verbreiteten Verwendung in pharmakologischen und 

toxikologischen Studien, ihrer Anfälligkeit für die Entstehung von Tumoren und der 

Verfügbarkeit ausreichend beschriebener Stämme die bevorzugten Versuchsmodelle. 

Daher liegen über ihre Physiologie und Pathologie umfangreiche Informationen vor. 

Wenn Prüfungen auf chronische Toxizität/Kanzerogenität bei Nichtnagern erforderlich 

sind, sollten Auslegung und Durchführung der Versuche auf den Grundsätzen der 

vorliegenden Prüfmethode sowie denen von Kapitel B.27 dieses Anhangs - Prüfung auf 

subchronische orale Toxizität ð 90-Tage-Toxizitätsstudie mit wiederholter 

Verabreichung an Nicht-Nagetieren (6) basieren. Zusätzliche Informationen zur Wahl 

der Tierart und des Stamms sind im Guidance Document No. 116 (7) enthalten. 

16. Es sind junge, gesunde, adulte Tiere aus üblicherweise eingesetzten Laborstämmen zu 

verwenden. Für die kombinierte Prüfung auf chronische Toxizität/Kanzerogenität 

sollten Tiere desselben Stamms und derselben Herkunft verwendet werden wie für die 

kürzere(n) Toxizitätsvorstudie(n). Wenn jedoch bekannt ist, dass Tiere dieses Stamms 

und dieser Herkunft die allgemein anerkannten Überlebenskriterien für Langzeitstudien 

[siehe Guidance Document No. 116 (7)] nicht erfüllen, ist die Verwendung eines 

Tierstamms mit ausreichender Überlebensrate für die Langzeitstudie in Betracht zu 

ziehen. Die weiblichen Tiere dürfen weder bereits geworfen haben noch trächtig sein. 

Haltungs- und Fütterungsbedingungen 

17. Die Tiere können entweder einzeln oder in kleinen gleichgeschlechtlichen Gruppen in 

Käfigen untergebracht werden. Eine Einzelunterbringung ist nur in Betracht zu ziehen, 

wenn dies wissenschaftlich gerechtfertigt ist (27) (28) (29). Die Käfige sollten so 

angeordnet werden, dass etwaige Einflüsse der Käfigplatzierung minimiert werden. Die 

Temperatur im Versuchstierraum sollte 22 °C (± 3 °C) betragen. Die relative 

Luftfeuchtigkeit sollte mindestens 30 % betragen und ð außer beim Reinigen des 

Raums ð 70 % nicht überschreiten. Angestrebt werden sollte eine Luftfeuchtigkeit von 

50-60 %. Die Beleuchtung sollte künstlich sein und die Hell- und Dunkelphasen sollten 
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sich im Abstand von 12 Stunden abwechseln. An die Versuchstiere kann herkömmliches 

Laborfutter verfüttert werden, und eine unbegrenzte Trinkwasserversorgung ist zu 

gewährleisten. Das Futter sollte den Nährstoffbedarf der eingesetzten Tierart decken und 

möglichst wenig Schadstoffe wie z. B. Pestizidrückstände, persistente organische 

Schadstoffe, Phytoöstrogene, Schwermetalle und Mykotoxine enthalten, die das 

Ergebnis der Prüfung beeinflussen könnten. Das Futter ist regelmäßig, und zwar 

zumindest zu Beginn der Prüfung und bei Verwendung einer anderen Charge, auf den 

Nährstoff- und Schadstoffgehalt hin zu analysieren; die Ergebnisse sind im 

Abschlussbericht anzugeben. Ergebnisse von Analysen des in der Prüfung verwendeten 

Trinkwassers sind ebenfalls anzugeben. Die Auswahl des Futters wird eventuell dadurch 

beeinflusst, dass eine geeignete Beimischung einer Prüfsubstanz und die Deckung des 

Nährstoffbedarfs der Tiere sichergestellt werden muss, wenn die Prüfsubstanz mit dem 

Futter verabreicht wird. 

Vorbereitung der Tiere 

18. Es sind gesunde Tiere zu verwenden, die mindestens sieben Tage an die 

Laborbedingungen gewöhnt und zuvor nicht für andere Experimente verwendet wurden. 

Bei Nagetieren sollte die Verabreichung so bald wie möglich nach dem Absetzen und 

der Eingewöhnung beginnen, vorzugsweise bevor die Tiere 8 Wochen alt sind. Art, 

Stamm, Herkunft, Geschlecht, Gewicht und Alter der Versuchstiere sind anzugeben. Bei 

Beginn der Studie sollten die Gewichtsunterschiede bei den Tieren beider Geschlechter 

möglichst gering sein und ± 20 % des geschlechtsspezifischen Durchschnittsgewichts 

aller Tiere in der Studie nicht überschreiten. Die Tiere werden nach dem Zufallsprinzip 

in Kontroll- und Behandlungsgruppen eingeteilt. Nach der Randomisierung sollte sich 

das Durchschnittsgewicht der Tiere desselben Geschlechts von Gruppe zu Gruppe nicht 

signifikant unterscheiden. Gibt es statistisch signifikante Unterschiede, sollte die 

Randomisierung möglichst wiederholt werden. Jedes Versuchstier erhält zur sicheren 

Identifizierung eine eigene Nummer und wird durch Tätowierung, Mikrochipimplantat 

oder auf eine andere geeignete Weise mit dieser Nummer gekennzeichnet. 

VERFAHREN  

Zahl und Geschlecht der Versuchstiere 

19. Es sind Tiere beider Geschlechter zu verwenden. Es sollten so viele Tiere verwendet 

werden, dass eine gründliche biologische und statistische Auswertung möglich ist. Bei 

Nagetieren sollte daher jede Dosisgruppe (siehe Nummer 22) und jede gleichzeitige 

Kontrollgruppe für die Kanzerogenitätsphase der Studie mindestens je 50 Tiere beider 

Geschlechter umfassen. Je nach Ziel der Studie kann die statistische Aussagekraft von 

Schlüsselwerten durch ungleiche Verteilung der Tiere auf die verschiedenen 

Dosisgruppen erhöht werden, wobei z. B. zur Einschätzung des karzinogenen Potenzials 

bei niedrigen Dosen mehr als 50 Tiere in die Gruppen mit niedriger Dosis eingeteilt 

werden. Es ist jedoch darauf hinzuweisen, dass eine mäßige Erhöhung der 

Gruppengröße nur zu einer relativ geringen Erhöhung der statistischen Aussagekraft der 

Studie führt. Bei Nagetieren sollte jede Dosisgruppe (siehe Nummer 22) und jede 

gleichzeitige Kontrollgruppe für die chronische Toxizitätsphase der Studie mindestens 

je 10 Tiere beider Geschlechter umfassen. Dies sind weniger Tiere als in der Studie zur 

Prüfung auf chronische Toxizität (Kapitel B.30 dieses Anhangs). Die Auswertung der 
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Daten von der geringeren Anzahl Tiere je Gruppe in der chronischen Toxizitätsphase 

dieser kombinierten Studie wird jedoch durch die Daten von der größeren Anzahl Tiere 

in der Kanzerogenitätsphase unterstützt. Bei Studien an Mäusen sind in jeder 

Dosisgruppe der chronischen Toxizitätsphase möglicherweise zusätzliche Tiere nötig, 

um alle erforderlichen hämatologischen Bestimmungen vornehmen zu können. Weitere 

Informationen zur statistischen Auslegung der Studie und zur Wahl der Dosisstufen 

zwecks Maximierung der statistischen Aussagekraft sind im Guidance Document No. 

116 (7) enthalten. 

Tötungen im Verlauf der Studie, Satellitengruppen und Sentineltiere 

20. Es kann vorgesehen werden, dass Tiere im Verlauf der Studie für die chronische 

Toxizitätsphase, z. B. nach sechs Monaten, getötet werden, um Erkenntnisse über den 

Fortgang nicht neoplastischer Veränderungen und mechanistische Informationen zu 

gewinnen, falls dies wissenschaftlich gerechtfertigt ist. Wenn diese Informationen 

bereits aus vorherigen Toxizitätsstudien mit wiederholter Gabe der Prüfsubstanz 

vorliegen, sind zwischenzeitliche Tötungen möglicherweise wissenschaftlich nicht 

gerechtfertigt. Die Tiere, die in der normalerweise 12 Monate dauernden chronischen 

Toxizitätsphase der Studie verwendet werden (Nummer 34) liefern Daten über 

zwischenzeitliche Tötungen für die Kanzerogenitätsphase, so dass insgesamt weniger 

Tiere verwendet werden müssen. In der chronischen Toxizitätsphase der Studie kann die 

Reversibilität toxikologischer Veränderungen, die durch die Prüfsubstanz hervorgerufen 

werden, auch mithilfe von Satellitengruppen überwacht werden. Diese können auf die 

höchste Dosisgruppe der Studie zuzüglich einer Kontrolle beschränkt werden. Der 

Krankheitsstatus während der Studie kann erforderlichenfalls mit einer zusätzlichen 

Gruppe von Sentineltieren (normalerweise je fünf Tiere beider Geschlechter) überwacht 

werden (30). Weitere Hinweise zur Planung der Studie in Bezug auf die Aufnahme von 

Tieren, die im Verlauf der Studie getötet werden sollen, sowie von Satelliten- und 

Sentineltieren unter gleichzeitiger Minimierung der Zahl der insgesamt verwendeten 

Tiere sind im Guidance Document No. 116 (7) zu finden. 

21. Wenn Satellitentiere und/oder Tötungen von Tieren im Verlauf der Studie vorgesehen 

sind, beträgt die Zahl der für diese Zwecke aufgenommenen Tiere in jeder Dosisgruppe 

normalerweise je zehn Tiere beider Geschlechter, und die Gesamtzahl der Tiere in der 

Studie sollte um die Zahl der Tiere erhöht werden, die vor Beendigung der Studie 

getötet werden sollen. Tiere, die im Verlauf der Studie getötet werden sollen, und 

Satellitentiere sind normalerweise in Bezug auf die Bestimmung des Körpergewichts 

und der Futter-/Wasseraufnahme, hämatologische und klinisch-biochemische 

Bestimmungen sowie pathologische Untersuchungen genauso zu behandeln wie die 

Tiere in der chronischen Toxizitätsphase der Hauptstudie; es kann allerdings vorgesehen 

werden, die Messungen (in den Gruppen mit im Verlauf der Studie zu tötenden Tieren) 

auf bestimmte Schlüsselaspekte wie Neurotoxizität oder Immunotoxizität zu 

beschränken. 

Dosisgruppen und Dosierung 

22. Das Guidance Document No. 116 (7) enthält Hinweise zu allen Aspekten der Dosiswahl 

und zu den Abständen der Dosisstufen. Sowohl für die chronische als auch für die 

Kanzerogenitätsphase werden mindestens drei Dosisstufen und eine gleichzeitige 

Kontrolle verwendet. Die Dosisstufen werden im Allgemeinen auf der Grundlage der 
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Ergebnisse von Studien mit kurzzeitiger wiederholter Verabreichung oder 

Dosisfindungsstudien festgelegt und sollten alle vorliegenden toxikologischen und 

toxikokinetischen Daten für die Prüfsubstanz oder verwandte Stoffe berücksichtigen. 

23. Für die chronische Toxizitätsphase der Studie ist u. U. keine vollständige Prüfung mit 

drei Dosisstufen erforderlich, wenn davon ausgegangen werden kann, dass ein Versuch 

mit einer Dosisstufe, die mindestens 1000 mg/kg Körpergewicht/Tag entspricht, 

wahrscheinlich keine schädlichen Wirkungen hervorruft. Die Entscheidung sollte sich 

auf Informationen aus Vorstudien stützen und darauf, dass angesichts der Daten für 

strukturverwandte Stoffe keine Toxizität zu erwarten ist. Sofern die Exposition des 

Menschen nicht die Prüfung bei einer höheren Dosis erforderlich erscheinen lässt, kann 

eine Grenze von 1000 mg/kg Körpergewicht/Tag angewandt werden. 

24. Soweit keine Beschränkungen aufgrund der physikalisch-chemischen Beschaffenheit 

oder der biologischen Wirkungen der Prüfsubstanz bestehen, ist die höchste Dosisstufe 

so zu wählen, dass zwar die Hauptzielorgane und die toxischen Wirkungen identifiziert 

werden können, aber Leiden, schwere Toxizität, Morbidität oder Tod der Tiere 

vermieden werden. Die höchste Dosisstufe ist normalerweise so zu wählen, dass 

Anzeichen von Toxizität hervorgerufen werden, die sich z. B. in einer verzögerten 

Körpergewichtsentwicklung äußern (etwa 10 %). Je nach den Zielen der Studie (siehe 

Nummer 6) kann jedoch eine Höchstdosis festgelegt werden, die unter der zu 

Toxizitätszeichen führenden Dosis liegt, z. B. wenn eine Dosis eine besorgniserregende 

Wirkung auslöst, die sich aber nur geringfügig auf Lebensdauer oder Körpergewicht 

auswirkt. 

25. Die Dosisstufen und die Abstände der Dosisstufen können so gewählt werden, dass eine 

Dosis-Wirkungs-Beziehung und, je nach Wirkungsweise der Prüfsubstanz, ein NOAEL-

Wert oder andere angestrebte Studienergebnisse, z. B. ein BMD (siehe Nummer 27), 

festgestellt werden können. Zu den Faktoren, die bei der Festlegung niedrigerer Dosen 

zu berücksichtigen sind, gehören die voraussichtliche Steigung der Dosis-Wirkungs-

Kurve, die Dosen, bei denen wichtige Änderungen des Metabolismus oder der toxischen 

Wirkungsweise eintreten können, und das Niveau, bei dem eine Schwelle oder ein 

Ausgangspunkt für eine Extrapolation niedriger Dosen erwartet wird. Bei Durchführung 

einer kombinierten Prüfung auf Kanzerogenität und chronische Toxizität liegt der 

Schwerpunkt auf der Gewinnung von Informationen für die Einschätzung des 

Kanzerogenitätsrisikos, während die Gewinnung von Informationen über die chronische 

Toxizität normalerweise ein nachrangiges Ziel ist. Dies ist zu berücksichtigen, wenn die 

Dosisstufen und ihre Abstände für die Studie festgelegt werden. 

26. Welche Dosisstufenabstände gewählt werden, hängt von den Zielen der Studie und den 

Merkmalen der Prüfsubstanz ab und kann in dieser Prüfmethode nicht im Einzelnen 

vorgeschrieben werden. Abstände mit einem Faktor von 2 bis 4 erweisen sich jedoch oft 

als gut geeignet für die Festsetzung abnehmender Dosisstufen. Außerdem ist es oft 

besser, statt der Verwendung sehr großer Intervalle (z. B. mit einem Faktor zwischen 6 

und 10) zwischen den Dosierungen eine vierte Prüfgruppe einzurichten. Die 

Verwendung von Faktoren über 10 sollte im Allgemeinen vermieden bzw. 

gegebenenfalls begründet werden. 

27. Entsprechend dem Guidance Document No. 116 (7) sind bei der Dosisfestlegung u. a. 

folgende Faktoren zu berücksichtigen: 
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- bekannte oder vermutete Nichtlinearitäten oder Wendepunkte der Dosis-Wirkungs-

Kurve; 

- Toxikokinetik und Dosisbereiche, bei denen die metabolische Induktion, die 

Sättigung oder die Nichtlinearität zwischen externen und internen Dosen auftritt oder 

nicht auftritt; 

- Vorläuferläsionen, Wirkungsmarker oder Indikatoren für den Ablauf zugrunde 

liegender biologischer Schlüsselprozesse;  

- wichtige (oder vermutete) Aspekte der Wirkungsweise, z. B. Dosen, ab denen 

Zytotoxizität auftritt, Hormonspiegel beeinflusst werden, homöostatische 

Mechanismen gestört werden usw.;  

- Bereiche der Dosis-Wirkungs-Kurve, bei denen eine besonders genaue Schätzung 

erforderlich ist, z. B. im Bereich der vorgesehenen BMD oder einer vermuteten 

Schwelle; 

- Berücksichtigung der voraussichtlichen Expositionsniveaus von Menschen, 

insbesondere bei der Wahl mittlerer und niedriger Dosen. 

28. Die Kontrollgruppe ist eine unbehandelte Gruppe oder eine Vehikelkontrollgruppe, 

sofern ein Vehikel zur Verabreichung der Prüfsubstanz verwendet wird. Abgesehen von 

der Behandlung mit der Prüfsubstanz sollten die Tiere der Kontrollgruppe genauso 

behandelt werden wie die Tiere in den Prüfgruppen. Wird ein Vehikel verwendet, erhält 

die Kontrollgruppe das Vehikel im höchsten bei den Dosisgruppen verwendeten 

Volumen. Wird eine Prüfsubstanz mit dem Futter verabreicht, und führt dies aus 

geschmacklichen Gründen zu einer verminderten Futteraufnahme, kann eine paarweise 

gefütterte Kontrollgruppe nützlich und eine bessere Kontrolle sein. 

Zubereitung der Dosen und Verabreichung der Prüfsubstanz 

29. Die Prüfsubstanz wird in der Regel oral, d. h. mit der Nahrung oder dem Trinkwasser, 

oder über eine Schlundsonde verabreicht. Zusätzliche Informationen zu 

Verabreichungswegen und -methoden sind im Guidance Document No. 116 (7) 

enthalten. Verabreichungsweg und -methode richten sich nach dem Zweck der Studie, 

den physikalisch-chemischen Eigenschaften der Prüfsubstanz, ihrer Bioverfügbarkeit 

und der vorherrschenden Art der Exposition beim Menschen. Der gewählte 

Verabreichungsweg und die Methode sollten begründet werden. Aus Tierschutzgründen 

sollte die Schlundsonde nur für Agenzien gewählt werden, bei denen dieser Weg und 

diese Methode der Verabreichung die potenzielle Humanexposition annähernd 

repräsentieren (z. B. Arzneimittel). Nahrungs- oder Umweltchemikalien einschließlich 

Pestizide werden normalerweise mit dem Futter oder dem Trinkwasser verabreicht. Für 

bestimmte Szenarios, z. B. berufliche Exposition, können andere Applikationswege 

besser geeignet sein. 

30. Bei Bedarf wird die Prüfsubstanz in einem geeigneten Vehikel gelöst oder suspendiert. 

Zu berücksichtigen sind gegebenenfalls folgende Merkmale des Vehikels und anderer 

Additive: Auswirkungen auf die Resorption, die Verteilung, den Stoffwechsel oder die 

Retention der Prüfsubstanz; Auswirkungen auf die chemischen Eigenschaften der 

Prüfsubstanz, die deren toxische Eigenschaften verändern können, und ferner 

Auswirkungen auf die Futter- oder Wasseraufnahme oder den Ernährungszustand der 
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Versuchstiere. Es empfiehlt sich, nach Möglichkeit zunächst die Verwendung einer 

wässrigen Lösung/Suspension, dann eine Lösung/Emulsion in Öl (z. B. Maisöl) und erst 

dann eine Lösung in einem anderen Vehikel in Betracht zu ziehen. Bei anderen 

Vehikeln als Wasser müssen deren toxische Merkmale bekannt sein. Es sollten 

Informationen über die Stabilität der Prüfsubstanz und die Homogenität der Lösungen 

oder Futterrationen, die (je nach Fall) die Dosierung enthalten, unter den 

Verabreichungsbedingungen (z. B. mit dem Futter) vorliegen. 

31. Für mit dem Futter oder dem Trinkwasser verabreichte Stoffe ist unbedingt 

sicherzustellen, dass die Mengen der jeweiligen Prüfsubstanz die normale 

Nahrungsaufnahme oder den Wasserhaushalt nicht beeinträchtigen. Um eine 

unausgewogene Ernährung zu vermeiden, sollte die Konzentration der Prüfsubstanz in 

Langzeittoxizitätsstudien mit Verabreichung über die Nahrung normalerweise eine 

Obergrenze von 5 % der Gesamtnahrung nicht übersteigen. Wenn die Prüfsubstanz mit 

dem Futter verabreicht wird, kann entweder eine konstante Futterkonzentration (mg/kg 

Futter oder ppm) oder eine konstante Dosierung in Relation zum Körpergewicht des 

Tiers (mg/kg Körpergewicht), berechnet auf Wochenbasis, verwendet werden. Die 

jeweils gewählte Verfahrensweise ist anzugeben. 

32. Bei oraler Verabreichung erhalten die Tiere die Prüfsubstanz täglich (sieben Tage in der 

Woche) für einen Zeitraum von 12 Monaten (chronische Phase) oder 24 Monaten 

(Kanzerogenitätsphase), siehe auch Nummern 33 und 34. Jede Abweichung von diesem 

Dosierungsplan, z. B. fünf Tage pro Woche, ist zu begründen. Bei dermaler Applikation 

werden die Tiere, wie in Kapitel B.9 dieses Anhangs (11) beschrieben, für einen 

Zeitraum von 12 Monaten (chronische Phase) oder 24 Monaten (Kanzerogenitätsphase) 

an 7 Tagen in der Woche mindestens 6 Stunden pro Tag mit der Prüfsubstanz behandelt. 

Die Inhalationsexposition wird an 7 Tagen in der Woche für 6 Stunden pro Tag 

durchgeführt, aber auch 5 Tage in der Woche sind möglich, wenn dies gerechtfertigt ist. 

Die Expositionsdauer beträgt normalerweise 12 Monate (chronische Phase) oder 24 

Monate (Kanzerogenitªtsphase). Wenn f¿r eine ĂNose-onlyò-Exposition andere 

Nagetierarten als Ratten verwendet werden, kann die maximale Expositionsdauer 

angepasst werden, um artenspezifisches Leiden zu minimieren. Eine Expositionsdauer 

von weniger als sechs Stunden pro Tag ist zu begründen. Siehe auch Kapitel B.8 dieses 

Anhangs (9). 

33. Wird die Prüfsubstanz über eine Sonde verabreicht, so sollte dies unter Verwendung 

einer Schlundsonde oder einer geeigneten Intubationskanüle jeweils zur gleichen 

Tageszeit erfolgen. Normalerweise wird einmal am Tag eine einzige Dosis verabreicht; 

wenn es sich bei der Prüfsubstanz z. B. um einen lokal reizenden Stoff handelt, kann die 

Tagesdosis auf zwei Teilmengen aufgeteilt werden. Das maximale Flüssigkeitsvolumen, 

das einem Versuchstier jeweils verabreicht werden kann, hängt von der Größe des 

Versuchstiers ab. Das Volumen sollte so gering wie möglich sein und bei Nagetieren 

normalerweise 1 ml/100 g Körpergewicht nicht überschreiten (31). Die Variabilität der 

Prüfvolumina sollte durch Anpassung der Konzentration auf ein konstantes Volumen 

bei allen Dosen möglichst gering gehalten werden. Davon ausgenommen sind potenziell 

ätzende oder reizende Stoffe, die zur Vermeidung schwerwiegender lokaler Wirkungen 

verdünnt werden müssen. Die Prüfung in Konzentrationen, die wahrscheinlich eine 

verätzende oder reizende Wirkung für den Magen-Darm-Trakt haben, ist zu vermeiden. 

Versuchsdauer 
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34. Dosierungszeitraum und Dauer der chronischen Phase dieser Studie betragen 

normalerweise 12 Monate, aber je nach den Anforderungen bestimmter 

Regulierungsregelungen oder für spezifische mechanistische Zwecke sind auch kürzere 

(z. B. 6 oder 9 Monate) oder längere (z. B. 18 oder 24 Monate) Zeiträume möglich. 

Abweichungen von der 12-monatigen Expositionsdauer sind zu begründen, 

insbesondere wenn eine kürzere Dauer gewählt wird. Zur Bewertung der chronischen 

Toxizität und nicht neoplastischer pathologischer Läsionen wird die Behandlung aller 

Dosisgruppen dieser Phase zum festgelegten Zeitpunkt beendet. Satellitengruppen zur 

Beobachtung der Reversibilität von toxikologischen Veränderungen, die durch die 

Prüfsubstanz hervorgerufen werden, sollten nach Beendigung der Exposition noch für 

einen Zeitraum von mindestens 4 Wochen, aber nicht länger als ein Drittel der 

Gesamtstudiendauer ohne Behandlung beibehalten werden. 

35. Die Kanzerogenitätsphase dieser Studie dauert bei Nagetieren in der Regel 24 Monate, 

was dem größten Teil der normalen Lebenszeit der verwendeten Tiere entspricht. Eine 

kürzere oder längere Studiendauer ist je nach Lebenszeit der in der Studie verwendeten 

Tierart möglich, sollte aber begründet werden. Bei bestimmten Stämmen von Mäusen, 

z. B. die Stämme AKR/J, C3H/J oder C57BL/6J, ist eine Dauer von 18 Monaten 

möglicherweise besser geeignet. Im Folgenden werden Hinweise zu Dauer und 

Beendigung der Studie und dem Überleben der Tiere gegeben. Weitere Hinweise, u. a. 

zu der Frage, wieweit ein aus der Überlebensrate der Tiere resultierendes negatives 

Ergebnis einer Kanzerogenitätsstudie akzeptiert werden kann, sind im OECD Guidance 

Document No. 116 on the Design and Conduct of Chronic Toxicity and Carcinogenicity 

Studies (7) zu finden. 

- Wenn die Anzahl der überlebenden Tiere in den Gruppen mit niedrigerer Dosierung 

oder in der Kontrollgruppe unter 25 % sinkt, ist die Beendigung der Studie in Betracht 

zu ziehen. 

- Ist lediglich in der Hochdosisgruppe ein vorzeitiger Tod aufgrund von Toxizität 

festzustellen, muss dies nicht zwangsläufig zur Beendigung der Studie führen. 

- Die Überlebensrate sollte nach Geschlechtern getrennt ausgewertet werden. 

- Die Studie sollte nicht über den Punkt hinaus fortgeführt werden, an dem die Daten 

aus der Studie nicht mehr ausreichen, um eine statistisch valide Bewertung 

vorzunehmen.  

BEOBACHTUNGEN (CHRON ISCHE TOXIZITÄTSPHAS E) 

36. Alle Tiere sind in der Regel jeden Tag morgens und abends, auch am Wochenende und 

an Feiertagen, auf Anzeichen von Morbidität und Mortalität hin zu untersuchen. 

Allgemeine klinische Beobachtungen sollten mindestens einmal täglich, vorzugsweise 

zur selben Tageszeit, unter Berücksichtigung des Zeitraums, in dem der Wirkungsgipfel 

nach Verabreichung der Dosis über eine Schlundsonde zu erwarten ist, vorgenommen 

werden. 

37. Bei allen Tieren sind mindestens einmal vor der ersten Exposition (für intraindividuelle 

Vergleiche), am Ende der ersten Studienwoche und danach monatlich gründliche 

klinische Beobachtungen vorzunehmen. Das Beobachtungsprotokoll ist so zu gestalten, 

dass Abweichungen zwischen den Beobachtern minimiert werden und von der 
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Prüfgruppe unabhängig sind. Diese Beobachtungen sollten außerhalb des Käfigs 

erfolgen, in dem die Tiere gehalten werden, und zwar vorzugsweise in einem 

Standardgehege jeweils zu denselben Zeiten. Sie sind sorgfältig zu dokumentieren, am 

besten nach einer speziell vom Prüflabor entwickelten Bewertungsskala. Die 

Beobachtungsbedingungen sollten möglichst konstant sein. Zu achten ist insbesondere 

auf Veränderungen an Haut, Fell, Augen, Schleimhäuten, auf Sekrete und Exkrete sowie 

autonome Aktivitäten (z. B. Tränensekretion, Piloerektion, Pupillengröße, 

ungewöhnliche Atemmuster). Gang- und Haltungsstörungen, ferner Reaktionen auf den 

Umgang mit den Tieren sowie etwaige klonische oder tonische Bewegungen, 

Stereotypien (z. B. übermäßiges Putzen, wiederholte Kreisbewegungen) oder abnormes 

Verhalten (z. B. Selbstverstümmelung, Rückwärtsgehen) sollten auch dokumentiert 

werden (32). 

38. Alle Tiere sind vor der ersten Verabreichung der Prüfsubstanz mit einem 

Ophthalmoskop oder einem anderen geeigneten Instrument ophthalmologisch zu 

untersuchen. Am Ende der Studie ist diese Untersuchung möglichst bei allen Tieren, 

aber mindestens bei der Hochdosisgruppe und der Kontrollgruppe zu wiederholen. 

Wenn behandlungsbedingte Veränderungen an den Augen beobachtet werden, sind alle 

Tiere zu untersuchen. Wenn eine Strukturanalyse oder andere Informationen auf eine 

Toxizität für die Augen hindeuten, ist die Frequenz der Augenuntersuchungen zu 

erhöhen. 

39. Bei Chemikalien, für die vorangegangene Toxizitätsprüfungen mit wiederholter Gabe 

über 28 und/oder 90 Tage auf potenzielle neurotoxische Wirkungen hindeuten, können 

vor Studienbeginn, in Abständen von drei Monaten nach Beginn einer Studie von bis zu 

12 Monaten einschließlich sowie bei Beendigung der Studie (falls länger als 12 Monate) 

fakultativ die sensorische Reaktivität auf Reize verschiedener Art (32) (z. B. akustische, 

visuelle und propriozeptive Reize) (33), (34), (35), die Greifkraft (36) und die 

motorische Aktivität (37) bewertet werden. Weitere Einzelheiten zu den möglichen 

Untersuchungen finden sich in der Literatur. Allerdings können auch andere als dort 

genannte Verfahren angewendet werden. 

40. Bei Chemikalien, für die vorangegangene Toxizitätsprüfungen mit wiederholter Gabe 

über 28 und/oder 90 Tage auf potenzielle immunotoxische Wirkungen hindeuten, 

können bei Beendigung der Studie fakultativ weitere Untersuchungen dieses Endpunkts 

durchgeführt werden. 

Körpergewicht, Futter-/Wasseraufnahme und Futtereffizienz 

41. Alle Tiere sollten zu Beginn der Behandlung, in den ersten 13 Wochen mindestens 

einmal wöchentlich und danach mindestens monatlich gewogen werden. 

Futteraufnahme und Futtereffizienz sollten in den ersten 13 Wochen mindestens 

wöchentlich und danach mindestens monatlich bestimmt werden. Die 

Trinkwasseraufnahme sollte in den ersten 13 Wochen mindestens wöchentlich und 

danach mindestens monatlich gemessen werden, wenn die Prüfsubstanz mit dem 

Trinkwasser verabreicht wird. Bei Studien, in denen das Trinkverhalten der Tiere 

verändert ist, sollte auch die Trinkwasseraufnahme gemessen werden. 

Hämatologie und klinische Biochemie 
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42. Bei Prüfungen an Nagetieren sind die hämatologischen Untersuchungen an allen 

Versuchstieren (10 männliche und 10 weibliche Tiere je Gruppe) nach 3, 6 und 12 

Monaten sowie bei Beendigung der Studie (falls sie länger als 12 Monate dauert) 

durchzuführen. Bei Mäusen werden möglicherweise Satellitentiere benötigt, um alle 

erforderlichen hämatologischen Bestimmungen vornehmen zu können (siehe 

Nummer 19). Bei Prüfungen an Nichtnagern werden die Proben wie bei Nagetieren 

beschrieben in den Zwischenphasen und bei Beendigung der Studie von einer kleineren 

Anzahl Tiere (z. B. vier Tiere je Geschlecht und je Gruppe in Hundestudien) 

genommen. Weder bei Nagern noch bei Nichtnagern brauchen Messungen nach drei 

Monaten vorgenommen zu werden, wenn bei den hämatologischen Parametern in einer 

vorangegangenen 90-Tage-Studie mit vergleichbaren Dosisstufen keine Wirkung 

erkennbar war. Die Blutproben müssen unter Anästhesie an einer benannten Stelle, z. B. 

durch Herzpunktion oder aus dem retrobulbären Venenplexus entnommen werden. 

43. Die folgenden Parameter sind zu bestimmen (38): Gesamt- und 

Differenzialleukozytenzahl, Erythrozytenzahl, Thrombozytenzahl, 

Hämoglobinkonzentration, Hämatokrit, mittleres Erythrozyteneinzelvolumen (MCV), 

mittleres korpuskuläres Hämoglobin (MCH), mittlere korpuskuläre 

Hämoglobinkonzentration (MCHC), Prothrombinzeit und aktivierte partielle 

Thromboplastinzeit. Je nach Toxizität der Prüfsubstanz können gegebenenfalls auch 

weitere hämatologische Parameter wie Heinz-Körper oder andere atypische 

Erythrozytenmorphologie oder Methämoglobin gemessen werden. Insgesamt ist je nach 

den beobachteten und/oder erwarteten Wirkungen der Prüfsubstanz mit der 

entsprechenden Flexibilität vorzugehen. Wenn die Prüfsubstanz Auswirkungen auf die 

Hämatopoese hat, können auch eine Bestimmung der Retikulozytenzahl und eine 

Knochenmarkzytologie angezeigt sein; sie müssen aber nicht routinemäßig durchgeführt 

werden. 

44. Klinisch-biochemische Bestimmungen zur Untersuchung der wichtigsten toxischen 

Wirkungen in Geweben, insbesondere der Wirkungen auf Nieren und Leber, sind an 

Blutproben durchzuführen, die von jedem Versuchstier (10 männliche und 10 weibliche 

Tiere je Gruppe) in den für die hämatologischen Untersuchungen angegebenen gleichen 

Zeitabständen entnommen werden. Bei Mäusen werden möglicherweise Satellitentiere 

benötigt, um alle erforderlichen klinisch-biochemischen Bestimmungen vornehmen zu 

können. Bei Prüfungen an Nichtnagern werden die Proben wie bei Nagetieren 

beschrieben in den Zwischenphasen und bei Beendigung der Studie von einer kleineren 

Anzahl Tiere (z. B. vier Tiere je Geschlecht und je Gruppe in Hundestudien) 

genommen. Weder bei Nagern noch bei Nichtnagern brauchen Messungen nach drei 

Monaten vorgenommen zu werden, wenn bei den klinisch-biochemischen Parametern in 

einer vorangegangenen 90-Tage-Studie mit vergleichbaren Dosisstufen keine Wirkung 

erkennbar war. Es empfiehlt sich eine Futterkarenz der Tiere (ausgenommen Mäuse) 

über Nacht, bevor die Blutproben entnommen werden
3
. Die folgenden Parameter sind zu 

bestimmen (38): Glucose, Harnstoff (Harnstoff-Stickstoff), Kreatinin, Gesamtprotein, 

                                                 
3 Für eine Reihe von Serum- und Plasmabestimmungen, insbesondere der Glucose, ist eine Futterkarenz der Tiere über Nacht zu empfehlen. Der Hauptgrund 

dafür ist, dass die bei fehlender Futterkarenz unweigerlich zunehmende Variabilität zu einer Maskierung subtilerer Wirkungen führen und die Interpretation 

erschweren könnte. Andererseits jedoch kann die nächtliche Futterkarenz den allgemeinen Metabolismus der Tiere beeinflussen und, insbesondere in 

Futterstudien, die tägliche Exposition gegen die Prüfsubstanz beeinträchtigen. Alle Tiere sind in demselben physiologischen Zustand zu bewerten; daher sollten 

ausführliche oder neurologische Untersuchungen für einen anderen Tag geplant werden als die Probenahmen für klinisch-biochemische Untersuchungen.  
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Albumin, Calcium, Natrium, Kalium, Gesamtcholesterin, mindestens zwei geeignete 

Parameter für die hepatozelluläre Evaluierung (Alanin-Aminotransferase, Aspartat-

Aminotransferase, Glutamatdehydrogenase, Gesamtgallensäuren) (39) und mindestens 

zwei geeignete Parameter f¿r die hepatobiliªre Evaluierung (alkalische Phosphatase, ɔ-

Glutamyltransferase, 5'-Nucleotidase, Gesamtbilirubin, Gesamtgallensäuren) (39). Je 

nach Toxizität der Prüfsubstanz können gegebenenfalls auch weitere klinisch-chemische 

Parameter wie Nüchtern-Triglyceride, spezifische Hormone und Cholinesterase 

bestimmt werden. Insgesamt ist je nach den beobachteten und/oder erwarteten 

Wirkungen der Prüfsubstanz mit der entsprechenden Flexibilität vorzugehen. 

45. An Proben, die allen Tieren in der Studie (zehn männliche und zehn weibliche Tiere je 

Gruppe) in den gleichen Abständen entnommen wurden wie die Proben für die 

hämatologische und die klinisch-chemische Untersuchung, sind Urinanalysen 

durchzuführen. Es brauchen keine Messungen nach drei Monaten vorgenommen zu 

werden, wenn bei der Urinanalyse in einer vorangegangenen 90-Tage-Studie mit 

vergleichbaren Dosisstufen keine Wirkung erkennbar war. Eine Empfehlung von 

Sachverständigen zu klinischen Pathologiestudien (38) enthält die folgende Liste von 

Parametern: Aussehen, Volumen, Osmolalität oder spezifisches Gewicht, pH-Wert, 

Gesamteiweiß und Glucose. Außerdem können Ketone, Urobilinogen, Bilirubin und 

okkultes Blut bestimmt werden. Sofern erforderlich, können weitere Parameter 

verwendet werden, um die Untersuchung beobachteter Wirkungen zu erweitern. 

46. Bei Studien an Hunden werden im Allgemeinen Bestimmungen der Ausgangsdaten 

hämatologischer und klinisch-biochemischer Parameter vor der Behandlung für 

notwendig gehalten; bei Studien an Nagern müssen sie aber nicht bestimmt werden (38). 

Wenn keine ausreichenden historischen Ausgangsdaten vorliegen (siehe Nummer 58), 

sollten sie jedoch bestimmt werden. 

PATHOL OGIE 

Makroskopische Untersuchung 

47. Alle an der Studie beteiligten Tiere müssen normalerweise einer vollständigen, 

eingehenden makroskopischen Untersuchung unterzogen werden, die die sorgfältige 

Untersuchung der äußeren Körperoberfläche, aller Körperöffnungen sowie der Schädel-, 

Brust- und Bauchhöhlen und ihres Inhalts umfasst. Es kann jedoch auch vorgesehen 

werden, die Untersuchungen (in den Gruppen der Tiere, die im Verlauf der Studie 

getötet werden sollen, und in den Satellitengruppen) auf spezifische Schlüsselaspekte 

wie Neurotoxizität oder Immunotoxizität zu beschränken (siehe Nummer 21). Diese 

Tiere brauchen weder seziert noch den nachstehend beschriebenen Verfahren 

unterzogen zu werden. Sentineltiere können nach Ermessen des Studienleiters von Fall 

zu Fall seziert werden. 

48. Die Organgewichte aller Tiere sind zu erfassen, außer von denen, die gemäß dem letzten 

Teil von Nummer 47 ausgenommen sind. Nebennieren, Gehirn, Nebenhoden, Herz, 

Nieren, Leber, Ovarien, Milz, Hoden, Schilddrüse (nach Fixierung gewogen, mit 

Nebenschilddrüsen) und Uterus (außer der moribund aufgefundenen und/oder 

zwischenzeitlich getöteten Tiere) sind in angemessener Form von anhaftendem Gewebe 

zu befreien, und ihr Nassgewicht ist so rasch wie möglich nach der Sektion 
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festzustellen, um ein Austrocknen zu verhindern. 

49. Die folgenden Gewebe sind in dem für die betreffende Gewebeart und die vorgesehene 

anschließende histopathologische Untersuchung am besten geeigneten Fixierungsmittel 

aufzubewahren (40) (Gewebe in eckigen Klammern sind fakultativ): 

 
alle makro-

skopischen 

Veränderungen 

Herz Pankreas Magen 

(Vormagen, 

Drüsenmagen) 

Nebennieren Ileum Nebenschilddrü

se 

[Zähne] 

Aorta Jejunum periphere 

Nerven 

Hoden 

Gehirn (mit 

Schnitten von 

Cerebrum, 

Cerebellum und 

Medulla/Pons) 

Nieren Hypophyse Thymus 

Caecum Tränendrüse 

(exorbital) 

Prostata Schilddrüse 

Zervix Leber Rectum [Zunge] 

Koagulationsdr

üse 

Lunge Speicheldrüse Trachea 

Kolon Lymphknoten 

(sowohl 

oberflächliche 

als auch tiefe) 

Samenbläschen Harnblase 

Duodenum Brustdrüse 

(obligatorisch 

für Weibchen 

und, falls bei 

der Sektion 

erkennbar, für 

Männchen) 

Skelettmuskel Uterus (mit 

Zervix) 

Nebenhoden [obere 

Atemwege, 

einschließlich 

Nase, 

Nasenmuscheln 

und 

Nasennebenhöh

len]  

Haut [Harnleiter] 

Auge (mit 

Netzhaut) 

Speiseröhre Rückenmark 

(auf 3 Ebenen: 

zervical, 

mittlerer 

Thoraxbereich 

und lumbar) 

[Harnröhre] 

[Femur mit 

Gelenk] 

[Riechkolben] Milz  Vagina 

Gallenblase (bei 

anderen Arten 

als Ratten) 

Ovarien [Brustbein] Knochenmark-

schnitt und/oder 

ein frisches 

Knochenmark-

Aspirat 

Hardersche    
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Drüse 

 

Bei paarigen Organen, z. B. Nieren, Nebennieren, sind beide Organe aufzubewahren. Die 

klinischen und sonstigen Befunde können weitere Gewebeuntersuchungen erforderlich 

machen. Auch Organe, die aufgrund der bekannten Eigenschaften der Prüfsubstanz als 

mögliche Zielorgane in Frage kommen, sollten aufbewahrt werden. In Studien mit dermaler 

Applikation sind die in der Liste für orale Verabreichung aufgeführten Organe zu 

untersuchen; außerdem sind Proben der Haut an der Applikationsstelle zu nehmen und 

aufzubewahren.  Bei Inhalationsstudien entspricht die Liste der aufzubewahrenden und zu 

untersuchenden Gewebe des Atemtrakts den Empfehlungen von Kapitel B.8 dieses Anhangs 

(9) und Kapitel B.29 dieses Anhangs (10). Was andere Organe/Gewebe betrifft, so sollten 

(zusätzlich zu den speziell konservierten Geweben aus dem Atemtrakt) die in der Liste für die 

orale Verabreichung genannten Organe untersucht werden. 

Histopathologie 

50. Es gibt Leitlinien für bewährte Praktiken bei der Durchführung toxikologischer 

Pathologiestudien (40). Histopathologisch zu untersuchen sind mindestens 

- alle Gewebe der Tiere aus der Hochdosisgruppe und der Kontrollgruppe, 

- alle Gewebe von während der Studie gestorbenen oder getöteten Tieren, 

- alle Gewebe mit makroskopischen Abnormitäten, 

- Zielgewebe oder Gewebe, die in der Hochdosisgruppe behandlungsbedingte 

Veränderungen aufwiesen, von allen Tieren in allen anderen Dosisgruppen, 

- bei paarigen Organen, z. B. Nieren, Nebennieren, sind beide Organe zu untersuchen. 

BEOBACHTUNGEN (KANZE ROGENITÄTSPHASE) 

51. Alle Tiere sind in der Regel jeden Tag morgens und abends, auch am Wochenende und 

an Feiertagen, auf Anzeichen von Morbidität und Mortalität hin zu untersuchen. 

Darüber hinaus sind die Tiere einmal am Tag auf spezielle Anzeichen von 

toxikologischer Bedeutung zu untersuchen. Bei Studien mit Sondenapplikation sind die 

Tiere unmittelbar nach der Dosierung zu kontrollieren. Die Entwicklung von Tumoren 

ist mit besonderer Aufmerksamkeit zu verfolgen; dabei sind der Zeitpunkt der 

Entstehung, die Lokalisierung, das Ausmaß, das Erscheinungsbild und die Progression 

jedes deutlich sichtbaren oder fühlbaren Tumors festzuhalten. 

52. Alle Tiere sollten zu Beginn der Behandlung, in den ersten 13 Wochen mindestens 

einmal wöchentlich und danach mindestens monatlich gewogen werden. 

Futteraufnahme und Futtereffizienz sollten in den ersten 13 Wochen mindestens 

wöchentlich und danach mindestens monatlich bestimmt werden. Die 

Trinkwasseraufnahme sollte in den ersten 13 Wochen mindestens wöchentlich und 

danach mindestens monatlich gemessen werden, wenn die Prüfsubstanz mit dem 

Trinkwasser verabreicht wird. Bei Studien, in denen das Trinkverhalten der Tiere 

verändert ist, sollte auch die Trinkwasseraufnahme gemessen werden. 
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Hämatologie, klinische Biochemie und sonstige Messungen 

53. Um möglichst viele Informationen aus der Studie zu gewinnen, insbesondere in Bezug 

auf die Wirkungsweise der Prüfsubstanz, können nach Ermessen des Studienleiters 

Blutproben für hämatologische und klinisch-biochemische Untersuchungen genommen 

werden. Urinuntersuchungen können ebenfalls angezeigt sein. Daten über die Tiere, die 

in der normalerweise 12 Monate dauernden chronischen Toxizitätsphase der Studie 

(Nummer 34) verwendet wurden, liefern Informationen über diese Parameter. Weitere 

Hinweise zum Nutzen dieser Probenahmen im Rahmen einer Kanzerogenitätsprüfung 

sind im Guidance Document No. 116 (7) zu finden. Wenn Blutproben genommen 

werden, sollten sie am Ende des Prüfzeitraums kurz vor der Tötung oder als Teil des 

Tötungsvorgangs genommen werden. Sie müssen unter Anästhesie an einer benannten 

Stelle, z. B. durch Herzpunktion oder aus dem retrobulbären Venenplexus entnommen 

werden. Es können auch Blutausstriche zur Untersuchung angefertigt werden, 

insbesondere wenn das Knochenmark das Zielorgan zu sein scheint. Der Nutzen dieser 

Untersuchung von Blutausstrichen in der Kanzerogenitätsphase für die Einschätzung 

des karzinogenen/onkogenen Potenzials ist jedoch fraglich (38). 

PATHOLOGIE  

Makroskopische Untersuchung 

54. Alle an der Studie beteiligten Tiere, ausgenommen Sentineltiere und andere 

Satellitentiere (siehe Nummer 20), müssen einer vollständigen, eingehenden 

makroskopischen Untersuchung unterzogen werden, die die sorgfältige Untersuchung 

der äußeren Körperoberfläche, aller Körperöffnungen sowie der Schädel-, Brust- und 

Bauchhöhlen und ihres Inhalts umfasst. Sentineltiere und andere Satellitentiere können 

nach Ermessen des Studienleiters von Fall zu Fall seziert werden. Organgewichte 

werden bei einer Prüfung auf Kanzerogenität normalerweise nicht erfasst, da der Nutzen 

dieser Daten durch geriatrische Veränderungen und in späteren Stadien durch die 

Entstehung von Tumoren beeinträchtigt wird. Sie können jedoch für die Durchführung 

einer Weight-of-Evidence-Bewertung und insbesondere für Fragen der Wirkungsweise 

von Bedeutung sein. Wenn sie Teil einer Satellitenstudie sind, sollten sie nicht später als 

ein Jahr nach Studienbeginn erfasst werden. 

55. Die folgenden Gewebe sind in dem für die betreffende Gewebeart und die vorgesehene 

anschließende histopathologische Untersuchung am besten geeigneten Fixierungsmittel 

aufzubewahren (40) (Gewebe in eckigen Klammern sind fakultativ): 

 
alle makro-

skopischen 

Veränderungen 

Herz Pankreas Magen 

(Vormagen, 

Drüsenmagen) 

Nebennieren Ileum Nebenschilddrü

se 

[Zähne] 

Aorta Jejunum periphere 

Nerven 

Hoden 

Gehirn (mit 

Schnitten von 

Cerebrum, 

Nieren Hypophyse Thymus 
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Cerebellum und 

Medulla/Pons) 

Caecum Tränendrüse 

(exorbital) 

Prostata Schilddrüse 

Zervix Leber Rectum [Zunge] 

Koagulationsdr

üse 

Lunge Speicheldrüse Trachea 

Kolon Lymphknoten 

(sowohl 

oberflächliche 

als auch tiefe) 

Samenbläschen Harnblase 

Duodenum Brustdrüse 

(obligatorisch 

für Weibchen 

und, falls bei 

der Sektion 

erkennbar, für 

Männchen) 

Skelettmuskel Uterus (mit 

Zervix) 

Nebenhoden [obere 

Atemwege, 

einschließlich 

Nase, 

Nasenmuscheln 

und 

Nasennebenhöh

len] 

Haut [Harnleiter] 

Auge (mit 

Netzhaut) 

Speiseröhre Rückenmark 

(auf 3 Ebenen: 

zervical, 

mittlerer 

Thoraxbereich 

und lumbar) 

[Harnröhre] 

[Femur mit 

Gelenk] 

[Riechkolben] Milz  Vagina 

Gallenblase (bei 

anderen Arten 

als Ratten) 

Ovarien [Brustbein] Knochenmark-

schnitt und/oder 

ein frisches 

Knochenmark-

Aspirat 

Hardersche 

Drüse 

   

 

Bei paarigen Organen, z. B. Nieren, Nebennieren, sind beide Organe aufzubewahren. Die 

klinischen und sonstigen Befunde können weitere Gewebeuntersuchungen erforderlich 

machen. Auch Organe, die aufgrund der bekannten Eigenschaften der Prüfsubstanz als 

mögliche Zielorgane in Frage kommen, sollten aufbewahrt werden. In Studien mit dermaler 

Applikation sind die in der Liste für orale Verabreichung aufgeführten Organe zu 

untersuchen; außerdem sind Proben der Haut an der Applikationsstelle zu nehmen und 

aufzubewahren. Bei Inhalationsstudien entspricht die Liste der aufzubewahrenden und zu 

untersuchenden Gewebe des Atemtrakts den Empfehlungen von Kapitel B.8 dieses Anhangs 

(8) und Kapitel B.29 dieses Anhangs (9). Was andere Organe/Gewebe betrifft, so sollten 

(zusätzlich zu den speziell konservierten Geweben aus dem Atemtrakt) die in der Liste für die 

orale Verabreichung genannten Organe untersucht werden. 
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Histopathologie 

56. Es gibt Leitlinien für bewährte Praktiken bei der Durchführung toxikologischer 

Pathologiestudien (40). Zu untersuchen sind mindestens folgende Gewebe: 

- alle Gewebe der Tiere aus der Hochdosisgruppe und der Kontrollgruppe, 

- alle Gewebe von während der Studie gestorbenen oder getöteten Tieren, 

- alle Gewebe mit makroskopischen Abnormitäten einschließlich Tumoren, 

- wenn behandlungsbedingte histopathologische Veränderungen in der 

Hochdosisgruppe festgestellt werden, sind diese Gewebe von allen Tieren in allen 

anderen Dosisgruppen zu untersuchen, 

- bei paarigen Organen, z. B. Nieren, Nebennieren, sind beide Organe zu untersuchen. 

DATEN UND BERICHTERS TATTUNG (KANZEROGENI TÄT UND CHRONISCHE 

TOXIZITÄT)  

Daten 

57. Für alle bestimmten Parameter sollen Daten zu den einzelnen Tieren angegeben werden. 

Darüber hinaus sollten alle Daten in Form einer Tabelle zusammengefasst werden, aus 

der für jede Prüfgruppe folgende Angaben hervorgehen: die Zahl der Tiere bei Beginn 

der Prüfung und die Zahl der während der Prüfung tot aufgefundenen oder aus 

Tierschutzgründen getöteten Tiere, ferner der Zeitpunkt des Todes oder der Tötung, die 

Zahl der Tiere, die Toxizitätszeichen aufweisen, eine Beschreibung der beobachteten 

Toxizitätszeichen, einschließlich des Zeitpunkts, zu dem die toxischen Wirkungen 

erstmalig aufgetreten sind, ihrer Dauer und ihres Schweregrads, die Zahl der Tiere mit 

Läsionen, die Art der Läsionen und der Prozentsatz der von jeder Läsion betroffenen 

Tiere. Die Mittelwerte und Standardabweichungen (für kontinuierliche Versuchsdaten) 

von Tieren, die toxische Wirkungen oder Läsionen aufweisen, sind zusätzlich zum 

Schweregrad der Läsionen in Übersichtstabellen anzugeben. 

58. Historische Kontrolldaten können die Auswertung der Studienergebnisse erleichtern, 

z. B. wenn die Daten der gleichzeitigen Kontrollen erheblich von neueren Daten von 

Kontrolltieren aus derselben Versuchseinrichtung abweichen. Wenn historische 

Kontrolldaten bewertet werden, sollten sie von demselben Labor stammen, sich auf 

Tiere desselben Alters und Stamms beziehen und höchstens fünf Jahre vor der 

fraglichen Studie erhoben worden sein. 

59. Wenn möglich, sind die numerischen Daten durch eine geeignete allgemein annehmbare 

statistische Methode auszuwerten. Die statistischen Methoden und die zu analysierenden 

Daten sind bei der Planung der Studie festzulegen (Nummer 9). Diese Auswahl sollte es 

ermöglichen, erforderlichenfalls Anpassungen je nach Überlebensrate vorzunehmen. 

60. Der Prüfbericht sollte folgende Informationen enthalten: 

Prüfsubstanz: 

- physikalische Beschaffenheit, Reinheit und physikalisch-chemische Eigenschaften, 
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- Daten zur Identifikation, 

- Herkunft des Stoffs, 

- Chargennummer, 

- Bescheinigung der chemischen Analyse. 

Vehikel (wenn verwendet): 

- Begründung der Wahl des Vehikel, sofern anders als Wasser. 

Versuchstiere: 

- Art/Stamm und Begründung für die getroffene Wahl, 

- Anzahl, Alter und Geschlecht der Tiere bei Versuchsbeginn, 

- Herkunft, Haltungsbedingungen, Futter usw., 

- Gewicht der einzelnen Tiere bei Versuchsbeginn. 

Prüfbedingungen: 

- Begründung für Verabreichungsweg und Festlegung der Dosis, 

- gegebenenfalls die statistischen Methoden zur Analyse der Daten, 

- Angaben zur Formulierung der Prüfsubstanz/Futterzubereitung, 

- Analysedaten über die erreichte Konzentration, Stabilität und Homogenität der 

Zubereitung, 

- Verabreichungsweg und Angaben zur Verabreichung der Prüfsubstanz, 

- bei Inhalationsstudien: ĂNose-onlyò- oder Ganzkörperexposition, 

- tatsächliche Dosen (mg/kg Körpergewicht/Tag) und, sofern zutreffend, Angaben zur 

Umrechnung der Konzentration der Prüfsubstanz im Futter/Trinkwasser (mg/kg oder 

ppm) in die tatsächliche Dosis, 

- Angaben zu Futter- und Wasserqualität. 
 

Ergebnisse (zusammenfassende Übersichtstabellen und Daten für die einzelnen Tiere): 

Allgemeines 

- Überlebensdaten, 

- Körpergewicht/Änderungen des Körpergewichts, 

- Futteraufnahme, gegebenenfalls Berechnungen der Futtereffizienz und der 

Wasseraufnahme, falls erfasst, 

- toxikokinetische Daten, falls vorhanden, 

- Ophthalmoskopie (falls zutreffend), 

- Hämatologie (falls zutreffend), 

- klinische Chemie (falls zutreffend). 
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Klinische Befunde 

- Toxizitätszeichen, 

- Inzidenz (und, falls bewertet, Schweregrad) jeder Abnormität, 

- Art, Schweregrad und Dauer der klinischen Beobachtungen (sowohl vorübergehend 

als auch dauerhaft). 

Nekropsiedaten 

- terminales Körpergewicht, 

- Organgewichte (und gegebenenfalls Verhältnis Organ-/Körpergewicht), 

- Sektionsbefunde; Inzidenz und Schweregrad von Abnormitäten. 

Histopathologie 

- nicht neoplastische histopathologische Befunde, 

- neoplastische histopathologische Befunde, 

- Korrelation zwischen makroskopischen und mikroskopischen Befunden, 

- ausführliche Beschreibung aller behandlungsbedingten histopathologischen Befunde 

mit Einstufung des Schweregrads, 

- Bericht über eventuelle Peer-Reviews von Objektträgern. 
 

Statistische Auswertung der Ergebnisse, soweit zutreffend 

Diskussion der Ergebnisse einschließlich 

- Diskussion von Modellierungsansätzen 

- Dosis-Wirkungs-Beziehungen 

- historische Kontrolldaten 

- Prüfung aller Informationen über die Wirkungsweise 

- Bestimmung von BMD, NOAEL oder LOAEL 

- Relevanz für Menschen 

Schlussfolgerungen 
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Anlage 1 

 

DEFINITION  

Prüfsubstanz: jeder Stoff oder jedes Gemisch, der/das mit dieser Prüfmethode getestet 

wird.ñ 
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(7) Das Kapitel B.36 erhält folgende Fassung: 

 

ĂB.36. TOXIKOKINETIK  

EINLEITUNG  

1. Diese Methode entspricht der OECD TG 417 (2010). Studien zur Untersuchung der 

Toxikokinetik einer Prüfsubstanz werden durchgeführt, um geeignete Informationen 

über ihre Resorption, Verteilung, Biotransformation (d. h. ihren Metabolismus) und ihre 

Ausscheidung zu erhalten, um die Konzentration oder Dosis zur beobachteten Toxizität 

in Beziehung zu setzen und um mehr Erkenntnisse über den Mechanismus der Toxizität 

zu gewinnen. Die Toxikokinetik kann zum besseren Verständnis der Toxikologiestudien 

beitragen, indem gezeigt wird, dass die Versuchstiere der Prüfsubstanz systemisch 

ausgesetzt werden, und indem die Anteile des Ausgangsstoffs bzw. der Metaboliten im 

Blutkreislauf bestimmt werden. Die grundlegenden toxikokinetischen Parameter, die 

mithilfe dieser Studien bestimmt werden, geben auch Aufschluss über das Potenzial der 

Prüfsubstanz zur Akkumulation in Geweben und/oder Organen und über das Potenzial 

zur Induktion von Biotransformationsprozessen infolge der Exposition gegen die 

Prüfsubstanz. 

2. Toxikokinetik-Daten können dazu beitragen, die Eignung und Relevanz von 

Toxizitätsdaten aus Tierversuchen für die Extrapolation von Gefahren für den Menschen 

und/oder die Risikobewertung zu beurteilen. Darüber hinaus können 

Toxikokinetikstudien wichtige Informationen für die Bestimmung der Dosisstufen in 

Toxizitätsstudien (lineare oder nicht-lineare Kinetik), mit dem Verabreichungsweg 

zusammenhängende Wirkungen und andere Aspekte der Studienauslegung liefern. 

Bestimmte toxikokinetische Daten können für die Entwicklung von physiologisch-

basierten toxikokinetischen Modellen verwendet werden. 

3. Daten über Metaboliten und Toxikokinetik sind in vielerlei Hinsicht von Bedeutung. Sie 

können insbesondere Aufschluss über eventuelle Toxizitäten und Wirkungsweisen 

sowie deren Zusammenhang mit der Dosisstufe und dem Expositionsweg geben. Ferner 

können Metabolismusdaten auch hilfreiche Informationen für die Einschätzung der 

toxikologischen Bedeutung der Exposition gegen exogene Metaboliten der Prüfsubstanz 

liefern. 

4. Angemessene toxikokinetische Daten können die Akzeptanz und Anwendbarkeit von 

quantitativen Struktur-Wirkungs-Beziehungen, Read-across- oder Grouping-Ansätzen 

bei der Sicherheitsbewertung von chemischen Stoffen unterstützen. Kinetikdaten 

können auch zur Bewertung der toxikologischen Relevanz anderer Studien (z. B. in 

vivo/in vitro) herangezogen werden. 

5. Wenn kein anderer Verabreichungsweg genannt wird (siehe insbesondere die Nummern 

74-78), wird die Prüfsubstanz bei dieser Prüfmethode oral verabreicht. 

AUSGANGSÜBERLEGUNGEN 
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6. Anforderungen und Erfordernisse in Bezug auf die Endpunkte und toxikokinetischen 

Parameter, die für verschiedene Klassen von Chemikalien (z. B. Pestizide, Biozide, 

Industriechemikalien) zu bestimmen sind, unterscheiden sich je nach 

Regulierungssystem. Anders als bei den meisten Prüfmethoden werden bei der 

vorliegenden Methode Versuche zur Toxikokinetik beschrieben, die mehrere 

Messungen und Endpunkte erfordern. In Zukunft könnten mehrere neue Prüfmethoden 

und/oder Leitfäden erarbeitet werden, um jeden Endpunkt einzeln und ausführlicher zu 

beschreiben. Welche Versuche oder Bewertungen vorgenommen werden, richtet sich 

bei dieser Prüfmethode nach den Anforderungen und/oder Erfordernissen jedes 

Regulierungssystems. 

7. Es gibt zahlreiche Studien, mit denen das toxikokinetische Verhalten einer Prüfsubstanz 

zu Regulierungszwecken bestimmt werden könnte. Je nach Regulierungsanforderung 

oder Einzelfall sind jedoch möglicherweise nicht alle diese Studien für die Bewertung 

einer Prüfsubstanz erforderlich. Bei der Planung von Toxikokinetikstudien ist daher 

Flexibilität erforderlich, und die Eigenschaften der Prüfsubstanz müssen berücksichtigt 

werden. In manchen Fällen kann eine bestimmte Reihe von Fragen ausreichen, um die 

mit der Prüfsubstanz verbundenen Gefahren und Risiken zu ermitteln. Manchmal 

können die Toxikokinetikdaten bei der Auswertung anderer Toxikologiestudien erfasst 

werden. In anderen Fällen können je nach Regulierungsanforderungen und/oder wenn 

bei der Bewertung einer Prüfsubstanz neue Fragen auftreten, zusätzliche und/oder 

ausführlichere Toxikokinetikstudien erforderlich sein. 

8. Um die Qualität der Studie zu verbessern und eine unnötige Verwendung von 

Versuchstieren zu vermeiden, sollte das Prüflabor vor Durchführung der Studie alle 

verfügbaren Informationen über die Prüfsubstanz und relevante Metaboliten und 

analoge Stoffe berücksichtigen. Dies kann Daten aus anderen relevanten Prüfmethoden 

umfassen (In-vivo-Studien, In-vitro-Studien und/oder In-silico-Bewertungen)  Für die 

Studienplanung und die Interpretation der Ergebnisse können physikalisch-chemische 

Eigenschaften wie der Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient (ausgedrückt als POW), 

pKa, die Wasserlöslichkeit, der Dampfdruck und das Molekulargewicht eines 

chemischen Stoffs von Nutzen sein. Diese können mit geeigneten Methoden, die in den 

betreffenden Prüfmethoden beschrieben sind, bestimmt werden. 

GRENZEN 

9. Diese Prüfmethode ist weder für besondere Fälle wie trächtige oder säugende Weibchen 

oder Nachkommen noch für die Bewertung eventueller Rückstände in zur 

Lebensmittelerzeugung genutzten exponierten Tieren bestimmt. Die Daten aus der 

Studie gemäß Kapitel B.36 können jedoch als Orientierungshilfe für die Planung 

spezifischer Studien für derartige Untersuchungen dienen. Diese Prüfmethode ist nicht 

für die Prüfung von Nanomaterialien bestimmt. Ein Bericht über eine Vorprüfung von 

OECD-Prüfrichtlinien auf ihre Anwendbarkeit auf Nanomaterialien deutet darauf hin, 

dass die TG 417 (die dieser Prüfmethode B.36 entspricht) möglicherweise nicht auf 

Nanomaterialien anwendbar ist (1). 

DEFINITIONEN  
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10. Die für die Zwecke dieser Prüfmethode verwendeten Begriffe sind in der Anlage 

definiert. 

TIERSCHUTZERWÄGUNGEN  

11. Hinweise zur tierschutzgerechten Behandlung von Tieren sind im OECD Guidance 

Document (GD) 19 (2) zu finden. Es wird empfohlen, das OECD GD 19 für alle in 

dieser Prüfmethode beschriebenen In-vivo- und In-vitro-Studien zu beachten. 

BESCHREIBUNG DER MET HODEN 

Pilotstudien 

12. Es wird empfohlen, die Versuchsparameter für die Toxikokinetikstudien (z. B. 

Metabolismus, Massenbilanz, Analyseverfahren, Dosisfindung, Ausatmung von CO2 

usw.) auf der Grundlage von Pilotstudien festzulegen. Die Bestimmung dieser 

Parameter erfordert nicht in allen Fällen die Verwendung radiomarkierter Stoffe. 

Auswahl von Versuchstieren 

Tierart 

13. Für die toxikokinetische Prüfung sollte möglichst dieselbe Tierart (und derselbe Stamm) 

verwendet werden wie für andere toxikologische Prüfungen der betreffenden 

Prüfsubstanz. Normalerweise sollte dies die Ratte sein, da sie häufig in toxikologischen 

Studien verwendet wird. Die Verwendung anderer oder zusätzlicher Tierarten kann 

gerechtfertigt sein, wenn wichtige Toxikologiestudien Hinweise auf starke Toxizität bei 

diesen Tierarten ergeben oder wenn gezeigt werden kann, dass die 

Toxizität/Toxikokinetik bei diesen Tierarten von größerer Bedeutung ist, um die 

Wirkungen bei Menschen einschätzen zu können. Die Wahl der Tierart und des Stamms 

ist zu begründen. 

14. Sofern nichts anderes erwähnt ist, wird bei dieser Prüfmethode die Ratte als 

Versuchstier verwendet. Bei Verwendung anderer Versuchstierarten müssen bestimmte 

Aspekte der Methode möglicherweise geändert werden. 

Alter und Stamm 

15. Es sind junge, gesunde, adulte Tiere (zum Zeitpunkt der Dosierung normalerweise 6-12 

Wochen alt) zu verwenden (siehe auch Nummern 13 und 14). Die Verwendung anderer 

als junger, adulter Tiere ist zu begründen. Alle Tiere sollten zu Beginn der Studie 

annähernd gleich alt sein. Das Gewicht der einzelnen Tiere sollte nicht um mehr als 

± 20 % vom mittleren Gewicht der Prüfgruppe abweichen. Im Idealfall sollte derselbe 

Stamm verwendet werden wie für die Ableitung der toxikologischen Datenbasis für die 

Prüfsubstanz. 

Zahl und Geschlecht der Versuchstiere 

16. Für jede geprüfte Dosis sollten mindestens vier Tiere eines Geschlechts verwendet 



180 

 

werden. Die Wahl des Geschlechts der verwendeten Tiere ist zu begründen. Gibt es 

Hinweise auf signifikante geschlechtsspezifische Unterschiede der Toxizität, ist die 

Verwendung beider Geschlechter (vier männliche und vier weibliche Tiere) in Betracht 

zu ziehen. 

Haltungs- und Fütterungsbedingungen 

17. Die Tiere sollten während der Prüfzeitraums im Allgemeinen einzeln untergebracht 

werden. Eine Unterbringung in Gruppen könnte unter besonderen Bedingungen 

gerechtfertigt sein. Die Beleuchtung sollte künstlich sein, und die Hell- und 

Dunkelphasen sollten sich im Abstand von 12 Stunden abwechseln. Die Temperatur im 

Versuchstierraum sollte 22 °C (± 3 °C) und die relative Luftfeuchtigkeit 30-70 % 

betragen. An die Versuchstiere kann herkömmliches Laborfutter verfüttert werden, 

wobei eine unbegrenzte Trinkwasserversorgung zu gewährleisten ist. 

Prüfsubstanz 

18. Für alle Aspekte der Studie, die mit der Massenbilanz und der Identifizierung von 

Metaboliten zusammenhängen, sollte eine mit 
14

C radioaktiv markierte Prüfsubstanz 

verwendet werden. Wenn jedoch nachgewiesen werden kann, dass 

- die Massenbilanz und die Identifizierung von Metaboliten mit der nicht markierten 

Prüfsubstanz hinreichend beurteilt werden kann, 

- die analytische Spezifität und Sensitivität der Methode, bei der eine nicht radioaktive 

Prüfsubstanz verwendet wird, genau so gut oder besser sind als die, die mit einer 

radiomarkierten Prüfsubstanz erzielt werden könnten, 

braucht keine radioaktiv markierte Prüfsubstanz verwendet zu werden. Ferner können 

andere stabile radioaktive Isotope verwendet werden, insbesondere dann, wenn das 

Element für den toxischen Anteil der Prüfsubstanz verantwortlich oder Teil des toxischen 

Anteils ist. Die Radiomarkierung sollte möglichst in einen Kernbereich des Moleküls 

eingebaut werden, der metabolisch stabil ist (d. h. er ist nicht austauschbar, wird nicht 

metabolisch als CO2 ausgeschieden und wird nicht Teil des Einkohlenstoff-Pools des 

Organismus). Um die Metabolisierung der Prüfsubstanz zu verfolgen, müssen eventuell 

mehrere Stellen oder spezifische Regionen des Moleküls markiert werden. 

19. Die radiomarkierten und nichtmarkierten Prüfsubstanzen sollten mit geeigneten 

Methoden analysiert werden, um ihre Reinheit und Identität festzustellen. Die 

radioaktive Prüfsubstanz sollte die höchste für die spezielle Substanz erreichbare 

radioaktive Reinheit aufweisen (im Idealfall über 95 %), und es sollte nach Möglichkeit 

versucht werden, Verunreinigungen von 2 % oder mehr zu identifizieren. Der 

Reinheitsgrad sowie Identität und Anteil etwaiger Verunreinigungen sind zu 

dokumentieren. Einzelne Regulierungsprogramme können zusätzliche 

Orientierungshilfen für die Festlegung und Spezifikation von aus Gemischen 

bestehenden Prüfsubstanzen sowie Methoden zur Bestimmung der Reinheit vorsehen. 

Wahl der Dosis 

Pilotstudie 

20. Für die Pilotstudie ist in der Regel eine einzige orale Dosis ausreichend. Die Dosis sollte 
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nicht toxisch, aber dennoch hoch genug sein, dass die Metaboliten in den Exkreta (und 

gegebenenfalls im Plasma) identifiziert werden können und dass der Zweck der 

Pilotstudie gemäß Nummer 12 dieser Prüfmethode erfüllt ist. 

Hauptstudien 

21. Bei den Hauptstudien sollten mindestens zwei Dosen verabreicht werden, da die 

Informationen aus mindestens zwei Dosisgruppen die Dosisfestsetzung in anderen 

Toxizitätsstudien erleichtern und zur Bewertung der Dosis-Wirkungs-Beziehung von 

bereits vorliegenden Toxizitätsversuchen beitragen können. 

22. Wenn zwei Dosen verabreicht werden, sollten beide hoch genug sein, dass die 

Metaboliten in den Exkreta (und gegebenenfalls im Plasma) identifiziert werden 

können. Für die Festlegung der Dosis sind Informationen aus vorliegenden 

Toxizitätsdaten heranzuziehen. Liegen keine Informationen vor (z. B. aus Prüfungen auf 

akute orale Toxizität, die klinische Toxizitätszeichen identifizieren, oder aus 

Toxizitätsstudien mit wiederholter Verabreichung), so kann für die höhere Dosis ein 

Wert angesetzt werden, der unter dem Schätzwert für die LD50 (orale und dermale 

Verabreichung) oder die LC50 (Inhalation) oder unter dem unteren Wert des geschätzten 

Bereichs der akuten Toxizität liegt. Die niedrigere Dosis sollte ein Bruchteil der höheren 

Dosis sein. 

23. Wird nur eine Dosisstufe geprüft, sollte die Dosis möglichst hoch genug sein, dass die 

Metaboliten in den Exkreta (und gegebenenfalls im Plasma) identifiziert werden 

können; sie sollte allerdings keine offensichtliche Toxizität hervorrufen. Es ist zu 

begründen, warum keine zweite Dosisstufe verwendet wurde. 

24. Wenn die Wirkung der Dosis auf kinetische Prozesse bestimmt werden muss, reichen 

zwei Dosen möglicherweise nicht aus; mindestens eine Dosis sollte hoch genug sein, 

um diese Prozesse zu sättigen. Ist die Fläche unter der Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve 

(AUC) zwischen zwei in der Hauptstudie verwendeten Dosisstufen nicht linear, so kann 

daraus geschlossen werden, dass zwischen diesen beiden Dosisstufen die Sättigung 

eines oder mehrerer der kinetischen Prozesse stattfindet. 

25. Bei schwach toxischen Prüfsubstanzen ist eine Höchstdosis von 1000 mg/kg 

Körpergewicht (orale und dermale Verabreichung) zu verwenden (bei Verabreichung 

durch Inhalation siehe Kapitel B.2 dieses Anhangs; diese Dosis sollte normalerweise 

nicht über 2 mg/l liegen). Je nach Regulierungsanforderungen können mit den 

chemischen Eigenschaften des Stoffs zusammenhängende Gründe eine höhere Dosis 

erfordern. Die Dosiswahl ist stets zu begründen. 

26. Für die Bestimmung des Akkumulations- und/oder Persistenzpotenzials können Daten 

über die Toxikokinetik und die Gewebeverteilung auf der Grundlage einer Einzeldosis 

ausreichen. Unter bestimmten Umständen kann jedoch eine mehrmalige Verabreichung 

erforderlich sein, i) um das Akkumulations- und/oder Persistenzpotenzial oder 

Veränderungen der Toxikokinetik (z. B. Enzyminduktion und ïhemmung) genauer zu 

untersuchen oder ii) um Regulierungsanforderungen zu erfüllen. In Studien mit 

mehrmaliger Dosierung ist die Verabreichung niedriger Dosen zwar im Allgemeinen 

ausreichend, aber unter bestimmten Umständen kann auch die mehrmalige 

Verabreichung hoher Dosen notwendig sein (siehe auch Nummer 57). 
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Verabreichung der Prüfsubstanz 

27. Die Prüfsubstanz sollte homogen in demselben Vehikel gelöst oder suspendiert werden, 

das für die anderen mit dieser Prüfsubstanz durchgeführten Toxizitätsstudien mit oraler 

Gabe über eine Schlundsonde verwendet wurde, wenn diese Informationen vorliegen. 

Die Wahl des Vehikels ist zu begründen. Die Wahl des Vehikels und des 

Dosierungsvolumens sollten bei der Planung der Studie berücksichtigt werden. Die 

übliche Verabreichungsmethode ist die Schlundsonde. In bestimmten Fällen kann 

jedoch die Verabreichung in einer Gelatinekapsel oder als Futterbeimischung von 

Vorteil sein (beides ist zu begründen). Die jedem Versuchstier verabreichte tatsächliche 

Dosis ist zu überprüfen. 

28. Das maximale Flüssigkeitsvolumen, das einem Versuchstier auf einmal oral über eine 

Schlundsonde verabreicht werden kann, hängt von der Größe des Versuchstiers, der Art 

des Vehikels und einer etwaigen Futterkarenz vor der Verabreichung der Prüfsubstanz 

ab. Die Verabreichung oder Einschränkung von Futter vor der Dosierung ist zu 

begründen. Sowohl bei wässrigen als auch bei nichtwässrigen Vehikeln ist das Volumen 

so gering wie möglich zu halten. Bei Nagetieren sollte das Dosisvolumen normalerweise 

10 ml/kg Körpergewicht nicht übersteigen. Bei Vehikeln für lipophilere Prüfsubstanzen 

können Volumina ab 4 ml/kg Körpergewicht verwendet werden. Bei mehrmaliger 

Dosierung, wenn täglicher Futterentzug kontraindiziert wäre, sind geringere 

Dosisvolumen zu verwenden (z. B. 2-4 ml/kg Körpergewicht). Soweit möglich, sollten 

Dosisvolumen verwendet werden, die mit denen im Einklang stehen, die in anderen 

Studien mit oraler Gabe einer Prüfsubstanz über eine Schlundsonde verabreicht wurden. 

29. Die Prüfsubstanz kann intravenös (IV) verabreicht und im Blut und/oder in den Exkreta 

gemessen werden, um die Bioverfügbarkeit oder die relative orale Resorption zu 

bestimmen. Bei dieser Art von Studie wird eine Einzeldosis der Prüfsubstanz (die 

normalerweise der unteren oralen Dosis entspricht, diese aber nicht übersteigt ï siehe 

Dosiswahl) unter Verwendung eines geeigneten Vehikels verabreicht. Diese Dosis wird 

mindestens vier Tieren des geeigneten Geschlechts (falls gerechtfertigt, können beide 

Geschlechter verwendet werden - siehe Nummer 16) in einem geeigneten Volumen 

(z. B. 1 ml/kg Körpergewicht) an der gewählten Verabreichungsstelle verabreicht. Für 

die intravenöse Verabreichung muss die Prüfsubstanz vollständig in der 

Dosiszubereitung aufgelöst oder suspendiert sein. Das Vehikel für die intravenöse 

Verabreichung sollte die Integrität der Blutzellen oder die Durchblutung nicht 

beeinträchtigen. Wenn die Prüfsubstanz infundiert wird, ist die 

Infusionsgeschwindigkeit zu protokollieren; sie sollte für alle Tiere gleich sein, 

vorausgesetzt, es wird eine Infusionspumpe verwendet. Beim Legen einer Kanüle in die 

Vena jugularis (zur Verabreichung der Prüfsubstanz und/oder zur Blutabnahme) oder 

bei Verwendung der Arteria femoralis für die Verabreichung sollten die Tiere 

narkotisiert werden. Die Wahl der Anästhesieart muss wohl überlegt sein, da sie 

Auswirkungen auf die Toxikokinetik haben kann. Vor Injektion der Prüfsubstanz mit 

dem Vehikel müssen sich die Tiere ausreichend von der Anästhesie erholen können. 

30. Für bestimmte Prüfsubstanzen können je nach ihren physikalisch-chemischen 

Eigenschaften und der voraussichtlichen Verwendung durch Menschen oder die 

Exposition von Menschen auch andere Verabreichungswege wie die Verabreichung 

über die Haut oder durch Inhalation (siehe Nummern 74-78) angebracht sein. 
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Messungen 

Massenbilanz 

31. Die Massenbilanz wird aufgestellt durch Addition des prozentualen Anteils der 

verabreichten (radioaktiven) Dosis, die in Urin, Fäzes und ausgeatmeter Luft 

ausgeschieden wurde, und des in Geweben, Tierkörper und Käfigreinigungsrückständen 

(siehe Nummer 46) vorliegenden prozentualen Anteils. Im Allgemeinen gilt eine 

Gesamtwiederfindungsrate im Bereich von > 90 % der verabreichten Prüfsubstanz 

(Radioaktivität) als ausreichend. 

Resorption  

32. Eine erste Schätzung der Resorption ergibt sich, wenn man den Prozentsatz der Dosis 

im Magen-Darm-Trakt und/oder in den Fäzes aus der Bestimmung der Massenbilanz 

ausschließt. Für die Berechnung der prozentualen Resorption siehe Nummer 33. Für die 

Untersuchung der Exkreta siehe Nummern 44-49. Wenn das genaue Ausmaß der 

Resorption nach oraler Gabe nicht auf der Grundlage der Massenbilanz festgestellt 

werden kann (z. B. wenn die Fäzes mehr als 20 % der verabreichten Dosis enthalten), 

könnten weitere Untersuchungen erforderlich sein. Hierbei kann es sich handeln 1) um 

die orale Verabreichung einer Prüfsubstanz und ihre Messung in der Gallenflüssigkeit 

oder 2) um die orale und intravenöse Verabreichung einer Prüfsubstanz und die 

Messung der Nettomenge der Substanz im Urin, in der ausgeatmeten Luft und im 

Körper bei beiden Verabreichungswegen. In beiden Fällen wird die 

Radioaktivitätsmessung als Ersatzmethode für die chemisch-spezifische Analyse der 

Prüfsubstanz und ihrer Metaboliten durchgeführt. 

33. Zur Prüfung der biliären Ausscheidung wird die Prüfsubstanz normalerweise oral 

verabreicht. In dieser Studie sind Kanülen in die Gallengänge von mindestens vier 

Tieren des geeigneten Geschlechts (oder beider Geschlechter, falls gerechtfertigt) zu 

legen, und es ist eine Einzeldosis der Prüfsubstanz zu verabreichen. Nach 

Verabreichung der Prüfsubstanz ist die Ausscheidung der Radioaktivität/Prüfsubstanz in 

der Gallenflüssigkeit so lange zu überwachen, wie erforderlich ist, um den Prozentsatz 

der über diesen Weg ausgeschiedenen Dosis zu bestimmen; mit diesem Wert kann 

mithilfe nachstehender Formel unmittelbar das Ausmaß der oralen Resorption berechnet 

werden: 

Prozentuale Resorption = (Menge in Gallenflüssigkeit + Urin + ausgeatmeter Luft + 

Tierkörper ohne Inhalt des Magen-Darm-Trakts) / verabreichte Menge x 100 

34. Bei bestimmten Klassen von Prüfsubstanzen kann eine direkte Sekretion der 

resorbierten Dosis durch die Darmmembranen erfolgen. In diesen Fällen gilt die 

Messung der prozentualen Dosis in den Fäzes nach einer oralen Dosis im kanülierten 

Gallengang der Ratte nicht als repräsentativ für die nicht resorbierte Dosis. Für Fälle, in 

denen von einer intestinalen Sekretion ausgegangen wird, wird empfohlen, den 

Prozentsatz der resorbierten Dosis auf die Resorption zu stützen, die aus einem 

Vergleich der Ausscheidung nach oraler und nach intravenöser Verabreichung (intakte 

Ratte oder Ratte mit Gallengangkanülierung) berechnet wird (siehe Nummer 35). Wenn 

die intestinale Sekretion quantifiziert werden muss, wird auch empfohlen, die Exkretion 

bei der Ratte mit Gallengangkanülierung nach IV-Verabreichung der Dosis zu messen. 
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Bioverfügbarkeit 

35. Die Bioverfügbarkeit kann wie unter den Nummern 50, 51 und 52 beschrieben, 

aufgrund der Plasma-/Blutkinetik der oralen und intravenösen Gruppen durch 

spezifische chemische Analyse der Prüfsubstanz und/oder des/der relevanten 

Metaboliten bestimmt werden, d. h. es ist keine radiomarkierte Prüfsubstanz 

erforderlich. Die Bioverfügbarkeit (F) der Prüfsubstanz oder des/der relevanten 

Metaboliten kann dann wie folgt berechnet werden: 

F =  ( AUCexp  / AUCIV ) x ( DosisV  / Dosisexp ) 

Dabei ist AUC die Fläche unter der Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve und exp der 

Verabreichungsweg (oral, dermal oder Inhalation). 

36. Für die Bewertung der Risiken in Bezug auf systemische Wirkungen wird im 

Allgemeinen die Bioverfügbarkeit der toxischen Komponente gegenüber der 

prozentualen Resorption bevorzugt, um die systemischen Konzentrationen aus 

Tierstudien mit analogen Biomonitoring-Daten aus Studien über die Exposition von 

Arbeitnehmern zu vergleichen. Die Situation kann allerdings komplizierter werden, 

wenn die Dosen im nicht linearen Bereich liegen. Daher ist es wichtig, dass die 

toxikokinetische Prüfung Dosen im linearen Bereich bestimmt. 

Gewebeverteilung 

37. Kenntnisse über die Verteilung einer Prüfsubstanz und/oder ihrer Metaboliten im 

Gewebe sind wichtig für die Identifizierung der Zielgewebe, für das Verständnis der 

zugrunde liegenden Toxizitätsmechanismen und für die Einschätzung des 

Akkumulations- und Persistenzpotenzials der Prüfsubstanz und ihrer Metaboliten. Der 

Prozentsatz der (radioaktiven) Gesamtdosis in den Geweben und im restlichen 

Tierkörper wird mindestens am Ende des Ausscheidungsversuchs gemessen (z. B. 

normalerweise 7 Tage nach der Dosierung oder weniger je nach spezifischem Verhalten 

der Prüfsubstanz). Wird am Ende der Studie keine Prüfsubstanz in den Geweben 

gefunden (z. B. weil die Prüfsubstanz wegen einer kurzen Halbwertzeit vor Ende der 

Studie eliminiert worden sein könnte), ist darauf zu achten, dass die Daten nicht falsch 

interpretiert werden. In diesem Fall ist die Gewebeverteilung zum Zeitpunkt der 

maximalen Plasma-/Blutkonzentration (Tmax) der Prüfsubstanz (und/oder Metaboliten) 

oder der maximalen Urinausscheidungsrate zu untersuchen (siehe Nummer 38). Darüber 

hinaus können Gewebeentnahmen zu zusätzlichen Zeitpunkten erforderlich sein, um die 

Gewebeverteilung der Prüfsubstanz und/oder ihrer Metaboliten zu bestimmen, 

(gegebenenfalls) die Zeitabhängigkeit zu beurteilen und die Aufstellung der 

Massenbilanz zu erleichtern und/oder wenn eine zuständige Behörde sie vorschreibt. Zu 

den zu entnehmenden Geweben gehören u. a. Leber, Fett, Magen-Darm-Trakt, Nieren, 

Milz, Vollblut, der restliche Tierkörper, Zielorgangewebe und sonstige Gewebe (z. B. 

Schilddrüse, Erythrozyten, Fortpflanzungsorgane, Haut, Augen (insbesondere bei 

pigmentierten Tieren)), die für die toxikologische Bewertung der Prüfsubstanz 

potenziell von Bedeutung sind. Die Analyse zusätzlicher Gewebe zu denselben 

Zeitpunkten ist in Betracht zu ziehen, um die Nutzung der Tiere zu maximieren und falls 

bei subchronischen oder chronischen Toxizitätsstudien Zielorgantoxizität festgestellt 

wird. Die Konzentration (radioaktiver) Rückstände und die Gewebe/Plasma-

Verhältnisse (Gewebe/Blut-Verhältnisse) sollten ebenfalls angegeben werden. 
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38. Eine zuständige Behörde kann auch die Bewertung der Gewebeverteilung zu weiteren 

Zeitpunkten wie dem Zeitpunkt der maximalen Plasma-/Blutkonzentration (z. B. Tmax) 

oder der maximalen Urinausscheidungsrate, die in kinetischen Studien zu Plasma/Blut 

oder Ausscheidungen bestimmt wurde, benötigen oder vorschreiben. Diese 

Informationen können hilfreich sein, um die Toxizität und das Akkumulations- und 

Persistenzpotenzial der Prüfsubstanz und ihrer Metaboliten zu verstehen. Die Wahl der 

Proben ist zu begründen. Die zu analysierenden Proben sollten im Allgemeinen 

dieselben sein wie unter Nummer 37. 

39. Für die Gewebeverteilungsstudien kann die Radioaktivität mithilfe von Organsektion, 

Homogenisierung, Verbrennung und/oder Solubilisierung und anschließender 

Flüssigszintillationszählung von aufgefangenen Rückständen quantitativ bestimmt 

werden. Bestimmte Techniken, die sich zurzeit in unterschiedlichen 

Entwicklungsphasen befinden, z. B. die quantitative Ganzkörper-Autoradiographie oder 

die mikroskopische Autoradiographie der Rezeptoren, können nützlich sein, um die 

Verteilung einer Prüfsubstanz in den Organen und/oder Geweben zu bestimmen (3) (4).  

40. Bei anderer Exposition als auf oralem Weg sollten spezifische Gewebe entnommen und 

analysiert werden, z. B. die Lungen bei Inhalationsstudien und Haut bei Studien mit 

dermaler Applikation. Siehe Nummern 74-78. 

Metabolismus 

41. Zur Identifizierung und Quantifizierung der unveränderten Prüfsubstanz und der 

Metaboliten sollten Exkreta (und gegebenenfalls Plasma) gesammelt werden (siehe 

Nummern 44-49). Das Poolen von Exkreta zur leichteren Identifizierung von 

Metaboliten innerhalb eines Dosisgruppe ist zulässig. Es wird empfohlen, das Profil der 

Metaboliten jedes Zeitabschnitts der Studie zu erstellen. Ist dies mangels Proben 

und/oder Radioaktivität nicht möglich, können Urin und Fäzes von unterschiedlichen 

Zeitpunkten, aber nur von Tieren desselben Geschlechts, die die gleiche Dosis erhalten 

haben, gepoolt werden. Bei der Untersuchung von Urin, Fäzes, ausgeatmeter 

Radioaktivität von behandelten Tieren und gegebenenfalls Gallenflüssigkeit sind 

geeignete qualitative und quantitative Methoden anzuwenden. 

42. Es sollte nach Möglichkeit versucht werden, alle Metaboliten, die zu 5 % oder mehr der 

verabreichten Dosis vorhanden sind, zu identifizieren und ein Metabolismusschema für 

die Prüfsubstanz zu erstellen. Prüfsubstanzen, von denen beschrieben wurde, dass sie zu 

5 % oder mehr der verabreichten Dosis in Exkreta enthalten sind, sollten identifiziert 

werden. Die Identifizierung bezieht sich auf die genaue strukturelle Bestimmung der 

Komponenten. Die Identifizierung erfolgt normalerweise entweder durch Co-

Chromatographie des Metaboliten mit bekannten Standards unter Verwendung von zwei 

unterschiedlichen Systemen oder durch Techniken, mit denen eine positive strukturelle 

Identifizierung erreicht werden kann, wie Massenspektrometrie, 

Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) usw. Bei der Co-Chromatographie sind 

Verfahren, die zur Bestimmung der Identität von Metaboliten die gleiche stationäre 

Phase mit zwei unterschiedlichen Lösungsmittelsystemen verwenden, zu vermeiden, da 

die Methoden dann nicht unabhängig sind. Bei der Identifizierung mithilfe der Co-

Chromatographie sind zwei unterschiedliche, analytisch unabhängige Systeme wie die 

Umkehr- und Normalphasen-Dünnschichtchromatographie (TLC) und die 

Hochleistungsflüssigchromatograpie (HPLC) anzuwenden. Wenn die 
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chromatographische Trennung gut genug ist, braucht das Ergebnis nicht spektroskopisch 

bestätigt zu werden. Eine eindeutige Identifizierung auf der Grundlage struktureller 

Informationen kann auch mit folgenden Methoden erzielt werden: 

Flüssigchromatographie/Massenspektrometrie (LC-MS) oder Flüssigchromatographie/ 

Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS), Gaschromatographie/Massen-

spektrometrie (GC/MS) und Kernspinresonanzspektroskopie (NMR). 

43. Ist die Identifizierung von Metaboliten, die 5 % oder mehr der verabreichten Dosis 

ausmachen, nicht möglich, ist dies im Abschlussbericht zu begründen/erläutern. Auch 

die Identifizierung von Metaboliten, die weniger als 5 % der verabreichten Dosis 

ausmachen, kann angezeigt sein, um den Metabolismusweg besser zu verstehen und die 

Gefahren und/oder Risiken der Prüfsubstanz bewerten zu können. Soweit möglich, ist 

eine Bestätigung der Struktur der Metaboliten anzugeben. Hierzu kann es erforderlich 

sein, ihr Profil im Plasma, im Blut oder in anderen Geweben zu erstellen. 

Ausscheidung 

44. Geschwindigkeit und Ausmaß der Ausscheidung der verabreichten Dosis sollten durch 

Messung der Prozentsatzes der aus Urin, Fäzes und ausgeatmeter Luft 

wiedergewonnenen (radioaktiven) Dosis bestimmt werden. Diese Daten tragen auch zur 

Aufstellung der Massenbilanz bei. Die Mengen der mit Urin, Fäzes und ausgeatmeter 

Luft ausgeschiedenen Prüfsubstanz (Radioaktivität) sollte in geeigneten Zeitabständen 

bestimmt werden (siehe Nummern 47, 48 und 49). Versuche mit wiederholter 

Verabreichung sollten so ausgelegt sein, dass Ausscheidungsdaten erfasst werden 

können, die die unter Nummer 26 genannten Ziele erfüllen. Dann können Vergleich mit 

Einzeldosisversuchen angestellt werden. 

45. Wenn eine Pilotstudie ergeben hat, dass mit der ausgeatmeten Luft keine nennenswerten 

Mengen der Prüfsubstanz (Radioaktivität) (nach Nummer 49) ausgeschieden werden, 

braucht die ausgeatmete Luft in der Hauptstudie nicht aufgefangen zu werden. 

46. Die Tiere sind getrennt in Stoffwechselkäfigen zu halten, damit die Exkreta (Urin, Fäzes 

und ausgeatmete Luft) aufgefangen werden können. Am Ende jedes Auffangzeitraums 

(siehe Nummern 47, 48 und 49) sind die Stoffwechselkäfige mit einem geeigneten 

Lösungsmittel durchzuspülen, um möglichst viel von der Prüfsubstanz (Radioaktivität) 

zurückzugewinnen. Das Auffangen von Exkreta sollte nach 7 Tagen beendet werden, 

oder wenn mindestens 90 % der verabreichten Dosis wiedergewonnen wurde, je 

nachdem was zuerst eintritt. 

47. Die Gesamtmengen der Prüfsubstanz (Radioaktivität) im Urin sind am ersten Tag des 

Auffangens zu mindestens zwei Zeitpunkten, von denen einer 24 Stunden nach der 

Dosierung liegen sollte, und danach täglich bis zum Ende der Studie zu bestimmen. Es 

wird empfohlen, die Proben zu mehr als zwei Zeitpunkten am ersten Tag zu nehmen 

(z. B. nach 6, 12 und 24 Stunden). Die Ergebnisse der Pilotstudien sind auf 

Informationen zu alternativen oder zusätzlichen Auffangzeitpunkten zu analysieren. Die 

Auffangzeitpläne sind zu begründen.  

48. Die Gesamtmengen der Prüfsubstanz (Radioaktivität) in den Fäzes sollte täglich und 

zwar erstmals 24 Stunden nach der Dosierung bis zum Ende der Studie bestimmt 

werden, es sei denn, aufgrund von Pilotstudien erscheinen andere oder zusätzliche 
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Zeitpunkte für das Auffangen angebracht. Alternative Auffangzeitpläne sind zu 

begründen. 

49. Ausgeatmetes CO2 und andere flüchtige Stoffe brauchen in einer Studie nicht mehr 

aufgefangen zu werden, wenn in der innerhalb von 24 Stunden aufgefangenen 

ausgeatmeten Luft weniger als 1 % der verabreichten Dosis gefunden wird. 

Zeitverlaufsstudien 

Plasma-/Blutkinetik 

50. Zweck dieser Studien ist die Bestimmung grundlegender Toxikokinetikparameter [z. B. 

Cmax, Tmax Halbwertszeit (t1/2), AUC] der Prüfsubstanz. Die Studien können mit einer 

Einzeldosis durchgeführt werden, im Allgemeinen werden jedoch zwei oder mehr 

Dosen verwendet. Die Dosis ist je nach Art des Versuchs und/oder der zu 

untersuchenden Frage festzusetzen. Zur Klärung von Fragen wie z. B. zur 

Bioverfügbarkeit der Prüfsubstanz und/oder zur Feststellung des Effekts der Dosis auf 

die Clearance (z. B. um festzustellen, ob die Sättigung der Clearance dosisabhängig ist) 

können kinetische Daten benötigt werden. 

51. Für diese Studien sind mindestens vier Tiere eines Geschlechts je Dosisgruppe zu 

verwenden. Die Wahl des Geschlechts der verwendeten Tiere ist zu begründen. Gibt es 

Hinweise auf signifikante geschlechtsspezifische Unterschiede der Toxizität, ist die 

Verwendung beider Geschlechter (vier männliche und vier weibliche Tiere) in Betracht 

zu ziehen. 

52. Nach Verabreichung der (radiomarkierten) Prüfsubstanz werden jedem Tier zu 

angemessenen Zeitpunkten mit der geeigneten Methode Blutproben entnommen. 

Volumen und Anzahl der Blutproben, die je Tier genommen werden können, sind 

möglicherweise durch die potenziellen Wirkungen wiederholter Probenahmen auf die 

Gesundheit/Physiologie des Tiers und/oder durch die Sensitivität der Analysemethode 

begrenzt. Die Proben sind für jedes einzelne Tier zu analysieren. In bestimmten Fällen 

(z. B. Charakterisierung von Metaboliten) müssen Proben von mehreren Tieren gepoolt 

werden. Gepoolte Proben sind deutlich zu kennzeichnen, und das Poolen ist zu 

begründen. Wird eine radiomarkierte Prüfsubstanz verwendet, kann eine Analyse der 

vorhandenen Gesamtradioaktivität angebracht sein. In diesem Fall ist die 

Gesamtradioaktivität im Vollblut und im Plasma oder im Plasma und in den 

Erythrozyten zu bestimmen, damit das Blut/Plasmaverhältnis berechnet werden kann. In 

anderen Fällen können spezifischere Untersuchungen, die die Identifizierung der 

Ausgangssubstanz und/oder der Metaboliten erfordern, oder die Bewertung der 

Proteinbindung notwendig sein. 

Sonstige Gewebekinetik 

53. Diese Studien sollen Informationen über den zeitlichen Verlauf liefern, um so über die 

Bestimmung der Konzentrationen der Prüfsubstanz in verschiedenen Geweben Fragen 

zur Art und Weise der toxischen Wirkungen, zur Bioakkumulation und zur 

Biopersistenz klären zu können. Die Auswahl der Gewebe und die Anzahl der zu 

bewertenden Zeitpunkte richtet sich danach, welcher Aspekt untersucht werden soll und 

welche toxikologischen Daten über die Prüfsubstanz vorliegen. Bei der Planung dieser 
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zusätzlichen gewebekinetischen Studien sind die gemäß den Nummern 37-40 

gewonnenen Informationen zu berücksichtigen. Die Studien können mit einfacher oder 

mehrmaliger Dosierung durchgeführt werden. Die gewählte Methode ist ausführlich zu 

begründen. 

54. Mögliche Gründe für die Durchführung weiterer gewebekinetischer Studien: 

- Hinweise auf eine längere Halbwertszeit im Blut, die auf die Möglichkeit einer 

Akkumulation der Prüfsubstanz in verschiedenen Geweben hindeutet, oder 

- Interesse daran herauszufinden, ob in bestimmten Geweben ein konstantes Niveau 

erreicht wurde. (In Studien mit wiederholter Verabreichung kann es z. B. selbst wenn 

sich offenbar ein konstanter Spiegel der Prüfsubstanz im Blut eingestellt hat, von 

Interesse sein, sich zu vergewissern, dass auch in den Zielgeweben ein konstantes 

Niveau erreicht wurde.) 

55. Bei dieser Art von Zeitverlaufsstudien ist eine geeignete orale Dosis der Prüfsubstanz an 

mindestens vier Tiere je Dosis je Zeitpunkt zu verabreichen. Dann ist der zeitliche 

Verlauf der Verteilung in den ausgewählten Geweben zu überwachen. Sofern keine 

geschlechtsspezifische Toxizität beobachtet wird, braucht nur ein Geschlecht verwendet 

zu werden. Ob die Gesamtradioaktivität oder die Ausgangssubstanz und/oder ihre 

Metaboliten bestimmt werden, richtet sich nach der zu untersuchenden Fragestellung. 

Die Gewebeverteilung ist mithilfe der geeigneten Verfahren zu bewerten. 

Enzyminduktion/-inhibition 

56. Studien zu den möglichen Wirkungen der Enzyminduktion/-inhibition oder zur 

Biotransformation der Prüfsubstanz können in einem oder mehreren der folgenden Fälle 

erforderlich sein: 

1) Die vorliegenden Erkenntnisse deuten auf eine Beziehung zwischen der 

Biotransformation der Prüfsubstanz und erhöhter Toxizität hin; 

2) die vorliegenden Toxizitätsdaten deuten auf eine nicht lineare Beziehung 

zwischen Dosis und Metabolismus hin; 

3) die Ergebnisse der Studien zur Metabolitenidentifizierung ergeben einen 

potenziell toxischen Metaboliten, der durch einen Enzymweg produziert 

worden sein könnte, der durch die Prüfsubstanz induziert wurde; 

4) zur Erklärung der Wirkungen, die mit Phänomenen der Enzyminduktion 

verbunden sein sollen; 

5) Wenn in In-vitro- oder In-vivo-Versuchen mit unterschiedlichen Tierarten 

oder unter unterschiedlichen Bedingungen toxikologisch signifikante 

Veränderungen des Metabolismusprofils der Prüfsubstanz beobachtet 

werden, kann eine Bestimmung des beteiligten Enzyms bzw. der beteiligen 

Enzyme erforderlich sein (z. B. Phase-I-Enzyme wie Isozyme des 

Cytochrom-P450-Monooxygenasesystems, Phase-II-Enzyme wie Isozyme 

von Sulfotransferase oder Uridin-Diphosphat-Glucuronosyltransferase oder 

jedes andere relevante Enzym). Diese Informationen können zur 

Beurteilung der Relevanz von Extrapolationen von einer Tierart zu einer 

anderen Tierart verwendet werden. 

57. Zur Beurteilung der mit der Prüfsubstanz zusammenhängenden toxikokinetischen 

Veränderungen sind geeignete Studienprotokolle zu verwenden, die entsprechend 
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validiert und gerechtfertigt sind. Die Studien können z. B. zwecks Bestimmung des 

Metabolismusprofils die mehrmalige Dosierung einer unmarkierten Prüfsubstanz, 

gefolgt von einer einzigen radiomarkierten Dosis an Tag 14 oder die mehrmalige 

Dosierung einer radiomarkierten Prüfsubstanz mit Probenahme an den Tagen 1, 7 und 

14 vorsehen. Die mehrmalige Dosierung einer radiomarkierten Prüfsubstanz kann auch 

Aufschluss über die Bioakkumulation geben (siehe Nummer 26). 

ZUSÄTZLICHE METHODEN  

58. Mithilfe zusätzlicher Methoden, die über die in dieser Prüfmethode beschriebenen In-

vivo-Versuche hinausgehen, können nützliche Informationen über Resorption, 

Verteilung, Metabolismus und Elimination einer Prüfsubstanz bei bestimmten Tierarten 

gewonnen werden. 

 

Nutzung von In -vitro-Informationen  

59. Durch In-vitro-Studien mit geeigneten Testsystemen können mehrere Fragestellungen 

zum Metabolismus der Prüfsubstanz geklärt werden. Zur Untersuchung möglicher 

Metaboliten können frisch isolierte oder gezüchtete Hepatozyten und subzelluläre 

Fraktionen (z. B. Mikrosomen und Cytosol oder S9 Fraktion) von der Leber verwendet 

werden. Der lokale Metabolismus im Zielorgan, z. B. in der Lunge, kann für die 

Risikobewertung von Interesse sein. Für diese Zwecke können mikrosomale Fraktionen 

von Zielgeweben nützlich sein. Studien mit Mikrosomen können nützlich sein, um 

Unterschiede, die mit dem Geschlecht oder der Lebensphase zusammenhängen könnten, 

zu klären und Enzymparameter (Km und Vmax) zu beschreiben, die die Bewertung der 

Dosisabhängigkeit des Metabolismus bezogen auf die Expositionsstufen erleichtern 

können. Darüber hinaus können Mikrosome hilfreich sein, um die am Metabolismus der 

Prüfsubstanz beteiligten spezifischen mikrosomalen Enzyme zu identifizieren, die für 

die Extrapolation von einer Tierart zu einer anderen relevant sein können (siehe auch 

Nummer 56). Das Potenzial für die Induktion der Biotransformation kann auch mithilfe 

von subzellulären Fraktionen der Leber (z. B. Mikrosomen und Cytosol) von mit der 

Prüfsubstanz vorbehandelten Tieren durch In-vitro-Induktionsstudien an Hepatozyten 

oder auf der Grundlage spezifischer Zelllinien, die relevante Enzyme exprimieren 

untersucht werden. Unter bestimmten Bedingungen kann die Verwendung subzellulärer 

Fraktionen von menschlichen Geweben für die Bestimmung potenzieller artspezifischer 

Unterschiede in Betracht gezogen werden. Die Ergebnisse von In-vitro-Untersuchungen 

können auch für die Entwicklung von physiologisch-basierten toxikokinetischen 

Modellen von Nutzen sein (5). 

60. In-vitro-Hautresorptionsstudien können zusätzliche Informationen zur Beschreibung der 

Resorption liefern (6). 

61. Mit primären Zellkulturen von Leberzellen und frischen Gewebeschnitten können 

ähnliche Fragen untersucht werden wie mit Lebermikrosomen. In bestimmten Fällen 

kann es möglich sein, spezifische Fragen mithilfe von Zelllinien, die das betreffende 

Enzym exprimieren, oder mit genetisch veränderten Zelllinien zu beantworten. In 

anderen Fällen kann es hilfreich sein, die Inhibition und Induktion spezifischer 
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Cytochrom-P450-Isozyme (z. B. CYP1A1, 2E1, 1A2 und andere) und/oder Phase-II-

Enzyme durch die Ausgangsverbindung mittels In-vitro-Studien zu untersuchen. Die so 

gewonnenen Informationen können für strukturverwandte Verbindungen nützlich sein. 

Verwendung toxikokinetischer Daten aus Toxizitätsstudien als ergänzende 

Informationen 

62. Die Analyse von Blut-, Gewebe- und/der Ausscheidungsproben, die im Verlauf anderer 

Toxizitätsstudien genommen wurden, kann Daten zur Bioverfügbarkeit, zu 

Veränderungen der Plasmakonzentration im Zeitverlauf (AUC, Cmax), zum 

Bioakkumulationspotenzial, zu den Clearance-Raten und zu Veränderungen des 

Metabolismus und der Kinetik liefern, die mit dem Geschlecht oder der Lebensphase der 

Tiere zusammenhängen. 

63. Die Studienauslegung kann auch im Hinblick auf die Klärung folgender Aspekte 

angepasst werden: Sättigung der Resorption, Biotransformations- oder 

Ausscheidungswege bei höheren Dosisstufen, Funktion neuer Stoffwechselwege bei 

höheren Dosen und Begrenzung toxischer Metaboliten auf höhere Dosen. 

64. Weitere Aspekte, die zur Beurteilung der Gefahren untersucht werden können: 

- die altersbedingte Empfindlichkeit, die vom Zustand der Blut-Hirn-Schranke, der 

Nieren und/oder der Detoxifizierungskapazität abhängt; 

- die Empfindlichkeit bestimmter Unterpopulationen aufgrund unterschiedlicher 

Biotransformationskapazitäten oder anderer toxikokinetischer Unterschiede; 

- Ausmaß der Exposition des Fötus durch transplazentare Übertragung von chemischen 

Stoffen oder der Exposition von Neugeborenen durch das Säugen. 

Verwendung toxikokinetischer Modelle 

65. Toxikokinetische Modelle können für verschiedene Aspekte der Gefahren- und 

Risikobewertung von Nutzen sein, z. B. für die Vorhersage der systemischen Exposition 

und der die inneren Gewebe erreichenden Dosis. Außerdem können spezifische Fragen 

zur Wirkungsweise untersucht werden. Die Modelle können als Grundlage für die 

Extrapolation zwischen Tierarten, Expositionswegen und Dosierungsmustern sowie für 

die Bewertung des Risikos für den Menschen dienen. Zu den nützlichen Daten für die 

Entwicklung von physiologisch-basierten toxikokinetischen Modellen für eine 

Prüfsubstanz bei einer bestimmten Tierart gehören 1) die Verteilungskoeffizienten, 2) 

biochemische Konstanten und physiologische Parameter, 3) die für die verschiedenen 

Verabreichungswege spezifischen Resorptionsparameter und 4) In-vivo-Kinetikdaten für 

die Evaluierung der Modelle [z. B. Clearance-Parameter für relevante (> 10 %) 

Ausscheidungswege, Km und Vmax für den Metabolismus]. Die Versuchsdaten, die zur 

Entwicklung des Modells verwendet werden, sind mit wissenschaftlich fundierten 

Methoden zu erzeugen, und die Modellergebnisse sind zu validieren. Prüfsubstanz- und 

tierartspezifische Parameter wie Resorptionsraten, Blut-Gewebe-Verteilungskoeffizient 

und metabolische Umsatzraten werden oft bestimmt, um die Entwicklung von Nicht-

Kompartiment-Modellen oder physiologisch basierten Modellen zu erleichtern (7). 

DATEN UND BERICHTERS TATTUNG  
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66. Der Prüfbericht sollte ein Inhaltsverzeichnis enthalten. 

Hauptteil des Berichts 

67. Der Hauptteil des Berichts sollte die unter diese Prüfmethode fallenden Informationen 

enthalten, die wie folgt in Abschnitte und Absätze zu gliedern sind: 

Zusammenfassung 

68. Dieser Abschnitt des Berichts sollte eine Zusammenfassung der Studienauslegung und 

eine Beschreibung der angewandten Methoden enthalten. Er sollte außerdem die 

wichtigsten Erkenntnisse in Bezug auf die Massenbilanz, die Art und Menge der 

Metaboliten, die Rückstände der Prüfsubstanz in den Geweben, die Clearance-Rate, das 

Bioakkumulationspotenzial, geschlechtsspezifische Unterschiede usw. behandeln. Die 

Zusammenfassung muss so ausführlich sein, dass eine Bewertung der Ergebnisse 

möglich ist. 

Einleitung 

69. Dieser Abschnitt des Berichts sollte die Ziele der Studie, die Begründung und 

Auslegung sowie geeignete Literaturhinweise und Hintergrundinformationen enthalten. 

Material und Methoden 

70. Dieser Abschnitt des Berichts sollte ausführliche Erläuterungen aller einschlägigen 

Informationen enthalten. Dazu gehören: 

a) Prüfsubstanz 

Dieser Unterabschnitt sollte Angaben zur Prüfsubstanz enthalten: 

chemische Bezeichnung, Molekülstruktur, qualitative und quantitative 

Bestimmung der chemischen Zusammensetzung, chemische Reinheit und, 

soweit möglich, Art und Mengen etwaiger Verunreinigungen. Er sollte 

auch Angaben zu den physikalischen/chemischen Eigenschaften, 

insbesondere Aggregatzustand, Farbe, Löslichkeits- und/oder 

Verteilungskoeffizient, Stabilität und gegebenenfalls Ätzwirkung 

enthalten. Soweit vorhanden, sind Informationen zu Isomeren anzugeben. 

Ist die Prüfsubstanz radiomarkiert, sollte dieser Unterabschnitt folgende 

Informationen enthalten: Art des Radionuklids, Position der Markierung, 

spezifische Aktivität und radiochemische Reinheit. 

Die Art des Vehikels, etwaige Verdünnungsmittel, Suspendierhilfen und 

Emulgatoren oder andere Stoffe, die zur Verabreichung der Prüfsubstanz 

verwendet werden, sind anzugeben. 

b) Versuchstiere 

Dieser Unterabschnitt sollte Informationen über die Versuchstiere mit 

Angaben zur Auswahl von Art, Stamm und Alter zu Beginn der Studie, 

Geschlecht, Körpergewicht, Gesundheitszustand und Tierhaltung sowie 

die entsprechenden Begründungen enthalten. 

c) Methoden 

Dieser Unterabschnitt sollte Angaben zur Studienauslegung und zur 
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verwendeten Methodik enthalten. Hierzu gehört Folgendes: 

(1) Begründung für jede Änderung des Expositionswegs und der 

Expositionsbedingungen, falls zutreffend; 

(2) Begründung für die Auswahl der Dosisstufen; 

(3) falls zutreffend, Erläuterung der Pilotstudien, die für die 

Konzeption von Follow-up-Studien verwendet wurden; die 

den Pilotstudien zugrunde liegenden Daten sind anzugeben; 

(4) Zubereitungsweise der Dosierungslösung und Art des 

Lösungsmittels oder Vehikels, sofern verwendet; 

(5) Anzahl der Behandlungsgruppen und Anzahl der Tiere je 

Gruppe; 

(6) Dosierungsstufen und -volumen (sowie die spezifische 

Aktivität der Dosis bei Anwendung von Radioaktivität); 

(7) Verabreichungsweg(e) und -methode(n); 

(8) Frequenz der Dosierung; 

(9) Futterkarenz (falls zutreffend); 

(10) Gesamtradioaktivität je Tier; 

(11) Umgang mit den Tieren; 

(12) Entnahme/Auffangen von Proben und Aufbereitung; 

(13) für die Trennung, quantitative Bestimmung und 

Identifizierung von Metaboliten verwendete 

Analysemethoden; 

(14) Nachweisgrenzen der verwendeten Methoden;  

(15) sonstige durchgeführte experimentelle Messungen und 

Verfahren (einschließlich der Validierung von Methoden für 

die Analyse von Metaboliten). 

d) Statistische Analysen 

Werden die Studienergebnisse statistisch analysiert, so müssen 

ausreichende Informationen über das herangezogene Analyseverfahren 

und das verwendete Computerprogramm angegeben werden, damit ein 

unabhängiger Überprüfer/Statistiker die Analyse nachbewerten und 

nachvollziehen kann. 

Bei Studien mit Systemmodellierung wie einem physiologisch-basierten 

toxikokinetischen Modell ist eine umfassende Beschreibung des Modells 

anzugeben, um eine unabhängige Rekonstruktion und Validierung des 

Modells zu ermöglichen (siehe Nummer 65 und Anlage: Definitionen). 

Ergebnisse 

71. Alle Daten sind entsprechend der Beschreibung im vorliegenden Absatz 

zusammenzufassen und mit einer angemessenen statistischen Auswertung in 

Tabellenform darzustellen. Die Daten der Radioaktivitätsmessung sind 

zusammenzufassen und in für die Studie geeigneter Weise darzustellen, d. h. 
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normalerweise als Mikrogramm- oder Milligrammäquivalent je Probenmasse; es können 

auch andere Einheiten verwendet werden. Dieser Abschnitt sollte grafische 

Darstellungen der Befunde, die repräsentativen Chromatographie- und 

Spektrometriedaten, Angaben zur Identität/Menge der Metaboliten und den möglichen 

Stoffwechselwegen, einschließlich der Molekülstruktur der Metaboliten enthalten. 

Darüber hinaus sollte dieser Abschnitt, soweit zutreffend, die folgenden Informationen 

enthalten: 

(1) Menge und prozentualer Anteil der Wiedergewinnung der 

Radioaktivität in Urin, Fäzes, ausgeatmeter Luft und 

Käfigreinigungsrückständen. 

- Bei Studien mit dermaler Applikation sind auch Daten über 

die Wiedergewinnung der Prüfsubstanz von der behandelten 

Haut und vom Abwaschen der Haut, Daten über die restliche 

Radioaktivität auf der Hautabdeckung und in den 

Stoffwechselkäfigen sowie die Ergebnisse der 

Hautwaschstudie anzugeben. Für weitere Erläuterungen 

siehe Nummern 74-77. 

- Bei Inhalationsstudien sind auch Daten über die 

Wiedergewinnung der Prüfsubstanz aus den Lungen und 

Nasengeweben anzugeben (8). Für weitere Erläuterungen 

siehe Nummer 78; 

(2) die Gewebeverteilung, angegeben als Prozentsatz der 

verabreichten Dosis und als Konzentration 

(Mikrogrammäquivalent je Gramm Gewebe) und die 

Gewebe/Blut- oder Gewebe/Plasma-Verhältnisse; 

(3) die für jede Studie aufgestellte Materialbilanz mit 

Untersuchung von Körpergeweben und Ausscheidungen; 

(4) Plasmakonzentrationen und toxikokinetische Parameter 

(Bioverfügbarkeit, AUC, Cmax, Tmax, Clearance, 

Halbwertszeit) nach Verabreichung über den/die jeweilige(n) 

Expositionsweg(e); 

(5) Geschwindigkeit und Ausmaß der Resorption der 

Prüfsubstanz nach Verabreichung über den/die jeweilige(n) 

Expositionsweg(e); 

(6) in Ausscheidungen gefundene Mengen der Prüfsubstanz und 

Metaboliten (angegeben als Prozentsatz der verabreichten 

Dosis); 

(7) Verweis auf Daten in der Anlage, die Daten zu allen 

gemessenen Endpunkten für die einzelnen Tiere enthalten 

(z. B. Dosisverabreichung, prozentuale Wiedergewinnung, 

Konzentrationen, toxikokinetische Parameter usw.); 

(8) grafische Darstellung der vorgeschlagenen Stoffwechselwege 

und der Molekülstrukturen der Metaboliten. 

Diskussion und Schlussfolgerungen 



194 

 

72. In diesem Abschnitt sollte(n) der/die Verfasser 

(1) auf der Grundlage des Metabolismus und der Eliminierung der 

Prüfsubstanz einen Stoffwechselweg vorschlagen; 

(2) potenzielle tierart- und geschlechtsspezifische Unterschiede bei 

der Eliminierung und/oder Biotransformation der Prüfsubstanz 

untersuchen; 

(3) die Identität und Bedeutung von Metaboliten, die Clearance-

Raten, das Bioakkumulationspotenzial, die Menge an 

Rückständen des Ausgangsstoffs und/oder von Metaboliten in 

Geweben sowie gegebenenfalls dosisabhängige 

Veränderungen von toxikokinetischen Parametern tabellarisch 

darstellen und erläutern; 

(4) alle relevanten Toxikokinetik-Daten aufnehmen, die bei der 

Durchführung von Toxizitätsstudien gewonnen wurden; 

(5)  eine kurze Schlussfolgerung formulieren, die durch die 

Ergebnisse der Studie gestützt werden kann; 

(6) (falls notwendig oder angebracht) Abschnitte hinzufügen. 

73. Für bibliografische Angaben, Tabellen, Abbildungen, Anhänge usw. sind zusätzliche 

Abschnitte zu verwenden. 

ALTERNATIVE EXPOSITI ONSWEGE 

Dermal  

Dermale Applikation 

74. Dieser Abschnitt enthält spezifische Informationen zur Untersuchung der Toxikokinetik 

der Prüfsubstanz bei dermaler Applikation. Für die Hautresorption ist Kapitel B.44 

dieses Anhangs [Hautresorption: In-vivo-Methode (9)] zu beachten. Für andere 

Endpunkte wie Verteilung und Metabolismus kann diese Prüfmethode B.36 verwendet 

werden. Bei dermaler Applikation sollten eine oder mehrere Dosisstufen der 

Prüfsubstanz verwendet werden. Die Prüfsubstanz (z. B. reines, verdünntes oder 

formuliertes Material, das die auf die Haut aufgetragene Prüfsubstanz enthält) muss der 

Substanz entsprechen (oder ein realistisches Surrogat hiervon bilden), der Menschen 

oder andere mögliche Zielarten ausgesetzt sein können. Die Dosisstufe(n) ist/sind 

gemäß den Nummern 20-26 dieser Prüfmethode festzulegen. Dabei kann berücksichtigt 

werden, mit welcher Exposition von Menschen zu rechnen ist und/oder bei welchen 

Dosen in anderen Studien zur dermalen Toxizität Toxizitätszeichen beobachtet wurden. 

Die dermale Dosis ist erforderlichenfalls in einem geeigneten Vehikel aufzulösen und in 

einem angemessenen Volumen zu applizieren. Kurz vor Versuchsbeginn wird das Fell 

auf dem Rücken der Versuchstiere geschoren. Ein Abrasieren des Fells ist ebenfalls 

möglich, sollte jedoch etwa 24 Stunden vor dem Versuch erfolgen. Beim Scheren oder 

Abrasieren des Fells ist darauf zu achten, dass die Haut nicht verletzt wird, da dies ihre 

Durchlässigkeit verändern könnte. Etwa 10 % der Körperoberfläche sollten für die 

Applikation der Prüfsubstanz enthaart werden. Bei hochtoxischen Substanzen kann die 

behandelte Oberfläche kleiner als etwa 10 % sein, es sollte jedoch ein möglichst großer 
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Bereich mit einer dünnen und einheitlichen Schicht bedeckt werden. Bei allen Gruppen, 

die der dermalen Prüfung unterzogen werden, sollte die gleiche Fläche behandelt 

werden. Die Bereiche, auf denen die Prüfsubstanz appliziert wurde, sind mit einer 

geeigneten Abdeckung, die befestigt wird, zu schützen. Die Tiere sind getrennt 

unterzubringen. 

75. Um die Menge der applizierten Dosis der Prüfsubstanz zu bestimmen, die mit milder 

Seife und Wasser von der behandelten Hautfläche abgewaschen werden kann, ist eine 

Hautwaschstudie durchzuführen. Diese Studie kann auch bei der Aufstellung der 

Massenbilanz helfen, wenn die Prüfsubstanz über die Haut verabreicht wird. Bei dieser 

Hautwaschstudie wird zwei Tieren eine Einzeldosis der Prüfsubstanz appliziert. Die 

Dosisstufe ist gemäß Nummer 23 dieser Prüfmethode festzulegen (für die Dauer des 

Hautkontakts siehe auch Nummer 76). Anhand der beim Abwaschen 

wiedergewonnenen Menge der Prüfsubstanz kann die Wirksamkeit der Entfernung der 

Prüfsubstanz durch das Abwaschen bestimmt werden. 

76. Sofern die Prüfsubstanz keine hautätzende Wirkung hat, sollte sie nach dem Auftragen 

mindestens 6 Stunden auf der Haut verbleiben. Dann ist die Abdeckung abzunehmen 

und die behandelte Fläche nach dem in der Hautwaschstudie beschriebenen Verfahren 

zu waschen (siehe Nummer 75). Sowohl die Abdeckung als auch die Waschflüssigkeit 

sind auf Rückstände der Prüfsubstanz zu analysieren. Am Ende der Studie werden die 

Tiere gemäß (2) tierschutzgerecht getötet und die behandelte Haut wird entfernt. Ein 

angemessener Teil der behandelten Haut ist auf Rückstände der Prüfsubstanz 

(Radioaktivität) zu analysieren. 

77. Für die toxikokinetische Bewertung von Arzneimitteln können je nach 

Regulierungssystem unterschiedliche Verfahren erforderlich sein. 

Inhalation 

78. Für diese Prüfung ist eine einzige Konzentration der Prüfsubstanz zu verwenden (oder 

mehrere, falls erforderlich). Die Konzentration(en) ist/sind gemäß den Nummern 20-26 

dieser Prüfmethode festzulegen. Um eine Resorption über andere Expositionswege zu 

verhindern, sind Inhalationspr¿fungen mit einem ĂNasentrichterñ oder einer ĂHead-

onlyñ-Vorrichtung durchzuführen (8). Wenn bei der Inhalationsexposition andere 

Bedingungen angewandt werden, ist die Änderung zu begründen. Die Dauer der 

Inhalationsexposition ist festzulegen und beträgt normalerweise 4-6 Stunden. 
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Anlage 

DEFINITIONEN  

Resorption: Prozess(e) der Aufnahme von Chemikalien in oder über Gewebe. Die 

Resorption bezieht sich auf die Ausgangssubstanz und alle ihre Metaboliten. Nicht mit 

ĂBioverf¿gbarkeitñ zu verwechseln. 

Akkumulation  (Bioakkumulation): Zunahme der Menge einer Prüfsubstanz in den Geweben 

im Laufe der Zeit (normalerweise im Fettgewebe, nach wiederholter Exposition); wenn die 

Prüfsubstanz dem Körper in größeren Mengen zugeführt wird, als er sie ausscheidet, 

akkumuliert der Organismus die Prüfsubstanz, und es können toxische Konzentrationen des 

Stoffs erreicht werden. 

ADME: Akronym f¿r ĂAbsorption, Distribution, Metabolism and Excretionñ (Resorption, 

Verteilung, Metabolismus und Ausscheidung). 

AUC: (Fläche unter der Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve): die Fläche unter der 

Konzentrations-Zeit-Kurve einer Prüfsubstanz im Plasma. Diese Fläche entspricht der 

Gesamtmenge der Prüfsubstanz, die vom Körper innerhalb eines festgelegten Zeitraums 

resorbiert wurde. Unter linearen Bedingungen ist die AUC (vom Zeitpunkt Null bis 

unendlich) proportional zur Gesamtmenge einer vom Körper resorbierten Prüfsubstanz, 

unabhängig von der Resorptionsgeschwindigkeit. 

Autoradiographie:  (Ganzkörper-Autoradiographie): wird verwendet zur qualitativen 

und/oder quantitativen Bestimmung des Aufenthaltsorts einer radioaktiven Prüfsubstanz im 

Gewebe. Bei dieser Technik werden Röntgenfilme oder in jüngerer Zeit digitale 

Phosphorbildplatten verwendet, um radioaktiv markierte Moleküle oder Molekülfragmente 

durch Aufzeichnung der im untersuchten Objekt emittierten Strahlung sichtbar zu machen. 

Die quantitative Ganzkörper-Autoradiographie ist für die Evaluierung der Verteilung der 

Prüfsubstanz und die Bewertung der Gesamtrückgewinnung und Auflösung von radioaktivem 

Material in Geweben möglicherweise besser geeignet als die Organsektion. Ein wichtiger 

Vorteil ist beispielsweise, dass sie in einem Versuchsmodell mit einem pigmentierten Tier 

verwendet werden kann, um die mögliche Assoziation der Prüfsubstanz mit Melanin zu 

bewerten, das sich an bestimmte Moleküle binden kann. Zwar lassen sich mit dieser Technik 

die Bindungsstellen mit hoher Kapazität und geringer Affinität im gesamten Körper gut 

darstellen, aber sie ist möglicherweise weniger gut geeignet für die Identifizierung 

bestimmter Zielorte wie Rezeptorbindungsstellen, an denen für den Nachweis eine relativ 

hohe Auflösung und eine hohe Sensitivität erforderlich sind. Wenn die Autoradiographie zum 

Einsatz kommt, sollten Versuche zur Aufstellung der Massenbilanz der verabreichten 

Verbindung mit einer getrennten Gruppe oder in einer von der Gewebeverteilungsstudie 

getrennten Studie durchgeführt werden, bei der alle Ausscheidungen (zu denen auch die 

ausgeatmete Luft gehören kann) und ganze Tierkörper homogenisiert und mithilfe der 

Flüssigszintillationszählung analysiert werden. 

Biliäre Ausscheidung: Ausscheidung über die Gallengänge. 

Bioakkumulation:  siehe ĂAkkumulationñ. 
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Bioverfügbarkeit:  der Anteil einer verabreichten Dosis, die in den systemischen Kreislauf 

gelangt oder am Wirkort zur Verfügung gestellt wird. Die Bioverfügbarkeit einer 

Prüfsubstanz bezieht sich normalerweise auf den Ausgangsstoff; sie kann sich aber auch auf 

seine Metaboliten beziehen. Sie betrifft nur eine chemische Form. Hinweis: Bioverfügbarkeit 

und Resorption sind nicht identisch. Der Unterschied zwischen z. B. der oralen Resorption 

(d. h. dem Vorhandensein in der Darmwand und in der portalen Zirkulation) und der 

Bioverfügbarkeit (d. h. dem Vorhandensein im systemischen Blut und in Geweben) kann 

neben anderen Faktoren auf den chemischen Abbau aufgrund des Metabolismus der 

Darmwand oder auf Effluxtransport zurück zum Darmlumen oder auf präsystemischen 

Metabolismus in der Leber zurückzuführen sein (10). Die Bioverfügbarkeit der toxischen 

Komponente (Ausgangsstoff oder ein Metabolit) ist bei der Bewertung der Risiken für die 

menschliche Gesundheit ein kritischer Parameter (Extrapolation von hoher zu niedriger 

Dosis, Extrapolation von einem Verabreichungsweg zu einem anderen) für die Ableitung 

eines internen Werts vom externen NOAEL- oder BMD-Wert (applizierte Dosis). Für die 

Untersuchung der Wirkungen auf die Leber bei oraler Verabreichung reicht die orale 

Resorption aus. Bei jeder anderen Wirkung als am Eingangsort ist die Bioverfügbarkeit 

jedoch im Allgemeinen ein zuverlässigerer Parameter für die weitere Risikobewertung als die 

Resorption. 

Biopersistenz: siehe ĂPersistenzñ. 

Biotransformation:  (normalerweise enzymatische) chemische Umwandlung einer 

Pr¿fsubstanz in einen anderen Stoff innerhalb des Kºrpers. Synonym ĂMetabolismusò. 

Cmax: entweder maximale (Peak-)Konzentration im Blut (Plasma/Serum) nach der 

Verabreichung oder maximale (Peak-)Ausscheidung (in Urin oder Fäzes) nach der 

Verabreichung. 

Clearance-Rate: quantitatives Maß der Geschwindigkeit, mit der eine Prüfsubstanz je 

Zeiteinheit aus dem Blut, dem Plasma oder einem bestimmten Gewebe eliminiert wird. 

Kompartiment:  struktureller oder biochemischer Teil (oder strukturelle oder biochemische 

Einheit) eines Körpers, eines Gewebes oder einer Zelle, die vom Rest abgetrennt ist. 

Detoxifizierungswege: eine Reihe von Schritten, durch die toxische Stoffe aus dem Körper 

eliminiert werden, entweder durch metabolische Umwandlung oder durch Ausscheidung. 

Verteilung:  Verbreitung einer Prüfsubstanz und ihrer Derivate im Organismus. 

Enzyme/Isozyme: Proteine, die chemische Reaktionen katalysieren. Isozyme sind Enzyme, 

die ähnliche chemische Reaktionen katalysieren, sich aber in ihrer Aminosäurensequenz 

unterscheiden. 

Enzymparameter: Km: Michaeliskonstante und Vmax: maximale Geschwindigkeit. 

Ausscheidung: Prozess(e), mit dem/denen eine verabreichte Prüfsubstanz und/oder ihre 

Metaboliten aus dem Körper entfernt werden. 

Exogen: von außen in den Organismus oder das System eingebracht oder außerhalb des 

Organismus oder des Systems erzeugt. 
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Extrapolation:  Folgerung eines oder mehrerer unbekannter Werte aus dem, was bekannt ist 

oder beobachtet wurde. 

Halbwertszeit (t1/2): Zeit, in der die Konzentration der Prüfsubstanz in einem Kompartiment 

um die Hälfte sinkt. Die Halbwertszeit bezieht sich normalerweise auf die 

Plasmakonzentration oder die Menge der Prüfsubstanz im gesamten Körper. 

Induktio n/Enzyminduktion:  Enzymsynthese als Reaktion auf einen Umweltreiz oder ein 

Induktormolekül. 

Linearität/lineare Kinetik:  In der Kinetik ist ein Prozess linear, wenn die 

Geschwindigkeiten aller Übertragungen zwischen den Kompartimenten proportional zu den 

vorhandenen Mengen oder Konzentrationen sind, d. h. 1. Ordnung. Folglich sind die 

Clearance- und Verteilungsvolumen konstant, ebenso die Halbwertszeiten. Die erreichten 

Konzentrationen sind proportional zur Dosierungsrate (Exposition), und die Akkumulation 

kann leichter vorhergesagt werden. Ob Linearität oder Nichtlinearität vorliegt, kann durch 

Vergleich der relevanten Parameter, z. B. AUC, nach unterschiedlichen Dosen oder nach 

Einzel- oder Mehrfachexposition festgestellt werden. Besteht keine Dosisabhängigkeit, so 

kann dies auf die Sättigung der an der Metabolisierung der Verbindung beteiligten Enzyme 

hindeuten; eine Vergrößerung der AUC nach wiederholter Exposition im Vergleich zu einer 

Einmalexposition kann ein Hinweis auf eine Stoffwechselhemmung, eine Verkleinerung der 

AUC ein Hinweis auf eine Stoffwechselinduktion sein [siehe auch (11)]. 

Massenbilanz: Erfassung der Massen der Prüfsubstanz, die in das System eingehen und es 

verlassen. 

Materialbilanz:  siehe ĂMassenbilanzñ. 

Toxizitätsmechanismus/Wirkungsmechanismus (Wirkungsweise): Wirkungsmechanis-

mus bezieht sich auf spezifische biochemische Wechselwirkungen, durch die eine 

Prüfsubstanz ihre Wirkung entfaltet. Wirkungsweise bezieht sich auf allgemeinere 

Phänomene, die zur Toxizität einer Prüfsubstanz führen. 

Metabolismus: Synonym ĂBiotransformationò. 

Metaboliten: Produkte des Metabolismus oder metabolischer Prozesse. 

Orale Resorption: der Prozentsatz der Dosis der Prüfsubstanz, die ab dem 

Verabreichungsort (z. B. Magen-Darm-Trakt) resorbiert wird. Mit diesem wichtigen 

Parameter kann bestimmt werden, welcher Anteil der verabreichten Prüfsubstanz die 

Pfortader und anschließend die Leber erreicht. 

Verteilungskoeffizient: ein Maß für die unterschiedliche Löslichkeit eines chemischen 

Stoffs in zwei Lösungsmitteln. 

Maximale Blut- (Plasma-/Serum-)Spiegel: maximale (Peak-)Konzentration im Blut 

(Plasma/Serum) nach Verabreichung (siehe auch ĂCmaxò). 

Persistenz (Biopersistenz): das langfristige Vorhandensein einer Chemikalie (in einem 

biologischen System) aufgrund ihrer Abbau-/Eliminationsresistenz. 
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Read-across: Die Endpunktinformationen für eine oder mehrere Chemikalien werden 

verwendet, um eine Prognose über den Endpunkt für die Zielchemikalie abzugeben. 

Rezeptor-Mikroautoradiographie:  Mit dieser Technik kann die xenobiotische Interaktion 

mit spezifischen Gewebestellen oder Zellpopulationen untersucht werden, wie z. B. in 

Studien zur Rezeptorbindung oder zur spezifischen Wirkungsweise, die eine hohe Auflösung 

und hohe Sensitivität erfordern, die bei anderen Verfahren wie der 

Ganzkörperautoradiographie möglicherweise nicht erreichbar sind. 

Verabreichungsweg (oral, IV, dermal, Inhalation usw.): bezieht sich darauf, auf welche 

Weise chemische Stoffe dem Körper verabreicht werden (z. B. oral über eine Sonde, oral mit 

dem Futter, dermal, durch Inhalation, intravenös usw.) 

Sättigung: Zustand, in dem sich einer oder mehrere kinetische Prozesse (z. B. Resorption, 

Metabolismus oder Clearance) an einem Maximum befinden (d. h. Ăgesªttigtñ sind). 

Sensitivität: Fähigkeit einer Methode oder eines Messinstruments, zwischen Reaktionen zu 

unterscheiden, die verschiedene Niveaus einer Zielvariablen darstellen. 

Konstanter Blutspiegel (Plasmaspiegel): Nichtgleichgewichtszustand eines offenen 

Systems, bei dem alle auf das System einwirkenden Kräfte genau durch entgegenwirkende 

Kräfte ausgeglichen werden, so dass alle Komponenten des Systems eine konstante 

Konzentration aufweisen, obwohl Materie durch das System fließt. 

Systemmodellierung (physiologisch-basiert toxikokinetisch, pharmakokinetisch-basiert, 

physiologisch-basiert pharmakokinetisch, biologisch-basiert usw.): abstraktes Modell, das das 

Verhalten eines Systems mathematisch beschreibt. 

Zielgewebe: Gewebe, in dem sich eine wichtige schädliche Wirkung eines toxischen Stoffs 

manifestiert. 

Prüfsubstanz: jeder Stoff oder jedes Gemisch, der/das mit dieser Prüfmethode getestet wird. 

Gewebeverteilung: reversible Positionsveränderung einer Prüfsubstanz von einer Stelle im 

Körper an eine andere. Die Gewebeverteilung kann mithilfe von Organsektion, 

Homogenisation, Verbrennung und Flüssigkeitsszintillationszählung oder durch qualitative 

und/oder quantitative Ganzkörperautoradiographie untersucht werden. Die erste Methode ist 

gut geeignet, um die Konzentration und die prozentuale Wiedergewinnung in den Geweben 

und im Körper derselben Tiere zu bestimmen, hat aber möglicherweise eine zu geringe 

Auflösung für alle Gewebe und eine unter dem Idealwert liegende 

Gesamtwiedergewinnungsrate (< 90 %). Siehe auch die Definition der Autoradiographie. 

Tmax: Zeit bis zum Erreichen von Cmax. 

Toxikokinetik  (Pharmakokinetik): Untersuchung von Resorption, Verteilung, Metabolismus 

und Ausscheidung von chemischen Stoffen im Zeitverlauf. 

Validierung von Modellen: Verfahren zur Bewertung der Eignung eines Modells, die 

verfügbaren toxikokinetischen Daten angemessen zu beschreiben. Modelle können durch 

einen statistischen und visuellen Vergleich ihrer Prognosen mit experimentellen Werten 

gegenüber einer gemeinsamen unabhängigen Variablen (z. B. der Zeit) bewertet werden. Der 
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Umfang der Bewertung sollte in Bezug auf die vorgesehene Verwendung des Modells 

gerechtfertigt sein.ñ 
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8. Das Kapitel B.52 wird angefügt: 

ĂB.52. AKUTE INHALATIONSTOXIZITÄT  ð AKUT -TOXISCHE 

KLASSENMETHODE  

EINLEITUNG  

1. Diese Prüfmethode entspricht der OECD-Prüfrichtlinie (TG) 436 (2009). Die erste 

Methode zur Prüfung auf akute Inhalationstoxizität TG 403 wurde 1981 angenommen 

und seitdem überarbeitet (siehe Kapitel B.2 dieses Anhangs (1)). Nach der Annahme der 

überarbeiteten akut-toxischen Klassenmethode (ATK) mit oraler Verabreichung 

(Kapitel B.1 tris dieses Anhangs) (5) wurde es für angebracht gehalten, eine akut-

toxische Klassenmethode mit Inhalation (2) (3) (4) zu entwickeln. Eine retrospektive 

Leistungsbewertung der ATK-Methode zur Prüfung auf akute Inhalationstoxizität hat 

gezeigt, dass die Methode für Zwecke der Einstufung und Kennzeichnung geeignet ist 

(6). Bei der ATK-Inhalationsprüfmethode kann die Toxizität der Prüfsubstanz mithilfe 

aufeinander folgender Stufen festgelegter Zielkonzentrationen eingestuft werden. Der 

wichtigste Endpunkt ist Letalität, aber Tiere, bei denen starke Schmerzen oder schweres 

Leiden festgestellt werden, oder Tiere, deren Tod bevorsteht, sollten zur Minimierung 

ihres Leidens tierschutzgerecht getötet werden. Hinweise zu humanen Endpunkten sind 

im OECD Guidance Document No. 19 (7) zu finden. 

2. Das Guidance Document No. 39 on Acute Inhalation Toxicity Testing (GD 39) (8) 

enthält Hinweise zur Durchführung und Auswertung dieser Prüfmethode. 

3. Die im Zusammenhang mit dieser Prüfmethode verwendeten Begriffe werden in 

Anlage 1 und im GD 39 (8) definiert. 

4. Die Prüfmethode gibt Aufschluss über die gefährlichen Eigenschaften der Prüfsubstanz 

und ermöglicht ihre Einstufung gemäß der Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 zur 

Einstufung chemischer Stoffe mit akut toxischer Wirkung (9). Falls Punktschätzungen 

von LC50-Werten oder Analysen der Konzentrations-Wirkungs-Beziehung erforderlich 

sind, ist Kapitel B.2 dieses Anhangs (1) die geeignete Prüfmethode. Weitere Hinweise 

zur Wahl der Prüfmethode sind im GD 39 (8) zu finden. Diese Prüfmethode ist nicht 

speziell für die Prüfung von Spezialmaterialien wie schwer löslichen isometrischen oder 

Fasermaterialien oder hergestellten Nanomaterialien bestimmt. 

AUSGANGSÜBERLEGUNGEN 

5. Bevor Versuche nach dieser Prüfmethode in Betracht gezogen werden, sollte das 

Prüflabor alle verfügbaren Informationen über die Prüfsubstanz, einschließlich bereits 

vorliegender Studien, deren Ergebnisse darauf hindeuten, dass auf weitere Versuche 

verzichtet werden kann, auswerten, damit möglichst wenig Tiere verwendet werden. Für 

die Auswahl der in Bezug auf Art, Stamm und Geschlecht am besten geeigneten Tiere 

sowie der geeigneten Expositionsart und Prüfkonzentrationen sollten u. a. Informationen 

wie die Identität, die chemische Struktur und die physikalisch-chemischen 

Eigenschaften der Prüfsubstanz, Ergebnisse jeglicher In-vitro- oder In-vivo-

Toxizitätsprüfungen, vorgesehene Verwendungen und die Möglichkeit der Exposition 

des Menschen, (Q)SAR-Daten und toxikologische Daten über strukturverwandte 
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Substanzen herangezogen werden. Konzentrationen, die wegen ätzender
4
 oder stark 

reizender Wirkungen voraussichtlich starke Schmerzen und Qualen verursachen, sollten 

mit dieser Prüfmethode nicht geprüft werden [siehe GD 39 (8)]. 

PRINZIP DER PRÜFMETH ODE 

6. Das Prinzip der Prüfung besteht darin, in einem schrittweisen Verfahren genügend 

Informationen über die akute Toxizität der Prüfsubstanz nach Inhalation über einen 

Expositionszeitraum von 4 Stunden zu gewinnen, damit sie eingestuft werden kann. Für 

spezifische Regulierungszwecke sind andere Expositionszeiten möglich. Bei jeder der 

festgelegten Konzentrationsstufen werden je drei Tiere beider Geschlechter geprüft. Je 

nach Mortalität und/oder moribundem Zustand der Tiere können zwei Stufen 

ausreichen, um eine Beurteilung der akuten Toxizität der Prüfsubstanz zu ermöglichen. 

Gibt es Anhaltspunkte dafür, dass ein Geschlecht empfindlicher reagiert als das andere, 

kann die Prüfung mit dem empfindlicheren Geschlecht allein fortgesetzt werden. Das 

Ergebnis einer Stufe bestimmt die jeweils folgende Stufe: 

a) keine weitere Prüfung erforderlich, 

b) Prüfung von drei Tieren je Geschlecht oder 

c) Prüfung von sechs Tieren des empfindlicheren Geschlechts, d. h. 

die Schätzungen der Untergrenze der Toxizitätsklasse sollte 

unabhängig vom Geschlecht auf sechs Tieren je 

Prüfkonzentrationsgruppe basieren. 

7. Moribunde Tiere oder Tiere, die offensichtlich unter Schmerzen leiden oder Anzeichen 

von schwerem und anhaltendem Leiden zeigen, sollten auf tierschutzgerechte Weise 

getötet werden und sind bei der Auswertung der Testergebnisse auf die gleiche Weise zu 

werten wie während des Tests gestorbene Tiere. Kriterien für die Entscheidung, 

moribunde oder schwer leidende Tiere zu töten, sowie Hinweise zur Erkennung des 

absehbaren oder bevorstehenden Todes sind Gegenstand des OECD Guidance 

Document No. 19 on Humane Endpoints (7). 

BESCHREIBUNG DER MET HODE 

Auswahl von Versuchstierarten 

8. Es sollten junge, gesunde, adulte Tiere aus üblicherweise eingesetzten Laborstämmen 

verwendet werden. Bevorzugtes Versuchstier ist die Ratte; werden andere Tierarten 

eingesetzt, ist dies zu begründen. 

Vorbereitung der Tiere 

9. Die weiblichen Tiere dürfen weder bereits geworfen haben noch momentan trächtig 

sein. Am Tag der Exposition sollten die jungen, adulten Tiere 8 bis 12 Wochen alt sein; 

ihr Körpergewicht sollte innerhalb von ± 20 % des mittleren Gewichts für jedes 

                                                 
1
 Die Bewertung der Ätzwirkung könnte auf dem Urteil von Experten beispielsweise anhand folgender Belege beruhen: Erfahrungswerte bei Mensch und Tier, 

vorliegende (In-vitro-)Daten, z. B. Kapitel B.40 (10), B.40.bis (11) dieses Anhangs oder OECD TG 435 (12), pH-Werte sowie Informationen über ähnliche 

Substanzen und andere sachdienliche Daten. 



204 

 

Geschlecht aller zuvor exponierten Tiere desselben Alters liegen. Die Tiere werden nach 

Zufallskriterien ausgewählt, zur individuellen Identifizierung markiert und vor Beginn 

der Prüfung für einen Zeitraum von mindestens fünf Tagen in ihren Käfigen an die 

Laborbedingungen gewöhnt. Die Tiere sollten auch für einen kurzen Zeitraum vor der 

Prüfung an die Versuchsapparatur gewöhnt werden, da dies den Stress durch die 

Umsetzung in eine neue Umgebung verringert. 

Tierhaltung 

10. Die Temperatur in dem Raum, in dem die Versuchstiere gehalten werden, sollte 

22 ± 3 °C betragen. Die relative Luftfeuchtigkeit sollte im Idealfall im Bereich zwischen 

30 und 70 % liegen; bei Verwendung von Wasser als Vehikel könnte dies jedoch 

unmöglich sein. Die Tiere sollten vor und nach den Expositionen im Allgemeinen nach 

Geschlecht und Konzentration in Käfigen gruppiert werden, wobei aber die Anzahl der 

Tiere pro Käfig noch eine genaue Beobachtung der einzelnen Tiere ermöglichen muss 

und Verluste aufgrund von Kannibalismus oder Kämpfen minimiert werden sollten. 

Wenn die Tiere der Prüfsubstanz nur mit der Nase ausgesetzt werden sollen, müssen sie 

möglicherweise an die Restrainer gewöhnt werden. Die Restrainer sollten die Tiere 

weder körperlich noch in Bezug auf Wärme oder Fixierung übermäßig beeinträchtigen. 

Die Fixierung kann physiologische Endpunkte wie Körpertemperatur (Hyperthermie) 

und/oder das Atemminutenvolumen beeinflussen. Wenn generische Daten zeigen, dass 

keine derartigen Veränderungen in nennenswertem Ausmaß vorkommen, ist eine 

Eingewöhnung an die Restrainer nicht erforderlich. Bei der Ganzkörperexposition gegen 

ein Aerosol sollten die Tiere während der Exposition einzeln untergebracht sein, damit 

sie die Prüfsubstanz nicht durch das Fell ihrer Käfiggenossen filtriert einatmen. Außer 

während der Exposition kann herkömmliches und zertifiziertes Labortierfutter 

verwendet werden bei uneingeschränkter Versorgung mit Trinkwasser. Die Beleuchtung 

sollte künstlich sein und die Hell- und Dunkelphasen sollten sich im Abstand von 

12 Stunden abwechseln. 

Inhalationskammern 

11. Bei der Auswahl einer Inhalationskammer sind die Art der Prüfsubstanz und das Ziel 

der Prüfung zu berücksichtigen. Das bevorzugte Verfahren ist die ĂNose-onlyñ-

Exposition (dieser Begriff umfasst Ănur Kopfñ, Ănur Naseñ oder Ănur Schnauzeñ). F¿r 

die Untersuchung von Flüssigkeits- oder Feststoffaerosolen und für Dämpfe, die zu 

Aerosolen kondensieren kºnnen, wird im Allgemeinen die ĂNose-onlyñ-Exposition 

bevorzugt. Besondere Ziele der Untersuchung können möglicherweise mit einer 

Ganzkörperexposition besser erreicht werden, doch dies sollte im Prüfbericht begründet 

werden. Um bei Verwendung einer Ganzkörperkammer die Stabilität der Atmosphäre 

sicherzustellen, sollte das Gesamtvolumen der Versuchstiere 5 % des Volumens der 

Kammer nicht ¿bersteigen. Die Grundz¿ge der ĂNose-onlyñ- und der 

Ganzkörperexposition sowie ihre jeweiligen Vor- und Nachteile sind im GD 39 (8) 

beschrieben. 

EXPOSITIONSBEDINGUN GEN 

Verabreichung der Konzentrationen 
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12. Es wird eine feste Expositionsdauer von vier Stunden - ohne die zur Erreichung des 

Gleichgewicht erforderliche Zeit - empfohlen. Um spezifische Erfordernisse zu erfüllen, 

sind auch andere Expositionszeiten möglich; diese sind jedoch im Prüfbericht zu 

begründen [siehe GD 39 (8)]. Bei Ganzkörperexpositionen sollten die Tiere einzeln 

untergebracht sein, um eine Aufnahme der Prüfsubstanz durch das Putzen von 

Käfiggenossen zu verhindern. Während der Exposition sollte kein Futter verabreicht 

werden. Wasser kann während einer Ganzkörperexposition jederzeit angeboten werden. 

13. Die Tiere werden der Prüfsubstanz in Form von Gas, Dampf, Aerosol oder einer 

Kombination dieser Formen ausgesetzt. Der zu prüfende Aggregatzustand hängt von 

den physikalisch-chemischen Eigenschaften der Prüfsubstanz, der gewählten 

Konzentration und/oder der physikalischen Form ab, in der die Prüfsubstanz bei der 

Handhabung und Verwendung am wahrscheinlichsten vorliegt. Hygroskopische und 

chemisch reaktive Prüfsubstanzen sollten bei geringer Luftfeuchtigkeit geprüft werden. 

Dabei ist darauf zu achten, dass keine explosionsfähigen Konzentrationen erzeugt 

werden. 

Partikelgrößenverteilung 

14. Bei allen Aerosolen und bei Dämpfen, die zu Aerosolen kondensieren können, sollte die 

Partikelgröße bestimmt werden. Damit alle relevanten Regionen der Atemwege der 

Prüfsubstanz ausgesetzt werden, werden mittlere aerodynamische Massendurchmesser 

(Mass Median Aerodynamic Diameter ð MMAD) von 1 bis 4 µm mit einer 

geometrischen Standardabweichung (ůg) von 1,5 bis 3,0 empfohlen (8) (13) (14). 

Wenngleich nach Möglichkeit versucht werden sollte, diese Werte zu erreichen, ist 

Fachwissen erforderlich, falls sie nicht erzielt werden können. Metalldämpfe können 

z. B. unter diesen Werten liegen, und geladene Partikel, Fasern und hygroskopische 

Stoffe (die sich in der feuchten Umgebung der Atemwege ausdehnen) können diese 

Werte überschreiten. 

Vorbereitung der Prüfsubstanz in einem Vehikel 

15. Um die gewünschte Konzentration und Partikelgröße der Prüfsubstanz in der 

Atmosphäre herzustellen, kann ein Vehikel verwendet werden. Hierbei ist in der Regel 

Wasser zu bevorzugen. Partikel können durch mechanische Prozesse auf die 

erforderliche Größenverteilung gebracht werden. Dabei ist darauf zu achten, dass die 

Prüfsubstanz nicht zersetzt oder verändert wird. Wenn angenommen wird, dass die 

Zusammensetzung der Prüfsubstanz durch mechanische Prozesse verändert wurde (z. B. 

hohe Temperatur aufgrund von Reibung durch übermäßiges Mahlen), sollte die 

Zusammensetzung der Prüfsubstanz analytisch überprüft werden. Es ist darauf zu 

achten, dass die Prüfsubstanz nicht kontaminiert wird. Nicht brüchige Granulate, die 

speziell so formuliert sind, dass sie nicht eingeatmet werden können, brauchen nicht 

geprüft zu werden. Mit einem Abriebtest sollte nachgewiesen werden, dass beim 

Umgang mit dem Granulat keine lungengängigen Partikel entstehen. Entstehen bei 

einem Abriebtest lungengängige Partikel, so sollte eine Inhalationstoxizitätsprüfung 

durchgeführt werden. 

Kontrolltiere  

16. Eine negative Kontrollgruppe (Luft) ist nicht erforderlich. Wenn zur Erzeugung der 
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Prüfatmosphäre ein anderes Vehikel als Wasser verwendet wird, sollte nur dann eine 

Vehikelkontrollgruppe verwendet werden, wenn keine historischen Daten über 

Inhalationstoxizität vorliegen. Ergibt eine Toxizitätsstudie einer in einem Vehikel 

formulierten Prüfsubstanz, dass keine Toxizität vorliegt, ist das Vehikel folglich in der 

geprüften Konzentration nicht toxisch. Daher ist keine Vehikelkontrolle erforderlich. 

ÜBERWACHUN G DER EXPOSITIONSBEDINGUNGEN 

Luftstrom in der Inhalationskammer  

17. Der Luftstrom durch die Kammer sollte während jeder Exposition sorgfältig geregelt, 

kontinuierlich überwacht und mindestens stündlich protokolliert werden. Die 

Überwachung der Konzentration (oder Stabilität) der Prüfatmosphäre ist eine integrale 

Messung aller dynamischen Parameter und gibt indirekt die Möglichkeit, alle relevanten 

dynamischen Parameter der Erzeugung der Prüfatmosphäre zu messen. Es sollte 

besonders darauf geachtet werden, das erneute Einatmen in ĂNose-onlyñ-

Expositionskammern zu vermeiden, wenn die Luftströmung durch das 

Expositionssystem nicht ausreicht, um eine dynamische Strömung der 

Prüfsubstanzatmosphäre zu erreichen. Es gibt festgelegte Methoden, mit denen 

nachgewiesen werden kann, dass es unter den gewählten Bedingungen nicht zu 

erneutem Einatmen kommt (8) (15). Die Sauerstoffkonzentration sollte mindestens 

19 % betragen, und die Kohlendioxidkonzentration sollte 1 % nicht überschreiten. Gibt 

es Grund zu der Annahme, dass diese Werte nicht eingehalten werden können, sind die 

Sauerstoff- und Kohlendioxidkonzentrationen zu messen. 

Temperatur und relative Luftfeuchtigkeit in der Inhalationskammer  

18. Die Temperatur in der Inhalationskammer sollte 22 ± 3 °C betragen. Sowohl bei der 

ĂNose-onlyñ- als auch bei der Ganzkörperexposition sollte die relative Luftfeuchtigkeit 

im Atembereich der Tiere mindestens dreimal für Zeiträume von bis zu vier Stunden 

und für kürzere Zeiträume stündlich überwacht und dokumentiert werden. Die relative 

Luftfeuchtigkeit sollte im Idealfall zwischen 30 und 70 % liegen, was jedoch 

möglicherweise nicht erreichbar ist (z. B. bei der Prüfung von wasserbasierten 

Mischungen) oder wegen chemischer Interferenz mit der Prüfmethode nicht gemessen 

werden kann. 

Prüfsubstanz: nominale Konzentration 

19. Die nominale Konzentration in der Expositionskammer sollte möglichst berechnet und 

protokolliert werden. Die nominale Konzentration ist die Masse der erzeugten 

Prüfsubstanz dividiert durch das Gesamtvolumen der durch das Kammersystem 

geleiteten Luft. Sie wird nicht zur Beschreibung der Exposition der Tiere verwendet; 

vielmehr gibt ein Vergleich der nominalen Konzentration und der tatsächlichen 

Konzentration Aufschluss über die Effizienz des Prüfsystems bei der Erzeugung der 

Prüfkonzentration, und kann daher für die Aufdeckung von Problemen bei dieser 

Erzeugung verwendet werden. 

Prüfsubstanz: tatsächliche Konzentration 
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20. Die tatsächliche Konzentration ist die Konzentration der Prüfsubstanz im Atembereich 

der Tiere in einer Inhalationskammer. Die tatsächlichen Konzentrationen können 

entweder durch spezifische Methoden (z. B. direkte Probenahme, adsorptive Methoden 

oder chemische Reaktionsverfahren mit anschließender analytischer Charakterisierung) 

oder durch unspezifische Methoden wie Gravimetrie bestimmt werden. Die 

gravimetrische Methode ist lediglich für Aerosole mit nur einem Bestandteil in 

Pulverform oder Aerosole von Flüssigkeiten mit geringer Flüchtigkeit akzeptabel und 

sollte sich auf geeignete, vor der Studie zu erstellende und für die Prüfsubstanz 

spezifische Beschreibungen stützen. Die Konzentration von Aerosolen mit mehreren 

Bestandteilen in Pulverform kann ebenfalls gravimetrisch bestimmt werden. Hierzu 

muss jedoch mit Analysedaten belegt werden, dass die Schwebstoffe eine ähnliche 

Zusammensetzung haben wie das Ausgangsmaterial. Liegen diese Angaben nicht vor, 

muss die Prüfsubstanz (im Idealfall im Schwebezustand) möglicherweise im Verlauf der 

Studie in regelmäßigen Abständen neu analysiert werden. Bei aerosolisierten Agenzien, 

die verdunsten oder sublimieren können, sollte gezeigt werden, dass alle Phasen von der 

gewählten Methode erfasst wurden. Im Prüfbericht sollten die Zielkonzentration sowie 

die nominale und die tatsächliche Konzentration angegeben werden, aber nur die 

tatsächlichen Konzentrationen werden für statistische Analysen zur Berechnung letaler 

Konzentrationswerte verwendet. 

21. Es sollte möglichst eine Partie der Prüfsubstanz verwendet werden; die Probe sollte 

unter Bedingungen aufbewahrt werden, die ihre Reinheit, Homogenität und Stabilität 

gewährleisten. Die Prüfsubstanz sollte vor Beginn der Studie mit Angaben zur Reinheit 

und, falls technisch machbar, zur Identität sowie zu Mengen identifizierter Schadstoffe 

und Verunreinigungen beschrieben werden. Hierzu können unter anderem die folgenden 

Daten verwendet werden: Retentionszeit und relative Peakfläche, durch 

Massenspektrometrie oder Gaschromatographie bestimmtes Molekulargewicht oder 

andere Werte. Das Prüflabor ist zwar nicht für die Identität der Probe verantwortlich, 

doch es kann ratsam sein, dass es die Beschreibung des Auftraggebers zumindest in 

gewissen Grenzen (z. B. Farbe, physikalische Beschaffenheit usw.) überprüft. 

22. Die Expositionsatmosphäre ist so konstant wie möglich zu halten und je nach 

Analysemethode kontinuierlich und/oder intermittierend zu überwachen. Bei der 

intermittierenden Probenahme sollten in einer vierstündigen Studie mindestens zweimal 

Proben der Atmosphäre in der Kammer genommen werden. Ist dies wegen begrenzter 

Luftdurchflussraten oder niedriger Konzentrationen nicht möglich, kann während der 

gesamten Expositionszeit eine einzige Probe genommen werden. Weichen die einzelnen 

Proben stark voneinander ab, sollten bei den nächsten geprüften Konzentrationen vier 

Proben je Exposition gezogen werden. Die einzelnen Proben der Konzentration in der 

Kammer sollten bei Gasen und Dämpfen nicht mehr als ± 10 % und bei Flüssig- oder 

Feststoffaerosolen nicht mehr als ± 20 % von der mittleren Kammerkonzentration 

abweichen. Die Zeit bis zum Erreichen eines Gleichgewichts in der Kammer (t95) ist zu 

berechnen und zu dokumentieren. Die Expositionsdauer erstreckt sich über den 

Zeitraum, in dem die Prüfsubstanz erzeugt wird; dazu gehört die zur Erreichung von t95 

erforderliche Zeit. GD 39 (8) enthält Hinweise zur Einschätzung von t95. 

23. Bei sehr komplexen Mischungen aus Dämpfen/Gasen und Aerosolen (z. B. 

Verbrennungsatmosphären und Prüfsubstanzen, die aus hierzu bestimmten 

Endverbraucherprodukten/-geräten gesprüht werden) kann sich jede Phase in einer 




