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Carcinogens are Mutagens: A Simple Test System Combining Liver
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In vitro genotoxicitelittests
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GENETISCHE TOXICOLOGIE

Studie van de effecten op het genetisch materiaal (DNA): kanker en erfelijke
aandoeningen

Gen mutaties Chromosoom mutaties Genoom mutaties DNA schade &
hestel
o5
e Y4
/-’ \\S; v«aad
4 R
\ =°
NG T
Y 7S
A v
S Komeettest
Chromosoom A A AT
aberratietest . _J L |
Ames test (Salmonella t.) LT M UG
M u IS |ym p h 0 m atest . > /g\:i\} van DNA herstel door RecB, G, F, UvrD
Ren Bl EEemene e
‘ Lezéﬂ Inactivatie van
Micronucleus test T o
+in vitrotoxiciteit testsb w! £ X0 oA Tmg T soste
5 Tests die opnductie zijngebaseerd Vitotox, Umu-C,

X



IN Vitrotests
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IN Vitrotests
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IN Vitrotests
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ALTERNATIEVE TEST METHODEN?

1) Quantitative structure-activity relationship (meestal afgekort tot QSAR)
gebruikvan in silicomethoden(Toxtree Derek,...)

Het principe isdat componenten met vergelijkbare structuren ook soortgelijke
biologische eigenschappen en werkingsmechanismen moeten hebben. Daarom moet
de voorspelling van fysisathemische en biologische (bv. genotoxische en
antigenotoxischgeigenschappen van moleculen op basis van hun chemische structuur
mogelijk zijn.
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ALTERNATIEVE TEST METHODEN?

In vitro micronucleus test in 3D humane gereconstrueerde huid modellen
In vitro komeettest in 3D humane gereconstrueerde huid modellen

Een‘normale 2D celkweekis kunstmatig emiet te vergelijken met
de reéle in vivatoestand

3Dreconstrueerde humanehuidmodellenzijn eenbeter alternatief

A Maakt meer natuurlijkecekcelen cekmatrix interacties mogelijk

A Vertonen een 'in vivolike' gedragm.b.t. belangrijkeparameters
zoals levensvatbaarheid van cellen, proliferatie, differentiatie,
morfologie, expressie van geneneni wi tt en, functi e:s

A Blootstellingskinetiek en metabolisme zijn vergelijkbaar met
deze van de menselijke huid

A Kunnen dekloof helpenoverbruggentussen in vitro en in vivo in
termen van kwantitatieve risicobeoordelingi.h.b. voor
blootstellingenvia de huid

A Potentieel om als "2e fase'test te dienen als followup voor in
vitro positieve



Genes

ALTERNATIEVE TEST METHODEN?

3. Toxicogenomics
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Toxicogenomics is een sensationele nieuwe techniek om
werkingsmechanismen aan te tonen, zeker als er duidelijke vragen
zijn.

Maar men neemt momenteel aan dat de rol als alternatief voor
0 k | a s genotXcaedistests nog beperkt is

A Dit geeft indicaties, geen aekerhedens

AVooraIsnog geen meerwaarde boven de klassieke in vitro tests
Toxicogenomics toont een adaptieve response t.0.v. blootstelling

AEr zijn nog geen standaard protocols beschikbaar

A Betreffende genotoxiciteit zoekt men uiteraard specifiek naar
biomerkers voor genotoxiciteit!

A Die moeten nog gevalideerd worden en het is niet altijd duidelijk hoe
dat moet gebeuren
é
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In het GENOMARK projelaeeft men opbasis varransciptomicsexperimenteeen
set van genemeidentificeerddie worden geactiveerd bij blootstelling aan een
genotoxische component. Op basis van dggeensetwerd eenzogenaamde
RTgPCRrrayontwikkeld DeRTgPCRou toelatenom op een eenvoudige, relatief
goedkope en snelle manier de wetenschappelijke interpretatie van positieve
resultaten afkomstig van in vitigenotoxiciteitstesterte verbeteren.

A Genotoxische agentia kunnen geidentificeerd worden
A Een beperkt aantal genen kan gebruikt worden
A De geselecteerde genen zijn biologisch relevant



ALTERNATIEVE TEST METHODEN?

4 . celliransformation a s s a $$H4E@ssay

Syrian Hamster Embryo (SHE) cell transformatgsayyvoorspellervan
carcinogengroducten

SHEcellen zijn normale diploidenetaboleen p53competente primaire cellen,

die het vermogen behoudeom xenobioticate biotransformeren Blootstelling

aan kankerverwekkende chemicalién leidt tot een toename van morfologisch
getransformeerde (MTFkolonies, die gekenmerkt worden door
ongeorganiseerde groeipatronen en beschouwd worden als een vroege fase in
het kankerverwekkende proces.

Eris aangetoond dat SHEellen morfologisch
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Opmerkingen

0De SHE celtransformatietest zou genotoxische en niet-genotoxische
carcinogenen herkennen.

O0De SHE celtransformatietest meet celtransformatie maar niet
genotoxiciteit.

0De SHE celtransformatietest is een indicator test
AEen positief resultaat wijst op een iets grotere kans dat de stof een
genotoxisch en kankerverwekkend potentieel heeft
AEen negatief resultaat wijst erop dat de kans op genotoxiciteit of
carcinogeniciteit gering(er) is
AHet is geen genotoxiciteitstest als zodanig
ADe test is vrij tijdrovend



BESLUIT

Huidigeln vitro methoden zijn waardevol, maar zijn vooral voorspellend voor
niet-genotoxiciteit(negatief resultaat van een test)

Er wordt een relatief groot aant&hlse positieveesultaten verwacht. Daarom is €
nood aanalternatieve methoderdie in vivogenotoxiciteitbeter kunnen
voorspellen

Momenteel worden verschillende opties onderzocht, maar tot nu toe zijn er
noggeenalternatieven volledigaanvaardof gevalideerd



