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In vitro genotoxiciteit tests 

ÅBacteria, gistenΣ Χ 

ÅZoogdier/humane cellen 
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Studie van de effecten op het genetisch materiaal (DNA): kanker en erfelijke 

aandoeningen  

Gen mutaties  

+ in vitro toxiciteit tests (bw¦Σ Χύ 

GENETISCHE TOXICOLOGIE 

 DNA schade & 
hestel 

Genoom mutaties  

Ames test (Salmonella t.) 
Muis lymphoma test 

Chromosoom 
aberratie test 

Micronucleus test 

Komeet test  

Tests die op inductie zijn gebaseerd : Vitotox, Umu-C, 
Χ 

Chromosoom mutaties  
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Gen mutaties Chromosomale afwijkingen 

Ames test Hprt test MNvitro test CAvitro test 

UDS test TGR GM  

test 

MNvivo test CAvivo test 

positive positive 

in vitro tests 

in vivo tests 

comet 

assay 

positive 

Carcinogeniciteit 

test 

MLA or or 



7 

Gen mutaties Chromosoom aberraties 

Ames test Hprt test MNvitro test CAvitro test 

UDS test TGR GM  test Mnvivo test CAvivo test 

positief positief 

in vitro tests 

in vivo tests 

comet assay 

positive 

Carcinogenicity test 

MLA or or 
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Gen mutaties Chromosoom aberraties 

Ames test Hprt test MNvitro test CAvitro test 

positief positief 

in vitro tests 

Toch moeten we nog altijd 

beslissen of het agens 

genotoxisch en/of carcinogeen is 

of kan zijn 

MLA 

? ? ? ? 

or or 



Ates et al. 2014, Mutagenesis, 29(2):115-121 

106/249  (42%) 



ALTERNATIEVE TEST METHODEN? 

 
1) Quantitative structure-activity relationship (meestal afgekort tot QSAR)  
         gebruik van  in silico methoden (Toxtree, Derek, ...) 
 
Het principe is dat componenten met vergelijkbare structuren ook soortgelijke 
biologische eigenschappen en werkingsmechanismen moeten hebben. Daarom moet 
de voorspelling van fysisch-chemische en biologische (bv. genotoxische en 
antigenotoxische) eigenschappen van moleculen op basis van hun chemische structuur 
mogelijk zijn.   
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Maar de chemische structuur 
Moet gekend zijn ! 
 
ΧDe meeste van de commerciële of 
gratis beschikbare in silico software  
programma's zijn in staat om vooral 
bacteriële (Ames test ) 
mutageniciteit te voorspellen 



ALTERNATIEVE TEST METHODEN? 

2)    
In vitro micronucleus test in 3D humane gereconstrueerde huid modellen  

In vitro komeettest in 3D humane gereconstrueerde huid modellen  

Een ‘normale’  2D celkweek is kunstmatig en niet te vergelijken met 
de reële in vivo toestand  
 
3D reconstrueerde  humane huidmodellen zijn een beter alternatief  
 
Å Maakt meer natuurlijke cel-cel en cel-matrix interacties mogelijk 
Å Vertonen een ' in vivo like' gedrag m.b.t. belangrijke parameters 

zoals levensvatbaarheid van cellen, proliferatie, differentiatie, 
morfologie, expressie van genen en eiwitten, functies, …  

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

Å Kunnen de kloof helpen overbruggen tussen in vitro en in vivo in 
termen van kwantitatieve risicobeoordeling (i.h.b. voor 
blootstellingen via de huid) 

Å Potentieel om als "2e fase" -test te dienen als follow-up voor in 
vitro positieve 



ALTERNATIEVE TEST METHODEN? 
 

3. Toxicogenomics 

 

  
Een mogelijkheid om het aantal vals positieve resultaten te verminderen, 
bestaat uit het ontwikkelen van een methode die inzicht verschaft in het 
onderliggend mechanisme van de genotoxiciteit van een component. Een 
dergelijke strategie laat niet alleen toe om de opvolging van positieve in 
vitro resultaten te verbeteren maar kan de methoden die worden gebruikt 
in de risico-analyse ook relevanter maken voor de mens. Toxicogenomics, 
en in het bijzonder transcriptomics, kan hierbij een belangrijke rol spelen. 
 
 



ÅDit geeft indicaties, geen ózekerhedenô 

ÅVooralsnog geen meerwaarde boven de klassieke in vitro tests 

Toxicogenomics toont een adaptieve response t.o.v. blootstelling 

ÅEr zijn  nog geen standaard protocols beschikbaar  

ÅBetreffende genotoxiciteit zoekt men uiteraard specifiek naar 

biomerkers voor genotoxiciteit! 

ÅDie moeten nog gevalideerd worden en het is niet altijd duidelijk hoe 

dat moet gebeuren 

Åé 

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 

óklassiekeô genotoxiciteitstests nog beperkt is 
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GENOMARK: Human genomic 

biomarker RTqPCR array for optimized 
and mechanistically-based genotoxicity 

assessment 

Main contributors VUB: 

 Dr. Gamze Ates Dr. Tatyana Doktorova 

Main contributors WIV-ISP: 

 Prof. Vera Rogiers Dr. Birgit Mertens 



In het GENOMARK project heeft men op basis van transciptomicsexperimenten een 
set van genen geidentificeerd die worden geactiveerd bij blootstelling aan een 
genotoxische component. Op basis van deze genenset werd een zogenaamde  
RTqPCR array ontwikkeld. De RTqPCR zou toelaten om op een eenvoudige, relatief 
goedkope en snelle manier de wetenschappelijke interpretatie van positieve 
resultaten afkomstig van in vitro genotoxiciteitstesten te verbeteren.  
 
 
 
Å Genotoxische agentia kunnen geïdentificeerd worden 
Å Een beperkt aantal genen kan gebruikt worden 
Å De geselecteerde genen zijn biologisch relevant 

 



4. ñcell transformation assaysò, SHE assay 

ALTERNATIEVE TEST METHODEN? 
  

 
 Syrian Hamster Embryo (SHE) cell transformation assay: voorspeller van 
carcinogene producten   

 
SHE cellen zijn normale diploïde, metabole en p53-competente primaire cellen, 
die het vermogen behouden om xenobiotica te biotransformeren. Blootstelling 
aan kankerverwekkende chemicaliën leidt tot een toename van morfologisch 
getransformeerde (MT)-kolonies, die gekenmerkt worden door 
ongeorganiseerde groeipatronen en beschouwd worden als een vroege fase in 
het kankerverwekkende proces.  
Er is aangetoond dat SHE-cellen morfologisch  
kunnen worden getransformeerd door  
behandeling met genotoxische en  
niet-genotoxische carcinogenen.  



ǒDe SHE celtransformatietest zou genotoxische en niet-genotoxische 

carcinogenen herkennen. 

 

ǒDe SHE celtransformatietest meet celtransformatie maar niet 

genotoxiciteit. 

 

ǒDe SHE celtransformatietest is een indicator test 

ÁEen positief resultaat wijst op een iets grotere kans dat de stof een 

genotoxisch en kankerverwekkend potentieel heeft   

ÁEen negatief resultaat wijst erop dat de kans op genotoxiciteit of 

carcinogeniciteit gering(er) is 

ÁHet is geen genotoxiciteitstest als zodanig 

ÁDe test is vrij tijdrovend  

Opmerkingen: 



BESLUIT: 

Huidige In vitro methoden zijn waardevol, maar zijn vooral voorspellend voor  
niet-genotoxiciteit (negatief resultaat van een test) 
 
Er wordt een relatief groot aantal valse positieve resultaten verwacht. Daarom is er 
nood aan alternatieve methoden die in vivo genotoxiciteit beter kunnen  
voorspellen 
 
Momenteel worden verschillende opties onderzocht, maar tot nu toe zijn er  
nog geen alternatieven volledig aanvaard of gevalideerd 


