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In vitro genotoxiciteit tests
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GENETISCHE TOXICOLOGIE

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

Gen mutaties Chromosomale afwijkingen

Ames test Hprttest |or | MLA MN,., test |or| CA,, test

vitro Vitro

[[ooroe e |

in vivo tests

UDS test TGR GM comet MN. . . test CA

Vivo

test

Vivo

test assay

|

Carcinogeniciteit
test




In vitro tests
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In vitro tests
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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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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 celkweek is kunstmatig en niet te vergelijken met
de reéle in vivo toestand

3D reconstrueerde humane huidmodellen zijn een beter alternatief

* Maakt meer natuurlijke cel-cel en cel-matrix interacties mogelijk
* Vertonen een ' in vivo like' gedrag m.b.t. belangrijke parameters
zoals levensvatbaarheid van cellen, proliferatie, differentiatie,

morfologie, expressie van genen en eiwitten, functies, ...

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

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

* Potentieel om als "2e fase" -test te dienen als follow-up 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
‘klassieke’ genotoxiciteitstests nog beperkt is

Dit geeft indicaties, geen ‘zekerheden’

Vooralsnog geen meerwaarde boven de klassieke in vitro tests
Toxicogenomics toont een adaptieve response t.0.v. blootstelling
Er zijn nog geen standaard protocols beschikbaar

Betreffende genotoxiciteit zoekt men uiteraard specifiek naar
biomerkers voor genotoxiciteit!

* Die moeten nog gevalideerd worden en het is niet altijd duidelijk hoe
dat moet gebeuren
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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
RTgPCR 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.

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



ALTERNATIEVE TEST METHODEN?

4. “cell transformation assays”, SHE assay

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

carcinogene producten

SHE cellen zijn normale diploide, metabole en p53-competente primaire cellen,
die het vermogen behouden om xenobiotica te biotransformeren. Blootstelling
aan kankerverwekkende chemicalién 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.

Procedure

After 13 days of gestation of hamster SHE
cell is isolated (Primary culture)
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_ )' Feeder cell

Target
cell I

x-ray irradiation

7 /4
Inactivate their capability to
replicate, and seeded as
nutrient base to support
metabolic activity.

To assess morphological
transformation of colonies.

Target cell seeded over feeder cell allowing
development of colonies

27



Opmerkingen:

eDe SHE celtransformatietest zou genotoxische en niet-genotoxische
carcinogenen herkennen.

eDe SHE celtransformatietest meet celtransformatie maar niet
genotoxiciteit.

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



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



