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Inhoud

Risicofactoren voor kanker

Wat zijn carcinogene stoffen?

Wetgeving omtrend carcinogene stoffen.

Huidige stand van zaken m.b.t. het testen van carcinogeniteit.

Nieuwe ontwikkelingen op het gebied van het screenen op
carcinogeniteit van stoffen.
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Risico factoren voor het ontstaan van kanker

" CANCER RISK FACTORS

RELATIVE CONTRIBUTION TO CANCER INCIDENCE

Adapted from the American Associatlen for Cancer Research Cancer Progress Report 2004 oF
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Gevaar en risico

Niet alle carcinogene stoffen leveren een risico op.
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Risico op kanker is afhankelijk van
blootstelling
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(Imaage Source: NLM)
https://toxtutor.nlm.nih.gov/06-003.html

Toxicogenomics (TGX) I




. o AT
L dA y 0_,_(3
E'".ﬂ Maastricht University - Lemy T@GJJOL?(

Bepalen van risico
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Adapted from Stratton et al. Nature, 2009
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Indeling van stoffen

Stoffen kunnen ingedeeld zijn als:
a I

schade aan het erfelijk materiaal Korte termijn

veranderingen in erfelijke eigenschappen

0 inducerend 4
4 2

kankerverwekkend Lange termijn
A J
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Wettelijk kader en Europese wetgeving

Carcinogene en mutagene stoffen staan vermeld in Annex VI van
de CLP Verordening (EU) 2017/776.

Categorie 1A: bewijs op basis van gegevens voor de mens
Categorie 1B: bewijs op basis van voldoende diergegevens
Categorie 2: bewijs op basis van beperkte diergegevens
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Wat zijn carcinogene stoffen en hoe wordt
dit vastgesteld?
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Huidige test strategy voor carcinogeniteit

Laag 1 In silico SAR/ QSAR

|

In vitro bacteriéle

Laag 2a .
mutatie test
In vitro test zoogdier
Laag 2b :

cellen

|

In vivo test zoogdier
Laag 3 cellen
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Knaagdieren zijn geen mensen

Knaagdier studies:
1. missen vaak toxische reacties die in mensen optreden,
2. bestempelen stoffen onterecht als kankerverwekkend.
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Knaagdier studies zijn niet perfect

m  For pharmaceuticals, the current test battery on genotoxicity (bacterial
mutagenesis, in vitro mammalian mutagenesis, in vitro chromosome aberration
analysis and an in vivo chromosome stability assay) has been assessed to
predict rodent carcinogenicitv correctlv bv not more than 38 % while
simultaneously producing high percentages of false positives

(Snyder RD, Green JW. A review of the genotoxicity of marketed pharmaceuticals. Mutat Res.
2001, 488:151-69 )

m A recent survey of over 700 chemicals demonstrated that even 75-95% of non-
carcinogens gave positive (i.e. false positive) results in at least one test in the in
vitro test battery

(Kirkland D et al. Evaluation of the ability of a battery of three in vitro genotoxicity tests to
discriminate rodent carcinogens and non-carcinogens. Mutat Res. 584 (2005) 1-256)

m The current rodent cancer bioassavs provide inadedquate data to estimate human
cancer risk at low dose| accuracies of approximately 60 % are achieved

(Ames BN et al. Cancer prevention, rodent high-dose cancer tests, and risk
assessment. Risk Analysis, 16: 613-617 (1996) )
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Huidige “gouden standaard” voor
carcinogeniteit studies

3-4 jaar
>1 miljoen euro
niet perfect, vals positieven

niet representatief, vaak
overdreven

hoog, 50- 75 dieren/ sexe/ dosis plus
controle

weinig tot geen mechanistisch
inzicht
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Ontwikkeling van in vitro methodes voor het vaststellen
van het carcinogene potentiaal van chemicalién, als
alternatief voor de huidige knaagdies testen voor
genotoxiciteit en carcinogeniteit.
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Welke alternatieven zijn er?
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Menselijke cellen

i Mucleus Cytoplasm

Transcription *
~HNA

s Processing * /
- MRNA J

Endoplasmic
reticulum

X g

Polypeptide

Kwantitatieve data Ciopyright £ 1997, by John Wiley & Sons, Inc. All ighls reserved
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Transcriptomics-gebaseerde assay
tijdslijn

n Slofty,,
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Transcriptomics-gebaseerde assay
het basis principe

Genotoxische = Non-genotoxische
stoffen stoffen
(GTX) (NGTX)

A
B

| I—} Negatief

» GTX
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A transcriptomics-based in vifro assay for predicting chemical genotoxicity in vivo
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The lack of accurate in vi
chemicals together with n
and reduction of animal t
alternative methods. This
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scriptomics changes induc
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The most commonly used assays for detecting GTX compounds in
vitro are the bacterial gene mutation assay (Ames test) (9), the mam-
malian micronuclei (MN), the chromosomal aberration (CA), and the
mouse lymphoma assays (MLA). For chemicals that are genotoxic
in vifro, regulatory authorities may require the in vivo evaluation of
genotoxic properties in rodents (EC 1907/2006) ( 10). However, often
the conventional in vitro test battery does not correspond with in vive
findings and thus fails to correctly predict the in vive genotoxic and
carcinogenic potential of compounds (10,11). Consequently, the high
false positive mlc {5'[}'f} in some cases) (11) of in vitro genotoxic-

¢ high number of unnecessary animal
EPO Patent

iderable costs and raise ethical issues.
say for predicting in vivo genotoxicity
onomic necessity to reduce animal
earch for alternative in vifro methods
logical approaches, such as toxicog-

34 compounds after treatn
selection of gene-sets that are mpahle uf clmtrlmumtm;., between
in vive genotoxins (GTX) and in vive nongenotoxins (NGTX). By
combining transcriptomics with publicly available results for these
chemicals from standard in vifro genotoxicity studies, we devel-
oped several prediction models. These models were validated by
using an additional set of 28 chemicals. The best prediction was
achieved after stratification of chemicals according to results from
the Ames bacterial gene mutation assay prior to transcriptomics
evaluation after 24 h of treatment. A 1:}t.1| of 33 genes were selected
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enomics (13). Toxicogenomics-based approaches have been explored
for the development of genotoxicity classification tools showing that
they are indeed capable of discriminating GTX from NGTX com-
pounds (14-17).

Therefore, the aim of this study was to improve prediction of in
vive genotoxicity using an in vifro transcriptomics-based method.
The human hepatic cell line HepG2 was selected for this purpose, as
it expresses many drug metabolizing enzymes after chemical expo-
sures (18-22); lacks mutations in p53 (23) and has been successfully
applied in the phenotypic detection of genotoxic effects of chemicals
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Transcriptomics

Translatomics

Proteomics
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Metabolomics

Inzichten m.b.t. carcinogeniteit _I

Gene signatures voor genotoxiciteit
Correlative data



Functional Toxicogenomics
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Integratie om causale relaties te vinden
Verbeterde gene signatures
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Overzicht werkplan onder het HeCaToS project
Hepatic and Cardiac Toxicity Systems modelling

Suggest new
predictive comparison experiments.




Human liver microtissues:
cryopreserved hepatocytes and macrophages
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iPS-derived multi-cell type cardiac
microtissues plus myofibroblasts
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Data generated by Christian Zuppinger, University Hospital Bern
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Take home messages

Voor primaire preventie is het belangrijk dat risicofactoren
bekend zijn (tabak, industriéle carcinogenen etc).

Voor risico bepaling zijn gegevens nodig m.b.t. blootstelling.

Huidige testen voor het bepalen van carcinogeniteit zijn niet up-
to-date (foutieve resultaten, langdurig, duur etc)

Proefdiervrije testen zijn lijken een goed alternatief.

Nog veel werk noodzakelijk om daadwerkelijke implementatie te
bereiken.
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