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De Willy van Heumenprijs is een prijs die eens in de twee jaar wordt uitgereikt
door het Willy van Heumenfonds aan ‘een persoon of organisatie die zich bijzon-
der verdienstelijk heeft gemaakt voor het bevorderen dat het gebruik van proef-
dieren voor medische doeleinden wordt beperkt tot de werkelijk noodzakelijke
proefnemingen en dat alternatieven voor het gebruik van proefdieren zo goed
mogelijk worden benut’ (1).

In oktober 2015 is deze prijs uitgereikt aan Jochem Louisse van de leerstoelgroep
Toxicologie van de Wageningen Universiteit. Hij heeft deze prijs ontvangen voor
de ontwikkeling van gecombineerde in vitro (op cellen gebaseerde) modellen en
computermodellen (een ‘digitaal proefdier’) als alternatief voor dierproeven die
gebruikt worden in de toxicologische risicobeoordeling.

In de toxicologische risicobeoordeling van stoffen worden vaak dierproeven (in vivo studies)
ingezet. Dit is vastgelegd in wet- en regelgeving. Met zulke dierproeven wordt bepaald welke
dosis van een stof een toxisch effect veroorzaakt. Aan de hand van deze data wordt een schat-
ting gemaakt wat een veilige (niet-toxische) blootstelling in de mens zou zijn. Op basis van

deze informatie kan men besluiten nemen over het gebruik van stoffen. Men kan dan vaststel-
len wat de maximale hoeveelheden van stoffen mogen zijn waaraan we worden blootgesteld,
zonder dat deze gevaar opleveren voor de gezondheid.

Voor deze toxiciteitstesten worden alleen in Europa al miljoenen dieren per jaar gebruikt (2).
Deze dierproeven brengen verschillende bezwaren met zich mee. Ten eerste zijn er mensen die »
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ethische bezwaren tegen het gebruik van proefdieren hebben. Een tweede probleem is dat dier-
proeven veel geld kosten. Een ander mogelijk probleem van het gebruik van dierproeven is dat
de effecten die in dieren worden gevonden niet altijd relevant of goed voorspellend zijn voor de
mens. Daarom wordt er veel onderzoek gedaan naar methoden die als alternatief kunnen dienen
voor de dierproeven in de toxicologische risicobeoordeling.

Als alternatieve methoden worden vaak in vitro modellen gebruikt om uit te zoeken of stoffen
toxische effecten veroorzaken. Deze in vitro modellen kunnen nuttige informatie geven over de
toxische eigenschappen van een stof, maar ze worden vaak nog niet geaccepteerd als alternatief
voor dierproeven, en worden daarom nog niet toegepast in de toxicologische risicobeoordeling.
Een belangrijke reden daarvoor is dat de in vitro modellen alleen aangeven bij welke concentra-
tie er een toxisch effect ontstaat, terwijl er voor het vaststellen van veilige blootstellingslevels
voor mensen informatie nodig is over de dosis (bijvoorbeeld een bepaalde inname via de mond)
die een toxisch effect veroorzaakt. Als je in vitro data wilt gebruiken voor de risicobeoordeling,
moeten de toxische concentraties dus vertaald worden naar toxische doses. Promotieonderzoek
van Jochem Louisse van Wageningen Universiteit, in samenwerking met TNO en de Universi-
teit Utrecht heeft laten zien dat deze vertaalslag mogelijk is door het gebruik van computermo-
dellen.

Voorspelling van in vivo ontwikkelingstoxiciteit door vertaling van in vitro toxische
concentraties naar in vivo toxische doses
De onderzoekers hebben voor verschillende stoffen laten zien dat het mogelijk is om zonder
dierproeven te gebruiken een goede schatting te maken van de doses die ontwikkelingstoxiciteit
veroorzaken. Dit hebben ze gedaan door toxische effectconcentraties uit in vitro testen te verta-
len naar voorspelde in vivo toxische doses met behulp van computermodellen.
De in vitro test die de onderzoekers voor ontwikkelingstoxiciteit hebben gebruikt is de embry-
onale stamceltest. Deze test maakt gebruik van embryonale stamcellen die in een 3D-structuur
groeien en die uit kunnen groeien tot kloppende hartspiercellen (afb. 1). De test meet bij welke
concentratie van een bepaalde stof de differentiatie van stamcellen tot kloppende hartspiercellen
wordt geremd. Dit is een in vitro uitleesparameter voor ontwikkelingstoxiciteit.

Met behulp van computermodellen (het digitale proefdier) kunnen de toxische concentraties uit
de embryonale stamceltest vertaald worden naar doses in de rat en in de mens (afb. 2). Dit zijn
voorspelde toxische doses die ontwikkelingstoxiciteit veroorzaken. Deze voorspelde toxische
doses kunnen gebruikt worden om in de toxicologische risicobeoordeling veilige blootstellings-
levels vast te stellen.

Afbeelding 1. Embryonale stamceltest. De embryonale stamceltest bepaalt de concentratie

van de teststof die de differentiatie van stamcellen (A) tot kloppende hartspiercellen (C) via
het ‘embryoid body’ (EB) stadium (B) remt. De concentratie-afhankelijke remming van deze
differentiatie (uitgedrukt in fractie aangetaste EBs, D) wordt gebruikt als in vitro eindpunt

voor ontwikkelingstoxiciteit.
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in vitro concentratie-respons ‘digitaal proefdier’ in vivo dosis-respons
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Afbeelding 2. Schematische weergave van de vertaling van een concentratie-respons curve
naar een voorspelde in vivo dosis-respons curve. De voorspelde in vivo dosis-respons curve
zou gebruikt kunnen worden om veilige blootstellingslevels van stoffen te bepalen. Met
deze aanpak is het mogelijk om in vitro data te gebruiken voor de toxicologische risicobe-
oordeling van stoffen.

De onderzoeksgroep in Wageningen heeft laten zien dat de voorspelde ontwikkelingstoxiciteit
van glycol ethers (3), phenol (4), retinoic acid (5) en tebuconazole (6) in de rat goed overeen-
komen met gemeten ontwikkelingstoxiciteit in ratten. Dit laat zien dat de aanpak werkt en dat
deze aanpak het mogelijk maakt om (meer) gebruik te maken van in vitro data in de toxicologi-
sche risicobeoordeling van stoffen.

Het digitale proefdier: computermodellen die kinetiek beschrijven
De computermodellen die de onderzoekers gebruiken zijn zogenaamde PBK modellen. PBK
staat voor het Engelse ‘physiologically based kinetic’ wat aangeeft dat dit modellen zijn die de
kinetiek van stoffen beschrijven gebaseerd op fysiologisch relevante parameters. Als we een
stof binnenkrijgen bepalen kinetische processen hoeveel van een stof uiteindelijk in ons bloed
en in organen terecht komt en hoe lang de stof daar blijft. Deze kinetische processen zijn bij-
voorbeeld de opname van de stof uit de darm naar de poortader en de afbraak van de stof in de
lever. Door deze processen te beschrijven in een computermodel kun je de interne concentraties
van stoffen voorspellen bij verschillende blootstellingen en op verschillende tijdspunten. De
Wageningse onderzoekers hebben deze modellen gebruikt om toxische concentraties uit in vitro
testen te vertalen naar toxische doses in ratten en in mensen. Dit is mogelijk door de toxische
concentraties uit de i vitro testen als input in de modellen te gebruiken en de modellen te laten
berekenen welke dosis er nodig is om de toxische concentratie in het bloed en daarmee het
embryo te bereiken. Door elke concentratie te vertalen naar een corresponderende dosis, kun

je een volledige concentratie-respons curve vertalen naar een voorspelde in vivo dosis-respons
curve (atb. 2).

Voor de ontwikkeling van de PBK modellen is input-data nodig. Een deel van deze data is stof-
specifiek, bijvoorbeeld de opnamesnelheid van de stof in de darm, de afbraak (of bioactivatie)
in de lever en de uitscheiding via de nieren. Er zijn verschillende in vitro methoden beschik-
baar om parameterwaarden te verkrijgen voor de beschrijving van deze kinetische processen.
Ook zijn er methoden om op basis van de fysisch-chemische eigenschappen van een stof een
schatting te maken van deze parameterwaarden. Echter, niet voor alle kinetische processen
zijn methoden aanwezig om goede inputdata te verkrijgen. Er zijn bijvoorbeeld geen goede in
vitro modellen beschikbaar om parameterwaarden te bepalen voor de uitscheiding van stoffen
via de nieren. Daarom is het soms nog nodig om dierstudies te gebruiken om deze waarden te
schatten. Om de ontwikkeling van PBK modellen te verbeteren zonder gebruik te maken van
proefdieren is het belangrijk dat er goede in vitro modellen worden ontwikkeld voor het bepa-
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len van parameterwaarden voor kinetische processen, zoals voor de uitscheiding van stoffen via
de nieren.

Verdere ontwikkeling van de aanpak

Referenties

Om het vertrouwen in de aanpak te vergroten is het belangrijk dat er voor meer stoffen en voor
meer toxicologische eindpunten voorbeelden komen die laten zien dat in vivo toxiciteit goed
kan worden voorspeld door in vitro modellen met computermodellen te combineren. Momen-
teel gebruikt de groep in Wageningen deze aanpak om nefrotoxiciteit te voorspellen. Ook willen
de onderzoekers deze aanpak toepassen om cardiotoxiciteit te voorspellen.

Bij voldoende vertrouwen in de aanpak, kunnen in vitro toxiciteitsdata gebruikt worden in de ri-
siciobeoordeling van stoffen. Door PBK modellen te gebruiken die de kinetiek van stoffen in de
mens beschrijven, kan zelfs direct een schatting worden gemaakt van de toxiciteit van stoffen in
mensen en hoeft er geen vertaalslag van proefdier naar mens worden gemaakt. De aanpak levert
daarmee een belangrijke bijdrage aan de vermindering en mogelijk vervanging van proefdierge-
bruik in de toxicologische risicobeoordeling.
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