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1. Inleiding

Mijnheer de Rector Magnificus, hooggeleerde collegae, zeer
gewaardeerde tochoorders in de zaal.

Het onderzoeksthema van de leerstoel combinatietoxicologie
maakt deel uit van een al jarenlange bestaande samenwerking
op het terrein van de toxicologie tussen TNO Voeding en
Wageningen Universiteit, Deze samenwerking is 5 jaar gele-
den formeel bekrachtigd door de start van een gezamenlijk
kenniscentrum, het Centre for Food Toxicology (CFT). Met
de inrichting van kenniscentra geeft TNO uitdrukking aan
het belang van universitaire ssamenwerking op een aantal stra-
tegische onderzoeksgebieden. Het is voor mij dan ook een
groot genoegen om tegen het einde van het eerste jaar van
mijn aanstelling als hoogleraar hier in Wageningen, de be-
noeming te kunnen verzegelen met deze oratie.

In de komende 45 minuten zal ik een poging doen om de
relevantie van het werkveld van de mengseltoxicologic aan
u toe te lichten en daarbij te laten zien met welke uitdagin-
gen de toxicologie in het algemeen, en deze leerstoel in het
bijzonder, in de komende jaren te maken zal krijgen.
Daarbij zal ik ook stilstaan bij de relatie tussen fundamen-
teel toxicologisch onderzoek van de universiteit en de toe-
passing van deze kennis bij de onderzoeksorganisatie TNO.

2. Bruisen de tijden

Als we het internationale werkveld van de toxicologie be-
kijken, dan is het Nederlandse onderzock daarin sterk ver-
tegenwoordigd. De Nederlandse Vereniging voor




‘Toxicologie, NVT, is in grootte na de Amerikaanse, Japanse
en Britse verenigingen, de vierde nationale toxicologenver-
eniging ter wereld, Het aantal geregistreerde toxicologen bij
de NVT neemt sinds 2002 elke jaar weer toe en het totale
ledenaantal stijge gestaag (NVT, 2004). Ondanks deze
trend, heb ik de indruk dat de populariteic van het werk-
veld in de laatste jaren icts is afgenomen. Daar zijn mijn in-
ziens een aantal verklaringen voor. Allereerst, lijkt het voor
de nieuwe generatic wetenschappers aantrekkelijker en zin-
voller om de gezondheid van bijv. voedingsmiddelen en ge-
ncesmiddelen te bestuderen in plaats van de veiligheid.
Bovendien hebben we in de westerse wereld, dankzij goede
regelgeving en controle, in de laatste tien jaar veel minder
grote milicu- en voedingsproblemen met chemische stoffen
dan in de periode daarvoor. Mijn Wageningse leermeester
in de toxicologie, Professor Jan Koeman hanteerde dan ook
de stelling: “vooralsmog worden in de westerse samenleving
meer mensen door het milien betaald dan er onder lijden’”.

Ik onderschrijf dit adagium. Daarnaast verscheen recente-
lijk een RIVM rapport “Ons cten gemeten” waarin wordt
gesteld dat onze voeding en vooral de ongezonde samen-
stelling daarvan, een veel groter gezondheidsprobleem met
zich mecbrengt dan de chemische en microbiologische ver-
ontreinigingen in de voeding (RIVM, 2004). Ecn studente
stelde mij dan ook laatst de volgende vraag:

Is gezondheid ‘cool” en toxicologie “vet saai™




Ik beantwoordde die vraag ontkennend en voorspelde haar
dat in de komende jaren de toxicologic als onderzocksdisci-
pline nog nooit zo noodzakelijk en aantrekkelijk is geweest.
Ik zal dat hier beargumenteren.

Ten eerste, op dit moment is het zo dat van alle op de
Europese markt geregistreerde chemicalién, dat zijn er on-
geveer 100.000, er slechts van een beperke aantal een volle-
dig dossier over de toxiciteit is opgesteld. Echter, de
Europese commissie heeft recentelijk een wetsvoorstel op-
gesteld waarin een nieuw chemisch stoffenbeleid wordt
vootgesteld . In dit nicuwe systeem dienen ongeveer 30.000
stoffen te worden beoordeeld, via een registratie-, evaluatie-
en autorisatic systeem voor chemicali#én (REACH systeem),
waarvan bedrijven per jaar cen ton of meer vervaardigen of
invoeren. Met deze inhaalslag moet binnen 20 jaar van alle
stoffen de gevaren en risico’s bekend zijn. De kosten bij
toepassing van het wetsvoorstel worden beraamd op enkele
miljarden euro’s (ECN, 2002). Dit staat nog los van de eco-
nomische impact voor bedrijven. Het is dan ook niet ver-
wonderlijk dat overheid en industrie zocken naar mogelijk-
heden om die lijst van duizenden stoffen eerst te prioriteri-
seren. Vootstellen om tot valide voorselectiecriteria te ko-
men, worden op dit moment ontwikkeld door de industrie
en TNO in wisselwerking met de overheid en het RIVM.
Een vergelijkbare uitdaging doet zich voor bij de veilig-
heidsevaluatie van cosmetica waarbij door introductie van
de nieuwe Europese wetgeving (het z.g. “Seventh
Amendment”) in de komende 5 jaar veel alternatieven voor
de huidige dierproeven onewikkeld dienen te worden.

Deze ontwikkelingen betekenen een geweldige toxicologi-
sche klus waarin in ruime mate gebruik gaat worden van in
vitro modellen (dwz. in reageerbuis of kweekbakje) en van



computer modelering. Bovendien zal, om her aantal studies
tot ¢en minimum te beperken, meer nadruk moet liggen op
de kennis per stofklasse en per relevant mengsel van stoffen
en minder op het onderzoek naar alle afzonderlijke stoffen.

Een andere, belangrijke ontwikkeling, waarbij de toxicolo-
gie een eruciale rol speelt, vindt plaats binnen het {pre)kli-
nisch onderzoek van geneesmiddelen. Door de onrwikke-
lingen op het terrein van de moleculaire biologie, is het in-
zicht in wetkingsmechanisme van geneesmiddelen sterk
toegenomen en is er meer kennis over de gevoeligheid van
specificke patiéntenpopulaties. Bovendien wordt hierbij
meer gebruik gemaake van cockrails voor specificke doel-
groepen en de kans op marktintroductie van z.g. “block-
busters” voor de grotere, algemene doelgroepen zal wellicht
verminderen. Daar komt nog bij dat de ontwikkelings-
kosten per geneesmiddel de laatste jaren fors gestegen zijn
{Bain en Co., 2003). Pharma bedrijven zocken naar wegen
om de effectiviteit van preklinisch onderzoek te optimalise-
ren. Ook hier zullen, vroeg in de productoncwikkeling,
nieuwe benaderingen in de toxicologie kunnen bijdragen
aan effectiviteit van het onderzoek, waaronder de combina-
tietoxicologie en het gebruik van toxicogenomics. Bij deze
laatste ontwikkeling worde de kennis over genexpressie pro-
fielen gebruike om wetkingsmechanismen en verschillen in
gevoeligheid tussen mens en dier beter te beoordelen (Lord
& Papoian, 2004).

Tenslotte, ook binnen de voedingindustrie zal bij de ont-
wikkeling van nieuwe gezondheidsbevorderende voedings-
middelen meer aandacht besteedt worden aan verschillende
doelgroepen van consumenten. Hierbij is de kennis over
het werkingsmechanisme onontbeerlijk om de bewijslast
van een gezondheidsclaim te onderbouwen en de veiligheid



te garandeten. Zowel voor “personalized nutrition” als voor
“personalized medication” zal niet zozeer absolute veilig-
heid en effectiviteit van de stoffen van belang zijn, maar
eerder nog de relacie tussen beide, de z.g. Risk-Benefir ra-
tio. Ik kom hier straks nog even op terug.

Op grond van deze ontwikkelingen in de verschillende in-
dustriesectoren, ben ik ervan overtuigd dat de toxicologie
een uitdagende tijd tegemoet gaat zien waarbij de nadruk
ligt op effectiviteit van de risicobeoordeling bij een vermin-
derd gebruik van procfdieren. Tk beantwoordde de vraag
van de studente dan ook met de opmerking;

De roxicologie is “vet cool”.

3. Alles Is een mengsel

In de vorige sectie is de toxicologie van mengsels al enkele
malen aan bod gekomen. Mensen hebben al sinds het ont-
staan van de mensheid te maken met gifmengsels, temect
omdat deze stoffen overal in de natuur in combinaties
vootkomen. Het oudste geschrift, een papyrusrol, dat han-
delt over de medische toepassingen van giftige stoffen, werd
gevonden bij een mummie in een tombe in Egypte (Ebers,
1937). Egyptische arisen uit die tijd werkten met meer dan




800 recepren met bekende giftige stoffen zoals plantextrac-
ten (0.a. monnikskap tegen pijn , wonderboom tegen buik-
klachten, papaver met geestverruimende wetking, of ge-
vlekee scheerling) en zware metalen als lood, antimoen of
arseen. Het zal u niet verwonderen dat de Egyptenaar met
buikpijn en hoofdpijn regelmatig een cocktail zal hebben
gemengd om beide klachcen te verhelpen. In het boven-
staande geval betreft het wel een combinatie preparaar van
aconitine, ricine en opium en vandaag de dag zou men daar
heel voorzichtig mee zijn omgegaan op grond van de wer-
king van de combinatie.

QOok bij de Gricken en Romeinen was het gifmengen aan de
orde van de dag en werden bij deze oude culturen combi-
natiepreparaten uitgeprobeerd om een geneeskrachtige of
hallucinerende werking op te roepen en her effect van het
preparaat daarmee te versterken.

Tenslotte, bij de traditionele Chinese en Tibetaanse genees-
kunde is het gebruik van mengsels tot een ware kunst ver-
heven en hierbij is her gebruikelijk om via combinaties van
kruiden her effect van de individuele stoffen te versterken
of om de giftigheid in de combinatie te verminderen, In de
laatste jaren is er sprake van een heroriéntatie op traditio-
nele Chinese geneeskunde. Kanttekening hierbi; is dat pro-
ductie en samenstelling beter gereguleerd dienen te worden
om contaminatie met natuurlijke toxines en/of contami-
nanten te voorkomen (o.a. zware metalen, alkaloiden), Een
schrijnend voorbeeld hiervan was her gebruik van pijpbloe-
men (Aristolochia clematis) in kruidenmengels. In de jaren
negentig heeft dit in verschillende Europese landen tot ern-
stige nierschade geleid bij honderden vrouwen die Chinese
kruidenmengels als afslankmiddel gebruikten en daarbij
werden blootgesteld aan aristolochiazuur. Deze stof staat
bekend om zijn zeer giftige werking (Betz, et al., 2002).



Dit soort incidenten zijn eerder uitzondering dan regel,
maar pleiten voor het gebruik van kwaliteitsnormen aan-
gaande de samenstelling van deze kruidenmengsels

Dit voorbeeld brengt me tot de beschrijving van het werk-
terrein van de toxicologie. Toxicologie is de medisch-biolo-
gische wetenschap die de schadelijke effecten van stoffen op
levende organismen beschrijft. Uitgangspunt daarbij is
steeds dat er voor iedere stof onder bepaalde omstandighe-
den een dosis kan worden vastgesteld waarboven ongewen-
ste effecten optreden. Deze dosis-cffect relatic werd al tref-
fend beschreven door de in 1541 overleden Duitse genees-
kundige Paracelsus in zijn citaat “Nur die dosis macht dass
ein gift kein gift is“ (“Dosés sola facit venenum”). Dit bete-
kent, dat alle stoffen in principe giftig zijn, maar dat de do-
sis bepaalt wanneer van een vergif (lees: schadelijke stof)
kan worden gesproken. Patacelsus heeft daarmee 4 eeuwen
geleden aan de basis gestaan van het huidige werkveld van
de toxicologie (en homeopathie) toen hij bedacht dat stof-
fen die de mens zick maken in hoge concentraties wellicht
in lage concentraties geschikt zijn om hem te genezen, Het
fenomeen van positieve effecten bij lage dosis worde in de
toxicologie regelmatig beschreven onder het begrip “hor-
mesis”. Het verschijnsel hormesis in de toxicologie is nog
niet goed onderzocht, temeer omdat onderzock bij lage la-
ge doseringen vrijwel niet plaatsvindt (Bukowski, 2000). In
de huidige tijd geldt Paracelsus als de grootste ares die
Duitsland ooit heeft voortgebrache. Dat is echter in schril
contrast tot 2 eeuwen geleden toen een medicus over
Paracelsus schreef: “Hif leefde als een zwijn, zag eruit als een
voerman, en was de grootste tijd van zifn leven bezopen.” (de
Bruijn, 1999).

Paracelsus moet welhaast cen boeiende en sociaal geénga-



geerde wetenschapper zijn geweest. Op 33-jarige leeftijd
vestigt hij zich als hoogleraar in Bazel, waar hij veel buiten-
landse studenten aantreke. Op zijn wetenschapstochten
(equivalent van de huidige sabbaticals) vertoefde hij tussen
adel en het gewone volk. Hij walste echter over allerlei uni-
versitaire principes heen. Zo maakee hij bijvoorbeeld niet
alleen gebruik van de dure exotische producten, maar ook
van mengsels van inheemse kruiden. Ook hing hij een no-
titie aan het prikbord waarin hij niet alleen studenten maar
ook leken uitnedigt voor zijn colleges. Bovendien waren de
lessen nier langer in het Latijn maar in het Duits. Ondanks
zijn breuk met de traditie, werden de colleges van Paracelsus
zeer goed bezocht.

Als ik het succes van de colleges van Paracelsus goed inter-
preteer, dan begint goed onderwijs bij een goede en vooral
benaderbare lector. Dus om aantrekkelijk onderwijs te ver-
zorgen zou ik kunnen overwegen om de college series in het
Duits of, beter nog, in het Limburgs te houden. En als mijn
coliega professor Rietjens dat goedvindt, dan zou ik in dat
laatste geval als een “biitereedner” (een Limburgse trouba-
dour op spreekgestoelte) het studentenvolk kunnen verras-
sen op toxicologie levenslessen, met een dosis humor wel te
verstaan.

Dit brengt mij tot het punt kwaliteit van onderwijs aan de
universiteit. In haar oratie als hoogleraar biochemie riep
mijn directe collega Professor Ivonne Rietjens zeven jaar ge-
leden op tot inspirerend en goed onderwijs (Rietjens,
1997). Voor een deel ligt die uitdaging bij de hoogleraar
zelf, maar collega Rietjens vroeg daarbij ook explicier de
aandacht voor de tanende kwaliteit van het huidige studie-
stelsel waarbij de tijds- en werkdruk voor student en lector

hoog is. Voorafgaand aan deze oratie heb ik haar de vraag

10



gesteld of de situatie is veranderd anno 2004. We kwamen
daarbij tot de conclusie dar, hoewel in het huidige IT tijd-
petk de informatievoorziening in relatief kort tijdbestek
kan plaatsvinden, het steeds lastiger lijke te zijn om vol-
doende tijd te besteden aan creadiviteit en innovatie. Welk
een vreemde paradox! Bovendien is het mij, vader van 3 po-
tentiéle studenten, niet helder of door het aanreiken van al
die informatie op presenteerblaadjes, de student iiberhaupt
wel voldoende wordt uitgedaagd om kritisch te zijn in het
verzamelen van de juiste bronnen van informatie. In dit ka-
der zag ik gisteren in het NRC een artikel op de voorpagi-
na onder de volgende kop “Universitieten zien af van dure
uitgaven” waarbij wordt aangegeven dat wetenschappers bij
de Nedetlandse universiteiten in de komende 3 jaar de helfe
van de wetenschappelijke tijdschriften van de uitgeverij
Reed Elsevier niet meer kunnen raadplegen (NRC, 2004).
Dit is mijns inziens een zorgelijke ontwikkeling omdat de
universiteit juist toegang dienen te hebben tot alle infor-
matie. Kerndoel van de universitaire opleiding is dat de stu-
dent leert om uit alle beschikbare bronnen juist die infor-
matie te filteren die als meest kritisch worde gezien. De toe-
komst zal dan ook moeten uirwijzen of ik terecht wat be-
zorgd ben in deze.

Dames en heren, laten we nu ecens overstappen naar de
nicuwe leerstocl Combinatietoxicologie. Tk ben ervan over-
tuigd dat Paracelsus niet zozeer gebruik maakte van afzon-
dedijke stoffen, maar meer nog werkte met mengsels van
metalen en mineralen, zoals hij dat van zijn vader had ge-
leerd uit de scheikunde en metallurgie. Bovendien deed hij
dagelijks via zijn kruidenkennis ervaring op in gebruik van
combinaties. Daarnaast was hijzelf onderhevig aan de com-
binadiewerking van toxische stoffen cijdens feesten aan het

11




hof en bij de burgerij waarbij hij werd blootgesteld aan
combinaties van spijs, drank en andere genotsmiddelen.
Immers, onze voeding samen met alcohol, cosmetica,
binnen- en buitenluche en sigarenrook, vormen een inge-
wikkeld, variabel mengsel van enkele honderdduizenden
chemische verbindingen waaronder de {essentitle) scoffen,
natuurlijke bestanddelen, natuurlijke, huishoudelijke en in-
dustriéle verontreinigingen en tenslotte de additieven, de
stoffen die doelbewust worden toegevoegd om de kwa-
liteit/houdbaarheid te verbeteren.

Om gezondheidsrisico’s van inname van deze chemische
stoffen te vermijden, worden aanvaardbare dagelijkse inna-
men vastgesteld (bijvoorbeeld ADI, Acceprable Daily
Intake}. Deze advieswaarde is meestal gebaseerd op toxico-
logisch onderzock in mens en dier, waarbij een drempel-
waarde voor de stof, de zogenaamde “No observed adverse
effect level” (NOAEL, ofwel “Geen-nadelig-effect-niveau”)
worde vastgesteld. De aanvaardbare inname norm worde
vervolgens afgeleid van deze drempelwaarden waarbij in ve-
le gevallen een veiligheidsfactor van 100 als uitgangspunt
wordt genomen. Deze veiligheidsfactor compenseert voor
variadie in gevoeligheid tussen verschillende individuele die-
ren (intraspecies variatie) en variatie tussen mensen en dier
(interspecies vadatie} (ICPS, 1987, 1994). De veiligheids-
factor kan zelfs groter zijn dan 100 indien er van de stof
geen chronische toxicitietsgegevens voor handen zijn, of in-
dien er geen drempelwaarde kon worden vastgesteld in de
experimentele studies, of indien het werkingsmechanisme
in de mens sterk afwijkend is.Echter, de hele risico evalua-
tie is gebaseerd op het testen van de effecten van afzonder-
lijke stoffen. Eventuele interacties tussen de stoffen na op-
name in het lichaam, die het effect van de afzonderlijke
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stoffen versterken dan wel verzwakken, worden tot op he-
den niet meegenomen bij het vaststellen van de veiligheids-
factoren. In 1985 verscheen in Nedetland een rapport van
de Gezondheidsraad over normstelling voor niet-kanker-
verwekkende stoffen waarbij door een adviescommissie on-
der voorzitterschap van Prof. Dr. Herman van Genderen
het probleem van gecombineerde blootstelling aan meerde-
re stoffen vanuit het milicn worde beschreven. In de tijd dat
Prof van Genderen zich boog over deze materie in
Nedetland, was er wel al enige ervaring opgedaan met
mengsels van verontreinigde stoffen in water op waterdie-
ren. Zo was het fenomeen van dosis-additie onderzoche in
vissen en waterdieren {Kénemann, 1979, Hermens 1983).
Het betrof hier veelal onderzoek naar de acute toxiciteit van
stoffen in water via (deels) narcotische werking. Echter,
langdurige orale belasting van warmbloedige dieren en de
mens bij herhaalde blootstelling aan lage doseringen met
meer dan twee stoffen tegelijk, was nauwelijks onderzocht,
Weliswaar worden er bij pharmaceutisch onderzock genees-
middelencombinaties getest op ongewenste bijwerkingen in
de mens, maar hierbij is er juist sprake van een kortduren-
de, hoge dosering waarbij een geneesmiddel of combinatie
ook therapeutisch zal werken. De gezondheidsraad advi-
seerde dan ook om “aanvullende toxiciteitonderzoek uit te
voeren met mengsels van stoffen met uiteenlopende wer-
king ter hoogte van het Geen-nadelig-effect-niveau” (GR,
1985).

Tegelijkertijd verscheen in de USA bij het Amerikaanse mi-
nisterie voor milieubescherming, de “Environmental
Protection Agency” (EPA)} een vergelijkbaar document
waarin gerichte adviezen worden voorgesteld voor de risico-
evaluatie van mengsels van stoffen in het milieu (EPA,
1986). De belangrijke aanjagers van het mengselonderzoek
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bij de EPA zijn Dr. Richard Herezberg en Dr. Partrick
Durkin (Stara et al., 1985) waarmee we in Nederland
tegenwoordig nauw samenwerken.

Deze en andere, recente rapporten geven aan de bewust-
wording van het probleem van gecombineerde blootstelling

pas langzaam op gang is gekomen.

De combinatie werking van de stoffen in
de wvoeding en het milien (drinkwater,
lucht) waarbij de mens langdurig words
blootgesteld aan een groot aantal verbin-

dingen in een lage dosering is onveldoende
onderzocht. £

4. Zoektocht naar de toxiciteit van chemische mengsels

In de afgelopen 15 jaar is de interesse in toxiciteitonderzock
van chemische mengsels enorm toegenomen en zowel in
Europa als in de Verenigde Staten is een ware zocktocht be-
gonnen om een systematiek te ontwikkelen waarmee de ge-
zondheidsrisico’s voor blootstelling aan chemische mengsels
kan worden voorspeld. Veel van het pionierswerk op het
terrein van gedefinicerde mengsels is verricht door Professor
Victor Feron bij TNO in opdracht van het Ministerie voor
Ruimeelijke Ordening en Milieu (VROM) en het
Ministerie voor Sociale Zaken {Jonker et al., 1990, Feron et
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al., 1995, Jonker et al., 1996, DVA, 2003). De verschillen-
de aspecten van die zoektocht wil ik kort toelichten.

4.1 Toxiciteit van simpele, gedefinieerde mengsels

Wat is de definitie van een mengsel? Als de precieze samen-
stelling (kwalitatief en kwantitatief) van het mengsel bekend
is, dan spreckt men van gedefinieerde mengsels. Vaak zijn
dit relatief simpele mengsels, dat wil zeggen dat het aantal
mengselcomponenten beperkr is. Dit is in tegenstelling tot
complexe mengsels, die ik niet zal bespreken tijdens deze
voordracht, maar wel zal opnemen in het boekje dat zal ver-
schijnen naar aanleiding van deze oratie (zie noot 6)5.
Doelstelling van de combinatietoxicologie is om aan te to-
nen dat er sprake is van gecombineerde werking tussen de
individuele stoffen in een mengsel. Om dit te onderzoeken,
kan men het mengsel in zijn geheel testen of men kan over-
wegen om alle, afzonderlijke componenten in het mengsel te
testen (Zie noot 1)'. Als de gecombineerde werking van af-
zonderlijke stoffen wordt onderzocht, samen met de dosis-
effect relatie daarvan, dan wordr daarbij gebruike gemaake

van een empirisch model of een mechanistisch model.

Laten we beginnen met de empirische benadering. Deze
methode is verreweg het meest toegepast in de afgelopen 15
jaar. Bij de empirische methode wordt de gecombineerde
werking uitgedruke in de termen “additie” en “interactie” .
Allereetst wordt voor alle stoffen en hun mengsels cen
kwantitatieve dosis-respons relatie bepaald. De term “inter-
actie” wordt gebruikt als het effect van het menggel signifi-
cant afwijkend is van hetgeen op basis van de optelsom van

de afzonderlijke effecten kan worden voorspeld. Bij een
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grote positieve afwijking wordt vaak gesproken van syner-
gisme. Een effect kleiner dan verwacht op grond van addi-
tie, wordt betiteld als antagonisme. Heel wat knappe ma-
thematici hebben zich in het vetleden bezig gehouden met
de nomenclatuur voor gecombineerde werking. Het maakt
in de praktijk niet zoveel uit welke theoric je aanhangt,
maar het is wel van groot belang om consequent te zijn in
het gebruik van een bepaalde definities. Ik verwijs naar de
noten voor een nadere uitleg van de verschillende vormen
van additie (effect additie, dosis additie, inreracrie)2

Bij de eerste mengsel studies die werden uitgevoerd, werd
het effect van het mengsel als geheel vergeleken met het ef-
fect van de afzonderlijke stoffen zonder nadruk op interac-
ties. Dieze aanpak vereist het minimale aantal testgroepen
(n+1, n=aantal stoffen). Een belangrijk voordeel van studies
met hele mengsels, is dat ze relatief eenvoudig zijn uit te
voeren waarbij de interactie {ofwel “afwijking van addirie”)
kan worden aangetoond voor het mengsel als geheel.
Echter, het is daarbij niet mogelijk om interacties tussen
specificke stoffen in het mengsel aan te tonen. Om dat laat-
ste te bestuderen, dient gebruike te worden gemaakt van
statistische ontwerpen waarin de effecten en interacties van
verschillende factoren (lees stoffen} getest worden in een ex-
periment. Bij deze zogenaamde factoriele expetimenten
wordt niet alleen het hele mengsel, maar elke concentratie
en clke chemische stof apart getest. Het aantal groepen in
een factoriele proefopzet is nk, n=aantal concentraties,
k=aantal stoffen.

Om een uitspraak te kunnen doen over vermeende interac-
ties in een mengsel, neemt de complexiteir van deze facto-
riéle experimenten exponentieel toe mer het aantal stoffen,
zeker wanneer de afzonderlijke stoffen op meerdere dosis-
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niveaus worden getest. Uitgaande van slechts 1 dosisniveau
en alle mogelijke combinaries, omvat een experiment met 3
stoffen 7 testgroepen {23-1) en met 4 stoffen 15 testgroepen
(24-1). Daarentegen, een expetiment met 4 stoffen, 3 dose-
tingen per stof omvat al 63 testgroepen.

Een markant voorbeeld van een experiment waarbij een fac-
toriéle proefopzet werd gebruike, is de reproductietoxicolo-
gie studie die werd uitgevoerd door de Ametikaanse EPA
(Narotsky et al., 1995). In deze studies werden de interac-
ties van een mengsel van 3 stoffen op 5 concentraties getest
met behulp van een volledig 5x5x5 factorieel experiment
hetgeen 125 experimentele groepen opleverde.

Echter, dc sterke toename in complexiteit en de hiermee
samenhangende praktische, economische en ethische be-
zwaren van dit type studies, hebben ertoe geleid dat de
meeste mengselexperimenten zijn uitgevoerd met hooguit
een paar stoffen. Gaandeweg de jaren negentig is sprake van
doorbraak in de mengseltoxicologie en wordt het gebruik
van efficiéntere statistische ontwerpen geintroduceerd
waatbij niet alle mogelijke combinaties van stoffen worden
getest, maar slechts fracties van de volledige proefopzet.
Hierdoor werd het uitvoeren van meet complexere meng-
selexperimenten mogelijk (Groten et al. 2001, Tajima et al.,
2002). Een van de cerste studies op dit terrein was een stu-
die om de subacute toxiciteit van een mengsel van 9 stoffen
met 2 concentraties uit te voeren. Hierbij zouden 29 expe-
rimentele groepen nodig zijn in een volledig factorieel ex-
periment. Echter, in plaats daarvan, werd een fractionele,
factoriéle studie uitgevoerd met 16 experimentele groepen,
de 1/16 fractic van een volledig design (Groten et al., 1997) .

In de afgelopen jaren is er veel vooruitgang geboekt met de
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tocpassing en validatie van dit type statistisch onderzoek en
de belangrijkste meerwaarde van dit proces is dat de ma-
thematici, statistici en toxicologen elkaar opzoeken voordat
mengselstudies worden opgezet (Groten et al., 2004). Welk
ontwerp wordt gekozen is een zazk van her afwegen van
prakeische uitvoerbaarheid en winst aan nutcige informarie
dic uit een ingewikkeldere studie kan worden gehaald. Ik
refercer naar collega onderzocker Dr. Eric Schoen, die re-
centelijk op het thema experimentele designs en tocpassing
in onder meer toxicologie is gepromoveerd (Schoen, 1996,
2000). Parallel aan de onewikkeling in Nederland, ontstond
ook in de Verenigde Staten intetesse in deze aanpak en er
loopt nu een actief onderzoeksprogramma op het terrein
van experimenteel design met nadruk op toepassing in de
(combinatic)toxicologie. Ik refereer hier naar het werk van
de Professoren Hans Carter en Chris Gennings (Gennings
and Garter, 1995; Garter en Gennings et al., 2001).

4.2 Van empirische modellering naar mechanistische onder-
bonwing

Naast empirische modellen kan de interactie tussen 2 stof-
fen ook beschreven worden met behulp van cen op het me-
chanisme gebaseerde mathemarische vergelijking.
Interacties tussen stoffen kunnen optreden in de toxicokin-
etische dan wel toxicodynamische fase. De meest bekende
gevallen van interacties treden op in de toxicokinetische fa-
se (de fase waarin het gedrag van de stof wordt bestudeerd
tussen opname en uitscheiding in het lichaam), De interac-
ties worden veelal gekenmerke door inductie dan wel inhi-
bities van biotransformatie enzymen of tijdens de opname
en excretie op het niveau van pompen en carriers in de cel
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membraan, Veel van deze toxicokinetische interacties zijn te
beschrijven met modellen die gebaseerd zijn op mechanisti-
sche kennis {bijv. competitief agonisme, substraatinhibirie)

{Ishigam et al., 2001).

Een van de eerste voorbeelden uit de toxicodynamiek waar-
bij cen mechanistische benadering werd gekozen voor eva-
luatie van mengsels van meer dan 2 stoffen, vormt het
onderzoek van Cassee et al. (1996). Hierbij werd sensori-
sche irritatie van mengsels van aldehyden bestudeerd, zoals
aanwezig in binnen en buitenlucht. Sensorische itritatie
wordt veroorzaakt door activatie van de Nervus trigeminus
in het gehemelte in de mond. Als gevolg van blootstelling
aan irriterende stoffen in de lucht lijdt dit tot een afname
van de ademhalingsfrequentie. In een experimentele studie
met mengsels van aldehydes (formaldehyde, acroleine,
aceetaldehyde) was het irritatic cffect van het mengsel gro-
tet dan voor de individuele stoffen. Toepassing van een
competitie model voor de binding van 3 stoffen aan een ge-
zamenlijke receptor kon de effecten van het mengsel nauw-
keurig voorspellen. Bovendien konden de uitkomsten van
het mechanistisch model, ook nauwkeurig voorspeld wor-
den met een empirisch model, uitgaande van dosis-addirie.
Deze, en andere studies, tonen aan dat aanvullende kennis
over het werkingsmechanisme de scheidslijn tussen empi-
risch en mechanistisch modelleren zullen slechten (Groten
et al, 2004).
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Elk mechanistisch model dat de gecombineerde
werking van 2 of meer stoffen weergeeft, zal
ook beschreven kunnen worden met een empi-
risch model gebaseerd op dosis-additie, en vice

versa.

Tot nu toe zijn het aaneal mechanistische studies op het ter-
tein van de combinatietoxicologie nog zeer beperkr.
Bovendien is de kennis over werkingmechanisme en moge-
lijke combinatiewerking op verschillende niveau’s ( weefsel,
cel, eiwit, gen) sleches fragmentarisch bekend.. Hier staan
de ontwikkeling natuurlijk niet stil. Mede door de weten-
schappelijke vooruitgang op het terrein van de moleculaire
biologie en chip technologie het nu mogelijk om de ex-
pressie van duizenden genen gelijktijdig te meten. Ook het
werkveld van de metabolomics, waarbij simultaan metabo-
lieten niveaus kunnen worden vastgesteld, is dusdanig ver-
fijnd dat hiermee in biologische weefsels en vloeistoffen
{bloed, urine} nauwkeurig informatie worde verkregen over
de toxicokinetiek en dynamiek. Een nieuw werkveld, de
functional genomics, neemt hierbij een onmisbare plaats in
waarbij de toxicologische kennis over metabole routes wit
bestaande studies worde gekoppeld aan de resuleaten uit
nicuwe studies. Deze methodes lijken bij uitstek geschike
voor het bestuderen van interacties tussen metabole routes
bij mengsels van stoffen.

Deze aanpak werd recentelijk gevolgd door dr Stierum e.a.
om de combinatie werking van voedingsadditieven nader
te bestuderen en daarbij meer inzichr te krijgen in moge-

20



lijke overlap in werkingsmechanisme in het doelorgaan le-
ver. De uitdaging voor de toekomst in de toxicologie is om
inzicht te krijgen in de ingewikkelde mechanismen, en
schakelingen die de cel tegelijkertijd activeert en deacti-
veertS. De eerste Nederlandse promovendus op het terrein
van de toxicogenomics, Wilbert Heijne, promoveert over 2
weken in Wageningen bij het eerder genoemde kenniscen-
trum (Heijne et al., 2004).

4.3 Implicaties voor risico evaluatic

Tk hoop dat mijn betoog duidelijk maakt dat er in de afge-
lopen jaren veel adequaat onderzoek is uitgevoerd op het
terrein van de toxiciteit van de chemische mengsels. Het is
nog te vroeg om harde conclusies te trekken uit dit, relacief
schaarse, onderzoek. Echter vooralsnog blijke uit de studies
dat stoffen die een (deels) vergelijkbaar werkingsmecha-
nisme vertonen, ook gezamenlijke werking in de combina-
tie zullen vertonen. De gecombineerde wetking van het
mengsel kan vaak worden voorspeld op basis van dosis-ad-
ditie. In deze situatie kunnen de blootstellingniveaus van
twee stoffen die de respectievelijke drempelwaarden niet
averschrijden een grotet nadelig effect vertonen in de com-
binatie dan verwacht is op grond van deze individuele
drempelwaarden.

Gelijktijdige blootstelling aan stoffen met verschillende
aangrijpingspunten en verschillende werkingsmechanismen
veroorzaakt geen gecombineerd effect zolang de concentra-
ties van de afzondetlijke stoffen maar laag is, dwz. de drem-
pelwaarde niet te boven gaat. Bij blootstelling aan deze stof-
fen boven de drempelwaarde is er juist dikwijls sprake van

interacties.
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Ecn andere belangrijke vitkomst van dit onderzoek is dan
ook dat de combinatic cffecten bij hoge doseringen niet
voorspellend bleken te zijn voor de effecten bij lagere dose-
ringen. Dat betekent dat de interacties waargenomen in
proefdieren bij hoge doseringen, niet zonder meer geéxtra-
poleerd kunnen worden naar lagere, realistische bloostelling

scenario’s bij de mens.

Eén van de methodes waarmee het mogelijk is om interac-
ties te voorspellen in de toxicokinetische fase is door z.g.
pbbk (physologically based biokinetic) modellen van afzon-
derlijke stoffen aan elkaar te koppelen. In een pbbk-model
wordt de verdeling van de stof en zijn metabolieten over het
lichaam en over organen mathematisch beschreven. Bij het
voorspellen van mogelijke interactie tussen 2 stoffen kan de
competitie voor een receptor, enzym of transporteiwitten
voorspeld worden en vervolgens geBxtrapoleerd worden
naar een lage dosis. Deze aanpak wordt gevolgd in de stu-
dies van Andreas Freidig bij TNO en in het huidige pro-
motic onderzock van Maaike Schutte in Wageningen waar-
bij voor bekende milieucontaminanten en voor antioxidan-
ten in de voeding interacties worden voorspeld bij realisti-
sche lage doseringen (Freidig et al., 2003).

In 2002 verscheen een nieuw rapport van de
Gezondheidsraad aangaande de blootstelling aan combina-
ties van stoffen (GR 2002). De raad adviseert prioritcitstel-
ling waarbij rekening moet worden gehouden met (klasses
van) stoffen met een gecombineerde werking, Dit kan door
pet stof een z.g. “Hazard-Quotient” vast te stellen, waarbij
de feitelijke blootstelling wordt gedeeld door een blootstel-
linglimiet. Vervolgens worden de quoti#nten van de combi-
natie samengevoegd. Bij cen overcenkomstig werkingsme-
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chanisme gebeurt dit door het sommeren van quotiénten,
en bij cen verschillende werking door het kiezen van de
grootste quotiént. De gezondheidsraad benadrukt dat de
hazard index niet verdisconteert voor de mogelijkheid van
interacties en adviseert juist hiervoor, in navolging van de
collega’s van de EPA, een verfijningslag te introduceren. Bij
de EPA worde gebruike gemaakr van bewijskracht scores,
door voor elk paar van stoffen, gegevens te verzamelen over
mogelijke chemisch en toxicologische relevante interacties.
De methode dient nader gevalideerd te worden (Mumtaz et
2l.,1992, 1998) en ook dit type onderzock zal binnen de
leerstoe]l worden aangepakt. Vetgelijkbare aanbevelingen
zijn opgesteld door de Deense en Engelse overheid (FSA,
2002, DVA, 2003).

Voor de risicoschatting van chemische mengsels
biedt de ” hazard index” methode een handvat
om relatieve risicos te schatten. De methode
gaar echter voorbij aan de mogelijkheid dat
interacties tussen stoffen de toxiciteit van het
mengsel vergroten of verkleinen. Validatie van
methoden die de interactie tussen stoffen keun-
nen verdisconteren is dan ook gewenst.

Een praktijkvoorbeeld over de prioriterisering van stoffen
met mogelijke gecombineerde wetking, is de recente evalu-
atic van de mogelijke combinatiewerking van voedseladdi-

23



tieven. Hierbij werden 350 verschillende additicven, ver-
deeld in 65 klassen, beoordeeld op de kans op interacties
tussen de klassen, Als uitgangspunt werd verondersteld dat
gecombineerde werking mogelijk is, wanneer er sprake is
van overcenkomstige doclorgaan met een vergelijkbare wer-
king tussen de stoffen. In de praktijk bleven er sleches 4 ad-
ditieven over waarbij een klcine, theoretische kans aanwezig
was op gecombineerde werking in de lever (Groten et al.,
1991). Om deze conclusie te onderbouwen, wordt op dit
moment door de Britse Food Standard Agency studics uit-
gevoerd om her effect van deze combinatie van deze 4 ad-
ditieven in de praktijk te testen {Stierum et al., 2004). Een
vergelijkbate aanpak wordt voorgesteld voor mengsels van
pesticiden (FSA, 2002).

Ik refercer ook graag nog even naar cen praktijkvoorbeeld
uit de golfoorlog dat vandaag in de Volkskrant stond onder
de kop “London moct bestaan Golfsyndroom erkennen”.
In dit artikel wordt gemeld dat Britse regering etkent dac er
een verband bestaat tussen de blootstelling in de golfoorlog
aan (combinaties van) van o.a. bestrijdingsmiddelen, anti-
bacteriele middelen en uranium en de klacheen die soldaten
vertoonden, die bekend staan als het Golfoorlogsyndroom
{Volkskrant, 2004).

Een interresant prakrijkvoorbeeld over de implicatie van de
hazard index, was de commotie die ontstond naar aanlei-
ding van een artikel in Science, begin dit jaar, waarin
Amerikaanse en Canadese wetenschappers adviscerden om
de consumptie van gekweekee zalm te beperken tot een keer
per maand. Vergeleken met wilde zalm, bevae gekweekee
zalm, die wordt grootgebracht met visvoer, vaak meer ver-
ontreinigingen zoals Pcb's, toxafeen, mirex, DDT, lindaan
(zogcheten organochloorverbindingen dic tot de jaren ze-
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ventig van de vorige eeuw veelvuldig werden ingezet als
pesticide, en zich via het water en de bodem uiteindelijk
opstapelen in vogels, vissen en zoogdieren). De weten-
schappers telden de risico’s van drie soorten chemicalién bij
elkaar op (dicldrin, toxafeen en pcbs) conform de EPA
richdijn betreffende het gebruik van de “Hazard Index”.
Echter, hierbij is een kanttckening op zijn plaats. Omdat
het werkingsmechanisme van deze drie stofklassen niet
zonder meer vergelijkbaar zijn, is het optellen van de kan-
kerrisico’s via additic wellicht te conservatief en daardoor
lijkt het of de huidige normering in de vis al snel wordt
overschreden (Hites et al. 2004, NRC, 2004).

Bovendien zitten aan de consumptie van zalm ook positie-
ve kanten. Van de zogehcten omega-3-vetzuren in de vis is
bekend, dat ze de kans op hart- en vaarziekten verkleinen,
Deze afweging van de veiligheid (“risk”) versus de gezond-
heid (“benefits”) van ingrediénten in een voedingsproduct
is niet zonder meer mogelijk omdat de voedingskundige
advieswaarden van macronutriénten en de veiligheids-
grenswaarden van contaminanten niet op een vergelijkbare
manier worden afgeleid met vergelijkbare onzekerheidsfac-
toren. Persoonlijk denk ik dac door toepassing van de chip
technologie en metabolomics de grens tussen voedingsfyio-
logie en toxicologic vervagen (Ommen en Groten, 2004).
Deze risk-benefit benadering is ook een van speerpunten
van het huidige europese nutrigenomics onderzock aange-
voerd door Dr van Ommen van TNO. Ook speelt mee dat
de gezondheidsbevorderende of beperkende eigenschappen
van producten als vis, fruit, groente wellicht voortkomt uit
de gezamenlijke werking van een macronutriénten cockeail,
terwijl de risico’s van contaminanten juist worden afgeleid
voor de afzondetlijke stoffen. Iets dat in de toekomst beter
geanalyseerd dient te worden,
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Bif de evaluatie van het ‘visk-benefit” profiel
van stoffen in onze voeding is het te adviseren
om de gezamenlijke werking van macronu-
trienten enlof contaminanten in beschowwing
mee te nemen.

4.4 Op weg naar de volgende queeste?

De zocktocht van meer dan 15 jaar heeft veel kennis opge-
leverd over de manier waarop mengsels een gecombineerde
werking vertonen. Door het gebruik van deze in vitro- en
moleculaire technicken wordt het mogelijk om tegelijker-
tijd veranderingen in eiwit en genexpressi¢ door toxicologi-
sche agentia te meten en, samen met de kennis over mera-
bole routes en computer modelering, dit te vertalen in een
netwerk van ondetlinge processen/reacties. Door integtatie
van deze verschillende onderzoeksdisciplines ontstaat een
nieuw toxicologisch werkveld aangeduid als geintegreerde
toxicologie. Een belangrijk deel van het onderzoek binnen
de leerstoel zal gewijd zijn aan het wetkveld van de geinte-
greerde toxicologie. De doelstelling daarbij is om de toe-
passing van de moleculaire toxicologic en de combinatie-
toxicologie voor de analyse van interacties tussen stoffen te
intensiveren en een voorspelling te geven voor de cumula-
tieve risico’s na combinatieblootstelling.

De zocktocht in de combinatietoxicologie, die 15 jaar gele-
den gestart is door mijn illustere voorgangers, zal dan ook
worden voortgezet in een nieuwe queeste, waarbij de mole-
culaire biologie, de statistick, de toxicologic en de bioinfor-
matica geintegreerd zullen worden.
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Vrienden van bet nieuwe genootschap, maakt u
klaar voor een uitdagende reis...

Tot slot kom ik nog even terug op de samenwerking tussen
TNO en de universiteit. In alle voorbeclden die ik u van-
daag heb getoond, is er sprake van verschillende gradaties in
de kennisontwikkeling. Het onderzoek wordt opgestart aan
de fundamentele zijde binnen de muren van de universiteit
en gaandeweg zullen een aantal van deze kennisprojecten
worden toegepast bij TNO in samenwerking met bedrij-
ven. Zo functioncert ook de samenwerking op het terrein
van de toxicologie. Met de opgedane kennis over het ge-
bruik van in vitro transport systemen, pharmacokinetick en
moleculaire toxicologie worden nieuwe modellen en in-
zichten verworven in de toxicologie die uiteindelijk weer
ten dienste staan van her bedrijfsleven. Juist omdat TNO
en WUR kiezen om deze kennis te focusseren op een werk-
gebied, in dit geval dat van de toxicologie, is er sprake van
cen samenwerking met voldoende kritische massa. Dat de
samenwerking succesvol is, blijke bijv. uit het feit dat er
sinds de oprichting van het Centrum, elke jaar weer nieu-
we promovendi binnen het centrum starten en alle oud-ai-
o’s vinden snel een nicuwe baan bij TNO of elders. Daarbij
slui¢ het kenniscentrum goed aan bij ander precomperitief
onderzoek in de “food-valley” op het terrein van voedsel-
kwaliteic, microbiologie en gezondheid. Een goed uitgangs-
punt voor een gezonde toekomst in een “post Wijffels”™ pe-
riode (Wijffels et al., 2004).
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Dankwoord

Aan het eind van deze rede wil ik graag nog enkele woor-

den van dank uitspreken naar een aantal mensen.

Meneer de Rector, geachte leden van het bestuur van het LIFT
Jonds, en de leden van de benoemingsadviescommissie,

Ik dank u voor het vertrouwen dat u in mij heeft gesteld en
dat geleid heeft tot deze benoeming.

Geachte leden van de Raad van Bestuur van TNO en de di-
rectie van het kerngebied Kuwaliteit van Leven,

Ik ben u buitengewoon dankbaar dat u de relatie tussen
TNO en universiteit zo stimuleert en koestert en mij de ge-
legenheid biedt daarin te participeren. In het bijzonder
voor zeetgeleerde Colijn en Snoeij, beste Tiny en Niek, ik
stel jullie directe betrokkenheid met dit vakgebied enorm
op prijs en ik heb er vertrouwen in dat we “deze nicuwe
kat” op succesvolle wijze =zullen voorttrekken,
Hooggeleerde Pot, Beste Frank, ik beschouw het als een
grote eer dat je vandaag deel wilde uitmaken van het
Cortége.

Wageningse Collegas en studenten in de leerstoelgroep Toxicologie
en het departement Agrotechnologie en Voedingswetenschappen,
Ik hoop op vele tockomstige samenwerkingen met sterke
synergie tussen gecombineerde disciplines. De queeste is
begonnen!

Zeer geleerde oud- en nieuw Promovendi Cassee, Duizer, Oomen,
Dudfert, Verweij, Heijne en Schutve, Dank voor uw genoegelijke
samenwerking in Wageningen en Utrecht. Volharding is een
kernwoord voor een onderzoeksbaan in deze
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Collegds van TNOQ Voeding,

Een medewerker van TNO in Zeist legt zijn ene oor te
luister in de wetenschap terwijl het met zijn ander oor een
klant te woord staat. Dit vergt echt bijzonder talenten van
u allen en ik weet da uit ervaring. Uw voortdurende drang
naar innovatie en de toepassing daarvan geef momenten
van ultieme “flow” (Csikszentmihalyi, 2003). Via de
samenwerking met Wageningen UR ga ik proberen die
kennisbeweging te onderhouden en waar mogelijk samen
met u te verbreden.

Graag ook een woord van dank naar mijn leermeesters.

Hooggeleerde Koeman, beste Jan

Als student was ik tijdens jouw college niet alleen diep on-
der de indruk van je zeer bekwame manier van doceren,
maar tevens van je brede kennis van het vakgebied. Welliche
dat jij, als cerste voorzitter van de NVT, aan de basis staat
van mijn grote interesse in de toxicologie.

Hoogeleerde Ferom, beste Vic

Jouw pionierswerk in de mengseltoxicologie bij TNQ is van
onschatbare waarde geweest voor het vakgebied wereldwijd.
Daarnaast was jij het die op de meest aimabele en gezond
kritische wijze in staat was om hazard aan risk evaluatie te
koppelen. Je bent daarin echt een kei. En dar is in mijn
hoofd geprent,

Hooggeleerde van Bladeren, beste Peter

Jij was het die me overhaalde om terug te komen uit
Amerika voor een baan in Nederland, in Wageningen nota-
bene! Wellicht had mijn loopbaan zonder jou er wel heel
anders uitgezien, maar ik heb er geen moment spije van ge-
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had. Ik zie er dan ook naar uit om hier in Wageningen de
samenwerking als bijzondet hoogleraar duo te kunnen
voorzetten.

Hooggeleerde Rietjens, beste Tvonne,

Peter was snel, jij bent soms nog sneller. Ik geniet van onze
levendige voortgangsoverleggen. Hopelijk houden de aio’s
ons een beetje in toom.

Met jou als de huidige voorzitter van de NVT, verkeer ik in
elke geval goed gezelschap. Het wordt een super tijd, ik voel
dat ...

Weledele Heer Groten, beste pap,

Wellicht dat je dit al voor ogen had toen je me 29 jaar ge-
leden afleverde op Gymnasium Rolduc en later in het
kraskpand in Wageningen. De volharding om dit te verwe-
zenlijken heb ik van jou en ik ben et trots op.

Beste familie en vrienden,
Dank voor je aanwezigheid en steun hier en op andere
plaatsen!

Lipve Miel, Stijn, en Finn,
Het domme professortje heeft zijn verhaaltje gedaan. En
vanaf nu mogen jullie me niet meer plagen.

Zeergeleerde Janssen, lieve Bernie,

Als een ieder cens wist hoe zeer jij aan de basis staat van
mijn reilen en zcilen, dan hadden ze beter jou tot hoogle-
raar kunnen benoemen. Ik zal proberen deze klus “ons

waardig” te klaren.
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Beste mensen, ik dank u voor uw aandacht,
De cocktails staan beneden voor u klaar en vergeer daarbij
voot een moment de mogelijke gecombineerde werking

daarvan !

Ik heb gezegd.
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Noten

1. Schema voor evaluatie van toxiciteit van simpele mengsels.
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2. Begrippen in de combinatieroxicologie

Voor het beschrijven van de gecombineerde werking van stoffen worde een
groor aaneai begrippen gehanteerd, dic zijn terug te voeren naar de defini-
tics van mathematici wit de jaren ‘50 voor additie (het oprellen van cffec-
ten) en interactic. Een en ander is terug te voeren op het feit dac vanuit
verschillende disciplines {farmacologie, toxicologie, statistick, epidemiolo-
gie, radiohiologie) ¢n vanuit verschillende theoricén wordt getracht de ef-
fecten van combinaties van stoffen te beschrijven. In de voetnoot zijn alle
ganghate definitics weergegeven. Een kwantitatieve uitspraak over de ma-
te van interactie is alleen mogelijk als de dosis-effect relaties van de afzon-
detlijke stoffen en het mengsel bekend zijn en worden getoetst met behulp
van een mathematisch model waarin interactie op een bepaalde manier
kwantitatief gedefinicerd is. Het merendeel van de studies is echrer niet
ontworpen voor een kwantitatieve evaluatie van combinatie-toxiciteit
{Groten ec al., 2001)

Ineractics

Van groot belang is of cen mengsel van stoffen een interactie vertoont, dat
wil zeggen dat her gecombineerde effece van de scoffen groter of kleiner is
den op grond van de toxiciteit van de afzondetlijke stoffen verwacht zou
worden. Studies uirgevoerd met mengsels van stoffen -veelal becreffen dic
binaire mengsels - hebben altijd een uitspraak over wel of niet vermeende
interactie tussen de stoffen tot gevolg. Of de gecombineerde werking van
stoffen wordt gekenmerke als een interacrie, hangr echter, altijd af van hec
referenticpunc, dat wil zeggen de definitic van ‘geen-interactie’ (de nulhy-
pothese}. Er is sprake van interactie als het effece van het mengsel signifi-
canc afwijkend is van hecgeen op basis van de gemiddelde effecten van de
afzonderijke stoffen ken worden voorspeld. Bij een grote positieve afwij-
king van de nulhypothese words in de toxicologic vaak gespraken van ‘sy-
nergisme’. Een negatieve afwijking van geen-interactic wordt in her alge-
meen beriteld als ‘antagonisme’. Afhankelijk van de definitie van
geen-interactic (bijvoorbeeld dosis- of effectadditic) kunnen dezelfde stu-
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dicresultaten tot verschillende uitspraken leiden. Duidelijke begrippenk-
aders voor de combinatiewerkingen tussen stoffen werden gegeven door
Bliss en in navolging hiervan, later door Hewleet en Plackert. Het onder-
staande overzicht van mogelijke combinatiewerkingen gaat uit van her be-
grippenkader gehaneeerd door Plackert 8 Hewlerr (1952, zie ook Cassee
et al., 1998).

Dit is het fenomeen dat de verschillende stoffen in een mengget zich ge-
dragen als ware het verdunningen van eenzelfde scof. Dosis-additie komt
overeen met ‘simple, similar action’ zoals gehanteerd worde door Finney,
en Hewlett en Plackert. De aanname die aan dosis-additie ten grondstag
ligt is dat de stoffen op vergelijkbare wijze op eenzelfde biologisch systeem
{recepior, enzyme, orgaan) werken. Hieruit volgt dat de variaties voor ge-
voeligheid voor de toxicanten als compleet posidief gecorreleerd wordt ver-
ondersteld (» = 1). De bijdrage van de stoffen aan de uiteindelijke respons
is afhankelijk van de individuele potentie. Een belangrijke aanname hier-
bij is dat de relatieve potentie van de mengselcomponenten gelijk is bij de
verschillende doseringsniveaus. Dosis-additie kan theoretisch gezien dus
aptreden bij alle dosisniveaus, ook bij dusdanig lage doseringen dat er geen
cffecten voor de afzondedijke stoffen waarneembaar zijn. Door het opire-
den van dosis-additiviteit kunnen stoffen op doseringen die afzonderlifk
nict tot effecten leiden, in cen mengsel wel toxisch zijn.

R iditie of cffecr-addi

Dit zijn termen die vergelijlbaac zijn met “independenc action” zoals be-
schreven door Plackett en Hewlert. De gecombineerde werking van stof-
fen wordt verkregen door de response van de afzondetlijke stoffen te som-
meren. Respons-additiviteit is gebaseerd op de aanname dar de afzonder-
lijke stoffen op geheel verschillende fysiologische systemen werken, of op
hetzelfde fysiologische systeem werken maar functioneel onathankelijk
zijn, Stoffen zullen echter alleen additief werken als de afzondeslijke stof-
fen de colerancie-drempel overschreden hebben. Dit wil zeggen dar de af-
zonderlijke stoffen alfeen responsadditief werken als zij zelf al een effece be-
werkstelligen.
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Bliss wees crop dat respons op blootstelling aan twee verschillende stoffen
niet alleen afhankelijk is van de respons op de afronderlijke stoffen, maar
cok van de correlatie die bestaar tussen de individuele toleranties. Deze
kan vatigren van compleet positief (t = +1) tot compleet negatief (r = -1).
In geval van cen complect positicve correladie zal een individu dat het
meest gevoelig is voor de ene stof, ook het meest gevoelig zijn voor de an-
dere stof. Omgekeerd zal bij een compleet negaticve correlatie een indivi-
du dar her meese gevoelig is voor de ene stof, het minst gevoelig zijn voor
de andere stof.

3. Isobologram

In cen isobologram geeft cen rechte lijn, de isobole, eenzelfde roxicologi-
sche zespens weer bij verschillende combinaties van doseringen van twee
toxicanten. Door uit te gaan van een gelijk effect (iso-effect} niveaus wordr
het aantal variabelen (dosis stof 1, 2 en effect) gereduceerd van drie naar
twee (dosis 1 en 2). Hierdoor is cen tweedimensionale weergave mogelijk.
Afhankelijk van waar hee isoeffect niveau van de combinatie van twee stof-
fen zich bevinde, den is er sprake van versierking (synergisme) den wel ver-
zwakking (antagonisme) van het effect. Bovendien werke de methode al-
leen bij duidelijke effect niveau’s (Groten et al., 2001; Cassee etal., 1998).

4. Response-surface analyse

isobologrammen hebben als nadeel dat veel experimentele data punien
verzameld moeten worden, terwijl sleches beperke aantal gebruike worden
voor samensteflen iso-effects curve. Bovendien is aanvullende seatitistische
analyse nodig om “deviatic van additivitiet” t¢ kwantificeren. Bij de res-
ponsc-surface worde cen op statistick gebaseerd mathemarische vergelij-
king tussen dosis en effect opgesteld (Suhnel, 1992, Carter 8&Gennings,
2002). Voordeel hiervan dat alle experimentele data punten worden ge-
bruike en nier per se de dosis-effecc curves van alle individuele stoffen in
het mengsel bepaald dienen te worden (Groten et al., 2001).
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5. Evaluatie van lever toxiciteit van mengsels van voedseladditieven met
behulp van functional genomics (Sticrum ct al., 2004;.

A functional genomics approach:

Integrate cellular responses of mixtures of food
additives
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6. Toxiciteit van complexe mengsels

In tegenstelling tot gedefinicerde mengsels, is van complexe mengsels de
precieze samenstelling nict bekend. Complexe mengsels kunnen uit tien-
tallen of honderden stoffen bestaan en kunnen afkomstig zijn uit cenzelf-
de bron of van verschillende bronnen, Soms zijn de bestudeerde com-
plexe mengsels vanuit epidemiologisch onderzock al aangemerkt vanwege
effecten op de volksgezondheid, zoals mengsels van polyeydlische kool-
waterstoffen (PAKS), sigarettenrook, fijnstof en dicsel emissies.
Toxiciteitstudies met complexe mengsels richten zich op het karakrerise-
ren van de toxiciteit van het mengsel als geheel. Elke smdie worde per
definitic met een, weliswaar vergelijkbaar, maar verschillend mengsel uit-
gevoerd. Door de slechte mengselkarakeerisatie zijn toxiciteitstudies met
complexe mengsels ongeschike om de coxiciteit van het mengsel te ver-
klaren of te voorspellen op grond van de bekende mengselcomponenten
(Feron en Groten, 2002). In de bijbcharende figuur is dit schemacisch
weergegeven. Patroonhetkenningstechnieken kunnen worden gebruike
om in bestanden met samenstellings-en toxicititietsgegevens van meng-
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toxiciteit van mengsels worden afgeleid uit fysisch-chemische gegevens en

toxiciteitgegevens van andere mengsels. Collega Professor Ingvar Eide
werkzaam bij Statoil heeft dit voegepast voor verschillende olie destillawen

sels andere mengsels identificeren. Bovendien kan met deze technick de
en diesehuitlaatgas (Eide, 1998).
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