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du “cancer” (toxique pour l’ADN) et pour les 
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Tests in vitro pour la caractérisation génotoxique
Test Names Guidelines Description
Ames Test OECD 471 Detection des composés mutagènes

HLCA test (telo/centromère) OECD 473 Etude aberration Chromosomique

Micronucleus test (telo/centromere)  OCDE 487 Detection des produits clastogénes/ aneugénes

in vitro Phototoxicity OECD 432 Sun effect on compound and on humanskin

in vitro Cytotoxicity OECD 432 In vitro toxicity on cell lines

in vitro irritation/ corrosion OECD 431
/439

Irritation on reconstructed human epiderminis

GARD (Genomic Allergen Rapid Detection) in vitro
(LLNAalternative)

Hypersensitivity of pure test article or mixture in
partnership with SENZAGEN

in vitro Endocrine disruptions YES / YAS transfected yeasts in  
partenership with XenometriX

Expertise Analyze the process of the test of the customerand 
propose tests or specific solutions



Liste non exhaustive où les tests de 
génotoxicité sont utilisés ….

• Echantillons environnementaux air, sol et eau
• Produits Chimiques Reach Annexe VII etc.
• Produits cosmétiques 
• Préparation botanique 
• Extraits plantes médicinales
• Equipements médicaux
• Alimentaire

• Animaux
• Humains

• Produits pharmaceutiques et impuretés pharmaceutiques (animal et 
humain)
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Produits pharmaceutiques : les impuretés Génotoxiques 
Rappel arbre décisionnel simplifié ligne directrice M7
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Rapport , expert



Historique des différents types de test 
d’Ames OCDE 471 (St Louis)

Janvier 2020 5

Plus récemment le test « umu » refait surface
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STANDARD AMES TEST : METHOD (OECD 471) 

Strains Culture 
12 hours at 37°C

Solution of 
test article 
5 concentrations

Metabolic
activation mix
S-9 (Phenobarbital-
5,6 Benzoflavon
induction)

Molten agar
less

histidine/biotine

Culture 48 h at 37°C

Contrôle négatif Produit mutagène

Agar plate Agar plate

6

TARGET CELLS: 
Salmonella typhimurium 
or Escherichia coli 
(at least 5 strains)

HISTIDINE (HIS-) AUXOTROPHIC
[mutants selected by Ames, without
histidine the strains did not growth ]

HISTIDINE (HIS+)
PROTOTROPHIC , [mutation => 
back to wild type]

REVERSE
MUTATION

MUTAGENS AGENT
+/- METABOLISM
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Les NITROSAMINES dans le médicament 

• « Les nitrosamines sont métabolisées  principalement par les 
CYP2A6 et CYP2E1 en mutagènes réactifs à l’ADN par méthylation 
(alkylation) à la position O6 de la guanine, à la position O4 de la 
thymidine et à d’autres lésions moins mutagène. Lorsqu’elle n’est 
pas corrigée, l’O6-méthylguanine peut être reconnue à tort 
comme étant de l’adénine, causant des mutations de substitution 
GC>AT pendant la réplication, cette mauvaise reconnaissance 
peut entraîner des mutations TA>CG. »

• « Les agents cancérigènes mutagènes agissent souvent au moyen 
de mécanismes multiples. La NDMA et la NDEA sont également 
clastogènes et hépatotoxiques et peuvent causer des dommages 
secondaires par la production de formaldéhyde et d’espèces 
réactives d’oxygène (Organisation mondiale de la Santé, 2002). 
Cependant, l’adduction O6-alkyl-guanine est le mécanisme le 
plus répandu et le plus puissant lié au cancer.

• George E. Johnson et al, « Permitted daily exposure limits for 
noteworthy N-nitrosamines » Environ Mol Mutagen 2021 Jun 5. 
doi: 10.1002/em.22446.  
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Metabolic activation of NDMA formation of the DNA-reactive 
methyldiazoniumion from  NDMA (adapted from Sulc et al., 2010)

Assessment report EMA/217823/2019

Juillet 2021

MECANISME GENOTOXICITE DES NITROSAMINES METABOLISATION: MOLECULES REACTIVES



Test d’Ames: Les principales souches utilisées

TA98

GC base pairs at the 
primary reversion site

Frameshift 
mutagens

2-nitrofluorene and 
various aromatic 

nitroso derivatives of 
amine carcinogens

TA100
GC base pairs at 

the primary 
reversion site

Base pair 
substitution

TA1535

GC base pairs at 
the primary 

reversion site

Base pair 
substitution

TA1537 
&TA97a

GC base pairs at 
the primary 

reversion site

C1 Frameshift 
mutagens near 

–C-C-C

not readily 
detected by 

TA98, such as 9-
aminoacridine

TA102, TA104 & E. 
coli WP2uvrA

AT base pair at the 
primary reversion

cross-linking
mutagens

(bleomycin, 
mitomycin, metals)

Oxidising
mutagens

hydrazines
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Nitrosamines
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Généalogie des souches TA100, TA1535 sont issues 
de la même souche TA1530
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Nitrosamines
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Environ ¾ des nitrosamines sont + dans 
le test d’Ames
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Cependant……
• Génotoxicité  

• Il n’y a pas de test unique qui détecte tous les produits génotoxiques
• Mutation, clastogène, aneugène : in vitro et in vivo.

• In vitro plus rapide et moins couteux que les tests in vivo (ex test de cancérogenèse 2  
ans et plusieurs millions d’euros).

• Test suivants les lignes directrices OCDE complétées par les lignes directrices ICH-M7 
TTC 1,5 µg/jour inférieur à  la durée de vie  (pharma) ,  EFSA (alimentaire) . SCCS 
(cosmétiques), ECHA (REACH annexe VII (1 à 10 tonnes)).

• EFSA et OMS: Le seuil de préoccupation toxicologique (TTC) pour les produits 
chimiques génotoxiques est 0.0025 µg/kg pc/jour sauf pour les produits hautement 
cancérogènes comme les nitrosamines.

• Produit pur versus mélange complexe ?
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Impureté inattendue dans un 
produit pur,

mélange d’impuretés, 
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Impureté inattendue
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Supposons un pic de dégradation, 
impureté
⇒ Identification
⇒ Caractérisation in silico (QSAR…)
⇒ Synthèse mg to g
⇒ Test …
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Solution:
- Collecter le pic et le tester 

directement comme un 
échantillon

- Mais quantité limité de 
produit (< mg, = µg)
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Les hautes performances de 
l’Analyse chromatographique 1/3 

La forêt de pics est un mélange 
de plusieurs dizaines milliers 
de molécules/impuretés
inconnues, dont la réactivité, 
la stabilité et l’innocuité 
sont inconnues: 
comment les caractériser ?
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Definitions 2/3
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Test biologique versus analyse 3/3
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Constat….
• Dans l’état actuel des connaissances les essais biologiques in vitro 

peuvent fournir des informations supplémentaires importantes 
pour l’évaluation de l’innocuité des MCF. Toutefois , pour détecter 
de façon fiable les substances génotoxiques en deçà d’un seuil de 
0,00015 µ/mL (TTC),

• il faut encore les améliorer.
• Néanmoins, les méthodes chimiques actuelles utilisées pour l’analyse des Emballages en contact 

avec les aliments  migrent utilisent une limite de détection de 0,01 µg/mL et sont donc également 
notables pour exclure la présence de toute substance génotoxique considérée par le TTC. 
Finalement la conduite des deux méthodes peut fournir des informations toxicologiques 
importantes sur une FCM pour rendre possible une évaluation de l’innocuité des substances 
inconnues.
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5 Strains, culture  
12 hours at 37°C

Solution of  
test article

5 concentrations

Metabolic  
activation mix  
S-9 mix

NANOAMESTM TEST : METHOD

Over night GenCar
medium Exposure 
for tester  Strains

at 37°C
Molten agar less hist/biotine for each well ++ Culture 48 h at 37°C  

25 well Agar plate

DAY 1

DAY 3

DAY 2

DAY 5

Scoring each well

Molecular
Biology

for PCR 25
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Test d’Ames ultra miniaturisé
INNOVATION

NANO 
AMES 

Test  de 
mutagenèse

Méthodes Test item Quantité Commentaires

Ames test Standard 250 mg/essai 5 souches

Effet nourricier
Produit cytotox

« Treat and Wash »
« Treat and plate »

250 mg/essai 5 souches

Screening/ 
impureté

MPF (fluctuation) 40 mg 5 souches

Screening/ Miniaturisé 35 mg 4 souches

Impureté non 
caractérisée

NanoAmes TM 70 µg/2 souches 5 souches

Il existe différentes methodes pour le test d’Ames.
Dans le cadre de la caractérisation d’impureté en très petite quantité, GenEvolutioN a 
ultra miniaturisé le test d ’Ames  « NanoAmes TM »
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Test d’Ames Ultra-miniaturisé versus mini

• 14 produits de référence et deux produits négatifs ont été testés 
en utilisant la méthode ultra miniaturisée en pré-incubation sur 
les 6 souches TA98, TA100, TA97a, TA1535, TA102 et E.Coli, avec 
et sans activation métabolique.
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Bonne correspondance À des doses plus faibles
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Conséquences: comparaison Ultra 
miniaturisation versus Ames standard

21

NanoAmes Ames standard 



Conclusion
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In silico => AI = « machine learning »

Automatisation des techniques

ARN/ADN expression
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Merci ! Merci ! Merci ! Merci ! Merci ! Merci ! Merci ! Merci ! Merci ! 

•Nestlé: Maricel Marin-Kuan, Gabriele Scholz et Benoît Schilter
•Servier: Véronique Gervais
•XenometriX : Dimitrios Spiliotopoulos et Nicole Weilad-Jaegi
•Biomnigene: Alexandre Douablin
•GenEvolutioN: Olivier Cariou, Nina Coulange, Isabelle Mouche 
Laure Malésic, Françoise Gigan et Michèle Loeffler
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ANNEXE
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Cytogenetic tests
Micronucleus OECD 487

GLP 



3- hour short treatment with and without metabolic activation, then a
long treatment 24-hour in the absence of metabolic activation. In case of
cycle delay, a long alternative treatment could be performed :

in vitro Micronucleus test (OECD 487)

Double staining : 
show aneugen, or 
Clastogen (m-Fish)

In presence of phytohemagglutinine , 
Blocked by cytochalasine B
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Chromosomal aberration test: Method 
(OECD 473)

29

Whole blood

Medium

Incubation 48h  37°C

PHA

Test item

KCl + fixative

Scoring

Lymphocytes

37°C Incubation 3h or 20h, washing, 
colcemid 2h before harvest

Metabolic activation

Slides 
About 1 g of test article, 120 slides for each study
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GenEvolutioN 
Holding SAS

(Février 2018)

GenEvolutioN 
Prospective 

Division
(Février 2017)

GenEvolutioN 
Testing Division

(Juin 2017)

Activité de Recherche
Transfert de 
technologie

Tests Réglementaires

ANSM
GIPC COFRAC

JEI

Un CRO avec une expertise en genotoxicité
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OECD 471 guideline -bacteria
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