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PROC METODY ODHADU TOXICITY VYPOCTEM - IN SILICO?

DNES: Dusledek programu a legislativy je tlak na hledani
vhodnych metod 1. pro nalezeni indext toxicity i jinych
biologickych ucinkli chemickych latek a jejich fyzikalné
chemickych vlastnosti nutnych pri distribuci latek

2. omezeni aZ zruseni pokust na obratlovcich (3R Russella a
Burche)

3. jen takové, jejichz vysledky jsou stejné informacneé kvalitni
jako pomoci klasickych metod na zviratech — alternativni
metody, predikéni modely.

JIZ DRIVE: nalézt zplsob, jak se rychle dozvédét o vlastnostech
novych latek, které ohrozuji zdravi lidi.



Alternativni metody jsou takové, které jsou schopny
poskytovat stejnou uroven informaci jako pokusy
pouzivajici zvirata nebo lepsi a které potrebuji méneé
zvirat nebo radeéji zadna.

In vitro a in silico - na tkanich a nizsSich organismech a
vypoctem, dnes tedy na pocitacich. Kazdé maji sva
specificka pravidla, charakter i ,,testovaci ,, objekty.




ORGANIZUIJE

drive ECVAM - European Centre for Validation of Alternative Method, Joint
Research Centre + European Chemical Bureau, European Committee, Ispra,
Italie a rlizné narodni organizace a pracovisté (EPA US, EPA Denmark,...).

Dnes soucasti IHCP — Institute for Health and Consumer Protection jako
soucast JRC: - chemické latky, REACH a biocidy

- alternativni metody testovani toxicity

- kvalita potravinovych produktu

- GMO v potravinach

- zdravi a nanotechnologie.

Expertni skupina pro validaci modelli (Q)SAR pro legislativni Gcely pri OECD
(a ECVAM, ECB) - pracuje asi od 2004: principy validace modelli (Q)SAR,
vytvorit pravidla a systém pro tvorbu validovanych QSAR modeli (QSAR
Tool Box), vytvorit datovou basi validovanych modeli QSAR, apod.



Literatura, zdroje:

ATLA: Altern. Lab. Anim. (1,2)

Environ. Toxicol. Chem. (2,3)

Toxicology in vitro (2,2)

dokumenty IHCP/ECVAM - vétsinou publikované téz v ATLA

kongresy Alternative methods of toxicity testing (15. kongres 19.-
21.zari 2008 v Linci, Rakousko
3. v Bologna 1999 - deklarace o 3R)

pouze in silico: QSAR and Combined Sciences ( QSAR and

Molecular Graphics, QSAR Journal)

SAR and QSAR in Environmental Research

konference a symposia:

European QSAR Symposia (and Drug Design)

QSAR in ..... (USA a Kanada)

Gordon QSAR Conferences

rtiizné narodni a ,,uzemni“ (asian, ...)

ADME konference (Absorption, Distribution,
Metabolism, Excretion)

a jiné.



Druhy modelti pro odhad toxicity vypoctem — in silico:

- QSAR z angl. Quantitative Structure — Activity Relationships, kvantitativni
vztahy mezi chemickou strukturou a biologickou Ucinnosti
- QAAR z angl. Quantitative Activity — Activity Relationships, vlastné
extrapolace mezi u¢innostmi testovanymi na rliznych testovacich objektech
- expertni systémy, pracujici se souborem znalosti, souborem pravidel a
fragment(, casto kombinované s modely QSAR
- fyziologické kinetické simulacni modely (PBKM, Physiologically-Based
Kinetic Models
- modely biologické podobnosti
- allometrické rovnice — pravidla hydromechaniky na kardiovaskularni
systém a nasledné i na toxické ucinky
alei: modely pomoci molekulové grafiky
soucast umélé neuronové sité (ANN)
soucast modelu Al (Artificial Intelligence)




QSAR

Pro¢?

Nejlépe vyvinuta technika, umoiujici vypracovat metodu pro ziskani
adekvatnich, pouzitelnych vysledk.
Whovuje pozadavkim na ,alternativni“ metodu:
- vysledky kvalitou soungritelné s vysledky klasickych metod
- moznost validace
- vysoka kapacita a slusna reprodukovatelnost
- dostatatna robustnos
- nahrazuji pouzivani obratlovai pro testovani
- moznost odhadnout i mechanismusdinku.

Ale: kvalita zavisla na experimentalnich udajich, a kterych je
model/rovnice zalozena,
nesourodost experimentalnich vysledi s vysledky modelu :
experimentalni chyby
jiny mechanismus &inku (!)
toxické indexy latek ve snisi — zatim neumi.



JAK?

Mechanismy ucinku?

Serie latek  strukturné homogenni
strukturné heterogenni

sestroji se tabulka pro jedno- nebo vice parametru (fyzikalné
chemické vlastnosti)

- log EC50 = k, logP — k, log V + k;

Sloucenina CAS Biol. Fyz.logP Fyz.

log EC50 sterické V
Methanol 67-56-1 0,35 -0,77 28,7
Ethanol 64-17-5 0,04 -0,31 56,3
n-Propanol 71-23-8 -0,48 Atd. Atd.
Atd.




Biologicka ucinnost — vzdy v molarni koncentraci

U¢innost v QSAR znamena vzdy velikost u¢inku vyjadfenou:
Cislem
ano — ne
vzdy néjak kvantitativné

Termodynamicky ustadleny stav (angl. steady state
a=f.c
a — aktivita, c — koncentrace, f aktivitni koeficient

Ina=(AG - AG°) RT
G Gibbsova volna energie, R plynova konstanta, T
teplota v K
Hpio = Mext
K chemicky potencial
ML =M +RT.Ina



L= +RT.Ina

chemicky potencial 1atky v Cistém stavu - fyz.chem.vlastnost

a aprox. pomer tlaku rozpoustédla nad jeho roztokem
ku tlaku nasycené pary rozpoustédla nebo koncentrace latky v
roztoku ku jeji rozpustnosti

C, = kX"

C je koncentrace vyvolavajici standardni ucinnost (EC50)

X je vlastnost fyz. chem.

k, m konstanty spojené se sledovanym ucinkem a zkoumanou
serii latek

log C. = m.log X. + log k



Fyzikdlné chemické vlastnosti

Informace ve strukture molekul - elektronovych molekulovych

orbitalecha vazbach mezi atomy.

V zasadé tri skupiny vlastnosti: popisujici hydrofobnost
popisujici reaktivitu
popisujici geometrii.

Co se nevejde

Ucinnost je uréena kritickym procesem, jehoz rovnovazina
konstanta souvisi se zménou Gibbsovy energie
S+R< SR
K = [SR]/([S].[R])
AG =-2,303 RT. log K
AGtot = AGhydrofob + Agelektr(polérnl') + AG'geom + AGx



Hydrofobni vlastnosti: log P (n-oktanol-voda, jiné)
rozpustnost S
z chromatografickych dat R,,
log K
Rekkerova subst. konstanta f
Hanschova subst. konstanta it

rozdélovaci koeficienty vs. disociace molekul

Elektronové (polarni) konstanty, reaktivita
Hammettova konstanta o
rizné konstanty o (m, p, o, Taftova aj.)
dipolmoment
frekvence pasu substituentu v IR spektru
induktivni a resonancni Swain-Lupton



Reaktivita (pokr.)

kvantov € chemické indexy

Stérické konstanty:

elektronova hustota na atomu
E(HOMO)

E(LUMO)

iIndexy superdelokalizability

| dalSi

Taftova stericka subst. konstanta E

v (malé psaci) Charton

MV molarni objem

V objem molekuly

S plocha povrchu molekuly

MW relativni molekulova hmotnost
van der Waals uv polom ér subst.
STERIMOL konstanty



Skupina neza razenych:

topologické indexy ( €islem vyjad rena
topologie) x2

molarni refrakce (fce MW, indexu lomu, d)

parachor (fce 4. odmocniny povrchoveho
nap éti kapaliny, MW, hustota pary i
kapaliny)

,<dummy* parametr - indikatorova
konstanta ozna €ujici, ze ur €ity
parametr/fragment v molekule je
nebo neni — ano/ne

2 ¢islem je vyjad fena matice, ktera ozna c¢uje €isly1a0
vazbu nebo ne-vazbu mezi atomy molekuly (Huckel)



QSAR nejcastéji pouzivana zkratka
analyza QSAR = analyza dat o biologickych, chemickych,
fyzikalné-chemickych atd. vlastnostech latek télu cizich -
xenobiotik metodami matematické statistiky
model QSAR = matematicka formule, rovnice i jejich systém i
balik programu operujicich s analyzou QSAR
chemicka struktura latek konstituce...vlastnosti, nejprve
fyzikalné chemické... kvantifikace - Cisly
biologicka ucinnost —
velikost biologického ucinku...kvantifikace - Cisly

kvantitativni vztahy = kvantitativni vyjadreni vztahli meazi
zmeénami ucinnosti a zmeénami fyzikalné  chemickych
vlastnosti matematickou rovnici nebo formuli:

ABA, = f(AX)



Metody matematické statistiky:
regresni analyzy: jednoparametrové
log BAi =k log Xi + q
log BAi = aff
viceparametrové
Hanschova rovnice
rizné parametry
log BA, =k, log X. +k, log¥; +k;

rovnice z konstant de novo (Free-Wilson)
faktorova analyza — analyza hlavni komponenty
shlukova analyza
metody rozpozndavani obrazcu — angl.pattern recognition
strukturalni analyza, technika nejblizsiho
souseda, technika uciciho se stroje, nelinearniho mapovani
neuronova uméla sit (ANN)



Metody analyzy QSAR slouzi k nalezeni této matematické
funkce spolu se statistickym hodnocenim shody experimentu s
odhadem.

Nejznamn éjSi modely analyzy QSAR (vzdy v molarnich
koncentracich)

Hanschova rovnice
-logC =k;.logP + po +k,
-log C =k ;.(log P)? + k,.log P + po + Kk,
-log C =k . 1r? +k,. 1w + k3.0 + k,.E, + K¢
m, =log P, - log P, P n-oktanol/voda

O log C/ & 1 (nebo log P)

Bilinearni model (Kubinyi) — podobnost s adsorp ¢ni
Isotermou



Free — Wilson uv model — konstanty de novo

BA =2a, + u (n=1,23,..)
po ¢et fragment )
a, jsou p Fispévky n-tych fragment a molekuly
(substituent U) k biologické U €éinnosti BA, M je pFispévek
zakladni €asti molekuly, ktera strukturu nem  éni

Biologické rovnice typu Hammettovy rovnice reaktivi ty:

log (1i/T5,) = af (Zahradnik)
o konstanta zavisla na m érené u¢éinnosti, testovacim
objektu a serii testovanych latek (analogie  p)
B konstanty souvisejici pouze se substituentem
(analogie o).

Mezi B a T existuje korelace!



Principy pro tvorbu validovanych modelli QSAR podle OECD (upravené
Setubalské principy):

definovany méreny ucinek

definovany algoritmus vzniku modelu

definovana oblast pouzitelnosti

vnitrni kontrola spolehlivosti modelu a hodnoceni schopnosti
predvidat

mechanisticka interpretace modelu (pokud je znama)

VYUZITELNOST : pro uéely toxikologie zejména

- pro odhad rizika expozice chemickym latkam (identifikace
nebezpecnosti/hazardu, odhad expozice, odhad zavislosti Gi¢innosti na
davce/koncentraci, charakterizace populace)

- hledani optimalni chemické struktury slouceniny, aby méla minimalni
toxicky ucinek(ale maximalni pozadovany)

- omezeni az vylouceni potreby zvirat k testovani




Tvorba validovanych modell QSAR i pro legislativni Gcely— komise expertt
pri OECD

Komercni predikéni systémy:
PALLAS : HAZARDEXPERT SYSTEM (karcenogenita, mutagenita,

drazdivost, teratogenita, neurotoxicita), METABOLEXPERT,

logP (CompuDrug International, Inc.)
TOPKAT (TOxicity Prediction by Computer-Assisted Technology, Accelrys Inc.,
Cambridge, UK) Rodent Carcinogenicity, Ames Mutagenicity, Rat Oral LD50,
Rat Chronic LOAEL, Developmental Toxicity Potential, Skin Sensitization,
Fathead Minnow LC50, Daphnia Magna EC50, Weight of Evidence Rodent
Carcinogenicity, Rat Maximum Tolerated Dose, Aerobic Biodegradability
Eye Irritancy, Log P, Rabbit Skin Irritancy, Rat Inhalation Toxicity LC50
Rat Maximum Tolerated Dose
MultiCASE Expert System (MultiCASE Inc., Beachwood, Ohio, USA)
DEREK (UK)



STATISTIKA

Statistické testy vyznamnosti modelli QSAR: r, n, SD, SR, T, F, ...

RZ nasobny korela ¢éni koeficient korelace mezi
pozorovanymi hodnotami a hodnotami odhadnutymi
vypo €tem, koeficient determinace, kvalita shody
(goodness of fit).

KFizova validace.
Leave-one-out
Leave-many-out

Leave-a series-out

Q? kFizoveé validovany R 2, Q?Y > 0,9 model je
vynikajici, > 0,5 velmi dobry



STATISTIKA

Statistické testy vyznamnosti modelli QSAR: r, n, SD, SR, T, F, ...

RZ nasobny korela ¢éni koeficient korelace mezi
pozorovanymi hodnotami a hodnotami odhadnutymi
vypo €tem, koeficient determinace, kvalita shody
(goodness of fit).

KFizova validace.
Leave-one-out
Leave-many-out

Leave-a series-out

Q? kFizoveé validovany R 2, Q?Y > 0,9 model je
vynikajici, > 0,5 velmi dobry



Standardni odchylka vypoctu , Standard DEviation of
Calculation

SDEC = (RSS/n)1/2

RSS = 2(y; — pyi)z
Standard DEviation of Calculation

standardni odchylka predikce Standard Deviation of
Prediction

SDEP = (PRESS/n)12

PRESS = Z(y; — pyis)?

Predictive Residual Sum of Squares

y; experimentalni hodnota, py, hodnoty odhadnuté pomoci
korelacni rovnice z celeho souboru, py;; odhadnuté z rovnic
krizové validace

bez statistického hodnoceni, rovnice jako by nabyla.







QAAR quantitative activity — activity relationships
(kvantitativni vztahy mezi indexy biologickych t ¢ink t,
meérenych na r uznych druzich)

1. rizné — vztah mezi toxickymi indexy a indexy
velikosti t éla:
log Y =a+ b. log (M/W M
Y mira p Feziti bource morusového po aplikaci davky M
arseni énanu sodného larvam r tzné velikost W, h exponent
souvisici se stavem vyvoje jednotlivych larev

logc=loga+Db.logW

je vid ét, Ze je to obecna forma vztah 0 mezi vlastnostmi
(allometricke rovnice, QSAR, QAAR,...?)

2. QSAR: log BA =f log (fyz.chem.)



log EC50 =f(log P ;,) z 80% urcite

log EC50(1) = fl(log P )
log EC50(2) = f2(log P )

Ap=1H(X) A =1(X) A =13(A))
prokazano u toxicit mezi vodnimi organismy

u savc U korelace horsi, ale je (vodni — savci)
mozna vylepsi vedle A , dalSi parametr



vSe v molarnich koncentracich

logeC50(Tubifex) = -0,809 log P — 0,495
n82;r0,931; RSD 0,315

log IGC(Tetrahymena) =-0,86 log P — 1,32
n77;r0,862; SD 0,54

log IGC(Tetrahymena) =1,092 log EC50(Tubifex) — 0,72 3
n81;r0,924; RSD 0,162

log LD50(rat, or) = 0,338 log EC50(Tubifex) — 1,175
n 60; r 0,635; RSD 0,240

Tubifex tubifex nit eénky
Tetrahymena pyriformis prvoci






FYZIOLOGICKE KINETICKE SIMULA CNi
MODELY

PBKM Physiologically-Based Kinetic Models

Kompartmentové modely s fyziologickymi parametry
rychlostnich konstant (rychlost dychani, ventila ¢ni
objemy, perfuse organ U krvi),

kopiruje hlavni rysy anatomického uspo  radani
organismu( U) (odd éleni venosni a arterialni krve)




Procesy (adsorpce, distribuce metabolismus,
vylu ¢ovani — ADME) jsou rychlostni procesy 1.  radu

dc/dt =-k.c "
pron=1 dc/dt = -k.c
dc/c = -k.dt

C,=C,.e™
In (c/c,) = -k.t
k =-1/t. In(c /c,)
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Simulace fysiologickych parametr u:
- objem kompartment G (krev, jatra, ...)
- rychlost perfuse kompartment U
krvi (L/min)
- objem alveolarniho vzduchu a rychlost
jeho vym ény

Simulace anatomickych parametr u:
- uspo radani kompartment U a jejich vztah u
(bloky, Sipky),
- seskupeni s podobnymi
vlastnostmi
- arterialni a venosni krev



Simulace vlastnosti chemickych latek
rozd elovaci koeficient mezidv é
nemisitelné faze: vodnou a tukovou

koncentrace v tkanich
c(tkan) = c(okoli) . P(tkad n/okoli) (Henryho zakon)
P (tkani/plyn) biorozpustnost (biosolubility)
umerny rozd élovacimu koeficientu mezi olej a
plyn P(o/g)

P(tk/g) = k ;.log P(o/g) + k ,
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Priklady modeltu QSAR, které byly validovany podle QECD
principu:

QSAR pro akutni toxicitu na rybach (Mark Cronin,
Liverpool Polytechnic)

QSAR pro degradaci latek v atmosfére (Paola Gramatica,
University of Insubria, Varese)

QSAR pro mutagenitu a karcinogenitu (Romualdo
Benigni, Istituti Superiore di Sanita, Roma)

ECOSAR (Etje Hulzebos, RIVM, Utrecht)

DEREK pro kozni drazdivost (Grace Patlewicz, Unilever,
Bedford, UK)

METI model pro biodegradaci (Yuki Sakuratani,
Ministry of conomy, Trade and Industry, Tokyo)

TOPKAT, model pro chronicku toxicitu na
potkanech (Roger Breton, Ottawa)

MULTI-CASE , model pro index NOEL pro
clov éka (Edwin Mathews, US FDA, Washington DC)



Pouzivani model u QSAR

Danska EPA, Copenhagen: MULTI-CASE,
TOPKAT, datova base udaj u odhadnutych vypo ¢étem ma
asi 170 000 slou €enin, p resnost 70-85%.

US EPA: pro podklady pro odhad i €ink U latek na
zdravi lidi i zivotniho prost fedi pouzity modely QSAR

US FDA: prosazuje vyuzivani model 0 QSAR pro
legislativni u €ely

REACH: QSAR modely jsou p Fimo jmenovany
mezi metodami pro hodnoceni chemickych latek

EPA-AIM (Analog Identification Methodology):
pro charakterizaci nebezpe ¢nosti a odhad rizika.



Uéel alternativnich metod testovani toxicity vypo  étem,
In silico, je v zamysSleném konkrétnim pouziti
bod OECD princip U - rozpis:
musi byt definovany m éreny U €inek
jednozna €éna definice v édeckeho smyslu modelu
schopnost modelu oslovit (alespo n
c¢aste€éneé) definovanou ¢ast legislativy
popsany experimentalni podminky, ovliv  Aujici
meéreni, tedy i model
Skolacké: musi byt uvedena jednotka, ve ktere je
meéreny U €inek
omezeni metody a porovnani se stavajici



popis kontroly kvality

Informace o reprodukovatelnost

vyhodnoceni mezilaboratorniho porovnavani
zkousSek (nutna pravidla, manual)

kontrola PC, na kterych se model provozuije,
softwaru,...

vysv étleni pot reby testu

predpis protokolu v €etné Standardniho
Operaéniho Postupu



