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Predikéni (eko)toxikologie

odhad G¢inku pomoci alternativnich metod

* metody stanoveni (eko)toxicity chemickych latek, které dosud nebyly
testovany experimentalné — k urCeni toxickych vlastnosti latek bez pouziti
pokusnych zvirat

* metody pro modelovani toxicity smési

 vyuzivaji shromazdéné pokusné udaje a detailni charakteristiky chemicke
struktury latek

* na jejich zakladé a zobecnovanim poznatkl vytvari expertni pocitacové
modely, pomoci nichz odhaduji toxicitu

» expertni programy pro odhad toxického uc€inku vypoctem = soubory
pravidel, znalosti, udaju o toxickych indexech, statistického hodnoceni,
vypocetnich programl molekulovych deskriptort a metod matematické
statistiky

oIl K postaveni dobréeho modelu nutné Siroké soubory kvalitnich dat !!
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In silico modely

Tradicni i rychle alternativni laboratorni testy

rozsahlé soubory\aat (dobré kvality)

Vv
vyvoj a validace predikénich toxikologickych vypocéetnich modelu

Modely pro odhad toxicity vypoétem (in silico testy):

» modely vytvorené a analyzované technikami QSAR (vztah struktury a ucinku)

* kinetickeé fyziologické simulacni modely (PBSM Physiologically-Based Simulation
Models; PBPK Physiologically based pharmacokinetic Models)

» modely zalozené na biologické podobnosti (read-across)

 expertni systémy zalozené na souborech znalosti a pravidel

» modely vytvorené technikami molekulové grafiky

» kombinace riznych modelu s umélou neuronovou siti (Artificial Neural Network).
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To faeces

ADME techniky pomahaji modelovat jak se latka bude chovat v organismu —
co se s ni bude dit v organismu

= Modely ADME - simuluji kinetiku procesu v organismu, které zodpovidaji
za koncentraci ucinné latky na misté ucinku, tedy absorpci (A), distribuci
(D), metabolismus (M) a exkreci (E). Modely pro rizné organismy a ruzné
zpusoby expozice jsou rozliSeny fyziologickymi parametry organismu

Tyto metody mohou byt experimentalni (in vitro) vyuzivajici bunécneé modely
tkani, nebo in silico (PBPK, PBSM) - vyuzivajici vypoctové modely
Caco-2 = in vitro model pro hodnoceni miry absorpce

Farmakokinetickeé parametry

e Oralni biodostupnost =
frakce davky, ktera se
dostane do krevniho obéhu

Bloavallabliity (po 1. pr&chodu
metabolizujicimi jatry)

 Absorpce = frakce davky,
ktera projde pres strevni
sténu

Metabolism Metabolism



vypoctové metody mohou predikovat

vlastnosti latek dulezité pro ADME.
LogP, parametr lipofility
rozpustnost
prostupnost pres tkanove bariery
cytochrome p450 metabolismus
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Key features are:

+ Single compartment model of small intestine with plug flow wi

dispersion of administered dose.

« Description of biliary tract - Simulation of EHC possible.
+ Permeation barrier for uptake into organs.

+ Inclusion of active transporters in each organ.

+ Metabolization terms in each organ.



Predikce toxicity

Biology
Activity
(Toxicity)

Rules/Tox Statistics
Analytical

icophores methods

Chemistry

Structure

Reaction
echanisms

o Expertni systémy zalozené na rozsahlych sadach pravidel

 QSAR nebo “korelativni” metody
* Molekulové modelovani
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Vyuziti predikovanych dat pro hodnoceni toxicity

Toxikofory Znalosti

/\ﬁi rosorte Predikovana data
H,N

— Structure Activity Relationships (SARS)
— Cilem SAR je predikovat aktivitu/toxicitu

ZkusSenosti...

N v f latky — vysledky ovéfitelné provedenim
d - V4 z =/
o2 experimentalnich studii
X c « PF. Toxicita obecné roste se

vzrustem K, pokud neni pfilis
nizka rozpustnost

— Pouziti SAR je umoznéno kompletaci a

revizi dat
L =
/ O
" Latka S
pravdépodobné =
toxicka pro ...
Centrum pro vyzkum —,
(6) vprostred Rostouci Kow




e 303 pravidel
zalozenych na
strukturnich
parametrech nebo
toxikophorech

e 35 tox. endpointu

e refs na literarni
zdroje

e funguje dobre napr.
pro mutagenitu
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« 3D Vizualizace interakci mezi latkami a proteiny
e pocitacové vizualni modelovani interakci
* “Molecular Docking” latek do proteini

 Rentgenova
krystalografie a NMR
spektroskopie mohou
odhalit 3D strukturu
proteinu a vazanych
latek

e Vizualizace techto
komplexu proteint a
latek pomaha
charakterizovat
mechanismy pusobeni
latek

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

©)




QSAR (Quantitative structure-activity relationship)

- kvantitativni modely vztahu struktury a aktivity latky

- predvidaji vlastnosti chemickych latek jako jejich toxicky efekt i schopnost
interakce s receptorem na zaklade jejich molekularnich struktur

- zalozeny na prostudovani daného parametru (jako napr. LC50, EC50, NOEC,
log Kow, BCF nebo koncentrace zpusobujici subletalni vliv) na skupiné
podobnych latek (in vitro &i in vivo), uréeni vyslednych parametrd a postaveni
modelu vztahu strukturnich charakteristik latky a sledovaného parametru

- mohou byt pouzity k predikci toxicity (biologické aktivity, €i jinych vlastnosti)
napr. u existujicich latek, kde nejsou znamy, i u latek, které dosud nebyly
syntetizovany.

QSARSs predstavuje pristup, ktery poskytuje moznost
podstatného snizeni poctu potrebnych toxikologickych
experimentu
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| REACH: QSAR modely jsou primo jmenovany
toncken ek mezi metodami pro hodnoceni chemickych latek

v prostredi




QSAR

Quantitative Structure Activity Relationship
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Metoda odhadu biologického ucinku na zakladé struktury latky —
postaveni QSAR modelu

Uc¢inek (aktivita) vs. set adekvatnich deskriptort
Srovnani podobnych skupin latek
Studium zaloZeno na ruznych strukturnich parametrech

PocitaCova simulace/predikce toxickych, genotoxickych a dalSich ucinka

Aplikace korelaci mezi vlastnostmi latky spojenymi s molekularni
stavbou a vlastnostmi spojenymi s biologickym systémem

Tyto vztahy je mozno popsat matematickymi vzorci nebo statisticky.
BAI = f(Xi)

Centrum pro vyzkum
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« Parametry toxicity z testu ICs,, EC,,

e Struktura namodelovana v softwaru, ziskany deskriptory molekuly (velikost,
tvar, polarita...)

* Vicerozmérnymi statistickymi metodami hledany vztahy a nalezen nejlepsi
model

* Mozna predikce toxicity (vlastnosti) pro netestovane latky podobné struktury

Biologicka Aktivita = konst + (C1 P1) + (C2 P2) + (C3 P3) + ...

Biologicka Aktivita = Velikost (kvantita) biologického ucinku
- Parametry z testu (LD50, stupen kancerogenity, drazdivosti, rozlozitelnosti... )

o regression variance
original variance

r - Korelaéni koeficient — r2 nabyva hodnot 0 az 1.

Molekulové deskriptory (P) - popisuji strukturu molekuly latky ¢i jeji vliastnosti

 teoretické vs. experimentalni: velikost molekuly, molekulova hmotnost, poCet a
typ funkénich skupin, naboj molekuly, 3D struktura atd.

« fyzikalné-chemické vlastnosti: lipofilita, polarizovatelnost, bod varu, log P
» existuje nékolik tisic deskriptoru



« Parametry toxicity z testu 1C.,, EC., vs deskriptory molekuly
e Vicerozmérnymi statistickymi metodami nalezen nejlepsi model

* Predikce toxicity (vlastnosti) pro netestované latky podobné struktury

Potence aza-PAHs k aktivaci AhR

log(1/EC25) = 1.14 délka — 2.12 planarita + 2.82
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. QSAR

 nutna validace modelu, statistické testy vyznamnosti modelu

MODELOVACI DATA
TRENOVACI DATA
VALIDACNI DATA

QSAR — omezeni vyuzitelnosti

Predpoklad pusobeni shodnym mechanismem
Vétsi spolehlivost pri interpolaci nez extrapolaci

Nespecificka toxicita — pfedevsim funkci 3 hlavnich vlastnosti latek

 Hydrofobicita
 Reaktivita

e Sterické faktory
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Read-across

— extrapolace informaci smérem k dalSim latkam

Sdruzovani latek do skupin a analogicky pfistup — €asty alternativni postup k
doplnéni chybéjicich udaju v registracich predkladanych podle nafizeni REACH

- informace o analogickych (testovanych) latkach pouzity k predvidani vlastnosti
,cilovych" (netestovanych) latek — omezeni zkouSek

v

- Podrobnéjsi info: https://echa.europa.eu/cs/support/registration/how-to-avoid-
unnecessary-testing-on-animals/grouping-of-substances-and-read-across

« ECHA - Ramec pro analogické posouzeni

= Read-Across Assessment Framework (RAAF)
https://echa.europa.eu/documents/10162/13628/raaf en.pdf

- rUzné scénare pro read-across

- dolozeni dukazu o tom, proc€ Ize udaje o jedné latce pouzit k doplnéni
chybéjicich udaju o latce jiné

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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https://echa.europa.eu/documents/10162/13628/raaf_en.pdf
https://echa.europa.eu/documents/10162/13628/raaf_en.pdf

QSAR TOOQL=NX = E Tarc0
* Diata

F Input F Calegory definition  ® Data Gap Filling F Report

Chemical List Search

R & X & @@ -» & = 8 =E E- B ¢ ©

Mew Opeeny Close Save Case Mame  Structure Composition  Select ChemiDs rentony List Substructure (SMARTS)  Cluery Defire

Documents Search by CAS = - O x
; Search¥” | 4 0K Cancel

Seiectal || Unselectall | invert Selection | Selected 10 1

inﬂlmi

97530

CAS
SMILES  COclee{CC=ClecclO |‘f”2
CS Relation  High
Substance  Mono constituent

o M3Ce
Composition ;
Name |engenoljengencd (4-altyl-2-. ..

1. Click CAS#; 2. Enter the CAS# 97-53-0 in the blank field; 3. Click Search; 4. When the structure with the requested
CAS # appears, click OK. 16




o

B B

QS AR TOOLEBOX

» Profiling

Profiling

o IEY

Apply View

Custom profile

% A

MNew Delete

Documents

Document 1
# CAS: 97530

=

» Category definition

Filter endpoint tree...

» Data Gap Filling

EC3
—— ToxCast
—— Toxicity to Reproduction
——{%] Toxicokinetics, Metabolism and Distributi...

Cpticns 4
f Select All
Suitable
Protein binding alerts for skin sensitization according to GHS
Protein binding alerts for skin sensitization by OASIS
Protein binding by QASIS
I Plausible
W Aquatic toxicity classification by ECOSAR
M Chemical elements
W Groups of elements
Keratinocyte gene expression
M Lipinski Rule Oasis
W OECD HPW Chemical Categories
W Organic functional groups

e

Profiling methods

Unselect All

]

Metabolism/Transformations

Cpticns a4

=] Profile

—ﬁneml Mechanistic
Protein binding by OASIS

Endpoint Specific
Protein binding alerts for skin sensitiz...

-] Metabolism/Transformations

Mo alert found

Mo alert found
Mo alert found

'a Autoxidation simulator

5 metabolite(s)

General Mechanistic
Protein binding by OASIS
Endpoint Specific

Protein binding alerts for skin
sensitization by OASIS

Protein binding alerts for skin s...

1 x Michael addition

x Skin sensitization Category 1A

x Michael Addition

x Michael Addition == Michael addition on gincid t..
x Michael Addition == Michael addition on gincid t..
x Mo alert found

x Radical reactions

f Select All Unselect All
Suitable

Autoxidation simulator

Skin metabolism simulator
Il Plausible

W Autoxidation simulator (alkaline medium)

Dissociation simulator
Il Hydrolysis simulator (neutral)

Il Unclassified
I Hydrolysis simulator (acidic)

M Hydrolysis simulator (basic)
n vivo Rat metabolism simulator
M Microbial metabolism si

— L e B s L _ b

-l-@ S5kin metabolism simulator

5 metabolite(s)

General Mechanistic
Protein binding by OASIS
Endpoint Specific

Protein binding alerts for skin
sensitization by OASIS

Protein binding alerts for skin s...

x Michael addition > > Michael addition on conjuga..;

x Skin sensitization Category 1A »> Formaldehyde

x Schiff base formaticn

x Schiff base formation == Schiff base formation wi...
x Schiff base formation == Schiff base formation wi...

2 x Michael Addition

2 x Michael dition = > Michael

2 x Michael Addition = > Michael

1
1
1
1

addition on ginoid t..
addition on ginoid t..




SCENARIO

APPROACH

READ-ACROSS HYPOTHESIS
BASED ON

(Bio)transformation to common

ANALOGUE

(Bio) transformation

to commaon hawve the same
compound(s) type of effect(s)
v v
Scenario 1 Scenario 2

QUANTITATIVEVARIATIONS

Property of the target substance predicted to
be quantitatively equal to those of the source

Different compounds

1 Analogue compound(s) substance or prediction based on a worst-case
approach.
Properties of the target substance predicted
? Analogue Different compounds have to be quantitatively equal to those of the
= qualitatively similar properties source substance or prediction based on a
worst-case approach.
(Bio)transformation to common Variations in the properties observed among
3 Category compound(s) source substances. Prediction based on a
P regular pattern or on aworst-case approach.
) Variations in the properties observed among
4 Category DL:T{:&E;FFZ?H:SEES r:v:rties source substances. Prediction based on a
a ¥ prop regular pattern or on aworst-case approach.
(Bio)transformation to common Mo relevant variations in properties ocbserved
5 Category dis) among source substances and the same
compountis strength predicted for the target substance.
Different compounds have Mo relevant variations in properties observed
B Category P among source substances and the same

qualitatively similar properties

strength predicted for the target substance

CATEGORY

!

Quantitative

@

Ma variation among
the category members

|

Variations among
the category members

[Bio) transformation  Different compounds [Bio) transformation  Different compounds

‘to common have the same ‘to common have the same
compound(s) type of effect{s) compound(s) type of effect{s)
L J v A J k
Scenario 3 Scenario 4 Scenario 5 Scenario B



e Aditivita - Toxicita smési toxikantli A a B je stejna jako suma toxicit
toxikantl A a B pUsobicich samostatné

 Antagonismus - Toxicita smési toxikantll A a B je niZSi nez suma toxicit
toxikantd A a B pUsobicich samostatné

e Synergismus - Toxicita smési toxikantl A a B je vySSi nez suma toxicit
toxikantl A a B pUsobicich samostatné

 Potenciace - Jedna chemikalie, ktera samostatné neni toxicka, zvysuje

toxicitu dalsi chemikalie ve smési

a\
Q Toxické jednotky
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* Predpokladem pro jeho pouziti je stejny
mechanismus ucinku jednotlivych latek ve smési
(napf. vazba na receptor)

* Principem této metody je moznost nahrazeni
jedné latky ve smesi druhou latkou

« Kazda jednotliva latka tak prispiva k ucinku
smesi v pomeru K jeji koncentraci, nikoli ucinku!

o Stejny princip je i zakladem pro vypocet TEQ pfri
posuzovani ucinku environmentalnich smési
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Model nezavislého pusobeni
(Independent Action, |1A)

— latky zpusobuji dany uc€inek nezavisle na sobé
— Jinym mechanismem

Model souctu ucinku
(Effect Summation, ES)
- mozno pouzit pouze v pripade linearni
odpovedi u krivek davka-odpoved pro jednotlive
Iétky

um pro vyzkum
{oxickych ialek




 Nameérené a predikovane ucinky
smeési 16 biocidu pusobicich
ruznymi mechanismy v testu
toxicity u ras

% Inhibition

o Zatimco model CA (Carkovane)
nadhodnocuje ucinky smesi,
model IA (plna Cara) odpovida :
namé&Fenym hodnotam I

Total Concentration (pmoliL)

% Inhibition

Fig. 3. Observed and predicted algal toxiaty of mixtures of 16
dissimularly acting substances. (A) Mixture 1: components
mixed m the ratio of their individual EC50 values. (B) Mixture
2: components mixed m the ratio of their individual EC 1 values.
(@) experimentally observed toxicity, (2) controls; (---)
prediction according to concentration addition; (— ) prediction
according to independent action.

Centrum pro vyzkum
toxickych latek

v prostredi M. Faust et al. / Aquatic Toxicology 63 (2003) 43-63
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« U mechanismu pusobicich pres dulezité jaderné receptory —
napr. estrogenity Ci androgenity, je casto pouzivan u
environmentalnich smési koncept bioaktivnich estrogennich/
androgennich ekvivalentu (BEQ/EEQ/TEQ), vypocCitanych jako
suma pfispévku jednotlivych latek z koncentraci jednotlivych
polutantu a relativnich potenci (REP), které urcuji, kolikrat je latka
méné efektivni, nez nejsilngjsi endogenni ligand 17p-estradiol/
testosteron

BEQ (vzorek) [ng/g] = 3 Ciawa [N9/9] * REP, 444

« Koncentracné adi¢ni model — zahrnuje koncentraci i potenci latek

C t mpoykm
hl{k
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