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Predikéni toxikologie

Predikéni toxikologie se zabyva metodami stanoveni toxicity a toxickych indexti chemickych latek, které
dosud nebyly testovdny experimentdlné. Jsou to metody typu in vitro (butiky, tkdné, nizké organismy) a in
silico (stanoveni/odhad vypoctem), patfici pod dnes pouZivany termin alternativni metody testovani.
Zamérem téchto metod je ziskat informaci o nebezpecnosti chemickych latek pro zdravi rychle, levné a s co
nejmensim utrpenim pokusnych zvitat. Laboratof predik¢ni toxikologie se zabyva zejména vypoctovymi
metodami typu QSAR (z ang. Quantitative Structure-Activity Relationships, analyza kvantitativnich vztaht
mezi chemickou strukturou a biologickou uc¢innosti) a jednoduchymi rychlymi laboratornimi metodami jako
je stanoveni akutn{ toxicity pomoci oligochaeta Tubifex tubifex (niténky) nebo primarnich hepatocyti z jater
potkana ve spoluprici s jinymi.

Termin "alternativni” je v oblasti toxikologického testovani uzivan pro oznacenf testi, které nahrazuji
klasické testy na pokusnych zvitatech a poskytuji minimalné stejné cennou informaci jako klasické, jsou
rychlejsi a pokud moZno ekonomicky vyhodnéjsi. S tim spojovany termin "integrovany" znamena sdruZen{
vice metod, vétSinou zcela odlisSnych (vypoctové, fyzikalné chemické, biologické). Takové vlastnosti maji
metody analyzy QSAR.

Analyza QSAR se v moderni formé objevuje na rozhrani 50. a 60. let minulého stoleti. Nejprve se ji chopili
farmakologové a farmaceuti ve snaze ji vyuZit pro nalezeni co nejucinnéjsiho 1éCiva, coz povaha analyzy
QSAR umoziiuje. V 80. letech zacala v jejim vyuZivani dominovat toxikologie! se snahou vyuZit predik&nich
vlastnosti modeli QSAR pro odhad velikosti toxickych a nezadoucich G¢inkd chemickych latek dosud
netestovanych pred jejich pouzivanim a distribuci mezi lidi a do pfirody a k odhadu rizika pfi expozici
chemickym latkam. Tak jsme se dostali k moznosti vyhovét programtiim chemické bezpecnosti "bez mysi" a
k "analytické chemii bez zkumavek" - k predik¢ni toxikologii.

Stanoveni pomoci oligochaeta Tubifex tubifex? umoZiiuje ziskat velmi rychle (3 minutovy test) a levné (koupi
se cestou do laboratofe v prodejné akvaristiky stdle za par korun) spolehlivé udaje o EC50 pro inhibici
pohybu nitének. Tyto tidaje koreluji s tidaji, které se naméfi v dlouhodobéjsich pokusech napf. s prvoky, ale i
na rybach. A udaju se ziska velké mnozZstvi, coz umoziuje zpracovani do kvalitnich modeli QSAR. Terminy
"experimentdlni toxikologie" a "metody in silico, stanoveni vypoctem", nejsou tak v takovém rozporu, jak by
se mohly zdat. Metody in silico, v prvni fad€ analyza QSAR, patfi mezi alternativni metody, které stejné jako
metody experimentdlni toxikologie pomdhaji identifikovat nebezpecnost (hazard) latek, tedy jejich toxické a
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nezadouci ucinky.

Néco z historie

Presto, Ze jesté v 60.letech minulého stoleti nebyla koncepce QSAR pfili$ pfijimédna, badatelé ze skotské
edinburgské skupiny, vyznamny chemik Crum-Brown a jeden ze zakladateli moderni farmakologie Fraser,
jiz v roce 1869 napsali: "....NemiiZe byt Zddnd rozumnd ndmitka proti tomu, Ze existuje vztah mezi
fysiologickym ticinkem ldtky a jejim chemickym sloZenim a konstituci...". Svij ¢lanek pfihodné nazvali "On
the Connection between Chemical Constitution and Physiological Action"3. Toto téma bylo ndplni jedné ze
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dvou slavnych prednasek?, které Sir Frazer prednesl (ve svych 31 letech) na Royal College of Physicians of
Edinburgh v roce 1872 (podle?).

V roce 1893 uzavfel Richet své studie toxickych ucinnosti riznych alkohold, etherd, aldehydd a ketoni tim,
7e velikost jejich G¢inkd je dmérnd jejich rozpustnosti ve vodé.® Nezavisle na sob& Mayer’ a Overton®
popsali, Ze narkoticka ucinnost latek koreluje s jejich rozdé€lovacim koeficientem mezi olej a vodu. Kriticky
pielom v kvantitativnich studiich, které byly dosud zcela empirické, nastal praci Fergusona®, ktery pouzil
predstav termodynamiky. Konstatoval, Ze stejné velky ucinek maji latky pfi stejné€ velkém chemickém
potencialu v misté d¢inku. Radou studii'® tak dospéla analyza QSAR ke své moderni historii, kterd byla

odstartovdna pracemi Zahradnika a Chvapila!' a Hansche!?.

Kvantitativni vztahy struktura - i¢innost

QSAR je zkratka pro kvantitativni vztahy mezi chemickou strukturou a biologickou tc¢innosti (z angl.
Quantitative Structure - Activity Relationships) chemickych latek (primyslové vyrdbénych, nikoliv pfirozené
se vyskytujicich). Zkratka QSAR se stala nejrozsitené;jsi, dnes jedin€ uzivand, od 1. Evropské QSAR
konference v Praze v roce 1973, kdy se objevila v titulu sborniku konference!3.

Analyza QSAR je analyza souboru experimentdlnich uidajt o velikosti biologickych a fyzikalné chemickych
vlastnosti chemickych latek metodami matematické statistiky. Soubor tidajti se miize tykat série latek
strukturné podobnych - homologicka série, nebo strukturné riiznorodych - heterogenni série. Cim v&tsf série,
tim vyhodnéjsi pro odvozeni QSAR modelu/rovnice. Rozsah hodnot biologickych i fyzikalné chemickych
vlastnosti pouZitych k tvorbé modelu vymezuji oblast jeho pouZitelnosti.
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Model/rovnice QSAR vyjadiuje vztah mezi velikosti zmény v biologické ucinnosti a velikosti zmény
struktury molekuly, tfeba zmény substituentti (homologickd série derivatd benzenu: benzen, toluen, anilin,
chlorbenzen, a dalsi), kvantitativné. Za predpokladu, Ze zmeéna je vztaZena ke stejné pocatecni struktute
(substituent vodik), miiZeme rovnici zapsat jednoduse jako (1):

BA, =1f(X)), (1)
kde BA, je biologicka ucinnost latky i, f matematickd funkce (pfimky, paraboly a jin€), X; vlastnost
piislusejici struktufe latky. Termin di¢innost v analyze QSAR znamend vZdy velikost ti¢inku.

Vysledkem analyzy miZe byt matematickd formule, pfipadné soustava formul{ a pravidel. Vyuzije se pfi tom
znalost fyzikédln€é chemickych vlastnosti latek, které jsou ziskdvany mnohem jednoduseji nez udaje
biologické nebo je 1ze vypocitat. Model - rovnice - je vytvofen z experimentdlnich dat a tak simuluje test a
testovaci objekt, napt. LD50 na mysi po inhalaéni expozici. Pocitac, ktery obsahuje modely a metody
analyzy QSAR simuluje experimentalni testovaci objekt ("mys v pocitaci").



Modely QSAR jsou matematické rovnice, kde leva strana je obsazena velikosti vlastnosti biologické v log
tvaru, log LD50(mys, iv, 24 hod.), prava strana velikosti vlastnosti fyzikdlné chemickych, topologickych
nebo kvantové chemickych indext (obecné zvané molekulové deskriptory). Nejvétsi nesndz modeltt QSAR
je skryta v pouzitych experimentdlnich tdajich, jejich spravnosti a dostupnosti.

To, Ze kvantitativni vztah mezi chemickou konstituci latek a jejich biologickou tc¢innosti existuje Ize
vysvétlit znalostmi a predstavami molekulové biologie a fyzikalni chemie. Za prvé, vlastnosti fyzikalné
chemické ( relativni molekulova hmotnost, bod tani, tense par, spektra a dals{) i biologické (LD50 pro mys
po intravenosnim podéni za 24 hodin, EC50 pro inhibici pohybu ¢ervil po tifminutové expozici, inhibi¢ni
koncentrace rdstu prvoki IGC50 po dvoudenni expozici, a dalsi) jsou spolecné€ dany uspofddanim elektronti
v molekule, molekulovymi orbitaly té které slouceniny. Za druhé, biologicka dcinnost, velikost biologického
ucinku, je uréena kritickym procesem, ktery je nejpomalejsi a ktery urcuje velikost icinku - koncentraci

ucinné latky v misté ic¢inku. Ten mdZe byt fizen vlastnostmi molekul trojtho druhu (se ¢tvrtou skupinou
konstant, které nelze zatadit ani do jedné ze tif uvedenych):

¢ hydrofobni ("lipofilni")

e elektronové (polarni)

e sterického charakteru

e piipadné ostatni, vySe nezaraditelné, napt. kombinované z vice vyse zminénych piispévkl (molarni
refrakce, parachor a jiné), topologické indexy a dalsi.

Jednotlivym piispévkiim jsou pfifazovany fyzikalné chemické vlastnosti. Ty mohou byt odvozeny

z procest, které s testovanymi biologickymi (toxickymi) Zadny pfimy vztah mit nemusi - ale mohou.
Nejuzivanéjsi fyzikdlné chemickou vlastnosti se stal rozdélovaci koeficient latek mezi n-oktanol a vodu -
z toho lze usoudit, Ze onen kriticky proces pro velikost toxického tcinku je ukryt v toxikokinetickych
pochodech
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Nejobecnéjsi tvar QSAR rovnice predstavuje Hanschova rovnice (2):

log BA, =k,.log P, + k,.(log P,)> + kK;R, + k.S, +k (2)

e

kde BA, je biologicka ucinnost latky i, log P, je rozd€lovaci koeficient latky i mezi n-oktanol a vodu, R; je
konstanta simulujici reaktivitu latky i, S, je konstanta simulujici stérické uspofadani molekuly latky i.
Hanschova rovnice, obsahujici substituentové konstanty (rovnice 3), vypada nasledovné:

log BA, =k,.>i + k,.>i? + k>i + k. E + ks (3)

kde >i je Hanschova substituentova konstanta hydrofobnosti substituentu i, >i jeho Hammettova
substituentova konstanta, E Taftova stérickd konstanta a koeficienty k jsou Cisla vychazejici z regresni
analyzy.

Nejcastéji model vystaci s hydrofobnimi konstantami (rovnice 4 a5):

log BA,; =k, .log P, + k,, pfipadné (4)
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log BA, =k,.log P, + k,.(log P,)> + k; (5).
Tvar Hammettovy rovnice pouzil k vytvofeni modelu Rudolf Zahradnik (- rovnice) (6):
log (>i/>et) = pan> (6)

kde >i je velikost biologického ucinku latky i, >et velikost biologického ti¢inku ethyl derivatu jako referencni
latky, konstanta zahrnujici podminky biologického testu a konstanta, popisujici vliv alkylu.

Uvedené modely jsou v predikéni toxikologii nejpouzivanégjsi. Ve farmakologii zakofenila spise
fragmentalni analyza, jezZ vypoctem konstant de novo (Free-Wilsonova analyza) slouZzi pti hledani struktury
molekul novych d¢innych 1éCiv. Fragmentalni analyza spociva v predstave, Ze kazdy fragment molekuly

prispiva urcitou, vzdy stejnou, velikosti biologického ucinku do biologické tcinnosti celé molekuly (rovnice

7).

BA,=a +u(m=1,2,3,.)(7)
kde a,_ jsou piispévky fragmenti molekuly a u je biologicka t¢innost té ¢4sti molekuly, kterd se neméni. O
predpokladu aditivity téchto piispévki se vedou diskuse.

Metody nebo techniky analyzy QSAR jsou obvyklé i méné obvyklé metody matematické analyzy: regresni
analyza s jednim nebo vice parametry, linearni i nelinedrni, faktorova analyza, analyza hlavni komponenty,
shlukova analyza, rozpoznavani obrazci (pattern recognition), diskriminantova analyza, uméla neuronova sit,
kybernetické techniky jako je metoda uciciho se stroje, geneticky algoritmus a jiné

Statistické hodnoceni modelti QSAR je nedilnou souc¢asti modelt. Korela¢ni rovnici musi vZdy doprovazet
udaj o poctu part (biologicky ucinek a fyzikalné chemicka vlastnost) pouZzitych dat, tj.pocet latek v sérii (n),
korelacni koeficient (r), standardni odchylka odhadnutych dat (SD), pfipadné F-testy a t-testy. Modely QSAR
pro legislativni icely musi doprovazet dalsi statistické tidaje o dobré shodé, prediktivité,

reprodukovatelnosti!# 13,

Samostatnou kapitolu tvoii extrapolace toxickych indexu mezi riznymi biologickymi testy'6 (QAAR -
Quantitative Activity - Activity Relationships, pripadné QTTR - Quantitative Toxicity - Toxicity
Relationships, kvantitativni vztahy mezi dvéma riiznymi toxickymi indexy, stanovené na riiznych testovacich
objektech, dvéma aktivitami - d¢innostmi, napt. extrapolace EC50 pro rybu z EC50 na niténkach pomoci
matematické formule). K tomuto stile Zivému problému pfispiva analyza QSAR: vysoky, nejméné 85%,
podil modelti QSAR vystadi s logaritmem rozdélovaciho koeficientu latek mezi n-oktanol a vodu jako
molekulovym deskriptorem. To znamend, Ze prava cast jejich rovnice obsahuje stejnou nezdvisle promé€nnou
x - log P, a to umoziiuje vzajemnou korelaci levych stran y - log biologické dcinnosti. Vztah pro vzijemny
prepocet toxickych indexti Ize i vypocitat. Ten je formalné matematicky, nema nic spole¢ného s podobnosti
mechanismi (i kdyZ mize).
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Kombinace modelit QSAR s modely ADME (Absorption, Distribution, Metobolism, Excretion) se stiva
vyzkumné zajimava i komeréné vyhodna. Modely ADME simuluji kinetiku procest v organismu, které
zodpovidaji za koncentraci ucinné latky na misté ucinku, tedy absorpci (A), distribuci (D),metabolismus (M)
a exkreci (E). Modely pro rtizné organismy a riizné zpisoby expozice jsou rozlieny fyziologickymi
parametry organismu. Jako expertni programy pro odhad i kvality toxického tcinku vypoctem, jsou
oznacovany soubory pravidel, znalost{, idaju o toxickych indexech, statistického hodnoceni, vypocetnich
programi molekulovych deskriptorti a metod matematické statistiky.

Programy chemické bezpecnosti a QSAR

Svétoveé prosazovany REACH je chemicka legislativa, kterou piedloZzila Evropska Unie v roce 2003, schvalil
Evropsky parlament s ti¢innosti od 1. Cervna 2007 a pfevzaly ostatn{ stity a je zkratkou z anglického
Registration, Evaluation, Authorisation (and restriction) of Chemicals. Program ma zajistit, aby nejpozdéji do
roku 2020 byly pouZivany pouze chemické latky se znimymi vlastnostmi a zpisobem, ktery neposkozuje
Zivotni prostiedi a zdravi ¢lovéka. Zamérem téchto programil je prevence a snizeni vlivu chemickych latek a
jejich smési na zdravi lidi i na stav Zivotniho prostiedi.

Dalsi cil je sniZeni poctu obratlovet, ktefi jsou nutni pro testovani toxicity chemickych latek. To ale tvor{
nedilnou soucast ochrany piirody, tedy i lidi, pfed toxickymi a neZddoucimi d¢inky chemickych latek a
chemickych pfipravkd. Disledkem rozhodnuti o programech chemické bezpecnosti jsou tedy zvySené
informacni, ekonomické, ale i etické pozadavky. A t€m vSem analyza QSAR vyhovuje. Pro uspokojeni
poZzadavki programu REACH neexistuje dnes Zadn4 jind, dostate¢né vyvinuta a provéfena metoda.

Hledaji se kritéria modelti QSAR, aby vysledky, které umoziuji ziskat, byly pouZitelné pro legislativni ticely
misto klasickych, provéfenych metod (in vitro i in vivo). Probihaji jednan{ na drovni svétovych a svétoveé
uzndvanych organizaci (OECD, EU, EPA US)!7. Né&kter€ stdty jiz dnes analyzu QSAR a jeji modely pro
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legislativni ucely dspésné a bez obtiZi pouZivaji.
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