Chem. Listy 99, 675 — 681 (2005)

Referaty

ALTERNATIVNI METODY TESTOVANI TOXICITY CHEMICKYCH

LATEK IN SILICO

MILON TICHY?, ZDENEK ROTH", KAREL
BLAHA” a ANDREW P. WORTH®

“Statni zdravotni iistav, Srobdrova 48, 100 42 Praha 10,
b Odbor environmentalnich rizik, Ministerstvo Zivotniho
prostiedi, Praha, “European Centre for Validation of Al-
ternative Methods, Joint Research Centre, European Com-
mission, 21020 Ispra, Italie

mtichy@szu.cz

Doslo 7.12.04, piijato 25.2.05.

Klic¢ova slova: toxicita, predikéni toxikologie, in silico
metody, QSAR, validace

Vénovano Rudolfovi Zahradnikovi, pritkopnikovi koncepce
kvantitativnich vztahii mezi chemickou strukturou a biolo-
gickou ucinnosti.

Obsah

1. Uvod
2. Programy chemické bezpe€nosti a alternativni metody
testovani toxicity
Alternativni testovani na nizSich organismech
Extrapolace mezi indexy toxicity stanovené na riiznych
biologickych systémech
5. Metody in silico — odhady vypoctem

5.1. Ptehled metod in silico, jejich moznosti, vyhody
a omezeni
Kvantitativni vztahy mezi chemickou strukturou
a biologickou Gc¢innosti — analyza QSAR
Validace modell analyzy QSAR

W

5.2.

5.3.

1. Uvod

V fijnu 2003 byl Evropskou komisi pfijat navrh na
novy ramec pro legislativu, pokryvajici bezpecnost chemi-
kalii. Podniky a firmy, které importuji vice nez 1 tunu
chemické slouceniny ro¢né, budou nuceny tuto chemikalii
registrovat v centralni datové bance. Cilem je zlepsit
ochranu zdravi pfirody, vcetné lidi, zvysit inova¢ni kapaci-
ty a schopnost konkurence chemického pramyslu
v Evropské unii. Tento novy systém je nazyvan REACH,
coz znamena ,,Registration, Evaluation and Authorisation
of Chemicals®.

Je to vyusténi tendence posledniho desitileti formulo-
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vat legislativni opatfeni, kterd se tykaji uvadéni novych
a novych chemickych produktd na trh, jejich vnaSeni do
pfirodniho prostiedi a distribuci mezi lidi. Novéa opatfeni
se budou tykat nejen novych chemickych latek, uvadénych
na trh, ale i latek ,,starych®, které se jiz delsi dobu pouzi-
vaji. Tento systém bude ovliviiovat nejen chemicky pri-
mysl, ale i odvétvi, kterd chemické produkty pii své praci
vyuzivaji. Dochazi k situaci, kdy se vyzkum a vyvoj no-
vych chemickych vyrobkt mize stat levnéjsi nez naklady
na jejich testovani a registraci. Cilem védeckych organiza-
ci a spolecnosti proto bylo a je hledat takové alternativni
metody testovani toxickych a nezadoucich ucinkti chemic-
kych sloucenin, pomoci kterych by tkol, zadany progra-
mem REACH a pravnimi normami o kategorizaci chemic-
kych sloucenin a chemickych pfipravki, byl zvladnutelny
a levngjsi.

2. Programy chemické bezpe¢nosti a alterna-
tivni metody testovani toxicity

Strategickym zédmérem téchto programi je prevence
a snizeni vlivu chemickych latek na zdravi lidi, na zlepSeni
zivotniho prostiedi s cilem dosahnout zkvalitnéni Zivot-
nich podminek. Dal§im cilem je snizit pocet obratlovct,
pouzivanych k testovani toxicity chemickych latek a che-
mickych pfipravkd. Nicméné vyrobce nebo dovozce bude
muset predlozit pro kazdou chemickou latku a chemicky
pripravek uvadény na trh fadu idaji o jejich nebezpecnos-
ti, o jejich vlivu na zdravi, na stav zivotniho prostiedi
a o vybranych, zékonem citovanych fyzikalné-chemickych
vlastnostech. Takovych udaju si 1ze predstavit celou fadu.
V Evropské unii byly dohodnuty ty, které jsou pokladany
za nebezpecné pro zdravi a ty fyzikalné-chemické vlast-
nosti, které mohou tuto nebezpe¢nost indikovat (smérnice
67/548/EHS v platném znéni). Tento soubor udaji a vlast-
nosti zakon vyzaduje pro ur¢eni nebezpecnosti a zatazeni
chemické slouceniny do odpovidajici kategorie nebezpec-
nosti. V Geské legislativé jej 1ze nalézt v zdkoné' o chemic-
kych latkach a chemickych piipravcich, ktery predstavuje
transpozici evropskych predpisi v uvedené smérnici
67/548/EHS. Dale se o nich jedna v zakoné o rostlinolé-
kaiské péci” nebo v zakon& o podminkach uvadéni biocid-
nich piipravkii a uginnych latek na trh®. Udaje o nich je
mozné nalézt v literatufe, mnohych datovych souborech
a tabulkach, nebo je stanovit. Pfedepsané metody pro sta-
noveni potfebnych 0daji o toxicité a pro stanoveni fyzikal-
né-chemickych vlastnosti Ize najit ve tiech vyhlagkach®,
které jsou opét piepisem evropskych norem. Udaje budou
slouzit pfi rozhodovani, do které kategorie nebezpecnosti
bude latka nebo ptipravek zatazen a jaké podminky budou
pro zachéazeni s nimi.

Zakon o ochrané zvifat pak sleduje eticky problém
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vyuzivani laboratornich zvifat k pokusim a testovani.
I proto je zdlraznén vyznam alternativnich postupt pfi
testovani toxicity chemickych sloucenin a chemickych
ptipravki. Postupi, které rychle poskytuji dostatecné in-
formace o toxickych a nezadoucich ucincich chemickych
latek, a to pfi nizkych ndkladech, s omezenim testli na
obratlovcich a pfi tom s dostate¢nou kapacitou, kterou jiz
nemaji tradi¢ni zplsoby testovéani. Dilezitou oblasti bude
bezpecnost expozice chemikaliim ve spojeni s dalSimi
faktory stresu chemického, biologického i psychického
(smési latek, infekce, zmény klimatu, nemoci, oslabeni
funkci organismu, psychicka zatéz, atd.).

Alternativnimi metodami testovani jsou rozumény
takové, které maji vyse uvedené schopnosti a navic spliuji
podminky ,,3R*“ (nahrazuje, redukuje nebo vylepSuje uziti
zvifat — Replace, Reduce, Refine)’. Tyto alternativni testy
zahrnuji testy na nizSich organismech, in vitro na tkanich
a bunkach i in silico predikéni modely na pocitacich. Musi
spliiovat informaéni a ekonomické pozadavky. Musi po-
skytovat stejné, ne-li lepsi informace jako metody tradi¢ni
na pokusnych zvitatech, jiz dlouho pouzivané a predepsa-
né v normach.

Organizaci, kterd se témto aktivitdim organizacné,
vyzkumné 1 aplikacné vénuje, je zejména ECVAM
(European Centre for the Validation of Alternative
Methods) ze Spole¢ného vyzkumného centra Evropské
komise (JRC — Joint Research Centre), organizacné
OECD. ECVAM, ktery se zabyva chemickou bezpecnosti
spolecné s Evropskym ufadem pro chemikalie (ECB —
European Chemicals Bureau), je soucasti Ustavu pro
ochranu zdravi a spotfebitelt (IHCP — Institute for Health
and Consumer Protection), jednoho z center Spole¢ného
vyzkumného centra Evropské komise. ECVAM zapocal
svou Cinnost v fijnu 1991 na zakladé smérnice 86/609/
EEC, ktera v ¢lanku 7.2 urcuje, ze ,,pokus (na zvitatech)
nebude provadén, pokud je rozumné i prakticky dostupna
jina védecky uspokojiva metoda pro ziskani pozadovanych
vysledku, ktera nevyzaduje uziti zvifat” a v ¢lanku 23 nafi-
zuje, ze ,, Komise a clenské staty (Evropské unie) by mély
podporovat vyzkum téchto metod a validaci takovych al-
ternativnich technik, které poskytuji stejnou Groven infor-
maci, jakou lze ziskat v pokusech na zvitatech, které vSak
zahrnuji uziti mensiho poctu zvifat nebo které jim zptso-
buji méné bolesti a Komise a ¢lenské staty maji ptijmout
takové dalsi kroky, které povazuji za ptiméfené pro po-
vzbuzeni vyzkumu na tomto poli*“. Toto jsou dulezité for-
mulace pro pochopeni, kdy a jaké alternativni metody
vybirat.

3. Alternativni testovani na nizSich
organismech

K vybéru jsou dnes alternativni metody s niz§imi
organismy a metody vypocetni. Jde pfevazné o metody,
které se dosud bézn€ nepouzivaji, ale které v ramci systé-
mu REACH jsou jiz zduraznovany. Ekotoxikologickych
testll toxicity, provadénych na nizsich organismech, které
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se v ptirod¢ vyskytuji, je pro uréeni nebezpefnosti cela
fada, jiné jsou vyvijeny a validovdny. Bézn€ pouZivané
podle legislativy jsou testy na Daphnia magna, na rybach
Poecilia reticulata, Pimephales promelas, laboratornich
potkanech, tasach atd.: jde o testy trvajici 2—3 dny. Jako
alternativni test je vyvijen napt. 48 hodinovy test na prvo-
cich Tetrahymena pyriformis. Z opravdu rychlych a jiz
v procesu validace 1ze v soucasné dob& vybrat test, znamy
jako MICROTOX, ktery vyuziva zhaseni fosforeskujicich
bakterii Vibrio fischeri, dtive Phosphobacterium phospho-
reum, nejcastéji trva 15 min, nebo stanoveni efektivni kon-
centrace, ktera zastavi pohyb u 50 % testovaného souboru
oligochaete Tubifex tubifex (znamych spise jako niténky),
ktery trva 3—4 min.

4. Extrapolace mezi indexy toxicity stanovené
s riznymi biologickymi systémy

Lze extrapolovat vysledky ziskané s jednim druhem
organismil na vysledky, které by byly ziskané jinym zpi-
sobem? Lze. Timto zpusobem lze dokonce verifikovat
vhodnost vysledkll z alternativnich testl, a to korelaci
s vysledky metod jiz validovanych, znamych a ptedepsa-
nych ve vyhlaskach®. Jiz desetileti je poukazovano na ko-
relace mezi daji, které jsou ziskany rdznymi zpisoby —
lze je tedy vyuzivat stejné. Riizné testy maji pouze rizna
omezeni nebo vyhody, analytické charakteristiky apod.

Byla publikovéana fada studii o statisticky vyznamné
tésnych korelacich mezi vysledky jednotlivych testd toxi-
city. Namatkovym vybérem lze uvést prace Kaisera®®,
Schultze”!?, i starsi!!. Zdéivodnéni existence korelaci mezi
daty o velikosti biologickych u¢inkli pro stejné série che-
mikalii 1ze najit i v existenci rovnic — modeliit QSAR. Bylo
publikovano vysvétleni pomoci formalni matematiky:
jestlize ve dvou rovnicich s proménnymi x a y je pro riizné
proménné y totozna proménna x, pak musi byt ve formal-
nim vztahu i ob& proménné y. Za okamzik bude patrné
z rovnic QSAR (cit.'?), Ze nejeast&ji pouzivana fyzikalng-
chemicka vlastnost chemickych sloucenin pro korelaci
s biologickou ucinnosti (G¢innosti bude vzdy rozuména
velikost biologického uc¢inku) je log rozdélovaciho koefi-
cientu chemikalie mezi vodu a oktan-1-ol, obvykle zkraco-
vany jako log P,y, pfipadn¢ jen log P (viz rov. (/)). Prave
ta je nejméné v 80 % rovnic QSAR, pro neelektrolyty a
pro slouceniny nikoliv pfirozené, v linedrnich regresnich
rovnicich pouZivana jako proménna x (cit."?). Tato skuted-
nost ukazuje, ze nejcastéji je déjem urcujicim ucinnost
transport a distribuce chemické slouc¢eniny. Neznamena to
vSak, ze jiné vlastnosti slouceniny nemohou o toxicité
spolurozhodovat (reaktivita, topologie a geometrie mole-
kuly). Nicmén¢ z toho formalné plyne, Zze mlze existovat
regresni rovnice i pro proménné y — biologické ucinnosti:

BA; = f(log P)), (1)
kde i jsou individualni chemikalie testované skupiny che-
mikalii, BA je biologicka ucinnost, f néjaka, nejcastéji
linearni nebo parabolickd, matematicka funkce. Pak pro
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vysledky dvou testi lze formalné napsat matematickou
rovnici (2):

BA, = f(BA) 2
a tuto rovnici pouZit pro vzajemnou extrapolaci mezi bio-
logickou ucinnosti latky i stanovenou testem j a jinou bio-
logickou ucinnosti téze latky i stanovenou testem k. Jinou
interpretaci takova rovnice nema'*'>. Pomoci takové re-
gresni rovnice napf. mezi experimentalnimi udaji o EC50
(Tubifex tubifex) a o LD50 (potkan) lze vypocitat LD50
na potkanech po oralnim podani netestované slouceniny,
zname-li jeji EC50 (Tubifex tubifex), efektivni koncentraci,
ktera inhibuje pohyb u 50 % testované populace oligocha-
ete Tubifex tubifex (znamé jako niténky) a odc¢itané po 3
min pasobeni vodného roztoku latky'®. Pravdépodobnost
tohoto odhadu vypoctem udavaji statistické charakteristiky
regresni rovnice. Jak EC50 (Tubifex tubifex), tak LD50
(potkan, oraln€) koreluji s log Py

5. Metody in silico — odhady vypocétem

Tradi¢ni i rychlé alternativni laboratorni testy umoz-
nily vytvofit dostatené rozsahlé soubory dat dobré kvali-
ty, které poslouzily a slouzi vyvoji a validaci predik¢nich
toxikologickych vypocetnich modelll. Tyto predikéni mo-
dely byly tvofeny v prvé fadé z toxikologickych udaju,
které byly ziskany v pokusech in vivo. Proto odhady, zis-
kané témito modely, jsou po validaci rovnocenné
s korespondujicimi pokusnymi tdaji, které byly namétené
v pokuse in vivo. Chyba odhadd vypoétem je urcena chy-
bou pokusnych tdaja, které byly pro model pouzity.

5.1.Pfehled metod in silico, jejich
moznosti, vyhody a omezeni

K vytvofeni vypocetnich modeld zobecnénim udajui,
které byly ziskany v pokuse, se nejcastéji déje pomoci
technik analyzy QSAR (z angl. Quantitative Structure-
Activity Relationships, tj. kvantitativni vztahy mezi che-
mickou strukturou latek a jejich biologickou G&innosti)'.
Vypovédni i ekonomicka hodnota a spravnost této metody
prochézeji v soucasné dobé celosvétovou diskusi ve snaze
dat ji pravni ramec pro uznavani jejich vysledkti na stejné
urovni, jako maji dnes uznané a zékony ptredepsané meto-
dy. To by usnadnilo plnéni systtmu REACH a programy
chemické bezpecnosti ve smyslu toxického dopadu pouzi-
vani chemikalii.

Modelti pro odhad toxicity vypoctem (in silico testy)
existuje fada. Nekteré maji jiz i praktické pouziti, dalsi
jsou ve vyvoji a ve stavu studii. Lze je shrnout mezi nasle-
dujici typy:

— modely vytvorené a analyzované technikami QSAR,
— kinetické fyziologické simula¢ni modely (PBSM -

Physiologically-Based Simulation Models),

— modely zalozené na biologické podobnosti a allomet-
rickych rovnicich,
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— expertni systémy zalozené na souborech znalosti

a pravidel,
— modely vytvorené technikami molekulové grafiky,
— kombinace riznych model s umélou neuronovou siti

(ANN - Artificial Neural Network).

Jsou uvadény pod riznymi studijnimi nebo komeréni-
mi jmény. Lze je najit v katalozich a v literatufe. Odhady
vypoctem se mohou od skutecnosti riizné lisit, proto musi
byt uvedena pravdépodobnost jejich spravnosti. Udaje
v datovém souboru pro vytvoreni modelu ovliviiuji faktory
dané podminkami pokusu, jako jsou podminky expozice,
nemoci a jejich 1é¢eni, Zivotni historie, vek, atd. Tyto fak-
tory se pak promitaji i do spravnosti odhadu vypoctem.
Vedle téchto faktorti se zapomind, ze realna expozice je
expozice smésim chemikalii. Ve smési se mohou chemic-
ké latky ve svém ucinku ovliviiovat a toxicita smé&si i stej-
nych chemikalii mize byt rozdilné (antagonismus, inhibi-
ce, synergismus, potenciace aj.). To mlze byt zavazné pti
odhadu zdravotniho rizika expozice chemikaliim'’. Dnes
existuji studie, ve kterych se hledd vhodnéd fyzikalné-
chemicka vlastnost, ktera by byla pouzitelna pro odhad
takovych interakci'™"’.

5.2.Kvantitativni vztahy mezi chemic-
kou strukturou a biologickou ucin-
nosti — analyza QSAR

Prvni studie v modernim slova smyslu dnes nejpouzi-
vanéjsich metod in silico, analyzy QSAR, se objevily diky
organickym a fyzikalnim chemikiim z Pomona College
v Kalifornii®**' a z Ustavu hygieny prace a chorob
z povolani v Praze™™. Analyza QSAR doznala z metod in
silico nejvétsiho rozsifeni a moznost jejiho praktického
pouziti pfi odhadu velikosti toxickych ucinkli chemickych
latek je pfijimana. Proto zbytek tohoto prispévku bude
vénovan ji.

Prvni vazné setkani pracovnikd, ktefi se o kvantifika-
ci vztahli mezi chemickou konstituci a velikosti biologic-
kych u¢inkt zajimali a ktefi tuto oblast studovali, se ode-
hralo v Praze v roce 1973 (cit.>*). Na tomto symposiu to
sice nebylo poprvé, kdy se objevila zkratka QSAR (do té
doby 2-3x), ale prakticky poprvé ve vétsim a psaném meé-
fitku a od této doby se zacala bézné pouzivat pro kvantita-
tivni vyjadfeni vztahi mezi chemickou strukturou
(konstituci) a biologickou ucinnosti (velikosti biologické-
ho G¢inku). Od tohoto 1. evropského symposia QSAR bylo
jen evropskych symposii jiz usporadano c¢trnact (1976
Suhl, 1979 Budapest, 1982 Bath, 1984 Bad Segeberg,
1986 Portoroz, 1988 Interlaken, 1990 Sorrento, 1992,
Strasbourg, 1994 Barcelona, 1996 Lausanne, 1998 Co-
penhagen, 2000 Diisseldorf, 2002 Bournemouth, 2004
v evropské ¢asti Istanbulu). Byly zalozeny dalsi fady kon-
ferenci QSAR v riznych kontinentech svéta, seminare
QSAR pro uziti v toxikologii zivotniho prostiedi, existuji
dva casopisy vénované jen technikdm analyzy QSAR
(QSAR Journal — v kombinaci s molekulovou grafikou
a obsahujici abstrakty z €lankli o0 QSAR z ostatnich ¢asopi-
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si; SAR and QSAR in Environmental Research), byla
zaloZena a stale existuje aktivni celosvétovd QSAR Socie-
ty. UziteCnost a vyuzitelnost technik analyzy QSAR byla
pro hledani novych lé¢iv a v predikéni toxikologii proka-
zana. Moznost néhrady tradi¢nich experimentalnich metod
metodami in silico, pocitaCovymi modely, expertnimi sys-
témy a molekulovou grafikou se zietelné rysovala. O vy-
vo%is a validaci expertnich systému se zacalo vazn¢ premys-
let™.

Modely QSAR jsou matematické rovnice, které
umoziuji  vypocitat velikosti  biologického cinku
(Gcinnosti) chemickych latek z jejich chemické konstituce.
Ta je vyjadiena fyzikalné-chemickymi vlastnostmi mole-
kul, jejich topologickymi indexy mnebo kvantové-
chemickymi indexy (molekulové deskriptory). Nejvétsi
nesnaz analyzy QSAR je skryta v pouzitych experimental-
nich biologickych datech. Podminkou jejich pouzitelnosti
je jejich dostatecné statistické ohodnoceni a validace. Ana-
Iyza QSAR apeluje na standardizaci podminek, za kterych
biologické testy probihaji a na dikladném ptedpisu jejich
provadéni. Casto se chybuje v nedodrzovéani doby plisobe-
ni latky.

Za predpokladu, Ze biologickd ucinnost je urcena
kritickym, stupném urcujicim uc¢innost, je rovnovazna
konstanta (v biologickych systémech za podminek ustéle-
né¢ho stavu plati extratermodynamicka pravidla) tohoto
procesu spjata se zménou Gibbsovy energie. Tu lze slozit
z piispévkl, kterymi se na zméné biologické ucinnosti
podileji zmény ve struktufe molekuly:
hydrofobni (,,lipofilni*),
elektronovy (polarni),
stericky,
jak to navrhl Hansch®®. Jednotlivym piisp&vkim jsou pfi-
fazovany rizné fyzikalné-chemické konstanty, které jsou
odvozeny z procesi, které vzdy nemusi mit s testovanymi
biologickymi (toxickymi) procesy zadny ptimy vztah.

Jako hydrofobni konstanta je v pfevazné mife pouZi-
van logaritmus rozdé€lovaciho koeficientu chemikalie mezi
oktan-1-ol a vodu (log P, log P,). Bez nad¢je neni logarit-
mus rozdé€lovaciho koeficientu latky mezi olej a vzduch
(log P,,) zvlasté pro toxické ucinnosti, které jsou méfené
pfi inhalacni expozici. Mén¢ jsou vidét rozdélovaci koefi-
cienty latek, stanovené v jinych soustavach nemisitelnych
nebo malo misitelnych rozpoustédel. Déle to muze byt
rozpustnost ve vod¢, tlak nasycenych par, konstanty odvo-
zené z chromatografickych dat, substituentové konstanty
Hansche 7 (cit.””), fragmentarni konstanty podle Rekkera®®
i dalsi.

Pro slouceniny, které disociuji, je pouzivan rozdélo-
vaci koeficient mezi oktan-1-ol a vodu, korigovany na
ionizaci, log D. Transportu pfes membrany i rozdéleni
slouceniny mezi dvé faze se Gcastni pfevazné ta cast mole-
kul, které nejsou disociovany. Proto je vyhodnéjsi hodnotu
log P korigovat na ionizaci a tu pro korelaci pouzit. Log D
lze vypocist pro rizna pH prostiedi a zavisi na disociaéni
konstanté slouceniny, nebo pK,. Pro vypocet hodnot pK i
pro vypocet log D v zavislosti na pH prostredi existuji
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dostupné vypoctové programy.

Nejcasteji pouzivané elektronové (nebo polarni) kon-
stanty jsou Hammettovy konstanty ¢ nebo jejich modifika-
ce. Déale lze najit pouziti Taftovy konstanty pro polarni
substituenty o*, Swain-Luptonovy rezonan&ni nebo induk-
tivni konstanty, i dipélovy moment. Z kvantové chemic-
kych indext reaktivity to byva elektronova hustota na re-
aktivnim atomu, index nukleofilni nebo elektrofilni super-
delokalizovatelnosti, energie nejvyssiho obsazeného nebo
jich rozdil.

Sterické konstanty jsou odvozeny z rozmérii moleku-
ly a jejich vlivu na okoli molekuly: napf. van der Waalstv
polomér substituentu, plocha molekuly, objem molekuly
i molarni objem (nezaménovat), dokonce i relativni mole-
kulova hmotnost, rozméry substituentu ve tiech prostoro-
vych osach apod. Nejcastéji je mozné se setkat s Taftovou
sterickou substituentovou konstantou E;. Sem by se daly
zatadit i topologické indexy konektivity y.

Uvedené substituentové i globalni konstanty jsou
uvedeny jen namatkou. Autofi v mnozstvi publikaci jich
prezentovali dlouhou fadu. Rovnéz bylo publikovano, ze
mezi sebou Casto koreluji a je zbyte¢né hledat dalsi a dalsi.

Udaje o toxickych tuéincich (nebo obecnd biologic-
kych) a o fyzikalné-chemickych vlastnostech jsou zpraco-
vavany metodami matematické statistiky. Nejvyznamnéjsi-
ho tGspésného vyuziti dosahla Hanschova rovnice®®
(vizrov. (3) a (4)):

log C= ki + kot + ko + kyEs + ks ptipadné (3)

log C = ki(log Pow)’ + kolog Poy, + k3o + kiEs+ ks, (4)
C je index toxického (biologického) ucinku (naptf. LD50,
EC50), 7 je Hanschova substituentova konstanta, c Ham-
mettova konstanta, £ Taftova stericka substituentova kon-
stanta, konstanty ki, ki, k3 k4 a ks jsou konstanty vzeslé ze
statistického zpracovani souborti parti dat o chemickych
slouceninach ve studovaném souboru. Druhd mocnina
konstanty m nebo log P, simuluje nelinedrni priib¢h zavis-
losti parabolickou funkci; simulaci riznymi matematicky-
mi funkcemi nelinearniho tvaru bylo publikovano vice,
Hanschova aproximace vsak nelinearitu popisuje dostatec-
né a je nejpouzivanéj$i. Obvykle dostacuje i aproximace
pfimkou, protoze soubor chemikalii neni dostate¢né roz-
sahly, aby pokryl i nelinearni Casti zavislosti. Vyznam
parabolické rovnice spociva i vtom, Ze umoznuje najit
optimalni hodnotu hydrofobnosti chemikalie jako extrém
derivaci parabolické zavislosti (viz rov. (9)):

dlog C/d log Py =0 (5)

Jinym pouzivanym zpisobem je vypocet konstant de
novo (viz (6)), kterému dali zdklad Free a Wilson®!, emuz
se blizi vypocet fragmentarnich konstant podle Rekkera®®:

BA=ZXa,+p (6)
a, jsou prispévky n-tych Casti molekuly (substituentt)
k biologické ucinnosti BA a p oznacuje ucinnost zékladni
¢asti molekuly, které ve studované sérii latek neméni svoji
strukturu. Pokud je nalezena souvislost konstanty de novo
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s fyzikalné-chemickou vlastnosti, méni se tim vlastné
v piistup Hansche. Metoda Freeho a Wilsona ma tu vyho-
du, Ze pfedem nemusime znat zadnou strukturni konstantu
molekul.

Na analyzu biologickych ucinnosti bylo téz rozsifeno
pouziti Hammettovy rovnice — a3 rovnice™* (viz (7)):

log (t/tg) = o (7)
T; a Tk jsou molarni uc¢inné koncentrace i-t¢ latky v sérii
a ethylderivatu téze série strukturné piibuznych latek (jde
o relativni u€innost), konstanta o je zavisla pouze na méfe-
né ucinnosti, na testovaném biologickém systému a na
testované sérii latek, konstanta [ souvisi pouze se substi-
tuentem nebo fragmentem molekuly. Pro alkyly byla pub-
likovéna té€snd korelace mezi substituentovymi konstanta-
mi Hansche 7 a substituentovymi konstantami 3 Zahradni-
ka*’.

Pro kazdou rovnici QSAR je vyZzadovano alespon
minimalni statistické ohodnoceni: pocet parti udaji
(biologicky — fyzikalné-chemicky pro kazdou latku série)
n, charakteristika série chemickych latek, pro které byla
rovnice odvozena, korelaéni koeficient tésnosti korelace
r, chyba odhadu pomoci rovnice; statistické hodnoceni
bylo rozsifeno na chybu vypoctené konstanty rovnice
(napf. r-testem), objevuje se F-test, y’-test. Hodnoty mu-
si byt uvadény pouze v jednotkach molarni koncentrace.
Musi byt uvedena pravdépodobnost spravnosti odhadnuté
hodnoty indexu toxicity. Musi byt uvedena oblast hodnot
vSech pouzitych indexd, toxickych a fyzikalné-
chemickych, pro kterou miize byt pouzita. Validace rovnic
QSAR je provadéna odhadem toxické ucinnosti vypoctem
pro vybrany a na sérii latek, které slouzily k odvozeni rov-
nice, nezavisly testovaci soubor latek. Z vysledkil je vy-
poctena spolehlivost a predikéni schopnost rovnice, para-
metry, které rovnici hodnoti z hlediska vyuzitelnosti pro
odhad toxické ucinnosti vypoctem. Principy validace rov-
nic QSAR vychazeji z principt validace experimentalnich
metod, jen jsou ponékud upraveny®’. Validovani alterna-
tivnich metod/testi spoCiva zejména v potvrzeni jejich
spolehlivosti (reprodukovatelnosti vysledkll), vyznamu,
veédecké hodnoty a praktické pouzitelnosti pro zamyslenou
aplikaci. Pfi validaci rovnic QSAR by mél byt tento proces
rozsiten o pozadavek stanoveni predikéni schopnosti,
o hodnoceni jejich robustnosti a o mechanisticky vyklad
pouziti molekulovych deskriptorti (fyzikalné-chemickych
vlastnosti). Dilezité je uvadéni experimentalnich podmi-
nek méteni i detaily statistického zpracovani a hodnoceni.
Dnes (2002-2005) to je pfedmétem urputné diskuse.

Rovnice QSAR, jejich analyzu a interpretaci 1ze vyu-
zit pro ziskani informaci o toxickych uc¢incich chemickych
latek a jejich velikosti, o kinetickych procesech, kterym
chemikalie v organismu podléhaji (absorpce, distribuce,
metabolismus, vylucovani), o distribuci a osudu chemikalii
v zivotnim prostfedi a v neposledni fad¢ i o fyzikalné-
chemickych vlastnostech chemikalii.

V dnesni dobé€ rozvijejici se vypoctové techniky je jiz
fada pocitaCovych programii, zalozenych na analyze
QSAR, souborech znalosti a souboru pravidel, které jsou
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komerc¢né dostupné. Ty jsou vyvinuty jak pro odhad kvali-
ty toxického ucinku (karcinogenita, mutagenita, neurotoxi-
cita, a dalsi), tak hlavn€ pro odhad velikosti ur¢itého ucin-
ku. To vSe ze znalosti pouhé chemické struktury
Htestované® latky. Jsou dodavany programy pro vypocet
rozdélovaciho koeficientu chemikalie mezi oktan-1-ol
avodu, log P,,, je fada programi pro vypocet rovnic
QSAR regresni analyzou z primdrnich daji o indexech
toxicity a fyzikalné-chemickych vlastnostech i pro dalsi
postupy matematické statistiky uplatiiované v analyze
QSAR (shlukova analyza, analyza hlavni komponenty,
diskriminantova analyza a jiné, mnohem vysp¢lejsi analy-
zy az po vyuziti techniky umélé neuronové sité a samouci-
ciho se stroje).

5.3. Validace modell analyzy QSA

Na jednani v Setubal (Setubal, Portugalsko, 4.-6.
bfezna 2002, spolecné jednani International Council of
Chemical Associations a European Chemical Industry
Council na téma ,,Regulatory Use of (Q)SAR for Human
Health and Environmental Endpoints®) byly vybrany a
odsouhlaseny metody a modely QSAR a SAR, oznacované
pak jako (Q)SAR, pro dalsi jednani o legislativnich moz-
nostech vyuziti jejich vysledkil pro uréovani nebezpecénosti
chemickych sloucenin jako alternativni k doposud pouzi-
vanym.

Na pafizské schiizce skupiny experti pro (Q)SAR
(kvéten 2004), kterd se konala pod patronaci a kterou orga-
nizovaly OECD a JRC, bylo zformulovano pét kriterii,
,setubalskych®® principti pro validaci (Q)SAR*, které
byly déle projednany a schvéleny na 37. spoleéné schiizi
OECD (listopad 2004):

v modelu (Q)SAR musi byt jasné definovany mereny/
odhadovany ucinek,

jasné a zfetelné musi byt popsany algoritmus, kterym
byl model (rovnice QSAR) vytvofen nebo u expert-
nich systéml musi byt pfesné popsan vznik znalosti
a pravidel v basi znalosti,

musi byt definovana oblast pouZzitelnosti,

musi byt popsana pozadovand vnitini a vnéjsi kontro-
la reprodukovatelnosti, robustnosti a spravnosti vali-
dovaného modelu,

pokud mozno sladit pouzité molekulové deskriptory
s mechanismem ucinku.

Zaroven s tim se zapocal vytvafet manual, privodce,
pro validaci samotnych pocitaci, na kterych budou modely
vytvafeny a pouzitych programl pro vytvoreni a ohodno-
ceni modelll (metody matematické statistiky, programy pro
statistické ohodnoceni modeli, a to i téch nejjednodussich,
apod.).

Stale prozatim neni jasné, zda odhad toxického inde-
xu vypoctem bude nutné verifikovat biologickym poku-
sem, 1 kdyz muze byt, diky odhadu vypoctem — testem in
silico — mnohem jednodussi, kratsi, ptipadné jinym alter-
nativnim testem 1 rychlejsi a bez pouziti obratlovci.
V ptipad€, kdy vysledky metod in silico budou negativni
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(neodhaduji zadny toxicky ucinek), mél by byt proveden
odpovidajici biologicky pokus, kterym se negativni vysle-
dek potvrdi nebo vyvrati. Tak jako v pfipadé laboratorniho
testu, musi byt i postup odhadu vypoctem technikami
QSAR vhodné¢ a dostateéné dokumentovan a archivovan.

Nesmi se zapominat, Ze to vSe bylo umoznéno —
a leckdy zatim stale jina moznost neni — lopotnou experi-
mentalni praci a ziskdvanim udaji o toxicité klasickymi
zpusoby. A to i na obratlovcich za podminek kontroly
kvality analyz i pouzivanych zvifat. Az dostatecné mnoz-
stvi experimentalnich tdaji ve validovanych datovych
souborech, objevy ve vztazich mezi chemickou strukturou
a biologickou uc¢innosti i vyvoj metod matematické statis-
tiky, kvantové chemie, molekulové grafiky a pocitacové
techniky umoznily zobecnéni primarnich udaji o toxicité
chemikalii do matematickych algoritmi a vznik testl
in silico, davajici informace pouzitelné na stejné Grovni
jako z pokusti in vivo.

Seznam zkratek a symbolt

ANN Artificial Neural Network, uméla neuronova
sit’ — matematicko-statisticka technika simu-
Iujici mechanismus neuronové sité pro ucely
matematické analyzy dat

BA; biologicka tucinnost (aktivita), tj. velikost
biologického u¢inku chemické slouceniny i

E Taftova substituentova stéricka konstanta

EC50 efektivni (0¢innd) koncentrace, ktera ovlivni

50 % sledované populace, v tomto piipadé

inhibice pohybu oligochaete Tubifex tubifex

(niténky)
ECVAM JRC European Centre for Validation of Alterna-
tive Methods, Joint Research Centre, Euro-
pean Commission, Evropské centrum pro
validaci alternativnich metod, jako soucast
Spole¢ného vyzkumného centra Evropské
komise, Ispra, Italie
obecné oznaceni matematické funkce
Institute for Health and Consumer Protecti-
on, Institut pro ochranu zdravi a spotfebite-
14, soucast Spole¢ného vyzkumného centra
Evropské komise, Ispra, Italie
rozd€lovaci koeficient chemikalie mezi ok-
tan-1-ol a vodu, téZ oznaceni pouze log P
rozdélovaci koeficient chemikalie mezi olej
a plyn (vzduch)
Physiologically-Based Simulation Models,
téz PBKM Physiologically-Based Kinetic
Models, kompartmentové modely, popisuji-
ci kinetiku chemickych sloucenin v organis-
mu a charakterizované fyziologickymi para-
metry (rychlost prutoku krve venozni a arte-
ridlni, ventilace plic, rychlostni konstanty
biotransformace, apod.)
Quantitative Structure — Activity Relation-
ships, kvantitativni vztahy mezi chemickou
strukturou a biologickou uc¢innosti

IHCP

log Pow

log P,

PBSM

QSAR
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REACH Registration, Evaluation and Autorization of
Chemicals, registrace, kategorizace a autori-
zace chemikalii — zafazeni chemikalii podle
jejich nebezpecnosti na zakladé testovani
toxickych, chemickych a fyzikalné-chemic-
kych vlastnosti, program chemické bezpec-
nosti Evropské unie, formulovany v roce
2004

konstanta biologické Hammettovy rovnice
podle Zahradnika

substituentova konstanta biologické Ham-
mettovy rovnice podle Zahradnika

derivace, matematicky pojem v diferen-
cidlnim poctu
substituentova  konstanta
(lipofility) Hansche
substituentova konstanta Hammetta

u¢inné molarni koncentrace latky i a refe-
ren¢niho ethylderivatu studované série latek
v biologické Hammettov€é rovnici podle
Zahradnika

topologicky index konektivity

test statistického hodnoceni korelace (téz F-
test, 7-test jako dalsi statistické testy)
Replace, Reduce, Refine, pouzivana zkratka
v oblasti ochrany pokusnych zvifat, jejiz
autori jsou Russell a Burch (1959): zkvalit-
nit (postupy a praci pii pokusech s pokus-
nymi obratlovci), zredukovat (pouzivané
pocty pokusnych obratlovci), nahradit ob-
ratlovee pri testovani chemikalii (toxicity
nebo farmakologickych G¢ink®) a ukazujici
smér, kam se ma ubirat ¢innost pii ochrané
pokusnych zvitat i zdravi pfirody, vcetné
lidi.

hydrofobnosti

Ti» TEt

=

3R
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The aim of this contribution is to review trends, de-
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cation of hazard associated with chemical compounds and
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alternative methods in testing toxicity of chemicals, in
particular QSAR methods and models and their use for
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