HODNOCENI TOXICITY

IN SILICO




REACH

Naftizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) & 1907 /2006

Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of
Chemicals

prohloubit znalosti o nebezpedénych vlastnostech

jednotlivych chemickych latek pouzivanych v rdmci Evropské
unie

v kone¢ném dusledku by se na evropském trhu nemély
vyskytovat latky, jejichz nebezpedéné vilastnosti
(toxikologické, ekotoxikologické a fyzikdalné-chemické)
nebyly dostatecné prostudovdny, popsdny, zhodnoceny a
experimentdlné prokdzdny



REACH

jenze:
nové i existujici chemické latky

experimentdlni testovdni toxikologickych a ekotox. vlastnosti
vyzaduje znaéné mnozstvi laboratornich zvirat

potfebné mnozstvi testovacich organismu bylo minimalni (3R)

provddéni novych studii na obratlovcich pouze jako posledni
moznost, nejsou-li dostateéné prikazné vysledky jinych
alternativnich metod



PREDIKCN TOXIKOLOGIE

zabyvd se metodami stanoveni toxicity a toxickych indexd
chemickych latek, které dosud nebyly testovdny experimentdlné

alternativni metody testovdni
in silico (stanoveni/odhad vypodtem)
in vitro (bunky, tkéné, nizké organismy)

cile: ziskat informaci o nebezpecnosti chemickych latek pro
zdravi rychle, levné a s co nejmensim utrpenim pokusnych zvirat



IN SILICO METODY

neocenitelné

vyuzivaji vypocetnich metod k rozsireni stdvajicich
experimentdlnich dat

[ N 4

mohou byt pouzity pro rychlejsi posouzeni tisicu chemikdlii

in silico = s vyuzitim pocitace




IN SILICO METODY

SAR a QSAR
Read-across
sdruzovdni latek

analyza trendu



. (Q)SAR

SAR (Structure-Activity Relationship)

je obecnym oznacenim metod a modelU pro rozbor a popis
kvalitativnich vztahu strukturdlnich vlastnosti ldtek a jejich vlivu
na fyzikdlni, chemické &i biologické vlastnosti

ke kvantifikaci téchto vztahU pak slouzi metody a modely
QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship)



. (Q)SAR

statistické modely popisujici vztah typicky mezi strukturdlnimi i
fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi latky a jejich chemickymi vliastnostmi
¢i biologicky UcCinky

k vytvoreni modeld (Q)SAR je vyuzivdno standardnich postupU a
metod statistiky, vytéZovdni dat (data mining) a strojového uéeni

vytvoreni modelu obvykle vyzaduje pouziti rozsdhlého mnozstvi dat
a informaci o znaéném poctu chemickych Iatek chemickych struktur

tyto informace pak tvofi trénovaci, testovaci a validaéni mnozinu pro
sestaveni modelu

po dikladné validaci a ovéreni spolehlivosti modelu jsou ndsledné
vytvorend pravidla uplatnovdna na chemickou strukturu, jejiz
vlastnosti chceme odhadnout



I. QSAR

vlastnosti fyzikdlné chemické jsou spolecné ddny uspordddnim
elektrond v molekule, molekulovymi orbitaly té které slouceniny

biologickd Ucinnost, velikost biologického UGCinku, je uréena kritickym
procesem, ktery je nejpomalejsi a ktery urcuje velikost G¢inku —
koncentraci Ucinné latky v misté ucinku

mUze byt fizen vlastnostmi molekul:
hydrofobni (,lipofilni*)

elektronové (poldrni)

sterického charakteru

pripadné ostatni, vySe nezaraditelné, napf. kombinované z vice vyse
zminénych prispévkd (moldarni refrakce a jiné), topologické indexy a
dalsi



I. QSAR

nejobecnéjsi tvar QSAR rovnice predstavuje Hanschova rovnice:

log BA, = k;.log P, + k,.(log P,)? + k3R, + k.S, +k

BA. je biologickd uc¢innost latky i
log P, je rozdélovaci koeficient latky i mezi n-oktanol a vodu
R. je konstanta simulujici reaktivitu latky i

S; je konstanta simulujici stérické usporfddadni molekuly latky i

Hanschova rovnice, obsahujici substituentové konstanty:

— 2
T, je Hanschova substituentovd konstanta hydrofobnosti substituentu i
0, jeho Hammettova substituentovd konstanta

E, Taftova stérickd konstanta a koeficienty k jsou Cisla vychdzejici z regresni analyzy



|. FRAGMENTACNI ANALYZA

ve farmakologii zakorenila spise fragmentdlni analyza, jez vypoétem
konstant de novo (Free-Wilsonova analyza) slouzi pfi hleddni struktury
molekul novych GCinnych léciv

spocivd v predstavé, ze kazdy fragment molekuly pFispiva urcitou, vzdy
stejnou, velikosti biologického U¢inku do biologické Gcinnosti celé molekuly:

BA=a +u(n=1,2,3,...)
a, jsou prispévky fragmentd molekuly

M je biologickd Ucinnost té ¢dsti molekuly, kterd se neméni

o predpokladu aditivity téchto prispévku se vedou diskuse



2. READ ACROSS

analogicky pfistup

vyuziti dat/informaci o uréité chemické struktufe a posouzeni

vyznamu a relevance téchto informaci vzhledem k jiné chemické
strukture

postup, pri kterém je jedna nebo vice vlastnosti chemické latky
odvozena na zdkladé srovndni s chemickou latkou s podobnou
strukturou Ci fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi

|ze aplikovat k posouzeni fyzikdlné-chemickych vlastnosti,
toxicity, osudu latky v Zivotnim prostredi ¢i ekotoxicity

read-across muze byt provedeno kvalitativné nebo
kvantitativné



2. READ ACROSS

predikce toxicity metodou read-across se opird o dva klicové kroky:

identifikaci strukturné podobné (analogické) latky, ¢i identifikaci
chemické substruktury, kterd je spolecnd pro obé latky (jak pro latku

vychozi se zndmymi vlastnostmi, tak pro latku cilovou s nezndmymi
vlastnostmi)

vyuziti pfedpokladu, Ze pFitomnost vliastnosti /G&inku pro latky Ize
odvodit z pFitomnosti vlastnosti/0&inku latky strukturné podobné

na zdkladé tohoto predpokladu Ize usoudit, Ze strukturné podobné

(analogické) latky budou (do uréité miry) vykazovat podobné
vlastnosti

klicovou otdzkou pak je zhodnoceni vzdjemné strukturni podobnosti
latek



2. READ ACROSS

vysledkem kvalitativniho pfistupu read-across je urceni
pozitivniho /negativniho (respektive pFitomnosti & absence)
ucinku ci vlastnosti (napfiklad zda md dand latka senzibilizacni

ucinky, ¢i nemd)

kvantitativni pFistup read-across pak tento G¢inek kvantifikuje
(napriklad zjisténi hodnoty EC50)



2. READ ACROSS — VARIANTY POUZITI

pristup read-across mize byt uplatnén jakymkoliv ze &tyr
ndasledujicich zpUsobu z hlediska poctu vychozich a cilovych
|atek:

jedna na jednu (jedna vychozi latka k odhadu vlastnosti jedné
cilové latky)

vice na jednu (dvé nebo vice vychozich Iatek k odhadu
vlastnosti jedné cilové latky)

jedna na vice (jedna vychozi latka k odhadu vlastnosti vice
cilovych latek)

vice na vice (dvé nebo vice vychozich ldtek k odhadu vlastnosti
vice cilovych latek)



3. SDRUZOVANI LATEK

priloha XI k narizeni REACH umoznuje hodnotit vlastnosti
chemickych latek pomoci sdruzovani (napf. do chemickych
»kategorii*)

chemickou kategorii predstavuje skupina chemickych latek,
jejichz fyzikdalné-chemické, toxikologické a ekotoxikologické
vlastnosti jsou s nejvétsi pravdépodobnosti velmi podobné nebo
sleduji urcity pravidelny vzor v disledku strukturdlni podobnosti

na zdkladé toho Ize u latek sdruzenych v dané kategorii urcit
jejich fyzikdlné-chemické vlastnosti, osud v Zivotnim prostredi,
uCinky na zivotni prostredi a 0¢inky na lidské zdravi



3. SDRUZOVANI LATEK

Bod 30 - Toxické pro reprodukci: kategorie 1

Litky Indexové dislo Cislo ES Cislo CAS Pozmdmky
Onid uhelnaty 006-001-00-2 211-128-3 6 30-08-0
Hexafluorokfemicitan olovnaty 009-014-00-1 247-278-1 25808-74-6
Olovo, sloudeniny s vyjimkou sloucenin olova uvedenych na jiném misté | 082-001-00-6 AE
této piilohy
Olovo, alkyly 082-002-00-1 A, E
Azid olovnaty 082-003-00-7 236-542-1 15424-46-9
Chroman olovnaty 082-004-00-2 231-846-0 7758-97-6
Octan olovnaty 082-005-00-8 206-104-4 301-04-2
Bisifosforecnan) triclovnaty 08 2-006-00-3 231-205-5 7446-27-7
Octan olovnaty zasadity; octan-hydroxid olovnaty 08 2-007-00-9 215-630-3 1335-321-6




3. SDRUZOVANI LATEK

podobnosti chemickych Idtek mohou byt zalozeny na:

spolecné funkcni skupiné (napf. aldehydovd, epoxidovd, esterovq,
atd.) vztahujici se ke specifické aktivité

spolecnych prekurzorech nebo spolec¢nych rozkladnych produktech
(napf. pristup spoleéné metabolické drdhy pfi zkoumdadni pribuznych
latek jako napfiklad kyselin /esterd /soli)

postupné a stalé zméné v celé kategorii (napf. kategorie latek s
rostouci zménou v délce retézce a vyslednou zménou ve vlastnostech
téchto latek)

Pokud stdvaijici dostupné experimentdlni vysledky potvrzuji, ze
chemické latky v dané kategorii vykazuji shodné nebo predvidatelné
vlastnosti, pak lze pro posouzeni vlastnosti chemikdalii vyuzit
interpolace (nebo v oduvodnénych pripadech i extrapolace) namisto
provadéni dodateénych laboratornich zkousek.



4. ANALYZA TRENDU

analyza trendu mize byt pouzita, pokud jednotlivé latky v dané
kategorii vykazuji pravidelné predvidatelné zvyseni nebo snizeni
ucinku (napfiklad konstantni pokles hodnoty LD50 s rostouci zménou v
délce retézce)

interpolaci &i extrapolaci Ize pak predikovat vlastnosti latek v dané
kategorii, jez jsou sefazeny podle hodnoty parametru, kterd
determinuje dany ucinek (napriklad rozdélovaci koeficient oktanol-
voda v pripadé ekotoxicity)

ve statistické terminologii je metoda analyzy trendu linedrni regresni
analyzou (respektive obvykle spiSe multilinearni regresni analyzou) a
ndslednou interpolaci ¢i extrapolaci

obecné plati, Ze interpolace je vzdy preferovdna pred extrapolaci,
kterou lze vyuZit jen ve velmi dusledné odivodnénych pfipadech,
nebot’ u extrapolace je vyssi riziko ndhlé zmény ve sledovaném trendu
a tudiz riziko vyznamné odchylky predikce



4. ANALYZA TRENDU

interpolace muze byt provadéna s vysokou mirou spolehlivosti, zejména
pokud je fada zndmych experimentdlnich hodnot monoténni (viechny
vykazuji zvyseni nebo snizeni)

dislednd interpretace a zdivodnéni a patficnd obezretnost pfi predikci je
zapotiebi v pfipadé, Ze jedna nebo vice hodnot jsou vylouceny z trendu



DOPLNEN] DAT

Chemikalie | Chemikalie | Chemikalie | Chemikalie
1 2 3 4
Vlastnost e — O o —) (@]
1
Vlastnost ® — O ® ®
2
Vlastnost O & o o — o)
3
Vlastnost ® ® ® ® D
4
Aktivita 1 O O O 0

® znamy datovy bod

O neznamy datovy bod

SAR/Read-
Across

Interpolace

Extrapolace

QSAR



VYUZITI V PRAXI

Predikce ekotoxicity LC50/96h pro Pimephales promelas (analyza trendu)

dobfe pouzitelnd pro homologické fady chemickych latek (napft. alkoholy,
acetdaty), nevhodnd pro skupiny Iatek obsahujici isomery (napf. m-xylen, o-
xylen, p-xylen)




VYUZITI V PRAXI

Latka  Hodnota LCs/96h (mg/l) M (g/mol)

Methyl acetat 320 74,08
Ethyl acetat 230 88,11
Propy acetat 60 102,13
Butyl acetat 18 116,16
Pentyl acetat (D @

Hexyl acetat 144 21

4
Heptyl acetat (D (158.24>
@, _ |

Oklyl acetat 172,27



VYUZITI V PRAXI
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VYUZITI V PRAXI
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VYUZITI V PRAXI
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VYUZITI V PRAXI

Latka  Hodnota LCs/96h (mg/l) M (g/mol)

Methyl acetat 320 74,08
Ethyl acetat 230 38,11
Propy acetat 60 102,13
Butyl acetat 18 116,16
Pentyl acetat T 130,19
Hexyl acetat 4 144 .21
Heptyl acetat o 158,24
Oktyl acetat 172,27
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BILE JEDY
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UMELA SLADIDLA?

Aspartam
200krat sladsi nez cukr, teplotné nestdly (+ acesulfam K)
50% fenylalaninu, 40% kyseliny aspartagové a 10% metanolu

nadbytek fenylalaninu narusuje normdlni hladinu serotoninu v nervovém
systému, coz vede k depresim, emociondlnim a psychotickym poruchdm

O Sy, Pl
oho o N WD:“‘

ASPARTAM .

N . . fE0¥
H s

OH NH, O Y o
N 500 b,




UMELA SLADIDLA?

Aspartam

Z 0,35 | sladkého ndpoje vznikne 18 mg methanolu, pficemz maximdlni
doporucend (bezpecnd) denni ddvka methanolu je podle FDA 7,1 az
8,4 mg na kilogram hmotnosti prijemce (tj. pro 60 kg clovéka je to 426 az

504 mq)
pfi metabolizaci prirodnich sladkych ndpojo vznikd metanol také:
pomerancového dzus 23 mg metanolu
jable¢ny dzus 29 mg
grepovy dzus 65 mg
rajcatovad stdva 107 mg

pfi metabolizaci prirodnich sladkych ndpojo — na rozdil od ndpoju slazenych
aspartamem — vznikd oviem soucasné i ethanol, ktery lidsky organismus pred
Skodlivymi ucinky methanolu chrani


https://cs.wikipedia.org/wiki/Kilogram#gram
https://cs.wikipedia.org/wiki/Kilogram

UMELA SLADIDLA

Acesulfam draselny
v kombinacich s dalSimi umélymi sladidly
stimuluje sekreci inzulinu, i kdyz nezvysuje hladinu cukru v krvi

spojovadn s leukémii, rakovinou prsu, rakovinou brzliku a chronickymi
onemocnénimi dychacich cest

el ’ OH
yselina asparagova H
excitotoxin Cl 0O Hori/0|
Sukraloza OH - 0 /: O
OH

atomy chloru

syndrom drdzdivého tracniku, ulcerdzni kolitida, Crohnové nemoci



SUL
doporuéend denni ddvka 5 g

denni pfijem 16,5 g E) 6 kg soli roén&
OVESNE

POLSTARKY s’

ceredlie 250 mg/3dlek
zeleninové $tfdavy 479 mg/sdlek
mrazend jidla 750 mg/porce
kedup 167 mg/Izice

sdjovd omé&éka 1024 mg/lzice

smrtelnd ddvka pro élovéka 150-280 ¢
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MASO

Nitraty (dusi¢nany)

ry Ve °

casto se priddvaji jako konzervacéni ¢inidlo do masa a masnych
vyrobkd

konzervace napf. Sunky
reakce s proteiny — tvorba nitrosamind

kour mize obsahovat karcinogenni substance




MASO

Clostridium botulinum

G+, anaerobni, sporulujici tycinka
botulotoxin

polypetid, 1,3-2,1 ng/kg i. v.
stabilni do 60°C
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DOMACI ZVIRATA

avokddo

persin

muUze poskodit srdce, plice a jiné tkdné

vysoky obsah tuku, coz mize zpusobit zaludecni
potize, zvraceni, v nékterych pripadech i zanét slinivky

priznaky otravy patri dychaci potize, zvétseni bficha
a nadmérné hromadéni tekutin v hrudniku

mnozstvi, které mize zpUsobit otravu, neni presné
Zndmo



DOMACI ZVIRATA

cokoldda

zAchvaty, bezvédomi a smrt

A\' 4 A" 4  ewv/s

tmavsi cokoldda je nebezpecnéjsi

priznaky se nemuseji projevit i nékolik hodin, pricemz
smrt psa mUze nastat i do 24 hodin

iz 650g mlécné Cokolady nebo 90g Cokolady ng

ryr s i 35‘ R

vareni mUze zabit psa vdziciho 10 kg &




DOMACI ZVIRATA

hrozinky
mohou u psU zpusobit selhdni ledvin

i malé davky mohou byt pro psa smrtelné

fatdlni ndsledky mohou nastat i v pripadech, kdy pes
sni pdr bobuli hroznu &i rozinek opakované




DOMACI ZVIRATA

lilie

prvni priznaky otravy se dostavuiji b&hem 2-12 hodin

mUze se vyskytnout nadmérny slinotok, zvraceni nebo
apatie

poskozeni ledvin se zacne projevovat nadmérnym mocenim,
které ale do 24 az 48 hodin postupné ustdvd, az se
produkce moce zastavi

kocka trpi nechutenstvim, zvracenim, dehydrataci,
podchlazenim a nastdvd smrt

nejpozdéji do hodiny, vyvolat zvraceni aby se zabrdnilo
vstrebdni toxinu, poté se kocce poddvd aktivni uhli



* repka

profimedia.cz

= akutni forma otravy z divodu vysokého obsahu lehce stravitelnych
Zivin a nedostatku vlidkniny

4

“ dochdzi k vaznym poruchdm trdveni — tympaniim, zdnétdm zaludku a
strev

= pritomnosti vysokého obsahu dusi¢nany, které po redukci na dusitany
zpusobuji methemoglobinémii

= S-methylcystein sulfoxidu (SMCO)

“ hemolytickd anemie




vodni kvét

cyanotoxiny (neuro, hepato a dermatotoxicita)
anatoxin, mikrocystiny, nodulariny

cholinergni agonista v synapsich parasympatiku a
nervosvalovych spojich

vysledkem je paralyza svald a Uhyn na ndsledky respiracniho
selhdni

dyspnoe, cyandzy, slabosti, generalizovanych tonickoklonickych
kfeci, hypersalivace a uhynu udusenim






ZVER

ethylenglykol

OH
HO™ "

FRIDEX

zvraceni, pak nastane metabolickd acidéza a kardiovaskularni
poruchy, nakonec akutni selhdni ledvin

hlavni pFicinou toxicity neni ethylenglykol samotny, nybrz
jeho metabolity

nejpodstatnéjsimi metabolity zpusobujicimi toxicitu jsou
kyseliny glykolovd a stavelovd







