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Abstrakt

V pripadé chemickych havérii velkého rozsahu je nutno vénovat pozornost predevsim ldtkdm s akutni toxicitou, které
pfedstavuji bezprostfedni environmentalni riziko. Pro vyhodnoceni nasledkd unikll nebezpeénych latek do ZP a jejich
mobilitu je potfeba zndt fyzikdlné chemické a ekotoxické vlastnosti latek. PredevSim informace o ekotoxickych
vlastnostech nejsou standardné uvadény v bezpelnostnich listech ¢idatabazich. Protoze nebyvd dostatek
experimentdlnich dat, je vétSinou nutné pouziti dat nahradnich a strategie Evropské unie i OECD tento postup
podporuji. Z pouzivanych matematickych metod ziskdvani dat o fyzikdlné chemickych a ekotoxickych vlastnostech
ldtek nutno zminit metody statistické analyzy dat QSAR. Rovnice QSAR (z ang. Quantitative Structure-Activity
Relationships, kvantitativni vztah mezi chemickou strukturou a biologickou Ucinnosti) Ize vyuzit pro ziskani informaci o
toxickych Ucincich chemickych latek a jejich velikosti. Pro Ucely predikce toxicity urcité latky pomoci QSAR existuje
fada softwarovych nastrojli, komerénich i volné dostupnych. Nastroj VegaNIC je neinteraktivni klient pro béh modell
VEGA jako samostatna aplikace na platformé JAVA, kterd umoZiiuje spoustét modely VEGA na mistnim pocitadi, bez
interaktivniho rozhrani.
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Abstract

In case of large-scale chemical accidents must pay particular attention to the acute toxicity of substances which pose
an immediate environmental risk. To evaluate the consequences of releases of hazardous substances into the
environment and their mobility is necessary to know the physico-chemical and ecotoxicological properties of
substances. First of all, information on ecotoxicity are not normally provided by safety data sheets or databases.
Because usually not enough experimental data, it is necessary to use alternative data and strategy of the European
Union and OECD support this procedure. The use of mathematical methods for collecting data on physico-chemical and
ecotoxicological properties of substances necessary to mention the method of statistical analysis QSAR. QSAR
equation (Quantitative Structure-Activity Relationships, quantitative relationship between chemical structure and
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biological activity) can be used to obtain information on the toxic effects of chemical substances and their size. For the
purposes of prediction of the toxicity of a substance using QSAR there are a number of software tools, both commercial
and freely available. VegaNIC tool is non-interactive client models running VEGA as standalone application on the Java
platform, which allows you to run models VEGA on the local computer with no interactive interface.

Keywords: accidents, classification, hazardous substances
Uvod

V pripadé chemickych havérii velkého rozsahu je nutno vénovat pozornost predevsSim latkdm s akutni toxicitou, které
predstavuji bezprostfedni environmentalni riziko [1,2]. Pro vyhodnoceni nésledkd Gnikd nebezpeénych latek do ZP a
jejich mobilitu je potreba znat fyzikdlné chemické a ekotoxické vlastnosti latek. Nutnou podminkou pro korektni odhad
nasledkl aniku toxickych latek je znalost jejich nebezpecnych G¢inkd (plsobeni na organismy) a dale dostupnost
jednoznacnych kritérii pro vyuzivani toxikologickych ukazateld [3]. Predevsim informace o ekotoxickych vlastnostech
nejsou standardné uvadény v bezpecnostnich listech &i databdzich. ProtoZze nebyva dostatek experimentélnich dat, u
méné zndmych nebezpecnych latek by musela byt provedena celd rada laboratornich testll, které jsou casové i
financné velmi naro¢né a navic vyZzaduji diskutované pouzivani laboratornich zvifat. Napf. pro stanoveni NPK je
dllezité nejprve provést testy akutni toxicity a navic test detoxikace. Prechodnou kategorii mezi testy akutni a
chronické toxicity jsou testy subchronické toxicity, zaloZzené na hodnoceni fyziologickych projevd a rlstu s obdrzenim
vysledk( v kratké dobé (béhem 5 az 7 dni). Shrnutim vsech uvedenych charakteristik metodik, testd a vlastnich
testovacich organismd je vyuziti testovacich organisml v nasledujicich bateriich testl: v pfipadé zjistovani
ekologického rizika chemickych latek a pripravkd se pouziva baterie testl na rfasach, perloockach a rybach, v pripadé
ekotoxicity a vyluhovatelnosti odpad( se pouZziva baterie testll na rasach, semenech horcice, perloo¢kach a rybach, v
pripadé odpadnich vod se doplfuji baterie o stanoveni na okrfehku. Je proto vétSinou nutné pouziti dat nadhradnich a
strategie Evropské unie i OECD tento postup podporuji. [4] Z pouzivanych matematickych metod ziskdvani dat o
fyzikalné chemickych a ekotoxickych vlastnostech latek nutno zminit metody statistické analyzy dat QSAR.

Rovnice QSAR

Rovnice QSAR (z ang. Quantitative Structure-Activity Relationships, kvantitativni vztah mezi chemickou strukturou a
biologickou ucinnosti) lze vyuzit pro ziskani informaci o toxickych Gclincich chemickych latek a jejich velikosti, o
kinetickych procesech, kterym chemické latky v organismu podléhaji (absorpce, distribuce, metabolismus, vylu¢ovani),
o distribuci a osudu chemickych latek v Zivotnim prostfedi a v neposledni fadé i o fyzikalné-chemickych vlastnostech
latek. [5] Analyza QSAR je analyzou souboru experimentalnich Gdaj o velikosti biologickych a fyzikalné - chemickych
vlastnosti latek metodami matematické statistiky. Soubor Gdaji se mlze tykat série latek strukturné podobnych -
homologicka série, nebo strukturné rdznorodych - heterogenni série. Cim vétsi série, tim vyhodné&jsi je pro odvozeni
QSAR modelu/rovnice. Rozsah hodnot biologickych ifyzikdlné chemickych vlastnosti pouzitych k tvorbé modelu
vymezuji oblast jeho pouzitelnosti. Modely QSAR jsou matematické rovnice, jejichz levd strana predstavuje velikost
biologické vlastnosti latky v logaritmickém tvaru, prava strana predstavuje velikost vlastnosti fyzikdlné chemickych,
topologickych nebo kvantové chemickych indexd (tzv. molekulové deskriptory). Priklady kvantifikovanych biologickych
aktivit:

MIC - minimalni inhibi¢ni koncentrace u antimikrobialnich latek;
LDg, - davka, pfi niz zahyne 50 % zvirat z testovaciho souboru (vyjadruje akutni toxicitu);

ED50 - davka, pfi niz se sledovany Ucinek projevi u 50 % zvirat z testovaciho souboru (Ucinek je sledovan kvalitativné:

ano-ne);



IC50 - koncentrace latky, ktera zpUsobi pokles aktivity enzymu na 50 %;
K; - konstanta vyjadrujici afinitu latky k receptoru;

log BB - logaritmus ,rozdélovaciho koeficientu” v soustavé mozek-krev; vyjadfuje schopnost latky pronikat pres
hematoencefalickou bariéru.

Klasické parametry mohou byt hydrofobni, elektronové, sterické, ostatni - napr.: kombinované z vice vySe zminénych
pfispévkd (molarni refrakce, parachor a jiné), topologické indexy a dalsi. [6]

Nastroje metody QSAR

Pro Ucely predikce toxicity uréité latky pomoci QSAR existuje rada softwarovych nastroji. Jednim z nich je napf.
T.E.S.T. (The Toxicity Estimation Software Tool), ktery byl vyvinut U.S. Environmental Protection Agency, a ktery
umoznuje snadny odhad toxicity za pouziti skaly rlznych metodik QSAR [7]. Z dalSich volné dostupnych nastrojd je
tfeba zminit freeware EPI SUITE, vydany rovnéZz US EPA, a obsahujici sadu QSAR modeld pro odhad fyzikalné
chemickych a ekotoxikologickych vlastnosti chemickych latek [8]. Existuji rovnéz komeréni QSAR nastroje. Mezi
nejznameéjsi patri MULTI-CASE [9], DEREK Lhasa limited, UK [10] a TOPKAT Accelrys Software Inc., USA [11].

Nastroj VegaNIC

VegaNIC je neinteraktivni klient pro béh modell VEGA [12]. Je to samostatnd aplikace na platformé JAVA, kterd
umoznuje spoustét modely VEGA na mistnim pocditaci, bez interaktivniho rozhrani. Nabizi mozZnost snadno spoustét
jeden nebo vice modelll a generované vysledky lokalné ulozit. V soucasné dobé VegaNIC obsahuje 16 modeld,
uvedenych v tabulce 1 spolu s uvedenim jejich pavodu.

Pavod modelu Model * verze ve vyvoji
CAESAR [13] BCF - biokoncentralni faktor
Mutagenita

Karcinogenita

Vyvojova toxicita

Senzibilizace klze

T.E.S.T. EPA Software [14] Strevle LC50 (96h)

Daphnia magna LC50 (48h)

DEMETRA [15] Daphnia magna LC50 (48h) *

ToxTree [16] Benigni / Bossa pravidlo pro karcinogenitu

Benigni / Bossa sada pravidel pro mutagenitu

SARpy Vega [17] Mutagenita *

Biodegradabilita *




Istituto di Ricerche Farmacologiche Mario Negri Milano [18] LogP predikce

BCF read-across

BCF (Meylandv model)

LC50 klasifikace pro ryby *

Tab. 1: Pfehled modeld nastroje VegaNIC

Pomoci VEGA mizeme pristupovat k sérii QSAR modell pro regulaéni Gcely, nebo vytvorit sv{j vlastni model pro
vyzkumné Ucely. Modely byly prevzaty ze softwarl CAESARI nebo T.E.S.T.[2] nebo byly vyvinuty v rdmci VEGA.
Modely mohou byt pouzity k predikci vlastnosti chemické latky na zdkladé informaci o jeji strukture. Modely QSAR pro
regulatorni Ucely byly optimalizovédny v souladu s pozadavky nafizeni REACH [19].

Ve srovnani s mnoha existujicimi modely QSAR je kladen vétsi dlraz na to, aby modely poskytovaly transparentni,
srozumitelné, reprodukovatelné a ovéfitelné vysledky. Proto byla rfada néastroji optimalizovana, coz pfiznivé ovlivnilo
vysledky ziskané pro cilové chemické latky i vysledky ziskané pro strukturné podobné slouceniny. Néstroje proto také
poskytuji reprodukovatelny postup read-across. Read-across je postup pro extrahovani pozadovanych hodnot pro
cilovou slouceninu na zakladé znadmych hodnot pro strukturné podobné latky.

V programu VEGA toho bylo dosazeno implementaci algoritm(, které jsou nezdvislé na QSAR modelech, a které
umoziuji screening podobnych slou¢enin postupem read-across. Tyto algoritmy se pouzivaji jak k identifikaci
podobnych slou¢enin a analyze vlivu deskriptorl a fragmentl, tak ipro cilové chemické latky ajim podobné
slou¢eniny. Z tohoto dlivodu je také mozné pouzit VEGA samostatné pro read-across. Pro toto omezenéjsi pouziti je
tfreba postupovat stejné jako pro postup predikce, ale néasledné ignorovat predikovanou hodnotu, a misto toho
jednodusSe analyzovat podobné slouceniny na bazi chemometrické a podobné slouceniny identifikované na zakladé
mechanismU a deskriptorl. Timto zplsobem je moZno analyzovat a posoudit podobnosti mezi cilovou chemickou
latkou a pribuznymi latkami. [20]

Priklady pouziti

V prostredi VegaNIC byl aplikovdn model 96 hour fathead minnow LC;, na skupinu latek, které byly nové zarazeny
jako vyjmenované do prilohy | smérnice Seveso Il [1]. Jedna se o latky uvedené v tabulce 2.

Pof. ¢. Latka CAS Smile

1 Anhydrous Ammonia 7664-41-7 N

2 Boron trifluoride 7637-07-2 FB(F)F

3 Hydrogen sulphide 7783-06-4 [HIS[H]

4 Piperidine 110-89-4 C1CCNCC1

5 Bis(2-dimethylaminoethyl)(methyl)amine 3030-47-5 CN(C)CCN(C)CCN(C)C
6 3-(2-Ethylhexyloxy)propylamine 5397-31-9 CCCCC(CC)COCCCN
7 Propylamine 107-10-8 CCCN




8 Tert-butyl acrylate 1663-39-4 CC(C)(C)oC(=0)C=C
2-Methyl-3-butenenitrile 16529-56- N#CC(C)C=C

9 9
Tetrahydro-3,5-dimethyl-1,3,5,-thiadiazine-2-thione 533-74-4 CN1CN(C(=S)SC1)C

10 (Dazomet)

11 Methyl acrylate 96-33-3 C=CC(0C)=0

12 3-Methylpyridine 108-99-6 CCl=CN=CC=C1

13 1-Bromo-3-chloropropane 109-70-6 CICCCBr

Tab 2. Latky nové zarazené do Prilohy | smérnice Seveso Il

V tabulce 3 jsou uvedeny vysledky predikce LC50 96h [-log (mol/l)] pro vybranych 13 latek a hodnoceni spolehlivosti
modeld.

Celkové z tohoto souboru 13 ldtek pét vykdzalo nizkou spolehlivost modelu, pét stfedni a tfi vysokou spolehlivost
modelu.

Z analyzovanych latek byly pro dvé znich (propylamin a 3-methylpyridin) k dispozici experimentdini data; oba
vypoctené vysledky vykazuji minimalni odchylku od experimentéini hodnoty - viz tabulka 4.

Por. ¢. Predikce Hodnoceni modelu Experimentaini data Smérodatna odchylka
1 1,03 nizkd spolehlivost
2 2,52 nizkd spolehlivost
3 1,26 nizka spolehlivost
4 2,29 stredni spolehlivost
5 1,51 stfedni spolehlivost
6 3,75 vysokd spolehlivost
7 2,12 vysokd spolehlivost 2,28 0,11313
8 3,48 stredni spolehlivost
9 3,84 stredni spolehlivost
10 3,23 nizka spolehlivost
11 2,70 nizkd spolehlivost
12 2,74 vysokd spolehlivost 2,81 0,04949




’ 13 ’ 3,33 ’ stfedni spolehlivost

Tab. 3: Souhrn predikci modelu Fathead Minnow LC50 96h [-log (mol/l)]

Sloucenina propylamin 3-methylpyridin
Experimentdlni hodnota 2.28 [-log (mol/I)] 2.81 [-log (mol/l)]

Predikce 2.12 [-log (mol/I)] 2.74 [-log (mol/I)]

Predikce 448.36 [mg/I] 170.22 [mg/l]

Experimentalni hodnota 308.24 [mg/l] 143.8 [mg/I]

Molekulové véha 58.73 92.85

Spolehlivost modelu Latka je v oblasti spolehlivosti Latka je v oblasti spolehlivosti

Tab. 4: Hodnoceni modelu Fathead Minnow LC50 96h pro propylamin a 3-methylpyridin

Jako dalsi z modell néastroje VegaNIC byl pouzit model BCF - biokoncentraéni faktor. Tento model poskytuje
kvantitativni predikce biokoncentra¢niho faktoru (BCF) u ryb, uvedené
v log (L/kg). Model byl aplikovan na latku propylamin (CAS 107-10-8). Vysledky jsou uvedeny v tabulce 5.

Experimentalni hodnota -

Predikce 0.18 [log (L/kg)]

Predikce 2 [L/kg]

Predikce modeul 1 (HM) 0.2 [log (L/kg)]

Predikce modelu 2 (GA) 0.44 [log (L/kg)]

Strukturdlini alerty NH2 group (PG 07)

Vypoctena LogP 0.35 [log units]

Spolehlivost Latka je mimo oblast spolehlivosti modelu
Poznamka k predikci neni

Tab. 5: Vysledky predikce a analyzy oblasti pouzitelnosti modelu BCF
Hodnoceni modelu: predikce je logBCF = 0,18, ale vysledek m{ze byt nespolehlivy.

Byly nalezeny pouze mirné podobné latky se zndmymi experimentdlnimi hodnotami v tréninkové sadé. Deskriptory
této slouc¢eniny maji hodnoty mimo rozsah sloucenin tréninkové sady, jak je patrné z nize uvedenych diagramd.

Na obr. 1 je uvedena analyza deskriptoru LogP, ktery je v pifimé korelaci s hodnotou logBCF. Diagram MLogP proti
hodnotdm odezvy: experimentalni hodnoty jsou uvedeny pro tréninkovou mnozinu, predikovana hodnota pro testované



latky. Svétle modré tecky predstavuji hodnoty latek z tréninkové sady, Cervend tecka je hodnota zkoumané latky.

logBCF

3

Obr. 1: Diagram MLogP proti hodnotam odezvy

Na obrdzku 2 je uveden diagram MLogP proti hodnotdm odezvy pouze tfi nejpodobnéjsich latek v tréninkové sadé.
Cervend tetka je hodnota sledované slou¢eniny, ¢erné kruhy predstavuji experimentdini hodnoty slouc¢enin z
tréninkové sady, Cerné tecky predstavuji predikovanou hodnotu stejné slouceniny, velikost kruhu je Umérna
podobnosti zkoumané slouceniny.
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Obr. 2
Zaveér

Nasazeni nastroje VegaNIC predstavuje dalsi vyznamny krok v oblasti pouziti QSAR pro ziskavani dat o fyzikalné
chemickych a ekotoxickych vlastnostech latek pro Ucely regulacni i vyzkumné. Pouziti vyZzaduje peclivé hodnoceni
spolehlivosti modell a spravnou interpretaci vysledkd pro studované slouceniny.
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