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Kratak sadrzaj

Vec¢ vise od sto godina jedan od glavnih ciljeva toksikologa je povezivanje hemijske
strukture supstanci sa njihovom toksi¢noscu. Progres u razvoju kompjuterskih tehnologija
omogucio je kreiranje softverskih modela za ovu namenu. Medutim, primena in silico
metodologije u toksikologiji je veoma sloZena. Kako se toksi¢ni efekat moze ostvariti preko
viSe mehanizama na razli¢itim tkivima i organima, veoma je kompleksno kreirati softvere
kojima se moze dovoljno pouzdano predvideti toksi¢nost ispitivane supstance. Upotreba in
silico metoda nasla je primenu u proceni toksi¢nosti onih supstanci za koje ne postoji dovoljno
podataka dobijenih tradicionalnim testovima toksi¢nosti (metaboliti, ne¢isto¢e u lekovima, itd.).
Takode, in silico metode se mogu koristiti u procesu sinteze hemikalija, sa ciljem dobijanja
bezbednijih hemikalija, dajuéi uvid u strukturne karakteristike odgovorne za toksi¢nost. In silico
metode za predvidanje toksi¢nosti trenutno se najéeSée koriste uz standardna toksikoloska
ispitivanja, dok je tendencija da u buduénosti zamene deo in vitro i in vivo testova toksi¢nosti. U
ovom radu bi¢e prikazane mogucnosti i ogranicenja najcesce koriS¢enih softvera u in silico
toksikologiji (OECD QSAR Toolbox, Derek Nexus, ToxTree i MultiCASE).

Kljuéne reci: toksic¢nost, in silico metode, softveri
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Uvod

Trenutno se na trziStu nalazi visSe od 30 miliona hemikalija, koje je Covek
sintetisao ili izolovao iz prirodnih izvora. lako mnoge od njih doprinose poboljSanju
savremenog nacina zivota, sve hemikalije, pod odredenim uslovima izlozenosti, u
odredenoj dozi mogu izazvati pojavu toksi¢nog efekta, te je njihova bezbedna upotreba
od sustinskog znacaja (1). Definisanje hemijskih svojstava i mogucih interakcija
hemikalija sa bioloskim sistemima predstavlja jedan od klju¢nih koraka u proceni
njihove bezbednosti, koja se tradicionalno vr$i na osnovu standardnih toksikoloskih
testova na eksperimentalnim zivotinjama (in vivo). Ova ispitivanja obuhvataju procenu
akutne toksicnosti, iritacije koze/oka, senzibilizacije, toksi¢nosti pri ponovljenom
doziranju,  imunotoksi¢nosti,  neurotoksi¢nosti, = mutagenosti,  karcinogenosti,
reproduktivne toksicnosti, itd. (2,3). Medutim, vecina ovih testova dugo traje, zahtevaju
razmatranje eti¢nosti testiranja na eksperimentalnim Zivotinjama i izdvajanje velikih
finansijskih sredstava. Shodno zahtevima da se smanji broj eksperimentalnih Zivotinja,
a saglasno dokumentima o dobrobiti Zivotinja, tezi se ka kreiranju alternativnih in vitro i
in silico metoda (2,3,4). Vec vise od jednog veka jedan od glavnih ciljeva toksikologa je
povezivanje hemijske strukture supstanci sa njihovom toksi¢nos¢u. Progres u razvoju
kompjuterskih tehnologija omogucio je kreiranje softverskih modela za ovu namenu (5).
Modeli koji povezuju hemijsku strukturu supstanci sa njihovom bioloskom aktivnoséu
nazvani su ,,Kvantitativni ili kvalitativni odnos izmedu strukture i aktivnosti® (engl.
Quantitative or Qualitative Structure—Activity Relationships - (Q)SARs) (3,6). Primena
in silico metodologije u toksikologiji je veoma sloZzena i zahteva poznavanje veceg
broja parametara koji se mogu koristiti kao molekularni deskriptori. Kako se toksi¢ni
efekat ostvaruje preko viSe mehanizama na razli¢itim tkivima i organima, veoma je
komplikovano kreirati softvere kojima se mozZe predvideti toksi¢nost ispitivane
supstance (3,7). I pored intenzivnog rada na ovom polju jo§S uvek ne postoji idealan
softver koji bi mogao da se primeni na sve vrste supstanci, te je potrebno pazljivo
odabrati jedan ili viSe softverskih paketa s ciljem dobijanja Sto preciznijeg predvidanja.
Softveri ne samo da predvidaju vrednosti toksikoloskih parametara, ve¢ sadrze i bazu
poznatih podataka o ispitivanoj supstanci.

Uzimajuéi u obzir sve gore navedeno, cilj ovog rada je da da uvid u in silico
metode koje se mogu koristiti u toksikologiji 1 da prikaZe moguénosti i ograni¢enja
najcesce koriscenih softvera za procenu toksicnosti.

Primena in silico metoda u toksikologiji

In silico metode se mogu primeniti s ciljem relativno brzog dobijanja podataka o
toksicnosti supstanci koje nije moguée u potpunosti ispitati standardnim toksikoloskim
testovima (4,8) ili pak za supstance za koje postoje ispitivanja standardnim metodama
kako bi se testirala validnost modela. Jedan od primera za primenu in silico metoda u
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toksikologiji je biotransformacija hemikalija, s obzirom na to da nastali metaboliti mogu
svrhe testiranja (4). Zatim, u toku procesa sinteze lekovite supstance moze do¢i do
formiranja necisto¢a (intermedijeri 1 sporedni produkti) ¢iji toksikoloski profil je
potrebno ispitati, kao i proceniti rizik po zdravlje ljudi (9). Osim u toku sinteze, ove
necisto¢e mogu nastati i za vreme proizvodnje i skladiStenja leka, kao 1 interakcijama -
izmedu aktivnih supstanci, leka sa ekscipijensima, ili leka sa ambalazom (10). Prvi
korak u proceni rizika od ovih supstanci predstavlja ispitivanje njihove mutagenosti, pri
¢emu je jedna od preporuka upotreba najmanje dve komplementarne in silico metode
(11). Jo$ jedna znacajna uloga in silico metoda je da pruzi uvid u strukturne
karakteristike supstance, koje su odgovorne za toksi¢nost, 1 na taj nacin omoguci dizajn
i sintezu bezbednijih hemikalija. Takode, in silico metode se mogu koristiti za
rangiranje nedovoljno ispitanih supstanci prema prioritetu za dalja toksikoloska
ispitivanja, radi dobijanja svih neophodnih podataka o toksi¢nosti supstance (4).

Kriterijumi za odabir adekvatnog (Q)SAR modela

Prilikom in silico procene toksi¢nosti odredene supstance potrebno je poznavati
njenu hemijsku strukturu 1 odabrati odgovaraju¢i (Q)SAR model za dobijanje
relevantnih podataka (Slika 1). Uslovi koji moraju biti ispunjeni da bi rezultati dobijeni
pomoc¢u ovih modela bili primenjivi navedeni su u Aneksu XI REACH (engl.
Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals) regulative
Evropske uije, koja govori o registraciji, evaluaciji, autorizaciji i ogranienjima
hemikalija:

- rezultati moraju biti izvedeni iz nau¢no zasnovanih (Q)SAR modela,

- supstanca se mora nalaziti u domenu primenljivosti (Q)SAR modela,
- rezultati moraju biti adekvatni u svrhu klasifikacije 1 obelezavanja hemikalija
1/ili procene rizika,

- mora biti obezbedena adekvatna i1 pouzdana dokumentacija primenjene metode

(12).
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Slika 1. Sema natina utvrdivanja prikladnog (Q)SAR modela (12)
Figure 1. Scheme of determining a suitable (Q)SAR model (12)

Naucno zasnovani (Q)SAR modeli koji se mogu koristiti za ispitivanje razlicitih
toksikoloskih svojstava navedeni su u prakticnom vodic¢u ,,Kako koristiti 1 prijaviti
(Q)SAR modele” koji je izdala Evropska agencija za hemikalije (engl. European
Chemicals Agency: ECHA) 2016. godine (12). Odgovor na pitanje da li odredena
supstanca moze biti testirana izabranim modelom najceS¢e se moze dobiti uvidom u
njegovu specifikaciju, prema navodima proizvodaca, za oblast odredenog toksi¢nog
efekta.

Pouzdanost podataka

Za procenu pouzdanosti rezultata testova toksi¢nosti moze posluziti K/imish skala,
prethodno koriS¢ena za podatke dobijene in vivo 1 in vitro studijama, a kasnije
prilagodena tako da moze da bude primenjena i na one dobijene in silico metodama.
Prvobitna Klimish skala svrstavala je dobijene podatke u jednu od cetiri kategorije: 1-
pouzdani, 2- ograni¢eno pouzdani, 3- nepouzdani, 4- nesvrstani (13). Sa porastom
upotrebe in silico metoda, broj kategorija inicijalne skale povecao se na pet (RS1-RS5),
pri ¢emu pouzdanost rezultata raste od RS1 ka RS5. Kategorije RS1 i RS2 analogne su
kategorijama 1 1 2 prvobitne Klimish skale, 1 u njih se mogu svrstati samo podaci
dobijeni in vitro 1 in vivo testovima. U kategoriju RS3 svrstavaju se podaci dobijeni in
silico metodom Read Across u kombinaciji sa ekspertskim misljenjem. Ukoliko se uz
pomoc¢ vise in silico metoda dobiju podaci koji se podudaraju, svrstavaju se u kategoriju
RS4, dok se podaci dobijeni koris¢enjem samo jedne in silico metode svrstavaju u
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kategoriju RS5. Upotreba podataka svrstanih u RS1-RS4 preporucena je u proceni
rizika po zdravlje ljudi (4,11).
In silico softveri

U daljem tekstu dat je pregled odabranih, naj¢esc¢e koriS¢enih, softvera u in silico
toksikologiji, dok su u Tabeli I prikazani ulazni 1 izlazni podaci za date softvere.

Tabela I  Ulazni i izlazni podaci za najce$ée korid¢ene softvere u oblasti toksikologije

TableI  Input and output data for most commonly used software in toxicology

Softver Ulazni podaci Izlazni podaci
Reproduktivna toksic¢nost,
Hepatotoksi¢nost,
Nefrotoksi¢nost,
Neurotoksi¢nost,
Imunotoksi¢nost,
Genotoksi¢nost i mutagenost,
Karcinogenost,

Kramerova klasa, itd.

QSAR Toolbox

Iritacija/korozija koze i oka,
Senzibilizacija koze,
Hroni¢na oralna toksi¢nost,
Genotoksi¢nost i mutagenost,
Karcinogenost,

Kramerova klasa, itd.

ToxTree
Strukturna formula,
hemijski naziv,

EC broj*, : <
CAS broj**, itd. Reproduktivna toksi¢nost,

Hepatotoksi¢nost,
Nefrotoksi¢nost,

Derek Nexus Neurotoksi¢nost,

Imunotoksi¢nost, Genotoksi¢nost 1
mutagenost,

Karcinogenost, itd.

Akutna oralna toksi¢nost,
Hroni¢na oralna toksi¢nost,
Reproduktivna toksi¢nost,
Toksi¢nost na endokrini sistem,
Hepatotoksi¢nost,
Citotoksicnst,

Karcinogenost, itd.

*EC broj — broj hemijske supstance koji dodeljuje Evropska komisija

**CAS broj — jedinstveni identifikacioni broj hemijske supstance koji dodeljuje CAS (Chemical
Abstract Service)

CASE Ultra
(MultiCASE)
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QSAR Toolbox: Softver OECD QSAR Toolbox (http://www.qgsartoolbox.org/)
razvijen je pod pokroviteljstvom Organizacije za ekonomsku kooperaciju i razvoj (engl.
Organization for Economic Co-operation and Development. OECD), a njegova
upotreba je podrzana od strane ECHA. Namenjen je za upotrebu od strane regulatornih
tela, industrije 1 univerziteta i predstavlja softver sa jednom od najve¢ih baza podataka
(6,12). Nakon unosa podataka o ispitivanoj supstanci, ovaj softver formira kategorije na
osnovu hemijskih karakteristika i/ili mehanizama toksi¢nosti (6). Kategorije hemikalija
predstavljaju grupe supstanci slicnih fizicko-hemijskih i toksikoloskih svojstava, za koje
se ocekuje da se u organizmu slicno ponasaju, najesce kao rezultat strukturne sli¢nosti.
Podaci koji nedostaju unutar kategorija popunjavaju se upotrebom modela
preuzimanje podataka od strukturno slicnih hemikalija (read across), analiza trenda
(trend analysis) 1 (Q)SAR.

Model read across se koristi za dobijanje kvalitativnih i kvantitativnih podataka,
kada za ispitivanu supstancu postoji mali broj strukturnih analoga (<10). Kada za
ispitivanu supstancu postoji ve¢i broj strukturnih analoga (=10), za dobijanje
kvantitativnih podataka koristi se model trend analysis. U slu¢aju kada nema
odgovarajucih strukturnih analoga za ispitivanu supstancu, primenjuju se (Q)SAR
modeli (6). Program QSAR Toolbox najcesc¢e se koristi za predvidanje iritacije/korozije
koze i oka, senzibilizacije koze i mutagenosti (12). Ovaj softver pruza relativno brz
nacin da se dode do podataka, pri ¢emu je dostupan veliki broj uputstava za koris¢enje
(14). Sve vise je prihvacen od strane regulatornih tela i podrzan od strane industrije, a
dobijeni podaci mogu da se upotrebe kao osnova za dalja istrazivanja (in vitro, in vivo).
Instalacija i koriS¢enje QSAR Toolbox softvera su besplatni. I pored brojnih prednosti,
ovaj softver pokazuje 1 odredene nedostatke. Jedan od njih je to Sto je proces
predvidanja pod uticajem subjektivnog pristupa korisnika programa, te se moze desiti
da dva korisnika izvedu razli¢ite zakljucke za istu supstancu. Pouzdano predvidanje
uslovljeno je velikim brojem faktora (definisanje kategorije, broj analoga unutar
kategorije 1 dr.), 1 dobija se samo ukoliko postoje kvalitetni podaci za veci broj analoga.

Derek Nexus: Derek Nexus (engl. Deductive Estimation of Risk from Existing
Knowledge) je komercijalan softver razvijen od strane Schering Agrochemicals i Lhasa
Ltd. kompanije. Ovaj softver koristi poznate podatke o odnosu izmedu strukture i
aktivnosti molekula kako bi napravio kvalitativna predvidanja o toksi¢nosti ispitivane
supstance. Veoma je jednostavan za upotrebu i odmah po unosu hemijske strukture
ispitivane supstance pruza informacije o njenom nazivu, hemijskoj formuli,
nomenklaturi, karakteristikama 1 vrsti toksi¢nosti, pri ¢emu omogucava i pregled
literature u kojoj se moze proveriti tacnost njegovog predvidanja. Takode, pruza
informacije o tome koje vrste hemijskih modifikacija se mogu izvrsiti na ispitivanoj
supstanci da bi se umanjio toksicni efekat (npr. gradenje soli ili estara) (7). Ovaj
program najcesS¢e se koristi za predvidanje toksi¢nosti nakon ponovljenog doziranja
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(nefrotoksicnost,  hepatotoksi¢nost), = mutagenosti, reproduktivne  toksi¢nosti,
iritacije/korozije koze i oka, kao i senzibilizacije koze (7,12). Program je jednostavan za
koriS¢enje, a uz rezultate njegovog predvidanja dobija se 1 slikovito i1 detaljno
objasnjenje (Slika 2). Preporucuje se za upotrebu razli¢itim korisnicima, od proizvodaca
hemikalija, pa sve do regulatornih tela. Sto se nedostataka ti¢e, u programu ne postoje
linkovi ka javno dostupnim bazama toksikoloskih podataka, koji bi omogucili proveru
pouzdanosti dobijenih rezultata (7).
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Thas alert describes the mutagenicity of quinolnes (T) and their qumolone tautomers (11) and (1I07).
Examples inchde quinclne [NTP 1979], 2-quinolinamine (2-aminoquinckne) [Takahashi et al 1987],
3-methylquinolne [Debnath et al, Takahashi et al 1988, Sacki et al 1996], 4-fluoroquinclne [LaVoie
et al], 4-methiquinline [Sacki ct al 1996, Takahashi ct al 1988, Debnath ot al, Kato et al 2000,
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The alert has demonstrated the following predietive performance:

1) Proprictary data set 1: 9 compounds activate this alert of which 6 are reported positive (positive
predictivity = 67%)

2) Proprietary data set I 121 compounds activate this alert of which 3 are reported positive (positive
predictivity = 25%)

3) FDA CFSAN data set: 162 commpounds activate thas alert of which 106 are reparted positive

Slika 2. Primer predvidanja dobijenog pomocu Derek Nexus softvera
Figure 2. Example of prediction obtained by using Derek Nexus software

ToxTree: Softver ToxTree je razvijen od strane Ideaconsult Ltd. (Sofija,
Bugarska) pod pokroviteljstvom Evropske komisije Joint Research Centre. U pitanju je
besplatan Java softver koji se koristi za kategorizaciju hemikalija, predvidanje toksicnih
efekata 1 mehanizama toksi¢nosti (2,15,16). Softver ToxTree zasnovan je na
Kramerovom stablu odlucivanja, Sematskog prikaza pomocu koga se izvodi zakljucak u
smislu klasifikovanja supstanci u jednu od tri klase (I — niska toksi¢nost, II — srednja
toksi¢nost and III — visoka toksi¢nost) (15). Prva verzija Kramerovog stabla odlu¢ivanja
sastojala se od 33 pitanja na koja se moze odgovoriti sa ,,da* ili ,,ne*“. Odgovorom na
svako pitanje prelazi se na sledeCe sve dok se ne uspostavi finalna Kramerova
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klasifikacija za ispitivanu hemikaliju (17). Svaka Kramerova klasa povezana je sa
specificnim nivoom izloZenosti ljudi ispod kog se smatra da je rizik od date hemikalije
zanemarljiv za ljudsko zdravlje (17,18). Supstance iz klase I jednostavne su strukture,
efikasno se metaboliSu 1 imaju nizak toksi¢ni potencijal. Za supstance klase II ne
postoje dokazi o toksi¢nosti na osnovu hemijske strukture, dok supstance klase III
sadrze strukturne elemente koji ukazuju na znacajnu toksicnost (15). Softver ToxTree
najcesce se koristi za predvidanje iritacije/korozije koze i oka, senzibilizacije koze 1
mutagenosti  (12). ToxTree predstavlja jednostavnu aplikaciju sa ograni¢enim
mogucnostima 1 modeli na kojima se zasniva su cCesto inkorporiran u veéim,
komercijalno dostupnim softverima.

CASE Ultra (MultiCASE): Komercijalni program CASE (engl. Computer
Automated Structure Evaluation) razvijen je od strane firme MultiCASE Inc.
Specificnost ovog programa ogleda se u tome da se predvidanje vrsi klasifikacijom
ispitivane supstance pomoc¢u CASE jedinica, u rasponu od 10 do 99. Supstance sa
vrednos¢u od 10 do 19 su bioloski inaktivne, supstance sa vredno$¢u od 20 do 29 su na
granici izmedu aktivnih 1 inaktivnih, dok su supstance kojima je dodeljena vrednost od
30 do 99 bioloski aktivne (19). Nakon sagledavanja ispitivane supstance u celosti, ovaj
softver je podeli na fragmente. Fragmenti nazvani ,,biofore” pokazuju aktivnost, za
razliku od ,,biofoba”, koje su inaktivne. Svakom fragmentu dodeljuje se odgovarajuca
CASE jedinica, nakon cega se statistickom obradom predvida toksi¢nost ispitivane
supstance (7). Ovaj program je naSao primenu za predvidanje akutne toksi¢nosti,
toksi¢nosti nakon ponovljenog doziranja, mutagenosti, reproduktivne toksi¢nosti,
iritacije/korozije koze i1 oka, kao i senzibilizacije koze (12). Koriste¢i veliki broj
deskriptora pri predvidanju, CASE softver je u moguc¢nosti da odredi predvidanje za
ispitivanu supstancu o c¢ijem bioloSkom i toksikoloSkom dejstvu korisnik nema
predznanja. Medutim, da bi rezultati predvidanja bili pouzdani, neophodni su kvalitetni
podaci generisani od strane programa. Dobijeni rezultati ¢esto su teski za interpretaciju,
pogotovo u slucaju supstanci velike molekulske mase, kod kojih program uocava sitne
fragmente koji nisu od velikog znacaja (7).

Zakljucak

Primena in silico metoda u toksikologiji je u stalnom porastu. In silico metode
doprinose smanjenju upotrebe eksperimentalnih Zivotinja u proceni toksi¢nosti, ukupnih
troskova toksikoloskih ispitivanja i omogucavaju dobijanje rezultata u relativno kra¢em
vremenskom periodu. Mnogi in silico softveri za predvidanje toksicnosti, kako
komercijalni, tako i besplatni, azuriraju se u skladu sa potrebama potroSaca, veoma su
kompleksni i sadrze Citave baze toksikoloskih podataka.

Ipak, trebalo bi imati u vidu da ne postoji univerzalan in silico softver za
predvidanje toksic¢nosti, ve¢ je svaki od njih razvijen za specificnu namenu. Zato je,
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prilikom odabira softvera, veoma vazno poznavati njegove prednosti i ograni¢enja,
domen primenjivosti i pravilnu interpretaciju dobijenih rezultata.

Podaci dobijeni in silico metodama za predvidanje toksinosti trenutno se u

toksikoloskim ispitivanjima najCesce koriste kao potpora drugim relevantnim nau¢nim
dokazima. Ove metode su veoma korisne za rangiranje nedovoljno ispitanih supstanci
prema prioritetu za dodatna testiranja, dok je tendencija da u buduénosti zamene deo in
vitro 1 n vivo testova toksi¢nosti. O¢ekuje se da ¢e se sve veci znacaj pridavati njihovoj
upotrebi u toksikoloskoj evaluaciji neCisto¢a u lekovima, industrijskih hemikalija,
pesticida, materijala koji dolaze u kontakt sa hranom, kao i aditiva.

10.
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Summary

For over a century, one of the main toxicologists’ goals was finding the relationship
between the chemical structure and toxicity. The development of computer technologies has
lead to the production of software models that could be applied for this purpose. However, use
of in silico methodology in toxicology is very complex. Having in mind that toxic effect occurs
through multiple mechanisms on different tissues and organs, creating software that can make
reliable toxicity predictions is very complicated. In silico methods found the application in
toxicity assessment of substances for which data obtained from traditional toxicity tests is
lacking (metabolites, drug impurities, etc.). Also, in silico methods can be used in the process of
chemical synthesis, with the aim of designing safer chemicals. Currently, in silico methods for
toxicity predictions are most commonly used along with standard toxicological tests, with a
tendency to replace in vitro and in vivo toxicity tests in the future. This paper will present the
strengths and limitations of commonly used software in in silico toxicology (OECD QSAR
Toolbox, Derek Nexus, ToxTree i MultiCASE).
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