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W pracy omoéwiono przyktady zastosowania metod badania zaleznosci miedzy
strukturg chemiczng a aktywnoscig biologiczng dioksyn i ich znaczenie w usta-
laniu mechanizmu dziatania halogenowych weglowodoréw aromatycznych.

WSTEP

Informacje o potencjalnie niebezpiecznych dla zdrowia zwigzkach chemicznych
obecnych w $rodowisku naturalnym sa bardzo ograniczone. Liczba nowych zwigzkéw
rosnie w tempie wyzszym niz zostajg zakonczone klasyczne badania toksycznosci tych
zwigzkéw. Rownoczesnie dazenie do zmniejszenia liczby zwierzat w badaniach toksy-
kologicznych, rosnace koszty tych testéw, niska warto$¢ ekstrapolacyjna wynikéw badan
na zwierzetach - spowodowaly poszukiwanie zwalidowanych metod alternatywnych
przewidywania zagrozenia toksykologicznego zwigzkéw chemicznych, a na ich podsta-
wie oceny narazenia populacji na ksenobiotyki [4, 7]. Jednym z przyktadoéw testow
alternatywnych o podobnej wartos$ci przewidywania toksycznos$ci jak klasyczne badania
z uzyciem zwierzat doSwiadczalnych stanowig metody badania zaleznosci aktywnosci
biologicznej zwigzkéw chemicznych od ich struktury (SAR) a w ich rozwdj istotny
wkiad wniosty w potowie lat szesédziesigtych prace Hanscha i wsp. [16, 17].

ZALEZNOSCI STRUKTURA CHEMICZNA - AKTYWNOSC BIOLOGICZNA

Badania zaleznosci struktura-aktywno$¢ stanowily przedmiot zainteresowania bada-
czy od czasu fundamentalnego odkrycia, ze aktywnos$¢ biologiczna zwigzkéw chemi-
cznych jest uzalezniona od ich struktury. Tego typu podejscie do obserwowanych
zjawisk biologicznych od poczatkowo prostych analogii jakosciowych doprowadzito do
opracowania metod iloSciowych. Badania relacji miedzy strukturg a aktywnoscig bio-
logiczng pierwotnie opracowano i zastosowano przy projektowaniu substancji farma-
kologicznych, herbicydéw i pestycydéw. Stosunkowo niedawno metodologia SAR zna-
lazta zastosowanie w badaniach korelacji miedzy cechami molekularnymi zwigzkéw
chemicznych a ich dziataniem toksycznym dla oszacowania wiasciwosci toksykologi-
cznych. Ewolucja z typowego projektowania lekéw do oceny ryzyka toksykologicznego
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postawita badaczy przed problemem adaptacji metodologii zarbwno w zakresie deter-
minantéw molekularnych jak i matematycznej oceny danych.

Zaleznosci okreslane wspotczesnie mianem SAR (ang. structure activity ralation-
ship) pozwalajg ustali¢ specyficzne cechy czasteczki badanego zwigzku wptywajace na
jego aktywno$¢ biologiczng i wywodza sie z danych eksperymentalnych uzyskanych z
badania grupy zwigzkéw pokrewnych chemicznie. Ocena istniejgcych wspdizaleznosci
zalezy gtéwnie od podobienstw budowy chemicznej pomiedzy zwigzkami badanymi
a znanym zwigzkiem odniesienia. Metody znane pod nazwg QSAR (ang. quantitative
structure activity relationship) polegaja na znalezieniu odpowiednich parametréow fizy-
ko-chemicznych czasteczki i iloSciowym okre$leniu za ich pomoca przewidywanej ak-
tywnosci biologicznej [16]. Analiza QSAR stosujgc najnowsze osiggniecia matematyk
jak wielowymiarowa analiza wariancji oraz szybkie maszyny cyfrowe o duzej pojemnosci
pamieci dostarcza informacji o relacjach miedzy tymi parametrami a odpowiedzig
biologiczng. Bowiem reakcje biologiczne, jak na przykiad reakcja enzymatyczna czy
oddziatywanie liganda z receptorem uzaleznione sg od struktury przestrzennej, wigzan
niekowalencyjnych (elektrostatycznych, wodorowych, van der Waalsa) oraz od réwno-
wagi hydrofilowo-hydrofobowej ktéra wptywa na dotarcie toksyny do miejsca dziatania
[16]. Hansch i Leo stabelaryzowali wartosci statych fizykochemicznych podstawnikéw,
dla ktérych doswiadczalnie dowiedziono, ze charakteryzuja one zaleznosci miedzy
strukturg chemiczng i biologiczng aktywnosScig zwiazkow i sg przydatne dla ilosciowego
opisywania zaleznos$ci struktura - aktywno$¢ [17]. Do wazniejszych nalezg stata Ham-
meta (c) charakteryzujgca przeptyw elektron6w miedzy pierécieniami a podstawnikami,
parametry steryczne (elektronowe oddziatywanie podstawnikéw na reakcje, przyciaga-
nia miedzyczasteczkowe) i stata n, wprowadzona przez Hanscha i Fujite a charaktery-
zujacg lipofilny charakter czasteczki. Model Hanscha jest jednym z wielu sposobow
ilosciowego badania zalezno$ci miedzy strukturg chemiczng zwiazkow a ich wasciwos-
ciami biologicznymi, za$ sukces tzw. podej$cia Hanscha jest oczywisty, na co wskazujg
dziesigtki jego zastosowan [2, 3, 8, 9, 10, 11, 12].

W zasadzie QSAR jest modelem, ktéry uzaleznia biologiczna aktywno$¢ serii po-
dobnych zwigzkéw do jednej lub kilku wiasciwosci czasteczki. Opracowany dla serii
zwigzkoéw pokrewnych chemicznie (np. kongeneréw), na postawie aktywnosci kilku
przedstawicieli grupy pozwala przewidzie¢ aktywno$¢ pozostatych.

HALOGENOWE WEGLOWODORY AROMATYCZNE

W ostatnich latach duze zainteresowanie $wiata naukowego budza halogenowe
weglowodory aromatyczne (HAH, ang. halogenated aromatic hydrocarbons). Oprécz
polichlorowanych dibenzo-p-dioksyn (PCDD) i dibenzofuranéw (PCDF) zalicza sie do
nich polichlorowane bifenyle (PCB), naftaleny (PCN), trifenyle (PCT), polibromowane
bifenyle (PBB) i inne. Zwiazki te wywolujg podobny zespot objawoéw toksycznych i
uwaza sie, ze posiadajg identyczny mechanizm dziatania. Badania genetyczne na
zwierzetach oraz badania zaleznos$ci struktura - aktywnos$¢ biologiczna wykazaty, ze
wiekszo$¢ (jesli nie wszystkie) reakcje biologiczne wywotane przez te zwiazki powstajg
poprzez przytgczenie toksyn do cytoplazmatycznego biatka zwanego receptorem Ah
(AhR, ang. aryl hydrocarbon receptor) [29]. Funkcjonalnie receptor Ah, jest biatkiem
wigzacym sie z DNA po uprzednim zwiazaniu liganda i translokacji do jadra komorko-
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wego. W wyniku przytgczeniu do DNA aktywnego kompleksu ligand-receptor, nastepu-
je transkrypcja odpowiednich genéw [25, 27, 44, 48]. Wraz z indukcja cytochromu P-450
nastepuje skoordynowana indukcja conajmniej 20 monooksygenaz w tym hydroksylazy
arylowej (AHH) oraz O-deetylazy rezorufiny (EROD). Pomiary aktywnosci tych en-
zymow mikrosomalnych sg najczesciej stosowang biochemiczng metoda oceny dziatania
dioksyn [15, 18, 24, 25, 27, 29, 45].

SAR W BADANIU RECEPTORA DIOKSYN

Badania SAR stanowig réwniez wazng metode badania chemicznego receptora
biologicznego. To nowe podejscie badawcze dostarcza informacji o prawdopodobnej
budowie miejsca wiazania na receptorze, okresla sity fizykochemiczne uczestniczace
w interakcji receptora z Ugandami i pozwala oceni¢ role receptora w badanym proce-
sie. Stereoselektywna interakcja miedzy receptorem a jego agonistami stanowi silny
dowod potwierdzajac udziat danego receptora w badanych procesach biologicznych
[14].

Zastosowanie do badan znakowanego trytem radioliganda (2,3,7,8-tetrachlo-
rodibenzo-p-dioksyny) doprowadzito do odkrycia w 1976 roli receptora Ah za$ badania
SAR i QSAR potwierdzity jego role w mechanizmie dziatania dioksyn i zwigzkéw
pokrewnych [14, 29, 44]. Celem szczeg6towych badan izomerdw i kongeneréw dioksyn,
dibenzofuranéw i PCB byto okreslenie wptywu struktury chemicznej tych zwigzkéw na
interakcje z receptorem i uzyskiwane efekty biologiczne i toksyczne [1, 13, 20, 21, 22,
34, 35, 37, 38, 39, 40, 46]. W badaniach tych powinowactwo do AhR okres$lano poprzez
kompetycyjne wypieranie [1,6-3H]-2,3,7,8-TCDD z kompleksu z receptorem i okresla-
no ECso dla kazdego badanego kongeneru, tj. stezenie redukujgce wigzanie swoiste
[3H]-TCDD do 50%. Potencjat indukcyjny testowanych zwigzkéw badano w hepatocy-
tach linii komdrkowej H4IIE dokonujac pomiaru aktywnosci enzymdéw mikrosomalnych
(AHH i EROD) i okre$lano EDH) tj. stezenie induktora potrzebne do wywotania 50%
odpowiedzi maksymalnej. Réwnolegle badano toksyczno$¢ dioksyn in vivo dla szczuréw
poprzez pomiar spadku masy ciata i inwolucje grasicy, dwéch najczesciej wystepujacych
syndromdw dziatania toksycznego dioksyn u zwierzat modelowych [20, 21, 22]. Szukano
zaleznosci pomiedzy powinowactwem badanych izomeréw i kongeneréw do receptora
Ah watroby szczura in vitro, a ich aktywnoscig in vitro oraz toksyczno$cig in vivo.
Ponadto badano wptyw podstawnikéw w czasteczce PCDD na aktywnos¢ tych zwigzkow
in vivo. Ponadto badano wptyw podstawnikéw w czasteczce PCDD na aktywno$¢ tych
zwigzkow in vivo i in vitro oraz potencjalne réznice miedzygatunkowe cytozolowego
AhR watroby izolowanego od kilku gatunkow zwierzat laboratoryjnych [13, 34, 35].

Ponizej zostang omowienie na podstawie piSmiennictwa niektore przyktady badania
zaleznos$ci struktura - aktywnos$¢ (SAR) wybranych PCDD, PCDF i grupy pochodnych
TriCDD, dzieki ktorym potwierdzono role AhR w mechanizmie dziatania dioksyn, a
ktére przeprowadzono dla tej grupy przemystowych i srodowiskowych toksyn [20, 21,
22, 23, 32, 33, 38, 39, 40].

WPLYW STRUKTURY CHEMICZNEJ DIOKSYN NA AKTYWNOSC BIOLOGICZNA

Na podstawie licznych badan nad charakterystyka wigzania dioksyn i zwiazkow
pokrewnych do receptora Ah mozna stwierdzi¢, ze niektdre cechy budowy takie jak
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system pierscieni aromatycznych, obecno$¢ podstawnikéw i ich sposéb rozmieszczenia
w czgsteczce sg istotne dla wigzania do receptora.

Tabela 1.  Wplyw struktury PCDD na powinowactwo do receptora Ah i indukcje enzyméw
mikrosomalnych in vitro [21]
The effect of structure on the in vitro rat hepatic cytosolic receptor binding and
AHH/EROD induction potencies [21]

PCDD. W tab. | przestawiono przyktadowe wyniki badan izomeréw i kongeneréw
PCDD przeprowadzone przez Masona i wsp. [21], a uzyskane przez nich dane wyraznie
wskazujg na istnienie zalezno$ci pomiedzy strukturg chemiczng badanych zwigzkéw
a powinowactwem do receptora Ah.

Najaktywniejszy zwigzek (2,3,7,8-TCDD) posiada atomy chloru we wszystkich 4 po-
zycjach bocznych, za$ zmniejszenie liczby atomow chloru w tych pozycjach powoduje
obnizenie powinowactwa pozostatych tetrachlorodibenzo-p-dioksyn do receptora
(2,3,6,7- , 1,3,7,8- i 1,2,3,4-TCDD). Niewielka réznica w strukturze pomiedzy 1,3,7,8-
i 2,3,6,7-TCDD (tj. w pozycji 1,3 oraz 1,2 lub 6,7) powoduje az pieciokrotnie nizsze
powinowactwo do receptora. Dodatkowe atomy chloru wyraznie obnizajg wigzanie sie
zwigzku (1,2,3,7,8-penta, 1,2,3,4,7,8-heksa i oktachloro-dibenzo-p-dioksyna) do AhR.

Struktura badanych PCDD wyraznie decyduje rowniez o ich dziataniu indukcyjnym
podobnie jak o wigzaniu do receptora. Zmiana podstawnikéw w 1,3,7,8- i 2,3,6,7-
tetrachlorodibenzo-p-dioksynach znaczaco zmniejszyta ich site indukcyjng. Dodatkowe
atomy chloru (penta-, heksa- i oktachlorodibenzo-p-dioksyna) rowniez zmniejszaty
aktywnos$¢ indukcyjng w stosunku do 2,3,7,8-TCDD. Poréwnujac sie wigzania receptora
in vitro z toksycznos$cig in vivo tych samych izomeréw i kongenerow PCDD mozna
stwierdzi¢, ze te same cecha budowy decyduja o ich toksycznosci [21].

Stopien powinowactwa do receptora badanych izomeréw i kongeneréow PCDD
potwierdza znaczenie struktury chemicznej dioksyn za$ wysoka stereoselektywnosé
obserwowanych interakcji receptora Ah stanowi dowdd przemawiajacy za jego udziatem
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w mechanizmie dziatania dioksyn [14, 27, 44]. Poland i wsp. w swoich pionierskich
pracach pierwsi opisywali podobne korelacje pomiedzy wigzaniem receptora in vitro
a sitg indukcyjng in vivo i toksycznoscig ostrg (DLso) dla serii kongeneré6w PCDD [29].

Podczas gdy wigzanie receptora in vitro wyraznie koreluje z indukcjg enzymoéw
i toksycznoscig in vivo stwierdzono brak korelacji liniowej pomiedzy dwoma testami in
vitro (tj. wigzaniem do receptora a indukcjg enzymoéw) [20, 21, 22]. Réwniez Bandiera
i Denomme obserwowali stabg korelacje pomiedzy obydwoma testami in vitro [1, 13].
Stosujagc metode QSAR dla innej serii dioksyn wykazali oni, Zze powinowactwo do
receptora zalezy gtéwnie od lipofilnosci podstawnikéw, a indukcyjno$¢ ponadto od
rozmiaru podstawnika. Ich zdaniem zmiany konformacyjne powstajgcego kompleksu
AhR - ligand sg przyczyng tych réznic a wskazywatoby na to pojawienie sie parametru
OBs w matematycznym réwnaniu QSAR opisujagcym iloSciowo wplyw struktury na
indukcje enzymatyczng danej serii pochodnych 2,3,-dichlorodibenzo-p-dioksyn [1, 13].

PCDF. Podobnie jak dla dioksyn, dzieki badaniom SAR i QSAR, wykazano zna-
czenie struktury chemicznej polichlorowanych dibenzofuranéw w wywotywaniu ak-
tywnosci biologicznej. Stosujagc takie same metody badawcze wykazano, ze réwniez
pozycji boczne (2,3,7,8) posiadajg istotne znaczenie w wywotywaniu efektéw biolo-
gicznych [20]. Powinowactwo jak i indukcja enzymdw zalezg od liczby atomoéw chloru:
obnizanie atomdéw chloru powoduje zardwno obnizenie sity indukcyjnej jak i powino-
wactwa do receptora. Najaktywniejszymi ligandami okazaty sie tetra-, penta- i heksa-
chlorodibezofurany zawierajace chlor w pozycjach 2,3,7,8. Zwiekszanie atomoéw chloru
w pozostalych pozycjach obniza aktywno$¢ PCDF. Najsilniej z receptorem Ah wigze
sie 2,3,7,8-TCDF, w ktorym atomy chloru zajmujg réwniez cztery pozycje boczne
czasteczki. Obecnos$¢ dodatkowego atomu chloru w pozycji 1 lub 4 skutkuje zwieksze-
niem aktywnos$ci w poréwnaniu do zwigzkéw zawierajacych tylko 3 atomy w pozycjach
bocznych oraz 2 w pozostatych tj. 1,2,3,7,8- 2,3,4,7,8-PCDF byly bardziej aktywne niz
1,3,47,8-; 2,3,4,79-; 1,2379- i 1,2,4,6,8-pentachlorodibenzofurany. Dwie pary bada-
nych izomeréw (1,3,4,7,8- i 1,2,4,7,8- oraz 2,3,4,7- i 2,3,4,8-), ktére réznity sie podsta-
wnikami tylko w pozycjach C-2 (lub C-8) oraz C-3 (lub C-7) znaczaco roznily sie miedzy
sobg potencjatem indukcyjnym.

Dibenzofurany podobnie jak dioksyny powodujg syndrom gtodzenia, zanikanie gra-
sicy, immunotoksyczno$¢, zmiany rozwojowe ptodéw. Zalezna od struktury chemicznej
jest ich toksycznos$¢ in vivo tj. spadek masy ciata i atrofia grasicy u samcéw szczur,
ktore potraktowano tymi zwigzkami [27]. Najbardziej toksyczny zwigzek tej grupy in
vivo (2,3,7,8- TCDF) byt réwniez najsilniejszym induktorem enzyméw mikrosomalnych
in vivo i wykazywat réwniez najwyzsze powinowactwo do receptora in vitro [20, 21, 22].

Pomimo bardzo podobnej budowy chemicznej dioksyn i dibenzofuranéw wplyw
pozycji chloru na aktywno$¢ biologiczng PCDF jest nieco odmienny a spowodowany
jest asymetryczng budowag czasteczki (jedna o$ symetrii przez atom tlenu w pierscieniu
dibenzofuranu). Na podstawie analizy ich budowy a aktywno$ci in vivo i in vitro
ustalono, ze poszczeg6lne pozycje w pierScieniu dibenzofuranu w réznym stopniu wpty-
wajg na aktywno$¢ biologiczng PCDF, tj. C-3 (lub C07) > C-2 (lub C-8) jest > C-4
(lub C-6) > C-I (lub C-9) (ryc. 1.), podczas gdy w czasteczce dioksyn wszystkie pozycje
sa rownowazne [44].
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Ryc. 1. Wplyw atomoéw chloru w réznych pozycjach czasteczki kongeneréw PCDD i PCDF na
powinowactwo do receptora Ah [37].
The different effects of chlorine substituents at different position in the dibenzo-p-dioxin
and dibenzofuran rings on relative receptor binding affinities od PCDD and PCDF
congeners [37].

7x-2,3,8TriCDD. Wptyw podstawnikéw na aktywno$¢ serii analogéw mozna oddaé
ocenie ilosciowej poprzez pomiar korelacji miedzy efektem biologicznym (np. powino-
wactwo receptora) a znanymi fizykochemicznymi cechami podstawnikoéw takimi jak
lipofilno$¢ (n), elektoujemnos$¢ (o), pojemno$é wigzan wodorowych (HB) i parametry
steryczne (ABs, AVw) [15, 16, 19, 30]. Zastosowanie do badan QSAR m. in. serii
pochodnych 7x-2,3,8-trichlorodibenzo-p-dioksyny (7x-2,3,8-TriCDD) pozwolito na usta-
lenie relacji pomiedzy strukturg chemiczng, powinowactwem do receptora ibiologiczng
sitg dziatania tych zwigzkéw oraz okreslenia, ktére parametry fizykochemiczne podsta-
wnikow sg istotne dla powinowactwa dioksyn do AhR, a w rezultacie wptywaja na
biologiczng site dziatania tych zwigzkéw [14, 44]. Bowiem nie tylko obecnos$¢ atomoéw



Metody SAR i QSAR w badaniu dioksyn 439

chloru i ich sposdb rozmieszczenia w czasteczce ale réwniez inne podstawniki sg
istotnymi strukturalnymi deteminantami dla interakcji R-L [13, 22, 23, 26, 38]. W ko-
lejnych doswiadczeniach badane pochodne zawieraty w pozycji C-7 jeden
z nastepujacych podstawnikéw: -OH, -NCh -F, -CH3 -OCH3 - CF3 -Br, -I, -CL,
-CN, -H. Np. zastgpienie atomu chloru wodorem w pozycji C-7 2,3,7-trichlorodibenzo-
p-dioksyny (powstaje 2,3-dichlorodibenzo-p-dioksyna) powoduje redukcje jej powino-
wactwa do AhR kilkaset razy a ta réznica wynika z odmiennych wasciwosci fizykoche-
micznych obu kongenerow [14].

W wyniku przeprowadzonej analizy wielowymiarowej regresji liniowej dla 11 po-
chodnych 7x-2,3,8-TriCDD [32, 38] na podstawie wigzania do receptora Ah watroby
szczura, myszy, chomika i Swinki morskiej otrzymano nastepujgce rownania matema-
tyczne, ktore ilosciowo charakteryzujag proces wigzania ligandéw do receptora Ah
izolowanego od czterech gatunkéw zwierzat [32]:

gdzie n okredla lipofilno$¢ podstawnikéw, AES efekt steryczny, 0° - elektoujemnos¢,
HB - pojemnos$¢ wigzan wodorowych, AVw - pojemnos$¢ van der Waalsa.

Zalezno$ci wystepujace pomiedzy wigzaniem do cytozolowego receptora watroby
szczura a indukcjg enzymu AHH w hodowli H41IE wywotang badanymi pochodnymi
opisuje kolejne réwnanie QSAR w publikacji Romkes i wsp.:

pED® = 3,208 + 0,950 pEC% (receptora szczura) - 0,955 AB5,

gdzie ABs jest parametrem sterycznym [32]. Z tego réwnania, opisujacego ilosciowo
zalezno$ci miedzy strukturg 11 badanych pochodnych, a powinowactwem do receptora
dioksyn oraz odpowiedzig biologiczng wynika, ze indukcja AHH uzlezniona jest od
powinowactwa zwigzku do AhR cytozolu watroby szczura oraz od parametru sferyczne-
go (rozmiaru podstawnika). Sugeruje to réwniez, ze w dalszych etapach mechanizmu
dziatania dioksyn podstawniki mogg odgrywa¢ wazng role (np. w aktywacji receptora)
przed ostateczng ekspresjg genu CYP1A1l [31].

W pracach Romkes i wsp. [33, 34] dla scharakteryzowania iloSciowego zaleznosci
struktura - powinowactwo (QSAR) okre$lono znaczenie wigzan elektronowych, wodo-
rowych oraz charakteru hydrofobowego w stosunku do ECso tj. wielkosci obliczonej na
podstawie kompetycyjnego wigzania grupy pochodnych TriCDD. Uzyskane réwnania
korelacyjne (A-D) pokazuja, ze zar6wno zwiekszone przyjmowanie elektronéw przez
podstawniki (o ma warto$¢ dodatnig) jak réwniez charakter hydrofobowy, podwyzszaja
whasciwosci wigzgce liganda do receptora. Takze podstawniki akceptujgce wigzania
wodorowe sprzyjajg powinowactwu do receptora Ah. Analizujgc wszystkie cztery wzory
matematyczne mozna stwierdzi¢, ze dla tej samej grupy zwigzkéw chemicznych (po-
chodnych 2,3,8-TriCDD) r6zne parametry rzadzg przytgczeniem ligandéw czyli recep-
tory pochodzace z od réznych zwierzat (szczur, mysz, $winka morska, chomik) wykazuja
rézne wiasciwosci. Réwnania QSAR (A-D) interakcji pochodnych TriCDD z recepto-
rem Ah dla czterech gatunkéw zwierzat modelowych potwierdzajg heterogenna nature
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receptora [26, 28, 32] a najistotniejsze czynniki dla efektywnej interakcji w miejscu
wigzania, to sity hydrofobowe, elektronowe i wigzania wodorowe. Postuluje sie, ze
miejsce wigzania [3H]TCDD stanowi niewielkg hydrofobowg kieszerh zawierajaca jedna
lub wiecej grup polaryzacyjnych [1, 44]. Skoro wiec wigzanie do receptora Ah i
wynikajaca stad indukcja monooksygenaz moze by¢ podwyzszona lub obnizona przez
rézne podstawniki czasteczkowe, réznice w aktywnosci tej klasy zwigzkdw muszg zale-
ze¢ od wiasciwosci podstawnikéw.

Z licznych badan nad toksyczno$cig dioksyn i zwigzkdw pokrewnych wynika, ze
wrazliwo$¢ zwierzat na toksyczne dziatanie HAH jest mocno zréznicowana. Dawka
toksyczna (DLso) wynosi od 1-5000 /tg/kg (odpowiednio $winka morska i chomik). Co
lezy u podstaw tak duzych réznic - trudno okreslié. Chociaz istniejg znaczne rdznice
miedzygatunkowe w toksycznosci, poziom receptora w watrobie szczura, myszy, $winki
morskiej i chomika jest podobny (40-80 fmoli/mg biatka cytozolu). Wobec tego ilos¢
receptora nie moze decydowa¢ o wrazliwosci tych zwierzat na dziatanie dioksyn
a stopien wrazliwosci moze wynikac¢ z blizej nieokreslonych cech i wihasciwosci recep-
tora.

Réznice wystepujgce we wzorach matematycznych opisujgcych istniejgce zaleznosci
(A-D) wyraznie wskazuja, ze przylaczanie tej samej grupy zwigzkéw (ligandéw) do
receptora zalezy od zrodta jego pochodzenia (szczur, mysz, $winka morska, chomik).
W obrebie jednego gatunku (np. szczur) lipofilno$¢ byta gtdwnym czynnikiem regu-
lujacym wigzanie do receptora. Jednak tej zaleznosci miedzy lipofilnym charakterem
podstawnikéw a powinowactwem do receptora Ah nie mozna uogélnia¢ na inne
gatunki zwierzat. Bowiem badania poréwnawcze przeprowadzone dla pozostatych
gatunkow zwierzat wykazaty, ze dominujacy fizykochemiczny czynnik decydujacy o wig-
zaniu Uganda do receptora jest rozny dla poszczegélnych gatunkéw zwierzat. Powino-
wactwo do receptora Swinki morskiej zalezy tylko od lipofilnosci, do receptora myszy
od lipofilnosci i charakteru elektroujemnego podstawnikow a dla receptora chomika
obok lipofilnosci i elektroujemnosci dodatkowe znaczenie majg efekty steryczne (AV,,).
Mozna wiec sadzi¢, ze u podstaw réznej wrazliwosci zwierzat na dioksyny najprawdo-
podobniej lezy heterogenna natura ich receptora, na co wskazujg przedstawione wynik
badania QSAR.

Bazujac réwniez na dostepnych danych mozna stwierdzi¢, ze toksyczno$¢ in vivo
koreluje silnie z wigzaniem liganda [20, 22]. Tak jak odpowiedZ na toksyczne dziatanie
wystepuje w ré6znym nasileniu u poszczeg6lnych gatunkéw zwierzat tak i r6zne powi-
nowactwo kongenerdw HAH do receptora uzaleznione jest od gatunku zwierzecia [32].

Relacje miedzy strukturg chemiczng rodziny HAH, a wiasciwosciami indukcyjnymi
sg wyrazne. Toksyczne efekty takie jak atrofia grasicy, spadek masy ciata, immunotok-
sycznos¢, $Smiertelno$¢ ostra a takze indukcja CYP1A1 koreluje z wzglednym powino-
wactwem HAH do receptora Ah [27, 28]. Dlatego waznym krokiem w przewidywaniu
efektow wywotywanych przez te zwigzki byto okreslenie ich powinowactwa do receptora
Ah iwszystkie te badania potwierdzajg, ze wigzanie liganda do receptora jest zasadni-
czym elementem w mechanizmie dziatania dioksyn. Obserwuje sie natomiast brak
korelacji liniowej dla obydwu testow in vitro (powinowactwo do AhR i indukcja
enzymoéw). Rézna wiec sita odpowiedzi biologicznej na dziatanie dioksyn i zwigzkow
pokrewnych mierzona aktywnos$cia enzyméw AHH i EROD wskazuje, ze nie samo
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przytaczenie liganda do receptora ale jego struktura chemiczna decyduje, ze utworzony
kompleks R-L jest mniej lub bardziej aktywnym biologicznie [32, 37]. Autorzy powyz-
szych badan konkluduja, ze po zwigzaniu liganda przez receptor w ostatecznej ekspresji
genéw znaczace moga by¢ procesy aktywacyjne kompleksu, ktére opisywano dla recep-
tora Ah [26, 27, 28, 44].

ZNACZENIE PRAKTYCZNE BADAN SAR

Analiza QSAR okazata sie uzyteczng w opisywaniu fizykochemicznych determi-
nantéw rzadzacych dziataniem dioksyn. Metoda moze byé pomocng w przewidywaniu
powinowactwa i potencjatu indukcyjnego innych zwigzkéw chemicznych, podobnie jak
okazata sie uzyteczng dla badania PCB [1, 14, 44, 48]. Nie jest bowiem trudno sobie
wyobrazi¢, ze fizykochemiczne oddziatywania, ktore petnig zasadnicza role w modelu
Hanscha (tj. efekty hydrofobowe, elektronowe i przestrzenne), sg tymi samymi deter-
minantami, ktére decydujg o dziataniu mutagenéw czy kancerogenéw na DNA, i ktore
determinujg procesy metabolicznego transformowania poczatkowo nieaktywnych na
poziomie komorki zwigzkow chemicznych do zwiazkéw agresywnych.

Wyniki badan wiasciwosci toksycznych halogenowych weglowodoréw aromatycznych
z zastosowaniem metod badania zaleznosci SAR i QSAR znalazty praktyczny aspekt
aplikacyjny. Opracowane na ich podstawie wspoiczynniki toksycznos$ci stosuje sie do
wyrazenia toksyczno$ci wzglednej mieszanin PCDD/PCDF/PCB. Obserwacje wyni-
kajace z badan SAR i QSAR stanowig mechanistyczng baze dla powstania i rozwoju
koncepcji TEF (ang. toxicity equivalent factor) dla indywidualnych zwigzkéw tej grupy.
Toksyczno$¢ mieszanin PCDD i PCDF okre$la sie za pomocg TEF w stosunku do
najbardziej toksycznego zwigzku tj. 2,3,7,8-TCDD [40, 41, 42].

Te wzgledng toksycznos$¢ chlorowanych kongeneréw dioksyn obliczono na podstawie
efektow biologicznych uzyskanych w badaniach na zwierzetach (DL50, kancerogennosé,
wplyw na reprodukcje) oraz na wynikach testéw in vitro jak powinowactwo do recep-
tora, indukcja enzyméw mikrosomalnych i immunotoksycznos$¢.

Jednym z gtdwnych zastosowan wspotczynnikdw TEF jest przeksztatcanie danych
analitycznych uzyskanych w wyniku analizy chemicznej badanej probki do tzw. réwno-
waznikow toksycznosci TCDD (ang. TCDD TEQ). Pozwala to na oszacowanie catko-
witej toksycznosci mieszaniny kongeneréw wystepujacych w badanej probce. TEQ
stanowi sume iloczynéw stezenia poszczegdlnych kongenerdw i wspétczynnikéw TEF
tych kongeneréw. Obecnie istnieje tylko jedna metodologia oceny ryzyka narazenia na
dziatanie mieszaniny halogenowych weglowodoréw aromatycznych. Addytywno$é zasto-
sowana w tej koncepcji zostata potwierdzona wieloma badaniami zaleznosci SAR
i QSAR in vivo oraz in vitro [14, 39, 43].

PODSUMOWANIE

Dziat toksykologii okreslany jako ,,QSAR w toksykologii” ogromnie rozwinat sie
w czasie ostatnich kilkunastu lat o czym $wiadczy ciagle wzrastajgca liczba publikacji
i konferencji naukowych oraz specjalistyczne czasopismo naukowe ,,SAR and QSAR
in Environmental Research”. Badania QSAR znalazty zastosowanie w okre$laniu ko-
relacji bioaktywnosci wszystkich rodzajow zwigzkéw organicznych ze wszystkimi rodza-
jami efektéw biologicznych.
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Hansch w przedstawionej w potowie lat 90-tych publikacji o ekspansji metod QSAR
w toksykologii ocenia, ze pomimo opublikowania dotagd okoto 20 tys. wynikéw zasto-
sowan w chemii i ponad 6 tys. wynikow badan korelacji biologicznych, metoda ta wcigz
jest we wczesnym etapie rozwoju i bedzie podlegata dalszej ewolucji. Jednakze uzys-
kane dotad konkretne wyniki badania zalezno$ci miedzy strukturg chemiczng, a biolo-
giczng aktywnoscig zwigzkdéw chemicznych bedga trwate, a ich warto$¢ bedzie rosta wraz
ze wzrostem bazy danych dla metod alternatywnych [17].

Nalezy oczekiwaé, ze strategia rozwoju alternatywnych metod oznaczania tok-
sycznosci bedzie wielokierunkowa; opracowane zostang metody komputerowego mo-
delowania procesu toksycznego przy wykorzystaniu ilosciowych zaleznosci miedzy struk-
tura, a aktywnos$cig zwigzkéw chemicznych (QSAR), przy jednoczesnej symulacji pro-
cesow fizjologicznych organizmu ludzkiego.

Idea opracowania skomputeryzowanego modelu okreslania toksycznos$ci bazujgcego
na danych z piSmiennictwa oraz poprzedzanie eksperymentow symulacjami kompute-
rowymi do niedawna wydawata sie niemozliwa. Obecne techniki informacyjne pozys-
kiwania i magazynowania baz danych znacznie obnizajg koszty takich dziatan. Szybki
i tani dostep do baz danych zapewnia system informacji w istniejacych wiasciwosci
fizycznych zwigzkéw to ustalenie wiasciwosci toksycznych jest mozliwe poprzez proste
obliczenia matematyczne bazujgce na strukturach zwigzkéw pokrewnych. Poprzez u-
stalone w ten sposéb parametry, w potgczeniu z innymi deskryptorami mozna od-
réznia¢ zwiazki kancerogenne od niekancerogennych. Nawet majagc do czynienia ze
zwigzkami roznigcymi sie budowa chemiczng istnieje mozliwo$¢ opracowania efekty-
wnego badania SAR bazujgcego na fizykochemicznych deskryptorach [2]. Symulacja
poprzez model SAR znacznie zredukuje ilos¢ zwierzat eksperymentalnych, zwiekszy
informacje otrzymywane z doswiadczen toksykologicznych. Takie podejscie zwiekszy
réwniez zaufanie do teoretycznych przewidywan i zintegruje toksykologow ze $wiatem
mechanistycznym nowoczesnej biologii, ktéra rozwija sie z biologii molekularne;j.

Oczywiscie stosowanie metod QSAR w toksykologii nie jest tak powszechne jak
w chemii lekéw; najczesciej stosuje sie je w ekotoksykologii. Dobrym przyktadem sg
podejmowane wysitki amerykanskiej Agencji Ochrony Srodowiska (US EPA) w celu
ustalenia QSAR jako jednego z podstawowych narzedzi w polityce regulacji prawnych
i w podejmowaniu decyzji administracyjnych. EPA gromadzi zaréwno dane z piSmien-
nictwa jak i wyniki wiasnych badan QSAR dla réznych klas zwigzkéw chemicznych
i dla réznych organizmoéw. Dla nowych zwigzkéw chemicznych, przed ich dopuszcze-
niem do stosowania, wymaga sie wynikow badan ekotoksykologicznych z uzyciem
odpowiedniego modelu QSAR [47, 49].

Oprécz znaczenia praktycznego, metody QSAR sg przedmiotem zainteresowania
Swiata naukowego rowniez dlatego, ze reprezentujg jeden z niewielu obszardw,
w ktérych zjawiska biologiczne podlegajg systematycznej ocenie iloSciowej.
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J. Piskorska-Pliszczynska

SAR AND QSAR IN DIOXIN MECHANISM OF ACTION STUDY

Summary

Thousand chemicals are present within our environment, and for many of them, there is
a little reliable information detailing their relative hazard. Added to that increasing concern
over the use of animals in toxicity testing, high costs of these tests has made the search for and
validation of alternative methods to predict the hazard and the relative risk of xenobiotics.
QSAR (quantitative structure activity relationship) attempt to relate statistically the biological
activity of compound with its physicochemical and structural properties. QSAR methods are
often seen as the first step for valid toxicological prediction.

Halogenated aromatic hydrocarbons typified by polychlorinated dibenzo-p-dioxins (PCDD),
dibenzofurans (PCDF) and biphenyls (PCBs) have been identified as residues in almost every
component of the ecosystem. Some chemicals in this class cause adverse biological effects after
binding to an intracellular cytosolic protein called the Ah receptor (AhR). Because of importance
of the Ah receptor in determining toxicity, there have been a number of attempts to model the
relationship between receptor binding and structure of xenobiotics. QSAR have found wide use
in correlating the bioactivity of dioxins and related compounds with many kinds of bilogical
entities. This paper will briefly summarise some SAR and QSAR study for halogenated aromatics
as ligand for Ah receptor and the characteristic biological and toxic responses elicit by this class
of chemicals. These study strongly support the role of AhR in dioxin toxicity.
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