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H u m a n s a r e fr e q u e n t l y e x p o s e d t o c h e m i c a l s t h a t h a v e u n d e r g o n e l im i t e d s a f e t y

t e s t i n g . T o r e d u c e t h e n u m b e r o f u n t e s t e d c h e m i c a l s a n d p r io r i t i z e l i m i t e d t e s t in g r e s o u r c e s ,
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a s s e s s in g e f f e c t s a c r o s s m u l t i p l e c e l l u l a r p a t h w a y s . I n t h i s s t u d y ,
m e t a b o l i c c l e a r a n c e a n d

p l a s m a p r o t e i n b i n d in g w e r e e x p e r im e n t a l l y m e a s u r e d f o r 3 9 o f t h e 3 0 9 T o x C a s t P h a s e I

c h e m i c a l s . T h e e x p e r im e n t a l d a t a w a s m o d e l e d u s i n g p h a r m a c o k i n e t i c s f o r e s t im a t i n g h u m a n

o r a l e q u i v a l e n t d o s e s t h a t w o u ld p r o d u c e s t e a d y s t a t e i n v i v o c o n c e n t r a t io n s e q u iv a l e n t t o

T o x C a s t i n v i t r o A C 5 0 v a l u e s . T h e r a n g e o f o r a l e q u i v a l e n t d o s e s fo r t h e T o x C a s t a s s a y s w a s

c o m p a r e d w it h h u m a n o r a l e x p o s u r e e s t im a t e s t o a s s e s s w h e t h e r i n v i t r o b io a c t iv it y c o u ld

o c c u r a t h u m a n e x p o s u r e l e v e l s . T w o o f t h e 3 9 c h e m i c a l s h a d o v e r l a p p in g o r a l e q u i v a l e n t

d o s e s a n d h u m a n e x p o s u r e s a n d w o u ld n o t h a v e b e e n i d e n t i fi e d u s in g t h e r a n k p o t e n c i e s o f

t h e A C 5 0 v a lu e s . T h e s e r e s u lt s d e m o n s t r a t e t h e im p o r t a n c e o f i n c o r p o r a t i n g d o s im e t r y a n d

e x p o s u r e w h e n u s i n g h i g h t h r o u g hp u t i n v i t r o d a t a t o i d e n t i fy t h e h i g h e s t p r i o r i t i e s f o r f u r t h e r

t e s t i n g a n d r i s k m a n a g e m e n t .

u i

NEATPAGEINFO:id=404D5412-A803-4A4B-AC61-A54304EB651A



A C K O WL E D G E M E N T S

T h e a u t h o r o f t h i s t e c hn i c a l r e p o r t w o u l d l i k e t o t h a n k R u s s e l l T h o m a s a t t h e H a m n e r

I n s t i t u t e s f o r H e a lt h S c i e n c e s f o r h i s e f fo r t s in d e v e lo p i n g t h e s t u d y d e s i g n . J o h n W a mb a u g h

fo r h i s h e l p i n d e s c r i b in g th e p h a r m a c o k i n e t i c s u s e d , a n d th e U .
S . E P A N a t i o n a l C e n t e r f o r

C o m pu t a t i o n a l T o x i c o lo g y a n d th e ir e n o r m o u s e f f o r t i n g e n e r a t in g t h e i n v i t r o d a t a u s e d f o r

t h i s s t u d y .

I V

NEATPAGEINFO:id=2A020457-7C7B-450E-9F14-2B0E66CFDCE1



T A B L E O F C O N T E N T S

P a g e

L i s t o f T a b l e s v i

L i s t o f F i g u r e s v i i

L i s t o f A b b r e v i a t i o n s v i i i

C h a p t e r 1 : L i t e r a t u r e R e v i e w 1

C h a p t e r 2 : I n t r o d u c t i o n 6

C h a p t e r 3 : M e th o d s 10

C h a p t e r 4 : R e s u l t s 18

C h a p t e r 5 : D i s c u s s i o n , L im it a t i o n s , C o n c lu s io n s a n d F u t u r e D i r e c t io n s 2 9

Ch a p t e r 6 : P r a c t i c u m R e p o r t 3 9

A p p e n d i x 4 3

B ib l i o g r a p h y 4 5

NEATPAGEINFO:id=005DF37C-30EA-46B5-B32E-3E36D0EC7BC4



L I S T O F T A B L E S

P a g e

T a b l e 1 D i s t r i b u t i o n s o f O r a l E q u i v a l e n t V a lu e s a n d Pr e d i c t e d Ch r o n i c E x p o s u r e s 2 2

T a b l e 2 I n v i t r o a s s a y s w i t h o r a l e q u iv a l e n t d o s e s b e l o w t h a t o f t h e e s t i m a t e h u m a n e x p o s u r e . . . 2 8

V I

NEATPAGEINFO:id=7287EB94-10E4-4A74-B572-531D4FB58A2B



L I S T O F F I G U R E S

P a g e

F i g u r e 1 r T K W o r k F l o w 8

F i g u r e 2 D i s t r ib u t io n o f P l a s m a P r o t e i n B i n d in g 19

F i g u r e 3 C o r r e l a t i o n b e t w e e n m 5 / / / c o a n d i n v i t r o P l a sm a P r o t e in B i n d in g 2 0

F i g u r e 4 D i s t r ib u t io n o f M e t a b o l i c C l e a r a n c e 2 1

F i g u r e 5 D i s t r ib u t io n s o f O r a l E q u i v a l e n t V a l u e s a n d Pr e d i c t e d C hr o n i c E x p o s u r e s 2 3

F i g u r e 6 D i s t r ib u t i o n s o f O r a l E q u i v a l e n t V a l u e s a n d E n d o c r in e R e l e v a n t B i o a c t i v it y 2 5

F i g u r e 7 D i s t r i b u t i o n s o f O r a l E q u i v a l e n t V a l u e s a n d R e g u l a t o r y D e c i s io n s B a s e d o n

C hr o n i c R o d e n t S t u d i e s 2 6

F i g u r e 8 D is t r i b u t i o n s o f A C 5 0 a c t i v it y a c r o s s a l l T o x C a s t a s s a y s b y C h e m i c a l 3 1

V l l

NEATPAGEINFO:id=A6E7D548-999A-46C2-A247-E5032068D484



L I S T O F A B B R E V I A T I O N S

A C 5 0
- C o n c e n t r a t i o n a t 5 0 % a c t i v i t y ^

A D M E - A b s o r p t i o n
,
D i s t r i b u t i o n

,
M e t a b o l i s m

,
E x c r e t i o n

A R - A n d r o g e n R e c e p t o r

C A R - c o n s t it u t i v e a n dr o s t a n e r e c e p t o r

CD C - C e n t e r s f o r D i s e a s e C o n t r o l

c P A D - C h r o n i c P o p u l a t io n A dj u s t e d D o s e

C s s - S t e a dy s t a t e c o n c e n t r a t i o n

C Y P 4 5 0 - c y t o c h r o m e P 4 5 0

D M SO - d im e th y l s u l f o x i d e

E D SP - E n d o c r in e D i s r u p t o r Sc r e e n i n g P r o g r a m

E PA - T h e U n it e d St a t e s E n v ir o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y

E R - E s t r o g e n R e c e p t o r

E U - E u r o p e a n U n i o n

F QP A - F o o d Qu a l i t y P r o t e c t i o n A c t

F
u b

- P l a s m a U n b o u n d F r a c t i o n

L O A E L - L o w e s t O b s e r v e d A d v e r s e E f fe c t L e v e l

L o g K h s a
- Q ik P r o p l o g s e r u m p r o t e i n b i n d in g

N C C T - E P A N a t io n a l C e n t e r f o r C o m p u t a t i o n a l T o x i c o l o g y

N C G C - N TH C h e m i c a l G e n o m i c s C e n t e r

N E T - N o r e p in e p h r in e T r a n s p o r t e r

N H A N E S - T h e N a t i o n a l I n s t i t u t e s o f H e a lt h

N I H - T h e N a t io n a l I n s t i t u t e s o f H e a l t h

v i u

NEATPAGEINFO:id=16A83478-4022-4E1F-9A0C-A5DD5F1F749B



N O A E L - N o O b s e r v e d A d v e r s e E ff e c t L e v e l

N T P - N a t io n a l T o x i c o l o g y P r o g r a m

O F F - O ffi c e o f P e s t i c i d e P r o g r am s

P B PK - P h y s i o l o g i c a l l y b a s e d p h a r m a c o k i n e t i c m o d e l

P K - P h a r m a c o k in e t i c

P O D - P o i n t o f d e p a r t u r e

P X R -
p r e g n a n e X r e c e p t o r

R E A Ch - T h e R e g i s t r a t i o n , E v a l u a t i o n
,
a n d A u t h o r iz a t i o n o f C h e m i c a l s

R E D - R a p i d E q u i l i b r i u m D i a l y s i s

R f D - R e fe r e n c e D o s e

r T K - R e v e r s e T o x i c o k i n e t i c

S P E - S o l i d p h a s e e x t r a c t io n

T R - T h y r o i d H o r m o n e R e c e p t o r

T S C A - T o x i c Su b s t a n c e s C o n t r o l A c t

I X

NEATPAGEINFO:id=394ED77C-2D37-4C9F-8D13-38AC37F33A35



C h a p t e r 1

L i t e r a t u r e R e v i e w

C h e m i c a l L a n d s c a p e a n d I n i t i a t i v e s

T h e r e a r e c u r r e n t l y ,
a r o u n d 10 , 0 0 0 e n v ir o n m e n t a l c h e m i c a l s t h a t h a v e u n d e r g o n e

l im it e d t o x i c it y t e s t i n g (Ju d s o n e t a l .

,
2 0 09 a ) . T h e c u r r e n t t e s t in g r e g u l a t io n s r e q u ir e i n v i v o

t o x i c it y t e s t i n g t h a t i s t im e c o n s u m i n g ,
e c o n o m i c a l l y c o s t ly ,

a n d r e q u i r e s l a r g e n u m b e r s o f

a n im a l l i v e s . I n a n e f fo r t t o r e d u c e t h e s e c o s t s
.
T h e U n i t e d S t a t e s E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n

A g e n c y (E P A ) i s u n d e r g o i n g a p a r a d i gm s h i ft t o p r i o r i t i z e t h e s e c h e m i c a l s f o r t a r g e t e d

t e s t i n g e f fo r t s . A d v a n c e s i n c o m p u t a t io n a l t e c h n o l o g y i n c o m b in a t i o n w i t h d e v e l o p m e n t s in

m o l e c u l a r b i o lo g y a n d c h e m i s t r y h a v e p r o v i d e d t h e a b i l i t y t o g e n e r a t e l a r g e d a t a s e t s t o st u d y

b i o lo g i c a l r e s p o n s e s a c r o s s d o s e r a n g e s ,
m o r e l i k e ly t o b e r e p r e s e n t a t i v e o f h u m a n

p o p u la t io n e x p o s u r e s (K a v l o c k e t a l .

,
2 0 0 8 ) . F o r t h e p u r p o s e s o f e v a lu a t i n g t h e s e a l t e r n a t i v e

t e s t i n g m e t h o d s
,
a c o n c e r t e d e f f o r t b e t w e e n t h e E PA

,
T h e N a t i o n a l I n s t it u t e s o f H e a l t h (N I H )

C h e m i c a l G e n o m i c s C e n t e r (N C G C ), a n d t h e N a t i o n a l T o x i c o l o g y P r o g r a m (N T P ) a r e

t e s t i n g h i g h - t h r o u gh p u t r e s e a r c h m e t h o d s t o g e n e r a t e i n v i t r o d a t a o n t h o u s a n d s o f

e n v i r o n m e n t a l c h e m i c a l s (D i x e t a l .

,
2 0 0 7

,
I n g l e s e e t a l ,

2 0 0 7
,
N T P 3 0 0 4 , C o l l in s e t a l .

,

2 0 0 8) .
E f f o r t s a r e a l s o b e i n g m a d e b y t h e E u r o p e a n U n i o n (E U ) t o in c r e a s e t h e e ffi c i e n c y

w i t h w h i c h e n v i r o n m e n t a l c h e m i c a l s u n d e r g o s a f e t y t e s t i n g . Si n c e 1 9 8 1 o n l y 2
,
7 0 0 n e w

s u b s t a n c e s h a v e e n t e r e d t h e E U m a r k e t , a n d a p p r o x i m a t e l y 8 0 , 0 0 0 c h e m i c a l s a r e t h o u g h t t o

b e i n u s e i n t h e E U .
T h e r e fo r e , t h e l a r g e m a j o r i t y o f t h e s e c h e m i c a l s h a v e l i m i t e d o r n o

t o x i c i t y i n f o r m a t i o n ( B r o w n 2 0 0 3 ) .
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R e g u l a t o r y T o x i c o l o g y

R e g u l a t o r y t o x i c o l o g y s a w it s b e g i n n i n g i n 1 9 7 6 w h e n t h e E P A g e n e r a t e d t h e fi r s t

p h a s e o f f e d e r a l g u i d e l in e s o u t l i n i n g a p p r o a c h e s f o r a s s e s s i n g c h e m i c a l s a f e t y . R i s k

a s s e s s m e n t s a r e b a s e d o n a s e r i e s o f w e i g h t - o f - e v i d e n c e c h a r a c t e r i z a t i o n s
,
d o s e r e s p o n s e

m o d e l s
,
a n d e x p o s u r e e s t im a t e s (A n d e r s o n 1 9 8 9 ) . T h e E P A O f f i c e o f P e s t i c i d e P r o g r a m s

(O P P ) u s e s t h e N a t i o n a l R e s e a r c h C o u n c i l ' s f o u r - s t e p p r o c e s s f o r h u m a n h e a l t h r i s k

a s s e s sm e n t . St e p o n e o f t h i s p r o c e s s i s h a z a r d id e n t i fi c a t i o n . M a n y d i f f e r e n t t y p e s o f a n im a l

s t u d ie s (e x a m p l e s i n c l u d e : r e p r o d u c t iv e
,
d e v e l o p m e n t a l , a n d c h r o n i c / c a n c e r b i o a s s a y s ) a r e

g e n e r a l l y c o n d u c t e d t o d e t e r m in e p o t e n t i a l h e a l t h o u t c o m e s t h a t c o u ld r e s u l t fr o m c h e m i c a l

e x p o s u r e s . S t e p t w o in v o l v e s a n a n a l y s i s o f d o s e - r e s p o n s e a n d i s u lt i m a t e ly u s e d t o d e r i v e

w h a t i s c o n s i d e r e d a s a f e v a l u e f o r h u m a n s (U . S . E P A
,
2 0 0 7 ) . T h e d o s e r e s p o n s e i s u s e d t o

d e r i v e a n o o b s e r v e d a d v e r s e e f f e c t l e v e l (N O A E L ) . A N O A E L i s a n e x p e r im e n t a l l y d e r i v e d

d o s e a t w h i c h t h e r e w a s n o s t a t i s t i c a l l y o r b i o l o g i c a l l y s i g n i fi c a n t o c c u r r e n c e o f a n a d v e r s e

h e a l t h e f f e c t . A s e r i e s o f s a f e t y fa c t o r s a r e a p p l i e d a s p r o t e c t i v e m e a s u r e s a g a i n s t in t e r - a n d

i n t r a s p e c i e s v a r i a b i l i t y a n d t h e r e s u l t i n g v a lu e i s r e f e r r e d t o a s t h e r e g u l a t o r y r e f e r e n c e d o s e

(R fD ) (U . S . E P A
,
1 9 9 3 ) . I n 1 9 9 6

,
t h e F o o d Qu a l it y P r o t e c t io n A c t ( F QPA ) w a s s ig n e d in t o

l aw a n d r e q u ir e d a n a d d it i o n a l s a f e t y f a c t o r b e a p p l i e d t o R f D v a l u e s fo r p r o t e c t i o n o f in f a n t s

a n d c h i l d r e n . T h e a dj u s t e d R fD i s r e f e r r e d t o a s t h e c hr o n i c p o p u l a t io n a dj u s t e d d o s e

(c PA D ) . E s t im a t e d l e v e l s o f e x p o s u r e t h a t d o n o t e x c e e d 10 0 % o f th e c P A D w i l l n o t r e q u i r e

m it i g a t i o n e f fo r t s a n d a r e n o t o f a le v e l o f c o n c e r n f o r t h e a g e n c y (U .
S

.
E PA

,
2 0 0 2 ) .

P h a r m a c o - a n d T o x i c o k i n e t i c s

T h e r e a r e m a n y c h a l l e n g e s w h e n d r a w i n g h u m a n i n v i v o r e l e v a n c e fr o m i n v i t r o

a c t i v i t y m e a s u r e m e n t s . I n o r d e r t o e x t e n d t h e s e a p p r o a c h e s t o q u a n t it a t i v e r i s k a s s e s s m e n t s
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a n d f o r p r io r i t iz a t i o n e f f o r t s
,
it is n e c e s s a r y t o u n d e r s t a n d th e m e t a b o l i c a n d p h a r m a c o k i n e t ic

p o t e n t i a l o f t h e s e c h e m i c a l s (J u d s o n e t a l .

,
2 0 09 b ) .

P h a r m a c o k in e t i c m o d e l i n g h a s b e e n u s e d

e x t e n s iv e l y i n dr u g d e v e lo p m e n t a n d d is c o v e r y . T h e im p l i c a t i o n s o f t h e s e m o d e l s h a s l e d t o

f e w e r n u m b e r s o f f a i l e d c o m p o u n d s a n d r e d u c e d t h e n u m b e r o f s t u d i e s n e e d f o r r e g i s t r a t i o n

(R a j m a n 2 0 0 8 ) . T h e u s e o f t h e s e m o d e ls f o r d r u g d e v e l o p m e n t h a s p r o v i d e d a n e f f e c t i v e t o o l

f o r c a p t u r i n g t h e in h e r e n t v a r i a b i l it y a n d u n c e r t a i n t y in t h e d r u g d e v e l o p m e n t p r o c e s s (C h i e n

e t a l .

,
2 0 0 5 ) . P h y s i o lo g i c a l l y b a s e d p h a r m a c o k i n e t i c m o d e l s a r e g a i n i n g p o p u l a r i t y ; h o w e v e r

,

t h e y r e q u i r e a c e r t a i n a m o u n t o f p a r a m e t e r s t h a t m u s t b e e s t i m a t e d (S l o b e t a l
,
1 9 9 7 ) . T h e

u s e o f m v i t r o e s t i m a t e s c a n h e l p c o m p e n s a t e f o r t h e l a c k o f p a r a m e t e r s p r e s e n t e d i n a s i n g l e

c o m p a r tm e n t m o d e l
.
M e t a b o l i c c l e a r a n c e a s s a y s m e a s u r e t h e a b i l it y o f a c h e m i c a l t o u n d e r g o

b i o t r a n s f o r m a t i o n f o r t h e p u r p o s e s o f d e f i n i n g a p h a r m a c o l o g i c a l o r t o x i c o l o g i c a l p r o fi l e f o r

a c h e m i c a l . T h e s e a s s a y s a r e fr e q u e n t ly u s e d in t h e p h a r m a c e u t i c a l i n d u s t r y t o i n v e s t i g a t e a

k e y c o m p o n e n t o f t h e a b s o r p t io n
,
d i s t r i b u t i o n

,
m e t a b o Us m

,
a n d e x c r e t i o n (A D M E ) p r o p e r t i e s

a n d c a n a i d i n p r e d i c t i o n s o f p h a r m a c o l o g i c a l o u t c o m e s (M a s im i r e b w a 2 0 0 3 ) . A s t u d y

c o n du c t e d b y M c G in n i t y e t a l . ,
t e s t e d 5 0 d r u g s t o d e t e r m i n e w h e t h e r hu m a n h e p a t o c y t e s

m e a s u r i n g h e p a t i c m e t a b o l i c c l e a r a n c e w o u l d a c c u r a t e l y p r e d i c t i n v i v o hu m a n m e t a b o l i c

c l e a r a n c e . T h e r e s u lt s fr o m t h i s s t u d y d e m o n s t r a t e t h a t i n t r i n s i c c l e a r a n c e m e a s u r e m e n t s

fr o m c r y o p r e s e r v e d h u m a n h e p a t o c y t e s a r e s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t l y c o r r e la t e d w i t h fr e s h

h e p a t o c y t e s a n d i n v i v o h u m a n m e t a b o l i c c l e a r a n c e (M c G in n i t y e t a l ,
2 0 0 4 ) . T h e d e g r e e t o

w h i c h a c h e m i c a l i s d i s t r i bu t e d t h r o u g h t h e b o d y a n d m a d e a v a i l a b l e f o r m e t a b o l i s m a n d

e x c r e t i o n i s d u e l a r g e l y t o i t s a f fi n it y fo r p l a s m a p r o t e in . St u d i e s h a v e d e m o n s t r a t e d t h a t a

s t r o n g c o r r e l a t i o n e x i s t s b e t w e e n t h e b i n d in g o f a c h e m i c a l a n d i t s l i p o p h i l i c it y (L in e t a l
,

1 9 9 7 ) . I n v i t r o e q u i l i b r i u m d i a l y s i s h a s b e e n s h o w n t o p r o d u c e a c c u r a t e e s t i m a t e s o f v i n b o u n d
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fr a c t io n c o m p a r e d t o p l a s m a o b t a i n e d fr o m h u m a n s u bj e c t s (K o ik e e t a l .

,
1 9 8 5 ) . T h e u s e o f

t h e s e m e t h o d s t o d e r i v e e s t i m a t e s o f m v i v o c o n c e n t r a t i o n s h a s n o t b e e n g r e a t l y u t i l i z e d f o r

e n v i r o n m e n t a l c h e m i c a l s .

E s t im a t i n g H u m a n E x p o s u r e s

T h e i n c o r p o r a t i o n o f e s t i m a t e d h u m a n e x p o s u r e s s h o u l d i m p a c t t h e o r d e r o f c h e m i c a l

p r i o r i t i z a t io n (J u d s o n e t a l
,
2 0 0 9b ) . B i o m o n i t o r i n g d a t a a v a i l a b l e fr o m t h e U .

S
.
C e n t e r s f o r

D i s e a s e C o n t r o l (C D C ) a n d t h e i r N a t i o n a l H e a l t h a n d N u t r it i o n E x a m in a t i o n S u r v e y

(N H A N E S) h a s b e c o m e t h e l a r g e s t d a t a s e t a n a l y z i n g b l o o d a n d u r i n e c o n c e n t r a t io n s o v e r a

w i d e r a n g e o f s u b p o p u l a t i o n s . E f fo r t s h a v e b e e n m a d e t o e x t r a p o l a t e c h e m i c a l c o n c e n t r a t i o n s

i n u r i n e a n d b l o o d t o a n o r a l i n t a k e v a l u e . T h i s a p p r o a c h u s e s N H A N E S a n d o t h e r

b i o m o n i t o r i n g d a t a a n d p h y s i o l o g i c a l l y b a s e d p h a r m a c o k in e t i c (P B P K ) m o d e l s . T h e g o a l s o f

t h i s s t u d y w e r e t o h e lp c a t e g o r i z e c h e m i c a l s i n t o l o w
,
m e d i u m

,
a n d h i g h p r i o r i t y f o r r i s k

a s s e s s m e n t p u r p o s e s (H a y s a n d A y l w a r d ,
2 0 0 9 ) . H o w e v e r , t h i s a p p r o a c h d o e s n o t e s t im a t e

o r a l d o s e s b a s e d o n b io a c t i v i t y fr o m i n v i t r o a s s a y s ,
a n d l a c k s t h e d e t e r m i n a t i o n o f h e a l t h

c o n s e q u e n c e s fr o m e x p o s u r e s . T h e r e a r e a l s o h m it a t i o n s i n u s i n g b i o m o n it o r i n g d a t a t o

c a l c u l a t e e x p o s u r e s . B io m o n i t o r i n g d a t a o n l y r e f le c t s t h e a m o u n t o f t h e c h e m i c a l i n t h e b o d y

a t t h e t im e o f t e s t i n g a n d m a y n o t r e p r e s e n t o r i g in a l e x p o s u r e l e v e l s . T h e r e a l s o m u s t b e

e n o u g h k n o w l e d g e r e g a r d in g t i s s u e d i s t r i b u t i o n a n d m e t a b o l i c c a p a c i t y i n o r d e r t o q u a n t i fy

e x p o s u r e v a l u e s (J u b e r g e t a l
,
2 0 0 8

,
N R C 2 00 6 ) . T h e r e h a v e b e e n e f f o r t s t o u s e

p h a r m a c o k i n e t i c m o d e l s t o c o n v e r t c u r r e n t r e g u l a t o r y R fD t o b i o m o n i t o ri n g e q u i v a l e n t s .

T h i s c o u l d b e u s e d t o e v a l u a t e h o w b i o mo n i t o r in g d a t a c o m p a r e s t o p r e s u m a b l y s a fe l e v e l s

a s d e t e r m i n e d b y t h e E P A . H o w e v e r
,
t h i s a p p r o a c h i s s t i l l b a s in g h u m a n v a lu e s o fl f o f r o d e n t
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t o x i c it i e s . O v e r a ll , t h e c u r r e n t l i t e r a t u r e d em o n s t r a t e s t h e n e e d f o r a n a d d i t io n a l

c o m p r e h e n s i v e s t u d y u s in g t h e m e t h o d s d e s c r i b e d i n t h i s p a p e r a n d t h e im p a c t t h a t t h e s e

t y p e s o f s t u d i e s c o u l d h a v e o n r e g u la t o r y t o x i c o lo g y .
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C h a p t e r 2

I n t r o d u c t i o n

T h e c u r r e n t p a r a d i g m fo r t e s t i n g a g r i c u lt u r a l a n d i n d u s t r i a l c h e m i c a l s f o r p o t e n t i a l

h u m a n h e a lt h e f fe c t s h a s n o t c h a n g e d s i g n i f i c a n t l y o v e r t h e p a s t f o u r d e c a d e s . T e s t s

t y p i c a l l y i n c l u d e e v a l u a t i o n o f c a r c i n o g e n i c it y a n d c hr o n i c
,
d e v e lo p m e n t a l

,
a n d r e p r o d u c t i v e

t o x i c it i e s . T h e t e s t s a r e i n e f f i c i e n t , e x p e n s i v e
,

a n d r e l y h e a v i l y o n e x p e r im e n t a l a n im a l s .

D u e t o t h e c o m p l e x i t y a n d e x p e n s e o f t h e s e t e s t s a n d t h e c u r r e n t r e g u l a t o r y r e q u ir e m e n t s t h a t

d i c t a t e p r o d u c t r e g i s t r a t i o n
,
m o s t c h e m i c a l s c u r r e n t l y in c o m m e r c e h a v e u n d e r g o n e o n l y

l im it e d o r n o s a f e t y t e s t in g (Ju d s o n e t a l .
2 0 0 9 a ) . T h i s d e f i c i t i n s a f e t y t e s t i n g i s b e g i n n in g t o

b e a d d r e s s e d t h r o u g h l e g i s l a t iv e m a n d a t e s . I n E u r o p e ,
t h e R e g is t r a t io n

,
E v a l u a t io n

,
a n d

A u t h o r i z a t io n o f C h e m i c a l s (R E A C h ) i n i t i a t i v e b e g a n a p h a s e d im p l e m e n t a t io n in 2 0 0 7 t h a t

w i l l s u b s t a n t i a l l y a lt e r t h e s a f e t y t e s t in g p e r f o r m e d o n b o t h n e w a n d e x i s t i n g c h e m i c a l s . I n

t h e U n i t e d S t a t e s
,
le g i s l a t i o n t o o v e r h a u l t h e T o x i c S u b s t a n c e s C o n t r o l A c t (T S C A ) i s

c u r r e n t l y u n d e r d i s c u s s i o n i n C o n g r e s s . N o n e t h e l e s s
,
l e g i s l a t iv e a c t i o n r e q u ir i n g s a fe t y

t e s t i n g o n m o r e c h e m i c a l s u s i n g t h e t r a d it i o n a l t e s t in g p a r a d i g m w i l l s i g n i fi c a n t l y i n c r e a s e

t h e e c o n o m i c b u r d e n a n d a n im a l u s e w h i l e n o t a d d r e s s i n g m a n y o f t h e i s s u e s t h a t e x i s t

w i t h in t h e c u r r e n t s y s t e m . T h e r e g u l a t io n s u n d e r R E A C h h a v e b e e n e s t im a t e d t o d ir e c t l y

c o s t i n d u s t r y $ 4 .
2 b i l l i o n (B r o w n 2 0 0 3 ) a n d r e q u i r e t h e u s e o f m o r e t h a n 4 5 m i l l i o n a n i m a l s

o v e r t h e n e x t 15 y e a r s (H a r t u n g 2 00 9 ; B r e i t h a u p t 2 0 0 6 ; H o f e r e t a l . 2 0 04 ) .
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T o a d d r e s s t h e l a r g e n u m b e r o f u n t e s t e d c h e m i c a l s a n d i m p r o v e c h e m i c a l r i s k

m a n a g e m e n t
,
t h e U . S . E PA d e v e lo p e d a n a l t e r n a t i v e t e s t i n g p r o g r a m c a l l e d T o x C a s t ^ " ^ t o

e f fi c i e n t l y s c r e e n c h e m i c a l s a n d p r io r i t iz e l i m it e d t e s t in g r e s o u r c e s t o w a r d t h o s e r e p r e s e n t i n g

t h e g r e a t e s t p o t e n t i a l h a z a r d t o h u m a n h e a l t h (D i x e t a l . 2 0 0 7 ) . I n t h e f ir s t p h a s e o f t h e

T o x C a s t p r o g r a m ,
h u n d r e d s o f h i g h - t h r o u g h p u t i n v i t r o a s s a y s w e r e u s e d t o s c r e e n a l ib r a r y

o f a g r i c u lt u r a l a n d i n d u s t r i a l c h e m i c a l s t o i d e n t i f y c e l l u l a r p a t h w a y s a n d p r o c e s s e s p e r t u r b e d

b y t h e s e c h e m i c a l s (J u d s o n e t a l .
2 0 09 b ) .

H o w e v e r , t h e u s e o f o n l y i n v i t r o a s s a y

c o n c e n t r a t i o n s f o r p r io r i t iz i n g c h e m i c a l s f o r t e s t i n g m a y o v e r - o r u n d e r - e s t i m a t e t h e p o t e n t i a l

h a z a r d o f t h e s e c h e m i c a l s d u e t o d i f f e r e n c e s i n b i o a v a i l a b i l it y ,
c l e a r a n c e

,
a n d e x p o s u r e i n

v i v o .

T o e v a l u a t e t h e u t i l i t y o f in c o r p o r a t i n g h u m a n do s im e t r y a n d e x p o s u r e i n t o h i g h -

t h r o u g h p u t i n v i t r o t o x i c i t y s c r e e n in g ,
a c o m b i n a t i o n o f e x p e r i m e n t a l a s s a y s

,
c o m p u t a t i o n a l

m o d e l i n g ,
a n d e x p o s u r e a s s e s s m e n t w a s p e r f o r m e d fo r a s u b s e t o f T o x C a s t c h e m i c a l s

(F i g u r e 1 ) . F o r h u m a n d o s i m e t r y ,
i n v i t r o a s s a y s w e r e u s e d t o e s t im a t e m e t a b o l i c c l e a r a n c e

a n d p l a s m a p r o t e i n - b i n d i n g .
C o m p u t a t i o n a l i n v i t r o - t o - i n v i v o e x t r a p o l a t i o n m e t h o d s t h e n

e s t im a t e d th e h u m a n o r a l e q u i v a l e n t d o s e s t h a t w o u l d b e r e q u ir e d t o p r o d u c e s t e a d y s t a t e i n

v i v o c o n c e n t r a t i o n s e q u iv a l e n t t o i n v i t r o A C 5 0 v a l u e s - t h a t i s , c o n c e n t r a t i o n s s u f f i c i e n t f o r

5 0 % a c t i v i t y (s e e s e c t i o n
" I n V it r o B i o a c t i v i t y D a t a

" in M e th o d s fo r d e t a i l s ) - fr o m th e

T o x C a s t d a t a F o r e a c h c h e m i c a l a h u m a n o r a l e q u i v a l e n t d o s e w a s e s t im a t e d fo r e a c h o f t h e

3 9 8 T o x C a s t a s s a y s t h a t p r o d u c e d a r e s u l t . F o r h u m a n e x p o s u r e s , a g g r e g a t e e x p o s u r e

e s t im a t e s b a s e d o n m a x im a l l y a l l o w e d c h e m i c a l r e s i du e l e v e l s fr o m fo o d a n d dr i n k in g w a t e r

w e r e o b t a i n e d fr o m r e g i s t r a t i o n d o c u m e n t s . B y c o m p a r i n g t h e h u m a n o r a l e q u i v a l e n t d o s e s
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a c r o s s a l l t h e T o x C a s t a s s a y s w i t h t h e e x p o s u r e e s t im a t e s , c h e m i c a l s w i t h th e p o t e n t i a l t o

p e r t u r b c e l l u l a r p a t hw a y s a t r e l e v a n t h u m a n e x p o s u r e l e v e l s w e r e id e n t i fi e d .

To x Ca st N o m i n a l A s s a y

C o n c e n t r a t i o n s

{> 4 0 0 i n v i t r o a s s a y s )

T o x i c o l c i n e t i c P a r a m e t e r s

P r o v i d e d b y T o x Ca s t

D a ta G e n e r a t e d In V i tr o

D a ta O b t a i n e d f r o m

R e g i s t r a t i o n D o c u m e n t s

T o x C a st N o m i n a l A s s a y

A C 5 0 C o n c e n t r a t i o n

I I

E s t i m a t e d Ta r g e t T i s s u e

C o n c e n t r a t i o n

I n t r i n s i c C l e a r a n c e

P l a s m a P r o t e i n B i n d i n s

M e t a b o l is m

D i s t r i b u t io n

C o m p u t a t i o n a l In V i t r o -

t o - l n V i v o E x t r a po l a t i o n

H u m a n E x p o s u r e

P r e d i c t e d O r a l

E q u i v a le n t s

c Ex p o s u r e R a t i o
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F i g u r e 1
.

r T K W o r k F l o w

S c h e m a t i c r e p r e s e n t a t i o n fo r i n c o r p o r a t i n g h u m a n d o s im e t r y a n d e x p o s u r e i n t o t h e h i g h
-

t h r o u g hp u t i n v i t r o t o x i c i t y s c r e e n in g p r o c e s s p e r f o r m e d i n T o x C a s t .
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C h a p t e r s

M e t h o d s

B i o c h e m i c a l s

H E P E S b u f fe r
, g e n t a m i c in

, p e n i c i l l i n / s t r e p t o m y c in ,
a n d G lu t a m a x

^ "̂ w e r e p u r c h a s e d

fr o m G ib c o (G r a n d I s l a n d
,
N Y ) . I T S +

^ ' ^
w a s p u r c h a s e d fr o m B D B i o s c i e n c e s (S a n Jo s e

,

C A ) . W i l l i a m '

s E M e d i u m
,
d e x a m e t h a s o n e

,
a c e t o n it r i l e

,
d im e t h y l s u l f o x i d e (D M SO ), a n d

T r y p a n B l u e
^ "̂ w e r e o b t a i n e d fr o m Si g m a C h e m i c a l C o . (St . L o u i s

,
M O ) .

Ch e m i c a l S e l e c t i o n a n d S t o c k P r e p a r a t i o n

T h e 3 9 c h e m i c a l s a n a ly z e d i n t h i s s t u d y r e p r e s e n t a s u b s e t o f t h e T o x C a s t P h a s e I

c h e m i c a l l i b r a r y ( h t t p : / /w w w . e p a . g o v / n c c t / t o x c a s t / c h e m i c a l s . h t m l ) . T h e s u b s e t w a s s e l e c t e d

b a s e d o n r e s u l t s fr o m p i l o t s t u d i e s m e a s u r i n g c e l l u l a r c y t o t o x i c i t y . A s a w h o l e
,
t h e T o x C a s t

P h a s e I c h e m i c a l l i b r a r y c o n s i s t s o f 3 0 9 u n i q u e c o m p o u n d s s e l e c t e d b a s e d o n a s e t o f f o u r

c r i t e r i a . F i r s t
,

c o m p o u n d s m u s t h a v e e x t e n s i v e c h r o n i c
,

c a n c e r
,
m u lt i -

g e n e r a t i o n a l

r e p r o d u c t i v e a n d d e v e l o p m e n t a l i n v i v o d a t a a v a i l a b l e . T h i s c r it e r io n w a s m e t b y 9 5 % o f t h e

T o x C a s t c h e m i c a l s . Se c o n d
,
c h e m i c a l s m u s t b e s o l u b l e in D M SO . T h i s c r it e r i o n w a s m e t b y

9 7 . 5 % o f t h e T o x C a s t c h e m i c a l s .
T h ir d

,
c h e m i c a l s m u s t h a v e a m o l e c u l a r w e i g h t b e t w e e n

2 5 0 - 1 0 0 0 a m u . T h i s c r i t e r i o n w a s m e t b y 9 0 % o f t h e T o x C a s t c h e m i c a l s . F in a l l y ,
c h e m i c a l s

m u s t b e o b t a in a b l e w it h p u r i t y > 9 0 % . A t o t a l o f 9 8 .
1% o f t h e T o x C a s t c h e m i c a l s m e t t h i s

c r i t e r i o n .
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T h e 3 9 c h e m i c a l s w e r e o b t a in e d fr o m v a r i o u s v e n d o r s , w i t h 3 6 o f t h e 39 c h e m i c a l s

p o s s e s s i n g a p u r it y e x c e e d i n g 9 7 % . St o c k s o lu t i o n s (2 0 m M ) w e r e p r e p a r e d in D M S O a n d

s t o r e d i n a m b e r v i a l s a t - 8 0 ° C . T h e s t o c k s o lu t i o n s w e r e d i l u t e d t o t h e 0 . 2 a n d 2 m M

w o r k i n g c o n c e n t r a t i o n s a t t h e t i m e t h e a s s a y s w e r e c o n d u c t e d .

P l a s m a P r o t e i n B i n d i n g A s s a y

H u m a n p l a s m a w a s o b t a in e d fr o m B i o r e c l a m a t i o n
,
I n c . (C a t a l o g N o . H M P L E D T A 2 ;

W e s tb u r y ,
N Y ) a n d s t o r e d a t - 8 0 ° C u n t i l u s e . T h e p la s m a w a s i s o l a t e d fr o m s i x i n d i v i d u a l

d o n o r s u s i n g K 2E D T A a s t h e a n t i - c o a g u l a n t . T h e p l a s m a w a s t h a w e d a t r o o m t e m p e r a t u r e

a n d c e n t r i fi i g e d a t 2 0 0 0 X g f o r 10 m i n p r i o r t o a n a l y s i s . R a p i d e q u i l i b r i u m d i a l y s i s w a s

c o n d u c t e d i n 9 6 - w e l l f o r m a t u s i n g t h e s i n g l e - u s e r a p i d e q u i l i b r iu m d i a l y s i s p l a t e (C a t a lo g

N o . 9 0 0 0 6 ,
P i e r c e B i o t e c h n o l o g y ,

R o c k f o r d ,
I L ) a c c o r d i n g t o m a n u f a c t u r e r

'
s i n s t r u c t i o n s .

B r i e f l y , p h o s p h a t e b u f f e r e d s a l in e (P B S) a n d p l a s m a w a s l o a d e d t o t h e b u f f e r a n d s a m p l e

c h a m b e r s ,
r e s p e c t i v e l y , u s i n g a B i o m e k F X w o r k s t a t i o n (B e c k m a n C o u l t e r ; B r e a

, C A ) .

C h e m i c a l s t o c k s o l u t i o n s w e r e a d d e d t o t h e s a m p l e c h a m b e r s t o a c h i e v e fi n a l c o n c e n t r a t i o n s

o f 1 a n d 10 |i M . T h e c o n c e n t r a t io n o f D M SO d i d n o t e x c e e d 0 . 5% .
T h e r a p id e q u i l ib r i u m

d i a l y s i s p l a t e w a s w r a p p e d in a lu m in u m fo i l a n d i n c u b a t e d a t 3 7 ° C a t 1 0 0 r p m i n a n o r b it a l

s h a k e r f o r 4 h o u r s . A l i q u o t s w e r e r e m o v e d fr o m t h e bu f fe r a n d s a m p l e c h a m b e r s
,
m i x e d

w it h a c e t o n it r i l e ( 1 0 0 % ) t o p r e c i p i t a t e p r o t e i n s
,
a n d s t o r e d a t - 8 0 ° C u n t i l a n a l y t i c a l a n a l y s i s .

T h e a s s a y s w e r e p e r fo r m e d in t r ip l i c a t e . r ' t v

n
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M e t a b o l i c C l e a r a n c e A s s a y

C r y o p r e s e r v e d h e p a t o c y t e s , p r o v id e d b y C e l l z D i r e c t / L i f e T e c h n o lo g i e s ,
I n c .

( D u r h a m
,
N C) ,

w e r e o b t a i n e d fr o m tw o s e p a r a t e p o o ls o f t e n i n d i v i d u a l d o n o r s (H u P 5 0 a n d

H u P 2 0 0 0 ) . B o t h p o o l s w e r e m a d e fr o m fi v e m a l e a n d fi v e f e m a l e d o n o r s . T h e H u P 5 0 po o l

w a s m a d e fr o m n in e C a u c a s i a n d o n o r s a n d o n e A f r i c a n A m e r i c a n d o n o r . T h e H u P 2 0 0 0 p o o l

w a s m a d e fr o m e i g h t C a u c a s i a n d o n o r s
,
o n e A fr i c a n A m e r i c a n d o n o r

,
a n d o n e H i s p a n i c

d o n o r . B o t h p o o l s o f h e p a t o c y t e s w e r e c h a r a c t e r iz e d fo r m e t a b o l i s m a n d v i a b i l it y a n d a l l

v a l u e s f e l l w it h in a c c e p t a b l e r a n g e s b a s e d o n s t a n d a r d C e l l z D ir e c t q u a l i t y c o n t r o l l im it s .

I n c u b a t i o n m e d iu m w a s p r e p a r e d b y s u p p l e m e n t in g Wi l l i a m '

s E M e d i u m w i t h 0 . 1

î M d e x a m e t h a s o n e
,
f m L I T S +

^ '^
(p e r 5 0 0 m L m e d i u m ) ,

4 m M G l u t a m a x
^ '^

,
1 5 m M

H E P E S
,

a n d e i t h e r 2 |a g /m L g e n t a m y c i n o r 2
. 5 m L p e n i c i l l i n / s t r e p t o m y c i n (p e r 5 0 0 m L

m e d i u m ) . I n s e p a r a t e a m b e r g l a s s v i a l s
,
t h e c h e m i c a l s t o c k s w e r e a d d e d t o w a r m i n c u b a t io n

m e d i u m t o y i e l d t h e t a r g e t e d w o r k in g c o n c e n t r a t io n s (e . g .

,
2 |j M b y a d d i n g 10 |j L 1 m M

c h e m i c a l s t o c k t o 5 m L o f in c u b a t i o n m e d i u m ) . T h e in c u b a t i o n m e d i a c o n t a i n in g t h e

c h e m i c a l (0 . 5 m L ) w a s a d d e d t o a s i n g l e w e l l o f a 1 2 - w e l l n o n - c o a t e d p o l y s t y r e n e p l a t e . T h e

p l a t e s w e r e t h e n p l a c e d i n a n i n c u b a t o r a t 3 7 ° C /5% C O 2 o n a n o r b i t a l s h a k e r p r i o r t o a d d it io n

o f t h e c e l l s .

V i a l s o f c r y o p r e s e r v e d h e p a t o c y t e s w e r e t h a w e d u s in g w a r m W i l l i a m '

s E M e d i u m

(3 7
°

C ) a n d c e n t r i fi i g e d a t 7 6 X g fo r 6 m i n u t e s a t 2 0
°

C . T h e c e l l s w e r e r e s u s p e n d e d i n

in c u b a t i o n m e d i u m t o a w o r k i n g c e l l d e n s i t y o f 1 . 0 x 10
^
v i a b l e c e l l s p e r m L a s d e t e r m in e d

b y T r y p a n B l u e
^ "̂

e x c l u s i o n . T o e a c h w e l l o f t h e i n c u b a t i o n p l a t e s ,
0 . 5 m L o f 1 . 0 x 10

v i a b l e c e l l s p e r m L w e r e a d d e d t o y i e l d a fi n a l c e l l d e n s it y o f 0 . 5 x 1 0
^

v i a b l e c e l l s p e r m L .

A p o r t i o n o f t h e h e p a t o c y t e s w e r e b o i l e d fo r 5 m i n (h e a t - t r e a t e d ) t o d e n a t u r e p r o t e i n s p r i o r t o
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a d d i t i o n t o t h e i n c u b a t i o n m e d i u m .
T h e b o i l e d h e p a t o c y t e s s e r v e d a s a n e g a t i v e m a t r i x

c o n t r o l f o r e a c h c h e m i c a l . A m e d i a o n l y n e g a t i v e c o n t r o l w a s a l s o i n c lu d e d f o r e a c h

c h e m i c a l .
T h e p l a t e s w e r e m a in t a in e d i n t h e i n c u b a t o r o n a n o r b i t a l s h a k e r a t a s e t s p e e d o f

1 2 0 r p m f o r t h e d u r a t i o n o f t h e in c u b a t io n s .
A t t i m e p o in t s o f 0

,
1 5 , 3 0 , 6 0 ,

a n d 1 2 0 m i n
,
5 0

^ L a l i q u o t s w e r e r e m o v e d fr o m e a c h w e ll a n d q u e n c h e d w i t h 50 ^ L i c e c o l d a c e t o n i t r i l e .

D u p l i c a t e w e l l s w e r e r u n f o r e a c h c h e m i c a l . T h e q u e n c h e d a l i q u o t s w e r e fr o z e n a t - 7 0 ° C

p r i o r t o a n a ly s i s .

•

A n a ly s i s by L C / MS

S a m p l e s fr o m th e m e t a b o l i c c l e a r a n c e a s s a y w e r e t h a w e d a t r o o m t e m p e r a t u r e
,

v o r t e x e d b r i e f l y a n d c e n t r i fi i g e d a t 6
,
0 0 0 X g f o r 1 m in . S a m p l e s w e r e t h e n d i l u t e d 1 : 1 0 w i t h

5 % v / v a c e t o n i t r i l e i n w a t e r ,
m i x e d

, a n d c e n t r i fi a g e d f o r 1 m in a t 6 , 0 0 0 X g . S a m p l e s w e r e

a n a l y z e d o n a n A P I 3 0 0 0 L C / M S (A p p l i e d B i o s y s t e m s
,
F o s t e r C it y ,

C A ) .

S a m p l e s fr o m t h e p l a s m a p r o t e i n b i n d in g a s s a y w e r e t h a w e d a t r o o m t e mp e r a t u r e
,

v o r t e x e d b r i e f l y ,
a n d c e n t r i fi i g e d a t 1 0

,
0 0 0 X g f o r 1 0 m i n . S a m p l e s w e r e d i l u t e d in 5 % v / v

a c e t o n i t r i l e in w a t e r ,
m i x e d

,
a n d c e n t r i fi a g e d a t 6 , 0 0 0 X g f o r 1 m i n p r io r t o a n a l y s i s o n t h e

A P I 3 0 0 0 L C /M S .

A n a ly s i s by G C/ M S

A l l s a m p l e s w e r e t h a w e d a t r o o m t e m p e r a t xi r e , v o r t e x e d b r i e fl y , a n d c e n t r i fi i g e d a t

10
,
0 0 0 X g f o r 1 0 m i n . S o li d p h a s e e x t r a c t io n ( SP E ) w a s c o n d u c t e d u s in g S e p

- P a k C i 8 9 6 -

w e l l SP E p l a t e s (C a t . # 1 86 0 0 3 9 6 6 ; W a t e r s
,
M i l f o r d

,
M A ) i n c o n j u n c t i o n w i t h a v a c u u m

m a n i fo l d fo l l o w i n g m a n u f a c t u r e r
'

s i n s t r u c t i o n s . S a m p l e s w e r e e l u t e d in m e t h a n o l in t o G C

v i a l s p r i o r t o l o a d in g o n a n A g i l e n t 6 8 9 0 G C w it h m o d e l 5 9 7 3 M S (A g i l e n t T e c h n o l o g i e s
,
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S a n t a C l a r a
,
C A ) . S a m p l e s w e r e a n a l y z e d u s i n g e l e c t r o n i m p a c t m o d e a n d s e l e c t iv e i o n

m o n i t o r i n g .

P l a s m a P r o t e i n B i n d i n g D a t a A n a ly s i s

T o c a l c u l a t e p e r c e n t o f u n b o u n d c h e m i c a l (F u b ) ,
t h e t e s t c o m p o u n d c o n c e n t r a t i o n i n

t h e P B S c h a m b e r w a s d i v i d e d b y t h e c o n c e n t r a t io n in t h e m a t c h e d p l a s m a s a m p l e a n d

m u l t i p l i e d b y 10 0 . F o r a s u b s e t o f c o m p o u n d s
,
t h e c a l c u l a t i o n s r e s u lt e d i n e it h e r > 10 0% o r

0 % F u b - T o e s t im a t e t h e F u b fo r t h e s e c h e m i c a l s
,
t h e Qi k p r o p s o ft w a r e a p p l i c a t i o n (V e r s i o n

3 . 0
,
S c h r o d i n g e r ,

N e w Y o r k
,
N Y ) w a s u s e d t o p r e d i c t t h e l o g s e r u m p r o t e i n b i n d i n g (K h s a ) -

S t a t i s t i c a l a n a l y s i s o f t h e s i g n i f i c a n c e o f t h e c o r r e l a t io n c o e f fi c i e n t w a s p e r f o r m e d u s in g t h e

s t a n d a r d t e s t f o r c o r r e l a t i o n w it h t d i s t r i b u t i o n a n d n - 2 d e g r e e s o f fr e e d o m .

M e t a b o l i c C l e a r a n c e D a t a A n a ly s i s

T h e m e t a b o l i c c l e a r a n c e r e s u l t s f o r t h e 1 a n d 10 ju M s t a r t in g c o n c e n t r a t i o n s w e r e

p l o t t e d s e p a r a t e l y in s e m i - l o g f o r m a t (l o g c o n c e n t r a t io n v e r s u s t im e ) w i t h t w o r e p l i c a t e s a t

e a c h t im e p o in t . T h e t im e c o u r s e d a t a a t e a c h c o n c e n t r a t i o n w a s a n a l y z e d u s i n g l i n e a r

r e g r e s s i o n . B a s e d o n t h e s l o p e o f t h e r e g r e s s i o n l in e
,

a c l e a r a n c e v a l u e w a s e s t i m a t e d a n d

n o r m a l i z e d t o c e l l n u m b e r . T h e u n it s o f c l e a r a n c e w e r e ^ 1/ m i n / l O
^

c e l l s . C o n s i d e r i n g t w o

r e p l i c a t e s a t e a c h o f t h e fi v e t i m e p o i n t s ,
a s t a n d a r d F - t e s t (d f = 1

,
8 ; a = 0 . 1 0 ) w a s u s e d t o

d e t e r m i n e w h e t h e r t h e s l o p e o f t h e l in e w a s s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t fr o m 0 . F o r d a t a s e t s w i t h

m e a s u r e m e n t s t h a t f e l l b e l o w d e t e c t io n b e fo r e t h e 2 ho u r t im e p o in t ,
t h e d e g r e e s o f fr e e d o m

w e r e a dj u s t e d a c c o r d in g l y . F o r c h e m i c a l s t h a t f e l l b e l o w d e t e c t i o n l e v e l s b e fo r e t h e 2 h o u r

t im e p o i n t a n d w e r e n o t s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t (p > 0 . 1 0 ) ,
v a l u e s w e r e i n t e r p o l a t e d t o

d e t e r m i n e w h e t h e r t h e l a c k o f s t a t is t i c a l s i g n i fi c a n c e w a s in fl u e n c e d b y d a t a f a l l i n g b e l o w
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d e t e c t i o n l im i t s . C h e m i c a l s t h a t h a d n o s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t c h a n g e (p > 0 . 1 0) w e r e

a s s i g n e d a m e t a b o l i c c l e a r a n c e o f 0 .

I n V i t r o B i o a c t i v i ty D a t a

T h e T o x C a s t p r o g r a m m e a s u r e d a c t i v it y o f 3 0 9 c o m p o u n d s a g a in s t a s e t o f ~ 5 0 0 i n

v i t r o a s s a y s u s i n g 9 s e p a r a t e t e c h n o lo g i e s i n c l u d i n g c e l l- b a s e d a n d c e l l fr e e b i n d in g a s s a y s ,

p r o t e i n a n d R N A e x p r e s s i o n
, c e l l im a g i n g a n d r e a l - t im e e l e c t r o n i c i m p e d a n c e m e a s u r e m e n t s .

E a c h c h e m i c a l - a s s a y c o m b in a t i o n w a s r u n in d o s e r e s p o n s e f o r m a t a n d fr o m e a c h d o s e -

r e s p o n s e c u r v e
,
i t w a s d e t e r m in e d w h e t h e r t h e c h e m i c a l w a s a c t i v e o r n o t

,
a n d i f i t w a s , a

c h a r a c t e r i s t i c c o n c e n t r a t i o n w a s d e t e r m i n e d .
T h e s e w e r e w i t h A C 5 0 v a l u e s (t h e c o n c e n t r a t i o n

a t w h i c h 5 0 % o f m a x im u m a c t i v it y w a s s e e n ) o r L E C v a lu e s (t h e lo w e s t e f fe c t i v e

c o n c e n t r a t i o n a t w h ic h a c t i v it y w a s s t a t is t i c a l l y s i g n i fi c a n t l y a b o v e t h a t s e e n i n n e g a t i v e

c o n t r o l s ) .
T h e d a t a i s d e s c r ib e d i n J u d s o n e t a l 2 0 09 a

,
a n d a l l d a t a i s a v a i l a b l e fr o m t h e

T o x C a s t w e b s i t e (h t t p : /w w w . e p a . g o v / n c c t / t o x c a s t ) .

E s t i m a t i o n of O r a l E q u i v a l e n t s u s i n g I n V i t r o - t o - I n V i v o E x t r a p o l a t i o n

S im u l a t i o n s w e r e p e r f o r m e d f o r e a c h c h e m i c a l a n d e a c h A C 5 0 / L E C v a l u e a c r o s s 3 9 8

i n v i t r o a s s a y s
- i n a c t i v e c h e m i c a l - a s s a y c o m b i n a t io n s w e r e n o t s im u l a t e d . T h e i n v i t r o

b i o a c t i v it y w a s a s s u m e d t o b e s o l e ly t h e r e s u l t o f t h e p a r e n t c o m p o u n d .
F o r e a c h c o m p o u n d

,

a n e m p ir i c a l o n e - c o m p a r t m e n t p h a r m a c o k i n e t i c m o d e l w a s p a r a m e t e r i z e d . T h e r e w e r e t w o

r o u t e s o f e l im i n a t i o n : m e t a b o l i s m (d e t e r m i n e d fr o m m e a s u r e d m e t a b o l i c c l e a r a n c e ) a n d r e n a l

e x c r e t i o n (e s t im a t e d b y m u lt i p l y in g th e m e a s u r e d F
u b b y th e n o r m a l a d u l t g l o m e r u l a r

fi l t r a t i o n r a t e ( 1 1 1 m L / m in / 1 . 7 3 m
^ = 6 . 7 L /h r ) ( R u l e e t a l . 2 0 0 4 )) . G a s t r o in t e s t i n a l

a b s o r pt io n w a s a s s u m e d t o b e 10 0% .
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M e t a b o l i c c l e a r a n c e a n d p l a s m a p r o t e i n b i n d in g m e a s u r e m e n t s w e r e e n t e r e d i n t o t h e

Sim c y p s o ft w a r e a p p l i c a t i o n ( S i m c y p L im i t e d
,
Sh e f f i e l d

,
U K ) (J a m e i e t a l . 2 0 0 9 ) . F o r t h e

m e t a b o Hc c l e a r a n c e v a l u e s
,
e i t h e r t h e 1 o r 1 0 ju M v a l u e w a s u s e d d e p e n d in g o n w h i c h v a l u e

w a s c l o s e r t o t h e A C 50 c o n c e n t r a t io n . T h e i n v i t r o h e p a t o c y t e s w e r e a s s u m e d t o m a i n t a i n

p h y s i o l o g i c a l r a t e s o f x e n o b i o t i c m e t a b o l i s m . F o r t h e p l a s m a p r o t e i n b i n d i n g v a lu e s
,
t h e F u b

w a s a v e r a g e d a c r o s s t h e 1 a n d 10 /z M a n d u s e d a s i n p u t . I f t h e e x p e r im e n t a l l y m e a s u r e d F u b

w a s > 10 0 % o r 0%
,
t h e i n s i l i c o Qi k P r o p p r e d i c t e d F u b w a s u s e d .

S im u l a t i o n s w e r e p e r f o r m e d u s i n g a d o s e o f 1 m g / k g / d a y . M o n t e C a r l o a n a l y s i s w a s

p e r f o r m e d w it h i n t h e S im c y p s o ft w a r e t o s im u l a t e v a r i a b i l it y a c r o s s a p o p u l a t i o n o f 1 0 0

h e a l t h y i n d i v i d u a l s o f b o t h s e x e s fr o m 2 0 - 5 0 y e a r s o f a g e . A c o e f fi c i e n t o f v a r i a t io n o f 3 0 %

w a s u s e d f o r i n t ri n s i c a n d r e n a l c l e a r a n c e . T h e m e d i a n
,
u p p e r a n d l o w e r 5

*
p e r c e n t i l e f o r t h e

c o n c e n t r a t i o n a t s t e a d y s t a t e ( C s s ) w e r e o b t a i n e d a s o u t p u t . T h e s e v a l u e s w e r e t h e n u s e d a s

c o n v e r s i o n fa c t o r s t o g e n e r a t e o r a l e q u i v a l e n t d o s e s a c c o r d in g t o t h e fo l l o w i n g fo r m u l a :

1 m q /k q /d a y
O r a l E q u i v a l e n t = T o x C a s t A C 5 0 (j j M ) X ^—2 r

(m g / k g / d a y ) C s s (p M )

P h a r m a c o k i n e t i c M o d e l i n g

P u b l i s h e d p h a r m a c o k in e t i c (P K ) d a t a f o r t ri c l o s a n
,
2

,
4 - d i c h l o r o p h e n o x y a c e t i c a c id

,

o x y t e t r a c y c l in e d i h y d r a t e ,
a n d b i s p h e n o l A

,
a n d a P B P K m o d e l fo r p a r a t h i o n w e r e u s e d t o

e s t im a t e t h e C
s s
i n t h e p l a s m a i n h u m a n s e x p o s e d t o 1 m g / k g /d a y (S C C P 2 0 0 9

,
G e n t r y e t a l .

2 0 0 2 ; K o h l i e t a l 1 9 74 ; Sa u e r h o ff e / a l 1 9 7 7 ; V o l k e l e t a l 2 0 0 2 )

E s t i m a t i o n o f H u m a n E x p o s u r e

E x c e p t fo r B i s p h e n o l A , e x p o s u r e e s t im a t e s w e r e o b t a in e d fr o m a v a i l a b l e E P A O f fi c e

o f P e s t ic i d e P r o g r a m s d o c u m e n t s . T h e m a j o r i t y o f t h e e s t im a t e s c a m e fr o m r e r e g i s t r a t i o n

16
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e l i g i b i l i t y d e c i s i o n do c u m e n t s t h a t c o n t a i n e d r e s i d u e l e v e l s a n d e s t i m a t e d a g g r e g a t e

e x p o s u r e s fr o m f o o d a n d d r i n k i n g w a t e r s o u r c e s o r g a n i z e d b y v a r i o u s a g e g r o u p s a n d

s u b p o p u l a t i o n s . A s a c o n s e r v a t i v e e s t im a t e
,
t h e m o s t h i g h l y e x p o s e d g r o u p o r s u b p o p u l a t i o n

w a s u s e d . T h e e x p o s u r e e s t im a t e s f o r e a c h c h e m i c a l a r e p r o v i d e d a s s u p p l e m e n t a l m a t e r i a l

(Su p p l e m e n t a l T a b l e 5 ) . E s t im a t e d e x p o s u r e f o r B i s p h e n o l A w a s c a l c u l a t e d u s i n g N H A N E S

u r i n a r y c o n c e n t r a t i o n o f t o t a l B i s p h e n o l A . C o n c e n t r a t io n s w e r e t h e n b a c k - c a l c u l a t e d b y

m u l t i p l y in g b y 2 4 h o u r u r i n a r y o u t p u t v o lu m e (N T P - C E R H R
,
2 0 0 8 ) .

T h e h i g h e s t e x p o s e d

s u b g r o u p ,
a g e s 1 2 - 19

,
w a s u s e d in t h e in t h e d a t a a n a l y s i s .

17
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C h a p t e r 4

R e s u l t s

P l a s m a P r o t e i n B i n d i n g

M e a s u r e m e n t s o f p l a s m a p r o t e i n b i n d i n g w e r e p e r f o r m e d a t 1 ji M a n d 10 ^ M f o r

e a c h c h e m i c a l . A s s u m i n g t h a t b i n d i n g t o p l a s m a p r o t e i n s i s u n l i k e l y t o b e s a t u r a t e d a t t h e

c o n c e n t r a t i o n s t e s t e d a n d t h e m i n im a l d i f f e r e n c e s o b s e r v e d b e t w e e n t h e F
u b v a l u e s a t 1 a n d

10 ix M ,
t h e v a l u e s w e r e a v e r a g e d t o o b t a i n a s i n g l e F u b fo r e a c h c h e m i c a l . T h e r e s u l t s fr o m

t h e p l a s m a p r o t e in b in d i n g m e a s u r e m e n t s s h o w e d t h a t m o s t c h e m i c a l s w e r e h i g h l y b o u n d t o

p l a s m a p r o t e i n (F i g u r e 2 ) . F o u r c h e m i c a l s (D i b u t y l p ht h a l a t e ,
V in c l o z o l i n

,
M o n o b u t y l

P h t h a l a t e
,
a n d N i t r a p y r i n ) w e r e n o t d e t e c t e d b y g a s c hr o m a t o g r a ph y - m a s s s p e c t r o m e t r y . F o r

f o u r c h e m i c a l s (E t o x a z o l e
,
M G K

,
P a r a t h io n

,
a n d T r i c lo s a n ) t h e r e w a s n o u n b o u n d c h e m i c a l

d e t e c t e d a t e i t h e r t h e 1 |i M o r 1 0 \ i M c o n c e n t r a t i o n . I t i s p o s s i b l e t h a t t h e s e c h e m i c a l s w e r e

b o u n d t o t h e m e m b r a n e p r e s e n t in t h e d i a l y s i s d e v i c e t h e r e b y r e d u c in g t h e a m o u n t o f

u n b o u n d c h e m i c a l . I n a d d it i o n
,
t w o c h e m i c a l s

,
D i c h l o r v o s a n d C h l o r p y r i f o s - o x o n

, p r o d u c e d

F
u b r e s u lt s o f g r e a t e r t h a n 10 0% . T h e s e r e s u lt s w e r e l i k e l y d u e t o t h e b r e a k d o w n o f t h e

c h e m i c a l b y e s t e r a s e s p r e s e n t i n t h e p l a sm a s a m p l e s .

1 8
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1 0 0 n

O 6 0

b 4 0

ro 3 0

< 5 10 1 5 20 25 3 0 35 4 0 4 5 5 0 5 5 60 6 5 70 75 8 0 8 5 9 0 95 10 0

% u n bo u n d

F i g u r e 2 . D i s t r i b u t i o n o f P l a s m a P r o t e i n B i n d in g

D i s t r ib u t io n o f p l a sm a p r o t e i n b in d in g m e a s u r e m e n t s a c r o s s b o t h t h e 1 u M a n d 10 u M

c o n c e n t r a t i o n s f o r t h e 3 9 T o x C a s t c h e m i c a l s a n a l y z e d .

T o a s s e s s t h e p o s s ib i l i t y o f u s i n g i n s i l i c o p r e d i c t io n s o f p l a sm a p r o t e i n b in d in g f o r

t h e 1 1 c h e m i c a l s w h e r e e x p e r im e n t a l m e a s u r e m e n t s f a i l e d
,
t h e Qi k P r o p s o ft w a r e a p p l i c a t i o n

w a s u s e d t o p r e d i c t b in d i n g t o h u m a n s e r u m a l b u m in fo r t h e 2 8 c h e m i c a l s w h e r e

e x p e r i m e n t a l m e a s u r e m e n t s o f b in d i n g w e r e o b t a in e d . T h e r e s u l t s s h o w e d th a t p r e d i c t i o n s

g e n e r a l l y m a t c h e d e x p e r im e n t a l m e a s u r e m e n t s w i t h a c o r r e l a t i o n c o e f fi c i e n t (r
^
) o f 0 . 6 2 (p <

0 . 0 0 0 l )(F i g u r e 3 ) . B a s e d o n t h e s e r e s u lt s , t h e Qi k P r o p i n s i l i c o p r e d i c t io n s w e r e u s e d f o r t h e

1 1 c h e m i c a l s .
B o t h c h e m i c a l s s u s p e c t e d o f i n t e r a c t i o n s w i t h e s t e r a s e s (> 10 0% F

u b ) w e r e

p r e d i c t e d t o b i n d t o p l a s m a i n s i l i c o w it h > 8 0% F u b . T h e f o u r c h e m i c a l s t h a t d e m o n s t r a t e d

e x p e r im e n t a l v a l u e s o f 0% F
u b a l l h a d i n s i l i c o v a l u e s o f <

. 5 7% F u b
, p r o v i d in g a d d i t i o n a l

s u p p o r t f o r t h e e x p e r im e n t a l v a l u e s .
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R 2 = 0 . 6 2

1 2

- lo g (% u n b o u n d )

B o u n d t o P la s m a

F i g u r e 3 . C o r r e l a t i o n b e t w e e n i n s i l i c o a n d i n v i t r o P l a s m a P r o t e i n B i n d i n g

S c a t t e r p l o t a n d l i n e a r r e g r e s s i o n a n a l y s i s o f t h e i n s i l i c o p r e d i c t e d b i n d i n g t o h u m a n a lb u m i n

( - l o g K h s a ) a n d th e e x p e r im e n t a l l y m e a s u r e d p l a s m a p r o t e i n b i n d in g (- lo g F u b ) . T h e i n s i l i c o

p r e d i c t i o n s w e r e o b t a in e d w it h Qi k p r o p .

M e t a b o l i c C l e a r a n c e

T h e r e s u l t s fr o m t h e m e t a b o l i c c l e a r a n c e m e a s u r e m e n t s r a n g e d fr o m 2 5 0 . 3 t o - 12 .
3

jLt l /m i n / 1 0
^

c e l l s . T h e n e g a t i v e v a lu e s r e fl e c t m e t a b o l i c s a t u r a t io n a n d v a r i a b i l it y i n t h e

e x p e r i m e n t a l m e a s u r e m e n t s . O f t h e 12 c h e m i c a l s t h a t s h o w e d m e t a b o l i c s a t u r a t i o n a t t h e 1 0

2 0
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\ i M c o n c e n t r a t i o n
,
o n l y f o u r (a c e t a m ip r i d , b r o m a c i l , e m a m e c t in

,
a n d b e n t a z o n e ) w e r e a l s o

s a t u r a t e d a t t h e 1 \i M c o n c e n t r a t i o n . T h e d i s t r ib u t io n o f m e t a b o l i c c l e a r a n c e m e a s u r e m e n t s

w a s s im i l a r t o t h e p l a s m a p r o t e in b i n d in g m e a s u r e m e n t s (F i g u r e 4 ) ; h o w e v e r
,

a n a l y s i s

d e m o n s t r a t e d n o s i g n i f i c a n t c o r r e l a t io n b e t w e e n m e t a b o l i c c l e a r a n c e a n d F
u b {f = 0 . 0 0 7 ) .

10 0 n

^ 8 0

< 5 10 15 2 0 2 5 3 0 3 5 4 0 4 5 5 0 5 5 6 0 6 5 7 0 7 5 8 0 8 5 9 0 9 5 1 00

R a t e o f C l e a r a n c e ( ti L/ m i n / 1 0 ^
c e l ls )

F i g u r e s . D i s t r i b u t i o n o f M e t a b o li c C l e a r a n c e

D i s t r i b u t i o n o f m e t a b o l i c c l e a r a n c e m e a s u r e m e n t s a c r o s s b o t h t h e 1 u M a n d 1 0 u M
c o n c e n t r a t io n s f o r t h e 3 9 T o x C a s t c h e m i c a l s a n a l y z e d .

I n V i t r o - t o - I n V i v o E x t r a p o l a t i o n Mo d e l i n g

T o e v a l u a t e t h e p e r f o r m a n c e o f t h e i n v i t r o - i o - i n v i v o m o d e l in g , t h e r e s u lt s f o r fi v e

T o x C a s t c h e m i c a l s w e r e c o m p a r e d w i t h p u b l i s h e d PK d a t a a n d P B P K m o d e l p r e d i c t i o n s

(T a b l e 1) . F o r t r i c l o s a n a n d 2
,
4 - d i c h lo r o p h e n o x y a c e t i c a c i d

,
t h e i n v i t r o p r e d i c t e d C s s

v a lu e

w a s w i t h i n t h e r a n g e o f t h e h u m a n k i n e t i c s t u d i e s . F o r o x y t e t r a c y c Un e - d ih y d r a t e ,
t h e i n v i t r o

m o d e l o v e r - p r e d i c t e d t h e C s s
v a lu e c a l c u l a t e d fr o m h u m a n P K d a t a . O n e e x p l a n a t i o n f o r t h i s
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o v e r - p r e d i c t i o n i s t h e a s s u m p t i o n o f 1 0 0 % o r a l a b s o r p t io n i n t h e i n v i t r o m o d e l s
,
s i n c e

o x y t e t r a c y c l i n e - d ih y d r a t e
'

s , o r a l b io a v a i l a b i l i t y h a s b e e n r e p o r t e d t o b e l e s s t h a n 10%

(B j o r k l u n d a n d B y l u n d 19 9 1 ; N i e l s e n a n d G y r d
- H a n s e n 1 9 9 6 ) . F o r p a r a t h i o n

,
t h e i n v i t r o

m o d e l p r e d i c t i o n i s c l o s e t o t h e C
s s

e s t i m a t e d w i t h t h e P B P K m o d e l .

T h e c o mp a r i s o n fo r B i s p h e n o l A i s c o m p l i c a t e d b y t h e f a c t t h a t t h e i n v i t r o p r e d ic t io n

r e p r e s e n t s a n e s t im a t e o f t h e fr e e c o n c e n t r a t i o n o f t h e p a r e n t c o m p o u n d i n t h e p l a sm a ,
w h i l e

t h e e x p e r im e n t a l d a t a w a s fo r t o t a l B i s p h e n o l A ,
i n c l u d in g t h e g l u c u r o n i d e (V o lk e l e t a l .

2 0 0 2 ) .
T h e a u t h o r s e s t i m a t e d t h a t B i s p h e n o l A i n t h e p l a s m a w a s g r e a t e r t h a n 9 9 %

g l u c u r o n i d a t e d . T o a l lo w a n a c c u r a t e c o m p a r i s o n
, t h e C s s f o r t o t a l B i s p h e n o l A c a l c u l a t e d

fr o m th e p u b l i s h e d s t u d y w a s d i v i d e d b y 10 0 t o e s t im a t e t h e fr e e c o n c e n t r a t i o n .

T a b l e 1 D i s t r i b u t i o n s o f O r a l E q u i v a l e n t V a l u e s a n d P r e d i c t e d C h r o n i c E x p o s u r e s

I n Vi t r o - i o - I n Vi v o

C h e m i c a l P K - o r P B PK - D e r i v e d C
^ s

^

( ^ M ) E x t ra p o l a t i o n C ss

'

( ^ M )
2 , 4 - D i c h l o r o p h e n o x y a c e t i c a c i d 9 . 0 5 - 9 0 0 5 4 0 . 7 7

O x y t e t r a c y c l in e - d i h y d r a t e 0 . 3 6 2 . 0 2
*'

T ri c l o s a n 2 - 10 3 . 6 8

B i s p h e n o l A < 0 . 13 0 . 4 2

P a ra t h i o n 0 17 0 J L5
'

C ss , c o n c e n t r a t i o n a t s t e a d y s t a t e
' '
D o e s n o t c o n s i d e r lo w o r a l bi o a v a i l a b i l i t y

U s in g t h e i n v i t r o - t o - i n v i v o m o d e l i n g a p p r o a c h
,
o r a l e q u iv a l e n t do s e s w e r e d e t e rm i n e d fo r e a c h

o f t h e 3 9 c h e m i c a l s a c r o s s a l l o f t h e 3 89 T o x C a s t a s s a y s t h a t p o s s e s s e d a m e a s u r a b l e A C 50

v a lu e . F o r e x a m p l e ,
a m o n g th e 3 9 c h e m i c a l s , E m a m e c t in b e n z o a t e h a d A C 50 v a l u e s fo r 1 2 7

a s s a y s w h i l e A c e t a m i p r i d h a d A C 5 0 v a l u e s fo r 6 a s s a y s . I n t h e m o d e l in g s im u l a t i o n s
,
M o n t e

C a r l o a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d t o s i m u l a t e v a r i a b i l i t y i n t h e C s s a c r o s s a c o h o r t o f 1GO h e a l t h y

2 2
*

l /
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i n d i v i d u a l s o f b o t h s e x e s fr o m 2 0 - 5 0 y e a r s o f a g e .
F r o m t h e M o n t e C a r l o a n a l y s i s ,

t h e u p p e r

9 5
*
p e r c e n t i l e o f t h e C s s w a s u s e d t o o b t a in t h e m o s t c o n s e r v a t i v e e s t im a t e o f t h e o r a l

e q u i v a l e n t d o s e s f o r a p o p u l a t i o n . T h e o r a l e q u i v a l e n t d o s e s w e r e t h e n s u m m a r i z e d a s b o x p l o t s

r e p r e s e n t in g t h e r a n g e o f v a lu e s o v e r a l l t h e T o x C a s t a s s a y s (F i g u r e 5 ) . F r o m t h e c h e m i c a ls

t e s t e d
,
E t o x a z o l e h a d t h e lo w e s t o r a l e q u i v a l e n t do s e s w it h a m e d i a n o f 0 . 0 0 6 mg /k g / d a y a n d a

m in i m u m o f 0 . 0 0 0 2 2 m g /k g / d a y . T h e c h e m i c a l t h a t g e n e r a t e d t h e h i g h e s t o r a l e q u i v a l e n t d o s e s

w a s C h l o r p y r i f o s - o x o n w it h a m e d i a n o r a l e q u i v a l e n t o f 1 3 6 1 . 3 m g / k g / d a y .

S
+

O
+

x > o
^ ^ o

O i

<v

CM
O
I

O
I

E s t i m a t e d E x p o s u r e

P y ri th i o b a c - s o d i u m
T ri c lo s a n

8
o

I

8

1 X J -

y

F i g u r e 5 . D i s t r i b u t i o n s o f O r a l E q u i v a l e n t V a l u e s a n d P r e d i c t e d C h r o n i c E x p o s u r e s

C o m p a r i s o n o f o r a l e q u i v a l e n t d o s e s a n d e s t im a t e d h u m a n e x p o s u r e l e v e l s f o r t h e 3 9

T o x C a s t c h e m i c a l s a n a l y z e d . T h e o r a l e q u i v a l e n t d o s e s (m g / k g /d a y ) f o r e a c h c h e m i c a l w e r e

e s t im a t e d f o r e a c h o f t h e 3 9 8 T o x C a s t a s s a y s t h a t p o s s e s s e d a m e a s u r a b l e A C 5 0 v a l u e u s i n g
i n v i t r o - t o - i n v i v o e x t r a p o l a t io n m o d e l in g . I n t h e m o d e l in g a n a l y s i s ,

M o n t e C a r lo s im u l a t io n

2 3
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w a s p e r f o r m e d t o s im u la t e v a r i a b i l i t y a c r o s s a c o ho r t o f 1 0 0 h e a lt h y i n d i v i d u a l s o f b o t h s e x e s

fr o m 2 0 - 5 0 y e a r s o f a g e .
F r o m t h e M o n t e C a r o l s i m u l a t io n s

,
t h e lo w e r 5

*

p e r c e n t i l e o f o r a l

e q u i v a l e n t d o s e s w a s s e l e c t e d a s a c o n s e r v a t i v e e s t i m a t e f o r a p o p u l a t i o n . T h e d i s t r i b u t i o n o f

t h e o r a l e q u i v a l e n t d o s e s i s d e p i c t e d a s a b o x p l o t s h o w i n g t h e m e d i a n ,
u p p e r a n d l o w e r 9 5 %

c o n fi d e n c e l im i t s a n d t h e e n t ir e r a n g e . T h e h u m a n e x p o s u r e e s t im a t e s fo r 2 4 c h e m i c a l s w e r e

o b t a i n e d fr o m r e g i s t r a t io n d o c u m e n t s a n d r e fl e c t t h e m o s t h i g h l y e x p o s e d g r o u p o r

s u b p o p u l a t i o n (g r e e n s q u a r e s ) . E x p o s u r e s f o r d i c r o t o p ho s
,
f e n a m i p h o s

,
a n d m e t h y l

p a r a t h i o n w e r e b e lo w 1 e
' ^
m g /k g / d a y a n d a r e t h e r e f o r e n o t s h o w n o n t h e g r a p h . C h e m i c a l s

w h e r e t h e h u m a n e x p o s u r e v a l u e s f a l l w i t h in t h e r a n g e o f p r e d i c t e d o r a l e q u i v a l e n t s a r e

h i g h l i g h t e d w i t h a r r o w s .

I n d i v i d u a l a s s a y s c a n a l s o b e a s s e s s e d i n o r d e r t o p r i o r it iz e f o r s p e c i fi c t a r g e t e d

t e s t i n g e f fo r t s . F o r e x a m p l e ,
t h e e s t r o g e n r e c e p t o r - a lp h a (E R ), a n d r o g e n r e c e p t o r (A R ) ,

a n d

t hy r o id h o r m o n e r e c e p t o r (T R ) h a v e b e e n i d e n t i fi e d b y t h e E P A E n d o c r i n e D i s r u p t o r

S c r e e n in g P r o g r a m (E D SP ) a s b e in g k e y t a r g e t s i n i d e n t i fy i n g p o t e n t i a l c a n d i d a t e s f o r

e n d o c r i n e d i s r u p t io n . F i g u r e 6 s h o w s t h e r e l a t io n s h ip o f e s t im a t e d h u m a n e x p o s u r e t o o r a l

e q u i v a l e n t v a l u e s r e p r e s e n t in g p e r t u r b a t i o n s o f t h e s e t h r e e m o le c u l a r t a r g e t s . T h e r a t i o o f

d i s t a n c e s fr o m t h e t a r g e t a c t i v i t y /a c t i v it i e s a n d e x p o s u r e c a n b e u s e d t o r a n k o r d e r c h e m i c a ls .
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F i g u r e 6 . D i s t ri b u t i o n s o f O r a l E q u i v a l e n t V a l u e s a n d E n d o c r i n e R e l e v a n t B i o a c t i v i t y
C o m p a r i s o n o f o r a l e q u i v a l e n t d o s e s o f T o x C a s t a s s a y s i d e n t i fi e d a s r e l e v a n t f o r p r i o r i t iz i n g
f o r e n d o c r i n e d i s r u p t i o n a r e p r e s e n t e d h e r e . T h e T o x C a s t a s s a y s i d e n t i fi e d i n c l u d e 4

a n d r o g e n r e c e p t o r (A R ) a s s a y s : N V S _ N R _ hA R
,
N C G C A R A n t a g o n i s t

,

N C G C_ A R _ A g o n i s t , N V S_ N R _ r A R ; 5 e s t r o g e n r e c e p t o r ( E R ) a s s a y s : A T G _ E R E _ C I S ,

N C G C _ E R a lp h a _ A g o n i s t
,
A T G _ E R a _ T R A N S

,
N V S _ N R _ b E R

,
N V S N R h E R ; a n d o n e

t h y r o id h o r m o n e r e c e p t o r (T R ) a s s a y : A T G T H R a l T R A N S T h e h u m a n e x p o s u r e e s t i m a t e s

fo r 2 4 c h e m i c a l s w e r e o b t a i n e d fr o m r e g i s t r a t io n d o c u m e n t s a n d r e fl e c t t h e m o s t h i g h l y
e x p o s e d g r o u p o r s u b p o p u la t io n (g r e e n s q u a r e s ) .

N o n e o f t h e e s t im a t e d hu m a n e x p o s u r e s o v e r l a p p e d w it h o r a l e q u i v a l e n t s f o r E R
,
A R

,
o r T R .

So m e c h e m i c a l s w e r e n o t a c t i v e in a n y o f t h e s e a s s a y s ,
a n d t h e r e f o r e

, do n o t h a v e a n y

e n d o c r in e r e p r e s e n t a t i o n . T r i c l o s a n h a d t h e n a r r o w e s t m a r g i n o f e s t i m a t e d e x p o s u r e ( 0 . 1 3

m g / k g /d a y ) a n d e n d o c r i n e a c t i v it y (0 . 4 4 m g / k g /d a y ) f o r t h e N V S _ N R _ h A R a s s a y .
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A n a d d it i o n a l a n a l y s i s w a s c o n d u c t e d p l o t t in g r o d e n t l o w e s t o b s e r v e d a d v e r s e e f fe c t

l e v e l s (L O A E L ) a n d R f D v a l u e s t a b u l a t e d i n e a c h r e r e g i s t r a t i o n e l i g i b i l i t y d e c i s i o n

d o c u m e n t (F ig u r e 7 ) .
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F i g u r e 7 . D i s t r i b u t i o n s o f O r a l E q u i v a l e n t V a l u e s a n d R e g u l a t o r y D e c i s i o n s B a s e d o n

C h r o n i c R o d e n t S t u d i e s

C o m p a r i s o n o f o r a l e q u i v a l e n t do s e s o f T o x C a s t a s s a y s a r e p l o t t e d w it h r o d e n t L O A E L

(g r e e n c ir c l e s ) a n d c hr o n i c R fD (r e d c ir c l e s ) v a l u e s . T h e h u m a n e x p o s u r e e s t im a t e s fo r 2 4

c h e m i c a l s w e r e o b t a i n e d fr o m r e g is t r a t io n d o c u m e n t s a n d r e f l e c t t h e m o s t h i g h l y e x p o s e d

g r o u p o r s u b p o p u l a t i o n (b l u e s q u a r e s ) .

T h e m a j o r it y o f c h e m i c a l s d i d n o t h a v e L O A E L v a l u e s t h a t o v e r l a p p e d w it h e s t im a t e s o f m

v i v o b i o a c t i v it y . 1 2 c h e m i c a l s p r o d u c e d L O A E L v a lu e s in r o d e n t s t u d i e s t h a t w e r e w it h i n t h e

d i s t r i b u t i o n s o f e s t im a t e d h u m a n i n v i v o o r a l e q u iv a l e n t s a n d 4 c h e m i c a l s h a v e r e g u l a t o r y

L O A E L v a l u e s b e l o w a n y e s t im a t e o f h u m a n b i o a c t i v i t y m e a s u r e d i n t h e T o x C a s t a s s a y s .

2 6

NEATPAGEINFO:id=AA95FDC2-F57D-4797-965B-9860D791C0EF



Fo r 1 l o f 3 9 c h e m i c a l s
,
R f D v a l u e s w e r e w it h i n o r a l e q u i v a l e n t v a l u e s fr o m T o x C a s t d a t a .

e t o x a z o l e w a s t h e o n l y c h e m i c a l w i t h a n R f D g r e a t e r t h a n a l l g e n e r a t e d o r a l e q u i v a l e n t

v a l u e s .

H u m a n E x p o s u r e s

A g gr e g a t e h u m a n e x p o s u r e e s t im a t e s b a s e d o n m a x im a l l y a l l o w e d c h e m i c a l r e s i d u e

l e v e l s fr o m f o o d a n d d r i n k in g w a t e r w e r e o b t a in e d fr o m r e g i s t r a t i o n d o c u m e n t s f o r 2 4 o f t h e

3 9 c h e m i c a l s (A p p e n d i x A ) .
F o r mo s t c h e m i c a l s , t h e e s t im a t e d a g g r e g a t e e x p o s u r e s w e r e

br o k e n d o w n b y v a r i o u s a g e g r o u p s a n d s u b p o p u l a t i o n s . A s a c o n s e r v a t i v e a p p r o a c h
,
t h e

e s t im a t e f o r t h e m o s t h i g h l y e x p o s e d g r o u p o r s u b p o p u la t io n w e r e u s e d . W h e n t h e s e

e x p o s u r e e s t i m a t e s w e r e c o m p a r e d w it h t h e o r a l e q u i v a l e n t d o s e s fr o m t h e T o x C a s t a s s a y s ,

o n l y tw o c h e m i c a l s
, p y r it h i o b a c - s o d i u m a n d t r i c l o s a n

,
s h o w e d o v e r l a p i n t h e v a l u e s (F i g u r e

5 ) .
T h e e x p o s u r e e s t i m a t e s f o r a t h ir d c h e m i c a l

,
b u p r o f e z i n

,
w e r e c lo s e

,
b u t d i d n o t o v e r l a p

t h e o r a l e q u i v a l e n t d o s e s . T a b l e 2 l i s t s t h e T o x C a s t a s s a y s t h a t w e r e a c t i v a t e d b y t r i c l o s a n

a n d p y r i t h i o b a c - s o d i u m a t l e v e l s b e l o w e s t im a t e d e x p o s u r e s . T h e e s t im a t e d e x p o s u r e f o r

t r i c lo s a n i s 0 .
1 3 m g /k g / d a y . O u t o f a t o t a l o f 86 T o x C a s t a s s a y s w h i c h p r o du c e d A C 5 0 s f o r

t ri c lo s a n , t h e C L Z D _ C Y P 2 B 6_ 2 4 ,
A C E A L O C d e c , a n d N V S_ T R _ h N E T a s s a y s o v e r l a p p e d

w i t h t h e e s t im a t e d e x p o s u r e d u e t o o r a l e q u i v a l e n t s o f . 0 0 4 8
,

. 0 0 6 5
,

a n d . 0 4 3 m g /k g / d a y ,

r e s p e c t i v e l y T h e r e f o r e
,
e x p o s u r e l e v e l s a r e e s t im a t e d t o b e o c c u r r in g a t 2 8

,
2 1

,
a n d 3 . 1 fo l d

g r e a t e r t h a n p r e d i c t e d b i o a c t i v it y , r e s p e c t i v e l y . T h e e s t im a t e d e x p o s u r e f o r p y r i t h i o b a c -

s o d iu m i s . 0 0 12 m g /k g / d a y . A t o t a l o f 1 5 T o x C a s t a s s a y s p r o d u c e d A C 5 0 s f o r p y r i t h i o b a c -

s o d iu m , w i t h o v e r l a p fo r t h e C L Z D_ S L C 0 1B 1_ 4 8 a s s a y d u e t o a n o r a l e q u i v a l e n t o f . 0 0 1 1

m g /k g / d a y . T h e r e fo r e
,
t h e e x p o s u r e l e v e l i s e s t i m a t e d t o b e e s s e n t i a l l y e q u a l w i t h t h e o r a l

e q u i v a l e n t (T a b l e 2 ) .
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T a b l e 2 . I n v i t r o a s s a y s w it h o r a l e q u i v a le n t d o s e s b e l o w t h a t o f t h e e s t im a t e h u m a n e x p o s u r e

C h e m i c a l A s s a y E n d p o i n t A C 50 O r a l H u m a n

( / i M ) E q u i v a l e n t E x p o s u r e

D o s e (m g / k g / d a y )
''

(m g / k g / d a y )
'

T r ic l o s a n

T r ic l o s a n

T r i c l o s a n

P r y r i t h i o b a c -

s o d i u m

C L Z D C Y P 2B 6 2 4

A C EA L O C d e c

N V S T R hN E T

C L Z D S L C OI B I 4 8

C Y P 2B 6 m R N A in 0 . 0 3 4 0 0 04 8 0 13

P r i m a r y H u m a n

H e p a t o c y t e s (2 4 h )
C e l l u l a r im p e d a n c e 0 . 0 4 6 0 . 0 0 65 0 . 1 3

m e a s u r i n g a l t e r a t io n s

i n c e l l m o r p h o l o g y
a n d c e l l s u r v i v a l

C o m p e t i t i v e b i n d i n g 0 . 3 1 0 . 0 4 3 0 13

o f t h e h u m a n

n o r e p i n e p h r i n e

t r a n s p o r t e r

SL C O I B I m R N A in 0 . 0 6 7 0 . 0 0 1 1 0 . 0 0 12

P r im a r y H u m a n

H e p a t o c y t e s (4 8 h )
"

O r a l e q u iv a l e n t d o s e f o r t h e l o w e r 5 t h p e r c e n t i le o f a c o h o r t o f 1 0 0 h e a l t h y i n d i v i d u a l s o f b o t h s e x e s

fr o m 2 0 - 5 0 y e a r s o f a g e .

A g g r e g a t e h u m a n e x p o s u r e fr o m f o o d a n d d r i n k i n g w a t e r s o u r c e s f o r t h e m o s t h i g h l y e x p o s e d

g r o u p o r s u b p o p u l a t i o n .
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C h a p t e r 5

D i s c u s s i o n
,
L i m i t a ti o n s , C o n c l u s i o n s a n d F u t u r e D i r e c ti o n s

D i s c u s s i o n

O v e r t h e p a s t fi v e y e a r s t h e r e h a s b e e n a f a r r e a c h i n g d i s c u s s io n o n t h e fu t u r e

d i r e c t i o n o f t o x i c o l o g y a n d h o w c h e m i c a l t e s t i n g i s p e r f o r m e d (C o l l i n s e t a l . 2 0 0 8 ; D i x e t a l

2 0 0 7 ; N R C 2 0 0 7 ) . O n e s u g g e s t io n h a s fo c u s e d o n t h e u s e o f h i g h th r o u gh p u t i n v i t r o

s c r e e n i n g t o a s s e s s r e s p o n s e s a c r o s s m u lt i p l e a s s a y s a n d p r i o r i t i z e c o m p o u n d s f o r

c o n v e n t i o n a l i n v i v o t e s t in g . C u r r e n t e f f o r t s a r e u n d e r w a y i n b o t h t h e U n i t e d S t a t e s a n d

E u r o p e t o a s s e s s t h e u t i l i t y o f h i g h t h r o u g h p u t i n v i t r o m e t h o d s t o e f fi c i e n t ly s c r e e n

c h e m i c a l s a n d p r i o r it i z e l i m it e d t e s t i n g r e s o u r c e s (e . g .

,
T o x C a s t a n d T o x 2 1 (K a v lo c k e t a l .

,

2 0 0 9 )) .
I n t h e s e h i g h

- t h r o u g hp u t s c r e e n i n g a c t i v i t i e s ,
m o s t o f t h e i n it i a l e f f o r t h a s b e e n

fo c u s e d o n c h a r a c t e r i z in g t h e b i o lo g i c a l a c t i v it y o f a g r i c u l t u r a l a n d in du s t r i a l c h e m i c a l s

a c r o s s m u l t i p l e c e l lu l a r p a t h w a y s a n d p r o c e s s e s . L e s s a t t e n t io n h a s b e e n p a i d t o d e t e r m i n i n g

t h e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n c o n c e n t r a t io n s o f t h e c h e m i c a l a c t i v e i n v i t r o a n d e x p e c t e d

c o n c e n t r a t i o n s i n hu m a n p o p u l a t io n s .
P h a r m a c o k i n e t i c p r o p e r t i e s a n d h u m a n e x p o s u r e

c h a r a c t e r i s t i c s a r e e q u a l l y im p o r t a n t a s t h e b i o l o g i c a l a c t iv it y i n d e t e r m in i n g a c h e m i c a l ' s

r is k t o h u m a n h e a lt h .

I n t h i s s t u d y ,
i n v i t r o a s s a y s w e r e p e r f o r m e d o n a s u b s e t o f T o x C a s t c h e m i c a l s t o

e s t im a t e tw o c r i t i c a l d e t e r m in a n t s o f p h a r m a c o k in e t i c s
,
m e t a b o l i c c l e a r a n c e a n d p l a s m a

p r o t e i n b i n d i n g .
T h e m e t a b o l i c c l e a r a n c e o f t h e c h e m i c a l s w a s m e a s u r e d in c r y o p r e s e r v e d

h u m a n h e p a t o c y t e s w h i c h r e t a in t h e m e t a b o l i c f u n c t io n o f b o t h c y t o c h r o m e P 4 5 0 (C Y P 4 5 0 )
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a n d n o n - C Y P 4 5 0 e n z y m e s (L i e t a l . 1 9 9 9 ) . T h e u s e o f c r y o p r e s e r v e d h u m a n h e p a t o c y t e s

m o r e a c c u r a t e l y p r e d i c t s t h e i n v i v o m e t a b o H c a c t iv it y w h e n c o m p a r e d t o o t h e r m e t h o d s
,

s u c h a s m i c r o s o m a l in c u b a t i o n (J o n e s a n d H o u s t o n 2 0 04 ) . F o r t h e c h e m i c a l s e v a l u a t e d i n

t h is s t u d y ,
2 9 o f 3 9 s h o w e d s ig n i fi c a n t m e t a b o l i c c l e a r a n c e i n a t l e a s t o n e o f t h e t w o

c o n c e n t r a t io n s t e s t e d . P l a s m a p r o t e i n b i n d i n g w a s e x a m in e d u s i n g e q u i l i b r iu m d i a l y s i s ,

w h i c h h a s b e c o m e a s t a n d a r d m e th o d fo r m e a s u r in g b i n d i n g i n h i g h - t h r o u g h p u t s t u d i e s

(W a t e r s e t a l . 2 0 0 8 ) . G r e a t e r t h a n 5 0% o f t h e c h e m i c a l s w e r e h i g h l y b o u n d t o p l a sm a

p r o t e i n s . B a s e d o n t h i s s a m p l e o f c h e m i c a l s
,
t h e r e s u lt s s u g g e s t t h a t w h i l e m o s t T o x C a s t

c h e m i c a l s a r e m e t a b o l i c a l l y l a b i l e ,
b in d i n g t o p l a s m a p r o t e in s m a y l i m i t t h e a v a i l a b i l i t y f o r

m e t a b o l i s m o r r e n a l c l e a r a n c e a n d w o u l d i n c r e a s e t h e e f fe c t iv e h a l f l i f e . A n e x c e p t i o n t o t h i s

g e n e r a l i z a t i o n w o u l d b e t h e c a s e o f c h e m i c a l s t h a t a r e s u bj e c t t o a c t i v e r e n a l r e s o r p t i o n
,

w h i c h w o u ld l e a d t o a h i g h e r s t e a d y - s t a t e p l a sm a c o n c e n t r a t io n a t a g i v e n d o s e .

T h e m e t a b o l i c c l e a r a n c e a n d p l a s m a p r o t e i n b i n d i n g m e a s u r e m e n t s w e r e u s e d

t o g e t h e r w i t h i n v i t r o - t o - i n v i v o e x t r a p o l a t i o n m o d e l in g t o p r e d i c t t h e p h a r m a c o k i n e t i c

b e h a v i o r o f t h e c h e m i c a l s a t s t e a d y s t a t e ( S h i r a n e t a l 2 0 0 6 ) . T h e u s e o f m v i t r o - t o - i n v i v o

e x t r a p o l a t io n m o d e l in g h a s b e e n w i d e l y e m p l o y e d w i t h i n t h e p h a r m a c e u t i c a l in d u s t r y t o

a s s e s s t h e p r e c l i n i c a l p h a r m a c o k i n e t i c s o f c a n d i d a t e m o l e c u l e s . I n a d d it io n , M o n t e C a r l o

m e t ho d s h a v e b e e n u s e d t o g e t h e r w i t h i n v i t r o - t o - i n v i v o e x t r a p o l a t i o n m o d e l i n g t o s i m u l a t e

hu m a n v a r i a b i l it y w i t h i n c l i n i c a l t r i a l s (R o s t a m i - H o dj e g a n a n d T u c k e r 2 0 0 7 ) . U s in g i n v i t r o -

t o - i n v i v o e x t r a p o l a t i o n m o d e l i n g t o g e t h e r w it h M o n t e C a r l o s im u l a t io n
, p o p u l a t i o n - b a s e d

o r a l e q u i v a l e n t d o s e s w e r e d e t e r m i n e d f o r e a c h o f t h e 3 9 c h e m i c a l s a c r o s s a l l o f t h e 3 8 9

T o x C a s t a s s a y s t h a t p o s s e s s e d a m e a s u r a b l e A C 5 0 v a l u e . T h e r a n g e o f o r a l e q u i v a l e n t d o s e s

f o r e a c h c h e m i c a l r e p r e s e n t t h e a m o u n t a p e r s o n i n t h e l o w e s t 5 t h p e r c e n t i l e w o u l d h a v e t o
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c o n s u m e T h e r a n k o r d e r o f t h e c h e m i c a l s b a s e d o n t h e o r a l e q u i v a l e n t d o s e s w a s

s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t fr o m t h e o r d e r b a s e d o n t h e A C 5 0 v a l u e s (F i g u r e 8 ) , w h i c h s u g g e s t s

t h a t p ri o ri t i z a t io n b a s e d s o l e l y o n A C 5 0 v a lu e s c a n m i s r e p r e s e n t t h e p o t e n t i a l h a z a r d o f
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F i g u r e 8 . D i s t ri b u t i o n s o f A C 5 0 a c t i v i t y a c r o s s a l l T o x C a s t a s s a y s b y C l i e m i c a l

B o x p l o t s o f A C 5 0 v a l u e s a c r o s s t h e 3 9 8 T o x C a s t a s s a y s fo r t h e 3 9 T o x C a s t c h e m i c a l s

a n a l y z e d . T h e c h e m i c a l s w e r e s o r t e d b a s e d o n o r d e r o f c h e m i c a l s i n F i g u r e 5 .

A g g r e g a t e h u m a n e x p o s u r e e s t im a t e s w e r e o b t a i n e d fo r e a c h c h e m i c a l b a s e d o n m a x im a l l y

a l l o w e d c h e m i c a l r e s i d u e l e v e l s fr o m f o o d a n d d r in k in g w a t e r . W h e n t h e o r a l e q u iv a l e n t

d o s e s fo r t h e i n v i t r o a s s a y s w e r e c o m p a r e d w i t h h u m a n e x p o s u r e s a c r o s s t h e 3 9 c h e m i c a l s
,
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t h e h u m a n e x p o s u r e s w e r e w e l l b e l o w t h e r a n g e o f e s t i m a t e d o r a l e q u i v a l e n t d o s e s f o r m o s t

c h e m i c a l s . T h i s s t u d y u s e d t h e A C 5 0 a s a m e a s u r e o f s i g n i fi c a n t b i o lo g i c a l a c t i v it y .
T he r e i s

n o u n i v e r s a l m e t h o d t o r e l a t e i n v i t r o p o t e n c y t o i n v i v o a c t iv i t y ; h e n c e o t h e r v a l u e s
,

e . g .

A C 2 0 o r A C 7 5
, c o u l d b e c a l c u l a t e d a n d u s e d i n t h i s a p p r o a c h . F o r t h e p u r p o s e s o f

d e m o n s t r a t in g t h e a p p l i c a t io n o f t h e a p p r o a c h t o c h e m i c a l p r i o r it i z a t i o n
,
t h e c u r r e n t m e t h o d

u t i l i z e d t h e A C 5 0 . W it h t h i s v a lu e
,
t h e r e w a s a m a r g i n b e t w e e n e x p o s u r e a n d e ff e c t iv e d o s e

fo r a l m o s t a l l c h e m i c a l s
,

e v e n t h o u g h c o m p a r i s o n s w e r e m a d e b e t w e e n t h e m o s t h i g h l y

p o t e n t i a l l y e x p o s e d h u m a n s u b p o p u l a t i o n a n d o r a l e q u iv a l e n t d o s e s fo r t h e l o w e s t 5

p e r c e n t i l e o f a s im u l a t e d h u m a n c o h o r t . O n l y t w o c h e m i c a l s , p y r i t h io b a c - s o d i u m a n d

t r i c lo s a n
,
w e r e id e n t i fi e d w h e r e t h e o r a l e q u i v a l e n t d o s e s o v e r l a p p e d e s t i m a t e d h u m a n

e x p o s u r e s . T h e s e t w o c h e m i c a l s w o u l d n o t h a v e b e e n i d e n t i f i e d fi "

o m t h e i n v i t r o A C 5 0

v a l u e s
,
t h e o r a l e q u i v a l e n t d o s e s

,
o r t h e e x p o s u r e e s t im a t e s a l o n e .

I n g e n e r a l , i t w i l l b e

n e c e s s a r y t o h a v e i n f o r m a t i o n o n h a z a r d a n d i n v i t r o d o s e - r e s p o n s e c o u p le d w i t h e x p o s u r e

i n f o r m a t i o n t o d e v e l o p t e s t i n g p r i o r i t i e s . T h e l i n k a g e o f h a z a r d i d e n t i fi c a t io n , d o s e - r e s p o n s e ,

a n d e x p o s u r e a r e t h e c o r n e r s t o n e s o f r i s k a s s e s sm e n t (N R C
,
1 9 8 3 ) . T r i c lo s a n i s a b r o a d

s p e c t r u m a n t i b a c t e r i a l a n d a n t i f u n g a l a g e n t t h a t i s p r e s e n t i n m a n y h o u s e h o l d i t e m s w it h a

h i g h p o t e n t ia l f o r h u m a n e x p o s u r e (e . g .

, s o a p , t o o t h p a s t e ) . T h e e s t im a t e d h i g h e s t h u m a n

e x p o s u r e f o r t r i c l o s a n (0 . 1 3 m g / k g /d a y ) i s in e x c e s s o f t h e o r a l e q u i v a l e n t v a l u e s fo r t h r e e

T o x C a s t a s s a y s - A C E A L O C d e c (0 . 0 0 6 5 m g /k g / d a y ) , C L Z D _ C Y P2 B 6 _ 2 4 (0 . 0 0 4 8

m g / k g / d a y ) , a n d N V S _ T R _ h N E T (0 . 0 4 3 m g / k g / d a y ) . T h e A C E A L O C d e c a s s a y i s a

m e a s u r e o f d e c r e a s e d c e l l v i a b i l it y . T h e C L Z D _ C Y P2 B 6_ 2 4 a s s a y i n d i c a t e s e x p r e s s io n o f

C Y P 2 B 6 in p r im a r y h u m a n h e p a t o c y t e s ( R o t r o ff e / a l . 2 0 1 0 ) . T h e e x p r e s s io n o f C Y P 2 B 6 i s

r e g u l a t e d b y t h e c o n s t i t u t iv e a n d r o s t a n e r e c e p t o r (C A R ) a n d p r e g n a n e X r e c e p t o r (PX R ),
a n d
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s t u d i e s h a v e i d e n t i f i e d t r i c lo s a n a s a h u m a n P X R a c t i v a t o r (Ja c o b s e t a l . 2 0 0 5 ) . A t h i g h

d o s e s
,
t r i c lo s a n d i s r u p t s r a t t h y r o i d ho r m o n e h o m e o s t a s i s i n v i v o ( C r o ft o n e t a l . 2 0 0 7

,

Z o r r i l l a e t a l 2 0 0 9 ) a n d r e c e n t w o r k s u g g e s t s C A R / P X R a c t i v a t i o n m a y p l a y a r o l e in t h i s

d i s r u p t i o n (P a u l e t a l . 2 0 10 ) . T h e N V S T R h N E T a s s a y i s a c o m p e t i t i v e b i n d i n g a s s a y f o r

t h e h u m a n n o r e p i n e p h r in e t r a n s p o r t e r (N E T ) .
A l t h o u g h n o t w e l l u n d e r s t o o d

,
t h e r e a p p e a r s

t o b e s o m e r e l a t io n s h i p b e t w e e n t h y r o i d h o r m o n e s a n d N E T - a r e c e n t s t u d y fo u n d t h a t

t h y r o n a m i n e s a c t a s n o r e p in e p h r i n e u p t a k e in h i b i t o r s
,
c a u s in g a n i n c r e a s e i n t h e a m o u n t o f

n o r e p in e p h r in e t h a t c a n b e f o u n d a t t h e s y n a p t i c c l e ft ( S n e a d e t a l
,
2 0 0 7 ) . T h e r e l a t i o n s h ip

o f t h e s e i n v i t r o b io a c t i v i t i e s t o a n y p o t e n t i a l m o d e s o f a c t i o n l e a d in g t o a d v e r s e e ff e c t s

r e m a i n u n c l e a r
,

a n d t h i s w i l l b e o n e o f t h e o n g o i n g c h a l l e n g e s t o in t e r p r e t i n g i n v i t r o

b io a c t i v it y r e l a t i v e t o p o t e n t i a l h a z a r d a n d r i s k .

P y r it h i o b a c - s o d i u m i s a n h e r b i c i d e t h a t is u s e d i n t h e c o t t o n i n d u s t r y . W it h in

s t a n d a r d r e g i s t r a t i o n s t u d i e s
, p y r it h i o b a c - s o d i u m h a d n o e v i d e n c e o f g e n o t o x ic i t y ,

a n d w a s

n o t t e r a t o g e n ic i n r a t s o r r a b b i t s ; h o w e v e r
,

a 2 3 - m o n t h r a t c h r o n i c / c a r c in o g e n i c i t y s t u d y

d e m o n s t r a t e d t o x i c e ff e c t s i n m a l e s in c lu d in g f o c a l c y s t i c d e g e n e r a t i o n i n t h e l i v e r a n d

k id n e y e ff e c t s i n f e m a l e s a t 2 0 0 a n d 9 18 m g /k g /d a y ,
r e s p e c t i v e l y . P y r i t h i o b a c - s o d iu m i s

l i s t e d a s a G r o u p C p o s s ib l e h u m a n c a r c i n o g e n du e t o t h e p r e s e n c e o f a d e n o m a s
,
c a r c i n o m a s

a n d c o m b i n e d a d e n o m a / c a r c i n o m a s i n t h e m a l e m o u s e l i v e r a n d r a t k i d n e y (F e d e r a l R e g i s t e r ,

2 0 0 2 ) . A m o n g t h e T o x C a s t a s s a y s , p y r it h i o b a c - s o d i u m in c r e a s e d e x p r e s s i o n o f S L C O I B I i n

p r im a r y h u m a n h e p a t o c y t e s w i t h a n o r a l e q u i v a l e n t d o s e (0 . 0 0 1 1 m g / k g /d a y ) a p p r o x im a t e l y

e q u a l t o t h e h i g h e s t e s t im a t e d hu m a n e x p o s u r e (0 . 0 0 12 m g / k g /d a y ) . SL C O I B I i s t h e g e n e

t h a t e n c o d e s fo r s o l u t e c a r r i e r o r g a n i c a n io n t r a n s p o r t e r f a m i l y m e m b e r I B l (O A T P I B I ) ,

w h i c h i s r e s p o n s i b l e f o r h e p a t i c u p t a k e o f a v a r i e t y o f c o m p o u n d s (P a s a n e n e t a l .

,
2 0 0 8 ) .
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A g a i n
,
t h e r e l a t io n s h i p o f t h e s e b i o a c t i v i t i e s in r e g a r d t o h a z a r d a n d r i s k i s u n c l e a r a n d w i l l

r e q u ir e a d d i t i o n a l r e s e a r c h .

T h e o r a l e q u i v a l e n t v a l u e s o f T o x C a s t a s s a y s m e a s u r i n g b i o a c t i v it y o f t h r e e

m o l e c u l a r t a r g e t s (E R ,
A R

,
a n d T R ) i d e n t i fi e d b y t h e E P A E D S P p r o g r a m a s b e in g r e l e v a n t

f o r a s s e s s in g e n d o c r in e t o x i c it y i n v i t r o w e r e p l o t t e d i n F i g u r e 6 . T h e r e w e r e n o e s t im a t e d

e x p o s u r e l e v e l s t h a t o v e r la p p e d w i t h a n y o f t h e s e e n d o c r i n e a s s a y s . T r i c l o s a n h a d th e

n a r r o w e s t m a r g in , 0 .
1 5 m g /k g /d a y ,

o f e s t im a t e d h u m a n e x p o s u r e f o r t h e N V S N R h A R .

T h i s a s s a y m e a s u r e s c o m p e t i t i v e b i n d i n g o f t h e h u m a n a n d r o g e n r e c e p t o r i n a n i m m o r t a l i z e d

c e l l l i n e . T h r o u g h t h e i d e n t i fi c a t i o n o f s p e c i fi c a s s a y s t h a t r e p r e s e n t a l t e r a t i o n o f t a r g e t

p a t h w a y s ,
i n t h i s c a s e e n d o c r in e p a t h w a y s ,

c a n a i d i n t h e p r i o r i t i z a t i o n o f c h e m i c a l s f o r

t a r g e t e d t e st i n g . R e g u l a t o r y r e p r o d u c t i v e t o x i c it y t e s t i n g i s a m o n g t h e m o s t e x p e n s i v e i n t h e

t e r m s o f m o n e t a r y c o s t s a n d a n i m a l l i v e s (N o v i c a n d V r a c k o
,
2 0 10 ) . T h e a p p r o a c h d e s c r i b e d

b y F i g u r e 6 i d e n t i fi e s a m e t h o d c a p a b l e o f i d e n t i fy in g h i g h p r io r i t y c h e m i c a l s f o r

r e p r o d u c t iv e o r d e v e l o p m e n t a l t o x i c i t y t e s t i n g a n d c o u l d r e d u c e t h e n u m b e r o f c h e m i c a l s t h a t

u n d e r g o u n n e c e s s a r y t e s t i n g .

T h e c u r r e n t r e g u l a t o r y p r o c e s s u s e s t h e d o s e s r e s u l t i n g i n fr a n k t o x i c i t y fr o m r o d e n t

b io a s s a y s t o u l t im a t e l y a r r i v e a t l e v e l s c o n s id e r e d t o b e s a f e fo r h u m a n s . F i g u r e 7 s h o w s t h e

s a m e o r a l e q u iv a l e n t b o x p lo t s r e p r e s e n t i n g h u m a n b i o a c t iv it y c o m p a r e d t o o v e rt t o x i c i t y

o b s e r v e d i n r o d e n t s t u d i e s . I n t u it i v e l y ,
o n e w o u ld e x p e c t t o o b s e r v e m o l e c u l a r p e rt u r b a t io n s

a t d o s e l e v e l s p r i o r t o t h o s e m a n i f e s t i n g in t o a n a d v e r s e p h e n o t y p i c o u t c o m e . T h i s d y n a m i c

is r e p r e s e n t e d a c r o s s t h e m a j o r it y o f c h e m i c a l s ; h o w e v e r
,
1 1 c h e m i c a l s h a v e L O A E L v a l u e s

b e lo w t h e m e d i a n o r a l e q u i v a l e n t . A p o s s i b l e e x p l a n a t i o n f o r t h i s i s t h a t s p e c i e s d i f f e r e n c e s

e x i s t r e s u lt in g in a d v e r s e e f f e c t s in r o d e n t s t h a t m a y n o t b e r e l e v a n t f o r h u m a n s .
R f D v a l u e s
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a r e d e r i v e d fr o m t h e N O A E L a n d a r e c o n s i d e r e d t o b e t h e m a x i m u m a c c e p t a b l e o r a l d o s e f o r

a c h e m i c a l s u b s t a n c e . T h e s e v a lu e s a r e a l s o p lo t t e d i n F i g u r e 7 a n d th e m a j o r i t y o f t h e s e R f D

a r e s e t a t l e v e l s b e lo w o r a l e q u i v a l e n t v a lu e s .
H o w e v e r ,

1 1 R f D v a l u e s o v e r l a p p e d w it h i n

v i v o e s t i m a t e s o f b io a c t i v i t y ,
s u g g e s t i n g t h a t u s i n g o n l y a n im a l b i o a s s a y s m a y o v e r - o r

u n d e r e s t im a t e w h a t l e v e l s o f e x p o s u r e w o u l d r e s u l t i n a d v e r s e h u m a n e f fe c t s .

L im i t a ti o n s

T h e p h a r m a c o k i n e t i c a p p r o a c h e s p r e s e n t e d in t h is s t u d y h a v e t h e p o t e n t i a l t o e x t e n d

t h e h a z a r d id e n t i fi c a t io n p a r a d i g m t o w a r d s t h e u s e o f / « v i t r o d a t a in a r i s k a s s e s s m e n t

c o n t e x t . N o n e t h e l e s s
,
t h e r e a r e s e v e r a l im p o r t a n t q u a l i fi c a t io n s t h a t a r e in h e r e n t in t h e

a p p l i c a t i o n o f t h e s e a pp r o a c h e s . F ir s t
,
a s s u m p t i o n s w e r e m a d e i n t h e i n v i t r o - t o - i n v i v o

e x t r a p o la t io n m o d e l in g r e g a r d i n g t h e a b s o r p t i o n a n d e x c r e t i o n o f t h e c h e m i c a l s . E a c h

c h e m i c a l w a s a s s u m e d t o b e c o m p l e t e l y a b s o r b e d
,
a n d e x c r e t i o n w a s l i m i t e d t o t h e r e n a l

r o u t e w it h a r a t e e q u i v a l e n t t o g l o m e r u l a r fi l t r a t io n m u l t i p l i e d b y t h e a m o u n t o f u n b o u n d

c h e m i c a l in t h e p l a s m a . T h e s e a s s u m p t i o n s a r e l a r g e l y c o n s e r v a t i v e fr o m a h u m a n h e a lt h

s t a n d p o in t a n d w o u ld r e s u lt i n a l o w e r e s t im a t e o f t h e o r a l e q u i v a l e n t d o s e r e q u i r e d t o

a c h i e v e a s p e c i fi c s t e a d y s t a t e p l a s m a c o n c e n t r a t i o n
. S e c o n d , t h e u s e o f A C 5 0 v a l u e s a s t h e

b a s i s f o r c a l c u l a t in g t h e o r a l e q u i v a l e n t d o s e s m a y n o t r e p r e s e n t t h e m i n im u m c o n c e n t r a t io n

o f t h e c h e m i c a l r e q u ir e d t o o b s e r v e a b i o lo g i c a l e f f e c t . T h e A C 50 v a l u e h a s b e c o m e t h e

s t a n d a r d m e t r i c f o r c o m p a r in g p o t e n c i e s o f c h e m i c a l s
,
b u t m a y n o t b e a p p r o p r i a t e f o r

i d e n t i f y i n g b io l o g i c a l l y r e l e v a n t c o n c e n t r a t i o n s f o r p r i o r i t i z a t i o n a n d r i s k a s s e s s m e n t . M o r e

c o n s e r v a t i v e e s t i m a t e s m a y b e d e r i v e d fr o m s t a t i s t i c a l m e t h o d s t h a t a s s e s s s i g n i fi c a n t

d e v i a t i o n s fr o m t h e v e h i c l e t r e a t e d c o n fr o l s . T h i r d
,
c h e m i c a l s m a y p r e f e r e n t i a l l y p a r t i t i o n
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i a t o a s p e c i fi c t i s s u e
, p o t e n t i a l l y r e s u l t i n g i n s e q u e s t e r e d c o n c e n t r a t i o n s g r e a t e r t h a n w o u l d

b e d e t e r m i n e d f o r t h e b l o o d a l o n e . F o u r t h
,
t h e i n v i t r o a s s a y s m a y c o n t a i n s o m e o f t h e

p h a r m a c o k i n e t i c f e a t u r e s b e in g d e t e r m i n e d w it h t h e m e t a b o l i c c l e a r a n c e a n d p r o t e i n
- b in d i n g

a s s a y s ,
i

. e . c e l l u l a r a s s a y s m a y h a v e s i g n i f i c a n t b i o t r a n s f o r m a t io n c a p a c i t y a n d m e d i u m m a y

h a v e h i g h s e r u m p r o t e i n c o n c e n t r a t i o n s . H e n c e , t h e s e p h a r m a c o k i n e t i c p a r a m e t e r m a y

a l r e a d y b e r e f le c t e d i n t h e A C 5 0 d e t e r m i n e d b y a p a r t i c u l a r i n v i t r o a s s a y a n d a p p l i c a t i o n o f

t h e a d d i t i o n a l m e t a b o Us m a n d p r o t e i n - b i n d in g m e a s u r e m e n t s m a y o v e r - c o m p e n s a t e f o r t h e s e

e f f e c t s . F i ft h
,
t h e i n v i t r o a s s a y a c t i v i t y l ik e l y r e f le c t s a c t i v i t y o f t h e p a r e n t m o l e c u l e ;

a c t i v a t i o n t o a n a c t i v e m e t a b o l it e o c c u r r i n g i n v i v o m a y n o t b e d e t e c t e d w it h t h i s a p p r o a c h .

F i n a l l y ,
t h e u s e o f h i g h l y s e n s i t i v e i n v i t r o a s s a y s f o r p r e d i c t in g r e l e v a n t r e s p o n s e s i n h u m a n s

i s d e b a t a b l e .
A c t i v a t i o n o f t h e s e i n v i t r o e n dp o i n t s d o e s n o t n e c e s s a r i l y r e p r e s e n t a n a d v e r s e

b i o lo g i c a l r e s p o n s e , b u t s h o u l d b e r e g a r d e d a s a m e a s u r e o f p u t a t i v e b i o lo g i c a l p e r t u r b a t i o n s .

T h e r e h a s b e e n o n g o i n g d e b a t e w i t h i n t h e t o x ic o l o g i c a l c o m m u n i t y r e g a r d i n g t h e d i f f e r e n c e

b e t w e e n a d v e r s e a n d a d a p t i v e r e s p o n s e s a n d th e d e b a t e i s l i k e ly t o c o n t i n u e d e s p it e t h e

d e v e l o p m e n t o f m o r e s o p h i s t i c a t e d t e c h n o l o g ie s a n d i n c r e a s e d d a t a c o l l e c t i o n

C o n c l u s i o n s

T h e r e s u l t s o f t h i s s t u d y h a v e s i g n i fi c a n t im p l i c a t i o n s f o r c u r r e n t e f f o r t s t o o v e r h a u l

e x i s t i n g c h e m i c a l t e s t in g m e t h o d s a n d u t i l i z e r e l a t i v e l y in e x p e n s i v e h i g h - t hr o u g h p u t i n v i t r o

a s s a y s t o a d d r e s s t h e d i s p a r it y i n t h e n u m b e r o f t e s t e d a n d u n t e s t e d c h e m i c a l s i n c o m m e r c e .

F r o m a n e c o n o m i c a n d a n im a l w e l f a r e p e r s p e c t i v e
,
t h e u s e o f o n l y i n v i t r o A C 5 0 v a l u e s fo r

p r i o r it i z a t i o n c o u l d i d e n t i fy p u t a t i v e h a z a r d s t h a t w o u l d l e a d t o u n n e c e s s a r y a n im a l t e s t i n g

fo r c o m p o u n d s t h a t d o n o t h a v e r e l e v a n t e x p o s u r e s . F r o m a p u b l i c s a f e t y p e r s p e c t i v e
,
t h e

3 6

NEATPAGEINFO:id=95C35C8B-445C-4FC5-9AB6-2269E4DF20FD



u s e o f o n l y i n v i t r o A C 5 0 v a lu e s fo r p r i o r it i z a t i o n c o u ld u n d e r - o r o v e r e s t im a t e t h e r i s k s

a s s o c i a t e d w i t h o t h e r c h e m i c a l s b e c a u s e o f i n a d e q u a t e do s im e t r y e s t im a t e s d u e t o a s p e c t s o f

b i o l o g y t h a t a r e e i t h e r n o t c a p t u r e d i n v i t r o o r n o t m o d e l e d i n s i l i c a . T h e in t e g r a t i o n o f

d o s im e t r y a n d h u m a n e x p o s u r e i n f o r m a t io n w i t h t h e r e s u lt s fr o m h i g h - t hr o u g hp u t t o x i c it y

s c r e e n in g e f fo r t s i s c r i t i c a l f o r in f o r m e d d e c i s io n s o n c h e m i c a l t e s t in g p r io r i t i e s a n d

r e g u l a t o r y a t t e n t io n . I n a d d i t io n
,
t h e s e t o o l s a r e k e y c o m p o n e n t s o f h u m a n - b a s e d t o x i c it y

p a t h w a y p r o p o s a l s t h a t w o u l d m o v e b e y o n d p r i o r i t i z a t i o n t o a n e w p a r a d i g m f o r t o x i c it y

t e s t in g a n d r i s k a s s e s s m e n t (N R C
,
2 0 0 7 ) .

F u t u r e D i r e c ti o n s

T h i s e x p e r im e n t i s c u r r e n t l y b e in g r u n o n t h e r e s t o f t h e T o x C a s t p h a s e I c h e m i c a l s .

T h i s e x p e r i m e n t w i l l p r o v i d e a c o mp l e t e d a t a s e t o f v a l u a b l e i n f o r m a t i o n o n m e t a b o l i c

c l e a r a n c e a n d p l a s m a p r o t e in b i n d i n g . T h i s d a t a w i l l a l s o b e in c o r p o r a t e d in t o a p r i o r i t i z a t io n

e f f o r t i n c o n j u n c t i o n w it h a d d i t io n a l t o x i c o l o g i c a l p a t h w a y i n f o r m a t i o n . F u r t h e r a n a l y s i s i s

c u r r e n t l y u n d e r w a y w it h i n t h e T o x C a s t p r o g r a m t o d e v e l o p p r e d i c t i v e s i g n a t u r e s c o n s i s t i n g

o f d i f f e r e n t i n v i t r o a s s a y s t o p r e d i c t i n v i v o r e s p o n s e s . T h e s e a s s a y s w o u l d c o n s t it u t e a n

a d v e r s e r e s p o n s e a n d a n o r a l e q u i v a l e n t d o s e c o u l d b e e s t im a t e d . T h i s w o u l d p r o v i d e t h e

a b i l it y t o d e r i v e a p o in t o f d e p a r t u r e (PO D ) t h a t c o u l d p a r a l l e l t h e c u r r e n t r i s k a s s e s s m e n t

m e t h o d s . T h i s d a t a w i l l a l s o b e u s e d t o d e t e r m i n e w h e t h e r a d j u s t i n g A C 50 v a l u e s fo r

ph a r m a c o k i n e t i c p a r a m e t e r s c a n im p r o v e t h e p r e d i c t i v e p o w e r o f t h e i n v i t r o a s s a y s w h e n

c o m p a r e d t o r o d e n t le g a c y d a t a .

W i t h t h e p r o p e r v a l i d a t i o n t h i s c o u ld e n h a n c e c u r r e n t r i s k a s s e s s m e n t s b y

in c o r p o r a t i n g d a t a fr o m hu m a n c e l l s a s o p p o s e d t o e x t r a p o l a t i o n s m a d e fr o m r o d e n t t o x i c i t y
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t e s t s . T h e s e m e t h o d s w o u l d a l s o b e d e r i v e d fr o m m o l e c u l a r b io a c t i v i t y i n s t e a d o f c o a r s e

g r a in e d i n v i v o t e s t s .

O n e o f t h e m a j o r c h a l l e n g e s i n d e v e l o p i n g t h e s e p r e d i c t i v e s i g n a t u r e s i s t h e i s s u e o f

s p e c i e s e x t r a p o la t i o n fr o m h u m a n i n v i t r o a s s a y s t o r o d e n t i n v i v o d a t a . I n a n a d d it io n a l

c o l la b o r a t i o n b e t w e e n T h e E P A N a t i o n a l C e n t e r f o r C o m p u t a t i o n a l T o x i c o l o g y (N C C T ) a n d

t h e H a m n e r I n s t i t u t e s f o r H e a l t h S c i e n c e s
,
t h i s e x p e r im e n t w i l l b e r e p e a t e d u s i n g r o d e n t

p l a s m a p r o t e in a n d c r y o p r e s e r v e d h e p a t o c y t e s . T h e p h a rm a c o k i n e t i c m o d e l w i l l b e a dj u s t e d

t o r e p r e s e n t t h e r a t p h y s io l o g y .
T h i s e x p e r im e n t c o u l d g r e a t l y im p r o v e p r e d i c t i v e s i g n a t u r e s

b e c a u s e i t w i l l a l l o w f o r d i r e c t c o m p a r i s o n f o r r o d e n t p h a r m a c o k i n e t i c s a n d b i o a c t i v i t y w i t h

h i s t o r ic a l i n v i v o t o x i c i t y t e s t i n g e n d p o i n t s .
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C h a p t e r 6

P r a c t i c u m R e p o r t

T h e f i r s t p h a s e o f m y p r a c t i c u m e x p e r i e n c e t o o k p l a c e a t C e l l z D ir e c t / I n v i t r o g e n C o r p o r a t io n

(a p a r t o f L i f e T e c h n o l o g i e s ) f o r 1 5 h o u r s fr o m A u g u s t 2 7 ,
2 0 0 8 t o O c t o b e r 16

,
2 0 0 8 u n d e r

t h e d ir e c t i o n o f D r . R u s s e l l T h o m a s . D u r i n g t h i s t i m e I a s s i s t e d in c o n d u c t i n g a m e t a b o l i c

s t a b i l i t y a n a l y s i s u s i n g c r y o p r e s e r v e d hu m a n h e p a t o c y t e s fr o m t w o s e p a r a t e p o o l s o f t e n

in d i v i du a l d o n o r s . T h e s e p o o l s w e r e m a d e fr o m fi v e m a l e a n d fi v e f e m a l e d o n o r s
.
I n c u b a t i o n

m e d i u m w a s p r e p a r e d b y s u p p l e m e n t in g W i l l i a m '

s E M e d i u m w it h 0 . 1 )l i M d e x a m e t h a s o n e
,

1 m L I T S +
'

^ ^
(p e r 5 0 0 m L m e d i u m ) ,

4 m M G lu t a m a x

'

^ ^
,
1 5 m M H E P E S

,
a n d e it h e r 2

}x g / m L g e n t a m y c i n o r 2
. 5 m L p e n i c i l l i n / s t r e p t o m y c in (p e r 5 0 0 m L m e d iu m ) . I n s e p a r a t e

a m b e r g l a s s v i a l s
,
t h e c h e m i c a l s t o c k s w e r e a d d e d t o w a r m i n c u b a t i o n m e d iu m t o y i e ld t h e

t a r g e t e d w o r k in g c o n c e n t r a t i o n s , 2 î M b y a d d i n g 10 |j L 1 m M c h e m i c a l s t o c k t o 5 m L o f

i n c u b a t i o n m e d iu m . V i a l s o f c r y o p r e s e r v e d h e p a t o c y t e s w e r e t h a w e d u s i n g w a rm W i l l i a m '

s

E M e d iu m (3 7
° C ) a n d c e n t r i fi i g e d a t 7 6 X g fo r 6 m in u t e s a t 2 0 ° C . T h e c e l l s w e r e

r e s u s p e n d e d in i n c u b a t io n m e d iu m t o a w o r k in g c e l l d e n s it y o f 1
. 0 x 1 0

*
v i a b l e c e l l s p e r m L

a s d e t e r m i n e d b y T r y p a n B l u e
^ *̂

e x c l u s i o n .
T o e a c h w e l l o f t h e in c u b a t i o n p l a t e s ,

0 . 5 m L o f

1 . 0 X 10
*
v i a b l e c e l l s p e r m L w e r e a d d e d t o y i e ld a f i n a l c e l l d e n s it y o f 0 . 5 x 10

*
v i a b l e c e l l s

p e r m L .
H e p a t o c y t e s w e r e p l a t e d a n d t r e a t e d w i t h 4 0 c h e m i c a l s o f e n v i r o n m e n t a l c o n c e r n a t

1 a n d 10 î M c o n c e n t r a t io n s . A t t i m e p o in t s o f 0 ,
1 5 , 3 0 ,

6 0
,
a n d 12 0 m i n

,
5 0 |x L a l i q u o t s

w e r e r em o v e d fr o m e a c h w e l l a n d q u e n c h e d w it h 5 0 ^ L i c e c o l d a c e t o n it r i l e .
D u p l i c a t e
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w e l l s w e r e r u n f o r e a c h c h e m i c a l . T h e q u e n c h e d a l i q u o t s w e r e fr o z e n a t - 7 0 ° C p r i o r t o

a n a l y s i s .

T h i s s t u d y i n v e s t i g a t e s t h e m e t a b o l i c c a p a c i t y o f h u m a n h e p a t o c y t e s w h e n t r e a t e d

w it h d i f f e r e n t e n v i r o n m e n t a l c h e m i c a l s .
T h e r e s id u a l c o n c e n t r a t io n s o f p a r e n t c o m p o u n d

w e r e d e t e r m i n e d b y a n a l y t i c a l c h e m i s t r y a n d w e r e p l o t t e d o n a s e m i - lo g p l o t t o g e n e r a t e a

r a t e o f m e t a b o l i s m . T h i s d a t a w a s t h e n in c o r p o r a t e d in t o a r e v e r s e p h a r m a c o k i n e t i c m o d e l .

T h e s e c o n d p h a s e o f m y p r a c t i c u m r e s e a r c h w a s p e r f o r m e d in t h e l a b a t T h e H a m n e r

I n s t i t u t e s f o r H e a l t h S c i e n c e s f o r 3 5 ho u r s fr o m Ju l y 1 4
,
2 0 0 9 t o J u l y 2 1

,
2 0 0 9 a l s o u n d e r t h e

d i r e c t io n o f D r . R u s s e l l T h o m a s , c o n d u c t i n g a h i g h t hr o u g h p u t p l a s m a p r o t e i n b i n d i n g

e x p e r im e n t o n 3 0 9 T o x C a s t p h a s e I c h e m i c a l s . T h e p l a s m a w a s i s o l a t e d fr o m s i x i n d i v i d u a l

d o n o r s u s i n g K 2 E D T A a s t he a n t i - c o a g u l a n t . T h e p l a s m a w a s t h a w e d a t r o o m t e m p e r a t u r e

a n d c e n t r i fi i g e d a t 2 0 0 0 X g f o r 1 0 m i n p r io r t o a n a l y s i s . R a p i d e q u i l i b r i u m d i a l y s i s (R E D )

w a s c o n d u c t e d i n 9 6 - w e l l f o r m a t u s i n g t h e s i n g l e - u s e R E D p l a t e a c c o r d i n g t o m a n u f a c t u r e r
'

s

i n s t r u c t i o n s . B ri e fl y , p h o s p h a t e b u f f e r e d s a l in e ( P B S ) a n d p l a s m a w a s l o a d e d t o t h e b u f f e r

a n d s a m p l e c h a m b e r s
,

r e s p e c t i v e l y ,
u s i n g a B i o m e k F X w o r k st a t i o n . C h e m i c a l s t o c k

s o l u t i o n s w e r e a d d e d t o t h e s a m p l e c h a m b e r s in t ri p l i c a t e t o a c h ie v e f i n a l c o n c e n t r a t i o n s o f 1

a n d 10 i^ M . T h e c o n c e n t r a t io n o f D M SO d i d n o t e x c e e d 0 . 5 % . T h e R E D p l a t e w a s w r a p p e d

i n a l u m i n u m f o i l a n d i n c u b a t e d a t 3 7 °

C a t 10 0 r p m i n a n o r b i t a l s h a k e r f o r 4 h o u r s . A l i q u o t s

w e r e r e m o v e d fr o m th e b u f fe r a n d s a m p l e c h a m b e r s , m i x e d w it h a c e t o n it r i l e ( 10 0% ) t o

p r e c i p i t a t e p r o t e i n s , a n d s t o r e d a t - 8 0 ° C u n t i l a n a l y t i c a l a n a l y s i s .

T h i s e x p e r im e n t y i e l d e d r e s u l t s f o r p l a s m a p r o t e in b i n d in g a f fi n i t y f o r 3 0 9

c o m p o u n d s w h i c h w i l l b e u s e d in c o n j u n c t i o n w i t h m e a s u r e m e n t s o f m e t a b o l i c c l e a r a n c e i n a

r e v e r s e p h a r m a c o k i n e t i c m o d e l
.
T h i s m o d e l w i l l g e n e r a t e h u m a n o r a l e q u i v a l e n t d o s e v a l u e s
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f o r m e a s u r e m e n t s o f m v i t r o b io a c t i v i t y . T h e s e d a t a w i l l p r o v i d e t h e a b i l i t y t o u s e o r a l d o s e

v a l u e s w h i c h m e a s u r e m o l e c u l a r p e r t u r b a t i o n s t o a i d i n t h e T o x C a s t
'

s e f fo r t t o p e r f o r m

c h e m i c a l p r io r i t iz a t i o n . T h e r e a r e a n a p p r o x i m a t e l y 1 0
,
0 0 0 e n v ir o n m e n t a l c h e m i c a l s w h i c h

in d i v i d u a l s m a y b e e x p o s e d t o . T h e v a s t m a j o r i t y o f t h e s e c h e m i c a l s h a v e g o n e t h r o u g h

l im it e d o r n o t o x i c i t y t e s t in g (Ju d s o n e t a l
,
2 0 0 9 ) . T h e c u r r e n t t e s t i n g p a r a d i g m r e q u ir e s l o n g

t e r m t o x i c i t y t e s t s w h i c h r e q u i r e m i l l io n s o f d o l l a r s ,
m a n y a n im a l l i v e s

,
a n d s i g n i fi c a n t t im e

i n v e s tm e n t s . T h e T o x C a s t p r o g r a m i s a t t e m p t in g t o p r i o r i t i z e t h e s e c h e m i c a l s f o r t a r g e t e d

t o x i c i t y t e s t i n g a n d t o r e du c e t h e o v e r a l l c o s t s o f t h e s e t e s t s . T o a c c u r a t e l y p r i o r it i z e

c h e m i c a l s i t i s n e c e s s a r y t o i n c o r p o r a t e p h a r m a c o k in e t ic s . A n a d d i t i o n a l g o a l o f t h e T o x C a s t

p r o g r a m i s t o u s e t h e s u i t e o f m v i t r o a s s a y s a n d l e g a c y i n v i v o r o d e n t d a t a t o i d e n t i f y a d v e r s e

t o x i c it y p a t h w a y s . T h e c u r r e n t r e g u l a t o r y m e t h o d s u s e r o d e n t i n v i v o d a t a fr o m fr a n k t o x i c i t y

o b s e r v a t i o n s t o d e r i v e s a f e l e v e l s o f c h e m i c a l s . O r a l e q u i v a l e n t v a lu e s fr o m i n v i t r o a s s a y s

t h a t h a v e b e e n i d e n t i fi e d a s r e p r e s e n t a t i v e o f a d v e r s e e f fe c t s c o u l d p r o v i d e t h e a b i l i t y o f

d e r i v i n g a m o r e a c c u r a t e p o in t o f d e p a r t u r e (P O D ) b a s e d o n h u m a n m o d e s o f a c t i o n . T h i s

a p p r o a c h c o u ld p r o v e t o b e a m a j o r s t e p t o w a r d s b a s in g t o x i c o l o g i c a l r e g u l a t o r y d e c i s i o n s o n

h u m a n m e a s u r e m e n t s fr o m r e l e v a n t e x p o s u r e l e v e l s
,

e l i m in a t i n g t h e n e e d f o r h i g h d o s e

a n im a l s t u d i e s fo r c h e m i c a l s a f e t y t e s t i n g .

T h e c u r r e n t r e g u l a t o r y m e t h o d s a r e t h e n a n a l y z e d a l o n g w i t h e s t i m a t e s o f h u m a n

e x p o s u r e b a s e d o n c r o p a p p l i c a t io n a n d w a t e r l e v e l s . T h e s e t w o a s s a y s w i l l b e u s e d i n a

n o v e l a n a ly s i s t h a t w i l l p r o v i d e a m e t h o d o f e v a lu a t io n c u r r e n t r e g u l a t o r y s t a n d a r d s a n d

r e l a t e t h e m t o p r e d i c t e d l e v e l s o f h u m a n b i o a c t i v i t y b a s e d o n e f f e c t s o n h u m a n m o l e c u l a r

t a r g e t s . T h e m e t h o d s d e s c r ib e d i n t h i s s t u d y c o n t a i n t h e n e c e s s a r y e l e m e n t s t o c o n du c t a r i s k

a s s e s s m e n t a n a l y s i s w i t h o u t t h e n e e d fo r s p e c i e s e x t r a p o l a t i o n . T h i s c o u l d h a v e a l a r g e
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i m p a c t o n t h e a m o u n t o f p e s t i c id e s t h a t f a r m e r s a r e a l l o w e d t o s p r a y o n t h e i r c r o p s . A n

a lt e r a t i o n i n t h e a l l o w a b l e l e v e l s f o r p e s t i c i d e a p p l i c a t i o n c o u l d h a v e a s u b s t a n t i a l e c o n o m i c

im p a c t a s w e l l a s a n im p a c t o n c r o p y i e l d s . I t i s im p o r t a n t t o u n d e r s t a n d t h e r i s k t h e s e

c h e m i c a l s p o s e f o r h u m a n s i n o r d e r t o p r o t e c t n o t o n ly t h e c o n s u m e r s o f t h e s e p r o d u c t s b u t

t h e in d i v i d u a l s r e s p o n s i b l e f o r t h e a p p l i c a t i o n o f t h e s e c h e m i c a l s .
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C o l l i n s
,
F . S .

,
G r a y ,

G . M .

,
a n d B u c h e r

,
J . R . (2 0 0 8 ) . T o x i c o l o g y . T r a n s f o r m i n g

e n v i r o n m e n t a l h e a l t h p r o t e c t i o n . S c i e n c e 3 19
,
9 0 6 - 7 .

D i x
,
D . J .

,
H o u c k

,
K . A .

,
M a r t i n

,
M . T .

,
R ic h a r d

,
A . M .

,
S e t z e r

,
R . W .

,
a n d K a v lo c k

,
R . J .

(2 0 0 7 ) .
T h e T o x C a s t p r o g r a m fo r p r i o r i t i z in g t o x i c it y t e s t i n g o f e n v i r o n m e n t a l

c h e m i c a l s . T o x i c o l S c i 9 5
,
5 - 1 2 .

G e n t r y , P . R . , H a c k , C . E . , H a b e r , L .

,
M a i e r

,
A . , a n d C l e w e l l , H J .

,
3 r d (2 0 0 2 ) . A n a p p r o a c h

fo r t h e q u a n t i t a t i v e c o n s i d e r a t io n o f g e n e t i c p o l ym o r p h i s m d a t a in c h e m i c a l r i s k

a s s e s s m e n t : e x a m p l e s w i t h w a r f a r i n a n d p a r a t h i o n . T o x i c o l S c i 7 0
,
1 2 0 - 3 9 .

H a r t u n g ,
T h o m a s . T o x i c o l o g y f o r t h e t w e n t y

- f i r s t c e n t u r y . N a t u r e 4 6 0
,
2 0 8 - 2 1 2 ( 9 J u ly 2 0 0 9 )

H a y s ,
SM .

,
A y lw a r d

,
L L

. U s i n g B i o m o n i t o r i n g E q u i v a l e n t s t o i n t e r p r e t h u m a n

b io m o n i t o r i n g d a t a in a p u b l i c h e a l t h r i s k c o n t e x t . J A p p l T o x i c o l . 2 0 0 9

M a y ; 2 9 (4 ) :2 7 5 - 8 8

H o f e r
,
T .

,
G e m e r

,
I .

,
G u n d e r t - R e m y , U . , L i e b s c h ,

M
. , S c h u l t e ,

A .

,
S p ie lm a n n

,
H .

,
V o g e l , R .

,

a n d W e t t i g ,
K . (2 0 0 4 ) . A n i m a l t e s t in g a n d a l t e r n a t i v e a p p r o a c h e s fo r t h e h u m a n

h e a l t h r i s k a s s e s s m e n t u n d e r t h e p r o p o s e d n e w E u r o p e a n c h e m i c a l s r e g u l a t i o n . A r c h

T o x i c o l 7 8 , 5 4 9 - 6 4 .

Ja m e i
,
M . ,

M a r c i n i a k ,
S .

,
F e n g ,

K .

,
B a m e t t

,
A .

,
T u c k e r

,
G .

,
a n d R o s t a m i - H o dj e g a n ,

A .

(2 0 0 9 ) .
T h e Sim c y p ((R )) P o p u l a t i o n - b a s e d A D M E S im u l a t o r

.
E x p e r t Op i n D r u g

M e t a b T o x i c o l .
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Jo n e s
,
H . M . , a n d H o u s t o n

,
J . B . (2 0 0 4 ) . Su b s t r a t e d e p l e t i o n a p p r o a c h f o r d e t e r m i n in g i n

v it r o m e t a b o l i c c l e a r a n c e : t im e d e p e n d e n c i e s in h e p a t o c y t e a n d m i c r o s o m a l

i n c u b a t i o n s . D r u g Me t a b D i sp o s 3 2
,
9 7 3 - 8 2 .

J u b e r g ,
D .

,
B u s

,
J .

,
K a t z

,
D . T h e O p p o r t u n i t i e s a n d L i m it a t i o n s o f B i o m o n i t o r i n g . P o l i c y

B r i e f M a c k i n a c C e n t e r . N o . S 2 0 0 8 - 0 1 2 0 0 8

J u d s o n ,
R .

,
R i c h a r d

,
A .

,
D i x

,
D . J .

,
H o u c k

,
K .

,
M a r t in

,
M .

,
K a v lo c k

,
R .

,
D e l l a r c o

,
V .

,
H e n r y ,

T . , H o l d e r m a n , T .

,
S a y r e ,

P .

,
T a n

,
S .

,
C a r p e n t e r ,

T . , a n d Sm i t h, E . (2 0 0 9 a ) . T h e

t o x i c i t y d a t a l a n d s c a p e f o r e n v i r o n m e n t a l c h e m i c a l s . E n v i r o n H e a l t h P e r sp e c t 1 1 7
,

6 8 5 - 9 5 .

J u d s o n , R . S . , H o u c k , K . A . , K a v l o c k , R . J .

,
K n u d s e n , T . B . , M a r t in , M . T . , M o r t e n s e n , H .

M .

,
R e i f

,
D . M .

,
R o t r o f f , D . M .

,
S h a h , I . , R i c h a r d ,

A . M .

, a n d D i x
,
D . J . (2 0 0 9b ) .

I n

v i t r o s c r e e n i n g o f e n v i r o n m e n t a l c h e m i c a l s f o r t a r g e t e d t e s t in g p r i o r it i z a t io n - T h e

T o x C a s t p r o j e c t . E n v i r o n H e a l t h P e r sp e c t d o i : 1 0 . 1 2 89 / e h p . 0 9 0 1 3 9 2 .

K n u d s e n e t a l
. (g e t N o v a s c r e e n p a p e r c i t a t io n )

K a v l o c k
,
R .

,
A n k l y ,

G .

,
B l a n c a t o

,
J .

,
B r e e n

,
M .

,
C o n o l l y ,

R .

,
D i x

,
D .

,
H o u c k

,
K .

,
H u b a l

,
E .

,

J u d s o n
,
R .

,
R a b i n o w it z

,
J .

,
R i c h a r d

,
A .

,
S e t z t e r

,
W .

,
Sh a h

,
I .

,
V i l l e n e u v e

,
D .

,

W e b e r
,
E . C o m p u t a t i o n a l T o x i c o l o g y - A St a t e o f S c i e n c e M in i R e v i e w . T o x i c o l S c i

10 3 ( 1) ,
1 4 - 2 7 (2 0 0 8 ) .

K o h l i
,
J . D . , K h a n n a

,
R . N .

,
G u p t a ,

B . N .

,
D h a r

,
M . M .

,
T a n d o n

,
J . S .

,
a n d S ir c a r

,
K . P .

( 19 74 ) . A b s o r p t i o n a n d e x c r e t i o n o f 2
,
4 - d i c h l o r o p h e n o x y a c e t i c a c i d in m a n .

X e n o b i o t i c a 4
,
9 7 - 10 0 .

K o ik e Y .

,
M a g n u s s o n A .

,
S t e i n e r E .

,
R a n e A .

,
Sj o g v i s t F . ( 1 9 8 5 )U lt r a f i l t r a t io n c o m p a r e d

w i t h e q u i l i b r i u m d i a l y s i s i n d e t e r m i n a t i o n o f u n b o u n d p h e n y t o i n i n p l a s m a . T h e r .

D r u g M o n it . 7 :4 6 1^ 6 5

L i
,
A . P .

,
L u

,
C

,
B r e n t

,
J . A .

,
P h a m

,
C

,
F a c k e t t

,
A .

,
R u e g g ,

C . E .

,
a n d S i lb e r

,
P . M . ( 1 9 9 9 ) .

C r y o p r e s e r v e d h u m a n h e p a t o c y t e s : c h a r a c t e r i z a t i o n o f d r u g - m e t a b o l i z i n g e n z y m e

a c t i v i t i e s a n d a p p l i c a t i o n s i n h i g h e r t h r o u gh p u t s c r e e n i n g a s s a y s f o r h e p a t o t o x i c i t y ,

m e t a b o li c s t a b i l i t y , a n d d r u g - d r u g i n t e r a c t i o n p o t e n t i a l . C h e m B i o l I n t e r a c t 12 1,
1 7 -

3 5 .

L i n , J .
a n d L u

,
A .

, ( 1 9 9 7 ) . R o l e o f p h a r m a c o k in e t i c s a n d m e t a b o l i s m i n d r u g d i s c o v e r y a n d

d e v e l o p m e n t . P h a r m a c o l R e v 4 9 : 4 0 3 - 4 9 .

M a s im ir e mb w a , CM .

,
B r e d b e r g ,

U .

,
A n d e r s s o n

,
T B . M e t a b o l i c s t a b i l it y fo r d r u g d i s c o v e r y

a n d d e v e l o pm e n t : p h a r m a c o k in e t ic a n d b i o c h e m i c a l c h a l l e n g e s . C l i n

P h a r m a c o k i n e t . 2 0 0 3 ;4 2 (6 ): 5 15 - 2 8
.
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M c G i n n it y ,
D .

,
So a r s

,
M .

,
U r b a n o w i c z

,
R .

,
R i l e y ,

R . E v a lu t a io n o f fr e s h a n d c r y o p r e s e r v e d

h e p a t o c y t e s a s i n v it r o d r u g m e t a b o l i s m t o o l s f o r t h e p r e d i c t io n o f m e t a b o l i c
c l e a r a n c e . D r u g M e t a b D i sp o . N o v e m b e r 2 0 0 4 v o l . 3 2 n o . 1 1 12 4 7 - 1 2 5 3

N e w t o n
,
A . P .

,
C a d e n a

,
S . M .

,
R o c h a

,
M . E .

,
C a m i e r i

,
E . G .

,
a n d M a r t i n e l H d e O l i v e ir a

,
M .

B . (2 0 0 5 ) . E f fe c t o f t r ic l o s a n (T RN ) o n e n e r g y - l i n k e d f u n c t io n s o f r a t l i v e r

m it o c h o n d r i a . T o x i c o l L e t t 1 6 0
,
4 9 - 5 9 .

N i e l s e n
,
P .

, a n d G y r d - H a n s e n , N . ( 19 9 6 ) . B i o a v a i l a b i l i t y o f o x y t e t r a e y c l i n e , t e t r a c y c l i n e a n d
c h l o r t e t r a c y c l i n e a ft e r o r a l a d m i n i s t r a t io n t o f e d a n d f a s t e d p i g s . J V e t P h a r m a c o l

TAe r 1 9
,
3 0 5 - 1 1.

N o v i c
,
M .

,
M a r j a n ,

V . QS A R m o d e l s f o r r e p r o d u c t i v e t o x i c it y a n d e n d o c r in e d i s r u p t i o n

a c t i v it y . M o l e c u l e s 2 0 10
,
1 5

,
19 8 7 - 1 9 9 9 ; d o i : 1 0 . 3 39 0 / m o l e c u l e s l 5 0 3 19 8 7

N R C ( 19 8 3 ) . R i s k A s s e s s m e n t in t h e F e d e r a l G o v e r n m e n t :

M a n a g in g t h e P r o c e s s . W a s h i n g t o n
,
D C i N a t io n a l A c a d e m y P r e s s .

N R C(2 0 0 6 ) . H u m a n B i o m o n i t o r i n g fo r E n v ir o n m e n t a l C h e m i c a l s . T h e N a t i o n a l A c a d e m i e s

P r e s s . W a s h in g t o n
,
D . C .

N R C (2 0 0 7 ) .
T o x i c it y T e s t i n g i n t h e 2 1 s t C e n t u r y : A V i s i o n a n d a S t r a t e g y . N a t i o n a l

R e s e a r c h C o u n c i l o f t h e N a t i o n a l A c a d e m i e s
,
W a s h in g t o n , D . C .

P a u l
,
K . B .

,
H e d g e ,

J . M .

,
D e V it o ,

M
. J . , a n d C r o ft o n

,
K . M

. (2 0 10 ) . Sh o r t - t e r m e x p o s u r e t o

t r i c l o s a n d e c r e a s e s t h y r o x in e i n v i v o v i a u p r e g u l a t i o n o f h e p a t i c c a t a b o l i s m i n y o u n g
l o n g

- e v a n s r a t s .
T o x i c o l Sc i 1 13 ,

3 6 7 - 7 9 .

R a j m a n
,
I . P K / P D M o d e l i n g a n d Sim u l a t i o n s : U t i l it y i n D r u g D e v e lo p m e n t .

D r u g D i s c o v

T o d a y 2 0 0 8 A p r ; 1 3 (7 - 8 ): 3 4 1 - 6 . E p u b 2 0 0 8 M a r 7

R o s t a m i - H o dj e g a n ,
A .

,
a n d T u c k e r

,
G . T . (2 0 0 7 ) . S im u l a t i o n a n d p r e d i c t i o n o f i n v i v o d r u g

m e t a b o l i s m i n h u m a n p o p u l a t i o n s fr o m i n v i t r o d a t a . N a t R e v D r u g D i s c o v 6 ,
1 4 0 - 8

R o t r o f f
,
D .

,
B e a m

,
A

,
D i x

,
D .

,
F a r m e r

,
A .

,
F r e e m a n

,
K .

,
H o u c k

,
K .

,
Ju d s o n

,
R .

,

L e C lu y s e ,
E .

,
M a r t in

,
M .

,
R e i f

,
D .

,
F e r g u s o n

,
S . X e n o b i o t i c M e t a b o l i z i n g E n z y m e

a n d T r a n s p o r t e r G e n e E x p r e s s io n i n P r i m a r y C u l t u r e s o f H u m a n H e p a t o c y t e s

M o du l a t e d b y T o x C a s t C h e m i c a l s . J T E H . i n p r e s s . 2 0 10

R u l e ,
A

.
D .

,
G u s s a k

,
H . M .

,
P o n d

,
G . R .

,
B e r g s t r a lh ,

E . J .

, St e g a l l , M . D
. ,
C o s i o ,

F . G . , a n d
L a r s o n

,
T . S . (2 0 04 ) . M e a s u r e d a n d e s t im a t e d G F R i n h e a l t h y p o t e n t i a l k i d n e y

d o n o r s . A m J K i d n e y D is 4 3
,
1 1 2 - 9 .
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S a u e r h o f f
,
M . W .

,
B r a u n

,
W . H .

,
B l a u

,
G . E .

,
a n d G e h r i n g ,

P . J . ( 1 9 7 7 ) . T h e f a t e o f 2
,
4 -

d i c h l o r o p h e n o x y a c e t i c a c id (2 , 4 - D ) f o l l o w i n g o r a l a d m i n i s t r a t i o n t o m a n . T o x i c o l o g y
8

,
3 - 1 1

.

S c i e n t i fi c C o m m it t e e o n C o n s u m e r P r o d u c t s (S C C P ) . O p i n io n o n t r i c l o s a n
,

S C C P / 1 19 2 / 0 8
,

E u r o p e a n C o m m i s s io n , B r u s s e l s , B e l g i u m ,
2 1 J a n u a r y 2 00 9 .

S h i p m a n
,
M .

'

TSI e w M o d e l S o u g h t t o
'

T r a n s l a t e '

B i o m o n i t o r i n g D a t a in t o E PA R i s k L e v e l s
,

"

I n s i d e E PA
,
D e c e m b e r 1 2

,
2 0 0 6 .

S h i r a n
,
M . R .

,
P r o c t o r

,
N . J .

,
H o w g a t e

,
E . M .

,
R o w l a n d - Y e o

,
K .

,
T u c k e r

,
G . T .

,
a n d R o s t am i -

H o dj e g a n
, A . (2 0 0 6 ) . Pr e d i c t i o n o f m e t a b o l i c d r u g c l e a r a n c e i n h u m a n s : in v it r o - i n

v i v o e x t r a p o l a t i o n v s a l l o m e t r i c s c a l in g . X e n o b i o t i c a 3 6 , 5 6 7 - 8 0 .

Sl o b
,
W .

,
J a n s s e n

,
P .

,
v a n d e n H o f

, J . ,
S t r u c t u r a l I d e n t i fi a b i l it y o f P B P K M o d e l s : P r a c t i c a l

c o n s qu e n c e s fo r m o d e l i n g s t r a t e g i e s a n d s t u d y d e s i g n s . C ri t i c a l r e v i e w s i n

T o x i c o l o g y . 1 9 9 7 , V o l . 2 7
,
N o . 3

,
P a g e s 2 6 1 - 2 7 2

,
D O T 10 . 3 10 9 / 1 04 0 84 4 9 7 0 9 0 8 9 8 9 5

U . S . E P A . U n it e d S t a t e s E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y . ( 1 9 9 3 ) . R e fe r e n c e D o s e (R fD ) :
D e s c r ip t io n a n d U s e i n H e a l t h R i s k A s s e s s m e n t s . U . S . E P A W a s h i n g t o n D C . d o c 1A .

a c c e s s d a t e . 8 A p r i l , 2 0 10 .
< h t t p :/ / w w w . e p a . g o v / I R I S/ r f d . h t m >

U . S . E P A . U n i t e d S t a t e s E n v ir o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y . (2 0 0 2 ) .
D e t e r m i n a t i o n o f t h e

A p p r o p r i a t e F QP A Sa f e t y F a c t o r (s ) i n T o l e r a n c e A s s e s s m e n t . U . S . E P A W a sh i n g t o n

D C .

U . S . E P A . U n it e d S t a t e s E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y . (2 0 0 7 ) . A s s e s s in g H e a lt h R i s k s

fr o m Pe s t i c i d e s . U . S . E P A W a s h in g t o n D C . a c c e s s d a t e . 8 A p r i l , 2 0 10 .

<

h t t p : / /w w w . e p a . g o v /p e s t i c id e s / f a c t s h e e t s / r i s k a s s e s s . h t m >

V o l k e l
,
W. , C o ln o t , T .

,
C s a n a d y ,

G . A .

,
F i l s e r

,
J . G .

,
a n d D e k a n t

,
W. (2 0 0 2 ) M e t a b o l i s m a n d

k i n e t i c s o f b i s p h e n o l a in h u m a n s a t l o w d o s e s f o l l o w i n g o r a l a d m i n i s t r a t io n . C h e m

R e s T o x i c o l 15 ,
12 8 1- 7 .

W a t e r s
,
N . J .

,
Jo n e s

,
R .

,
W i l l i a m s

,
G .

,
a n d S o h a l

,
B . (2 0 0 8 ) . V a l i d a t io n o f a r a p i d e q u i l i b r i u m

d i a l y s i s a p p r o a c h fo r t h e m e a s u r e m e n t o f p l a s m a p r o t e i n b i n d i n g . J P h a r m Sc i 9 7 ,

4 5 8 6 - 9 5 .

Z o r r i l l a ,
L . M .

,
G i b s o n

,
E . K .

,
Je f f a y ,

S . C
,
C r o f t o n

,
K . M .

,
S e t z e r

,
W . R .

,
C o o p e r

,
R . L . , a n d

S t o k e r
,
T . E . (2 0 0 9 ) . T h e e ff e c t s o f t r i c l o s a n o n p u b e r t y a n d t h y r o i d h o r m o n e s i n

m a l e W i s t a r r a t s . T o x i c o l Sc i 1 0 7
,
5 6 - 6 4 .
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