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EN HUN MOGELLJKE TOXICITEIT

Luivering van water is essentieel voor drinkwaterproductie, maar kan
onbedoeld transformatieproducten opleveren. Identificatie van deze
producten en hun toxiciteit is nodig om veilig drinkwater te waarborgen.
Voorspellende toxicologie kan de beoordeling van deze stoffen versnellen
en verbeteren.

De productie van drinkwater omvat een reeks processen om ziekteverwekkers en andere
verontreinigingen uit het water te verwijderen. Bij chemische verontreinigingen in drink-
waterbronnen, vooral opperviaktewateren, gazt het om door de mens geproduceerde
stoffen zoals farmaceutische producten, gewasbeschermingsmiddelen en biociden. Deze
stoffen kunnen tijdens de productie van drinkwater omgezet worden in transformatie-
producten [TP's, WHO, 2022]. Vorming van TP's is tot op zekere hoogte onvermijdelijk
[Anagnostopoulou, 2022] en de fysisch-chemische en toxicologische eigenschappen van
de meeste TP's zijn onbekend [Gassman, 2021). Analysetechnieken kunnen TP's aan-
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tonen, maar deze technieken zijn duur en tijdrovend. Als
ze worden geidentificeerd liggen de concentraties van
afzonderlijke TP's en andere chemische verontreinigingen
doorgaans onder gezondheidskundige grenswaarden.
Aangezien de blootstelling aan TP's plaatsvindt in de vorm
van mengsels met lage individuele concentraties en in
principe een leven lang duurt, is het van vitaal belang dat
we meer te weten komen over de identiteit en de toxicolo-
gische activiteiten van TP's. Voorspellende toxicologie kan
hierbij helpen.

Nieuwe vooruitzichten voer de beoordeling van TP's
Voorspellende toxicolegie is een innovatieve aanpak die
gebruik maakt van gecomputeriseerde lin silico) tools,
die een veelbelovend vermogen hebben laten zien om
de eigenschappen van stoffen te voorspellen (Raies,
2014).

In silico tools zijn gebaseerd op algoritmen die de
vorming en giftigheid [toxiciteit] van stoffen kunnen
voorspellen op basis van hun chemische structuur. Zij
kunnen bijdragen aan de kennis over mogelijke veront-
reinigingen, waaronder TP's, die bij lage concentraties
in drinkwater kunnen voorkomen. In silico benaderin-
gen leveren een relevante en kostenefficiénte bijdrage
aan de veiligheidsbeocrdeling voor stoffen waarvoor
toxicologische gegevens ontbreken, zoals TP's.

Zo kan voorspellende toxicologie richting geven aan

de monitoring van de waterkwaliteit, helpen bij het
prioriteiten stellen voor vervolgonderzoek en -experi-
menten, en kosten en tijd besparen. In dit artikel geven
we gen overzicht van de toepasbaarheid van in silico
tools bij drinkwaterzuivering.
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Yorming van TP's

De eerste stap bij de beoordeling van TP's in drinkwater
met in silico tools is vaststellen welke stoffen naar ver-
wachting gevormd zullen woerden. De samenstelling van
het mengsel van TP's die in drinkwater kunnen voorkomen
is afhankelijk van chemische en biolegische reacties bij de
behandelingen van het water. Transformaties in het miliew
en in erganismen, waarender de mens, blijven hier buiten
beschouwing.

In Europa zijn de meest toegepaste processen chlarering,
behandeling met ozon, UV-behandeling, snelle zandfiltra-
tie, filtratie over biologisch actieve koolstof en geavan-
ceerde oxidatie. Verschillende combinaties van deze
technieken worden gebruikt om pathogenen en andere
contarminanten te verwijderen, o.a. afhankelijk van de
kwaliteit van de waterbronnen [WHO, 2022).

Op basis van kennis uit experimentele gegevens [reactie-
biblictheken] is het mogelijk om de vorming van TP's als
gevolg van de behandelingen te voorspellen. Dit biedt een
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startpunt voor nadere chemische analyse, wat kosten en
tijd kan besparen bij de beoordeling van de waterkwali-
teit. De simulatie door middel van gecomputeniseerde
methoden kan zo een waardevelle aanvulling vermen

op gegevens over TP's die daadwerkelijk in water zijn
aangetroffen. Aanvullende drinkwateranalyses kunnen de
voorspellingen valideren en de werkelijke aanwezighaid
van TP's verifidren.

Toxiciteit

De tweede stap is de beoordeling van de toxiciteit van
TP's. Toxiciteit van stoffen kan behalve in vivo [dierproeven]
en in vitro (biochemische en celtesten] dus ook in silico
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ozon; 3. UV

Afbeelding 2. In silico benaderingen en voorbeelden van in silico tools voor de
voorspelling van de vorming en toxiciteit van TP's. 1. Chlorering; 2. Behandeling met
ndelingen; 4. Biologische afbraak; 5. Oxidatieprocessen;

&. Genotoxiciteit; 7. Carcinogeniteit; 8. Voortplantings- en entwikkelingstoxicologie;
9. Hormoonverstoorders
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onderzocht worden (gecomputeriseerde tools). Al deze
benaderingen hebben fundamentele beperkingen die
resulteren in onzekerheden in de uitkomsten.

In vivo experimenten houden per definitie rekening met

de adsorptie, distributie, metabolisme en excretie (ADME]
van stoffen in een organisme, maar zijn over het algemeen
duur en tijdrovend. Daarbi) moet het gebruik ervan uit
ethisch oogpunt worden beperkt, vervangen of verfijnd.

Bij in vitro experimenten worden specifieke interacties
van een stof met biologische structuren onderzocht,

die bijvoorbeeld kunnen leiden tot DNA-beschadiging.
ADME-aspecten komen hooguit gedeeltelijk aan bod, wat
leidt tot onzekerheden bij de vertaling van resultaten naar
effecten bij de mens.

In silico tools werken met algoritmen die toxiciteit voor-
spellen op basis van chemische structuur. Ze zijn tijd- en
kosteneffectief, maar zi] zijn gebaseerd op en strikt ge-
koppeld aan de beschikbaarheid en kwaliteit van experi-
mentele gegevens. Voorspellende toxicologie geeft alleen
betrouwbare voorspellingen over in vitro en in vivo reacties
van stoffen als de algoritmen gebaseerd zijn op gegevens
van hoge kwaliteit. Een specifiek in silico model is alleen
betrouwbaar voor stoffen die vergelijkbaar zijn met experi-
menteel geanalyseerde moleculen waarvan de gegevens
zijn gebruikt om het algoritme op te bouwen. De kwaliteit
van de voorspelling is daarnaast afhankelijk van het speci-
fieke toxicologische effect (eindpunt] [afbeelding 1].

De meest relevante eindpunten voor de becordeling van
drinkwaterkwaliteit zijn mutageniteit / genotoxiciteit
[DMA schadel, carcinogeniteit (tumorvermingl, voort-

plantingstoxiciteit, ontwikkelingstoxiciteit en verstoring
van de hormoeonhuishouding. Hoe beter het werkings-
mechanisme dat verantwoordelijk is voor de toxiciteit
wordt begrepen en hoe hoger de kwaliteit van de gege-
vens, hoe betrouwbaarder de in silico moedellen zullen zijn.
De stand van de kennis is nu zodanig dat in silico tools
goede voorspellingen garanderen voor de becordeling van
mutageniteit / genotoxiciteit. De uitdaging bij eindpunten
met minder duidelijke werkingsmechanismen is bedui-
dend groter, met name door de schaarste aan experimen-
tele gegevens en verschillen tussen experimentele pro-
tocollen. Dit speelt vooral bij complexe eindpunten zoals
carcinogeniteit en voortplantings- en ontwikkelingstoxico-
logie. Voorspellende toxicologie is in deze gevallen minder
geschikt voor de beoordeling van drinkwaterkwaliteit.
Toch kunnen in silico tools ook voor deze eindpunten
bijdragen aan inzicht in specifieke effecten en kunnen zij
een rol spelen in een geintegreerde aanpak met andere
informatiebronnen.

In silico tools voor de beoordeling van de toxiciteit van TP's
In silico benaderingen voor de toxiciteitbeoordeling zijn
gebaseerd op [afbeelding 1):

al de kwantitatieve structuur-activiteit relatie [(Q5AR]: de
herkenning van chemische substructuren die voor-
spellend zijn voor specifieke toxicologische effecten
[eindpunten);

b) de ‘read-across’ aanpak: beschikbare informatie over
toxicologisch bekende stoffen extrapoleren naar stoffen
met een vergelijkbare structuur waarover geen gege-
vens beschikbaar zijn;
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] ‘expert judgment’: van essentieel belang om de
betrouwbaarheid van de voorspellingen te becordelen
en naar behoren te interpreteren.

Ook al is de meeste software gebruikersvriendelijk, toch
moet de output kritisch worden geévalueerd om uitbijters,
inconsistenties of fouten van het model op te sporen. De
voorspelling moet zo goed mogelijk worden onderbouwd
met redeneringen en mechanistische interpretaties, om
de betrouwbaarheid van de resultaten te vergroten.

Verschillende in silico tools voor de beoordeling van

vorming en toxiciteit zijn vrij verkrijgbaar [afbeelding 2,

andere moeten worden aangeschaft]. Het potentieel van

deze technieken wordt steeds meer erkend. Autoriteiten
zoals de Europese Autoriteit voor voedselveiligheid [EFSA],
het Europees Agentschap voor chemische stoffen [ECHA]
en de Organisatie voor Economische Samenwerking en

Ontwikkeling [OESD] stellen het gebruik van deze technie-

ken voor, ter vervanging van en aanvulling op dierproeven.

De autoriteiten zijn het echter nog niet eens over een

internationaal erkende methodaologie voor de toepassing

van in silico tools specifiek voor de evaluatie van TP's.

Geintegreerde aanpak

Stel één wetenschappelijke informatiebron biedt onval-
doende antwoorden over de toxiciteit van TP's. Dan kan
een geintegreerde aanpak die al het beschikbare bewijs-
materiaal meeneemt, de oplossing zijn. Daarbij moeten
de toegepaste wetenschappelijke methodes worden
geévalueerd om het belang van de resultaten te kunnen
afwegen. Enerzijds is er dan een linterne] statistische
validatie van elke methodologie afzonderlijk nodig, an-
derzijds een lexterne] vergelijking van de verschillende
benaderingen.

In een recent onderzoek, stellen Hensen et al. [20Z0) een
stapsgewijze aanpak voor om de toxicologische effecten
van TP's afkomstig van bestrijdingsmiddelen te evalueren.
Hun eerste stap is een combinatie van literatuuronder-
zoek naar experimentele gegevens en in silico methoden.
Daarna volgen gerichte in vitro en in vivo experimenten
om de in silico resultaten te verifigren. Uit deze studie
bleek dat de meerderheid [94 procent] van de TP's correct
werden voorspeld. Ondanks de waarschuwing van de
onderzoekers dat deze methodologie verder moet worden
geévalueerd en doorontwikkeld, is dit een hoopgevend
resultaat.

Ferrario AS. en M.M_L. Dingemans [KWR Water Research
Institute, Universiteit Utrecht], Reus A. [KWR], Hofman-
Caris R. [KWR, Wageningen Universiteit]
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SAMENVATTING

Zuivering van water is essentieel voor drink-
waterproductie, maar kan enbedoeld transforma-
tieproducten [TP’s | opleveren. Yoorspellende
toxicologie met algoritmes [in silico tools) kan de
identificatie en de beoordeling van deze stoffen
versnellen en verbeteren. ln silico tools zijn
praktisch en gebruiksvriendelijk en vormen een
alternatief voor of aanvulling op bestaande [lab-]
metheden. Ze kunnen o.a. met modellen voor

de vorming en de toxiciteit van TP's een bijdrage
leveren aan de evaluatie van behandelingsproces-
sen. Voorspellende toxicologie is een waardewvol
en kosteneffectief hulpmiddel bij de becordeling
wan verontreinigende stoffen in drinkwater.
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Luivering van water is essentieel voor drinkwaterproductie, maar kan
onbedoeld transformatieproducten opleveren. Identificatie van deze
producten en hun toxiciteit is nodig om veilig drinkwater te waarborgen.
Voorspellende toxicologie kan de beoordeling van deze stoffen versnellen
en verbeteren.

De productie van drinkwater omvat een recks processen om ziekleverwekkers en andere
verontrainigingen uit het water te verwijderen. Bij chemische verontreinigingen in drink-
waterbronnen, vooral oppervlaktewateren, gaat het om door de mens geproduceerde
Stoffen zoals farmaceutische producten, gewasbeschermingsmiddelen en biociden. Deze:
Stoffen kunnen tjdens de productie van drinkwater omgezet worden in transformatie-
producten (TP's, WHO, 2022). Vorming van TP's i tot op zakere hoogte onvermijdelijk
[Anagnostopoulou, 2022) en de fysisch-chemische on toxicologische eigenschappen van
de meoste TP's ijn onbekend (Gassman, 2021). Analysetechnioken kunnen TP's aan-
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tonen, maar deze technicken ziin duur en tjdrovend. Als
2e worden geidentificeerd liggen de concenraties van
afzonderljke TP's en andere chemische verontreinigingen
doorgaans onder gezondheidskundige grenswaarden.
‘Aangezien de blootstelling aan TP's plaatsvindt in de vorm
van mengsels met lage individuele concentraties enin
principe cen leven lang duurt, is het van vitzal belang dat
we meer te welen komen over de identitet en de loxicolo-
gische activiteten van TP's. Voorspellende toricologie kan
hierbij helpen.

Nieuwe vooruitzichten voor de beoordeling van TP's
Voorspellende toxicologie is een innovatieve aanpak die
‘gebruik maaki van gecomputeriseerde i silcol tools,
die een veelbelovend vermogen hebben laten zien om.
de cigenschappen van stoffen te voorspellen [Raios,
2016)

Insilco tools zijn gebaseerd op algoritmen die de
vorming en gifigheid (toxicteit) van stoffen kunnen
voorspellen op basis van hun chemische structuur. Zij
kunnen bijdragen aan de kennis over mogelijke verant-
reinigingen, waaronder TP’s, die b lage concentraties.
in drinkwater kunnen voorkomen. In silico benaderin-
gen Leveren een relevante en kostenefficiénte bijdrage
2an de veiligheidsbeoordeling voor stoffen waarvoor
toxicologische gegevens ontbreken, zoals TP's.

Zo kan vaorspellende toxicologie richting geven aan

de monitoring van de waterkwaliteit, helpen bi} het
prioriteiten stellen voor vervalgonderzock en -experi-
menten, en kosten en tjd besparen. I dit arlkel geven
we een overzicht van de toepasbaarheid van in silico
tools bij drinkwaterzuivering.
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Vorming van TP's
De eerste stap bj de beoordeling van TP's in drinkwater
met n silco toolsis vaststellen welke stoffen naar ver-
‘wachting gevormd zullen worden. De samenstelling van
het mengsel van TP's die in drinkwater kunnen voorkomen
s afhankelijk van chemische en biologische reacties bij e
behandelingen van het waler. Transformaties in het milieu
enin organismen, waaronder de mens, bljven hier buiten
beschouving.

In Europa zijn de meest toegepaste processen chlorering,
behandeling met ozon, UV-behandeling, snelle zandiilira-
tie, fitratie over biologisch actieve koolstof en geavan-
ceerde oxidatie. Versehillende combinaties van deze
technicken worden gebruikt om pathogenen en andere
contaminanten te verwideren, 0.a. afhankelijk van de
kwaliteit van de waterbronnen (WHO, 20221

Op basis van kennis uit experimentele gegevens [reactie-
bibliotheken) is het mogelijk om de vorming van TP's als
gevolg van de behandelingen te voorspellen. Dit biedt cen
Startpunt voor nadere chemische analyse, wat kosten e
ijd kan besparen bij de beoordeling van de waterkwali-
teit. De simulatie door middel van gecomputeriseerde
methaden kan 20 cen waardevolle aanvulling vormen

op gegevens over TP’ die daadwerkelijk in water zjn
aangatroffen. Aanvullende drinkwateranalyses kunnen de
oorspellingen valideren en de werkelijke aanwezigheid
van TP's verifiéren.

Toxiciteit
De tweede stap is de beoordeling van de toxiciteit van
TPs. Toxiciteit van stoffen kan behalve in vivo dierproeven)
eninyitro [biochemische en celtesten) dus ook in silco
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‘onderzocht worden [gecomputeriscerde tools]. Al deze
benaderingen hebben fundamentele beperkingen die
resulteren in onzekerheden in de uitkomsten.

Invivo experimenten houden per definitie rekening met
do adsorpti, distributie, metabolisme en excratie (ADME]
van stoffen in een organisme, maar zijn over het algemeen
duur en tjdrovend. Daarbij moet het gebruik ervan uit
ethisch cogpunt worden beperkt, vervangen of verfijnd.

Bijin vitro experimenten worden specifieke interacties
van een stof met biologische structuren onderzocht,

die bijvoorbeeld kunnen leiden tot DNA-beschadiging.
ADME-aspecten komen hooguit gedeelteljk aan bod, wat
leidt ot onzekerheden bi} e vertaling van resultaten naar
effecten bij de mens.

In silico tools werken met algoritmen die toxicteit voor-
spellen op basis van chemische structuur. Ze zijn tjd- en
kosteneffectief, maar 7 zijn gebaseerd op en strikt ge-
koppeld 2an da beschikbaarheid en kwaliteit van experi-
mentele gegevens. Voorspellende toxicologie geeft alleen
betrouwbare voorspellingen over in viro en in vivo reacties
van stoffen als de algoritmen gebaseerd zin op gegevens.
van hoge kwalitet. Een specifick i siico model is alleen
betrouwbaar voor stoffen die vergeljkbaar zjn et experi-
menteel geanalyseerde moleculen waarvan de gegevens.
2in gebruikt om het algoritme op te bouwen. De kwaliteit
van de voorspelling is daarnaast afhankelijk van het speci-
ke toxicologisch effect [eindpunt) [afbeelding 1)

De meest relevante eindpunten voor de beoordeling van
drinkwaterkwaliteit zijn mutageniteit/ genotoxicitit
[DNA schade), carcinogeniteit tumorvorming), vort-

L ettty T Carcinogeniait
5 Hormoomversicorders

1.2 Inslcobenaderingen en voorbeelden van nsilcotls voor de
voorspellng vande vorming en o

ivan TP 1, Chlrering; 2 Behandsling met
ische sfbraak; . Oxidstieprocesseny
Voortplantings- en ontwikkelmgstoxcologe;

ndelingen: & Bio

plantingstoxiciteit, ontwikkelingstoricitet en verstoring
van de hormoonhuishouding. Hoe beter het werkings-
mechanisme dat verantwoordelijk s voor de toriciteit
‘wordt begrapen en hoe hoger de kwalitet van de gege-
vens, hae batrouwbaarder de in silico modellen zullen zin.
De stand van de kennis is nu zodanig dat in silco tools.
goede voorspellingen garanderen voor de beoordeling van
mutageniteit/ genotoxiciteit De uitdaging bij eindpunten
met minder duideljke werkingsmechanismen is bedui-
dend groter, met name door de schaarste aan experimen-
tele gegevens en verschillen tussen experimentele pro-
tocallen. Dit speelt vooral bij complexe cindpunten zoals
carcinogeniteit en voortplantings- en ontwikkelingstoxico-
logie. Voorspellende toxicologie is in deze gvallen minder
geschikt voor de beoordeling van drinkwaterkwalitet

Toch kunnen in slco tools ook voor deze eindpunten
bijdragen aan inicht in specificke effecten en kunnen zi
en rol spelen in een geintegreerde aanpak met andere
informatiebronnen.

Insilico tools voor de beoordeling van de toxiciteit van TP's
Insilico benaderingen voor de toxiciteitbeoordeling zijn
gebaseerd op (afbeelding 1}

2l de kwantitatieve structuur-actitoit relati (0SAR): do
herkenning van chemische substructuren die voor-
spellend zjn voor specifieke toxicologische effecten
feindpunten);

b) de ‘read-across’ aanpak: beschikbar informatie over
toxicologisch bekende stoffen extrapoleren naar stoffen
met cen vergeljkbare structuur waarover geen gege-
vens beschikbaar zjn;
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<) expert judgment': van essentieel belang om de
betrouwbaarheid van de voorspellingen te beoordelen
en naar behoren te interpreteren.
0ok alis de meeste software gebruikersvriendalik, toch
moct de output kritisch worden gegvalucerd om uitbijers,
inconsistenties of fouten van het model op te sporen. De
voorspelling moe 20 goed mogelijk worden onderbouwd
met redeneringen en mechanistische interpretaties, om
de betrouwbaarheid van de resultaten te vergroten.
Verschillende in silco tools voor de beaordeling van
vorming en toicitet zijn vrj verkriigbaar (afbeelding 2,
‘andere mooten worden aangeschaft. Hot potentieel van
deze technieken word steeds meer erkend. Autoriteiten
20als de Europese Autoriteit voor voedselveiligheid (EFSA],
het Europees Agentschap voor chemische stoffon [ECHA)
en de Organisatie voor Economische Samenwerking en
Ontwikkeling (OESO0) stellen het gebruik van deze technie-
ken voor, ter vervanging van en aanvulling op dierprocven.
De autoriteiten zijn het echter nog net eens over een
internationaal erkende methodologie voor de tocpassing
van in slco tools specifick voor de evaluatie van TP's.

Geintegreerde aanpak
Stl één wetenschappelijke informatiebron biedt onvol-
doende antwoorden over de toxiciteit van TP's. Dan kan
en geintegreerde aanpak die al het beschikbare bewijs-
materiaal meeneemt, de oplossing zijn. Daarbij mosten
de toagepaste wetenschappelike methodes worden
gedvalueerd om het belang van de resultaten te kunnen
afwegen. Enerzijds is or dan cen lintornel statistische
validatie van elke methodologie afzonderljk nodig, an-
derzijds cen externe) vergelijking van de verschillende
benaderingen.

In cen recent onderzoek, stellen Hensen ot al (2020 een
stapsgewize aanpak voor om de toxicologische cffecten
van TP's afkomsiig van bestrijdingsmiddelen te evalueren.
Hun eerste stap is een combinatie van literatuuronder-
zoek naar experimentele gegevens en in siico methoden.
Daarna volgen gerichte in viro en in vivo experimenten
‘om de in silco resultaten te verifiéren. Uit deze studie
black dat de meerderheid (9 procent] van de TP's correct
werden voorspeld. Ondanks de waarschuwing van de
onderzoekers dat deze methodologie verder moat worden
gedvalueerd en doorontwikkeld, i dit een hoopgevend
resultaat

Ferrario A'S.on MM L. Dingemans (KWR Water Research
Insttute, Universiteit Utrechi), Rous A. IKWR), Hofman-
Caris R. (KWR, Wageningen Universiteitl
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SAMENVATTING

Zuivering van water i essentieel voor drink-
waterproductie, maar kan onbedosld transforma-
tieproducten (TP's ] apleveren. Voorspellende
toricologie met algoritmes linsilcotools] kan de.
dentificatie en de beoordeling van deze soffen
versnellen en verbeteren. I ico tools i
prakisch en gebruksvrizndelik en vormen sen
alternatief voor of aanvulling op bestaande llab-)
methoden. Ze kunnen o.3. met modelen voor

de vorming en de toxiciteitvan TP's een bijdrage.
leveren aan de evalustie van behandelingsproces-
sen. Voorspellende toriologie is een waardevol
en kosteneffectief hulpmiddel i de beoordeling
van verontrsinigende stoffer

rinkwater.







