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Time:

“is the ticking of a clock”,

“cannot be bought”
“is relative”
“is money”
“flies”



Time in Toxicology: Haber’s Law

C xt = constant

Haber's Law simply states that the incidence and/or severity of a toxic
effect depends on the total exposure, i.e. exposure concentration (c)
and the duration time (t) of exposure (c x t).



Time in Toxicology: Druckrey-Kaptmuller

d x t" = constant
n>1

The essence of the Druckrey-Kiipfmiiller equation dxt™ = constant
(where d = daily dose and t = exposure time-to-effect, with n > 1) for
chemical carcinogens is that the total dose required to produce the
same effect decreases with decreasing exposure levels, even though
the exposure times required to produce the same effect increase with
decreasing exposure levels. Druckrey and Klipfmiiller inferred that if
both receptor binding and the effect are irreversible, exposure time
would reinforce the effect.



254 H DRUCKREY UND K. KUPFMULLER

Quantitative Analyse der Krebsentstehung

Von HerMANN DRrRUCkrREY* und KarL KUPFMULLER*
(Z. Naturforschg. 3b, 254—266 [1948]; eingegangen am 5. Juni 1947 *3k)

In quantitativen Versuchen an 700 Ratten mit dem krebserregenden Farbstoff ,,Butter-
gelb® ergaben sich folgende Beziehungen zwischen der Dosis und der Wirkung:

1. Die Latenzzeit bis zum Auftreten der ersten Lebergeschwiilste ist eine einfache
Funktion der tdglich gegebenen Dosis. '

2. Zur Geschwulsterzeugung ist eine bestimmte Gesamtdosis ,»Buttergelb® erforder-
lich, ohne Riicksicht darauf, iiber welche Zeit sie zwischen 34 Tagen und einem Jahr
verteilt wird. Die Latenzzeit ist in diesem Bereich der Hohe der taglichen Dosis um-
gekehrt proportional.

3. Bei lingerer Versuchsdauer, die sich iiber die ganze Lebenszeit der Ratten erstreckt,
geniligt sogar eine kleinere Gesamtdosis. Das deutet auf eine Zunahme der Krebs-Disposi-
tion im Alter hin.

4. Die GroBe der zur Krebsauslosung notwendigen Gesamtdosis »Buttergelb® kann als
Maf fiir die GréBe der vorhandenen Krebsdisposition dienen.

5. Die Streuung der Versuchsergebnisse ist mit nicht mehr als 10% auffallig gering.
Daraus ergibt sich die Folgerung, da zum Geschwulstwachstum eine Mindestzahl von
erzeugten Krebszellen vorhanden sein muBf.

6. Die Effekte auch der kleinsten Einzeldosen bleiben bei diesem Farbstoff iiber die
ganze Lebenszeit der Ratten voll summationsfihig bestehen.

7. Da in dieser Zeit hiufig Zellteilungen stattgefunden haben, miissen die gesetzten
Effekte auf die Tochterzellen iibertragen worden sein. Die Zellbestandteile, an denen die
cancerogene Wirkung ansetzt, haben also die Fiahigkeit zur Selbstproduktion, d.h. der
Effekt ist erblich.

8. Nach den vorliegenden Ergebnissen bestehen zwischen krebsiger Entartung und

. genetischer ,Mutation® zumindest quantitative Unterschiede.

9. Der einfache reaktionskinetische Ansatz erweist sich fiir die Wirkung cancerogener
Agenzien auf den fraglichen Zellbestandteil anwendbar. Er erkliart eine Reihe bisher
unerklarbarer Phéinomene zwanglos und fiihrt zu weiteren klaren Problemstellungen.

10. Die ,,Treffertheorie” wird auf den gleichen reaktionskinetischen Ansatz zuriick-
gefiihrt. .

11. Die krebserzeugende Wirkung unterliegt genau so bekannten physikalisch-chemi-
schen Gesetzmifigkeiten wie jede andere Wirkung auch.

12. Der Farbstoff , Buttergelb® ist bei dauernder Zufuhr auch in kleinsten Dosen
schédlich und deshalb als Lebensmittelfarbstoff abzulehnen.

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/16382692/



Time —in in vivo toxicology

Rats Reduction of NOAEL*
* Acute
not determined

28-day (subacute)

3x (2-4)
* 90-day (subchronic)

3x (1-4)
e 1 year (chronic)

1x (1-2)

2 years (cancer bioassay)

* Guesstimates by van Ravenzwaay (without guarantee)



Time —in in vivo toxicology

Dogs Reduction of NOAEL*
* Acute

not determined

e 28-day (subacute)

2x (1-4)
e 90-day (subchronic)

1x (1-2)
* 1 year (chronic)

- Take life span into account (a 1 -year study in dogs is < 10% of lifespan, for a rat it is 50%)

* Guesstimates by van Ravenzwaay (even less guarantee)



Time: Toxicokinetics
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MINIATURIZATION OF METABOLOMICS IN VITRO i
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Ramirez-Hincapie, S. et al. 2023, Cell biology and toxicology, open access
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NITROFURANTOIN

DOSE SETTING
7,5uM (EC1), 15uM(ECz15), 20uM (EC2s), 30uM (ECso), 120M (ECss)
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Nitrofurantoin study plan

SUMMARY

Five concentrations (7,5, 15, 20, 30, 120uM) and four different time points (3, 6, 24 and 48h) were tested.
The metabolomics data was supported with real time imaging data and cytotoxicity/ cell viability
analysis. —

Prediction of liver toxicity and mode of action using metabolomics
in vitro in HepG2 cells

Metabolic profile Saskia§

substance 123
HepG2 cells

bodbhMomsro

-5 0 5 1 0
Metaholomics can identify different liver toxicities and
MoAs

HepG2 cells Substance exposure ~ Metabolic profile Multivariate Analysis results

Ramirez-Hincapie, S. et al. 2023, Archives of Toxicology, 97, open access
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Nitrofurantoin:
Dose and Time Response

PCAs of metabolomics time-response effect for each

tested concentration.

aCl:7.5uM, b C2: 15 uM, ¢ C3: 30 uM,

D C4: 60 uM, C5: 120 uM and

f metabolic profiles of the five tested concentrations:
C1-C2, upon 48 h of exposure
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Nitrofurantoin: Dose and Time Response
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PCA of nitrofurantoin metabolic profiles show time and concentration response effects.
PCA analysis of the metabolic profiles of HepG2 cells upon nitrofurantoin treatment.
Bezafibrate was use as a positive control.

C1:7.5 uM, C2:15 pM, C3:30 uM, C4:60 uM, C5:120 uM

Ramirez-Hincapie, S. et al. 2023, Archives of Toxicology, 97, open access

12 11/20/2023



Univariate Analysis — Metabolite changes
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Conclusion: Time Matters in vivo and in vitro

Toxicodynamics =  how do validate NAMs for quantitative (sub)chronic toxicity ?

100 -

50 +

Toxicokinetics = measure intracellular concentrations over time
IVIVE based on Cmax and AUC

Konzentration (mg/ml)
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