Cwiczenie 1. Obliczanie LDs, wybranych substancji toksycznych

1. Wiadomosci wprowadzajace

Do oceny bezpieczenstwa lub szkodliwosci substancji chemicznej wystgpujacej naturalnie,
celowo dodawanej lub stanowiacej zanieczyszczenie zywnosci, konieczne jest przeprowadzenie wielu
badan na zwierzgtach, uwzgledniajacych wszystkie kierunki jej ewentualnego dziatania toksycznego.
Oceny nasilenia oddzialywania zwiazku toksycznego na organizm zwierzecy dokonuje si¢ na
podstawie dajacego si¢ zmierzy¢ efektu koncowego, ktoéry w zaleznosci od dawki moze by¢ r6zny.

Dawka jest to ilo$¢ substancji chemicznej, ktéra podana, pobrana lub wchlonigta do
organizmu w okreslony sposdob — powoduje efekty biologiczne. Wielkos¢ dawki okre§la si¢ w
jednostkach wagowych w przeliczeniu na mas¢ i na dobg, np. pg/kg m.c./24 h; mg/kg m.c./24 h.

Badania toksykologiczne na zwierzetach laboratoryjnych sa wieloetapowe i1 dlugotrwale.
Zwierzgtom podzielonym na grupy podaje si¢ rozne dawki substancji chemicznej, przy jednoczesnym
prowadzeniu grupy kontrolnej, przebywajacej w tych samych warunkach, karmionych taka sama
pasza, lecz bez narazenia na substancj¢ badanag.

Najtatwiejszym do zaobserwowania punktem koncowym w doswiadczeniach biologicznych
jest $mier¢ zwierzat. Taki efekt jest skutkiem podania dawki §miertelnej (dosis letalis, DL). Jest to
ilos¢ substancji chemicznej powodujaca $mieré¢ organizmu po jednorazowym podaniu. W
doswiadczeniach biologicznych, oceniajacych toksycznosé ostrg substancji chemicznych, najczegsciej
postuguje si¢ dawka Smiertelng medialng (median lehtal dose, LDs). Jest to statystycznie
obliczona na podstawie wynikow badan na zwierzetach do§wiadczalnych ilos¢ substancji chemicznej,
ktéra podana w jednorazowej dawce, w okre§lony sposéb (dozoladkowo, dermalnie, przez uktad
oddechowy), powoduje $mier¢ 50% zwierzat. W badaniach toksykologicznych stosuje si¢ takze
dawke graniczna (dosis minima DM), ktéra okreSla najmniejsza ilo§¢ substancji wywolujace;j
pierwsze dostrzegalne skutki biologiczne.

W krajach Unii Europejskiej obowigzuje klasyfikacja zwiazkow chemicznych w zaleznosci od
ustalonej dla nich warto$ci LDs (tab. 1).

Tabela 1. Klasyfikacja substancji chemicznych pod wzgledem ich toksycznosci wediug
kryteriow podanych w Rozporzadzeniu Ministra Zdrowia z dnia 5 marca 2009 r. [Dz.U. 2009 Nr 43
poz. 353]

Zakres LDsg per os dla szczuréow
Klasa toksycznoSci Symbol
(mg/kg m.c)
Bardzo toksyczne T+ <25
Toksyczne T 25-200
Szkodliwe Xn 200-2000
Niesklasyfikowane - >2000




2. Cze$¢ praktyczna
Obliczanie dawki LD, wybranych substancji toksycznych z wykorzystaniem metod Krabera,

Behrensa i Thompsona

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie studentow z metodami wyliczania tej dawki na podstawie
metody Behrensa, Kribera oraz Thompsona. Na podstawie danych eksperymentalnych (tab. 2) nalezy

obliczy¢ LD50 dla wybranej substancji.

Tabela 2. Dane do obliczen LDs

Dawka [mg/kg m.c] (liczba zwierzat
. . przezywajacych)
Lp. Substancja Gatunek Llczv:,)arz:wieerzat metoda Behrensa i metoda
srup Krabera metoda Thompsoma
1 Chlorek szczur 6 13,6(6), 15,0(5), 16,5(3), 16,5(3), 18,2(3),
fenylorteciowy 18,2(3), 20,0(3), 22,0 (2), 20,0(3), 22,0(2)
24,2(0)
2 Faloidyna mysz 6 1,00(6), 1,20(5), 1,44(4), 1,73(4), 2,07(4),
1,73(4), 2,07(4), 2,49(3), 2,49(3), 2,99(1)
2,99(1)
3 Patulina szczur 5 30,0(4), 37,5(4), 46,9(3), 37,5(4), 46,9(3),
58,6(2), 73,2(2), 9 1,6(0) 58,6(2), 73,2(2)
4 Chlorfenwinfos krolik 5 180(5), 207(4), 238(3), 207(4), 238(3),
274(2), 315(1), 362(0) 274(2), 315(1)
5 Chlorfenwinfos krolik 5 300(5), 345(4), 397(4), 456(2), | 345(4),397(4),
525(1), 603(1), 693(0) 456(2), 525(1)
6 Fosfamidon szczur 6 3,00(6), 3,2 1(5), 3,43(4), 3,21(5), 3,43(4), 3,6
3,68(2), 3,93(2), 4,20(1), 8(2), 3,93(2)
4,50(0)
7 Fosfamidon szczur m. 6 11,0(6), 11,8(5), 12,6(4), 12,6(4), 13,5(3),
13,5(3), 14,4(3), 15,4(1), 16,5(0) 14,4(3), 154(1)
8 Amygdalina mysz m. 6 200(6), 230(5), 264,5(5), 304,2(2), | 264,5(5), 304,2(2),
7. 350(2), 402(2) 350(2), 402(2)
9 Tlenek kadmu szczur m. 6 153(6), 176(5), 202(5), 232 (2), 176(5), 202(5), 232(2),
7. 267 (2),307(0) 267(2)
10 BHT szczur m 6 900(6), 1125(6), 1406(4), 1738(3), 1125(6), 1406(4),
2197(1), 2796(2), 3439(1) 1738(3), 2197(1),
11 | BHT szczur m’ 6 400(5), 500(5), 625(4), 781(2), 500(5), 625(4), 781 (2),
976(0), 1220(1) 976(0)
12 Difenyl szczur 6 1666(6), 2000(5), 2400(4), 2880(5) | 2880(5), 3456(3),
3456(3), 4147(2), 4976(1) 4147(2), 4976(1)
13 Difenyl krolik 6 1666(5), 2000(4), 2400(1), 2880(2) | 1666(5), 2000(4),
3456(2), 4147(0), 4976(0) 2400(1), 2880(2)

* Dieta zawierata 24% biatka ® Dieta zawierata 4% bialka

A. Obliczanie dawki LD50 metoda Behrensa

Zatozeniem tej metody jest taczne traktowanie zwierzat ze wszystkich grup, mimo podawania
im réznych dawek substancji. Przyjmuje si¢, ze:
o jezeli zwierze przezywa wyzsza dawke, to przezyloby wszystkie nizsze dawki,
* jezeli zwierze pada przy nizszej dawce, to padaloby przy wszystkich wyzszych dawkach.
Nastepnie oblicza si¢ procentowa $miertelnos$¢ dla kazdej z dawek (liczba zwierzat padtych
podzielona przez liczbg zwierzat wyliczona dla danej dawki x 100). LDsy mozna nastepnie wyznaczy¢

graficznie. Przykladowe obliczenia podano w tabeli 3.




Tabela 3. Przyktad obliczen dawki LDsy metoda Behrensa

Liczba zwierzat w doswiadczeniu Wyliczona liczba zwierzat
Dawka Przezywajacych | Padlych przy Smiertelno$é
Calkowita dla
(mg/kg) przezywajacych padtych danych dawke i | danej dawce i ) ) (%)
danej dawki
WYZSZg nizszych
75 6 0 22 0 22 0
83 5 1 16 1 17 5,9
91 3 3 11 4 15 26,7
100 2 4 8 8 16 50,0
110 4 2 6 10 16 62,5
121 2 4 2 14 16 87,5
133 0 6 0 20 20 100

* w podanym przyktadzie dawka LDs, wynosi 100 mg/kg masy ciata (§miertelnos¢ 50%)
B. Obliczanie LDs, metodg Kréibera

Aby wykona¢ obliczenie LDs, ta metoda konieczne jest zastosowanie wielu dawek, wsrod
ktorych powinna by¢ dawka powodujaca $Smier¢ wszystkich zwierzat oraz dawka nie dziatajaca.
Metoda ta pozwala na otrzymanie dostatecznie doktadnego wyniku przy silnym rozproszeniu

poszczegdlnych wartosci. LDso wylicza si¢ z nastgpujacego wzoru:

LDso= Dmax— (Xz x d)/n
D - dawka, przy ktorej padly wszystkie zwierzeta,
z - polowa sumy padtych zwierzat przy dwoch po sobie nastepujacych dawkach,
d - réznica wartosci liczbowych dwoch po sobie nastepujacych dawek,
n - liczba zwierzat w grupie.

Przyktadowe obliczenie podano w tabeli 4.

Tabela 4. Sposéb obliczania LDs, metoda Kribera (w kazdej grupie byto 6 zwierzat)®

Liczba
Dawka
zwierzat z d zxd
(mg/kg)
padtych
75 0 - - -
83 1 0,5 8 4
91 3 2 8 16
100" 4 3,5 9 31,5
110 2 3 10 30
121 4 3 11 33
133 6 5 12 11
Suma 174,5

* LDsg= 133 - (174,5 : 6) = 104 mg/kg m.c.
C. Obliczanie LDSO metoda Thompsona przy uzyciu tabel Weila.

Po wykonaniu badan wstgpnych, tzn. po ustaleniu przyblizonego poziomu dawkowania i

okreslenia LDy i LD, ustala si¢ mnoznik postepu geometrycznego stezen. Zwierzeta dzieli si¢ na 4

100°




grupy, z ktorych kazda otrzymuje wzrastajaca w postgpie geometrycznym dawke substancii.

Obliczenia wykonuje si¢ wedlug wzoru:

log LD50 =log Dmill + (log M) (f+1)

gdzie :

Dyin -najmniejsza stosowana dawka,

M -mnoznik réznicujacy poziom dawkowania (liczba wskazujaca, ile razy kolejna dawka jest
wicksza od poprzedniej),

f -wspolczynnik odczytywany z tabel Weila zalezny od liczby zwierzat w grupie i

$miertelnosci dla poszczegolnych dawek (tab. 5)

Tabela 5.Tabele Weila (fragment); wspotczynniki f'stuzace do wyliczania LDs, ze wzoru

Thompsona dla 4 dawek substancji (n -liczba zwierzat w grupie,  -liczba zwierzat padtych przy

kolejnych dawkach)
n=5 n==6
r f r f r f
0,0,4,5 0,70000 0,1,54 0,75000 1,3,4,5, 0,25000
0,134 0,87500 0,2.3.5 0,80000 1,4,4,4 0,00000
0,2,4,5 0,30000 0,2,3,4 1,00000 2,0,6,5 0,33333
1,0,4,5 0,62500 0,2,5,6 0,16667 2,235 0,66667
1,155 0,12500 1,0,6,6 0,40000 2,335 0,33333
1,1,3,4 0,83333 1,1,4,4 1,00000 3,155 0,00000
1233 0,75000 1,2,4,4 0,66667 3,2,4,5 0,00000
1,2,3,4 0,50000 1,2,4,6 0,40000 3334 0,00000
2,0,4,4 0,75000 1,2,5.4 0,33333 3,424 1,00000
2,1,4,4 0,25000 1,2,5,6 0,20000 422,6 0,50000

Sposob obliczen dla wyzej podanego przyktadu z uwzglednieniem dawek od 83 do 110 mg/kg
m.c.:

log LD_ = log 83 + (log 1,1)- (1,00000 + 1)
log LD_ =2,0019
50

LD50= 100,43 mg/kg m.c.

Zakres wiadomosci wymaganych do kolokwium wprowadzajacego:

1. Definicja dawki $§miertelnej LD (dosis lethalis), dawki $miertelnej medialnej LD50 (median lethal
dose), dawki granicznej DM (dosis minima),

2. Klasyfikacja substancji chemicznych pod wzglgdem ich toksycznos$ci
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