Obliczanie LDs5o na podstawie danych eksperymentalnych

1. Wprowadzenie

W celu okreslenia toksyczno$ci wystepujacej naturalnie lub stanowigcej
zanieczyszczenie Srodowiska substancji chemicznej, z ktéra cztowiek ma kontakt,
konieczne jest przeprowadzenie wielu badan na zwierzetach, uwzgledniajacych
wszystkie  kierunki jej ewentualnego dziatania toksycznego. Badania
toksykologiczne najczeSciej przeprowadza sie, wykorzystujac zdrowe i dojrzate
ptciowo biate myszy, szczury, swinki morskie, koty, psy, lub kury. Podstawowym
kryterium wyboru zwierzat jest metabolizm substancji najbardziej podobny do jej
metabolizmu u cztowieka. Przystepujac do badan, nalezy okresli¢ pte¢, wiek, mase
ciata zwierzecia oraz ustali¢ droge wprowadzania substancji do ustroju. Dang
substancje mozna wprowadza¢ do organizmu:

e doustnie (p.o. - per 0s),

e inhalacyjnie (inh. - inhalation),

e dozylnie (i.v. - via intervenosa),

e skornie (cutanous, derm),

e podskérnie (s.c. - via subcutanea),

e naskodrnie (p.c. - via percutanea),

e domies$niowo (i.m. - via intramuscularia),
e dootrzewnowo (i.p. - via intraperitonealis).

Doswiadczenia na zwierzetach sg dlugotrwate i sktadajg sie z kilku etapow.
Pierwszym z nich jest badanie toksycznoSci ostrej. Toksyczno$¢ ostra jest to
zdolno$¢ substancji do wywotania efektu toksycznego po jej podaniu (wchtonieciu)
do organizmu w dawce jednorazowej lub po jednorazowym narazeniu. Toksyczno$¢
ostra okresla sie iloSciowo, wyznaczajac LDso powodujaca $mieré¢ 50% zwierzat
uzytych w doswiadczeniu. Wedtug Organizacji Wspétpracy Ekonomicznej i Rozwoju
(OECD -Organization for Economic Cooperation and Development) wyrdznia sie trzy
sposoby badan toksyczno$ci ostrej substancji i wyznaczania LDso:

1) metode klasyczna,
2) metode ustalonej dawki (FD -Fixed Dose Procedure),
3) metode klas ostrej toksycznosci (ATC -Acute Toxic Class Method).

Podczas badania toksycznosci ostrej substancji podanej droga pokarmowa
preferuje sie stosowanie metody ustalonej dawki lub metody Kklas ostrej
toksycznosci.

Metoda klasyczna

Polega na podawaniu grupie zwierzat sktadajacej sie z 5-10 samcow i takiej
samej liczby samic badanej substancji w 3-6 réznych dawkach. Jako graniczny



poziom dawkowania przyjmuje sie 2000 mg/kg m.c. W doswiadczeniu wykorzystuje
sie przynajmniej 3 gatunki zwierzat, z ktérych nie wiecej niz jedno powinno by¢
gryzoniem i nie wiecej niz jedno ptakiem. Substancje podawane s3 trzema drogami:
p.o., i.v., s.c. Podczas eksperymentu systematycznie kontroluje sie mase ciata,
zauwazone zmiany w zachowaniu, wyglad skory, siersci, oczu. Szczeg6lng uwage
zwraca sie na czasy wystgpienia i trwania objawéw toksycznych (wymioty, $linotok,
biegunki, senno$¢, drzenie) oraz czas padnie¢ poszczegdlnych zwierzat.
Eksperyment prowadzi sie przez 14 dni. Po zakonczeniu doswiadczenia uSmierca sie
takze zwierzeta, ktére przezyty, w celu wykonania badan makro- i mikroskopowych
narzadoéw. Uzyskane dane zestawia sie w tabele, w ktérych umieszcza sie liczbe
zwierzat na poczatku doswiadczenia, liczbe zwierzat wykazujacych objawy zatrucia
oraz opis objawéw toksycznych, liczbe i czas padnie¢, wyniki sekcji. Dane powinny
by¢ wystarczajace do opisania zalezno$ci dawka - odpowiedz i obliczenia LDso.

Metoda ustalonej dawki (podanie droga pokarmowa)

Badanie metoda ustalonej dawki sktada sie z dwéch etapéw: wstepnego i
wtasciwego. W badaniu wstepnym bada sie skutki ré6znych dawek (5, 50, 500, 2000
mg/kg m.c.) podawanych kolejno pojedynczym zwierzetom, preferowanym
gatunkiem jest szczur. Badanie to dostarcza informacji o zalezno$ci objawéw
toksycznych od zastosowanej dawki i pozwala na oszacowanie minimalnej dawki
letalnej. Zazwyczaj w badaniu wstepnym nie przewiduje sie uzycia wiecej niz 5
zwierzat.

W badaniu wiasciwym substancje nalezy poda¢ droga pokarmowg grupie 5
samcow i 5 samic w jednej sposrod 4 dawek: 5, 50, 500 i 2000 mg/kg m.c. Dawke
powinno sie dobra¢ tak, aby wywotata objawy widocznej toksycznosci, ale nie
$Smier¢ zwierzecia. Po podaniu substancji trzeba dokonywa¢ obserwacji
wystepujacych objawdéw. Obserwacje powinny obejmowa zachowanie, zmiany
masy ciata, skéry, siersci, oczu, bton Sluzowych, jak réwniez uktadu oddechowego,
krazenia i nerwowego. Szczeg6lng uwage zwraca sie na wystepowanie drgawek,
Slinotoku, biegunki, letargu, sennoSci, Spigczki. Jezeli poczatkowa dawka wywota
wyrazne objawy toksyczne, ale nie $mier¢ zwierzecia, nie ma potrzeby prowadzenia
dalszych badan. Jezeli nie zaobserwowano wyraznych objawéw toksycznych przy
danym poziomie dawkowania, przechodzi sie do badan z uzyciem wyzszej dawki
substancji, natomiast w razie $mierci zwierzat, substancje bada sie, podajac w
kolejnej, nizszej dawce. Taka procedura umozliwia wyznaczenie dawki réznicujace;j,
tj. najwyzszej sposrdod wstepnie ustalonych, ktéra mozna poda¢ bez obawy
wywotania $mierci zwierzat. W metodzie tej jako parametr koicowy zamiast $mierci
zwierzat, przyjmuje sie wyniki obserwacji wyraZznych objawéw toksycznych.
Zarowno u zwierzat, ktéore padng w czasie doswiadczenia, jak i u tych, ktére
przezyja, nalezy wykonac sekcje. Po zakonczeniu badan sporzadza sie sprawozdanie,



a uzyskane wyniki powinny by¢ przedstawione w formie tabel. Ocene i interpretacje
wynikéw podano w tab. 1.

Tabela 1. Ocena i interpretacja wynikéw w metodzie ustalonej dawki

Dawka
WyniKi Interpretacja
[mg/kg m.c.] y P )
i mniej niz 100% substancje , ktére moga by¢ bardzo
toksyczne
100% przezycia, lecz . . ,
5 widoczna toksycznosé substancje, ktére mega by¢ toksyczne
i 100% przezycia, brak . . : .
widocznej toksycznosci nalezy oceni¢ wynik po podaniu 50 mg/kg
substancje , ktére moga by¢ bardzo
- mniej niz 100% przezycia toksyczne lub toksyczne; wynik nalezy
oceni¢ po podaniu 5 mg/kg
5 —
50 190 /o przezycia, leCZ, . substancje , ktore moga by¢ szkodliwe
widoczna toksyczno$¢
100% przezycia, brak . L, . .
widocznej toksycznosci nalezy oceni¢ wynik po podaniu 50 mg/kg
substancje, ktore moga by¢ bardzo
- mniej niz 100% przezycia toksyczne lub toksyczne; wynik nalezy
oceni¢ po podaniu 50 mg/kg
100% przezycia, lecz nalezy rozwazy¢, czy su.bs‘Far?qa nie
500 . Py stwarza ryzyka wystapienia istotnych
widoczna toksyczno$¢ L .
objawdw ostrego zatrucia
i 100% przezycia, brak wynik nalezy oceni¢ po podaniu 2000
widocznej toksycznosci mg/kg
2000 mniej niz 100% przezycia wynik nalezy oceni¢ po podaniu 500
mg/kg
5 — -
100 /? przezycia, z widoczna substancja nie stwarza ryzyka ostrego
- lub niewidoczna .
/s zatrucia
toksycznos$cig

Metoda klas ostrej toksycznosci (podanie droga pokarmow3)

W metodzie tej grupie zwierzat podaje sie dozotagdkowo substancje w jednej z
ustalonych dawek. Dawke poczatkowa wybiera sie sposrdéd trzech ustalonych
poziomdw, tj. 25, 200 i 2000 mg/kg m.c. Substancje bada sie etapowo,
wykorzystujac na kazdym etapie troje zwierzat jednej pici. Wystepowanie
$Smiertelno$ci lub jej brak na jednym etapie decyduje o etapie nastepnym, tzn. o tym,
ze:

¢ nie ma potrzeby dalszego badania,

e nastepny etap nalezy przeprowadzi¢ z ta samg dawka, lecz na zwierzetach
innej ptci,

e nastepny etap nalezy przeprowadzi¢ na kolejnym wyZszym lub nizszym
poziomie dawkowania.




Kolejne etapy postepowania (stosowanie dawek wyzszych lub nizszych)
zalezg od liczby padlych i przezywajacych zwierzat przy pierwszej dawce. Na
podstawie wynikéw badan nie wylicza sie doktadnie LDso, a jedynie zakres
narazenia, w ktérym spodziewane sg zejscia Smiertelne, poniewaz padniecia cze$ci
zwierzat sg zasadniczym parametrem ocenianym w tym badaniu. Metoda ostrej
toksyczno$ci dostarcza informacji stuzacych zaréwno do szacowania zagrozenia, jak
i do klasyfikacji, a jej zaleta jest mata liczba zwierzat wykorzystanych w
eksperymencie.

Doktadne postepowanie w badaniach toksyczno$ci ostrej jest opisane w
Zataczniku do Rozporzadzenia Ministra Zdrowia z 2003 roku, w ktérym czytamy
"badania na zwierzetach przeprowadza sie w sposéb humanitarny, zgodnie z
przepisami  dotyczacymi  zwierzat laboratoryjnych  oraz  zgodnie @z
miedzynarodowymi zaleceniami w tej dziedzinie. W przypadku istnienia kilku
réwnowaznych metod badan wybiera sie spos$réd nich te, ktéra wymaga uzycia
najmniejszej liczby zwierzat".

Po zakonczeniu badan laboratoryjnych na zwierzetach i tabelarycznym
zestawieniu danych oblicza sie LDso W celu wyliczenia LDso stosuje sie metody:
Behrensa, Kraebera, Thompsona. Warto$¢ LDso jest podstawa do Kklasyfikacji
substancji chemicznych (tab. 2).

Tabela 2. Klasyfikacja substancji na podstawie toksycznosci ostrej

Metoda klasyczna, metoda

- . Metoda ustalonej dawki
klas toksycznoSci ostrej

(dawka réznicujaca) Klasa toksycznosci

(dawka p.o. dla szczura) (symbol)*
[mg/kg m.c.]
bardzo toksyczna
LDso < 25 <5 I
(T+)
25 < LDso < 200 5 toksyczna (T) 11
200 < LDso <2000 50 lub 500 szkodliwa (Xn) I11
2000 < LDso 2000** mato szkodliwa IV

* stosowany na opakowaniach i kartach charakterystyki substancji
** substancja nie stwarza ryzyka ostrego zatrucia

Drugim etapem jest okreSlenie toksycznosci podostrej (test 28-dniowy). W
teScie tym bada sie substancje o spodziewanej matej toksycznosci, produkowane w
matych ilo$ciach i majace ograniczone przeznaczenie. Badang substancje podaje sie
doustnie codziennie w zréznicowanych dawkach kilku grupom zwierzat, stosujac
jeden poziom dawkowania na grupe przez 28 dni. Nalezy testowa¢ na przynajmniej
10 zwierzetach (5 samcach i 5 samicach) na kazdym etapie dawkowania, zalecanym
gatunkiem jest szczur. Powinno sie bada¢ przynajmniej 3 grupy narazenia i grupe
kontrolna. Przez okres podawania substancji prowadzi sie doktadne obserwacje




ogolne zwierzat w celu uchwycenia objawoéw toksycznych. Na zakonczenie badania
przeprowadza sie oznaczania hematologiczne, biochemiczne, makroskopowe i
histopatologiczne. Zaré6wno zwierzeta, ktére padng w czasie doswiadczenia, jak i te,
ktére przezyty, po usSmierceniu poddaje sie sekcji. Uzyskane wyniki zbiera sie w
formie tabeli i poddaje sie ocenie statystycznej. Na zakonczenie badania sporzadza
sie doktadne sprawozdanie. Specyficznym parametrem kontrolnym w tej metodzie
sa zmiany neurologiczne. Za pomoca tej metody mozna wykaza¢ zmiany
immunologiczne oraz toksyczno$¢ wobec narzadéw rozrodczych.

Trzecim etapem jest okreSlenie toksyczno$ci podprzewlektej (test 90-
dniowy). Badanie to dostarcza informacji o mozliwym zagrozeniu dla zdrowia,
mogacym by¢ nastepstwem powtarzanej, przedtuzonej ekspozycji obejmujacej okres
dojrzewania i wzrostu, az do okresu dojrzatosci. Badang substancje podaje sie
doustnie codziennie w stopniowanych dawkach kilku grupom zwierzat przez 90 dni;
jedna dawka dla kazdej grupy. Nalezy testowac na przynajmniej 20 zwierzetach (10
samcach i 10 samicach) na kazdym etapie dawkowania; zalecanym gatunkiem jest
szczur. Powinno sie stosowaé przynajmniej 3 grupy narazenia i grupe kontrolna.
Podczas trwania eksperymentu prowadzi sie ogolne obserwacje zwierzat, kontroluje
sie ich mase ciata, zmiany w wygladzie i zachowaniu. Prowadzi sie takze
systematycznie badania krwi, moczu, a takze wybranych narzadéw i tkanek. Na
zakonczenie badania przeprowadza sie oznaczania hematologiczne, biochemiczne
oraz histopatologiczne. Zar6wno zwierzeta, ktére padng w czasie doSwiadczenia, jak
i te, ktore przezyty, po uSmierceniu poddaje sie sekcji. Otrzymane wyniki powinny
by¢ zebrane w formie tabeli i poddane ocenie przy uzyciu odpowiedniej metody
statystycznej, nastepnie sporzadza sie sprawozdanie z badan. Test 90-dniowy
powinien wskaza¢ narzady krytyczne i mozliwo$¢ kumulacji oraz pozwoli¢ na
oszacowanie najwyzszej dawki lub poziomu ekspozycji, przy ktérym nie obserwuje
sie szkodliwych objawéw wynikajacych z podawania substancji testowanej (NOAEL
- No Observed Adverse Effect Level). Badanie powinno pozwoli¢ na identyfikacje
substancji chemicznych mogacych  wywotywa¢ efekty neurotoksyczne,
immunologiczne i reprodukcyjne oraz na uzyskanie informacji na temat wielko$ci
dawek, ktére powinny by¢ stosowane w nastepnym etapie badan.

Kolejnym etapem jest okreslenie toksycznosci przewlektej. Celem tych badan
jest poznanie dziatania toksycznego w wyniku dtugotrwatej ekspozycji, okreslenie
narzadow krytycznych, w ktérych substancja jest kumulowana oraz wstepne
okreslenie ewentualnego dziatania rakotworczego badanej substancji. Eksperyment
prowadzi sie przez przynajmniej 12 miesiecy, a w wypadku tacznego badania
toksycznos$ci przewlektej i dziatania rakotwoérczego 2 lata na 3 grupach zwierzat;
réwnocze$nie powinna by¢ stosowana grupa kontrolna. Kazdej grupie podaje sie
inng dawke substancji badanej. Zakres systematycznych obserwacji i badan jest
podobny do badan prowadzonych podczas ustalania toksycznos$ci podprzewlekte;.



Obliczanie LDso na podstawie danych eksperymentalnych

Metoda Behrensa

Zatozeniem tej metody jest tgczne traktowanie zwierzat ze wszystkich grup,
mimo podawania im réznych dawek substancji. Przyjmuje sie, ze: jezeli zwierze
przezywa wyzszg dawke, to przezytoby wszystkie nizsze dawki; jezeli zwierze pada przy
nizszej dawce, to padatoby przy wszystkich wyzszych dawkach. Obliczenia zestawia sie
tabelarycznie (tab. 1). Nastepnie oblicza sie Smiertelno$¢ (%) po podaniu kazdej dawki.
Smiertelno$¢ wylicza sie, dzielac wyliczona liczbe zwierzat padtych przy danej dawce i
nizszych przez catkowita liczbe zwierzat poddanych dziataniu danej dawki i mnozy
przez 100. LDso przedstawia sie graficznie.

Tabela 1. Sposéb obliczania LDso metoda Behrensa

Liczba zwierzat w Wyliczona liczba zwierzat

do$wiadczeniu Smiertelnosé
Dawka przezywajacych | padlych przy | Calkowita [%]
przezywajacych | padlych dang dawke i danej dawce | dla danej
WYyZsze i nizszych dawki

Metoda Kraebera

Zalozeniem tej metody jest 1gczne traktowanie zwierzat ze wszystkich grup,
mimo podawania im réznych dawek substancji, wsréd ktérych powinna by¢ dawka
powodujgca $mier¢ wszystkich zwierzat oraz dawka niedziatajgca. Wyniki obserwacji
zestawia sie tabelarycznie (tab. 2), a nastepnie wylicza sie LDso ze wzoru:

LDsy = Dypax — 225,
gdzie:
Dmax - dawka, po podaniu ktérej padty wszystkie zwierzeta,
z - potowa sumy padtych zwierzat przy dwoch nastepujacych po sobie dawkach,
d - r6znica wartosci liczbowych dwoch nastepujacych po sobie dawek,

n - liczba zwierzat w grupie.

Tabela 2. Sposéb obliczania LDso metoda Kraebera

Dawka Liczba zwierzat przezywajacych Liczba zwierzat padltych zZ d zd

Suma




Metoda Thompsona

W metodzie tej bada sie 4 grupy zwierzat, po 5 lub 6 sztuk w kazdej i stosuje sie 4
poziomy dawkowania. Zwierzeta z kazdej grupy otrzymuja wzrastajagcg w postepie
geometrycznym dawke substancji. Obliczenia wykonuje sie wedtug wzoru:

log LDso = log Dmin + (log M)(f + 1),

gdzie:
Dmin — najmniejsza stosowana dawka,
M - mnoznik réznicujacy poziom dawkowania (liczba wskazujaca, ile razy kolejna dawka
jest wieksza od poprzedniej),
f - wspétczynnik odczytany z tabel Weila zalezny od liczby zwierzat w grupie i
$miertelno$ci po podaniu poszczegdlnych dawek (tab. 3).

Tabela 3. Wspoétczynniki stuzace do wyliczenia LDso ze wzoru Thompsona

n=5 n=6
r f r f r f
0,0,4,5 0,70000 0,1,5,4 0,75000 1,3,4,5 0,25000
0,1,3,4 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 2,2,3,5 0,66667
1,1,5,5 0,12500 1,0,6,6 0,40000 2,3,3,5 0,33333
1,1,3,4 0,83333 1,1,4,4 1,00000 3,1,5,5 0,00000
1,2,3,3 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 3,334 0,00000
2,0,4,4 0,75000 1,254 0,33333 3,2,2,4 1,00000
2,1,4,4 0,25000 1,2,5,6 0,20000 4,2,2,6 0,50000

n -liczba zwierzat w grupie, r - liczba zwierzat padtych po podaniu kolejnych dawek

Przebieg ¢wiczenia

Podczas ¢wiczenia nalezy wykonac nastepujgce czynnosci:

1. Na podstawie danych otrzymanych od prowadzacego zajecia obliczy¢ trzema
metodami LDso wskazanej substancji. Uzyskane wyniki przedstawi¢ w formie
tabelarycznej dla metody Behrensa (tab. 1) i dla metody Kraebera (tab. 2).

2. Wyniki otrzymane przez poszczegdlne grupy zestawic tabelarycznie.

3. Wyjasni¢ nastepujace pojecia: dawka réznicujgca, ksenobiotyKi, efekt subletalny.

4. Uzupelnij zdanie: Gdy istnieje wyrazna réznica miedzy wartoSciami LDso
dwéchréznych substancji, to ta, ktéra ma warto$¢ ............. , jest uwazana za
potencjalniesilniejszg trucizne.




