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SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

A - biologicka u¢innost latky

¢ - koncentrace (mmol/l, ppm)

HAZARDTEXT - Hazard Management = datova baze vedouci seznam nebezpetnych
latek

HSDB - Hazardous Substance Data Bank = datova banka nebezpeénych latek

LCs - koncentrace, ktera zptisobi tthyn 50 % jedinci z testovaného souboru

log ¢ - logaritmus hodnoty molarni koncentrace

log P - logaritmus rozd€lovaciho koeficientu latky mezi n-oktanol a vodu

M, — relativni molekulova hmotnost

n - pocet testovanych chemickych slouc¢enin

p - hladina statistické vyznamnosti

P(o/v) — rozdélovaci koeficient latky mezi n-oktanol a vodu

QAAR - Quantitative Activity - Activity Relationships = kvantitativni vztahy mezi
ruznymi uéinnostmi

QSAR - Quantitative Structure - Activity Relatioships = kvantitativni vztahy mezi
chemickou srukturou a biologickou u¢innosti

r - korela¢ni koeficient

RTECS - Registry of Toxic Effects of Chemical Substance = seznam toxickych u€inkt
chemickych latek

SD - standardni odchylka



1.UVOD

K rozvoji chemického primyslu a vyuzivani chemickych latek a jejich smési se
nedilné vaze potteba spole¢nosti chranit sebe 1 Zivotni prostiedi pfed nezadoucimi G¢inky
téchto latek a smési. V duasledku toho je kladen dlraz na bezpecnost té€chto latek a jejich
pouzivani a vyvoj metod, které by to zaru¢ovaly.

Cilem experimentd a testi na pokusnych zvifatech je chranit spole¢nost i Zivotni
prostiedi pfed toxickymi a nezadoucimi Géinky chemickych latek a jejich smési. Na druhé
stran€ je jednim z pozadavkid dne$ni spole¢nosti, k némuz se nedilné vaze koncepce 3R
(reduce, refine, replace), omezeni pokust na laboratornich zvifatech. Vysledkem je snaha
pouzivat misto savcd niZ§i organismy, buriky a tkanové kultury a vyuzivat chemické
struktury a pocitace jako alternativni metody.

Alternativni metody jsou tedy metody, které pomahaji sniZit, vylep$it ¢i nahradit
pokusy na laboratornich zvifatech k testovani toxicity v ptipad€, Ze podavaji informace
stejné urovné jako jsou informace ziskané z testli na zvitatech [1].

Je tedy dulezité nalézt takové metody testovani toxicity chemickych latek a jejich
smési, které budou vyhovovat vSem pozadavkim (spolehlivost, ndkladnost, ¢asova
dostupnost, $etfeni laboratornich zvifat) jako jiz zndmé alternativni metody in vitro a in
silico. Testy in vitro rozumime testy na tkanich, tkaniovych fezech a burikach. Metody in
silico jsou odhady vypoétem pomoci modeld vytvofenych na poéitaci. Mezi tyto modely
patii pfedev$im QSAR (Quantitative Structure — Activity Relationships), tedy kvantitativni
vztahy mezi chemickou strukturou a biologickou u¢innosti [2]. Dale pak model QAAR
(Quantitative Activity — Activity Relationships), tedy kvantitativni vztahy mezi riznymi
uéinnostmi (extrapolace toxickych indexi mezi druhy) [3] .

V této praci je pracovano s hodnotami LCsy (potkan, inh.), protoZe jedinou expozici,
kterou jsem se zabyval je inhala¢ni cesta. S organickymi rozpoustédly jsou nejcastéji ve
styku hlavné pracovnici v chemickém primyslu, v chemickych laboratofich, atd.
Organicka rozpoustédla se snadno odpafuji a dochazi k expozici pracovnikli té€mito

rozpoustédly inhala¢ni cestou.

1.1 Cil prace
1. Vytvofeni databaze hodnot LCsq pro potkany pfi rizné dobé aplikace.



2. Testovani korelace mezi hodnotami LCsy naméfenych po riizné expozici a parametrech
hydrofobnosti latek — logaritmem rozdélovaciho koeficientu latky mezi n-oktanol a vodu;

log P.

2. MATERIAL A METODY

2.1 Popis objektu
Potkan laboratorni (Rattus novergicus var. alba)

Laboratorni potkan byl vySlechtén z divoce Zijiciho potkana a cerné krysy (Rattus
rattus). Je to vSeZravec (omnivor) a k jeho piednostem patii, Ze se velmi dobfe
aklimatizuje ve zménénych zivotnich podminkach.

V dospélosti dosahuje hmotnosti 250 - 400 g (v zavislosti na pohlavi a druhu), pocet
Wistar albino (plivod Wistar Institute ve Filadelfii, USA) a Sprague — Dawley (farma
Sprague — Dawley v Madisonu ve Wisconsinu, USA) [4].

2.2 Metody stanoveni inhalac¢ni LCs,

2.2.1 Akutni toxicita inhala¢ni

Principem této metody je, Ze n€kolik skupin pokusnych zvifat je exponovéano studované
latce po uréenou dobu v odstupriovanych koncentracich, a to jedné koncentraci v kazdé
skupin€. Potom jsou zvifata pozorovéana a zji§t'uji se U€inky a pfipady uhynuti. Zvifata,

ktera béhem pokusu uhynou, i ta, ktera pfeziji do konce pokusu, jsou pitvana.

POPIS METODY

Zvitata jsou bezprostiedné pfed expozici zvazena. Pro kaZzdou davkovou hladinu je
tteba pouzit nejméné 10 hlodavct (5 samic a 5 samcti). Samice musi byt nullipary a nesmi
byt biezi. Pocet Grovni davek, nejméné 3, ma byt vhodné odstupriovan tak, aby byl u
testovacich skupin viditelny rozsah toxickych u¢inkt a mortality. Ziskané udaje musi stadit
na znazornéni vztahu mezi davkou a mortalitou a pokud je to mozné, musi umoznit

stanoveni LCsy s pfijatelnou spolehlivosti.



Zvitata jsou vystavena U¢inku latky nejméné po dobu 4 hodin od ustaveni rovnovahy
jeji koncentrace. Teplota béhem pokusu ma byt 22°C + 3°C. Relativni vlhkost ma byt

idealné mezi 30 az 70 %.

Je tfeba zajistit monitorovani podminek expozice; tj. skutecnd koncentrace studované
latky se méfi v dychaci zoné alespoii tfikrat béhem expozice; pritok, teplota a vlhkost
vzduchu se méfi kontinualné. Béhem expozice i po jejim skonceni se pozorovani provadeji
a zaznamenavaji systematicky. Prvni den je potieba provadét pozorovani ¢asto. Minimalné
jednou kazdy pracovni den je tfeba provést peclivé klinické vySetteni. Pro pokusy se
zvifaty je tfeba pouZit inhalaéni zafizeni, které umoziuje dynamické proudéni vzduchu s
vyménou vzduchu nejméné dvanactkrat za hodinu, aby byl zaru€en pfiméfeny obsah
kysliku a rovnomérné rozdéleni latky v expozi¢ni atmosféte.

Doba pozorovani by meéla trvat nejméné 14 dni, miZe vSak zaviset na toxickych
reakcich, na rychlosti jejich vzniku a na trvani faze zotaveni, proto ji lze dle potfeby
prodlouzit. Rozhodujici je doba, kdy se objevi a opét odezni projevy otravy.

Pozorovani zahrnuje zmény kuze, srsti, o¢i, sliznic, dychaciho a krevniho ob&hu, zmény
funkce autonomni a centralni nervové soustavy, somatické aktivity a chovani. Hmotnost
jednotlivych zvifat se stanovuje po expozici tydné a v okamziku uhynuti. Zvitfata, ktera
béhem pokusu uhynou i ta, kterd pfeziji do konce pokusu, jsou pitvdna se zvlastnim

zietelem ke v§em zménam horni i dolni ¢asti dychaciho traktu [5].

2.3 Chemikalie

Chemikalie a jejich hodnoty log LCsg po inhalaéni expozici 0,5; 1; 2; 3; 4, 6, 7, 8 a 10
hodin jsou uvedeny v tabulkach A - C. Latky postihuji §iroky rozsah chemické struktury a
zahrnuji alkoholy, aldehydy, chlorované aniliny, estery a né€kolik dalSich latek mimo tyto
strukturni skupiny. Kromé& malych neutralnich slou¢enin a pomérné inertnich sloucenin

(alkoholy, estery) soubor obsahuje i slou¢eniny reaktivni jako jsou aldehydy.

2.4 Analyza QSAR
Metody QSAR se zabyvaji kvantitativnimi vztahy mezi chemickou strukturou a
biologickou u¢innosti. Analyza QSAR spoc¢iva v tom, Ze pro vybranou sérii chemickych

latek lze matematickou formuli kvantitativné vyjadfit zavislost mezi zménou chemické



struktury dané latky a zménou méfené biologické ucinnosti, kterd po zméné struktury
nasleduje. Pro popis chemické struktury se nejéastéji pouziva rozdélovaci koeficient dané
latky mezi n-oktanol a vodu. To znamena, Ze pfevaZna vét§ina rovnic QSAR obsahuje jako

nezavisle proménnou stejnou veli¢inu [3].

2.5 Vypocéty

Pro vypocet inhalaéni LCsp z primarnich tdaji uvedenych v ppm bylo pouzito vzorce:

c(mmol/m’) = ¢(ppm)/24,34

kde koncentrace v ppm (mlV/m®) = c¢(mng/m>).(24,34/M,)

Koeficient 24,34 (objem 1 mol latky v plynném stavu pti 25°C) byl vypocitan pomoci

stavové rovnice ideélniho plynu.
Pro inhalaéni LCsy uvedenych v mg/m® bylo pouzito vzorce:

c(mmol/m3) = c(mg/m:‘)/Mr

2.6 Vybér a zpracovani dat

Udaje inhalaéni LCsy pro potkany byly ziskany z datové databize Thomson
Micromedex. VSechny udaje byly sbirany z datovych databazi RTECS, HSDB,
HAZARDTEXT z datového souboru Thomson Micromedex [6].

Index akutni toxicity LCsg je smrtna (smrtelnd, letalni) koncentrace, pfi které zahyne 50
% jedinct z testovaného souboru. Hodnota LCsy se udava jako hmotnost testované latky ve
standardnim objemu vzduchu mg.1"'[4] (pro potieby této prace byly hodnoty ptepoéteny na
jednotky mmol/l). Tento index akutni toxicity je vyuZivan tam, kde je zndma hodnota
koncentrace latky v prostfedi, ve kterém se organismus pohybuje.

Byly vyhledavany LCsy méfené po rizném Case expozice ato 0,5; 1; 2; 3; 4, 6;7; 8a 10
hodin.



V préci byly pouzity primérné hodnoty nalezenych tdaji.

Udaje uvedené v tabulkach byly zpracovany metodami matematicko-statistické analyzy.
Rovnice QSAR byly vypocteny regresni analyzou, ke které byl pouzit poditatovy program
Origin®7.0 (1991-2002), OriginLab Corporation.

Piimky v grafech vyznaéené teckovanou &arou predstavuji vypottené rovnice, Zadny

jiny vyznam nemaji.
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

Nalezené a ptepoéitané udaje inhala¢ni LCsg jsou shrnuty v tabulkach A-C.

V tabulce A jsou ptivodni nalezené hodnoty inhalaéni LCsy véetné zdroji. Tabulka B
pfedstavuje tyto hodnoty v mmol/l a tabulka C jejich logaritmy.

Korelaci mezi log LCs a log P nalezenych a ptepoéitanych dajti inhalaéni LCso pfi 4
hodinové expozici shrnuje graf 1. JelikoZ zde nebyl nalezen Zzadny linearni vztah, rozdélili
jsme soubor latek do soubord latek se stejnou funkéni skupinou. Do hodnoceni jsme
zafadili pouze soubory o minimalné 4 ¢lenech z nalezeného souboru dat.

Korelace mezi log LCsy a log P pfi 4 hodinové expozici uhlovodikli v€etné rovnice
linearni regrese je znazornéna v grafu 2. Je zde patrna korelace mezi hodnotami log LCsg a
log P.

Graf 3 znazoriiuje vztah inhalaéni LCsy a log P pro alifatické alkoholy. Hodnota
smérnice ukazuje na vztah téchto hodnot.

Nizkd hodnota smérnice linedrni regrese pro graf 4 uz takovou silnou zévislost
nenaznacuje, jak tomu bylo v pfipadé¢ grafu 2 a 3.

Graf 5 zobrazujici vztah mezi log LCso a log P vykazuje zanedbatelnou hodnotu
smérnice linearni regrese. Dany graf tak ukazuje nezavislost log LCsy na log P. Diivodem
muZe byt rizny mechanismus G¢inku aldehydd.

Vztah log LCsg a log P nalezenych a pfepocitanych uidaji inhalaéni LCsg pfi 2 hodinové
expozici zobrazuje graf 6. Hodnota smémice (-2,336) ukazuje vyznamnou zavislost log
LCso na log P. I korelace pti 8 hodinové expozici vykazuje vyznamnou zévislost inhalaéni
log LCso a log P nalezenych a piepocitanych udaju inhalaéni LCsy. Tato vyznamna
zavislost miize byt ale zpiisobena i malym souborem nalezenych dat pro graf 6 a 7.

Graf 8 zobrazuje linearni regresi log LCsy proti dobé expozice. Tento graf potvrzuje
skute¢nost, Ze s narustajici dobou se potfebna koncentrace, zde LCsg, pro dosaZeni stejného
uéinku sniZuje.

Vzhledem k nedostatku dat pifi riznych dobach expozice nemohla byt tato ptfipadna
korelace studovana.

Rozptyl pouzitych dat lze vysvétlit dvémi riznymi divody. Bud jde opravdu o
nevyznamnou az Zadnou zavislost hodnot log LCsy na log P anebo miZe jit o nepfesnosti

pfi ziskavani experimentalnich hodnot LCsy a P(o/v) riznych laboratofi.
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Grafl

Linearni regrese LC50 (potkan, inh., expozice 4h) vs. log P

i nalezenych dat
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Rovnice regrese:
log LCsy (potkan, inh) = 0,071log P — 0,716

n = 34; r=0,094; SD = 0,803; p = 0,595
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Graf 2

Linearni regrese log LC50 (potkan, inh., expozice 4h) vs. log P (uhlovodiky)
1,59

1,0- [ ]
0,5—.
0,0 1 ]

-0,5_- ’ .
.1'0_- . |

154 ) .

log LC, (inh., mmolll)

-2,0 4

-2,5

S0r—T——Tr7T T T T T T
15 10 -05 00 05 10 15 20 25 30 35 40

log P

Rovnice regrese:

log LCs (potkan, inh.) = 0,630log P — 1,768

n=12;r=0,628; SD=0,813; p= 0,029
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Graf 3

Linearni regrese log LC50 (potkan, inh.,expozice 4h) vs. logP (alifatické alkoholy)
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Rovnice regrese:

log LCs (potkan, inh) = -0,623log P — 0,072

n=4;r=-0,982; SD=0,107; p=0,018
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Graf 4

Linearni regrese LC50 (potkan, inh., expozice 4h) vs. log P (chlorovane uhlovodiky)
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Rovnice regrese:
log LCs (potkan, inh.) = -0,190log P + 0,147

n=25;r=-0,632; SD=0,164; p= 0,253
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Graf §

Linearni regrese log LC50 (potkan, inh., expozice 4h) vs. log P (aldehydy)
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Rovnice regrese:

log LCsy (potkan, inh.) = -0,027logP - 0,762

n=7,r=-0,027, SD =0,581; p= 0,954
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Graf 6

Linearni regrese log LC50 (potkan, inh., expozice 2h) vs. log P
1 nalezenych dat
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Rovnice regrese:

log LCsp (potkan, inh) = -2,336log P + 1,405

n=6;r=-0,708; SD =0,941; p=0,116
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Graf7

Linearni regrese LC50 (potkan,inh., expozice 8h) vs.log P
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Rovnice regrese:

log LCs (potkan, inh.) = -0,709log P - 0,396

n=7;r=-0,703; SD=0,531; p=0,078
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Graf 8

Linearni regrese log LC50 (potkan, inh.) vs. doba expozice (tetrahydrofuran)
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Rovnice regrese:
log LCsy (potkan, inh) = -0,229(doba expozice v h) + 0,768

n=4;r=-0,938; SD = 0,134; p = 0,062
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4 ZAVER

Cile prace byly splnény.

Byla vytvofena databaze indext akutni inhalaéni toxicity LCsy. Byla testovana korelace
mezi logaritmem indexu akutni toxicity a logaritmem rozdélovaciho koeficientu latek mezi
n-oktanol a vodu pfi riznych dobach expozice.

Vztah mezi dobou expozice a expozici nemohl byt pro nedostatek nalezenych dat
hodnocen.

Z vysledkl je patrné, Ze miZeme mluvit o vztahu mezi logaritmem rozdélovaciho
koeficientu latek mezi n-oktanol a vodu a logaritmem akutni inhalaéni toxicity LCso,

pfinejmensim u strukturné homogennich soubort latek.
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