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Pokusné a kontrolni skupiny

porovnani exponované a kontrolni skupiny ze stejné vychozi populace = stejne
organismy /buriky/ za stejnych podminek, liSi se jen expozici

vzdy je nutno do pokusu zahrnout vSechny adekvatni kontroly

negativni a pozitivni kontroly

Negativnikontroly

= blanky bez jakéhokoli zasahu

= kontroly se slepym pokusnym zasahem

= vSechny rozpoustédlove kontroly

= pokud kombinace rozpoustédel - vSechny kombinace

Kdyz opakované experimenty prokazi, ze pouzivané rozpoustédlonemayv
pouzivané koncentraci zadny vliv na sledované parametry, je mozno nadale
pouzivat pouze rozpoustédlovou kontrolu.

Pozitivnikontroly, Standardy
Pokusné zasahy

= ruzné urovné pokusného zasahu, raznych testovanych faktoru
= pfipadné sparovani kontrol a pfipadu /parové testy jsou silngjsi/



Nahodna alokace organismu z populace do kontrolnich a pokusnych
skupin — pfed zasahem vSechny skupiny stejné = abychom se
vyhnuli zkresleni vysledku kvuli rozdilnosti pokusnych skupin.

Opakovaniexperimentu na vétSim pocCtu objektl ke snizeni
nahodného rozptylu vysledku

« experimentalni jednotky = jednotliva opakovani experimentu — napf.
ryby v sinicove expozici

» opakovani pokusneho zasahu

o pokud trikrat opakuji méreni nejakého parametru napf. biomarkeru
v hepatopankreatu ryby — je to pouze opakovani stanoveni
(technickeé opakovani) pro lepSi pfesnost a pro stanoveni
opakovatelnosti mereni (nejsou nezavislé hodnoty), ale neni to
opakovani pokusného zasahu



Opakovani pokusného zasahu na dostateCném poctu experimentalnich
jednotek, ktery umozni odhaleni systematického ucCinku

pocCet opakovani — pokud mozno stejny ve vSech skupinach - stejny pocet
pozorovani pro kazdou uroven znaku

Pro maximalizaci sily testu je treba maximalizovat pocCet nezavislych
opakovani — Power analysis (analyza sily studie)

Dostatecna velikost pokusnéeho souboru
zavisi na:

variabilité sledovane veliCiny

poctu sledovanych nezavislych faktoru

technickych moznostech

pozadované mife jistoty *
velikosti oCekavaneho efektu

Pozor na prilis velké soubory!



Soucasti experimentalniho designu 1.

Cile studie — co chci zjistit a jak to chci zjistit

Stanoveni nulové hypotézy a alternativni /vyzkumne/
hypotezy

Jaky pokusny zasah, jake faktory / /,
jejichz uc€inky na experimentalni jednotky budou
sledovany

Jaké sledovane parametry / /, jejichz

odpoveéd na ruznou uroven testovanych faktoru budeme
sledovat v jakych Casech

Presné podminky expozice

Naplanovani poctu opakovani a jejich usporadani v
experimentu



Soucasti experimentalniho designu ll.

KONTROLY - zarazeni vsech nezbytnych kontrol /pre-
test/

Uroven studovaného pokusného zasahu — vSech faktor(

Expozice Cistou chemickou latkou : koncentrace v
zasobnich roztocich a pak finalni koncentrace v expozici
/molarni konc./

nutno znat rozpustnost ve vode, nesmi byt v testu
prekrocena

Standard /pozitivni kontrola/ - zahrnuti vhodnych hodnot
standardu

Casovy design experimentu — na vice &asovych
iIntervalech v zavislosti na charakteru odpovedi, pripadne
optimalizovat dobu expozice



Soucasti experimentalniho designu lll.

Pokud neni hodnoceni provedeno pfimo po ukoncCeniexpozice, urcit
jak pripravit a uchovavat vzorky pred analyzou, jak jsou
vzorky/standardy/reagenty pfi daném uchovavani stabilni

Optimalizovana metodika méfeni sledovanych parametr v odpovédi
na expozici /optimalizace predem/

»koncentraci reagentu
»mnozstvi vzorku

»doby a teploty inkubace
»podminek mereni apod.

Vicefaktorove usporadani: vliv koncentrace za ruznych svételnych Ci
tepelnych podminek pfi rznych dobach expozice

Jak budou ziskana data hodnocena




Nezbytnost a vyhody experimentalniho designu

» dukladné promysSlenia naplanovani experimentu

» snadna navaznost dalSich experimentu — pfesné popsany vSechny
podminky — pro navazujici experimenty netfeba prepisovat, jen
prekopirovat, doplnit a zvyraznit zmeny

» prehlednost, snadné dohledani dulezitych informaci
« vyborné vyuzitelné i po delsi dobé pro psani publikaci a pod.

* snadné dopliovani, zapisovani zmén — k designu je nutné doplnit
kratky report o pribéhu experimentu, pokud néco vyznamného
oproti designu — napr. velka zmena pH nebo teploty apod.

 odkazem mozno propojit design na soubor s vysledky



Dulezité otazky pri kazdém hodnoceni dat:

« Jak dobre je studie provedena?
» Jsou aplikovany a dodrzeny standardni metodiky?
 Je pouzity test vhodny?

» Jsou vysledné parametry stanoveny za
relevantnich podminek?

@""ZIHHVF wmw."l,-r:ﬁe'l[(:-.r<sm

« Je interpretace dat spravna?




Hodnoceni (eko)toxikologickych ucinku

VZTAH DAVKA-ODPOVED

Krivka davka — odpoved:
zakladni nastroj pro hodnoceni toxickych vliastnosti latek

Graf ukazujici biologickou odpovéd, napf. enzymu, proteinu, ¢i organismu na
rozmezi davek (koncentraci) toxicke latky
Napf.: Kfivka mortality - zavislost kumulativni mortality na vzrustajici koncentraci




VZTAH DAVKA - ODPOVED

,Vvsechny latky jsou jedy, zalezi pouze na davce. Spravna davka

odlisuje jed od léc¢iva.”

Paracelsus

Toxicita latky nezavisi pouze na toxickych vlastnostech latky, ale hlavne na

jeji koncentraci/davce.

Odpovéd’ na stres

Prahova — Zadna biologicka odpoved pfi
nizké davce, pak se odpoveéd projevi se
vzrustajici davkou

Bezprahova — bez biologické odpovédi
pouze na nulové koncentraci

Hormeze — pocatecni biologicka
odpovéd na toxikant je pozitivni, pfi
vzrustu koncentrace se stava negativni,
nebo naopak
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Odpovéed’ na stres

prahova

Prahova davka

Increasing Effect =——p

Dose-Response Curve

Maximum
effect range

MNo-effect  Range of

range increasing
effect with
increasing
dose

Threshold

Increasing Dose sjp

~ davka, pod niz neni mozné v exponované populaci detekovat skodlivy u€inek

toxické latky

(tato davka plati pro vSechny jedince v dané populaci)

~ tzn. davka pod kterou nedojde k zadnému umrti zvirete, k zadnym
patologickym zmeénam, k zadnym biochemickym zmenam ...



Krivka davka-odpoved’

- Cim vySSi davka, tim vySSi toxicky efekt

- davka urcuje biologickou odpoved

- vztah mezi davkou a ucCinkem je logaritmicky
- po zlogaritmovani - grafickym

vyjadfenim tohoto vztahu je

obecné kfivka ve tvaru sigmoidy

- Z ni je mozno odvodit dulezité Diagram of Dose Response Relationship

parametry toxicity 1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0

Percent Individuals Responding ——— =

Increasing Dose (mg/kg) ——#=

http://www.toxicology.cz/modules.php?name=News&file=article&sid=10



Krivky davka-odpoved jsou zalozeny na normalnim
(Gaussove) rozlozeni hodnot

Normal distribution
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Normal distribution

mean

Average response
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dose - Log(dose)
| Populacni odpoved na toxicke latky je
zpravidla sklonéna nalevo !

= Normalnimu rozlozeni se priblizime
logaritmickou transformaci davky toxikantu

tolerance

Mumber Cying

zalozeno na konceptu individualni tolerance

~ individualni uc¢inna davka (IED) —
minimalni davka vedouci ke smrti
jedince

~ geneticky ur€ena pro kazdého jedince

Mumber Dying of 10

Concentration



Krivky davka-odpoveéd jsou zalozeny na
normalnim (Gaussové) rozlozeni hodnot

Zisk typické krivky davka — odpoved pro prahovy ucinek:
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Prahova odpoved - ldealni krivka davka — odpoved:

~ namérené efekty pokryvaji celou sSkalu ucinku od
minimalnich po maximalni mozné

Linearni méritko — tézko citelné




|dealni krivka davka — odpoved:

~ namérené efekty pokryvaji celou skalu ucinku od
minimalnich po maximalni mozné
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Vztah koncentrace - ucinek
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Vztah koncentrace — ucinek
osa X

« DAVKA vs KONCENTRACE
— Toxikologie — Davka - mg/kg b.w. - body weight, mg/kg b.w./day
— Ekotoxikologie — spiSe se pracuje s koncentracemi — mg/L, mg/kg..;

apod.

Concentration and Dose

Concentration and dose both refer to the amount of test material to which the test organism is
subjected. Concentrations are used to describe the amount of test material in the testing
environment (e.g., mg/L in water, mg/kg in soil or mg/kg in food). Doses are used to describe
the amount of test material administered to a subject (e.q., mg'kg-bodyweight in an avian
bolus study). Statistical methods for both types of studies are identical, however,
interpretations are different. Although “concentration” is used throughout this document, all
the stafistical methods presented here also apply to studies in which a dose is used.

» (Cisté latky a definované smési latek
— koncentrace v médiu - mg/L, mmol/L (= mM), mg/kg apod.

e vzorky z prostredi
— extrakty ze vzorkl a jejich % fedéni
— % zastoupeni vzorku v referencnim materialu



Vztah koncentrace — ucinek
osayY

e vyjadrenia zpracovani vysledku — sledovaného parametru -
sledovana odpovéd, napr.

— pocty (organisml) s pozorovanou definovanou odpovédi (binarni data)

— frakce (procenta) exponovanych organismu, u kterych byla pozorovana odpovéd

— Vv puvodnich jednotkach parametru (napf. pocCet prezivajicich jedincu, pocet
juvenilt, vaha, aktivita enzymu), pfimo zjisténé vysledky sledovaného parametru

— v relativni Skale vztazenim vUci vysledkum v kontrole (vétSinou v procentech 0 —
100 %) - poCet organismu s pozorovanym ucinkem

— relativni (procenta) vysledky sledovaného parametru ve srovnani s kontrolou,
ktera predstavuje 100 % (normalni stav, vucéi kterému dochazi ke sniZzovani
vlivem eko-toxicity k 0 %, coz je maximalni ekotoxicita)

— inhibice — mira poklesu sledovaného parametru vuci kontrole (kontrola
pfedstavuje 0 %, v kontrole je nulova inhibice, 100 % je maximalni ekotoxicita)



nejlépe vztah popisuje cela kfivka -

Vztah koncentrace - ucinek
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Vztah koncentrace - ucinek

parametry eko-toxicity :

ICy (,inhibition concentration®)
inhibi¢ni koncentrace

koncentrace, v niz dosahuje sledovany
parametr X % inhibici oproti kontrole
(napf. poCet juvenilt, vaha, aktivita,
velikost...)
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Vztah koncentrace - ucinek

parametry eko-toxicity :

LCx (,lethal concentration*)
letalni koncentrace

koncentrace, v niz doSlo k letalité
(mortalité) X %, tj. uhynulo X %

Z exponovanych organismul

pokud je zaznamenana néjaka
mortalita v kontrole, muze jit o

koncentraci, v niz uhynulo X %
organismu ve srovnani s kontrolou
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Parametry které mohou byt vypocitany z

krivky davka-odpoved

LDs, — ucinna davka, ktera zpusobi 50% mortalitu testovacich organismu

LC5, — 50% letalni koncentrace - uc€inna koncentrace, ktera zpusobi 50%

mortalitu testovacich organismu

ECs,, ED, - UCinna koncentrace/davka, ktera zpusobi ucinek (snizena
reprodukce, rust atd.) u 50% testovacich organismda, €i ktera zpUtsobi 50 %
maximalniho ucinku, 50% odpoved v testovaci populaci (mg/L, ml/L...)

|IC5, — inhibiCni koncentrace,

ktera snizi normalni odpoveéd o 50%
DalSi zahrnuijici jinou percentualni
zménu (10%, 20%, atd.)

ECO05, EC20, EC90, ...

Rozmezi EC20 — EC80
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Ucinek (%)

ldealni krivka davka — odpoved

100 | - 7?0—' Letalni aCinky
—  LOEC i

NOEC -— - LC
: [

50 4— Jaa

40

30 f ¥

20 / i Odhad
o~ ‘/ B _ EC50
Ne toxické —¢—-€¢= I I ! |

u,L 1 10 100 1000 10000

logaritmus koncentrace
Logaritmické méritko
Krivka — sigmoidni tvar



Parametry které se odvozuji z oblasti nizkych

davek/koncentraci
100 « NOEC - No Observed Effect
| M /‘-‘ Concentration. NejvysSsi testovana
LOEC . . -
NOEC —— koncentrace latky, ktera nezpusobila
§ -— f statisticky vyznamny uginek v porovnani s
60 ] kontrolou.
28 / « LOEC - Lowest Observed Effect
30 Concentration. NejniZsi testovana
20 p 4 koncentrace latky, ktera zpusobila
10 ,/’/ statisticky vyznamny uc€inek v porovnani s
0 ————4— . . kontrolou. NejblizSi vySSi koncentrace nez
0,1 1 10 100 1000 10000 NOEC.

NOEL - No Observed Effect Level. NejvySSi testovana davka latky, ktera
nezpusobila statisticky vyznamny ucinek v porovnani s kontrolou.

LOEL - Lowest Observed Effect Level. NejnizSi testovana davka latky, ktera
zpUsobila statisticky vyznamny uc€inek v porovnani s kontrolou.

NOAEL - No Observed Adverse Effect Level. NejvysSi testovana davka latky, ktera
nezpuUsobila negativni (Skodlivy) ucinek. Je pozorovan ucinek, ale neni povazovan
za nebezpecny.

LOAEL - Lowest Observed Adverse Effect Level. NejnizSi testovana davka latky,
ktera zpusobila Skodlivy ucinek.



Sledované parametry testu toxicity

kratkodobé studie:

o LC50/LD50 (letalni koncentrace/davka pro 50% testovanych
organismu)

« EC50/ED50 (ucinna koncentrace/davka pro 50%
testovanych organismu)

dlouhodobé studie :

NOEC, NOEL, NOAEL (no observed effect concentration/dose)
LOEC, LOEL, LOAEL (lowest observed effect concentration/dose)

dalSi mozneé :
EC10 (10 % effects concentration)
ECx ( X % effects concentration)




3
Experimentalni design pro

testy toxicity
(latky s prahovym ucCinkem)




Experimentalni design: Spravné testovani toxicity

Krok 1 — Limitni test

— test velmi vysoké davky, ktera v realné situaci nenastane
— zpravidla vychozi davka 2000 mg/kg.
a) negativni vysledek — test ukonéen

b) Uhyn/vyznamny u&inek - podrobnéjsi studie na vice davkach

Krok 2 — Skriningovy test

Provadi se, pokud nemame podkladova data
(pro usporu materialu pfi hledani linearni Casti odpovédi)

» Exponovat skupiny nékolik organismu desitkové koncentraCni radé
 Cilem urcit rozmezi kde se nachazi 50 % efektivni/letalni koncentrace (EC50/LC50)

# mrtvych Zadny Zadny nékolik vSichni vSichni

0 0 30% 100% 100%

Koncen. 103 102 101 100 101



Krok 2 — Definitivni test

e Z predchozich vysledkl — stanovit rozmezi testu:
- dolni =102 =0.01 mg/L
—“>horni =10°=1.0 mg/L

e Pouzit vice (az 10-30) organismi —> nahodné rozdélit mezi
testovacimi skupinami

* Provest test s vyuzitim logaritmickeho méritka koncentraci, protoze
organismy zpravidla odpovidaji logaritmicky na toxikanty

 Obvykle pouzit alespon 5 koncentraci+ kontrola

Kontrola — ovéruje toxicitu pozadi, fedici vody, media, zdravotni stav
organismdu, vliv stresu testovaciho prostfedi (testovaci nadoby,
osvétleni, teplota, atd.)

Validita testu!! napf.uhyn >10% kontrolnich organismd - neplatny test!



Priklad usporadani definitivniho testu

Pokus. zasah Redéni Koncentrace
(mg/L)
1 102 0.01
2 10-1> 0.032
3 101 0.1
4 100> 0.32
5 100 1.0
Kontrola 0.0




Kontrol

Exponovano 20 jedincu/koncentraci

Odpovéd po 24 hodinach, jedincu

0 0 1 6 13 17
Odpovéd po 96 hodinach, jedincu
0 0 4 9 15 20
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Testované koncentrace
IKvalita vysledk je urCena spravnym
vybérem testovanych koncentraci!

409
30%
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Odhad EC50

Ocekavana odpovéd, %
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N
vzristajici log koncentraci

a) Koncentra¢nitada pro stanoveni EC50/LC50:

* Testované koncentrace by mély pokryvat rozmezi od koncentraci
nevykazujicich zadny ucinek az po 100% letalni koncentraci

* Dobfe vybrana koncentracnifada pro stanoveni EC50/LC50ma jednu
koncentraci blizko EC50, a nejméné dvé koncentrace s ¢aste¢nym ucinkem pod
a nad EC50 - rozlozené symetricky.

e Koncentradnifada by méla byt v geometrickém métitku. Redici krok
(koeficient) obvykle 2 az 10
e Priklady koncentra¢nichtad:
—1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000, 1:100000
(latky s mirnym sklonem odpovédi (nékteré pesticidy); koeficient fedéni 10)
-1:2,1:4, 18, 1:16, 1:32
(priktejsi odpoveéd’, koeficient 2)
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Testované koncentrace

IKvalita vysledk je urCena spravnym
vybérem testovanych koncentraci!
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b) Koncentra¢nitada pro stanoveni NOEC/LOEC (NOEL/LOEL):

e Dobfe vybrana koncentracnitada pro stanoveni LOEC/NOEC ma nékolik
koncentraciv oblastinizkych odpovédi, nad a pod ocekavanou LOEC a

A4



Stanoveni NOEC/LOEC,
NOAEL/LOAEL hodnot

* Odpovédi organismu na pusobeni testovanych koncentraci
toxické latky jsou porovnavany s kontrolou

* Hledame nejvyssi koncentraci, ktera nezpusobuje toxickou
odpovéd (NOEC, NOAEL) i prvni koncentraci, ktera jiz zpusobi
toxickou odpovéd (LOEC, LOAEL)

~ vyuziti statistickych testu

« ANOVA (Analyza rozptylu) + post-hoc test
« Kruskal-Wallisuv test + post-hoc test



Stanoveni NOEC/LOEC
hodnot

Kontrol




Priklad urceni NOEC/LOEC

Porovnavame 3 testované koncentrace s kontrolou

Prezivaijici
dafnie v
kontrole

20

19

20

20

19

Prezivajici
dafnie v
koncentraci

5 mg/L

19

20

18

20

20

Prezivaijici
dafnie v
koncentraci

10 mg/L

19

20

18

17

19

s
\

Prezivaijici
dafnie v
koncentraci

20 m/L

18

17

15

17

16




Stanoveni NOEC/LOEC
~ vyuziti statistickych testu

« ANOVA (Analyza rozptylu)
I Pro jeji spravné pouziti je nutné splnit dva predpoklady!

1) Hodnoty ve srovnavanych skupinach maji normalni (Gaussovo)
rozlozeni (pouziti testl normality, napf. Shapiro-Wilkuv test)

2) Rozptyly hodnot ve srovnavanych skupinach se od sebe
statisticky neliSi (pouziti box-plotu ¢i Levenova testu)




Stanoveni NOEC/LOEC
~ vyuziti statistickych testu

e Kruskal-Wallisuv test
~ neparametricka obdoba ANOVA pfi nesplnéni predpokladu




Stanoveni NOEC
~ vyuziti statistickych testu

* Nasledné post-hoc testy

~ pokud ANOVA prokaze vyznamny rozdil mezi nekterymi z
testovanych skupin, pouzijeme néktery z post-hoc testu na
nalezeni téchto skupin (napf. Tukeyho, Dunnettuy,
Williamsuv €i LSD test nebo metodu dle Steela a Dwasse v
pripadé pouziti Kruskal-Wallisova testu)

hlubsi vhled do statistickych metod hodnoceni vztaht koncentrace — odpovéd:
OECD (2014): Current approaches in the statistical analysis of ecotoxicity data: A
guidance to application. OECD Series on Testing and Assessment, No. 54, OECD
Publishing, Paris, https://doi.org/10.1787/9789264085275-en.
https://www.oecd.org/env/current-approaches-in-the-statistical-analysis-of-
ecotoxicity-data-9789264085275-en.htm



https://doi.org/10.1787/9789264085275-en

Odpoved’

Vysledek analyzy rozptylu

Jaka hodnota odpovida NOEC?
A jaka LOEC?

1 l T *
_T_ * *

C 1 3 10 30 100
Koncentrace (mg/L)




Nevyhody NOEC/LOEC (NOEL/LOEL)
hodnot

« Jejich hodnota je silne zavisla na designu
experimentu a na:
— Poctu opakovani
— Poctu testovanych koncentraci
— Procedure vybéru koncentraci
— Prirozené variabilité systému
— Pouzitych statistickych metodach

* hodnoty jsou zavislé na zvolenych koncentracich, kde
se testovalo (tj. pfimo nékteré z test. koncentraci) a
nemaji rozptyl ani interval spolehlivosti



Stanoveni EC./ED, hodnot
(latky s prahovym ucCinkem)




Vztah koncentrace - ucinek

parametry EC,, LCy a ICy se -2 3
vy ir v , 5§ E
vypocitaji z proloz_enych regresnich 23 2
modell pfipadné linearizaci 25 9§
probitovou transformaci € 3 %3
2s 2%
2 88
zvr’nodvell’J vyitupUJe vy'/sleslek vCetne as0 | 100 . _
pfislusné nejistoty vypoctu I I O 1
Ize definovat intervaly spolehlivosti - - 80 -
rozmezi, kde lezi dany parametr 60

s definovanou pravdépodobnosti 200 1

(napf. 95 %) napf. EC50 = 45,2 (34 - 150 1 40 |
56) mg/L 100 -
ziskané parametry maji rozptyl = velka  so -
vyhoda - Ize je (tj. toxicitu) statisticky o4+ o -

srovnavat mezi ruznymi kontaminanty kontrola 10 100 1000
koncentrace
kontaminantu (mg/kg)

modelovaci pfistup = vysledné 10 100
hodnoty nemusi byt v jedné Fedéni testovaného
z méFenych koncentraci - vyznamna materidlu (%)
vyhoda ECy, LCy a ICy pFistupu

20 -

kontrola



Vypocet EC50

Interpolacni metody

Probitova transformace kfivky davka-odpoved
Nelinearni regrese

Pokud je kfivka (hlavné jeji linearni Cast) detailné promérena — nemél by
byt vyznamny rozdil ve vysledcich ziskanych riznymi postupy
vypoctu (bohuzel ne vzdy to je mozné)



b) Probitova transformace krfivky davka-odpovéed

Probitova transformace zlinearizuje (narovna) kumulativni
distribucni kfivku a to Ize nasledné vyuzit pro jednodussi vypocCet
EC50 (LC50) hodnot

Zalozeno na hypotéze ze resistence k toxikantum je normalné
rozlozena

Vyhodou je usnadnéni analyzy

Zalozeno na smérodatnych odchylkach, takze kazdy probit je
spojen s procenty odpovedi

Prumérna odpovéd je definovana jako probit = 5, vSechny probity
jsou pozitivni - snazsi vizualizace



b) Probitova transformace
kfivky davka-odpoved

~Prevedeni krivky davka-odpoved na primku (linearni

!

)4 )
odpoved)
< Kumulativni distribuce Tfa”SfOFka))YaHO na
S Probit
N~
= z
)
o
c
2 g
S gfeeerernenenne. ) ST ERSS .
@) . o . . -
= : = : Pfimka (snadngjsi
X : LDs g analyza)

Log Davka Log Dose



Tabulka pro probitovou transformaci

% probit | % probit | % probit | %  probit | %  probit | %  probit
02 2,122 |10,0 3,718 |30,0 4,476 |50,0 5,000 70,0 5,524 |90,0 6,282
04 2,348 |11,0 3,773 |31,0 4504 |51,0 5,025 71,0 5,553 |91,0 6,341
0,6 2488 |12,0 3,825 /32,0 4,532 |52,0 5,050 [72,0 5,583 |92,0 6,405
0,8 2,591 [13,0 3,874 /33,0 4,560 |53,0 5,075 73,0 5,613 |93,0 6,476
1,0 2574 (140 3,920 | 34,0 4,588 (54,0 5,100 | 74,0 5,643 [94,0 6,555
1,2 2,743 |150 3,964 | 350 4,615 [550 5,126 |75,0 5,674 |950 6,645
1,4 2,803 [16,0 4,006 | 36,0 4,642 [56,0 5,151 |76,0 5,706 |955 6,695
16 285 (17,0 4,046 |37,0 4,668 [570 5,176 |77,0 5,739 [96,0 6,751
1,8 2903 (18,0 4,085 |38,0 4,695 [58,0 5,202 |78,0 5,772 |96,5 6,812
20 2946 |19,0 4,122 /39,0 4,722 |59,0 5,228 |79,0 5,806 |97,0 6,881
2,5 3,040 |20,0 4,158 40,0 4,747 |60,0 5,253 80,0 5,842 |97.5 6,966
30 3,123 |21,0 4,194 (41,0 4,772 61,0 5,278 |81,0 5,878 |98,0 7,054
35 3,188 |22,0 4,228 (42,0 4,798 |62,0 5305 82,0 5915 |98,2 7,096
40 3,249 |23,0 4,261 [43,0 4,824 |63,0 5,332 (83,0 5954 |98,4 7,144
45 3,305 |24,0 4,294 (440 4,849 |64,0 5,358 |84,0 5,994 |98.6 7,197
50 3,355 | 25,0 4,326 (450 4,874 |650 5385 850 6,036 |{98.8 7,257
6,0 3,445 |26,0 4,357 |46,0 4,900 |66,0 5,412 86,0 6,080 {99,0 7,326
70 3524 |27,0 4,387 (470 4,925 |67,0 5,440 (87,0 6,126 |99,2 7,409
80 3595 |28,0 4,417 48,0 4,950 |68,0 5,468 (88,0 6,175 |99,4 7,512
9,0 3,659 |29,0 4,447 (49,0 4,975 |69,0 5,496 89,0 6,227 |99,6 7,652

99,8 7,878




Priklad probitové analyzy

Vysledek testu:log-normalnidistribuce

100

80

% Mortality 60
40

201

0 50 100 150 200 250
Concentration

0

Transformacedat: Krok 2 ~ prevedeni %
odpovédinalinearniformuprobitovou

transformaci
99.9
0 -1 7
<10 | I
84 6
% Mortality g =-m-sn-rmomemm oo oo — 5  Probit
16 —
PRl 4
Probit scale 011 Ne ANNEEET T 3
10 100 1000

Concentration

Transformacedat: Krok 1 ~zménaosy X
nalogaritmické méritko (sigmoidnikrivka)

100

80|

% Mortality
40

20

O 1
10 X 100 1000
Concentration

logarithmic scale

Transformacedat: Krok3 ~odhad
LC50/EC50 hodnoty z pfimky linearniregrese

Y=a+bX
Y —transformovany probit,
X —log(koncentrace),
b — sklon regresni primky,
a — intercept regresni primky

Vypocet EC50 hodnoty:
5 = a + b*log(koncentrace)
log(koncentrace) = (5-a)/b
koncentrace = 10°{(5-a)/b)



Nelinearni regrese

béZny zpUsob vyhodnoceni zavislosti davka-ucinek

Na hladinach EC50 by se mély nelinearni a linearni regrese

viceméné shodovat

vice bodu — lepSi nelinearni regrese a spolehlivéjsi odvozeni ECx

hodnot

pfimé prolozeni sigmoidni kfivkou a matematicky popis nelinearniho

trendu zavislosti davka-odpovéd

100

80
% Mortality

401

20

O IIIIIIIII 1 1 1 1 1 11

10 M

logarithmic scale

100 1000
Concentration



Nelinearni regrese

model je vyjadren jako rovnice, ktera definuje Y(odpovéd) jako funkci X
(koncentrace) a jednoho nebo vice parametru

Velkou vyhodou je presnéjsi odhad nizkych (EC10, EC20) ¢i vysokych
(EC80, EC90) hodnot a modelovani celych krivek

DalSi vyhodou je velmi rychlé stanoveni hodnoty EC50, protoze ta je jednim
z parametrt modelu a je tudiz primarnim vystupem zminénych
softwarovych nastroju

Na rozdil od linearnich regresnich modelu je tfeba pro spravné prolozeni
hodnot nelinearnim modelem pouzit iterativnich algoritmu. V naprosté
vétsiné pfipadu se pouziva kritérium minima souctu ¢tverct odchylek
(rezidui). K tomu Ize vyuzit modelovacich softwart (Statistica, GraphPad,
SigmaPlot, IMP, R-software)

http://www.qgraphpad.com/scientific-software/prism/
http://www.statsoft.cz/
http://www.r-project.org/



http://www.graphpad.com/scientific-software/prism/
http://www.statsoft.cz/
http://www.r-project.org/

c) Nelinearni regrese

NejbéznéjSim modelem je Hilliv model (log-logisticky model se 4

parametry) : Xl
=c+(d-c
Y ( ) ECH + xh
y ... odpovéd na toxikant (osay), EC50 ... EC50 ©
X ... koncentrace toxické latky (osa x)
h ... sklon kfivky v linearni Casti (tzv. Hill slope)
C ... spodni limit, d ... horni limit

Existuji ale i modely jiné a Casto i vice vhodne, které se mohou liSit v pfedpovézenych
hodnotach ECx (napf. Weibull I, Weibull 1l €i log-logisticky model s 5 parametry)

V nékterych pfipadech je vhodné vybrat model jiny podle uvazeni €i s vyuzitim
statistickych nastroji zjistit, ktery model prolozi data lépe (napf. AIC — Akaikovo
informacni kritérium)




Vyuziti krivek davka-odpoved pro
hodnoceni rizik toxickych latek

(latky s prahovym ucCinkem)




Vyuziti LCe,

1. Aplikacni faktor

— LCgy X N = = povolena davka

— Dobra pokud nemame lepsi informaci (chronické
testy)

v v s

3. Vede k chronickému testovani

« LC,z akutniho testu neposkytuje ekologicky
relevantni vysledek - potfeba testovani na vice
ekosystémoveé urovni



odpovéd absolutni
(napf. pocet juvenill)
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zobrazuje Cervena krivka
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krivkou




Srovnani vice toxikantu

I Je tfeba latky srovnavat nejen podle EC50 hodnot, ale i podle celé kfivky!
(potencial vs. uCinnost toxické latky)

ekvikoncentrace
2 100

50

75

kumulativni ¢etnost, %

% Mortality
|[erouajodinya

N ey |

0.1 1 10 100

koncentrace xenobiotika

I Dalezity je napf. sklon kfivky - toxikant s mirnym sklonem muze byt
nebezpecny pri nizkych koncentracich i kdyz EC50 je vysoka'!



Stanoveni bezpe€nych hladin toxikantu v prostredi

PNEC

~, predicted no effect concentration* (PNEC)

= pfedpokladana koncentrace nezpusobujici
zadny ucinek

- ldentiflkace nebezpecCnosti: identifikace
Skodlivych ucinku
- zaklad k odvozovani EQS = Environmental

guality standards = limity koncentraci
znecistujicich latek v prostredi




Stanoveni bezpecnych hladin toxikantu v prostredi

« PNEC: PEC < PNEC: zajistuje komplexni ochranu
prostredi

« PEC = predicted environmental concentration =
oCekavana environmentalni koncentrace

e \Vypocet PNEC:
podéleni NOEC/NOAEL nebo EC50 prepocCtovym
faktorem (faktorem nejistoty - UF) za vyuziti statistickych
extrapolacnich technik

* Prepoctove faktory jsou pouzivany ke zohledneni nejistot



Stanoveni bezpecnych hladin toxikantu v prostredi

* Nejistoty:
— intra- a inter-laboratorni variabilita v toxikologickych
datech
— Intra- a inter-druhové rozdily (biologicka variabilita)
— extrapolace z kratkodobych na dlouhodobé testy

— extrapolace z laboratornich dat na situaci v prostredi
(synergistické, aditivni a antagonistické ucinky,
interakce organismu atd...)



Stanoveni bezpe€nych hladin toxikantu v prostredi

Ramcova smérnice EU o vodach:
Faktory nejistoty =

Assessment factors to derive a PNEC aquatic bezpecnostni faktory
Assessment factor
At least one short-term L(E)Cs, from each of three trophic 1000
levels of the base-set (fish, Daphnia and algae)
One long-term NOEC (either fish or Daphnia) 100
Two long-term NOECs from species representing two 50

trophic levels (fish and/or Daphnia and/or algae)

Long-term NOECs from at least three species (normally 10 ¢
fish, Daphnia and algae) representing three trophic levels

Field data or model ecosystems Reviewed on a case by case
basis
Species sensitivity distribution (SSD method) 5-1, to be fully justified on a

casa by case basis




V 4

Extrapolacni pristupy

Faktory nejistoty

Assessment
factor

Data

L(E)C50 short-term toxicity tests 1000
NOEC for 1 long-term toxicity test 100

NOEC for additional long-term 50
toxicity tests of 2 trophic levels

NOEC for additional long-term 10
toxicity tests of 3 speciesof 3
trophic levels




Extrapolacni pristupy

Faktory nejistoty

Data Assessment
factor
L(E)C50 short-term toxicity tests 1000
NOEC for 1 long-term toxicity test 100
NOEC for additional long-term 50
toxicity tests of 2 trophic levels
NOEC for additional long-term 10

toxicity tests of 3 speciesof 3
trophic levels

V 4

SSD — Species Sensitivity Distribution
Krivka rozlozeni citlivosti druht

100

- = N. barablutus
K= H. azteca
S P. notatus
S 80 —P-parteneg———————————
= P. fluviatilis
8 . reinhardtii
Q . kisuth
5 60 fontanilis
"8 P/ promelas .
= C. riparius Hazen plotting
S 40 C. dubia L oalodistic fitting|
D. pulex = L.0glogistIC TIttin
_qz) . pur?ctatus glog 9
= D. magna
c_; 20 O Illykglbb
= G. pulex
8 C. magnifica
0 C. decisum
I I
1 10 100 1000

concentration (mg/ml)

HC5 = 95% protection level

HC5 = Hazardous Concentration for 5% of species



Taxony
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Pocet druh

SSD — Species Sensitivity Distribution

RozloZeni citlivosti druhu
statistickd metoda — zohledni dostupnadata, napf. EC50 vice druht
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PAF ... Potentially Affected Fraction
Jfrakce (procento) organismd, ktera bude
negativné ovlivnéna pusobenim urcité
koncentrace daneé toxické latky*

HC, ... Hazard Concentration for
p-percent of species

koncentrace toxické latky, ktera podle
SSD modelu negativné ovlivni p-
procent druht organismul

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10% AHC
0% d

1 PAF

y

Procento druh

3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0

Evropa: HC; jako limit (~ takova koncentrace latky, ktera jesté nema statisticky vyznamny
negativni uc€inek na spole€enstvi organismi v ekosystému)



Percentage of species potentially affected
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Hodnoceni a rizeni rizik
Risk assessment & management

Hazard index
HI

} Hodnoceni ucinku

PNEC

Rizeni rizik

Risk management

Predicted Environmental
Concentration (PEC)

Hazard Index

Environmental quality
standards / criteria



Stanoveni bezpecnych davek toxikantu
pro cloveka

NOAEL koncept
. Identifikace Skodlivého ucinku, ktery se objevuje pfi nejnizsi davce

. stanoveni NOAEL nebo LOAEL pro tento ucinek (pro latky s
prahovym uc€inkem se shoduje s hodnotami NOEL a LOEC)

. podéleni NOAEL nebo LOAEL bezpecnostnimifaktory

ADI (acceptable daily intake, akceptovatelny denni pfijem): odhadované
maximalni mnozstvi latky, vztazené na télesnou hmotnost, jemuz muaze byt
subjekt vystaven po cely zivot bez patrného zdravotniho rizika (TDI -
tolerable daily intake)

RfD (reference dose, referen¢ni davka): odhad denni expozice, ktera je bez
patrnych zdravotnich nasledku i v pfipadé, Ze probiha celoZivotné



Stanoveni bezpecnych davek toxikantu pro Clovéka

NOAEL (NOAEC)

No Observed Adverse Effect Level (Concentration)

~ NejvysSi testovana davka/koncentrace latky, ktera nezpusobila Skodlivy
ucinek.

Pod ni mlUze byt pozorovan ucinek, ale

Odpovéd neni povazovan za nebezpecny.

LOAEL (LOAEC): Lowest Observed Adverse

Effect Level/Concentration.
~ NejnizSi testovana davka/koncentrace latky,

NOAEL ktera zpusobila Skodlivy ucinek.

Davka
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List3

		

				Table 1. Dissociation constants of the heteroarenium salts towards the AChE

				Compounds		Name of the compound		KDIS [mM]

				1		K013		547

				2		K009		1

				3		K007		189

				4		K008		69

				5		K023		301

				6		K025		3981

				7		K026		803

				8		K024		2254

				9		K015		1220

				10		K016		205

				11		K002		1705

				12		K017		1088

				13		K020		1070

				14		K001		1047

				15		K035		7079

				16		K036		1949

				17		K040		1465





		






NOAEL
(davkaskg z. hm.) €

ADI = (NOAEL * standardni vaha
Clovéka v kg)/SF

maximalni mnozstvi rezidui, které
muze byt denné pfijimano v potravé
Clovéka bez zdravotniho rizika.

MLR _
maximalni limity rezidui
(mnozstvi/kg pozivatiny)

(;_> INTERPRETACE VYSLEDKU

Z POKUSU NA ZVIRATECH

mezidruhove rozdily
vrozena citlivost; toxikokinetika

sledované biologické parametry
(imunotoxicita; neurotoxicita)

1 prevod na élovéka
SF = bezpecnostni faktor

snizufe riziko rezidui pro ¢lovéka pri extrapolaci

vysledku toxicity ze zvirat na ¢lovéka. Snizuje

hodnotu NOAEL 10 — 1 000x dle téchto kritérii:

» latky s teratogennim tc¢inkem hodnota 1 000,
nejsou vysledky chronické toxicity SF > 100

* Udaje z chronické toxicity SF = 100

« znamy vysledky humannich testt SF =10

rizikové skupiny
(individualni citlivost; jednostranna dieta)
interakce

(chemickeé slozky potravin; ostatni
xenobiotika)



Stanoveni bezpecnych davek toxikantu pro Clovéka

ADI z NOAEL

* ADI (nebo RfD) je vypoctena z NOAEL podélenim faktory nejistoty
(uncertainty factors UFs) nebo bezpecnostnimi faktory (safety factors

SFs)
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Stanoveni bezpecnych davek toxikantu pro Clovéka

Faktory nejistoty - Uncertainty factors

UFmezidruhové rozdily =10
UI:vnitrodruhové rozdily =10
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Stanoveni bezpecnych davek toxikantu pro Clovéka

Dalsi mozné UF

*  UF oagLnoagL - 3 nebo 10
UI:subchronické-chronické - 3 nebo 10

UF nedostatek relevantnich informaci ~ vice nez 10
 MF — modifikaCni faktor (expertni stanovisko) — 0.1 — 10 dle spolehlivosti
a kvality dat

ADI = NOAEL (or LOAEL) / UF; UF, UF; MF

Faktory nejistoty (UF):
10X human wvariability
10X extrapolation from animals to humans
10X use of less than chronic data
10X use of LOAEL instead of MOAEL
0.1 -10X modifying factor




Priklad odvozeni ADI (RfD)

Subchronicka studie na zvifatech - LOAEL 50 mg/kg/den
Faktory nejistoty:
10 pro variabilitu mezi jedinci (toxikokinetika/toxikodynamika)

10 pro mezidruhovou extrapolaci

10 pro chybéjici data o chronické expozici

10 pro pouziti LOAEL misto NOAEL
UF =10 x10 x10 x 10

ADI (RfD) =50 mg / kg/ den/UF = 0.005 mg / kg/ den

10X

hurman variability

10X

extrapalation from animals to humans

10X

use of less than chronic data

10X

use of LOAEL instead of MOAEL

0.1-10X

modifying factor




Pokud mame data z dlouhodobych
(chronickych testu)

* Reproductive toxicity (rat): NOAEL = 50mg/kg/d
« Chronic toxicity (rat): NOAEL = 30mg/kg/d
e Carcinogenicity (mice): NOAEL = 10mg/kg/d

ADI = dlouhodoby NOAEL (nejnizsi)/100
ADI = 10mg/kg/d /100 = 0.1 mg/kg/d

Pokud 60kg osoba prijme méne nez 6mg (60 * 0.1mg) latky
za den, nemelo by to pro ni predstavovat zadné riziko
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