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Uvod do Klinické a forenzni toxikologie,
Odhad rizik
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Cile:

x Seznamit s cili a pristupy klinické a fForenzni toxikologie‘

x Seznamit se s odhadem zdravotnich rizik

Klicové pojmy:

Otrava, Laboratorni analyza, Dekontaminace




Forenzni toxikoloyie

= pouziti toxikologie pro pravni Gcely

Aktivity s ni spojené: -testovani moci na pritomnost léciv

- regulacni toxikologie

- choroby z povolani

- identifikace puvodcu vedoucich ke smrti
¢i poranéni

- svédectvi v soudni sini a konzultace
tykajici se toxikoz




Zakiady forenzni toxikologie proof of

- az do 18.st.n.l. — rozsudky souvisejici s vrazdou v dusledku otrav byly global warming
zalozeny na nepiimych dikazech nez na identifikaci slou€¢eniny u obéti

1720 1900 1950 1970 1980 1990 2006

- 1781 — J.Plenic = jedinym

dikazem otravy je detekce a - 1813 = M.Orfila —
identifikace jedu v organech publikace prace na téma
zesnulého jedu a pravni mediciny

- 1836 —J.M.Marsh — test
na detekci As

- 1839 - Orfila pouzil Marshuv test v pripadu
otravy manzela Marie Lafarge



http://en.wikipedia.org/wiki/File:Marsh_James.jpg

Zaklady forenzni toxikologie I

Modifikace — E.W.H.Gutzeit — Gutzeitulv test — vznikajici AsH; reaguje s

y papirem namocenym HgCl, = vznik zlutého az hnédého zbarveni dle

koncentrace Arsenu

- 1918 - vznik toxikologické

laboratore ,,Medical

Princip Marshova testu
-A = obsah zaludku + Zn
-¢ = vodik vytvofil hydrid As Toxicology Laboratory* v

Examiner’s office and

-B =rozklad AsH; a vznik zrcatka
New Yorku — A.O.Gettler =

otec Americké toxikologie



http://technet.idnes.cz/dokonaly-jed-zabiji-jiste-ale-dlouho-neochrani-vas-ani-ochutnavac-pyj-/foto.asp?foto1=FUR253055_ii_b_114c.jpg

VySetiovani smrti spojeniich s otravou e e

Faze vysetrovani: - sbér informaci a vzorku
- toxikologicka analyza
- interpretace dat

Otazky k zodpovézeni: - cesta vstupu ?
-davka?
- je koncentrace vysoka tak ze by zpiasobila

smrt ¢i vazné poranéni?

Sbér dat: - vétsinou malo Fyzického materialu

- pohlavi, vék, hmotnost obéti, lékarska minulost, identifikace jakéhokoliv pouziti léciv

- specifické postupy - ruzné tkané

- sbér vzorku pred balzamovanim

- vzorky z ohorelych pozustatkd — kostni dien, vlasy, ¢ervi, sklivec

- preservativa — NaF - prevence vzniku bakterialniho alkoholu
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Vhodnost analjzy

Dokumentace -

ZADANKA O TOXIKOLOGICKE VYSETRENI  fn-L000.035-50U0-001

Ustaw soudniho lékafstvi a medieinského prava

soudnififncl.cz. piijem materialu tel.: 585 632

Doruéovaci adresa: Costavba TU LF, Hnévotinska 3, 779 00

verze &. 7, str1/1

(nenki ID. pak datum nasozen Pojistouna:
Jméno: Piijment
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- mnozstvi vzorku po— _ _
Razitko pracovisté: Razitko, IEL a podpis lékare: Telefon zadatele:

(adresa, ICP, odbornost)

podstata skodliviny (toxikantu)
nutnost detekce parentalni slouceniny ¢i metabolitu?

- biotransformace - nizka koncentrace parentalni mp— - PP W T
slouceniny vs. nizka hladina expozice 3 D N I

Predpokladana skodiivina
Cas od intokace (hod.)
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Cislo vysetieni LSOUD (wyplni laboratof)
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Koncentrace a distribuce Skodliviny

V misté podani je nejvétsi koncentrace !!!

- napr. velké mnozstvi v GIT = oralni podani

- demonstrace absorpce a distribuce = analyza krve a tkané

- vysoka koncentrace v plicich = inhalace

- detekce rozkladnych produkti spalovani = koureni byla cesta administrace (anhydroecgonine
- analyza mogi

methylester — produkt koureni kokainu) CHs / 0
HsC—N (0] L M
0 koureni o~
_
o}
- analyza jater — biotransformace
- postmortem redistribution — koncentrace latek v krvi benzoylekgonin
jsou rozdilné dle mista odbéru HC —n
krev ?



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/4/4d/Methylecgonidine.png

Laboratorni analjzy

Kolorimetrické testy (Fenothiaziny) N
H

Termalni desorpce - zahrati a odpareni vody a organickych sloucenin — analyza pomoci GC (plynova
chromatografie)

Tenkovrstva chromatografie (TLC) ; 3 ” s
- separace dle rozpustnosti — retardaéni faktor (R;)
Lid Solvent Front [ Loaded _:’A::si:ee
| 12¢cm T Sample
v | _sample
— e 0 Separation
stronger
T Adsorbent Layer 7 =T Interactions
Q {8i Coated Side) _|__stationary
- E 0 Phase —
Interactions’
Paper 1
—_— T YA O I { | | )
Solvent Origin 9 \ 4 J A 4 B/ 4
- Front &% | ;_“ﬁ:g EFE
¢ & Ry = Distance Traveled by Spot / Distance Traveled by Solvent TFE T)é | |
. ! ted |
P Ry(1)=29 cm/I2 cm = 0.24 e—Ioctions ¢ ¢ Molecules ¢
..

Solvent R{(2)=283 em/12 em = 0.69

<= Note: R Values Are Always Less Than 1 Obecny prinCip = separace



http://en.wikipedia.org/wiki/File:Phenothiazin.svg

Plynova chromatografie (GC) - vypareni vzorku a transport plynem skrz kolonu s adsorbovanou kapalinou -

retenéni ¢as + detektor
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Detekce - hmotnostni spektrometrie

- spektrofotometr (absorbance, fluorescence)




Laboratorni analjzy IV.

Enzymova imunoanalyza (EIA)
- enzym s navazanym lékem — kompetice s volnym Iékem o protilatku
- ¢im vice volného léc€iva, tim vétsi enzymaticka aktivita

\
O

Aktivita enzymu

Koncentrace léku




Laboratorni analyzy V.

Volatile Screen — tékavé latky (alkohol)

Drugs of Abuse Screen — navykové latky
(amfetaminy, kokain, marihuana)

General Drug Screen — pficina smrti neznama

Acidic/Neutral Screen — barbituraty, svalové
relaxanty

Basic Drug Screen - kokain, antidepresiva

Drug Analysis Flow Chart

Other

Metals
(atomic absorption)

BLOOD
l
URINE (BLOOD) Te ANS BDS
AS and GDS Headspace Charcoal ext M-butyl cl-ether
Pog* Others: VS Others Oithers
) Vitreous, Salicylated, Benzovlecooning.
C‘nniermlmn Bile Tissue acetaminophen, THC, Morphine
(GLC) phenobarhital |
(GC/MS) (HPLC) derivatization
Others: Halogenated hydrocarbons,
Arsenic, Cyanide (Colorimetric®*) (GCME)
(thers

Aromatic, aliphatic
and halogenated hydrocarbons

Headspace

(GCIMS)

*If adrug is detected then the appropriate blood screen is conducted
##]f a colorimetric test is positive, an appropriate confirmation is performed.



Klinicka toxikologie

Podobné jako u forenzni toxikologie
- Vyhody: - pomoc v diagnose a lécbé toxikoz
- monitoring Ucinnosti lécby
- identifikace podstaty expozice
- kvantifikace skodliviny

Historie brani lékd
- identifikace co, kdy, kolik a jak

- znalost drivéjsich stavu ¢i alergii

- identifikace pozivani jakychkoliv latek v soucasnosti
- zda je pacientka téhotna




Zakladni pravidla v 1é¢hé toxikoz

- Zajistit pristup vzduchu

- Odstranit neabsorbovany material
- Omezit dalsi absorpci skodliviny

- Urychlit eliminaci skodliviny

Dekontaminacni procedury !!!
- externi / kozni dekontaminace - odstranéni obleceni, omyti obéti
- vnitrni dek

: A



A

GASTRIC LAVAGE

‘\.

- Vyplach zaludku (,,lavaz*) — pouziti nékolik
malo hodin po pozfeni zivot ohrozujici latky WBI) — infuze isoosmotického elektrolytu

"
[

”

- Zavlazovani streva (whole bowel irrigation,

(polyethylen glykol, PEG)

- po pozieni kovu (Fe, Li), latek s kontrolovanym
uvolnovanim, anticholinergni l1é€iva
(karbamazepin), mnozstvi tablet

- oralné ¢i pomoci naso- / orogastrické trubicky

Orogastric tube
{to suctien)
Endotr. eal

+— Endotracheal
rube

[— Orogastric
tube

«Relleves Occusional
Constipstion/reguarity

B Mo, e
@mmm NETWTB302 {289
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- Aktivované / aktivni uhli — zhors$eni - Projimadlo — s uhlim ke zvySeni

enterohepatalni cirkulace (karbamazepin, motility stfev, nedoporucuje se pfi
digoxin, theofylin, verapamil) otravach s prijmy (Organofosfaty,

'Tég'retul' CR & novarris AS, Ka rbamétY)

wbaTacepem

Fructolax

Ovoce&Vigkning

NENAWKOVY
RUCHOD STREVY
. :::t:gk STRAVY.

Activated !
Charcoal i UL = 2o M, ) ,
= '*?'&&6" ~ laktul6za
Einuyi - - — 7 S ki g
Verapamil (80 mg ] Z
By Tablets - “

3
it
Y
U

84 Film-coated Tablets

- Zvraceni — nedoporucuje se — moznost

. . 15¢h ; I¥
vdechnuti zvratki — v USA — Syrup of Ipecac . efﬁfﬁfﬁﬂha i

J ) ; B moimon WS
(Hlavénka daviva) .7“
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Piistupy K jednotlivym otravam

Otrava ethylen glykolem

- oxidovan ADH na smés aldehydd,
karboxylovych kyselin a oxalové kyseliny

- nefrotoxiko6za

- fomepizol ¢i ethanol jsou protijedy

FOMEPIZOLE OPi 5 mg/ml

Otrava ethanolem
- podpurna lééba ke kontrole acidézy a
hypoglykemie




Otravy organofosfFaty (OF) a karbamaty

- inhibice cholinesterasovych enzymu
- acetylcholinesterasa - neurosynapse -
inhibice kovalentni modifikaci -
regenerace enzymu dny az mésice (OF)
- butyrylcholinesterasa - plasma +
pankreas - inhibice iontovou vazbou
minuty az hodiny (OF, karbamaty)

- OF - respiracni selhani — umélé dycl * 2

| —

ETHION S0%EC

PARATHION

e

3
3 d

Profenofos

20%EC
',,,ﬁ;::
P

n
0=P=S=CH,-CH,-CH,
OC,Hs

THION <01, EC

Maarion

Lécba:
- atropin — kompetice s acetylcholinem
- N-methylpyridinium 2-aldoxime (2-PAM)

Vagus
nerve

(actf

ATropinez(— ACh=

ATP
LeaMP
St

v

1 Chronotropy

+ Dromatropy

PRACIDOXIME CIILORIDE ([N
ﬂ.?; FOR USE I eV AGENT POD

uuuuu

‘Regenerated
cholinesterase”

Acetylcholinesterase




Otrava arsenem

- inhibice pyruvat dehydrogenasy

- As v moci je nejlepsi indikator, vlasy, nehty

- detekce pomoci AAS (atomova absorpcni spektroskopie)
- chelatacni terapie - BAL, DMSA, DMPS, penicilamin




Odhad zdravotnich rizik pro ¢lovéka

Odhad rizik (risk assessment) — systematicka charakterizace potencialnich nepriznivych Gcinku nasledujici
po expozici nebezpecnym slouceninam

- identifikovat

- popsat

- kvalifikovat a kvantifikovat data z toxikologickych studii
=> prenos ze zvirat na lidi — extrapolaci vznika nejistota - '

'0
What's the ° H ) )
v hazard? _~ '4’/;5. I TR
BT, AN e i =T
o e((‘ SN ¢ ) Formulace Rizeni rizik (risk — =
R e management) — socialni g
9=

dulezitost rizik, prijatelné

riziko, ekonomika, = 2.
shizené/nesnizené riziko,
zhodnoceni, rozhodnuti, "Everything was finc until he

implementace pressed 'upload'.”




0dhad zdravotnich rizik pro E{Igléka
/s

HAZARD x EXPOSURE

4 komponenty:

- identifikace nebezpedi
(hazard)

- odhad vztahu davka-
odpovéd’

- odhad expozice
(exposure)

=» charakterizace rizika




Metody odhadu rizik

Identifikace nebezpeci (Hazard identification, HAZID)

- kauzalita — vztah mezi latkou a u€inkem
- spravnost toxikologickych dat
- zavaznost dukazu

- zobecnéni dat pro exponovanou populaci

- limitni mnozstvi dat =» structure activity relationship (SAR) a kratkodobé analyzy mohou
svédcit pro nebezpedi

- zvireci studie — 2 druhy, obé pohlavi — nemusi byt vhodné — rozdilny mechanismus (potkani a
lidé — podobna citlivost k aflatoxinu B1, nikoliv u mysi)




wawvs =

- cross-sectional studies — sbér vzorkl bez ohledu na nemoc, identifikace rizikovych
faktor(i a vztah pro celou populaci

- cohort studies — sbér vzorkd na zakladé expozice, monitoring exponovanych i
neexponovanych jedinci na vyskyt nemoci

- case-control studies — sbér vzorkll na zakladé nemoci, porovnani nemocnych a
zdravych jedincu

Group of interest Group of interest
{e.g. smokers) {e.g. cancer patients)

iii Follow iii iii %%%

i i over time i % i i Take histories % ﬁ
Comparison group Compare }mpare Draw
{e.g. non-smokers) outcomes histories %°°"°|U5i°“5 Comparison group
/ {e.g. non-patients)
i i i Follow
AR I

2z evertme % iiii Ak Take histories 1 1

cohort studies case-control studies




Odhad expozice (exposure assessment)
- pokus identifikovat potencionalni ¢i cely
prubéh expozice vyplyvajici z kontaktu mezi
latkou a populaci vystavenou riziku
- zahrnuje demograficka data
- expozice mize byt nakupena (jedna udalost)
¢i kumulativni (vice latek s podobnym
mechanismem)

- biomonitoring, vyvoj modeld

- LADD (lifetime average daily dose) = vypocet
pro jednotlivce exponovanych hodnotam blizko
stredu distribuce — 5 kategorii (déti az dospéli)

- Pracovné expozicni limity (OELS)

Human
Exposure
Assessment:

’T’iﬂn ngﬁél‘jt

What's Getting in



http://www.learner.org/courses/envsci/visual/visual.php?shortname=exposure_pathways

Odhad vztahu davka-odpovéd'
- charakterizace vztahu mezi davkou a nepfiznivym

ucinkem

- LD50, ED50, NOEL, limity bezpecnosti

- dle zavislosti lze usuzovat na homogenitu odpovédi

- vztah pod experimentalné pozorovanym rozmezim =
rozsah interference

- zvlastni tvar zavislosti - U, J kfivky = hormese
- organické Pb - rychlost periferni nervové
vodivosti
- Alkohol, nikotin

=» Linearni extrapolace nepripustna

Response
ammmmTT /
-
-
’ 2
’ Z |
/ -
f
-
.Ff - f
- e
= .
/ g e g =" -
—* | —
Range of Experimental
Inference Observable Range

Stimulation

Inhibition


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/b7/Hormesis_dose_response_graph.svg

Odhad nekancerozniho rizika

-  Predpoklad prahu (prahové hodnoty, NO(A)EL)
- Mala mnozstvi tolerovana - hleda se maximalni podprahova hodnota
- Definice: referencni davka (RFD), referencni koncentrace (RFC) - EPA
- minimalni rizikové hladiny (MRLs), prijatelny denni prijem (ADI)

I NOAEL
100 i — _NOAEL MRL = ———
= (UF # MF) UF
g UF — nejisté faktory (vétSinou 100 u EPA)
2 MF — modifika€ni faktory (1-10 dle profesionalniho uvazeni)
f_J..
l'i Less Serious Serious
. M 15 20 25 10 15 Reversible cellular changes Death
Dose (mg) Necrosis, melaplasia, or atrophy Cancer
i Clinically significant organ impairment
o - 2 . P Delayed ossifciation Visceral or skeletal abnormalities
-Odhadce muze ziskat mnohé studie s rozlicnou Alteration in offspring weight Cleft palate, fused ribs
hodnotou NOAEL Altered T-cell activity Necrosis inn immunologic components
-Co je nep‘ﬁznivy (tOXiCkY) ucinek? Auditory disorders Visual disorders
50% Reduction in offspring Abnormal sperm

-Nékteré efekty vynechany




Naftalen

- oralni RfD — 0.02 mg/kg/den

= (Battelle. Subchronic toxicity study: Naphthalene

(C52904), Fischer 344 rats. Report to US Department of Health and Human Services,
National Toxicology Program, Research Triangle Park, NC, by Battelle Columbus Laboratories,
Columbus, OH, 1980.)

- snizena télesna hmotnost nejcitlivéjSi vysledek expozice potkanti Fischer 344 davkam
0, 25, 50, 100, 200, 400 mg/kg 5 dni v tydnu, 13 tydna

- prepocet nadny -0, 17.9, 35.7, 71.4, 142.9, 285.7 mg/kg/den

- NOAEL pro > 10% pokles télesné hmotnosti = 71 mg/kg/den

- UF navrzen 3000 = 10 - extrapolace z potkantl na ¢lovéka
10 - variace mezi lidmi
10 - extrapolace ze subchronické na chronickou davku
3 - nedostate¢nost v databazich




Odhad kancerozniho rizika

Predpoklad ist hové hodnot ly poéet zmé itf 100] Linear extrapolstion through
fedpoklad neexistence prahove hodnoty — maly pocet zmeén uvnitf . | ... cenois dose from upger
bunky =» nekontrolovatelna proliferace § 75| confidence level oflowestdose #™e. Dose-response
= that caused cancer cureg baged or

wvr » , , ., T 50 i actual test results
EPA uziva dvoudilné zhodnoceni: i Tera Y
- latce je pfifazena dle zavaznosti diikazi klasifikace 5 gg| Mreshold P Lowest dose that
- je kalkulovan ,,;slope factor® — faktor smérnice g |/ el cene

1]l 22 -

1) uréeni pravdépodobnosti ze latka je lidsky karcinogen — dukaz ze g Dose log scale)

studii na zviratech a lidech — mnozstvi diikazl: dostacujici, limitni, ) )

nepfimérené, zadna data, dikazy bez efektu (viz. IARC, EPA — lekce 8) Slope factor = Risk per unit dose
= Risk per mg/kg-day.

2) kvantifikace rizika — smérnice — odhad horni hranice

pravdépodobnosti odpovédi na jednotku pozienou za zivot

(1/ (mg/kg/den))

Risk = q,*[risk x (mg/kg/day)~"] x exposure (mg/kg/day).

Riziko = pravdepodobnost vyvinu rakoviny
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Slovo zaverem....
& DRUGS
ARE
BAD ...
MMM KAY?
B o~ "

To, co vime nam
pomaha identifikovat
to, co nam skodi i to,
¢eho by jsme se méli
vyvarovat !!!




THANKS!

Do you have any questions?
youremail@freepik.com
+34 654 321432
yourwebsite.com
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