DENEY NO: 10 o o o
AKUT TOKSISITE TAYIiNi (LD, TAYINi)

A) Genel Bilgi:
Akut toksisite 6lgusu olarak kullanilan baglica 3 deger vardir. Bunlar:

I-Oldiiriicii Doz (Letal Dozs;): LDs, kisaltmasi ile gésterilir. Solunum yolu diginda diger
batldn yollar ile organizmaya girerek etki gosteren kati veya sivi haldeki kimyasal maddelerin
akut toksisite oOlcusudur. Belli kosullarda, bir defada verilmekle bir gruptaki deney
hayvanlarinin %50’sini 6lduren kimyasal madde miktari olup birimi mg/kg’dir.

II-Oldiiriicii Konsantrasyons, (Letal Konsantrasyonsy): LCso kisaltmasi ile gosterilir.
Solunum yoluyla organizmaya girerek etki gésteren gaz halindeki kimyasal maddelerin akut
toksisite olglsudur. Belirli kosullarda, solunum yolu ile bir gruptaki deney hayvanlarinin
%50’sini 6lduren kimyasal maddenin solunan havadaki konsantrasyonu olup birimi ppm veya
mg/m? havadr.

lI-En Kiigiik Oldiiriicii Doz (Minimal Letal Doz): MLD kisaltmasi ile gdsterilir. Bir
hayvani élduren en az kimyasal madde miktaridir.

Burada 6zellikle LDsy tayini Gzerinde durulacaktir.

Akut toksisite tayinlerinde gecgerli sonuclara ulasabilmek icin belirli kosullara uymak gerekir.
Bunlari soyle siralayabiliriz:

e Deney hayvaninin tirii: Akut toksisite tayinlerinde en ¢ok kullanilan hayvan tirleri; fare,
rat (sican), kobay gibi kemiriciler ile kodpeklerdir. Bir kimyasal maddenin toksisitesi
organizmadaki metabolizmasi ile ilgilidir. Tdrler arasindaki metabolizma farkliliklari
toksisitenin tlrlere goére farkh olmasina neden olur. Tldre bagli hassasiyet ve
dayanikhliktan kaynaklanan yanilmalardan kaginmak igin akut toksisite tayinini ikinci bir
turde tekrarlamak geregi vardir.

¢ Deney hayvanlarinin 6zellikleri: Deney hayvanlarinin cinsiyet, yas, agirlik gibi 6zellikleri
akut toksisite tayininde énemlidir.

Doz gruplari mumkin oldugunca %50 disi, %50 erkek bireylerden olugturulmali, gebe
olan disiler kullanilmamalidir.

Denemede kullanilacak hayvanlar, duruma godre gen¢ veya ergin olmali, agirliklar
arasinda biyuk farklar bulunmamalidir.

Ayrica denemeye alinan hayvanlar saglikli olmali ve daha Onceden higbir ilag
uygulanmamis olmalidir.

e Deney hayvanlarnin sayisi: Saglikli bir istatistiksel sonuca ulasabilmek icgin, her doz
grubunda yeterli sayida hayvan bulunmalidir. Bu sayi, genellikle her doz grubu igin 8
veya 10’dur.

e Deney kosullari: Denenecek kimyasal bilesik, ilk olarak 6zelligine ve verilis yoluna gore
¢ozelti, sispansiyon veya emilsiyon yapilarak deney hayvanina verilecek hale getirilir.
Cozelti, suspansiyon veya emdllsiyon yapmak icin kullanilan yardimci maddelerin
toksisitesi olmamali ve ne sekilde olursa olsun denemeyi etkilememelidir.

ilacin verilme hizi ve hacmi, belli sinirlar icinde olmalidir.

Deney hayvanlari deney oncesinden hazirlanmali, 6rnegin denenecek madde agiz yolu
ile verilecekse hayvanlar bir giin éncesinden a¢ birakilimali fakat istedikleri kadar su
icebilmeleri saglanmaldir.



Akut toksisite tayini, ilaclarin verilis yollarindan herhangi biri ile (per-os, ip, iv, sc) yapilabilir.
Dogal olarak, kullanilan verilis yolu da bulunan degerlerle birlikte gosterilmelidir. Ornegin,
kokain hidroklorat LDso: 26 mg/kg (iv fare) seklinde gosterilir.

LDs, tayininde doz gruplarinin saptanmasi ic¢in bir grup hayvana degigik dozlar verilerek
denenecek maddenin toksisitesi hakkinda bir fikir sahibi olunur. Daha sonra, bu yaklasik
degere gore doz gruplari saptanir.

SONUGLARIN DEGERLENDIRILMESI
Kokain klorhidrat ile belirtiimis olan sartlara uygun olarak yapilan bir LDs, tayini calismasinda
elde edilen sonuglar agagida gosterilmigtir.

Deney hayvani: Fare
llacin verilis yolu : iv

Grup Gruptaki hayvan sayisi Dozlar(mg/kg) Oliim sayis| % Oliim
A 10 15 0 0
B 10 20 2 20
C 10 25 4 40
D 10 30 6 80
E 10 35 8 90
F 10 40 10 100

Bu denemede, 6 doz grubu ve her doz grubunda 10’ar olmak Uzere, toplam 60 adet deney
hayvani kullaniimigtir.

Sonuglarin degerlendirilmesi icin degisik yontemler kullanilabilir. Bu yéntemler arasinda en
¢cok kullanilanlar, asagida ele alinmistir.

. Traven yontemi: Grafik kagidinda, dozlar x-eksenine, bu dozlara karsilik gelen 6lum
yuzdeleri ise y-eksenine islenirse, karakteristik sigmoidal egri elde edilir. Grafikte, %50 6lim
oraninin x-eksenindeki kargiliginin bulunmasi ile LDs, degeri bulunur.
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II. Ayni amagla kullanilan bir diger grafiksel ydontem: Bu yontemde x-eksenine log doz
(mg/kg), y- eksenine 6lim ylzdesi isaretlenir. Degerler grafige gegirildiginde;

Log Doz % Olim 1007 .
Log 15:1,17609 0 o 4 v
Log 20: 1,30103 20 £
Log 25: 1,39794 40 g B0 1
Log 30:1,47712 80 a0 -
Log 35: 1,54407 90
Log 40: 1,60206 | 100 2l
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Bu grafikten LDs, deg@erlerinin bulunmasi, Traven yonteminde oldugu gibidir. Grafikten
bulunan deger, Log Doz cinsindendir ve buna karsilik olan dozun bulunmasi igin, degerin
antilog’'u hesaplanmalidir.

lll. Reed-Muench yontemi: Grafiksel bir yontemdir. Agiklanan diger iki yontemden farki,
Y%0lumlerin degisik bir sekilde hesaplanmasidir.

Dozlar | Her grupta Her grupta Toplam | Toplam | Genel Olim | % Olum
Mg/kg gbzlenen canh kalan olim canl toplam orani
Oluim hayvan sayisi
sayisl
15 0 10 0 27 27 0/27 0
20 2 8 2 17 19 2/19 10,5
25 4 6 6 9 15 6/15 40
30 8 2 14 3 17 14/17 82,4
35 9 1 23 1 24 23/24 95,8
40 10 0 33 0 33 33/33 100

Yukaridaki tabloda toplam oliim, o doz grubundaki ve o doz grubundan daha kii¢gik doz
gruplarindaki 6lim sayilarinin toplamini, toplam canh ise o doz grubundaki ve o doz
grubundan daha buyldk doz gruplarindaki canli sayilarinin toplamini gésterir. Genel toplam
ise, “Toplam 6lim+Toplam canli’dir. Béyle bir hesaplama hangi distince yolu izlenerek
yapilir? Bunu bir drnekle aciklayalim.

20 mg/kg doz grubunu ele alalim: Bu grupta, 4 6lum ve 6 canl vardir.

e 20 mg/kg'dan daha buyuk doz gruplarinda canli kalan hayvanlar eder 20 mg/kg doz
grubunda olsalardi, dogal olarak canli kalacaklardi. O halde, daha bulylk doz
gruplarinda canli kalan hayvan sayisinin toplamini, 20 mg/kg doz grubunda canli
kalan hayvan sayisina ekleyebiliriz.

e Ayni dusunce yolu ile 20 mg/kg’dan kuguk doz gruplarinda dlen hayvanlar, eger 20
mg/kg doz grubunda olsalardi, bu doz ile 6leceklerdi. O halde, daha kuguk doz
gruplarindaki 6lim sayisinin toplamini 20 mg/kg doz grubundaki 6lim sayisina
ekleyebiliriz.

Bu hesaplama bigimi ile her doz grubundaki populasyon, dolayl yoldan artiriimakta ve daha
guvenilir % 6lum degerlerinin bulunmasi saglanmaktadir.

Sonugta bulunan % 6lum degerleri, doz veya Log doz’a karg! grafige gegirildiginde, sigmoid
bir egri elde edilir. Bu egriden, LDs, yukarida belirtildigi gibi saptanir. Unutulmamalidir ki,
yukarida belirtilen ¢ ydntemde de, bulunan noktalardan gegen sigmoid egrinin el ile gizimi
ancak belli oranda hata ile mimkundur.

I Karber-Behrens yontemi: En sik kullanilan yontemler arasindadir.

> (ab)

LD50 = LDlOO - formald ile bulunur.

istatistiksel hesaplamalar sonucu ¢ikartiimig bir formulddir.

Bu formulde;

LD1go : Denemede %100 6lim olusturan doz,

n: Her gruptaki hayvan sayisi,

a: Birbirini takip eden iki doz arasindaki fark,

b: Birbirini takip eden iki dozdan ileri gelen élumlerin aritmetik ortalamasidir.




Ornegimizi bu yontemle degerlendirirsek;

Dozlar | 15 | 20 25 30 35 40
Olim 0 2 4 8 9 10
n 10 10 10 10 10 10
a 5 5 5 5 5
b 0+2 | 2+4 | 4+8 | 8+9 | 9+10
2 2 2 2 2
ab 5 15 30 42,5 47,5
LD, =40 — S+15+ 30:042’5+ 475 = LDsp = 40 — 14 = 26 mg/kg olarak hesaplanir.

V- Probit-Analiz Yontemi: En gecerli yontemler arasindadir. Bu yontemin
kullanilabilmesi igin, istatistiksel hesaplamalar sonucu dizenlenmis Probit-Analiz cetveli ile
0zel olarak hazirlanmis Logaritmik-Probit grafik kagidina gereksinim vardir. Logaritmik-Probit
grafik kagidinin, x-eksenine dozlar, y-eksenine ise %0olumlerin probit cetvelinden bulunan
probit karsiliklari isaretlenir.

Sonugta y= ax+b denklemi ile ifadelendirilebilen bir dogru elde edilir ki, bu ¢alisma kolayhgi
saglar. Biz pratik calismalarimizda dncelikle ilk 4 ydntemi kullanacagiz.

B) Deneyin Yapilisi:

LDs Tayini yapilacak ilag: Striknin Sulfat
Deney hayvani: Fare
Verilig yolu: Intra-peritoneal (ip)

On hazirlik:

a) On denemeler yapilarak yaklasik bir toksisite ve buna bagl olarak doz gruplarinin
saptanmasi,

b) Deney hayvanlarinin, deneyin yapilacagi ortama hazirlanmasi,

c) Deney hayvanlarinin doz gruplarina ayrilmasi ve tartiimasi,

d) Deney hayvani olarak fare kullanildiginda ip yolla verilecek en fazla hacmin 0.5 mL
oldugu g6z o&nudne alinarak, doz degismelerinde hacim artmayacak sekilde, cesitli
konsantrasyonlarda Striknin Silfat ¢ozeltilerinin serum fizyolojik iginde hazirlanmasi.

Sonuglarin degerlendirilmesi:

ilk 1 saat ve 24 saat sonunda, her doz grubundaki 8liim sayilacak ve kaydedilecektir.
ilk 24 saatin sonundaki dliim sayisina gore LDs, degeri, yukarida agiklanan yontemler ayri
ayri kullanilarak saptanacaktir.



