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TOKSISITE DENEYLERI

| - Toksisite On Aragtirmalari

1. Fiziksel ve kimyasal 6zelliklerin saptanmasi (Stabilite, yagda ve suda ¢oziiniirliik, uguculuk vb.)
2. Cevredeki davranigin saptanmasi (Kemodinami)

a.  Cevrede kimyasal, fotokimyasal ve biyokimyasal reaksiyonlarla ugradigi donistmlerin incelenmesi (Pargalanma, degradasyon
reaksiyonlari; TBS, LAS...).

b.  Cesitli kosullarda gevredeki biyolojik ve nonbiyolojik par¢alanma hizlarinin arastirimasi.

c.  Cevrede (su, toprak ve hava) tasinma, yerlesme ve uzaklastirma gibi kinetik dzelliklerinin arastiriimasi (DDT).

d.  Biyoekosistemde bitokonsantrasyon 6zelliklerinin arastiriimasi (Civa — Metilciva).

Il - Direkt Toksisite Caligmalari

1. In vivo testler

Akut toksisite testleri.
Subakut toksisite testleri
Subkronik toksisite testleri.
Kronik toksisite testleri.
Ozel toksisite testleri.

® o0 T

2. In vitro testler

Genotoksisite, Mutajenite testleri.

3. Cevre canlilarina toksik etkilerin sahada arastiriimasi

Pilot ve gercek alan ¢aligmalari, Ekotoksisite testleri.
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TOKSIiK ETKILERIN SINIFLANDIRILMASI

Toksik Etkiler

Akut Etkiler

Bir kimyasal maddenin akut etk
gosterebilecek bir dozuna bir defa veya
kisa bir sure i¢inde (24 saat) birkag defa
maruz kallnmasi ile ortaya ¢ikan
etkilerdir.

Subakut Etkiler

Bir kimyasal maddeye, 1 ay veya daha
kisa bir sure iginde tekrar tekrar maruz
kalinmasi ile ortaya ¢ikan etkilerdir.

Subkronik Etkiler

Bir kimyasal maddeye 1-3 aylik bir sire
zarfinda tekrar tekrar maruz kalinmasi ile
ortaya ¢ikan etkilerdir (NOAEL tespit
edilebilir).

l

Kronik Etkiler

Bir kimyasal maddenin akut toksik etki olusturmayacak
dozuna 3 aydan daha uzun bir sUre ile tekrar tekrar
maruz kalinmasi olarak tanimlanmaktadir.

Kanserojenik Etkiler

Kanserojenik Olmayan Etkiler
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Akut Toksisite Kronik Toksisite
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L Akut Toksisite Kronik Toksisite

Akut toksisite nedir...? “Oral gavage”
yolu ile “Rosemary”
ektraktinin uygulanmasi

Organisation for Economic Co-operation and
Development (OECD), Akut toksisiteyi
asagidaki sekillerde tanimlamaktadir.

1 — Akut Toksisite (Oral, IV, IP....):

Bir maddenin 24 saat icinde birkag kere yada
tek bir doz oral olarak uygulanmasini takiben
olusan olumsuz (adverse) etkilerdir.
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Akut Toksisite LDy, - LCs Kronik Toksisite
Akut toksisite nedir...? _ -
Intraperitoniyal

enjeksiyon

Organisation for Economic Co-operation and
Development (OECD), Akut toksisiteyi
asagidaki sekillerde tanimlamaktadir.

1 — Akut Toksisite (Oral, IV, IP....):

Bir maddenin 24 saat icinde birkag kere yada
tek bir doz oral olarak uygulanmasini takiben
olusan olumsuz (adverse) etkilerdir.




L Akut Toksisite Kronik Toksisite

Akut toksisite nedir...?

Organisation for Economic Co-operation and
Development (OECD), Akut toksisiteyi
asagidaki sekillerde tanimlamaktadir.

2 — Akut Toksisite (Dermal):

Kisa bir stre boyunca (24 saat yada daha az)
bir kimyasal maddeye deri yolu ile surekli olarak
maruz kalinmasini takiben olusan olumsuz
(adverse) etkilerdir.
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L Akut Toksisite Kronik Toksisite

Akut toksisite nedir...?

Organisation for Economic Co-operation and
Development (OECD), Akut toksisiteyi
asagidaki sekillerde tanimlamaktadir.

3 — Akut Toksisite (Inhalasyon):

Kisa bir stire boyunca (normalde en azindan 4
saat) inhale edilebilecek bir kimyasal maddeye
inhalasyon yolu ile surekli olarak maruz
kalinmasini takiben olusan olumsuz (adverse)
etkilerdir.
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L Akut Toksisite Kronik Toksisite

Akut toksisite nedir...?

Organisation for Economic Co-operation and
Development (OECD), Akut toksisiteyi
asagidaki sekillerde tanimlamaktadir.

1 — Akut Toksisite (Oral, IV, IP....):
2 — Akut Toksisite (Dermal):

3 — Akut Toksisite (inhalasyon):
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Akut Toksisite Kronik Toksisite

Akut toksisite testlerinde 6liim sebepleri Akut toksisite de klinik bulgular

' . * Solunum giicliigii
* Solunum sistemi; solunum * Motor aktivitede degisiklikler

durmasi. » Konviilziyon

» Reflekslerde degisiklik veya zayiflama
» Kalp damar sistemi; Kalbin o Gozlerdeki etkiler

durmasi.  Kalp damar sistemindeki etkiler

* Disaridan uyarilara tepki verebilme
* Beyin tarafindan kontrol « Salivasyon

edileg tim vicut « Gastrointestinal fonksiyonlar
fonksiyonlarinin ve periferal « Bobrek fonksiyonlar:

sinir sisteminin durmasi. B Karaciger fonksiyonlarl
* Ciltde degisiklikler




ANKARA UNIVERSITESI
Eczacilik Fakiiltesi,
F. Toksikoloji Anabilim Dali

Akut Toksisite Kronik Toksisite

Akut toksisite testlerinde histopatoloji Akut toksisite testlerinde cinsiyet fark:

* Yapilan literatiir arastirmalarina
gore (OECD’ye gore) genellikle
e Gereklilik degildir, ancak cinsler arasinda 6nemli farkliliklar

duruma gore >24 saat den olmadig: anlagilmaktadir.

» Ancak farkliliklarin belirgin oldugu
durumlarda genellikle disilerin daha
hassas oldugu goriilmiistiir.

sonra hala hayatta kalmis olan
hayvanlarda yapilabilir.

» Hangi organlann etkilendigi
konusunda  bilgi sahibi
olunabilir.




L Akut Toksisite Kronik Toksisite

Akut toksisite test sonuglari bize hangi bilgileri saglar?
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Tehlike siniflamasi  (Hazard
classification) ve etiketleme
gereksinimleri (Labelling
requirements).

Insan sagligi ve cevre igin risk
degerlendirmesinde

Absorbe olup olmadig ile ilgili
bilgi verir.

Tekrarlanan doz toksisitesi
calismalar i¢in  kullanilacak
dozlarin planlanmasi igin bir
baglama noktasi saglar.




Akut Toksisite

LD50, LC50 Kronik Toksisite

Akut toksisitenin doz tanimlayicilari

LD5

LCsy

Bir canli populasyonunun istatistiksel

 olarak % 50 sini éldiren kimyasal

maddenin dozuna LD5, (median lethal
dose) denir.

Bir canli populasyonunun istatistiksel
olarak % 50 sini (belli bir strede) dlduren
kimyasal maddenin konsantrasyonuna
LC,, denir.

|
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Akut Toksisite LD50, LC50 Kronik Toksisite NOAEL BMD

deney hayvanlar sayllari ozellikleri yollari
» Fare 10 hayvan » Cinsiyet » Oral
» Sican » Yas » V.
» Hamster B Agirhk » |.P.
» Guinea-pig » Saglkl olmali
» Tavsan
» Kopek
» Kedi

» Sempanze
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Akut Toksisite LD50, LC50 Kronik Toksisite NOAEL BMD

deney hayvanlari sayllari ozellikleri yollar
» Fare 10 hayvan » Cinsiyet » Oral
®» Sican » Yas » V.
» Hamster B Agirhk » |.P.
» Guinea-pig » Saglkl olmali
» Kopek
» Kedi Oral yolla alinan kimyasal maddeler igin bir drnek;
» Sempanze Kloroform igin; Siganlarda LD, (Oral): 1337 mg/kg

Havadaki toksik gaz veya buharlar igin bir ornek;
Kloroform igin; Siganlarda LCy, (4-h): 9770 ppm

Sulardaki toksik kimyasal maddeler igin bir 6rnek;
Diflubenzuron igin; (Rainbow Trout) LCx,(96-h): 240 mg/|
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Akut Toksisite LD50, LC50 Kronik Toksisite
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Akut Toksisite LD50, LC50 Kronik Toksisite

% Olim NED Probit
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Akut Toksisite LD50, LC50 Kronik Toksisite

0] 267 29 | 3,12 | 3,25 | 3,36 | 3,45 | 3,52 | 3,59 | 3,66

ol 3,72 | 3,77 | 3,82 | 3,87 | 3,92 | 3,96 | 401 | 405 | 408 | 4,12
A8 416 | 4,19 | 423 | 4,26 | 4,29 | 433 | 436 | 4,39 | 4,42 | 4,45
S0 448 | 450 | 453 | 456 | 459 | 461 | 464 | 467 | 469 | 4,72
A0S 475 | 477 | 48 | 4,82 | 485 | 487 | 490 | 492 | 495 | 4,97
S0 500 | 503 | 505 5,08 | 510 | 513 | 5,15 | 5,18 | 5,20 H 5,23
S0 525 | 528 | 531 | 533 | 536 | 539 | 541 | 544 | 547 | 550
ydole 552 | 555 | 558 | 561 | 564 | 567 | 571 | 574 | 577 | 581
el 584 | 588 | 592 595 | 599 | 6,04 6,08 | 6,13 | 6,18 | 6,23
e[ 6,28 | 6,34 | 641 6,48 | 6,55 | 6,64 | 6,75 | 6,88 | 7,05 | 7,33




Probit

7.05
6.48
6.04
5.52
5.00
4.48
3.96
3.45
2.67

sksisite

NOAEL
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Akut Toksisite LD50, LC50 Kronik Toksisite

—

% Oliim Probit
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Akut Toksisite LD50, LC50 Kronik Toksisite
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A maddesinin LD, degeri B

B/
maddesinin LD 5, degerinden daha

100 1000 10000 dusuktdr. Bu nedenle A maddesi B
maddesinden daha toksiktir
(Toxicity).

doz (mg/kg)

B igin LDg,: 500 mglkg
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Akut Toksisite LD50, LC50 Kronik Toksisite

A maddesi maksimum etkinlige B
maddesinden daha dusuk bir dozda
ulagmaktadir. Bu nedenle A maddesi
B maddesinden daha potentdir.
(Potency).

(e[exs 1goud) wniQ %

Olum orani (Probit Gnitesi)

./

100 1000 10000

doz (mg/kg)

B igin LDg,: 500 mglkg
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Akut Toksisite LD50, LC50 Kronik Toksisite

(e[exs 1goud) wniQ %

A ve B esit etkinlige sahiptir

(Equal Maximum Eficacy).
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Akut Toksisite LD50, LC50 Kronik Toksisite

OECD-420 Acute Oral Toxicity — Fixed Dose Procedure
OECD-423 Acute Oral Toxicity — Acute Toxic Class Method

OECD-425 Acute Oral Toxicity — Up-and-Down-Procedure (UDP)
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Akut Toksisite LD50, LC50 Kronik Toksisite
Maruz kalma volu Kategoril | Kategori2 Kategori3 | Kategori4 Kategori 5
OEC D'423 A Uyan kelimesi TEHLIKE TEHLIKE TEHLIKE DIKKAT
(Signal word) (DANGER) (DANGER) (DANGER) (WARNING)
Akut oral
toksisite L . L -
- Yutul | || Yutul Glimeil | Yutul hirlidir | Yutulursa zararlidirr
OECD-425 A Li‘ggi:gﬁih (#a?aﬁfassu::g#arﬂu%ud} {#a?aﬁfassu:rgl?arsu%ud} EFJ aiig?:ﬁiglltl:ru:reltrﬂ (Harmful if swallowed)
Oral ) 50 300 2000 5000
(mg/kg bw)
Dermal 20 200 1000 2000
(mg/kg bw)
Gazlar 100 500 2500 20000
(PpmV)
Buharlar 0.5 20 10 20
(Vapours) (mg/l)
Toz ve sis 0.05 0.5 1.0 o
(Dusts and mists) (mg/fl)
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Akut Toksisite LD50, LC50 Kronik Toksisite

OECD-420 Acute Oral Toxicity — Fixed Dose Procedure

Starting dose: 3 mglkg

START
2 animals 5 animals 5 anim als 5 animals
Smolkg S0 mg/kg 300 mglkg 2000 mg/kg*

il bbbt

5 SUnclassified

Classify GHS Category | 1 2 2

Qutcome

> 2 deaths
= 1 death

L)

Mo toxicity



Akut Toksisite

LD50, LC50

Kronik Toksisite
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OECD-423 Acute Oral Toxicity — Acute Toxic Class Method

s o

5mg/kg
3 animals

50mg/lkg
3 animals

300mg/kg
3 animals

2000mg/kg
3 animals

smag/kg 50mg/kg 300mg/kg 2000mg/kg
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
h 4 h 4 h 4 h 4
Category Category 2 Category 3 Category 4 Category 5 Categor_y Sor
“> 05 > 5-50 > 50-300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000 Unclassified

y ¥ y

3

2 1

:

0




ANKARA UNIVERSITESI
Eczacilik Fakiiltesi,
F. Toksikoloji Anabilim Dali

Akut Toksisite LD50, LC50 Kronik Toksisite

OECD-425 Acute Oral Toxicity — Up-and-Down-Procedure (UDP)

Doz araligi belirleyicisi: 3.2

1.75-5.5-17.5-55-175-550 - 2000 mglkg

X -175 mg/kg
X -Oldii X -55mglkg
O - Olmedi 0 -17.5mglkg
X -55mglkg
0 -17.5mglkg
X -55mglkg
O -17.5mglkg
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Akut Toksisite LD50, LC50 Kronik Toksisite

Kronik toksisite nedir...?

Bir kimyasal maddenin akut toksik etki olusturmayacak dozuna 3 aydan daha uzun
bir sure ile tekrar tekrar maruz kalinmasi olarak tanimlanmaktadir.
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Akut Toksisite LD50, LC50 Kronik Toksisite

Akut toksisite testlerinden temel farklilikari nelerdir...?

»  Akut etki olugturmayacak kadar dusuk dozlar test edilir.

 Test suresi gok uzundur (genelde deney hayvaninin omra ile sinirlanir).

 Toksik etkinin gozlenmedigi en yuksek doz tespit edilir (NOAEL, BMD...).
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Akut Toksisite LD50, LC50 Kronik Toksisite

Kronik toksisite testlerinin temel amaclari nelerdir...?

Kimyasal maddenin tehlikeli (hazardous) dzelliklerinin ortaya ¢ikariimasi
Hedef organlarin belirlenmesi
Doz - cevap iligkisinin karakterizasyonu

Sapma noktasinin tespiti (Point of Departure, POD), NOAEL yada BMD

Insanlarin maruz kaldigi dozlarda kronik toksik etkilerin tahmin edilmesi

Toksik etki mekanizmasi ile ilgili veri saglanmasi
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Akut Toksisite LD50, LC50 Kronik Toksisite

* Oral olarak yem ile verilen kimyasal maddelerde kimyasal
madde miktari deney hayvaninin gunltik gidasinda %5’lik bir
konsantrasyonu agmayacak sekilde bulunabilir.

Hangi dozlar test edilir...?

« Oral gavage olarak uygulandiginda verilen doz 1000 mg/kg viicut agirhigini asmamalidir. ilaglar
icin bu Ust sinir 1500 mg/kg olarak kabul edilmektedir.

* Uygulanan en yuksek doz test hayvaninda toksik etki olugturmamali ve yasam suresini
dusurmemelidir. Bu doz, daha onceden yapilmis olan tekrarlanan doz toksisitesi testleri ile tespit
edilir (Maksimun tolere edilebilen doz, MTD).

« MTD; deney hayvanlarinin normal yasam suregleri i¢cinde normal kilo alimlarini %10 dan fazla
azaltmayan, doku nekrozuna sebep olmayan, metabolik saturasyona sebep olmayan ve deney
hayvaninin yasam suresini azaltmayan dozdur.

» Kronik toksisite testinde kullanilabilecek dozlar: MTD, MTD/2, MTD/4, MTD/8
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Akut Toksisite LD50, LC50 Kronik Toksisite

Hangi doz tanimlayicilari (dose descriptors) tespit edilmelidir...?

OECD Test Guidelines 451
OECD Test Guideline 452 Karsinojenite Testi

Kronik Toksisite Testi OECD Test Guidelines 453
Kombine Kronik /Karsinojenite Testi

| NOAEL, LOAEL, BMDLS5/10 T25, BMDL10 |

I Sire: 12 ay | Siire: 18 ay (fare ve hamster), 24 ay (sigan)
Kronik Toksisite testlerinde kullanilan hayvan sayilar1 ve dozlar
Erkek Disi
OFCD Test /k /k /k /k /k /k
ol 37.5 mg/kg 75 mg/kg 150 mg/kg 37.5 mg/kg 75 mg/kg 150 mg/kg
Guidelines
Kontrol MTD/4 MTD/2 MTD Kontrol MTD/4 MTDJ2 MTD
TG-451 50 50 50 50 50 50 50 50
TG-453 50 50 50 50 50 50 50 50
TG-452 20 20 20 20 20 20 20 20
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Akut Toksisite LD50, LC50 Kronik Toksisite

: Hicbir toksik etkinin gozlenmedigi doz.
?
NOAEL nedir...’ No Observed Adverse Effect Level.

0.8
NOAEL ve LOAEL kimyasal risk 07
degerlendirmesinde -
kullanilabilecek doz osl
tamimlayicilandir. Ancak kronik 2
toksisite testinde NOAEL g
belirlenememis ise LOAEL degeri = o3f HOREL
risk karakterizasyonunda 0ol
kullanilabilir (ilave guvenlik L NOAEL
faktoru ekleyerek).

0r @
0.1 : : ' ' ' ' ' ' ' !

Doz
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Akut Toksisite LD50, LC50 Kronik Toksisite

: Hicbir toksik etkinin gozlenmedigi doz.
NOAEL nedir...? No Observed Adverse Effect Level.

08
NOAEL degeri kullanilarak, 07
genotoksik etkili kanserojenik -
maddeler disindaki kimyasal osl
maddeler igin Reference Dose z
(RfD), Acceptible Daily Intake (ADI) % °‘f
ve Tolerable Daily Intake (TDI) SRLEL HOREL
degerleri hesaplanabilir. 0sl

a1k NOAEL

0r @
01 : : : : : : ' : ' '

Doz
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Akut Toksisite LD50, LC50 Kronik Toksisite NOAEL

NOAEL /10 NOAEL /10
B 0,1/10=10,01 1/10=10,1
¥
=
o
>
aa] NOAEL NOAEL NOAEL
0,01 mg/kg 0,1 mg/kg 1 mg/kg
Safety Factors (Giivenlik Faktrii) AD| = NOAEL 1
10 : Tarler arasi farklilik nedeni ile. Guvenlik Faktord 10x 10
10 : Insanlar arasindaki bireysel ADI = 0,01 mg/kg/giin

farkliliklar nedeni ile.

Acceptable daily intake (ADI) = Kabul edilebilir ginltk alim.

Kayda deger higbir saglik riski olmadan, hayat boyu gunlik olarak vicut agirligi bagina alinan
kimyasal maddenin tahmini miktaridir (mg/kg/gun).



ANKARA UNIVERSITESI
Eczacilik Fakiiltesi, £
F. Toksikoloji Anabilim Dali

Akut Toksisite LD50, LC50 Kronik Toksisite

NOAEL nedir...? NOAEL'in elestirildigi yonleri...
20
- , . 08
1. NOAEL degeri, test dizayn edilirken 19
secilmis olan dozlara dogrudan baghdir 07¢ .
ve istatistiksel bir deger degildir. Bu A
nedenle NOAEL segilmis olan dozlardan 15
biri olmak zorundadrr. 5 05f 14
¢ 10
% 04}
?g LOBEL
= 03} 9
4 5
02}
NOAEL
01} +
of L

01~ A A 1 ' ' A 1 J
Doz
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08
1. NOAEL degeri, test dizayn edilirken 07k
secilmis olan dozlara dogrudan baglidir
ve istatistiksel bir deger degildir. Bu 06
nedenle NOAEL segilmis olan dozlardan 05l
biri olmak zorundadir. =
; 0.4}
2. NOAEL, doz-cevap egrisinin egimini ve ;“’ 03}

dolayisiyla testte kullanilan diger
dozlardan bagimsidir.
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NOAEL nedir...?

1. NOAEL degeri, test dizayn edilirken
secilmis olan dozlara dogrudan baglidir
ve istatistiksel bir deger degildir. Bu
nedenle NOAEL segilmis olan dozlardan
biri olmak zorundadir.

2. NOAEL, doz-cevap egrisinin egimini ve
dolayisiyla testte kullanilan diger
dozlardan bagimsidir.

3. NOAEL, kronik toksisite testinde, doz
gruplarinda kullanilan hayvan
sayilarindan etkilenebilir.

NOAEL'in elestirildigi yonleri...

Study Conducted with 50 Animals per Dose

L.
(&)

Gamma Multi-Hit Model with 0.95 Confidence Level

tGamma Multi-Hit —

Gamma Multi-Hit Model with 0.95 Confidence Level

Gamma Multi-Hit —_—
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BMD nedir..? Ongbriilen “Benchmark Response (BMR)” seviyesine karsilik
gelen dozdur.

BMR: Kontrole kiyasla dnceden ongorulmus seviyede degisen cevap.

BMDL: Benchmark Dose Lower Bound (Benchmark dose alt guvenlik siniri)
Ongorulen BMR’dan daha buyuk bir etki gosterme ihtimali olmayan dozu temsil eder.

Pek ¢ok galismanin ortalamasina gore; NOAEL dozunda gorilen etkinin buyuklugunin;
Contiuous resposnes (surekli cevaplarda): %5

Quantal responses (kuantal cevaplarda): %10

oldugu gortlmustar.

Bu acgiklamalara gore BMR'un %5 olmasi ongortlen ¢alismalarda BMDL5, BMR'un %10 olmasi
ongorulen ¢aligmalarda BMDL10 kullantlir.
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BMD: Onceden belirlenmis
degisikliklere (BMR) sebep
olan doz

BMDL: BMD’un %95 alt
guvenlik siniri
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ADI (RfD) Margin of Exposure (MOE)
NOAEL BMDL
NOAEL BMDL (mg/kg/gun) ~ (mg/kg/gun)
100 100 Tahmini maruz kalma Tahmini maruz kalma
(Giivenlik (Giivenlik (mg/kg/giin) (mg/kg/giin)
Faktori Faktori ” :
) ) MOE > 100 GUVENLI
A =l MOE < 100 GUVENLI DEGIL
(Threshold)
A
Gozlenebilir bir toksik Toksik etkilerin
o etkinin olmadig gozlendigi
% konsantrasyonlar konsantrasyonlar
&)
s | .
gy el . il
: >
NOAEL BMDL  BMD Doz




