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Toksisite testleri

+ Insanlar ve diger yasayan organizmalar, ilaclara, ilag disi cesitli kimyasallara
(yiyecek katki maddelerine, cevresel kirleticilere, pestisitlere, kozmetiklere)

maruz kalmaktadir ve bu maddelerin toksikolojik acidan degerlendiriimesi

oksisite testleri;

+ llac dist kimyasallarin piyasaya cikkmadan dnce dederlendirimesinde
+ llac gelistirme safhalarnnin preklinik arastirmalarda

» Piyasadaki ilaclarn risk yarar durumlarinin belirenmesinde

+ Cevresel kirleticilerin yarattigi risklerin saptanmasinda kullanilir.
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Preklinik Arastimalar

iLACLAR PIYASAYA CIKMADAN ONCE GENELDE UG ASAMADAN GEGER

1) ilacin kesfi: ilac aday molekUller farmakolojik ézelliklerine gdre
secilir.

2) Preklinik dénem: Deney hayvanlari ve in vitro ¢alismalari icerir
(toksisite testleri, farmakokinetik analizler ve formdlasyon gelistirilmesi
vd).

3) Klinik dénem: Saglhkli géndllU ve hastalarda preklinik asamadan
gecen bilesikler etkinlik ve advers etkiler acisindan test edilir.

DRUG Drug Discovery &

_ DISCOVERY

Development-Timeline

PRECLINICAL

CLINICAL TRIALS

~6.5 YEARS ~7 YEARS ~1.5 YEARS

Preklinik arastirmalarda toksisite testleri

ilaclann doz yanit egrilerinin hesaplanmasi
Hedef organlarinin belirlenmesi
ilaclann terapétik indekslerinin hesaplanmasinda

Klinik calismalar dizayn etmek icin gerekli 6n bilgiyi edinmek icin
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ilac disi ksenobiyotiklerde toksisite testleri

*Tehlikenin tanimlanmasi

Toksisitenin ve doz-cevap iliskisinin degerlendiriimesi ) . ) )
o ‘ ' —  RISK DEGERLENDIRMESI
*Maruziyetin belilenmesi

*Riskin tanimlanmasi

= incelenen kimyasalin hesaplanan miktarlardaki maruziyeti sonucu
olusabilecek toksisitenin boyutunun belilenmesi (RISK DEGERLENDIRMESI)

Toksisite testleri

n vivo Toksiste Testleri In vitro Toksiste Testleri
* Akut foksisite festleri « Sitotoksisite Testleri

» Tekrarlanan doz toksisite testleri « Cenofoksisite Testleri

% Subakut foksisite testleri + Toksisite testlerinde alternatif ydntemler
 Subkronik foksisite testleri
% Kronik toksisite testleri
Ozel toksisite testleri
% Ureme ve Gelisimsel Toksisite Testleri

< Mutajenite,

< Karsinojenite vb.
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In vivo Toksiste Testleri

» Farmakolojik etkiler insanlar ve hayvanlar arasinda buUyuk oranda aynidir.

* Hayvanlar ile yapilan toksikolojik testler insanlarda gelisecek advers etkileri
ongdérmemizi saglar.

yvanlara yUksek dozlar vererek yUksek dozun etkisini gormemizi saglar.
Test maddesinin hayvandan elde edilen toksisite bilgisinin degerlendirilerek
insan icin risk degerlendirmesi yapmamiza ve bu sayede terapotik dozu

belilememize olanak saglar.

In vivo Toksiste Testleri
Akut Toksiste Testleri

Akut toksisite testinde bir kimyasal maksimum 24 saat sireyle 1 veya 1 kag kez
yUksek dozda az sayida hayvana uygulanir.

Genelde kemirgen turleri kullanilir.

addelerin toksisik etki mekanizmasi, hedef organi, 6lum sebebi hakkinda genel bir
bilgi edinmemizi saglar.

LD50 dozunun (popuUlasyonun %50sini 6ldiren doz- Median Lethal Dose)

Tekrarlanan doz toksisite testleri icin secilecek dozlarin belilenmesini saglar.
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In vivo Toksiste Testleri
Tekrarlanan Doz Toksisite Testleri
Subakut Toksisite Testleri

14-28 gUn sureyle tekrarlanan dozlar uygulanir.

ivo Toksiste Testleri
krarlanan Doz Toksisite Testleri
Subkronik Toksiste Testleri

90 gun sureyle tekrarlanan dozlar uygulanir.

Kronik calismalarda kullaniimak icin secilecek dozlarin belirlenmesini salar.

Subkronik ¢alismalarda kullaniimak icin secilecek dozlarin belirlenmesini salar.

In vivo Toksiste Testleri
Tekrarlanan doz toksisite testleri

Subakut-Subkronik Toksiste Testleri

Maddenin;

veya dokular ile ortaya cikabilecek risklerin belilenmesini saglar.

addenin birikme olasiliginin degerlendiriimesine olanak saglar.

level)

effect level) degerlerinin belirenmesini saglar.

Sinirli bir sirede, tekrarlanan temasin ardindan test maddesinin etkiledigi hedef organ

Gozlemlenen en dUsUk advers etki duzeyi (LOAEL-lowest observed adverse effect

Hicbir advers etkinin gdézlenmedigi en yUksek etki dizeyi (NOAEL-no observed adverse
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In vivo Toksiste Testleri
Tekrarlanan Doz Toksisite Testleri
Kronik Toksiste Testleri

3 aydan uzun sureyle tekrarlanan dozlar uygulanir.

Secilecek maruziyet suresi kimyasala insanlarin maruz kalma durumuna gére secilir.
Kemirgenlerde kronik toksisite testleri genellikle é ay 2 yil arasi sUrer. (Hayvanin yasam
sgresi)

Karsinojenik etkiler belirlenebilir.

In vivo Toksisite Testleri
Ozel Toksisite Testleri

Ureme ve Gelisimsel Toksisite Testleri
Teratojenite
Karsinojenite

ImmUntoksisite




15.11.2019

In vitro Toksiste Testleri

In vitro testlerin avantajlan: Alternatif ve in vitro metotlann genelde kullanilamadigi

durumlar;

« Kontrolli test kosullar + Farmakokinetik / Toksikokinetik
+ Sistemik etkinin olmamaisi * Sistemik foksisite
« Hizlrve maliyeti disUk testler + Organ sistem toksisitesi (SSS, solunum,

est materyallerinin azig kardiovaskUler, Gl ...)

insan genlerini tasiyan + Immunoftoksisite

transgenik genlerin kullanimi + ReprodUktif toksisite (ferfilite, gelisim, peri- ve

Hayvan kullaniminin azalmasi postnatal foksisite testleri)

» Subkronik ve kronik toksisite testleri

In vitro Toksiste Testleri

Hicre Kultoru

« Hucrelerin dokudan mekanik yollarla ve ¢esitli enzimlerle
izole edilerek besiyeri icerisinde in vitro olarak cogaltilmasi

Koékenine gore:
« Primer HUcre Hatlar: Direkt organizmadan alinmis hUcreler

¢ Sinirl HOcre Hatlar: Hicre bir kez bélindUkten sonra sinirl hGere olur
ancak 6lumsuz olma potansiyeli de vardir.

% Transforme HUcre Hatlar: Degismis islev, blyUme ozellikleri ve
morfoloji sergiler.
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Hicre Koltoru

ATCC Number: CCL-185 ATCC Number: HB-8065 ATCC Number: CRL-1721
Designation: A-549 Designation: Hep G2 Designation: PC-12
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Hicre Koltoru

T T

= .’f—}-}h‘-’-{? -
: /o7 ezt

F
Aamemsaes saew same sasnEp-S

Kofluent / adherent Mikroplakalar
hicre

e HUcre KUItOrU:
Cell Culture Training Video

http://www.youtube.com/watch2v=WGKoJRNKADY

Sik kullanilan In vitro Toksiste Testleri

Sitotoksisite testleri Genotoksisite Testleri
« Tripan mavisi +  Gen mutasyon testleri
< Ames testi
TT, XTT, WST < SOS/umu-test

Notral kirmizi alimi
« Kromozomal testler

Sulforodamin B % Kromozomal aberasyon (Chromosomal
Laktat dehidrojenaz (LDH) doemationlis

o « Kardes kromatid degisimi (Sister
Morfolojik inceleme Chromatid Exchange)

0

» Tek hicreli jel elektroforezi (Comet assay)
» Mikrocekirdek testi (Micronuclei test)

2

18
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Sitotoksisite Testleri

Sitotoksisite Testleri

» Sitotoksisite testleri, in vitro olarak (hUcre ortaminda) test
maddesinin  hucresel toksik potansiyelini tanimlamak icin
kullanilmaktadir.

‘Sitotoksisite, hUcresel akfivitenin geri dénUsumsuz olarak
durdurulmasi ve huocresel yapinin onarlamaz bozuklugu
olarak tanimlanabilir.

In vitro hicre toplulugunda, %50 oraninda hucre &lumune
neden olan konsanfrasyon LCs, olarak ifade edilir ve
sitotoksisitenin gdsterilme bicimidir.

10
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Sitotoksisite Testleri

Sitotoksik maddeye maruz kalan hocreler cesitli
sekillerde yanit verir;

» Nekroz olabilir,
« BUyUme ve bolinme durabilir,
+ Apoptoz olabilir.

Sitotoksisite Testleri

Cytotoxicity Test Systems
ACID PHOSPHATASE GLUCOSE
- General physiological
cell state
- Glucose consumption

NEUTRAL RED
- Lysosomal activity
Membrane permeability

MTT/XTT
LDHe __{- Mitochondrial metabolism
- Membrane - Respiratory toxicity

permeability

SULFORHODAMINE B
- Cell proliferation
Total protein synthesis rate

CRISTAL VIOLET
- Cell proliferation
- DNA

11
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Sitotoksisite Testleri

Tripan Mavisi Testi

Test, canli hUcrelerin fripan mavisi
boyasini hicre icine almazken; olU
hUcrelerin bozulmus hUcre
membranlarindan  boyayl  hUcre
icerisine alabilmeleri esasina dayanir.

Isik mikroskobu ile incelendiginde
canli hUcrelerin sadece membranlar
mavi renkli gézlenirken; 6l0 hicreler
tamamiyla mavi renge boyanmis
halde gozlenirler.

Sitotoksisite Testleri
MTT, XTT, WST (WST-1, WST-8)

Tetrazolyum halkasinin canli ve mitokondriyal fonksiyonlarn bozulmamis
hUcrelerdeki mitokondriyal dehidrojenaz enzimi ile formazana
dénusmesi esasina dayanir.

MTT: sofuk sar renk mmm) MAavi-mor renk
XTT: goluk sari renk mmm) furuncu renk
WAT-1: acik kirmizirenk =mmmp koyu kirmizi renk
ST-8: soluk sarirenk s turuncu renk

Mitokondriyal
rediltaz!ar

L
e
L
i " ¥ »
e d

Formazan

12
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Sitotoksisite Testleri

» Bir veya birden fazla parametre degerlendirilebilir.

» Farkll mekanizmalar géz d6nUinde bulundurularak
birkac test bir arada yapilabilir.

In Cytotox - XTT-NR-SRB

3 - Parameter Cytotoxicity Kit

Tetrazolium XTT - Mitochondrial Activity
Neutral Red NR - Lysosomal Activity
Sulforhodamine B SRB -  Total Protein Content

Genotoksisite Testleri

13
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Genotoksisite Testleri

Kimyasallarn veya fiziksel ajanlann hUcrenin genetik materyali

Uzerindeki etkileri "genotoksisite testleri” ile arastinlir.

Genotoksisite ve karsinojenite arasindaki iliski pek cok calismada
incelenmis ve insanlar icin karsinojen olan pek ¢cok bilesigin
genotoksik oldugu bulunmustur.

+ Kimyasal maddelerin genotoksik eftkileri ile karsinojenik potansiyelleri
arasinda kuvvetli bir iliskinin saptanmasi ile karsinojenik risklerinin

arastinimasinda kullanilmaya baslanmigstir.

Gen mutasyon testleri
Ames testi

AMES TEST
(Ames et al. Mutat. Res. 1975, 31, 347 - 363)

Ames ve Umu testleri maddelerin
G q o Bacteria incapable of His
karsinejen etkilerin canli hayvan _ synthesis due to point mutation
) = in His synthesis genes
kullanmaya gerek olmaksizin hizl —

e ucuz bir sekilde bakteriler l Expose to potential mutagen

araciligr ile belilememize olanak
Plate on medium lacking His

saglar. A

Mutagen Not a Mutagen
(carcinogenic) (non-carcinogenic)

14
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Kromozomal testler

Ucre DOongusi Mitosis

» HUcrelerin iceriklerini iki katina

Q
0
]
1=
=%
]
)
=3

cikarma/arttirma ve bdlinme sureci
» Okaryotik Hicre DéNgUsU:

» $+G1+G2 = INTERFAZ

aseuad VO

» S fazi:DNA sentezi

» Gl (GAPI1: ilk aralik):RNA ve protein sentezi,
DNA igin sentez hazirlig

» G2 (GAP2: ikinci aralik):DNA sentezi .
tamamlanir, RNA ve protein sentezi devam ] “ -

eder.

Kromozomal testler

KROMOZOM

metafaz
< telomer

—sentromer

HUCRE telomer

kromatidler -

. P
" nikleozomlar -.N
-

Baz ciftleri histonlar <%

A° S

DNA ciff sarmali

15
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Kromozomal testler

« Kromozomlarin yapisal ve sayisal hasarlarnin belilenmesini saglayan

ydntemdir

« Bir cok karsinojen ve mutajen maddeler DNA'da hasara yol acar ve DNA'nIN

UzgUn eslesmesini 6nler.

DNA hasarinin genotoksik sonuclart DNA eslenmesi ve hicre déngUsU

tamamlanincaya kadar gézlenmez.

Genotoksik madde zararl etkisini géstermeden énce hasarlarin tamirini

saglamak Uzere isleyen cesitli biyokimyasal mekanizmalar bulunmaktadir

Kromozomal testler
Kromozomal Aberasyon Testi

KA testi, mutajenler tarafindan indUklenen cesitli yapisal ve sayisal kromozomal

anormalliklerin saptanmasi amaciyla siklikla kullanilan bir yontemdir.

Kromozomal aberasyon tipleri

Kromatid ve kromozom kingi Kromatid ve kromozom gap

16
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Kromozomal testler
Kromozomal Aberasyon Testi

Kromozomal aberasyon ornekleri

control 5 Gy N P
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Kromozomal testler
Kardes Kromatid Degisimi Testi

+ KKD, bir kromozomun 2 kardes kromatidi arasinda genetik materyalin
degisiminin gérulmesi esasina dayanan bir ydntemdir.
+ Kardes kromatidlerde degisim olmussa koyu kromatidden bir parca, agik

tonda gorilen kromatiddeki parca ile yer degistirir.

17



15.11.2019

Kromozomal testler
Kardes Kromatid Degisimi Testi

Kardes kromatid degisimi ornekleri

X r
b 2 3%
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Kromozomal testler
Comet Teknigi

» Fiziksel ve kimyasal ajanlarin toksik etkileri nedeniyle hUcre DNA' sinda meydana
gelen kirklarin (DNA fragmanlar) elektroforez sisteminde agaroz jel Uzerinde go¢
etmeleri esasina dayanir.

DNA kiriklar negatif yUklG olduklarindan dolayl anoda dogru géc ederler.

18
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Kromozomal testler
Comet Teknigi

(a) hasarsiz hUcre (b) hasarl hucre

Tail Moment Length

Kromozomal testler
MikronUkleus testi

« Mikronukleus (mikrocekirdek) testi, genotoksik kimyasallara
maruz kalmis hucrelerdeki kromozomal hasarin tespiti icin
siklikla kullanilan genotoksisite testlerinden biridir.

MikronUkleus, hUcrenin mitoz bdlinmesi esnasinda ortaya
‘clkan, esas cekirdege dahil olmayan tam kromozom veya
asentrik kromozom parcasidir.

Lam Uzerine fikse edilen hicreler, bazik boyalarla boyanir
ve her bir hUcre ana hucre cekirdedi yaninda hasar
gOstergesi olan mikrocekirdek varlgi acisindan
degerlendirilir.

19
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Kromozomal testler
MikronUkleus testi

Metafaz

o

/ Genotoksik Ekd
A
Aberasvonin Hiiere Normal Hiicre
PN e ™~
Normal Hiicre  Mikroniikleush Hiicre Normal Kardes Hiicreler

Toksisite testlerinde alternatif yontemler

Maruz kalinan kimyasal sayisi ve miktarinin her gecen gun artmasi; deney
hayvani kullanilan yéntemlerin  famamen ya da kismen kaldinimasini
amaglayan, givenirliligi ve dogrulugu kanitlanmis in vitro alternatif yontemlerin

onemini gittikce arttirmaktadir.

013: AB Kozmetik Yonetmeliginin 7. maddesinde degisiklik nedeniyle hayvan
testleri kullaniminin yasaklanmasi ile

* Alternatif yontemler icin ciddi bir intiyac olusumu

+ Ulkemizde de 2015 yilinda yUrirloge giren Kozmetik Kanunu ve Yénetmeligi

AB ile uyumlu hale getirildi.

20
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Toksisite testlerinde alternatif yontemler

5R PRENSIBI

REPLACEMENT (Yer Degistirme)

REDUCTION (Azaltma)

RESPONSIBILITY (Sorumluluk)

RESPECT (Sayaqi)

Animal Ethics
http://www.animalethics.org.au/home

Toksisite testlerinde alternatif yontemler

Hayvan deneylerine alternatif yontemler
+ Invitro metodiar
% HuUcre, doku ve organ kUlturleri,
% Omurgalilar yerine omurgasiz hayvanlarin kullaniimasi,
< Embriyoniceren doéllenmis yumurta kullaniimasi,
% Tek hicrelilerin kullaniimasi.
+ Insiliko metodiar
< Bilgisayar modelleri ve veri bankalarindan faydalanma,

% Matematiksel ydntemlerden faydalanma,

« [nvivo metodlar

% Egitimde deney hayvani yapay modellerin ve filmlerin kullaniimasi.

 Insan veya insanlardan elde edilen materyallerin kullanimasi.

21
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Toksisite testlerinde alternatif yontemler
Okdler irritasyon

Draize tesi

>
I /

© Brian Gunn / IAAPEA

Toksisite testlerinde alternatif yontemler
OkdUler irritasyon

HET-CAM Tavuk Yumurtasi Koryoallantoik Zar Testi

+ Tavsan gdzinde uygulanan gdz iritasyon testi Draize testine alternatif

olarak kozmetolojik UrGnler vs de kullanilir.

mag¢, fest maddesinin  okUler irritan &zelliginin, tavuk yumurtasinin
koryoallantoik zarnnin icindeki advers olaylar indUkleme yetenegdinin
OlcUlmesidir.

300 saniye sure ile CAM tepkileri gézlemlenir. Ortaya cikan her endpoint

(olay) icin zaman saniye olarak kaydedilir.

22
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Toksisite testlerinde alternatif yontemler
OkdUler irritasyon

HET-CAM Tavuk Yumurtasi Koryoallantoik Zar Testi
Lizis
(Damarlann Pargalanmasi)

Hemoraji
(Kanama)

Toksisite testlerinde alternatif yontemler
Deri korozyon ve iritasyon testi

in vivo in vitro

» Tavsan derisi = insan deri hiicresi

- ——————
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Toksisite testlerinde alternatif yontemler
Deri korozyon ve iritasyon testi

* Model olarak insan epidermal keratinositlerinden elde edilen 3 boyutlu
dokular kullanilrr.

Maddelerin korozif ve irritan etkisi MTT testi ile SlcUlUr.

Stratum corneum s
Epidermis SRR "7..A
T di i)

Toksisite testlerinde alternatif yontemler
Ureme ve gelisimsel toksisite testleri

* Model organizma olarak memeli yerine filogenetik olarak daha basit bir canli

olan Zebra Baligi (Zebrafish) kullanilir.

S

f&“\

Omurgal \ ( p |
-Kigtk boyutlu N—7
-DOsUk maliyetli

-Yagam dongusi kisa
-Ureme kapasitesi fazla
-Laboratuvar kosullarina
adaptasyonu ytksek

Vicut disinda gelisim
-Seffaf gérinim
-Hizl embriyonik geligim

* Yeni doéllenmis Zebra balig embriyolari secilen dozlarda istenen madde maruz
birakilir.
» Hayatta kalan embriyolar ve morfolojik degisiklikler incelenir.
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