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OZET

Karaca, G.E., In silico Toksikoloji Yontemleri Ve Uygulamalari Uzerine
Arastirmalar, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik
Toksikoloji Programm Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2024.Bilgisayarla desteklenen
toksikoloji yontemlerinin (in silico toksikoloji, bilgisayar temelli toksikoloji vb.),
preklinik toksikolojik son noktalarin, klinik yan etkilerin ve farmasoétik maddelerin
metabolizmasinin tahmininde kullanimi, bilimsel topluluk ve kamu icin biiyiik ilgi
gormektedir. Bu teknolojilerin bilim insanlarina daha erisilebilir hale gelmesi ve kimyasal
risk degerlendirmesi i¢in kullanilmalarina izin veren diizenlemeler bu ilgiyi
desteklemektedir. In silico toksikoloji tirlin gelistirme ve farmasoétiklerin hazirlanmast
yant sira uzun ve maliyetli hayvan testlerinin de azaltilmasinda giivenilir bir yontem
olarak goriilmektedir. Tez ¢alismasinda oncellikle in silico toksikoloji hakkinda genel bir
bilgilendirilme ve bu teknolojinin temel kavramlari ile mevcut yetenekleri ve sinirlamalari
ele alinmis olup, bu teknoloji ile yapilmis deneysel calisma ile bahsedilen son nokta
kavramlarindan LD50 ve NOAEL degerleri i¢in hesaplanan ve deneysel karsilastirilmalar
sunulmustur. Bu karsilagtirma i¢in literatiirde halihazirda LD50 ve NOAEL degerleri olan
ilag etken maddeleri se¢ilmis, QSAR Toolbox programi ile LD50 degeri hesaplanirken 48
ile 96 saat araligindaki siireler secilmistir. Tiir olarak literatiirde bu etken maddeler ile
yaygin verileri bulunan si¢an ve fare secilmistir. NOAEL i¢in belirli bir zaman aralig1
se¢ilmemis, mevcut veritabanlarindan en ¢ok karsilastirmali veri bulunan siirelerin
karsilastirilmasi saglanmistir. Literatiirde LD50 ve NOAEL degerleri olmayan Baklofen
etken maddesi i¢in hesaplamalar yapilmistir. LD50 degeri olarak oral fare i¢in 940 mg/kg,
IP yol i¢in sican da 300 mg/kg bulunmustur. NOAEL degeri icinse 20,1 mg/kg/giin
bulunmustur. Sonuclarimiz, deneysel verilerin QSAR ve Read-Across yontemleri ile
hesaplanmas1 sonucu ortaya ¢ikmis olup dogrulanmasi i¢in kapsamli laboratuvar
caligmalari ile elde edilen sonuglar ile karsilastirmasi tavsiye edilmektedir. Bu ¢alisma bir
on calisma niteliginde olup, yeni yontemlerin stratejilerinin gelistirilmesine bir katki

saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Hesaplamali toksikoloji, NOAEL, QSAR, SAR, akut toksisite
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ABSTRACT

Karaca, G.E., Research on In silico Toxicology Methods and Applications, Hacettepe
University, Graduate School of Health Sciences, Pharmacy Department of
Pharmaceutical Toxicology Master of Science Thesis, Ankara, 2024.The use of
computer-assisted toxicology methods (in silico toxicology, computer-based toxicology
etc.) in predicting preclinical toxicological endpoints, clinical side effects, and the
metabolism of pharmaceutical substances has gained significant interest from the
scientific community and the public. The increasing accessibility of these technologies for
scientists and the regulations allowing their use for chemical risk assessment have further
fueled this interest. In silico toxicology is seen as a reliable method not only in product
development and pharmaceutical preparation but also in reducing lengthy and costly
animal testing. An overview of in silico toxicology has been provided, and the
fundamental concepts, current capabilities, and limitations of this technology have been
discussed, experimental study using this technology has been presented, comparing the
calculated LD50 and NOAEL values for the mentioned endpoints with experimental data.
In this comparison, drug compounds with existing LD50 and NOAEL values in the
literature were selected. The LD50 value was calculated using the QSAR Toolbox
program, selecting time periods between 48 and 96 hours. Rats and mice, which have
extensive data in the literature for these compounds, were chosen as the species. For
NOAEL, no specific time range was selected, the most comparable data from existing
databases were used for the comparison. For the compound Baclofen, which does not have
existing LD50 and NOAEL values in the literature, calculations were performed. The
LD50 value was found to be 940 mg/kg for oral administration in mice and 300 mg/kg for
intraperitoneal (IP) administration in rats. The NOAEL value was found to be 20.1
mg/kg/day. Our results, obtained from QSAR and Read-Across methods, suggest that
these values should be verified by comparing them with results obtained from
comprehensive laboratory studies. This study serves as a preliminary investigation and is

expected to contribute to the development of new strategies in this field.

Keywords: Computational toxicology, NOAEL, QSAR, SAR, acute toxicity
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1. GIRIS

Toksikoloji, kimyasal maddelerin biyolojik sistemler iizerindeki etkilerini
incelerken, bu maddelerin ayn1 zamanda giivenliligini ve olasi risklerini de degerlendiren
multidisipliner bir bilim dalidir. Geleneksel toksikolojik yontemler, genellikle zaman alic,
maliyetli ve etik kaygilar tagiyan hayvan deneylerini icermektedir. Bu sorunlara alternatif
olarak, son yillarda toksikolojide bilgisayar tabanli program yaklasimlari—bilinen adiyla
in silico toksikoloji—on plana ¢ikmustir. In silico toksikoloji, kimyasal maddelerin
potansiyel zararlarini ve maruziyet durumunda ortaya ¢ikabilecek olasi riskleri belirlemek
icin bilgisayar modelleme yontemleri ve simiilasyonlari1 kullanmaktadir. Bu yontemler,
daha hizli ve maliyet etkin toksisite degerlendirmeleri yapilmasini saglayarak, ayni

zamanda hayvan kullanimin1 azaltmaktadir [1].

In silico toksikoloji bir kimyasalin molekiiler yapisindan toksisitesini tahmin
etmek icin farkli metodolojilere (istatistiksel temelli veya uzman kuralina dayali modeller
gibi) dayanan hesaplamali modellerin kullanimin1 kapsar. In silico toksikoloji, oncelikli
arastirma alanlar1 arasinda yer almakta, farmasdtik safsizliklar da dahil pek¢ok kimyasal
maddenin toksisitesinin degerlendirilmesi, maddenin siniflandirilmasi ve etiketlenmesi
gibi giderek artan sayida diizenleyici ve endiistriyel uygulamayr desteklemek ig¢in
kullanilmaktadir. Bu artan kullanim, hayvan testlerini azaltma istegi, veri bulunmayan
kimyasallarin degerlendirilmesinin gerekliligi ve yeni kimyasal iiriinlerin pazara sunulma
stirecinin verimliligini ve genel kullanim gilivenligini artirma ihtiyaci gibi ¢esitli faktorler

tarafindan yonlendirilmektedir [1].



“3R” ilkesi, hayvan caligmalarinin gecgerli alternatif yontemlerle (/n silico gibi)
tyilestirilmesi, azaltilmasi1 ve yer degistirilmesini ifade etmektedir [2]. Esdeger bir tahmin
diizeyi alternatif bir yontemle saglanabildiginde, bu testin kabul edilmesi ve tercih
edilmesi gerektigini belirtir. In silico yaklagimlarinin hayvan deneylerine alternatif olarak
kullanilmasinin ek bir faydasi, in silico yaklagimlarinin in vivo alternatiflerine gére daha
hizl1 ve daha ucuz olmasidir. Ornegin, test maddesini sentezleme veya analitik bir test

gelistirme ihtiyacini ortadan kaldirmak genellikle 6nemli bir finansal fayda saglar [3].

In silico modellerin kullanimina yonelik Onerilerin gelistirilmesi, in silico
toksikoloji yontemlerinin kabul edilmesine katkida bulunmustur. Bu 6neriler, Ekonomik
Isbirligi ve Kalkinma Teskilati (Organisation for Economic Co-Operation and
Development-OECD) dogrulama ilkelerinin gelistirilmesini [4, 5] ve diizenleyici danigma
gruplar1 tarafindan belirlenen in silico toksikoloji i¢in en iyi uygulamalar1 icermektedir [6,
7]. Ayrica read-across [8] ve modellerin ve tahmin sonuglarinin nasil raporlanacagina dair
Oneriler de bilgisayarli yontemlerin daha genis kabuliine katkida bulunmustur [8, 9].
Tahmin sonuclarinin ve iligkili bilgilerin uzman incelemesi, in silico toksikolojinin

uygulanmasinda kritik bir bilesen olarak goriilmektedir [10].

Gegerli in silico yontemlerin kabul edilmis kullanimini agiklayan yonergeler, bu
yontemlerin kullaniminin yayginlasmasinda 6nemli bir faktordiir. Avrupa Birligi'nin (AB)
Kimyasallarin Kaydi, Degerlendirilmesi, izni ve Kisitlanmasi (Registration, Evaluation,
Authorisation and Restriction of Chemicals-REACH) diizenlemesi, gecerli read-across ve
(Q)SAR yaklagimlariin kullanimina atifta bulunan ilk bolgesel diizenlemelerden birisidir
[11].  Uluslararas1 Harmonizasyon Toplulugu’nun (International Council for
Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use - ICH) M7
yonergesi olan “Farmasdtiklerde Potansiyel Kanserojen Riskini Siirlamak i¢in DNA
Reaktif Safsizliklarin Degerlendirilmesi ve Kontrolii" yonergesi, DNA’da reaktiflere baglh
olusabilecek mutajenitelerin tahmini ve ilag maddelerindeki safsizliklarin miktarinin
belirlenmesi i¢in bilgisayar modellerinin kullanimin1 tanimlayan ilk uluslararasi

diizenleyici yonergedir [12]. ICH M7 yonergesinde belirtilen kavramlar arasinda hayvan



saglig1 iiriinlerindeki safsizliklarin degerlendirilmesi, pestisit kalintilar1 ve ekstre olabilen
yahut sizdirilabilen etken maddeler de bulunmaktadir[13-15]. Diizenleyici uygulamalari
destekleyen yonergeler listesi ve farkli uygulamalar ve diizenleyici yetki alanlar1 arasinda
in silico yaklasimlarin benimsenmesini destekleyen belge sayisi artmaktadir [16, 17][7,

18].

In silico yontemler, kimyasal arastirma ve gelistirme caligmalar1 siireglerinde
siklikla kullanilmaktadir. Farmasotik gelistirme siirecinin erken kesif asamasinda, ayrica
potansiyel toksisiteleri tahmin edilen adaylar1 Onceliklendirmek i¢in sikga
uygulanmaktadir [19, 20]. Bu asama da, giivenlilik farmakolojisi ve ¢esitli toksikolojik
son noktalar1 (6rnegin organ toksisitesi) tahmin eden in silico yontemler giderek daha
onemli hale gelmektedir. Pre-klinik degerlendirmede in silico toksikoloji tahmin edilen
toksisiteye dayalt olarak deneysel tasarimi destekleyerek ve deneysel bulgularin
yorumlanmasini saglayarak test stratejilerinin gelistirilmesini destekleyebilir, in vivo
calismalara ihtiyaci azaltabilir, ortadan kaldirabilir [20]. Bu yontemler o6zellikle test
materyalinin temin edilmesinin zor oldugu durumlar da, safsizliklarin, bozunma
iriinlerinin, metabolitlerin ve yardimc1 maddelerin giivenligini saglamak i¢in aktif olarak

kullanilmaktadir [21].

Bu tezin amaci, toksikolojide kullanilan in silico ydntemlerin, maddelerin
toksikolojik degerlendirmelerinde ki rollerini, avantaj ve dezavantajlarin1 agiklamanin
yanisira bu degerlendirmelerin yapilmasinda kullanilan Kantitatif Yapi-Etki Iliskileri
(Quantitative Structure-Activity Relationships, QSAR) ve Read-Across yontemlerinin
genel bir agiklamasini sunar. Ayni zamanda kullanilan bu yontemlerin bilgisayar modelleri
tizerinde calisilirken olan yazilimsal bilgilendirmeyi ve karsilagtirmanin Orneklerini
icermektedir. Toksikolojide kullanilan in silico yontemlerin nasil uygulandigini, hangi
veri tabanlar1 ve yazilim araglarmin kullanildigini ve bu tekniklerin kimyasal maddelerin
toksisite tahminlerinde ki etkinligi tez kapsaminda degerlendirilecektir. Ayrica, tez
kapsaminda se¢ilmis belirli 6rnekler {izerinden bu yontemlerin geleneksel laboratuvar
testleri ve sicanlar tizerinde yapilan c¢alismalari ile karsilastirmali olarak risk

degerlendirme de kullanimii ortaya konulmasi amaglanmistir. Bu degerlendirme



yapilirken farkli patolojilerin tedavisinde aktif olarak kullanilan, deneysel verilerinin in
silico toksikoloji test yontemleri ile karsilagtirilmasina izin verecek yeterli veriye sahip
olan Amoksisilin, Isotretionin, Risperidon, Doksorubisin ve Guaifenesin etken maddeleri
secilmistir. Bu etken maddelerin hayvan caligmalarin sirasinda siganlar iizerinde elde
edilmis LD50 ve NOAEL degerleri, QSAR Toolbox programin da hesaplanmis tahmini
sonuclar ile karsilastirilarak in silico tahminlerin dogruluklarinin belirlenmesi

planlanmustir.



2. Genel Bilgiler
2.1. In Silico Toksikoloji ve Kullanim Avantajlar

In silico toksikoloji, bir maddenin toksikolojik etkinligini analiz etmek i¢in
bilgisayar teknolojilerinin uygunlanmasidir [22]. Bu alan kimyasal ve biyolojik ilag dahil
ksenobiyotiklerin viicudun islevlerini nasil etkileyebilecegini anlamak amaciyla
bilgisayar destekli yontemlerin kullanimini igermektedir. ABD Cevre Koruma Ajansi
(Environmental Protection Agency - EPA), bilisimsel toksikoloji (in silico toksikoloji) i¢in
bir tanim sunmustur. EPA bu alam1 “molekiiler biyoloji ile modern bilgisayar ve bilgi
teknolojilerinin ~ entegrasyonu, veri gereksinimlerinin  Onceliklendirilmesini  ve
kimyasallara iliskin risk degerlendirmesini gelistirmek i¢in kullanimini” iyilestirmek
olarak tanimlamaktadir. Bu tanim EPA’nin misyonu ile uyumlu bir uygulama kullanimini
hedeflemektedir. EPA disinda kullanim diisiiniildiiglinde tanim kolayca olasi tiim
kullanicilar (endiistri, kar amaci giitmeyen kuruluslar ve akademi gibi) tarafindan
anlagilabilir ve genis bir uygulama yelpazesi i¢cin de kullanilabilmektedir. ABD Gida ve
fla¢ Idaresi (U.S. Food and Drug Administration - FDA) ila¢ olarak yaymlanmis bir
bilisimsel toksikoloji tanimi gelistirmemistir ve bu konuya 0Ozel bir rehber de
tanimlamamuistir. Bu sorunlari ele almak i¢in FDA biinyesinde bir Farmakoloji/Toksikoloji
Koordinasyon Komitesi Bilisimsel Toksikoloji Alt Komitesi (Pharmacology/Toxicology
Coordinating Committee - PTCC) kurulmustur. Bu komite in silico toksikoloji ile ilgili
prosediirler gelistirmek, konuyla ilgili olas1 rehberleri hazirlamak, ortaya ¢ikan teknik
sorunlari ele almak, PTCC inceleme boliimlerinden gelen bilimsel sorulara yanit vermek,
inceleme ve arastirma personelini in silico toksikolojin giincel gelismeleri konusunda

bilgilendirmekle sorumludur [23].

Ulusal Arastirma Konseyi (National Research Council - NRC), "Toxicity Testing
in the 21st Century: A Vision and a Strategy" (21. Yiizyilda Toksikoloji Testleri: Bir
Vizyon ve Strateji) baslikli 6nemli bir rapor yayinlamistir. Bu rapor, kurulmus toksikoloji
yontemlerini  gbzden  gegirerek, toksisite testlerinin  verimliligini ve risk
degerlendirmesiyle ilgisini artirmak i¢in alternatif yaklagimlar ve yeni teknolojilerin

kullanimini ele almaktadir. NRC, kimyasal risk degerlendirmesi ile in silico toksikolojinin



kullanimin1 artirma stratejileri arasinda sistem biyolojisi, yiiksek veri kapasiteli in vitro
tarama, bilisimsel toksikoloji ve yiiksek igerikli toksikolojik testlerin yani sira omik
yaklasimlar gibi teknolojilerin yaygin bir sekilde kullanilmasini éngérmektedir. Rapor
toksikogenomik, biyoinformatik, sistem biyolojisi, epigenetik ve bilisimsel toksikolojide
ki ilerlemelerin, toksisite testlerinin, mevcut biitiin hayvan sistemlerine dayali modellere
dayali bir yaklasimdan "alternatif yoOntemler" olarak adlandirilan bir modele
doniistiirebilecegini kabul etmektedir. ila¢ endiistrisi, aday molekiillerin toksik
potansiyellerini erken asamada degerlendirmek icin in silico teknolojilerini kullanmay1
birincil bir ara¢ olarak rapor etmistir. Bu yaklasim, etken farmasdtik bilesenler veya son
kullaniciya herhangi bir fayda saglamayan metabolitler ile kullanildiginda, toksisite
endiselerinin erken asamada tanimlanmasina ve bu nedenle risk yonetimi icin bir
onceliklendirme araci olarak hizmet etmesine yardimci olabilecegini ortaya koymaktadir

[24].

In silico toksikoloji kullaniminin, kullanim alanlar1 agisindan ii¢ temel yararindan

bahsedilmektedir:

a) Hiz ve Maliyet Etkinligi: In silico yontemler, kimyasal maddelerin potansiyel
toksisitelerini degerlendirme de geleneksel yontemlere kiyasla 6nemli zaman ve
maliyet avantajlar1 sunmaktadir. Yapilan arastirmalar QSAR modellerinin, yeni
kimyasal bilesiklerin biyolojik aktivitelerini tahmin etmek ic¢in kullanildigini ve
bu siirecin maliyetlerini 6nemli Olglide azalttigini belirtmektedir. Geleneksel
yontemlerle haftalar siirebilecek testler, in silico modeller kullanilarak giinler
icinde tamamlanabilir, bu da arastirma ve gelistirme siireglerinde 6nemli bir zaman
tasarrufu saglayabilir [25].

b) Hayvan Deneylerinin Kullammmmn Azaltilmasi: In silico modeller, hayvan
deneylerine etik ve siirdiiriilebilir alternatifler saglamaktadir. Bu yaklagimlar
ozellikle kozmetik sanayi gibi hayvan deneylerinin yasaklandigi veya kisitlandigi

sektorler i¢in biiyiik 6nem tasir.



c) Genis Kapsamh Veri Analizi: Modern in silico teknikler, biiyiik kimyasal ve
biyolojik veri setlerini igleyebilir ve karmasik veri analizleri yapabilir. Bu
modeller genis kimyasal uzaylar1 tarama ve potansiyel toksisiteler hakkinda
ongoriiler de bulunma kapasitesine sahiptir. Bu yetenek, 6zellikle c¢evresel
toksikoloji ve ilag gelistirme gibi alanlar i¢in degerlidir ¢linkii arasgtirmacilar

biiytik veri setleri tizerinden hizli ve dogru sonuglar elde edebilir [26].

In silico yontemlerin toksikoloji alanina sunmus oldugu avantajlar, bu teknolojinin
arastirma ve endiistriyel uygulamalarda giderek daha fazla benimsenmesini saglamistir.
Hizl1 ve maliyet-etkin analizler sunmasi, hayvan kullanimini azaltarak etik avantajlar
saglamasi ve genis veri analiz yetenekleri, in silico yaklagimlarini toksisite degerlendirme
calismalarinin ayrilmaz bir pargasi haline getirmistir. Bu yoOntemler, ozellikle yeni
kimyasal maddelerin giivenliginin degerlendirilmesi ve potansiyel toksik etkilerin

ongoriilmesi i¢in kritik bir role sahiptir.

2.1.1. In Silico Toksikolojide ila¢ ve Kimyasal Veritabanlari ve Stardardizasyonu

In silico toksikoloji genellikle tahmin etmeye dayali bir bilimdir. Terapotik
bilesiklerin kesfi ve giivenliligine iliskin sorunlari ¢6zmeye yardimci olmak igin
kullanilan yaklagimlar, kimyasal ve biyolojik bilgi tabanli birgok 6zelligin sanal ortam da

simiile edilerek analiz edilmesine dayanir.

Toksikolojik degerlendirmeye dayali in silico yaklasimlar genellikle toksisite
veritabanlari olusturmayi, QSAR modelleme yontemlerini, insan kural tabanli yontemleri,
son nokta tamimlayici tabanli yontemleri ve ligand ve hedef tabanli ydntemlerin
kullanilmasini igermektedir. Farmasdétik bilimler kapsaminda tiim bu yontemler, preklinik
ilag toksisitesini ve insanlarda ortaya cikabilecek olasi advers etkileri dogru bir sekilde
tahmin etme amacini paylasmaktadir. Yazilimlar tarafindan iiretilen tahminler, test
onceliklendirme stratejilerini veya geleneksel toksisite testi yontemlerini desteklemekte

kullanilabilmektedir [27].



Toksisite veritabanlari, ilaglarin ve diger ksenobiyotiklerin olumsuz etkilerini
tahmin etmek i¢in giivenlik degerlendirmesinde, optimizasyon destegi saglamak ve ideal
olarak, tiirev yapilarindan yiiksek kaliteli test verileriyle bir giivenlik veya risk
degerlendirmesine katki da bulunmak icin kullanilmaktadir. ilag ve kimyasal toksisite
veritaban1 gelisiminin ana konsepti, onceki toksisite calismalarindan kabul edilebilir
bilimsel verileri kullanarak, yapisal olarak iligkili bilesiklerle "read across" stratejilerinde
kullanilabilecek elektronik bir kaynak olusturma yetenegidir. Toksisite veritabanlari
genellikle tahmin modelleri olarak veya dogrulanmis yapilarla, maddeye bagl toksisite
deneyleri veya benzer bilimsel dayanakli kanitlar, hiyerarsik veri iligkileri veya ontolojiler
iceren ve kontrollii kelime dagarcigi ile iliskisel “read across” kemoinformatigi kapsayan
gereken zengin veri "madenleri" olarak hizmet verir. Toksisite veritabanlarinin tanimi, in
silico toksikoloji ve farmakoloji tamimlar1 gibi degisken bulunabilir. Onerilen tanim bir
toksisite veritabaninin, bilgisayar tarafindan erisilebilen, yazilim tarafindan organize
edilen ve kimyasallarin, iiriin kesfi ve gelisimi veya biyomedikal ve toksikolojik bilimler
alaninda ki ayarlar icin giivenlik ve risk analizi i¢in kullanilabilen elektronik bilgi i¢in
degerli bir veri seti oldugudur. Bu nedenle toksisite veritabanlari yalnizca tarihsel verilerin
durgun anlik goriintiileri olmamali ayn1 zamanda QSAR toksisite egitim veri setleri gibi
takip veritabanlari i¢in de kullanigh giincellenmis kemoinformatik kaynaklar olmalidir.
Veritabanlarindan gelen kimyasal toksisite bilgilerinin biiyiik bir kismi son yillar da
genislemis olup halka agiktir. Sonu¢ olarak, toksisite verilerinin kamu kaynaklari
hesaplamali modelleme ve in silico toksikoloji yazilim programlar icin ilk olarak
basvurulan yerlerdir. Yine de bu veritabanlari, endiistride ki ilac kesif kiitiiphaneleriyle

karsilastirildiginda cok kiigiiktiir [27].



Risk degerlendirmesi, gilivenlik degerlendirmesi ve tehlike karakterizasyonunda
yararli olan, maddelerin insan sagligi etkilerini tanimlayan bircok halka acik toksisite
veritabanim1 ve elektronik kaynagi Tablo 2.1‘de o6zetlenmektedir. Ozel toksisite
veritabanlari, temsil ettikleri molekiiler yapilarin genisletilmis kimyasal alan1 veya
"tahmin edilebilir dogruluk" temas ile kamu veritabanlarina kiyasla avantaj sunabilir.
Kimyasal alan bir¢ok sekil ile tanimlanabilir ama genellikle “prensipte olusturulabilecek
tiim kiiclik karbon bazli molekiilleri kapsayan toplam molekiiler tanimlayici alan1 belirten
bir bolge” olarak aciklanmaktadir [28]. Tanimlayicilar molekiiliin basit atom sayimi
ozelliklerini 6rnegin halojen sayisi, hidrojen bag alicilari/vericileri, heterosiklik halka
sayist veya molekiiler baglant1 indeksleri gibi iki boyutlu yapisal bilgileri veya daha
karmagik olanlari, ti¢ ve dort boyutlu molekiiler seklini temsil edebilir. Molekiiler
tanimlayicilar sayisal bir temsil olusturarak hesaplama modelinin yapi-aktivite iliskilerini
kurma acisindan oOnemlidir. Bu nedenle, molekiiliin toksisitesini etkileyen yonleri
yansitmayan tanimlayicilar segilirse modelin verimsiz bir performans gostermesi beklenir

[29, 30].
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Veritabam Ad1 Link Aciklama
AERS http://www.fda.gov/drugs/Guid | ABD FDA/CDER'in
anceCompianceRegulatoryInfo | onaylanmig tiim ilag ve
rmation/Surveillance/AdverseD | terapotik biyolojik tirtinler
rugEffects/Default.htm raporlama sistemidir.
ACToR http://actor.epa.gov/actor/faces/ | ABD EPA’nin kimyasal yapi,
ACToRHome.jsp fizikokimyasal degerler dahil
aranabilir ve in vitro ve in vivo
toksikoloji igin veritabanidir.
BDSM http://systemsanalysis.louisville | Louisville Universitesi'nden
.edu/ gelisimsel toksikanlari
kesfetmek igin in silico
toksikoloji veritabanidir.
Cal/EPA http://www.oehha.ca.gov/risk/C | California EPA Toksisite
hemicalDB/index.asp Kriterleri Veritabanidir.
CCRIS http://toxnet.nIm.nih.gov/cgi- Kimyasal karsinojenez
bin/sis/htmlgen?CCRIS veritabanidir.
CEBS http://cebs.niehs.nih.gov/cebs-
browser/cebsHome.do;jsessioni | Kimyasal Etkilerin Biyolojik
d=E604E0061D6B156B29F95 | Sistemler iizerindeki
25F1B86BEAS veritabanidir.
CEDI/ADI http://www.fda.gov/Food/Food
IngredientsPackaging/FoodCon | ABD FDA’nin Gida Temasi
tactSubstancesFCS/CEDIADID | Maddeleri i¢in Kabul Edilebilir
atabase/default.htm Gilnliik Alim veritabanidir.
CPDB http://potency.berkeley.edu/ Kaliforniya Universitesi’nin

karsinojenik potansiyel
veritabanidir.

Danish (Q)SAR

http://ecbgsar.jrc.ec.europa.eu/

Danimarka EPA, 166,072
kimyasal i¢in 70'den fazla
QSAR modelinden tahminler
ve saglik etkileri iceren
veritabanidir.

DevTox

http://www.devtox.org/

Alman endiistrisi ve hiikiimeti
tarafindan gelistirilen gesitli
laboratuvar hayvani tiirleri i¢in
gelisimsel toksisite caligma
verileri igeren veritabanidir.

DITOP

http://bioinf.xmu.edu.cn/databa
ses/ADR/index.html

Ilag Kaynakli Toksisite Iliskili
Protein veritabamdir.




Tablo 2.1.(Devam)

11

DSSTox http://www.epa.gov/ncct/dsstox
/index.html Indirilebilir, yap1 aramals,
standartlastirilmig kimyasal
yap1 dosyalarini toksisite
verileri ile iligkilendiren
toksisite veritabanidir.

EAFUS http://www.fda.gov/Food/Food

IngredientsPackaging/ucm1153 | ABD FDA’nin “Gidaya
26.htm Eklenen Her Sey”
veritabanidir.

ECOTOX http://cfpub.epa.gov/ecotox/ ABD EPA, sucul ve karasal
yasam i¢in kimyasal toksisite
bilgileri iceren veritabandir.

ESIS http://ecb.jrc.ec.europa.eu/esis/ | Risk ve giivenlikle ilgili
kimyasallar hakkinda bilgi
saglayan veritabanidir.

EXTOXNET http://extoxnet.orst.edu/ghindex | Pestisit toksikolojisi ile ilgili

.html

bilgiler iceren veritabanidir.

FDA Poisonous Plant

http://www.accessdata.fda.gov/
scripts/plantox/index.cfm

Bitkilerin toksik 6zelliklerini
tanmimlayan bilimsel literatiire
atiflar igeren veritabanidir.

GAC http://www.niehs.nih.gov/resea
rch/resources/databases/gac/ind | Cevresel kimyasallar tarafindan
ex.cfm indiiklenen kanserlerde bulunan
spesifik mutasyonlari belirten
veritabanidir.
Gene-Tox http://toxnet.nlm.nih.gov/cgi-

bin/sis/htmlgen?GENETOX

3000'den fazla kimyasal i¢in
akran degerlendirmeli genetik
toksikoloji test verileri iceren
veritabanidir.
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Household Products Database

http://hpd.nlm.nih.gov/

Ev iiriinlerine ait giivenlik
formlarini, saglik etkileri
derecelendirmelerini ve
kimyasal bilgileri igeren
veritabanidir.

IARC Monograph

http://monographs.iarc.fr/

Insanlara kars1 karsinojenik
risklerin degerlendirilmesi
iizerine monograflari iceren
veritabanidir.

IRIS http://cfpub.epa.gov/ncealiris/in | Cevresel maddeler ve insan

dex.cfm saglhig1 tizerindeki potansiyel
etkileri hakkinda elektronik
raporlarin derlemesini igeren
veritabanidir.

ISSCAN http://www.iss.it/ampp/dati/con | Kemirgenlerde (sigan, fare)
t.php?id=233&Ilang=1&tipo=7 | uzun siireli karsinojeniklik

biyodeneyi ile test edilen
kimyasal bilesikler hakkinda
bilgi iceren veritabamdir.

ITER http://www.tera.org/iter/ 600'den fazla ¢evresel kimyasal
i¢in insan sagligi risk degerleri
ve kanser siniflandirmalari
iceren veritabani.

JECDB http://dra4.nihs.go.jp/mhlw_dat | Cevresel kimyasallarin toksisite

a/jsp/SearchPageENG.jsp test raporlarini igeren
veritabanidir.

JRC QSAR http://ecb.jrc.ec.europa.eu/gsar/ | QSAR galismalari igeren
background/ veritabanidir.

LAZAR http://www.in-silico.de/ Karaciger toksisitesi,

mutajenite ve karsinojenite igin
QSAR tahminleri igeren
veritabanidir.

MRTD http://www.fda.gov/AboutFDA | 1220 farmasétik tiriin igin
/CentersOffices/CDER/ucm092 | maksimum onerilen terapotik
199.htm doz bilgisi iceren veritabanidir.

NPIC http://npic.orst.edu/ Toksisite dahil olmak tizere
pestisitler hakkinda bilimsel
temelli bilgiler saglayan
veritabanidir.

NTP http://ntp.niehs.nih.gov/ Kamu saglig1 acisindan ilgi

¢eken ABD'de kayitli ajanlarin
test durumu ve bilgilerini
igeren veritabanidir.
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Oncology Tools

http://www.fda.gov/CDER/can
cer/oncrefto.htm

Onaylanmis endikasyonlara
sahip onayli kanser ilaglart
iizerine veritabanidir.

PAN Pesticide

http://www.pesticideinfo.org/

6500 pestisit, insektisit ve
herbisit hakkinda toksisite, su
kirliligi, ekolojik toksisite
bilgileri iceren veritabanidir.

RITA

http://www.item.fraunhofer.de/
reni/public/rita/index.php

Kemirgen Kkarsinojenite
¢aligmalarini ve timor
verilerini iceren veritabamdir.

STITCH

http://stitch.embl.de/

Proteinler ve kii¢lik molekiillii
kimyasallar arasindaki bilinen
ve tahmin edilen etkilesimleri
kesfetmek i¢in bilgi
veritabanidir.

TEXTRATOX

http://www.vet.utk.edu/TETRA
TOX/index.php

Tennessee Tarim Enstitiisii.
2400'den fazla enddistriyel
organik bilesik i¢in
olusturulmus veritabanidir.

TOXNET

http://toxnet.nim.nih.gov/

Tehlikeli kimyasallar, ¢evresel
saglik ve toksik salimlar
iizerine bilgiler iceren
veritabanidir.

ToxRefDB

http://www.epa.gov/ncct/toxref
db/

ToxCast programint
desteklemek amaciyla
pestisitler ve diger ¢evresel
kimyasallar i¢in standart
toksisite test sonuglarini igeren
veritabanidir.
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2.1.2. In Silico Toksikolojide Kimyasal Temeller ve Kemoinformatik

Bir yeni disiplin olan kemoinformatik, son yirmi yildir varligini stirdiirmektedir.
Kemoinformatikle yapilan pek ¢ok aktivite bir molekiilin ilgi ¢eki¢i bir kismi
bulundugunda bu molekiil iizerinden tiiretilebilecek yeni molekiiller i¢in bilgi akisini
saglamaktadir. Yine de kemoinformatik “kimyasal bilgi” dedigimiz durumdan fazlasi

olarak algoritmik gelismeleri de icermektedir [31].

Thomson 1897 yilinda atomu, pozitif elektrik yiiklii bir kiire icinde negatif
pargaciklar olarak modellemistir; Rutherford 1909°da giines sistemi modelini, yogun
pozitif yikli bir c¢ekirdek ile ¢evrili negatif elektronlarla tanimlamigtir. Son olarak
1920’lerde elektron bulutu modeli tanimlanmistir. Bu model de bir atom protonlar ve
notronlardan olusan yogun bir ¢ekirdek ve etrafinda elektronlardan olugmaktadir. Bir
molekiil kovalent baglarla bir arada tutulan elektriksel olarak nétr iki veya daha fazla atom
grubudur ve bu grup elektronlari paylasir. Degerlik modeli bir molekiilii dogal olarak bir
grafa (cizgiye) doniistiirlir ve burada diigiimler atomlar1 kenarlar ise baglar1 temsil eder.
Bu grafik temsili genellikle 2D kimyasal yap1 adini alir. Graf teorisi, temel tanimi on
sekizinci ylizyilda olusturulmus olani baslangicta kimya araciligi ile gelisme gostermistir.
Alexander C. Brown ve James J. Slyvester adli iki bilim insan1 molekiilleri temsili
diiglimler halinde baglar olarak olarak gostermistir. Kenarlara ise tekli, ciftli, ticlii veya

aromatik baglara gore agirlik degerleri atanir [32].
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Grafigin yaygin bir temsili, atom sayisina esit N boyutlu kare bir dizi olan komsuluk
matrisidir. Matrisin (I, j) konumu, I ve j atomlarmi birlestiren agin varligini veya
yoklugunu belirtir ve 1,2,3 ile doldurulur. 4 amit baglar1 i¢in ve 5 aromatik baglar i¢in
kullanilir. Matris i¢in temsili bir 6rnek Tablo 2.2.’de gosterilmistir. Ayrica yine bir 6rnek
olarak 2-metilbiitanin komsuluk matrisinin gosterimi Sekil 2.1.’de verilmistir. Bu

gosterim molekiiliin bahsedilebilmesini saglayan temsillerinden sadece biridir.

Tablo.2.2. Matris GOsterimi

Cl C2 C3 C4 C5
Cl 0 1 0 0 0
C2 1 0 1 0 1
C3 0 1 0 1 0
C4 0 0 1 0 0
C5 0 1 0 0 0
1 3
2
4
5

(61”

Sekil 2.1. 2- metilbiitanin komsuluk matrisinin gésterimi. Matristeki degert, ilgili
karbon atomlar1 arasinda bagin varligin1 gosterirken, “0 “degeri bag olmadigini
gostermektedir. Matris, baglar bu gosterimde yonlendirilmemis oldugundan simetriktir.
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Yap1 Veri Formati (Structure Data Format - SDF) dosyalar1 molekiilii iki blok
halinde temsil etmektedir: Atom blogu ve bag blogu. Basitlestirilmis Molekiiler Girdi
Dogrusal Kayit Belirtimi (Simplified Molecular Input Line Entry Specification -
SMILES), veritaban1 kayit girisleri i¢in oldukga popiiler bir formattir. Molekiiler yapiy1
kisa bir dizi de temsil eder, bag ve atomlar1 siralar, dallar i¢in de parantezler ekler.
Hidrojen atomlart bu temsile dahil edilmez. Tablo 2.3.’te farkli molekiiller i¢in bazi
ornekler gosterilmektedir [33]. SMILES molekiillerin yapisini basit ve anlasilir bir
formatta ifade etmek icin kullanir. Molekiilii bir dizi sekil de temsil ederken baglari,
atomlar1 ve dallar1 anlagilabilir bir sekilde ifade etmeye odaklanir. Bu nedenle bir
molekiiliin kimyasal yapisini hizli bir sekilde anlamak i¢in olduk¢a sik kullanilan bir
aragtir. SMILES dizisi kimyasal algoritmalar ve veri analizi i¢in verileri hizli ve etkili bir
sekilde islemeyi saglar. SMILES gosterimi, bir molekiiliin herhangi bir yerden baslanarak
kodlanabilmesinden dolay1r molekiil temsili i¢in aslinda bir eksikliktir. Tablo 2.3.’te
bulunan etanol i¢in dort adet dogru SMILES dizisi gosterilmektedir. Bu nedenle bir
molekiilii kodlamak i¢in degismez bir SMILES gosterimi bulunmaktadir ve bu SMILES
gosterimine ‘“kanonik SMILES” denilmektedir. Cizgi gosterimindeki gelismeler
Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (International Union of Pure and
Applied Chemistry - IUPAC) tarafindan desteklenen Uluslararas1 Kimyasal Tanimlayici
(International Chemical Identifier - InChl) kodlarini ortaya ¢ikarmistir. Bu kodlar farkli
detay seviyelerinde ki bir molekiilii tanimlayabilse de insanlarin okumasi i¢in
tasarlanmamistir. Bunun yanisira molekiillerin gergek sekilleri ti¢ boyutludur ve bu sekil
de temsil edilmesi gerekmektedir. Tablo 2.3.’de 2-metilbiitanin SMILES gosterimi ve 3D
konformasyonu gosterilmistir. Bir molekiiliin 3D seklinde tanimlanmasi, bizi hesaplamali

kimyanin temel yontemlerini kullanmaya zorlamaktadir [34].



Tablo.2.3. 2-metilbutan I¢in SMILES, Formiil ve Cizgi Gosterimi

17

SMILES ADI FORMUL CiZGi GOSTERIMI
cC Ethan CH3CH3
7o
H- Cli - (IJ —H
C=0 Formaldehit CH20
0=C O
I

H” - H
CCO Ethanol CH3CH20H
OocCC H H
c(Cc)o I ,H
c(o)C H—Cli—(|3—0

H H
a) C5H12 b) CCC(C)C c)

Sekil 2.2. 2-metilbiitan I¢in a) Kimyasal Formiil b) SMILES ¢)3D Konformer Yapi
Gosterimi (Cizgi gosterimleri icin ChewDrawer programi kullanilmistir.)
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2.1.3 Bilgisayar Destekli Kimya (Hesaplamah Kimya)

Bilgisayar destekli kimya ya da hesaplamali kimya, kimyasal problemleri
¢ozmenin yanisira katilarin, sivilarin elektronik yapisini incelemeye ve yeni maddeler ile
ilaglar tasarlamaya yardimci olmak i¢in bilgisayarlar1 kullanan bir kimya alt dalidir. Teorik
kimyanin sonuglari, programlara dahil edilerek molekiillerin yapilarini1 ve 6zelliklerini
hesaplamak i¢in kullanilir. Bu yontemler hem statik hem de dinamik durumlari kapsar;
dogru yontemler “ab initio yontemler” ve daha az dogru yontemler —yar1 deneysel
yontemler- olarak adlandirilir. Bu alanda son 50 yilda 6nem arz eden gelismelerin

siralamasi su sekil de 6zetlenebilir:

1) Ik yar1 deneysel atomik orbital hesaplamalar1 1950’lerin baginda yapilmustir.

2) 1lk ab initio hesaplamalar1 1956°da MIT de gergeklestirilmistir.

3) 1998 yilinda Kimya Nobel Odiilii, Hesaplamali Kimya alanma katkilarindan
dolay1 John People ve Walter Kohn’a verilmistir.

4) 2013 yilinda Kimya Nobel Odiilii, karmasik kimyasal sistemler icin cok 6lcekli
modellerin gelistirilmesi nedeniyle Martin Karplus, Michael Levitt ve Arieh

Warshel’e verilmistir.

Hesaplamali Kimya bilimsel problemleri yalnizca dogrudan deneyimlere
dayanarak ¢cozme olan geleneksellesmis yaklasimdan uzaklagsmanin bir yolu olsa da
deneyimlemeyi tamamen ortadan kaldirmamaktadir. Teorinin burdaki rolii, tiim bu yeni
verileri matematik kurallarina dayali bir ¢cerceveye oturtmaktan gegmektedir. Hesaplamali
kimya gercek deneylere benzer bir sekilde teorileri kullanarak yeni gercekleri
tretmektedir. Artik bir deneyi laboratuvar ortaminda gerceklestirmeden bilgisayar
tizerinde simiile etmek miimkiin hale gelmektedir. Kimyasal siire¢leri modellemek i¢in
zaman ve sicaklik olmak iizere iki degisken 6nemlidir. Dinamik simiilasyonlar yapmak ve
atomlar arasindaki kuvvet alanlarini modellemek, baglarin kirilmasini agiklamak igin
gereklidir. Ampirik parametrelerin tanitilmadan yapilan temel 6zelliklerin incelenmesine
“ab initio yontemler” denir. Bu hesaplamalar molekiiliin elektronik ve yapisal 6zelliklerini

mutlak sifir sicaklikta incelemeyi igermektedir [35].
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2.1.4. Molekiiler Simiilasyon

Bilgisayarlar1 kullanarak ara molekiiler kuvvetleri hesaplamak ve molekiillerin

kuvvet gegmisini hesaplamak miimkiindiir. Bu ge¢misi istatistiksel mekanigin yontemleri

ile analiz etmek, maddenin davranis1 hakkinda detayli bir aciklama saglamaktadir. Ug

teknik mevcuttur:

Molekiiler Dinamik Simiilasyonu (MDS): Bu teknikte molekiiller arasindaki

kuvvetler agikca hesaplanmaktadir ve molekiillerin hareketleri sayisal entegrasyon
yontemleri kullanilarak hesaplanir. Baslangi¢ kosullart atomlarin pozisyonlar ve
hizlaridir. Newton un denklemlerine gére atomlarin baslangi¢ pozisyonlari hizlar
ve kuvvetlerinden hesaplanabilir. Yeni pozisyonlardan baslayarak kuvvetler tekrar
hesaplanir. Molekiiliin bir 6nceki pozisyonunun kaydi tutularak yeni pozisyonlara
dogru ilerlenir ve her hesaplama déneminde sifirdan bir pozisyon hesab1 yapmaya
gerek kalmaz. Bu durum simiilasyonda ki hesaplama i¢in gegen siirenin 6nemli bir
Ol¢iide azaltilmasina firsat verir.

Monte Carlo Simiilasyonu (MCS): Molekiiler dinamik yontemine benzer sekilde

bir sistemde ki molekiillerin ge¢misi olusturulur ve ardindan istatistiksel
yontemler kullanilarak sistemin genel 6zellikleri hesaplanir. MDS’den farkli
olarak atomlarin rastgele konum ve hizlar1 termodinamikle beraber entegre
edilerek anlamli konfigiirasyonlar ¢ikartilmaya caligilir.

Molekiiler Mekanik Modelleme (MM): Karmasik molekiillerin yapilarini deneysel

olarak elde edilen potansiyel enerji fonksiyonunun veya kuantum kimyasinin
yontemleriyle elde edilen enerji fonksiyonunun enerji minimizasyonu temel alarak
tahmin etme yontemidir. Enerji minimizasyon yontemi, yakinsama hizini optimize
etmek icin gelismis bir algoritmadir. Yontemin temel avantaji, hesaplama

acisindan daha ucuz olmasidir [36].
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2.2. Toksikoloji icin Biyolojik Modeller ve Biyoanalizler

Kimyasallarin akut sistemik oral, dermal ve inhalasyon toksisiteleri, cilt ve goz
irritasyonu ve cilt duyarlilastirma potansiyelinin degerlendirilmesi, diinya capindaki
diizenleyici prosediirler kapsaminca gereklidir. Akut oral ve inhalasyon toksisite
testlerinin zorunluluklarinin atlanmasina olanak veren bu testler, gereksiz in vivo
caligmalarin 6niine gegmek i¢in kullanilabilir. /n vitro irritasyon modellerinin daha yaygin
kabul gormesi ve diizenleyici kuruluslarin ihtiyaglarini karsilamak i¢in kullanilmasi
gerekmektedir [37]. Kimyasallarin ve kimyasal karisimlarin akut oral, dermal ve
inhalasyon toksisitelerini, deri ve goz irritasyonunu ve cilt duyarlilik potansiyellerini
degerlendirmek icin gerceklestirilen in vivo toksikolojik testler, diinya genelinde ki
diizenleyici kurumlar tarafindan maddelerin simiflandirilmasi, etiketlenmesi, risk
degerlendirmesi ve risk yonetimi amaclariyla halk sagligin1 korumak i¢in zorunludur.
Ancak akut toksisite ¢aligmalarinda elde edilen baz1 verilerin degeri 6zellikle ayn1t madde
icin birden fazla maruz kalma yolu ve birden fazla tiir varsa sinirli olabilir. Akut toksisite
testleri, diinya genelindeki diizenleyici kurumlar tarafindan zorunlu tutulmaktadir. Bu
testlerin ana amaci, kimyasallarin ve kimyasal preparatlarin tehlikeli 6zelliklerine dayali
olarak smiflandirilmasi ve etiketlenmesidir. Ancak belirli akut ¢alismalarindan elde edilen
veriler, risk degerlendirmesi ve risk yonetimi unsurlarima da katkida bulunmaktadir.
Smiflandirma ve etiketleme gerektiren maddeler arasinda endiistriyel kimyasallar,
biyositler, aktif pestisit bilesenleri ve nihai formiilasyonlar, izole edilmis ilag¢ ara iiriinleri,
yeni gida katki maddeleri, kozmetik bilesenler ve tiiketici {riinleri yer almaktadir.
Diinyadaki yasalar, gereksinimleri ve genis tehlike kategorileri agisindan biraz farklilik
gosterse de, akut toksisite testlerinin temel amaci maddelerin potansiyel tehlikelerine ve

toksisiteye neden olan doza gore kategorize edilmesini saglamaktir [38].
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Test gereksinimleri uluslararasi diizey de degisiklik gosterebilir ve aynt zamanda
diizenlenen kimyasalin tiiriine de baghdir. Ornegin, AB ve ABD'deki pestisitler igin
diizenlemeler, oral, dermal ve inhalasyon yollariyla akut sistemik toksisite, ayrica deri ve
g0z irritasyonu ve cilt duyarlilik potansiyeli i¢in verilerin liretilmesini gerektirir. Ancak
endistriyel kimyasallar icin AB’nin REACH diizenlemesi (Kimyasallarin Kaydi,
Degerlendirilmesi, Izni ve Kisitlanmasr), ilgili kimyasalin iiretim hacmine bagli olarak
gerekli toksikolojik bilgileri belirtir. Yilda bir tondan fazla iiretilen tiim kimyasallar i¢in
akut oral toksisite ¢alismasi ve cilt duyarlilik potansiyelinin degerlendirilmesi, ayrica cilt
irritasyonu ve korozyonu ile goz irritasyon potansiyeli i¢in in vitro ¢alismalar gereklidir.
Yillik iiretim hacmi on tondan fazla olan kimyasallar i¢inse ikinci bir maruz kalma yoluyla

akut toksisite testi ve in vivo cilt ve goz irritasyonu testi de gereklidir [39].

2.2.1. Akut Oral Toksisite Testi

Akut sistemik toksisite testi, belirli bir yolla (oral, dermal veya inhalasyon) kisa
stireli maruziyet sonrasi ortaya cikabilecek olumsuz saglik etkileri hakkinda bilgi
saglamak i¢in gereklidir. Birgok kimyasal i¢in 6nemli sistemik maruziyete yol acabilecek

en olasi yol oral olabilir. Bu tlir maruziyetler kazara veya kasitl olabilir.

Akut oral toksisite verileri, bir kimyasalin oral maruziyetine kars1 olas1 sonuglari
uyarici bir siniflandirma ve etiketleme saglamak igin diinya ¢apindaki bir¢ok diizenleyici
cerceve kapsaminda yaygin bir gerekliliktir. Akut oral toksisite testi, tek bir doz (veya 24
saatlik bir siire i¢inde birden fazla doz sonrasinda bir test grubundaki hayvanlarin yarisin
6ldiiren medyan dozu (6liimciil doz (LD50)) belirlemek amaciyla tasarlanmistir ve bu
sayede maddeler arasi da basit bir nokta tahmini ile sayisal karsilastirma yapilmasina ve
etkinlik siralamasi yapilmasina olanak tanir. 1981 yilina gelindiginde LD50 testi, gereken
hayvan sayisini azaltmak i¢in degistirilmis ve yeni bir OECD test yonergesi olan TG 401
haline getirilmistir [40]. Tarihsel veriler kullanilarak, LD50'yi belirlemek i¢in grup basina
en az 5 hayvandan olusan {i¢ doz grubu se¢ilmistir. Ayrica gereksiz hayvan kullanimini
siirlamak i¢in bu yeni yonergeye 5000 mg/kg iist doz limiti getirilmistir. 1987 yilinda

yontemin daha da iyilestirilmesiyle sadece tek bir cinsiyetin kullanilmasi, diger cinsiyette
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sadece LD50 dozunda test yapilmasi ve limit testinin olaganiistii durumlar diginda 2000
mg/kg'a diisiiriilmesi saglanmistir. 1981 OECD test yonergesinin uygulanmasindan kisa
bir siire sonra, Ingiliz Toksikoloji Dernegi'nin (British Toxicology Society - BTS) bir
calisma grubu, daha az say1 da hayvan kullanarak ve 6liim yerine belirgin klinik toksisite
belirtilerinin gozlemlenmesiyle LD50'in tahmin araligini saglayan yeni bir akut oral
toksisite degerlendirme ydntemi 6nermistir [41]. Onerilen ydntem, bilesiklerin Avrupa
Birligi smiflandirma sistemine gore siralanmasi ve siniflandirilmast amaciyla
dogrulanmistir [42]. Yeni test yonergesi, Diizeltilmis Doz Prosediirii (Fixed Dose
Procedure - DDP) [43], 1992 yilinda kabul edilmistir ve LD50 testine ilk kabul edilen
alternatif olmustur. Bunu takiben, hayvan sayisini azaltmayi amaglayan iki yontem daha,
Akut Toksik Sinif (Acute Toxic Class - ATS) [44] ve Yukar1 ve Asag1 Prosediirii (Up —
and —Down - YAP) [45] kabul edilmistir. Cogu Sabit Doz testinin 5-7 hayvan kullanilarak
tamamlanacagi belirtilmistir. ATS yOntemi ortalama 7 hayvan ve YAP ise yaklasik 6-9
hayvan kullanmaktadir. Bu son iki yontem de LD50 tahminini belirlemek i¢in 6lim veya
yaklasan 6liimii bir son nokta olarak kullanilmaktadir. Sonug olarak, 1970'lerden bu yana
toksisite testleri i¢in kullanilan hayvanlarin biiylik bir kism1 akut toksisite testlerince
kullanildigindan, test basina hayvan sayis1 yaklagik 100'den 5-9'a kadar dramatik bir
sekilde azaltilmigtir [46].

2.2.2. AKut Oral Testlerinin lyilestirilmesi

Yukarida belirtildigi gibi, akut oral toksisite i¢in tehlike siniflandirmasi ya LD50
tahminiyle ya da belirgin toksisite iireten doza dayanir. Bu bir test maddesinin
uygulanmasindan sonra agik toksisite belirtileri gésteren dozu ifade eder. Bu nedenle, bir
sonraki en yliksek doza artisin ciddi toksik belirtilerin gelismesine ve muhtemelen 6liime
yol agmasi beklenir [46]. ATS ve YAP, 6liim veya yaklasan 6limii bir son nokta olarak
kullanir. Olmek iizere olan veya acikca ac1 iginde olan ve siddetli ve kalic1 sikint1 belirtileri
gosteren hayvanlar, insancil son noktalar hakkinda ki bir OECD rehber belgesince
belirtildigi gibi, insancil bir sekilde dldiiriilmelidir ve insancil bir sekil de oldiiriilen
hayvanlar tedaviye bagli 6liimler olarak kabul edilir [47]. Baz1 bolgelerde, belirgin klinik

toksisite belirtilerinin 6liimden ziyade tanimlanmas: ile ilgili algilanan daha biiyiik
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belirsizlik nedeniyle DDP, ATS yonteminden daha az yaygin olarak kullanilir. Ayrica,
6liimciil olmayan son noktanin kullanilmasinin, yalnizca klinik belirtilere dayali olarak
toksisitenin fazla tahmin edilmesine yol agabilecegi endisesi vardir. Bununla birlikte,
O0lim yerine toksisiteye neden olan dozlar hakkinda bilgi, risk degerlendirmesi ve
yonetiminde muhtemelen daha biiylik degere sahiptir ve akut toksisite durumlarinda
insanlarda ki belirtilerin tahmin edilmesi, Onlenmesi, taninmasi ve tedavisini destekler.
Ayrica deneysel ve diger bilimsel amaglar i¢in hayvanlarin kullanimi konusunda Avrupa
yonergesi de dahil olmak iizere birgok diizenleyici kilavuz, hayvanlar {lizerinde test
yapilmasinin gerekli oldugu durumlarda, en az siddet igeren yoOntemin seg¢ilmesini

gerektirir [48].

2.2.3. Deney Hayvanlari ile Yapilan Akut Toksisite Testlerinin Yerine Gec¢ilmesi

Akut oral toksisite testlerin de hayvan kullanimin1 azaltmak veya yerine baska
yontemler kullanmak i¢in bir¢cok yaklasim oOnerilmistir. Bu yaklasimlardan biri, akut
toksisitenin bir dizi biyokinetik, hiicresel ve molekiiler elemana ayrilabilecegi ve her
birinin uygun model sistemlerince tanimlanip nicelendirilebilecegi varsayimina dayanan
kademeli in vitro testlerin baglatilmasidir [49]. ABD Ulusal Toksikoloji Programi
(National Toxicology Program - NTP) ve Alternatif Yontemlerin Degerlendirilmesi Igin
Kurumlararas1 Merkezi (Interagency Coordinating Committee on the Validation of
Alternative Methods - NICEATM) akut oral toksisite testinin yerine gececek iki adet
Onerilen in vitro sitotoksisite yontemini degerlendirmistir. 3T3 (fare fibroblastlar1) notral
kirmizi alimi yontemi (NRU) ve NHK (insan keratinositleri) yontemi, sitotoksisite
degerlendirmelerinin de yaygin kullanimlar1 nedeniyle secilmistir. Calisma 3T3, NHK ve
NRU test yontemlerinin, diizenleyici tehlike siniflandirmasi amaciyla akut oral toksisiteyi
tahmin etmek i¢in bagimsiz yontemler olarak kabul edilebilir dogru sonuglar vermedigini
gostermistir. Ancak bu ¢aligma da test edilen referans maddeler igin yapilan bilgisayar
simiilasyonlarina dayanarak, bu iki in vitro bazal sitotoksisite test yonteminden birinin,
bircok bilesigin kemirgenler {izerinde ki akut oral toksisite testleri i¢cin baslangi¢
dozlarinin se¢iminde kullanilabilecegini gosterilmistir. Bu durum ciddi toksisite nedeniyle

6len veya insancil bir sekilde 6ldiiriilen hayvanlarin sayisini azaltabilmistir [50].
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2.2.4. 3R Prensibi

Toksisite testleri endiistriyel kimyasallar, ilaglar ve tiiketici bakim tirtinleri gibi
cesitli maddelerin gilivenligini veya tehlikelerini degerlendirmek i¢in yapilir. Mevcut
toksisite test yontemlerinin birgogu laboratuvar hayvanlarinin kullanimini igersede, son
otuz yilda daha az hayvan kullanma ve biyolojik bilimler de yeni se¢enekler sunabilecek
yeni yontemler gerceklestirme egilimi olmustur. Alternatif testler, hayvan kullanimini
azaltan, iyilestiren ve yerine gegen yontemlerdir [51]. Azaltma, iyilestirme ve yerine
koyma yaygin olarak "Alternatiflerin 3R’si" olarak adlandirilir ve bunlar ilk olarak
William Russell ve Rex Burch (1959) tarafindan "Insancil Deneysel Teknik Ilkeleri"nde
tanimlanmistir [52]. Bu alternatiflere Rehabilitasyon eklenmesi ile 4R olarak da
adlandirilmaktadir [53]. Son yillarda “Tekrar Kullan” prensibinin eklenmesi ile SR olarak

da anilmaktadir [54].

A. Reduction (Azaltma)

Azaltma, gecerli sonuclar elde etmek icin gerekli bilimsel uygulamalarla tutarli
kalarak bir test yontemi i¢in gereken hayvan sayisini azaltmaktir. Bu durum iyi bir
deneysel tasarimla degiskenlerin sayisini azaltilmasi, genetik olarak homojen hayvanlarin
kullanilmasi veya deneyin kosullarinin titizlikle kontrol edilmesi saglanarak basarilabilir

[55].

LD50 testi, ilk olarak 1927'de Trevan tarafindan insan kullanimi i¢in tasarlanan
maddelerin test edilmesi amaciyla tanitilmistir. Bu test, bir maddeyi test grubunda ki
hayvanlarin yarisin1 6ldiiren tek bir 6liimciil dozu belirlemeyi amaglamistir. Zamanla
kimyasallarin toksisitelerini karsilastirmak ve siniflandirmak i¢in genel olarak kabul
gormiis ve yeni ilaclar, gida katki maddeleri, kozmetik bilesenler, ev {iriinleri, endiistriyel
kimyasallar ve pestisitlerle ilgili ¢esitli diizenleyici kurumlar tarafindan zorunlu bir test
haline gelmistir. Her bir maddenin her biri i¢in o donem de 100'e kadar hayvan (genellikle
sigan ve ikinci bir tiir gerektiginde fare) kullanilmasini gerektiriyordu [56]. OECD’nin
1981 tarihli akut oral toksisite kilavuzu, her cinsiyet i¢in her bir doz grubunda beg

hayvanin kullanilmasini1 gerektirmis ve test i¢in ii¢ doz grubu secilmistir. Ayrica iist doz
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seviyesi sinirt olarak 5000 mg/kg'lik bir limit de getirilmistir [40].Temel olarak toksik
olmayan maddeler i¢in bir "Limit Testi" konsepti de dahil edilmistir. Benzer kilavuzlar
akut dermal [57] ve inhalasyon [58] toksisitesi i¢in de yayimlanmistir. LD50 testi, uzun
yillar siiren tartisma ve goriismelerin ardindan 2002 yilinda sonunda yiiriirliikkten
kaldirilmigtir. LD50'nin kaldirilmasinin ardindan, "DDP", "ATS" ve "YAP" adli iig
alternatif hayvan testi tanitilmistir. Bu testler, hayvan refahinda 6nemli iyilestirmeler
saglamistir. Son zamanlarda, bilimsel performanslarini iyilestirmek ve diizenleyici
kurulus tarafindan kabulii artirmak amaciyla revize edilmislerdir. Bu 6zel testlerin yani
sira, in vitro sitotoksisite testleri, doz seviyesi se¢imini iyilestirmek ve bdylece kullanilan

hayvan sayisini azaltmak i¢in kullanilabilmektedir [59]. OECD tarafindan onaylanmig

Akut Oral Toksisite Kilavuzlar1 Tablo 2.4.’te karsilastirilmistir.

Tablo.2.4. OECD Akut Oral Toksisite Rehberlerinin Karsilagtirilmasi [3]

Klavuz TG 420 (2001) TG 423(2001) TG 425(2001)

Metot DDP ATS YAP

Ana Son Nokta Acikca Goriilen Toksisite | Oliim Oliim

Ana Hedef LD50 Aralik Tahmini LD50 Aralik Tahmini LD50’nin Nokta Tahmini

ve Giiven Araliklari

Kullanilan Veri

e  Smiflandirma ve
Etiketlendirme

e Risk
Degerlendirmesi

e Tekrarlanan doz
calismalari i¢in

e  Smiflandirma ve
Etiketlendirme

e Risk
Degerlendirmesi

e Tekrarlanan doz
calismalari i¢in

e Simiflandirma ve
Etiketlendirme

e Risk
Degerlendirmesi

e Tekrarlanan doz
caligsmalari i¢in

ortalama hayvan
sayisli

doz se¢imi doz se¢imi doz se¢imi
Test Edilen 5 Hayvana Kadar 6 Hayvana 5 Hayvana
Hayvan Sayisi Kadar Kadar
Gozlem Her doz adiminda 1 - -
Calismasi hayvan
Ana Calisma Her doz adiminda 5 Her doz adimin Her doz

hayvan da 3 hayvan adiminda tek
hayvan

Limit 5-7 7 6 -9
belirlenmemis
bir ¢caliymada
kullanilan
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a. Diizeltilmis Doz Prosediirii

DDP, ilk kez 1984 yilinda Ingiliz Toksikoloji Dernegi tarafindan 6nerilmistir ve
akut oral toksisite testi olarak kabul edilmistir Bu yontem, eski LDS50 testi ile
karsilastirildiginda benzer sonuglar tiretirken daha az hayvan kullanilmasini ve daha az
act ve sikinttya neden olur. Hem ulusal hem de uluslararasi dogrulama g¢alismalarinin
ardindan 1990 yilinda yaymlanmistir [42]. Bu yeni test, gereken hayvan sayisint 30'dan
20'ye indirmistir. Sonug olarak, 1992 yilinda OECD tarafindan OECD Test Kilavuzu 420
altinda LD50 testine alternatif olarak onerilmistir [60]. Bu prosediirde, test maddesi bes
erkek ve bes disi sicana oral olarak dort sabit doz seviyesinden birinde (5, 50, 500 ve 2000
mg/kg) verilir. Amag, 6liimciil olmayan agik belirtiler iireten en diisiik dozu belirlemektir.
Ciktilar LD50'nin aralik tahmini, akut toksisite belirtilerinin tahmini ve hedef organlari
tahmin etmektir. {1k testin sonuglarma bagli olarak ya daha fazla test gerekmez ya da daha
yiiksek veya daha diisiik bir doz uygulanir. Eger 6liim meydana gelirse, daha diisiik bir
doz seviyesinde yeniden test yapilmasi gerekmektedir. Baslangi¢ dozunda toksisite
belirtileri goriilmezse, daha yiiksek bir doz seviyesinde yeniden test yapilmasi gereklidir.
Sonuglar boylece hayatta kalma ve agikca goriilen toksisite ile iliskilendirilir. DDP,
maddelerin LD50 degerlerine dayanarak klasik akut oral toksisite testlerinden elde edilen
sonuclara genel olarak uyumlu bir sekilde, onlar1 Avrupa Birligi siniflandirma sistemi

dogrultusunda siralayabilecek sonuclar saglayabilmektedir [49].
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b. Akut Toksik Simif Metodu

Agizdan uygulanan ATS yonteminin gelistirilme amaci, bir kademe test
prosediiriine dayanarak ve her adimda bir cinsiyetten ii¢ hayvanin kullanimiyla, oral LD50
testinin kullanimimi énemli 6l¢iide azaltmaktir [61]. Bu test yonteminin prensibi, hayvan
deneyleri baglatilmadan 6nce biyometrik hesaplamalarla degerlendirilmistir ve bu ilk kez
yapilan bir uygulamadir. ATS yonteminin biyometrik hesaplamalari, sadece AB
siniflandirma kategorileri i¢in degil, ayn1 zamanda su an da kullanilan ¢esitli {ilkeler ve
organizasyonlarin siniflandirma kriterleri i¢in de yapilmistir. Oral ATS yontemi, ulusal ve
uluslararast bir halka ¢alismasiyla hayvan deneyleri ve biyometrik degerlendirmelerle
dogrulanmistir [62, 63]. Biyometrik degerlendirmeler ile hayvan deneyleri sonuglari
arasinda miikemmel bir uyum belgelenmis ve LD50 testine kiyasla %70'e kadar daha az
hayvan kullanilmistir. Oliim oranina bagli olarak her doz seviyesinde alt1 hayvan
kullanilmaktadir. OECD, 1996 yilinda ATS yontemini LD50 testine alternatif olarak
kabul etmis ve kilavuzu 2001 yilinda yaymlamistir[44]. ATS yontemi Almanya'da
basartyla kullanilmis ve 2003 yilinda tiim akut oral toksisite testlerinin % 85'inden fazlas1
oral ATS testleri olarak gerceklestirilmistir. AB iiye devletlerinde, tiim yapilan testlerin
%50'sinde ATS yontemi kullanilmaktadir [63]. ATS yontemi ayrica sabit doz seviyeleri
kavramini kullanir ancak temel bir son nokta olarak da "6liimlilik" kullanir. Oral ATS
yontemi, her adimda bir cinsiyetten ii¢ hayvanin kullanildigi bir kademe test
prosediiriidiir. Yeni calisma protokoliiniin gelistirilmesi sirasinda, baslangi¢ dozlar1 (25,
200 veya 2000 mg/kg viicut agirligl) o zamanki AB smiflandirma sinirlarindan secilmistir
[64] ve daha sonra Kiiresel Uyumlu Siniflandirma ve Etiketleme Sistemi (GHS) sinirlarina

dayanarak 5, 50, 300 veya 2000 mg/kg viicut agirligi olarak degistirilmistir [3, 65].
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C. Yukar ve Asagi Prosediirii

YAP, LD50 akut toksisite testi igin baska bir alternatif yontemdir. Klasik LD50
prosediiriine kiyasla YAP, LD50 ve ayni zamanda c¢esitli diger indekslerin LD50
degerlerinin belirlenmesi i¢in gereken hayvan sayisint dnemli dl¢lide azaltmaya izin verir
[66]. LD50 tahmin etmek i¢in YAP deneysel tasariminin g¢esitli varyasyonlari
bulunmaktadir. Bu prosediir de hayvanlara bir kez doz verilir. Bir hayvan hayatta kalirsa,
bir sonraki hayvan ic¢in doz artirilir; eger hayvan oliirse, doz azaltilir (33). Sicanlar
tizerinde yapilan 48 akut toksisite testinin bir incelemesi, hayvanlarin biiyiik
cogunlugunun 1 veya 2 giin ig¢inde 6ldiigiini géstermistir. Bu nedenle, bu prosediirde her
hayvanin doz verilmeden 6nce 1 veya 2 giin gozlemlenmesi gerekmektedir. Ayrica hayatta
kalan hayvanlarin 7 giin boyunca gecikmis 6lim acisindan izlenmesi Onerilmektedir.
Anket calismalarinda disilerin genellikle daha hassas oldugu goz Oniine alindiginda,
testler genellikle sadece disilerde yapilmalidir, ancak bazen erkekler i¢in segmeli izleme
gerekebilir. Bu yontem, daha uzun siirelerde 6liimlerin gozlemlendigi materyaller igin
onerilmemektedir [67]. YAP ile elde edilen "etkin doz 50 (ED50)" degerleri, geleneksel
en kii¢iik kareler dogrusal regresyon yontemi kullanilarak elde edilen doz-tepki deneyleri
ile neredeyse aynidir. YAP'n baslica faydasi, ED50 degerlerini belirlemek i¢in gereken
hayvan sayisin1 énemli 6l¢iide azaltmasidir. Hayvan refahi endisesi yani sira, 6zellikle
cerrahi prosediirler gerektiginde hayvan, isgiici ve malzeme maliyetlerinde 6nemli
tasarruflar saglanabilir. YAP, 6zellikle analjeziklerde ED50 degerlerini belirlemek igin
kullanilabilir ve tam doz-tepki ¢aligmalarinda gereken hayvan sayisindan daha az sayida

hayvan kullanir [3, 68].



29

B. Iyilestirme (Refinement)

"lyilestirme" alternatifinin bakis acis1, hayvanlara daha az ac1 veya sikint1 getiren
prosediirlerin kullanilmasidir [69]. Yerine koyma alternatifi, hayvan deneylerinde genel
olarak aciy1 azaltmay1 gerektirir ve "hayvanlarin hayatlarinin herhangi bir zamaninda
tecriibe ettikleri gergek veya potansiyel aci, sikint1 ve diger olumsuz etkileri 6nleyen veya
en aza indiren ve onlarin refahim1 artiran herhangi bir yaklagim" olarak tanimlanir.
Bilimsel topluluk genellikle saglik ve tip bilgisini ileriye tagimak i¢in hayvan deneylerinin
gerekliligini kabul etse de, hala test ederken hayvanlar1 iyilestirmeye yonelik
alternatiflerin gerekliligini vurgular. Aci veya sikintinin ortadan kaldirilmasi ve potansiyel
olarak act veya sikintiya neden olabilecek bir ¢alismada erken miidahale noktalarinin
belirlenmesi, iyilestirmenin giizel drnekleridir. Tyilestirme, sonuglarin daha az degiskenlik

gbstermesini ve iyilestirilmesini saglayacaktir [3].
Hayvanlarda ac1 ve sikintiy1 azaltmak i¢in kullanilan birka¢ yontem bulunmaktadir:

a. Uygun Cevre Saglama ve Psikolojik Sikintiy1 Azaltma: Psikolojik sikintinin
azaltilmasi, iyilestirmenin diger bir amacidir. Endiseli bir hayvan, kullanish
laboratuvar verisi saglamayacaktir. Bu yiizden arastirmacilar hayvanin ve basarilt
deneyin ¢ikarlari i¢in stresi en aza indirmelidirler. Bu amaci gergeklestirmenin bir
yolu, hayvanlarin igbirligi yapmalart durumunda odiillendirilmesidir. Bu sadece
hayvanlara potansiyel stresin azaltilmasina yardimci olmakla kalmaz, ayni
zamanda kan basmci ve kalp hizinda ki degisikliklerle gosterilen stresin
azalmasiyla elde edilen verilerin kalitesini artirir [70]. Hayvan refahin1 artirmak
icin baska bir yontem de, hayvanlarin 6zel ihtiyaclarim1 karsilayan bir ortam
saglamaktir [71]. Hayvanlarin aslinda neye 6nem verdigini tahmin etmek olduk¢a
zordur. Fareler yuva yapmay: sevdigi gibi, primatlar da ahsap oturaklardan
hoslanir. Tutsaklikta dogal davraniglarini sergileyebilmeleri hayvanlarin refahi
icin kritik 6oneme sahiptir. Eger bu davranigsal ihtiyaclar karsilanmazsa, hayvanlar
zihinsel ve fiziksel stres yasayabilirler, bu da yapilan deneylerin sonuglarin

olumsuz etkileyebilir [72].
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b. Agn Kesicilerin Uygulanmasi: Agr temel olarak subjektif bir deneyimdir. Bu
nedenle, hayvan teknisyenleri ve diger ilgili personelin, hayvanlardaki rahatsizlik
veya agriyl tespit etmek icin egitimli olmalari 6nemlidir. Hayvanlarin
davraniglarina ve klinik agr1 belirtilerine dayanarak bu konuyu dogru bir sekilde
degerlendirmeleri gerekmekte olup bu degerlendirme genellikle zorlu bir gérevdir.
Genelde bir prosediiriin insanlarda agriya neden olabilecegi varsayilir ve bu durum
da hayvanlarda da benzer ya da daha fazla agriya yol agabilecegi diisiiniiliir. Bu
nedenle, arastirmacilarin amaci mimkiin oldugunca agrinin olusmasini
onlemektir, bu da mimkiin oldugunda ila¢ kullanimiyla saglanir. Anestezi,
analjezikler ve diger tedavi 6nlemlerinin uygun kullanimi invaziv c¢alismalarda
hayati 6nem tasir. Ila¢c uygulamas: sirasinda hayvanlar1 advers etkiler agisindan
yakindan izlemek, hafif degisiklikleri tespit etmeye yardimci olabilir. Modern
anestezik ilaglar, yalnizca daha iyi anestezi saglamakla kalmaz (6rnegin, daha iyi
kas gevsemesi, ongoriilebilir etki siiresi, daha az tahris, daha az fizyolojik yan
etki), aym1 zamanda daha giivenlidir ve daha az hayvan kaybina yol agar.
Trankilizanlar da deneyler sirasinda hayvanlar sakinlestirerek rahatlatabilir [73].
Ancak agriy1 hafifleten ilaglarin test edilen ilacla etkilesime girebilecegini ve
yanlis sonuclara yol agabilecegini unutmamak 6nemlidir. Bu nedenle genellikle
arastirmanin en iyisi agriyr miimkiin oldugunca azaltmaktir [69].

c. Teknolojinin Kullanimi: Daha az invazif teknolojilerin kullanimi, hayvan
tizerinde hem fiziksel hem de psikolojik rahatsizlig1 en aza indirdigi i¢in bir rafine
teknik olarak kabul edilir. Ornegin, ultrason ve Manyetik Rezonans Gériintiileme

(MRG), bu tiir rafine teknikler arasinda yer alabilir [69].
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d. Yetistirme: Gec¢miste hayvanlar genellikle tek baslarina kiiglik kafeslerde
tutulmakta ve bu durum geng tavsanlarin kas ve kemiklerinin olgunlasma
stirecinde sigrayamamalarina ve iskelet anormallikleri gelistirmelerine Yol
agmaktaydi. Cogu arastirma hayvani sosyal davranig gosterir ve izolasyon onlari
strese sokabilmektedir. Hayvanlarin genellikle sosyal gruplar halinde ve normal
davraniglarini sergileyebilecekleri karmagik ortamlarda tutulmasi 6nerilmektedir.
Bu tir bir yetistirme yonteminin faydali etkilerini belgeleyen birgok rapor
bulunmaktadir. Ornegin, sosyal ve fiziksel olarak zenginlestirilmis bir ortam da
yasayan fareler, izole edilenlere kiyasla daha kalin bir beyin korteksine ve daha
fazla dendrit baglantisina sahip olabilirler [71].

e. Daha Once Kullamlan Kan Ornekleme Tekniklerine Alternatif
Uygulamalar: Her ne kadar bazi1 kiigiik tiirlerin (6zellikle kemirgenlerin) retro-
orbital siniisli oldukgca biiyiik kan numunelerinin toplanmasi i¢in uygun bir bolge
olsada, prosediiriin riskleri bulunmakta olup (6rnegin, numuneler tekrar tekrar
alinirsa goz zarar gorebilir) prosediir hayvan i¢in ac1 verici olabilmektedir. Kuyruk
damarindan, Safen damarindan ve sah damarindan 6rnekleme dahil olmak iizere
cesitli alternatifler gelistirilmistir. Bunlar1 verimli bir sekilde gerceklestirmek icin
biraz beceri gerekmesine ragmen, hayvana ciddi zarar verme riski biiyiik 6l¢ii de
azalir [74].

f. Insancil Oldiirme: Hayvanlarin lmeden 6nce insanca 6ldiiriilmesi, daha anlamli

bilimsel sonuglar saglar [75].
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C.Replacement (Yerine Koyma)

"Replacement" ilkesi, hayvanlarin yerine alternatif sistemlerin kullanilmasi veya
canli hayvanlarin filojenetik olarak daha alt tiirlerinin kullanilmas1 anlamina gelmektedir.
Tiim yaklasimlar arasinda, hayvanlarin yerine alternatif tekniklerin kullanilmasi
gelecekteki aragtirmalar i¢in onemli bir potansiyel olusturmaktadir. "Yerine Koyma" tam,
kismi veya goreli olabilir. Tam yerine koyma durumunda hayvan kullanimina gerek
yoktur ve in vivo yontem tamamen in vitro yontemle degistirilir. Kismi yerine koymada
ise, in vitro testlerden sonra en az bir onaylama c¢aligmasi hayvanlar iizerinde
gerceklestirilmelidir. Goreli yerine koyma ise hayvanlarin insancil bir sekil de
Oldiriilmesiyle elde edilen ex vivo dokular/organlar kullanilarak in vitro caligmalar
yapilmasidir  [76]. Yiiksek smiftaki hayvanlarin, diisik tirler veya hiicre
kiiltiirleri/dokulart ile degistirilmesi, su anda kimyasallarin lokal toksisite, genotoksisite,
cesitli tarama testleri gibi tehlike belirleme siireglerinde, kozmetik hammaddeler ve
iriinlerin testlerinde, asilarin kalite kontrolii ve etkinlik testlerinde, monoklonal antikor
tiretiminde kullanilmaktadir [3, 76]. "Yerine Koyma" ilkesi asagidaki sekillerde

uygulanabilir:

a.Daha Diisiik Hayvanlarla/Tiirlerle Yer Degistirme

Kabul edilmektedir ki, bir¢ok temel siire¢ omurgasizlar da dahil olmak iizere genis
bir organizma yelpazesinde ortaktir. Omurgalilari ve yliksek hayvanlar1 yerine
gecebilecek bir alternatif olarak, daha diisiik duyusal kapasiteli hayvanlarin kullanimi
diistintilebilir.  Omurgasizlar, yiiksek hayvanlarin  arastirma konusu olarak
degistirilmesinde kabul edilebilir bir yontem olarak &zellikle degerlendirilir [3]. Ornegin,
Caenorhabditis elegans adl1 nematod, temel sinirsel islevleri incelemek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu organizmanin sinir sisteminde 302 néron bulunmaktadir, bu nedenle
her bir ndronun islevini ve diger noronlarla etkilesimini incelemek i¢in uygun bir model
olarak goriilmektedir [77]. Benzer sekil de, genetik alaninda arastirmacilar yillardir meyve

sineklerini kullanmaktadir [78]. Arastirmada diger onemli yerine koyma alternatifleri de
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bulunmaktadir. Bunlardan biri, fare tabanl yontemlerin monoklonal antikor {iretimi i¢in

in vitro yontemlerle degistirilmesidir [79].
b. Egitimde Yerine Koyma

Hayvanlar, arastirma yanisira egitimde de kullanilmistir. Basit tekniklerden kan
Ornegi alma gibi becerilerden laparoskopik cerrahi gibi karmasik cerrahi islemlere kadar
Ogrenilen beceriler, tip ve veteriner personelinin egitiminin 6nemli bir par¢asini olusturur.
Ancak dikis teknikleri gibi bazi beceriler hayvan kullanmadan da gelistirilebilir. Atil
plasentalar mikrocerrahi tekniklerini pratik yapmak icin kullanilabilir. Ote yandan, pratik
beceri egitimi icin artik prosediirleri pratik yapmak i¢in kullanilabilecek cansiz modeller
bulunmaktadir. Bu cansiz nesnelerin egitim i¢in kabul edilmesi, egitimin dokunma ve
hissetme deneyiminin canli bir organizma kullanildiginda yasanan deneyimle benzer
oldugu zaman gerceklesir [69]. "Koken sican modeli" egitim ve pratik i¢in énemli bir
modeldir. Bu model de, larinks, trakea, mide ve kuyruk damar1 anatomik olarak dogru bir
sekilde sican modeli i¢ginde ¢ogaltilmistir. Canli bir sicanin dokusuna benzer bir dokuya
ulagmak i¢in orijinal silikon ve yumusak vinil kloriir kullanilir. Pozisyonlandirildiginda,
durus canli bir siganin durusuyla aynidir. Karin boliimiiniin bir kism1 saydam oldugundan
mide i¢indeki dozaj dogrulanabilir. Kuyruk damarina igne yerlestirme, taklit kanin geri
akistyla dogrulanabilir. Bu model, bir 6grencinin canli bir hayvan {lizerinde denemeden
once bir¢ok kez kuyruk damari enjeksiyonlarini pratik yapmasina izin verir. Koken sigani
ile retansiyon, dozaj, kuyruk damarina dozaj ve kan toplama ile endotrakeal entiibasyon
teknikleri uygulanabilir. Ote yandan, bilgisayar tabanli teknolojiler cerrahlarin

laparoskopik cerrahileri pratik yapmasina izin vermek i¢in mevcuttur [3].
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c.Giivenlik ve Etkililik Testlerinde Yerine Koyma

Yeni {iirtinlerin glivenlik ve etkililik testlerinde 6zellikle de tibbi iirinlerde hayvan
kullanimi son kirk yilda biiyiik dlciide yaygimlasmistir. Uriinlerin giivenligi konusundaki
halkin endiseleri, artan test ihtiyacini tetiklemistir ve alternatif yontemlere olan ihtiyaci
ortaya c¢ikarmistir. Yeni bilesiklerin test edilmesinde hayvan temelli testleri yerine
koymay1 amaglayan alternatif metodlar1 savunanlar i¢in en biiyiik zorluklardan biri, bu
metodlarin hayvanlar iizerinde yapilan testler kadar etkili oldugunu kanitlamaktir.
Alternatif Yontemlerin Dogrulanmasi i¢in Validasyon Yontemleri (The European Centre
for the Validation of Alternative Methods - ECVAM) ve Alternatif Yontemlerin
Dogrulanmasma Iliskin Kurumlar Arast1 Koordinasyon Komitesi (Interagency
Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods - ICVAM), hayvan
kullaniminm1 azaltma yollarinda yeni Onerilen alternatifleri dogrulamaya caligsmaktadir.
Diinya genelinde diizenleyici kurumlar bu alternatifleri kabul etmekte temkinli olsalar da,

ilerleme kaydedilmeye devam edilmektedir [3].

d. Yeni Teknolojiler ve Yeni Modeller Kullanarak Yerine Koyma
Biyomedikal arastirmalarda ve toksisite testlerinde hayvan testlerinin kullaniminin
yerine koymak i¢in bir¢ok yeni yiikselen alan ve teknik 6nemli yeni perspektifler

sunmaktadir.
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1. Bilgisayarh Modelleme: /n silico teknolojiler, biyomedikal aragtirmalarda ve toksisite
testlerinde duygusal kapasiteli hayvan kullaniminin yerini almak i¢in dénemli bir rol
oynamaktadir. Bu teknikler veri analizi, yeni firsatlarin degerlendirilmesi ve sistem
biyolojisinin incelenmesi ile ila¢ adayr molekiillerin gelistirilmesinde son yillar da
kullanilmaya baslanmistir. In silico yontemler, laboratuvar ve klinik calismalarin
maliyetlerini azaltmistir. Ancak kimyasal maddelerin ve ilaglarin sistemik toksisitelerini
tahmin etmek i¢in in vitro bulgularinin bilgisayar modelleriyle in vivo'ya uyarlanmasi igin
daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir. Bu amagla, bilgisayar programlariyla kantitatif yapi-
ozellik iligkileri (Quantitative Structure-Property Relationship - QSPR) ve QSAR
belirlenmelidir. Bu in silico tekniklerin, en azindan bazi hayvan testlerinin yerini

alabilecegini ve insanlar icin toksisite tahminlerinin yapilabilecegini gostermektedir [3,

80, 81]

2. Farmakokinetik ve Toksikokinetik Modelleme: ADME parametreleri, metabolik
yollar, metabolik stabilite, sitokrom P450 substratlar1 ve fizyolojiye dayali farmakokinetik
(Physiology-Based Pharmacokinetics - PBPK) veya fizyolojiye dayali biyokinetik
(Physiology-Based Biokinetics - PBBK) modellemesi yapmak miimkiindiir. Bu teknikler,
ilaglarin viicutta nasil davrandigini anlamak ve insanlarda farmakolojik etkilerini tahmin

etmek icin kullanilir [3, 82].
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3. Mikroarray Teknolojisi: Insan viicudunda ki hiicrelerde ayni genetik materyal
bulunmasina ragmen, farkli hiicre tiplerinde farkli genlerin etkin oldugu bilinmektedir. Bu
cesitlilik, hiicrelerin islevlerinin degerlendirilmesi ve takibi agisindan biiyiik 6nem tasir.
Onceden sadece birkag genin analizi yapilabiliyorken, giiniimiizde mikroarray teknolojisi
sayesinde binlerce genin ayni an da analizi miimkiin hale gelmistir. Mikroarray
teknolojisi, DNA, protein ve dokular {izerinde yiiksek miktar da biyolojik materyal
isleyerek Ozellikle diyabet, kanser, kardiyovaskiiler ve zihinsel hastaliklar gibi karmasik

durumlar hakkinda derinlemesine bilgi saglar [3, 83].

4. Omiks Teknolojisi: Omiks teknolojileri, giiniimiizde bir¢ok mekanizma ve olasi toksik
etkiyi ongormek i¢in sagladigi bilgiler nedeniyle 6nem kazanmaktadir. Bunlar arasinda
yer alan "Genomiks" teknolojisinde organizmalarin tim DNA dizilerinin belirlenmesi,
genetik haritalama ve lokuslar arasi allel varyasyonlar1 gibi genomda ki olaylarin detayl
olarak incelenmesi miimkiin olmaktadir [3]. "Proteomiks", 6zellikle proteinlerin yapisini
ve islevlerini aydinlatmak i¢in kullanilan bir omik teknolojidir [84]. "Metabonomiks" ise
metabolit olusumuna yol agan kimyasal siiregleri ve hiicresel olaylarin biraktig: sistemik
kimyasal izleri incelemeyi amaglamaktadir [85]. "Metabolom", hiicrelerde, dokularda,
organlarda veya organizmalarda gerceklesen hiicresel olaylarin son {iriinii olan tiim
metabolitleri icerir. mRNA ekspresyon verileri ve proteomik analizler, hiicrede
gerceklesen tiim olaylart tam olarak aydinlatamazken, metabolik profilleme hiicre
islevleri hakkinda anlik ve kapsamli bilgi saglayabilir. "Metabonomiks", canli sistemlerin
biyolojik tepkilerini ve genetik olaylara kars: biitiinsel ve dinamik metabolik cevaplarini
analitik olarak Olgmeyi hedefler ve c¢ok hiicreli karmasik sistemlerde ki degisimlere
odaklanir [3, 86]. "Transkriptom", belirli bir hiicre grubunda protein sentezinde 6nemli rol
oynayan mRNA molekiillerini ifade eder. "Transkriptomiks", transkriptomu inceleyerek,
biyolojik iglemlerde rol alan genlerin ve ilgili yolaklarin daha iyi anlasilmasini saglar [3].
"Glikomiks", viicutta serbest veya karmasik molekiiller icinde bulunan sekerlerin, yani
glikomun genetik, fizyolojik ve patolojik yoOnlerini incelemeyi igerir [3, 87].
"Lipidomiks", biyolojik sistemlerde bulunan hiicresel lipidlerin ve bu lipidler arasi

yolaklarin degerlendirilmesidir. Bu alan obezite, ateroskleroz, inme, hipertansiyon ve
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diyabet gibi metabolik hastaliklarda lipitlerin roliinii anlamak i¢in kullanilan yeni bir

arastirma alanidir [3, 88].

5. In vitro modeller: /n vivo kosullarini taklit eden in vitro modeller, pek ¢ok ilag ve
cevresel kimyasal maddenin etkilerini belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Ancak bu
modeller de test kosullarinin standartlastirilmast ve kontrolii kolay olmasina ragmen,
sistemik ve kronik etkilerin tam olarak degerlendirilmesi zordur. Ozellikle ilag etkinligi
ve kimyasal maddelerin toksik etkilerinin incelendigi ¢alismalar da hiicre, doku veya
organ kiiltlirleri aragtirmanin amacina uygun olarak kullanilabilir. Hiicre kiiltiirleri,
Ozellikle toksisite c¢aligmalari igin kritik Oneme sahiptir, ¢iinkii in vitro testlerin
kullanilabilirligi ve gecerliligi artmaktadir. Bu yontemler, gelecekte diizenleyici

kuruluslar tarafindan 6nerilen testler arasinda in vivo testlerin yerini alabilirler [3, 89].

On dokuzuncu ylizylldan beri hayvan deneyleri uygulamalari fizyoloji,
mikrobiyoloji ve cerrahi alanlarda kullanilmaktadir. Yirminci ytizyilin ikinci yarisinda ki
molekiiler biyolojide ki patlama, in vivo modellerin 6nemini arttirmigtir. Tiim modellerin
sinirlamalar1 bulunmaktadir. Tahminler zayif olabilir ve modeller gergek olaylara transfer
edilirken yetersiz kalabilirler. Dolayistyla hayvan modellerinden elde edilen verilerin
cevre ve insan sagligmma uygunlugu, hayvan modelinin arastirilan durum i¢in uygun
kriterlere sahip olmasi gerekliligini dogrurur. Ancak bu smirlamalar tiim modelleme
yaklagimlarinin 6nemli bir pargasidir. Hayvan modelleri hakkindaki ¢ogu soru bilimsel
degil etik sorulardir. Kamu sagliginda hayvan modellerinin kullanimi siki diizenlemelerle
zorunlu kilinmistir ve yeni ilaglarin destekleyici hayvan verileri olmadan onaylanmasi da
olas1 degildir [90]. Toksisite bir maddenin bir organizmaya zarar verebilme derecesidir ve
her kimyasal madde icin endise verici bir 6zelliktir. Doz ile maruz kalan organizma
tizerindeki etkileri arasindaki iligki, toksikolojide biiylik 6neme sahiptir. Kimyasallarin
toksisitesini degerlendirmek i¢in hayvan deneylerinin kullanilma siireci asagidaki sekilde

tanimlanmaistir:
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e Toksisite hedef iizerindeki etkilerine gore Olciilebilir.

e Bireyler ayn1 toksinin dozuna farkli tepki diizeylerine sahip olduklarindan dolayi,
toksisitenin popiilasyon diizeyinde bir ol¢iisii kullanilir. Bu 6l¢ii bir popiilasyonda
ki bireyler i¢in belirli bir sonucun olasiliklarini iliskilendirir. En ¢ok kullanilan
6l¢ii LD50’dir. (popiilasyonun %50’sinin 6liimiine neden olan doz)

e Dozu belirledikten sonra, verilerdeki belirsizlikleri ve tiirler arasindaki farkliliklar
hesaba katmak igin bir “giivenlik faktdrii” ile carpilir. Orne@in veriler

memelilerden ise 10, diger hayvanlardan geliyorsa 100 kullanilir.

Bu siire¢ oldukga basit varsayimlara dayanir ve birgok agik sorunu da icermektedir.
Omegin kimyasal karisimlarm (benzin, sigara dumani) toksisitesini belirlemek daha
zordur ¢linkii kimyasallarin yiizdeleri degisebilmekte ve etkilerin kombinasyonu sadece
onlarin toplamindan ibaret degildir. Biyolojik aktivitenin en yaygun Ol¢iisli inhibitor
konsantrasyonu (log (IC50)) olabilmektedir. incelenen biyolojik aktivitenin %50’sini
engellemek icin belirli bir bilesigin gereken konsantrasyonunu ifade eder. Benzer sekilde
LD50, belirli bir test siiresi sonunda test edilen popiilasyonun yarisint 6ldiirmek igin
gereken dozdur. J.W. Trevan tarafindan 1927 yilinda olusuturulmus olup genellikle viicut
agirhigina gére milligram cinsinden ifade edilir. Doz-yanit iligkisi, belirli bir maruz kalma
stiresinden sonra bir kimyasala farkli diizeylerde verilen dozlarin bir organizma iizerinde
ki etkisini aciklar. Doz — yanit egrisi, dozun organizmanin tepkisine olan iliskisini gosteren

x-y grafigidir.

e Olgiilen doz X ekseni iizerinde ¢izilir ve yanit Y ekseni iizerinde ¢izilir. (Sekil 2.3)
e Yant fizyolojik veya biyokimyasal bir tepkidir.
e LD50 toksikolojisinde kullanilir; IC50 ve etki konsantrasyonu (EC50) ise

farmokolojide kullanilan birimlerdir.
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Genellikle dozun logaritmas1 X ekseni lizerinde ¢izilir ve bdyle durumlarda egri

tipik olarak sigmoidaldir ve en dik kismi1 ortada bulunur.

In vitro testler, kiiltiire edilmis bakteri veya memeli hiicreleri iizerinde bir kimyasal
etkinin bilimsel analizidir. /n vitro sistemlerini kullanan deneyler, biiyiik sayida potansiyel
tedavi adaymin taranmasi gereken tip c¢alismalarinin erken asamalarinda veya olasi
kirleticiler i¢in hizli testler yapmak icin kullaniglidirlar. Bununla birlikte in vitro sistemler
non-fizyolojiktir ve dnemli sinirlamalara sahiptirler. /n vitro ve in vivo sonuglar zayif bir
iliskiye sahip olsa da in vitro sistemlerin toksik etkinliklerinin mekanistik anlayisini
ilerletme ve insana 6zgii toksik etkilerini tanimlamak i¢in insan hiicrelerini kullanma

konusunda 6nemli avantajlara sahiptirler.
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2.3. Toksikolojide Kullanilan In Silico Y ontemler

Diinya genelinde hayvan deneyleri i¢in yilik olarak kullanilan omurgali hayvan
sayisinin on milyonlar diizeyinde oldugu tahmin edilmektedir. Toksisitede, hayvan
deneyleri in vivo modeller olarak adlandirilir. Tiirler i¢in belirlenen dozlar verilir ve bu
dozlarin sonucunda elde edilen veriler insan saglhig1 veya cgevresel toksikoloji i¢in
kullanilir. Yine de yukarida belirtildigi gibi tiirler arasinda ki veri uyumlulugu her zaman
tutarli olmayabilir. Ornegin fareler i¢in dliimciil dozlar baska canlilar icin ¢ok farkli
olabilir. Kimyasal yapiin etki ile iliskilendirildigi bir modelin nasil olusturulacagi
bilgisayarlar heniiz mevcut olmadan 6nce bile arastirilmistir. Bugiin “in silico” terimi bu
amag i¢in kullanilan yontemleri kapsar. En ¢ok kullanilan in silico yontemler QSAR
yontemleridir ve molekiiler yapinin tiim etkinliklerinden sorumlu oldugu ilkesine dayanir

[91].
Bu boliimde toksikolojide kullanilan in silico yontemler 6zetlenmistir:

2.3.1. QSAR

Toksisite temelli QSAR'lar, bilinen aktiviteye sahip kimyasallarin ve tanimlanmig
kimyasal bir alanin modeli temel alinarak yeni kimyasallarin toksisitesini tahmin etmek
icin kullanilan matematiksel denklemlerdir. Egitim seti molekiiler acidan biiyiik ve
cesitliyse bu kiiresel bir QSAR olarak adlandirilir. Eger veri seti yapisal agidan birbirine
benzer bilesiklerden olusuyorsa, buna yerel QSAR denir. QSAR, yeni kimyasal yapinin
ozelliklerini nicelendirerek, egitim setinden elde edilen toksisite bilgisi kullanilarak yap1
ve aktivite arasindaki iliskiye dayanarak bilesigin genel toksik oOzelliklerinin tahmin
edilmesini saglar. Geleneksel anlamda QSAR bilgisayar kullanilmadan yapilabilir.
Toksikoloji i¢gin modern zaman QSAR kavraminin gerceklestigi en bilinen 6rnek, Corwin
Hansch ve Fujita'nin 203 mono- ve di-siibstitiie benzen yapilar ile 1-oktanol ve su

boliinme katsayilar1 arasindaki iliskiyi kullanarak olusturduklari denklemdir [92].
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Logl/C=ap + bs + cEs + const
Bu denklemde;

e C = Etki konsantrasyonu

e p = oktanol — su boliinme katsayisi (2.1)

e s =Hammett ikame sabiti

e Es = Taft ikame sabiti

LogP yani oktanol — su boliinme katsayisi, iki karismayan ¢oziiciiniin karisiminin

iki fazinda ki bilesigin konsantrasyonlarmin dengede ki oramidir. Bilesigin bu iki
¢oziiclideki ¢oziintirliik farkini 6lger. Genellikle ¢oziilerden biri su iken digeri hidrofobik
bir ¢oziiciidiir (6rnegin oktanol). Yiiksek oktanol/su boliinme katsayisina sahip kimyasal
maddeler hidrofobiktir ve hiicre zar1 gibi hidrofobik bdlgelere tercihen dagilirken,
hidrofilik maddeler kan serumu gibi hidrofilik bolgelerde bulunur. Bazi durumlarda
QSAR yontemleri daha spesifik isimler almaktadir, 6rnegin kantitatif yap1 6zellik iliskisi
QSPR bunlardan en yaygin olanlardandir [93]. Bilgisayar destekli QSAR'larin ortaya
cikist ile birlikte daha yiliksek hesaplama giicii, daha yiliksek verim ve yeni molekiiler
ozelliklerin kesfi saglanmistir. Boylece SAR iliskisinin nicelendirilmesinde daha ytiksek
bir ¢esitlilik elde edilmistir. Toksikolojide en sik modellenen QSAR son noktasi birkag
nedenden dolayr kanserojenite olarak verilmistir. Bunun birkag nedeni vardir.
Karsinojenite bulgularinin gelistirilmekte olan yeni bir ilag iirlinii i¢in diizenleyici onay1
engelleyebilmesi, ek inceleme dongiileriyle daha fazla zaman ve yatirim gerektirebilmesi
veya ila¢ etiketlemesinde degisikliklere yol a¢masi nedeniyle {iriin pazarlamasini
kisitlayabilir ve rekabeti etkileyebilir. Diger 6nemli hususlar arasinda, bir ilacin
karsinojenik potansiyelinin kritik bir etken olmasi, insanlarda test edilememesi, testin
kendisinin zaman ve mali kaynaklar agisindan maliyetli olmasi yer alir. Bu maliyetler ilag
iriinii i¢in diizenleyiciden onay kazanmaya calisan sponsor sirket tarafindan
karsilanmalidir. Ancak sonuglar maliyetten daha da 6nemli olabilir. Diizenleyici otoriteler,
insan saglhigini korumakla yiikiimliidiir ve potansiyel karsinojenlerin miimkiin olan en
erken asama da, 6rnegin 1. ve 2. faz klinik deneylerinden 6nce tespit edilmesi arzu edilir.

Buradaki 6nemli nokta ilaca tekrarlanan (giinliik) olarak maruz kalacak olan kisileri
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korumaktir ¢iinkii yeni bir ilag i¢in karsinojenite verileri genellikle yeni ila¢ basvurusu

yapilmadan 6nce sunulmaz [94].

2.3.2. Molekiiler Tamimlayicilar

Molekiiler yapidan bilgilendirici verilerin elde edilmesi, kemoinformatik alaninda ytiksek
Oneme sahiptir. Clinkii siklikla molekiillerin istatistiksel analizlerinde kullanilmaktadirlar.

Molekiiler tanimlayicilart hesaplamak igin bir¢ok olasi yaklagim bulunmaktadir:

¢ Yapisal Tammlayicilar: Atomlarin, baglarin ve fonksiyonel gruplarin sayisina ve
tiiriine bagl olarak olusturulur.

¢ Geometrik Tanimlayicilar: Molekiiliin yilizey alani, hacmi, atalet momentleri,
g6lge alan projeksiyonlari ve yer¢ekimi indislerini ifade eder.

e Topolojik Indisler: Molekiiler grafinin topolojisine dayanir. Sadece yapisal bilgi
olusturur. Ornegin Weiner indisi (molekiiler grafin tiim diigiimleri arasindaki bag
sayisinin toplami) ve Randic indisidir (bir molekiiliin dallanma 6zelligi).

e Fizikokimyasal Tamimlayicilar: Molekiillerin fiziksel 06zelliklerini tahmin
etmeye ¢alisir. Ornegin; molekiiler agirlik, hidrojen bag: alicilar, hidrojen bagi
vericileri ve logP gibi bdliinme katsayilaridir. LogP’nin hesaplanmasi, bir
maddenin oktanol ve su arasinda ki boliinme katsayisinin logaritmasini tahmin
eder ve maddenin lipfilikligini (veya hidrofobisini) gosterir.

o Elektrostatik Tammmlayicilar: Kismi atomik yiikler gibi elektrostatik 6zelliklere
dayanir ve hidrojen bagi olusumu ihtimaline bagli olarak degisebilir.

e Kuantum Kimyasal Tanimlayicilar: Molekiiler yoriingelere ve 6zelliklerine
baghdir.

e Parmak lIzleri (fingerprints): Onceden belirlenmis yapilarm varligi veya
yoklugunu kodlayan ikili dizilerdir. Onceden belirlenmis yapilarim alt yap: aramasi
icin zaman alic1 bir alt yap1 izomorfizma algoritmasi gerektirmesi nedeniyle, hizl
bir alt yap1 tarama yoOntemi gelistirilmis ve yapi1 anahtarli parmak izleri
olusturulmustur. Parmak izi, bir molekiilii kodlayan ikili bir dizedir ve belirli bir

konumda bulunan alt yapinin varligini (1) veya (0) olarak gosterir [95].
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2.3.3. Model Olusturma

Tanimlayicilarin se¢imi yapilan metodun (6rnegin her seferinde bir tane ekleme
ile ya da ¢ikarma) lizerinde deneme ve optimizasyonu ile saglanir. Hangi metot segilirse
secilsin, secimden sonra OngoOrii modelleri gelistirmek icin model Kkalitesinin
istatistiklerine dikkat edilmeli ve dogru modelleme yonteminin segildiginden emin
olunmalidir. Modelin disinda olusturulan verilere uygulandiginda modelin genellenmesi

(extrapolasyon) onemli bir konudur.

Kemoinformatik ve toksikolojide model olusturmak i¢in genis ¢apta uygulanan iki
tiir denetimli 6grenme yontemi bulunmaktadir: siniflandirma ve regresyon. Siniflandirma
yontemleri molekiilleri, biyolojik olarak en yaygin etkiye sahip veya etkisiz olarak iki
veya daha fazla smifa ayirir. Regresyon yontemleri ise Olgiilen bir biyolojik tepki
degiskeni gibi siirekli verileri kullanir. Molekiilleri bu verilerle iliskilendirerek olusturulan
modeli de kulanarak yeni ve goriinmeyen molekiiller i¢in siirekli sayisal bir degeri tahmin
etmeye calisir [96]. Smiflandirma i¢in en sik kullanilan yontemler: Kismi En Kiiciik
Kareler (Partial Least Squares), Dogrusal Diskriminant Analizi (Linear Discriminant
Analysis), Naive Bayes Smiflandiricis1 (Naive Bayesian Classifier), Karar Agaglari
(Decision Trees), Yinelemli Boliitleme (Recursive Partitioning) ve Destek Vektor
Makineleri (Support Vector Machines) iken, regresyon modellemesi i¢in sik¢a kullanilan
yontemler Coklu Dogrusal Regresyon (Multiple Linear Regression), Kismi En Kiigiik
Kareler (Partial Least Squares ), Destek Vektor Makineleri (Support Vector Machines ) ve
Yapay Sinir Aglar1 (Artificial Neural Networks) olarak bilinmektedir [97].
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Model yorumlama insanlarin modelleri bilinen temel prensiplerden anlamalarinin
faydali olacagi disiiniildiigiinde Onemli olarak kabul edilir. Az sayida kullanilan
tanimlayici ve onlarin basit bir denklemde ki rolii, genellikle bir QSAR sonucunu kabul
etmek icin gerekli goriiliir. Genellikle tahmin kalitesi ile yorumlama kalitesi arasinda bir
denge bulunmaktadir. Yorumlanabilir modeller, modelin problem alan1 hakkinda bilgi
saglamasi ve kullanicinin bilingli kararlar almasina yardime1 olmasi beklenen durumlarda
tercih edilir. Ancak bu modellerden elde edilen bilgi daha yorumlanabilir hale geldikce
tahmin kalitesi diismektedir. Tahmin edici modellerde ise durum tersidir yani tahmin
kalitesi arttikca yorumlama zorlagir. Yiiksek derecede tahmin edici modeller genellikle

kullanict tarafindan kolayca yorumlanamayan molekiiler tanimlayicilar kullanmaktadir.

Ancak hem SAR hemde QSAR tahminsel istatistiksel modellerdir ve bu nedenle
istatistiksel 6grenme kuramimin problemlerini yasar. Istatistiksel 6grenme kuramu, veri
kiimesinden bilgi edinmenin ve tahmin yapmanin nasil oldugu hakkinda bir teorik ¢erceve
sunar. Bir modelin olusturulmasi gérevini yerine getirebilecek birgok fonksiyon arasindan
performans ve basitlik gibi 6zelliklerini nicelendirmemiz gerekmektedir. Istatistik
alaninda insanlar az sayida serbest parametreye sahip modelleri, fizikte az sayida sabite
sahip modelleri, QSAR da ise yorumlanabilir tanimlayicilar iceren modelleri tercih
ederler. Herhangi bir 6zelligin tanimi, incelenen 6zel olgununun 6zelligine baglidir. Baska

bir deyisle veri bilgiyi yerine koyamaz.
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2.3.4. QSAR Metotlar1

Hiyerasik Kiimeleme Yontemi: Belirli bir sorgu bilesiginin toksisitesi birka¢ farkli
modelden elde edilen tahminlerin agirlikli ortalamasi kullanilarak tahmin edilir. Egitim
setini yapisal olarak benzer kiimelere bolmek i¢in Ward yontemi kullanilarak farkli
modeller elde edilir. Her kiime i¢in model olusturmak amaciyla genetik algortima tabanl

bir teknik kullanilir.

Tek Model Yontemi: Tahminler genetik algoritma tabanli bir yaklasim kullanilarak
egitim setine uygun ¢ok dogrusal bir regresyon modeli kullanilarak yapilir. Regresyon

modeli ¢alisma zamanindan 6nce olusturulur.

Grup Katkis1 Yontemi: Tahminler egitim setine uygun ¢ok dogrusal bir regresyon

modeli kullanilarak yapilir.

En Yakin Komsu Yoéntemi: Tahmin edilen toksisite egitim setinde test kimyasalina en

cok benzeyen 3 kimyasalin ortalamasi alinarak tahmin edilir.

Konsensiis Yontemi: Tahmin edilen toksisite yukaridaki QSAR yontemlerinden tahmin

edilen toksisitelerin ortalamasi alinarak tahmin edilir.

QSAR metotlar1 Tablo 2.5.’te 6zetlenmistir.



Tablo.2.5. QSAR Metodlar1

METOT AVANTAJLAR DEZAVANTAJLAR

Hiyerasik Kiimeleme e  Tahminler birden fazla e Egitim setindeki

Metodu modelden bilesikler i¢in harici
yapildigindan daha toksisite tahminleri
giivenilir tahminler saglayamaz.
iiretebilir.

Tek Model Yontemi e Tek seffaf model e Model tiim veri setleri
kolaylikla ile uygunluk
goriintiilenebilir ve sagladigindan
disa aktarilabilir. (segiciligin olmamasi)

e  Modelin kimyasallarin belirli kimyasal
dogru sekilde smiflar igin toksisite
kiimelenmesine egilimleri yanlis
dayanmasina gerek tahmin edilebilir.
yoktur. e Egitim setindeki

bilesikler i¢in harici
toksisite tanminleri
saglayamaz.

Grup Katkis1 Yontemi

o  Tek seffaf model
kolaylikla
goriintiilenebilir ve
disa aktarilabilir.

e Toksisite tahminleri
bir bilgisayar programi
kullanilmadan
yapilabilir.

e  Model bitigik
kimyasalar yapilarin
etkilesimlerini
diizeltemez.

e Model tiim veri setine
uygun oldugundan
belirli kimyasal
smiflar igin toksisite
egilimlerini yanlis
tahmin edebilir.

e Egitim setindeki
bilesikler harici
toksisite tahminleri
saglanamaz.

En Yakin Komsu Yontemi

e Hizli bir toksisite
tahmini saglar.

e Belirli bir test bilesigi
icin yapisal analoglarin
belirlenmesine olanak
saglar.

e Her zaman toksisiteye
iligkin harici bir
tahmin saglar.

o  Test bilesigi ile en
yakin komsular
arasindaki farklar
iligkilendirmek i¢in bir
QSAR modeli
kullanmaz.

e Harici dogrulama
sirasinda en koti
tahmin sonuglarini
elde ettigi
gosterilmistir.

Konsensiis Yontemi

1. Harici dogrulama
strasinda en iyi tahmin
sonuglarini elde ettigi
gosterilmigtir.

2. Egitim setindeki
bilesikler i¢in harici
toksisite tanminleri
saglanamaz.
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Hiyerasik Kiimeleme Metodu: Hiyerasik kiimeleme yontemi egitim setinden bir dizi

kiime tiretmek i¢cin Ward Yo6nteminin bir varyasyonunu kullanilir [98].

(1) n kimyasaldan olusan bir egitim seti i¢in baslangi¢ta n kiime (her kiime bir
kimyasal igerecek sekilde) olacaktir. Belirli bir | adimindaki sistemdeki genel

varyans, bireysel kiimelerin varyanslarmin toplami olarak tanimlanir:

Vi) = ?:1 V(k; ) 2.2)

(2) Burada v(k, I) 1 adimdaki k kiimesinin varyansidir:

: : d
vk, 1) =n, + Z(xij - Cj)xZ (2.3)
j=1
i=1

(3) ny k. Kiimedeki kimyasallarin, d genel tanimlayict havuzdaki tanimlayicilarin

sayisidir. x;; kimyasal i i¢in j tanimlayicinin normalize edilmis degeridir ve C; k.

Kiime i¢in j. tanimlayicinin merkezi veya ortalama degeridir.

1 "k
==Y Xy (2.4)

VAT
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(4) Bu yontemin her adimi sistemin tiim kiimelerinde ki varyansin artisint en

aza indirmek amaciyla iki kiimeyi birlestirir.
minAV({+D=V{I+1)-VA)=v(k, [+1)—v(ky,l) —v(ky 1) (2.5)

Kiimeler k; ve k,, [ adiminda bir araya gelerek / + 1 adiminda bir araya gelerek &’
kiimesini olustururlar. Kiimelerinin birlestirilme islemi, tiim kimyasallar tek bir kiimeye
toplanana kadar devam eder. Kiimeleme islemi tamamlandiktan sonra her bir kiime kabul
edilebilir bir QSAR’1n gelistirilip gelistirilemeyecegini belirlemek amaciyla analiz edilir.
Her bir kiime bu kiimede ki kimyasallarin toksiste degerlerini tanimlamak i¢in en uygun
tanimlayict  kiimesini  belirlemek i¢in genetik algoritma teknigi kullanilarak
degerlendirilmeye tabi tutulur. Belirli bir kiime i¢in izin verilen maksimum tanimlayici
sayisl, bilesiklerin degiskenlerinin oraninin, tesadiifi korelasyonlar i¢in makul bir olasilik

icin en az 5 olmasi gereken Onerilen orani olan n,/ 5 olacaktir [99].

Genetik algoritma diizeltilmis bes katli digsart birakma ¢apraz dogrulama

katsayisin1 maksimize etmek i¢in kullanilir (g%, £amo):

zi:o(yi_ J’exp,i)z / (g —p—-1)

nk 5
zi_o(l"exp,i_ J’exp) / (g —1)

(5) Q%djmo=1-— (2.6)

Vi Ve yexp kimyasal i¢in tahmini ve deneysel toksisite degerleridir. yex ise kiimede
ki kimyasallarin ortalama deneysel toksisitesidir ve p modeldeki parametre sayisidir.
Tahmini toksisite degerleri veri kiimesini bes katli disar1 birakma yontemi kullanarak
hesaplanir. Her bir katmanda ki kimyasallarin toksisiteleri (y;) diger katlarda ki
kimyasallara uyan c¢oklu dogrusal regresyon modeli kullanilarak tahmin edilir. Biiyiik
kiime boyutlar1 i¢in 6nemli derecede hesaplama tasarrufu sagladig: i¢in genetik algoritma
icinde geleneksel q°’LOO (LEAVE ONE OUT/ BIRINI CIKAR) yerine bes katli q?
kullanilir. nk — p — 1 terimi modelin tahmin giiciinii 6nemli Ol¢iide arttirmayan fazla
parametreleri iceren modelleri denklemden ¢ikartir. Optimizasyon siiresi sirasinda

modeller aykirt degerler agisindan kontrol edilir. Eger bir kimyasal madde aykir1 olarak
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belirlenirse, bu kimyasal madde kiimeden ¢ikarili ve genetik algoritma tanimlayici se¢imi
tekrarlanir. Genetik algoritma ile model olusturma ve aykir1 degerlerin kaldirilma stiresi

optimize edilmis modelde aykir1 deger tespit edilene kadar tekrarlanir.

Optimum model igin siire¢ tamamlandiginda modelin q> LOO degeri hesaplanr.
Eger q°LOO degeri 0.5 veya daha biiyiikse model gegerli kabul edilir. Eger g*LOO degeri
0.5ten kiigiikse model, test bilesikleri i¢in tahminler de bulunmak i¢in kullanilmaz. ikili
sonuglar icin bir modelin gegerliligi q°’LOO yerine Concordance LOO ile belirlenir.
Concordance, dogru tahmin edilen tiim bilesiklerin oranidir ( yani deneysel olarak aktif
olan bilesiklerin aktif olarak tahmin edilenleri ve deneysel olarak aktif olmaan bilesiklerin
aktif olmayanlar1 olarak tahmin edilenleri). Eger Concordance LOO degeri 0,8 veya daha
biiyiikse, model gegerli kabul edilir [100]. Bir test kimyasali icin tahmini toksisite (y")

tiim gecerli tahminlerin agirlikli ortalamasi ile verilir:

nve .
wjyt

6) ¥ = Shme (2.7)

LiZiwij

vy ve wj sirastyla modelin tahmini ve agirhdir. “nvc” gegerli kiime modeli
tahminlerinin sayisidir. Eger ortalama toksisite olasilik dagilimlarinin ortalama igin
maksimum olabilir tahminleyici tarafindan verilmekteyse agirlik degerleri asagidaki

gibidir:

(7) Burada sej,j tahmini hesaplanan standart hata anlamina gelmektedir.

1

wo=——0

se; (2.8)

(8) o degeri burada;
se, =+Jo, (L+hy,) (2.9)
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(9) Burada nj model j’deki kimyasallarin sayisidir ve pjmodel j i¢in parametre

sayisidir. Test kimyasal icin etki hoo asagidaki gibidir:

1;
A 2
Z(,Vr - yexp,:)
2 _ =l

nj—pj—l

2.10.
o (2.10.)

(10) Burada Xo test bilesigi igin model tanimlayict degerlerin vektoridiir.
Ames mutajenligi gibi ikili sonuclar i¢in tahminler bireysel tahminlerin esit
agirlikli olarak yapilmasi ile gergeklestirilir.

hy = Xj (XTX)_l X, (2.11)

(11) Coklu modellern gelen tahminin stardart sapmasinin karesi (c?) yaklasik

olarak asagidaki sekilde hesaplanabilir:

nve nve | ,
7 ZWJ-SEJ Z(%@ZJS% 1
ol=0" _1 )j=1 (1 | ] -
H nve nve/ me nve / nve nve
W, Z 1 ) |
J=l J=1 Sej J=l SeJ
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Tek Model Yontemi: Tek model yaklasiminda tiim egitim setine tek bir ¢oklu dogrusal
regresyon modeli uygulanir. Model hiyerarsik kiimeleme yontemi i¢in kullanilan teknikler
ve kisitlamalar kullanilarak olusturulur. Bu yaklasimin avantaji, kimyasallar1 dogru bir
sekilde kiimelestirmeye dayanmayan basit ve seffaf bir model gelistirebilmesidir. Bu
yaklasimin dezavantaji ise bazen genel bir modelin her kimyasal sinif igin toksisiteyi
dogru bir sekilde iliskilendiremeyebilmesidir. Ornegin tek model normal alkol serisi igin
( 6rnegin, 1 — propanol, 1- butanol, 1-pentanol, ) dogrusal olarak artan toksisite egilimini
dogru bir sekilde aciklayabilsede, dogrusal olarak artmayan bir asit serisi (6rnegin
propanoik asit, butanoik asit, pentanoik asit) i¢in egilimi yanlis bir sekilde aciklayabilir

[101].

Grup Katkis1 Yontemi: Grup katki yontemi, Martin ve Young’un grup katki yaklagimina
dayanmaktadir. Bir bilesigin igerdigi gruplarin sayist (6rnegin metil ve hidroksi
gruplarinin sayis1) tiim veri setine ¢oklu dogrusal regresyon modeli uydurmak igin
kullanilir. Modelde ki parametre sayisini azaltmak igin genetik algoritma yaklagimi
kullanilmaz ¢ilinkii bu yaklasim egitim setinde goriinen tiim gruplarin katkisini
tanimlamay1 amaglar. Egitim setinde her bir grup igeren en az ii¢ molekiil bulunmalidir.
Egitim setinde bir grup ii¢ kezden az goriiniiyorsa bu grup farmanlar listesinden ¢ikartilir
ve bu grubu iceren tiim kimyasallar egitim setinden ¢ikartilir. Coklu dogrusal regresyon
yapildiktan sonra model aykir1 degerler agisindan kontrol edilir. Aykir1 degerler tespit
edilirse bunlar ¢ikarilir ve regresyon yeniden yapilir. Bu siire¢ aykir1 deger kalmayana
kadar tekrarlanir. Bu yaklasimin avantaji, gorsel inceleme ile test bilesiginin molekiiler
yapisindan belirlenebilen tanimlayicilari olan tek bir seffaf model gelistirebilmesidir. Bu
yaklagimin dezavantaji1 ise her bir fragmanin katkisinin molekiil i¢indeki yakindaki diger

fragmanlarin varli§ina bagli olmadigini varsaymasidir [102].
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En Yakin Komsu Yontemi: Bu yaklasim da tahmini toksisite basit¢e egitim setindeki en
benzer kimyasalin (yapisal analoglarin) toksisitelerinin ortalamasidir. Bir tahmin yapmak
icin her bir yapisal analogun belirli bir minimum kosiniis benzerlik katsayisini (Similarity

coefficient — Scmin) agmasi gerekir.

#descriptors

2 XXy
SC,, = L
Lk #descriptors #descriptors
2 2
X DL Xy
J=1 J=1

(2.13)

Bu denklem de x;; kimyasal i i¢in j’nci normalize edilmis tanimlayict degeridir ve
xx kimyasal k i¢in j’nci tanimlayicit degeridir. SCmin tahmin kapsaminin diger QSAR
yontemlerine benzer olmast icin 0,5 olarak ayarlanmistir. En yakin komsu yontemi
toksiste hakkinda hizli bir dis tahmin saglar (test kimyasali se¢ilen analoglarin kiimseinde
hi¢ bulunmaz). En yakin komsu yonteminin dezavantaji test kimyasali ile yapisal

benzerlikler arasindaki farklarin hesaba katilmamasidir [103].
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2.3.5. Read- Across Yontemi

Read-across yontemi, kimyasallarin toksikolojik ve ekotoksikolojik 6zelliklerinin
tahmin edilmesi sirasinda kullanilan bir yaklasim olup, benzer yap1 veya 6zelliklere sahip
kimyasallardan elde edilen verilerin eksik verilere sahip kimyasallara transfer edilmesi
prensibine dayanir. Read-across, bilgi boslugunu doldurmak i¢in kullanilan bir yontemdir.
Bu yontemde, bir veya daha fazla kimyasaldan elde edilen bilgiler, ayni son nokta i¢in
hedef kimyasalin tahmin edilmesinde kullanilir. Read-across yontemiyle veri bosluklarini
doldururken iki ana sorunla karsilagilabilir. Bunlardan ilki, toksisite yoklugunu
degerlendirmede ki zorluktur, bu da dogru bir sonug i¢in daha fazla veri yiikii gerektirir.
Ikincisi ise belirsizlikle nasil basa ¢ikilacagi ve sonuglarin ne Slgiide giivenilir kabul
edilecegidir. Glivenilirlie katkida bulunan ¢esitli unsurlar vardir: read-across
gerceklestirmek i¢in kullanilan deneysel verilerin kalitesi ve sayisi, kullanilan kimyasal
benzerlik Ol¢iitleri, kimyasallarin biyolojik sistemlerle nasil etkilestigi hakkinda ki bilgi
ve diger oOzelliklerden veya in vitro testlerden elde edilen tamamlayict verilerin
dogruluklar1 bunlardan birkacidir. Read-across yaklasimi, gereksiz testlerden kaginmak
amaciyla ancak Annex XlI'de belirtilen asagidaki kriterleri karsilamasi halinde

kullanilmast REACH’e gore uygun kabul edilmektedir [104].

1. Sonuglarin siniflandirma ve etiketleme de risk degerlendirmesi amaci i¢in yeterli
olmalidur.

2. Sonuglarn ilgili test yontemlerince ele alinan anahtar parametrelerin yeterli ve
giivenilir bir kapsama sahip olmalidir.

3. Upygulanan yontemin yeterli ve giivenilir belgesi saglanmis olmalidir.
Read-across tabanli tahminleri gerceklestirmek icin temelde dort strateji bulunmaktadir:

1. Birinci strateji, bir analog kullanarak tek bir kimyasal i¢in bir tahmin yapmak
olarak adlandirilabilir.
2. lkinci strateji, bir analogun kullanilarak birden fazla kimyasal i¢in tahminler

yapilmasi olarak adlandirilabilir.
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3. Ugiincii strateji, bir kimyasal icin tahminler yapmak icin iki veya daha fazla
analogun kullanilmasidir.
4. Dordiincii strateji ise, iki veya daha fazla analogun kullanilarak birden fazla

kimyasal i¢in tahminler yapilmasidir [8].

Read-across'un kritik adimi, benzer bilesiklerin belirlenmesidir. Bu asagidaki yaklagimlar

araciligiyla gerceklestirilir [104]:

e Analog yaklasimi: Cok sinirli sayida kimyasala dayalidir (6rnegin, hedef madde
+ kaynak madde).

o Kategori yaklasimi: Daha genis bir analog araligina dayalidir (6rnegin, ii¢ veya

daha fazla tliye) ve 6zellikte belirgin bir goriintiiniin se¢ilmesidir.

Kimyasallar1 benzerlik acisindan gruplandirma stratejisi, kimyasal yapiya veya
ortak Ozelliklere (6rnegin, ortak Oncii veya parcalanma iirlinleri) dayanabilir. Hedef
bilesigin analoglarini bulmanin basit bir yolu, var olan kategorilere géz atmak veya uzman
bilgisini kullanarak bu bilesigi mevcut bir kategoriye baglamaktir. Gruplama da
analoglarin yapisal benzerlikleri, basta temel bilesen analizi (Principal Component
Analysis - PCA) veya desen tanima yaklasimlari (6rnegin, Kohonen sinir haritalart gibi)
gibi istatistiksel yaklasimlarla kesfedilebilir. Tiim analoglar i¢in ¢esitli tanimlayicilar
olusturulur (temel, topolojik ve geometrik tanimlayicilar, molekiiler baglant1 indisleri,
fizikokimyasal 6zellikler), ardindan uygun bir grafik (6rnegin, PCA grafigi) benzerlikleri,
trendleri ve olas1 aykirilar1 gorsellestirmeye olanak tanir. Bir diger gruplama tiirii olan son
nokta tabanli gruplama, tiim analoglar icin iiretilen farkli deneysel verileri ve QSAR
tahminlerini kullanir ve hedef alanindaki son noktalar1 igerir. Analoglar1 belirlemek i¢in
birgcok mevcut ara¢ bulunmaktadir. Bunlar arasinda ToxRead, OECD QSAR Toolbox,
AMBIT, ToxMatch, Leadscope, AIM ve ChemIDplus bulunmaktadir. ilgili analoglar igin
deneysel verilerin bir veri matrisinde toplanmasi, sonra ki read-across yaklasimlari i¢in
bir dnadimdir. Hedef bilesik i¢in son nokta bilgileri, ilgili analoglarin karsilik gelen
bilgileri kullanilarak elde edilebilir. Kimyasal yapinin benzerligi, fonksiyonel gruplarin

varligi, belirli uyarilarin uygulanabilirligi, ebeveyn bilesiklerin veya metabolitlerinin
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dikkate alinma nedenleri ve diger yaklagimlar agisindan en benzer vakalarin belirlenmesi
zaman alic1 bir siirectir. Bu siireci iyilestirmek i¢in bazi1 otomatik sistemler gelistirilmistir.
Bu ¢alismada kullanilan QSAR Toolbox’1n read-across fonksiyonu kullanilimi ti¢ adimda

ger¢eklesmektedir:

1. Profil olusturma: Hedef maddenin ilgili yapisal 6zelliklerinin tanimlanmasi ve
potansiyel mekanizmalarin veya etki tarzinin belirlenmesine dayanir.

2. Gruplandirma: Hedef igin taninan yapisal ozellikleri ve mekanizma tarzini
paylasan diger kimyasallarin belirlenmesine dayanir.

3. Veri boslugu doldurma: Mevcut deneysel verilerin kullanilmasini igerir.

QSAR Toolbox, deneysel calismalardan elde edilen sonuglarla birlikte diizenleyici
envanterler ve tehlikeli ve diger 6zelliklerin varligini gosterebilen yapisal uyarilar igin
birikmis bilgiler igceren veritabanlari icerir. Bu uyarilar, "profilciler" olarak adlandirilan
SAR tiirli bilgilerini kodlar. "DNA Baglanma", "Protein Baglanma", "Sucul toksisite
mekanizmalar1" gibi bazi 6rnek profiller bulunmaktadir. Read-across tabanli tahminler
i¢in araglarin yani sira, QSAR Toolbox ayrica trend analizi yapmak ve eksik deneysel

degerleri tahmin etmek icin (Q)SAR modelleri igeren araglar da icermektedir[105].

2.4. In Silico Modelleri ile Tekrarlanan Doz Toksisitesi (RDT): Tlaclar icin Advers
Etki Gozlenen En Diisiik Diizey (LOAEL) ve Advers Etki Gozlenmeyen Diizey
(NOAEL) Tahmini

Ilag gelistirme siirecinin &n klinik asamasinda, hayvan modellerinde ilag
molekiiliiliiniin tekrarlanan doz toksisitesi (Repeated-dose Toxicity - RDT) degerlendirilir.
RDT calismalarinin hedefi NOAEL ve LOAEL tespit edilmesidir. NOAEL insanlarda
klinik calismalara baslamak icin giivenli olan maksimum tavsiye edilen baslangic
dozunun (Maximum Recommended Starting Dose - MRSD) hesaplanmasina yardimci
olur. /n vivo RDT c¢alismalar1 pahali ve zaman alic1 oldugundan, in silico yaklasimlar
degerli bir alternatif olarak kullanilabilir. RDT caligmalari, belirli bir siire boyunca bir
maddeye oral, dermal veya inhalasyon yoluyla tekrarlanan maruziyetin etkilerini
belirlemek amaciyla tasarlanmistir. Test maddesinin tekrarlanan maruziyet sonrasi

toksikolojik profilinin karakterize edilmesi, RDT caligmasinin temel amacidir. RDT
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testleri olumsuz etkileri, potansiyel hedef organlari veya sistemleri (iireme sistemi,
karaciger, bobrek, merkezi sinir sistemi, endokrin sistem) ve etkilerin kaliciligini veya
tersine cevrilebilirligini belirlemek igin detayli bilgiler saglar. Ilag gelistirme uzun,
karmasik ve pahali bir siiregtir. Tipik prosediir {i¢ ana adimdan olusur: kesif, preklinik faz
ve klinik fazdir. Klinik denemeler, giinliik kronik dozlama igerdiginde, 6n klinik asamada
hayvan modelleri iizerinde RDT c¢alismalarinin gergeklestirilmesini gerektirir. Bu
caligmalarin ana sonuglar1 olan NOAEL ve LOAEL, klinik dis1 risk degerlendirmesinde
son derece dnemlidir. NOAEL, biyolojik olarak énemli olumsuz etkilerin olmadig1 en
yiiksek doz olarak, LOAEL ise olumsuz etkilerin goriildiigii en diisiik maruziyet olarak
tanimlanir. En uygun hayvan tlirinde yapilan klinik dis1 giivenlik ¢alismalarinda
belirlenen NOAEL, insanlarda ilk doz i¢in 6nemli bilgiler verir. NOAEL, ilk insan
calismasinda (klinik deneme) MRSD hesaplanmasi i¢in gereklidir [106][Sekil 2.4 ].



PiYASAYA
SURULMESI

Toksisite n
calismalarinda Onerilen
NOAEL’in Maksimum
(mg/kg/giin) Baglangic Dozu
belirlenmesi

Hayvanlarda Giivenlik faktoriiniin
belirlenmis se¢imi ve insan i¢in
NOAEL ’in insan belirlenen esdeger
. dozun bu faktére
esdeger dozuna R
e . boliinmesi
dondistiiriilmesi

En uygun tiirlen
insan egdeger
dozunun
secilmesi

Sekil 2.4. ilag gelistirilmesi asamalari.
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Mlaglar disinda, diger diizenleyici kimyasallar da bir maddenin potansiyel risklerini
degerlendirmek icin de RDT testlerinin yapilmasi gerekir. Bunlara ornek olarak
endiistriyel kimyasallar, tarim kimyasallari, biyositler ve kozmetikler verilebilir.
Gelistirme siirecince tespit edilen toksisitenin neden oldugu ilag basarisizligi ve geri
cekilmenin yiiksek maliyeti géz Oniline alindiginda bir ilacin potansiyel toksisitesi
mimkiin olan en kisa silirede belirlenmelidir. Kimyasallarin  gilivenliginin
degerlendirilmesinde RDT ¢alismalarinin sonuglarinin 6énemi inkar edilemez ancak in

vivo testler zaman alic1 ve ¢ok pahalidir [107].
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Bilgisayar temelli programlarda kullanilan NOAEL ve LOAEL degerlerini iceren

veritabanlart mevcuttur ve farkli kaynaklar arasinda yiiksek oran da benzerlik

bulunmaktadir (Tablo 2.6). Genellikle NOAEL ve LOAEL i¢in 6l¢tim birimi mg/kg viicut

agirligi/giin olarak ifade edilir. Dogru hesaplamali modeller olusturabilmek i¢in, kimyasal

yapilarin ve verilerin kalitesi biiyiik 6nem tagimaktadir. Ayrica LOAEL ve NOAEL i¢in

sadece nihai doz degil, maruz kalma yolu ve siiresi, kullanilan tiir ve sus, dozlama siklig1

gibi diger destekleyici bilgiler de 6nemlidir. Bu bilgilerin modelleme icin kalitesini ve

potansiyel kullanimini dogru bir sekilde degerlendirmek gereklidir [108].

Tablo.2.6. NOAEL ve LOAEL Veritabanlar1 [109]

Veritabam | Sahip Gelistiricisi | Maruz Maruz Kullanilan Kaynak
Adi Oldugu Kalma Kalma Hayvan
Etken Yollar Siiresi Modelleri
Madde
Sayisi
RepDosc 655 Fraunhofer | Oral Enaz 14 Kemirgenler | fraunhofer
ITEM Inhalasyon | giin -
repdose.de
Munro 613 Munro ve Oral 910 giine Kemirgenler | QSAR
ark. kadar Tavsan OECD
Toolbox
HESS 500 NITE Oral 28-120 giin | Kemirgenler | QSAR
arast OECD
Toolbox
IRIS >500 US EPA Bir¢ok Uzun Kemirgenler | www.epa.
Siireler gov
COSMOS 1660 COSO0S Birgok Uzun Kemirgenler | www.cos
project Siireler mosdb.cos
mostox.eu
ToxRef 310 US EPA Bir¢ok Uzun Kemirgenler | QSAR
Siireler OECD

Toolbox
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Fraunhofer ITEM tarafindan Avrupa Kimya Endiistrisi Konseyi (European
Chemical Industry Council - CEFIC) tarafindan finanse edilen bir proje kapsaminda
gelistirilen RepDose veritabani, kemirgenlerde en az 14 giin siireyle maruz kalinan
maddeye iliskin oral (gavaj, besleme ve igme suyu) veya inhalasyon c¢alismalari i¢in 655
kimyasal maddeye ait deneysel NOAEL ve LOAEL degerlerini icermektedir. Ayrica veri
kalitesini gdsteren bir puanlama (A, B, C, D) da saglanmaktadir. Kullanilan hayvanlar
hakkinda bilgiler (sus, cinsiyet, doz grubu basina say1) ve maruziyet (slire ve uygulama
yolu, maruziyet sonrast gozlem siiresi ve doz gruplar1) da verilmektedir. Veritabani,
toksikolojik (hedef organlarin tiimii ile iligkili etkiler ve LOAEL gibi doz verileri) ve
fizikokimyasal (molekil agirligi, suda ¢oziiniirliik, fiziksel durum, kaynama noktasi,
ayrisma sabiti, oktanol-su boliinme katsayisi ve buhar basinci) veriler icermektedir.
RepDose veritaban1 http://fraunhofer-repdose.de/ adresinde mevcuttur ve kullanici
kaydiyla ticretsiz erisim saglanmaktadir. Kullanici dostu bir sorgulama ekrant LOAEL,
hedef organlar ve etkiler {izerinde yapisal 6zelliklerin ve fizikokimyasal verilerin etkisine
iligkin bilgileri igerir. Munro ve arkadaslari, kemirgenler ve tavsanlar {izerinde yapilan
sub-kronik, kronik, ireme toksisitesi ve teratojenik ¢alismalarla ilgili 613 organik bilesik
icin NOAEL ve LOAEL degerlerini igeren bir veritabani olusturmustur. Her bilesik i¢in
kimyasal ad, CAS numarasi, tiir, cinsiyet, maruz kalma yolu, test edilen dozlar, caligma
tiirti, siire, son noktalar(endpoint), NOAEL ve LOAEL referanslar1 bildirilmistir. Veriler
dort farkli kaynaktan elde edilmektedir [110, 111]:

e ABD Ulusal Toksikoloji Programi (National Toxicology Program - NTP) teknik
raporlar1 (1984 sonrast),

e (Gida Katki Maddeleri Konusunda FAO/WHO Uzman Komitesi tarafindan
hazirlanan toksikolojik monograflar (JECFA)

o Entegre Risk Bilgi Sistemi (Integrated Risk Information System - IRIS) veritabani

e Gelisimsel ve Ureme Toksikolojisi (Developmental and Reproductive Toxicology
- DART) veritabani
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Munro veritabaninda ki bilesikler ¢esitli kimyasallar1 (pestisitler, gida katki
maddeleri) temsil eder. Bir ¢alismanin toksik etkileri saptayacak kadar titiz oldugunu
gosterebilmek ve bilesenin veritabanina dahil edilmesi icin hem NOAEL hem de LOAEL
degerlerine sahip olmasi1 gereklidir. Ancak bazi durumlar icin LOAEL mevcut degildir
¢linkii maddeler ana gida bilesenleri olup iyi yiiriitiilen ¢alismalarda test edilen en yiliksek
doz da toksisitesi gostermemistir [110]. Tehlike Degerlendirme Sistemi (Hazard
Evaluation Support System - HESS) veritabani, Japonya'nin Saglik, Calisma ve Refah
Bakanligi, Ulusal Teknoloji ve Degerlendirme Enstitiisii (National Institute of Technology
and Evaluation - NITE) ve Ekonomi, Ticaret ve Sanayi Bakanlig1 (Ministry of Economy,
Trade and Industry - MET]) tarafindan {iretilen raporlardan elde edilen 500 kimyasal i¢in
RDT verilerini icermektedir. Bu veritabani, sicanlar da oral yolla sub-kronik ve kronik
(28-120 giin) maruziyetle ilgili detayli RDT verilerini igerir. HESS veritabani, QSAR
OECD Toolbox'tan iicretsiz olarak indirilebilir ve hedef bilesenler icin CAS numarasi,
kimyasal ad, SMILES, maruz kalma yolu ve ¢aligmalarin siiresi, kullanilan hayvan (sus,
cinsiyet), toksikolojik veriler (organ, doku, etkiler, kullanilan en biiyiik ve en kiiciik
dozlar) ve NOAEL/LOAEL degerleri gibi bilgiler saglar [112]. IRIS, EPA tarafindan
gelistirilen ve ¢cevrede bulunan 500'den fazla kimyasal hakkinda bilgi i¢eren halka agik bir
veritabanidir. Cevresel kimyasallar hakkinda tanimlayici ve nicel kronik saglik bilgileri
saglayarak risk karar verme siireclerini destekler. IRIS veritabaninda iki ana etki kategorisi
bulunur: kanser dis1 (oral referans dozlar1 ve inhalasyon referans konsantrasyonlari: RfDs
ve RfCs) ve kanser etkileri. NOAEL ve LOAEL, kullanilan tiirler, maruziyet yolu ve
stiresi, test edilen konsantrasyonlar ve hedef organlar hakkinda bilgi iceren ¢alismalarin
detayli Ozetleri ile raporlanmistir. Kullanicilar, EPA  web sitesinden verilere
erisebilmektedir [113]. COSMOS veritabani, 1660 bilesik icin 12,538 toksikolojik
calisma icerir. iki veri seti mevcuttur: Amerikan Birlesik Devletleri Gida ve ila¢ Dairesi
(Food and Drug Administration - US FDA) ve oRepeatToxDB. Ik veri seti tekrarlanan

doz ve genetik toksisite verileri dahil olmak tizere 12,198 calisma icerir [114].
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2.4.2. NOAEL ve LOAEL i¢in Yaymlanmis Ornek Modeller

Bu baglik altinda bahsedilecek modeller basta ilaglar icin NOAEL ve LOAEL
tahmin etmek {izere olusturulmamistir. Modelleme icin kullanilan bilesikler farkli
endiistriyel ve ¢evresel ¢alismalardan olusturulmustur. Performanslar kabul edilebilirlige
yakindir ve disiplinlerarast bir baglam da kullanilabilecek giivenilir bir modelin
gelistirilmesi i¢in iyi bir baslangi¢ noktasi gosterir. Tablo 2.7., literatiire dayalt modelleri
0zetlemektedir. RDT'nin tahmini i¢in en son modellerden biri Toropov ve ark. Tarafindan
aciklanmistir [41]. Monte Carlo yontemi ve iic molekiiler tanimlayict kullanarak 113
organik bilesik i¢in NOAEL hesaplamas1 yapilmistir. Veri ve egitim setinde ki (97 bilesik)
ortalama performanslar sirasiyla R?> ve RMSE (kok kare hatasi) igin 0.52 ve 0.61 olarak
hesaplanmistir. Test setinde (16 bilesik), R2 ve RMSE (kok kare hatasi) agisindan
performans sirastyla 0.62 ile 0.73 ve 0.44 ile 0.52 arasinda degismistir.
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Tablo.2.7. LOAEL ve NOAEL Hesaplanmasi i¢in Yapilmisg Deneysel Caligmalar

arasinda

Kaynak Hesaplanan Yoéntem Siire Veri Seti | Reelde
Son Nokta Sayisi Kullanilan
(Endpoint) Denek
Sayisi
Toropov ve NOAEL Monte Carlo 28 11a 90 giin | 97 16
ark. (2015) arasinda
sicanlar
iizerinde oral
olarak
Gadaleta ve LOAEL k-NN 90 giin 254 179
ark. (2014) siganlara oral
olarak
Toropovave | NOAEL Monte Carlo 28 giin 180 21
ark. (2014) siganlara oral
olarak
Sakuratani ve | LOAEL Read-across 28 ila 90 giin | 500 Hig
ark. (2013) arasinda
sicanlar
iizerinde oral
olarak
Mazzatorta LOAEL GA-PLS for 180 giinden 19 Hig
ve ark. selecting fazla olmak
(2008) descriptors and | lizere sicanlar
LOO-SMLR for | lizerinde
model
generating
Garcia- LOAEL Furnival- Sicanlar 87 16
Domenech ve Wilson tizerinde
ark. (2006) algorithm for kronik
selecting ¢aligmalar
descriptor;
MLR for (LOO
crossvalidation)
model
generating
De Julian- LOAEL Adim adim Kronik 86 17
Ortiz et al. prosedir caligmalar
(2005) tanimlayarak
Matthews ve | NOAEL SA Insanlarda 1309 0
ark. oral yolla 3
ilal2 ay
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Toropova ve digerleri [115], Monte Carlo yontemi kullanarak si¢anlar da 28 giin
stiren oral maruziyet i¢in 218 NOAEL verisini modellemistir [115]. Egitim ve test setleri
icin R2 sirasiyla 0,679 ile 0,718 ve 0,61 ile 0,66 arasinda degismistir. Gadaleta ve
digerleri, benzerlik kavramina dayanan bir hesaplamali teknik olan en yakin komsular (k-
NN) algoritmasini kullanarak LOAEL tahmini i¢in bir model gelistirmislerdir [116].
Modelin egitim ve test setleri sirasiyla 254 ve 174 organik bilesikten olusmaktadir ve iki
set i¢in R?, farkli k degerleri goz 6niinde bulundurularak 0,632 ile 0,769 ve 0,552 ile 0,682
arasinda kullanilmisti. Bu model VEGA (http://www.vega-gsar.eu/) uygulamasi
kullanilarak ¢aligilmistir. Sakuratani ve ark., mekanistik bilgiye dayanarak, siganlar da 28
ile 120 giin arasinda oral maruziyetle ilgili RDT verilerine sahip 500 kimyasal ile baglayan
bir egitim setinden yola ¢ikarak, bireysel toksisite tiirleriyle ilgili 33 kimyasal kategori
belirlemistir [117]. Kimyasallar belirli bir kategoriye ayrildiktan sonra kategori iginde ki
diger kimyasallara read-across (veri boslugunu doldurma yaklasimi) ile LOAEL
tiretilmistir. Bu model LOAEL i¢in rakamlar saglamamakta ancak hedef kimyasal
tarafindan etkilenme olasilig1 en yiiksek olan hedef organi belirlemek i¢in kullanilabilir.
Calisma HESS platformu {izerinden erisilebilir durumdadir. Mazzatorta ve digerleri
tarafindan, genetik algoritma ve kismi en kiigiik kareler entegre yaklasimi uygulanarak
LOAEL tahmini i¢in bir model gelistirilmistir. Secilen tanimlayicilar 445 kronik toksisite
verisi (sicanlar da 180 giin veya daha fazla oral maruziyet) ¢esitli kaynaklardan segilerek
coklu lineer regresyon (LOO-SMLR) araciligiyla bir LOAEL tahmin modeli gelistirmek
icin kullanilmistir [118]. Son veri seti pestisitler, ilaclar ve dogal iiriinler icermektedir. Bu

modelin gerceklestirdigi performanslar R? 0,570 ve RMSE 0,700 olarak hesaplanmustir.
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2.5. Tez Kapsaminda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu tez kapsaminda asagida 6zet bilgileri verilen etken maddelerin QSAR Toolbox
tizerinde LD50 ve NOAEL degerleri hesaplanmistir. Maddelerin se¢ilmesinde hesaplama
sonrasi ¢ikan sonuclarin, gercek deneysel veriler ile karsilastirilmasi yapilabilmesi i¢in
halihazirda mevcut LD50 ve NOAEL degeri olanlarin se¢ilmesine oncelik verilmistir.
Sonug benzerliklerinin karsilagtirilmasindan sonra literatiirde halihazirda toksisite verisi

bulunmayan Baklofen isimli etken madde secilerek degerleri hesaplanmaya ¢alisilmistir.
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AMOKSISILIN

Amoksisilin, genis spektrumlu bir beta-laktam antibiyotik olup, penisilin ailesine
aittir. Bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak kullanilir. Amoksisilin, gram-
pozitif ve bazi gram-negatif bakterilere karsi etkilidir ve bakterilerin hiicre duvari

sentezini inhibe ederek islev goriir.

Kimyasal ve Fiziksel Ozellikler:

Sekil 2.5. Amoksisilin Kimyasal Gosterimi

e Kimyasal Formiil: CL6H19N305S

e Molekiil Agirhgi: 365,4 g/mol

e Hidrojen Bag Donor Sayisi: 4

e Tam Kiitlesi: 365,10454189 g/mol

e Agir Atom Sayisi: 25

e Kaynama Noktasi: 194 °C

e pH:74
Farmakolojik Ozellikleri

Amoksisilin tek basina, kulak, burun, bogaz, genitoiiriner sistem, deri ve alt

solunum yolu gibi hassas bakteri enfeksiyonlarin tedavisinde endikedir. Amoksisilin,

akut bakteriyel siniizit, toplum kaynakli pndmoni, alt solunum yolu enfeksiyonlari, akut

bakteriyel otitis media, deri ve deri yapisi enfeksiyonlar: ve idrar yolu enfeksiyonlarini
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tedavi etmek i¢in klavulanik asit ile birlikte verilir. Amoksisilin, Helicobacter pylori (H.

pylori) enfeksiyonunun tedavisinde omeprazol ile birlikte kullanilir [119].
Farmakodinamik Ozellikleri

Amoksisilin, penisilin baglayici proteinleri rekabet¢i olarak inhibe eder, bu da
otolitik enzimlerin yukar1 regiilasyonuna ve hiicre duvari sentezinin inhibisyonuna yol
acar. Amoksisilin, genellikle giinde iki kez verildigi i¢in uzun bir etki siiresine sahiptir.
Amoksisilin genis bir terapotik araliga sahiptir ¢iinkii hafif doz asimi1 durumlarinda 6nemli

bir toksisite ile iliskilendirilmez [120].
Toksisite Verileri

Amoksisilin dahil olmak iizere penisilin tedavisi goren hastalar da ciddi ve bazen
6liimciil olabilen asir1 duyarlilik (anafilaktik) reaksiyonlar bildirilmistir. Bu reaksiyonlar,
penisilin asir1 duyarlilik 6ykiisii olan ve birden fazla alerjene duyarlilik 6ykiisii olan
bireyler de daha olasidir. Bu ilaglarin kullanimi ile dogumsal malformasyonlarin insidansi
veya tlirii arasinda herhangi bir iliski bulunmamastir. Bu ilaglarin kullanimi ile intrauterin
biiylime geriligi veya perinatal 6liim arasinda bir iliski bulunmamis, ancak kullanicilar
arasinda erken dogum oraninda (%8,9) kullanic1 olmayanlara (%6,5) kiyasla anlamli bir

fark oldugu gozlemlenmistir.

Fareler ve siganlarda 2000 mg/kg'a kadar olan dozlar ile lireme calismalar
yapilmistir. Amoksisilinin fetiise zarar verdigine dair bir kanit bulunmamistir. Ancak 100
pg/mL amoksisilin, in vitro ortam da sicanlarin bobrek gelisimini etkilemistir.
Amoksisilinin uzun siireli kullanimi, implantlarin ¢evresindeki kemik olusumu {izerinde
olumsuz bir etkiye sahip olabilir. Amoksisilinin tek basina mutajenik potansiyelini tespit
etmek icin calismalar yapilmamistir ancak amoksisilin ve potasyum klavulanatin 4:1
karisimi lizerinde yapilan testlerden elde edilen bilgiler mevcuttur. Amoksisilin ve
potasyum klavulanat, Ames bakteri mutasyon testinde ve maya gen doniisiim testinde
mutajenik bulunmamistir. Amoksisilin ve potasyum klavulanat, fare lenfoma testinde
zayif bir pozitif sonug¢ vermistir. Amoksisilin ve potasyum klavulanat, fare mikroniikleus

testinde ve farelerde dominant letal testinde negatif sonu¢ vermistir [121].
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e LDS50 (oral, sican): 1500 mg/kg
e | D50 (oral, fare): 2500 mg/kg
e NOAEL (si¢an): 2450 mg/kg/giinliik [122]

Amoksisilin segilmesindeki baglica neden tip diinyasinda yaygin olarak kullanilan
bir antibiyotiktir. Bu nedenle toksikolojik profili ve giivenlik marjinleri iyi olarak bilinir.
Bu tir yaygin olarak kullanilan bir madde {izerinde yapilan deneysel caligmalar,
hesaplamalar {lizerinde yapilan ¢aligmada giivenilir bir karsilagtirma 6rnegi olur. Genis
spektrumlu etkisi sayesinde cesitli bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir. Bu
durum, hem insan saglig1 hem de veterinerlik agisindan énemli bir antibiyotik olmasini
saglar. Genis spektrumlu etkisi, toksikolojik degerlendirmeler i¢in ¢esitli biyolojik
sistemlerle etkilesimini anlamak acisindan Onemlidir. LD50 ve NOAEL gibi
parametrelerin belirlenmesi, Amoksisilin'in glivenli doz araliklarin1 ve potansiyel toksik
etkilerini anlamak i¢in oOnemlidir. Bu tiir veriler, 6zellikle yeni antibiyotiklerin

gelistirilmesi sirasinda karsilagtirma yapmak i¢in kullanilabilir.
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ISOTRETINOIN

[sotretinoin, siddetli akne tedavisinde kullanilan bir retinoid tiirevidir. Cilt

hiicrelerinin dongiisiinii diizenleyerek calisir ve yag bezlerinin kiigiilmesine yardimci olur.

Sekil 2.6. Isotretinoin Kimyasal Gosterimi

Kimyasal ve Fiziksel Ozellikler

¢ Kimyasal Formiil: C20H2802

e  Molekiil Agirhg:: 300,44 g/mol

e Hidrojen Bag1 Donér Sayisi: 1

e Tam Kiitlesi: 300,208930132 g/mol
e Agir Atom Sayisi: 22

¢ Kaynama Noktasi: 437,5°C

e pH:40

Farmakolojik Ozellikler

Isotretinoin, siddetli direncli nodiiler akne tedavisinde 12 yas ve iizeri hastalar i¢in

endikedir.
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Farmakodinamik Ozellikler

Isotretinoin hiicre dongiisiinii, hiicre farklilasmasini, hayatta kalmay1 ve apoptozu
degistirerek etkilerini gosterir. Bu etkiler sebum iiretimini azaltir, gdzeneklerin
tikanmasini ve akneye neden olan bakterilerin cogalmasini engeller. Istretinoin ve 4-okso-
isotretinoin, sebum {iretimini &nemli Olciide azaltir. Istretinoinin, retinol baglayic
proteinlere (RBP'ler) ve retinoik asit niikleer reseptorlerine (RAR'lar) ¢ok az ya da hig
afinitesi yoktur. Tretinoin ve 4-okso-tretinoin, isotretinoinin akne tedavisindeki etkisinin
bir pargasi oldugu diisiiniilen RAR-y reseptoriine baglanir. Istretinoin, sebositlerde
apoptozu indiikleyerek sebum iiretimini azaltir. Ayrica bilinmeyen bir mekanizma ile
hiperkeratinizasyonu azaltarak komedon olusumunu da engeller. Istretinoin, dogrudan
bakterileri 61diirmez ancak sebum kanallarinin boyutunu kiigiiltlir ve mikrogevreyi akneye

neden olan bakteriler i¢in daha az elverisli hale getirir [123].
Toksisite Verileri

Deri alerjik reaksiyonlar1 ve genellikle ekstremitelerde purpura (morarmalar ve
kirmizi lekeler) ve ekstradermal etkilenim (bdbrek dahil) ile ciddi alerjik vaskiilit vakalari
doz asiminda gdzlenmistir. Isotretinoin tedavisi goren hastalarda yiikselmis veya normal
serum trigliserid konsantrasyonlari ile akut pankreatit, nadir vakalarda 6liimciil hemorajik
pankreatit gozlenmistir. Yiiksek dozda sistemik olarak verilen vitamin A ile benzer sekilde
iskelet anormallikleri goriilmiistiir. Uzun siireli, yliksek doz da veya birden fazla
isotretinoin tedavi kiiriiniin, tek bir tedavi kiiriinden daha fazlasi iskelet sistemi {izerinde
etkili olabilecegine dair baz1 kanitlar mevcuttur. Ekim 1982 ile Haziran 1985 arasinda,
Advers Ila¢ Reaksiyon Raporlama Sistemi (Adverse Drug Reaction Reporting System -
ADRRSY) isotretinoin kullanan 93 hastada 104 siipheli advers reaksiyon raporu almistir.
Deri ve mukoz membranlar, merkezi sinir sistemi, iskelet sistemi, gebelik ve gozlerle ilgili
advers reaksiyonlar en yaygin olarak bildirilenler arasindadir. Siddetli bas agrist en sik
rapor edilen advers reaksiyon olmustur. Isotretinoin, FDAnin depresyon ve intihar
girisimleri ile iliskilendirilen ilaglar veritabaninda ilk 10'da yer almaktadir. Ancak bu iligki
tartismalidir ¢linkli orta derecede aknesi olan hastalarin %5.6'sinda mevcut intihar

diistinceleri bulunabilir, akne tedavisinin iyilesmesi genellikle iligkili depresyonu azaltir
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ve isotretinoin kullanicilarinin depresyon yasama veya intihar etme olasiligi, akne icin
antibiyotik kullananlarla ayn1 degildir. Ik gebelik ayinda isotretinoin kullanan bir annenin
bebeginde asimetrik aglayan yiiz ve diger anormallikler bildirilmistir. Ilk trimesterde
isotretinoin kullanan annelerin dogurdugu iki bebekte belirgin frontal ¢ikinti, hidrosefali,
mikroftalmi ve kiiciik, deforme olmus, diisiik yerlesimli, farklilasmamis kulaklar
gbzlemlenmistir. Ayrica Dandy-Walker malformasyonu, mikroensefali, hipertelorizm,
kiiciik kulak kanallari, yarik damak, kiigilk agiz ve dogumsal kalp hastaligi da

gbzlemlenmistir. Isotretinoin, insanlarda giiclii bir teratojendir [123].

Oral isotretinoin verilen erkek ve disi siganlarda 8 veya 32 mg/kg/giin dozlarinda
18 aydan uzun siire tedavi devam edilmistir. Dozla iligkili olarak kontrol gruplarina gore
pheochromocytoma insidansinda artis goézlemlenmistir. Daha yiiksek doz da adrenal
mediiller hiperplazi insidans1 da her iki cinsiyette artmistir. Kopeklerde, oral isotretinoin
tedavisinden sonra testis atrofi gozlemlenmistir. Tedavi 30 hafta boyunca 20 veya 60
mg/kg/giin dozlarinda yapilmistir. Sicanlar da gonadal fonksiyon, dogurganlik, gebelik
orani, gestasyon veya dogum iizerinde advers etkiler gzlemlenmemistir. Farelerde klinik
doz (1 mg/kg/giin), hipokampiiste ve subventrikiiler bolgede hiicre proliferasyonunu
onemli Olgiide azaltir, hipokampal norojenezisi baskilar ve mekansal radial labirent

gorevini 6grenme kapasitesini ciddi sekilde bozdugu goézlenmistir [ 124].

e LD50 (Oral, Fare): 3500 mg/kg
e LDS50 (Oral, Sigan): 1000 mg/kg
e NOAEL (Sigan): 0,4 mg/kg/giin [125]

Isotretinoin’in siddetli akne tedavisinde kullanimi sebebi ile ergenlik doneminde
baslayarak toplum igerisinde artan bir kullanim ivmesi yakalamistir. Bu denli yiiksek
kullanima sahip bir ilacin toksikolojik degerlerinin dogrulugunun iyilestirilmesinin
saglanmast onemli bir adimdir. Isotretinoin’in bilinen yan etkileri ve giivenlik profili,

karsilastirmalar i¢in degerli veriler saglar.
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RIiSPERIDON

Risperidon, antipsikotik bir ilagtir ve sizofreni, bipolar bozukluk gibi psikiyatrik
hastaliklarin tedavisinde kullanilir. Dopamin ve serotonin reseptdrlerini bloke ederek

calisr.

Sekil 2.7. Risperidon Kimyasal Gdsterimi

Kimyasal Ve Fiziksel Ozellikler

e Kimyasal Formiil: C23H27FN402
e  Molekiil Agirhg:: 410,49 g/mol

e Hidrojen Bag1 Donér Sayisi: O

e Tam Kiitlesi: 410,21180428 g/mol
e Agir Atom Sayisi: 30

e Kaynama Noktasi: 215°C

e pH:4.0-6.0

Farmakolojik Ozellikler

Risperidon, sizofren tedavisi ve otistik bozuklukla iliskili huzursuzluk i¢in
endikedir. Akut mani veya bipolar I bozukluk ile iliskili karmasik durumlarin tedavisinde

monoterapi olarak veya lityum veya valproik asit ile ek tedavi olarak endikedir [126].
Farmakodinamik Ozellikler

Risperidonun temel etkisi, beyinde ki dopaminerjik ve serotonerjik yolaklarin

aktivitesini azaltmak ve bu sayede sizofreni ve ruh hali bozukluklarinin semptomlarinm
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azaltmaktir. Risperidon, beyin i¢indeki serotonerjik 5-HT2A reseptorlerine, dopaminerjik
D2 reseptorlerine kiyasla yliksek baglanma afinitesine sahiptir. Risperidon, D2
reseptorlerine birinci kusak antipsikotik ilaglara gére daha diisiik bir afiniteye sahiptir

[127].
Toksisite Verileri

Uzun siireli risperidon tedavisinde, hasta popiilasyonunun %30'u kadarinda
karaciger testlerinde anormallikler goriilebilir ve bu genellikle tedavinin ilk 8 haftasinda
ortaya c¢ikar. ALT yiikselmeleri genellikle hafif, gecici olup, ilag¢ kullanimina devam edilse
bile devam edebilir. Daha belirgin ALT ve alkalen fosfataz yiikselmeleri, semptomlarla ya
da semptomsuz, sarilik olup olmadigina bagh olarak rapor edilmistir. Risperidona
baslanmasindan birkag ay veya hatta yil sonra ortaya ¢ikan sarilikli akut karaciger hasari
vakalar1 da bildirilmigtir. Serum enzim ylikselmeleri genellikle kolestatik bir desen
gbsterir ancak hepatoseliiler ve karmasik desenler de tanimlanmistir. immunoalerjik
belirtiler (dokiintii, ates, eozinofili) nadirdir; risperidon tedavisinin tetikledigi otoimmiin

hepatit vakas1 yaymlanmis olsa da ¢ogu vaka otoimmiin 6zellikler gostermez [128].

e LD50 (oral, fare): 215 mg/kg
e LD50 (oral, sican): 135 mg/kg
e NOAEL(sican): 0,63 mg/kg/giin [129]

Risperidonun dopamin ve serotonin reseptorleri ile etkilesimi ona genis bir etki
spektrumu saglamaktadir. Bilinen yan etki ve giivenlik profili, yiiksek biyoyararlanim ve

protein baglanma orani karsilastirma verilerinde zengin bir kaynak olusturur.
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DOKSORUBISIN

Doksorubisin, kanser tedavisinde kullanilan bir kemoterapi ajanidir. DNA

interkalasyonu ve topoizomeraz II inhibisyonu yoluyla calisir.

Sekil 2.8. Doksorubisin Kimyasal Gosterimi

Kimyasal ve Fiziksel Ozellikler

e Kimyasal Formiil: C27/H29NO11

e  Molekiil Agirhg: 543,52 g/mol

e Biyoyararlanim: %5-10 (intravendz)
e Hidrojen Bag Donér Sayisi: 6

e Tam Kiitlesi: 543,17406074 g/mol

e Agir Atom Sayisi: 39

e Kaynama Noktasi: 768°C

e pH:45-55

Farmakolojik Ozellikler

Doksorubisin, akut lenfoblastik 16semi, akut miyeloblastik 16semi, Hodgkin ve
Hodgkin dis1 lenfoma, metastatik meme kanseri, metastatik Wilms tiimorii, metastatik
noroblastom, metastatik yumusak doku ve kemik sarkomlari, metastatik over kanseri,
metastatik gecis hiicreli mesane kanseri, metastatik tiroid kanseri, metastatik mide kanseri

ve metastatik bronsojenik kanser gibi neoplastik durumlarin tedavisinde endikedir.
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Liposomal formiilasyon i¢in doksorubisin, platin bazli kemoterapiden sonra ilerleyen
veya niikseden over kanseri, 6nceki sistemik kemoterapi basarisizligi veya bu tedaviye
intoleransi olan AIDS ile iliskili Kaposi sarkomu ve daha 6nce bortezomib almamis ve en
az bir 6n tedavi almis hastalarda bortezomib ile kombinasyon halinde ¢oklu myelomun

tedavisinde endikedir [130].
Farmakodinamik Ozellikler

Doksorubisin, sitotoksik ve hiicre dongiisii spesifik olmayan bir antrasiklin
antibiyotigidir. Genellikle antitimdr etkisini DNA yapisini1 destabilize ederek ve DNA
iplikgiklerinde kirilmalar ve hasarlar olusturarak gosterdigi gozlenmistir. Ayrica
hiicrelerin transkriptomlarini degistirir ve DNA yapilarinin onarilamamast sebepli
apoptotik yollar1 baslatabilir. Ek olarak, doksorubisin interkale olma o&zelligi,
topoisomeraz II, DNA polimeraz ve RNA polimeraz gibi hayati enzim aktivitelerini de
etkileyerek hiicre dongiisii duraklamalarma yol agabilir. Son olarak, doksorubisin
sitotoksik reaktif oksijen tiirlerini iiretebilir ve bu sekilde hiicresel hasarlara yol agabilir

[131].
Toksisite Verileri

Doksorubisin, antimitotik ve sitotoksik aktiviteye sahip olup, ¢esitli onerilen etki
mekanizmalar1 araciligityla bu etkilerini gosterir. Doksorubisin, DNA ile baz ciftleri
arasinda interkale olarak kompleksler olusturur ve topoisomeraz II aktivitesini inhibe eder.
Bu inhibitor etki, DNA-topoisomeraz Il kompleksini stabilize ederek, topoisomeraz II'nin
katalize ettigi ligasyon-religasyon reaksiyonunun religasyon kisminin engellenmesine yol

agar [128, 132].

e LD50 (oral, fare): 570 mg/kg
e LD50 (oral, sican): 100 mg/kg
e NOAEL(sican): 8 mg/kg/giin [133]
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Doksorubisin’in kanser tedavilerinde kullanilmasi ve DNA bazinda bir etki
mekanizmasi bu etken maddeyi toksikolojik anlamda 6nemli kilmaktadir. Yiiksek protein

baglanma orani1 ve diisiik biyoyararlanim toksikolojik ¢alismalarda dikkate alinmustir.
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GUAIFENESIN

Guaifenesin, balgam soktiiriicli olarak kullanilan bir ilagtir. Solunum yollarindaki

balgami inceltir ve oksiirtikle atilmasini kolaylastirir.

Sekil 2.9. Guaifenesin Kimyasal Gdsterimi

Kimyasal ve Fiziksel Ozellikler

e Kimyasal Formiil: C10H1404

e Molekiil Agirhg: 198,22 g/mol

e Biyoyararlamim: %85 (oral)

e Hidrojen Bag Donér Sayisi: 2

e Tam Kiitlesi: 198,08920892 g/mol
e Agir Atom Sayisi: 14

e Kaynama Noktasi: 215-216°C

e pH:50-7.0

Farmakolojik Ozellikler

Guaifenesin, soguk alginligi, bronsit ve diger solunum yolu hastaliklarina baglh
olabilecek gogiis ve oksliriigiin gecici semptomatik rahatlamasini saglamak icin belirtilen

bir balgam soktiiriictidiir [ 134].
Farmakodinamik Ozellikler

Guaifenesin, balgamin ve bronsiyal salgilarin yapiskanligini ve yiizey gerilimini
azaltarak bu maddelerin ¢ikisini artiran bir balgam soktiiriicli olarak siniflandirilir. Ayrica

guaifenesin, daha az viskoz olan mide salgilarin akisini artirarak siliyer hareketi tegvik
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eder. Bu eylemler sonucunda kuru ve verimsiz oksiiriikleri daha verimli ve daha az sik
goriilen oksiirtiklere dontistiiriir. Temel olarak bu salgilarin viskozitesini ve yapiskanligini
azaltarak, list ve alt solunum yolundan biriken salgilarin ¢ikarilmasinda mukosiliyer

aktivitenin etkinligini artirir.
Toksisite Verileri

Guaifenesin doz asimiyla iligkili en yaygin belirti ve semptomlar bulant1 ve kusma
olmustur. Gebelerde yeterli ve iyi kontrollii ¢aligmalar yapilmamis olmasina ragmen, ilk
trimesterde guaifenesine maruz kalan 197 anne-g¢ocuk ciftini izlemistir. Yenidoganlar da
kasik fitig1 goriilme sikliginin arttigr tespit edilmistir. Ancak, iki biiyiik anne-¢ocuk ¢ift
grubunda guaifenesin kullaniminin gebelik sirasinda dogustan gelen kusurlarla giiclii bir
sekilde iliskili olmadig1 bulunmustur. Ayrica guaifenesin kiigiik miktarlarda anne siitiine
geemektedir. Bu nedenle tedavinin olas1 yararlarini olasi risklere karsi dengeleyerek

dikkatli olunmalidir [135].

e L D50 (oral, fare): 1510 mg/kg
e LD50 (oral, sican): 2500 mg/kg
e NOAEL (sican): 500 mg/kg/giin

Yiiksek biyoyararlanim ve kisa yar1 omiir toksisite degerlendirmelerinde dikkata

alinmasi gereken 6nemli faktorlerdendir.
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BAKLOFEN

Baklofen, merkezi sinir sistemini etkileyen bir kas gevsetici ve antispastik ajandir.

Genellikle, kas spazmlarin1 ve kas sertligini tedavi etmek i¢in kullanilir.

Sekil 2.10. Baklofen Kimyasal Gosterimi

Kimyasal ve Fiziksel Ozellikler

e Kimyasal Formiil: C10H12CINO2
e  Molekiil Agirhg: 213,66 g/mol

e Biyoyararlanim: %70-80 (oral)

e Hidrojen Bag1 Donér Sayisi: 2

e Tam Kiitlesi: 213,0556563 g/mol
e Agir Atom Sayisi: 14

e Kaynama Noktasi: 285°C

e pH:45-6.5

Farmakolojik Ozellikler

Agiz yoluyla kullanilan baklofen, multipl skleroz sonucu gelisen spazmin
tedavisinde endikedir ve 6zellikle fleksor spazmlarini, bu spazmlarla birlikte gelen agri,

klonus ve kas sertligini hafifletmede kullanislidir. Ayrica omurilik yaralanmalar1 ve diger
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omurilik hastaliklart olan hastalar1 tedavi etmek i¢in de kullanilabilir. Baklofen,
romatizmal hastaliklardan kaynaklanan iskelet kasi spazmlarini tedavi etmek i¢in
kullanilmamalidir. Intratekal baklofen ise 4 yas ve iizeri hastalarda beyin veya omurilik
kaynakl1 siddetli spazmin yonetimi i¢in endikedir ve agiz yoluyla baklofen tedavisine
yanit vermeyen veya etkili dozlarda merkezi sinir sistemi yan etkilerini tolere edemeyen

hastalar i¢in ayrilmistir [136].
Farkodinamik Ozellikler

Baklofen, kas gevsetici bir ajandir ve kas gevsemesi saglar. Presinaptik ndronlarda
uyaricit norotransmitterlerin salinimini azaltir ve postsinaptik noronlarda inhibitér sinirsel
sinyalleri uyarir. Baklofen, merkezi sinir sistemi depresyon ozelliklerine sahiptir ve
sedasyon, uyuklama, ataksi, solunum ve kardiyovaskiiler depresyon gibi yan etkilere
neden olabilir. Baklofen ayrica bazi antinokiseptif etkiler gdsterir ve mide asidi salgisini

uyarir [137].
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3.GEREC ve YONTEM

Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Famasotik Toksikoloji Yiiksek Lisans
Programi kapsamimda yapilan “IN SILICO TOKSIKOLOJi YONTEMLERI VE
UYGULAMALARI UZERINE ARASTIRMALAR” baslikl1 tez calismasi igin Hacettepe
Universitesi Kiitiiphaneleri’nin erisimine agik olan veri tabanlar1 kullanilarak gerekli
kaynak taramalar1 yapilmustir. Oncelikli olarak kiitiiphanelere uzaktan erisime olanak
saglayan internet sayfasindan yararlanilmistir. Tezin ilk alt1 aylik siirecinde oncelikle “in
silico toksikoloji”, “QSAR”, “prediktiv akut toksisite testleri”, “read-across”, “preklinik
calismalar”, “QSAR Toolbox”, “T.E.S.T”, “hayvan deneyleri”, “3R” ve “kilavuz” anahtar
kelimeleri farkli kombinasyonlarla ingilizce ve Tiirkce olarak Google Akademik basta
olmak iizere PubMed, ScienceDirect, YOK Tez Veritabam1 ve ECHA gibi veri
tabanlarinda kaynak taramasi yapilmistir. Anahtar kelime kombinasyonlari ile yukarida
bahsedilen veri tabanlarinda 1990 ve 2024 yillar1 arasinda yayimlanmis pek ¢ok makaleye
erisim saglanmustir. Ilgili makaleler, basliklarryla EndNote uygulamasina yerel kiitiiphane
olusturularak kaydedilmistir. Bagliklar ile arandiginda bulunamayan makaleler yazar
isimleriyle aranarak kaydedilmistir. Her iki yontemle EndNote uygulamasinda aranan
kaynak bulunamadiysa, ilgili kaynak bir makale ise baslik, yazar, dergi adi, yayinlanma
yil1, sayfa sayisi, doi numarasi, PMCID, URL; bir kitap ise baslik, yazar, editor, yaymevi,
yayinlanma yili, sayfa gibi bilgiler kaydedilerek yerel kiitiiphanede arsivlenmistir. Tezin
hazirlanmasinda, ulusal ve uluslararasi kabul edilen yayinevleri tarafindan basilmis olan
konu ile ilgili kitaplar ve diinya saglik otoriteleri tarafindan referans alinan kilavuzlardan
da yararlanilmistir. Saglik otoriteleri olan EMA, ICH, FDA gibi kuruluslarin resmi
internet sitelerinde yer alan halka acik verilere ve kilavuzlara bagvurulmustur. Ulusal ve
uluslararas1 makaleler ile incelenen resmi internet siteleri dahil olmak iizere 152 adet
kaynaktan yararlanilmasina karar verilmistir. Tez i¢cinde kaynak eklenmesi i¢cin EndNote
programimdan yararlanilmistir. Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii tez
yazim kilavuzunda verilen kurala uygun olarak "Vancouver" kaynak gosterme bigimi

kullanilmastir.
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3.1. GERECLER
3.1.2. Kullanilan Arac ve Geregler

Bu c¢aligmanin amacina uygun olarak in silico sistemlerin tahminsel dogrulugunu
gostermek amaciyla QSAR Toolbox siiriim 4.6 yazilimi kullanilmistir. QSAR Toolbox,
OECD websitesinden iicretsiz bir sekil de arastirmacilarin kullanimina ac¢ik durumdadir.
OECD ile ECHA isbirligiyle gelistirilen QSAR Toolbox, kimyasallarin potansiyel
tehlikelerini in silico modellerle degerlendirmek i¢in kullanilan bir yazilim uygulamasidir.
Bu (Q)SAR yaklasimlarinin diizenleyici kurumlarin yer aldigi devletler ve endiistri
kuruluglar1 tarafindan laboratuvar uygulamalarini kolaylastirmak ve kabul edilerek
yayginlagtirmak amaciyla kullanilmaktadir. Bu yazilimin kullanimi ile farkli son
noktalarin tahmininde genisletilmis bir secenek sunmakta ve laboratuvar hayvanlariyla
yapilan caligmalar1 azaltma veya en iyi durum da tamamen yerine ge¢cmeye imkant
saglamaktadir. QSAR Toolbox, c¢alisma yapilan kimyasal yapilarin 6zelliklerini
belirlemek i¢in QSAR denklemlerini tanimlamak iizere deneysel ¢alismalarin sonuglarini
iceren 250,000'den fazla kimyasalin veritabaniyla birlikte kullanilan ¢ok sayida
veritabanini igermektedir. Profillerin temel islevi deneysel degerleri ¢ikarmak ve LD50,
En Diisiik Gozlenen Advers Etki Seviyesi (Lowest observed adverse effect level -
LOAEL), NOAEL, En Diisiik Gozlenen Etki Seviyesi (Lowest Observed Effect Level -
LOEL) ve En Diisiik Gozlenen Etki Seviyesi (Non Observed Effect Level - NOEL) gibi
belirli hedeflere veya son noktalara yonelik QSAR degerlerini hesaplamaktir. Bu ¢calisma
icin hesaplanan son noktalar LD50 ve NOAEL degerleridir. Yazilim uygulamalar1 i¢inde
bulunan 100'den fazla tanimlayici, optimal tahmin denklemlerini kullanmak i¢in dikkate

alinmistir.
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3.2.  YONTEMLER
3.2.1. QSAR Toolbox Is Akis1 ve Son Nokta Tanimlanmasi

Toolbox ile bir tahmin gergeklestirmek icin gereken islevler ve kaynaklar, alt1 ana
modiile ayrilmistir: Giris, Profilleme, Veri, Kategori tanimi, Veri bosluklarini doldurma ve

Rapor. Bu modiiller, bir is akis1 takip edilerek yiiriitiilmelidir.

Is akis1, “Giris” asamasiyla baslar. Bu asama, hedef kimyasal ya da kimyasallarin
ve ilgilenilen sonucun secilmesine olanak tanir. ikinci modiil “Profilleme” modiiliidiir.
Sistem igerisindeki mevcut bilgi, maddelerin kimyas: ve olast kimyasal ve biyolojik
reaktiviteleri, farkli profillere kodlanmistir. Profilleme, yapilarin kimyasal ve parametrik
ozelliklerine bagli olarak kimyasallara farkli etiketler atar. Bu etiketler, belirli
veritabanlarina aidiyeti veya sonuca Ozgili yapisal uyarilar1 gosterebilir. Sonraki
“Kategori” tanimi1 modiiliinde, profilleme sonuglart uygun benzerleri belirlemek i¢in
arama kriteri olarak kullanilir. Benzerler i¢in deneysel veriler “Veri” modiiliinde aranir.
Mevcut verilerle benzerler, hedef kimyasalin veri bosluklarini doldurmak igin Veri
bosluklarini doldurma modiiliinde kullanilir. Tahminin nasil elde edildigini detaylandiran

bir rapor dosyasi, is akisinin son asamasi olan “Rapor” modiiliinde olusturulur.

QSAR Toolbox uygulamasini ¢alistirilmasindan sonra calisilacak molekiilii
programa tanimlamak ilk adimdir. Bu adimdan sonra molekiil iizerinde odaklanilmak
istenen hedef son nokta (target endpoint) secilir. Molekiil tanimlanirken isim, CAS
numarasi ya da elle yapinin ¢izilmesini saglayan ozellikler kullanilarak hedef molekiil
program iizerinde tanimlanmaktadir. QSAR Toolbox programinda molekiil tanitilmasi

islemi Sekil 3.1°de gosterilmistir.
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Sekil 3.1. QSAR Toolbox tizerinde molekiil tanitilmas.

Endpoint tanimlanmasi alaninda ADME, genetik toksisite, karsinojenite gibi temel
toksikoloji alanlar1 da dahil olmak iizere istenen endpoint iizerinde detayl bir filtreleme

yapilmasi gerekmektedir.

Tez ¢aligmasi kapsaminda endpoint tanimlama alaninda Akut Toksisite segildikten
sonra 48 saat ile 96 saat aralif1 belirtilerek, LD50 degeri hesaplanmasi secilmistir. Tiir
olarak fare ve sigan tiirleri filtreleme igerisine alindiktan sonra uygulama yollar1 olarak
oral, intravendz ve intraperitonal se¢ilmistir. Oral uygulama yollarinin (gavaj, kapsiil vb.
gibi) tiirleri program igerisinde en ¢ok veriye sahip olanlarin verilerinin degerlendirilmesi

istendigi i¢in “Oral Genel” olarak birakilmistir.

NOAEL degeri hesaplanmasinda yazilim igerisinden endpoint kismindan
Tekrarlayan Doz Toksisitesi (Repeated Dose Toxicity - RDT) se¢imi yapilarak fare ve
sigan tiirleri se¢ilmistir. Uygulama yolu olarak oral genel, intravendz ve intraperitonal
secimi yapildiktan sonra zaman se¢iminde kriter belirlenmemistir. Zaman se¢iminde kriter
belirlenmemesinin sebebi NOAEL degeri hesaplamalar1 program igerisinde hesaplanirken
24 saat ile 96 saat araliginda (kimi zaman bu siireler arasinda) bulunan tiim verilerin
alinmasii istenmesidir. Eger belirli bir se¢cim yapilmaz ise yazilim bu segenegi

sunmaktadir. QSAR Toolbox programinda endpoint segimi Sekil 3.2.”de gosterilmistir.
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Tez c¢alismasinin son nokta hesaplanmalarinda LD50 ve NOAEL secimleri
kullanilmistir. LD50, bir maddenin test edilen bir popiilasyonda denenen organizmanin
%50’sini 6ldiiren doz miktarini ifade eder. Genellikle miligram madde basina kilogram
viciit agirhig (mg/kg) olarak ifade edilir. LD50 degeri, bir maddenin akut toksisitesini

6l¢mek icin kullanilir ve bir maddenin ne kadar zehirli olugunu anlamak i¢in gereklidir.

NOAEL, belirli bir madde icin deneklerde hi¢bir advers etki gézlenmeyen en
yiiksek dozu temsil etmektedir. NOAEL, genellikle kronik toksisite calismalarinda
kullanilir. NOAEL degeri, diizenleyici kurumlar tarafindan glivenli maruziyet sinirlarini

belirlerken temel alinir.

Select endpaoint = [m] *

Filter: " |

I* Physical Chemical Properties

I' Environmental Fate and Transport
I Ecotoxicological Information

4 Human Health Hazards

el Acute Toxicity]

| LD50 v

| Oral v|

| Rat v/

Duration -

Value |48 h

I ADME

® Carcincgenicity

® Developmental Toxicity / Teratogenicity
= Genetic Toxicity

® |mmunotoxicity

® |rritation / Corrosion

= Neurotoxicity

® Photoinduced toxicity

® Repeated Dose Toxicity

| Undefine I Modify hierarchy | Predefined endpoints |
‘ CK

‘ Use Supporting endpoints(0 defined) Define |

Sekil 3.2. Son Nokta (Endpoint) se¢imi.

Yapilan tez calismasinda kapsaminda akut toksisitenin temel gOstergesi olarak
LD50 degerleri 48 saatlik periyotlar i¢cin hesaplanmaya calisilmistir. Siire secilirken
deneysel verilerden elde edilen kaynaklara gore karsilastirilma yapilabilmesi i¢in veriler
gdz Oniinde bulundurulmustur. Karsilastirmanin yapilabilmesi i¢in literatiirde sican

verilerine ulasabildigimiz Amoksisilin, Isotretionin, Risperidon, Doksorubisin ve
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Guaifenesin maddeleri se¢ilmis ve programda LD50 ve NOAEL degerleri hesaplanarak
hem akut hem de subkronik toksisitesi i¢in karsilagtirma yapilmistir. Literatiirde sican
LD50 ve NOAEL degerleri bilinen maddelerin se¢ilmesine ek olarak, programda sican
tiirti icin LD50 ve NOAEL degerleri bulunmadig tespit edilen Baklofen i¢in de program
lizerinde hesaplama yapilmistir. Tablo 2.8.de c¢alismada kullanilmak {izere secilen

maddeler ve CAS numaralar1 gosterilmistir.

Tablo.3.1. Hesaplamasi yapilan maddelerin isimleri ve CAS numaralari

Calisilan madde CAS no
Amoksisilin 26787-78-0
Izotretinoin 4759-48-2
Risperidon 106266-06-2
Doksorubisin 23214-92-8
Guaifenesin 93-14-1
Baklofen 1134-47-0

Profilleme metodlarinin secilmesi sirasinda QSAR Toolbox’in  sundugu
metodlardan hesaplanmak istenen LD50 ve NOAEL uygunluk derecesi yiiksek olan
metodlar segilir. Bu metodlar arasinda yliksek benzerlik oran1 veren “Aquatic Toxicity
Classification by ECOSAR”, “Lipinski Rule Oasis”, “Organic functional groups (US
EPA4)” gibi metodlar da dahil olmak {izere toplam da on dort adet proffileme metodu
secilmistir (Sekil 3.3.).
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# Profiling methods

Options 4 14 Selected
f Select All Unselect All Invert
Plausible
Aquatic toxicty classification by ECOSAR
Chemical elements
Groups of elements
Lipinski Rule Oasis
OECD HPY Chemical Categories
Organic functional groups
Organic functional groups (nested)
Organic functional groups (US EPA)
Organic functional groups, Morbert Haider (checkmol)
Repeated dose (HESS)
Structure similarity
Substance type
Uncouplers

Sekil 3.3. Profilleme metotlarinin listesi.

Profilleme  metotlarinin  se¢iminden sonra simiile edilmek {izere
“Metabolizma/Dontisiimler (Metabolism/Transformations) kategorisinden LD50 ve
NOAEL degerlerinin hesaplamasinda kullanilacak olan secenekler belirlenmistir. Bu
secimler Sekil 3.3.’de gosterilmistir. Bu se¢cimlerden ana simiile parcasi olarak “in vivo

Rat Metabolism simulator” ¢aligma sirasinda 6ne ¢ikartilmistir.

Metabolism/Transformations

Options 4

Select All Unselect All
Plausible

Dissociation simulator

Hydrolysis simulator (addic)
Hydrolysis simulator (neutral)

in vivo Rat metabolism simulator

Sekil 3.4. Metabolizma ve Transformasyon simiilatorlerinin listesi.

Molekiil tanimlanmast ve endpoint segilmesinden sonra programin tarama
yapmast istenilen ECHA ya da Open Food Tox Hazar EFSA gibi genis deneysel veriye
sahip veritabanlar1 secilmistir. Bu veritabanlarindan %90 ve iizeri benzerlik gosteren

yapilar filtrelenerek bir karsilastirma yapilmasi saglanir. Bu yapilar iizerinde bahsedilen
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QSAR hesaplama yontemleri c¢alisilarak deneysel verilerle karsilastiriimasi

saglanabilecek veriler elde edilir.

Veri bosluklarin1 doldururken, daha tutarli sonuclar elde etmek icin belirli bir tiir
ve test siiresi ile se¢imi daraltilmasi yazilim tarafindan onerilmektedir. Tez ¢alismasinda
LD50 ve NOAEL degerlerinin hesaplanmasi istenen etken maddelerin, zaman araligi
olarak 48 saat araliginda simiile siiresi se¢ilmis olmasinin sebebi yazilim tarafindan
Onerilen en yiiksek dogruluk payma sahip degerleri icermesidir. Bu degerlere ek olarak
uygulama yolu olarak oral, intraven6z ve intraperitonal yolaklar da segilerek bu degerlerin
gercek laboratuvar deney verilerine en yakin degerleri hesaplayabilmesini saglamak
istenmistir. Calisma igerisinde kullanilan etken maddeler de hangi yolaklarin se¢ildigi

tablo 4.1 de belirtilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. LDS50 Degerlerinin QSAR Toolbox ile Deneysel Veriler Arasinda
Karsilastirilmasi

Akut toksisitenin 6nemli bir birimi olan LD50 degerleri QSAR Toolbox programi
kullanilarak Amoksisilin, Isotretionin, Risperidon, Doksorubisin, Guaifenesin ve
Baklofen i¢in hesaplanmis ve deneysel veriler ile karsilastirilmistir. S6z konusu ¢aligsmada
deneysel verilerine ulasabildigimiz maddelerden Amoksisilin, Isotretinoin ve Guaifenesin
icin oral uygulama yolundan sigan tiirii i¢in hesaplama yapilmistir. Farkli olarak uygulama
yolu Doksorubisin i¢in intraperitoneal iken, Risperidon i¢in tiir sigan olarak secilmistir.

Karsilagtirmali calisma verileri Tablo 4.1. ‘de 6zetlenmistir.

Amoksisilin i¢in yapilan hesaplamada uygulama yolu olarak oral yol ve sigan tiirii
secilmis olup, Amoksisilin’in i¢in hesaplanan LD50 degeri 7300 mg/kg bulunmustur.
Deneysel deger 15000 mg/kg’dir. QSAR modeli olarak Danish QSAR DB ACDLabs
kullanilmistir. Hesaplanan deger ile deneysel deger arasinda ki benzerlik orani1 %48 olarak
bulunmustur. Benzerlik oraninin yiikseltilmesi i¢in kriter se¢ciminde filtreleme noktasinda
detaylandirma, daha ytiksek bir sonug elde edilmesini saglanacaktir. Filtreleme se¢iminde
caligma kapsaminda uygulama yolu olarak “Genel Oral” se¢ilmistir. Uygulama yolunun

detaylandirilmasi daha net ve yiiksek sonuglar verme ihtimalini arttirir.

Isotretionin i¢in hesaplamada uygulama yolu olarak oral gavaj yol ve si¢an tiirii
secilmis olup, Isotretionin’in igin hesaplanan LD50 degeri 280 mg/kg bulunmustur.
Deneysel deger 400 mg/kg’dir. QSAR modeli olarak Danish QSAR DB ACDLabs
kullanilmistir. Hesaplanan deger ile deneysel deger arasinda ki benzerlik orani %70 olarak
bulunmustur. Benzerlik oranimin Amoksisilin’e gore yliksek c¢ikmasinda filtreleme
seciminde “Oral Gavaj” yol secilmesi olarak diisiiniilmektedir. Aym1 sekilde benzerlik
oraninin daha fazla yiikseltilmesi i¢in secilen filtreleme tipindeki verilerin arttirilmasi

yardimci olucaktir.
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Risperidon i¢in hesaplamada uygulama yolu olarak oral genel yol ve fare tiirii
secilmis olup, Risperidon i¢in hesaplanan LD50 degeri 190 mg/kg bulunmustur. Deneysel
deger 63,1 mg/kg’dir. QSAR modeli olarak Danish QSAR DB ACDLabs kullanilmistir.
Hesaplanan deger ile deneysel deger arasinda ki benzerlik oran1 %33 olarak bulunmustur.
Benzerlik oranmnin Amoksisilin ve Isotretionin’e gére diisiik ¢iktig1 gézlenmis olup, bu
degerde fare tiiriiniin secilmis olmasindan kaynaklandigi ve uygulama yolu olarak da
genel oral yol seciminin yapildig diisiiniilmektedir. Veri seti bakimindan da Risperidon,
diger etken maddelere gore daha az igerik bulundurmaktadir. Benzerlik oraninin

arttirtlmasi ileri caligmalar gerektirmektedir.

Doksorubisin i¢gin hesaplamada uygulama olarak intraperitonal yol ve sican tiirii
secilmis olup, Doksorubisin i¢in hesaplanan LD50 degeri 13,6 mg/kg bulunmustur.
Deneysel deger 16 mg/kg’dir. QSAR modeli olarak Danish QSAR DB ACDLabs
kullanilmistir. Hesaplanan deger ile deneysel deger arasinda ki benzerlik oran1 %86 olarak
bulunmustur. Diger etken maddeler arasinda en yiiksek benzerlik oranina sahip olan
Doksorubisin’in, uygulama yolu olarak intraperitonal yol secilmesi ve verilerin bu
filtrelemelere gore yapilan calismalarla kiyaslanarak yapilmasi olumlu bir deger

saglamistir.

Guaifenesin i¢in hesaplamada uygulama yolu olarak oral gavaj yol ve sigan tiirii
secilmis olup, Guaifenesin icin hesaplanan LD50 degeri 2000 mg/kg bulunmustur.
Deneysel deger 1510 mg/kg’dir. QSAR modeli olarak Danish QSAR DB ACDLabs
kullanilmistir. Hesaplanan deger ile deneysel deger arasinda ki benzerlik oram1 %75.5
olarak bulunmustur. Yiiksek bir benzerlik oran1 veren Guaifenesin i¢in, veri tabani bilgisi
kisitli oldugundan yiiksek benzerlik oran1 degisme ihtimali var olarak gozii alinmalidir.
Daha dogru ve giivenilir bilgi i¢in Guafenesin’in literatiir bilgisinin arttirilmasi

gerekmektedir.

Hesaplanan degerlerde 1000 ve {istlii i¢in yapilan benzer molekiil
karsilastirmalarinda sadece Guafenesin 1000 molekiil altinda kalmis olup, digerleri i¢in

bu deger saglanmustir.
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Tablo.4.1. QSAR Toolbox uygulamasi ile hesaplanmig LD50 degerlerinin deneysel
verilerle Karsilatirilmasi (Deneysel degerler ECHA, PubChem ve Calisma Raporlari ile

Saglanmustir.).

Kimyasal Yap1

Amoksisilin

I'rix
<o
.

isotretinoin

Risperidon

o,
Doksorubisin

e

Guaifenesin

Tiir Uygulama

Yolu
Oral
Sigan
Oral (gavaj)
Sigcan
Oral
Fare e

Sigan  jntraperitonal

Oral (gavaj)
Sican

Hesaplanan  Deneysel Hesaplanan ve

LDsO  LDSo oo st
7300 mg/kg rlrf;ﬁg %548
280 mg/kg nfg(;gg %70
190 mg/kg n?g3/’11g %33
13,6 mg/kg 16 mg/kg %85
2000 mgkg 10 %75,5

mg/kg
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4.2. NOAEL Degerlerinin QSAR Toolbox ile Deneysel Veriler Arasinda

Karsilastirilmasi

Subkronik toksisite ¢alismalarindan elde edilen ve toksikolojide risk
degerlendirme ¢alismalarinda ¢ok énemli bir veri olan NOAEL degerleri QSAR Toolbox
programi kullanilarak Amoksisilin, Isotretionin, Risperidon, Doksorubisin ve Guaifenesin
icin hesaplanmis ve deneysel veriler ile karsilastirilmistir. Karsilastirmali ¢aligma verileri

Tablo 4.2.’de 6zetlenmmistir.

Amoksisilin i¢in yapilan hesaplamada uygulama yolu olarak oral yol ve sigan tiirii
secilmis olup, Amoksisilin’in i¢in hesaplanan NOAEL degeri 2450 mg/kg/gilin olarak
bulunmustur. Deneysel deger 2450 mg/kg/giin’diir. Read-Across kullanilmistir.
Hesaplanan deger ile deneysel deger arasinda ki benzerlik oran1 %100 olarak bulunmustur.
Benzerlik oraninin yiiksek olmasinda Amoksisilin’in yaygin ve eski bir etken madde
olmasindan kaynakli literatiirde hatr1 sayilir bir veriye sahip olmasi etkilidir. Read-Across
ile birbirine %80°den daha fazla yap1 benzerligi olan molekiiller se¢ilmis olup bu se¢im

sonucunda ortaya birebirlik bir sonu¢ ¢ikmistir.

[sotretionin igin hesaplamada uygulama yolu olarak oral gavaj yol ve sigan tiirii
secilmis olup, Isotretionin’in i¢in hesaplanan NOAEL degeri <2,69 mg/kg/giin olarak
bulunmustur. Deneysel deger 0,4 mg/kg/giin’drr. Read-Across kullanilmistir. Hesaplanan
deger ile deneysel deger arasindaki benzerlik oranm1 %15 olarak bulunmustur. Benzerlik
oraninin diisiik ¢itkmasinda yap1 benzerligi olarak yakin molekiillerin kargilastirilamamasi
ve veri azli81 diisliniilebilir. Bu nedenle tam bir deger bulunamamis bunun yerine yaklagik

olarak ve “azdir” ifadesi kullanilmigtir.

Risperidon i¢in hesaplamada uygulama yolu olarak oral genel yol ve fare tiirii
secilmis olup, Risperidon icin hesaplanan NOAEL degeri <2,69 mg/kg/giin olarak
bulunmustur. Deneysel deger 0,63 mg/kg/giin’diir. Read-Across kullanilmistir.
Hesaplanan deger ile deneysel deger arasinda ki benzerlik oram1 %23,42 olarak

bulunmustur. Isotretionin ile benzer bir deger bulunmasinda yap: benzerligi igin
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karsilastirmalarin yeterli olmamasi ve veri azlig1 diisiiniilebilir. Bu nedenle tam bir deger

bulunamamis olup yaklasik bir deger bulunmustur.

Doksorubisin i¢in hesaplamada uygulama olarak intraperitonal yol ve sigan tiirii
secilmis olup, Doksorubisin i¢in hesaplanan NOAEL degeri >5 mg/kg/giin olarak
bulunmustur. Deneysel deger 8 mg/kg’dir. Read-Across kullanilmistir. Hesaplanan deger
ile deneysel deger arasinda ki benzerlik oranit %60 olarak bulunmustur. Diger etken
maddelere gore literatiir icerisinde daha fazla veriye sahip olsada QSAR Toolbox ile yine

de tam bir deger bulunamamastir.

Guaifenesin i¢in hesaplamada uygulama yolu olarak oral gavaj yol ve sigan tiirii
secilmis olup, Guaifenesin icin hesaplanan NOAEL degeri >350 mg/kg/giin olarak
bulunmustur. Deneysel deger 250 — 500 mg/kg/giin araligindadir. Read-Across
kullanilmistir. Hesaplanan deger ile deneysel deger arasinda ki benzerlik oran1 %70 olarak
bulunmustur. Yiiksek bir benzerlik oran1 veren Guaifenesin i¢in, veri tabani bilgisi kisith
oldugundan yiiksek benzerlik oran1 degisme ihtimali var olarak gozii alinmalidir. Daha

dogru ve giivenilir bilgi icin Guafenesin’in literatiir bilgisinin arttirilmasi gerekmektedir.
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Tablo.4.2. QSAR Toolbox ile Hesaplanmis NOAEL Degerlerinin Deneysel NOAEL
Degerleri ile Karsilastirilmasi

Hesaplanan ve

Uygulama Hesaplanan Deneysel
Kimyasal Yap1 Tiir Yolu Deneysel NOAEL NOAEL
NOAEL Degeri Benzerlik
Degeri Yiizdesi
Amoksisilin
P Sigan Oral 2450 2450
A ) %100
. jir X mg/kg/glin mg/kg/day
o
Isotretinoin
Sican  Oral (gavaj) 0,4 <2,69 %15
mg/kg/glin mg/kg/day ?
Risperidon
., Fare Oral 0,63 <2,69 o
oo mallaatn  oikoiing R
Doksorubisin
ﬁfij Sigan Intraperitonal
L 8 mg/kg/giin  >5 mg/kg/day %60
POAGH:
e,
Guaifenesin
i . 250 ila 500
o f Sigan  Oral(gavaj) mg/kg/giin mg?lfg/(zlay %70
A dozlarda

\
/:<
\_/
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4.3.Baklofen icin LD50 ve NOAEL Degerlerinin QSAR Toolbox ile Hesaplanmasi

Bulunan bu degerlere ek olarak sigan ve fare tiirii i¢in LD50, fare tiirii icin NOAEL
degerlerine ulasilamayan Baklofen isimli etken madde icin QSAR Toolbox programi ile
hesaplama gerceklestirilmistir. Yapilan calismada hesaplama oral yol i¢in fare tiirlinde,
intraperitoneal yol i¢in ise sican tliriinde yapilmistir. Elde edilen veriler Tablo 4.3. ‘te

gosterilmigtir.

Tablo.4.3. Baklofen Maddesinin Hesaplanmis NOAEL ve LD50 Degerleri

Bilesik Hesaplanan Hesaplanan NOAEL Degeri
Tiir LD50
Baklofen Oral (gavaj) 940 mg/kg 20,1 mg/kg/giin
o b Fare I¢in 48 Saat
o
! %j
Intraperitonal 300 mg/kg
Sigan I¢in 48
Saat
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Bulunan NOAEL degerinde en yakin yapi benzerligi olarak Mandipropamid
bulunmus olup, bu etken maddenin yapis1 Sekil 4.1 ‘de gosterilmistir. Baklofen igin
yapilan NOAEL hesaplamasinda saat, tiir ve uygulama yolu filtrelenerek secilmis olup en
yakin 10 molekiil arasindan Read-Across yapilmisti. Bu kiyaslamada mantar
hastaliklarindan korunma da kullanilan Mandipropamid ile yakin yapisal benzerlik
gostermistir (tekrarlanan benzer gruplarda bu yakinliga dahildir.) NOAEL degerinin
hesaplanmasina yardimci olmustur. Bu deger hesaplanmasinda Open Food Tox Hazard
EFSA veritaban1 kullanilmigtir. Yine de hesaplanan bu degerin dogrulanmasi igin
laboratuvar caligmasina gerek vardir. Unutulmamalidir ki bu sadece hesaplanmis bir deger

olup, dogrulanmasi gereklidir.

CAS: 374726-62-2
SMILES:
COc1cc{CCNC(=0)C(0CC#C)c2cec(C
)ec2)cccl0CCEC
Name: Mandipropamid

Sekil 4.1. QSAR Toolbox ekranindan alinmis Mandipropamid kimyasal yapisi.
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5. TARTISMA

Bu ¢alisma, LD50 ve NOAEL degerlerinin hesaplanmasinda in silico yontemlerin
kullanilabilirligini degerlendirmeyi amaclamaktadir. Elde edilen sonuglar, literatiirde
rapor edilen gercek LD50 verileri ile tutarlilik gostermis olsada, NOAEL degerleri i¢in
daha fazla veritabani bilgisi gerekli goriilmektedir. QSAR Toolbox ile ekolojik toksikoloji
alaninda daha dogrusal bilgilere ulasilabilir olsada NOAEL degerleri i¢in ayn1 sey suanlik
sOylenememektedir. LD50 degerlerinin hesaplamasinda segilen 5 etken maddenin 3’tinde
%50°den fazla bir benzerlik orani bulunmustur. NOAEL degerlerinin hesaplamasinda
Amoksisilin disindaki degerlerden sadece 2 tanesi %50’den fazla benzerlik orani
gostermis olsada bu degerler Read-Across yontemi ile hesaplanmis olup, bu yontemle
hesaplanan verilerin karsilastirllma sayisi benzerlik oranina gore daha fazla dikkate
alimmalidir. Karsilastirilma yapilan deger arttik¢a bu oranlar diigse de, tek bir atomun ya
da yapisal farkliigin etki mekanizmasinda biiyiik degisikliklere yol actig1
diisiiniildigiinde, daha fazla karsilastirmali 6rnek ile calismak her zaman daha dogrudur.
Yine de in silico toksikoloji yontemlerinin giivenilirligi ve potansiyeli LD50 degerlerinin
hesaplanmasi sirasinda desteklenmistir. /n silico toksikoloji yontemleri, 6zellikle hayvan
deneylerinin etik sorunlar1 ve maliyetleri nedeniyle giderek daha fazla ilgi cekmektedir.
Bu yontemler, hayvan deneylerinin yerine gegebilecek potansiyele sahip olup, ayni
zamanda zaman ve maliyet agisindan da daha ekonomik olabilir. Ozellikle yeni kimyasal
bilesiklerin hizla degerlendirilmesi ve mevcut verilerin derinlemesine analizi i¢in 6nemli
bir ara¢ olarak 6ne ¢ikmaktadir. Calismamizda kullanilan in silico yontemlerin dogrulugu
ve glvenilirligi, elde edilen sonuglarin literatiirde rapor edilen degerlerle

karsilastirildiginda biiylik oranda tutarlilik géstermektedir.
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Arianna Bassan ve ark. yaptig1 bir bagka calisma olan “Organ Toksisitesi Risk
Degerlendirmesinde In Silico Yaklasimlar: Karaciger Toksisitesini Tahmin Etmede ki
Mevcut Durum ve Gelecekteki Ihtiyaglar” [4] hepatotoksisite ¢alismalarinda in silico
toksikolojinin 6nemini ele almistir. Bir ksenobiyotige maruz kalmanin en sik gozlemlenen
yan etkilerinden biri olan hepatotoksisite, klinik basarisizliklar ve ila¢ adaylarinin
durdurulmasina sebep olan baslica nedenlerden biridir. Yapilan ¢alismada in silico ve
deneysel bilgilerin entegrasyonuna 6nerilerde bulunmus ve hepatotoksitenin sebep oldugu
zaman ve maliyet kaybinin Oniine in silico toksikoloji ile Oniine gecilebilecegine dair
ornek bir vaka 6rnegi sunmustur. Tez ¢aligmasi sonucunda hesaplanan maddelerin daha
dogrusal degerlere sahip olmasi i¢in dnerilen nokta olan veritabaninin genisletilmesi fikri
ayn1 sekilde bu calismada da bildirilmistir. C Johnson ve ark. yapmis oldugu bir bagka
calisma olan “In Silico Protokoller ile Cilt Sensibilizasyonu Degerlendirilmesi” [138], cilt
sensibilizasyonunun degerlendirilmesinde in vitro degerlendirmelerini icermis ve hayvan
testleri yapmadan delil agirlikli bir degerlendirmeyi desteklemek i¢in in silico yontemlerin
giiclii yonlerinden faydalanmistir. /n silico yontemler amaclar1 ve formatlar1 agisindan
blyiik farkliliklar gosterse de, bu tiir modellerin gelistirilmesinde kullanilan temel
ilkelerin standartlastirilmasi ve genel degerlendirmede ki belirsizlikler i¢in etkilerin seffaf
bir sekilde ortaya konmasi gerekmektedir. Bu c¢alismada cilt sensibilizasyonu ile ilgili
etkiler, mekanizmalar ve uc¢ noktalarn bir risk degerlendirmesi bildirilmis olup
mekanizmalarin ve etkilerin gecerliligi ile bunlar1 tanimlamak i¢in kullanilan deneysel
sistemlerin giiglii ve simrli yonleri temelinde, cilt sensibilizasyonunun in silico
degerlendirmeleri i¢in kurallar ve ilkeler tanimlanmigtir. Degerlendirmenin genel giiciinii
yansitan giivenilirlik ve giiven puanlarinin atanmasi tezimizde olan benzerlik orani seklide
eklenmistir. Caligma sonucunda cilt sensibilizasyonunun tahmini i¢in in silico
yaklasimlarin uygulanmasini ve kabuliinii desteklemis olup in silico toksikolojinin ana
adimlarindan biri olan hayvan deneylerinin sonlandirilmasima yonelik protokol ve
caligmalar tez ¢alismasinda oldugu gibi bildirilmistir. Son olarak C Rakers, F Schumacher

ve ark. yapmis oldugu bir diger calisma olan “In Silico Insan Siilfat Transferaz 1E1
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Aktivitesinin Tahmini: Molekiiler Dinamik Simiilasyonlardan Elde Edilen Farmakoforlar
Rehberliginde”[139], faz Il metabolizmasi sirasinda ¢alisan siilfat transferazlar ilag, besin
veya cevresel kaynaklardan gelen genis bir bilesen yelpazesini daha kolay atilabilir
metabolitlere doniistiirerek detoksifikasyonunu sagladigindan bahseder ancak siilfat
transferazlarin aktivitesinin reaktif metabolitlerin olusumunu tesvik edebilecegi ve
bunlarin genotoksik etkilerin olabilecegi de gdzlenmistir. Bu siirecte etkili olan SULT1E1
enzimi tanimlanmis olup, liganlari i¢in bir in silico model tahmini gelistirilmistir. Enzim
esnekligi ve protein konformasyonlariin 6rneklenmesi i¢in molekiiler simiilasyonlar
gerceklestirilmis olan bu calismada, makine &grenim teknikleri kullanimi in silico
toksikoloji ile birlikte kullanilmistir. Tahmin edilen ligandlar DrugBank veritaban ile
karsilagtirildiginda %28’inin SULT1E1 ligand1 oldugu bildirilmistir. Kalan kisimdan
dokuz molekiil ise biyokimyasal testlere tabi tutulmus ve deneysel sonuglar, SULT1EI
inhibitorleri ve substratlarinin in silico tahmini ile uyumlu bulunmustur. Ayn1 sekilde
bizim tezimiz igerisinde hesaplamasi yapilan molekiillerinin tez bazinda bir laboratuvar
calismasi olmadan yapilsa bile halihazirda verilerle en azindan LD50 bazinda uyumlu
oldugu gozlenmistir. Bu calisma ayn1 zamanda akut toksisite ya da tekrarlanan toksisite
disinda da in silico yontemlerin ADME boyutunda da kullanilabilecegine dair 1yi bir

ornektir.

Dengeli bir degerlendirme sunmak i¢in mevcut in silico 6ngorii araglarinin
toksikoloji de kullanimina dair birgok sinirlamaya dikkat edilmelidir. Ongoriisel QSAR
modellemesi i¢in sinirlayic faktorler, egitim veri setini olusturmak i¢in kullanilan ytiksek
kaliteli deneysel verilerin glivencesi ve seffafligi ile QSAR modelinin kullanici tabani i¢in
neyin tam olarak modellendiginin bilgisini icermesi gerekir. Basitlik adina, modele hata
(6rnegin yanlis molekiiler yap1 veya bir kimyasalin toksikoloji ¢alismalarindan elde edilen
hatal1 veri) i¢eren veri tanitildiginda, bu hatanin amplifikasyonu iiretilir ve tahminlerde bu
yanlis degerler goriiliir. Amplifikasyon, yanlis bir veri noktasinin yanlig bir tahmine yol
actig1 durumlart ifade eder [140]. Bu nedenle modele en iyi ve kaliteli deneysel verilerin
eklenmesini saglamak i¢in dikkatli ve titiz ¢abalar gosterilmelidir. Veri kalitesinin

tanimlanmast bir¢ok sekilde aciklanabilir. FDA perspektifinden bakildiginda, {iriin
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incelemeleri ve onaylari icin bir delil gerekmektedir. Bu yonetmeliklerde yer alan delil
standartlari, rehberlik Onerileri, iyi laboratuvar ¢alismalarive dogru ve standartlagtirilmis
calisma protokolii uyumluluklarini igermektedir. Bunlar ¢caligma verileri ve protokoliiniin
belirli parametrelere uyup uymadigini ve calismanin risk degerlendirmesi ve yonetim
yaklasimlarini kabul edilebilir kilmak i¢in uygun olup olmadigini belirlemek icin dikkate
alinir. Bagka bir 6rnek olarak, bir modelin bir son noktay1 tahmin etmek i¢in tanimlanmasi
durumunda; 6rnegin "hepatotoksisite" veya "karaciger hasar1", bu bilginin tahmin edilen
karaciger hasarinin, modelleme sirasinda dikkate alinan karmasik faktorler veya karaciger
hasarina neden olan doza dair gerekli ve yeterli bilgi de sisteme tanimlanmalidir [141].
“Patoloji agisindan, bu nekroz mu, fibroz mu vb. modelin olusturulmasinda hangi veriler
kullanild1?” sorularini cevapsiz birakmayacak diizeyde veri girisi saglanmalidir. Veri
kaynaklari, verilerin nasil degerlendirildigi ve verilerin siralanmasinda kullanilan
yontemler dikkatle diisiiniilmelidir. Bu nedenle ¢ok 6zel mekanistik degerlendirmeler
veya klinik tanisal Ol¢iimler (6rnegin yiikselmis serum transaminazlari ve bilirubin
tahmini) daha degerli ve yararl olarak diistintilmelidir, aksi takdirde in silico QSAR'In
neyi tahmin ettigine dair ¢ok fazla belirsizlik vardir. Mevcut QSAR'larla ilgili diger
sinirlamalar, organometalikler, karmasik karisimlar (6rnegin botanik 6zler) ve polimerler
gibi yiiksek molekiiler agirlikli molekiiller icin modellerin eksikligi olsada [142], Maciej
Noga ve ark. yaptig1 “Novichoklar i¢cin Akut Toksisite (LD50) Tahmini Amactyla In Silico
Toksikoloji Yontemlerinin Uygulanmast” adli ¢alismada [143], Sovyetler Birligi
tarafindan Soguk Savas sirasinda gizli bir sekilde iiretilmis Novichok adl1 kimyasal savas
ajanlarinin LD50 degerlendirmesi in silico yontemler ile yapilmistir. Kimyasal Savag
Ajanlart arasinda 10000’den fazla Novichok yapist bilesik listelenmektedir. Bu 10000
bilesik icin deneysel arastirma yapmak uzun ve zorlu bir siirectir. Temasin yiiksek risk
getirdigi bu durumda in silico toksikoloji ile bu tehlikeli bilesiklerin degerlendirilmesi
yapilmistir. Bu sayede bilesenlerin sentezinden once tehlikeleri belirlemek icin in silico
toksikoloji bir avantaj saglamis olup bosluklar1 doldurmus ve riski azaltmistir. Ayni
zamanda bu yaklasim bu tehlikeli maddelerin hayvanlar {izerinde deneylerinin
yapilmadan riskini anlamamiza yardimci olmustur. Tez genelinde bahsedilen in silico

toksikolojinin riskli maddeler i¢in ya da hayvan deneylerine gerek kalmadan riski



101

anlayabilmemizi saglayabilecegi ve bunun i¢in LD50 degerlerinin hesaplanabilecegi bu

calisma da ayr1 bir sekilde belirtilmistir.

Diger onemli sorular, molekiiliin tiimor baglatict yoksa destekleyici olarak mi
davrandigi, hangi doz da, hangi dokulardan ve ne siklikla malign tiimoérlerin ortaya
cikmasinin beklendigi gibi sorulardir. Ayrica bir model toksisitenin mekanizmasini ele
almak iizere tasarlanmis olsa bile, tek bir QSAR denklemi iginde toksisite veya
karsinogenezde birden fazla mekanizmay1r modellemek zordur. Bu durumun {istesinden
gelmek i¢in ilag metabolit yapilarinin in silico tahmini ile sivi kromatografi/kiitle
spektrometresi  (Liquid Chromatography - LC/Mass Chromatography - MC)
spektrumlarinin raporlanmast istenmektedir. Bir c¢aligma da, hesaplama yazilim
programlari, karaciger mikrozom inkiibasyonlarindan elde edilen deneysel LC/MC
verileriyle tahmin edilen ilag metabolit yapilar1 iiretmek icin kullanilmistir. Bu veriler, in
vitro karaciger mikrozomal orneklerinden elde edilen LC/MC verileriyle karsilagtirilan
ilag metabolitleri i¢in molekiiler iyon spektrumu ve parcalanma spektrumu tahmin eden
baska bir yazilim aracina aktarilir, bdylece ampirik ila¢ metabolitlerinin otomasyonu ve
tanimlanmasini saglar [ 144]. Baska bir temel soru, toksisiteyi modellemek i¢in kullanilan
verilerin kalitesi ve tekrarlanabilirligidir. Ornegin, kemirgen preklinik testleri QSAR
modellemesi i¢in giivenilir bir temel midir? Ilac endiistrisi, kiiciik molekiillerin ila¢ kesfi
i¢in kimyasal alanlar1 incelemek amaciyla 10° molekiil igeren bilesik kiitiiphanelerini
kullanmakta ve yine de tiim olas1 organik bilesiklerin sadece yiizeysel bir temsilini
sunmaktadir [145]. Veri kalitesi agisindan, standartlastirilmis protokollerden elde edilen
preklinik testleri kullanmak ideal yaklasim olacaktir ve uzmanlar bu karsijonite
degerlerinin verimli bir sekilde modellenebilecegini bildirmistir [146]. Ancak
protokollerin veri kaynaklar1 arasinda degisiklik gosterdigi gercegi ortada durmaktadir.
Tim kavramin temelinde yatan gercek, ilaglarin preklinik giivenlik analizine uygulanan
QSAR''m gercekten bir tahminin tahmini oldugudur. QSAR, kimyasal alanin
modellenmesine ve insan toksisitesi i¢in son derece saygin modellerden elde edilen
verilere dayanan teorik bir analiz temsil eder. Ancak giivenlik degerlendirmesine bagka

bir modelleme katmani eklenmesi nedeniyle belirsizlik kaginilmazdir. QSAR tahminleri,
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riskin genel analizinde bircok 6nemli bilgi pargast (6rnegin maruz kalma siiresi ve
seviyesi, karmagsik faktorler, risk) ile birlikte sadece bir tir kanit olarak

degerlendirilmelidir.

Bir modelin uygulanabilirlik alani, toksikoloji ve farmakolojide QSAR'larin
kullaniminda 6nemli bir kriter ve sinirlama olarak kabul edilmektedir [147]. Eger bir
molekiil in silico olarak taranmis bir farmasotik uygulanabilirlik alani i¢inde degilse,
tahmin gecersizdir. Yeni molekiiler farmasotik varliklarin gelistirilmesinin, yeni terapotik
hedefler i¢in tasarlandik¢a ve molekiiler anlamda yenilik¢i olmalar1 gerektiginden
kimyasal alanda yeni boyutlara dogru ilerlemesi beklenebilir, bu nedenle yeni QSAR
modelleri, yeni kesfedilen molekiiller i¢in genisleyen uygulanabilirlik alanina ayak
uydurmalidir. Bunu yaparak, bu sinirlamanin iistesinden gelmek ve bdylece daha dogru
ve bilimsel olarak kabul edilebilir tahminler saglamak miimkiindiir. /n silico toksikoloji,
artik arastirma oncelikleri hakkinda karar almak ve ¢esitli durumlarda diizenleyici test
olarak uygulanmak i¢in rutin olarak kullanilmaktadir. Tehlike tanimlama icin in silico
modellere artan gilivenin iyi bir 6rnegi, ICH M7 kilavuzunda acgiklandigi gibi ilag
maddelerinin mutajenik safsizliklarinin tahmin edilmesidir. Bu yontemlerin kullanimi i¢in
standartlar gelistirmek, in silico yaklasimlarin diger deneysel bilgilerle birlestirildiginde
savunulabilir, seffaf, tekrarlanabilir ve iyi belgelenmis olmasini saglayacaktir. Bilim
ilerledikge, ek mekanizmalarin tanimlanmasinda yapilan stirekli ilerleme, in silico model
gelistirme i¢in ilgili son noktalarin setini genisletmek ve daha biiyiik, giderek daha ¢esitli
kimyasal yap1 setleri i¢in yiiksek kaliteli verilerin dahil edilmesini saglamak icin bir temel
olusturabilir. Aninda bir fayda, halihazirda modellenmis olan son noktalar i¢in tahmin
dogrulugunu ve kapsamini iyilestirme firsatidir. Bir biitlin olarak, bu faktorler,
toksikolojik degerlendirmeler i¢in in silico yontemlerin uygulanmasina olan ilgiyi ve
heyecani artirmaktadir. Ger¢ek diinya deneyimi, in silico tabanli tahminlerin tehlike
tanimlama ve giivenlik degerlendirmesine uygun bir sekilde uygulanmasi i¢in durumlari
belirlemeye devam ettikce, diizenleyici otoritelerin in silico yontemlere olan giiveni ve

kabulii artacaktir [148].
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REACH ve diinya genelindeki benzer yasalarin hayvan testlerini azaltma
gereklilikleri, hizl1 teknolojik ilerleme ve ekonomik tesvikler, in silico yontemlerinin
kullaniminmi tesvik eden ana etkenlerdir. Bu yontemler, mekanistik bilgiler saglayarak
temel sistemleri agiklamakla kalmaz, ayn1 zamanda test ihtiyaglarini belirleme ve test
onceliklerini belirlemede de rol oynar. In silico yontemlerinin diizenleyici kullanima
entegrasyon siireci hizla gelismektedir. Kisa vadede, risk degerlendirme belgelerinde
destekleyici veri olarak daha fazla in silico yontemi sonucuna rastlayabiliriz. Kimyasal
maddelerin insan toksisitesi ve ¢evresel toksikolojideki son noktalarina yonelik mevcut
risk degerlendirme metodolojileri genellikle farmasdtiklerin preklinik ¢aligmalarindan
tiretilmistir. Tehlike degerlendirme yontemleri endiistriyel kimyasallar, pestisitler ve ila¢
adaylar1 icin bilyiik 6lciide benzerdir. Ilgili ve giivenilir modeller mevcut oldukca ve
kullanim deneyimi arttik¢a, in silico yontemlerinin test verilerinin dogrudan yerine

kullanilmasinin artmas1 muhtemeldir [149].

Insan farmasétik bilesiklerinin giivenlik degerlendirmesinde bilimsel hesaplamayi
gecerli bir ara¢ olarak daha da gelistirmek icin, odaklanilabilecek cesitli alanlar
bulunmaktadir. Bu alanlar arasinda modele girilen toksisite verilerinin kalitesinin ele
alinmas1 ve degerlendirilmesi, uzman incelemesi, yogun insan kaynaklari ve veri
paylasimi durumunda daha dogru modeller yapilabilecek bilgilere ulasilabilir. Tahmin
modellerinin kabuliinden 6nce daha fazla bagimsiz ve titiz laboratuvar testlerine acikg¢a
ithtiyac vardir. Standart araglarin ve yazilim yaklagimlarinin benimsenmesi ve bu tahmin
araglarinin  kimyasal bilgi isleme motorlarim1 inceleyen bagimsiz teknoloji
degerlendirmeleri de 6nemli bir adim olacaktir. FDA'nin ilerleme yolu, bu teknolojilerin
durumu, dogrulugu ve sinirlamalar1 konusunda komite tabanli diizenleyici
degerlendirmeleri ve endiistri ve hesaplama yazilimi gelistiricilerinden alinan dersleri
igerecektir. Su anda, bu araglarin kullanimi i¢in 6zel bir FDA rehberi bulunmamaktadir.
Hesaplamali toksikoloji verileri goniillii olarak sunulmaktadir ve zorunlu degildir. Ancak
daha oOnce belirtildigi gibi, mevcut bazi rehberler, preklinik toksisite testlerinde
SAR/QSAR vyaklagimlarinin kullanimina isaret etmektedir. Rehber gelistirilmesi, bu

teknolojilerin uygun sekilde kullanilmasini saglamak icin giivenlik degerlendirme
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paradigmalarinda etkili bir sekilde uygulanmasina yardimer olacaktir ve bu da insan

sagligini korumaktadir.[150]

In silico toksikoloji alani, yeni yoOntemlerin tanitilmasi, mevcut yontemlerin
gelistirilmesi veya bazi yontemlerin terk edilmesi yoluyla siirekli bir gelisim igindedir.
Maalesef belirli toksisite son noktalar1 veya kimyasallar i¢in uygun olan bir yontem,
digerleri i¢in diizgiin ¢alismayabilir. Dogru kullanildiginda, in silico araglar kimyasallarin
toksisitesini degerlendirmede ¢ok etkili olabilir. Bu nedenle, in silico modellerinin dogru
ve etkili bir sekilde uygulanmasini saglamak i¢in [151] yontemlerin gii¢lii yonlerini,
siirlamalarini, uygulama kapsamini ve yorumlamay1 anlamak; mevcut sorun i¢in en etkili
yontemi se¢mek ve gerekirse bu yontemleri her probleme 6zel olarak uyarlamak
gereklidir. Toksisite tahmin modellerini kullananlar, yalnizca veriler ve model gelistirme
stirecleri seffaf oldugunda, uygulanabilirlik alanlart iyi tanimlandiginda, modellerin
ciktilar1 acik¢a agiklandiginda ve modeller basitlestirildiginde bu iic adimi takip
edebilirler [152].

Alternatif test yontemlerinin artan sayist ve cesitliligi ile bu bilgilerin toksisite
degerlendirmesi ve karar verme icin akillica bir sekilde birlestirilmesi ve kullanilmasi
gereklidir. Agikga in silico toksikoloji, toksisite degerlendirme siirecinin faydali bir
bilesenidir. Gelecege bakildiginda, hesaplamali yontemlerin 6zel ve yeni toksisite son
noktalar1 ve kimyasallar i¢cin modeller icerecek sekilde genislemesi, toksikolojik yollar
hakkinda bilgi saglamasi, farkli modellerden elde edilen sonuclar1 birlestirmesi ve
karsilastirmasi, modelleri kullanici beklentilerini karsilayacak sekilde 6zellestirmesi ve
yeni veriler elde edildik¢e modelleri gelistirmesi bilimsel ¢aligma olarak biiytik bir fayda
saglar. Bu degisen ve gelisen siirece adapte olunmali ve yeni, zararsiz ve hizli yontemlerin
destekgisi olunmalidir. Zaman kavraminin gelisimsel siire¢ igerisindeki yerini
dogrulanmis, pratiklesmis ve onaylanmis veriler ile kisaltmamiz da in silico toksikoloji
bir firsat sunmaktadir. Bu firsat degerlendirilerek bu yontemin gelistirilmesi ana

ilkelerimizden biri olmalidir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez kapsaminda in silico yontemlerin toksikolojik degerlendirmelerde ki

kullanimi, avantaj ve dezavantajlar1 da goz Oniine alinarak, bu yontemlerle elde edilen

verilerin yorumlanmasi, in vivo testlerden elde edilen verileri kiyaslanabilirligi

Ozetlenmistir. Ayrica, toksikolojik verileri bulunan se¢ilmis belirli 6rnekler iizerinden bu

yontemlerin uygulanmasi ve geleneksel laboratuvar testleri ile karsilastirilmasi da

amaglanmistir. Bu kapsamda varilan sonug ve oneriler asagidaki sekilde 6zetlenebilir:

In silico toksikoloji yontemleri ile halihazir da uygun ve dogru verileri
bulunan bir bilesik i¢in zaman ve maddi kayiplara sebep olan uzun siireli
laboratuvar ¢aligmalarmma gerek kalmadan eldeki bilimsel veriler
kullanilarak toksikolojik verilerin tiretilmesi saglanir.

Bugiine kadar, in silico yaklasimlariyla elde edilen olumlu deneyimler
genellikle mutajenite, hassasiyet ve sucul toksisite gibi mekanizmalari
icersede hepatotoksisite, norotoksisite ve gelisimsel toksisite in silico
yontemlerle dogru bir sekilde tahmin edilebilmesinde dikkatli ve titiz
davranilmasi gereklidir. Bu noktadaki bakis agisi, karmasik son noktalarin
seciminde birden ¢ok filtrelenmis yolak kullanilarak g¢alisilmasi ve bu
stire¢lerin dogrulanmas ile birlestirilerek tek bir tahmin olusturulmasi
gerekmektedir.

Insan dahil canli tiirleri her yil farkli pekgok bilesigin eklendigi
kimyasallara maruz kalabilmektedir. Ortaya ¢ikan pekgok saglik problem
de bu maruz kalma durumlan ile iliskilendirmektedir. Toksikolojik
ozellikleri degerlendirmek i¢in kimyasallarin geleneksel yontemler ile test
edilmesi, biiylik 6l¢iide hayvan deneylerine dayanmaktadir. Bu tiir testler,
zaman alici, maliyeti yliksek ve wuzman alt yapis1 gerektiren
uygulamalardir. Bu tiir testlerin tahminlerin yapilmasmi saglayan
veritabanlarina her gecen giin daha fazla ve dogrulugu daha yiiksek veriler

eklenerek, elde edilen verilerin kesinligi arttirilmaktadir.
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REACH ve diinya genelinde ki benzer yasalar kapsamindaki hayvan
testlerini azaltma gereksinimleri, hizli teknolojik ilerleme ve ekonomik
tesvikler, in silico yontemlerin kullanimini tesvik eden ana etmenlerdir. Su
anda, bu yontemler mekanistik bilgi saglayarak temel sistemleri agiklama
da ve test ihtiyaglarimi belirleyip test Onceliklerini belirlemede rol
oynamaktadir. In silico yontemlerin diizenleyici kullanima entegrasyon
sireci hizla gelismektedir. Yakin gelecekte, in silico yontemlerin
sonuclarmin risk degerlendirme belgelerinde destekleyici veriler olarak
daha fazla yer aldigini gérecegiz.

Avrupa Birligi’nin kimyasal maddeler i¢in REACH Tiiziigli ve Kozmetik
Tiiziigl, kiiresel olarak ise Kanada’daki Yurtici Maddeler Listesi ve
Japonya’daki Kimyasal Maddeler Kontrol Listesi gibi mevcut pekcok
mevzuatta, in silico toksikolojinin sunmus oldugu toksikolojik ve
farmakolojik kolayliklar nedeniyle, maddelerin risk degerlendirmelerinde
yaygin sekilde uygulanmasi beklentisini ortaya ¢ikarmustir.

Bilesiklerin yapilarinda bulunan parcalarin aktiviteleri {izerindeki
etkilerinin yorumlanmasinda kullanilan in silico toksikoloji kapsaminda
yer alan SAR’lar, belirli bir toksisitenin spesifik bir molekiil ile
iligkilendirilmesinde kullanildigindan, yeni bir molekiilde bu parcalarin
bulunmasi ayn1 toksisitenin ortaya ¢ikacagi tahminini saglayabilir.

In silico toksikoloji igerisinde biiyiik bir yer kaplayan QSAR, bir
kimyasalin biyolojik etkileri, fizikokimyasal ozellikleri ve yapisal
karakteristikleri arasinda istatistiksel bir iligki kurulmasini saglayan 6nemli
bir programdir. Bu istatistiksel veriler toksisite caligmalar1 i¢in kurulan
modellerin toksikolojik olarak rahatlikla yorumlanmasina yardimci olur.
In silico toksikolojide kullanilan yazilim sistemlerinin ¢ogu, kullanicilar
icin SAR, QSAR ve Read-Across gibi bu alanin temel yontemlerinin basit
ve kullanici dostlu araylizlerine ulasim imkanit sunar. Bu sayede
ulasilabilirlik diizeyinin yiiksek olmasini, bu alana yonelmek isteyen bilim

insanlari i¢in rahat bir baslangi¢ noktasi olusturur. In silico toksikoloji i¢in
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iiretilen bu yazilimlarin bir ¢ogu {licretsiz egitim ve Ogretim araglar
saglayabilir ve alanda yeni olan kisilerin in silico toksikoloji kavramlar1 ve
uygulamalariyla tanismalarina olanak tanir.

Kimyasal mevzuatlara uyma gereksinimiyle baglantili olarak, eczacilik ve
kimya alaninda uzun siiredir yapiya dayali olarak toksikolojik 6zellikleri
tahmin etme ihtiyaci bulunmaktadir. Bu durum, gelistirme siirecinin erken
asamalarinda toksik bilesikleri belirleme, yeni molekiillerde toksisiteyi
ortadan kaldirma, daha az hayvan kullanim1 ve dolayisiyla daha diisiik
maliyetle  iriinlerin  kaydedilmesi ve  test  prosediirlerinin
rasyonellestirilmesi gibi bircok gereksinim saglar. In silico yaklasimlar,
ozellikle farmasotiklerin gelistirilmesine vurgu yapilarak birgok endiistride
genis capta uygulanmaktadir. Yukarida bahsedilen gereksinimlerin in
silico toksikoloji ile yapilabilme firsat1 rekabetsel olarak biiyiik bir avantaj
saglar.

Ayni in silico toksikoloji gibi globalde “yapay zeka” iizerine olusan ilgi
artmaktadir. Makine Ogrenimi  Algoritmalart (Machine Learning
Algorithms — ML), kimyasal maddelerin molekiiler yapisina dayanarak
toksisiteyi tahmin eden modeller gelistirmede kullanilir. Karar agaglari,
destek vektor makineleri ve sinir aglar1 gibi alogritmalar, biiyiik veri
setlerini analiz eder ve toksikolojik sonuglar1 tahmin eder.

Yapay zekanin kullanimin artmast ile biiylik veritabanlari, bilimsel literatiir
ve deneysel sonuglar gibi gesitli kaynaklardan gelen biiyiik miktar da veri
islenebilir ve analiz edilebilir. Bu biiylik veri setlerinin isleme ve entegre
etme yetenegi ile yapay zeka in silico modellerin dogrulugunu ve
giivenilirligini arttirabilir.

In silico toksikoloji, ilag formiilasyonlarinin gelistirilmesi ve
optimizasyonunda 6nemli bir rol oynar. Bu yontemler, daha giivenli ve
etkili formiilasyonlar tasarlamaya, gelistirme siirecini hizlandirmaya ve
geleneksel deney yontemlerine olan bagimlhiligi azaltmaya yardimei

olabilir.
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e Bilgisayar modelleri genellikle hayvan testlerinin yerini almak i¢in
Onerilen bir yontem olarak gosterilmektedir. Bu durum bu alanda ki
bilimsel ¢aligmalarin artmasi, kullanimin yayginlastirilmasi ve veri
tabanlarinin iyilestirilmesi ile s6z konusu olabilir. Bilimsel olarak dogru ve
giivenilir verilerin in silico yontemlerle elde edilebildiginin gosterilmesi
bilim insanlar1 ve saglik otoriteleri tarafindan da kabul edilmesine katki
sunacaktur.

e Bir¢ok endiistri ve diizenleyici kurumlari in silico toksikoloji i¢in ticari
yazilim sistemleri gelistirmistir. Birgok yazilim {iriinii 'tamamlanmig {iriin'
olarak degerlendirilmediginden, bu iirlinler her zaman giincellenmeli ve
tyilestirilmelidir.

e Avrupa Birligi gibi uluslararasi diizenleyici organlar, kozmetik ve
kimyasal iirlinler i¢in hayvan testlerinin sinirlanmasi veya yasaklanmasi
yoniinde adimlar atmistir. Ulkemizin de uyum siirecine katilimi ile bu
testler tlilkemiz igerisinde de yasaklanmistir. Yasaklanmig bu testlere
alternatif yollar bulmak tilkemiz i¢in zaman ve maliyet anlaminda biiyiik
bir katki saglayacaktir. Bu silirece en kolay sekilde uyum

saglanabilmesinde in silico toksikoloji yardimci olabilir.

Tez kapsaminda OECD QSAR Toolbox kullanilarak, literatiirden LD50 ve
NOAEL degerlerine ulasabildigimiz 5 molekiil (Amoksisilin, Isotretionin, Risperidon,
Doksorubisin, Guaifenesin) ile herhangi bir toksisite verisi bulunmayan Baklofen icin
LD50 ve NOAEL degerleri tahmin edilmistir. Bilinen molekiillerden elde edilen verilerin,
laboratuvar verileri ile c¢ogunlukla uyumlu oldugu, in silico yontemlerle dogru
kestirimlerde bulunulabildigi gosterilmistir. Literatiirde benzer sekilde bu tiir verilerin
elde edildigi ¢alismalar ile de verilerin uyumlu oldugu goriilmiistiir. Yine de Gauifenesin
gibi literatlir dagarcigr kisith olan maddeler de in silico yontemlerle yapilan
hesaplamalarda yiliksek derece uyumlu sonuglar bulunamamistir. Tez kapsaminda LD50
degerleri hesaplanan maddelerden sadece 3 tanesi %50 iizerinde sonu¢ vermis olup,

NOAEL degerlerine bakildiginda Amoksisilin’in sahip oldugu genis veritabani bilgisi
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sayllmazsa sadece 2 adet diger %50 degerinde benzerlik orani vermistir. Caligsma
sonuclarimiz onceki bazi galigma sonuclari ile tutarli iken bazi ¢aligmalar ile tutarsiz
goziikkmektedir. In silico toksikoloji de, bir benzerlik oraninin yiiksek olmasi her zaman
destekleyici ve giivenilir bir bilgi anlamima gelmedigi unutulmamalidir. Bu oranlarin
tamamiyle dogru ve giivenilir sonuglar vermesi ic¢in veri setleri iyi tanimlanmali ve
genisletilmelidir. Ne kadar fazla karsilagtirma verisi olursa, ister en yakin atom ister
yapisal benzerlik yontemi ile olsun hesaplama yontemlerinin tutarli§i o denli artacaktir.
Bu alandaki ¢alismalara ne kadar fazla veri katkis1 saglanirsa, uzun zaman alan siirecler
bir o kadar kisalacaktir.  Deneysel degerler ile hesaplama yapilmis degerler
karsilastirilmasi, bulunan sonuglarin ne kadar yakin ya da uzak oldugu yorumlanmalidir.
Veri setine olan bilgi girisi arttikga zaman alic1 ve maliyetli deneysel verilere ise ihtiyacin

azalacagi diisiiniilmektedir.
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Structure (25,5R, 6R)-6-[(R)-2-Amino-2-(4
O\HsC H3 hydroxy-phenyl)-acetylamina]-
. ,ﬁ\. X 3,3-dimethyl-7-oxo-4-thia-1-aza
- N/ bicyclo[3.2.0]heptane-2-
j_‘_— 0 carboxylic acid
0 ’S"@ﬁ (25,5R,6R)-6-{[(2R)-2-amino-2-
(4-

H2h hydroxyphenyl)acetylJamino}-
3,3-dimethyl-7-oxo-4-thia-1-
azabicyclo[3.2.0]heptane-2-
carboxylic acid

Prediction summary
Predicted endpoint: Human health hazards -> Acute Toxicity -> LD50 -> Oral -> Rat -> 48 h
Predicted value: 7.3E+03 [mg/kg bdwt/d] (equal to 7.3E+03 [ma/ka/d])
Data gap fllling method: SAR/QSAR prediction
Name of the QSAR model: Acute toxicity in Rat, Oral - Danish QSAR DB ACDLabs model
QSAR applicability domain: In domain

Isotretionin
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QSAR prediction report

Toolbox version: 4.6
Date: 9 Jun 2024
Author(s):

Contact details:

Danish (Q)SAR Database, Division of Diet, Disease Prevention and Toxicology, National Food Institute, Technical
University of Denmark, http://gsar.food.dtu.dk

Target information
Structural information Numerical identifiers Chemical names
SMILES: CAS#: 4759-48-2 (13cis)-retinoic acid
C\COC=C\C1=C(C)CCCC1(C)C)=C/C |Other: EC Number:2252960 13-cis Retinoic acid
=C/C(C)=C\C(0)=0 13-cis-Retinoic acid
Structure

H BC
H3
Prediction summary

Predicted endpoint: Human health hazards -> Acute Toxicity -> LD50 -> Oral -> Rat -> 48 h
Predicted value: 2.8E+03 [ma/kg bdwt/d] (equal to 2.8E+03 [mg/ka/d])

Data gap filling method: SAR/QSAR prediction

Name of the QSAR model: Acute toxicity in Rat, Oral - Danish QSAR DB ACDLabs model
QSAR applicability domain: In domain
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Risperidon

QSAR prediction report

Toolbox version: 4.6
Date: 10 Jun 2024
Author(s):

Contact details:

Danish (Q)SAR Database, Division of Diet, Disease Prevention and Toxicology, National Food Institute, Technical
University of Denmark, http://gsar.food.dtu.dk

Target information
Structural information Numerical identifiers Chemical names

SMILES: CAS#: 106266-06-2 4H-Pyrido(1,2-a)pyrimidin-4-
CCIN=C2CCCCN2C(=0)C=1CCN1CC |Other: N/A one, 3-(2-(4-(6-fluoro-1,2-
C(CCl)clnoc2ee(F)eccl2 benzisoxazol-3-yl)-1-
piperidinyl)ethyl)-6,7,8,9-
tetrahydro-2-methyl-
4H-Pyrido[1,2-a]pyrimidin-4-
one, 3-[2-[4-(6-fluoro-1,2-
benzisoxazol-3-yl)-1-
piperidinyl]ethyl]-6,7,8,9-
tetrahydro-2-methyl-
Risperidone

Structure

Prediction summary
Predicted endpoint: Human health hazards -> Acute Toxicity -> LD50 -> Oral -> Mouse -> 48 h
Predicted value: 190 [mg/kg bdwt/d] (equal to 190 [mg/kg/d])
Data gap filling method: SAR/QSAR prediction
Name of the QSAR model: Acute toxicity in Mouse, Oral - Danish QSAR DB ACDLabs model
QSAR applicability domain: In domain
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Doksorubisin

QSAR prediction report

Toolbox version: 4.6
Date: 10 Jun 2024
Author(s):

Contact details:

Danish (Q)SAR Database, Division of Diet, Disease Prevention and Toxicology, Mational Food Institute, Technical
University of Denmark, http://qgsar.food.dtu.dk

Target information
Structural information Numerical identifiers Chemical names
SMILES: CAS#: 23214-52-8 (15,35)-3,5,12-trihydroxy-3-
COclecec2C(=0)c3c(0)c4C[C@](0)( |Other: EC Number:2454956 | (hydroxyacetyl)-10-methoxy-
C[C@H](O[C@H]5C[C@H])(N)[C@H]( 6,11-dioxo-1,2,3,4,6,11-
0)[C@H](C)O5)c4c(0)c3C(=0)c12)C( hexahydrotetracen-1-yl 3-
=0)Co amino-2,3,6-trideoxy-alpha-L-
lyxo-hexopyranoside
Structure (8S,105)-10-((2R,4S,55,65)-4-
o Amino-5-hydroxy-6-methyl-
HOy L tetrahydro-pyran-2-yloxy)-
e 6,8, 11-trihydroxy-8-(2-hydroxy-
o \f_Q ,-’\ a0 acetyl)-1-methoxy-7,8,9,10-
J\'Q-K. N, tetrahydro-naphthacene-5,12-
Fr— _’& OH "CH3 dione
@ . (8S,105)-10-[(3-Aminc-2,3,6-
o trideoxy-alpha-L-lyxo-
Hac! hexopyranosyl)oxy]-7,8,9,10-
tetrahydro-6,8,11-trihydroxy-8-
(2-hydroxyacetyl)-1-methoxy-
5,12-naphthacenedione
Prediction summary

Predicted endpoint: Human health hazards -> Acute Toxicity -> LD50 -> Intraperitoneal -> Rat -> 48 h
Predicted value: 13.6 [mg/kg bdwt/d] (equal to 13.6 [mg/ka/d])

Data gap fllling method: SAR/QSAR prediction

Name of the QSAR model: Acute toxicity in Rat, Intraperitoneal - Danish QSAR DB ACDLabs model
QSAR applicability domain: In domain
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Guaifenesin

QSAR prediction report

Toolbox version: 4.6
Date: 9 Jun 2024
Author(s):

Contact details:

Danish (Q)SAR Database, Division of Diet, Disease Prevention and Toxicology, National Food Institute, Technical
University of Denmark, http://qgsar.food.dtu.dk

Target information
Structural information Numerical identifiers Chemical names
SMILES: CAS#: 93-14-1 (2RS)-3-(2-
COclecccclOCC(0)CO Other: EC Number:2022225 | Methoxyphenoxy)propane-1,2-
diol
1,2-Propanediol, 3-(2-
H3C\C methoxyphenoxy)-
1,2-Propanediol, 3-(o-
0 methoxyphenoxy)-
HO
Structure HO
Prediction summary

Predicted endpoint: Human health hazards -> Acute Toxicity -> LD50 -> Oral -> Rat -> 48 h
Predicted value: 2E+03 [ma/kg bdwt/d] (equal to 2E+03 [ma/ka/d])

Data gap filling method: SAR/QSAR prediction

Name of the QSAR model: Acute toxicity in Rat, Oral - Danish QSAR DB ACDLabs model
QSAR applicability domain: In domain
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Baklofen

QSAR prediction report

Toolbox version: 4.6
Date: 12 Jul 2024
Author(s):

Contact details:

Danish (Q)SAR Database, Division of Diet, Disease Prevention and Toxicology, National Food Institute, Technical
University of Denmark, http://qgsar.food.dtu.dk

Target information
Structural information Numerical identifiers Chemical names
SMILES: CAS#: 1134-47-0 4-amino-3-(4-
NCC({CC({0)=0)clecc(C)ccl Other: EC Number:2144869 chlorophenyl)butanoic acid
Baclofen
Structure Benzenepropanoic acid, ?-
O {aminomethyl)-4-chloro-
|_.
HEN
Prediction summary

Predicted endpoint: Human health hazards -> Acute Toxicity -> LDS0 -> Oral -> Mouse -> 48 h
Predicted value: 940 [mg/kg bdwt/d] (equal to 940 [mg/kg/d])

Data gap filling method: SAR/QSAR prediction

Name of the QSAR model: Acute toxicity in Mouse, Oral - Danish QSAR DB ACDLabs model
QSAR applicabllity domain: In dorain
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QSAR prediction report

Toolbox version: 4.6
Date: 12 Jul 2024
Author(s):

Contact details:

Danish (Q)SAR. Database, Division of Diet, Disease Prevention and Toxicology, National Food Institute, Technical
University of Denmark, http://gsar.food.dtu.dk

Target information
Structural information Numerical identifiers Chemical names
SMILES: CAS#: 1134-47-0 4-amino-3-(4-
NCC(CC(0)=0)clecce{C)ecl Other: EC Mumber:2144869 chlorophenyl)butanoic acid
Baclofen
Structure Benzenepropanoic acid, ?-
O {aminomethyl)-4-chlora-
|_.
HoN
Prediction summary

Predicted endpoint: Human health hazards -> Repeated Dose Toxicity -> Maximum Recommended Daily
dose -> Homo sapiens -> Undesirable Adverse Effects

Predicted value: Positive [Repeated dose toxicity]

Data gap filling method: SAR/QSAR prediction

Name of the QSAR model: MRDD in Humans < 2.69 mg/kg-bw/d - Danish QSAR DB battery model
QSAR applicabllity domaln: In domain
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QSAR prediction report

Toolbox wersion: 4.6
Date: 12 Jul 2024
Author(s):

Contact details:

Danish (Q)SAR Database, Division of Diet, Disease Prevention and Toxicology, National Food Institute, Technical
University of Denmark, http://qsar.food.dtu.dk

Target information
Structural information Numerical identifiers Chemical names
SMILES: CAS#: 1134-47-0 4-amino-3-(4-
NCC(CC(0)=0)clece()ecl Other: EC Number:2144869 chlorophenyl)butancic acid
Baclofen
Structure Benzenepropanoic acid, ?-
O {aminomethyl)-4-chloro-
H
HoN
Prediction summary

Predicted endpoint: Human health hazards -> Acute Toxicity -> LD50 -> Intraperitoneal -> Rat -> 48 h
Predicted value: 300 [mg/kg bdwt/d] (equal to 300 [mg/kg/d])

Data gap filling method: SAR/QSAR prediction

Name of the QSAR model: Acute toxicity in Rat, Intraperitoneal - Danish QSAR DB ACDLabs model
QSAR applicabllity domain: In domain
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