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Humik maddeler topraklarda ve sularda her yerde bulunur. Bu karmas 1k Ust yapilar, 60 bitki ve hayvan maddesinin

ayris masindan elde edilir ve toprak saglidi i¢in hayati 5neme sahiptir. Heterojen biles imleri, mens e bdlgelerine 6zgldir ve
mineralleri tutabilen ve onlari bitkiler igin kullanilabilir hale getirebilen zayif bagl kiig Uk organik biles ikler agregalarindan
olus ur. Bu nedenle, insanlar i¢in potansiyel besin degerine sahip olabilirler ve bu amaglara uygun olabilecek fulvik ve himik
asit ekstraksiyonlari Uretilebilir. Bu nedenle, Alberta, Kanada'daki bir linyit yatagindan tiretilen fulvik ve himik asitlerin spesifik
bir preparasyonunun (blk. 333) toksikolojik profilini degerlendirdik ve in vitro memeli kromozomal bakteriyel ters mutasyon

testinde bunun genotoksik potansiyelden yoksun oldugunu bulduk. sapma testi ve in vivo memeli mikronukleus testi. 90 gunlik
strekli maruz kalmanin ardindan Wistar si¢anlarinda genel veya organ toksisitesi gézlenmedi ve test edilen en yiksek doz olan

2000 mg/kg vicut agirhg/gun'de higbir yan etki gézlenmedi seviyesi (NOEAL) belirlendi. Sonuglarimiz, gidada bir besin takviyesi
olarak mustahzarin gelis tirilmesi i¢in daha fazla degerlendirmenin fizibilitesini gdstermektedir.

1. Girig

Humik maddeler, biyolojik maddenin (yani bitkiler ve hayvanlar) ayris masindan
kaynaklanan ve toprakta ve sularda her yerde bulunan karmas 1k, zayif bagl, heterojen,
kg Uk organik biles iklerin Ust yapilaridir [1]. Bu amorf agregalar, herhangi bir tek
molekdler yapi ile veya molekuler heterojenlikleri nedeniyle, hatta bir yapi grubu
tarafindan tanimlanamaz; ancak, ortalama 6zellikler [2] agisindan ele alindiginda énemli
Olg Ude tekduzelik sergilerler. Himik maddeleri stabilize eden ¢ ok sayida ve karmas 1k
zayif kuvvetler, ayni zamanda, maddelerin Uretildigi kig Uk molekdiller i¢inde bunlarin
reaktivitesine ve hidrofobik ve hidrofilik alanlara da yol agar.

tlretmek onlarin esnek konformasyonel yapilarina katkida bulunur [3].

Tarihsel olarak, himik asitler (HA; CAS no. 1415-93-6), hiimik maddenin temel 6zleri
asitles tirildiginde olus an ¢6keltiler olarak tanimlanirken, fulvik asitler (FA; CAS no.
479-66-3) bu suregten sonra ¢ 6zeltide kalir [1,2]. Bas ka bir deyis le, HA'lar alkalin
pH'ta ¢6zinurken, FA'lar pH'tan bagimsiz ¢ 6zindrlik sergiler. FA'larin ¢ 6zunurlagd, ¢ ok
sayida asidik fonksiyonel grup nedeniyle ki ik molekdllerin birliktelikleri i¢indeki
hidrofiliklik ile saglanir; oysa himik asitler igcindeki ilis kiler, nétr pH'ta stabilizasyon ve
asit pH'ta topaklanma ile sonuglanan hidrofobiktir [3]. Ancak bu tur ekstraksiyon
yontemleriyle elde edilen HA ve FA fraksiyonlarinin dogal hiimik maddede var oldugu
gosterilmemis tir ve kesinlikle i erir.

Kisaltmalar: ANOVA, varyans analizi; CDFA, Kaliforniya Gida ve Tarim Bakanlid; CI-HA, klorlu hiimik asit; DME, Dulbecco'nun degis tirilmis Eagle'lari; EFSA, Avrupa Gida Givenligi
Otoritesi; FA, fulvik asit; FOB, is levsel gozlem pili; fT4, serbest tiroksin; GLP, iyi laboratuvar uygulamasi; HA, himik asit; MPCE, mikronukleer polikromatik eritrositler; NOAEL, gézlemlenen
yan etki diizeyi yok; O3-HA, ozonlanmis himik asit; 03/CI2-HA, ozonlanmig ve klorlanmis hiimik asit; OECD, Ekonomik I s birligi ve Kalkinma Orgiits; S9, mitokondriyal siipernatan
sonrasi S9 karis im1 Fenobarbital/B-naftoflavon kaynakli sican karacigeri S9 metabolik aktivasyon sistemi; SCE, kardes kromatid dedis imi; SD, Sprague-Dawley; SOP, standart is letim

prosedury; SPF, spesifik patojen icermez; TG, test ydnergesi; TSH, tiroid uyarici hormon.
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hidmik maddenin bir pargasi olmayan biles ikler ve ekstraksiyon teknigi ile

Uretilen alterasyon biles ikleri [2,4]. Aslinda, HA ve FA'y1 bu s ekilde tanimlamanin,

bu operasyonel tanimlari geriye dénik olarak agiklama giris iminde yanhs bir
humifikasyon modelinin Uretilmesine yol agtid ileri sirilmis tar [4]. Yine de bu,
benzer s ekilde Uretilen ticari HA'lar ve FA'lar hakkinda uygun bir dis Gnme

s eklidir. Bu tur Urlnler, tek olarak tanimlanabilir biles ikler dedil, daha ziyade
¢oklu biles iklerin kimeleridir [2]. Bu tUr biles iklerin 6nerilen genel sahte
yapilari, S ekil 1'de gésterilmektedir .

Hem HA'larin hem de FA'larin genel 6zellikleri, yetenek gibi genel kimyasal
ozelliklerine yol agan temel biles enleri (karbon, hidrojen, nitrojen ve kikurt) ve
oksijen i¢eren fonksiyonel gruplar (hidroksil, karboksil, karbonil ve fenolik) ile
ilgilidir. HA'larin FA'lara gére daha yuksek molekuler agrliklari ¢ 6zinUrlGgu,
karbon ve oksijen i¢eridini, pH'l, polimerizasyon derecesini ve iyon dedis im
kapasitesini etkilerken, solisyondaki iyonik partikillerle reaksiyona girmek igin
kullanilir [2,5]. Gzellikleri nedeniyle, HA'lar ve FA'lar, karbonun tutulmasi da dahil
olmak Uzere besin ve su kullaniminin ve toprak kalitesinin iyiles tirilmesi gibi
¢es itli tarimsal uygulamalarda kullanilmis tir [3,5-12].

Humik maddelerin bitki yas ami Gzerindeki etkilerine yénelik bir dizi mekanizma
Onerilmis ve/veya aras tirilmis olsa da, bu mekanizmalarin anlas ilmasi eksik
oldugundan 6drenilecek ¢ok s ey vardir. Bdyle bir mekanizma, toprakta
¢6zinmeyen mineral komplekslerinin olus umunun &nlenmesi yoluyla bitkiler
tarafindan mineral kullaniminin artirilabilecedi iyon degis imidir; himik maddeler
daha sonra bitki kdklerine hidrojen ve karbonik asit kars ihginda emilebilir
mineral iyonlari saglayabilir [5,10,111. 1 yon degis im mekanizmasi, topraktaki
zehirli metallerin tutulmasinda da etkindir. Himik maddelerin bitki yag amini
surdurmedeki rolu ve potansiyel olarak zararli ¢ evresel toksik maddeleri baglama
ve ayirma yeteneklerinden dolayi, insan beslenmesini gelis tirme ve kasitsiz
olarak yutulan diyet toksiklerine kars 1 bir miktar koruma saglama konusunda
dodal bir yetenege sahip olabileceklerini tahmin etmek kolaydir. elementler.

Hindistan'da insanlar tarafindan antioksidan, adaptojenik ve dider etkiler
icin bir FA preparatinin geleneksel kullanimi rapor edilmis tir ve bunun

COOH OH

S ekil 1. a.) fulvik asit ve b.) himik asidin potansiyel sahte yapilari.
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antioksidan aktivite ges itli calis malarda degerlendirilmis tir [13,14]; HA'nin
antioksidan ozellikleri de aras tinlmig tir [15]. Macar turbasindan elde edilen

dzel bir HA ve FA mistahzari, ABD Gida ve I lag I daresi'ne, ayrica mineral ve
zenginles tirmek i¢in ilave mineraller de igeren bir besin takviyesinde kullaniimak
Uzere iki bas arili Yeni Diyet1 ¢erigi Bildiriminin (NDIN) konusu olmus tur. insan
vlicudundaki iz element durumu [16,17]. Son NDIN [17], bu maddenin insanlarda
mineral durumunu iyiles tirdidi ve/veya absorpsiyonu inhibe ettigi ve toksik
elementlerin atilimini iyiles tirdidi bulunan 9 yayinlanmamis ve bir yayinlanmis
[18] klinik degerlendirme bildirdi.

Bununla birlikte, bu ve diger hiimik mustahzarlar arasindaki potansiyel farklarin
yani sira eksojen minerallerin eklenmesi nedeniyle, bu tir sonuglarin genel
olarak humik maddelere ekstrapole edilip edilemeyecedi a1k degildir.

Diger himik mustahzarlar tzerinde insan sindirimi ile ilgili klinik veya mekanik
aras tirma sinirlidir ve broyler yemine bir himik madde ekstraktinin eklenmesi
s eytani olmasina ragmen, bilgimiz dahilinde yukaridaki etkilerle ilgili bas ka
higbir calis ma yapiimamis tir.

tavuklarin blyumesini iyiles tirmek igin planlanmig tir [19].

HUmik maddelerin heterojen yapisindan dolayi, uygun bir model maddenin
tanimlanmasi igin ¢aba gosterilmesine ragmen, tek bir spesifik maddenin
toksikolojik degerlendirmesinin bir bitin olarak gruba ekstrapolasyon igin
yetersiz oldugu dis Unilmdus tar [20-22]. Bu nedenle, ylzey sularinda dus Uk
himik madde seviyelerinin dogal olarak bulunmasi nedeniyle bunlarin ¢ogu,
olus an yan urunlerin mutajenik potansiyelini aras tirmak igin yapilmis olsa da,
ces itli kokenlerden himik maddelere ilis kin bir dizi toksikolojik aras tirma
yayinlanmis tir. su kaynaklarinin dezenfeksiyonu. Aslinda, azalan pH ve yeterli
HA ve klor konsantrasyonlari kos ullari altinda, HA ve FA'da bulunan ugucu
olmayan organik maddelerin klorlanmasinin, biles iklerin (mukoklorik asit ve
2,3, 3-trikloropropenal gibi) olus umuyla sonuclandid bilinmektedir. bakteriyel
ters mutasyon testlerinde mutajenik olan. Ancak genel olarak bu ¢alis malar,
dezenfeksiyona ugramamis , siklikla kontrol maddesi olarak dahil edilen veya
bas ka nedenlerle aras tirilan himik maddeler agisindan olumsuz olmus tur
[20,23-28].

Bununla birlikte, bazi calis malar hem mutajenite hem de genel toksisite
testlerinde pozitif veya s Upheli sonuglar géstermis tir [22,29-32]. Ek olarak,
Avrupa Gida Guvenligi Otoritesi (EFSA), fareler Gzerinde mineraller eklenmis
himik ve fulvik asit karis iminin yayinlanmamis  bir subkronik toksisite
¢alis masini degerlendirdi ve 50 mg/kg viicut agirlig/gin olarak hig bir yan etki
gozlenmeyen seviye (NOAEL) belirledi. Histolojik degerlendirmelerin olmamasi
nedeniyle durdurulamayan yiksek dozlarda vicut ve organ adrliginin azalmasi
nedeniyle [21]. 50 mg/kg canli agrrlik/giin'de kusma ve sulu dis ki olug umu ve
150 mg/gun'de hafif kalp ve karaciger lezyonlari nedeniyle kdpeklerde
yayinlanmamis bir kronik ¢alis mada 15 mg/kg canli agrlik/gunlik bir NOEAL
potasyum humat belirlenmis tir. kg vicut agrhig/gin. Bununla birlikte EFSA
ayrica, 30 giin boyunca 100 mg/kg viicut adirid/gin (siganlar) veya 300 mg/kg
vicut agrhid/gun dozlarinda hem konsantre HA hem de bunun sodyum tuzunun
uygulandig farelerde veya kdpeklerde hicbir davranis sal veya klinik etkinin
g6zlenmedigini kaydetmis tir. 90 gln (k6pekler).

Bu celis kili bilgilerin 1s 1ginda, olasi endis eleri dederlendirmek i¢in, hem
hasat yeri biles imindeki degis kenlige hem de toksik potansiyelde farkliliklara
yol ac abilecek spesifik ekstraksiyon yontemlerine ve ayrica test protokollerinin
saglamhigina dikkat edilmelidir. . Bu nedenle, bir besin takviyesi olarak
gelis tirmenin fizibilitesi ile ilgili olarak, bir dizi toksikolojik ¢alis ma yurdttik
(gida igeriklerinin degerlendirilmesi igin yaygin olarak énerildidi gibi [33, 34] ve
dizenleyici kurumlar tarafindan bir kanitin agirhgna katkida bulundugu kabul
edildi). Kanada, Alberta'daki bir linyit yatagindan tiretilen fulvik ve humik asitlerin
&dzel bir preparasyonuna (blk. 333) ilis kin mevcut Ekonomik I s birligi ve
Kalkinma Orgiitii (OECD) standartlarina gére yazarlarin deneyimlerine dayali
degerlendirme).
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2. Materyal ve yontemler
2.1. Test 6Gesi

Test maddesi fulvik ve humik asit (ticari adi: blk. 333) tozuydu, Alberta, Kanada'daki
bir yataktan oksitlenmis linyitin kurutulmus sulu 6zitu. Suda ylksek oranda ¢ 6zunur,
kati, parlak ve/veya donuk koyu ve orta kahverengi ila siyah, ince bir tozdur. Gida sinifi
spesifikasyonlari, California Gida ve Tarim Bakanl@ (CDFA) yontemine gére >%70 HA
iceridi, <%5,0 nem ve mikrobiyal biyime ve agr metal i¢eridi limitlerini i¢erir. CDFA
yontemiyle tahlil edilen himik ig erik (klasik tanima gore HA igerigi olarak rapor edilir),
bazi FA'lari ve diger orta molekil agrlikli himik maddeleri ig erebilir. Yontem, pH 2.0'da
elde edilen ¢ 6keltide bulunan tim humikleri élgen bir baz/asit ekstraksiyon proseduri
kullanir; ancak, FA'larin ¢ogdu blk icinde yer alir. 333, bu prosediirle elde edilen stzinttde
¢ 6zelti halinde kalir.

Kimyasal safsizliklar silika, aliminosilikatlar ve diger himik olmayan organik maddeleri
igerir. Tipik bir beslenme profili yaklas 1k %10 protein, %33 karbonhidrat, %1 diyet lifi,
<%0,25 yad, %55 kdl, %0,27 kalsiyum, %0,12 demir, %0,48 sodyum ve eser miktarda

s eker ve A ve Cvitaminleri igerir. .

Fulvik ve humik asit tozu, gida i¢in mevcut iyi Gretim uygulamalarina uygun olarak
Uretilir, paketlenir ve saklanir.
Fulvik ve himik asit tozu parti no. 918-10-11 (HA igerigi CDFA yontemiyle %83.50) burada
bildirilen genetik toksisite ¢alis malari igin kullanilmis tir ve lot no. 90 glnlik tekrarlanan
doz galis masiigin 17H24-1006-e73c (CDFA yéntemiyle %103.67 HA igeridi) kullanildi.

Gergekles tirilen ¢alis malar icin test ¢ 6zeltileri, her deney giniinde hicrelerin
is lenmesinden veya hayvanlara doz verilmesinden hemen &énce taze olarak hazirlandi.
I stenen test soliisyonu konsantrasyonlarini elde etmek i¢in gerekli test maddesi
miktarlar dikkatli bir s ekilde tartild, arag i¢inde suspanse edildi ve homojen sollsyonlar
elde etmek igin karis tirild; test ¢ 6zeltileri, homojenligi korumak i¢in dozlama sirasinda
surekli karis tirildi ve doz uygulamasi, hazirlandiktan sonra 2-4 saat iginde tamamlandi.
Diger tim yénleriyle, burada agiklanan ¢alis malar OECD I yi Laboratuvar Uygulamalari
i Ikeleri'ne (GLP) [35] uygun olarak yuritilmus tdr.

2.2. hayvancilik

Hayvan ¢alis malari, Toxi-Coop Zrt. 90 glinlik ¢alis ma, Laboratuar Hayvanlarinin
Bakimi ve Kullanimii¢in Ulusal Aras tirma Konseyi Kilavuzuna [36] goére ve Macar Yasasi
2011 CLVIII (Macar Yasas! 1998 XXVIII'de degis iklik) ve Hukimet Kararnamesi 40/2013
ilkelerine uygun olarak yurattlmus tdr. hayvanlarin korunmasini diizenler. Hayvan yas
ve adrlik araliklar, iklimlendirme, barindirma, gevre kos ullari ve yiyecek (ssniff® SM R/
M-Z+H, ssniff Spezialdiaten © GmbH, Soest, Almanya) ve su (i¢ilebilir musluk suyu) temini,
ilgili OECD test yonergeleri (TG) [37,38].

2.3. Bakteriyel ters mutasyon testi

Deneyler, OECD TG 471'e [39] gbre, bir Fenobarbital/B olmadan ve bir fenobarbital
ile birlikte ve bakteri test cihazi sug lari (Moltox, Inc., Boone, NC, ABD) Salmonella
typhimurium TA98, TA100, TA1535 ve TA1537 ve Escherichia coli WP2 uvrA kullanilarak
yapilmis tir. -naftoflavon kaynakli si¢an karacigeri mitokondriyal siipernatan sonrasi (S9)
(Moltox, Inc., Boone, NC, ABD) metabolik aktivasyon sistemi (S9-mix). Arag olarak ultra
saf su (ASTM Tip 1) secildi ve ana testler icin 5000, 1600, 500, 160, 50 ve 16 ug/plaka test
maddesi konsantrasyonlari secildi (ilk plaka birles tirme ve dogrulama 6n inkibasyon
yontemleri kullanilarak Ames ve digerleri [40], Maron ve Ames [41], Kier ve digerleri [42],
Venitt ve Parry [43] ve Mortelmans ve Zeiger [44]'den uyarlanan proseddrler),
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6n ¢6zundrlik ve konsantrasyon aralig bulma testlerine dayalidir.

Merck Life Science GmbH'den (Eppelheim, Almanya) elde edilen (4-Nitro-1,2-fenil
enediamin, sodyum azid ve 9-aminoakridin) ve Sigma-Aldrich Co.'dan (St. Louis, MO,
ABD)) ve (2-aminoantrasen, Sigma-Aldrich Co., (St. Louis, MO, ABD)) ile metabolik
aktivasyon, TG ve belirtilen literatiire gore secilmis tir.

Biyolojik gegerlilige dayali sonuglarin degerlendirilmesi icin kriterler, laboratuvar
tarafindan TG'ye uygun olarak gelis tirilmis ve daha énce agiklanmig tir [45].

2.4.1 nvitro memeli kromozomal sapma testi

Tim deneyler, OECD TG 473 [46] ve laboratuvarin standart ¢alis ma proseddurlerine
(SOP) (Preston ve digerleri [47] ve Brusick [48] referans alinarak gelis tirilmis tir) uygun
olarak yapilmis tir. Test sistemi olarak takviye edilmis Dulbecco's Modified Eagle's (DME)
ortaminda (Sigma Aldrich, Schnelldorf, Aimanya) yetis tirilen V79 erkek Gin hamsteri
akciger hiicreleri (European Collection of Authenticated Cell Cultures; Salisbury, I ngiltere)
kullanildi. Deneysel kos ullar, metabolik aktivasyon (yani, S9-mix) olmadan ve igeren kisa
sureli (3 saat) tedaviler ve yaklas 1k 1,5 (20 saat) ve 2 (28 saat; yalnizca S9-mix ile) hicre
doéngusi ve uzun- 20 ve 28 saatte drneklenen metabolik aktivasyon olmaksizin sureli
tedaviler (20 saat). On ¢6zinirlik ve sitotoksisite testlerine dayanarak, arag olarak DME
ortami ve kisa ve uzun igin 625, 1250, 2500 ve 3000 pg/mL ve 39.1, 78.2, 156.3 ve 312.5
pg/mL test maddesi konsantrasyonlari kullanilmis tir. Ana test igin sirasiyla S9-mix'siz
sureli tedaviler ve S9-mix ile tim tedaviler icin 1250, 2500 ve 5000 pg/mL segildi.

S9-karis 1mi olmadan ve birlikte kullanim igin pozitif kontroller sirasiyla etil meth
anesulfonate (belirtilen literatiire ve laboratuvarin tarihsel veri tabanina gére segilen
bilinen bir mutajen ve klastojen) ve siklofos famiddi (Sigma Aldrich, Schnelldorf, Aimanya).
Ana testin deneyleri iki kopya halinde gergekles tirildi.

2.5. In vivo memeli mikronukleus testi

Mikronukleus testi, Salamone ve Heddle [49] prosedirlerine atifta bulunarak OECD
TG 474 [37] uyarinca spesifik patojen igermeyen (SPF) Crl:NMRI BR fareleri (Toxi-Coop,
Budapes te, Macaristan) kullanilarak gergekles tirilmis tir. Bir 6n toksisite testine dayali
olarak, bes erkek fareden olus an gruplarin her birine 0, 500, 1000 ve 2000 mg/kg bw'lik
test 6gesi dozlari, 24 saatlik araliklarla, 20 mL/kg bw'lik sabit bir hacimde gavaj yoluyla
uygulandi. ; arag kontrolt damitilmis suydu (Parma Product Kft., Budapes te, Macaristan).
Ek bir gruba, bir kez intraperitoneal enjeksiyon yoluyla pozitif kontrol olan siklofosfamid
(Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Almanya) uygulandi. Vicut agrh@ 6lg mleri, ilk dozdan 6nce
ve kurban edilmeden hemen 6nce yapildi ve hayvanlar, kurban edilene kadar her dozdan
sonra duzenli araliklarla 61Um ve toksisite belirtileri agisindan gézlendi.

Son tedaviden 24 saat sonra hayvanlar servikal dislokasyonla 6ldurildi ve her
hayvandan iki kemik iligi (femur) 6rnedi alindi. Her numuneden hiicre peletleri hazirlandi
ve mikroskop lamlari inceleme igin lekelendi, sabitlendi ve boyandi. Her hayvandan bir
slayt, kér puanlama igin kodlandi.

2.6. Siganlarda 90 gunlik tekrarlanan doz oral toksisite galis masi

Galis ma, OECD TG 408 [38] 'e uygun olarak, adirhda gore rastgele dagtiimis SPF
Han:WIST fareleri (Toxi-Coop, Budapes te, Macaristan) gruplarinda yurituldi. On sigana/
cinsiyete/gruba, ardis 1k 90 (erkek) veya 91 (dis i) giin boyunca 0, 500, 1000 ve 2000 mg/
kg canli agirlik/giin dozlarinda test maddesi uygulandi (doz ve arag se¢imi temel alinarak
yapildi) yayinlanmamis , OECD uyumlu [50], test edilen en yiksek doza (2000 mg/kg
vicut adrlig/gan) kadar higbir olumsuz etkinin gézlenmedi@i 14 gunlik tekrarlanan doz
araligi bulma galis masi). dozlar verildi
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10 mL/kg vicut agrhid sabit bir sonda hacminde ve arag olarak ay¢ic ek yad (Heli anthi
annui oleum raffinatum; Parma Product Kft., Budapes te, Macaristan) segildi ¢ inki test
¢ Ozeltisi sonda uygulamasi i¢in ¢ ok kalin/yogun hale geldi. su veya sulu metilseliloz

icinde suspanse edildiginde 200 mg/mL'lik yiksek konsantrasyon.

Hayvanlar 6lum, klinik belirtiler, davranis ve fonksiyonel etkiler, viicut agirhg ve
beslenme etkileri ve oftalmolojik dedis iklikler agisindan gézlendi. Fonksiyonel gézlem
dizisi (FOB), Irwin'in [51] yénteminin bir modifikasyonu olarak gelis tirilen laboratuvar
SOP'lerine gére tedavinin son haftasinda ytritdldi .

Son tedaviden sonra bir gecelik a¢chdn ardindan hayvanlarda Isofluran CP® anestezisi
(Medicus Partner Kft, Biatorbagy, Macaristan) kullanilarak derin bir narkoz durumu
olus turuldu ve klinik patoloji dederlendirmelériielteretimadrbitayventar plekasstarakan
abdominal aorttan kan akitilarak 6ldirildii ve otopsiye tabi tutuldu. Blyik patolojik
incelemelerin ve organ agrliklarinin belirlenmesinin ardindan, tim hayvanlardan alinan
organ ve doku drnekleri gelecekteki olasi incelemeler i¢in saklandi. Kontrol ve yiksek
doz hayvanlarinin tm korunmus organ ve dokularindan alinan numunelerin
histopatolojik incelemeleri yapildi ve gézlemlenen tim buyUk lezyonlarin histopatolojik
incelemeleri de yapildi.

2.7. Sonuglarin analizi

I statistiksel analizler SPSS PC + yazilimi, strdm 4 (SPSS, Inc., Chicago, IL, ABD) ile
yapildi ve dogrusal egilimleri kontrol etmek i¢in Microsoft Excel strim 2016 (Microsoft,
Macaristan) kullanildi. Tim testlerde P dederinin <0,05 olmasi istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.

2.7.1. Bakteriyel ters mutasyon testi

Ortalama degerler, standart sapmalar ve mutasyon oranlari, koloni sayilarinin
manuel olarak sayllmasina dayali olarak hesaplandi ve sonuclar biyolojik uygunluk
temelinde degerlendirildi.

2.7.2. In vitro memeli kromozomal anormallik testi TUm slaytlar

bagmsiz olarak kodlandi ve kér olarak puanlandi ve ¢ift kilturlerden elde edilen
sonug lar, istatistiksel analiz i¢in havuzlandi. Tedavi ve es zamanli pozitif kontrol
gruplarindaki aberasyon sayisi ve aberasyonlu hiicre sayisi, Fisher kesin ve ki-kare testleri
kullanilarak es zamanli negatif kontrol ile kars 1lag tirildi. Es zamanl negatif ve pozitif
kontroller ve tedavi gruplari da laboratuvar tarihsel kontrolleriyle kars ilas tirild. Veriler,
hicre sayisindaki konsantrasyona badli artis lar igin degerlendirildi.

yeterli regresyon analizi kullanarak sapmalar.

2.7.3. In vivo memeli mikronukleus testi

Mikronikleer polikromatik eritrositlerin (MPCE) siklidindaki farkliliklar, Kruskal-Wallis
parametrik olmayan tek yonli varyans analizi (ANOVA) kullanilarak degerlendirildi.
Veriler, yeterli regresyon analizi kullanilarak MPCE sikh@ndaki doza bagl artis lar igin
kontrol edildi.

2.7.4. Siganlarda 90 gunlik tekrarlanan doz oral toksisite

¢alis masi Bartlett'in varyans homojenligi testi, viicut agirhd, vicut agrhdg artis 1,
gida tuketimi, yem etkinligi, klinik patoloji parametreleri ve mutlak ve badl organ
agrhdnda ara grup heterojenligini dederlendirmek i¢in kullanildi. veri. Heterojen veriler,
Kolmogorov-Smirnov testi kullanilarak normallik agisindan degerlendirildi. Verilerin
homojen veya heterojen olmasi ve normal dagiimasi durumunda tek yonli ANOVA,
normal daglmamasi durumunda Kruskal-Wallis parametrik olmayan tek yonli ANOVA
kullanilmis tir. Gruplar arasi farklliklarin énemini degerlendirmek igin post hoc analiz,
ANOVA sonucg lari istatistiksel olarak anlamliysa Dun can'in Coklu Aralik testi kullanilarak
veya parametrik olmayan ANOVA sonug lari istatistiksel olarak anlamliysa Mann-Whitney
U testi kullanilarak yapildi. Olus um sikliklaris us ekilde hesaplandi:
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kantitatif olmayan parametrelerin (klinik ve fonksiyonel gézlemler, oftalmoskopi ve briit
ve histopatolojik bulgular) klinik 6nemini degerlendirin. Erkek ve kadin verileri ayri ayri
degerlendirildi.

3. Sonuglar

3.1. Bakteriyel ters mutasyon testi

Es zamanl pozitif kontrollerle eski haline dénen kolonilerde beklenen artis lar
g6zlendi ve tim es zamanli pozitif ve negatif kontroller kars 1lik gelen tarihsel kontrol
araliklari igindeydi. Test 6gesiyle tedavi edilen test cihazi sus larinda biyolojik olarak
anlamli (2 kat) veya eski haline donen kolonilerde konsantrasyonla ilgili artis lar
gozlenmedi
Es zamanl ve histolojik negatif kontrollere kiyasla metabolik aktivasyon olmadan veya
ile birlikte (Ek Tablolar S1 ve S2).

3.2.1 nvitro memeli kromozomal sapma testi

Sitotoksik veya 6nerilen maksimum konsantrasyonlara kadar test maddesine maruz
kalmanin ardindan (metabolik aktivasyon olmadan veya aktivasyonla kisa sureli veya
metabolik aktivasyon olmadan uzun sireli), es zamanli ve aberasyonlu hiicrelerin
sikliginda istatistiksel olarak anlamli veya konsantrasyona badli artis lar olmadi ve
yaklas 1k 1,5 veya 2 hiicre dongisunin érnekleme zamanlarinda tarihsel negatif kontroller
gobzlendi (Ek Tablo S3). Ek olarak, deneylerde higbir poliploidi veya endor kopyalanmig
metafaz gézlenmedi.

3.3. In vivo memeli mikronukleus testi

1 Ik dozdan fedakarliga kadar gegen siire boyunca higbir 8lim veya anormal belirti
veya davranis goézlenmedi. Mikronikleus testinin sonuglari Ek Tablo S4'te 6zetlenmis tir.
Olgunlas mamis eritrositlerin toplam eritrositlere orani, tedavi edilen ve negatif kontrol
numuneleri arasinda benzerdi, ancak istatistiksel olarak anlamli olmayan hafif bir dig s
g6zlemlendi.

Tedavi edilen farelerin kemik iliginde gézlemlenen MPCE'lerin sikliklari, e zamanli veya
ge¢mis teki negatif kontrollerinkinden istatistiksel olarak anlamli bir farklilik géstermedi
ve doza badl artis lar gozlenmedi.

3.4. Siganlarda 90 giinlik tekrarlanan doz oral toksisite ¢alis masi

3.4.1. Mortalite, klinik gézlemler ve oftalmoloji Calis ma sirasinda

mortalite meydana gelmedi. Galis ma boyunca test maddesiyle tedavi edilen tim
gruplarda koyu renkli dis kilar gézlendi. Gunlik kafes tarafi veya haftalik ayrintili
g6zlemler sirasinda bas ka hicbir klinik belirti, is levsel eksiklik veya anormal davranig
g6zlenmedi ve FOB sirasinda tim kontrol ve ylksek doz hayvanlarinda fiziksel durum,
davranis ve ges itli uyaranlara verilen tepkiler normaldi (¢ tinka ginlik ve haftalik klinik
g6zlemlerde higbir is levsel eksiklik g6zlenmedi, FOB dis Uk ve orta doz grubu hayvanlara
genis letilmedi). Oftalmolojik muayenelerde gézde herhangi bir dedis iklik gézlenmedi.

3.4.2. Vicut agrliklari ve gida tiketimi Galis ma

boyunca kontrollere kiyasla tedavi edilen erkeklerin viicut agrlid artis inda istatistiksel
olarak anlamli birka¢ gecici artis gozlemlendi, ancak genel kilo alimini etkilemedi.
Ortalama gida tuketimi, kontrollere kiyasla yiksek doz erkek hayvanlarda ¢alis ma
boyunca istatistiksel olarak anlamli ve doza bagli olarak artti ve buna bagli olarak, genel
yem verimliligi ylksek dozda biraz daha kétlydu. Bununla birlikte, viicut agirhd, viicut
agrhg artis 1, klinik kimya ve organ patolojisinde ilgili degis iklikler gézlenmedi.
Kontrollere kiyasla tedavi edilen dis ilerde gida tiketiminde ve yem verimliliginde
istatistiksel olarak anlamli birkag degis iklik gegici olarak gézlendi. Ortalama canli agrlik,
canli agrlik artis 1, gida tiiketimi ve yem verimliligi verileri Ek Tablolar S5-S8'de
verilmektedir. Genel olarak, ¢alis ma sirasinda erkek ve dis i sigcanlarin vicut agrhig
gelis imi tzerinde olumsuz bir test maddesi etkisi gézlenmedi (S ekil 2).
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3.4.3. klinik patoloji

Hematolojik parametreler kontrol ve tedavi edilen erkeklerde kars ilas tirilabilirken,
ortalama eozinofil ylizdesi ve ortalama aktive parsiyel tromboplastin siresi, kontrollere
kiyasla orta doz dis ilerde sirasiyla istatistiksel olarak anlamli derecede azaldi ve artti (Ek
Tablo S9). Bu dedgis iklikler tarihsel kontrol araliklari igindeydi ve dozla veya ilis kili
histopatolojiyle ilis kisi yoktu.

Erkeklerde alanin aminotransferazda ve kadinlarda kalsiyumda istatistiksel olarak
anlamli, doza bagh dis Us ler gézlendi (Tablo 1).
Bu dedgis iklikler tarihsel kontrol araliklari icindeydi ve histopatoloji ile ilis kili degildi.
Sadece orta doz erkeklerde dis Uk yogunluklu lipoprotein ve inorganik fosfatta kontrole
kiyasla istatistiksel olarak anlamli degis iklikler de goézlendi ve buyUklikleri dis Ukt ve
ilis kili bulgular yoktu.

Serbest tiroksin (sT4), orta doz grubu erkeklerde kontrollere kiyasla istatistiksel olarak
anlamli bir s ekilde artti (Ek Tablo S10). Tarihsel kontrol verileri mevcut olmasa da,
dedis ikligin blyuklGgh dis Gk gorindyordu (%10'a kars 1 kontrol) ve kontrol grubuna
gore tiroid hormonlarinda bir doz-tepki veya bas ka dedis iklikler yoktu.

3.4.4. Organ agrliklar

Kontrollere kiyasla erkek hayvanlarda mutlak ve bagl bébrek adrliklarinda doza
badli istatistiksel olarak anlamli artis lar gézlendi (Tablo 2-4); ancak, bu degis iklikler
laboratuvarin tarihsel kontrol verileri i¢indeydi ve ilis kili bulgular yoktu. Uygun kontrole
gore bazi organlarin (erkek hayvanlarda karaciger, timus, epididimitler, hipofiz ve adrenal
bezler ve dis i hayvanlarda beyin, kalp, yumurtaliklar ve hipofiz) mutlak ve/veya goreli
agrliklarindaki diger istatistiksel anlamliliklar da biyukluklerinin diis Uk olmasi ve yiksek
dozda ilgili histopatolojik bulgularin bulunmamasi nedeniyle toksikolojik olarak anlamli
kabul edilmemektedir.

3.4.5. Brit ve histopatoloji

Midede koyu renkli igerik gézlendi ve kg Uk ve
tedavi edilen hayvanlarin ¢ogunun kalin badrsag ve koyu renkli igerik, dis ik dozlu bir
dis ive iki yiksek dozlu erkegin ¢ekumunda ve yiksek dozlu bir erkegin rektumunda da
go6zlendi (Ek Tablo S11). Bu bulgu, tedavi edilen hayvanlarda koyu renkli dis kilarin klinik
olarak g6zlemlenmesiyle ilis kilendirildi ve test 6@esinin rengiyle tutarliydi. Mikroskobik
incelemede herhangi bir kontrol veya yliksek doz hayvaninin gastrointestinal testis

yollarinda ilis kili histolojik lezyonlar gézlenmedi.

Piyelektazi, bazi kontrol, dis Uk doz ve yiksek doz hayvanlarinda bébreklerin birinde
veya her ikisinde makroskopik olarak gézlendi ve bébrekte patolojik degis iklikler (6rn.,
enflamasyon veya nekroz) olmaksizin renal pelvik dilatasyon histolojik bulgusu (Tablo 5)
ileilis kilendirildi (Tablo 5). ayni hayvanlar
Gorilme sikhg dis Ukt ve kontroller ile yliksek dozlu hayvanlar arasinda benzerdi ve
daha dus Uk dozlu hayvanlar etkilenirken,

a. Male Body Weight
450 4

3

Body Weight (g)
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175 4
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S ekil 2. Erkek ve Kadin Vicut Agrhg Gelis

b.

Body Weight (g)
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doz yaniti yok. Uterus boynuzlarinin dilatasyonu, kontrolin bazi dis ilerinde ve tim
tedavi edilen gruplarda makroskopik olarak ve ayni kontrol ve yiksek doz hayvanlarinin
¢odunda, ilis kili enflamatuar veya nekrotik degis iklikler olmaksizin mikroskobik olarak
gozlendi.

Hepatositlerin minimal, hafif veya orta derecede vakuolasyonu, kontrol ve yiksek doz
erkeklerde, ézellikle karacigerin santrilobller bélgesinde benzer siklik ve s iddetle
mikroskobik olarak gézlendi. Minimal alveoler amfizem ve brons lailis kili lenfoid
dokunun (BALT) minimal veya hafif hiperplazisi, kontrol ve yliksek doz hayvanlarinin
akcigerlerinde benzer dis Uk frekanslarla gézlendi. Sirasiyla Ek Tablo S11 ve Tablo 5'te
g6zlemlenen ve 6zetlenen diger makroskopik ve mikroskopik lezyonlar, tekil olus umlari
nedeniyle ayri bulgular olarak kabul edildi.

4. Tartis ma

Bakteriyel ters mutasyon testimizin sonuglari,

kimyasal dezenfeksiyona tabi tutulmamis himik test 6geleri Gzerinde dnceki bakteriyel
ters mutasyon deneylerinin ¢ogunlugu [20,23-28]; ancak, Ueno ve ark. bir bakteriyel ters
mutasyon testinde ozonlamanin Ug farkli HA numunesi (biri turbadan, biri atik sudan ve
biri topraktan) tzerindeki etkilerini aras tirdi ve her birinin mutajenik potansiyelinde
farkliliklar gézlemledi [22].

Sonug larimizin aksine, atik sudan izole edilen ham (yani ozonlanmamis ) numune,
S9 olmaksizin mutajenikti; ancak ozonlama veya S9 ile mutajenik dedildi. Yazarlar,
gbzlenen mutajeniteden muhtemelen ozonlama ile ayris acak olan atik su HA érneginde
hapsolmus dus tk molekdler agrlikl, nitrojen agisindan zengin kirleticilerin sorumlu
oldugunu varsaydilar. (te yandan, turbadan izole edilen numune, test edilen kos ullarin
higbirinde mutajenik dedilken, topraktan izole edilen numune, S9'lu veya S9'suz ozonlama
olmadan mutajenik dedildi, ancak S9'suz ozolama yapildiginda mutajenikti. Toprak HA,
ozonlandiginda mutajenik reaktif oksijen tirleri Urettidi bilinen yiksek bir metal iyonu
icerigine sahipti. Boylece genel olarak, Ueno ve ark. HA'larin belirli biles enlerinin farkh
toksikolojik potansiyellere katkida bulundugu kavramini desteklemektedir.

Ek olarak, in vitro kromozomal sapma testi kullanilarak aras tirilan bas ka herhangi
bir himik maddeden haberimiz olmasa da, potansiyel desmutajenik aktivitelerini
aras tirmak igin yrGtilen kardes kromatid degis imi (SCE) analizlerinde farkli HA
numunelerinin mutajenik aktivitesi gézlemlenmis tir. Cozzi ve ark. dort farkli HA 6rnedini
degerlendirdi ve Gin hamsteri yumurtalik hiicrelerinde bir in vitro SCE tahlilinde linyitten
ekstrakte edilen biri dahil olmak tzere lg tanesinin agikga mutajenik oldugunu buldu
[30]. Volkanik topraktan ¢ikarilan numune agikga pozitif dedildi, bu da farkli kaynaklardan
gelen himik maddelerin farkli toksik potansiyeller sergileyebilecegini dis tnduruyor.
Ribas ve ark. ayrica insan lenfositlerinde yapilan bir in vitro SCE tahlilinde HA'nin mutajenik
oldugunu bulmus tur [32].

Sonuglar her iki calis mada da istatistiksel olarak anlamli olmasina ragmen, ilgili yazarlar

gozlemlenen mutajenitenin zayif oldugunu dis Gnmds tdr.
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imi. (a) Erkek vicut agrliklari. (b) Kadin vicut agrhklar.
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Tablo 1

Klinik Kimya Degerlendirmesinin Sonug lari.

Grup HERS €V AST ALP T8I L CREA URE GLUC CHOL HDL Ivi oL Pi + olarak Na+ K+ cl- BEYAZ TPROT A/G [g/L]
(mg/kg viicut [(S/N] [u/L] [u/L] [umol/ [umol/L] [mmol/ [mmol/ [mmol/ [mmol/ [mmol/ [mg/ [mmol/ [mmol/ [mmol/L] [mmol/ [mmol/L] [g/L]
agriig/gin) L 8] L] L] L] 8] dL] L] L] L
Erkek
0 (Kontrol) Ortalama 56.50 (n = 10) 79,70 104.70 2,32 30,40 4,45 5,64 1,67 1,39 0,25 12,46 2,20 2,67 146.15 4,89 101,66 47,18 63.03 2,99
S5 7.98 11,76 25.15 0,35 5,21 0,79 0,23 0,18 0,12 0,08 2,22 0,15 0,04 1.63 0,38 2,43 1,15 2.09 0,26
500 ortalama 50.70 82.20 104.50 2.28 30.50 451 5.94 1.76 1.46 0,27 12.63 2.19 2,65 146.65 4.80 101.81 46.90 62.06 3.1
(n=10) Sb 9.87 13.53 27.50 0,83 4.50 0.39 0,55 0,22 0.17 0.09 1.08 0.21 0.07 2.32 0.17 2.40 2,46 1.97 0,34
1000 Ortalama 46.80 82.40 103.60 2.19 28.60 453 5.85 1.62 1.40 0,18 12.68 2.37 2.70 146.04 5.07 100.88 47.86 65.23 2,79
(n=10) SD 452 715 26.86 0,27 3,66 0,67 0,38 0,14 0,14 0.04 1.87 0.12 0,06 1.88 0.23 1.83 1.45 224 0,35
ss " ' *
2000 ortalama 41.00 84.30 112.70 1.97 30.50 461 5.97 1.81 1.56 0.21 12.91 2.34 2,69 146.42 5.04 102.35 47.88 65.55 2.80
(n=10) SD 6.96 1234 19.03 0.40 2.84 0,74 0,63 0,25 0,24 0,05 2.06 0,14 0,06 2.30 0.40 2,55 1.48 3,87 0,54
ss o
Gnem Testi DN NS NS NS NS NS NS NS NS DN NS DN NS NS NS NS NS NS NS
Tarihsel Kontrol 26,0-70,0 65,0-131,0 62,0-209,0 0,4-2,5 20,0-35,0 3,3-8,9 4,7-9,2 1,4-3,1 KD HAVIR NE 1,5-2,3 2,4-2,9 141,2-148,4 4,1-5,2 96,8-103,2 40,1-47,3 59,9-70,1 1,5-2,6
Menzil
Dis i
0 (Kontrol) Ortalama 42,80 (n = 10) 80.10 57.60 2.19 31.20 5.46 5.88 1.64 1.59 0,14 15.29 1.85 2,69 143.20 415 100.35 53.65 67.49 3.94
500 (n = 10) SD 8.77 17.93 12.91 0.45 2,78 0,75 0.50 0,24 0,22 0.03 2.10 0.23 0.08 1.16 0.19 2.1 2,56 3.72 0.44
ortalama 41.90 80.00 57.20 2,28 32.30 5,22 5.55 1,52 1,52 0,11 14,62 1,75 2,67 143,65 4,21 100,78 54,39 67.09 4,29
sD 8.27 12.88 17.48 0,34 4.06 0,80 0,62 0,16 0,14 0,03 2,23 0,25 0,08 2,68 0,31 2,54 3,16 4.13 0,24
1000 Ortalama 34.50 78.40 52.80 1.99 31.50 4.97 5.64 1.50 1.51 0.13 13.92 1.84 2.62 142.50 4.06 99.44 53.74 67.31 4.03
(n=10) SD 7.09 18.62 17.84 0,33 417 0,62 0.40 0.31 0,28 0,05 1.73 0,16 0.03 1.36 0,25 1.72 217 2.42 0,56
ss *
2000 ortalama 35.90 81.20 57.00 1.91 32.80 5.02 6.32 1.59 1.61 0.11 14.06 1.71 2.60 143.03 4.10 101.76 53.59 67.79 3,86
(n=10) SD 10.02 16.68 21.16 0,37 2.62 0.80 0.42 0,27 0,26 0.04 2.25 0.20 0,05 1.96 0.17 2.37 2.23 2.30 0,65
ss *
Gnem Testi NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Tarihsel Kontrol 28,0-133,0 66,0-249,0 22,0-162,0 0,5-3,6 24,0-40,0 3,8-9,5 4,0-7,3 1,1-2,8 KD HAYIR NE 0,8-2,12,4-2,9 140,9-146,5 3,1-4,6 97,6-105,0 43,8-57,6 56,5-78,9 1,7-3,7
Menzil

Kisaltmalar: A/G, albiiminin globtiline orani; ALB, albiimin; ALP, alkalin fosfataz; ALT, alanin aminotransferaz; AST, aspartat aminotransferaz; BUN, kan tire nitrojeni; Ca++, kalsiyum; CHOL, kolesterol; , klorir; CREA, kreatinin; DN, Duncan'in goklu aralik testi; GLUC, glukoz; HDL, ytksek yogunluklu lipoprotein;

rol verileri heniiz belirlenmedi—OECD 408'e gdre yeni parametre (25 Haziran 2018); NS, Onemli Degjl; Pi, inorganik fosfor; SD, standart sapma; SS, ole kiyasla istatistiksel olarak anlamli; TBIL, toplam

Ql©

[ potasyum; LDL, dus Uk yogunluklu lipoprotein; Na+, sodyum; NE, laboratuvar tarj

bilirubin; TPROT, toplam protein; U, Mann-Whitney U testi ve kontrol.

*

% P<0.05.p<
0.01.
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Tablo 2

Organ Agrliklari.

UBLELeh) i |

Viicut agrlig ve Organ agrhd (g)

Grup Viicut Beyin Karaciger bébrekler Kalp Timis Dalak testisler epididimitler Seminal Hipofiz adrenal Tiroid
(mg/kg viicut agrhg/giin) agrha vezikdiller bezler
Erkek
0 (Kontrol) (n Kota 411,20 2,17 9,88 2,12 1,02 0,39 0,68 3,56 1,53 2,27 0,0078 0,071 0,017
=10b) sb 19,90 0,07 0,85 0,15 0,07 0,09 0,07 0,27 0,19 0,29 0,0013 0,011 0,003
500 Kota 435.50 220 10.71 2.36 1.08 0.40 0,71 3,68 1.65 2.45 0,0077 0,069 0,018
(n=10) Sb 31.63 0.07 1.06 0.19 0.08 0.08 0.07 0.19 0.12 0,35 0.0009 0,010 0,002
Ss *
1000 Kota 435,90 2.18 11.19 2.40 1.10 0.40 0,71 3.73 1.69 244 0,0085 0,070 0,018
(n=10) sD 34.66 0.09 1.45 0,34 0.1 0.09 0.13 0,22 0.13 0,38 0,0016 0,011 0,003
ss * * *
2000 Kota 435,90 218 10.87 2,46 1.08 0.29 0,69 3.63 1.55 242 0,0096 0,082 0,019
(n=10) sD 37.82 0.08 1.20 0.19 0.09 0.07 0.09 0.40 0.13 0.30 0,0014 0,007 0,002
ss . * - .
Gnem Testi NS NS DN DN NS DN NS NS DN NS DN DN NS
Tarihsel Kontrol Aralig 363.0-548.0 2.00-2.35 8.20-14.60 1,95-3,19 0,93-1,37 0,25-0,59 0,51-0,93 2,99-4,43 1.20-1.91 1,46-3,25 ar 0,041-0,091 A
Dis i yumurtaliklar Rahim
0 (Kontrol) (n Kotu 236.3 1,97 7.8 1,46 0,73 0,31 0,48 0,084 0,74 0,0097 0,078 0,021
=10) sD 20.15 0,10 1.24 0,07 0,05 0,07 0,07 0,025 0,13 0,0016 0,009 0,003
500 Kotu 242.0 2.02 6.97 1.54 0,74 0.31 0.50 0,105 0,78 0,0108 0,085 0,024
(n=10) sD 23.08 0.09 0.92 0.19 0,06 0,06 0.09 0,025 0.13 0.0019 0,015 0,006
1000 Kéta 2449 2.05 7.32 1.55 0,73 0,32 0,53 0,118 0,77 0,0098 0,087 0,021
(n=10) sb 16.58 0,06 0.91 0,14 0,06 0,05 0.08 0,031 0.13 0,0012 0,008 0,003
s + ok
2000 Kéta 2375 1.95 6.51 1.47 0,68 0.29 0,46 0,105 0,75 0,0110 0,088 0,020
(n=10) sD 21.96 0.07 0,71 0,14 0,06 0,05 0,05 0,020 0.17 0,0013 0,011 0,002
Bnem Testi NS DN NS NS NS NS NS DN NS NS NS NS
Tarihsel Kontrol Aralg 208-297,0 1.83-217 5.18-8.53 1.36-2.34 0,63-0,85 0,18-0,47 0,32-0,56 0,07-0,14 0,42-1,11 e 0,063-0,104 AR

Kisaltmalar: DN, Duncan'in ¢oklu aralik testi; NE, laboratuvar tarihsel kontrol verileri hentiz belirlenmedi—OECD 408'e gére yeni parametre (25 Haziran 2018); NS, Onemli Dedil; SD, standart sapma; SS, kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamii.

Agiklamalar: Es les tirilmis organlar birlikte tartildi.

2 Seminal vezikiil pihtilag tirici bez ve prostat (bir bittin olarak). Kontrol u erkekl|

b

. adrenal bezleriicin n =9 (bir kontrol erkek hayvaninin adrenal bezleri sideki k edeniyly
.

ool ERER
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Tablo 3

Vicut Agrligina Gére Organ Agrliklari.

Vicut agrligna gore organ agrhd (%)

Grup Beyin Karaciger bobrekler Kalp Timiis Dalak testisler epididimitler Seminal Hipofiz adrenal Tiroid
(mg/kg viicut agrhg/giin) vezikiiller bezler
Erkek
0 (Kontrol) (n Kotl 0,528 2.403 0,515 0,248 0,094 0,166 0,866 0,374 0,551 0.0019 0,0170 0,0041
=10b) sD 0,019 0,170 0,029 0,014 0,021 0,017 0,065 0,050 0,067 0,0003 0,0028 0,0006
500 Kotl 0,508 2457 0,543 0,247 0,092 0,163 0,848 0,380 0,567 0.0018 0,0158 0,0042
(n=10) sD 0,035 0,094 0,029 0,012 0,017 0,017 0,075 0,043 0,096 0,0002 0,0027 0,0004
1000 (n Kota 0,501 2,558 0,550 0,253 0,092 0,162 0,860 0,389 0,560 0,0019 0,0162 0,0042
=10) 2000 ) 0,035 0,139 0,051 0,015 0,019 0,020 0,069 0,035 0,088 0,0004 0,0027 0.0005
(n=10) Kotl 0,504 2.493 0,565 0,249 0,066 0,158 0,837 0,357 0,556 0,0022 0,0188 0,0042
sD 0,056 0,149 0,043 0,009 0,012 0,017 0,103 0,039 0,063 0,0003 0,0021 0,0003
ss * o *
Gnem Testi NS NS DN NS DN NS NS NS NS DN NS NS
Tarihsel Kontrol Aralig 0,403-0,606 2,055-3,156 0,452-0,634 0,211-0,284 0,063-0,129 0,119-0,194 0,642-0,963 0,279-0,424 0,360-0,716 HAYIR 0,009-0,020 HAYIR
Dis i yumurtaliklar Rahim
0 (Kontrol) (n Kota 0,838 3.032 0,623 0,307 0,132 0,202 0,035 0,315 0,0041 0,0333 0,0091
=10) sb 0,077 0,433 0,048 0,015 0,029 0,021 0,009 0,062 0,0006 0,0035 0,0014
500 Kotl 0,839 2.876 0,634 0,305 0,127 0,207 0,043 0,322 0,0044 0,0350 0,0097
(n=10) sD 0,084 0,208 0,035 0,015 0,021 0,025 0,007 0,055 0.0005 0,0057 0,0021
1000 Kotl 0,840 2987 0,632 0,297 0,130 0,218 0,048 0,315 0,0040 0,0357 0,0084
(n=10) SD 0,050 0,280 0,028 0,019 0,014 0,032 0,011 0,056 0.0005 0,0036 0.0009
ss ’
2000 Kotd 0,828 2,743 0,621 0,285 0,122 0,196 0,044 0,318 0,0046 0,0371 0,0086
(n=10) SD 0,081 0,206 0,052 0,017 0,019 0,023 0,008 0,080 0.0005 0,0045 0,0013
ss o * *
Gnem Testi NS NS NS DN NS NS DN NS DN NS NS

Tarihsel Kontrol Araligi 0,731-1,000 2.183-3.189 0,508-0,951 0,236-0,333 0,078-0,169 0,139-0,227 0,029-0,054 0,161-0,465 HAYIR 0,025-0,045 HAYIR

Kisaltmalar: DN, Duncan'in g oklu aralik testi; NE, laboratuvar tarihsel kontrol verileri heniiz belirlenmedi—OECD 408'e gére yeni parametre (25 Haziran 2018); NS, Onemli Degil; SD, standart sapma; SS, kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli.

Agiklamalar: Es les tirilmis organlar birlikte tartildi.

a
Seminal vezikl pihtilas tirici bez ve prostat (bir bittin olarak). Kontrol grubu erkekleri
b
. adrenal bezleriicin n =9 (bir kontrol erkek hayvaninin adrenal bezleri otopsideki kay! eniyle agrliklandiriimadi). p < 0.05. p < 0.01.
| I m '
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Tablo 4.

Beyin Agirigina Gore Organ Agrliklari.

UBLELeh) i |

Beyin agrhigna gére viicut agrlig ve Organ agirhd (%)

Grup Viicut Karaciger bébrekler Kalp Timis Dalak testisler epididimitler Seminal Hipofiz adrenal Tiroid
(mg/kg viicut agrhg/giin) agrha vezikiller bezler
Erkek
0 (Kontrol) (n Kt 18975.6 455,67 97,78 47.01 17.86 31,55 164,10 70,69 104.36 0,36 3,23 078
=10b) sb 675.12 32,74 6,11 3.29 4.23 3,42 10,37 7,83 11.06 0,06 0,46 0,14

500 Koti 19776.2 486.45 107.30 48.82 18.10 32.15 166.85 74.66 111.27 0,35 3.12 0,84

(n=10) SD 1451,96 47.97 7.90 272 3,79 234 6.64 5.06 14.70 0.04 0.49 0.10
SS *

1000 Koti 20040.8 513.91 110.33 50.59 18.49 3257 171,80 77.87 111.86 0.39 3.22 0,84

(n=10) SD 1345.49 57.95 13.46 4.05 4.21 5.53 11.59 6.87 16.06 0,06 0.42 0.13
SS * o *
2000 Kot 20062.1 500.42 112.79 49.88 13.32 31.67 166.94 71.08 111.20 0.44 3.74 0,85
(n=10) SD 2257.41 65.46 8.81 5.30 2.93 4.36 19.76 6.75 14.80 0.07 0,35 0.09
ss ” * o *
Gnem Testi NS DN DN NS DN NS NS DN NS DN DN NS
Tarihsel Kontrol Aralig 16500.0-24796.4 375,45-660,63 88,64-144,34 42,73-61,99 11.31-26.29 22.47-41.15 146,64-196,02 55,16-85,65 65,47-154,76 ar 1,95-4,27 A
Dis i yumurtaliklar Rahim
0 (Kontrol) (n Kota 12016,9 364,96 74.50 36.91 15,89 24,36 4,26 37,61 0,49 3,99 1,09
=10) sD 1010,67 62,28 3.97 3.25 4,30 3,81 1,23 6,63 0,08 0,52 0,15

500 Kota 12023.8 345,72 76.35 36.58 15.30 24.98 5.20 38.60 0,54 4.21 117
(n=10) SD 1203.76 42.81 9.88 333 3.26 4.08 1.21 7.10 0.09 0,83 0,32

1000 Koti 11941.0 356.81 75.48 35.46 15.58 25.90 5.77 37.56 0,48 4.26 1.01
(n=10) sD 74317 40.51 5.75 2.26 2.06 3.43 1.55 6.61 0,06 0,46 0,15

ss *

2000 Kétu 12180.9 333,80 75.38 34.68 14.84 23.80 5.39 38.19 0,56 4.50 1.04
(n=10) Ssb 1219.24 38.34 6.89 3.28 2,46 2.81 1.01 8.40 0.07 0,58 0.12
Bnem Testi NS NS NS NS NS NS DN NS NS NS NS

10000,0-13686,6 263,82-408,74 66,67-125,81 30.29-44.09 8,96-21,86 17.11-28.87 3,49-7,00 20,85-51,63 HAYIR 2,99-5,56 HAYIR

Tarihsel Kontrol Aralig

Kisaltmalar: DN, Duncan'in g oklu aralik testi; NE, laboratuvar tarihsel kontrol verileri hentiz belirlenmedi—OECD 408'e gére yeni parametre (25 Haziran 2018); NS, Onemli Degjl; SD, standart sapma; SS, kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli.

Agiklamalar: Es les tirilmis organlar birlikte tartildi.

2 seminal vezikiil pthtilag tirici bez ve prostat (bir bitin olarak). Kontrof

. erkeklerin adrenal bezleri i¢in n = 9 (bir kontrol erkek hayvaninin adrf

*x

Ibezer ideki
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Tablo 5

Histopatoloji Bulgularinin Ceeti.

Doz grubu (mg/kg canli agrrlik/giin) Kontrol 500 1000 2000

(0)

organlar gozlemler (n =10) Yok/ Yok (n =10)
A
Erkek
Mikroskobik bulgulari olmayan 3/10 Yok/ Yok 3/10
hayvanlar A
bobrekler: Pelvik dilatasyon, hafif, bir veya 1/105/5/1/10
iki taraf
Karaciger: Setrilobdler vakuolasyon, 61-3/10//71-3/
minimumdan orta dereceye 10
akcigerler: Alveolar amfizem, minimal 21 /10//11/1021-2/10//12/10
BALT hiperplazisi, minimalden
hafife
Karin: Ulserasyon, orta 0/10 13/ /0/10
1
Dis i
Mikroskobik bulgulari olmayan 7/10 N/ Yok 3/10
hayvanlar A
bobrekler: Pelvik dilatasyon, hafif, her iki 0/102/2/1/10
tarafta
akcigerler: Alveoler amfizem, minimal 11 /10 //0/10//0/107/
BALT hiperplazisi, minimum 11 /10 12/10
Mezenterik lenf Kanama, hafif 0/10
dagimleri:
Yumurtalilar: Corpora lutea eksikligi 1710 /10/10/76/10//
Rahim: dilatasyon 2/10 17107/
adenom 0/10
Karin bos lugu: Lipom m”m /

Kisaltmalar: /, incelenmemis ; BALT, brons lailis kili lenfoid doku; N/ A, uygulanamaz
(yalnizca buyuk lezyonlar incelenmis tir).

Veriler, gozlem insidansini temsil eder (incelenen hayvan sayisi bas ina gézlem yapilan
hayvan sayisi).

10/10 kontrol ve ylksek doz hayvanlarinda lezyonu olmayan veya otopside buly(k lezyonu
olmayan organlar gosterilmemis tir.

Ust simgeler lezyon derecelerini temsil eder: 1 = minimal, 2 = hafif, 3 = orta, 4
=5 iddetli.

pozitif kontroller veya diger bilinen mutajenlerle kars 1las tirnldiginda. Cozzi ve
ark. numune hazirlama sirasinda bir mutajenle kontaminasyon veya "bazi
klorlama etkisi"nden kaynaklandigini diis Undikleri igin sonuglarinas as irmisg
gorunduler, ancak Ribas ve ark. Cozzi ve digerlerinin goris Unl onaylayin.
deneylerinde "himik asidin ne zaman ve nasil klorlanmis olabilecegini
destekleyen guvenilir bir kanit" olmadigini kabul ettiler.

Bir in vivo kromozomal sapma ¢alis masinda, Bernacchi ve ark. 100 mg/kg
vicut agrhid/gin oraninda tek bir HA dozu ile tedavi edilen farelerin bagirsak
hiicrelerinde yapisal sapmalar ve andploidi ve kemik iliginde andploidi (istatistiksel
anlamhlik olmasa da) g6zlemlenmis tir [29]. Yazarlar, HA'nin 3-kloro-4-
(diklorometil)-5-hidroksi-2(5 H)-furanona bagrsak klorlanmasinin, bagirsak
hicreleri Uzerindeki klastojenik etkilerden sorumlu olabilecegini ancak kemikte
beklenmeyecegini dne sirduler. hizli in vivo biyotransformasyonun yani sira

sinirli doku daglimi ve uygulanan dis Uk dozda HA nedeniyle kemik iligi; ancak,
bilgimize gére, HA'nin bagrsakta klorlanmasi kanitlanmamis tir.

Bildigimiz kadariyla, bizimki humik bir madde tzerinde yapilmis ilk
mikronukleus testidir; yine de, Bernacchi ve digerleri tarafindan yapilan in vivo
kromozomal sapma testinin aksine. Yukarida tartis 1ldid gibi, ¢ ok daha ytksek
uygulanan dozlarda MPCE frekanslarina dayali olarak fare kemik iliginde test
6gemizin klastojenik veya andjenik bir etkisini gézlemlemedik ve yapisal veya
sayisal kromat g6zlemlemedik.
yuksek konsantrasyonlarda in vitro mozomal aberasyonlar. Hem bizim hem de
Bernacchi ve ark.'nin in vivo testlerinde, test sollsyonlarimizin Bernacchi ve ark.
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Bazi HA numunelerinin zayif mutajenik aktivitelerini gésteren in vitro SCE
analizlerine ve in vivo kromozomal sapma testine ragmen, ticari bir HA preparati
(Fluka, I svigre), toplam 0,5 g'a kars 1lik gelen konsantrasyonlarda test maddesini
icme suyunda alan farelerde kanserojen olmamis tir. 24 ay boyunca organik
karbon/L [27]. Test maddesi klorlandiginda gézlemlenen sonuglarin bazilari
s Upheli kabul edilebilirken, klorlanmamis HA alan erkek veya dis i farelerde
kot huylu tumor vakalarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis  gézlenmedi.

Siganlarda test 6gemizin tekrarlanan doz toksisitesini aras tirdik ve ges itli
parametrelerde dis Uk blyUklikte ve toksikolojik endis e tas imadig dus Undlen
birkag istatistiksel olarak anlamli degis iklik gézlemledik. I Iging bir s ekilde
himik maddelerin tiroid Uzerindeki etkileri ile ilgili olarak Daniel ve ark. subkronik
bir toksisite ¢alis masinda kontrol maddesi olarak tek doz ticari bir HA preparati
(Fluka, I svigre) uygulanan erkek Sprague-Dawley (SD) siganlarinda histolojik
tiroid lezyonlarinda (kolloid tikenmesi, minimum s iddet ve folikuler kistler)
insidansta artis g6zlemlendi. ozonlama (O3-HA) veya hem ozonlama hem de
klorlama (03/ CI2-HA) uygulanan ayni HA'nin; ancak ¢alis mada tiroid hormonu
dizeyleri 6lgulmemis tir [31]. Ylksek doz O3/CI2-HA grubu erkeklerde daha
diUs Uk insidansta tiroid kolloid tikenmesi de gozlenirken , tamponlu su kontroll
veya O3-HA yuksek doz gruplarinda tiroid lezyonlari gézlenmedi .

Spekdlatif olmakla birlikte, Daniel ve digerleri tarafindan kullanilan HA testi
6gesinin olmasi mimkindir. ozonlama ile inaktive edilmis bir guatrojen veya
diger tiro-toksik madde igerir. Calis mamizda ne tiroid uyarici hormon (TSH)
dizeylerinde degis iklik ne de benzer lezyonlar gézlenmediginden, orta doz
erkeklerde fT4'te gozlemlenen artis In test 6desinin uygulanmasiyla ilgili
oldugundan s Uphelenmek icin hicbir neden yoktur, ¢ inku sporadik olarak
meydana gelmis tir. TSH, serbest triilyodotironin veya tiroid adrligi Uzerinde bir
doz yaniti veya ilgili etkiler ve herhangi bir ilis kili histopatoloji olmaksizin.
Mevcut ¢calis mada oldudu gibi, Condie ve ark. ayrica 90 giin boyunca klorlu
HA (CI-HA) uygulanan SD si¢anlarda doza badl olarak mutlak ve bagl bobrek
agirhklarindaki artis lari bildirmis tir; bununla birlikte, bu degis ikliklere renal
pelviste kristal birikintilerinin insidansi ve ciddiyeti ve ilis kili hematdri es lik
etmis tir [52]. Yazarlar, gézlemlenen renal etkilerin muhtemelen SD farelerde Cl-
HA ile hizlanmis olabilecek bobrek dedis ikliklerine yonelik tire 6zgu bir
yatkinlikla ilis kili oldugu sonucuna varmis lardir (yine de benzer etkiler SD
fareler ve ayni ticari HA kaynag)). Mevcut ¢alis mada, bobrek adrlklarinda
g6zlemlenen dedgis iklikler, laboratuvarin tarihsel kontrol aralid i¢inde kaldi ve
klinik kimya parametrelerinde veya ilis kili histopatolojide ilgili degis iklikler
olmadan meydana geldi ve bu nedenle toksikolojik &nemi olmadid kabul edildi.

Mevcut ¢calis mada hem kontrollerde hem de tedavi edilen hayvanlarda doz
yanitlari olmadan meydana gelen birkag buyuk ve histolojik lezyon gézlemledik.
Renal pelvik dilatasyon, tedavi edilmemis si¢anlarda [53-57] ve laboratuvarin
tarihsel kontrol hayvanlarinda ve uterus dilatasyonunda (bir doz-yanit oldugunda
bir test 6gesinin Ostrojenik etkisinin géstergesi olabilen) ortaya ¢ ikan tire 6zgl
bir arka plan lezyonudur. , dejeneratif degis iklikler ve/veya diger ilis kili bulgular
gozlenir), 6strojen tarafindan uyariimaya bagli olarak cinsel déngiiniin prodstrus
ve Ostrus fazlarinda normal bir olaydir [58-61].

Mevcut ¢alis mada gézlemlenen hepatositlerin vakuolasyonu, diyetle yag
alimina yanit olarak ortaya ¢ikabilen etkilenen hepatositlerin enerji
metabolizmasinin bozulmasiyla baglantili hafif geri donlis Umli bir karaciger
hasari olan hepatik lipidozun [62] bir gdstergesi olarak kabul edildi [63,64] . .
Hem kontrol hem de yUksek doz erkeklerde benzer siklikta ve s iddette meydana
gelmesi nedeniyle, test dgesiyle ilgisi olmaksizin aygicek yad aracina bir yanit
olarak kabul edildi.

BALT'In alveoler amfizemi ve hiperplazisinin her ikisi de ge¢mis kontrol
hayvanlarinda benzer sikliklarla gdézlenmis tir ve siganlarda bilinen arka plan
lezyonlandir [65-67]; ilki kan kaybi prosediriine bagdli olarak kabul edilirken,
ikincisi muhtemelen kommensal floraya badl bir antijenik yanittir, ¢ inkd bununla
ilis kili degildir.
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enflamatuar lezyonlar.

5. Sonuglar

Negatif ve pozitif kontrollerin dogrulanmasi da dahil olmak tzere ilgili kabul
kriterlerini kars 1layan tim genetik toksisite testleri, ¢erceve kaymasi veya baz ¢ifti
ikame mutasyonlari veya in vitro veya in vivo kromozomal hasar g6zlenmediginden
test 6gesinin genotoksik potansiyele sahip olmadig belirlendi. Yukarida tartig 1ldig
gibi, Bernacchi ve ark. , yutulan HA'nin gastrointestinal klorlanmasi i¢in bir potansiyel
onerdi [29], ancak, bildigimiz kadariyla, bu herhangi bir deneyde gésterilmemis tir. Bu
nedenle, mevcut test 8gesinin mide-badrsak yolu iginde klorlamaya maruz kalma
potansiyeline yonelik daha fazla aras tirma dus tnulebilir ve dogrulanirsa, badirsak
hiicrelerinde genotoksik potansiyelin in vivo bir aras tirmasi yapilabilir. Bununla
birlikte, Bernacchi'nin test 6gesinin aksine, mevcut test ddesi, Uretimi sirasinda
hidroklorik asitile is lenmedi ve fareler tGzerinde yapilan 2 yillik bir ¢alis mada,
klorlama olsun veya olmasin, bas ka bir HA preparati kanserojen degjldi (ancak
sonug lar sadece erkeklerde 16semi insidansi agisindan klorlu HA icin s Upheli kabul
edilmelidir)

[27]. Bu nedenle, bu tir ek sorus turmalarin gerekli olup olmadig s Uphelidir.

90 gunlik ¢alis mamiz, test 6gesinin herhangi bir tirotoksisitesini dis Undirmezken,
Daniel ve ark. test 6gelerinde guatrojen varliginin veya gastrointestinal kanalda HA
tarafindan iyot sekestrasyonunun gostergesi olabilecek tiroid lezyonlari gézlenmis tir
[31].

Bilinen bazi guatrojenik maddelerin hiimik maddelerin bozunma Urtnleri oldugu
bildirildiginden [68], blk'nin toksikolojik potansiyeli hakkinda daha fazla aras tirma
yapilmalidir. 333, simdile edilmis gastrointestinal kos ullar altinda bilinen guatrojenik
maddeler i¢in bir tahlil ig erebilir. Gastrointestinal iyot sekestrasyonu ile ilgili olarak,
tiroid Gzerindeki etkisinin olmamasina ek olarak, meme dokusunda 6éstrojenik lezyonlar
gibi boyle bir etkiyi dis tUnduren herhangi bir ilis kili bulgu gézlemlemedik. Ancak,
test maddesini sondayla uyguladigmiz ¢alis mamizin aksine, Daniel ve ark. test
Ogelerini icme suyunda uyguladilar ve sonda yolu kullanildiginda bu tir etkilerin daha
az belirgin olabilecedi veya hi¢ olmayacad varsayilabilir. Bu tir etkiler, bir baglanma
afinite calis masi ve/veya i¢me suyunda uygulama ile subkronik veya kronik
tekrarlanan doz ¢alis masi yoluyla daha fazla aras tirilabilir. 90 guinlik ¢alis mada
gézlemlenen koyu renkli dis ki ve badrsak igeriginin, test 6gesinin renginden
kaynaklandig ve toksik olmadid kabul edildi.

mantiksal alaka. Ek olarak, istatistiksel olarak anlamli ve doza bagli biraz daha yiksek
gida tiketimi, klinik kimya degis iklikleri ve bobrek adrliklarinin da dus Uk buyuklukleri
ve ilis kili bulgularin bulunmamasi nedeniyle toksikolojik alaka diizeyi olmadan
meydana geldidi kabul edildi. Gdzlemlenen histolojik bulgular doz ilis kisi i¢ermiyordu
ve genellikle tedavi edilmemis laboratuvar farelerinde (mevcut ¢alis manin kontrol
hayvanlari dahil) patolojik degis iklikler olmaksizin yaygin olarak gézlemlenen
lezyonlardi; erkek kontrol ve yiksek doz hayvanlarinin karacigerlerinde gézlenen
hepatositlerin vakuolasyonu ise as agidakilere bagli olarak kabul edildi: aygicek yad
araci; bu nedenle, bunlarin test 6gesiyle ilgisiz oldugu ve toksikolojik alakalarinin
olmadig kabul edildi.

Yukarida belirtilen nedenlerden dolay test 6gesinin (Kanada, Alberta'daki bir linyit
yatagindan turetilen blk. 333 fulvik ve hiimik asit muistahzari) uygulanan test kos ullari
altinda mutajenik veya klastojenik olmadigini ve NOAEL'in erkek ve dis i Han'da
oldugunu belirledik. : WIST si¢anlari 2000 mg/kg vicut adrrligi/gin idi, sondayla 90 giin

surekli maruziyetin ardindan test edilen en yiksek doz.

Finansman

Yazarlar, burada agiklanan aras tirma igin mali destedin sponsor tarafindan
saglandigni agiklar: BLK International, LLC, 26565 Agoura Road, Suite 205, Calabasas,
CA 91302 ABD. Sponsor, ¢alis ma tasarimlarinda yer almamis tir; verilerin toplanmasi,
analizi ve yorumlanmasi; veya bu makalenin dayandid resmi laboratuvar raporlarinin
yazilmasi
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dayanir. Sponsor, bélum 2.1'deki test 6gesinin dogru agiklamasiyla ilgili olarak ilgili
yazara geri bildirim saglamak dis inda bu makalenin yaziimasina katilmadi . Sponsor,
makaleyi yayina hazirlamak ve sunmak i¢in AIBMR Life Sciences, Inc.'i tuttugundan ve
yazarlarin génderim i¢in Toksikoloji Raporlarini se¢ mesini onayladigindan, makalenin
yayina sunulmasi kararinda yer almis tir.

Veri kullanilabilirligi

Bu ¢alis malarin bulgularini desteklemek igin olus turulan ve istatistiksel analizler
i¢in kullanilan ortalama veri setleri makale i¢inde veya ek bilgi dosyalarinda yer
almaktadir. Bu ¢alis malarin bulgularini desteklemek icin kullanilan diger tim ham ve
is lenmis veriler talep Uzerine ilgili yazardan temin edilebilir.

CRediT yazarlik katki beyani

Timothy S. Murbach: Yazma - orijinal taslak, Gorselles tirme. Robert Bigimsel
Glatitler:  analiz, Veri iyiles tirme, Yazma - gézden gegirme ve diizenleme.
John R. Endres: Kavramsallas tirma, Finansman edinme, Yazma - inceleme ve
dizenleme, Finansman edinme. Amy E. Clewell: Yazma - inceleme ve diizenleme.
Gabor Hirka: Kaynaklad ieanizmss|Rsnatima, Avts togtire;ijifia zhdz - \(eizdein Ie¢ daotoyie
Dogrulama, Bigimsel analiz, I nceleme, Veri iyiles tirme, Yazma - gdzden gecirme ve
diizenlemepagrafiies, WinienRanetiane. Reairynedmiyiezsehehdetodedaighzden
gegirme ve diizenleme, Gorselles tirme, Denetleme, Proje yonetimi. Ilona Pasics
Szakonyine: Metodoloji, Dogrulamay:Resmi am@&@@ﬁ@@aﬂg@(@ﬁ{yﬁlgﬁ,@gﬁ@ Yo
Denetim, Proje yonetimi.

Rekabetci Menfaat Beyani

Yazarlar Timothy Murbach, John Endres ve Amy Clewell, AIBMR Life Sciences,
Inc.'in (Seattle, WA, ABD) maas li ¢alis anlaridir. AIBMR, uygun ¢alis ma protokollerini
ve doz segimlerini belirlemek, ¢alis malari yerles tirmek, ¢alis ma planlarini
onaylamak ve burada ag klanan toksikolojik ¢alis malari izlemek ve elde edilen verileri
analiz etmek, yorumlamak ve el yazmasi. Yazar Gabor Hirka, Toxi-Coop Zrt'nin sahibi
ve Genel MidurGdir. (Budapes te'deki test.tesisleri (90 ginlik ¢calis ma) ve
Balatonfired (genotoksisite ¢alis malari), Macarifengsyaz idaaAdisicg Sredonlinséebet
Toxi-Coop'un maas li ¢alis anlaridir; ve yazar Robert Glavits, Toxi-Coop'un bagmsiz
bir yUklenicisidir. Toxi-Coop, ¢alis ma planlarini gelis tirmek ve burada agiklanan
toksikolojik calis malarin sonug larini yiritmek, analiz etmek, yorumlamak ve
raporlamak i¢cin AIBMR ile sézles me imzaladi. Yazarlamtarlrgakitedjii pagaiaiersan gi
bir ek ¢ikar ¢atis masi beyan etmemektedir.

tes ekkdrler

Yazarlar, ag agidaki kis ilere katkilarindan dolayi tes ekkir eder:
¢alis ma: katilan aras tirmacilar Viktoria Polgar-Balogh,
“Tam’ as Buda, Katalin Csendes, Timea
monika  Fekete, Stella Fekete, Zsuzsanna
istv’ ann’e
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Binbas 1 Biermann, Ibolya Bogdan,
Kata Eszter Dioszegi,
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Horvath, Balint = zsot juhari, Korn'elia Sereg Juracsikn’e, Judit Kalm'an,
Aranka Oplictigi, Victoria , Koesi, Klarae , Fritz Kov” acsn’e, Nora ’ Pongr
1esMadar, Victoria

" Mesterh’” azine’e, Aniko

resim,
Hermann, Brigitta Horvath,
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Zsuzsanna Szabo,
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deneysel gorevler, veri toplama, istatistiksel analizler ve/veya kalite
glivencesi; ve makalenin hazirlanmasinda idari destek i¢in Jared Brodin.

Ek A. Tamamlayici veriler

Bu makaleyle ilgili ek materyal s u adreste bulunabilir:
gevrimigi strim, doi'de:https://doi.org/10.1016/j.toxrep.2020.08.030.
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