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Amac: Kozmetik tiviin, farkl kimyasal bilesiklerin bir kombinasyonu olup genellikle cilt kosullarim
veya insan viicudunun kokusunu temizlemek ve iyilestirmek icin kullanilir, giizelligi arttirir. AB'de,
bitmis kozmetik tiriinler iizerinde hayvan testlerinin kullaniimasina iliskin bir test yasagi 2004 'ten
beri yiiriirliikteyken, 2013 'te deri hassasiyet testi de dahil olmak iizere her tiirlii hayvan toksisitesi
testi i¢in bir pazarlama yasag yiiriirliige girmistir.

Gerec ve Yontem: Deri hassasiyet testi icin ECVAM tarafindan ti¢ farkl in-vitro ve bir kimyasal
yontem gelistirilmis ve onaylanmigtir. Dogrudan Peptit Reaktivite Deneyi (DPRA) bir in-chemico
yontemidir. Testin amaci, kimyasallarin deri hassasiyet potansiyelinin degerlendirilmesine katkida
bulunmaknr. Diisiik molekiiler agirlikli maddelerin (haptenler) ciltteki proteinlere kovalent
baglanmasi olan haptenizasyon, alerjide onemli bir mekanizma olarak kabul edilmektedir. Bu
nedenle, DPRA gibi peptit reaktivite deneylerinden elde edilen bilgiler, kimyasallarin deri
hassasiyet potansiyelinin degerlendirilmesi hakkinda bilgi saglar. Calismamizda hassasiyet
potansiyeli bilinen kimyasallar: uygulanarak DPRA " kilavuza gore kurmak amaglanmistir.

Sonu¢ ve Tartisma: Kozmetik bilesenlerin deri hassasiyet simiflandirmasina yonelik DPRA
calismamizin  sonuglari, bu kimyasallar ile yapilan dnceki in-vivo ve ex-vivo ¢alismalarmn
sonuglartyla uyumlu bulunmustur. Calismaya eklenen ve kuvvetli irritasyon 6zelligine sahip sodyum
dodesil siilfat (SDS) uygulamasi, DPRA yénteminin irritasyon ve alerji ayrimim yapabilecegini
gostermesi agisindan onem tasimaktadir. Daha giivenilir bir deri hassasiyet degerlendirmesi
saglamak igin iki veya daha fazla yaklasimdan elde edilen en iyi sonuglarin nasil birlestirilecegi
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degerlendirilmelidir. Alternatif yontemlerden elde edilen veriler, tek basima bir yontem olarak
kullamilmamali, kanuit yaklasimimn  aguwlhkli  bir pargasi olarak diger bilgilerle Dbirlikte
degerlendirilmelidir. Bu nedenle, duyarlastirici ve duyarlastirict olmayan maddeler arasinda ayrim
yapmak miimkiindiir.

Anahtar Kelimeler: Alerjik temas dermatit potansiyeli, DPRA, hapten, in-chemico

ABSTRACT

Objective: Cosmetics are composed of a variety of chemical compounds and are typically applied
to the skin for purpose of cleaning, improvement of skin conditions and also body odor, as well as
enhancing beauty. Since 2004, there has been an animal testing restriction on completed cosmetic
goods in the EU, and in 2013, a marketing ban for all animal toxicity experiments, including skin
sensitization tests, went into effect. ECVAM has created and verified three different in vitro and one
in-chemico method for skin sensitization tests.

Material and Method: The In-chemico method known as Direct Peptide Reactivity Assay (DPRA)
is used. The test's objective is to aid in the evaluation of chemicals' potential to cause skin sensitivity.
An essential process in allergies is thought to be haptenization, in which a low molecular weight
substance called haptens creates a covalent bond with proteins in the skin. Therefore, the evaluation
of the skin sensitization potential of chemicals is based on data from peptide reactivity tests, such
as DPRA. Our study's goal was to build up the DPRA in accordance with the guidelines by using
compounds known for their sensitization potency.

Result and Discussion: Our DPRA study's susceptibility classification of cosmetic compounds
produced results that agreed with those of earlier in-vivo and ex-vivo tests on these substances. In
order to demonstrate that, the DPRA approach can distinguish between irritation and allergy,
sodium dodecyl sulfate (SDS) was used in this study, which has a strong irritation feature. A more
accurate estimate of the sensitization potential can be achieved by integrating the best results from
two or more methods. The weight-of-evidence technique should be used in conjunction with
information from various sources rather than using it as a stand-alone strategy. As a result, a
differentiation between sensitizing and non-sensitizing chemicals can be understood.

Keywords: Allergic contact dermatitis potency, DPRA, hapten, in-chemico

GIRIS

Kozmetik iiriin giivenligi i¢in kullanilan toksisite testlerinde deney hayvani kullanim1 Mart
2013 yilinda tamamen yasaklanmistir [1,2]. insan sagliginin ve ¢evrenin korunmasini amaglayan
Avrupa yonetmeliklerinde belirtildigi {izere, kimyasallarin deri hassasiyeti potansiyellerinin
Olclimii i¢cin hayvan kullanimini tamamen ortadan kaldirmak icin hayvan deneylerine alternatif
yontemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Deri hassasiyeti, yasal diizenlemelerde,
insanlarda alerjik temas dermatiti (ACD)’ni ifade etmek i¢in kullanilan bir terimdir; deri hassasiyeti
potansiyeli, kimyasallarin giivenlik ve risk degerlendirmelerinde dikkate alinan 6nemli bir saglik
son noktasidir.

Deri hassasiyeti degerlendirilmesi i¢in mekanik temelli ve hayvanlarda uygulanmayan test
yontemlerinin 6zellikle kozmetikler i¢in gelistirilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir. Deri hassasiyeti
icin mevcut olan bazi testler, hayvanlarin kullanimina dayandigi i¢in giiniimiizde kozmetik
gilivenligi acisindan onemini yitirmistir. Bunlar arasinda geleneksel kobay testleri (Buehler Testi
ve Kobay Maksimizasyon Testi [3] ve Lokal Lenf Diigiimii Testi (LLNA) [4,5], radyo-izotopik
olmayan varyantlar bulunmaktadir [6]. LLNA, geleneksel kobay testlerine gore bir iyilestirme
yontemi olarak kabul edilmesine ve insan maruziyetinde giivenli seviyeleri belirlemek i¢in tam risk
degerlendirmesinde gerekli olan deri hassasiyetinin anlasilmasinda biiyiilk bir oneme sahip
olmasina ragmen, deney hayvanlarinin kozmetik {iriin testlerinde kullaniminin yasaklanmasindan
sonra yerine gegebilecek alternatif (in vitro ve in chemico) yontemler arastirilmaktadir. REACH’e
gore bu son nokta icin hayvansal olmayan, alternatif yontemlerin gelistirlmesi ve uygulanmasina
daha fazla ihtiyag vardir [7,8].

Deri hassasiyeti i¢in farkli alternatif yontemler gelistirilmistir. Bu yontemlerden biri olan
Dogrudan Peptit Reaktivite Yonteminin (Direct Peptide Reactivity Asssay-DPRA) ayn1 zamanda
in chemico bir yontemdir. Alerjik temas dermatiti mekanizmasinda rol oynayan haptenizasyon
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olay1 temel alinarak gelistirilmistir. DPRA, potansiyel sensitizanlarin, lizin veya sistein (Ac-
RFAACAA-COOH ve AcRFAAKAA-COOH) igeren sentetik peptitlerle reaktivitesini dlgerek,
deri sensitizasyonu advers etki yolagimi gosterir. UV dedektorlii yiikksek basingli  sivi
kromotografisinde (UV-YPSK) elde edilen piklerin degerlendirildigi ECVAM (European Center
for Validation of Alternative Methods) tarafindan da 2013 yilinda valisayonu tamamlanan bir
yontemdir [9]. Validasyon, yontemin tekrarlanabilirligi (laboratuvarlar i¢ginde ve laboratuvarlar
arasinda) hakkinda sonuglarin tutarliligina goére yapilmaktadir [10], 2015 yilinda OECD test
kilavuzuna (TG) girmistir ve 6zellikle kozmetik firmalar1 tarafindan yaygin olarak kullanilmaktadir
[11,12].

Alerjik temas dermatit (alerjik kontakt dermatit), cok 6nemli sosyoekonomik etkileri olan ve
sik goriilen deri hastaliklarindan biri olan Tip IV (Gecikmis tip hipersensitivite)’iin bir alt tipidir. [13].
Alerjik temas dermatiti, kimyasal maddelere maruziyette en sik goriilen advers etki olmasi
agisindan biiylik 6nem tasimaktadir [14]. Bir kimyasal maddenin piyasaya siiriilmesinden once
mutlaka biyouyumluluk ve toksisite testlerinden biri olan alerjik kontakt dermatit (deri
sensitizasyon) testinin yapilmasi zorunludur [15]. Kozmetik iiriin igeriginde bir¢ok farkli kimyasal
madde bulunmaktadir ve listelenen 30.000 kimyasal madde vardir [16]. Bu 30.000 kimyasalin
ortalama %86'sinin toksisitesinin, insan ve ¢evre iizerinde etkilerine iliskin veriler halen yetersizdir.
Avrupa Birligi'ndeki en son kimyasal giivenlik uygulamasi olan REACH (Registration, Evaluation,
Authorisation and Restriction of Chemicals-Kimyasallarin Kaydi, Degerlendirilmesi,
Yetkilendirilmesi ve Sinirlandirilmasi) sisteminde degisiklikler mevcuttur. Bu degisim ile birlikte,
iireticinin {iriin bagvuru dosyalarinda toksisite verilerini sunmasi zorunlu olup nihai {iriiniin insan
saglig1 izerindeki glivenligi tireticinin sorumluluguna verilmektedir [17,18].

Alerjik temas dermatiti, disik molekiiler agirlikli reaktif kimyasallarin neden oldugu
gecikmis tipte bir asir1 duyarlilik reaksiyonudur [19]. Alerjik temas dermatit (ACD) deri
hassasiyetine neden olma yetenegine sahip maddelerle iliskili olarak immiin sistem araciligiyla
ortaya ¢ikan bir toksisite reaksiyonudur [14]. Deri hassasiyet potansiyelinin degerlendirilmesi, yeni
ve mevcut maddelerin giivenlik degerlendirmesinin 6nemli bir bilesenini temsil etmektedir.

Alerjik temas dermatite yol acan cilt hassaslasmasi insidansi, sanayilesme ile yogun olarak
kullanilan potansiyel hassaslastiricilar nedeniyle artmaktadir. Bu kimyasallar1 tespit etmek i¢in
gerekli testler insan testleri, hayvan testleri ve in vitro testler olarak ayrilabilir. Calismamiz igin
yama testi sonuglaria gore insan testlerinde en sik kullanilan testlerden biri olan parafenilendiamin
(PPD), Peru balzami ve koku karigimi sec¢ilmistir [20]. Bu makalenin amaci, yaygin olarak
kullanilan bu maddelerin alerjik temas dermatit potansiyelini saptamak ve degerlendirmek icin
alternatif bir yontem olan DPRA'y1 kullanmaktir.

GEREC VE YONTEM
DPRA

OECD Test Klavuzu’nda No 442C: "Deri Hassasiyetinde Dogrudan Peptid Reaktivite Testi
(DPRA)" olarak belirtilmektedir. TG 442C, gore deride hassasiyet olusturanlar ve hassasiyet
olusturmayanlar arasindaki farki desteklemek i¢in Onerilen bir in chemico prosediir olarak kabul
edilmektedir.

Arastirmamizda kullanilan yontem detaylari, Dogrudan Peptid Reaktivite Testinde EURL -
ECVAM dogrulama ¢aligmasinda kullanilan Standart Calisma Prosediiriine (SOP) dayanmaktadir
[11,21].

Kullanilan Peptidler ve Cozeltiler

Sistein veya lizin igeren sentetik heptapeptitler, (sistein peptit - Ac-RFAACAA COOH,; lizin
peptidi - Ac-RFAAKAA-COOH) kullanilmistir (JPT Peptide Technologies GmbH, Berlin,
Almanya). Sistein ve lizin ¢ozeltileri sirasiyla 0,501 mg/ml ve 0,518 mg/ml konsantrasyonlarda
hazirlanmistir.

Sistein peptiti icin; 100 mM sodyum fosfat tampon (pH: 7.5), lizin peptiti i¢in; 100 mM
amonyum asetat tampon (pH: 10.5) hazirlanmgtir.
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Standart Peptit Cozeltilerinin Hazirlanmasi

8 ml tampon ¢dzetisini (Sistein peptidi i¢in pH: 7.5 fosfat tamponu, lizin peptidi i¢in pH: 10.2
amonyum asetat tamponu) 2 ml asetonitril ile karigtirarak yaklagik 10 ml seyreltme tamponu (diliisyon
tamponu) hazirlanmigtir. 1600 ul peptit stok soliisyonunu (0.667 mM'de) 400 pl asetonitril ile
seyrelterek 0.534 mM'de baslangi¢ standardi "STD-1" hazirlanmustir. Seri seyreltme yaparak 0.534 mM
- 0.0167 mM araligin1 kapsayan peptit stok ¢ozeltisinin standartlar1 hazirlanmig ve Tablo 1°de
gosterilmistir.

Tablo 1. Standart peptit ¢ozeltileri

STD-7 (diliisyon
tampon c¢ozeltisi)

0.534 0.267 0.1335 0.0667 0.0334 0.0167 0.000

STD-1 |STD-2 STD-3 STD-4 STD-5 STD-6

mM peptit
(Sistein, Lizin)

Test Kimyasallarinin ve Pozitif Kontrol Cozeltisinin Hazirlanmasi

Calismamizda test kimyasali olarak PPD (parafenilendiamin), geraniol, izodjenol ve SDS
(sodyum dodesil siilfat) kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak sinnamik aldehit kullanilmistir. Test
kimyasallar1 ve pozitif kontrol ¢ozeltileri her iki peptit i¢cin de (lizin ve sistein) protokol
dogrultusunda tartilarak asetonitril’de ¢o6ziilmiistiir. SDS (sodyum dodesil siilfat)’nin asetonitril
igerisindeki ¢oOziiniirliigli az oldugu icin distile su igerisinde ¢oziilerek test kimyasal ¢ozeltisi
hazirlanmistir.

Numunelerin Hazirlanmasi ve Ko-eliisyon (Co-elution) Kontrolii

Test kimyasallarinin ve pozitif kontroliin her iki peptit ile {icli numuneleri hazirlanmistir.
Asagida her bir numunenin 220 nm'de absorbsiyonunu ve bir peptit ile benzer bir retansiyon siiresine
sahip olup olmadigim1 ve veri analizine miidahale edip edemeyecegini dogrulamak i¢in peptit
olmadan bir numune hazirlanmistir. Bu durum ko-eliisyon (co-elution) kontrol olarak
adlandirilmaktadir. Test kimyasallarinin inkiibasyonunda kullanilan peptitlerin hazirlanisi Tablo
2°de gosterilmistir.

Tablo 2. Test kimyasallarinin inkiibasyonunda kullanilan peptitlerin hazirlanisi

1:10 oram Sistein Peptit 1:50 oram Lizin Peptit

750 mikrolitre sistein stok c¢ozeltisi (Ko-eliisyon | 750 mikrolitre lizin stok ¢ozeltisi (Ko-eliisyon
kontrolii i¢in pH: 7.5 olan fosfat tampon ¢ozeltisi) + | kontrolii i¢in pH: 10.2 olan amonyum asetat tampon
250 mikrolitre test kimyasal ¢o6zeltisi (Referans | ¢ozeltisi) + 250 mikrolitre test kimyasal ¢ozeltisi
kontrol-A i¢in uygun bir solvent-asetonitril) (Referans kontrol-A igin uygun bir solvent-
asetonitril)

Test kimyasali ve peptit ¢Ozeltisi, belirtilen miktarlarda kiiclik siselere eklendikten sonra
vortekslenip karanlikta 24 saat oda sicakliginda (25°C’de) bekletilerek olusan numune serisinin YPSK
analizi gerceklestirilmistir.

Referans Kontrol Hazirlanmasi

Referans kontrol, test kimyasalini ¢6zmek i¢in kullanilan ¢oziicii ile peptit inkiibasyonuna
dayanir. Referans kontrol A, asetonitril ile farkli peptitlerin inkiibasyonu ile hazirlanmistir. Amag
¢Oziiciiden kaynakli bir protein eksilmesinin olup olmadigini tespit etmektir.

Her standart, test kimyasal ve kontrol numunelerinden esit hacimlerde sisteme enjekte edilmistir.

Yontem Kosullar
Agilent 1100 serisi YPSK-PDA (ABD) sistemi kullanilmigtir. Zorbax SB-C18 2.1 mm x 100
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mm x 3.5 p kolon {izerinde ayirim gergeklestirilmistir.

Mobil faz A, %0.1 h/h TFA igeren su; 1000 ml distile su igerisine 1 ml TFA (trifloroasetik
asit) eklenerek hazirlanmistir.

Mobil faz B, %0.085 h/h TFA igeren ACN; 1000 ml asetonitril igerisine 0.85 ml TFA
eklenerek hazirlanmistir. YPSK kosullar1 Tablo 3’de gosterilmistir.

Tablo 3. YPSK Kosullar

Kolon Zorbax SB-C18 2.1 mm x 100 mm x 3.5 p
Kolon sicakhgi 30°C
Numune sicakhgr | 25°C

Dedektor Miktar tayini i¢in 220 nm sinyalli Sabit Dalgaboyu absorbans UV dedektorii

Enjeksiyon hacmi |7 ul

Calisma siiresi 20 dakika

Akis hizlar Zaman | Akis %A %B
0 dk 0.35 ml/dk 90 10
10 dk 0.35 ml/dk 75 25
11 dk 0.35 ml/dk 10 90
13 dk 0.35 ml/dk 10 90
13.5dk |0.35 ml/dk 90 10
20 dk 0.35 ml/dk

Veri Analizi

Her test kimyasali i¢in peptit konsantrasyonu, 220 nm dalga boyunda belirlenmistir. YPSK’dan
elde edilen uygun piklerin pik alani 6l¢timii yapilmis ve standart serisinden (STD-1 ile STD-7) elde
edilen dogrusal kalibrasyon egrileri kullanilarak peptit konsantrasyonu hesaplanmistir. Her test
kimyasalinin peptitin tiikkenme yiizdesi, asagidaki formiille belirlenmistir.

, Peptit Pik Alam ]
%Peptit Tikenmesi = | ||x100
Referans Kontrol Ortalama Pik Alam  /J
Elde edilen pik alanlar1 ve standartlarin konsantrayonlarina dayali olarak dogrusal bir kalibrasyon
egrisi olusturulmustur.
Yontemin Gegerlilik Kriterleri

Elde edilen 6lgiimler sonucunda kalibrasyon dogrusalligi r* > 0.990 olarak bulunmalidir. Referans
kontrol-A’nin ortalama peptit konsantrasyonu 0.50 +/- 0.05 mM olmalidir [11]. OECD klavuzunda yer
alan ve pozitif kontrol i¢in ortalama Peptit Tiikenme Yiizde degerleri Tablo 4’de gdsterilmisgtir.

Tablo 4. Sinnamik aldehit (pozitif kontrol) igin {i¢ enjeksiyonun ortalama Peptit Tiikkenme Yiizde
degerleri

Yiizde peptit tiikenmesi Yiizde peptit tiikenmesi
(Sistein i¢in) (Lizin icin)
Pozitif kontrol Alt sinir Ust sinir Alt smir Ust sinir
(Sinnamik aldehit) |60.8 100.0 40.2 69.4
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Pozitif kontrol tekrarlar1 i¢in maksimum standart sapmalar; Yiizde sistein tiikkenmesi i¢in standart
sapma < %14.9. Yiizde lizin tikenmesi i¢in standart sapma < %11.6 olmalidir [11].

Degerlendirme Modeli

OECD klavuzunda yer aldigi lizere, kimyasal maddelerin degerlendirme modelinde, 6lgiit olarak
sistein ve lizin proteinlerinin % tiikenme ortalama degerleri ve sadece sistein protein yiizde tiikenmesi
degerleri kullanilmis ve Tablo 5’de gosterildigi gibi siniflandirilma yapilmistir.

Tablo 5. Sistein 1:10 / Lizin 1:50 Tahmin Modeli

Sistein ve Lizin % Tiikenme Ortalamasi Reaktivite Siifi DPRA Tahmini?
%0 < ortalama % tiikkenme < %6.38 Reaktivite yok veya minimum diizeyde Negatif
%6.38 < ortalama % tilkenme < %22.62 Diisiik reaktivite
%22.62 < ortalama % tiikkenme < %42.47 Orta reaktivite Pozitif
%42.47 < ortalama % tiikkenme < %100 Yiiksek reaktivite

Tablo 6. Sistein 1:10 Tahmin Modeli

Sistein (Cys) % Tiikenmesi Reaktivite Sinifi DPRA Tahmini?
%0 < Cys % tiikenme < %13.89 Reaktivite yok veya minimum diizeyde Negatif
%13.89 < Cys % tikkenme < %23.09 Diisiik reaktivite
%23.09 < Cys % tiikenme < %98.24 Ortalama reaktivite Pozitif
%98.24 < Cys % tikkenme < %100 Yiiksek reaktivite
SONUC VE TARTISMA

Standartlardan (STD-1 ile STD-7) tiiretilen dogrusal kalibrasyon dogrusu kullanilarak test
kimyasallar1 ve pozitif kontrol ile hazirlanan numunelerin lizin ve sistein konsantrasyonu hesaplanmistir
(Sekil 1, Sekil 2). Protokol dogrultusunda hazirlanan lizin ve sistein ¢ozeltileri 24 saat inkiibe edildikten
sonra her numunede peptit konsantrasyonu 220 nm'de verdigi pik alanindan hareketle belirlenmis ve
Tablo 7 ve Tablo 8’de gosterilmistir.

Lizin
3000
2500 R2=0,9972.®
2000 o
1500
1000

500 ..
0 oo
-500 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Sekil 1. Lizin i¢in kalibrasyon standart dogru grafigi. Grafikte x konsantrasyon; y ise pik alanini ifade
etmektedir. (r’= 0.9972)
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Tablo 7. Test kimyasallarinin, pozitif kontroliin lizin ile inkiibasyonu sonucu hazirlanan numunelerin

pik alanlar1

Kimyasal Pik alam Ortalama * standart sapma (SS)
61
Parafenilendiamin (PPD 81 71£10
71
1865
Geraniol 1842 1853.3 £ 11.50
1853
1823
izodjenol 1818 1820.3 £2.51
1820
14.89
Sodyum dodesil siilfat (SDS) (TC-4) 18.37 16.63 +1.74
16.63
179
Pozitif kontrol (sinnamik aldehit) 188 183.5+4.5
183.5
1948
Referans kontrol-A 1999 1973.3 +£25.501
1973
Sistein
1600
1400 y =2701.5x +1.1542.-®
1200 RE= 09977
1000
800 .-
600 =
400 e
200 N
0 o
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Sekil 2. Sistein i¢in kalibrasyon standart dogru grafigi. Grafikte x konsantrasyon; y ise pik alanin
ifade etmektedir. (r2= 0.9977)

Tablo 8. Test kimyasallarinin, pozitif kontroliin sistein ile inkiibasyonu sonucu hazirlanan numunelerin

pik alanlar1

Kimyasal

Pik alam

Ortalama + standart sapma (SS)

Parafenilendiamin (PPD

11

10

10.6 £0.57

11

Geraniol

848

853

850.3 £2.51

850

izodjenol

83

78

80.4+2.50

80.2
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Tablo 8 (devami). Test kimyasallarimin, pozitif kontroliin sistein ile inkiibasyonu sonucu hazirlanan
numunelerin pik alanlar

Pik alam
1084
Sodyum dodesil siilfat (SDS) 1085
1082

112
110.1
112.25
1264
Referans kontrol-A 1262
1259

Kimyasal Ortalama * standart sapma (SS)

1083.6 £ 1.52

Pozitif kontrol (sinnamik aldehit) 111.45+1.17

1261.6 £2.51

Tablo 9°da gosterilen lizin, sistein ve 118inda, ¢alismamizda kullandigimiz in chemico bir test
yontemi olan DPRA ile parafenilendiamin, geraniol, izodjenol, SDS’nin allerjik kontakt dermatit
olusturma potansiyallerine dair veriler elde edilmistir.

Tablo 9. Test kimyasallarinin, pozitif kontroliin sistein, lizin, toplam peptit tiikenme yiizdeleri

of Cictai o/ | ini
T{?kselj:fllegl T:;)((Ie_nerrIIZSI % Peptit Tikenmesi
Pozitif Kontrol (sinnamik aldehit) 91.16 90.58 Yiiksek
PPD (parafenilendiamin) 99.11 96.2 Yiiksek
Geraniol 32.71 6.08 Diisiik
izodjenol 93.63 6.59 Yiiksek
SDS (sodyum dodesil siilfat) 14.16 99.15 Yiiksek

DPRA ile haptenizasyon olarak kabul edilen, diisiik molekiiler agirliklt maddelerin (haptenlerin)
deri proteinlerine kovalent baglanmasiyla temsil edilen cilt hassaslagmasinin baslatilmasi siireci
incelenmistir. Kullanilan test maddeleri aktivitelerine gore ¢ok diisiik, diisiik, orta veya yiiksek olarak
siiflandiriimastir.

Kozmetik bilesenlerin hassasiyet siniflandirmasina yonelik DPRA ¢alismamizin sonuglari, tahris
edici kimyasal SDS disinda 6nceki in-vivo ve ex-vivo ¢alismalarin sonuglariyla uyumlu bulunmustur.
lizin tikenme ylizdesi yanlis pozitif sonu¢ vermis olup Sistein tiikkenmesi daha giivenilir olarak
saptanmistir. Sonuglarimiza gore, lizin ve sistein kombinasyonunun kilavuzlara gore onerildigi bu
yontemde sadece sistein tilkenmesi sonuglarmin da kullanilabilecegi Onerilmistir. Calismamizin
kapsaminda, DPRA ile kimyasallarin hassasiyet potansiyelini arastirmak i¢in dogrulanmis bir yontem
olusturulmustur. Yontemin 6zellikle irritasyon ve alerji ayrimimi yapabilme yeteneginin tespiti i¢in
SDS’nin (sodyum dodesil siilfat) de test kimyasali olarak arastirilmasi yonteme onemli bir katki
saglamustir.

Alerjik kontakt dermatit, dnemli bir mesleki ve g¢evresel saglik sorunu olarak karsimiza
cikmaktadir. Hassasiyet potansiyelinin 6l¢limii, kisisel bakim iiriinlerinde ve kozmetik {iriinler icerisinde
bulunan bilesenlerin gelistirilmesi, risk degerlendirmesinde temel bir unsurdur.

Kullanilan kimyasal maddenin alerjik kontakt dermatite neden olma potansiyelini yapilan test
sonuclar1 gostermektedir [22]. Alternatif yontemler, test basina hayvan sayisimi azaltirken, hayvan
refahini da goz ardi etmeden kullanilan yontemlerin disinda ve/veya yer degistirme ile sonuglanan yeni
teknikleri icermektedir, bu da toksikolojik bir son noktayi belirlemektedir. Konu, ama¢ ve teknige
uygunsa in vivo yontemler tercih edilerek veya entegre sekilde kullamlabilmektedir. Alternatif
yontemlerin entegre edilmesi, in vivo yontemlere olan ihtiyact azaltmaktadir. Giiniimiizde kullanilacak
kimyasal madde sayisinin siirekli arttig1 diistiniildiigiinde, alternatif yontemlerin kullanilmas1 hassasiyet
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Olglimiiniin optimizasyonuna yarar saglayacaktir [15]. Diisitk molekiiler agirhikli kimyasallarm deri
hassasiyet reaksiyonlarim tetikledigi ve ortaya ¢ikardigi siire¢ olduk¢a karmasgiktir ve kimyasalin cilde
niifuz etme, protein ile reaksiyona girme ve hiicre aracili bagigiklik tepkisini tetikleme yetenegi ile ilgili
birgok faktore baglidir. Bu nedenle, deri hassasiyet Ol¢iimiinde tek bir ydntem kullanilmasi
Onerilmemektedir.

DPRA kullanilarak yapilan ¢aligmalarda farkli kimyasal maddelerin deri hassasiyet potansiyelleri
degerlendirilirken oksidasyon ile bozulma sonucunda c¢ikan iirlinlerin peptit tiikketimine etkisinin
arastirildigi galigmalara da rastlanmugtir [2,23,24].

DPRA, deri hassasiyet potansiyelinin belirlenmesinde hizli, ucuz ve uygulanabilir yontemlerden
biri olmast nedeniyle olduk¢a avantajlidir. Ancak DPRA yontemi, bilinmeyen veya degisken
kompozisyondaki madde ve karigimlarin, metal bilesiklerin, kompleks reaksiyon iiriinlerinin, biyolojik
materyallerin ve prohaptenlerin tespitinde kullanilamaz [2]. Yanlis negatif sonuglara neden olmamak
icin sistein veya lizin disindaki aminoasistlere karsi yapilan tercihli reaktiflige sahip kimyasallar test
edilmemelidir.

Hayvan deneylerine alternatif yontemler, diinya ¢apinda giderek daha 6nemli hale gelmektedir.
ancak kabul edilen alternatif yontemlerin, test maddelerinin deri hassasiyet potansiyelini belirlemede
hayvan modellerine kiyasla yeterli olmalar1 gerekmektedir.

Alternatif yontemlerin entegrasyonu in vivo yontemlere olan ihtiyaci azaltsa da, kullanilacak olan
test maddesinin duyarlastirict potansiyelini belirlemek i¢in hayvan modellerine kiyasla kabul edilen
alternatif yontemler dogru ve giivenilir sonu¢ vermelidir. Calismamizda kullandigimiz alternatif bir
yontem olan DPRA’nin, hayvan modelleri ile elde edilen sonuglarla benzer sonuglar vermesi yontemin
gegerliligini dogrulamaktadir, ancak daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir.

Ozetle, hayvan modellerine alternatif yontemlerin uygulama alanim1 genisletmek ve gelisimlerini
tamamlamak i¢in diizenleyici otoriteler, bilim ve endiistri arasindaki igbirliginin devam etmesi ve yeni
veri tabanlarinin olusturulmasi yeni sentezlenen kimyasal maddelerin duyarlasticic1 potansiyellerini
tahmin etmekte biiyiik 6nem tasimaktadir.
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CIKAR CATISMASI BEYANI
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Yazarlar bu ¢aligma i¢in etik kurul onayinin zorunlu olmadigini beyan etmektedir.
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