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Ozet

Insan derisi, organizmay1 ¢evresel faktorlere karst koruyan, farmasétik formiilasyonlarin ve
kozmetik iirtinlerin i¢eriginde bulunan bir¢ok kimyasal maddeye kars1 engel teskil eden 6nemli
bir organdir. Kimyasal maddelere maruziyet sonrasinda olusan lokal toksik etkiler arasinda
en sik goriileni deri irritasyonudur. Gegmiste kozmetik {iriinlerinin deride irritasyon olustur-
ma potansiyelleri hayvan deneyleri ile degerlendirilmistir. Etik agidan, deri irritasyon ve deri
korozyon testlerinin laboratuvar hayvanlari iizerinde yapilmasi, hayvanlara énemli derecede
rahatsizlik ve ac1 verme potansiyeline sahiptir. 3R ilkelerinin yayimlanmasindan bu yana kim-
yasal maddelerin potansiyel toksik etkilerinin degerlendirilmesi i¢in, birgok alternatif metot
gelistirilmis, valide edilmis ve diizenleyici kuruluslar tarafindan kabul edilmistir. 11 Mart 2013
tarihinde Avrupa Birligi’nde hayvanlar iizerinde test edilen her tiir kozmetik ve kigisel bakim
iirliniiniin satis1 yasaklanmasindan sonra kozmetik {iriinlerin giivenlilik degerlendirmeleri, al-
ternatif in vitro toksisite testleri ile yapilmaya baslanmistir. Alternatif yontemler olarak; in vitro
yeniden yapilandirilmis insan epidermis doku modelleri, insan derisine morfolojik olarak ya-
kin benzerligi nedeni ile tercih edilmektedir. Bu derleme kapsaminda, kozmetik iiriinlerin irri-
tasyon/korozyon potansiyellerinin degerlendirlmesinde kullanilan in vivo ve alternatif in vitro
yontemlerden bahsedilmektedir.
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Abstract

The Methods for Evaluation of Skin Irritation/
Corrosion Potentials

The human skin is an important organ that protects the organism against environmental fac-
tors and chemicals in the pharmaceutical formulations and cosmetic products. Skin irritation is
the most common local toxic effect after exposure to cosmetic products. The potentials of the
cosmetic products to induce skin irritation were evaluated by animal experiments in the past.
In ethical terms, the irritation and skin corrosion tests have the potential to cause significant
pain Since 3R principle was published, many alternative methods, which were validated and
accepted by the regulatory authorities, have been developed for the evaluation of the potential
toxic effects of the chemicals. On March 11, 2013, the commercial sale of any types of cosmet-
ics and personal care products that were tested on animals was banned in the European Union;
and since then, the safety evaluation of the cosmetics is being conducted with alternative in
vitro toxicity tests. The in vitro restructured human epidermis tissue models are preferred as an
alternative method because of their morphological similarity to the human skin. In this review,
the traditional and alternative methods used for the evaluation of the irritation and corrosion
potentials of cosmetic products are being discussed.

Key words: Alternative methods, in vitro, skin irritation, skin corrosion, cosmetic products

Giris

Basta ¢ocuklar gibi hassas popiilasyonlarda olmak {izere kozmetik iirlinlerin giivenli kullanimi
halk saglig1 agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Kozmetiklerin deride irritasyon ve korozyon
yapma olasilig1 vardir ve uzun yillar kozmetiklerin irritasyon ve korozyon testleri hayvanlar
tizerinde yapilmistir. Ancak, Avrupa Birligi’nde yayimlanan “Kozmetik Regiilasyonu” ile koz-
metik iirtinlerin giivenliliginin belirlenmesinde 11 Mart 2013 itibariyle in vivo yontemlerin kul-
lanilmasi yasaklanmistir. Bu da bu iirlinlerin glivenlilik degerlendirmelerinde in vitro yontem-
lerin hizl1 bir sekilde kullanima girmesini beraberinde getirmistir. Bu alternatif yontemlerin
bazilarindan elde edilen sonuglarin in vivo yontemlerle iyi korelasyon gdsterdiginin belirlenmesi
ile, bu yontemlerin kullanim siklig1 artmis; yeni ve daha gelismis modellerin gelistirilmesi i¢in
calismalar hizlanmistir. Bu derleme kapsaminda, kozmetik iiriinlerin deri irritasyon/korozyon
yapici etkilerinin degerlendirilmesinde in vivo ve in vitro yontemlerden s6z edilecek ve alterna-
tif in vitro yontemler detayli bir sekilde incelenecektir. Oncelikle derinin yapisi kisaca 6zetlene-
cek, takiben kozmetik iirtinlerden, kozmetiklerde giivenlilik kavramindan, kozmetiklerde genel
risk degerlendirmesinden ve kozmetiklerin deri irritasyonu/korozyonu yapma olasiliklarindan
bahsedilecektir. Ayrica, kozmetiklerin neden olabilecegi deri irritasyonu ve korozyonunun nasil
belirlenebilecegi; ilgili testler ve bu testlerin validasyonu anlatilacak, uluslararasi regiilasyonlar
ve Tiirkiye’deki regililasyonlardan bahsedilecektir.
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1. Derinin Yapisi

Cok sayida fonksiyonu olan deri, viicudun dis yiizeyini kaplayan en genis organdir. Mikroor-
ganizmalar, kimyasal maddeler, radyasyon ve ¢ok cesitli alerjenlere karsi viicudu koruyucu
bir bariyerdir. Cok farkli hiicre tiplerini iceren heterojen bir yapisi olup; epidermis, dermis ve
hipodermis olmak iizere ii¢ farkli temel tabakadan olusur [1-3].

Epidermis tabakasinin kalinligi derinin %5’ini olusturur ve epidermis, en distan ice dogru;
Stratum corneum (boynuzsu katman), Stratum lucidum (seffaf katman), Stratum granulosum
(graniiler katman), Stratum spinosum (spinoz katman) ve Stratum basale (Stratum germinati-
vum, bazal katman) olarak siralanir [1-3] (Sekil 1). Epidermis tabakasi, metabolik olarak aktif
ve boliinme kapasitesine sahip olan basal tabakadaki keratinositlerinin farklilasmasiyla olusur.
Bazal tabaka hiicreleri, siirekli olarak mitoz boliinmeye ugrar ve epidermisin yenilenmesini
saglar [4,5] Bu yenilenme normal bir insanda, yas, hastalik, hiicre dongiisii gibi faktorlere bagl
olarak yaklasik 1 ay siirer. Kimyasal madde kaynakli ya da mekanik olarak deride hasar olus-
mast durumunda ise, epidermisin mitotik boliinme hiz1 artar [4,5] . Baz1 bazal tabaka hiicreleri
yukar1 dogru hareket eder ve farklilagir. Epidermisin en iist tabakasi olan Stratum corneum
keratinositlerin farklilasmasi ile olusan boynuzsu tabakadir ve bu tabaka ¢ok sayidaki mad-
deye kars1 engel olusturur. Keratinositler, epidermisin tiim dis etkenlere karsin korunmasinda
onemli bir role sahiptir [6]. Bu hiicreler, bazal tabakalardaki hiicrelerden farkli olarak basik ve
uzun haldedir. Ana bilesenini keratin olan bu hiicrelerin ¢ekirdekleri yoktur ve tiim metabolik
aktivitelerini kaybetmiglerdir. Epidermiste keratinositler disinda iki dendritik hiicre tipi olan
melanosit ve Langerhans hiicreleri de bulunmaktadir. Insan derisinin ana pigmenti olan mela-
nini melanositler iiretirken, Langerhans hiicreleri IgG ve C3 reseptorleri ile 1a antijeni tasirlar.
Dermis tabakasinda ise, inflamasyon regiilasyonu ve modiilasyonuna katilan miyeloid ve len-
foid hiicreler bagta olmak {izere bir¢ok hiicre bulunmaktadir [7].
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Insanlar kozmetiklerin, temizlik iiriinlerinin ve farmasétik formiilasyonlarin iceriginde bulunan
bir¢ok kimyasal maddeye giinliik hayatta giderek artan diizeylerde maruz kalmaktadir. Dermal
yol bu tiir kimyasal maddelerin maruziyetinde 6nemli bir temas yoludur. Deri yolu ile maruzi-
yet, insan sagligini olumsuz yonde etkileyebilecek sonuglar dogurabilir. Dermal maruziyet deri
irritasyonu ve korozyonu gibi lokal etkilere neden olabilecegi gibi sistemik degisikliklere de
yol agabilir [8,9].

2. Kozmetikler ve Giivenlilik

2.1. Kozmetik Uriin Tanmi

Avrupa Birligi 76/768/EEC sayili Konsey Direktifinin birinci maddesine gore “kozmetik {iriin”
terimi; insan viicudunun dis yiizeyine (epidermis, sag, tirnak, dudak ve dis genital organ), agiz
boslugunun mukoz membranlarina ve dislere uygulanmak {izere hazirlanmis olan temizleme,
koku 6nleme, giizel koku verme, goriiniisiinii degistirme amaciyla kullanilan herhangi bir mad-
de veya karigimi ifade eder [10]. Dogal kozmetik iirtinler, bitki, hayvan ve mineral kaynaklar-
dan elde edilen ¢esitli maddeler kullanilarak iiretilmektedir ve binlerce y1l 6ncesine dayanan bir
geemisi bulunmaktadir. Glinlimiizde modern teknolojiyle bu {iriinlere sentetik ve yari-sentetik
olanlar da eklenmistir [11].

Topikal olarak uygulanan kozmetik {iriinler insanlarin goriintislerinde degisiklik yaratmak iddi-
astyla piyasaya sunulur. Bu iirlinlerin ¢esitliligi ve tiretim miktarlar: giin gectikce artmaktadir.
Bu {iriinlerin ¢ogunun bilesenleri sentetiktir. Bu bilesenlerin deride duyarliliga neden oldugu
ve bunun sonucu olarak kozmetik kullanimina bagli dermatitlerin ortaya ¢ikisinda artis oldugu
belirtilmistir. Dermal yolla olusan lokal toksik etkiler, genellikle kutandz inflamasyon reaksi-
yonlar1 seklinde ortaya ¢ikar. Bunlardan en sik goriileni deri irritasyonudur [12].

2.2 Kozmetik Uriinler i¢in Kullanici Giivenligi

Avrupa Parlamentosu ve Avrupa Konseyi’nin, Temmuz 1976 tarih ve 76/768/EEC sayil1 eski
direktifin yeniden diizenlenmesi sonrasinda, 30 Kasim 2009 kabul tarihli EC 1223/2009 say1l1
yeni “Kozmetik Direktifi” ve 5324 sayili “Kozmetik Kanunu” yayimlanmistir. Bu kanun, pi-
yasaya siiriilen bir kozmetik iirliniin normal veya makul kullanim kosullarinda insan sagligina
zarar vermeyecek nitelikte olmas1 gerektigini belirtmektedir. Uriiniin giivenliligi ile ilgili tiim
sorumluluk agikea iiretici firmaya birakilmistir [10-13].

Kozmetik iiriiniin giivenlilik degerlendirmesi bu konuda gerekli bilgi ve beceriye sahip sorumlu
bir kisi tarafindan yapilmalidir. Bu kisi, kozmetik {iriin i¢cerigindeki kimyasal maddelerin yapila-
rini, toksikolojik 6zelliklerini ve maruziyet diizeylerini igeren bir giivenlilik dosyasi hazirlaya-
rak kozmetik {irlinlin belirlenen sartlar altina giivenli bir sekilde kullanilabilmesi i¢in gerekenleri
yapmalidir [10,11]. Avrupa Birligi’ne liye devletler, EC 1223/2009 sayil1 “Kozmetik Direktifi”
hiikiimlerine gore piyasaya uygun kozmetik iiriinlerin sunulmasi i¢in gerekli tiim 6nlemleri almak
zorundadir. Kozmetik triinler asagida belirtilen bilgilerine kolayca ulasilabilir olmal1 ve iiretici
firmalar bunu saglamak icin bir gézetim/denetim sistemi kurmalidir [13,14]. Kozmetik {iriinlerin
Teknik Bilgi Dosyast ve Uriin Bilgi Dosyasi'nda yer almasi gereken ve gerek Avrupa Birligi
direktiflerinde gerekse Tiirkiye’de Saglik Bakanligi’nin ilgili kilavuzlarinda ve 2005 yilinda ya-
yimlanan “Kozmetik Y6netmeligi’nde yer alan bilgiler asagida verilmistir [13,14].
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- Uriiniin kalitatif ve kantitatif bilesimi,

- Kozmetik iiriinlin ve bilesenlerinin fiziko-kimyasal ve mikrobiyolojik spesifikasyonu
ve kozmetik tirliniin fiziko-kimyasal ve mikrobiyolojik spesifikasyona uygunluguna il-
iskin kontrol kriterleri,

- lyi Imalat Uygulamalar1 Kilavuzu hiikiimlerine uygun iiretim metodu; iireticinin yeter-
liligi veya gerekli derecede tecriibesi olduguna dair egitim ve ¢alisma belgeleri,

- Bitmis kozmetik iiriiniin insan saglig1 i¢in giivenlilik degerlendirmesi

Bu amagla {iretici, iirlin bilesenlerinin toksikolojik karakteri, kimyasal yapis1 ve maruz kal-
ma diizeylerini belirler. Uriinii kullanacak hedef kitlenin veya iiriiniin uygulanacag1 bdlgenin
ozellikleri goz Ontline alinmalidir. D1s genital organlara haricen uygulanmak amaciyla iiretilmis
kisisel hijyen {iriinleri ile li¢ yasindan kiiclik ¢ocuklarin kullanimi i¢in hazirlanan iiriinler i¢in
ozel giivenlik degerlendirmesi gerekir [13,14].

Bu degerlendirme, iilkemizde 25/6/2002 tarihli ve 24796 sayili Resmi Gazetede yayimlanan
Iyi Laboratuar Uygulamalar1 Prensipleri ve Test Laboratuarlarinin Belgelendirilmesine Dair
Y 6netmelik hiikiimlerine uygun olarak yapilir [15,16].

Bu degerlendirmede asagidaki bilgiler yer almalidir:

- Giivenlilik degerlendirmesi yapan kisinin ad1 ve adresi (Giivenlilik degerlendirmesi ec-
zacilik diplomasina sahip bir kisi tarafindan veya tip, dis hekimligi, biyoloji, kimya,
biyokimya, mikrobiyoloji veya esdeger diplomaya sahip toksikoloji dalinda veya koz-
metik {riin giivenlilik degerlendirmesi alaninda sunulan teorik ve uygulamali miifredat
programini tamamlayanlara verilen bir belgeye sahip kisi tarafindan yapilir.)

- Kozmetik iirtinlerin kullanim1 sonucunda insan sagliginda olusabilecek istenmeyen et-
kiler hakkinda mevcut veriler,

- Gerekli durumlarda, kozmetik iiriiniin sahip oldugu iddia edilen etkiye iligskin kanitlayi-
c1 bilgi ve belgeler,

- Avrupa Birligi disindaki iilkelerin mevzuat veya diger diizenlemelerinin gerekleri nede-
niyle hayvanlar {izerinde yapilmis olan testler de dahil olmak {izere, iiretici tarafindan,
iriiniin gelistirilmesi veya {irlin veya bilesenlerinin giivenlilik degerlendirilmesi i¢in
hayvanlar lizerinde yapilan testlerle ilgili veriler.

Kozmetik iiriin giivenlilik raporunda iiriiniin formiilasyonunda yer alan tiim maddelere iliskin
toksikolojik 6zelliklerin sunulmasi gerekmektedir. Bu kapsamda, kozmetik iirliniiniin herbir
bilesenine iligskin pekg¢ok toksik etkinin yanisira, deri irritasyonu ve/veya korozyonuna dair
bilgilerin de sunulmas1 gerekir.

“Kozmetik Direktifi’nin (EC 1223/2009) 3. maddesine gore, piyasada bulunan bir kozmetik
iiriiniin normal kullanim kosullarinda insan saglig: i¢in giivenli olmasi gerektigi, bunun i¢in de
pazarlama oncesinde kozmetik {irtinlerin giivenlilik degerlendirilmesinin yapilmasinin zorunlu
oldugu belirtilmistir [14]. Bir kozmetik {irlin piyasaya sunulmadan dnce tiiketici i¢in “giiven-
1i” oldugu gosterilmelidir. Kozmetik iiriinlerin giivenlilik degerlendirilmesinde, bilesenlerinin
kalitatif ve kantitatif 6zellikleri, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, kantitatif yapi-aktivite iligkisi
(Quantitative structure—activity relationship, QSAR), kimyasal kategorileri, farmakokinetik ve
toksikolojik ozellikleri, in vitro ¢alismalardan elde edilen veriler kullanilir. Ayrica, epidemiyo-
lojik galismalar ve klinik veriler de bu degerlendirmede dikkate alinmaktadir. Tiiketici Uriinleri
Uzerine Bilimsel Komitenin (Scientific Committee on Consumer Products, SCCP) 6. revizyon
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raporunda da yayinlandigi tizere kozmetik iirlinler i¢in Avrupa Parlamentosu 2003/15/EC2 Di-
rektifi, giinimiizde kozmetik iirtinlerin giivenlilik degerlendirmesi i¢in valide in vitro yontem-
ler kullanilmasin1 6nermektedir [11].

2.3. Kozmetiklerde Genel Risk Degerlendirmesi

Ekonomik Kalkima ve Isbirligi Orgiitii (Organisation for Economic Cooperation and Deve-
lopment, OECD) kilavuzuna gore “risk degerlendirmesi”, belirli bir hedef organizma, sistem ya
da poptilasyonun belirli bir maddeye maruz kalmasini takiben olasi risklerin hesaplanmasi ve
tahmin edilmesine dayanan bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir [17].

Kozmetik iiriinler dahil tiim kimyasal maddelerde bu siire¢ dort 5nemli basamaktan olusur [17]:
i. Tehlikenin tanimlanmasi
ii. Doz-cevap iliskisinin degerlendirilmesi
1ii. Maruziyetin degerlendirilmesi

iv. Risk karakterizasyonu.

1. Tehlikenin tanimlanmasi: Bu basamakta, insan saglig1 acisindan risk olusturabilecek kimya-
sal maddeler tanimlanir. Cevrede mevcut olan konsantrasyonlarinin belirlenir; varsa maruziyete
dair epidemiyolojik ¢alismalarin sonuglari incelenir ve bu kimyasallara maruz kalan insanlarda
spesifik toksisite (ndrotoksisite, karsinojenisite, vb) degerlendirilir. Tehlikenin tanimlanmasin-
da, hem kalitatif hem de kantitatif yontemler kullanilir. Tehlike degerlendirmesinde deney hay-
vanlarindan elde edilen sonuglar biiyiik 6l¢iide kullanilmakta iken, son yillarda in vitro testlerin
de onemi artmustir. Kalitatif yontemlerle organizma ya da popiilasyonda ortaya g¢ikabilecek
olas1 ters etkiler belirlenirken, kantitatif yontemlerle toksik ajana bagli doz-cevap iliskisi orta-
ya konur. Karsinojenik ve/veya mutajenik etki seklinde gbzlenen baz1 toksik cevaplar, var/yok
yanitlar1 seklinde (kuantal yanit) tanimlanir [17].

ii. Doz-cevap iliskisinin degerlendirilmesi: Bu basamak ile, kimyasal maddenin dozu ve
toksik yanit arasindaki kantitatif iligki belirlenir. Maruz kalan bireylerde, ilgili kimyasal mad-
denin toksik etki olusturma potansiyelinin maddenin uygulanan dozuyla iligkisi ileri toksiko-
lojik degerlendirmeler yapilmasini saglar. Esik doz-cevap iliskisinin karakterizasyonu “hi¢ ya
da en az diisiik advers etki diizeyleri”nin*“advers etki gozlenmeyen diizey (NOAEL)” veya “en
diisiik advers etki gozlenen diizey (LOAEL)” belirlenmesini igerir. Bu iliskinin gelistirilmesi,
matematiksel modellerin kullanilmasini kapsayabilir. Ayrica, bu basamak, yasa bagli duyarlilik
gibi yanittaki degiskenliklerin degerlendirilmesini kapsayabilir [17,18].

1. Maruziyetin degerlendirilmesi: Maruziyet degerlendirmesi, s6z konusu etkene maruz ka-
lan populasyonun belirlenmesi, maruziyetin hangi yolla olustugunun tanimlanmasi ve insanlarin
maruziyetinin bir sonucu olarak, aldiklar1 dozun miktari, siiresi ve sikliginin tahmin edilmesini
icerir. Maruziyetin belirlenmesi i¢in iirlinlin su, toprak, hava ve gidalardaki miktarlar biyolojik
organizmalarda doku ve organlardaki diizeyleri 6l¢iilmelidir. Baz1 durumlarda matematiksel mo-
deller kullanilarak maruziyet 6ngoriilebilir [11,17,18].

iv. Risk karakterizasyonu: Riskin karakterizasyonu, risk degerlendirmesinin ilk ii¢ basa-
magindaki verilerin, ilgili bilesige bagl olarak, maruz kalan kisilerde herhangi bir tehlikenin
gerceklesme olasiliginin kantitatif veya kalitatif olarak belirlenmesi i¢in birlestirilmesidir. Bu
basamak risk degerlendirme sonuglarinin ifade edildigi adimdir [18,19].



156 HACETTEPE UNIVERSITY JOURNAL OF THE FACULTY OF PHARMACY

3. Deri Irritasyonu ve Korozyonu

3.1 Deri Irritasyonu Nedir?

Deri irritasyonu, genel olarak test maddesinin uygulanmasindan sonra 4 saate kadar deride olu-
sabilen geri doniislii hasar olarak tanimlanir [20,21]. Deri korozyonu ise, genellikle deride geri
doniisiimsiiz hasar olusumu, daha acik bir ifadeyle ise test maddesinin uygulanmasini takiben
4 saate kadar epidermisten dermise dogru gozle goriilebilir nekroz olusumu olarak tanimlan-
maktir [22,23].

3.2. Deri Irritasyon ve Korozyonunun Olusum Mekanizmalar

Kozmetik {iriinler, genelikle bir ¢oziicli sivinin yaninda, iiriiniin 6zelligine gore emiilsifiyan,
kivam verici, pH diizenleyici, renk ve koku tutucu (ftalatlar gibi), koruyucu (parabenler gibi),
surfaktan (sodyum lauril siilfat, sodyum laureth siilfat gibi) ve aeresol gibi bilesenlerden birka-
¢mi/bircogunu ayni anda igerir [24-26].

Bilindigi gibi, Stratum corneum bir¢gok maddeye karsi bariyer gorevini iistlenmistir. Bunun
yaninda keratinositler, epidermisin immiin takibi i¢in kritik bir role sahiptir ve immiin yanitlari
tetikleyebilir. Bircok kimyasal maddenin, deri irritasyonuna ve farkli advers etkilere neden ola-
bilecegi belirtilmektedir [4,5].

[rritasyon potansiyeline sahip kimyasal maddeler farkli mekanizmalarla etkilerini gdsterir [27].
Kozmetik {iriin icerigindeki siirfaktan ve emulsifiyanlarin hepsi deri irritasyonuna neden olma-
yabilir. Ancak, temizlik ve kozmetik {irlinlerin bilesimindeki baz1 maddeler (6rnegin, anyonik
surfaktanlar), hidrofobik kuyruk ve hidrofilik bas kisimlarindan olusur; yani hem polar hem de
apolar gruplar tasir. Bu yapilar, derideki lipit tabakalariyla etkilesime girer, zamanla lipit tabakasi-
nin azalmasina, takiben deri hiicrelerinde membran hasarina ve hiicre biitlinliigiiniin bozulmasina,
derinin kurumasina, folikiillerin tikanmasina, cilt pH’sinin yiikselmesine ve deri irritasyonuna
neden olabilir [20]. Irritan maddeler, Stratum corneumda lipit dengesinin bozulmasina yol agabi-
lir ve protein denatiirasyonuna neden olarak bariyer fonksiyonunu zayiflatabilir. Olusan bariyer
hasar1 sonucu transepidermal su kayb1 artar. Ayrica, irritan maddelerin deriden emilimi kolaylagir
ve bunun sonucu olarak bu maddeler epidermal tabakalarin en alt tabakalarina kadar ilerleyerek
bu tabakalardaki hiicrelere zarar verir [5]. Aromatik ve alifatik hidrokabonlar, bunlarin tiirevleri
ile asit, baz ve tuz gibi inorganik kimyasal maddelerin irritasyonu tetikledigi de bilinmektedir
[5]. Keratinositlerin sitoplazmasi proinflamatuar sitokin IL-1a. igerir. IL-1o inflamasyon baslatic
olarak tanimlanir [28-30]. IL-1a yalnizca membran biitiinliigii bozuk ve hasar goren hiicrelerden
salinmaktadir. Membran hasarma neden olmayan irritan maddeler ise, inflamatuvar cevap olusu-
munu baslatamaz ve IL-1a salinimi ger¢eklesmez [31]. Yeniden yapilandirilmis insan epidermisi
(Reconstructed Human Epidermis, RhE) modelleri ile, in vivo olarak dokularda ger¢eklesen akut
irritasyon in vitro olarak belirlenebilir ve benzer yantlar elde edilebilir [32].

Bazi irritan maddeler ise, keratinositlerin fizyolojisini degistirir. En 6nemli etkileri oksidatif
stresi tetiklemeleridir [33-35]. Oksidatif stres, niikleik asitler, protein ve membran lipitlerinde
hasara yol agar. Bunun sonucunda, gen ekspresyonunda degisiklikler ve sitotoksisite olusur
[36,37]. Diger taraftan, kimyasal maddelerin hiicre i¢i ya da membran-bagl proteinlerle et-
kilesimi sonucu keratinositler etkilenebilir. Ayrica, epidermal pH degisimi gibi degisiklikler
sonucu, transmembran reseptorlere irritan maddeler baglanabilir ve bu olay sinyal iletimini
degistirerek irritasyon cevaplarini olusturur [35,38].
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3.3. Deri Irritasyon Analiz Yontemleri

Uriinlerin deri irritasyonuna neden olma potansiyelinin degerlendirilmesi giivenlilik prosediir-
leri agisindan 6nem tagimaktadir. Gegmiste bir iiriiniin ya da bileseninin deride irritasyon ya
da korozyon olusturma potansiyeli tavsan deri testlerinde degerlendirilmistir [39]. Draize ta-
rafindan gelistirilen ve “Draize testi” olarak adlandirilan bu testin detaylar1 OECD TG 404
kilavuzunda verilmistir. Yarim ylizyildir kullanilan test, tiiketicileri, is¢ileri, tireticileri spesifik
kimyasal maddelerin potansiyel tehlikelerinden koruma anlaminda uyar1 degeri saglamistir.
Ancak bu test, uzun yillar elestirilere maruz kalmistir [40,41]. Bu test, deri irritasyonu ve ko-
rozyonu agisindan insanlarda tehlike olusturabilecek kimyasal maddelerin tespit edilmesi igin
gelistirilmistir. Bu yontemde irritan maddelere kars1 daha hassas olmalari, kolay elde edilebilir
ve diisiik maliyetli olmalar1 nedeniyle albino tavsanlar kullanilmaktadir. Test edilecek madde-
nin deney hayvaninin deri ylizeyine tek doz uygulanmasini takiben, uygulana bolge yama ile
kapatilir; 4 saat beklenir. Sonrasinda yama agilir; test maddesi yikama yolu ile uzaklastirilir ve
deri reaksiyonlar1 (eritem, 6dem) 1, 24, 48 ve 72 saat araliklarla degerlendirilir ve hayvanlar
14 giin boyunca gozlemlenir. Olusan reaksiyonlar 14 giiniin sonuna kadar devam ediyorsa, test
maddesi irritan olarak kabul edilmelidir [39]. Bu test baslangicta kimyasal madde ve kozmetik-
lerin irritan etkilerinin karsilastirilmasi1 amaciyla gelistirilmemistir; ancak sonrasinda bu amagla
da kullanilmistir. Daha sonrasinda ise, goniillii insanlar {izerinde 4 saatlik insan yama testleri
(4h-HPT) prosediirii gelistirilmis ve biiyilik ol¢ekli calismalar yapilmaya baslanmistir [41,42].
Bu testin prosediirii Draize testi metodolojisine benzer sekilde tasarlanmistir; ancak OECD
tarafindan kilavuz olarak yaymlanmamaistir. 4h-HPT insanlarda deri reaksiyonlariin belirlen-
mesinde etik bir yoldur ve deri irritasyon potansiyelinini belirlenmesinde deney hayvanlarinin
kullaniminin engelleme stratejisinin bir parcasi olmustur [41,42].

York ve ark.’nin 1994 yilinda yaptig1 ¢aligmada 15 test maddesi kullanilmis ve bunlardan %50
sinin irritan ve korozif olarak siniflandirilmasi Draize tavsan testi prosediiriine gére yapilmistir.
Ancak, ayn1 maddelere 4h-HPT uygulanarak yapilan ¢aligmalarda benzer sonuclara ulasila-
mamistir [43]. Sonrasinda, Robinson ve ark. (2000) Draize testi ile test ettikleri bir maddenin
korozyona neden oldugu sonucuna ulagmis; ancak yapilan 4h-HPT c¢aligmalarinda bu test mad-
desinin korozyon ya da irritasyona sebep olmadigi belirlenmistir [44].

Draize tavsan testi ile in vitro yontemler kullanilarak elde edilen sonuglar arasindaki tutarsizliklar,
bilimsel endiselerin dogmasina neden olmustur [45,46]. Ozellikle, Weil and Scala Draize testi ile
elde edilen sonuglarin laboratuvarlar arasinda da degisken oldugunu gostermistir [46]. 2010 yilinda
Jirova ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada ise, test edilen 16 kimyasal madde tavsanlarda
irritan olarak tespit edilirken, yalnizca 5 tanesi insanlarda irritan etki gostermistir. Bu nedenle, tav-
san testlerinin insanda irritan maddeleri dogru bir sekilde tanmimlayabildigi; ancak irritan olmayan
maddeleri ise, irritan olarak belirleyebildigi bildirilmistir [47]. 1990’11 yillarda gergeklestirilen bir-
cok klinik testte 4h-HPT yontemi kullanilmigtir. 4h-HPT ile Draize testi karsilastirlldiginda ise, her
iki test arasinda ciddi tutarsizliklar saptanmustir [47-50]. Arastirmacilar Draize deri irritasyon tes-
ti sonuglarmin degiskenligini, skorlamadaki subjektiflige veya deney hayvanlarmin yanitlarindaki
farkliliga ya da her iki nedene birden baglamaktadir [51]. Etik agidan disiiniildiiglinde ise, deri irri-
tasyon ve korozyon testlerinin laboratuvar hayvanlari lizerinde yapilmasi, hayvanlara 6nemli dere-
cede rahatsizlik ve ac1 verme potansiyeline sahiptir. Bu nedenle, bir¢ok alternatif metot gelistirilmis,
valide edilmis ve diizenleyici kuruluslar tarafindan kabul edilmistir. Giinltimiizde, ciddi diizeyde deri
irritasyonuna ve korozyonuna neden olabilen maddelerin tanimlanmasi in vitro alternatif yontem-
lerle saglanmaktadir ve son yillarda bu yontemler tamamen tavsan testlerinin yerini almstir [52].
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4. Kozmetik Giivenlilik Testlerinde Deney Hayvam Kullaniminin Yasaklanmasi

Avrupa Birligi’nde 2004 yilindan itibaren bitmis kozmetik iiriinlerin, 2009 yilinda ise kozme-
tik {irtin bilesenlerinin hayvan deneylerinde test edilmesi yasaklanmistir [13]. Daha 6nce de
belirtildigi lizere, 11 Mart 2013 itibariyle ise, EC 1223/2009 sayili1 “Kozmetik Direktifi” ile,
hayvanlar iizerinde denenen her tiir kozmetik ve kisisel bakim iiriintiniin Avrupa Birligi’nde sa-
tis1 yasaklanmistir. Bu yasak, Avrupa Birligi’nin disinda yer alan iilkelerden ithal edilen iirtinler
icin de gegerlidir [13, 53].

Bilimsel amaglarla kullanilan hayvanlarin korunmasi konusunda yayimlanan 2010/63/EU direk-
tifine gore, sonuca ulagsmada kullanilacak bagka metot veya test stratejileri varsa, deneylerde canlt
hayvan kullanilmamasinin gerektigi belirtilmistir [54]. Kozmetik direktifi ve yonetmeligine gore,
hayvan testlerine alternatif metotlarin olmadig1 durumlarda bile test ve pazarlama yasaklart uy-
gulanmaktadir. Kozmetik iiriin ve bilesenlerindeki kimyasal maddelerin diginda kalan maddelerin
analizlerinde alternatif metotlarin olmadig1 durumlarda, insan sagliginin ve ¢evrenin korunma-
sinin saglanmasi amaciyla deney hayvanlarinin kullanimina ihtiya¢ duyuldugunu belirtilmistir.
Bu testlerin miimkiin oldugunca deney hayvanlar1 agisindan 3R kurali gereklerine uygun olarak
hayvan refahinin saglanmasi gerektigini belirtilmistir [13].

Hayvan deneyleri i¢in alternatif yontemlerin gelistirilmesi ile ilgili ¢calismalar son 20 yilda hiz
kazanmistir. Alternatif yontemlerin 6grenilmesi ve kullanimi toksikoloji deneyleriyle iliski-
li olmas1 nedeniyle giiniimiiz toksikologlar1 i¢in 6nemli hale gelmistir. Arastirma-gelistirme
amagcli hayvan kullaniminin azaltilmasi, miimkiinse yerine daha diisiik filogenetik siniftan bir
hayvan konmasi veya uygun bir in vitro test varsa onun kullanilmasi ve hayvanlara daha az
ac1 verilmesi, verilen acinin azaltilmasi ve refahinin saglanmasi ile ilgili kuram “3R kurami
(reduction, replacement, refinement)” olarak bilinir. 3R ilkelerinin yayinlanmasindan bu yana
kimyasal maddelerin potansiyel toksik etkilerinin degerlendirilmesi i¢in farkli alternatif yon-
temler gelistirilmistir [54]. 1980 yilindan beri yeniden yapilandirilmis bir¢ok insan epidermis
modeli gelistirilmistir: Bunlar EpiSkin [55,56], CellSystems EST-1000 [57], EpiDerm [58],
OS-Rep Phenion skin model Technologies [59]ve SkinEthicTM [60]. So6zii gegen ii¢c boyutlu
RhE modelleri, Stratum corneum tabakasini igerir ve gergek insan epidermisini taklit eder.
Ayrica, gesitli maddelere maruziyet sonrasinda olusabilecek hasarlarda biyolojik parametre-
leri degerlendirmek i¢in kullanilabilir. Bu modeller, kimyasal veya bitmis tiriinlerin Stratum
corneum uzerine lokal olarak uygulanmasina elverislidir [61]. Son yillarda, ii¢ boyutlu RhE
modellerin, yeniden yapilandirilmis insan epidermis modellerin ve tam katmanli modellerin
ozellikle kozmetik triinlerin dermal toksisitelerinin belirlenmesinde daha yogun bir sekilde
kullanildiklar1 goriilmektedir [62]. Arastirmacilar, deney kilavuzu OECD TG 431 ve OECD
TG 439 gercevesinde ticari olarak iiretilen EpiSkin™, Epiderm™ SIT (EPI-200), SkinEthic™
RHE ve LabCyte EPI-MODEL24 SIT modellerini kullanilarak deri irritasyon ve korozyon test-
lerini gergeklestirebilir [63].

4.1. Yeniden Yapilandrilmis Insan Epidermisi Modelleri
4.1.1. SkinEthic

SkinEthic Laboratuvari’nin teknik veri ve giivenlik formlarina goére SkinEthic epidermal modeller
‘normal insan keratinositleri ile yeniden yapilandirilmis epidermis modelleri’ olarak tanimlanmis-
tir [63,64]. ISO 9001 Standartlarina gore tiretilen bu doku modelinin her serisi kalite kontrol stan-
dartlarma gére kontrol edilir [63,64]. SkinEthic Yeniden Yapilandirilmis insan Epidermis Modeli
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(RhE) test metodu, maddelerin deri irritasyonu ve korozyonu analizlerinde uygulanmasinda resmi
olarak onaylanmistir [66-68]. SkinEthic modelin epidermal yapist insan epidermis yapisina ¢ok
benzemektedir. Stratum corneum, Stratum granulosum, Stratum spinosum gibi epidermisin en
onemli yapilar1 da SkinEthic modelinde bulunmaktadir [69]. Genel olarak degerlendirildiginde,
modelin lipit kompozisyonu normal insan dokusuna ¢ok benzemektedir [70]. Ancak, bu modelde
bulunan Stratum corneum tabakasi, epidermal canli hiicre sayilar1 ve yag damlaciklarinin her
tabakada bulunmasi ile insan dokusuna goére modelin farkli yonlerini olusturur [70]. Seramitlerin
alt sinifi ve prekiirsorleri olan gukosilseramitler SkinEthic modelinde bulunmasina karsin sera-
mid2 (Cer[NS) miktar1 normal epidermisden daha fazladir ve seramid 7 ise, bu modelde mevcut
degildir [71,72].

2014 yilinda yapilan bir ¢calismada, segilen 84 test maddesinin SkinEthic doku modelleri iize-
rinde korozif etkileri test edilmistir. Calisma sonuglarina gore, arastirmacilar SkinEthic RHE
test metodunun korozif ve korozif olmayan maddelerin ayrimini yiiksek hassasiyette sagladigini
ve deri korozyon testleri i¢cin giivenilir bir test modeli oldugunu belirtmislerdir [65].

4.1.2. Episkin

EpiSkin modeli normal insan epidermisine olduk¢a yakindir. Fosfolipit ve seramit yapilar1 da
insan epidermisine benzerdir. Insan epidermisi gibi lanosterol igerir. Ancak normal insan epi-
dermisi ve doku modeli arasinda bazi farkliliklar da s6z konusudur. EpiSkin modelindeki bazi
hiicreler normal insan epidermisine gore daha farkli bir sekilde organize edilmistir. Supraba-
zal bolgedeki hiicre sekillerinde de farkliliklar bulunmaktadir. Ust hiicre tabakalar1 nispeten
diiz iken bazal hiicreler, kiibik sekilde olma egilimindedir. Keratohiyalin ve graniiler hiicreler
mevcuttur; ancak bu hiicrelerin sekilleri diizensizdir [71,73,74]. Doku modeli, yiiksek diizeyde
Seramit 2; diisiik diizeyde Seramit 5 ve Seramit 6 igerirken, yapisinda seramit 7 bulunmamak-
tadir. Ayrica, serbest yag asitleri ve kolesterol esterleri daha diisiik miktarlardadir [69-73, 75].

2012 yilinda yayimlanan bir ¢aligmada in vivo deri irritasyon/korozyon testi ile OECD 431
in vitro deri korozyon yontemleri kiyaslanmistir. Bu dogrulama ¢alismasinda in vitro model
olarak EpiSkin doku modeli tercih edilmistir. Korozif 6zellikte oldugu bilinen test maddeleri
secilmig, bulunan sonuclarin kimyasal maddelerin bilinen korozif 6zelliklerine uygun oldugu
belirtilmistir. Bu ¢alisma sonucunda arastirmacilar in vitro deri korozyonu test metodunun in-
san doku modelleriyle uygulanmasinin test maddelerinin korozif 6zelliklerini dogru ve kesin
bir sekilde tanimlayabildigi sonucuna varmis, boylelikle test sistemini validasyonunu da sagla-
muslardir [76].

4.1.3. EpiDerm

EpiDerm modeli ilk olarak 1994 yilinda Cannon ve ark. tarafindan tanimlanmistir. EpiDerm
modeli “normal, ¢ok tabakali, insandan tiiretilmis epidermis keratinositleri’ olarak ifade edil-
mistir [58]. Epidermiste bulunan her tabaka bu modelde de yer almaktadw. Canli hiicre ta-
bakas1 7-14 arasinda ve epidermal kalinligi 83-100 mm dir. Stratum corneum 16-25 hiicre
tabakasi igerir ve kalinligi 12-28 um arasindadir. Stratum spinosum tabakasinda insan epider-
misinde oldugu gibi hiicrelerin sekli yassidir. Intraseliiler lipitler bu modelde mevcuttur; ancak
organizasyonu olduk¢a farklilik gostermektedir. Normal epidermal tabakada bulunan en 6nemli
ana lipit siniflar1 da bu modelde bulunmaktadir. Keratohiyalin graniilleri ise yildiz seklindedir
[70,73,74]. Bu modelde glukosilseramidler yiiksek miktardadir. insan epidermisinde bulunan
biitlin seramitler bu modelde de bulunur. Ancak, miktar yoniinden farkliliklar1 vardir. Seramit
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2 miktar1 normal epidermise gore daha fazla, Seramit 5 ve Seramit 6 ise diisiik, Seramit 7 ise
bulunmamaktadir. Diger modellerde de oldugu gibi, kolesterol ve serbest yag asitleri normal
epidermiste oldugundan daha diisiiktiir [70].

22 kozmetik iirlin bileseni irritasyon olusturma potansiyeli acisindan insan derisinde in vivo
olarak ve EpiDerm model {izerinde in vitro ¢calismalarla test edilmistir. Calisma sonucunda in
vivo ve in vitro sonuglar arasinda dnemli bir korelasyon bulunmustur. Kozmetik {iriin bilesenle-
rinin irritasyon potansiyeli agisindan degerlendirilmesinde bu doku modelinin kullanilmasinin
yararli olabilecegi belirtilmistir [77].

Genel bir degerlendirme yapildiginda SkinEthic, EpiDerm ve EpiSkin modelleri insan doku-
sunu taklit etmek iizere tasarlanan modellerdir. Genel yapilari, kompozisyonlari, biyokimyasal
yonleri insan derisine benzerlik tasir. Bu modeller fototoksisite testleri dahil olmak iizere birgok
toksisite ¢caligsmalari i¢in uygundur [78].

4.2. In vitro Deri Irritasyon Testi Test Prensibi

RhE modeller kullanilarak uygulanan in vitro deri irritasyon testleri OECD TG 439 kilavuzuna
gore gerceklestirilmektedir. Test maddesi, normal, insan keratinositlerinden olusan, ¢ok kat-
manl1 bir yapiya sahip olan 3 boyutlu yeniden yapilandirilmis insan epidermis modele topikal
olarak uygulanir. RhE modeller kullanilarak uygulanan test yontemlerinin esasi, irritan mad-
delerin Stratum corneumu diflizyonla gegmesi sonucu derinin alt katmanlardaki hiicrelerinde
sitotoksik etki olusturma prensibine dayanmaktadir. Her maruziyet siiresi i¢in 3 doku kullani-
larak, dokular 1 saatten 42 saate kadar ileri inkiibasyona tabi tutulur. Doku hasar1 maruziyet
bitiminde kolorimetrik test kullanilarak metabolik aktivite tayini ile belirlenir. MTT ile inkiibe
edildikten sonra hiicre canlili1 degerlendirilir. Steril fosfat salin tamponu negatif kontrol, %5
sodyum dodesil stilfat (SDS) ise, pozitif kontrol olarak kullanilir. Negatif kontrol dokularinin
canlilig: ile karsilastirilarak, doku canlilig1 %50 ve ya daha diisiik ise test materyali “irritan”
olarak kabul edilir [79].

4.3. In vitro Deri Korozyonu Test Prensibi

RhE modeller kullanilarak gerceklestirilen in vitro deri korozyon testleri OECD TG 431 ki-
lavuzuna gore gerceklestirilir. RhE test metodunun prensibi, korozif kimyasallarin difiizyon
yolu ile Stratum corneumdan penetre olabilmesi ve derinin alt katmanlarinda sitotoksik etkiler
gostermesine dayanir. Kisaca, deri korozyonuna neden olabilecek kimyasal madde doku modeli
tizerine topikal olarak uygulanir. Testte 3 dakika ve 1 saatlik maruziyet siireleri kulllanilir. Bu
amacla MTT ile inkiibe edilerek mitokondriyal dehidrojenaz aktivitesi Olgiilii. Amag hiicre
canliliginin kolorimetrik olarak 6l¢iilmesi ve canli hiicre yiizdesinin belirlenmesidir. Test ma-
teryaline maruz kalmis dokularin formazan {iretimi negatif kontrol olarak kullanilan dokularla
karsilastirilir. Steril deiyonize su negatif kontrol, 8 N potasyum hidroksit ¢6zeltisi ise pozitif
kontrol olarak kullanilmaktadir. Test materyalinin korozif olma potansiyeli, 3 dakikalik ma-
ruziyet sonunda negatif kontrol ile karsilagtirilarak belirlenir. Doku canliligi %50’nin altina
diistligii durumlarda test materyali korozif olarak kabul edilir. Bir saatlik maruziyet sonunda ise
doku canlilig1 %15 ve daha az ise, test materyali korozif olarak tanimlanmaktadir [80].

4.4. EpiSkin, Epiderm SkinEthic Modelleri i¢cin Validasyon Calismalart

Validasyon; “gecerli kilma” anlaminda kullanilan bir terimdir ve kullanilan yontemin dogru ve
kesin olarak stirekli bir sekilde bekleneni gerceklestirdiginin kanitlanmasi i¢in yapilmasi gereken
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islemleri kapsar. Validasyon tek bir laboratuvar (internal validasyon) veya pek ¢ok laboratuvarin
katildig1 laboratuvarlar arasi ¢alisma ile gergeklestirilebilir. Kapsamli gecerli kilma, rutin kulla-
nim dncesi yontem performans kriterlerinden tiimiiniin veya belirli bir kisminin incelenip, dokii-
mante edilmesi anlamina gelirken; tam i¢ gegerli kilma yontemin tiim performans kriterlerinin
degerlendirilmesidir. Dogrulama yani verifikasyon, laboratuvarlararasi ¢aligmalarla performans
kriterleri belirlenmis olan bir metodun laboratuvar sartlarinda onaylanmasidir. Valide edilmis
yontemle calisildiginda yapilan islemin kesin, dogru, 6zgiin, tutarli, gecerli, saglam ve giivenilir
oldugu garanti edilmis olur. Yontemin tespit limiti diisiik, dogrusalliginin ve degerlendirme ara-
ligimin genis olmasi istenir [81].

Bugiin uygulanan yeni toksikolojik test yontemlerinin validasyon kriterleri, 1980’lerin basinda
yetkili diizenleme kuruluslarinda goérev alan bilim adamlarinin ve uzmanlarin ortak ¢abalar1 sa-
yesinde gelistirilmistir. Bu siire¢ 4 farkli kurulusun gézetiminde ylritiilmiistiir. Bu kuruluslar
OECD, Alternatif Metotlarin Validasyonu i¢in Avrupa Merkezi (The European Centre for the Va-
lidation of Alternative Methods, ECVAM), Alternatif Metotlarin Validasyonu i¢in Japon Merkezi,
(Japanese Center for the Validation of Alternative Methods, JACVAM) ve Alternatif Yontemle-
rin Validasyonu Uzerine Kurumlar Aras1 Koordinasyon Komitesi (The Interagency Coordinating
Committee on the Validation of Alternative Methods, ICCVAM)’dir. OECD, teskilata {iye tiim
iilkelerde; ECVAM Avrupa’da; JECVAM Japonya’da; ICCVAM ise Amerika Bilesik Devletle-
ri’'nde alternatif testler ve validasyonlar ile ilgili ¢alismalar yiiriitiir. Bu uluslararasi kuruluslar
dis uzmanlar ve Tibbi Deneylerde Alternatif Deney Hayvanlari Fonu (Fund for the Replacement
of Animals in Medical Experiments — FRAME), Hayvan Deneyleri I¢in Alternatif Y&ntemler
Merkezi (Centre for Documentation and Evaluation of Alternative Methods to Animal Experi-
ments-ZEBET) ve Hayvan Testi Alternatifleri Merkezi (The Center for Alternatives to Animal
Testing- CAAT) gibi ulusal kuruluslarla birlikte ¢alisarak farkli tilkeler ve kitalar arasinda validas-
yon kriterlerinin uyumlulugu konusunda 6nemli farkliliklar olmadigini belirlemektedir [82-87].

EpiSkin ve EpiDerm Testlerinin Validasyonu (2007) [66]: ECVAM, Deri Irritasyon Validas-
yon Calismalari’m1 (The ECVAM Skin Irritation Validation Study, SIVS) 2003 ve 2007 yillart
arasinda yapmustir. SIVS, kimyasal islevselligi genis bir yelpazede olan deri irritasyon ¢alis-
malarinda kullanilabilecek 58 test maddesini igeren prospektif bir validasyon ¢alismasidir. Tki
fazli olan bu ¢alismada, Faz I asamasinda EpiDerm, EpiSkin ve deri biitiinliigii fonksiyon testi
(Skin Integrity Function Test, SIFT) degerlendirilmistir. Faz 2 asamasina yalmizca EpiDerm
ve EpiSkin ge¢mistir. Bu ¢alismada test maddelerinin se¢imi Birlesmis Milletler (UN) tarafin-
dan yayimlanan UN GHS (United Nations Globally Harmonized System) kilavuzu g6z 6niine
alinarak planlanmistir. Ayrica, hiicre canliliginin analizi (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-dife-
niltetrazolyum bromiir,[MTT yontemi kullanarak) ile birlikte, inflamatuvar aract madde olan
IL-1a salinimi1 da incelenmistir. ECVAM, SIVS sonrasinda EpiSkin test metodunun irritan ve
irritan olmayan maddelerin ayrimini saglamada gilivenilir bir yontem oldugu belirtmistir; ancak
EpiDerm test yonteminin sadece irritan maddelerin tanimlanmasinda giivenilir oldugunu, irri-
tan olmayan maddeler i¢in bazen yanlis pozitif cevaplar verebildigini ifade etmistir. EpiDerm
yontemi i¢cin ECVAM Bilimsel Danigma Kurulu (ECVAM’s Scientific Advisory Committee-E-
SAC) tarafindan 2007 ve 2008 yillar1 arasinda daha ileri optimizasyon ¢alimalarinin yapilmasi
onerilmis ve EpiDerm metodunun validasyonunun giincellenmesine izin verilmistir.

EpiDerm ve SkinEthic Testlerinin Validasyonu (2008) [64,69]: ECVAM deri irritasyon perfor-
mans standartlarina dayanarak ve Epiderm ve SkinEthic testlerini kullanarak, endiistrinin iki
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esdeger validasyon ¢alismasi yapmasina onay vermis ve endiistri testlerin sonuglarinin deger-
lendirilmesi i¢in ECVAM’a sunmustur. Valide EpiSkin yontemi ile karsilastirildiginda, Ski-
nEthic testi ECVAM tarafindan benzer bir yontem olarak kabul edilmistir. ECVAM, EpiDerm
yonteminde ise, protokoldeki maruziyet stiresinin 15 dakikadan 60 dakikaya uzatilmasini 6ner-
mistir.

UN GHS kapsaminda ii¢ metodun performansi (2009) [67]: 2009 yil1 Nisan ayinda s6zii edilen
bu ii¢ in vitro test yonteminin (EpiSkin, EpiDerm, SkinEthic) performanslart ECVAM tarafin-
dan valide edilmistir. Ug yontemin de, “Avrupa Birligi Tehlikeli Madde Direktifi” ile iliski-
lendirilmis olan AB smiflandirma sistemine gore, irritan maddeleri herhangi bir etikete sahip
olmayan maddelerden ayrimini yapabildigi sonucuna varilmstir.

4.5. Yeniden Yapilandirilmis Insan Epidermisi Modellerinden Elde Edilen Sonuglarin In vivo
Yontem ile Karsilastirilmasi

Literatiirde tavsanlar tizerinde test edilen kimyasal maddelerin, “irritan” ve “irritan olmayan” sek-
linde siniflanmalariyla ilgili tanimlamalar eksiktir ve bu nedenle, elde edilen veriler bu kimya-
sal maddelerin insanlar {izerindeki etkisini tahmin etmek i¢in yeterli degildir. Ayrica, kimyasal
maddelerin in vivo irritasyon testlerinden elde edilen sonuglari gercek irritasyon potansiyelleri ile
karsilastirildiginda, geliskili verilerin elde edildigi belirtilmistir [46,49]. Tavsan derisi, insan deri-
sine gore daha hassastir ve bu nedenle bazi1 kimyasal maddelerin irritasyon yapma etkilerine daha
duyarlidir [50,88-91]. Morfolojik olarak insan epidermisiyle karsilastirildiginda in vitro yeniden
yapilandirilmis insan epidermis modeli tavsan derisine kiyasla insan epidermisine daha yakin bir
yapi gosterir. In vitro yeniden yapilandiriimis insan epidermis modeli, in vivo yontemlerdeki sag
folikiilleri, yag bezleri, deri irritasyonunda rolii oldugu bilinen sinir ve immdiin hiicreler gibi tiim
islevsel 6geleri icermese de, 4h-HPT ile anlamli derecede korele sonuglar vermistir [5,46,49].

Test yontemleri karsilastirildiginda ise, in vitro yontemde maruziyet siiresi (15-60 dakika) in vivo
yontemdekine gore (4 saat) daha kisadir. Bu farklilik in vitro modellerin deri irritasyon reaksi-
yonlarinda rol alan bilesenlerin in vivo yonteme gore daha basit bir yapidan olusmasi ile agikla-
nabilir. Diger taraftan uygulanan test maddelerinin hacimleri in vivo yonteme kiyasla daha diistik
miktardadir [80]. Renkli maddelerin kullanilmasi ise, in vivo yontemde tavsanlarin deri ve deri
kizarikliginin skorlanmasini zorlastiran bir diger etmendir [92]. In vivo yontemin aksine in vitro
yontemde test metodunun fonksiyonel kontrolii igin negatif ve pozitif kontroller kullanilmaktadir.
Ayni1 zamanda OECD kilavuzu, in vitro yontemi uygulanmadan 6nce laboratuvarlarin teknik ye-
terliliklerinden emin olmalar1 i¢in siniflandirilmasi tamamlanmis kimyasal maddeleri bu yontem-
le dogrulama onerisinde de bulunmaktadir [80].

EpiDerm ve EpiSkin metotlar1 in vivo 4h-HPT ile karsilastirildiginda, bu modellerin iritan mad-
delerin siniflandirilmasinda daha duyarli oldugu ve dogru sonuglar verdigi bulunmustur [52].
EpiSkin model Draize testi ile karsilastirildiginda yalnizca %56 parallellik gostermis olmasina
ragmen, in vivo 4h-HPT ile %76 parallellik gostermistir. Epiderm model Draize test sonuglari ile
%356 oraninda uyumlu sonugclar verirken, 4h-HPT ile %70 oraninda parallellik géstermistir [93].

5. Tiirkiye’de Kozmetik Uriin Giivenliliginin Degerlendirilmesi

Ulkemizdeki ekonomik gelismeye bagli olarak, kozmetik ve kisisel bakim iiriinleri pazari her yil
ortalama %10 biiyiimektedir. Bu durum diinya pazariyla paralellik gostermektedir. Tiirkiye’de
pazarlanan tiriinlerin sadece %10’unu Tiirkiye’de {iretilen iiriinler olugturmaktadir. Sa¢ bakim
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tirtinleri, sektdr triinleri igcinde en biiyiik paya sahiptir ve bu iiriinler arasinda sampuanlar sag¢
bakim {iriinlerinin yaklasik %59’unu olusturmaktadir. Tras tirtinleri, tiily dokiiciiler, banyo ve dus
tirtinleri, el sabunlari, dudak ve g6z makyaj malzemeleri, deodorantlar, ter 6nleyici {iriinler, par-
fiimler, kolonyalar ve bebek bakim iiriinleri baslica tiiketilen {iriinlerdir. Ulkemizde son yillarda
sektorde dogal sabunlar, sampuanlar, diger sa¢ bakim iiriinleri ve sag boyalart, cilt bakim iiriinleri,
viicut bakim tiriinleri ve diger dogal kozmetikler iiretilmeye baslanmistir. Pazarda dogal kozmetik
ve kisisel bakim {irlinlerinin paymin %5 civarinda oldugu tahmin edilmektedir [94].

“Tiirkiye ila¢ ve Tibbi Cihaz Kurumu (TITCK) Kozmetik Uriinlerde Giivenlilik Degerlendirme-
sine Iliskin Kilavuz”, “iiretici tanim1” vasfiyla piyasaya kozmetik iiriin arz eden iireticiler i¢in ha-
zirlanmistir. Bu kilavuzda kozmetik iirtintin giivenlilik raporunun nasil ve kimler tarafindan hazir-
lanabilecegi agiklanmis ve bu raporda yer almasi gereken boliim ve hesaplamalarin neler oldugu
belirtilmistir [14]. “Kisim B- Kozmetik Uriin Giivenlilik Degerlendirmesi” boliimiinde kozmetik
iirtinlerinin deri irritasyonu, korozyonu ve duyarlanmasi olusturma risklerinin ve fototoksik ve ge-
notoksik etkilerin gilivenlilik dosyasinda degerlendirilmesi istenimistir. Ayrica giivenlilik raporunda
kozmetik iiriinlerin sistemik toksisiteleri, kozmetik iirlinlerde istenmeyen etkiler, kozmetovijilans
ve toksikolojik analizlerde kullanilan alternatif test yontemleri hakkinda bilgi verilmesi istenmis-
tir. “Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu Kozmetik Uriin Bilgi Dosyasinmn I¢ermesi Gerekenlere
fliskin Kilavuz”da ise, iiriin bilgi dosyasinda yer almasi gerekenler, kozmetik iiriinlerin kullanim
sonucu olusan istenmeyen etkiler/ciddi istenmeyen etkiler hakkinda mevcut veriler, kozmetik iiriin
iddialar1, kozmetik {iriin iddialarina yonelik ¢alismalarm nitelikleri, iiriin bilgi dosyasinin dili, {irlin
bilgi dosyasmin giincellenmesi ve muhafaza edilmesi, {iriin bilgi dosyasimnin giincellenmesi ve mu-
hafaza edilmesi ve iiriin bilgi dosyast ile ilgili diger hiikiimlere dair bilgiler verilmistir [95]. TITCK
Yaymladig1 “Tiirkiye Ilag Ve Tibbi Cihaz Kurumu Kozmetik Uriinlerde Giivenlilik Degerlendirmesi
Ve Giivenlilik Degerlendiricisi Hakkinda Kilavuz”da ise, Kozmetik Y 6netmeliginin 12. maddesinde
yer alan giivenlilik degerlendirmesi yapan kisiler olan giivenlilik degerlendirme sorumlular i¢in
bilgiler vermektedir [96].

6. Sonug¢

Avrupa Birligi Kozmetik Direktifine gore kozmetik iiriinlerin giivenlilik degerlendirmelerinin
deney hayvanlar1 kullanilarak yapilmasi 11 Mart 2013 tarihinde yasaklanmugtir [53]. Avrupa’da,
kozmetik amagl kullanilan korozif, irritan ve irritan olmayan maddeleri belirlemede hayvan test-
lerinin yerini valide in vitro metotlar almistir [74]. Alternatif metotlarin gelistirilmesi son yillarda
gelecege yonelik umut vermekte, ancak bazi toksisite testleri i¢in tam olarak deney hayvanlarinin
yerini tutmasi heniiz miimkiin gériinmemektedir. Komisyon yine de gelecege yonelik en uygun
yol olarak pazarlama yasaklarmimn devam ettirilmesi goriisiindedir. Ozellikle 2013 pazarlama ya-
saginin tutarli uygulanmasinin saglanmasi ve bunun etkilerinin gézlemlenmesi, yeni alternatif
metotlarin gelistirilmesi ve valide edilmesi, uluslararasi isbirliginin ayrilmaz bir pargasi olmus-
tur. Pazarlama yasagi, insan giivenlilik degerlendirmesine iliskin koklii bir degisiklik getirmistir
[52,53].

Bugiin uygulanan yeni toksikolojik test yontemlerinin validasyon kriterleri ECVAM, JECVAM
ve ICCVAM’1n ¢alismalartyla ortaya konmaktadir ve OECD bu yontemleri kilavuz haline getir-
mektedir. Bu biiylik kuruluslarin ulusal fon, merkez veya kuruluslarla birlikte ¢aligmasi ile farkli
tilkeler ve kitalar arasinda validasyon kriterlerinin uyumlulugu saglanmustir. Yeni kozmetik {irtin-
lerin toksikolojik calismalar in vitro test yonemleri kullanilarak yapilmalidir. Avrupa Birligi’nin
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yasagindan once giivenlilik degerlendirmeleri in vivo sartlarda yapilsa da, bugiin uygulanan in
vitro ¢aligmalarin toplam sayisi1 deney hayvanlariyla yapilan ¢alismalarin kiigtik bir kismini karsi-
layabilmektedir. Yakin gelecekte in vitro yontemlerin kullaniminda artig olacagina inanilmaktadir.
Halen uygulanmakta olan valide yontemler mevcut olsa da, daha ileri calismalar i¢in yeni metot-
larin gegerliligi ve validasyonu saglanmalidir [97].
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