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DERLEME

Kozmetik Uriinlerin Fototoksik Etkileri: Mekanizmasi ve Alternatif

Test Metotlari

Ozge Kése, Pinar Erkekoglu, Suna Sabuncuoglu, Belma Koger-Giimiisel

OZET

Giines 15181 ve fotoreaktif ksenobiyotiklere maruz kalan deride,
normal olmayan deri reaksiyonlar1 goriilebilir. Fototoksisite,
fotoreaktif kimyasal maddeler ve 1s1ga derinin ayni anda
maruz kalmasi sonucu olusan yaniti olarak tanimlanir.
Eritem, 6dem, deri irritasyonu, kagint: gibi ¢esitli belirtiler ile
kendini gosterir. Bazi organik kimyasal maddelerin molekiiler
yapilarinin UV 15181 absorblayan oOzellikte olmasi, madde
tarafindan olusturulacak fototoksisiteyi indiikleyebilir. Bu
yapiya sahip ila¢ ve kozmetik triinlerin sayisi giin gegtikge
artmaktadir. Kimyasal maddelerin fototoksik potansiyellerini
belirlemek icin gesitli test yontemi gelistirilmistir. Ozellikle
3R kuralinin kabul gérmesinden sonra kimyasal maddelerin
ve kozmetik irtnlerin potansiyel toksik etkilerinin
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degerlendirilmesi i¢in, in vivo modellerin yerine birgok
alternatif in vitro yontem gelistirilmis, valide edilmis ve
diizenleyici kuruluglar tarafindan kabul edilmistir. 11 Mart
2013 tarihinde Avrupa Birliginde hayvanlar tizerinde test
edilen her tiir kozmetik ve kisisel bakim triintintin satiginin
yasaklanmasi ile birlikte kozmetik triinlerin giivenlilik
degerlendirmelerinde alternatif In vitro toksisite testleri
kullanilmaya baglanmistir. Fototoksisite testleri de dahil bu
alternatif testler birgok toksisite ¢aligmasi i¢in uygundur. Bu
derlemede fototoksisitenin mekanizmasi ile bu toksik etkinin
belirlenmesi amaciyla kullanilan alternatif test yontemleri
degerlendirilecektir.

Anahtar Kelimeler: Fototoksisite, Alternatif Yontem, Kozmetik
Uriin, In vitro toksikoloji

GIRIS

Insanlar da dahil olmak iizere, karada yasayan tiim
canlilar siirekli olarak giines 1s181na maruz kalir. Cevresel
mikroorganizmalar, kimyasal maddeler, radyasyon ve ¢ok
cesitli alerjenlere karst bir bariyer gorevi teskil eden deri,
glines 15181ndan en ¢ok etkilenen organdir. Giines 151g1ndan
kaynaklanan yaniklar, eritem, hiperpigmentasyon, foto-
yaslanma ve deri kanseri deriye iligkin en sik goriilen
istenmeyen etkilerdir (1). Fototoksisite, tiim 151k kaynakli
doku reaksiyonlarini tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir
(2). Fototoksisite, organizmaya uygulanan bir maddeye
derinin toksik cevabi olup, topikal veya sistemik olarak
kimyasal maddeye maruziyeti takiben 151kla temas sonrasinda
akut olarak ortaya ¢ikar (3). Bu nedenle fototoksisitenin
en belirgin klinik belirtileri deri irritasyonu, eritem,
O0dem, kagint1 ve deri yaniklaridir (4). Fotoalerji, belirli bir
maddeye duyarli bireylerde immiin sistemin aktivasyonu
sonucunda olusan bir alerjik reaksiyondur ve tip IV gecikmis
hipersensitivite yanitidir. Reaksiyon i¢in alerjen maddenin
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Tablo 1. Fotoalerjen ve fotoaktif maddelerin neden olduklari fototoksik ve fotoalerjik reaksiyonlarinin ana 6zellikleri

Fototoksik reaksiyonlar

Fotoalerjik reaksiyonlar

insidans Yiiksek
Duyarlanma Yok
Klinik Goriiniim

Baslangig Semptomlar1

Patofizyoloji bilesiklerinin (ROB) olusumu, inflamasyon
Histoloji Epidermal nekroz, dermal 6dem

Capraz reaksiyon Yok

Teshis Klinik ve fototestler

Giines yani81 benzeri reaksiyonlar, eritem, 6dem
Fotomaruziyet sonrasi dakika-saat icerisinde
Dogrudan hiicre hasari, DNA hasari, reaktif oksijen

Diisitk

Var

Egzama, kagint1

Fotomaruziyet sonrasi 24-48 saat igerisinde

Tip IV hipersensitivite

Sponjiyotik dermatit, dermal lenfohistiyositik infiltrasyon
Siklikla var
Klinik ve foto-yama testler

minimal konsantrasyonu yeterli olup, genellikle tekrarlayan
maruziyetler sonrasinda reaksiyon gelisir (5, 6).

Fototoksisite ve fotoalerjik reaksiyonlar arasindaki klinik
ayrim olduk¢a zordur ve her iki durum da es zamanl
gerceklesebilir. Asagidaki tabloda fotoalerjen ve fotoaktif
maddelerin neden olduklar: fotosensitivite reaksiyonlarinin
ana Ozellikleri verilmistir (Tablo 1) (7).

FOTOTOKSIK KIMYASAL MADDELER

Bir kimyasal maddenin fototoksisite ve/veya fotoalerji
olusturmasinda agagida siralanan ozelliklere sahip olmasi

onemlidir:

» Dogal glines 15181 (290-700 nm) araliginda 15181 absorplamasi

o UV-goriiniir 15181n absorbsiyonu sonrasi reaktif tiirler
olusturmasi

« Isia maruz kalan dokularda (6rnegin deri, goz) yeterince
dagilabilmesi

Kimyasal maddeler bu kosullardan biri veya birkagina
sahip degil ise, bilesigin genellikle dogrudan fototoksik bir
reaksiyona yol agabileceginden endise edilmemelidir. Ancak,
ayni zamanda dolayli mekanizmalar ile de deride duyarlilik
olugabilmektedir (8).

Ilaglar gibi kimyasal maddelerin genis bir spektrumu,
benzen ya da heterosiklik halkalar gibi UV i1gmnlan
absorbe edebilen vyapilara sahip olmalar1 nedeniyle
fototoksisite potansiyelleri oldugu disiiniilmektedir (9-
11). Bu tip ilaglara 6rnek olarak antibiyotikler (kinolonlar,
sulfonamidler) (12),

antimalaryal ilaglar (kinin, klorokin), antikanser ajanlar

tetrasikilinler, antihistaminikler,
(5-florourasil, vinblastin, vemurafenib, dakarbazin) (13),
kardiyovaskiiler sistem ilaglar1 (aminodaron, nifedipin,
kinidin, diltiazem), ditiretikler (furosemid, tiyazidler),

antidiabetikler (sulfoniliire), non-steroidal anti-inflamatuvar
ilaglar (naproksen, piroksikam, diklofenak, selekoksib (14),
antifibrotik ilaglar (piferindon) (15, 16) ve psikiyatrik ilaglar
verilebilir (fenotiyazinler, trisiklik antidepresanlar).

UV radyasyonu ya da yapay 1sik kaynaklar1 bircok ilagta
1518a bagli bozulmaya (photodecomposition) neden olabilir.
Fotostabilite, ilaglarin dogru raf Omriiniin belirlenmesi
ve saglanmasinda biiyiik bir engel teskil etmektedir. Isiga
bagli bozulma sirasinda, 1gikla uyarimis (foto-eksite)
ilag molekiilleri toksik bilesiklere doniisebilmekte veya
deri hiicrelerinde dogrudan toksisiteye neden olan ROB
olusturabilmektedir (9).

Deri, kozmetik tiriinlere ve beraberinde UV ve goriiniir 1518a
(290-700 nm) maruz kalabilir. Bazi kozmetik iirtinlerinin,
fototoksik deri
(17). Bu nedenle iirtinlerin giivenlilik degerlendirmesinde

reaksiyonlarmni uyardigi bilinmektedir
bilesenlerinin foto-giivenliligi 6nemli bir unsur haline
gelmistir (18, 19) . Foto-giivenlilik degerlendirmelerinde;
fototoksisite (fotoirritasyon) ve fotoalerjinin belirlenmesi
temel amagtir (20).

FOTOTOKSISITENIN MEKANIZMASI

Giines 15181, degisik yogunlukta enerji dalgalar1 yaymaktadir
(21). Deniz seviyesinde giines 15181 290-3000 nm dalga
boylarindaki igimalardan olusur. 290 nmden daha kisa
dalga boyundaki 1simmmalar ozon tabakas: ve stratosferdeki
molekiiler oksijen tarafindan selektif olarak absorbe edildigi
i¢in deniz seviyesine ulasamaz (22). Diinya yiizeyine ulasan
glines 151n1;

1. UV bolgesi (290-400 nin)

2. Goriindr 151k (400-760 nin)

3. infrared 1s1ma (760 ninden daha uzun dalga boylu) olarak
ti¢ alt gruba olarak ayrilir(8).
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Penetrasyonun enerjisi ve miktari da gelen 1s181n dalgaboyuna
bagl olarak degisir. UVA ve UVB gibi giines 1s1gindaki kisa
dalga boylu i1simalar fototoksisiteden sorumludur. UV-
goriiniir 151k ile olusan fototoksisite, giines 15181 ve fotoreaktif
kimyasal maddelerin ortak katkis: ile meydana gelir (21).
Aralarinda dalga boyu en uzun olan, UV’nin %90-92’sini
olugturan UVA (320-400nm), derinin alt tabakasi dermise
kadar geger. Reaksiyonlarin siddeti, deride bulunan melanin
pigmenti miktarina ve UVA 1simanin dozuna bagldir.
UVB (290-320 nm), giines yamigindan asil sorumlu olan
ve deride melanin pigment sentezini stimiile eden en etkili
banttir. Deride serbest radikal olusumunu arttirir, oksidatif
reaksiyonlarda hiicre ve dokularin yikilmasi sonucu agri
ve inflamasyon ortaya ¢ikar. Deri kanseri ve foto-yaslanma
seklinde etkileri ise, kronik maruziyetin bir sonucu olarak
ortaya cikmaktadir (22, 23).

Fototoksik ve fotoalerjik reaksiyonlardan genellikle UVB
sorumlu degildir. flaglara bagli kutanéz fotosensitizasyon
reaksiyonlarindan asil sorumlu olan UVAdir. Bu nedenle,
hem UVA hem de UVB’nin akut ve gecikmis zararli etkilerine
kars1 mutlaka korunma 6nlemleri alinmalidir (22).

Enerji, hedef molekiilin temel diizeyden uyarilmis hale
ge¢mesiicinhedefmolekiili¢indekielektronlariuyarmaktadir.
Her bir kromofor benzersiz bir absorbsiyon yelpazesine
sahiptir. Uyarilmig molekiiller birka¢ mikrosaniye icerisinde
temel hale doner. Temel hale donen bu molekiiller, 151k ya
da 1s1 yayabilir veya fotokimyasal reaksiyonlara ugrayabilir.
Uyarilmig haldeki kromofor oksijene enerjisini devredebilir.
ROB singlet oksijen, hidrojen peroksit, siiperoksit anyonu
ve hidroksil radikalleri igeren kiiciik molekiillerdir ve
hiicre membran ve organellerdeki doymamis lipitleri,
aromatik aminoasitleri, DNA ve RNAda bulunan pirimidin
bazlarini okside edebilir. Okside tiriinler ¢oklu inflamatuvar
mediyatorlerin salimini tetikleyebilmekte ve bu nedenle
inflamasyon ve eriteme neden olabilmektedir (24).

Fotoaktif kimyasal maddeler foton ve enerji absorblar ve
boylelikle kimyasal maddelerde molekiiler degisiklikler
meydana gelebilir ya da ROB tiretimiyle hedef organlarda
toksisite gelisebilir. Fotokimyasal reaksiyonlarin ara tirtinleri
dogrudan sitotoksisiteye neden olan radikalleri igerir. Foto-
uyarilmis molekiiller, komsu oksijen molekiiliine enerji
transfer edebilir ve sitotoksisitesi yiiksek olan singlet oksijen
formuna donistiirebilir (25).

Fototoksik reaksiyonlar, endojen veya ekzojen kromoforlarin
UV radyasyon ile etkilesimi sonucu olusan, immiinolojik
olmayan reaksiyonlardir. Fototoksik kimyasal maddenin
varliginda, UV radyasyona veya goriiniir 151ga maruziyet

sonrasi olusan hiicresel hasarin sonucu olarak fototoksisite
meydana gelir. Fototoksik ajanlar endojen olabildigi gibi
ekzojen de olabilir (26). Fototoksik reaksiyonlar UV
radyasyonu, kromofor veya fotosensitizana maruziyet
ile gorilebilir ve reaksiyon 1sik fotonu absorbsiyonunun
takibinde baslar. Baz1 fototoksik maddeler de kromozomal
hasara neden olabilir Mutajenik ve immunosiipresif
ozellikleri nedeniyle reaksiyon karsinojenez gelisimiyle

sonuglanabilir (27).

KOZMETiK URUNLERDE FOTOTOKSISITENIN
BELIRLENMESINDE KULLANILAN TESTLER VE
ALTERNATIF YONTEMLER

Russell ve Burch tarafindan 1959 yilinda yayinlanan 3R
kuralinin (hayvan sayisini azaltma, yerine koyma, iyilestirme)
uygulamaya konmasiyla birlikte (28, 29), in vivo yontemler
yerine ex vivo ve in vitro alternatif yontemler gelistirilmeye
baslanmistir (28). 3R prensibinin uygulanmasinin ardindan
in vivo foto-gtvenlilik testleri son vyillarda kozmetik
endiistrisinde gegerliligini yitirmis testler haline gelmistir.
1223/2009 sayili Avrupa Birligi Kozmetik Tiiziigi'ne gore
2004 yilindan itibaren bitmis kozmetik iriinlerin, 2009
yilindan itibaren ise kozmetik diriin bilesenlerinin hayvan
deneylerinde test edilmesi yasaklanmistir (30). Hayvanlar
tizerinde denenen her tir kozmetik ve kisisel bakim
trlininin Avrupa Birliginde satis1 11 Mart 2013 itibariyle
yasaklanmistir. Bu yasak, Avrupa Birliginin disinda yer alan
tilkelerden ithal edilen tirtinler i¢in de gegerlidir (31).

Bilimsel amagla deneylerde kullanilan hayvanlarin
korunmasi i¢in yayinlanan 2010/63/EU direktifine gore,
sonuca ulasmada kullanilacak bagka yontem veya test
stratejileri varsa, deneylerde canli hayvan kullanilmamasinin
gerektigi belirtilmistir (32). Diger taraftan, kozmetik
direktifi ve yonetmeligine gore, hayvan testlerine alternatif
yontemlerin olmadigi durumlarda bile test ve pazarlama

yasaklar1 uygulanmaktadir.

Cesitli in vitro foto-giivenlilik degerlendirme testleri in vivo
deneylerin yerine alternatif test yontemleri olarak kullanima
girmistir (33). Ancak, giivenilir ve kapsamli bir hayvan
kullanilmayan foto-giivenlilik tarama stratejilerinde eksiklik
bulunmaktadir ve konu ile ilgili yeni yontemlere halen
gereksinim duyulmaktadir (34).

Kozmetikler ve farmasétik formiilasyonlarin igeriginde
bulunan birgok kimyasal maddeye giinliik hayatta giderek
artan diizeylerde maruz kalinmaktadir. Bu kimyasal

maddelerin fototoksisite potansiyellerinin belirlenmesinde
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in silico (35), in chemico (19), in vitro ve in vivo analiz
yontemleri kullanilmaktadir. Ornegin, ROB olusumunun
tayini gibi kimyasal analizler (36), 3T3 Notral Kirmizi Alim
Testi (3T3-NRU), 3D epidermis modellerin uygulandig: in
vitro analizler, domuz, fare veya siganlarin kullanildig: in vivo
deneyler rutin olarak kullanilmaktadir (37).

In vivo Fototoksisite Testleri

Fototoksik deri reaksiyonlarinin belirlenmesinde; in vivo
fototoksisite ve fotoalerji testleri kobay, tavsan, sican ve
fare kullanilarak gerceklestirilmektedir. Ancak etik acidan
distintldiiginde bu tiir testlerin laboratuvar hayvanlar
tizerinde yapilmasi, hayvanlara 6nemli derecede rahatsizlik
ve ac1 verme potansiyeline sahiptir.

Fare, kobay, domuz gibi laboratuvar hayvanlar1 insanlarda
olusabilecek fototoksisitenin tespit edilmesinde kullanilan
modellerdir. Hayvanlar topikal ya da sistemik olarak test
maddesine ve uygun dozlarda UVAya maruz birakilir (38).
Eritem ve 6dem olusumu 0-4 arasinda skorlanir ve 72
saatlik gézlem boyunca maksimum skorun hayvan basina
ortalamast alinir. Fototoksisite indeksi agagidaki denklem ile
elde edilir:

UVA sintyla olusturulmug irritasyon indeksi - isinlama
olmayan irritasyon indeksi (39)

0.6 indeks
fototoksisiteyi gosterir.

degeri tizerindeki degerler potansiyel

Bir diger yontem ise, fare testlerinde kulak kalinlig1 6deminin
belirlenmesi prensibine dayanarak 6l¢iilmektedir. Bu in vivo
testler bahsedildigi gibi hayvan refahi ve etiksel agidan pek ¢ok
sorun teskil etmektedir. Hayvan kullanilmayan fototoksisite
testleri bu sorunlarin tistesinden gelmek agisindan oldukga
Onem tagimaktadir (40,41).

In vitro Fototoksisite Testleri
3T3 Notral Kirmizist Gerialum Testi

Fototoksisitenin belirlenmesi kullanilan 3T3 nétral kirmizist
gerialim testini ayrintilari (NRU 3T3 Neutral red uptake
assay) OECD TG 432 (Test No. 432: In vitro 3T3 NRU
Phototoxicity Test) kilavuzunda verilmistir. Bu yontem, 1s18a
maruziyet sonrasi uyarilmis kimyasal maddelerin potansiyel
fototoksisitesini tanimlamak i¢in uygulanir. Bu test, 15181n
varliginda ve yoklugunda kimyasal maddeye maruz kalmis
hiicrelerin canliigindaki azalmaya gore foto-sitotoksisiteyi
degerlendirir. Canli hiicreler, zayif katyonik bir boya olan
notral kirmizi boyasint hiicre membranlarindan penetrasyon

yolu ile intraseliiler ortama alarak lizozomlarinda biriktirir
(3). Bu testteki sitotoksisite, hiicrelerin test maddesine ve
isinlamaya maruziyetini takiben, nétral kirmizisi boyasinin
hiicreler tarafindan aliminin madde konsantrasyona bagli
olarak azalmasi seklinde ifade edilir (42).

Fare fibroblasti Balb/c 3T3 hiicreleri, kimyasal maddeye
maruz birakildiktan sonra UVA/goriiniir 1s18a 5 J/cm® UVA
dozunda maruz birakilir (+UV deneyi), diger plaka ise
karanlikta saklanir (-UV deneyi). Her iki plakta da maddeyi
iceren hiicre kiiltiirii medyumu taze medyumla degistirilir
ve takiben 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda NRU testi ile
hiicre canliligi degerlendirilir. Hiicre canlihigi, kimyasal
maddeye maruz kalmamis negatif kontrollerin yiizdesi
olarak ifade edilir. Test edilen kimyasal maddelerin her
konsantrasyonu ic¢in hiicre canliligl hesaplanir. Test edilen
maddenin fototoksisite potansiyelinin degerlendirilmesinde,
radyasyon varliginda (UV+) ve yoklugunda (UV-) doz-
cevap egrisi kullanilir. “Foto-irritasyon Faktorii (PIF)” veya
“Ortalama Foto Etkisi (MPE)” hesaplanir (43). PIF degeri,
radyasyon yoklugunda inhibitér konsantrasyon 50 (IC;:
hiicre canliligini %50 oraninda diisiiren konsantrasyon)
degerinin, radyasyon varliginda IC_ degerine oranidir (Sekil
1). IC_'nin elde edilemedigi durumlarda MPE degeri OECD
432 kilavuzunda belirtildigi gibi hesaplanir (21).

— I Cso (UVf)

PIF=
1C,, (UV+)

PIF <2 g  FOTOTOKSIK DEGIL

2 <PIF <5 mmm====) MUHTEMEL FOTOTOKSIK

5<PIF @) FOTOTOKSIK

Sekil 1. PIF hesabi ve sonuglarinin degerlendirilmesi

Bu testin uygulanmasinda bazi smirlandirmalar s6z
konusudur:

« Foto(sito)toksisite disinda diger advers etkiler tahmin
edilemez. Kimyasal ve 15181n kombine maruziyeti sonrasinda
fotogenotoksisite, fotoalerji ya da fotokarsinojenite ortaya
¢ikabilmektedir.

o 3T3 fototoksisite testi yalnizca tehlikenin tanimlanmasini
kapsar; fototoksik etki giiciiniin degerlendirilmesi igin
kesinlik saglamaz (21). Bununla birlikte, son yillarda suda
¢oziintir bilesiklerin fototoksisitesinin belirlenmesinde en
uygun In vitro test olarak kabul edilmektedir.
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Alternatif Yontemlerin Validasyonu Avrupa Merkezi (The
European Centre for the Validation of Alternative Methods-
ECVAM) tarafindan yiritilen validasyon caligmalarinda
bu testin, %93 hassaslikta ve %84 ozgiinlitkte oldugu;
ancak ilaglar i¢in daha disik 6zgiinligiinin bulundugu
belirtilmistir. Eger test sonucunda bir kimyasal madde i¢in
negatif sonug alinmigsa, bu bilesigin insanlarda fototoksik
olma olasilig1 cok diigitk kabul edilir. Ancak, bu testte elde
edilen pozitif sonuglar klinikte kesin bir fototoksik risk
gostergesi degildir; s6z konusu sonug¢ hastanin takibinin
degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (8).

Eritrosit hemoliz testi

Hiicre membranlari, fotokimyasal olarak iiretilen ROB ve
diger radikallerin etkilerine karst hedef konumundadir.
UVA-kaynakli eritrosit hasarlar1 ve bunun sonucunda
olusan hemoliz (fotohemoliz) test maddelerinin fototoksik
potansiyelini degerlendirmek igin kullanilir (44). Bu testte,
koyun alyuvar hiicreleri (SRBC) kimyasal maddeler ile inkiibe
edilir ve 20 J/cm? UVA ile 1ginlanir. Isinlama sonrasinda,
SRBC’ler 2 saat oda sicakliginda karanlik ortamda inkiibe
edilir ve daha sonra 1 saat siire ile 37°C ye alinir. Takiben,
Drabkin reaktifi ile 540 nm de UV absorbans 6l¢timii yapilir.
Fototoksisite derecesi, SRBC’lerden hemoglobinin serbest
birakilmasina gore degerlendirilir. Fotohemolitik aktivite
agagidaki denklem ile belirlenir (45).

100

Fotohemolitik aktivite(%)= w X

ADE: ilag ¢ozeltisinin eritrositler ile maruziyetinin optik dansitesi
AD: ilag ¢Ozeltisinin eritrositsiz maruziyetinin optik dansitesi
C: 100% hemolitik kontrol ¢ozeltisinin optik dansitesi

Siprofloksazin, norfloksazin ve enoksazin gibi fototoksik
ilaglar, 100 pg/mInin {izerindeki dozlarda 6nemli 6l¢iide
fotohemolitik aktiviteyi arttirir. Yirmidort farkli kimyasal
maddede (8 koku, 5 UV absorbanyi, 4 ilag, 4 antimikrobiyal
ve 3 boya) yapilan analizlerde testin duyarliligi, 6zgiinlagii
ve dogrulugu In vivo testler ile karsilastirildiginda sirasiyla
%67, %73 ve %73diir. Bu testin daha az kullanilmas: diisiik
duyarlilik oranina sahip olmast ile agiklanabilir (46).

In vitro insan 3D epidermis modeli

In vitro hiicre tabanli yontemlerin sinirlamalar1 nedeniyle
normal insan keratinositlerinden olusan “3 boyutlu (3D)

Modelleri
(RhE)” gelistirilmistir (47). Bu modeller genel olarak, in

Yeniden Yapilandirilmis Insan  Epidermis
vivo epidermis yapisina benzer ozelliklere sahip olup, ¢ok
sayidaki maddeye karsi engel teskil eden Stratum corneum
tabakasini igerir. Bu modeller, topikal olarak uygulanan saf
kimyasal maddelerin ve son klinik formiilasyonlarin test
edilmesine olanak saglamaktadir. EpiDerm, SkinEthic ve
EpiSkin 3D doku modelleri in vitro fototoksisite testlerinde

kullanilmaktadir (47).

EpiSkin modeli normal insan epidermisine fosfolipit ve
seramit yapilar1 yoniiyle olduk¢a benzerdir. Lanosterol
icermesi bir diger benzer ozelliklerindendir. Ancak, EpiSkin
modelindeki bazi hiicrelerin organizasyonu normal insan
epidermisi ile farklilik gosterir. Bazal hiicreler kiibik sekilde
olup, tist hiicre tabakalar1 nispeten diiz bir yapiya sahiptir.
Mevcut olan keratohiyalin ve graniiler hiicrelerin ise sekilleri
nispeten diizensizdir (48-50).

Stratum corneum, Stratum granulosum, Stratum spinosum
gibi insan epidermisin en Onemli yapilarinin SkinEthic
modelinde bulunmasi, bu modelin insan epidermisine
oldukga yakin bir model oldugunu kanitlar niteliktedir (51).
SkinFEthic modelin insan dokusu ile benzer bir yonii ise lipit
kompozisyonlari olarak nitelendirilir (49).

EpiDerm modeli “normal, ¢ok tabakali, insandan tiiretilmis
epidermis keratinositleri” olarak Ilk olarak 1994 yilinda
Cannon ve ark. tarafindan tanimlanmigtir (52). Epidermiste
bulunan Stratum corneum, Stratum granulosum, Stratum
spinosum tabakalar1 bu modelde de yer almaktadir. Normal
epidermal tabakada bulunan ana lipit siniflar1 da bu modelde
bulunmaktadir. Keratohiyalin graniilleri ise yild1z seklindedir
(48, 49). Bu modelde glukosilseramidler ytiksek miktardadir
(49).

Genel bir degerlendirmeyle, SkinEthic, EpiDerm ve EpiSkin
modellerinin insan dokusunu taklit etmek tizere tasarlanan
modellerdir. Bu modellerin fototoksisite testleri dahil olmak
tizere bir¢ok toksisite caligmalari i¢in uygun modeller oldugu
belirtilmistir (53).

Bu 3D modellerin kullanildigi yontemin prensibi temel
olarak 3T3 NRU test prensibine benzer olup, UV/gériiniir
doku
canliigindaki farkliliklarin degerlendirilmesine dayanur.

isinlamanin  oldugu ve olmadigi durumlarda
Test maddesi dogrudan doku yiizeyine belirli hacimlerde
uygulanir ve gece boyu inkiibe edilir. Bir sonraki giin
doku yiizeyi yikanarak 60 dakika 6 J/cm? UVAya solar
birakilir.

sonrasinda dokular tekrar yikanarak taze besi yeri

simiilatérde maruz Radyasyon uygulamasi

igerisinde alinir ve iglincii glin bir tetrazolyum tuzu olan
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3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum  bromiir
(MTT) ile inkiibe edilerek mitokondriyal dehidrojenaz
aktivitesinn Olciilmesi ile hiicre canliligini kolorimetrik
olarak belirlenir. Fototoksik potansiyel, sitotoksisitesinin
%30 ve lizeri artis gostermesi olarak degerlendirilir (54).

RhE modelleri 3T3 NRU testine gore bazi avantajlara
sahiptir. In vivo insan derisine benzer deri bariyerinin varlig,
hiicrelerdeki metabolik yeterlilik, bariyer o6zellikleri, doku
kalitesinin tam olarak kontrol edilebilmesi, kolay uygulama ve
smirl ¢oztintirligti olan maddeler i¢in kaygilarin olmamasi
bu yontemlerin Gstiinlikleri olarak degerlendirilmektedir
(54). RhE modellerinin, topikal olarak uygulanan kimyasal
fototoksik
giivenilir bir sekilde kullanilabilecegi ileri siiriilmektedir. Bu
doku modelleri 3T3 NRU testinin alternatifi olarak veya 3T3
NRU testinin hatali pozitif sonuglarinin sayisini azaltmak

maddelerin tehlikelerinin  belirlenmesinde

amaciyla pozitif sonuglarin dogrulanmast i¢in bir ara kademe
test olarak kullanilabilir (55).

On  validasyonu  yapilmis  EpiDerm  fototoksisite

testinin fototoksisite ~¢aligmalar1 icin  giivenirliliginin
belirlenmesi amaciyla ECVAM destekli fizibilite ¢aligmasi
gerceklestirilmistir. 3T3 NRU testinde pozitif sonu¢ veren
iki 6rnek ve in vivo testte negatif sonug veren bir 6rnek
RhE model {izerinde denenmis ve dogru sonuglar elde
edilmistir (55). Ornegin, bergamot yagi topikal olarak
uygulanan bir bitkisel bir triindiir. Farkli bergamot yaglar1
farkls

analizlerde kullanilan ¢oziiciiler de sonuglari etkilemektedir.

miktarlarda furokumarin icermektedir. Ayrica,
Ornegin, 3T3 NRU testinde bergamot yag1 PBS igerisinde
fototoksik olarak tanimlanirken, ¢oziicii olarak %1 etanol
veya %1 DMSO iceren PBS kullanilmasi durumunda
fototoksik olmayan madde olarak tanimlanmigtir (56).
EpiDerm 3D fototoksisite testi ile degisik tipteki bergamot
yaglarinin fototoksik potansiyellerindeki farkliliklar ortaya
konmustur. Elde edilen sonuglar, insan foto-yama testleri ile
de korelasyon gostermistir (56). Bu sonuglara gore, yeniden
yapilandirilmis insan doku modellerinin topikal olarak
uygulanan maddelerin foto-giivenliliginin tahmininde

uygun modeller oldugu belirtilmistir.

Fototoksisitenin degerlendirilmesinde in chemico test
yontemi

Herhangi bir hiicre hattinin kullanilmadig in chemico yontem
ile de fototoksisite degerlendirilebilir. Test maddesinin

fotostabilitesi ve 15181 absorblanmasindan elde edilen
veriler analiz edilerek fototoksisite hakkinda tahminlerde
bulunulabilir (57). Isik ile uyarilma sirasinda ve fotoreaksiyon
sonrasinda ROB olusumu ile bir kimyasal maddenin
fototoksik potansiyeli in chemico olarak degerlendirilebilir
(58). Singlet oksijen p-nitrozodimetilanilin ile tespit
edilirken, peroksit iretimi “Nitro Blue Tetrazolyum Testi
(NBT- Formazan ekstraksiyonu)” ile belirlenir (36). Bu
yontem kozmetik iirtinler i¢in %90 hassaslikta ve %76,9
ozgunlitktedir; diger kimyasal maddeler igin ise sirasiyla
%100 hassaslikta ve %75 6zgtinliikte oldugu belirlenmistir.

SONUGC

Giniimiizde Avrupada, kozmetik drtnlerin toksisite
profillerinin belirlenmesinde hayvan testlerinin yerini
valide in vitro yontemler almistir (59). Avrupa Birligi
Kozmetik Direktifine gore 11 Mart 2013 tarihinde, kozmetik
triinlerin giivenlilik degerlendirmelerinin deney hayvanlar
kullanilarak ~ yapilmas: yasaklanmistir. Bu pazarlama
yasaginin stirdiiriilmesi, alternatif yontemlerin gelistirilmesi
ve valide edilmesi, uluslararast isbirliginin ayrilmaz
bir pargasi olmustur. Pazarlama yasagl, insan gilivenlik
degerlendirmesine iliskin kokli bir degisiklik getirmistir

(32).

Fotoyaslanma, hiper-pigmentasyon, deri kanserleri gibi
giines 15181 ile iligkili saglik sorunlarinin siklig: ve siddeti
giderek artmaktadir. Giines 15181 ve kozmetik iiriin gibi
kimyasal maddelerin kombine etkileri géz dniine alindiginda,
agiga
iliskin ¢alismalarinin desteklenmesi ve yeni yOntemlerin

fototoksisitenin ~ mekanizmasinin ¢ikarilmasina
gelistirilmesi gerektigi sonucuna ulasilmaktadir. Giincel in
vitro test yontemlerinin ozellikle fototoksik potansiyel ile
ilgili bilgi saglama ve metabolik kapasite eksikligi gibi bircok
noktada iyilestirilmeye ihtiyact bulunmaktadir.

Avrupa  Birliginin  yasagindan  6nce  gilivenlilik
degerlendirmeleri in vivo sartlarda yapilsa da, yeni kozmetik
drinlerin toksikolojik calismalar1 in vitro test yonemleri
kullanilarak tekrarlanmalidir. Yakin gelecekte in vitro
yontemlerin kullaniminda artis olacagina inanilmaktadir.
Halen uygulanmakta olan valide yontemler mevcut
olsa da, daha ileri caligmalar i¢in yeni yontemlerin
gelistirilmesi, gegerlilifinin ve validasyonunun saglanmasi

gerekmektedir(60).
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Phototoxic Effect of Cosmetic Products: Its Mechanism And
Alternative Test Methods

ABSTRACT

Abnormal skin reactions may be observed in the skin subject
to sunlight and photoreactive xenobiotics. Phototoxicity can be
defined as the response to the combined exposure of the skin to
photoreactive xenobiotics and light. Phototoxicity occurs with
symptoms like erythema, edema, skin irritation and itching.
The UV-absorbing properties of various organic chemicals,
can lead to induction of phototoxicity by this substances.
Number of drugs and cosmetics, which have such properties,
are increasing from day to day. Several test methods were
developed to determine the phototoxic potential of chemical
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