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3R Kuramina Gore Giincel Deri Duyarhhg: Testleri

Current Skin Sensitisation Tests According to 3R Approach
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*Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Toksikoloji ABD, Ankara, TURKIYE

OZET Deri duyarliligs, gesitli hiicreler ve molekiiller arasinda yiiksek ~ABSTRACT Skin sensitisation is an extremely complex and tightly
koordineli etkilesim gerektiren son derece karmasik ve siki diizenlen-  regulated biological process that requires highly coordinated interac-
mis biyolojik bir stirectir. Alerjik kontakt dermatit ile sonuglanan deri  tion between various cells and molecules. Skin sensitisation resulting
duyarlilig1, 6nemli bir mesleki ve ¢evresel saglik sorunudur. Duyarli-  in allergic contact dermatitis is an important occupational and envi-
lastirma potansiyelinin 6l¢timii, kozmetik ve kisisel bakim tiriinlerinde ~ ronmental health problem. Measurement of sensitisation potential is
kullanilan bilesenlerin gelistirilmesi ve risk degerlendirmesi i¢in temel  a basic step in the development and risk assessment of ingredients
bir adimdir ve test sonucu, bir kimyasalin alerjik kontakt dermatite  used in cosmetics and personal care products, and the test result shows
neden olma potansiyelini gosterir. Son yillarda, tiriin glivenligini sag-  the potential of chemical to cause allergic contact dermatitis. In recent
lamak i¢in laboratuvar hayvanlarinin kullanilmadig alternatif yéntem-  years, alternative methods, that do not use laboratory animals to en-
lere oncelik verilir. Bu yolda, 3R kuramu ile bilimsel ¢aligmanin  sure product safety, have been prioritized. In this way, with the 3R
kalitesinden 6diin vermeden rasyonel bir strateji izlenir. Alternatif yon-  theory a rational strategy without compromising the quality of scien-
temler; toksikolojik bir son noktay1 belirlerken, test bagina hayvan sa-  tific work is followed. While alternative methods determine a toxi-
yisini, acisini ve sikintisini azaltan yontemlerin kullanimi veya yer  cological endpoint, they include new techniques that result in the use
degistirme ile sonuglanan yeni teknikleri igerir. Konu, amag ve teknik  of methods that reduce the number of animals, pain and distress per
acidan uygunsa in vivo yontemlere tercih edilebilir veya entegre bi-  test, or replacement. If subject, purpose and technically appropriate,
¢imde kullanilabilir. Alternatif yontemlerin entegrasyonu ile in vivo it can be preferred to in vivo methods or used in an integrated man-
yontemlere olan gereksinim azalir. Test edilecek kimyasal madde say1-  ner. With the integration of alternative methods, the need for in vivo
smin her gegen giin arttig1 diisiiniiliirse, alternatif yontemlerin kulla-  methods is reduced. Considering that the number of chemicals to be
nilmast duyarlilik 6l¢limiiniin optimizasyonuna katki saglar. Avrupa  tested increases day by day, the use of alternative methods contributes
Birligi ve Giiney Kore, kozmetik ve kisisel bakim tirtinleri i¢in sadece  to the optimization of sensitisation measurement. The European
alternatif hayvan dis1 testleri kabul eder. Yasal sinirlamalarin ve dinya ~ Union and South Korea accept only alternative non-animal tests for
¢apinda artan degere sahip olmalarmin bir sonucu olarak alternatif yon-  cosmetics and personal care products. Validation centers have been
temler i¢in gesitli tilkelerde validasyon merkezleri kurulmustur. Bu der-  established in various countries for alternative methods as a result of
lemede, deri duyarliligi testlerinde gelinen son nokta ve entegre legal restrictions and increasing value worldwide. In this review, in-
yaklagimlar hakkinda bilgi verilmistir. formation is given about the endpoint and integrated approaches in
skin sensitisation tests.

Anahtar Kelimeler: Hayvan testi alternatifleri; deri duyarliligi; 3R; Keywords: Animal testing alternatives; skin sensitisation; 3Rs;
in vitro testler; in silico yontemler in vitro tests; in silico methods

Deri duyarlilastirici, Kiiresel Uyumlagtirilmig Sis- cevresel saglik sorunudur ve binden fazla kimyasalin
tem tarafindan cilt ile temas sonrasi alerjik cevabi in- duyarliliga neden olma potansiyeli vardir.* Duyarlilas-
diikleyecek bir madde veya karigim olarak tanimlanir.' tirma potansiyelinin 6l¢limii, kozmetik ve kisisel bakim
Sekonder maruziyet cilt izerinde advers etkilere yol iiriinlerinde kullanilan bilesenlerin gelistirilmesi ve risk
acar ve bu durum alerjik kontakt dermatit [allergic con- degerlendirmesi igin temel bir adimdir.**

1 2 1 . - s . . .

tact dermatitis (ACD)] olarak adlandirilir.? ACD ile so- Deri duyarlihg, indiiksiyon ve elikasyon (ortaya

nu¢lanan deri duyarliligi, 6nemli bir mesleki ve ¢tkma) fazma ayrilir.
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Indiiksiyon fazinda, birey alerjene 6zgii bellek T
hiicrelerinin olusumuna yol agan maddeye karsi duyarli
hale gelir. Bu spesifik bellek hiicreleri, spesifik aler-
jenle tekrarlanabilecek karsilagmalar i¢in dermise ve
epidermise gog eder.

Elikasyon fazinda bellek T hiicreleri, alerjene
0zgl T hiicrelerinin (Th1, Th2, Th17 ve T regiilator
hiicreler) hizl1 bir sekilde ¢ogalmasina ve aktive edil-
mesine yol acan spesifik alerjenle yeniden karsilagir.
Aktive olan hiicreler, diger inflamatuar hiicreleri ha-
rekete geciren spesifik sitokinleri salgilamaya baglar.
Siire¢, ACD ile sonuglanir.” Kimyasallarin neden ol-
dugu bu durum, gecikmis Tip IV asir1 duyarlilik re-
aksiyonu olarak tanimlanir.®

Onemli noktalardan bir digeri, baz1 proteinlerin
de duyarlilik olusturma egilimidir. Alerjenik protein-
ler hem immiinglobulin (Ig) G hem de IgE antikor
iiretimini indiikler ve boylece ani Tip I asir1 duyarli-
lik geligir.”

Mevcut Avrupa mevzuatina gore bir kozmetik
formiilasyonun her bir bileseninin giivenlik deger-
lendirmesi, kozmetik iirliniin giivenlik degerlendir-
mesinde temel teskil eder. 1223/2009 say1l1 Avrupa
Kozmetik Yonetmeligi’ne gore bir kozmetik {iriin
normal veya ongoriilebilir kullanim kosullarinda
insan saglig1 i¢in giivenli olmalidir. Giivenlik, yeter-
liligi kanitlanmis bagimsiz bir giivenlik degerlendi-
ricisi edilmelidir.*
Kozmetik ve Kisisel Bakim Endiistrisi Ticaret Birligi
de (Cosmetics Europe) kozmetik endiistrisi giivenlik

tarafindan garanti Avrupa

degerlendirmelerinde kullanilmak {izere, diizenleyici
kabul gormiis hayvan dis1 test stratejileri gelistiril-
mesi amaciyla ¢ok agsamali programlar yiir(tiir.>*

I BILIMSEL ARASTIRMALARDA
KULLANILAN YONTEMLER

IN VIVO: Arastirmada yasayan bir organizma
kullanilan yontemdir.’

IN VITRO: Arastirmada izole edilmis organ-
larin, dokularin, hiicrelerin veya biyokimyasal
sistemlerin kullanildig1 yontemdir. Benzer hiicre-
lerden olusan monokiiltiir sistemler veya farkli
hiicre tiplerini birlestiren ko-kiiltiir sistem kulla-
nimi yaygindir.’
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IN CHEMICO: Test edilen maddenin kimya-
sal reaktivitesi veya diger fizikokimyasal 6zellikle-
rinin 6l¢iildiigii abiyotik analizdir.’

IN SILICO: Mevcut bilgilerin kullanildig: kali-
tatif ve kantitatif yapi1 aktivite iligkileri [quantitative
structure activity relationship (QSAR)], uzman sis-
temler ve fizyolojik temelli toksikokinetik modelle-
meye dayanan hesaplama yontemidir.’

IN VIRTUO: In silico yontem sonuglariin bil-
gisayar teknolojileri araciligryla gorsel ve fonksiyo-

nel olarak kullanildig1 yontemdir.'

I ALTERNATIF YONTEMLERIN DOGUSU

Saglik ve biyoloji alaninda dogruya en yakin sonuca
ulagabilmek i¢in in vivo yontemlerin avantajh oldugu
kamis1 yaygindir. [n vivo yéntemler sagladigi faydala-
rin yani sira gliniimiizde aragtirma sonucuna olan et-
kileri, bilimsel uygunluk ve etik degerler ¢cercevesinde
sorgulanir. Tiir farkliliklarina bagli olarak doz tespi-
tindeki belirsizlikler 6zellikle toksikoloji alanindaki ¢a-
lismalarda dikkati ¢eker ve insan-hayvan model

uyumu konusunda soru isaretlerine neden olur. '

1959 yilinda Russel ve Burch tarafindan sunu-
lan 3R kurami, bilimsel amagli deneylerde hayvanla-
rin daha etik kullanimina iliskin rehber niteligi tagir. !

Replacement (yerine koyma), yontemlerde hay-
van yerine filogenetik olarak daha diisiik tiirlerin ya
da hayvan dis1 sistemlerin kullanimidir.

Reduction (azaltma), gecerli sonuglar almak i¢in
gerekli bilimsel uygulamalardan uzaklagmadan, bir
yontemde istenen hayvan sayisinin azaltilmasidir.

Refinement (hayvan refahi), hayvanlarda daha
az ac1 ve baskiya neden olabilecek islemlerin yapil-
masidir.

Ayrica “sorumluluk™ (responsibility) olan 4. R,
giiniimiizde hayvanlarin etik kullanimi i¢in yol gos-
terici ilkelerin temel bir pargasi olarak kabul edilir.
Bu 4. R bazen literatiirde “rehabilitasyon” (rehabili-
tation) olarak da isimlendirilir."

Alternatif yontemler konu, amag ve teknik agi-
dan uygunsa in vivo yontemlere tercih edilebilir veya
entegre bi¢imde kullanilabilir.!

Avrupa Birligi’nde hayvan testleri, 2004 ve 2009
yilindan beri sirasiyla kozmetik {irlinler ve igerikler
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icin yasaklanmistir. Ek olarak, 2009 yilinda Avrupa
pazarinda hayvanlar iizerinde test edilmis bilesenler
igeren kozmetik liriinlerin ticarilestirilmesi de yasak-
lanmis, pazarlama yasagi icin Mart 2013 yilina kadar
uzatma karar1 alinmistir.* Cin, herhangi bir kimya
sektorii i¢in alternatif kabul etmeyen tek tilkedir. Av-
rupa Birligi ve Giiney Kore ise kozmetik ve kisisel
bakim tiriinleri i¢in sadece alternatif hayvan dis1 test-
leri kabul eder."

Bu smirlarin bir sonucu olarak, Avrupa Alter-
natif Yontemlerin Validasyon Merkezi [European
Center on Validation of Alternative Methods
(ECVAM)], kozmetik bilesenlerin giivenligini ve
toksisitesini tahmin etmek i¢in in vitro modeller
onerir. ECVAM tarafindan onaylanan bu modelle-
rin, in vivo ¢aligmalardaki hayvan siirlamalarinin
istesinden gelmek icin kullanish ve etkili araglar
oldugu da gosterilmistir.* Alternatif Yontemlerin
Validasyonu Igin Kurumlar Aras1 Koordinasyon
Komitesi, Japonya Alternatif Y 6ntemler Validasyon
Merkezi, Giiney Kore Alternatif Yontemler Vali-
dasyon Merkezi ve Brezilya Alternatif Yontemler
Validasyon Merkezi, validasyon i¢in diger anahtar
kuruluslardir."

I ALTERNATIF DERI DUYARLILIGI TESTLERI

Deri duyarlilig: testi, bir kimyasalin ACD’ye neden
olma potansiyelini tanimlar. Kimyasal diizenleyici oto-
riteler, ¢alisanlari ve tiiketicileri potansiyel tehlikelere
kars1 korumak i¢in maruziyet limitleri belirlerken, deri
duyarlihig test verilerine ihtiya¢ duyar.'* 2012 yilinda
Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiitii [Organization
for Economic Cooperation and Development (OECD)],
maddelerin cilt proteinlerine kovalent baglanmasiyla
baglayan deri duyarliligimin biyolojik mekanizmalarini
aciklayan Advers Sonu¢ Yolagini [Advers Outcome
Pathway (AOP)] yayimlamistir ve AOP’nin kilit olay-
lar1 sunlardir:

1. Elektrofilik maddenin cilt proteinlerine kovalent
baglanmasi,

2. Proinflamatuar sitokinlerin salimimi ve kerati-
nositlerde sitoprotektif yolaklarin indiiklenmesi,

3. Dendritik hiicrelerin aktivasyonu, olgunlagmasi
ve bunlarin lokal lenf diigiimlerine gogti,

4. Kimyasal alerjenin, dendritik hiicreler tarafin-
dan saf T hiicrelerine sunulmasi, alerjen spesifik bellek
T hiicrelerinde farklilasma ve proliferasyon (Sekil 1).>

Kimyasal
yap1 Metabolizma ve Elektrofil
ve ozellikleri penetrasyon madde
Molekiiler Kn‘_—rr OIjAY 1
baslangi¢ Cilt proteinleri
2 ile kovalent
olay1 etkilesim
KiLiTOoLAY2 KILIT OLAY 3
= inﬂml Erin + inflamatuar sitokinler ve
Hiicresel akimssonin yiizey molekiillerinin
ceva, . " . indiiksiyonu
v 2 .Sltopr(.)tektlf genlerin * Dendritik hiicrelerin
indiiksiyonu mobilizasyonu
KILIiT OLAY 4
* Dendritik hiicreler tarafindan
Organ hi patibilite kompleks
sunumu
cevabi

* T hiicrelerinin aktivasyonu
* AKtif T hiicrelerinin proliferasyonu

ADVERS SONUC

Alerjenle
inflamasyon
tizerinden miicadele

SEKIL 1: Advers sonug yolag.*
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Dermal biyoyararlanim (penetrasyon ve varsa
metabolizma), bir maddenin duyarliligina neden ol-
masi i¢in 6n kosuldur. Yani madde, reaktif formda
canli epidermise ulagmalidir.” Ayrica diigitk molekiil
agirlikli kimyasallarin adaptif bagigiklik sistem tara-
findan taninmasi i¢in cilt proteinlerine kararli bir se-
kilde baglanip kompleks olugturmasi gerekir.’

I IN CHEMICO VE IN VITRO YONTEMLER

Avrupa’da artan politik ve etik talep tizerine, endiis-
triyel kimyasallarin ve kozmetik bilesenlerin giiven-
ligini hayvan testleri yapilmadan degerlendirme
zorunlulugu ortaya ¢ikmistir.> AOP kilit olaylarina
dayali test yontemleri ve validasyon durumlar1 Tablo
1’de incelenmistir.'

Ulkemizde 23/5/2005 tarihli ve 25823 sayili
Kozmetik Yonetmeligi’nin Ek 2. maddesi uyarinca
kozmetik iirtinler ve iiriin bilesenleri i¢in valide edil-
mis alternatif bir yontem varsa hayvan testlerinin ya-
pilmasi yasaktir. Hayvan deneylerine alternatif olarak
kullanilabilecek test metotlarinin OECD ve ECVAM

tarafindan onaylanmus, valide edilmis giincel test me-
totlar1 olmas1 gerekir. Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz
Kurumu tarafindan yayimlanan kilavuzda alternatif
deri duyarlilig1 testleri; Dogrudan Peptid Reaktivite
Olgiimii [Direct Peptide Reactivity Assay (DPRA)],
KeratinoSens™ ve Insan Hiicre Dizisi Aktivasyon
Testi [Human Cell Line Activation Test (h-CLAT)]
olarak belirtilir.'8

DOGRUDAN PEPTID REAKTIVITE OLGUMU, EKO-
NOMIK KALKINMA VE ISBIRLIGI ORGUTU 442C
Lizin ve sistein igeren bir peptidin indirgenmesine da-
yanan in chemico, bir test yontemidir. DPRA, diistik
molekiil agirlikli maddelerin (haptenlerin) cilt prote-
inlerine kovalent baglanmasiyla temsil edilen, deri
duyarliliginin baglangici (kilit olay 1) kabul edilen
haptenasyon siirecini inceler.

Test kimyasali, 100 mM (milimolar)’lik bir final
konsantrasyonda, uygun bir ¢oziicii i¢inde ¢6ziinebi-
lir olmalidir. Bu konsantrasyonda ¢6ziinmeyen test
kimyasallar1, diisiik ¢oziiniir konsantrasyonlarda test

TABLO 1: Deri duyarliligi igin in chemico/in vitro yontemlerin validasyon ve kabul durumu.''

Son giincelleme AOP kilit olay Test yontemi
2019 Kilit olay 1 DPRA
Peptid/protein bagi
ADRA
2018 Kilit olay 2 KeratinoSens™
Keratinosit yaniti
LuSens
SENS-IS
2018 Kilit olay 3 h-CLAT
Monositik/
dendritik hicre yaniti
U-SENSTM
IL-8 Luc Analizi
GARDTM
Kilit olay 4
T hiicre yaniti

Validasyon durumu/
Mevzuata iligkin kabulii

Onaylanmis Tamamlayici bilgi* ile “duyarlilastirici” veya “
duyarlilastirici degil”

Onaylanmis Tamamlayici bilgi ile “duyarlilastirici” veya
“duyarlilastirici degil”

Onaylanmig Tamamlayici bilgi ile “duyarlilastirici” veya
“duyarlilastirici degil”

Onaylanmig Tamamlayici bilgi ile “duyarlilastirici” veya
“duyarlilastirici degil”

Validasyon Tamamlayici bilgi ile “duyarlilastirici” veya

degerlendirmesinde

Onaylanmis Tamamlayici bilgi ile “duyarlilastirici” veya
“duyarlilastirici degil”

Onaylanmis Tamamlayici bilgi ile “duyarlilastirici” veya
“duyarlilastirici degil”

Onaylanmis Tamamlayici bilgi ile “duyarlilastirici” veya
“duyarlilastirici degil”

Validasyon “Duyarlilastirici

degerlendirmesinde

Test yontemine/
kilavuza gore sonug

“duyarlilastirici degil”

(1A-1B)” veya “duyarlilastirici degil”

AOP: Advers Sonug Yolagi; DPRA: Dogrudan Peptid Reaktivite Olglimii; ADRA: Aminoasit Tiirevli Reaktivite Olgiimii; h-CLAT: insan Hiicre Dizisi Aktivasyon Testi.
Tamamlayici bilgi* in silico cilt metabolizmasi degerlendirme yaklasimlarindan tiiretilebilir.'®
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edilebilir. Pozitif kontrol sinnamik aldehit ve negatif
kontrol olarak peptid ¢ozeltileri kullanilir. Sistein ve
lizin peptid ¢ozeltileri, test kimyasali i¢in sirasiyla
1:10 ve 1:50 oraninda oda sicakliginda 24 saat inkiibe
edilir. Reaktivite; gradyan eliisyonlu yiiksek perfor-
mansh s1v1 kromatografisi [high performance liquid
chromatography (HPLC)] ve 220 nm’de UV sapta-
mastyla ile sentetik hepta peptidlerin ylizde tilkenme
degeri lizerinden hesaplanir. Test maddeleri reaktivi-
telerine gore minimal, diisiik, orta veya yliksek olarak
siniflandirilir. Minimal reaktive sinifindaki kimya-
sallarin DPRA tahmini negatiftir. Diisiik, orta veya
yiiksek reaktivite sinifindaki kimyasallarin ise DPRA
tahmini pozitiftir. Ortalama %6,38 sistein ve lizin
peptid tikenme degeri, negatif ve pozitif tahminler
arasinda ayrim igin esik olarak kullanilir. Eger test
kimyasali lizin peptidi ile ayn1 alikonma siiresine sa-
hipse, tahmin sistein tilkenme degerlerine gore yapi-
lir. Ortalama %13,89 sistein tilkenme degeri, negatif
ve pozitif tahminler arasinda ayrim i¢in esik olarak
kullanilir."

AMINOASIT TUREVLI REAKTIVITE OLCUMU,
EKONOMIK KALKINMA VE iSBIRLIGI ORGUTU 442C

Aminoasit Tiirevli Reaktivite Olciimii, test kim-
yasali ile 25+1°C 24+1 saatlik inkiibasyondan sonra
N-[2-(1-naftil) asetil)-L-sistein] (NAC) ve a-N-[2-
(1-naftil) asetil)-L-lizin] (NAL) rezidiiel konsant-
rasyonlarinin  6l¢tildiigi in chemico bir test
yontemidir. Reaktivite; gradyan eliisyonlu HPLC
ve 281 nm’de UV saptamasi ile NAC ve NAL orta-
lama yiizde tiikenme degeri lizerinden hesaplanir.
Kullanilan sistein ve lizin tiirevi yapisinda naftalin
halkasinin varlig1 UV saptamay1 kolaylastirir. Ne-
gatif tiilkenme 0 olarak kabul edilir. Ortalama %4,9
NAC ve NAL tiikenme degeri negatif ve pozitif tah-
minler arasinda ayrim i¢in esik olarak kullanilir.
Eger test kimyasali NAL ile birlikte eliisyona ug-
rarsa, tahmin NAC tiikenme degerine gore yapilir.
Ortalama %5,6 NAC tiikenme degeri, negatif ve
pozitif tahminler arasinda ayrim i¢in esik kabul edi-
lir.'

Protein reaktivitesinin, deri duyarlilig: indiiksi-
yonunda temel bir adim oldugu diisiiniiliirse, reakti-
vite, kimyasallarin duyarlilik potansiyelini taramak
icin dnemlidir.*

80

ANTIOKSIDAN/ELEKTROFIL CEVAP ELEMANI-NRF2
LUSIFERAZ TEST YONTEMI (KERATINOSENSTM),
OECD 442D

Deri duyarlilastirict kiiglik elektrofilik maddeler,
Kelch benzeri ECH-iliskili protein 1 (Keapl) sensor
proteini tizerinde sistein kalintisina kovalent modifi-
kasyon yapar ve ardindan transkripsiyon faktorii niik-
leer faktor eritroid 2-iligkili faktdr 2 (Nrf2) ayrilir.
Ayrilan Nrf2 faz Il detoksifiye enzimleri kodlayan
genler gibi antioksidan/elektrofil cevap elemanina
[antioxidant/electrophile response element (ARE)]
bagimli genleri aktive eder. Bu basamaklar gbz 6niine
alindiginda KeratinoSens™ deneyi deri duyarliligina
bagh sitoprotektif gen yolaklarinin keratinosit akti-
vasyonunu yani, AOP’nin 2. kilit olayini ele alan in
vitro bir test yontemidir. Maddelerin sitokinleri ak-
tive etme ve sitoprotektif genleri indiikleme kabili-
degerlendirilir. Insan geni AKRI1C2’nin
indiiklenen gen oldugu gosterilmistir.

yeti

Yontemde kullanilan insan keratinosit hiicre
hattt [Human Keratinocyte cell line (HaCaT cell
line)] ARE’nin kontrolii altinda stabil bir lusiferaz ra-
portdr geni baridiran insan keratinositlerinden tiire-
tilmigtir. HaCaT, hiicre hatt1 i¢in orijinal stoktan
alian hiicreler maksimum 25 gegise (pasaja) kadar
cogaltilabilir. Test i¢in hiicreler %80-90 konfluent (s1-
kisik) olmali ve hiicrelerin higbir zaman tam birles-
meyecek sekilde biiyiitiilmesine 6zen gosterilmelidir.

Pozitif kontrol sinnamik aldehit ve negatif kont-
rol olarak dimetil siilfoksit( DMSO) kullanilir. 96 ku-
yucuklu plakaya ekilen hiicreler, test kimyasalinin 12
farkli konsantrasyonuna 48 saat boyunca maruz bira-
kilarak degerlendirilir. Olgiilen son nokta, lusiferaz
gen indiiksiyonu ve sitotoksisitedir. ARE’ye bagli yo-
laklarin gen ekspresyonunu dlgmek i¢in luminesans
analizi yapilir. ki tekrardan 2’sinde veya 3 tekrardan
2’sinde lusiferaz ekspresyonu gozlendiginde, tahmin
pozitif kabul edilir. Lusiferaz aktivitesi 1,5 kat daha
yiiksekse ve 3 bagimsiz tekrarin en az 2’sinde >%70
hiicre canlilig1 olan bir konsantrasyonda, solvent
kontroliine kiyasla, istatistiksel olarak anlamli dere-
cede farkl ise test kimyasal1 pozitif olarak derece-
lendirilir. KeratinoSens™ metodu ile ayni prensibe
dayanan LuSens test metodu, lusiferaz yardimiyla
ARE bagimli genlerin Nrf2 aracili aktivasyonunu de-
gerlendirir.?’ Hem KeratinoSens™ hem de LuSens
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suda veya DMSO’da ¢6ziiniir olan veya stabil bir dis-
persiyon olusturan kimyasallar1 test etmek i¢in uy-
gulanabilir. Gereken yiiksek konsantrasyon 2000
uM’dir. Bununla birlikte, test kimyasalinin sinirl1 ¢6-
zinlrliigl veya sitotoksik 6zellikleri nedeniyle, en
yiiksek 2000 uM konsantrasyon elde edilemediginde
daha diisiik konsantrasyonlar kullanilabilir.'®

EKONOMIK KALKINMA VE iSBIRLIGI ORGUTU
TEST KILAVUZU 442E'DE YER ALAN
TEST YONTEMLERI

h-CLAT, U937 Cilt Sensitizasyon Testi (U-SENS™)
ve Interlokin-8 Raportdr Gen Analizi (IL-8 Luc Ana-
lizi); test maddesinin ciltteki dendritik hiicreleri ak-
tive ve mobilize etme yetenegini degerlendirir.'*

iINSAN HUCRE HATTI AKTIVASYON TESTI

Kimyasalin, insan monositik 16semi hiicre hattt THP-
1’de yiiksek aktivasyon markorleri CD86 ve/veya
CD54 ekspresyonunu indiikleme yetenegini ele alan
kantitatif bir testtir.’

Uygun bir ¢oziicii iginde ¢dziinen veya stabil bir
dispersiyon olusturan test kimyasallar1 i¢in uygula-
nabilir. Log Kow degeri 3,5’e kadar olan maddeler
test edilebilir. Kontroller; pozitif 2,4 dinitrokloro-
benzen ve negatif (tuz/DMSO) olusturulur.

Test yonteminde asagidaki prosediir takip edilir:

W 48-72 saat on kiiltiir (0,1-0,2x10° hiicre/mL
yogunlukta),

B 24 kuyucuklu (1x10°hiicre/kuyu) plakada 24
saat boyunca 8 farkli konsantrasyondaki test kimya-
sal1 ile muamele,

B Hiicre yikama, 15 dk FcR blokasyonu,

B Hiicreleri 3 boliime ayirip 30 dk boyunca flo-

resin izotiyosiyanat [Floresein isothiocyanate

(FITC)]-konjuge antikorlar ile boyama,

B Akis sitometrisi ile CD86 ve CD54’{in rolatif
floresans yogunlugunun [relative fluorescence inten-
sity (RFI)] analizi.

En az 2 bagimsiz tekrarda test edilen herhangi
bir dozda (hiicre canliligt >%50) CD86’nin RFI’s1
>%150 ise ve/veya CD54’lin RFI’s1 >%200 ise tah-
min pozitif olarak kabul edilir. Ug bagimsiz ¢aligma-
nin 2’sinde veya 2 bagimsiz ¢alismanin 2’sinde
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markor ekspresyonu olursa tahmin pozitif olarak
kabul edilir.?!

MIYELOID U937 HUCRE HATTI AKTIVASYON TESTI
(U-SENSTM)

Spesifik hiicre yilizey markorii CD86 ekspresyon de-
gisikligini 6lcen in vitro bir test yontemidir. Insan his-
tiyositik lenfoma hiicre hattt U937 kullanilir. U937
test kimyasalina 45+3 saat maruziyet ve FITC etiketli
antikorlarla hiicre boyamasini takiben akis sitomet-
risi ile 6l¢lim yapilir. Uygun bir ¢oziicii icinde ¢ozii-
nen veya stabil bir dispersiyon olusturan test
kimyasallar1 i¢in uygulanabilir.”!

INTERLOKIN-8 RAPORTOR GEN ANALIZI
(IL-8 LUC ANALIZ)

Dendritik hiicrelerin aktivasyonu ile iligkili sitokin
(IL-8) indiiksiyonunu 6lgen in vitro bir test yontemi-
dir. Uygun bir ¢6ziicii iginde ¢dzlinen veya stabil bir
dispersiyon olusturan test kimyasallar1 i¢in uygula-
nabilir. IL-8 ve gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenaz-
lar promotorlerinin kontrolii altinda stabil lusiferaz
orange ve stabil lusiferaz red genlerini barindiran,
THP-1 tiirevli IL-8 raportor hiicre hattt THP-GS kul-
lanilir. IL-8 promotorii tarafindan diizenlenen lusife-
raz ekspresyonu, protokolde 4 bagimsiz ¢alismadan
en az 2 tanesinde belirtilen belirli bir esigin tistiinde
oldugunda tahmin pozitif olarak kabul edilir.*!

Ek olarak, OECD test kilavuzlari i¢in degerlen-
dirilen yontemlerden SEN-IS; 62 genlik biyobelirte¢
paneline sahip 3 boyutlu yeniden yapilandirilmis epi-
dermis tabanli bir modeldir. Genomik alerjen
GARD™ ise olgun insan dendritik hiicre hattinda
yaklagik 200 genden olusan biyobelirte¢ imzanin ro-
latif ekspresyonuna ve bilgisayarli 6grenme teknik-
lerine dayali multi-mekanistik bir yontemdir."”

I IN VIVO YONTEMLER

Deri duyarlilig1 icin yeni testlere ihtiya¢ duyuldu-
gunda, her zaman in chemico/in vitro test yontemle-
riyle baglanmir. Ancak bu yoOntemler genellikle
sinirlidir ve her madde i¢in kullanilamaz. In che-
mico/in vitro yontemlerin madde i¢in gegerli olma-
dig1  veya
degerlendirmesi i¢in uygun olmadig1 durumlarda, in
vivo cilt duyarlilik ¢aligmasi yapilabilir. Murin Lokal

sonuclarin  smiflandirma ve risk
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Lenf Diigiimi Testi [local lymph node assay
(LLNA)], in vivo test icin ilk tercih edilen yontem-
dir. Sadece istisnai durumlarda baska bir test kullani-
lir. '3

LOKAL LENF DUGUMU TESTI

Local Lenf Diigtimii Testi [Local Lymph Node Assay
(LLNA)] uygulama yerinde bulunan lenf diigiimle-
rinde, artan indiiklenmis proliferatif cevabin 6lgiil-
digii ve bu sekilde maddelerin duyarlilagtirict
etkisinin siiflandirildig bir test yontemidir. Sadece
indiiksiyon fazini 6zetler.

8-12 haftalik disi fareler kullanilir. Deney pro-
tokolil; her grupta 4 hayvan olmak iizere en az 3
farkli konsantrasyonun uygulandigi test grubu, sa-
dece ¢oziicli uygulanan negatif kontrol grubu ve po-
zitif kontrol grubundan olusur. 3 giin boyunca deney
hayvanlarinin kulak arkalarina topik uygulama yapi-
lir. 4 ve 5. giinde uygulama olmaz. Altinc1 giin kuyruk
veninden (3H)-metil timidin enjeksiyonu yapilir ve 5
saat sonra hayvanlara 6tenazi uygulanir. Kulak arkasi
lenf diiglimleri ¢ikarilip lenfosit slispanse edilir ve len-
fosit proliferasyonlari 1511 sayaci ile Olgiiliir. Sti-
miilasyon indeksi (SI) degeri elde edilir. Lenf diiglimii
proliferasyonunda 3 kat artiga (SI>3) neden olan kon-
santrasyon hesaplanarak, test kimyasalinin ACD olus-
turma potansiyeli siniflandirilir.3R yoniinden katkisi
hayvan sayisinin azaltilmasi ve daha az agr1 ve sikin-
tryla hayvan refahinin iyilestirilmesi seklindedir. Du-
yarlilastirict maddeler; ¢ok giiclii, giiglii, orta derece
ve zayif olarak simiflandirlir.??

AZALTILMIS LOKAL LENF DUGUMU TESTI

Sadece negatif kontrol grup ve yiiksek doz grubu kul-
lanilir ve bu nedenle Azaltilmis Lokal Lenf Diigiimii
Testi doz-yanit bilgisi saglamaz. Indiiksiyon fazini
ele alan radyoaktif bir yontemdir. Kaynak farelerdir.
3R yoniinden katkis1 %40 kadar hayvan sayisinin az-
altilmasi seklindedir.”?

LOKAL LENF DUGUMU TESTI-BRDU

Radyoaktif olmayan bir yontemdir. SI>1,6 sonucunda
kimyasallarin pozitif cevap verdigi kabul edilir. 3R
yoniinden katkisi hayvan sayisinin azaltilmasi ve hay-
van refahinin iyilestirilmesi seklindedir.?®

LOKAL LENF DUGUMU TESTI-DA

Uygulama yerinde bulunan lenf diigiimlerindeki pro-
liferatif hiicre 6l¢iimiiniin ATP igerigi tespit edilerek
yapilan bir yontemdir. Disi fareler kullanilir. Test 8
giin siirer; 1, 2, 3 ve 7. gilinlerde uygulama yapilir.
Radyoaktif olmayan bir yontemdir. SI>1,8 sonucunda
kimyasallarin pozitif cevap verdigi kabul edilir. 3R
yoniinden katkis1 hayvan sayisinin azaltilmasi ve hay-
van refahinin iyilestirilmesi seklindedir.>*

I IN SILICO YONTEMLER

In silico modelleme yeni hayvan ¢alismalariin ya-
pilmadig1 mevcut bilgileri degerlendiren bir sistem-
dir. Yontemde kullanilacak verilerin dogrulugu bu
modelleme sisteminin basarisinda rol oynar.!°Cilt
sensitizasyon tahmininde kullanilan in silico araglar
Tablo 2°de verilmistir.

TABLO 2: Cilt sensitizasyon tahmininde in silico araglar.?

Yazilimin adi
QSAR Toolbox (OECD)

ToxTree (IdeaConsult Ltd., Bulgaristan)

VEGA( Istituto di Ricerche Farmacologiche Mario Negri IRCCS, Italya)
CASE (Ultra MultiCASE Inc, ABD)

Derek Nexus (Lhasa Limited, Birlesik Krallik)

TIMES (Laboratory of Mathematical Chemistry (LMC), Bulgaristan)
TOPKAT (Dassault Systemes S A, Fransa)

Danish (Q)SAR database: Technical University of Denmark, National Food Institute, Danimarka)

Son nokta ve/veya egitim seti veri tiirii
Proteine baglanma

LLNA* ve GMPT**

LLNA ve GMPT

Reaktivite etki sekli

LLNA

GMPT ve LLNA

GMPT ve LLNA

GMPT ve LLNA

GMPT

GMPT ve insanlarda alerjik kontakt dermatit

*LLNA: Lokal Lenf Diiglimii Testi, **GMPT: Kobay Maksimizasyon Testi.
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QSAR modelleri bir maddenin fizikokimyasal
ozellikleri ile 6zel bir etki yaratabilme becerileri ara-
sindaki iliskidir. Incelemeler matematik modelleme
temeline dayal1 bir dizi bilgisayar yazilimiyla ger-
ceklesir. Kimyasallarin Kaydi, Degerlendirilmesi,
Izni ve Kisitlanmas1 [Registration, Evaluation, Aut-
horisation and Restriction of Chemicals (REACH)]
kapsaminda omurgali hayvanlar {izerindeki deneyle-
rin sayica azaltilmasi ve maliyetlerin diigiiriilmesi igin
basvurulacak bir yontemler dizisidir. Toksikolojide
QSAR, yapis1 ve dzellikleri bilinen maddelere yapi-
sal olarak benzeyen ancak toksikolojik 6zelligi bilin-
meyen bir maddenin kimyasal yapisindan, o
maddenin toksisitesini belirler.®

Yaklasimlar oldukea cesitlidir ve her biri farkl
in vivo veri kiimelerine dayanarak gelistirilmistir.
QSAR modelleri kullanim1 ve raporlama formatlari,
Bilgi Gereksinimleri ve Kimyasal Giivenlik Deger-
lendirmesi Rehberinin R.6. bolimiiniin R.6.1 kis-
minda yer alan bilgiler izlenerek yapilir.?

Mekanizmanin anlagilmadigi veya bilinmedigi
durumlarda, TOPKAT, Derek Nexus gibi uzman sis-
temlerden biri veya birkagi, bir tahmin verebilecek
en iyi aday olacaktir.?

In silico yontemlerin giivenilir olmas1 i¢in Av-
rupa Kimyasallar Ajansi tarafindan belirlenen iglem
basamaklari agagida yer alir (Tablo 3).%

I SINIFLANDIRMA, !_ETiKETLE!\/Iﬁ VE
AMBALAJLAMA YONETMELIGI
UYARINCA SINIFLANDIRMA VE
ETIKETLEME

Deri duyarliligina neden olan maddeler ve karigim-
lar, Siflandirma, Etiketleme ve Ambalajlama [Clas-
sification, Labelling and Packaging (CLP)] Tiiziigii
uyarinca siniflandirmalar ile karakterize edilebilir. Bir
maddenin duyarlilagtirma potansiyeli hakkinda bilgi,
karisimlarin siniflandirilmasi ve etiketlenmesi igin
onemlidir. Ciinkili karigimlarda siniflandirma igin
farkli spesifik konsantrasyon limitlerinin kullanilmasi
gerekir. Deri duyarlilastiricilar Kategori 1°de “uyar”
sozcligiiyle siniflandirilir ve tehlike ifadesi H317
“Alerjik cilt reaksiyonlarina neden olabilir” seklin-
dedir.?

&3

TABLO 3: Gvenilirlik icin islem basamaklari.?®
In silico degerlendirme adimlar
Adim 0 Bilgilerin toplanmasi
Adim 1 On analiz
Adim 2 Siniflandirma semalarinin kullanimi
Adim 3 Yapisal uyaricilarin (spesifik noktalarin) taranmasi
Adim 4 On degerlendirme
Adim 5 Benzer bilesiklerin taranmasi
Adim 6 (Q)SAR tahminleri
Adim 7 Son degerlendirme

QSAR: Kantitatif yapi aktivite iligkileri.

1A alt kategorisi: Insanlarda yiiksek siklikta
ve/veya hayvanlarda yiiksek potansiyel gosteren
maddelerin, insanlarda anlamli bir duyarlilik tiretme
potansiyeline sahip oldugu varsayilabilir.

1B alt kategorisi: Insanlarda diisiik ve orta de-
rece siklikta ortaya ¢ikan ve/veya hayvanlarda diisiik
ve orta derece potansiyel gosteren maddelerin, in-
sanlarda duyarlilik iiretme potansiyeline sahip oldugu
varsayilabilir.?

I ALTERNATIF TEST YONTEMLERI
NASIL KULLANILIR?

Herhangi bir test yapilmadan dnce mevcut tiim bilgi-
lerin degerlendirilmesi gerekir. Arastirilacak madde;
kategori 1 cilt korozif, giigli asidik (pH<2) veya
bazik (pH>11,5) veya havada kendiliginden, oda si-
cakliginda su ya da nem ile temas halinde alev alma
ozelliklerini tasiyorsa test yapilmasi gerekmez. !>

In chemico/in vitro yontemlerin sadece bir me-
kanik olay (AOP kilit olay) hakkinda bilgi vermesi
nedeniyle yontem kombinasyonlarina ihtiyag vardir.
Duyarlilagtirma potansiyelinin daha giivenilir deger-
lendirmesini saglamak i¢in 2 veya daha fazla yakla-
simdan en 1yi sonuglarin, nasil entegre edilebilecegi
degerlendirilir.>!3

Ancak sonuglarin birlestirilmesi ile her zaman
daha iyi tahminler elde edilemeyecegi de belirtilir.?

OECD tarafindan onerilen yontem kombinas-
yonlar1; Olgme ve Degerlendirmede Biitiinlesik Yak-
lasim [Integrated Approaches to Testing and
Assessment (IATA)] ve Tanimlanmis Yaklasimdir
[Defined Approaches (DAs)].*
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©)

Test
kimyasali

——
Kilit olay b

Kilit olay a

Hayir
Evet

Uyuma
dayanarak
smiflandirma

2

3’te 2 uyuma daya-
narak
siniflandirma

Test kimyasali |

Kilit olay 3

Duyarlilastiric:

Kilit olay 1

Duyarlilastirici
degil

SEKIL 2: a: AOP 2/3 tanimli yaklasim semasi. Kilit Olaylar 1-3 igin Ekonomik Kalkinma ve isbirligi Orgitii test kilavuz yéntemleri, 3 yontemden en az 2'sinde fikir birligi
gosterene kadar tanimsiz bir diizende gerceklestirilir. b: Kilit Olay 3/1 Sirali Test Stratejisi tanimli yaklagim semasi.

TANIMLANMIS YAKLASIMLAR

Sabit bir bilgi kaynagi kiimesi ve sabit veri yorum-
lama prosediiriine dayanan deri duyarlilig1 alaninda
gelistirilen hayvan dis1 yaklagimlar “test etme ve de-
gerlendirmeye yonelik tanimlanmig yaklagimlar” ola-
rak belirtilir. Olusturulan tahminlerin kurala dayali
oldugu ve uzman kararindan etkilenmedigi vurgula-
nir ve birden fazla test kullanim avantaji, testler ara-

sinda teknik sinirlarin nasil karsilandigina bagli-
dir.26-%7

Tanmimlanmis yaklasim AOP 2/3: Analizler 2
kilit olay i¢in gerceklestirilir. DPRA, Keratino Sens
(LuSens) ve h-CLAT (U-SENS) yontemleri kullani-
lir. Karar semasi Sekil 2a’da gosterilmistir.'

Kilit olay 3/1 siral test stratejisi: Girdi olarak
kilit olay 1 (DPRA) ve 3 (h-CLAT, IL8-Luc, U-

Test kimyasal1

Yontem A

Yontem B

Duyarlilastiric: degil

—®% Duyarlilastiric

—@9 Duyarlilastiric

SEKIL 3: Entegre yaklasim ikili kombinasyon.2’

84
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SENS) verilerine ihtiya¢ vardir. Karar semas1 Sekil
2b’de gosterilmistir.'*

Bir diger entegre yaklagim ikili kombinasyon-
dur. Tahmin, 2 testten hangisinin dnce gergeklestiril-
diginden bagimsizdir. Ancak ilk testin DPRA 2. testin
h-CLAT olmasi durumunda daha iyi sonuglar elde
edilir. Karar semasi Sekil 3’te gosterilmistir.”’

GAPRAZ OKUMA

Capraz okuma (read-across) yaklagimi ise sorgulan-
makta olan bir maddenin fizikokimyasal, toksikolojik
ve ekotoksikolojik 6zelliklerini belirleyebilmek icin
yapisal olarak ona benzer bir maddenin 6zelliklerin-
den yararlanilmasi prensibine dayanir. Hedef madde-
nin tehlikeli 6zelliklerini degerlendirmek i¢in 1 veya
daha fazla kaynak maddeden verilerin kullanimini
gerektirir. Test maddesinin se¢ilen madde ile uygun-
lugunu degerlendirmek i¢in baz1 sorulara yanit aran-
malidir:

-Ayni son nokta dikkate alintyor mu?

-Reaktivite ve sensitizasyon davranigini etkile-
yebilecek ilave fonksiyonel gruplar veya ilave siibs-
titientler var m1?

-Fizikokimyasal parametreler benzer mi? (6rne-
gin LogP, uygulanabilirlik etki alan1 degerlendirme-
leri)

-Duyarlilik profilini etkileyen safsizliklar var
mi?

-Muhtemel kimyasal mekanizma ayni midir?

Capraz okuma (read-across) kullanimi ve rapor-
lama formatlari, Bilgi Gereksinimleri ve Kimyasal
Giivenlik Degerlendirmesi Rehberinin R.6. bolimii-
niin R.6.2 kisminda yer alan bilgiler izlenerek yapi-

lir.?

OLCME VE DEGERLENDIRMEDE
BUTUNLESIK YAKLASIM

IATA, kimyasal tehlike veya risk degerlendirmesi
icin test stratejileri kullanilarak yeni bilgilerin tiretil-
mesiyle birlikte mevcut bilgilerin entegre analizine
dayanan, bilimsel yaklasimlar olarak tanimlanir.
Karar durumu ile ilgili; kabul edilebilir belirsizlik se-
viyesi dikkate aliarak, belirli bir diizenleyici bag-
lamda tanimlanmis bir soruyu cevaplamak icin
tekrarli yaklagim izlenir.”® Belirli bolgesel gereklilik-
lere veya yasal diizenlemelere esnek ve uyarlanabilir
sekildedir.’

[IATA’daki genel degerlendirme siireci, farkli

bilgi pargalarmin tartilmasinda mutlaka bir
uzman goriisii gerektiren kanit agirligina dayanir. Ta-
nimlanmis yaklagimlar, IATA’nin karar baglami
icinde ayn1 diizeyde bilgi sagladiginda ise in vivo ve-
rilere esdeger alternatifler olarak kabul edilir. Tanim-
lanmis yaklasimlardan bazilari, insanlarda deri
duyarlilig1 yanitlarinin tahmininde iyidir; bu nedenle
degerlendirme i¢in LLNA verilerine alternatif veya
zaten mevcutsa bu verilerle birlikte IATA’nin gegerli

bileseni olarak kullanilir (Sekil 4).2¢

In vivo test kilavuzlari ‘

- Invitro test
kilavuzlari
(Q)SAR © Tanmh
modelleri " | yaklasimlar
Kilavuzu
. olmayan metotlar |

}_

S ¢ R
f \ \
' Gruplama ve
| capraz okuma
\ | | %

~ | Kanit agirlig1

SEKIL 4: Olgme ve degerlendirmede bitiinlesik yaklasim elemanlari ve tanimlanmis yaklasimlarin élgme ve degerlendirmede biitiinlesik yaklasim igindeki rolii.2e

&5
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Tiim toksisite testleri gii¢lii yonlere ve sinirla-
malara sahiptir. Bu nedenle hayvan dis1 metotlarin ve
tanimlanmis yaklagimlarin performansini degerlen-
dirmek i¢in referans hayvan verileri kullanirken, hay-
vansal test sonu¢larinin smirlarin1 da géz Oniinde
bulundurmak 6nemlidir. Spesifik olarak, hayvan dis1
yontemlerin ve tanimlanmig yaklasimlarin, referans
yontemden daha dogru tahminler vermesi beklenme-
melidir."

Duyarlilik tehlike potansiyeli lizerinde sonuca
varmak i¢in kanit agirlig1 yaklasiminin kullanilmasi
gerekir. Kanit agirligini tamamlayabilecek bilgiler,
read-across (¢apraz okuma) ya da in silico yakla-
simlar gibi test dis1 yontemlerden veya deri duyar-
liligina dayali diger biyolojik mekanizmalar: ele
alan test yontemlerinden elde edilebilir. Bir veya 2
kilit olaydan elde edilen bilgiler kullanilarak sinif-
landirma ve risk degerlendirmesi konusunda bir so-
nuca varilmazsa, 3 kilit olay hakkinda bilgi
saglanmasi gerekir.

Tutarl veriler, in vitro testlerden ve potansiyel
olarak ilgili OECD QSAR Toolbox gibi kaynaklar-
dan elde edilmesi durumunda, duyarlilik tehlikesi
lizerine bir sonu¢ miimkiin olmalidir. Veriler tutarsiz
ise duyarlilik potansiyelinin dogru sekilde tahmin
edilmesini saglamak i¢in ek bilgi toplanmalidir.

Duyarlilastirict maddeler i¢in insanlarda dikkate
deger duyarlilik potansiyeline sahip olup olmadigi
konusunda bir degerlendirme yapilmasi gerekir (CLP
Kategori 1A). Kategori 1A hari¢ tutulabilirse, mad-
denin Kategori 1B (orta deri duyarlilastirici) sinifinda
oldugu varsayilir. '

Dikkate deger duyarlilik (Kategori 1A) goz ardi
edilemediginde, ek bilgiye (in silico, in chemico, in
vitro) ihtiyag¢ vardir. Benzer maddelerden elde edilen
bilgiler; LLNA verileri gibi potansiyel degerlendir-
mede yardimcei olabilir. OECD QSAR Toolbox ve
Derek Nexus ise benzer maddelerin tanimlanmasinda
ve potansiyel tahmin i¢in kullanilan EC3 degerini 6n-
gormede kullanilabilir.'>*® EC3, kimyasal maddenin
proliferatif cevapta 3 kat artisa neden oldugu kon-
santrasyondur.’

Hayvan dis1 test yontem(ler)inin yeterli bilgi
elde etmede madde icin uygun oldugu garanti edil-
melidir. Ornegin test maddesinin log Kow degeri
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veya diislik ¢oztintirligii belirli bir in vitro yontemin
kullanimini engelleyecek sinirlamalardan olabilir.'®

I ALTERNATIF TEST YONTEMLERINDEKI
SINIRLAMALAR

DPRA, KeratinoSens™, LuSens, h-CLAT, U-
SENS™ ve IL8-Luc Raportdr Gen Analizi yontem-
lerinden elde edilen bilgiler, bagimsiz bir yontem
olarak degil, kanit agirligi yaklasimi i¢indeki diger
bilgilerle birlikte kullanilmalidir. Béylece duyarli-
lastirict olan ve olmayan maddeler arasindaki ayi-
rim yapilabilir. Su anda, test yontemleri tek basina
duyarlilastirict maddelerin 1A ve 1B alt kategorilere
siiflandirilmasi i¢in uygun degildir."

DPRA yontemi; metal bilesikler, bilinmeyen
veya degisken kompozisyondaki maddeler ve kari-
simlar, kompleks reaksiyon {iriinleri ve biyolojik ma-
teryaller i¢in kullanilamaz.?® Prohaptenler bu analizde
tespit edilemez. Pre-haptenler ise yanlis negatif so-
nuglar verebilir. Sistein veya lizin digindaki amino-
asitlere kars1 tercihli reaktiflige sahip kimyasallari
test etmek, yanlis negatif sonuglara neden olabilir. Bir
peptide kovalent olarak baglanmayan, ancak oksi-
dasyonunu (sistein dimerizasyonu) tesvik eden kim-
yasallar potansiyel yanlis pozitif tahminlere yol
acabilir. Ayrica DPRA yonteminde; diisiik ¢oziiniir
konsantrasyonlarda test edilen kimyasali1 duyarlilag-
tirict olarak tanimlamak i¢in pozitif sonuglar kullani-
labilir. Ancak negatif tahmin durumunda kesin bir
sonug ¢ikarilmamalidir.

KeratinoSens™ yonteminde <1000 pM konsant-
rasyonlarda elde edilen negatif sonuglar yetersiz veya
sonugsuz olarak kabul edilmelidir.

KeratinoSens™ ve LuSens yontemlerinde, pro-
haptenler yanlis negatif sonuglar verebilir. Pre-hap-
tenler, 6zellikle yavas oksidasyon orani olanlar, yanls
negatif sonug¢lara neden olabilir. Sistein ve lizin ka-
lintilar1 disindaki niikleofillere kars1 6zel reaktiviteye
sahip maddeler, bu analizlerde yanlis negatif olarak
algilanabilir. Duyarlilastiric1 olarak hareket etmeyen
ancak kimyasal etkileyici (stres uygulayict) olan test
kimyasallar1 yanlis pozitif sonuglara yol acabilir. Bu
test sistemleri i¢inde hiicrelerin yasayabilirligi >%70
olmasi1 gerektigi icin yiiksek sitotoksik kimyasallar
her zaman giivenilir bir sekilde degerlendirilemez.
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Ayrica KeratinoSens™ ve LuSens analizlerinde lusi-
feraz enzimi ile etkilesime giren maddeler, limine-
sansi artirarak (fitodstrojenler) veya inhibe ederek
lusiferaz aktivitesini etkileyebilir.

LuSens yonteminde <2000 uM konsantrasyon-
larda elde edilen negatif sonuglar yetersiz veya so-
nugsuz olarak kabul edilmelidir. Yontemde log Kow
7’nin iizerinde olan maddeler, uygulanabilirlik alani
disindadir, log Kow 5 ile 7 arasindaki maddelere ilis-
kin sinirh bilgi mevcuttur.

h-CLAT, U-SENS™ ve IL8-Luc Raportér Gen
Analizinde prohaptenler ve pre-haptenler yanlis ne-
gatif sonuglar verebilir.

h-CLAT yontemi, log Kow degeri 3,5’ten daha
yiiksek olan maddeler i¢in negatif sonu¢ verme egi-
limindedir. Bu sonuglar dikkate alinmamalidir. Hiic-
relerin canlilig1 >%70 olmas1 gerektigi icin yiiksek
sitotoksik kimyasallar her zaman giivenilir bir sekilde
degerlendirilemez.

h-CLAT ve U-SENS™ yontemlerinde, FITC
veya propidyum iyodiir ile ayn1 dalga boyunu yayan
giiclli floresans maddeler akis sitometrik saptamayi
engelleyecektir, bu nedenle FITC etiketli antikorlar
kullanilarak dogru bir sekilde degerlendirilemezler.

U-SENS™ yo6nteminde membran bozucu mad-
deler, 6rnegin siirfaktanlar CD86 nin non-spesifik bir
sekilde artmasi nedeniyle yanlis pozitif tahminlere
neden olabilir. Testte, hiicrelerin canliligr >%50 ol-
masi gerektigi i¢in yiiksek sitotoksik kimyasallar her
zaman glivenilir bir sekilde degerlendirilemez.

IL8-Luc Raportér Gen Analizinde uygun bir ¢6-
ziicii iginde 20 mg/mL’de ¢oziinmeyen maddelerle
elde edilen negatif sonuglar dikkate alinmamalidir.
Yiizey aktif maddeler (yanlis pozitif), anhidritler (yan-
l1s negatif) ve lusiferaz aktivitesine miidahale eden
maddeler testin uygulanabilirlik alan1 digindadir.!s

Deri duyarliligi geligimi farkl hiicreler arasinda
etkilesim gerektiren karmasik bir siirectir. Valide edil-
mis in vitro yontemler, 2 boyutlu monokiiltiir icer-
diklerinden, gercek in vivo durum zayif bir sekilde
temsil edilir. Clinkii monokiiltiir temelli testlerde, ke-
ratinosit ve dendritik hiicreler arasi iletisim ve ¢ap-
raz etkilesim yapay olarak ayrilir.?’ Son olarak; in
chemico ve in vitro yontemlerde yaygin sekilde hay-
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vansal tirlinlerin (6zellikle fetal buzagi/sigir serumu)
aminoasit, hormon ve biiyiime faktori kaynagi ola-
rak hiicre kiiltiirii ortamina eklenmesi, yontemleri
hayvan testi alternatifi olmaktan uzaklagtirabilir.*°

[l SONUG

Hayvan dis1 yontemler, diinya capinda hayvan de-
neylerine alternatif olma yolunda artan bir degere sa-
hiptir. Alternatif yontemlerin entegrasyonu ile in vivo
yontemlere olan gereksinim azalir.

In silico yontemler bulgularin iyi degerlendiril-
mesini, dogru hesaplanmasini ve ¢ok yonlii paramet-
relerin hesaba katilmasini saglar. Bdylece bir¢ok test
icin canli hayvan kullanimia gerek kalmaz. Ancak
Avrupa Birligi Tiiketici Glivenligi Bilim Komitesi,
kozmetik bilesenlerin ve iiriinlerin giivenlik deger-
lendirmesine iligkin risk degerlendirme kilavuzunda
deri duyarliligi i¢in kullanilan in vivo hayvan testle-
rinin tamamen degistirilmesinin 10 y1l kadar siirece-
gini 6ngoriir.

Kabul edilen alternatif yontemler, test maddele-
rinin duyarlilastiric1 potansiyelini belirlemede hayvan
modellerine kiyasla yeterli degildir. Bu nedenle EC-
VAM’a gore kullanilan diizenleyici hayvan testlerinin
yerine birden ¢ok hayvan disi1 test yontemi uygulan-
malidir, tamamen yer degistirme i¢in AOP’nin temel
mekanizmalarini ele alan yontemlerin kombinasyo-
nuna ihtiya¢ duyulur. Bununla birlikte, SENS-IS ve
GARD yontemleri gelecekte, validasyon sonrasi, tek
basina giivenli sonuglar verecektir. Ayrica, yeni yon-
tem protokollerinde hayvansal kaynakl iiriin kullani-
mindan kaginilmasi teknik ve etik agidan daha iyi in
vitro yontemler saglayacak, kontaminasyon riskini ve
bilinmeyen bircok degiskenin deney ortamina girisini
engelleyecektir. Yontemlerde farkli hiicre tipleri ige-
ren ko-kiiltiir modellerinin kullanilmast da tek bir test
ile birkag kilit olay analizi saglayacaktir.

Ozetle, in vitro ve in silico yontemlerin uygula-
nabilirlik alanlariin genisletilmesi ve gelisiminin ta-
mamlanmasi i¢in diizenleyici kurumlar, akademi ve
sanayi arasindaki igbirliginin devam etmesi ve yeni
veri tabanlarinin olusturulmasi gerekir.
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