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Ozet

Murin lokal lenf nodu denemesi (LLNA), kantitatife
yanit verilerinin ara dgerlerinin bulunmasiyla sunular:
kimyasalarin relatif cilt hassasgarma guglerinin belirlenme
amaciyla kullanilabilir. Bu yaklgimi kullanarak, 6ncede
ciltte kasilasan bir kimyasal allerjendeki vehikll matriks
hassalsstirma gict Uzerinde belirgin bir etkisi olabilgoe
gostemistik. 3'Un bir stimilasyon godstergesine (Sl) ne
olarak tahmini bir konsantrasyon olan, ECZefinden mate-
matiksel olarak turetilen bir fonksiyonu gibi, refagiic tah-
minleri LLNA doz yanitlarindan hesaplanabilir. Haslsstir-
ma glict Uzerindeki uygulama vehikilinin daha aekisini
argtirmak icin, dort taninan insan kontak allerjeniaktivite-
sini aragtirmak icin LLNA kullanildi: ki giizel kokulu kimya-
sal izodjenol ve sinnamik aldehit; Bmetil aminopropilami
(dus jelinde kullanilan bir strfaktan, kokamidopropéthin’in
hassasktirici bir kirlili gi) ve dibromodisiyanobiitan (kozme-
tiklerde kullanilan bir koruyucu olan Oksil K400’ imassaska
tirici unsuru). Dort kimyasatla, yedi farkli vehikilin h
birinde uygulandi (aseton: zeytinyd4:1]; dimetilsilfoksid
metiletilketon; dimetil formamid; propilen glikolevhem 50:5
ve hem de 90:10 karmli etanol ve su). Bir kimyasalin bulun-
dugu vehikul epidermise sunuldiunda, hassasiarici etk
tizerinde belirgin bir etkisi bulungu g6rildi. EC3 deerleri,
izo6jenol igin %0.9-4.9, sinnamik aldehit i¢in %Y, dime-
tilaminopropilamin igin %21.7->10 ve dibromodisiydrigan
icin %1.7-6.4'du. Bu veriler, icindeki kimyasalinlteé kasi-
lastigl vehikilerin kimyasallarin relatif cilt hasdagirici glcl
tzerinde ©Onemli etkisi oldiwnu d@rulamakta ve allerji
kontakt dermatitler karlasma tizerinde de belirgin bir etk
olabilmektedir. Veriler ayrica, bu etkileri dncedgiisteren b
metod olarak LLNA'nin yararini ve bdylece daha laasssl
degerlendirmelerinin gediminde gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Lokal lenf nodu denemesi, Gug,
Risk gkrlendirmesi,
Cilt hassasilalmasi, Vehikul
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Summary

The murine local lymph node assay (LLNA) can be
to determine the relative skin sé@imng potency of chemic:
via interpolation of the quantitative dose respoda&@ gene
ated. Using this approach we have demonstrade qugh
that the vehicle matrix in which a chemical allerge encon
tered on the skin can have a significant influeaoesensit
ing potency. Estimates of relative potency areuated fror
LLNA dose responses as a function of the mathealg
derived EC3 value, this being the concentrationredgd t
induce a stimulation index (SI) of 3. To investgyétrtherthe
influence of application vehicle on sensitizing quaty, th
LLNA has been used to examine the activity of foagonize
human contact allergens: isoeugenol and cinnandiehgie
two fragrance chemicals; dmethylaminopropylamine
sensitizing imprity of cocamidopropyl betaine, a surfac
used in shower gel) and dibromodicyanobutane (&msitz
ing component of Euxyl K 400, a preservative useddasmé
ics). The four chemicals were applied in each eErediffa-
ent vehicles (acetone: olive oil [4:1]; dimettsdiphoxide
methylethylketone; dimethyl formamide; propyleneyagil
and both 50:50 and 90:10 mixtures of ethanol antbmyal
was found that the vehicle in which a chemicalrisspnted
the epidermis can have a marked effect on seimgj activity
EC3 values ranged from 0.9 to 4.9% for isoeugemomfo.
to 1.7% for cinnamic aldehyde, from 1.7 to > 10% dame
thylaminopropylamine and from 0.4 to 6.4% for dimad-
cyanobutane. These data confirm that the vehichestiich |
chemicdis encountered on the skin has an important émfa
on the relative skin sensitizing potency of chefsi@nd me
have a significant impact on the acquisition oémgjlic contas
dermatitis. The data also demonstrate the utilitthe LLNA
as a methodor the prediction of these effects and thus fe
development of more accurate risk assessments.
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T Klin J Cosmetol 2002, 3:135-143

T Klin J Cosmetol 2002, 3

135



Z. M. WRIGHT et al. DORT KIMYASAL'IN C ILT HASSASLASTIRICI GUGLERI UZERINDEKI VEHIKUL ETKILER

Mdrin lokal lenf nodu denemesi (LLNA), cilt degerlendiriimesi icin LLNA'nin yararinin daha da
hassaskdirici  kimyasallart  tanimlayan  bir fazla aratiriimasiydi (11,12). Burada raporlanan,
metoddur (1-3). Metod, cilt hassaglaci konuyla ilgili dGrin formdlind de iceren, iki
kimyasallarin tanimlanmasi icin tek bir test olacak laboratuvarda dort  bilinen insan  kontakt
sekilde yeteri kadar onaylanmasina karar verilen,allerjeninin, yedi farkli vehikdlin herbirinde
Interagency Co-ordinatory Committee for the uygulandgindaki LLNA sonuglaridir.

Validation of Alternative Methods (ICCVAM)

(Alternatif metodlarin onaylanmasi icin ayarlanma Materyel ve Metodlar
koordinasyon komitesi) tarafindan gelendiril- Katilan Laboratuvarlar
mistir (4). Benzer onay, European Commission, Bu aratirmalara katilan 2 laboratuvar, Safety

via the European Centre for the Validation of and Environmental Assuance Centre (SEAC)
Alternative  Methods  (Alternatif ~metodlarin - Toxicology Unit, Unilever Research, Sharnbrook,
onaylanmasi icin Avrupa merkezinin, Avrupa UK. (Laboratuvar 1) ve Zeneca Central
komisyonu) tarafindan da verilgtir (5). Toxicology Laboratory, Macclesfield, U.K.

Son zamanlarda, LLNA'nin riskli  (Laboratuvar 2).
tanimlanmaya ek olarak, kimyasallarin relatif cilt
hassaskgirict  gucunin  belirlenmesinde  bir . _
yaklasim sasladipida  gosterilmitir. Deneme, 1zodjenol (sgfllk %+ 99.0) _Aldrlch’ten (Poole,
farelerde tekrarlanan topikal uygulamadan sonraPorset, U.K.), sinnamik aldehit (saflik %99.0) ve
uygulanan yeri direne eden lenf nodlarindaki bir 3-dimetilaminopropilamin  (saflik %+ 99.0)

fonksiyon olarak proliferatif yanitlara neden olan Sigmadan  (Poole, ~ Dorset, UK.  ve
bir test kimyasalin hassasiaici aktivitesini dibromodisiyanobitan (metildibromoglutaronitril)

dlcmektedir. Bir kimyasal, ayni zamandaki (saflik %99.8) Calgon‘Corporation (Pittsburg,
vehikiille tedavi edilen kontrollerle U-S-A.)’dan elde edildi.izleyen vehikuller, her
karsilastirildiginda, bir veya daha fazla test laboratuvar tgraﬂndan pemsiz olarak' s;andlz
konsantrasyonlarinin lenf nod hiicresi (LNC) aseton: zeytin ya 4:1 (AOO); metiletilketon
proliferasyonunda 3 kat veya daha fazlasini stimiile(MEK); dimetil formamid (OMF); polietilen glikol
edecek bir cilt hassastaricisidir (1). Bu bir EC3  (PG); dimetril stlfoksid (DMSO), etanol:  su
deserinin tiretilmesiyle sglanabilir, bu da LNC ~ (EtOH), 90:10 ve etanol: su, 50:50. Dozlu
proliferasyonunda 3 katlik bir agtisaslamak icin solisyonlar hergiin tedaviden 6nce, acele olarak ve
stimilasyonu  gereken  kimyasalin  tahminj t@Ze olarak hazirland.

konsantrasyonudur (6-8). Bu yalianl kullanarak, Hayvanlar

onceden, cilt Uzerinde vehikdl matriksteki bir Calsmalarin baindan sonuna kadar 6 ve 12

materyalin kagilastigl il_(i kimyasal_ a_lllerj:enin hafta arasl ydarinda dii CBA/Ca irki fare
hassaslgirma guct tizerinde cok belirgin bir giicli (arjan UK Ltd, Bicester, Oxford, UK) kullanildi.

oldugunu gostermtir  (9,10). Onceki  Hayvanlar standart kallarda kafes bana dérder

Materyeller

argtirmalarimizda, vehikdl matriksinin - tane olmak iizere barindinldi: Porton kombine
etkilemesinin, kimyasal allerjenler arasind@isi®  gjiyet (Special Diets Services Ltd, Witham, UK9 ve
degismedgi agikca belirgin dgildi. ad libitum olarak musluk suyu uygundu.

Yukarida yazilanlaringiginda, LLNA'da bir
sira kontakt allerjenlerdeki farkli vehikillerin
etkisinin tespiti icin ileri analizler ydrutilmesi
yolunu sectik. Bir amacimiz vehikul etkisinin
surekliligini  arsgtirmak ve ikincisi de, risk
degserlendirme strecinde bir ilk basamak olarak
guvenilir cilt hassasktrici aktivitenin

Lokal Lenf Nodu Denemesi

Laboratuvar 1 yedi farkli vehikilde sinnamik
aldehidin  ve dibromodisiyanobitan’in  sbe
konsantrasyonunu test etti. EC3 gdderini
tiretmek amaciyla tekrar test etmeler, DMF ve
DMSO’daki sinnamik aldehit ve MEK’'deki
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dibromodisiyanobitan durumunda daha sidi
konsantrasyonlarda yonetildi. DMSO'daki
dibromodisiyanobitan, doz yanitini
amaclyla iki kere test edildi. Laboratuvar 2; yedi
farkli  vehikildeki izo6jenol ve 3-dimetil
aminopropilaminin bg konsantrasyonunu test etti.

Z. M. WRIGHT et al.

veri noktasinin dgrusal ara dgeri bulunmasiyla
EC3 dgerleri belirlendi. Vehikdlle tedavi edilen

uzatmak kontrol deerleri (SI=1) sonradan kullanilamadi.

3'Un Sl deerinin altinda ve Ustliinde gwdan
dogruya uzanan veri noktalarini kullanarak, EC3
degeri izleyen denklemi kullanarak hesaplanabilir

Once tanimlanan laboratuvarlarin her ikisinde de(13).

standart LLNA protokolu kullanildi (1).

EC3 = C + [(3-d) / (b-d)] (a-C)

Ozet olarak, (i¢ giin arka arkaya giinliik olarak Burada a= 3'in tzerinde Sl'yi veren ensilk

dortli fare gruplarinin  kulaklarinin arkalarina
topikal olarak 25pL’lik her bir test kimyasal
konsantrasyonu veya yalniz uygun vehikilign e
voliimiinden surtldiilk tedaviden bg giin sonra,
butun farelere 2QCi [°H] metiltimidin (3HTdR)
(Amersham International, Amersham, UK, 2 Ci
mmol”lik spesifik aktivite, 1 mCi pL*
konsantrasyon) iceren 25QL fosfat tamponlu
salin (PBS) intravendz olarak enjekte edildi.sBe
saat sonra, fareler karbondioksit gnmasiyla
sakrifiye edildi. Drene eden avrikiiler lenf nodlari

konsantrasyon, b= a ile verilen Slgaei, c= 3'Un
altinda Sl'yi veren en yiksek konsantrasyon, d= c
ile verilen Sl dgeri.

Sonuclar
Iki laboratuvarlardan elde edilen sonuclar,
bitiin test edilen kimyasal/vehikil kombinasyonlar
icin dpm nod ve 9 deserlerinin gosterildii,
Tablo 1-4'de sunulmyiur.
Onceden gosterildi gibi, farkli vehikillerle
yalniz tedavi edilen fareler arasinda tritiated

(DLN) hizla eksize edildi ve her deneysel grup i¢in timidin birlesmesinin seviyelerinde zeminde bazi

toplandi. LNC’nin tek hiicre slspansiyonlari,
paslanmaz celik kafesle

degisiklikler vardi. AOO ile °H birlesmesinin

hassasca mekanikseviyeleri dort deneyde 307 dpm fltden 463

disaggregasyonla hazirlandi (200 mesh boyundagpm nod'a dgisirken, MEK icin, be deneyde sira
John Staniar & Co., Manchester, UK). Mesh, sonra216-360 dpm nod DMF icin be deneyde 215-
PBS'le iki kere yikandi ve hucreler gece boyunca 429 dpm nod, PG icin lic deneyde 233-260 dpm

4°C'da %5 trikloroasetikasitte (TCA) cokertildi.

nod*, DMSO icin yedi deneyde 279-882 dpm hod

Her cokelti sonradan topak haline getirildi ve %5 * EtOH/ddw (90:10) icin dért deneyde 293-329

TCA'da resuspende edildi ve 10 ml'lik sintillasyon
sivisiyla sintillasyon sisesine transfer edildi
(Optiphase Hisafe 3, Wallac, Turku, Finland).
®HTdR’nin birlesmesi, her deneysel grup icin nod
basina dakika (dpm) bana dgilmalar olarak,3-
sintillasyon sayaci ile élculdi. Her grup icgin, ayn
anda vehikulle tedavi edilen kontrol grubuna rélati
olarak *HTdR birlgsmesindeki arjin
belirlenmesiyle bir stimilasyon go6stergesi (Sl)
turetildi.

Matematiksel Analiz

Ayni  andaki vehikllle tedavi edilen
kontrollere (EC3 dgeri) 3 relatif olarak bir Sl'ye

dpm nod" ve EtOH/ddw (50:50) icin ii¢ deneyde
295-238 idi. Tekrarlanan caalar arasinda
anlamh  farklihklar vardi, 6rngn DMSO
(524/882/530 dpm ndt'deki dibromodisiyano-
blatan, isodjenol veya dimetilaminopropilaminle
degil ama 6nceki gozlemlerle (9,10,14) birbirini
tutan iki deneydeki (sinnamik aldehit ve
dibromosiyanobiitan) ger vehikillerden DMSO
zeminleri daha yuksekti (Tablo 1-4).

Bitin olgularda, uygun doz vyanitlarina
erisilemedi. Orngin AOO’daki dibromodisi-
yanobitan %10.0'a kadar bir siradaki doz

yanitinda Sl dgerleri Uretirken arkasindan Sl

neden olmasi gereken test kimyasalin tahminidegerlerinde bazi dalgalanmalar kaydedildi. SI

konsantrasyonu icin, doz-yanit verileriningdasal

degerlerindeki dalgalanmalar, ayrica MEK, DMF

ara deerini bularak hesaplandi (13). 3'tin altinda Ve DMSO'daki dibromosiyanobitan, DMSO'daki

ve Ustlinde dgrudan d@ruya uzanan Sl aksinda 2
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Tablo 1. Dorder farelik gruplar, 3 giin arka arkaya ginlik
olarak kulaklarinin arkasina yalnizca vehikil veghikiilde

25 L degisik konsantrasyonlarda izo6jenol aldi. Tedavinin
baglamasini izleyen 5 giin, bitin farelere PBS'dgu20i
*HTdR'den 25QuL intravendz enjekte edildi. Besaat sonra
drene eden avrikiler lenf nodlari eksize edildi te&
hiicrelik bir siispansiyon haziflandTdR'In birlesmesi b-
sintillasyon sayaci ile 6l¢uldi ve 7 vehikil ictimgilasyon
gostergesi (Sl) ve her dortli fare gruplarindanatmgm
nodlar icin ortalama dpm (dpm nddgésterildi. AOO,
aseton: zeytin ya; MEK, metil etilketon; DMEF, dimetil
formamid; PG, propilen glikol; DMSO, dimetil silfsk
EtOH/ddw (90:10); EtOH/ddw (50:50).

Vehikil/konsantrasyon izoojenol

(%) dpm nod Si
AOO 307 1
0.5 552 1.8
1.0 898 2.9
2.5 2364 7.7
5.0 3389 11.1
10.0 3598 11.7
MEK 360 1
0.5 322 0.9
1.0 1149 3.2
2.5 1785 5.0
5.0 1768 4.9
10.0 2926 8.1
DMF 281 1
0.5 736 2.6
1.0 765 2.7
2.5 1046 3.7
5.0 2101 7.5
10.0 3315 11.8
PG 260 1
0.5 216 0.8
1.0 418 1.6
2.5 784 3.0
5.0 1369 5.3
10.0 2201 8.5
DMSO 279 1
0.5 518 1.9
1.0 894 3.2
2.5 2062 7.4
5.0 5549 20.0
10.0 4780 17.1
EtOH/ddw (90:10) 324 1
0.5 594 1.8
1.0 652 2.0
25 1235 3.8
5.0 1890 5.8
10.0 4065 12.6
EtOH/ddw (50:50) 295 1
0.5 293 1.0
1.0 377 1.2
25 586 2.0
5.0 896 3.0
10.0 1606 5.4

dimetilaminopropilamin ve AOO ve MEK’deki
sinnamik aldehitlerde gdzlendi.
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3-dimetilaminopropilamin olgusunda, yalniz
olarak MEK, DMF, PG ve EtOH/ddw (50:50) ile
tedavi edilen fareler icin tritiated timidin
birlesmesinin seviyeleri relatif olarak birbirine
yakindi, 215'den 236 dpm nd@ siralaniyordu
(Tablo 2). 3-dimetilaminopropilaminin maksimal
proliferatif yanitlari kullanilan vehikile kga
olarak dgisiyordu, S| dgerleri PG'de 2.2'den,
DMP’de 15.7'ye kadar siralaniyorddzoojenol
olgusunda, maksimal proliferatif  yanitlar
kullanilan vehikule bgh olarak deisiyordu, SlI
degerleri en yuksek uygulama konsantrasyonunda
etanol/su'da (50:50) 5.4'den DMSO'da 1.7'ye
kadar siralaniyordu (Tablo 1). Sinnamik aldehid’in
neden oldgu yanitlar, kullanilan vehikile Ba
olarak dgisiyordu, S| dgerleri AOO’da 5.4'den
EtOH/ddw'de (50:50) 21.9'a kadar siralaniyordu
(Tablo 3). Dibromosiyanobitana olan proliferatif

yanitlar, kullanilan  vehikile I olarak
degisiyordu, Sl dgerleri AOO'da 5.4'den
EtOH/ddw (90:10)'de 13.6'ya siralaniyordu
(Tablo 4).

Yedi vehikuldeki izojenol, sinnamik ahdehid
ve 3-dimetilaminopropilamin ve dort vehikildeki
dibromodisiyanobitan icin EC3 geerleri, dgrusal
ara degerini bulmayla matematiksel olarak turetildi
(13) ve Tablo 5'de gosterildi. DMSO, PG ve
EtOH/ddw (50:50)'deki dibromodisiyanobtan ile,
toksisite veya dtik eriyebilirligin nedenleri icin
EC3 deerlerini tiretmekte gerekli seviyelerde
uygulama konsantrasyonlarini  artirmak olasi
degildi. Dibromodisiyanobutan, PG ve EtOH/ddw
50:50'de insoltibl'di ve DMSO’da uygulariginda
yiksek doz gruplarinda ileri toksisiteye yol
aciyordu. EC3 deerleri, izodjenol igin %0.9'dan
%4.9'a, sinnamik aldehid i¢in %0.5'den %1.7’ye,
3-dimetilaminopropilamin i¢in %1.7'den >%10’a
ve dibromodisiyanobitan icin %0.4'den %6.4'e
siralaniyordu izodjenol olgusunda, EC3 gkrleri
DMSO, AOO, MEK, DMF ve EtOH/ddw (90:10)
icin birbirine cok benzerken, PG ve EtOH/ddw
(50:50) icin yuksekti.

Dort kimyasal (en azdan yikss farkl
vehiktllerde en ¢ok potentten en azgmosbyle
siralanabilir:

T Klin Kozmetoloji 2002, 3
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Tablo 2. Dorder farelik gruplar 3 giin arka arkaya ginlik Tablo 3. Dorder farelik gruplar, 3 giin arka arkaya giinliik

olarak kulaklarinin arkasina yalnizca vehikdl
vehikilde 25 pL degisik konsantrasyonlarda 3-
dimetilpropilamin aldi. Tedavinin kEmasini izleyen 5
guin, biitiin farelere PBS'de 20Ci *HTdR'den 250pL
intravendz enjekte edildi. Besaat sonra drene edilen
avrikiler lenf nodlan eksize edildi ve tek hidkelbir
stispansiyon  hazirlandi.*HTdR'nin  birlesmesi -
sintillasyon sayaci ile dlclldu ve 7 vehikil ictmgilayon
gostergesi (SI) ve her dortli fare gruplarindanategmn
nodlar icin ortalama dpm (dpm nddgésterildi. AOO,
aseton: zeytin ya; MEK, metil-etil keton; DMF, dimetil
formamid; PG, propilen glikol; DMSO, dimetil slfsik;
EtOH/ddw (90:10); EtOH/ddw (50:50).

veya olarak kulaklarinin arkasina yalnizca vehikil veya

vehikilde 25pL degisik konsantrasyonlarda sinnamik
aldehid aldi. Tedavinin Bemasini izleyen 5 giin, bitin
farelere PBS'de 2Qu Ci *HTdR'den 250uL intravendz
enjekte edildi. Bg saat sonra drene eden avrikiler lenf
nodlari eksize edildi ve tek hicrelik bir slispaasiy
hazirlandi. 3HTdR'in birlgnesi b-sintillasyon sayaci ile
Olculdi ve 7 ventrikdl icin stimilasyon gostergésd) ve
her dortli fare gruplarindan toplanan nodlar igialama
dpm (dpm nod) gosterildi. AOO, aseton: zeytin ya
MEK, metil etil keton; DMF, dimetil formamid; PG,
propilen glikol; DMSO, dimetil silfoksit; EtOH/ddw
(90:10); EtOH/ddw (50:50% tekrarlanan ¢cajmalar.

Vehikul/konsantrasyon 3-dimetilpropilamin

(%) dpm nod Si
AOO 463 1
0.5 597 1.3
1.0 486 1.1
25 1626 35
5.0 3223 7.0
10.0 6417 13.9
MEK 216 1
0.5 350 1.6
1.0 448 2.1
25 812 3.8
5.0 1463 6.8
10.0 2716 12.6
DMF 215 1
0.5 320 1.5
1.0 363 1.7
25 937 4.4
5.0 1370 6.4
10.0 3389 15.7
PG 237 1
0.5 359 1.5
1.0 234 1.0
25 306 1.3
5.0 325 1.4
10.0 518 2.2
DMSO 392 1
0.5 529 1.4
1.0 510 1.3
25 826 2.1
5.0 2107 54
10.0 3549 9.0
EtOH/ddw (90:10) 329 1
0.5 331 1.0
1.0 500 1.5
25 527 1.6
5.0 1262 3.8
10.0 1938 5.9
EtOH/ddw (50:50) 236 1
0.5 243 1.0
1.0 216 0.9
25 393 1.7
5.0 292 1.2
10.0 1293 5.5
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Vehikul/konsantrasyon Sinnamik aldehid

(%) dpm nod St
AOO 422 1
1.0 912 2.2
25 1632 3.9
5.0 1937 4.6
10.0 3190 7.6
25.0 2290 54
MEK 293 1
1.0 816 2.8
25 1823 6.2
5.0 2504 8.5
10.0 4287 14.6
25.0 3873 13.2
DMF 429/426 1
0.1 #348 #0.8
0.25 #638 #1.5
0.5 #1319 #3.1
1.0 189941970 4.44#4.6
25 3582 8.3
5.0 3705 8.6
10.0 4575 10.7
25.0 4767 111
PG 233 1
1.0 491 21
25 1344 5.8
5.0 1899 8.2
10.0 3804 16.3
25.0 3965 17.0
DMSO 524/~882 1
0.1 ~620 ~0.7
0.25 ~1465 ~1.7
0.5 ~2052 ~2.3
1.0 2935/~2732 5.6/~3.1
25 4003 7.6
5.0 3989 7.6
10.0 4480 8.5
25.0 5898 11.3
EtOH/ddw (90:10) 293 1
1.0 792 2.7
25 1034 35
5.0 1414 4.8
10.0 1521 5.2
25.0 1694 5.8
EtOH/ddw (50:50) 238 1
1.0 492 21
25 2253 9.5
5.0 2454 10.3
10.0 3288 138
25.0 5223 21.9
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Tablo 4. Dorder farelik gruplar, 3 glin arka arkaya ginluk Tablo 5. EC3 deeri, 3'lin bir stimiilasyon gostergesine
olarak kulaklarinin arkasina yalnizca vehikil veya neden olarak, dgusal ara dgeri bulmasiyla
vehikilde 25 pL  degisik  konsantrasyonlarda ~matematiksel olarak turetilen; gerekli kimyasal
dibromodisiyanobiitan  aldi. Tedavinin slzanasini konsantrasyonudur. AOO, aseton: zeytirglyaMEK,
izleyen 5 gin, bitin farelere PBS'de 20 Ci metil etil keton; DMF, dimetil forfamid; PG, propih
3HTdR’den, 250 mL intravenoz enjekte edildi.sBmat  glikol; DMSO, dimetil sulfoksid; EtOH/ddw (90:10),
sonra drene eden avrikiler lenf nodlari eksizededit etanol: su (90:10); EtOH/ddw (50:50), etanol: su
tek hicrelik bir stspansiyon hazirlandi. 3HTdR'in (50:50). PG ve EtOH/ddw ile kombine DBDCB’nin
birlesmesi B-sintillasyon sayaci ile élculdii ve 7 vehikil EC3 degeri, eriyebilirlik (50:50) dgitimlarina ve
icin stimillasyon gostergesi iiSve her dortlii fare DMSO’daki DBDCB'nin EC3 dgeri toksisiteye bgli
gruplarindan toplanan nodlar icin ortalama dpm (dpm olarak belirlenemedi. n.d.= yapilmadi; n.a.= uygun
nod?) gosterildi. AOO, aseton: zeytin ia MEK, metil degil; IE: izodjenol; CA: sinnamik aldehid; DMAPA=

etil keton; DMF, dimetil formamid; PG, propilen lil; 3-dimetilpropilamin; DBDCB= dibromodisiyanobdtan
DMSO; dimetil sulfoksit; EtOH/ddw (90:10); EtOH/ddw
(50:50)#" tekrarlanan cajmalar; nd-yapilmadi. . EC3 Deseri (% VIv)
Vehikiil iE CA DMAPA DBDCB

_ _ N AOO 1.0 1.7 2.2 5.2
Vehiktl/konsantrasyon___Dibromodisiyanobutan ] MEK 1.0 1.1 1.8 0.4
(%) dpm nod s DMF 1.4 05 17 6.4
AOO 422 1 PG 2.5 1.4 >10 n.d.
;g 1713;2 ;g DMSO 0.9 0.9 3.2 n.a.

' ' EtOH/ddw 1.8 1.6 4.1 1.0

5.0 2981 7.1
10.0 1908 45 (90:10)
25.0 2283 5.4 EtOH/ddw 4.9 1.2 7.1 n.d.
MEK 2934216 1 (50:50)
0.25 #372 #1.7
0.5 #980 #4.5
1.0 #7197 #3.7
25 910 31
5.0 982 34 .
10.0 1649 5.6 Isodjenol: DMSO > AOO = MEK > DMF >
2o et . EtOH/ddw (90:10) > PG > EtOH/ddw (50:50)
DMF pesd 5 Sinnamik Aldehid: DMF > DMSO > MEK >
ié’o 2917031 339 EtOH/ddw (50:50) > PG > EtOH/ddw (90:10) >
25.0 2552 5.9 AOO
50.0 2292 53
PG nd nd 3-dimetilaminopropilamin: DMF > MEK >
22 nd nd AOQO > DMSO > EtOH/ddw (90:10) > EtOH/ddw
10.0 nd nd (50:50) > PG
25.0 nd nd
50.0 nd nd i igi (] .
V0 5211862121530 ! Dibromodisiyanobitan: MEK > ETOH/ddw
0.25 /[1]596/[2]590 /[1]0.7/[2]1.1 (90:10) > AOO > DMF
05 /[1]736/[2]1063 /[1]0.8/[2]2.0 _
1.0 1774/[1]1819/[2]1093  3.4/[1]0.9/[2]2.1 Laboratuvar 1, sonuglar tutarsiz ve bir EC3
5.0 1003/[1]1909/[2]11910  1.9/[1]2.2/[2]3.6 L . 9
10.0 1331/[1]1272/2]1201  2.5/[1]1.4/2]2.3 degerinin tdretilmesi olanak e oldusundan,
ggg 215%/5[2']91/4[122]2/2%]11435 4-14%1/%2-%[2]2-7 dibromodisiyanobitan/DMSO camnasini iki kere
EtOH/ddw (90:10) 293 B yineledi (Tablo 4, koyu yazilar). Bu sunulacak ve
9o oo e yiiksek dozlardakjiipheli toksisitesi dgrulanacak
25 1492 5.1 konsantrasyonlarin siralanmasina yol adik
>0 o " tekrarlanan cajma %0.25, %0.5, %1.0, %5.0,
E?H/ddw (50:50) ,ﬂ,d nT,d %10.0 ve  %25.0'hk  konsantrasyonlarda
5.0 nd nd gerceklatirildi. Butin S| deerleri negatifti ama
299 nd nd gozlenen lokal tahsi yoktu. Sonra test, %0.25,
50.0 nd nd %0.5, %1.0, %5.0, %10.0, %25.0 ve %50.0'da
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gerceklatirildi.  %5.0'da  pozitif bir yanit
go6zlenirken, bununla beraber lokal tahfi5.0,
%10.0, %25.0 ve %50.0'da acikca belirgindi.

Ilk wveri grubundan bir EC3 dgeri
turetiimedginden; MEK’teki dibromodisiyano-

Z. M. WRIGHT et al.

turetilmesi amaciyla LLNA kullanilarak agtarildi.
Secilen dort kimyasalin hepsi hergingdrtlarda
insan cildiyle temas effinden cilt hassasgirma
glcu Uzerindeki etkilerinin anlamigh icinde
uygundu. izodjenol ve sinnamik aldehid, allerjik

biitanda %0.25, %0.5 ve %1.0'de yinelendi. Pozitif kontakt dermatite neden gturacak gtizel kokulu

bir lenfosit proliferatif yaniti %0.5 ve %1.0'de
acia cikarildi. SI dgerlerinde bazi dalgalanmalar

kimyasallar olarak bilinmektedir (21). 3-
dimetilaminopropilamin, &orngn kisisel bakim

gozlendi; bununla beraber, sonuglar bir doz drinlerinde (22) yaygin olarak kullanilan bir

yanitiyla uyumlu dgildi ve 6nceki cagmadan elde
edilen sonuglarla uyumluydu.

Laboratuvar 1, iki kimyasal/vehikul
kombinasyonu icin bir EC3 derini ¢c6zmek
amaclyla 2 dier calsmayl da yineledi (Tablo 3,
koyu resimler). DMF'deki sinnamik aldehid, %0.1,
%0.25, %0.5 ve %1.0'deki tekrar bir gahada
analiz edildi ve %0.5 ve %1.0’lerde pozitif bir
lenfosit proliferatif yanit elde edildi. Sonucldir
doz yaniti ve ilk cagmadaki sonuclarla tutarliydi.

DMSO'daki sinnamik aldehid %0.1, %0.25, %0.5 fenomen,

ve %1.0'da tekrarlandi ve pozitif bir lenfosit
proliferatif yanit %1.0'da aga cikarildi. Yine,
sonuclar bir doz yaniti ve 6nceki ilk gahadaki
sonugclarla tutarliydi.

Tarti sma
Otuzbeg vyildir, ciltle temas eden bir
hassasktirict iceren vehikdlin, allerjik kontakt

dermatite neden olan bir derecede Onemli birdeneysel

etkisinin olabilecgi bilinmektedir (15). Bununla

surfaktan kokamidopropil betain (CAPD) bir cilt
hassaslgiricit  kirlili gidir, dibromodisiyanobitan
ise orngin kozmetiklerde ve islak tuvalet galinda
koruyucu olarak kullanilan Euxyl K400'Un
hassaskirict  unsurudur (23). Son anlatilan
kimyasal, giderek artan biekilde allerjik kontakt
dermatit episodlariyla beraber olmaktadir (24).

Burada sunulan veriler, vehikidl seciminin bu
kimyasallarin relatif cilt hassastarici gucini
etkileyebilecgini, dogrulamaktadir. Ayni
1,4-dihidrokuinon ve (kloro)-
metilizotiazolinon (9,10) iceren gier bilinen insan
hassaslgirici icinde rapor edilngtir.

Hangi yollarla vehikil veya formdl'dn cilt
hassaslgirici potansiyeli etkileyebile@g@ tam
olarak tanimlanmargtir. Teorikte, bircok uygun
mekanizma vardir. Perkutan absorbsiyondaki
degisikliklerin yoklugunda sodyum loril stlfatla
(SLS), hassasgtirici aktivitenin dgistirilebilecegi
incelemelerde gostergmiolmasina
ragmen (25), vehikil matriksin, cilt gecirgegilni

beraber bilgilerimize gore, sadece insan denemese/veya allerjenin lokalizasyonunu gigtirebile-

modellerinde  (15,16) bu fenomen
yapilandiriimg argtirmalarla ele alinngive gine-
domuzu kullanilarak sadece tek bir anlamlisgah
yonetilmistir ~ (17). Bu incelemeler, risk
deserlendirme amagclari icin hassasiaci guci
yargilama aracini gilamaktadir. Allerjik kontakt
dermatitte klinik olarak uygun bir etkisi olan,

icindeki ciltle temas eden kimyasalla matriksi 6ne

sirmenin kullardl  bulgu olmasi, ne blyidk
sansizliktir (18-20). Bu gereksinimi kaamak

icin, relatif cilt hassaskiirici gucin objektif

Olcimane izin veren LLNA'nin bir uygulamasini
gelistirdik (6,8,13).

Simdiki incelemelerde, doért bilinen insan

sinifh cesi tahmin edilmitir (15). Alternatif veya ek

olarak, vehikillerin, Langerhans hicrelerinin
fonksiyonlarini dizenledi bilinen ve
hassaskgirmanin kazanilmasi icin gerekli olan o
epidermal sitokinlerin tanimlanmasi tizerinde farkli
etkileri olabilir.

Bize ydneltilen bir soru, vehikdlin 6zel bir
kimyasal allerjen Uzerindeki etkisinin ©nceden
bilinip  bilinemeyecgidir, aslinda  6nemli
vehikiller her zaman daha gicli hassastya
onculuk ederler (EC3 derlerinden turetilng bir
fonksiyon olarak belirtildii gibi). Izotjenol,
sinnamik alded ve dimetilaminopropilamin
olgusunda, AOO, MEK, DMSO ve DMF

kontakt allerjeni, bir sira vehikil icinde gicln genellikle en diiilk EC3 dgerleriyle beraberdir.
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Tersine, PG ve etanol/su (50:50) o6zellikle
dimetilaminopropilaminle yiksek EC3 gkrleri
vermistir. izodjenol ve sinnamik aldehid’in DMF
ve DMSO’'da test edilmesiyle elde edilen
sonuclarin argirilmasi aydinlaticidir, ikisinin de
EC3 dgeri DMSO’da %0.9'dur ama DMF'de
izodjenol daha az gucliyken (EC3 gde
genellikle ikiye katlanngtir), sinnamik aldehid
daha gucludir (EC3 deri yarilanmgtir). Acikca
bu, vehiklllerin etkileri hakkinda genellemeler
yapmakta kan karlya gelinecek gibi, bir zorluk
endikasyonudur.

DMSO’daki  dibromodisiyanobitan  test

edilmesinin, yinelenen c¢amalarindaki sonuglar,
bu vehiktldeki kimyasalin belirgin toksisitesini

DORT KIMYASAL'IN C ILT HASSASLASTIRICI GUGLERI UZERINDEKI VEHIKUL ETKILER

kullaniimasina  gerek  duymayan  deneysel
denemeler geftirmektir. Bu denemeler ilk olarak
riskin tanimlamasina gereksinim duyarlar ama
sonucta bir risk tanimlanginda da guc Gzerinde
bilgi saslanmasina gerek duyulabilir. Elbette,
bircok maddeyle en azindan belli bir dereceye
kadar bir riskin sglanmasi, cilt hassaslariimasi
icin olgu olacaktir. LLNA ile sglanan cilt
hassaslgirici kimyasallar Uzerindeki relatif gigc
verisi, vehikillerin  etkisini  olgturabilecek
kantitatif bilgiyle beraber, bu alanda gelecekieki
vitro alternatiflerin yararin dgelendiriimesine
kargi yasamsal birkaynak okiuracaktir.

KAYNAKLAR
1. Kimber | and Basketter DA. The murine local ympode

gostermektedir. Tahyi reaksiyonlari (6dem ve assay: a commentary on collaborative studies awd ne
eritem), 2. gindeki test kimyasalin topikal directions. Fd Chem T(_)chol 1992; 30:165-9.
uygulanmasmdan onceki  ust doz grubundaz' Basketter DA, Gerberick GF, K-lmber_l and Lovelé.ﬂE.

g . . . The local lymph node assay: a viable alternative to
gozlenmgtir. Yeni kimyasallarin test currently accepted skin sensitization tests. Fd nChe
edilmesindeki standarglem, temel olarak énceden Toxicol 1996; 34:985-97.
tanimlanan standart panelden bir vehikulin 3- Gerberick GF, Ryan CA, Kimber I, Dearman RJ, Lda

. d ktad ton: ivE: 1 and Basketter DA. Local lymph node assey validation
S_eg'm_me ayar_]ma a_ 'r_(ase on: Ze_yt'_gM : _)' assessment for regulatory purposes. Am J Cont Derm
dimetil formamid, metiletilketon, polietilen glikol 2000; 11:3-18.
ve dimetil sdlfoksid) (1). Bununla beraber 4. NIH. The murine local lymph node assay: a testhod

, ; : i - ‘L for assessing the allergic contact dermatitis pakmf
DM_SO daki qlbrO_mOdISIyan(_)bUtan I¢in . Olafn chemicals/compounds. NIH Publication no. 99-4494.
veriler, LLNA'daki test edilen herhangi bir Internal NIH Publication, 1999.
kimyasal icin vehikil matriksin dikkatli se¢iminin 5. ECVAM. Statement on the validity of the Localrhgh
énemini anlatmaktadir. Yalnizca eriyebilirlik kkiti Node Assay for skin sensitisation testing. ECVAMn3o
bir fakto | k kabul edil szel b Research Centre, European Commisssion, Ispra, Italy, 2

.II’ aktor ogra a U. ediimez ama o0ze . Ir March 2000, ATLA, in press, 2001.
kimyasal/vehikil kombinasyonunun potansiyel g, kimber I, and Basketter DA. Contact sensitizat@mew
toksik etkileriyle uzlamams sonuglarin approach to risk assessment. Hum Ecol Risk Asse®5, 19
salanmasini gerektirecek verilerin 3:385-95. _
deserlendiril . herh i bir lokal toksisitevi ' Dearman RJ, Hilton J, Evans P, Harvey P, BaskBite

egerlenairimesi ve _e_r ang bir lokal 1o S_|S' ey_' and Kimber |. Temporal stability of local lymph red
ortaya c¢lkarmak icin hayvanlarin  dikkatli assay responses to hexyl cinnamic aldehyde. J Appl
gozlenmeside onemlidir. DMSO’daki TOX'EO' 1998; 183|28k1'4- ; .

: s " - : SeEni Basketter DA, Blaikie L, Dearman RJ and Rycroft RJG.
qlbromOdISIyﬁmObUtan’ kesin bir EC3 ni Use of the local lymph node assay for the estimatb
onceden g0stermeyi olanaksiz kilacak, fare relative contact allergenic potency. Cont Derm 42, i
kulaklarinin arkasinda toksik bir reaksiyonu press, 2000.

provake etti. Boylece, dibromodisiyanobitan icin
bir EC3 degeri, MEK, EtOH (90:10), AOO veya
DMF gibi farkh bir vehikdl kullanilarak
turetilecekti.

Su andaki veri setinin ve dnceden yayinlanan
digerlerinin gézden gegciriimesinden kaynaklanan,
son bir nokta vardir (9,10). Coksayida
toksikolog’'un 6vglye dgr amaci, hayvanlarin

142

9. Lea LJ, Warbrick EV, Dearman RJ, Kimber | and
Basketter DA. The impact of vehicle on assessment of
relative skin sensitization potency of 1,4-dihydiompne

in the local lymph node assay. Cont Derm 1999; 1821

Warbrick EV, Dearman RJ, Basketter DA and Kimber
Influence of application vehicle on skin sensitizatto
methylchloroisothiazolinone/methylisothiazolinone: an
analysis using the local lymph node assay. Cont Derm
1999; 41:325-9.

Basketter DA. Skin sensitization: risk assessmien J
Cosmet Sci 1998; 20:141-50.

10.

11.

T Klin Kozmetoloji 2002, 3



DORT KIMYASAL'IN C ILT HASSASLASTIRICI GUGLERI UZERINDEKI VEHIKUL ETKILER

Z. M. WRIGHT et al.

12. Dearman RJ, Basketter DA and Kimber I|. Local Igmp 20. Roeleveld CG and van Ketel WG. Allergic reactitmsa

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

node assay: use in hazard and risk assessmentpld Ap
Toxicol 1999; 19:299-306.

Basketter DA, Lea LJ, Dickens A, Briggs D, Pate |
Dearman RJ and Kimber IA. Comparison of statistical
approaches to derivation of EC3 values from locaidk
node assay dose responses. J Appl Toxicol 1992619:

6.

Kimber I, Hilton J, Dearman RJ and Hastings KL.
Assessment of the skin sensitizing potential oficaip

medicaments using the local lymph node assay: an23.

interlaboratory trial. J Toxicol Environ Health 189
53:563-79.

Kligman AM. The identification of contact aligms by
human assay, (Il). Factors influencing the inductand
measurement of allergic contact dermatitis. J hBEsm
1966; 47:375-92.

Marzulli FN and Maibach HI. Effects of vehiclesmd
elicitation concentration in contact dermatitistiteg. Cont
Derm 1976; 2:325-9.

Magnusson B and Kligman AM. Allergic contact
dermatitis in the guinea pig. Identification of tact
allergens. Charles C. Thomas, Springfield, 1970.

Hjorth N and Thomsen K. Differences in sengsitjz

capacity of neomycin in creams and ointments. Br J
Dermatol 1968; 80:163-9.

Ljunggren B and Moller H. Eczematous contadrgil to
chlorhexidine. Acta Dermato Venereol 1972; 52:308-1

T Klin J Cosmetol 2002, 3

hair dye elicited by an ointment containing DMSQn€
Derm 1975; 1:331.

Buckley DA, Wakelin SH, Seed PT, et al. The Gy
of fragrance allergy in a patch-test populationroael 7-
year period. Br J Dermatol 2000; 142:279-83.

Angelini G, Foti C, Rigano L and Vena GA. 3-
dimethylaminopropylamine: a key substance in cdntac
allergy to cocamidopropybetaine? Contact Derm 1995;
32(2):96-9.
Okkerse A, Geursen-Reitsma AM and van Joost, Th.
Contact allergy to methyldibromoglutaronitrile arettain
other preservatives. Cont Derm 1996; 34:151-2.

McFaaden JP, Ross JS, Jones AB, Rycroft RJ, $ifith
and White IR. Increased rate of patch test reagtitot
methyldibromo glutaronitrile. Cont Derm 2000; 42:54-

Heylings JR, Clowes HM, Cumberbatch M, Dearman RJ,
Fielding I, Hilton J and Kimber I. Sensitization &4-
dinitrochlorobenzene: influence of vehicle on apson
and lymph node activation. Toxicology 1996; 1096%5/-

21.

22.

24.

25.

Torijinal /ngilizce seklinden Tirkiye Klinikleri tarafindan terciime ediftir.
Turkceye tercimesinin gnulugundan Turkiye Klinikleri sorumludur, Blackwell
Science Limited veya Society of Cosmetic Chemistaimduluk kabul
etmemektedir.

Translated by Turkiye Klinikleri Publishing Houserh the original English
language version. Responsibility for the accuradytle translation in the
Turkish language rests solely with Turkiye KliniklBublishing House and is
not the responsibility of Blackwell Science Limitdthe Society of Cosmetic
Chemists.

143



