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ÖZET
Güneş ışığı ve fotoreaktif ksenobiyotiklere maruz kalan deride, 
normal olmayan deri reaksiyonları görülebilir. Fototoksisite, 
fotoreaktif kimyasal maddeler ve ışığa derinin aynı anda 
maruz kalması sonucu oluşan yanıtı olarak tanımlanır. 
Eritem, ödem, deri irritasyonu, kaşıntı gibi çeşitli belirtiler ile 
kendini gösterir. Bazı organik kimyasal maddelerin moleküler 
yapılarının UV ışığı absorblayan özellikte olması, madde 
tarafından oluşturulacak fototoksisiteyi indükleyebilir. Bu 
yapıya sahip ilaç ve kozmetik ürünlerin sayısı gün geçtikçe 
artmaktadır. Kimyasal maddelerin fototoksik potansiyellerini 
belirlemek için çeşitli test yöntemi geliştirilmiştir. Özellikle 
3R kuralının kabul görmesinden sonra kimyasal maddelerin 
ve kozmetik ürünlerin potansiyel toksik etkilerinin 

değerlendirilmesi için, in vivo modellerin yerine birçok 
alternatif in vitro yöntem geliştirilmiş, valide edilmiş ve 
düzenleyici kuruluşlar tarafından kabul edilmiştir. 11 Mart 
2013 tarihinde Avrupa Birliği’nde hayvanlar üzerinde test 
edilen her tür kozmetik ve kişisel bakım ürününün satışının 
yasaklanması ile birlikte kozmetik ürünlerin güvenlilik 
değerlendirmelerinde alternatif In vitro toksisite testleri 
kullanılmaya başlanmıştır. Fototoksisite testleri de dahil bu 
alternatif testler birçok toksisite çalışması için uygundur. Bu 
derlemede fototoksisitenin mekanizması ile bu toksik etkinin 
belirlenmesi amacıyla kullanılan alternatif test yöntemleri 
değerlendirilecektir. 
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GİRİŞ

İnsanlar da dahil olmak üzere, karada yaşayan tüm 
canlılar sürekli olarak güneş ışığına maruz kalır. Çevresel 
mikroorganizmalar, kimyasal maddeler, radyasyon ve çok 
çeşitli alerjenlere karşı bir bariyer görevi teşkil eden deri, 
güneş ışığından en çok etkilenen organdır. Güneş ışığından 
kaynaklanan yanıklar, eritem, hiperpigmentasyon, foto-
yaşlanma ve deri kanseri deriye ilişkin en sık görülen 
istenmeyen etkilerdir (1). Fototoksisite, tüm ışık kaynaklı 
doku reaksiyonlarını tanımlamak için kullanılan bir terimdir 
(2). Fototoksisite, organizmaya uygulanan bir maddeye 
derinin toksik cevabı olup, topikal veya sistemik olarak 
kimyasal maddeye maruziyeti takiben ışıkla temas sonrasında 
akut olarak ortaya çıkar (3). Bu nedenle fototoksisitenin 
en belirgin klinik belirtileri deri irritasyonu, eritem, 
ödem, kaşıntı ve deri yanıklarıdır (4). Fotoalerji, belirli bir 
maddeye duyarlı bireylerde immün sistemin aktivasyonu 
sonucunda oluşan bir alerjik reaksiyondur ve tip IV gecikmiş 
hipersensitivite yanıtıdır. Reaksiyon için alerjen maddenin 
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minimal konsantrasyonu yeterli olup, genellikle tekrarlayan 
maruziyetler sonrasında reaksiyon gelişir (5, 6).

Fototoksisite ve fotoalerjik reaksiyonlar arasındaki klinik 
ayrım oldukça zordur ve her iki durum da eş zamanlı 
gerçekleşebilir. Aşağıdaki tabloda fotoalerjen ve fotoaktif 
maddelerin neden oldukları fotosensitivite reaksiyonlarının 
ana özellikleri verilmiştir (Tablo 1) (7).

FOTOTOKSİK KİMYASAL MADDELER

Bir kimyasal maddenin fototoksisite ve/veya fotoalerji 
oluşturmasında aşağıda sıralanan özelliklere sahip olması 
önemlidir:

•  Doğal güneş ışığı (290-700 nm) aralığında ışığı absorplaması

•  UV-görünür ışığın absorbsiyonu sonrası reaktif türler 
oluşturması

•  Işığa maruz kalan dokularda (örneğin deri, göz) yeterince 
dağılabilmesi

Kimyasal maddeler bu koşullardan biri veya birkaçına 
sahip değil ise, bileşiğin genellikle doğrudan fototoksik bir 
reaksiyona yol açabileceğinden endişe edilmemelidir. Ancak, 
aynı zamanda dolaylı mekanizmalar ile de deride duyarlılık 
oluşabilmektedir (8).

İlaçlar gibi kimyasal maddelerin geniş bir spektrumu, 
benzen ya da heterosiklik halkalar gibi UV ışınları 
absorbe edebilen yapılara sahip olmaları nedeniyle 
fototoksisite potansiyelleri olduğu düşünülmektedir (9-
11). Bu tip ilaçlara örnek olarak antibiyotikler (kinolonlar, 
tetrasikilinler, sulfonamidler) (12), antihistaminikler, 
antimalaryal ilaçlar (kinin, klorokin), antikanser ajanlar 
(5-florourasil, vinblastin, vemurafenib, dakarbazin) (13), 
kardiyovasküler sistem ilaçları (aminodaron, nifedipin, 
kinidin, diltiazem), diüretikler (furosemid, tiyazidler), 

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

UV radyasyonu ya da yapay ışık kaynakları birçok ilaçta 
ışığa bağlı bozulmaya (photodecomposition) neden olabilir. 
Fotostabilite, ilaçların doğru raf ömrünün belirlenmesi 
ve sağlanmasında büyük bir engel teşkil etmektedir. Işığa 
bağlı bozulma sırasında, ışıkla uyarılmış (foto-eksite) 
ilaç molekülleri toksik bileşiklere dönüşebilmekte veya 
deri hücrelerinde doğrudan toksisiteye neden olan ROB 
oluşturabilmektedir (9).

Deri, kozmetik ürünlere ve beraberinde UV ve görünür ışığa 
(290-700 nm) maruz kalabilir. Bazı kozmetik ürünlerinin, 
fototoksik deri reaksiyonlarını uyardığı bilinmektedir 
(17). Bu nedenle ürünlerin güvenlilik değerlendirmesinde 
bileşenlerinin foto-güvenliliği önemli bir unsur haline 
gelmiştir (18, 19) . Foto-güvenlilik değerlendirmelerinde; 
fototoksisite (fotoirritasyon) ve fotoalerjinin belirlenmesi 
temel amaçtır (20).

FOTOTOKSİSİTENİN MEKANİZMASI

Güneş ışığı, değişik yoğunlukta enerji dalgaları yaymaktadır 
(21). Deniz seviyesinde güneş ışığı 290-3000 nm dalga 
boylarındaki ışımalardan oluşur. 290 nm’den daha kısa 
dalga boyundaki ışınmalar ozon tabakası ve stratosferdeki 
moleküler oksijen tarafından selektif olarak absorbe edildiği 
için deniz seviyesine ulaşamaz (22). Dünya yüzeyine ulaşan 
güneş ışını;

1. UV bölgesi (290-400 nın)

2. Görünür ışık (400-760 nın)

3.  infrared ışıma (760 nın’den daha uzun dalga boylu) olarak 
üç alt gruba olarak ayrılır(8).

Tablo 1. Fotoalerjen ve fotoaktif maddelerin neden oldukları fototoksik ve fotoalerjik reaksiyonlarının ana özellikleri
Fototoksik reaksiyonlar Fotoalerjik reaksiyonlar

İnsidans Yüksek Düşük
Duyarlanma Yok Var
Klinik Görünüm Güneş yanığı benzeri reaksiyonlar, eritem, ödem Egzama, kaşıntı
Başlangıç Semptomları Fotomaruziyet sonrası dakika-saat içerisinde Fotomaruziyet sonrası 24-48 saat içerisinde

Patofizyoloji Doğrudan hücre hasarı, DNA hasarı, reaktif oksijen 
bileşiklerinin (ROB) oluşumu, inflamasyon Tip IV hipersensitivite

Histoloji Epidermal nekroz, dermal ödem Sponjiyotik dermatit, dermal lenfohistiyositik infiltrasyon
Çapraz reaksiyon Yok Sıklıkla var
Teşhis Klinik ve fototestler Klinik ve foto-yama testler
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Penetrasyonun enerjisi ve miktarı da gelen ışığın dalga boyuna 
bağlı olarak değişir. UVA ve UVB gibi güneş ışığındaki kısa 
dalga boylu ışımalar fototoksisiteden sorumludur. UV-
görünür ışık ile oluşan fototoksisite, güneş ışığı ve fotoreaktif 
kimyasal maddelerin ortak katkısı ile meydana gelir (21). 
Aralarında dalga boyu en uzun olan, UV’nin %90-92’sini 
oluşturan UVA (320-400nm), derinin alt tabakası dermise 
kadar geçer. Reaksiyonların şiddeti, deride bulunan melanin 
pigmenti miktarına ve UVA ışımanın dozuna bağlıdır. 
UVB (290-320 nm), güneş yanığından asıl sorumlu olan 
ve deride melanin pigment sentezini stimüle eden en etkili 
banttır. Deride serbest radikal oluşumunu arttırır, oksidatif 
reaksiyonlarda hücre ve dokuların yıkılması sonucu ağrı 
ve inflamasyon ortaya çıkar. Deri kanseri ve foto-yaşlanma 
şeklinde etkileri ise, kronik maruziyetin bir sonucu olarak 
ortaya çıkmaktadır (22, 23).

Fototoksik ve fotoalerjik reaksiyonlardan genellikle UVB 
sorumlu değildir. İlaçlara bağlı kutanöz fotosensitizasyon 
reaksiyonlarından asıl sorumlu olan UVA’dır. Bu nedenle, 
hem UVA hem de UVB’nin akut ve gecikmiş zararlı etkilerine 
karşı mutlaka korunma önlemleri alınmalıdır (22).

Enerji, hedef molekülün temel düzeyden uyarılmış hale 
geçmesi için hedef molekül içindeki elektronları uyarmaktadır. 
Her bir kromofor benzersiz bir absorbsiyon yelpazesine 
sahiptir. Uyarılmış moleküller birkaç mikrosaniye içerisinde 
temel hale döner. Temel hale dönen bu moleküller, ışık ya 
da ısı yayabilir veya fotokimyasal reaksiyonlara uğrayabilir. 
Uyarılmış haldeki kromofor oksijene enerjisini devredebilir. 
ROB singlet oksijen, hidrojen peroksit, süperoksit anyonu 
ve hidroksil radikalleri içeren küçük moleküllerdir ve 
hücre membran ve organellerdeki doymamış lipitleri, 
aromatik aminoasitleri, DNA ve RNA’da bulunan pirimidin 
bazlarını okside edebilir. Okside ürünler çoklu inflamatuvar 
mediyatörlerin salımını tetikleyebilmekte ve bu nedenle 
inflamasyon ve eriteme neden olabilmektedir (24).

Fotoaktif kimyasal maddeler foton ve enerji absorblar ve 
böylelikle kimyasal maddelerde moleküler değişiklikler 
meydana gelebilir ya da ROB üretimiyle hedef organlarda 
toksisite gelişebilir. Fotokimyasal reaksiyonların ara ürünleri 
doğrudan sitotoksisiteye neden olan radikalleri içerir. Foto-
uyarılmış moleküller, komşu oksijen molekülüne enerji 
transfer edebilir ve sitotoksisitesi yüksek olan singlet oksijen 
formuna dönüştürebilir (25).

Fototoksik reaksiyonlar, endojen veya ekzojen kromoforların 
UV radyasyon ile etkileşimi sonucu oluşan, immünolojik 
olmayan reaksiyonlardır. Fototoksik kimyasal maddenin 
varlığında, UV radyasyona veya görünür ışığa maruziyet 

sonrası oluşan hücresel hasarın sonucu olarak fototoksisite 
meydana gelir. Fototoksik ajanlar endojen olabildiği gibi 
ekzojen de olabilir (26). Fototoksik reaksiyonlar UV 
radyasyonu, kromofor veya fotosensitizana maruziyet 
ile görülebilir ve reaksiyon ışık fotonu absorbsiyonunun 
takibinde başlar. Bazı fototoksik maddeler de kromozomal 
hasara neden olabilir. Mutajenik ve immunosüpresif 
özellikleri nedeniyle reaksiyon karsinojenez gelişimiyle 
sonuçlanabilir (27).

KOZMETİK ÜRÜNLERDE FOTOTOKSİSİTENİN 
BELİRLENMESİNDE KULLANILAN TESTLER VE 
ALTERNATİF YÖNTEMLER

Russell ve Burch tarafından 1959 yılında yayınlanan 3R 
kuralının (hayvan sayısını azaltma, yerine koyma, iyileştirme) 
uygulamaya konmasıyla birlikte (28, 29), in vivo yöntemler 
yerine ex vivo ve in vitro alternatif yöntemler geliştirilmeye 
başlanmıştır (28). 3R prensibinin uygulanmasının ardından 
in vivo foto-güvenlilik testleri son yıllarda kozmetik 
endüstrisinde geçerliliğini yitirmiş testler haline gelmiştir. 
1223/2009 sayılı Avrupa Birliği Kozmetik Tüzüğü’ne göre 
2004 yılından itibaren bitmiş kozmetik ürünlerin, 2009 
yılından itibaren ise kozmetik ürün bileşenlerinin hayvan 
deneylerinde test edilmesi yasaklanmıştır (30). Hayvanlar 
üzerinde denenen her tür kozmetik ve kişisel bakım 
ürününün Avrupa Birliği’nde satışı 11 Mart 2013 itibariyle 
yasaklanmıştır. Bu yasak, Avrupa Birliği’nin dışında yer alan 
ülkelerden ithal edilen ürünler için de geçerlidir (31).

Bilimsel amaçla deneylerde kullanılan hayvanların 
korunması için yayınlanan 2010/63/EU direktifine göre, 
sonuca ulaşmada kullanılacak başka yöntem veya test 
stratejileri varsa, deneylerde canlı hayvan kullanılmamasının 
gerektiği belirtilmiştir (32). Diğer taraftan, kozmetik 
direktifi ve yönetmeliğine göre, hayvan testlerine alternatif 
yöntemlerin olmadığı durumlarda bile test ve pazarlama 
yasakları uygulanmaktadır.

Çeşitli in vitro foto-güvenlilik değerlendirme testleri in vivo 
deneylerin yerine alternatif test yöntemleri olarak kullanıma 
girmiştir (33). Ancak, güvenilir ve kapsamlı bir hayvan 
kullanılmayan foto-güvenlilik tarama stratejilerinde eksiklik 
bulunmaktadır ve konu ile ilgili yeni yöntemlere halen 
gereksinim duyulmaktadır (34).

Kozmetikler ve farmasötik formülasyonların içeriğinde 
bulunan birçok kimyasal maddeye günlük hayatta giderek 
artan düzeylerde maruz kalınmaktadır. Bu kimyasal 
maddelerin fototoksisite potansiyellerinin belirlenmesinde 
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in silico (35), in chemico (19), in vitro ve in vivo analiz 
yöntemleri kullanılmaktadır. Örneğin, ROB oluşumunun 
tayini gibi kimyasal analizler (36), 3T3 Nötral Kırmızı Alım 
Testi (3T3-NRU), 3D epidermis modellerin uygulandığı in 
vitro analizler, domuz, fare veya sıçanların kullanıldığı in vivo 
deneyler rutin olarak kullanılmaktadır (37).

In vivo Fototoksisite Testleri

Fototoksik deri reaksiyonlarının belirlenmesinde; in vivo 
fototoksisite ve fotoalerji testleri kobay, tavşan, sıçan ve 
fare kullanılarak gerçekleştirilmektedir. Ancak etik açıdan 
düşünüldüğünde bu tür testlerin laboratuvar hayvanları 
üzerinde yapılması, hayvanlara önemli derecede rahatsızlık 
ve acı verme potansiyeline sahiptir.

Fare, kobay, domuz gibi laboratuvar hayvanları insanlarda 
oluşabilecek fototoksisitenin tespit edilmesinde kullanılan 
modellerdir. Hayvanlar topikal ya da sistemik olarak test 
maddesine ve uygun dozlarda UVA’ya maruz bırakılır (38). 
Eritem ve ödem oluşumu 0-4 arasında skorlanır ve 72 
saatlik gözlem boyunca maksimum skorun hayvan başına 
ortalaması alınır. Fototoksisite indeksi aşağıdaki denklem ile 
elde edilir:

UVA ışınıyla oluşturulmuş irritasyon indeksi - ışınlama 
olmayan irritasyon indeksi (39)

0.6 indeks değeri üzerindeki değerler potansiyel 
fototoksisiteyi gösterir.

Bir diğer yöntem ise, fare testlerinde kulak kalınlığı ödeminin 
belirlenmesi prensibine dayanarak ölçülmektedir. Bu in vivo 
testler bahsedildiği gibi hayvan refahı ve etiksel açıdan pek çok 
sorun teşkil etmektedir. Hayvan kullanılmayan fototoksisite 
testleri bu sorunların üstesinden gelmek açısından oldukça 
önem taşımaktadır (40,41).

In vitro Fototoksisite Testleri

3T3 Nötral Kırmızısı Gerialım Testi

Fototoksisitenin belirlenmesi kullanılan 3T3 nötral kırmızısı 
gerialım testini ayrıntıları (NRU 3T3 Neutral red uptake 
assay) OECD TG 432 (Test No. 432: In vitro 3T3 NRU 
Phototoxicity Test) kılavuzunda verilmiştir. Bu yöntem, ışığa 
maruziyet sonrası uyarılmış kimyasal maddelerin potansiyel 
fototoksisitesini tanımlamak için uygulanır. Bu test, ışığın 
varlığında ve yokluğunda kimyasal maddeye maruz kalmış 
hücrelerin canlılığındaki azalmaya göre foto-sitotoksisiteyi 
değerlendirir. Canlı hücreler, zayıf katyonik bir boya olan 
nötral kırmızı boyasını hücre membranlarından penetrasyon 

yolu ile intraselüler ortama alarak lizozomlarında biriktirir 
(3). Bu testteki sitotoksisite, hücrelerin test maddesine ve 
ışınlamaya maruziyetini takiben, nötral kırmızısı boyasının 
hücreler tarafından alımının madde konsantrasyona bağlı 
olarak azalması şeklinde ifade edilir (42).

Fare fibroblastı Balb/c 3T3 hücreleri, kimyasal maddeye 
maruz bırakıldıktan sonra UVA/görünür ışığa 5 J/cm² UVA 
dozunda maruz bırakılır (+UV deneyi), diğer plaka ise 
karanlıkta saklanır (-UV deneyi). Her iki plakta da maddeyi 
içeren hücre kültürü medyumu taze medyumla değiştirilir 
ve takiben 24 saatlik inkübasyon sonrasında NRU testi ile 
hücre canlılığı değerlendirilir. Hücre canlılığı, kimyasal 
maddeye maruz kalmamış negatif kontrollerin yüzdesi 
olarak ifade edilir. Test edilen kimyasal maddelerin her 
konsantrasyonu için hücre canlılığı hesaplanır. Test edilen 
maddenin fototoksisite potansiyelinin değerlendirilmesinde, 
radyasyon varlığında (UV+) ve yokluğunda (UV-) doz-
cevap eğrisi kullanılır. “Foto-irritasyon Faktörü (PIF)” veya 
“Ortalama Foto Etkisi (MPE)” hesaplanır (43). PIF değeri, 
radyasyon yokluğunda inhibitör konsantrasyon 50 (IC50: 
hücre canlılığını %50 oranında düşüren konsantrasyon) 
değerinin, radyasyon varlığında IC50 değerine oranıdır (Şekil 
1). IC50’nin elde edilemediği durumlarda MPE değeri OECD 
432 kılavuzunda belirtildiği gibi hesaplanır (21).
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yolu ile intraselüler ortama alarak lizozomlarında biriktirir (3). Bu testteki sitotoksisite, hücrelerin test 

maddesine ve ışınlamaya maruziyetini takiben, nötral kırmızısı boyasının hücreler tarafından alımının 

madde konsantrasyona bağlı olarak azalması şeklinde ifade edilir (42).   
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Etkisi (MPE)” hesaplanır (43). PIF değeri, radyasyon yokluğunda inhibitör konsantrasyon 50 (IC50: 

hücre canlılığını %50 oranında düşüren konsantrasyon) değerinin, radyasyon varlığında IC50 değerine 

oranıdır (Şekil 1). IC50’nin elde edilemediği durumlarda MPE değeri OECD 432 kılavuzunda 

belirtildiği gibi hesaplanır (21).   
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Şekil 1. PIF hesabı ve sonuçlarının değerlendirilmesi

Bu testin uygulanmasında bazı sınırlandırmalar söz 
konusudur:

•  Foto(sito)toksisite dışında diğer advers etkiler tahmin 
edilemez. Kimyasal ve ışığın kombine maruziyeti sonrasında 
fotogenotoksisite, fotoalerji ya da fotokarsinojenite ortaya 
çıkabilmektedir.

•  3T3 fototoksisite testi yalnızca tehlikenin tanımlanmasını 
kapsar; fototoksik etki gücünün değerlendirilmesi için 
kesinlik sağlamaz (21). Bununla birlikte, son yıllarda suda 
çözünür bileşiklerin fototoksisitesinin belirlenmesinde en 
uygun In vitro test olarak kabul edilmektedir.
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Alternatif Yöntemlerin Validasyonu Avrupa Merkezi (The 
European Centre for the Validation of Alternative Methods-
ECVAM) tarafından yürütülen validasyon çalışmalarında 
bu testin, %93 hassaslıkta ve %84 özgünlükte olduğu; 
ancak ilaçlar için daha düşük özgünlüğünün bulunduğu 
belirtilmiştir. Eğer test sonucunda bir kimyasal madde için 
negatif sonuç alınmışsa, bu bileşiğin insanlarda fototoksik 
olma olasılığı çok düşük kabul edilir. Ancak, bu testte elde 
edilen pozitif sonuçlar klinikte kesin bir fototoksik risk 
göstergesi değildir; söz konusu sonuç hastanın takibinin 
değerlendirilmesinde kullanılmaktadır (8).

Eritrosit hemoliz testi

Hücre membranları, fotokimyasal olarak üretilen ROB ve 
diğer radikallerin etkilerine karşı hedef konumundadır. 
UVA-kaynaklı eritrosit hasarları ve bunun sonucunda 
oluşan hemoliz (fotohemoliz) test maddelerinin fototoksik 
potansiyelini değerlendirmek için kullanılır (44). Bu testte, 
koyun alyuvar hücreleri (SRBC) kimyasal maddeler ile inkübe 
edilir ve 20 J/cm2 UVA ile ışınlanır. Işınlama sonrasında, 
SRBC’ler 2 saat oda sıcaklığında karanlık ortamda inkübe 
edilir ve daha sonra 1 saat süre ile 37°C ye alınır. Takiben, 
Drabkin reaktifi ile 540 nm de UV absorbans ölçümü yapılır. 
Fototoksisite derecesi, SRBC’lerden hemoglobinin serbest 
bırakılmasına göre değerlendirilir. Fotohemolitik aktivite 
aşağıdaki denklem ile belirlenir (45).
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Siprofloksazin, norfloksazin ve enoksazin gibi fototoksik 
ilaçlar, 100 μg/mL’nin üzerindeki dozlarda önemli ölçüde 
fotohemolitik aktiviteyi arttırır. Yirmidört farklı kimyasal 
maddede (8 koku, 5 UV absorbanı, 4 ilaç, 4 antimikrobiyal 
ve 3 boya) yapılan analizlerde testin duyarlılığı, özgünlüğü 
ve doğruluğu In vivo testler ile karşılaştırıldığında sırasıyla 
%67, %73 ve %73’dür. Bu testin daha az kullanılması düşük 
duyarlılık oranına sahip olması ile açıklanabilir (46).

In vitro insan 3D epidermis modeli

In vitro hücre tabanlı yöntemlerin sınırlamaları nedeniyle 
normal insan keratinositlerinden oluşan “3 boyutlu (3D) 

Yeniden Yapılandırılmış İnsan Epidermis Modelleri 
(RhE)” geliştirilmiştir (47). Bu modeller genel olarak, in 
vivo epidermis yapısına benzer özelliklere sahip olup, çok 
sayıdaki maddeye karşı engel teşkil eden Stratum corneum 
tabakasını içerir. Bu modeller, topikal olarak uygulanan saf 
kimyasal maddelerin ve son klinik formülasyonların test 
edilmesine olanak sağlamaktadır. EpiDerm, SkinEthic ve 
EpiSkin 3D doku modelleri in vitro fototoksisite testlerinde 
kullanılmaktadır (47).

EpiSkin modeli normal insan epidermisine fosfolipit ve 
seramit yapıları yönüyle oldukça benzerdir. Lanosterol 
içermesi bir diğer benzer özelliklerindendir. Ancak, EpiSkin 
modelindeki bazı hücrelerin organizasyonu normal insan 
epidermisi ile farklılık gösterir. Bazal hücreler kübik şekilde 
olup, üst hücre tabakaları nispeten düz bir yapıya sahiptir. 
Mevcut olan keratohiyalin ve granüler hücrelerin ise şekilleri 
nispeten düzensizdir (48-50).

Stratum corneum, Stratum granulosum, Stratum spinosum 
gibi insan epidermisin en önemli yapılarının SkinEthic 
modelinde bulunması, bu modelin insan epidermisine 
oldukça yakın bir model olduğunu kanıtlar niteliktedir (51). 
SkinEthic modelin insan dokusu ile benzer bir yönü ise lipit 
kompozisyonları olarak nitelendirilir (49).

EpiDerm modeli “normal, çok tabakalı, insandan türetilmiş 
epidermis keratinositleri” olarak İlk olarak 1994 yılında 
Cannon ve ark. tarafından tanımlanmıştır (52). Epidermiste 
bulunan Stratum corneum, Stratum granulosum, Stratum 
spinosum tabakaları bu modelde de yer almaktadır. Normal 
epidermal tabakada bulunan ana lipit sınıfları da bu modelde 
bulunmaktadır. Keratohiyalin granülleri ise yıldız şeklindedir 
(48, 49). Bu modelde glukosilseramidler yüksek miktardadır 
(49).

Genel bir değerlendirmeyle, SkinEthic, EpiDerm ve EpiSkin 
modellerinin insan dokusunu taklit etmek üzere tasarlanan 
modellerdir. Bu modellerin fototoksisite testleri dahil olmak 
üzere birçok toksisite çalışmaları için uygun modeller olduğu 
belirtilmiştir (53).

Bu 3D modellerin kullanıldığı yöntemin prensibi temel 
olarak 3T3 NRU test prensibine benzer olup, UV/görünür 
ışınlamanın olduğu ve olmadığı durumlarda doku 
canlılığındaki farklılıkların değerlendirilmesine dayanır. 
Test maddesi doğrudan doku yüzeyine belirli hacimlerde 
uygulanır ve gece boyu inkübe edilir. Bir sonraki gün 
doku yüzeyi yıkanarak 60 dakika 6 J/cm2 UVA’ya solar 
simülatörde maruz bırakılır. Radyasyon uygulaması 
sonrasında dokular tekrar yıkanarak taze besi yeri 
içerisinde alınır ve üçüncü gün bir tetrazolyum tuzu olan 
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3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromür 
(MTT) ile inkübe edilerek mitokondriyal dehidrojenaz 
aktivitesinn ölçülmesi ile hücre canlılığını kolorimetrik 
olarak belirlenir. Fototoksik potansiyel, sitotoksisitesinin 
%30 ve üzeri artış göstermesi olarak değerlendirilir (54).

RhE modelleri 3T3 NRU testine göre bazı avantajlara 
sahiptir. In vivo insan derisine benzer deri bariyerinin varlığı, 
hücrelerdeki metabolik yeterlilik, bariyer özellikleri, doku 
kalitesinin tam olarak kontrol edilebilmesi, kolay uygulama ve 
sınırlı çözünürlüğü olan maddeler için kaygıların olmaması 
bu yöntemlerin üstünlükleri olarak değerlendirilmektedir 
(54). RhE modellerinin, topikal olarak uygulanan kimyasal 
maddelerin fototoksik tehlikelerinin belirlenmesinde 
güvenilir bir şekilde kullanılabileceği ileri sürülmektedir. Bu 
doku modelleri 3T3 NRU testinin alternatifi olarak veya 3T3 
NRU testinin hatalı pozitif sonuçlarının sayısını azaltmak 
amacıyla pozitif sonuçların doğrulanması için bir ara kademe 
test olarak kullanılabilir (55).

Ön validasyonu yapılmış EpiDerm fototoksisite 
testinin fototoksisite çalışmaları için güvenirliliğinin 
belirlenmesi amacıyla ECVAM destekli fizibilite çalışması 
gerçekleştirilmiştir. 3T3 NRU testinde pozitif sonuç veren 
iki örnek ve in vivo testte negatif sonuç veren bir örnek 
RhE model üzerinde denenmiş ve doğru sonuçlar elde 
edilmiştir (55). Örneğin, bergamot yağı topikal olarak 
uygulanan bir bitkisel bir üründür. Farklı bergamot yağları 
farklı miktarlarda furokumarin içermektedir. Ayrıca, 
analizlerde kullanılan çözücüler de sonuçları etkilemektedir. 
Örneğin, 3T3 NRU testinde bergamot yağı PBS içerisinde 
fototoksik olarak tanımlanırken, çözücü olarak %1 etanol 
veya %1 DMSO içeren PBS kullanılması durumunda 
fototoksik olmayan madde olarak tanımlanmıştır (56). 
EpiDerm 3D fototoksisite testi ile değişik tipteki bergamot 
yağlarının fototoksik potansiyellerindeki farklılıklar ortaya 
konmuştur. Elde edilen sonuçlar, insan foto-yama testleri ile 
de korelasyon göstermiştir (56). Bu sonuçlara göre, yeniden 
yapılandırılmış insan doku modellerinin topikal olarak 
uygulanan maddelerin foto-güvenliliğinin tahmininde 
uygun modeller olduğu belirtilmiştir.

Fototoksisitenin değerlendirilmesinde in chemico test 
yöntemi

Herhangi bir hücre hattının kullanılmadığı in chemico yöntem 
ile de fototoksisite değerlendirilebilir. Test maddesinin 

fotostabilitesi ve ışığı absorblanmasından elde edilen 
veriler analiz edilerek fototoksisite hakkında tahminlerde 
bulunulabilir (57). Işık ile uyarılma sırasında ve fotoreaksiyon 
sonrasında ROB oluşumu ile bir kimyasal maddenin 
fototoksik potansiyeli in chemico olarak değerlendirilebilir 
(58). Singlet oksijen p-nitrozodimetilanilin ile tespit 
edilirken, peroksit üretimi “Nitro Blue Tetrazolyum Testi 
(NBT- Formazan ekstraksiyonu)” ile belirlenir (36). Bu 
yöntem kozmetik ürünler için %90 hassaslıkta ve %76,9 
özgünlüktedir; diğer kimyasal maddeler için ise sırasıyla 
%100 hassaslıkta ve %75 özgünlükte olduğu belirlenmiştir.

SONUÇ

Günümüzde Avrupa’da, kozmetik ürünlerin toksisite 
profillerinin belirlenmesinde hayvan testlerinin yerini 
valide in vitro yöntemler almıştır (59). Avrupa Birliği 
Kozmetik Direktifine göre 11 Mart 2013 tarihinde, kozmetik 
ürünlerin güvenlilik değerlendirmelerinin deney hayvanları 
kullanılarak yapılması yasaklanmıştır. Bu pazarlama 
yasağının sürdürülmesi, alternatif yöntemlerin geliştirilmesi 
ve valide edilmesi, uluslararası işbirliğinin ayrılmaz 
bir parçası olmuştur. Pazarlama yasağı, insan güvenlik 
değerlendirmesine ilişkin köklü bir değişiklik getirmiştir 
(32).

Fotoyaşlanma, hiper-pigmentasyon, deri kanserleri gibi 
güneş ışığı ile ilişkili sağlık sorunlarının sıklığı ve şiddeti 
giderek artmaktadır. Güneş ışığı ve kozmetik ürün gibi 
kimyasal maddelerin kombine etkileri göz önüne alındığında, 
fototoksisitenin mekanizmasının açığa çıkarılmasına 
ilişkin çalışmalarının desteklenmesi ve yeni yöntemlerin 
geliştirilmesi gerektiği sonucuna ulaşılmaktadır. Güncel in 
vitro test yöntemlerinin özellikle fototoksik potansiyel ile 
ilgili bilgi sağlama ve metabolik kapasite eksikliği gibi birçok 
noktada iyileştirilmeye ihtiyacı bulunmaktadır.

Avrupa Birliği’nin yasağından önce güvenlilik 
değerlendirmeleri in vivo şartlarda yapılsa da, yeni kozmetik 
ürünlerin toksikolojik çalışmaları in vitro test yönemleri 
kullanılarak tekrarlanmalıdır. Yakın gelecekte in vitro 
yöntemlerin kullanımında artış olacağına inanılmaktadır. 
Halen uygulanmakta olan valide yöntemler mevcut 
olsa da, daha ileri çalışmalar için yeni yöntemlerin 
geliştirilmesi, geçerliliğinin ve validasyonunun sağlanması 
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 

substances. Particularly after the acceptance of 3R principle, 
many alternative methods were developed, validated and 
accepted by the regulatory authorities, for the evaluation of the 
potential toxic effects of the chemicals. On March 11, 2013, the 
commercial sale of all cosmetics and personal care products, 
which were tested on animals, was banned in the European 
Union and since then the safety evaluation of the cosmetics is 
being conducted by alternative In vitro toxicity tests. These tests, 
including tests for phototoxicity, are suitable for many toxicity 
studies. This review will focus the mechanisms of phototoxicity 
and the alternative test methods used for the detection of this 
particular toxic effect.

Keywords: Phototoxicity, alternative methods, cosmetic 
products, In vitro toxicology
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