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DERLEME

Kozmetik Uriinlerin Goz

Irritasyon Potansiyellerinin

Degerlendirilmesinde Geleneksel ve Alternatif Yontemler

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

OZET

Goze uygulanan bir¢ok ilag ve kozmetik triinlerin tehlike
potansiyellerinin degerlendirilmesinde uzun yillar boyunca
in vivo okiler toksisite testleri kullanilmistir. Etik agidan
dustintldiginde, goz irritasyon testlerinin laboratuvar
hayvanlar1 {izerinde yapilmasi, hayvanlara 6nemli derecede
rahatsizlik ve ac1 verme potansiyeline sahiptir. 3R ilkelerinin
yaymnlanmasindan bu yana kimyasal maddelerin ve
kozmetiklerin potansiyel toksik etkilerinin degerlendirilmesi
i¢in, bir¢ok alternatif yontem gelistirilmis, valide edilmis ve
diizenleyici kuruluslar tarafindan kabul edilmistir. 11 Mart 2013
tarihinde Avrupa Birliginde hayvanlar tizerinde test edilen her
tiir kozmetik ve kisisel bakim tirtintiniin satig1 yasaklanmigtir.
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Belirtilen tarihten sonra kozmetik driinlerin giivenlilik
degerlendirmelerinde alternatif in vitro toksisite testleri
kullanilmaya baglanmistir. Kimyasal madde ve kozmetiklerin
g0z irritasyon potansiyellerinin degerlendirilmesinde alternatif
yontem olarak in vitro yeniden yapilandirilmis insan okiiler
doku modelleri kullanilmaktadir. Bu modellerden bazilari
insan goziine morfolojik ve fizyolojik olarak benzer olmasi
nedeni ile daha ¢ok tercih edilmektedir. Bu derlemede, in
vitro ve in vivo okiiler toksisite testlerinden s6z edilecek, yeni
gelistirilen ve valide edilen testler kapsamli bir bakis agisi ile
degerlendirilecektir.

Anahtar Kelimeler: Alternatif yontemler, in vitro, goz
irritasyonu, kozmetik iiriinler

GIRIS

G0z, birgok farkl: hiicre tipinden meydana gelen karmasik
bir organdir. Goéziin dis bariyeri olan kornea ve konjunktiva,
irritan maddelere maruziyet sonrasi en g¢ok etkilenen
kisimlardir (1). Dis cevre ile dogrudan temas halinde olan
okiiler ytizey olduk¢a duyarli bir fizyolojik yapiya sahiptir
ve bircok toksik kimyasal maddeye temas: s6z konusudur.
Fiziksel, biyolojik ve kimyasal birgok etmen korneada hasar
yaratabilir; olusturduklari irritasyon ve inflamasyon gézde
hasar yaratarak korliige neden olabilir. Bu tip kimyasal
maddelere 6rnek olarak evde kullanilan temizlik irtnleri
ve kisisel bakim i¢in kullanilan {riinler, endiistride ve
tarimda kullanilan kimyasal maddeler verilebilir (2). Bu
tir maddelere bilerek ya da bilmeyerek maruz kalma
durumlar olsa da, genellikle en ¢ok goriilen goz hasarlari ig
ya da ev ortaminda ¢amasir suyu ve deterjan gibi konsantre
¢ozeltilerin goze temast ile olmaktadir (3).

Tehlikeli maddelere maruziyet riskini azaltmak igin
butiin tiiketici trtinleri ve icerikleri test edilmelidir ve
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goz irritasyon potansiyeli degerlendirilerek giivenliligi
konusunda teminat verilmeli ya da ilgili tehlike durumlar
i¢in uyarilar konulmalidir. G6z toksisite testleri; tirtinlerle
ilgili risklerin tanimlanmasi, uygun giivenlik kriterlerinin
karsilanmasi ve agikea etiketlenmesi i¢in gereklidir (4).

Gegmis yillarda, in vitro testlerin yaygin ve yeterince
gelismis olmamasi nedeniyle deney hayvanlar1 daha
yiitksek oranda kullanilmistir (5). Ancak, ilerleyen yillarda
deney hayvani kullanimma iliskin etik dtizenlemeler
yeniden yapilandirilmistir ve 1959 yilinda Ruusel ve Burch
tarafindan 3R kuralinin (azaltma, yerine koyma, iyilestirme)
sistematik temeli ortaya konmustur (5, 6). Daha sonraki
yillarda da, in vivo ¢aligmalar yerine ex vivo ve in vitro
alternatif yontemler gelistirilmeye baslanmistir (5).

1. AVRUPA BIiRLiGi KOZMETIK MEVZUATI
1.1 Kozmetik Uriin Tanimi1

Avrupa Birligi 76/768/EEC sayili Direktifinin birinci
maddesine gore; kozmetik triinler, insan viicudunun dis
ylzeyi (epidermis, sag, tirnak, dudak ve dis genital organ),
ag1z boslugunun mukoz membranlar: ve disler ile temas
halinde olan temizleme, koku o6nleme, giizel koku verme
ve goriiniigiinii degistirme amaciyla kullanilan herhangi bir
madde veya karigimlari olarak tanimlanir (7).

Bitki, hayvan ve mineral kaynaklardan elde edilen ¢esitli
maddeler kullanilarak tiretilen kozmetik tiriinlerin binlerce
yili kapsayan bir gecmisi vardir. Giinimiizde modern
teknoloji ile bu kaynaklara sentetik ve yar1 sentetik kokenli
tiriinler de eklenmistir (8).

1.2 Kullanic Giivenliligi

Piyasaya siiriilen bir kozmetik {iriiniin normal veya makul
kullanim kosullarinda insan sagligina zarar vermeyecek
nitelikte olmas1 gerektigi Direktif 76/768/EEC (md.
2)de belirtilmistir (7). Bu gereklilik iiretici firmanin
sorumlulugundadir (9). Kozmetik triiniin “Teknik Bilgi
Dosyasi ve Uriin Bilgi Dosyast” giivenlilik dosyas1 i¢indeki
kimyasal maddelerin yapilari, @irtintin kalitatif ve kantitatif
bilesimi, kozmetik tiriintin ve bilesenlerinin fiziko-kimya,
mikrobiyoloji ve saflik kontrolleri, toksikolojik profilleri,
bitmis kozmetik driniin givenlilik degerlendirmesi,
tretim yontemi ve giinlitk maruziyet diizeylerini icermeli
ve giivenlik degerlendirmesi yapan kisinin adi ve adresini
bulundurmalidir (9, 10). Uriine ait toksikolojik profil

sunulurken, goze temas etmesi s6z konusu dirtinler i¢in goz
irritasyonuna ait bilgilerin de bulunmasi gereklidir.

2. DRAIZE GOZ IRRITASYON TESTI

Deney hayvanlar1 18. yiizyildan itibaren goze zararli
incelemek
1930larda
kullanilan bazi kozmetik tiriinlerin kalic1 goz hasarlarina

oldugu distnilen maddelerin etkilerini

ve degerlendirmek icin kullanilmistir (2).

neden oldugunun belirlenmesinin ardindan 1940 yilinda
Draize tarafindan in vivo Draize Goz Irritasyon Testi (11)
gelistirilmis ve bu test Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (Food
and Drug Administration-FDA) tarafindan onaylanmistir
(11, 12).

Draize testi Ekonomik Kalkinma ve Igbirligi Orgiitii
(Organisation  for  Economic  Co-operation and
Development-OECD) tarafindan da kabul edilmis valide
bir test yontemidir (OECD TG 405) (13,14). Bu protokolde
bityiik gozleri olmasi, anatomi ve fizyolojisi iyi tanimlanmis
olmalari, ucuz ve kolay elde edilebilir olmalar1 nedeniyle
Yeni Zelanda tavsanlar1 kullanilmaktadir (13, 14). Testin
pratik olarak uygulanmasinda 0.1 ml siv1 ve ya 0.1 g kat1
test maddesi kornea ve goziin zar kesesine 72 saat boyunca
uygulanir (11). Her test i¢in en az 6 tavsan kullanilir, ancak
ciddi derecede goz hasar1 beklenen durumlarda hayvan
say1s1 azaltilarak 3 ya da tek bir tavsana indirilir. Siddetli
lezyon saptanan hayvanlara dtenazi uygulanir. Yayinlanan
son kilavuza gore Draize testinde hayvanlarin aci ve
istiraplarint azaltmak icin analjezik ve anestezik ilaglar
uygulanmaktadir (14). Tavsanin goziinde kizariklik, 6dem,
kanama, sigme gibi irritasyon bulgular1 21 giin boyunca
secilen araliklarla gozlenir (13,14). Siddetli goz irritasyonu
gorilen durumlarda, 21 giinliik deney siiresi bitmeden
bu hayvanlar deneyden ¢ikartilir ya da 6tenazi uygulanir
(14). Gozlenen irritasyon derecesi kimyasal maddelerin
siniflandirilmasii  saglar. Kornea, konjonktiva ve iris
tzerindeki irritan etkileri “irritan olmayan’dan “siddetli
irritan”a kadar kademeli olarak siniflandirilir. Geri dontigsiiz
ve geri diintiglii okiiler hasarlar, bu test kullanilarak tespit
edilebilir (15).

Draize testi tekrarlanabilir olmayisy, test siiresinin uzunlugu,
son noktanin degerlendirilmesindeki siibjektiflik, test
maddesinin uygulanmasindaki zorluklar, yiiksek doz
ve tirler arasindaki farkliliklar nedeniyle uzun yillardir
elestirilmektedir (16, 17). Bu testte siv1 ve kati maddelerin
g0z lizerine uygulanmasinda iyi tanimlanamamis farkl

temas stireleri vardir (18). Draize testi kornea, iris veya
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konjonktivada birincil ya da ikincil cevaplarla ilgili sinirh
bilgi vermektedir (19). Tavsan goziiniin anatomisinin,
fizyolojik ve biyokimyasal ozellikleri yontinden insan
goziinden farkli olmasi nedeniyle, irritan maddelere
duyarliligi degiskenlik gostermektedir. Insanlara gore,
tavsan korneasi daha ince olup, tavsan goziinde daha az
gozyast iiretilir. Tavsanlarin goz kirpma sikligr ve okiiler
yiizey hassasiyeti insanlara oranla daha fazladir (13). Ayrica,
tavsan gozii daha biiyiikk konjunktival keseye ve okiiler
yiizeyden test maddesinin uzaklagtirilmasini saglayan
tigiincii bir goz kapagina sahiptir (12).

Draize testinin yanisira g0z irritasyonunun
degerlendirilmesinde kullanilan; Alternatif Yontemler
Validasyonlar1 ~ Koordinasyon = Komitesi  tarafindan

retrospektif validasyonlar1 yapilan ve Alternatif Yontemler
Validasyonu Avrupa Merkezi (The European Union
Reference Laboratory for alternatives to animal testing —
EURL ECVAM) tarafindan onaylanan farkli in vivo ve ex
vivo yontemler de bulunmaktadir.

3. ALTERNATIF In vivo TESTLER

3.1 Diisiik Hacimli Goz Irritasyon Testi (Low-volume
eye irritation test, LVET)

Dugiik hacimli goz irritasyon testleri (LVET) Ulusal
Arastirma Konseyi (20) tarafindan verilen tavsiye {izerine
Griffith ve ark. (21) tarafindan gelistirilmistir. Draize
testinden farki ise, test maddelerinin distiik hacimlerde
(0.01 ml/ 0.01 g) (22) tavsanin sag goziine uygulanmasidir.
Uygulama sirasinda goz kapagini agik tutmas: i¢in deney
hayvani zorlanmaz (19). Test maddesi sadece kornea
yiizeyine uygulanir; konjunktiva yilizeyine uygulanmaz. Bu
testin deney hayvanlarinda daha az strese neden olduguna
inanilmaktadir (23). Patolojik degisiklikler iris, kornea
ve konjonktiva ile karakterize edilir (19). LVET ozellikle
kozmetik, farmasétik ve ev iriinlerinde bulunan surfaktan
bazli karisimlar i¢in uygulanmaktadir (16). Siddetli irritan
maddelerin analizlerinde LVET ve Draize testlerinden elde
edilen sonuglar arasinda farkliliklar oldugu gozlenmistir.
Draize testi elde edilen cevaplarin insanlardan elde
edilenlere gore daha abartili olmasi yoniiyle elestirilmis,
LVET testinin ise Draize testine gére daha dogru sonuglar
verdigi belirtilmistir (24-26). Ancak LVET testi de, deney
hayvanlarinin  kullanilmasi nedeniyle uzun yillardir
elestirilmektedir. ECVAM, LVET testini Draize testinin
yerine kullanilabilecek bir yontem olarak degerlendirmis,

ancak goz giivenligi i¢cin Draize testinin yerini alabilecek bir
yontem olarak kabul etmemistir (27). Sonug olarak, LVET
herhangi bir diizenleyici kurulus tarafindan alternatif test
olarak heniiz onay almamigstir. (28, 29).

3.2 Insan Verileri

GOz irritasyon testlerinin “altin standart1” insanlardan elde
edilen verilerdir (30). Deneklere uygulanacak test gercekei
kosullar altinda yapilmalidir ve etkiler degerlendirilmelidir
(31). Ancak, bu test etik olarak kabul edilmemektedir.
Dolayisiyla, maddelerin olusturabilecegi potansiyel goz
hasarinin belirlenmesinde insan ¢aligma verileri olarak,
kazara maruziyet verileri ve klinik ¢aligmalar sonucu elde
edilen sonuglar kullanilabilir. Kazara maruziyetten sonra
hemen goziin yikanmasi nedeniyle, elde edilen veriler
her zaman gercek¢i olmayabilir. Ayrica, goz doktorlar: ve
acil servis klinisyenleri toplanan verileri kaydetmeyebilir.
Seyreltilmemis driinler kullanilarak gerceklesen klinik
calismalar bilimsel ve etik kaygilara yol agmaktadir. Klinik
calismalarda in vivo tavsan caligmalarinda oldugu gibi
test maddesi, alt ve tst konjunktival keseye uygulanir.
Ancak, insan ¢aligmalar: irritasyondan daha ¢ok “aci hissi”
durumunu arastirmaktadir (28).

1980°li yillarda gergeklestirilen ¢aligmalarda insanda
kazara maruziyet verileri ile Draize ve LVET testleri
kargilastirilmigtir.  Bu calismalarda kazara maruziyet
(genellikle sampuan, el sabunu ve/veya yumusaticilara)
verileri toplanip, in vivo hayvan deneyleri ile insan
maruziyet etkileri arasindaki iligki arastirilmistir (24,
25, 28). Draize testinin insanda kazara g6z maruziyeti
icin zayif kestirimlerde bulundugu ve insan verilerine
gore daha abartili cevaplarin alindig1 gozlenmistir. LVET
testinin ise, insan verileriyle korelasyonunun daha iyi
oldugu belirlenmistir. Validasyon caligmalarinda insan test
verilerinin yeterli olmamasindan dolay, in vitro toksisite
¢aligmalarinin hala tavsan verileri ile kargilagtirilmas: bir

sorun olarak goriilmektedir (30).

4. Ex vivo TESTLER

OECD tarafindan Draize g6z testine alternatif yontem olarak
kabul edilen iki test: izole tavuk gozii testi (ICE: Isolated
Chicken Eye Test) ve sigir korneas: opasite ve gegirgenlik
testidir (BCOP: Bovine Cornea Opacity Permeability) (32,
33). Ayrica, ex vivo izole tavsan gozii testi (IRE: Isolated
Rabbit Eye Test-Draize Test), HET-CAM (Tavuk Yumurtasi
- Koryoallantoik Membran Testi/Hens Egg Test- Chorio
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Allantoic Membrane) testleri gibi ex vivo yontemler ile
in vitro kornea esdegeri yeniden yapilandirilmis doku
modelleri kimyasal maddelerin g6z irritasyon potansiyelini
degerlendirilmek i¢in gelistirilmis yontemlerdir (34-39).

Daha
(CM™) ve Fluorescein Leakage (FL) testi suda ¢6ztinebilen

yakin zamanda, Sitosensér Mikrofizyometre-
test maddeleri i¢in goze korozif ve siddetli irritasyona
neden olan maddeleri tanimlamak i¢in onaylanmistir.
FL test yontemine ait OECD test kilavuzu 2012 yilinda
yayinlanmistir (39). In vitro test ydntemi olan CM ise irritan
ve irritan olmayan maddelerin ayriminin saglanmasinda

kullanilmis ve valide bir yontem olarak kabul edilmistir.

4.1 izole / Organotipik yontemler

Okiiler organotipik modeller, goz veya korneanin fizyolojik

ve biyokimyasal fonksiyonlarinin kisa siireli olarak
stirekliligini saglayan izole sistemlerdir (15). Bu testlerde
test maddesinin genellikle seyreltilmeden uygulanmasi,
insandan elde edilen kazara maruziyet sonuglarina gore

daha giivenilir sonuglar vermektedir (40).

Protokolde test materyalinin uygulanmasini takiben, izole
korneada kantitatif degisikliklerin histolojik analizinde
opasitometrik ve spektroskopik yontemler kullanilir.
Kornea donuklugu (opasitesi), epitelde ve korneal stromada
hasar, protein denatiirasyonu, sislik ve vakuolizasyonun
gostergesi olarak kabul edilir. Ancak, opasite 6l¢timleri,
stibjektif gozlemsel verilere dayanir (15). Diger taraftan, ex
vivo yontemlerde Fluorescein Leakage testi de korneadan
penetrasyonun Olctldigti diger bir testtir. Ayrica, bu
yontemlerde kornea sisligi ve gozdeki histopatolojik
degisiklikler de degerlendirilir (32). In vivo testlerin aksine,
bu testlerde degerlendirilen kornea sisligi ve donuklugunun
bir skorlama yardimiyla kantitatif olarak degerlendirilmesi
daha objektif veriler saglar ve laboratuvarlar arasi
varyasyonlarin azalmasimna yardimct olur. Elde edilen
sonuglar daha sonra goz irritasyon derecesinin belirlenmesi
i¢in kullanilir. Genellikle, ¢ok hafif irritan maddeler epitel
yiizeyinde, hafif irritanlar penetre olarak stromada, siddetli
irrritanlar ise daha ¢ok penetre olarak kornea ve endotelde
hasara neden olur (23).

Okiiler organotipik modeller (Enucleated Eye Tests-EET)
izole hayvan gozlerinin kullanildig1 modellerdir (41). Izole
tavsan gozi testi (Isolated Rabbit Eye Test, IRE testi) tavsan
eniiklee goz testi (Rabbit Enucleated Eye Test-REET) olarak
da bilinmekte olup, baslangicta gozde geri doniisiimsiiz
hasara neden olan siddetli irritanlarin belirlenmesi i¢in

gelistirilmistir (42). Genelde IRE testinde en sik kullanilan
maddeler aktif farmasotik bilesikler, temizlik maddeleri,
sabun ve deterjanlar, ¢oziiciiler ve surfaktanlardir (41).
Farkli laboratuvarlarda IRE protokollerinde kullanilan
kontrol sayilari, siniflandirma sistemi ve metodolojileri
modifiye edilmistir (41). IRE testi, farkli diizenleyici
kuruluslar tarafindan degerlendirilmis olmasina karsin,
heniiz valide edilmis bir yontem degildir (42). IRE testinin
toksikolojide optimizasyon g¢alismalarinda kullanilmasi
tavsiye edilmektedir (41).

ICE testi, test maddelerinin goz irritasyon potansiyelini
degerlendirmede yaygin olarak kullanilan ve giivenilir oldugu
belirtilen bir testtir (18). ICE, genellikle Draize testinin 6n
taramast olarak kabul edilir. ICE test protokolii (43) IRE
testine benzer bir test olup ilk olarak Prinsen ve Koéter
tarafindan gelistirilmistir. Saglam tavuklardan izole edilen
tavuk gozii, 10 saniye icinde kelepge igine konumlandirilir
ve korneanin dikey kalmasi saglanir. Takiben 32°Cde
2-3 saniyede bir serum fizyolojik damlatarak 45 dakika
aklimatize edilir. Test maddesinin uygulanmasmi takip
eden 30., 75., 120., 180. ve 240. dakikalarda bir siiperfiizyon
aparati ile hasar Olgiimii yapilir (19). Ayrica; kornea
kalinli1, opasite 6l¢ctimii, fluorescein sizintisi, doku kalinlig
(sismesi) ve makroskopik degisiklikler degerlendirilir
(43). In vivo Draize test sonuglarina benzer sonuglar elde
edilmesine karsin, bazi durumlarda farkli sonuglarin da elde
edilebilme olasilig1 vardir. ICE testinin siniflandirmaya gerek
duyulmayan maddeler (GHS [The Globally Harmonized
System of Classification and Labelling of Chemicals]
Kategorisi yok, irritan olmayan) ile irritan maddelerin (GHS
Kategori 1) ayrimini saglamak agisindan bagarili oldugu
belirtilmistir. Kat, sivi, emiilsiyon ve jeller bu test sisteminde
kullanilabilirken, gaz ve aerosol tipteki test maddeleri i¢in
sisteminin kullanilmasi heniiz uygun degildir (4, 32, 43).

Sigir korneasi opasite ve gegirgenlik testi (BCOP) ilk
olarak Muir (44, 45) ve Tchao (46) tarafindan uygulanmus,
Gautheron ve ark. (35)
Test maddesi izole edilmis canli sigir korneasinin

tarafindan  gelistirilmigtir.

epitel yilizeyine uygulanir. Test sonunda opasitometre
cihazi ile 151k gecirgenligindeki azalma ve gortiniir 11k
spektrofotometresi ile de sodyum fluorescein boyasinin
gecigsindeki artig incelenir. Olgiimler sonunda in vitro
irritan skoru (IVIS) hesaplanir. IVIS degerine gore test
maddesi korozif veya siddetli irritan olarak degerlendirilir.
Siddetli irritan maddelerin degerlendirilmesinde de bu test
kullanilabilir ancak, orta derecedeki irritan maddelerin
degerlendirilmesinde basarisiz oldugu belirtilmektedir
(47). BCOP testi ECVAM, Japonya Alternatif Yontemler
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Dogrulama Merkezi (Japanese Center for the Validation
of Alternative Methods-JaCVAM) ve Kurumlar Arasi
Alternatif Yontemler Dogrulama Komitesi (The Interagency
Coordinating Committee on the Validation of Alternative
Methods-ICCVAM) tarafindan bir¢ok kere degerlendirilmis,
irritan ve irritan olmayan maddelerin belirlenmesi i¢in uygun
bir yontem oldugu ifade edilmistir. Rutin olarak kozmetik
ve ila¢ gelistirme sirketlerinin kendi laboratuvarlarinda
kullanilmaktadir (48, 49). BCOP, 2009 yilinda OECD
Test Kilavuzu olarak yaymlanmustir ve 2013 yilinda da
giincellenmigtir (48).

Organotipik modeller in vivo ve in vitro yontemler arasinda
bir sinir tegkil eder ve etik olarak daha 1limli ve diisiik maliyetli
yontemlerdir. Ancak, bu testlerden elde edilen sonuglar
tiirler arasi anatomi ve fizyoloji farkliliklarindan dolay
bazi dezavantajlara sahiptir (50, 51). Bu testler kisa siireli
maruziyetler icin uygun olup, uzun siireli maruziyetlerde
yeterli degildir (4).

4.2 Okiiler olmayan organotipik modeller

Koryoallantoik Membran Vaskiiler Testi (Chorioallantoic
Membrane Vascular Assay-CAMVA), ayni zamanda HET-
CAM testi olarak da bilinmektedir ve ilk olarak Luepe and
Kemper (52) tarafindan oOnerilmistir. CAM, dollenmis
tavuk yumurtas: zari icinde bulunan, vaskiilerize solunum
zaridir. Damarsal ve inflamatuvar siiregleri yoniiyle tavsan
gozlerinin konjunktival dokusuna benzemektedir. Test
maddesine maruziyeti takiben, konjunktivada meydana
gelen hasarlarla ilgili kalitatif bilgiler verir. Potansiyel kornea
hasarinda pihtilasma degerlendirmesi yapilir (53). CAM
modeli vaskiilarizasyon degerlendirmesi yapabilmektedir
ve bu yoniiyle ICE, BCOP ve IRE modellerinden ayri
olarak siniflandirilmaktadir (17). IRE ve HET-CAM testleri

Tablo 1. GHS Siniflandirma Sistemi

kozmetik bilesenin gtivenliliginin kanitlanmas: noktasinda
destekleyici olarak kullanilan testlerdir.

5. In vitro TESTLER

In vitro toksisite testleri hiicre ve doku kiiltiirleri kullanilarak
gerceklestirilir. In vivo ve ex vivo yontemlere gore avantajlari
vardir. Diisiik maliyetli, basit, kolay elde edilebilir sistemlere
sahip olduklar1 icin tercih edilir. [n wvitro sistemler
toksisitenin hiicresel ve molekiiler diizeyde incelenmesine
olanak vermektedir (16). Test maddesinin konsantrasyonu,
maruziyet siliresi ve uygulanan yontem degistirilerek coklu

son noktalarin degerlendirmesine olanak verir (4).

Birlesmis  Milletlerin ~ Kiiresel =~ Uyumluluk  Sistemi
(United Nations Globally Harmonized System-UN GHS)
kimyasal maddelerin siniflandirilmasi ve etikelenmesi igin
gelistirilmistir (54). GOz irritasyonunun degerlendirilmesinde
test maddeleri Draize Tavsan Goz Testi sonuglarina gore
Kategori 1 (gozlerde geri doniistimsiiz hasar), Kategori 2A
(gozlerde irritan) ve Kategori 2B (gozlerde hafif derecede
(Tablo 1).
Irritan olmayan test maddelerinin UN GHS sistemine

irritan) olmak t{izere siiflandirilmaktadir
gore siuflandirilmas: yoktur (54, 55). Avrupa Birligi UN
GHS smiflandirma sistemini Avrupa Birligi Kimyasallarin
Siniflandirilmasi,  Etiketlenmesi ve  Ambalajlanmasi
(European Union Classification, Labelling and Packaging -
EU CLP) mevzuatinin iginde hayata gegirmistir. UN GHS
sisteminde Kategori 2 A ve 2 B siniflar1;, EU CLP sisteminde
Kategori 2 (gozlerde irritan) olarak birlestirilmistir (56)
Bilesik Devletleri Cevre Koruma Ajanst (US EPA) ise
goz irritan1 olan kimyasal maddeleri 4 farkli kategoride

siiflandirmigtir (56).

GHS kategorisi In vivo Etki

1 2 KO'lu 1 hayvan > herhangi bir zamandaki 4 veya
> ortalama’' KO'ya sahip 2 hayvan > 3 veya IR > 1,5 veya
> KO veya IR'ye sahip 1 hayvan > 1 veya KK veya KKK2> 2, ki bunun tersine donmesi beklenmemektedir, veya 21 giin iginde
tam olarak tersine donmez’

2A > ortalama' KO veya IR’ye sahip 2 hayvan > 1 veya KK veya KKK > 2, ki bu 21 giin i¢inde tamamen tersine déner*

2B > ortalama’' KO veya IR’ye sahip 2 hayvan > 1 veya KK veya KKK> 2, ki bu 7 giin iginde tamamen tersine doner?

KK: konjonktiva kemozisi; KO: korneal opasite; KKK: konjonktiva kemozisi kizarikligi GHS: Globally Harmonised System; IR: iritis
!: ortalama deger test malzemesinin yiiklemesinden 24, 48 ve 72 saat sonraki derecelendirmeye gore hesaplanir.

% tam geri dontistim, 0 puan gerektirir.
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Tablo 2. ECETOC Veritabani: EPA ve GHS Go6z Hasar1 Kategorilerinin Karsilagtirmalar:

Madde GHS Smiflandirmasi
EPA Smiflandirmasi Sayist 1 2A 2B Siniflandirma Yok
27/27 0/27 0/27 0/27
EPAT 2 (%100) (%0) (%0) (%0)
4/20 14/20 2/20 0/20
EPALL 21 (%20) (%70) (%10) (%00)
0/40 4/40 5/40 31/40
EPA I 42 (%0) (%10) (%12) (%78)
0/47 0/47 0/47 47147
EPATY 7 (%0) (%0) (%0) (%100)

Kisaltmalar: ECETOC: European Centre for Ecotoxicology anf Toxicology of Chemicals; EPA: Enviromental Protection Agency; GHS: Glo-

bally Harmonised System

Alternatif goz irritasyon modellerinden biri olan EYTEX™
sistemi 1990’1 yillarda gelistirilmistir (57-59). EYTEX™
protokoliiniin goz irritasyonunun belirlenmesinde diisitk
guvenirlige sahip oldugu; ancak okiiler toksisite modelleri
i¢cin bir basamak olusturdugu belirtilmektedir (49, 60).
Okiiler Irritection Testi, EYTEX™ sisteminin giincellenmis
halidir. Bu test irritan kimyasal maddelere maruziyeti ile
proteinlerin yapisal fonksiyonlarinin degisimi sonucu
meydana gelen g6z irritasyonu ve korneal opasite
degisikliklerinin 6lgiimiine dayanmaktadir (49).

Kisa siireli maruziyet testi (Short Time Exposure- STE),
hiicre sitotoksisitesi ve canliliginin 3-(4,5-Dimetiltiyazol-
2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) yontemi ile
olctildligii bir testtir (38, 61, 62). Bu testte tavsan kornea
hiicre hatlar1 kullanilir. Test maddesine 15 dakikalik
maruziyet soz konusudur. Tiiketici iriinlerinin gergek
maruziyet siireleri ile testteki uygulama stiresinin benzer
oldugu belirtilmektedir. Bu test sistemi ayn1 zamanda daha
hizli sonuglar sunmaktadir (38, 62).

Sitosensor Mikrofizyometre (CM) yonteminde fare L3929
fibroblast kiiltiirii kullanilmaktadir. Irritan maddelere kars
olusan cevaplarda pH metre kullanilarak hiicrelerdeki
asidite degisiklikleriizlenmektedir. Bu testte bazal metabolik
hizdaki azalma hesaplanarak degerlendirme yapilir. CM,
siddetli irritan (GHS Kategori 1) ile irritan olmayan
maddelerin tanimlanmasi i¢in 6nerilmektedir (56, 63). Bu
test sistemi ile ilgili taslak bir OECD kilavuzu inceleme
altindadir (63). Sitotoksisite ve hiicre fonksiyonu temelli
yontemler olan CM, Fluorescein sizintisi, nétral kirmizi
salimi ve kirmizi kan hiicresi (Red Blood Cell-RBC) testleri
goz tlzerine irritan/korozif etkinin degerlendirilmesinde
kullanilan  tarama testleri olup, irritasyon/korozyon
potansiyelini tespit etmek icin uygun degildir (47).

Diger in vitro Alternatif Testler 2005 yilinda diizenlenen
ECVAM ¢alistayinda yeniden vyapilandirilmis insan
doku modelleri (Reconstructed Human Tissue, RhT) test
yontemleri asagidan yukariya yaklasimin ilk basamag:
(bottom-up) ve yukaridan asagiya yaklasimin (top-down)
ikinci basamagi olarak distniilen test stratejileridir.
Yukaridan asagiya yaklasimlar siddetli irritan maddelerin
tanimlanmasini, agagidan yukariya yaklagimlar ise irritan
olmayan maddelerin tanimlanmasini kapsar (15, 64). Iki test
yontemi (EpiOcular™ EIT ve SkinEthic™ HCE) bu yaklasim
i¢in uygun goérilmistiir. Bu ve bunu destekleyen raporlar
(65), iki test yonteminin irritan olan ve irritan olmayan
maddelerin ayrilmasinda kullanimu ile ilgili giiglii veriler
icermektedir. EpiOcular model testinde kati maddeler
igin daha ileri ¢aligmalar ve validasyonlar saglanmistir.
SkinEthic HCE modeli ise, kati maddeler icin hentiz ileri
optimizasyon asamasidadir. Bu test yontemleri siddetli
irritan (GHS Kategori 1) ve orta derecede irritan (GHS
Kategori 2) test maddelerinin ayrimi i¢in tasarlanmamistir
(56).

5.1 EpiOcular™ EIT RhT test modeli

Gintmizde ¢ok tabakali ve karmasik 3-D in vitro kiltir
sistemleri miuhendisliginin gelismesi ile insan kornea
epitelini taklit eden standardize dokularin kullanima
girmesi soz konusu olmustur. Ciddi géz hasari, test
maddesinin goziin 6n bolgesine uygulanmasini takip eden
21 giin icinde tam olarak geri doniislii olmayan gozde
ciddi fiziksel hasar veya gérmede bozukluk ile karakterize
bir durumdur (54). Kimyasal madde kaynakli siddetli
g0z hasari/goz irritasyonu, kimyasal maddenin kornea
ve/veya konjonktivadan penetre olmasi ile gézde ortaya
cikan korneal opasitede degisiklik, iritis, konjonktivada
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kizariklik ve/veya konjonktival kemozis olaylarin: igerir.
Hiicre hasari, hiicre membran lizisi (surfaktanlar, organik
solvanlar) makromolekiil koagiilasyonu (surfaktanlar,
organik solventler, asit ve alkaliler), alkilasyon ya da
kovalent bir¢ok

makromolekiillerle etkilesmeler gibi

mekanizma ile gerceklesebilir (1, 66, 67).

Bir kimyasal maddenin ciddi géz hasar potansiyeli, esas
olarak “6n hasar derecesi” ile belirlenir (23). Bu hasar
derecesi hiicre 6limiintin diizeyi (68), hiicrede devam
eden hasar yanit1 ve ortaya c¢ikan sonuglarin diizeyi ile
iligkilidir (69). Cok hafif irritasyona neden olan maddeler
genelde sadece korneal epitelin yiizeyinde; hafif ve orta
irritan maddeler epitel ve stroma yiizeyinde; siddetli irritan
maddeler ise epitel, derin stroma tabakalar1 ve korneal
endotelde hasara neden olur (19, 70). Kimyasal maddeyle
karsilasan ilk kornea epitel hiicreleri biyolojik rolleri ve gen
regiilasyonlar1 agisindan incelenmistir (71).

EpiOcular™ Géz Irritasyon Testi EURL ECVAM ve
Kozmetik Avrupa - Kisisel Bakim Birligi (Cosmetics
Europe - The Personal Care Association) tarafindan valide
edilmis bir yontemdir (72-76). EpiOcular™ Goz Irritasyon
Testi 2015 yilinda valide edilmis ve OECD tarafindan
kilavuzu yayinlanarak (OECD 492), goz irritasyonunun
degerlendirilmesi i¢in 6nerilen bir yontem olmustur (77).
EpiOcular modeller giiniimiizde Draize testi yerine birgok
arastirma laboratuvarlarinda, kozmetik, kisisel bakim
ve kimya girketleri tarafindan kullanilmaktadir (4). Bu
nedenle EpiOcular™ Goz Irritasyon Testi Valide Referans
Yontem (VRM) olarak tanimlanir. Bu testi sinirlayan nokta,
EpiOcular™ Goz Irritasyon Testi UN GHS sistemi ile siddetli
irritan (Kategori 1) ve irritan (Kategori 2) maddelerin
farkinin saptanmasinda kullanilmak {izere tasarlanmis bir
yontem olmamasidir. Bu farkin belirlenmesi ancak daha
ileri bir test stratejisinin uygulanmasiyla miimkindiir (66).
Kimyasal maddelerin goz irritasyonu olusturma ve siddetli
g0z irritasyonu olusturmalarina gére siniflandirilmasinda
EpiOcular™ Goz Irritasyon Testi in vitro veya in vivo
ek yontemlerin uygulanmasiyla kesin bir smniflandirma
yapilmasini gerektirir. Bu testler TG [Test Guide] 437,438,
460 ya da 491 kilavuzlarina yayinlanan testlerdir.

Bu test sisteminin validasyonunda molekiiler agirliklari,
kimyasal yapisi, tipleri ve siniflar1 farkli olan ¢ok gesitli
kimyasal trin tzerinde c¢alisilmistir. EpiOcular™ test
sisteminin validasyon veri tabani 113 kimyasal igermekte
olup, OECD SAR Toolbax analizine gore 95’1 farkli organik
fonksiyonel gruba sahiptir (73, 74). On validasyon (65)

ve tam validasyon (73, 75, 76) ¢aligmalar1 EpiOcular™
test sisteminin siklikla uygulanmadig: laboratuvarlarda
da bu analizin yiriitilmesinin miimkiin oldugu; ayrica
laboratuvarlar aras1 ve laboratuvar i¢inde tekrarlanabilir
oldugu gosterilmistir. Bu calismalara dayanarak, EpiOcular™
test sisteminin tekrarlanabilirlik diizeyi laboratuvarlar arasi
%93 iken, laboratuvar i¢i %95 seviyesindedir. Validasyon
¢alismalarindan elde edilen verilere goére (73) EpiOcular™
test sistemi, in vivo tavsan goz testinden (OECD TG
405) (11, 14) elde edilen sonuglarin UN GHS sistemine
gore smiflandirilan verilerine goére; %80 kesinlikte (112
kimyasal maddeye gore), %63 Ozgillitkkte (55 kimyasal
maddeye gore), %4 yanlis negatif (57 kimyasal maddeye
gore) ve %37 yanlis pozitif orana (55 kimyasal maddeye
gore) oldugu bulunmustur (54). Test maddeleri olarak
swvi, suda ¢Oziinebilen ya da ¢oziinemeyen kat1 maddeler
kullanilabilirken,
validasyon ¢alismalarinda kullanilmamistir (77).

gaz ve aerosol vyapidaki maddeler

OECD 492 kilavuzunda detaylar1 verilen EpiOcular™
Goz Irritasyon Testi, EpiOcular™ (OCL-200) insan kornea
epitel yapisinin histolojik, morfolojik, biyokimyasal ve
tizyolojik 6zelliklerini taklit eden yeniden yapilandirilmig
insan kornea epitel doku modeli kullanilarak farkli
kimyasal maddelerle indiiklenen sitotoksisite araciligiyla
g6z hasarinin belirlenmesi esasina dayanmaktadir (78).
Hemotoksilen/Eozin (H/E) boyali histolojik kesitleri,
kullanilan yapisinin insan kornea epitelyumuna benzer
oldugunu gostermistir. Biiytik ¢ekirdekli bazal hiicreleri 5-6
tabakali hiicre katmanlarinin altina yerlesik, doku yiizeyinde
keratinsiz tabakaya dogru giderek yassilasan yapilardadir.
EpiOcular™ test edilen maddenin siv1 ya da kat: olusuna
gore iki ayr1 protokol ile uygulanir (79). Test maddesi
en az iki adet dokuya topikal olarak uygulanir. Belirli
maruziyet siireleri sonunda doku canlilig1 negatif kontrol
olarak karsilastirilarak % doku canliligi mitokondriyal
MTT  [[(3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-
2,5-difeniltetrazolyum bromiir)] indirgenmesine dayali

dehidrojenaz ile

bir test ile belirlenir (78, 80). Hiicre canlilig1 belirlenen
esik seviyesinin (doku canlhilifi> %60) tzerinde oldugu
durumlarda uygulanan test maddesinin siniflandirilmasi ve
etiketlenmesine gerek duyulmaz. Bu durumda test maddesi
“irritan olmayan kimyasal madde” olarak tanimlanir (77).

Diger bir alternatif 3D yeniden yapilandirilmig insan kornea
epitel (HCE) modeli de SkinEthic Laboratuvar: (Fransa)
tarafindan geligtirmistir (81, 82). Bu model insan goziiniin
kornea mukoz tabakasiyla ayni yapidadir. Test maddeleri
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doku yiizeyine 10 dakika ve 60 dakikalik stirelerle uygulanir.
Hiicre canlilig1 %50’nin tizerinde oldugu durumlarda test
maddesi “irritan olmayan madde” olarak smiflandirilir
(4). SkinEthic HCE modeli i¢cin de EURL ECVAM ve
Kozmetik Avrupa tarafindan validasyon ¢alismalar:
yapilmistir (65, 83). EpiOcular™ EIT ve SkinEthic HCE
modellerinin karsilastirildigi ve yiiziin tizerinde kimyasal
maddenin denendigi bir ¢alismada, iki model ile de yiiksek
tekrarlanabilirlik (>%90) elde edilmistir. EpiOcular™
EIT siv1 test protokolii tiim kabul kriterlerini karsilarken,
SkinEthic HCE protokolii ile kat1 maddeler i¢in bu kabul
kriterleri karsilanamamistir. SkinEthic HCE modelinin
kati1 maddeler i¢in uygulanmas: icin ileri optimizasyon
¢alismalar1 devam etmektedir (83).

Son zamanlarda Katoh ve arkadaglari tarafindan (2012,
2013), LabCyte CORNEA-MODEL (Japanese Tissue
Engineering Co., Ltd., Japan) ve yeni 3D yeniden
yapilandirilmis insan kornea modeli MCTT-HCE (New
3D Reconstructed Human Cornea Model, MCTT-HCE)
(MCTT, Seol,
morfolojik ve histolojik 6zellikleri de insan korneal epiteli
ile benzerlik gostermektedir. LabCyte CORNEA-MODELde

ideal islem zamani, hacim, ileri inkiibasyon zamani ve

Korea) gelistirilmistir. Bu modellerin

yikama prosediirlerinin belirlenmesi i¢in 6n validasyon
calismalar1 gerceklesmistir (84). MCTT-HCE ve LabCyte
CORNEA-MODELlerin her ikisi de yiiksek kesinlik
derecesi ile umut verici sonuglar vermesine ragmen, heniiz
resmi bir validasyon degerlendirmesine girmemistir (4).

5.2 In vitro Alternatif Yontemlerin Sinirlamalar1

Epitel modeller ile ilgili sinirlandirmalardan biri hiicresel
izolasyonu engelleyen korneal dokuda baslangictaki
enzimatik ve mekanistik disasosiasyonun da hiicrede
farkli birgok cevap olusturabilecek travmatik uyarilarin
olabilmesidir  (16).

hiicresel yap: bitiinligiiniin bozulmasina, inflamatuvar

olusmasina neden Bu durum,
mediatorlerin salgilanmasina ya da hiicre farklilasmasina
neden olabilmektedir. Tiim bunlar madde biyokinetiklerinin
in vivo ve in vitro sistemlerde farkli olmasina neden
olmaktadir. Bu durumda in vitro toksikoloji ¢alismalarinda
kullanilan hiicrelerden elde edilecek veri farkliliklarinin da

g6z oniinde bulundurulmas: gerekmektedir (16).

Oliimsiizlestirilmis epitel hiicre hatlar1 giivenilir bir

bicimde in vivo kornea hiicre davraniglarini her zaman

yansitmayabilir. Ornegin hiicre hatlar1 CK 3, 7, 8, 18 ve 19
gibi sitokeratinleri eksprese etmemektedir (13).

Epitel modellerle ¢alisirken hassas ve ¢ok dikkatli olunmasi
gerekir. Dokular, hasar vermeden ve kurumasi engellenerek
saklanmalidir. Kiiltiirde hiicre ayrilmalari, deneysel verileri
yanlis yorumlamaya neden olabilmektedir (16). Aym
zamanda bazi kimyasal maddeler goziin farkli béliimlerine
farkli sekillerde etki edebilmektedir. Ancak, s6z konusu
modellerde 6zelllikle hiicre-hiicre etkilesimlerinde 6nemli
bir nokta olan bu durum hesaba katilamamistir (85-87).
Ayrica, in vitro hiicre yontemleri hormonel, immiin ve
néranal etkileri yeterince yansitmamaktadir. Bu durum, bu
testleri basit ve kolay yorumlanabilir yapmasina ragmen,
g0z gibi 6zellesmis kompleks bir yap1 s6z konusu oldugunda
gercek etkilesimlerin belirlenmesinde sinirlamalara neden
olmaktadir (15).

6. SONUC

GOz irritasyonunun tayini amaciyla Draize tavsan
testleri, glinlimiizde kozmetik alaninin disinda hala
kullanilmaktadir. Kozmetik iiriinlerde ise in vitro testlerin
kullanimi zorunludur. Bununla birlikte, in vitro alternatif
testlerin pratikte kullanimi ile ilgili halen sikintilar
bulunmaktadir (4).

yapildiginda insan kornea epitelini taklit eden ii¢ boyutlu

Ancak genel bir degerlendirme

doku modellerinin genel yapilar;, kompozisyonlari,
biyokimyasal yonleri insan goziine benzerlik tasir. Bu

modeller birgok toksisite ¢aligmalari i¢in uygundur (88).

Her ilkenin kendi mevzuati ve veri gereksinimleri farkli
olabilir, Avrupa Birligi birlesik ve giiclii bir yapidadir, ancak
diger tilkelerde mevzuatlar tek tek iilkenin ihtiyaglarina
gore degerlendirilmektedir. Bu siiregler olduk¢a uzun
zaman almaktadir. Mevzuatlarda asil odaklanilan konu
insan sagliginin korunmasidir. In vitro alternatif test
teknikleri gelistirilmis olmakla birlikte, tiim toksikolojik
caligmalar1 kapsamamaktadir ve ileri ¢alismalara ihtiya¢
vardir. Alternatif test yontemlerinin gelistirilmesi amaciyla,
bilimsel ve diizenleyici kuruluslar arasinda katilim ve
diyalogun daha da artmasi gerekmektedir (4).

Yakin
gelistirilmesiyle

gelecekte in  vitro yontemlerin daha da

kullanimlarinda  artis  olacagina
inanilmaktadir. Giiniimiizde, valide yontemler bulunsa da,
ihtiyacin gerektigi sekilde karsilanabilmesi icin yeni valide

yontemlerin gelistirilmesi gereklidir (89).
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Traditional and Alternative Methods For the Evaluation of
Eye Irritation Potential of Cosmetic Products

ABSTRACT

For several years, In vivo ocular toxicity tests were used to
evaluate the hazard potential of drugs and chemicals that are
applied to eye. In ethical terms, eye irritation tests can cause
discomfort and pain in laboratory animals. Since 3R principle
has been published, several alternative methods have been
developed, validated and accepted by regulatory authorities to
evaluate the potential toxicity of chemicals and cosmetics. On
March 11%2013, the commercial sales of any types of cosmetics
and personal care products tested on animals, were banned in
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