KOZMETIKLER ICIN KULLANILAN TOKSIiSiTE TESTLERI
Her giin binlerce kimyasala maruz kaliyoruz

ISTEYEREK :

flaclar

Gidalardaki dogal kimyasallar
Gida katk: maddeleri
Kozmetikler

ISTEMEDEN :
Gidalardaki kimyasal
Kirleticiler

Cevre kirleticileri
Mesleki kimyasallar

1 giin ~ 15 farkl iiriin 200 farkh kimyasal
% 601 viicut tarafindan emilme

Bir bayan her y1l yaklasik 2.25 kilo kozmetik tiiketiyor !!!

Gecmisten giiniimiize...

Bitkisel, hayvansal ve mineral kaynakli kozmetik iiriinler, teknolojinin ilerlemesiyle sentetik
iriinleri de igermeye baslamislardir.

Ik bakista zararsiz olduklari diisiiniilen kozmetiklerin;

- Insanoglunun vazgecilmezleri olmaya baglamalari,

- Yasam siirecinin oldukga biiyiik bir diliminde kullanilmalari nedeniyle,

Kozmetik {irlinlerin ve bilesenlerinin gerek iiretim ve gerekse tiiketimi sirasinda giivenli(li)ginin
ve zararsizliklarinin belirlenmesinde toksikolojik profili 6nem kazanmaktadir.

1976 KOZMETIK URUNLER DIiREKTIFi (76/768/EEC)
Topluluk i¢inde pazara siiriilen bir kozmetik iiriinii, normal ya da makul sekilde dngoriilebilir
kullanim kosullar1 altinda tatbik edildiginde insan sagligina zarar vermemelidir (Madde 2)
Kaygilanmaliyiz, ¢iinkii;
* Sandiginizdan daha fazla kozmetik iiriin kullaniyorsunuz
* Kozmetik etiketleri, tiim igerik listesini tagimiyor
* Parfiimlerde toksik maddelerin listesi ise hi¢ bulunmuyor...

Toksisite profilinin belirlenmesi icin:
Fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
Toksikokinetik 6zellikleri
(Absorpsiyon,Dagilim, Metabolizma, Eliminasyon)
Toksisite test verileri



TOKSISITE TESTLERI
Kimyasal maddenin;
Biyolojik sistemlerde meydana getirdigi zararl etkilerini ve Doz-cevap iliskisini saptamak igin
yapilir.
DOZ & MARUZ KALMA SURESI ONEMLI
Fare, sigan ve kobay gibi kemirici deney hayvanlarina farkli dozlarda ve siirelerde kimyasal
madde uygulanir.
GENEL TOKSISITE TESTLERI
Kimyasal maddenin kisa, orta ve uzun siireli etkilerini belirlemek i¢in uygulanir.
1. Akut toksisite (oral, dermal, inhalasyon) testleri
2. Subakut toksisite testleri
3. Subkronik toksisite testleri
4. Kronik toksisite testleri

OZEL TOKSISITE TESTLERI
Kimyasal maddenin genel toksisite testleri ile saptanamayan o6zel toksik etkilerini
belirlemek i¢in uygulanir.
1. Karsinojenite testleri
2. Mutajenite testleri
3. Teratojenite testleri
4, Immunotoksisite testleri
5. Norotoksisite testleri
6. Transplasental karsinojenite testleri
7. Ureme ve gelisim toksisite testleri

Toksisite testleri
Epidemiyolojik arastirmalar

In vitro testler

¢ QSAR c¢alismalari (Yapi-aktivite)

Toksisite testleri ¢calismalart sonucunda kimyasal maddenin giivenli kullanim1 i¢in sayisal veriler
elde edilir.
Deney hayvanlarindan elde edilen verilerle insandaki etkilerinin tahmini 6ngoriiliir.

Kozmetik Uriinleri Direktifi (76/768/EEC)1976 SSCNFP-Scientific Commitee on Cosmetics
and Non Food Products (Kozmetikler ve Gida Dis1 Uriinler Bilimsel Komitesi)

Given(li)lik
Bir etkenin belirli kosullarda advers etki (toksik etki) gosterMEmesi

IKINCi BOLUM

Kozmetik Uriinlerin Nitelikleri
Madde 6 — Piyasaya arz edilen bir kozmetik iiriin, normal ve iiretici tarafindan



ongoriilebilen sartlar altinda uygulandiginda veya iirliniin sunumu, etiketlenmesi,
kullanimina dair agiklamalara veya iiretici tarafindan saglanan bilgiler dikkate alinarak
oOnerilen kullanim sartlarina gére uygulandiginda, insan sagligina zarar vermeyecek nitelikte
olmalidir.

Her iilkede tiiketici sagligini koruma adina iireticilere biiylik sorumluluklar getiren yasal
diizenlemeler bulunmaktadir.

ABD, AB, Japonya ‘da Kozmetik Uriin Giivenliliginin degerlendirilmesi konusunda farkli
yaklagimlar bulunmaktadir.

Ulkemizde de 2005 yilinda yiiriirliige giren Kozmetik Kanunu ve ydnetmeligi AB ile uyumlu hale
getirildi

Kozmetik Yonetmeligi: 07.06.2005
UCUNCU BOLUM

Sorumluluk, Denetim ve Bildirim

......... Denetim Esaslari,
Madde 12.
d) Bitmis tiriinde insan sagligi icin giivenlik degerlendirmesi; bunun igin iiretici, tiriin
bilesenlerinin toksikolojik karakteri, kimyasal yapisi ve maruz kalma seviyelerini goz
Ontine alir. .........

Giivenlilik (Risk Degerlendirme) degerlendirmesi gerekiyor.....

Kozmetik {irlin bilesenlerinde yapilan toksisite testlerinin kapsami;

¢ Kimyasal maddenin iiretim miktar1

®  Kozmetik iiriin tipine gore degisir.

UV filtreleri Giivenlilik profilleri i¢in daha
Sag boyalari kapsamli toksisite testleri
Parfiimler... gerekiyor!!111

KOZMETIiK URUNLERDE YAPILAN TESTLER

Dayaniklilik testleri
Kullanilis testleri
Fizyolojik testler
Kalite kontrol testleri



Dayanikhilik Testleri

Hazirlanan iirlinlin kullanilma ve depo edilme siiresince, istenilen 6zelligini koruyup
koruyamayacaginin kontroliidiir.

Kullanihs testleri

Uriiniin istenilen amaca erisip erismedigini, cogunlugun isteklerine cevap verecek 6zellikte olup
olmadigint,ayni tiir tirtinler arasindaki durumunu saptamak amaci ile yapilir.

Fizyolojik testler
Iki grup olarak incelenebilir:

1) T1bbi etkisi olan preparatlarin istenilen 6zelliklerinin “klinik testler” ile saptanmasi,
2) Preparatin herhangi bir bigimde zararli olup olmadigi, fizyolojik bir etki yapip yapmadiginin
incelendigi “toksisite testleri”dir.

Kalite kontrol testleri
Preparatin istenilen standartlara uyup uymadigi, imalatin uygun sartlarda yapilip yapilmadiginin
kontrol edildigi ve imalat serileri arasindaki farklar1 ortaya koyan testlerdir.

Kozmetik endiistrisi
AB: 2000 firma Her yil 5000 yeni iiriin

2003: AB Kozmetik Yonetmeliginin 7nci maddesinde degisiklik
= Alternatif yontemler icin ciddi bir ihtiya¢ olusumu

Alternatif yontemler
CIKIS NOKTASI:

3 R YAKLASIMI
1) REPLACEMENT (Degistirme)
2) REDUCEMENT (Azaltma)
3) REFINEMENT (Arindirma)

TEMEL AMAC:

HAYVANLARIN KULLANILMADIGI YONTEMLER BULMAK, BU MUMKUN DEGILSE
EN AZ SAYIDA HAY VANIN KULLANILMASI VE MUMKUN OLAN EN RAHAT
ORTAMIN SAGLANMASI (DENEY HAY VANI REFAHI)

Avrupadaki Diizenleyici Uygulamalar
Avrupadaki Diizenleyici Uygulamalar (devami)
* AB Kozmetik Yonetmeligi 76/768/EEC
*» Konsey Yonetmeligi 86/609/EEC (hayvanlar ile ilgili yonetmelik)



* Yeni AB Kimyasallar Mukavelesi (REACH)*

* Kaydetmek (Registration), degerlendirmek (Evaluation), ruhsatlandirmak (Authorization),
kimyasallarin sinirlandirilmasi1 (CHemical limitations)
AB Kozmetik Yonetmeligi
76/768/EEC yonetmeligi 15 madde ve 8 ekten olugsmaktadir.
Ekler tizerinde, SCCNFEP (Scientific Committee on Cosmetics and Non Food Products) Komitesi
tarafindan gerektiginde degisiklikler yapilmaktadir

Son 27 senede 30 degisiklik !
En 6nemli degisiklikler

1993 teki 6. degisiklik (93/35/EEC, 1993)
2003 teki 7. degisiklik (03/15/EEC, 2003)
6. Degisiklik (1993)

Kozmetik iirlin bilesenlerinin tanimlayici bir envanterinin olugturulmasi
Giivenlik gereksinimlerinde daha kati bir yaklagim
Son tiriin hakkinda bilgi gereksinimleri

1 Ocak 1998’den itibaren kozmetik igeriklerinin hayvan deneyleri ile test edilmesinin
yasaklanmasi bunun yerine alternatif yontemlerin uygulanmasi kararlastirilmistir

7. Degisiklik (2003)
Kozmetik iirlinlerde hayvan c¢aligsmalarinin yasaklanmasini desteklemek amaci ile ¢ikarilmistir.
Bu degisiklikte; kozmetik iiriin bilesenleri igin 11 Mart 2009’dan itibaren, tekrarlanan doz
toksisitesi, toksikokinetik ve tireme toksisitesi deneyleri harig, in vivo hayvan ¢alismalarini
yasaklarken belirtilen bu deneylerin de 11 Mart 2013 tarihinden itibaren kisitlanacagini
ongormustur.
Validasyon icin Anahtar kuruluslar
Avrupa:
ECVAM (European Center for the Validation of Alternative Methods)

Amerika:
ICCVAM (Interagency Co-ordinating Committee for the Validation of Alternative Methods)

Alternatif yontemlerin avantajlar
Hayvanlara daha az bagimlilik
Objektif son noktalar
Toksikolojik mekanizmalarin daha 1yi anlasilmasi
Kisa siirede daha fazla test imkani
Uzun vadede daha az gider



Alternatif yontemlerin dezavantajlar
Gegis i¢in siire kisa
Oturmus yontemlerin yerine yenisini koymak zaman alict
Kiictik ve orta sermayeli sirketlerin yeni deneylere ge¢isi ekonomik agidan 6nemli
Bu testler ile giivenlilik saglanabilecek mi????

70’lerden sonra hayvan kullaniminda azalma
in vitro metodlarin gelistirilmesi
Laboratuvar Hayvani Bilimi
Uluslararasi anlasmalar- toksisite calismalart
Pahali
Protestolar -planlamada daha dikkatli, alternatif metodlar
Transjenik hayvanlar- kullanim artacak mi?

SCCNFP

SCCNFP

DG Sanco olarak bilinen komisyonun bir pargasi olup, tiye iilkelerden gelen uzman yetkili bilim
adamlarindan olusur. 6. ve 7. degisiklikten sorumlu olan tavsiye komisyonudur.

Kozmetik iiriin ve bilesenleri icin 6ngoriilen alternatif kozmetik testleri

- Dermal irritasyon
- GOz irritasyonu
- Dermal duyarhilik
- Akut fototoksisite
- Fotogenotoksisite
ECVAM
Alternatif yontemlerin gecerlenmesi (validasyonu) Avrupa Birligi seviyesinde ECVAM
(European Center for the Validation of Alternative Methods) tarafindan yiirtitiilmektedir.

Alternatif In vitro Yontemler

TER Testi
TER (Transcutaneous Electrical Resistance Assay):

Deri korrozivitesi i¢in kullanilan bir in vitro yontemdir. Siganlarin dorsal bolgelerinden alinan
deri diskleri lizerinde 24 saat boyunca elektriksel direng Sl¢limleri yapilir.

5 Kiloohmdan az olan bir direng pozitif sonug olarak kabul edilir.

SIFT Testi
SIFT (Skin Integrity Function Test), fare derisindeki irritasyonu 6lgen bir test olup EPIDERM®
ve EPISKIN® ile birlikte Faz I ve Faz II calismalarinda basarili olmus bir testtir. Faz III
caligmalar1 uygulanmaktadir.

Fare derisi biitiinliik islev testi



Kimyasala maruziyeti takiben fare derisinin biitliinliigliniin degerlendirilmesine dayanmaktadir.
Trans-epidermal su kayb1 (TEWL) ve elektrik direnci (ERA) 6l¢iilerek degerlendirme yapilir.
Kimyasallarin cilt irritasyon potansiyelinin degerlendirilmesine yonelik bir 6n tarama yontemi
olarak gelistirilmistir.
TEWL ya da ERA i¢in uygulama 6ncesi ve sonrasi degerlerin orani bes kattan daha biiyiik ya da
daha kiigiikse, bu durumda kimyasal “irritan” ya da “irritan degil” olarak degerlendirilir

Insan modeline dayanan deri irritasyon/korrozyon testleri (EPIDERM®, EPISKIN®,

CORROSITEX®)

Model olarak insan epidermal keratinositlerinden elde edilen 3 boyutlu dokular kullanilir.

Bu model;

— Cok tabakal1 ve farkliliklar igermeli

— In vivo ortamdakine benzer olmali

— MTT Testi ile sonuglar degerlendirilir.

MTT Testi
[k olarak Mosmann tarafindan tanimlanan ve daha sonra Alley ve ark. tarafindan
gelistirilen 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid (MTT) yontemi hiicre
canliligiin belirlenmesi i¢in sik¢a kullanilan kolorimetrik bir yontemdir.

Deneyin amaci, MTT testi ile formazan olusumuna bagli olarak mitokondriyal dehidrogenaz
aktivitesinin azaltilmasiyla hiicre yasayabilirliginin 6l¢iilmesidir

MTT, renkli olup hiicrelere aktif olarak absorbe olan ve mitokondriyal rediiktaz enzimi ile

suda ¢6ziinmeyen mor renkli formazan’a indirgenir. Olusan bu renkli ¢dzeltinin miktari

500-600 nm dalga boylarinda 6l¢iim yapilarak hesaplanir. Bu olay sadece canli hiicrelerde

gergeklesebilecegi igin bu test, hiicre canliliginin 6l¢iitii olarak alinir.

Ex vivo test:
- Draize tavsan gozii testi

Alternatif in vitro testler:
- BCOP

- IRE

-ICE/CEET

- HET - CAM

Draize Testi
Draize goz tahris testleri, ilk olarak 1944 de, ABD Gida ve ilag Idaresi ¢alisanlarindan J.H.
Draize’in, tavsanlarin gozlerine sikilan bir maddenin ne kadar irritan oldugunu belirleyen bir
derece gelistirmesiyle kullanilmaya baglandi.
Test maddesi, tavsanin tek goziine damlatilir veya siiriiliir. Hayvanin alt gz kapagi disar1 ¢ekilir
ve madde konarak g6z kapatilir. Tavsan, her giin gézlenerek, gézlerinde sisme, ¢iban, enfeksiyon
ve kanama olup olmadig1 saptanur.



BCORP testi
BCOP (Bovine Corneal Opacity and Permeability Test):
Izole edilmis s1gir korneasinda opasiteyi indiikleyen ve gegirgenligi arttiran okiiler irritasyon
Olctimii yapilir. Test maddesine maruziyetten sonra opasite Ol¢tiliir.

Daha sonra korneaya sodyum floresan uygulanir ve 90 dakika maruz birakilir, optik dansite (OD)
Ol¢iimii ile gegirgenlik hesaplanir ve okiiler irritasyon saptanir.

Sonuglarin degerlendirilmesi
In vitro deger = ortalama opasite degeri x (15 x ortalama ODygp degeri)

IRE Testi

IRE (Izole edilmis tavsan gozii) testi
(Burton ve ark., 1981), (Guerriero ve ark., 2004)
Test maddeleri kat1 veya sivi halde izole gézlin 6n kismina konur.
0.5, 1, 2, 3, 4 saat i¢inde Olgtimler yapilir ve kontrol grubu ile karsilastirmali olarak korneal
opasite,korneal sislik, fluoresan gecisi ve epitel biitiinliik agisindan incelenir ve degerlendirilir.

=  Korneal opasite > 3 (0 ile 4 arasinda degerler verilir)
=  Korneal sislik > %25

Fluoresan gegisi > 4 (0 ile 4 arasinda degerler verilir)
=  Epitel izerinde gozle goriiliir bir hasar varsa
Bu kriterlerden en az birini olusturan madde okiiler korroziv/siddetli irritant madde olarak

degerlendirilir.

ICE Testi

Izole edilmis tavuk gozii testi
Test kimyasali, izole tavuk korneasina uygulandiktan sonra sislik veya opasite tarzindaki korneal
tepkiler ve fluoresan alikonmasi ¢esitli zaman araliklarinda olgiiliir. Her bir son nokta igin
maksimum ortalama deger cevap olarak kabul edilir ve bu verilere gore degerlendirme yapilir.

HET-CAM Testi

Tavuk yumurtas: koryoallantoik zar testi:
Amac, test maddesinin okiiler irritan 6zelliginin, tavuk yumurtasinin koryoallantoik zarinin
icindeki advers olaylar1 indiikleme yeteneginin dl¢iilmesidir. 300 saniyelik periyodlarda olusan
olaylar kaydedilir.
IS: Irritasyon degeri (total etkiye gore)
A= ((301- Hemoraji zamani) / 300) x 5
B= ((301- Lizis zamani) / 300) x 7
C= ((301- koagiilasyon zamant) / 300) x 9
IS= A+B+C

Alternatif dermal hassasiyet testleri

In vivo yontemler (LLNA)
QSAR sistemleri (Bilgisayar destekli sistemler) Or: DEREK ™ bilgi sistemi (In silico modeller)
Hiicre kiiltiirii sisteminin kimyasal kaynakli tepkilerine dayali olan in vitro modeller



Lokal Lenf Diigiimii Testi
LLNA ve Son Nokta Mekanizmasi
LLNA Yonteminin Dezavantajlart (ICCVAM Raporu)

> LLNA, [*H] metil timidin kullamlarak yapilan radyoaktif bir yéntemdir.

> Antijen spesifik immiin cevabin veya non-spesifik enflamatuar cevabin hiicre
proliferasyonuna neden olmasindan dolayi irritasyon ve alerjinin tam olarak ayrilamamasidir.

QSAR Sistemleri

Insan saglig: iizerindeki etkilerin ve iliskili toksisitelerin tahminine ydnelik bilgisayar destekli bir
dizi yazilim paketi bulunmaktadir. Bu sistemler, toksisitenin dogrudan kimyasal yapidan
hareketle tahmin edilebilmesine olanak saglarlar ve kullanim kolayliklar1 ve hizla tatbik
edilebilmelerinden otiirli kullanilmaktadirlar.
Or: DEREK" bilgi sistemi

DEREK® Bilgi Sistemi
WINDOWS icin LHASA Ltd. tarafindan {iretilmig bir bilgi sistemidir. Modeller normal olarak
toksikolojik bilgi ile ilgili genelde literatiirden erisilen genis veri gruplarinin analizinin ardindan
cikarilirlar. Molekiiller, ¢ok sayida yapisal, topolojik ve elektropolojik indeksten herhangi biri ile
karakterize edilirler. Modeller, devamli u¢ noktalar i¢in regresyon analizi ve toksisite verilerinin
kategorize edilmesi i¢in gelistirilirler.
Bu sistemle:
- Bir kimyasalin dermal hassasiyet olusturup olusturmadigi tahmin edilebilir.
- Bir kimyasalin genotoksik, mutajenik ve karsinojenik olup olmadigi tahmin edilebilir.
- Irritasyondan hepatotoksisiteye kadar ¢ok genis bir yelpazedeki toksikolojik tehlikeler hakkinda
aydinlatici bilgiler alinabilir.

3T3NRUPT
3T3 NRU Fototoksisite testi
3T3 NRU (3T3 Neutral Red Uptake) testi:

Balb/c fare 3T3 fibroblast hiicre kiiltiirtinde uygulanan ve UV A maruziyeti ile kimyasallarin
fototoksisite potansiyelini dlgen bir yontemdir. Hiicre yasayabilirligi notr kirmizi (Neutral
red) boyasini tutabilme kapasitelerinin inhibisyonunu ile 6lgiliir ve % inhibisyon EC50
degeri olarak ifade edilir.

Foto irritasyon faktorii (PIF)
Ortalama foto etki (MPE)

PIF <5 ya da MPE < 0.1 = "fototoksisite yok™
PIF > 5 ya da MPE > 0.1 = "fototoksisite".

RBC Fototoksisite Testi
Eritrositlerdeki fototoksisitenin 6nemli ug¢ noktalar1 serbest radikal tiretimi ve hemoglobin



oksidasyonudur. Eritrositler ile yapilan fototoksisite testlerinde methemoglobin olusumu siklikla
gozlemlendigi i¢in, hem fotohemoliz hem de hemoglobin oksidasyonu RBC-PT ile test edilebilir.
Bu yaklasim, insan iizerine fototoksik maddelerin taranmasina ve mekanizmalarinin hiicresel
diizeyde incelenmesine olanak saglar.
3-D insan Cildi Modeli In Vitro Fototoksisite Testi (H3D PT)

Insan cildi modelleri (3-D Cilt Modelleri), Dermal Modeller (fibroblastlar), epidermal modeller
(keratinositler ve stratum korneum) ve tam cilt modelleri (fibroblastlar, keratinositler ve stratum
korneum) olmak tizere ii¢ farkl: tiptir. Son iki tip yasayabilir, metabolize olan birincil cilt
hiicrelerini ve bir cilt bariyerini igerdiginden, her ikisinden de siklikla “3-D cilt modelleri” olarak
s0z edilir.

3D Insan Cildi Modeli In Vitro Fototoksisite Testi (H3D PT) (devami)
Korneum engeli nedeniyle, H3D PT testinin énemli bir rolii de 3T3 NRU PT testinde elde edilen
sonuglar1 dogrulamaktir. H3D PT, kimyasallarin i¢in fototoksik potansiyelinin degerlendirilmesi
icin tek basina kullanilacak bir test degildir.
RBC PT ve H3D PT, ECVAM tarafindan 3T3 NRU PT’de pozitif sonuglar veren kimyasallarin
daha ayrintili sekilde aragtiritlmasinda kullanilacak ek testler olarak 6n-validasyondan
gecmislerdir.

Rutin kullanimlarina ragmen, bugiine kadar yeni foto-genotoksisite testlerinden higbiri resmi
validasyonu tamamlamamistir. Ancak Foto-MN ve Foto-COMET ig¢in su anda laboratuarlar arasi
validasyon calismast devam etmektedir.

Fotosensitizasyon igin su an i¢in gelecek vaat eden bir in vitro yontem yoktur. Su anda
gelistirilmekte olan tek alternatif, Lokal Lenf diigiimii (LLNA) in vivo yonteminin modifikasyonu
olan Foto-LLNA {izerinedir.



