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1. GIRIS

Alerjik temas dermatiti (alerjik kontakt dermatit), Tip IV (Gecikmis tip
hipersensitivite)’nin bir alt tipi olmakla beraber, biiyiik sosyoeckonomik etkileri olan

ve en sik goriilen deri hastaliklar1 arasinda yer almaktadir (Uter ve ark., 1998).

Alerjik temas dermatiti (alerjik kontakt dermatit), kimyasal maddelere
maruziyette en sik goriilen advers etki olmasi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.
Bir kimyasal maddenin piyasaya siiriilmesinden 6nce mutlaka biyouyumluluk ve
toksisite testlerinden biri olan alerjik kontakt dermatit (deri sensitizasyonu) testinin
yapilmas1 zorunludur. Ozelllikle kozmetik {iriinlerin ¢esitliligi ve insan maruziyeti

diisiiniildiiglinde bu testlerin yapilmasi kaginilmazdir.

Deri hassasiyetinin saptanmasi i¢in uzun yillar boyunca kobay testleri (guniea
pig maksimizasyon test, Buehler test) kullanilmistir. Giiniimiizde ise halen kimyasal
giivenlilik dosyalarinda (kozmetik igeriginde yer alan maddeler disinda) mutlaka
belirtilmesi gereken ve sensitizasyon potansiyelini aragtirmak i¢in kullanilan toksisite
testi LLNA (Local Lymph Node Assay-Lokal Lenf Diigiimii Yo6ntemi)’dir (OECD,
2015a).

Radyoaktif lokal lenf diigiimii yontemi (LLNA), kimyasal maddelerin
hassasiyet potansiyellerinin 6lgiimii igin kullanilan Onemli bir test yontemidir.
Alerjen kimyasallara maruziyet sonucunda lenf diigiimlerinden salinan T hiicre
proliferasyonu in vivo [3H] metil timidin kullamilarak LLNA ile 6l¢iilmektedir.
Lenfosit proliferasyonunun test materyalinin sensitizasyon potansiyeline bagli olarak
arttig1 gézlenmistir. Bu yontem ICCVAM (1998), ECVAM (2000) ve OECD (2002)
tarafindan kabul edilmistir. Aym1 zamanda bu yontem geleneksel guinea pig
maksimizasyon testi ve Buehler yontemine gore birgok avantaja sahiptir. Bu
avantajlar arasinda; kullanilan hayvan sayisinin azalmasi ve hayvan refahi, deney
siiresinin ve deney hizinin artis1, kantitatif sonu¢ noktalart ve giicli

karsilastirilabilme kriterleri sayilabilmektedir (Basketter ve ark., 2007). LLNA



yonteminin sayisiz avantajlar1 olmasina ragmen ICCVAM raporu, iki dezavantajina
ozellikle dikkat c¢ekmektedir. Bunlardan ilki, LLNA’in, [3H] metil timidin
kullanilarak yapilan radyoaktif bir yontem olmasidir. Bir digeri ise antijen spesifik
immiin yanitin veya non-spesifik enflamatuar yanitin hiicre proliferasyonuna neden
olmasindan dolay1 irritasyon ve alerjinin tam olarak ayirt edilememesidir. Ancak bu
dezavantajlarina ragmen LLNA yonteminin OECD yonetmeligine kabulden sonra,
“UK Health and Safety Executive (HSE)” yeni kimyasal maddelerin deri hassasiyeti
potansiyellerinin 6l¢iilerek Avrupa Birligi onayini alabilmeleri i¢in gerekli olan bir
yontem olarak gostermistir. Birgok arastirmaci, LLNA protokoliinii daha fazla
gelistirebilmek amaciyla radyoaktif bir maddenin yontem igin gerekli olup olmadigi
lizerine yogunlagmistir. Bu yaklagimlar igerisinde en énemli olani1 ise in vivo olarak
uygulanan standart LLNA yonteminde kullanilan [3H] metil timidin (3HTdR)’in
yerine L.P olarak nonradyoaktif bir analogu olan 5-bromo-2-deoksiuridin (BrdU)
uygulanmasi olmustur. BrdU, 3HTdR’ ye ¢ok benzerdir ve BrdU kullanilarak
yapilan varyasyon yontemleri sonuclar1 standart LLNA ile ¢ok benzerlik gostermistir
ve uluslararast topluluklar (ICCVAM, OECD, ECVAM gibi) tarafindan da onay
almay1 basarmistir. (U.S. Public Health Service National Institutes of Health, 2010).

Deri hassasiyet potansiyelinin degerlendirilmesi, yeni ve mevcut maddelerin
giivenlik degerlendirmesinin 6nemli bir bilesenini temsil etmektedir. Geleneksel
yontem olarak, Lokal Lenf Diigiimii Testi (LLNA) ve kobay testleri (Buehler Testi
ve Kobay Maksimizasyon Testi) gibi hayvan testleri ile elde edilir. Bugiine kadar,
insan sagliginin ve ¢evrenin korunmasini amacglayan bazi Avrupa yonetmeliklerinde
savunuldugu iizere, bu son nokta i¢in hayvan ihtiyacini azaltmak veya tamamen
ortadan kaldirmak ig¢in alternatif hayvansal olmayan ydntemlerin gelistirilmesine
ihtiya¢ duyulmaktadir. Deri hassasiyetinin degerlendirilmesi i¢in mekanik temelli
birka¢ hayvansal olmayan test yontemi su anda gelistirme ve degerlendirme
asamasindadir. Dogrudan Peptit Reaktivite Yonteminin (DPRA) dogrulanmasi,
ECVAM tarafindan koordine edilen ¢aligmanin bir pargasidir. Calisma, deri
hassasiyetinin degerlendirmesi i¢in hayvansal olmayan test stratejisinin bir pargasi
olarak, gelecekteki kullanimi g6z oniline alindiginda, DPRA'min aktarilabilirligi ve

tekrarlanabilirligi (laboratuvarlar i¢cinde ve laboratuvarlar arasinda) hakkinda saglam



sonuglarin  ¢ikarilmasina yonelik olarak tasarlanmigtir. VMG (Validation
Management Group), caligmada iiretilen bilgilerin DPRA'nin saglam ve giivenilir bir
test yontemi oldugunu gosterdigine karar vermistir. VMG (Dogrulama Ydnetim
Grubu) ayrica, DPRA'nin, deri hassasiyetinin tanimlanmasi i¢in in vivo tahlillerin
tamamen degistirilmesi ve deri hassasiyet potansiyelinin belirlenmesinde
oynayabilecegi rol icin entegre bir test stratejisinin bir parcast olarak daha fazla

degerlendirmeyi hak ettigini diisiinmektedir (Casati ve ark., 2013).

Deri hassasiyeti, insanlarda alerjik kontakt dermatit (ACD) olarak adlandirilan,
deri alerjisine neden olma yetenegine sahip maddelerle iligkili toksikolojik son
noktadir ve immiinotoksisitenin en yaygin durumu olarak karsimiza c¢ikmaktadir.
Deri hassasiyet potansiyelinin tanimlanmasi, kozmetik bilesenler dahil olmak iizere
yeni ve mevcut maddelerin giivenlik degerlendirmesinin 6nemli bir kismim
kapsamaktadir. Deri hassasiyeti i¢in mevcut tahmin testleri, hayvanlarin kullanimina
dayanmaktadir. Bunlar arasinda geleneksel kobay testleri (Buehler Testi ve Kobay
Maksimizasyon Testi (OECD TG 406, TG B06 AB Regulation 440-2008) ve Yerel
Lenf Diigiimii Testi (LLNA, OECD TG 429, TG B42 AB Regulation 440-2008,
radyo-izotopik olmayan varyantlar dahil (OECD TG 422A ve OECD TG 422B)
bulunmaktadir. LLNA, gelencksel kobay testlerine gore bir iyilestirme yontemi
olarak kabul edilir ve insan maruziyetinde giivenli seviyeleri belirlemek i¢in tam risk
degerlendirmesinde gerekli olan deri hassasiyetinin anlagilmasinda daha biiytlik bir
oneme sahiptir. Yeni Avrupa Kimyasallar Yonetmeligi REACH’e gore (Registration,
Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals-Kimyasallarin Kaydi,
Degerlendirilmesi, Yetkilendirilmesi ve Smirlandirilmasi), bu son nokta igin
alternatif, hayvansal olmayan yontemlerin gelistirilmesi ve uygulanmasina daha fazla

ithtiya¢ vardir.

Deri hassasiyeti, diisilk molekiiler agirlikli reaktif kimyasallarin neden oldugu
gecikmis tipte bir asir1 duyarlilik reaksiyonudur. Deri hassasiyetinin indiiksiyonunun
altinda yatan temel biyolojik mekanizmalar, tam olarak karakterize edilememesine

ragmen, kismen iyi anlasilmistir. Mekanizma su sekildedir;



1) Kimyasalin cilde niifuz etme ve haptenasyon bolgesine ulagmasi,

2) Kimyasal duyarlilagtiricinin  deri  proteinine kovalent baglanmasi
(haptenasyon),

3) Epidermal keratinositler tarafindan proinflamatuar sinyallerin salinmasi
(derti iltihabu),

4) Dendritik hiicrelerin (DC) aktivasyonu ve olgunlagmasi,

5) Dendritik hiicrelerin deriden bolgesel lenf diigiimlerine gogii,

6) Hafiza T hiicrelerinin genislemesi (haptenize kimyasal tarafindan spesifik

olarak uyarilabilen ve aktive edilebilen lenfositler).

Son yillarda, bazilar1 potens karakterizasyonuna katkida bulunabilecek olan
risk tanimlamasi i¢in mekanik tabanli alternatif yontemlerin gelistirilmesinde
ilerleme kaydedilmistir. Bununla birlikte, su anda gelistirme ve degerlendirme
asamasinda olan mekanik temelli hayvansal olmayan testlerin hicbirinin, halihazirda
kullanilan hayvan testlerini tamamen degistirmek i¢in bagimsiz bir yontem olarak
islev gorme potansiyeline sahip olmadig1 diistiniilmektedir. Bunun yerine, bu amaca
ulagsmak icin deri hassasiyetinin temel biyolojik mekanizmalarini ele alan bu tiir
testlerin bir kombinasyonuna ihtiya¢ duyulacagi Onerilmektedir. 2009'un ilk
ceyreginde, deri hassasiyetinin belirlenmesi igin kullanilacak ii¢ farkli alternatif test
yontemi, degerlendirme i¢in resmi olarak ECVAM'a sunulmustur. Bu yontemler,
Dogrudan Peptit Reaktivite Yontemi (DPRA), insan Hiicre Hatt1 Aktivasyon Testi
(h-CLAT) ve Myeloid U937 Deri Hassasiyet Testidir (MUSST. Bu ii¢ test yontemi,
mevcut in vivo testlerin yaninda alternatif kullanim i¢in aday olarak onerilmektedir.
Bu test yontemleriyle elde edilen bilgilerin, hedefe ulasmak i¢in mevcut yontemlere

nasil entegre edilebilecegi belirlenmelidir (Aeby ve ark., 2010).

Insan viicudunda, gevreden gelen kimyasal ve fiziksel faktdrlerden en gok
etkilenen yapi, en dis bariyer olan deridir. Patofizyolojik mekanizmasina gore, temas
dermatiti, temel olarak iki sekilde karsimiza cikmaktadir. irritan temas dermatiti,
derinin dogal immiinitesini aktive eden ksenobiyotiklerin, toksik ve pro-enflamatuar
etkilerine baglhidir. Alerjik temas dermatiti ise deri enflamasyonuna aracilik eden

efektor T hiicrelerine bagli olarak antijen spesifik kazanilmis immunite



aktivasyonunu gerektirir (Saint-Mezard ve ark., 2004). Alerjik temas dermatiti,
hapten spesifik T hiicre aracili deri enflamasyonu olarak tanimlanmaktadir ve
kontakt hipersensitivite veya kontakt sensitivite olarak da adlandirilmaktadir. Alerjik
temas dermatiti olusumunu baslatan bilesiklerin orjinleri ve yapilart farkli olmakla
birlikte baz1 ortak noktalari da bulunmaktadir. Temas alerjenler diisiik molekiil
agirlikli kimyasallardir ve hapten olarak adlandirilirlar. Haptenler immiinojenik
ozellikte degillerdir. Epidermal proteinlere kovalan baglanarak immiinolojik 6zellik
kazanirlar. Bu olaydan sonra hapten-tasiyici protein kompleksi (haptenizasyon)
seklinde rol oynarlar. En son olarak da antijen olarak karsimiza ¢ikarlar. Haptenler
deri bariyerini gecebilmeleri i¢in, genellikle lipofilik Ozellige sahiptir. Ayrica
epidermal proteinlerin niikleofilik kisimlarina baglanabilmeleri igin de elektrofilik

yap1 tasimaktadirlar.

1900’li yillarda ¢ogunlugu dogal kaynaklardan elde edilen 1000 civarinda
kimyasal madde kullanilirken bu say1 2000’lere gelindiginde 100.000°e ulasmustir.
Gegtigimiz her yil yaklagik 1000 kadar yeni sentetik kimyasal madde bu sayiya
eklenmektedir. Giin gectikge kullanilan kimyasal maddelerin sayisinin artmasinin
yanm1 sira kullanim miktarlari da ciddi Olgiide artmaktadir. Modern yasamin
stirdliriilmesinde kimyasallarin artan miktarlarda kullanilma gerekliligi tartisilamaz.
Fakat diger yandan bu kullanima bagl olarak olusan tehlikeler, kimyasallarin iiretim
Oncesi ve sonrasi zararsizlik limitlerinin belirlenmesinde ve yaratabilecekleri saglik
riskinin saptanmasinda gerekli olan toksisite testlerinin dnemini arttirmigtir. Akut
toksisite, deri hassasiyeti, deri irritasyonu, deri absorpsiyonu, tekrarlanan doz
toksisitesi, mutajenite ve genotoksisite, tiim kimyasallar i¢in zorunlu olarak
yapilmasi gereken testlerdir. EINECS “European Inventory of Existing Commercial
Chemical Substances” envanterinde olan sayist 100.000’1 askin kimyasalin 30.000
kadar1 giiniimiizde halen kullanimdadir. S6z konusu 30.000 kimyasalin yaklasik
%86’smin toksisiteleri, insan ve cevreye etkileri hakkindaki veriler ne yazik ki
yetersizdir. Bu 30.000 kimyasal icin, Avrupa Birligi’'nde kimyasal giivenlilik
konusunda en son uygulama olan REACH sisteminde, yontemin zararli oldugunu
kanitlama zorunlulugundan, f{ireticinin irliniiniin giivenli oldugunu kanitlama

uygulamasina gegilmistir. Bu dogrultuda iiretici, liriiniin bagsvuru dosyasinda iirline



ait toksisite verilerini sunmak zorundadir ve son iriinlin insan sagligi tizerindeki

giivenliligini iireticinin sorumlulugundadir.

Son yillarda kozmetiklerde deney hayvanlarinin kullanilmasinin yasaklanmasi,
in vitro yontemlerin arastirilmasina hiz kazandirmistir. Deri sensitizasyon testi i¢in
de ii¢ farkli in vitro yontem gelistirilmistir. Bu in vitro test yontemlerinde biri olan
Direkt Peptit Reaktivite Yontemi (Direct Peptide Reactivity Assay-DPRA) in
chemico bir yontemdir. Yukarida bahsedilen alerjik temas dermatiti mekanizmasinda
rol oynayan haptenizasyon olay1 temel alinarak gelistirilmistir. DPRA, potansiyel
sensitizanlarin, lizin veya sistein (Ac-RFAACAA-COOH ve AcCRFAAKAA-COOH)
iceren sentetik peptitlerle reaktivitesini Olgerek, deri sensitizasyonu advers etki
yolagini gosterir. UV dedektorlii yiiksek basingli sivi kromotografisinde (UV-HPLC)
elde edilen piklerin degerlendirildigi DPRA uluslararasi olarak onaylanmistir.
ECVAM tarafindan 2013 yilinda validasyonu yapilmistir. 2015 yilinda test
kilavuzuna (TG) (OECD 442C) girmistir ve 6zellikle kozmetik firmalar: tarafindan
yaygin olarak kullanilmaktadir (Maxwell ve ark., 2011).

Alerjik temas dermatiti ile sonuglanan deri hassasiyeti, gecikmis tip
hipersensitizasyon reaksiyonudur ve insanlarda kimyasal alerjinin en sik ortaya ¢ikan
durumudur (Kimber ve ark., 2002). Endiistrilesmeye bagli olarak artan potansiyel
sensitizasyon maddeleri nedeniyle alerjik temas dermatiti insidans1 her gegen giin
artmaktadir. Sayis1 glin gectikge artan kimyasal maddeleri tespit edebilmek icin
birgok test yontemi gelistirilmistir. Bu testleri; insan testleri, hayvan testleri ve in
vitro testler olarak smiflandirmak miimkiindiir. Insan testleri arasinda en sik
kullanilan test, yama testidir. Arastirmamda insan yama testi sonuglarina dayanilarak
duyarlilik oranlar1 yiiksek olan maddeler arasinda yer alan parafenilendiamin (PPD),
fragrans karisimi ve peru balsami secilmistir (Akyol ve ark., 2005; Bovyat ve ark.,
2005; Jowsey ve ark., 2006). Arastirmamda oldukg¢a yaygin kullanilan bu maddelerin
alerji potansiyellerinin in vitro bir yontem olan DPRA ile tespit edilmesi ve

degerlendirilmesi amaglanmistir.



2. GEREC VE YONTEM

Dogrudan Peptit Reaktivite Testi (DPRA), lizin veya sistein iceren sentetik
heptapeptitlerin tilkenmesini Glgerek test kimyasallarinin peptit reaktivitesini dlgen
bir in chemico yontemdir. Haptenasyon, yani, diisitk molekiiler agirlikli maddelerin
(haptenler) ciltteki proteinlere kovalent baglanmasi, kimyasallarin veya
metabolitlerinin antijenik hale gelmesini saglayan onemli bir mekanizma olarak
kabul edilir. Bu nedenle, DPRA gibi peptit reaktivite deneylerinden elde edilen
bilgiler, kimyasallarin deri hassasiyet potansiyelinin degerlendirilmesi i¢in uygun
kabul edilir.

Testin amaci, kimyasallarin deri hassasiyet potansiyelinin degerlendirilmesine
katkida bulunmaktir. Haptenasyon, yani; diisiik molekiiler agirlikli maddelerin
(haptenler) ciltte bulunan proteinlere kovalent baglanmasi, kimyasallarin veya
metabolitlerinin antijenik hale geldigi 6nemli bir mekanizma olarak kabul edilir
(OECD, 2012). Bu nedenle, DPRA gibi peptit reaktivite deneylerinden c¢ikarilan
bilgiler, kimyasallarin deri hassasiyet potansiyelinin degerlendirilmesi ile ilgili bilgi
saglamaktadir (Gerberick ve ark., 2004; 2007). Kullanim ve uygulanabilirlige iliskin
daha fazla ayrinti;, DB-ALM'deki DPRA Yéntem Ozetinde, EURL ECVAM
Tavsiyesi (EURL ECVAM, 2013) ve OECD TG No. 442C'de bulunabilir: "In
Chemico Skin Sensitization: Direct Peptide Reactivity Assay (DPRA)” (OECD,
2015D).

2.1. Deneysel Agiklama

DOGRUDAN PEPTIT REAKTIVITESI: Lizin veya sistein iceren sentetik

heptapeptitlerin tilkenmesinin nicellestirilmesiyle dl¢iliir.



2.2. Sonucun Degerlendirilmesi

% peptit tiikkenmesi hesaplanarak bulunur.

2.3. Prosediir

Sistein veya lizin iceren sentetik heptapeptitler, 24 saat boyunca test
cozeltileriyle inkiibe edilir. Reaksiyon karigimindaki peptidin tiikenmesi, UV
dedektorlii yiiksek basingli sivi kromatografisi (UV-HPLC) ile dlgiiliir. Daha sonra

sistein ve lizin i¢in ortalama peptit tiikenmesi verileri hesaplanir.

2.4. Validasyon Calismalari

DPRA protokolii, aktarilabilirliginin ve laboratuvar ici ve laboratuvarlar arasi
tekrar iretilebilirliginin degerlendirilmesi i¢in bir EURL - ECVAM dogrulama
calismasima katilmistir. EURL - ECVAM calismasi, DPRA'"min HPLC analizinde
yetkin olan uygun sekilde donatilmis laboratuvarlara aktarilabilir oldugunu ve elde
edilen sonuglarin sirasiyla %87 ve %75 laboratuvar i¢i ve laboratuvarlar arasi

tekrarlanabilirlik gosterdigini gostermistir.

2.5. Yasal Kabul

Test yontemi OECD Test Yonergesi No 442C: "Chemico Deri Hassasiyetinde
Dogrudan Peptid Reaktivite Testi (DPRA)" olarak benimsenmistir (OECD, 2015).
TG 442C, BM'ye gore deride hassasiyet olusturanlar ve hassasiyet olusturmayanlar
arasindaki farki desteklemek i¢in Onerilen bir in-chemico prosediirii olarak kabul

edilmektedir.



2.6. Prosediir Detaylari

Protokol, Dogrudan Peptit Reaktivite Testinde EURL - ECVAM dogrulama
caligmasinda kullanilan Standart Calisma Prosediiriine (SOP) dayanmaktadir.

2.7. Materyal ve Hazirhk

DPRA, kimya bazli bir tahlildir. Niikleofilik kisim igeren sentetik peptitler
(sistein peptit - Ac-RFAACAA-COOH; lizin peptidi - Ac-RFAAKAA-COOH),
alerjenler ve alerjen olmayan test kimyasallari ile inkiibasyonun ardindan, peptit

titkenmesini Olgerek deri hassasiyet potansiyelini taramak i¢in kullanilir.

2.8. Ekipmanlar

e AGILENT ZORBAX SB-C18 2,1 mm x100mmx3,5 micron
e Lizin peptit

e Sistein peptit

e Trifloroasetik asit

e Sodyum fosfat monobazik monohidrat

e Sodyum fosfat dibazik heptahidrat

e Amonyum asetat

e Amonyum hidroksit (pH ayarlamasi igin kullanildi)

e Asetonitril

e Sinnamik aldehit (pozitif kontrol olarak kullanildi.)



2.9. Asetonitril Hakkinda Not

e Bazi asetonitril kaynaklari, peptit stabilitesi (6zellikle sistein) tlizerinde
olumsuz bir etkiye sahiptir. Bu deneye baslamadan 6nce asagidaki adimlar
kontrol edilmistir:

e Fosfat tamponu igerisinde kiiciik bir miktar 0,501 mg / mL sistein peptit
sollisyonu hazirlanmustir.

e 750 mikrolitre peptit soliisyonu ve 250 mikrolitre asetonitril i¢eren bir
flakon hazirlanmstir.

e 24 saat inkiibe edilmistir.

e Flakonda ¢okelme olup olmadigi gozlemlenmistir.

e Bu protokolde tanimlanan kosullar1 kullanarak bir HPLC ¢alismasi
kurulmustur. Bu numune yaklasik 48 saat boyunca her 2-3 saatte bir enjekte
edilmistir.

e Her enjeksiyon i¢in pik alanlar1 karsilastirilmistir. CV < % 15 olarak

Olclilmiistiir.

2.10. Re-ajanlarin Hazirlanmasi

2.10.1. 100 mM Sodyum Fosfat Tampon Hazirlanmasi

Protokol dogrultusunda 200 mM sodyum fosfat dibazik ¢6zeltisi hazirlamak
igin 1419,6 mg sodyum fosfat dibazik tartildi ve 50 mL’ye distile su ile tamamlandi.
40,5 mL otomatik pipetle ¢ekildi.

Protokol dogrultusunda 200 mM sodyum fosfat monobazik hazirlamak igin
239,96 mg sodyum fosfat monobazik tartildi 10 mL’ye distile su ile tamamlandi. 9,5
mL otomatik pipetle ¢ekildi.
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40,5 mL sodyum fosfat dibazik ¢ozeltisi ve 9,5 mL sodyum fosfat monobazik
¢ozeltisi homojen olarak karistirildi ve 50 mL distile su ile 100 mL’ye tamamlanarak

fosfat tamponun son hali hazirlanmis oldu. Son pH 7,5 olarak 6lgiildii.

2.10.2. 100 mM Amonyum Asetat Tampon Hazirlanmasi

Protokol dogrultusunda 100 mM amonyum asetat tampon hazirlamak i¢in; 85,4
mg amonyum asetat tartilarak 50 mL’ye distile su ile tamamlandi. Amonyum
hidroksit ile pH 10,2 olarak ayarlandi.

2.11. HPLC Fazlarinin Hazirlanmasi

HPLC Mobil Faz A: %0,1 h/h olacak sekilde; 1000 mL distile su igerisine 1
mL TFAA (trifloroasetik asit) eklenerek mobil Faz A hazirlandi.

HPLC Mobil Faz B: 1000 mL asetonitril igerisine 0,85 mL TFAA eklenerek

mobil Faz B hazirland.

2.12. Test Kimyasallarimin Hazirlanmasi

Test kimyasallarinin uygun bir ¢oziici i¢indeki c¢Oziniirligl, deney
gerceklestirilmeden Once degerlendirilmelidir. Uygun bir ¢oziicii, test kimyasalini
tamamen c¢ozecektir. Yani gorsel inceleme ile ¢ozelti bulanik olmamali veya gozle
gortliir bir ¢okelti icermemelidir. Asetonitril, test kimyasallar1 i¢in tercih edilen
¢Oziiciidiir, ancak tiim kimyasallar asetonitril i¢cinde ¢oziinmez. Uygun ¢oziicliniin

secimi i¢in asagidaki prosediir izlenmelidir:
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Asetonitril i¢inde yaklasik 100 mM ¢6zelti hazirlayarak c¢oziiniirliik
degerlendirilir. Vortex ile karistirilir. Test kimyasali tamamen ¢6ziinmezse,
flakon bir ultrasonik su banyosuna (1 dakika veya daha az) yerlestirilebilir.
Test kimyasali asetonitril iginde ¢oziintir degilse, suda 100 mM'lik bir
cozelti hazirlanir. Vortex ile karigtirilir. Test kimyasali tamamen
¢Oziinmezse, flakon bir ultrasonik su banyosuna (1 dakika veya daha az)
yerlestirilebilir.

Test kimyasali tek basina asetonitril veya suda ¢ozliniir degilse, 1:1 su:
asetonitril karisimi icinde 100 mM'lik bir ¢ozelti hazirlanir (birgok organik tuz
icin iyl bir ¢oziicidiir). Vortex ile kanigtirtlir. Test kimyasali tamamen
¢oziinmezse, flakon bir ultrasonik su banyosuna (1 dakika veya daha az)
yerlestirilebilir.

Test kimyasal1 asetonitril veya suda ¢oziiniir degilse, izopropanol i¢inde 100
mM'lik bir ¢bzelti hazirlanir. Vortex ile kanstirtlir. Test kimyasali tamamen
¢coziinmezse, flakon bir ultrasonik su banyosuna (1 dakika veya daha az)
yerlestirilebilir.

Test kimyasali asetonitril, su veya izopropanol icinde ¢oziiniir degilse,
aseton veya 1:1 aseton: asetonitril karisimi icinde 100 mM'lik bir ¢dzelti
hazirlanir. Vortex ile karistirilir. Test kimyasali tamamen ¢dziinmezse,
flakon bir ultrasonik su banyosuna (1 dakika veya daha az) yerlestirilebilir.
Son bir segenek olarak, kimyasal bu ¢oziiciilerin higbirinde ¢6ziinmiiyorsa,
ayn1 miktarda test kimyasalim 300 mikrolitre dimetil stilfoksit iginde
¢ozmek denenebilir ve elde edilen ¢6zelti 2700 mikrolitre asetonitril ile
seyreltilir. Vortex ile karigtirilir. Test kimyasali tamamen ¢6ziinmezse,
flakon bir ultrasonik su banyosuna (1 dakika veya daha az) yerlestirilebilir.
Test kimyasali bu karisimda ¢oziinmiiyorsa, ayn1 miktarda test kimyasali
1500 mikrolitre dimetil siilfoksit iginde ¢oziiliir ve elde edilen soliisyonu
1500 mikrolitre asetonitril ile seyreltilir. Vortex ile karigtirilir. Test
kimyasali tamamen c¢oziinmezse, flakon bir ultrasonik su banyosuna (1

dakika veya daha az) yerlestirilebilir.
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2.12.1. Test Kimyasallarimin Tartimi

Test kimyasallari, temiz, kuru 4 mL cam flakonlara 6nceden tartilir. Test
kimyasallar1 kullaniomdan hemen 6nce 100 mM'lik bir ¢ozelti hazirlamak i¢in 3 mL

uygun ¢0ziicii iginde ¢oziilecektir.

2.13. Lizin ve Sistein Peptit Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Bilinen kimyasal deri alerjenlerinin ¢ogu (veya metabolitleri veya oksidasyon
iriinleri) elektrofilik 6zelliklere sahiptir ve kovalent baglar olusturmak icin ¢esitli
niikleofillerle reaksiyona girebilirler. Proteinler de, bir¢ok amino asidin yan
zincirleri, elektrofilik alerjenlerle reaksiyona girebilen elektron agisindan zengin
gruplar yani niikleofiller igerir. Lizin ve sistein, niikleofiller olarak iyi karakterize
edilir. Ancak; histidin, metiyonin ve tirozin gibi niikleofilik heteroatomlar igeren
diger amino asitlerin iyi karakterize edilemedigi bildirilmistir (Dupuis ve Benezra,
1982; Lepoittevin ve ark., 1998; Ahlfors ve ark., 2003).

e Sistein ¢ozeltisi: 0,501 mg/mL konsantrasyonunda hazirlandi.

e Lizin ¢ozeltisi: 0,518 mg/mL konsantrasyonunda hazirlandi.

Yani;

e 1 mg sistein tartildi ve 2 mL’ye fosfat tampon ¢ozeltisi ile tamamlandi.
e 1,036 mg lizin tartildi ve 2 mL’ye amonyum asetat tampon ¢ozeltisi ile

tamamlandi.

2.14. HPLC Sisteminin Hazirlanmasi ve Kullanilmasi

HPLC mobil faz A ve HPLC mobil faz B hazirlanir. HPLC kolonu takilir ve kolon

kullanilmadan 6nce en az 2 saat siireyle % 50 A, % 50 B fazlar1 ile 30 °C'de dengelenir.
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2.15. Pozitif Kontrol Cozeltisinin Hazirlanmasi

Pozitif kontrol olarak sinnamik aldehit kullanilmistir. Sinnamik aldehit,
asetonitril i¢inde ¢Oziiniir. Test icin Pozitif Kontrol olarak kullanilir ve her test

calismasina dahil edilir.

2.16. Referans Kontrol Hazirlanmasi

Referans Kontrol, test kimyasalinin onu ¢6zmek i¢in kullanilan ¢oziicii ile
degistirildigi bir peptit ¢ozeltisidir. Referans Kontrol A, asetonitril ile hazirlanir ve

peptit 6l¢climii i¢in kalibrasyon egrisinin dogrulugunu kanitlamak amaciyla kullanilir.

2.17. Numune Hazirlanmasi ve Co-Eliisyon Kontrolii

Ornekler her iki peptit icin de {ic kopya halinde hazirlanmistir. Test
kimyasalinin 220 nm'de absorbe edip etmedigini ve bir peptit ile benzer bir tutma
stiresine sahip olup olmadigim1 ve veri analizine miidahale edip edemeyecegini
dogrulamak i¢in peptit olmadan bir numune hazirlanmaktadir. Buna koeliisyon (Co-

elution) kontrol denir.

2.18. Test Kimyasallarimin Hazirlanmasi

Calismamizda test kimyasali olarak PPD (parafenilendiamin), geraniol,
izo6jenol ve SDS (sodyum dodesil siilfat) kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak

sinnamik aldehit kullanilmistir.

Test kimyasallar1 ve pozitif kontrol ¢ozeltileri her iki peptit icin de (lizin ve

sistein) protokol dogrultusunda tartilarak 3 mL asetonitril’de ¢ozlilmiigtiir. SDS’nin
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asetonitril icerisindeki ¢oziinmesi glic oldugu icin 3 mL distile su igerisinde

coziilerek test kimyasal ¢ozeltisi hazirlanmistir.

Cizelge 2.1. Test kimyasallarinin hazirlanmasi.

1:10 oram Sistein Peptit 1:50 oram Lizin Peptit

750 mikrolitre sistein stok ¢ozeltisi (Co-eliisyon|750 mikrolitre lizin stok ¢ozeltisi (Co-eliisyon kontroli
kontrolii i¢in pH:7,5 olan fosfat tampon ¢6zeltisi) +|icin pH:10,2 olan amonyum asetat tampon ¢ozeltisi) +
250 mikrolitre test kimyasal ¢ozeltisi (Referans[250 mikrolitre test kimyasal ¢ozeltisi (Referans kontrol-A|
kontrol-A i¢in uygun bir solvent-asetonitril) icin uygun bir solvent-asetonitril)

Test kimyasali ve peptit ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra karistirmak igin
vortekslenir ve 24 saat 25°C'de HPLC’ye (karanlik olacak sekilde) yerlestirilir.
Ornek serisinin HPLC analizi, test kimyasalinin peptit ¢dzeltisine eklenmesinden 24

saat sonra baglamalidir.

2.19. Standart Peptit Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Seri seyreltme yaparak 1 — 0,0167 mM araligim1 kapsayan peptit stok

¢Ozeltisinin standartlar1 hazirlanir.

8 mL tampon ¢ozeltisini (Sistein peptidi i¢in pH: 7,5 fosfat tamponu, Lizin
peptidi i¢in pH: 10,2 amonyum asetat tamponu) 2 mL asetonitril ile karigtirarak
yaklasik 10 mL seyreltme tamponu (diliisyon tamponu) hazirlanir. 1600 pL peptit
stok soliisyonunu (0,667 mM'de) 400 pL asetonitril ile seyrelterek 0,534 mM'de
baslangi¢ standardi "STD-1" hazirlanir.
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Cizelge 2.2. Standart Peptit ¢cozeltilerinin hazirlanmasi.

STD-7
STD-1 STD-2 STD-3 STD-4 STD-5 STD-6 (diliisyon
tampon
cozeltisi)
:)lel\éltit 0,534 0,267 0,1335 0,0667 0,0334 0,0167 0,000

2.20. Seri seyreltme prosediirii ve detaylari

Cam flakonlar STD-1 — STD-7 olacak sekilde isaretlendi.

STD-1 yazan flakona 1600 mikrolitre stok c¢ozelti ve 400 mikrolitre
asetonitril eklendi.

STD-2’ye 1000 mikrolitre STD-1 ve 1000 mikrolitre diliisyon tampon
¢ozeltisi eklendi. Minimum hava girisi ile karistirildi.

STD-3’e 1000 mikrolitre STD-2 ve 1000 mikrolitre diliisyon tampon
¢ozeltisi eklendi. Minimum hava girisi ile karistirildi.

Bu islemler sirasiyla STD-6 dahil olmak {izere tiim flakonlar i¢in sirasiyla
uygulandi.

STD-7 yazan flakona sadece diliisyon tampon eklendi.

Hazirlanan standart ¢ozeltiler 24 saat boyunca 25°C'de karanlikta inkiibe
edildi.

2.21. Hedef Olciimii

2.21.1. HPLC Analizi

Uygun kolon, HPLC sistemine kuruldu. Tiim sistem solventler ve 30°C
kolon sicakligi ile dengelendi.

Her standart, numune ve kontrol numunelerinden esit hacimlerde sisteme
enjekte edildi. Enjeksiyon hacmi, kullanilan sisteme goére genel olarak 3-

10 mikrolitre araliginda degisebilmektedir. Bazi sistemlerde, 10 upL
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enjeksiyon hacimleri, kabul edilemeyecek kadar genis piklere neden
olmakta ve daha kiiciik enjeksiyon hacimlerinin kullanilmasi
gerekmektedir. Absorbans 220 nm'de izlenir. Photodiode Array dedektorii
kullaniliyorsa, 258 nm'deki absorbans da kaydedilmelidir.

3. Kolon baslangi¢ kosullarinda en az 7 dakika boyunca kalibre edilmelidir.

2.21.2. HPLC Kosullan

Cizelge 2.3. HPLC kosullari.

Kolon Zorbax SB-C18 2,1 mm x 100 mm x 3,5 mikron

Kolon sicakhgi 30°C

Numune o

sicakhigi 25°C

Dedektor Miktar tayini i¢in Photodiode Array dedektorii veya 220 nm sinyalli Sabit

Dalgaboyu absorbans dedektorii

Enjek.SIyon yaklasik 7 mikrolitre

hacmi

Caligsma siiresi 20 dakika

Akis hizlan zaman akis %A %B
0 dk 0,35 mL/dk 90 10
10 dk 0,35 mL/dk 75 25
11 dk 0,35 mL/dk 10 90
13 dk 0,35 mL/dk 10 90

13,5 dk 0,35 mL/dk 90 10

20 dk bitis

HPLC analizinden 6nce hazirlanan numuneler gorsel olarak incelendi. Biiytik
miktarlarda  c¢okeltiler HPLC  kolonlarin1  tikayabileceginden, numuneler
santrifiijlenmeli ya da ultrasonik banyoda daha 6nceden ¢oziinmeleri saglanmalidir.
Cokeltiyi gidermek icin numunelerin filtrelenmesi veya yliksek hizli polipropilen
santrifiij tiiplerinin kullanilmasi1 degerlendirilmemistir. Adsorpsiyon yoluyla peptit

kaybina yol agabileceginden bu yontem onerilmemektedir.

2.21.3. Veri Analizi

Her numunede peptit konsantrasyonu, 220 nm'de absorbanstan belirlenir.

Uygun piklerin pik alami Olgiiliir ve standartlardan (STD-1 ile STD-7) tiiretilen
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dogrusal kalibrasyon egrileri kullanilarak peptit konsantrasyonu hesaplanir. Her
numunede peptidin tiikenme yiizdesi, pik alaninin o6lgiilerek ve bunu referans

kontrollerin ortalama pik alanina bdliinmesiyle belirlenir.

Peptik Pik Alani
Referans Kontrol Ortalama Pik Alani

% Peptit Tiikenmesi = [1 - ( )] x 100 (2.1)

Standartlarin  konsantrasyonu ve elde edilen pik alanlarina dayali olarak
dogrusal bir kalibrasyon egrisi olusturulur. Uygun kalibrasyon egrileri > 0,990
olarak bulunmalidir. Referans Kontrol-A i¢in, peptit konsantrasyonuna bagli olarak
standart sapma hesaplanir. Bulunan deger ortalama 0,50 +/- 0,05 mM olmalidir. Bu
araligin disinda bulunan degerler, enjeksiyon hatas1 veya numune hazirlama sirasinda

olusan hatalardan kaynaklantyor olabilir.

2.21.4. Kabul Kriterleri

Elde edilen 6l¢iimler sonucunda kalibrasyon dogrusalligi > > 0,990 olarak
bulunmalidir. Referans Kontrol-A’nin ortalama peptit konsantrasyonu 0,50 +/- 0,05

mM olmalidir.

Sinnamik aldehit (pozitif Kkontrol) igin {i¢ enjeksiyonun ortalama Peptit

Tiikenme Yiizdesi degeri, asagidaki tabloda bildirilen araliklar i¢inde olmalidir:

Cizelge 2.4. Kabul kriterleri.

Yiizde peptit tilkenmesi Yiizde peptit tiikenmesi
(Sistein icin) (Lizin i¢in)
Pozitif kontrol Alt sinir Ust simir Alt sinir Ust smir
(Sinnamik aldehit) 60,8 100,0 40,2 69,4
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Pozitif kontrol tekrarlart igin maksimum standart sapmalar;

e Yiizde sistein tiikkenmesi i¢in standart sapma < %14,9

e Yiizde lizin tilkkenmesi icin standart sapma < %11,6 olmalidir.

Caligmanin belirli bir test kimyasali i¢in gecerli olabilmesi adina tim
kriterlerin karsilanmasi gerekmektedir. Bu kriterler karsilanmazsa, calisma test
kimyasali icin tekrarlanmalidir. Tekrarlanan orneklerin maksimum standart

sapmalari;

e Yiizde sistein tiikkenmesi i¢in standart sapma < %14,9

e Yiizde lizin tiikkenmesi i¢in standart sapma < %11,6 olmalidir.

2.22. Tahmin Modeli

DPRA, kimya bazhi bir tahlildir. Nikleofil iceren sentetik peptitler, test
malzemeleriyle (alerjenler ve alerjen olmayanlar) inkiibasyonun ardindan peptit
tiikenmesini Olgerek deri hassasiyet potansiyelinin belirlenmesi igin kullamilir. Ya sistein
ya da lizin igeren sentetik heptapeptitler igin, kullanilan peptidin kimyasal oram sirastyla
1:10 ve 1:50'dir. iki sentetik peptit ile 24 saatlik bir reaksiyon déneminin ardindan,
numuneler, reaksiyonu takiben peptidin tiikenmesinin gozlenebilmesi adina UV
dedektorlii HPLC ile analiz edilir. Sistein ve lizin i¢in ortalama peptit tilkenmesi verileri
daha sonra kimyasallarin minimal, diisiik, orta veya yiiksek reaktiviteye sahip olarak
siniflandinldigr bir smiflandirma agaci modelinde kullanilir. Genel olarak, orta ila yiiksek
reaktiviteye sahip kimyasallar, orta ila giiclii alerjenite ile iliskilendirilirken; diistik ila
minimum reaktiviteye sahip olarak kategorize edilenler, zayif ve hassasiyet
olusturmayanlar1 icerir. Bununla birlikte, bagimsiz bir yontem olarak DPRA'min bir
kimyasalin duyarlilik potansiyelini tahmin etme kapasitesine sahip oldugunu diisiinmek
uygunsuz olacaktir. Bununla birlikte, reaktivite bilgisinin, hem tehlikenin tanimlanmasi
hem de potens tahmini i¢in gelecekteki entegre bir yaklasimda 6nemli bir rol oynayacagi

ongoriilmektedir.

19



Cizelge 2.5. Sistein 1:10 / Lizin 1:50 tahmin modeli.

%42,47 < ortalama % tiikenme < %100

Sistein ve Lizin %  Tiikenme Reaktivite Sinifi DPRA Tahmnini
Ortalamasi
%0 < ortalama % tiikkenme < %6,38 Reaktivite yok veya Negatif
minimum diizeyde
96,38 < ortalama % tiikkenme < %22,62 Diisiik reaktivite
%22,62 < ortalama % tiikenme < %42,47 Orta reaktivite
Yiiksek reaaktivite Pozitif

Cys & Lys % Tiikenme

Ortalamas:

Avg Score < %22.62 - Avg Score > %22.62

Cys & Lys % Tiikenme

Ortalamasi

Avg Score < %6.38 N
= v P4 . Avg Score > %6.38
/ \

/ AN
o)

3 /
B Avg Score < %4247/
/

/

7

Ortalama Reaktivite

Minimal Reaktivite Diisiik Reaktivite

Cys & Lys % Tiikenme

Ortalamasi

\ Avg Score > %42.47

\

Yiiksek Reaktivite

Sekil 2.1. Sistein 1:10 / Lizin 1:50 tahmin modeli.

Cizelge 2.6. Sistein 1:10 tahmin modeli.

Sistein (Cys) % Tiikenmesi Reaktivite Sinifi

DPRA Tahmini

%0 < Cys % tiikenme < %13,89 Reaktivite yok veya minimum diizeyde Negatif
913,89 < Cys % tiikkenme < %23,09 Diisiik reaktivite

923,09 < Cys % tiikkenme < %98,24 Ortalama reaktivite Pozitif
%98,24 < Cys % tiikkenme < %100 Yiiksek reaktivite

% Sistein Tiikenmesi

Sistein 1:10 < %23.09 . Sistein 1:10 > %23.09

% Sistein Tiikenmesi

Sislein 1:10 < %13.89/
/

N Sistein 1:10=%13.89

/ \ Sistein 1:10 > %98.24
// Sistein 1:10 <%98.24 / \
Minimal Reaktivite Diisiik Reaktivite Ortalama Reaktivite Yiiksek Reaktivite

Sekil 2.2. Sistein 1:10 tahmin modeli.
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Test kimyasalinin lizin peptidiyle birlikte eliisyonu, dogru bir tiikkenme
degerinin belirlenmesini engellediginde, kimyasali tek basina sistein peptidi igin
tilkkenme degerine dayali olarak reaktivite siniflarina siniflandirmak i¢in bir tahmin
modeli mevcuttur. Tek basina lizin peptidin tikenme degerine dayali bir tahmin
modeli mevcut degildir. Test gelistiricisi, ECVAM'a bagvurusunda bunun nedeninin,
lizin reaktivitesinin yalnizca lizin tahmin modelini yiiriitmek i¢in yeterli agirlik
tasimadiginit ve reaktivite siniflarin1 dogru bir sekilde tahmin etmek igin sistein

tilkenme degerinin mutlaka gerekli oldugunu bildirmistir.

21



3. BULGULAR

Protokol dogrultusunda hazirlanan lizin ve sistein ¢ozeltileri 24 saat inkiibe
edildikten sonra her numunede peptit konsantrasyonu, 220 nm'de absorbanstan
belirlenmistir. Uygun piklerin pik alani 6lgiilerek, standartlardan (STD-1 ile STD-7)
tiretilen dogrusal kalibrasyon egrileri kullanilarak peptit konsantrasyonu
hesaplanmistir. Asagida absorbanslar ve absorbanslara ait standart egri grafikleri
sunulmaktadir. Standart egri grafiklerinde x konsantrasyon; y ise pik alanini ifade

etmektedir.

Cizelge 3.1. Lizin icin standartlara ait sonugclar.

Standart numarasi Konsantrasyon Pik alam Ortalama + standart sapma (SS)
2950
STD-1 0,534 mg/mL 2199
2574 2574,3 £375,5
1173
STD-2 0,267 mg/mL 1139
1156 1156 £ 17
588
STD-3 0,1335 mg/mL 578
584 583,3 + 5,033
297
STD-4 0,067 mg/mL 284
290 290,3 + 6,506
155
STD-5 0,0334 mg/mL 149
152 152 +3
80
STD-6 0,00167 mg/mL 81
80 80,3 +0,5773

STD-7 diliisyon tamponu -
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Cizelge 3.2. Lizin i¢in kimyasallara ait sonuglar.

Kimyasal numarasi Pik alam Ortalama + standart sapma (SS)
61
Parafenilendiamin (PPD) (TC-1) 81 71£10
71
1865
Geraniol (TC-2) 1842 1853,3+11,50
1853
1823
izodjenaol (TC-3) 1818 1820,3 +2,51
1820
14,89
Sodyum dodesil siilfat (SDS) (TC-4) 18,37 16,63+ 1,74
16,63
179
Pozitif kontrol (sinnamik aldehit) 188 183,5+4,5
183,5
1948
Referans kontrol-A 1999 1973,3 £25,501
1973
Lizin
3000
2500 R2=0,9972.-®
2000
500 | e
1000
500 -‘
o
0 o
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
-500

Sekil 3.1. Lizin i¢in elde edilen r* grafigi.
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3.1. Lizin i¢in Standartlara Ait Kromatogramlar

DADL A, Sig=220,16 Ref=off (PELINLYS\STDAL.D)

600

500

Sekil 3.2. Lizin standart-1 (Lys STD-1).
DAD1 A, Sig=220,16 Ref=off (PELINLYS\STDB1.D)
400
300
L
6 215 5‘3 7‘5 1b 12‘ 5 1‘5 17‘ 5 min|

Sekil 3.3. Lizin standart-2 (Lys STD-2).
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DADI A, Sig=220,16 Ref=off (PELINLYS\STDC2.D)

400

300

0 25 5 7‘5 10 125 15 17‘ 5 mi
Sekil 3.4. Lizin standart-3 (Lys STD-3).
DAD1 A, Sig=220,16 Ref=off (PELINLYS\STDD1.D)
400
2004
0 2 4 6 8 10 1‘2 14 16 18 mi

Sekil 3.5. Lizin standart-4 (Lys STD-4).
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DADI A, Sig=220,16 Ref=off (PELINLYS\STDE2.D)

400

3004

200

0 25 5 75 1‘0 12‘ 5 1‘5 17‘ 5 mil
Sekil 3.6. Lizin standart-5 (Lys STD-5).
DAD1 A, Sig=220,16 Ref=off (PELINLYS\STDF1.D)
mAU
400
300
200
100+
g 2 4 8 ] 10 © 1 16 15 m

Sekil 3.7. Lizin standart-6 (Lys STD-6).

26



DAD1 A, Sig=220,16 Ref=off (PELINLYS\STDGL.D)

400

300

200

100

Sekil 3.8. Lizin standart-7 (Lys STD-7).

3.2. Lizin i¢in Kimyasallara Ait Kromatogramlar

DAD1 A, Sig=220,16 Ref=off (PELINLYS\PPD1.D)

mAU
°
g
g
3
3000
2500
2000
1500
1000
o
2
H
500 <
o
9 s
© 8
4 o o 9 < g
] 3 8 8 B 3 < 8§
S ~ @ o o bl S
3 3 ) = o 3
T ; ; ; ; ;
0 2 4 6 8 10 12

Sekil 3.9. Lizin ve PPD (parafenilendiamin) (TC-1).




DADL A, Sig=220,16 Ref=off (PELINLYS\ALPCOPP1.D)

1.010

3000

2500

2000

1500

1000

500

486

5.734
19.220

Sekil 3.10. Lizin ve PPD (parafenilendiamin) koeliisyon grafigi (TC-1 Co-el).

DADI A, Sig=220,16 Ref=off (OZGETEST\M2.D)

1600
1400
1200
1000

800

600
2
8
8

400

200

Sekil 3.11. Lizin ve Geraniol (TC-2).

2.308
2.908

4.109
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DADIA, Sig=220,16 Ref=off (OZGETESTIN2.D)
mAU
1750

1500 -{

1250 -

1000 -{

750 o

500 o

250 o

°
————— o807
2311
2.909
4121
5.171
7.076

16.260

mi

Sekil 3.12. Lizin ve Geraniol koeliisyon grafigi (TC-2 Co-el).

DAD1 A, Sig=220,16 Ref=off (OZGETEST\01.D)
mAU |

2000

1500

1000

500

187

16.086

Sekil 3.13. Lizin ve Izodjenaol (TC-3).

mi
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DADI A, Sig=220,16 Ref=0ff (OZGETESTIPLD)
mAU _|
2000 4
1500 4
1000 4
500
. <
0 z 1% 1 mi
Sekil 3.14. Lizin ve Izodjenol koeliisyon grafigi (TC-3 Co-el).
DADIA, Sig=220,16 Ref=off (OZGETESTIRLD)
mAU
600 ~
500
6 ‘5 5‘ ‘5 lb 1 ‘5 1‘5 1 ‘5 mil

Sekil 3.15. Lizin ve Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (TC-4).
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DADI A, Sig=220,16 Ref=off (OZGETEST\SL.D)

600

500

400

300

200

100

-100

T T T T T T T
0 25 5 75 10 125 15 175 mi

Sekil 3.16. Lizin ve Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) koeliisyon grafigi (TC-4 Co-el).

DADI A, Sig=220,16 Ref=off (PELINLYS\POSITCNL.D)

mAU
2500
2000
1500
1000
5
2
500 B 8
7 o 2
2 3 El
8 0 & o g
@ = o 2 o g
o ° >
T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 mi

Sekil 3.17. Lizin pozitif control.
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2500

2000

1500

1000

500

[———o0s813

DADI A, Sig=220,16 Ref=off (PELINLYS\COELPOZ2.D)

4.024

5.730

8.730

10.163

11.561

13173

737

16.097

19.404

o] ;3

mi

Sekil 3.18.

Lizin pozitif kontrol koeliisyon grafigi.

mAU
500 o

400 -

300 4

200 4

100 4

DAD1 A, Sig=220,16 Ref=off (PELINLYSIREFCONT1.D)

2.432

175

16.073

19.069

mi

Sekil 3.19.

Lizin referans kontrol-A.
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Cizelge 3.3. Sistein i¢in standartlara ait sonuglar.

Standart numarasi

Konsantrasyon

Pik alam

Ortalama =+ standart sapma (SS)

STD-1

0,534 mg/mL

1399

1424

1406

1409,6 + 12,89

STD-2

0,267 mg/mL

789

800

774

787,6 + 13,05

STD-3

0,1335 mg/mL

354

324

338

338,6 + 15,01

STD-4

0,067 mg/mL

180

187

188

185+4,35

STD-5

0,0334 mg/mL

88

88

87

87,6 0,57

STD-6

0,00167 mg/mL

37

42

42,48

40,4 +3,53

STD-7

diliisyon tamponu

Cizelge 3.4. Sistein i¢in kimyasallara ait sonuglar.

Kimyasal numarasi

Pik alani

Ortalama + standart sapma (SS)

Parafenilendiamin (PPD) (TC-1)

11

10

11

10,6 +£0,57

Geraniol (TC-2)

848

853

850

850,3+2,51

izodjenaol (TC-3)

83

78

80.2

80,4 +2,50

Sodyum dodesil siilfat (SDS) (TC-4)

1084

1085

1082

1083,6 + 1,52

Pozitif kontrol (sinnamik aldehit)

112

110.1

112.25

111,45+1,17

Referans kontrol-A

1264

1262

1259

1261,6 +2,51
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Sistein
1600
1400 R?=0,9977..0
1200
1000
800 .
600 '
400
- .

o
0 &®

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Sekil 3.20. Sistein i¢in elde edilen r* grafigi.

3.3. Sistein icin Standartlara Ait Kromatogramlar

DAD1 A, Sig=220,16 Ref=off (PELIN\STD12.D)

300

200-{ 5

100

-100

T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 mi

Sekil 3.21. Sistein standart-1 (Cys STD-1).
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DADI A, 51g=220,16 Ref=off (PELIN\STDZ1.D)

300

200

100

-100

T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 mi

Sekil 3.22. Sistein standart-2 (Cys STD-2).

DADI A, 51g=220,16 Ref=off (PELIN\STD31.D)

300

200

Sekil 3.23. Sistein standart-3 (Cys STD-3).

35



DADI A, 51g=220,16 Ref=off (PELIN\STD41.D)
mAU
350

50

-100

T T T T T
0 2 4 6 8

T
16

T
18

Sekil 3.24. Sistein standart-4 (Cys STD-4).

DADI A, Sig=220,16 Ref=off (PELIN\STD51.D)

300

250

200

150

T T T T T
0 2 4 6 8

Sekil 3.25. Sistein standart-5 (Cys STD-5).
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DADI A, Sig=220,16 Ref=off (PELIN\STD61.D)

-100

T T T T T
0 25 5 75 10

Sekil 3.26. Sistein standart-6 (Cys STD-6).

DAD1 A, Sig=220,16 Ref=off (PELIN\STD7.D)

-100

T T T T T
0 25 5 75 10

Sekil 3.27. Sistein standart-7 (Cys STD-7).

37




3.4. Sistein icin Kimyasallara Ait Kromatogramlar

DADI A, Sig=220,16 Ref=off (OZGETEST\DL.D)

3
>
c

938

2000

1500

1000+
500
o
&
] 2 8 H 8 8 3
8 8 M 8 M s E]
o B < 5 H s 4
T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 mi

Sekil 3.28. Sistein ve Parafenilendiamin (PPD) (TC-1).

DAD1 A, Sig=220,16 Ref=off (OZGETEST\ELD)
mAU | 2
&
2000
1500 o
1000
500 -
o 5 5 3 o =
8 3 < B 5 &
@ < o < ~ @
o
T T T T T T T T T
0 2 4 6 10 12 14 16 1 mi

Sekil 3.29. Sistein ve Parafenilendiamin (PPD) koeliisyon grafigi (TC-1 Co-el).
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DADIA, Sig=220,16 Ref=0ff (OZGETEST\F1D)

1400 -

1200 -

1000 -{

800 o

600 o

400 -

200 4

Sekil 3.30. Sistein ve Greaniol (TC-2).

DAD1 A, Sig=220,16 Ref=off (OZGETEST\G1.D)

mAU
2000
1750
1500
1250
1000
750 3
500
250
® < g °
] g 8 5 g 5 ] 2 g
g = & E N
i < o ~ > = S
T
T T T T T T T T T T
o 2 6 8 10 12 14 16 18 mi

Sekil 3.31. Sistein ve Geraniol koeliisyon grafigi (TC-2 Co-el).
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DADI A, Sig=220,16 Ref=off (OZGETESTH1.D)
mAU |

2000 -{

1500 -

1000 -{

4567

500 o

2.462

—F T ]

5.404

mi

Sekil 3.32. Sistein ve Izodjenol (TC-3).

DAD1 A, Sig=220,16 Ref=off (OZGETESTVLD)
mAU |

2000 -{

1500 -{

1000

1590

500 o

2.486

12238

mi

Sekil 3.33. Sistein ve Izodjenol koeliisyon grafigi (TC-3 Co-el).
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DADI A, Sig=220,16 Ref=off (OZGETEST\KL.D)

mAU
600

500

400

300

200+

15.388

100

mi

Sekil 3.34. Sistein ve Sodyum dodesil siilfat (SDS) (TC-4).

DADI A, Sig=220,16 Ref=0ff (OZGETESTILL D)

600 o

500 o

400 -

300 4

200 4

mi

Sekil 3.35. Sistein ve Sodyum dodesil siilfat (SDS) koeliisyon grafigi (TC-4 Co-el).
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DAD1A, Sig=220,16 Ref=off (OZGETESTAZ D)
mAU @
g
2000 —
1500 4
1000 4
500
8
5 o 5
4 8 g § ]
P 3 R g
04 : i N
v
: : : : ‘ ‘
0 2 4 6 8 10

Sekil 3.36. Sistein pozitif control.

DAD1 A, Sig=220,16 Ref=off (OZGETEST\C1.D)

2000
1500
1000

500

o
I
ot
Lms
<
1611
3.189
Ta 335
8.166
11561

Sekil 3.37. Sistein pozitif kontrol koeliisyon grafigi.
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DADIA, Sig=220,16 Ref=off (OZGETESTBLD)

500 o
400 -
300 4

200 4

100 - i 0
o 5
3
B
0

T T T T T T T T T T
0 2 a 6 8 10 12 14 16 18 mi

8.820

9.986

Sekil 3.38. Sistein referans kontrol-A.

Yukarida belirtilen kalibrasyon egrileri, yedi farkli sistein ve lizin
konsantrasyonuna gore ¢izildi. Standart egrinin 1> degeri sistein ve lizin i¢in sirasiyla
0,9972 ve 0,9977 olarak bulundu. Peptit tiikkenmesi yiizdesi, kimyasallarin pik
alanlar1 kullanilarak hesaplandi. Pozitif kontrol, geraniol, PPD, izodjenol ve SDS'nin
lizin tiikkenme yiizdesi sirastyla 90,58, 6,08, 96,2, 6,59, 99,15 olarak hesaplandi. Ote
yandan, pozitif kontrol, geraniol, PPD, izoGjenol ve SDS'nin sistein tiikenme ylizdesi
91,16, 32,71, 99,11, 93,63, 14,16 olarak hesaplanmis, kimyasallar ortalama
tilkkenmeye gore sirasiyla yiiksek, diisiik, yiiksek, yiiksek ve yiiksek reaktivite olarak

bulunmustur. Yukarida belirtilen degerler asagidaki tabloda sunulmaktadir.

Cizelge 3.5. Sistein ve Lizin tilkkenme oranlari.

% Sistein Tiikenmesi (”;“/?ikenmesi Lizin % Peptit Tiikenmesi
Pozitif Kontrol (sinnamik aldehit) 91,16 90,58 yiiksek
PPD (parafenilendiamin) 99,11 96,2 yiiksek
Geraniol 32,71 6,08 diisiik
izobjenol 93,63 6,59 yiiksek
SDS (sodyum dodesil siilfat) 14,16 99,15 yiiksek
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4. TARTISMA

Alerjik kontakt dermatit, dnemli bir mesleki ve ¢evresel saglik sorunu olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Hassasiyet potansiyelinin 6l¢iimii, kisisel bakim iirtinlerinde
ve kozmetik driinler igerisinde kullanilan bilesenlerin  gelistirilmesi, risk
degerlendirmesi i¢in temel bir adimdir. Test sonucu, bir kimyasal maddenin alerjik
kontakt dermatite neden olma potansiyelini gostermektedir (Almeida ve ark., 2017).
Alternatif yontemler; toksikolojik bir son noktayr belirlerken, test basina hayvan
sayisini, acisint ve sikintisini azaltan yontemlerin kullanimi veya yer degistirme ile
sonuclanan yeni teknikleri igcerir. Konu, amag¢ ve teknik a¢idan uygunsa in vivo
yontemlere tercih edilebilir veya entegre bigimde kullanilabilir. Alternatif
yontemlerin entegrasyonu ile in vivo yoOntemlere olan gereksinim azalir. Test
edilecek kimyasal madde sayisinin her gecen gilin arttigi diisiiniiliirse, alternatif
yontemlerin kullanilmasi duyarlilik 6l¢iimiiniin optimizasyonuna katki saglar (Esen

ve Cemiloglu-Ulker, 2021).

Potansiyel deri hassasiyeti olusturan maddeler olarak endigse duyulan yirmi dort
saf koku bileseni daha 6nce bozunma ¢alismalarina tabi tutulmus ve dansyl sisteamin
(HTS-DCYA) yontemiyle yiiksek verim kullanilarak degerlendirilmistir. Deneysel
sonuglar, 24 koku bileseninin {igte ikisinin kimyasal bozunmaya ugradigini
gostermistir. Baz1 durumlarda, bu tiir bozunmaya tiyo-reaktivitede bir artig eslik
etmistir. Bu sonuclar, dogrudan peptit reaktivite tahlili (DPRA) kullanilarak ayni
bilesenlerin reaktivitesinin arastirilmasina neden olmustur. Mevcut ¢alismada, 24
kimyasal 150 giin boyunca zorunlu bozunmaya tabi tutulmus ve hem DPRA hem de
HTS-DCYA yontemleri ile degerlendirilmistir. Calismanin sonunda, sirasiyla DPRA
ve DCYA testinde dort ve sekiz bilesik reaktif olarak saptanmamistir. Kumarin,
benzil salisilat, benzil sinnamat ve heksil sinnamal her iki deneyde de reaktif
bulunmazken, sinnamal, sinnamil alkol, hidroksisitronelal ve lilial DCYA'da negatif,
DPRA yo6nteminde ise pozitif bulunmustur. Bu dort bilesigin reaktivitesindeki
uyumsuzluk, bozunma iizerine olusan pro-oksidanlarin olas1 bir roliine atfedilmis

olup, bu da test kimyasali ile belirgin kovalent eklentiler olusturmadan peptidin
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tiikkenmesine neden olmustur. Bu hipotezi dogrulamak i¢in, model pro-oksidan olarak
hidrojen peroksitin DPRA yonteminde hem lizin hem de sistein-heptapeptit
tilkkenmesi tizerindeki etkisi boylece arastirllmistir. Elde edilen sonuglar, lizin
tilkenmesi tizerinde oksidatif kosullarin ¢ok az etkisi oldugunu gosterirken, sistein
tikenmesi, 1,1 mg/L hidrojen peroksitin tizerindeki konsantrasyonlardan onemli
Olgiide etkilenmistir. Genel olarak, alternatif yontemlerle bilinmeyen kimyasallarin
deri hassasiyet potansiyelleri degerlendirilirken, her iki kimyasal yontemde de
dogrulanmis kimyasal kararsizlik géz oniinde bulundurulmalidir (Avonto ve ark.,
2018).

Siirekli  kullanilan deodorantlar veya biyositler gibi ticari iriinlerde
didesildimetilamonyum kloriir (DDAC) genellikle bir antimikrobiyal madde olarak
hizmet eder, sitral bir koku maddesi olarak islev goriir ve eksipiyan etilen glikol
(EG) aktif bilesenleri ¢ozmek i¢in kullanilir. Bu maddelerin her birinin deri
hassasiyet potansiyelleri hala tartisilmaktadir. Ayrica, DDAC veya sitralin EG ile
karisimlarr deri hassasiyet potensi icin degerlendirilmemistir. insan Hiicre Hatti
Aktivasyon Testi (h-CLAT) ve Dogrudan Peptit Reaktivite Testi (DPRA) olarak
adlandirilan in vitro alternatif test, bu sorunlar1 ¢dzmeye hizmet etmistir. Ug
bagimsiz h-CLAT calismasinda, DDAC ve sitralin hassaslastirict oldugu, EG'nin ise
hassaslastirict olmadig1 tahmin edilmistir. 7:3 ve 1:4 a/h oranlarinda DDAC veya
sitral ile EG karigimlarinin tiimii, h-CLAT tarafindan SS potansiyeli agisindan pozitif
bulunurken, EG orami arttikca SS potensinin azaldigi kaydedilmistir. Sitral ve EG
karigimlariin tiimii pozitif iken, DDAC ve EG karigimlarinin tiimii DPRA tarafindan
negatif bulunmustur. Bu da DPRA ydnteminin pro-hapten 6zellikli kimyasallar i¢in
uygun olmadigim gostermektedir. Insanlar, aktif igerikli eksipiyan karigimlarina
mesleki veya ¢evresel olarak maruz kalabildiklerinden, bu ¢alisma, ¢esitli kimyasal
karigimlarin deri hassasiyet potansiyellerinin daha ileri arastirmalar1 hakkinda fikir

verebilir (Lee ve ark., 2019).

Ucucu ve/veya yari ugucu organik bilesikler olarak siniflandirilan 82 bilesigin,
dogrudan peptit reaktivite yontemi (DPRA) kullanarak, bu kimyasal bilesiklerin sik

sik ve yiiksek konsantrasyonlarda kullanildiginda hassasiyet potansiyellerini tespit

45



etmek i¢in calisma yapilmistir. Bu bilesiklerden 81’1 ¢alismada degerlendirilmistir.
Degerlendirilen bilesiklerden 25’1 pozitif olarak siiflandirilmigtir. Klinik kontakt
dermatite neden olan monoetanolamin ve 1,3-biitandiol ve hayvan galismalarinda
zayif hassasiyet potansiyeline sahip oldugu bildirilen birkag¢ bilesik negatif olarak
simiflandirilmigtir. Bu nedenle, zayif hassasiyet potansiyeline sahip bilesiklerin
DPRA'da negatif olarak degerlendirildigi diisiniilmistiir. Formaldehit salan
koruyucu bronopoliin hassasiyet potansiyeli, bozunma {iriinleri (bromonitrometan ve
2-bromoetanol) pozitif olarak siniflandirilmistir. Bu da bu bozunmalarin oldugunu
gosterir. Uriinler ayrica hassasiyet potansiyelini de gosterir. Kawakami ve ark.
(2020), yaptiklari bu calismada pozitif olarak test edilen bilesiklerin, ¢oklu toksisite

ve epidemiyolojik ¢alismalar yoluyla kapsamli bir sekilde degerlendirmislerdir.

Duyarlilagtirma potansiyelinin daha giivenilir degerlendirilmesini saglamak
icin 2 veya daha fazla yaklasimdan en iyi sonuglarin, nasil entegre edilebilecegi
degerlendirilir. Alternatif yontemlerden elde edilen bilgiler, bagimsiz bir yontem
olarak degil, kanit agirligr yaklasimi igindeki diger bilgilerle birlikte kullanilmalidir.
Boylece duyarlilastirict olan ve olmayan maddeler arasinda ayrim yapilabilir. Su
anda, test yontemleri tek basina duyarlilastirict maddelerin siiflandirilmasi igin

uygun degildir (Kimber, 2019).

DPRA yontemi; metal bilesikler, bilinmeyen veya degisken kompozisyondaki
maddeler ve karisimlar, kompleks reaksiyon iriinleri ve biyolojik materyaller igin
kullanilamaz (Barentsen ve ark., 2019). Prohaptenler bu analizde tespit edilemez.
Prehaptenler ise yanlis negatif sonuglar verebilir. Sistein veya lizin disindaki
aminoasitlere kars1 tercihli reaktiflige sahip kimyasallar1 test etmek, yanlis negatif
sonuglara neden olabilir. Bir peptide kovalent olarak baglanmayan, ancak
oksidasyonunu (sistein dimerizasyonu) tesvik eden kimyasallar potansiyel yanlis
pozitif tahminlere yol acabilir. Ayrica DPRA yoOnteminde; diisilk ¢6ziiniir
konsantrasyonlarda test edilen kimyasali duyarhilastirici olarak tanimlamak igin
pozitif sonucglar kullanilabilir. Ancak negatif tahmin durumunda kesin bir sonug

¢ikarilmamalidir.
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Hayvan deneylerine alternatif yontemler, diinya capinda artan bir degere
sahiptir. Alternatif yontemlerin entegrasyonu ile in vivo yontemlere olan gereksinim
azalir. Boylece birgok test i¢in canli hayvan kullannmina gerek kalmaz. Ancak
Avrupa Birligi Tiketici Giivenligi Bilim Komitesi, kozmetik bilesenlerin ve
tiriinlerin gilivenlik degerlendirmesine iligkin risk degerlendirme kilavuzunda deri
duyarlilig1 i¢in kullanilan in vivo hayvan testlerinin tamamen degistirilmesinin 10 y1l

kadar siirecegini 6ngérmektedir.

Kabul edilen alternatif yontemler, test maddelerinin duyarlilastirict
potansiyelini belirlemede hayvan modellerine kiyasla yeterli degildir. Bu nedenle
ECVAM’a gore kullanilan diizenleyici hayvan testlerinin yerine birden ¢ok hayvan
dist test yontemi uygulanmalidir, tamamen yer degistirme icin AOP (Advers
Outcome Pathway)’nin temel mekanizmalarini ele alan yontemlerin kombinasyonuna

ihtiya¢ duyulur (OECD, 2020).

Ozetle, in vitro ydntemlerin uygulanabilirlik alanlarnin genisletilmesi ve
gelisiminin tamamlanmasi i¢in diizenleyici kurumlar, akademi ve sanayi arasindaki

isbirliginin devam etmesi ve yeni veri tabanlarinin olusturulmasi gerekmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada in chemico bir test yontemi olan DPRA incelenmistir. Lizin ve
sistein igeren bir peptidin indirgenmesine dayanan DPRA, diisiik molekiil agirlikli
maddelerin (haptenlerin) cilt proteinlerine kovalent baglanmasiyla temsil edilen, deri
duyarliligiin baslangici (kilit olay 1) kabul edilen haptenasyon siirecini inceler. Test
maddeleri reaktivitelerine gore minimal, diisiik, orta veya yiiksek olarak
siiflandirilir. Minimal reaktive sinifindaki kimyasallarin DPRA tahmini negatiftir.
Diisiik, orta veya yiiksek reaktivite sinifindaki kimyasallarin ise DPRA tahmini
pozitiftir. Ortalama %6,38 sistein ve lizin peptit tikenme degeri, negatif ve pozitif
tahminler arasinda ayrim i¢in esik olarak kullanilir. Eger test kimyasali lizin peptidi
ile ayn1 alikonma siiresine sahipse, tahmin sistein tilkkenme degerlerine gore yapilir.
Ortalama %13,89 sistein tilkkenme degeri, negatif ve pozitif tahminler arasinda ayrim

i¢in esik olarak kullanilir.

Kozmetik  bilesenlerin  duyarliblk  smiflandirmasina  yonelik DPRA
caligmamizin sonuglari, tahris edici kimyasal SDS (5-7) disinda 6nceki in vivo ve ex
vivo c¢alismalarin sonuglartyla uyumluydu. Lizin tiikenme yiizdesi yanlis pozitif
sonug¢ verdi. Sistein tiikenmesi daha giivenilir sonucglar verdi. Sonug¢larimiza gore,
lizin kombinasyonunun kilavuzlara gore onerildigi bu yontemde sistein tiikenmesi
sonuglarinin kullanilabilecegi Onerilebilir. DPRA'y1 calisma kapsamimiza gore
gerceklestirdik ve kimyasallarin duyarlilik potansiyelini arastirmak i¢in dogrulanmis
bir yontem olusturduk. Yontemin 6zellikle irritasyon ve alerji ayrimini yapabilme
yeteneginin tespiti i¢in SDS’nin (sodyum dodesil siilfat) de test kimyasali olarak

arastirilmasi yontem kurma calismasinda 6nemli bir katki saglamistir.

Sonu¢ olarak bu test yontemi; test edilen kimyasal maddelerin alerji
potansiyellerinin belirlenmesine ve sonuglar arasinda karsilastirma yapmamiza
imkan saglamaktadir. Elde edilen sayisal veriler, kKimyasal maddeleri alerjen veya
irritant madde olarak siniflandirmamiza, potansiyel riskleri yorumlamamiza yardimei

olacaktir.
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OZET

Deri Duyarlandirmasi Testi Olan Direkt Peptit Reaktivite Yontemi (Direct Peptide
Reactivity Assay-DPRA) Ile Baz1 Kimyasal Maddelerin Duyarlandirma
Potansiyellerinin Degerlendirilmesi

Kozmetik, farkli kimyasal bilesiklerin bir kombinasyonudur ve genellikle cilt
kosullarin1 veya insan viicudunun kokusunu temizlemek ve iyilestirmek i¢in kullanilir,
giizelligi arttirir. AB'de, bitmis kozmetik iriinler lizerinde hayvan testlerinin kullanilmasina
iligkin bir test yasagi 2004'ten beri yiirlirliikteyken, 2013'te deri hassasiyet testi de dahil
olmak iizere her tiirlii hayvan toksisitesi testi i¢in bir pazarlama yasag1 yiiriirliige girmistir.
Deri hassasiyet testi icin ECVAM tarafindan ii¢ farkli in-vitro ve bir kimyasal yontem
gelistirilmistir ve onaylanmistir. Dogrudan Peptit Reaktivite Deneyi (DPRA) bir in chemico
yontemidir. Testin amaci, kimyasallarin deri hassasiyet potansiyelinin degerlendirilmesine
katkida bulunmaktir. Diisiik molekiiler agirlikli maddelerin (haptenler) ciltteki proteinlere
kovalent baglanmasi olan haptenizasyon, alerjide Onemli bir mekanizma olarak kabul
edilmektedir. Bu nedenle, DPRA gibi peptit reaktivite deneylerinden elde edilen bilgiler,
kimyasallarin deri hassasiyet potansiyelinin degerlendirilmesi hakkinda bilgi saglar.
Calismamizda duyarlilik potansiyeli bilinen kimyasallar1 uygulayarak DPRA'y1 kilavuza
gore kurmay1 amagladik.

Anahtar Sozciikler: ECVAM, DPRA, Hassasiyet, Hapten, in-Chemico
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SUMMARY

Evaluation of Sensitization Potential of Some Chemical Substances by Direct Peptide
Reactivity Method (Direct Peptide Reactivity Assay-DPRA)

Cosmetics are a combination of different chemical compounds and generally used for
cleaning and improving skin conditions or odor of the human body, enhancing beauty. A
testing ban of using animal tests on finished cosmetic products has been in force in the EU
since 2004, while in 2013 a marketing ban came into force for all kinds of animal toxicity
tests including skin sensitization test (1). Three different in vitro and one in chemico methods
have been developed and validated by ECVAM for skin sensitization test. Direct Peptide
Reactivity Assay (DPRA) is an in chemico method. The purpose of the test is to contribute to
the assessment of the skin sensitization potential of chemicals. Haptenization that is the
covalent binding of low molecular weight substances (haptens) to proteins in the skin is
considered an important mechanism in allergy. Therefore, information derived from peptide
reactivity experiments such as DPRA provides information on the assessment of the skin
sensitization potential of chemicals. In our study we aimed to set up the DPRA acording to
the guideline by applying the sensitization potency known chemicals.

Keywords: ECVAM, DPRA, Hapten, in-Chemico, Sensitization
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