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Ilaglar ve Kimyasal Maddelerin Okiiler Toksisitesinin
Belirlenmesinde Kullanilan Giincel Yontemler

Recent Methods Used in the Determination of
Ocular Toxicity of Drugs and Chemicals

Hiilya TEZEL?, ' Suna SABUNCUOGLU?, * Pinar ERKEKOGLU®

“Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Toksikoloji ABD, Ankara, TURKIYE

OZET insan gozii, fizyolojik yapist itibartyla tehlikeli gevresel kosullara ~ ABSTRACT Human eye is exposed to dangerous environmental con-
ve maddelere maruz kalan hassas bir organdir. Endiistriyel maddeler, cev-  ditions and substances due to its physiological structure. Industrial
resel kimyasallar, kozmetikler, kisisel bakim tiriinleri ve yanls uygulan-  substances, chemicals, cosmetics, personal care products and some
dig1 takdirde bazi ilaglar korneada irritasyona, inflamasyona ve hatta  medications when wrongly used can cause ocular irritation, inflam-
gorme kaybina bile neden olabilir. Bu nedenle tehlikeli maddelere maruz ~ mation, or even loss of sight. Therefore, in order to reduce the risk of
kalma riskini azaltmak i¢in ilaglarin, kozmetiklerin ve bu tiriinlerin igeri-  exposure to hazardous substances, drugs, cosmetics and their ingre-
sinde yer alan bilesenlerin test edilerek, goz irritasyon potansiyellerinin  dients should be tested and evaluated for their eye irritation poten-
degerlendirilmesi gerekir. Gliniimiizde birgok ilag¢ ve kimyasal maddenin  tials. Today, several in vitro methods are being developed for the
g0z tizerindeki etkilerini aragtirmak i¢in birgok in vitro yontem gelistiril-  determination of several drugs and chemical substances on eye. The
mektedir. Bu yontemlerin en sik kullanilanlart “yeniden yapilandirilmis  most widely used methods are “reconstructed human eye cornea
insan korneast (RhCE)” modelleridir. RhCE modellerinde, insan kornea ~ (RhCE) models”. In RhCE models, cells of cornea or non-cornea ori-
hiicreleri veya insan derisi keratinositleri gibi hiicreler kullamlabili. RhCE ~ gin human cornea cells or human skin keratinocytes can be used. Con-
epitel hiicrelerinin kullanildig1 sistemlerle ilgili Ekonomik Kalkmma ve Is-  cerning RhCE epithelial cell systems, Organisation for Economic
birligi Orgiitiiniin Test Kilavuzu, 492 kilavuz yayimlanmistir. Ayrica bir- ~ Co-operation and Development has published Test Guideline 492.
¢ok yeni okiiler toksisite doku modelinin, gelecekte kullanima girmesi ~ Moreover, there is ongoing research on for the future use of several
i¢in ¢aligmalar devam etmektedir. Ancak ilag ve biyomedikal sektorle-  new ocular toxicity tissue models. However, animal experiments are
rinde goz irritasyonunu degerlendirmek igin hala hayvan deneyleri yapil-  still carried out in the pharmaceutical and biomedical industry for the
maktadir. Diger taraftan, Avrupa Birligi Kozmetik Komitesi tarafindan  evaluation of ocular irritation. On the other hand, nimal experiments
onaylanan Kozmetik Direktifi (76/768/EEC) ile 2013’ten itibaren koz-  for cosmetic ingredients and end products have been banned in the
metik bilesenler ve bitmis tiriinler i¢in hayvanlar tizerinde test edilmesi ~ European Union, since 2013. With the prohibition of animal experi-
tamamen yasaklanmistir. Kozmetik sektoriinde hayvan deneylerinin ya-  ments in the cosmetics industry, many alternative ex vivo and in vitro
saklanmasiyla birlikte, okiiler toksisiteyi degerlendirmek i¢in ex vivo ve  methods have been developed to assess ocular toxicity. In this review,
in vitro birgok alternatif yontem gelistirilmistir. Bu derlemede, okiiler tok-  information on the latest developments in ocular toxicity test methods
sisite test yontemlerindeki en son gelismeler hakkindaki bilgiler 6zetle-  will be summarized and the advantages and disadvantages of these

necek, yontemlerin avantajlar1 ve dezavantajlar tartisilacaktir. methods will be discussed.
Anahtar Kelimeler: Okiiler irritasyon; Draize testi; Keywords: Ocular irritation; draize test;
alternatif yontemler; hiicre kiiltiirii alternative methods; cell culture
Toksikolojik ¢caligmalari temel amaci, ilag, koz- ongdrmek ve yarar/zarar oranini ortaya koymak ve

metik, ev riinleri, endiistriyel kimyasallar ve zirai risk degerlendirmesini yapmaktir. Sagligimizi koru-
kimyasallar dahil olmak iizere tiim ksenobiyotiklerin mak veya diizeltmek, besinlerin saklanmasi, tarimsal
canli sistemler iizerindeki ters etkilerinin dogasini in- verimi artirmak, yasantimiz siirdiirmek i¢in kimyasal
celemek, bu ters etkilerin ortaya ¢ikma olasiliklarini maddelere maruz kalmak kaginilmazdir. Kimyasal
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maddelere, dzellikle yiiksek doz maruziyet sonrasi
farkli organ ve sistemelerde toksik etkiler goriilebi-

lir.!

Insan gozii, ev kimyasallar1 da dahil pek ¢ok
madde i¢in oldukg¢a hassas bir yapiya sahiptir. Goz,
anatomik yerlesimi ve fizyolojik yapist nedeniyle,
tehlikeli ¢evresel maddelerin maruziyetine oldukga
aciktir. Kimyasal maddelere okiiler maruziyet, koz-
metiklerde ve bazi ilaglarda oldugu gibi kasitli olabi-
lecegi gibi kazara da gerceklesebilir. Toksikolojik
acgidan tehlikeli maddelere maruz kalma riskini azalt-
mak i¢in Uretilen tiim tiiketici tirtinleri ve bilesenleri
test edilmeli ve tiiketici glivenligi agisindan goz irri-
tasyon potansiyellerini belirlemek igin okiiler toksi-
site testleri yapilmalidir.!

Gegmiste, kimyasal maddelerin preklinik gii-
venlik degerlendirmeleri biiyiik 6l¢lide hayvan de-
neyleriyle yapilmistir. Ilerleyen doénemlerde etik
kaygilar, daha verimli ve uygun maliyetli preklinik
validasyon yontemlerine duyulan ihtiyaglar ve “Rep-
lacement-Reduction-Refinement (3R)” kuralinin be-
nimsenmesiyle alternatif toksisite testlerinin
gelistirilmesi 6nem kazanmig ve pek ¢ok model olus-
turulmustur. Dolayisiyla okiiler irritasyonu degerlen-
dirmek icin de laboratuvar hayvanlariin kullanimi
yerine alternatif yontemlerin gelistirilmesi tesvik
edilmistir. Ozellikle kozmetik iiriinlerin toksisite po-
tansiyellerinin degerlendirilmesinde, Avrupa Birli-
ginde yayimlanan “Kozmetik Regiilasyonu” ile 11
Mart 2013 itibariyla in vivo yéntemlerin kullanimi

kaldirilmigtir.?

I GOZUN ANATOMISI

G0z, insan viicudunun hem islevsel hem de fizyolo-
jik yap1 olarak en karmasik organlarindan biridir.
Insan gozii, temel olarak 3 tabakadan olusur. Tunica
Fibrosa Bulbi (Corneo-Scleral tabaka), gbziin en dis
tabakasini olusturur. Bir bagka deyisle goziin pence-
resi olan kornea, gdze gelen 15181n kirilmasini sagla-
yarak, lense ve retinaya iletilmesinde rol oynar. Ayni
zamanda gozii, enfeksiydz ajanlara ve digsaridan ge-
lebilecek hasarlara karsi korur. Kornea epitel, Bow-
man membran, stroma, Descemet membran ve
endotel olmak {izere 5 tabakadan olusur. Sklera,
g06ziin seklini korumasini saglayan bag dokudur.?
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Goziin orta tabakasi olan Tunica Vasculosa Bulbi
(vaskiiler tabaka) iris, silier cisim ve koroidden olu-
sur. Iris, retinaya ulasan 151k miktarini ayarlayan goz
bebeginin biiytikliigiinii belirlerken, silier cisim len-
sin giiciinii ve seklini kontrol eder. Koroid ise yapisini
olusturan vaskiiler doku sayesinde retinanin diginda
yer alan tabakalara oksijen ve besin iletilmesinde
gorev alir.* Goziin en i¢ tabakasi olan Tunica Interna
Bulbi (noral tabaka), 15181n goriintii olarak beynimize
iletilmesini saglayan ndronlar1 i¢eren retinadan olu-
sur.’ Gozlin tabakalar1 Sekil 1’de gosterilmistir.

I KiMYASAL l_\/IADDELERiN VE ILACLARIN
GOZDEIRRITASYON VE KOROZYON
OLUSTURMA MEKANIZMALARI

Kimyasallarin zarar verme potansiyellerinin belirle-
nebilmesi i¢in goz irritasyon testleri kullanilmakta-
dir.® Kornea, asit mukopolisakkarit bir ortamda
hiicrelerin ve kollajen fibrillerin 6zel bir sekilde dii-
zenlenmesiyle olusan seffaf yapida bir tabakadir. Ilag-
larin, kozmetiklerin ve diger kimyasal {riinlerin
korneadan penetrasyonu ¢oziiniirliiklerine gore ger-
ceklesir. Yagda ¢oziinen maddeler, epitel ve endotel-
den rahatlikla gecebilirken, suda ¢6ziiniir maddeler
stromadan gecer. Topikal olarak goze kolayca uygu-
lanan ilaglar, iyonize ve iyonize olmayan formlar ha-
linde ¢ozelti iginde dengede bulunma yetenegine
sahiptir. Iyonize olmayan formlar endotel ve epiteli
gegerken, iyonize formlarin penetrasyonlari ise stro-
madan gergeklesir.® Fizikokimyasal 6zelliklerine gore

Bowman /
membran  Descemet membran

T

Nororetina

Inis

Siliyer cisim

SEKIL 1: Goziin tabakalari.®
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epitelden, endotelden veya stromadan gecen kimya-
sal maddelerin irritasyon olusturma mekanizmalari
farkl1 yollarla gerceklesir. laglarin, kozmetiklerin ve
diger kimyasal {iriinlerin icerisinde yer alan yiizey
aktif maddeler, ketonlar ve alkoller gibi bilesenler
gozdeki toksik etkilerini, lipid ¢ift tabakanin bozul-
mas1 sonucunda hiicrede meydana gelen membran
lizis ile gosterirken, asit ve bazlar 6zellikle proteinler
ve niikleik asitler gibi makromolekiillerin denatiiras-
yonuna ve koagiilasyona neden olarak, toksik etkile-
rini gosterir. Peroksitler, agarticilar ve organik
¢ozeltiler gibi bazi kimyasallar ise hiicresel bilesen-
lerle etkileserek, hiicre i¢inde meydana gelen alkilas-
yon ve oksidasyon gibi tepkimelerle hiicresel strese,
koagiilasyona ve lizise neden olabilir. Alkali madde-
ler lipidlerin pargalanmasina neden olarak, membran
lizise ve koagiilasyona benzer etkiler gostererek sa-
ponifikasyona neden olurlar. Ancak saponifikasyon
sonucunda olusan toksik etki, zamanla dokuda iler-
leyici olma egilimindedir.®” Kornea tabakalar1 ve
kimyasal maruziyetle olusabilecek irritasyon siddeti
Sekil 2°de gosterilmigtir.

I KIMYASAL MADDELERIN POTANSIYEL
ZARARLARINA GORE KURESEL UYUM
SISTEMI SINIFLANDIRILMALARI

Kimyasallarin saglik, fiziksel ve ¢evresel tehlikeleri-
nin tanimlanarak tiriinlerin zarar verme potansiyelle-
rinin belirlenmesi, kimyasallarin siniflandirilmasi ve
etiketlenmesini standartlagtirmak ve uyumlu hale ge-
tirmek i¢in Kiiresel Uyum Sistemi (Globally Harmo-
nized System (GHS)] gelistirilmistir. GHS sisteminde
kimyasallar, tiiketici glivenligini saglamak i¢in insan

Trritasyon
yok

Hafif Orta derecede Siddetl
irritasyon irritasyon  irmitasyon

Stroma

- 5\-3 Endotel

SEKIL 2: Komea tabakalari ve kimyasal maruziyetle olusabilecek irritasyon siddeti.?
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gbziine zarar verme potansiyellerine gore irritan ol-
mayan maddeler (Kategorisi yok), Kategori 1 (goz-
lerde geri donlisiimsiiz hasar olusturan maddeler) ve
Kategori 2 (gozlerde geri doniisiimlii hasar olusturan
maddeler) olmak tizere 3 kategoriye ayrilmistir. Ka-
tegori 2 ise Kategori 2a ve Kategori 2b olmak iizere
2 alt kategoriye ayrilir. Kimyasalin olusturdugu
hasar 21 giin i¢inde tersine ¢evrilirse kimyasal, 2a
(gozlerde irritan), 7 giin iginde tersine ¢evrilirse 2b
(gozlerde hafif derecede irritan) kategorisinde sinif-
landirilir. Bir kimyasalin, hangi kategoride yer aldig1
irritasyon testleriyle belirlebilir. G6z irritasyon test-
lerinde referans goz testi olarak kabul edilen, Draize
teste alternatif bir¢ok in vivo, ex-vivo ve in vitro yon-
tem gelistirilmistir.® Kimyasallarin GHS smiflandi-
rilmalar Sekil 3’°te verilmistir.

I ILACLAR VE KIMYASAL MADDELER ICIN
HANGI TiP GOZ IRRITASYON/KOROZYON
TESTLERI UYGUNDUR?

[rritasyon testlerinde, genellikle gdziin en dis kis-
minda yer alan ve ilk bariyeri olusturan kornea kul-
lanilir. Korneada yer alan epitel doku, mekanik ve
kimyasal yaralanmalara daha yatkindir. Bu nedenle
uygulandiklarinda ilk olarak kornea ile temas eden
gbz damlalari, goz jelleri, goz merhemleri gibi dozaj
formlarinin, kornea ile uyumlu olmalar ve okiiler do-
kuya herhangi bir zarar vermemeleri gerekmektedir.
Oftalmik formiilasyonlar, hayvan modeli kullanila-
rak okiiler toksisite acisindan degerlendirilebilir.
Ancak bu ¢alismalarda, kullanilan hayvan sayisinin
azaltilmasi ve hayvan refahinin artirilmasi 6n plana
¢ikmaktadir.’

G0z ¢evresi i¢in kullanilan kozmetik tiriinlere
(maskara, goz kalemleri, géz ¢evresi kremleri vb.),
normal kullanim sirasinda goze seyreltilmis bigimde
girebilecek iirlinlere veya gozle temas etmesi amag-
lanmayan iiriinlere (sampuanlar vb.), kazara maruzi-
yet nedeniyle gozlerde toksik etkiler meydana
gelebilir. Kozmetik iirlinler ve bilesenleri i¢in goz ir-
ritasyon potansiyellerinin degerlendirilmesi, tiriiniin
giivenli olduguna dair giivence saglamak icin gerek-
lidir. Onceden kozmetik bilesenlerin ve bitmis iiriin-
lerin okiiler toksisitelerinin belirlenmesi igin ilaglarda
oldugu gibi Draize goz testi kullanilmistir, ancak
bunun yasaklanmasiyla Draize teste alternatif olabi-
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Kategori 1

Geri déniistimsiiz goz

Kategori 2A
hasan &

21 giin iginde geri
doéniistimli goz hasari
Kategori 2
Geri donusumlii goz
hasari

Kiiresel Uyum Sistemi
(GHS)

SEKIL 3: Kimyasallarin kiiresel uyum sistme siniflandiriimalari.®

Kategori 2B

7 guin iginde geri

Kategori yok R ey
doéniisimlii goz hasari

irritan olmayan
maddeler

lecek yontemlerin arastirmasi hiz kazanmistir. Okii-
ler irritasyon i¢in tek basina hayvan testi yerine ge-
¢ecek in vitro yontem heniiz gelistirilmemistir. Ancak
Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiitiiniin [Organi-
sation for Economic Co-operation and Development
(OECD)] ve Avrupa Birligi Alternatif Metotlar Vali-
dasyon Merkezinin [European Centre for the Valida-
tion of Alternative Methods (ECVAM)] onaylayip,
valide ettigi yontemler bu amagla kullanilabilmekte-
dir.>" Tlaclar ve kimyasallar i¢in kullanilan goz irri-
tayon/korozyon testleri asagida detaylandirilmistir.

DRAIZE GOZ TESTI

Kimya endiistrisinin biiylimesiyle yeni ilaclarin ve
kozmetik tiriinlerin iiretimi hiz kazanmistir. Bu tirlin-
lerin kullaniminin artmasiyla birlikte, gézlerde isten-
meyen etkiler goriilmiis ve 1930°1u yillarda kozmetik
kullanim1 nedeniyle meydana gelen kalici gbz hasa-
riyla ilgili yeni yasalar uygulanmaya baglanmistir.
Aslinda goze zararli olabilecek iiriinleri degerlendir-
mek i¢in XVIII. ylizyildan beri hayvan deneyleri ya-
pilmaktadir.? Ancak akut okiiler toksisiteyi belirlemek
icin uluslararasi standart in vivo tavsan testi XX. yliz-
yilda gelistirilmistir. 1944 yilinda, Amerikan Gida ve
Ilag Dairesinde toksikolog olarak gérev yapan John
H. Draize ve ark., test materyallerinin cilt, penis ve
gozlerle temas etmesi sonucunda olusan toksik reak-
siyonlarin tanimlanmasi ve degerlendirilmesi igin
Draize tavsan testinin kullanilabilecegini one siir-
mislerdir. Draize testi, her ne kadar kozmetik tiriin-
lerin giivenligini degerlendirmek i¢in gelistirilmis
olsa da sonrasinda insektisitler ve antiseptiklerin okii-
ler irritasyon potansiyelleri de bu yontemle test edil-
meye baslanmistir. Sonug olarak bu test, akut goz
irritasyonu ve korozyonu i¢in uluslararasi standart
test haline gelmistir.’

68

Draize testinde; iyi tanimlanmis bir anatomiye,
fizyolojiye, genis gozlere sahip olmalari, ucuz ve
kolay elde edilebilir olmalar1 nedeniyle yaygin ola-
rak Yeni Zelanda tavsanlar1 kullanilir. 0,1 mL (ya da
kati maddeler i¢in 0,1 g) test materyali, tavsanin goz-
lerinden birinin konjonktival kesesine uygulanir. Ne-
gatif kontrolii saglayabilmek i¢in diger goze herhangi
bir uygulama yapilmaz. Degerlendirmeler, maruzi-
yetten 1, 24, 48 ve 72 saat sonra yapilir ve bu siire 21
giine kadar uzatilabilir.® Tavsanlarin gzlerinde kiza-
riklik, sisme, bulaniklik, 6dem, kanama, korneal op-
asite ve gorme kaybi gibi irritasyon ve korozyon
belirtileri gézlemlenir ve skorlanir. Draize testi i¢in
farkli puanlama sistemleri gelistirilmistir.”!? Goz ir-
ritasyon belirtileri ve Draize skorlar1 Tablo 1°de ve-
rilmistir.

Draize testi yapilarak, hem “geri doniisli” hem
de “geri doniigsiiz” okiiler toksik etkiler tanimlanabi-
lir.'"* Bu test, tiim irritasyon siddetini degerlendirmek
icin resmi olarak kabul edilen ve onaylanan tek test
olmast nedeniyle onem kazanmaktadir. Orijinal
Draize testinde test basina en az 6 tavsan kullanilir.
Ancak uygulanan maddenin, ciddi okiiler hasar ver-
mesi bekleniyorsa bu say1 3 veya tek 1 tavsana indir-
genebilir. Glincellenen Draize test kilavuzlarinda da
W.M.S Russell ve R.L. Burch tarafindan 1959 yilinda
gelistirilen ve bas harflerinden dolay1 3R prensibi ola-
rak anilan “Replacement” (yerine koyma), “Reduc-
tion” (azaltma) ve “Refinement” (iyilestirme)
kurallar1 dogrultusunda, test sirasinda hayvanlarda
olusabilecek agrilarin ve acilarin azaltilabilmesi i¢in
analjeziklerin ve anesteziklerin uygulanmasi gerek-
tigi belirtilmektedir.’

Bu kapsamda, Draize goz testinin bir ¢esidi olan
“diistik hacimli goz testi” gelistirilmistir. Diigiik ha-
cimli goz testinde [low volume eye test (LVET)],
Draize testinden farkli olarak 0,1 mL yerine 0,01 mL
test materyali konjonktival kese yerine dogrudan kor-
neaya uygulanir. Insan maruziyetinden elde edilen li-

TABLO 1: Goz irritasyon belirtileri ve Draize skorlari."

Goziin bolimii Tanimlama Aralik
Kornea Opaklik derecesi ve (ilserasyon 0-4
iris Sisme ve hiperemi 0-2
Konjonktiva Kizariklik, damarlarin belirginligi 0-3
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teratiir verileri, goniilliiler ve tavsanlardaki yanitlar
ve LVET verileri karsilastirildiginda, insanlardaki
okiiler yanitin, LVET ile Draize testine gore daha
Bu test,
LVET nin tavsanlarin gozlerinde daha az tahris olus-

dogru tahmin edildigi goriilmiistiir.
turmasi ve bu sayede daha kisa siirede iyilesme go-
riilmesi agisindan 6nem tasir. LVET testi ECVAM
tarafindan Draize testinin yerine kullanilabilecek bir
yontem olarak degerlendirmistir, ancak goz irritas-
yonunun/korozyonunun belirlenebilmesi i¢in Draize
testinin yerini alabilecek bir yontem olarak kabul
edilmemistir. Sonug olarak LVET, herhangi bir dii-
zenleyici kurulug tarafindan alternatif test olarak
heniiz onaylanmamigtir.®!516

DRAIZE GOZ TESTINE ALTERNATIF TEST
YONTEMLERI

Etik ve yasal kaygilar, bilimsel ilerlemeler, zaman ve
maliyet gibi kosullar hayvan deneylerine alternatif
olacak test modellerinin gelistirilmesini saglamistir.
Alternatif modellerin gelistirilmesi, diizenli veya sii-
rekli bir sekilde ilerlemese de hayvan deneylerinin
yasaklanmasiyla alternatif yontemler gelistirilmeye
baglanmugtir,!1417

I ORGANOTIPIK YONTEMLER
EX VIVO OKULER ORGANOTIPIK MODELLER

Ex vivo okiiler organotipik testlerde, hayvanlarin sa-
dece goz irritasyon ve korozyon testi i¢in oldiiriilme-
sini onlemek i¢in mezbahalardan veya Gtenazi sonrasi
tavsan, tavuk, sigir veya domuzdan izole edilmis goz
kiireleri ve kornealar kullanilir.'?

iZOLE TAVSAN GOzU

Izole tavsan gozii (IRE) testinde diseksiyon ile elde
edilen gozler, kontrollii sicaklik ve neme sahip bir sii-
perfiizyon odasinda dikey bir konumda monte edilir.
Gozlin, nemli kalmasini saglamak i¢in serum fizyo-
lojik ¢ozeltisi diizenli araliklarla dogrudan korneaya
damla damla uygulanir. Test materyali uygulanma-
dan 6nce floresin penetrasyonu ve korneanin sismesi
kontrol edilir. Test agsamasinda goz, 10 sn boyunca ir-
ritan maddeye maruz birakilir. Sonrasinda yikanip
kimyasal maddeden arindirilarak, kornea opaklas-
masi ve korneanin kalinligindaki artig (korneanin sis-
mesi) skorlanir ve floresin penetrasyonu kaydedilir.
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Daha sonraki degerlendirmeler, irritan maddenin
uygulanmasindan 30 dk, 1, 2, 3 ve 4 saat sonra ya-
pilir. Her test 6rnegi i¢in 3 goziin ortalama kornea
sismesi ylizdesi ve floresin penetrasyonu hesaplanir
ve sonuglar, kontrol grubundaki sonuglarla karsilag-
tirthir.® IRE testiyle Draize testine benzer sekilde
kornea ylizeyindeki irritasyon veya korozyon tespit
edilebilir.'?

[ZOLE TAVUK GOZU TESTI

Hayvanlarin, sadece goz irritasyon ve korozyon test-
leri i¢in feda edilmesini 6nlemek icin tavuk gozle-
riyle de bu testlerin yapilabilecegi diisiiniilmiis ve
izole tavuk gozii (ICE) testi gelistirilmistir. ICE tes-
tinde, IRE testine benzer sekilde kimyasallarin kor-
nea ve konjonktiva iizerine etkileri incelenir.
Degerlendirmeler, kimyasal maddenin uygulanma-
sindan 30, 75, 120, 180 ve 240 dk sonra yapilir. Flo-
resin penetrasyonu, maruziyetten 30 dk sonra sadece
bir kez kontrol edilir. Sonuglar, kontrol gruplariyla
karsilastirilarak maddelerin irritan olup olmadiklari
belirlenir. Bu testin avantaji ayni1 sus, yas ve agirlik-
taki tavuklarin bulunmasinin kolay olmasi ve tavuk
gozlerinin kullanilabilirliginin ve kalitesinin iyi ol-
masidir.'® ICE testiyle irritan olmayan maddeler ve
GHS Kategori 1’de yer alan maddeler belirlenebilir.
ICE testi, ECVAM tarafindan alternatif test yontemi
olarak valide edilmistir ve 2009 yilinda ICE ile ilgili
OECD TG438 kilavuzu yaymmlanmistir. Kilavuz,
2013 ve 2018 yillarinda giincellenmigtir.®!%!

SIGIR KORNEASI OPASITE VE GEGIRGENLIK TESTI

Sig1r korneasi opasite ve gegirgenlik (BCOP) testinde
sigirgozleri kullanilir. Goz, 6zel olarak modifiye edil-
mis bir opasitometrenin i¢inde yer alan kornea tutu-
cuya yatay olarak yerlestirilir. Sivilar ve kat1 yiizey
aktif maddeler 10 dk, yiizey aktif madde olmayan kati
maddeler ise 4 saat boyunca korneanin epitel ylizeyine
uygulanir. Test sonunda opasitometre ile kornea op-
asitesi ve goriiniir 151k spektrofotometresi ile gegir-
genligin Olglisii  olarak, flrosein boya miktar
olgiiliir.>%2 BCOP testi, GHS Kategori 1°de yer alan
maddeleri ve irritan olmayan maddeleri taramak i¢in
uygundur. Bu test, ECVAM tarafindan alternatif test
yontemi olarak valide edilmistir ve 2009 yilinda BCOP
ile ilgili OECD TG437 kilavuzu yayimlanmigtir. 2013
ve 2017 yillarinda ise kilavuz glincellenmistir.”
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DOMUZ KORNEASI OKULER TERSINIRLIK TESTI

Domuz kornealari, kalinlik ve yapi agisindan insan
korneasina daha ¢ok benzedigi i¢in Piehl ve ark., sigir
kornealar1 yerine domuz korneasini kullanarak,
“domuz korneasi okiiler tersinirlik (PorCORA) tes-
tini gelistirmislerdir. Domuz korneasinin test mater-
yaline maruziyetinin ardindan sodyum floresin
boyasi ile kornea hasarinin geri doniislii olup olma-
dig1 6l¢iiliir. Bu test sayesinde geri dontisiimlii etkiler
saptanabildiginden, GHS nin tiim kategorilerinde yer
alan kimyasal maddelerin degerlendirmesi i¢in kul-
lanilabilir. PorCORA, risk degerlendirmesi icin
biiyiik bir potansiyele sahiptir. Ancak bu test, diizen-
leyici otoriteler tarafindan heniiz kabul edilmemistir
ve herhangi bir kilavuzda yer almamaktadir.®?!

OKULER OLMAYAN EX ViVO ORGANOTIPIK
YONTEMLER

Ex vivo okiiler organotipik modeller, konjonktival
ve iridial yanitlarda, inflamasyonda ve korneada
iyilesmeyi tanimlamakta heniiz yeterli sonuclar
veren testler degildir.”> Bu nedenle tavuk yumurtasi
testi-koryoallantoik membran testi (HET-CAM), kor-
yoallantoik membran-tripan mavisi boyama testi
(CAM-TB) ve koryoallantoik membran vaskiiler testi
(CAMVA) gibi dollenmis yumurtalar1 kullanan gz
irritasyon testleri gelistirilmistir. Bu yontemlerde,
insan gozlerinin vaskiiler mukozal dokularina benze-
yen koryoallantoik membran kullanilir ve test mad-
delerinin konjonktiva tizerindeki etkileri incelenir.'

TAVUK YUMURTASI KORYOALLANTOIK MEMBRAN
TESTI

Kimyasallarin koryoallantoik membran {iizerinde
olusturdugu etkilerin, gézde olusturdugu etkilere ben-
zer oldugu diisiiniildiiglinden HET-CAM testinde,
kornea dokusu yerine dollenmis tavuk yumurtasinin
koryoallantoik membrani kullanilir. Embriyonik sinir
sisteminin gelisimi 10 giinden 6nce tamamlanmadi-
gindan, yumurtalar dollenmeden sonraki 10. giine
kadar kullanilabilir. Test materyali, koryoallantoik
membrana uygulanir ve membrandaki hemoraji, lizis
ve koagiilasyon HET-CAM skalasina gore degerlen-
dirilir. Bu nedenle HET-CAM testinin, konjonktival
etkileri dogrudan ele alan tek organotipik yontem ol-
dugu soylenebilir. Luepke ve ark., tarafindan gelisti-
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rilen test, hafif irritan ve irritan olmayan test madde-
leri i¢in uygundur.'®

KORYOALLANTOIK MEMBRAN TRIPAN MAVISI
BOYAMA

HET-CAM ile iliskili objektif bir degerlendirme ve
nicelik eksikliginden kaynaklanan dezavantajlarm iis-
tesinden gelmek amaciyla CAM-TB yontemi gelisti-
rilmistir. Hiicre canliligini 6l¢mek i¢in yaygin olarak
kullanilan tripan mavisi boyasi ile membranin tahri-
bat1 ve denatiirasyonu tespit edilir. CAM-TB yonte-
miyle membran tarafindan adsorbe edilen tripan
mavisi miktar1 dlgiilerek, maddelerin toksik etkileri
incelenebilir.”?

KORYOALLANTOIK MEMBRAN VASKULER TESTI

CAMVA, koryoallantoik membrani temel alan 2.
analiz yontemidir. HET-CAM testinin aksine, CAM-
VA’da sadece membran {izerindeki vaskiiler etkiler
kaydedilir. Test materyaline maruziyetten 30 dk sonra
koryoallantoik membranda hemoraji, hiperemi gibi
herhangi bir vaskiiler degisiklik olup olmadig1 kont-
rol edilir. Takiben, yumurtalarin %50’sinde bu tiir za-
rarli etkileri ortaya cikaran test materyallerinin
konsantrasyonu hesaplanir.®**

HUCRE TESTLERI

Fluorescein Sizintisi Testi

Tchao tarafindan 1988 yilinda gelistirilen fluoreskein
sizintist (FL) testinde, irritan maddelere maruz kalan
Madin-Darby kdpek bobregi (MDCK) hiicrelerindeki
transepitelyal ge¢irmezligin kaybi, FL derecesinin be-
lirlenmesiyle 6lgiiliir. FL testinde MDCK hiicreleri,
hiicre kiiltiiriindeki mikrogdzenekli filtrelerde biiyii-
tiilliir. Hiicreler, 1 dk boyunca test materyaline maruz
birakilir ve FL spektrofotometrik olarak olgiiliir. So-
nuglar, sodyum fluoreskeinin sirasiyla %20 ya da
%50 s1zintiya neden olan test materyali dozunu yan-
sitan FL,, ya da FLs, degerleri olarak ifade edilir.
FL,, ve FLs, degerleri, test edilen kimyasallarin tok-
sisitelerini degerlendirmek i¢in kullanilir. FL,, veya
FLj, degeri, ne kadar diisiik olursa kimyasal madde
g6z i¢in o kadar irritandir.*

Bu test, GHS Kategori 1’de yer alan kimyasal-
lar1 tamimlamak i¢in kullanilabilir, ancak irritan ol-
mayan maddeler (GHS kategorisi yok) ve GHS
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Kategori 2’de yer alan maddeler i¢in kullanilma-
maktadir.° FL testi, ECVAM tarafindan alternatif test
yontemi olarak valide edilmistir ve FL ile ilgili
OECD TG460 kilavuzu yayimlanmigtir.?

Sitosensor Mikrofizyometre Testi

Sitosensor mikrofizyometre (CM) ya da silikon mik-
rofizyometre testi, hiicresel metabolizmaya bagli ola-
rak, asit metabolit iiretim hizinin mikrofizyometre
cihazi yardimryla 6l¢iilmesi esasina dayanir. CM tes-
tinde fare L1929 fibroblastlari, artan konsantrasyon-
lardaki test maddesine doz basina yaklasik 810 saniye
boyunca maruz birakilir. Maruziyetin ardindan asi-
dite oranmi Olciiliir. Test sonuglari, asidite oraninda
temel kontrol seviyelerinin %50’sine diisirmek i¢in
gerekli test maddesi dozu olan metabolik hiz1 %50
diisiiren doz (MRDS50) MRDs,, degeri ile ifade edilir.
MRDj, degeri, test maddesi konsantrasyonuyla ilgili
doz-cevap egrilerinden belirlenir.?* CM, siddetli irri-
tan (GHS Kategori 1) ile irritan olmayan maddelerin
tanimlanmasi i¢in dnerilmektedir. Bu test sistemiyle
ilgili taslak bir OECD kilavuzu inceleme altindadir.”®

Kisa Sureli Maruziyet Testi

Kisa siireli maruziyet (STE) testinde, Statens Serum
Enstitiisii tavsan kornea [Statens Serum Institut rab-
bit cornea (SIRC)] hiicreleri, 5 dk boyunca %5 ve
%0,05’lik konsantrasyonda test materyallerini iceren
serum fizyolojik ¢ozeltisine maruz birakilir. Sitotok-
sisite, 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol-
yum bromir (MTT) deneyi ile 570 nm’de
spektrofotometrik olarak ol¢iiliir. Bu test, irritan ol-
mayan maddeleri (GHS kategorisi yok) ve GHS Ka-
tegori 1°’de yer alan maddeleri tanimlamak igin
onerilir. STE ile ilgili OECD TG491 kilavuzu ya-
yimlanmigtir.*?’

Notral Kirmizi Alimi Testi

Notral kirmizi alimi1 (NRU) testi, en sik kullanilan si-
totoksisite testlerinden biridir. Canli hiicreler, notral
kirmiz1 ile boyandiklarinda, boyay1 lizozomlarina
alirlar. Hiicre 6liimii basladiginda, kirmizi boyay1
alma kapasiteleri azalir. Yani hiicrelerin nétral kirmizi
boya ile boyanmalari, hiicre canliligini temsil eder.
Bu testte, Cin hamster1 V79, Cin hamster1 yumurta-
lik hiicresi, 3T3 ve SIRC gibi hiicreleri igeren ¢esitli
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hiicre hatlar1 kullanilabilir. Hiicreler, notral kirmizi
boyasi ile boyanir ve yikama agamasindan sonra 540
nm’de optik yogunluk olciiliir. Bu test, dzellikle
diisiik g6z tahrisi potansiyeli olan tiriinleri ve siirfak-
tanlar1 degerlendirmek igin yararlidir.'

Notral Kirmizi Salimi Testi

Notral kirmizi salimi1 (NRR) testi, yaygin olarak kul-
lanilan NRU testinin farkh bir ¢esididir. Notral kir-
mizist katyonik bir boyadir, canli ve saglikli
hiicrelerde lizozomlarda birikir. NRR testi de primer
hiicre kiiltiirleri veya hiicre hatlar1 kullanilarak ger-
ceklestirilir. Hiicre kiiltiirleri, 3 saat boyunca néotral
kirmizist ile inkiibe edilir. Ortam degistirildikten
sonra hiicreler, 1 ile 5 dk siireyle test materyaline
maruz birakilir. Sonrasinda hiicreler, uygun bir ¢6-
ziicii ile yikanir. Bu sayede lizozomlarda bulunan not-
ral kirmizi boyanin salimi gerceklesir. Elde edilen
¢ozeltinin optik yogunlugu 540 nm’de dlgiiliir. NRR
esas olarak, siirfaktan bazli formiilasyonlar1 deger-
lendirmek i¢in kozmetik endiistrisi tarafindan kulla-
nilmaktadir.®

Kirmizi Kan Hiicresi Testi
Pape ve ark. tarafindan 1987 yilinda gelistirilen kir-
miz1 kan hiicresi (RBC) testinde amag, standart ko-
sullar altinda test materyaliyle inkiibe edilen, kirmizi
kan hiicrelerinde meydana gelen hemoglobin sizinti-
sinin Ol¢iilmesidir. RBC testinin orijinal protokoliinde,
insan eritrositleri kullanilmistir.?® Ancak Lewis ve ark.
tarafindan yapilan ¢alismayla bu testin, tavsanlardan
alman RBC ile de yapilabilecegi gosterilmistir. Pro-
tein denatiirasyonu, test maddesinin konsantrasyonu-
nun artmasina karsilik, 541 nm’de (maksimum
oksihemoglobin absorbansin oldugu dalga boyu) 61-
clilen absorbansin azalmasinin saptanmastyla 6l¢ii-
lir.?’ Diger sitotoksisite testlerine kiyasla RBC testi,
acik ve basittir ve ayrica memeli eritrositlerinin elde
edilmesi kolaydir. Su ana kadar bu test, sadece siir-
faktanlarin test edilmesi i¢in kullanilmigtir.*
I YENIDEN YAPILANDlRlLMlS INSAN .
KORNEA BENZERI EPITEL MODELLERI

Yeniden yapilandirilmis insan kornea benzeri epitel
(RhCE) modelleri, kullanilan hiicre tipine gore fark-
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lilik gosterir. RhCE modellerinde insan derisi kerati-
nositleri, insan kornea hiicreleri gibi kornea veya kor-
nea dis1 hiicreler kullanilabilir. RhCE hiicrelerinin
kullanildig: sistemlerle ilgili OECD TG492 kilavuzu
yayimlanmistir.®*

I EPIOCULAR™ GOZ IRRITASYON TESTI

EpiOcular™ (MatTek Corporation, Ashland, MA,
ABD) goz irritasyon testi (EIT), gecirgen bir poli-
karbonat memb-n iizerinde yer alan, insandan tiireti-
len epidermal keratinositlerden olusur. Bu 3 boyutlu
yap1, korneaya benzer yassi, cok katmanli bir epitel
olusturur. Doku, bir hava-sivi ara yiizline sahiptir
ve insan goziine benzer bir morfolojik yapidadir.
Bu modelde kimyasallar, potansiyel goz irritasyo-
nunu tahmin etmek i¢in dogrudan doku yiizeyine uy-
gulanabilir.!

Dokudaki hiicrelerin canlilig1, hiicrelerin oksi-
datif fosforilasyon yoluyla ATP {iretimini devam et-
tirmesiyle Olgiiliir. Bazi boyalar, bu oksidatif
fosforilasyon sirasinda elektronlar1 yakalayip indir-
genir. Bu boyalardan biri olan MTT sayesinde hiicre
popiilasyonunun siirekli redoks dongiisii olciilerek,
hiicre canlilig1 belirlenebilir. MTT deneyi ile 6l¢iilen
doku canlilig1, negatif kontrole kiyasla < %60 ise
test materyali irritan olarak siniflandirilir. Daha yiik-
sek bir doku canlilig1 varsa bu durum, test materyali-
nin irritan olmayan bir madde oldugunu gosterir.®
EpiOcular™ EIT, GHS Kategori 1 ve GHS Kategori
2 arasinda ayrim yapmamaktadir. Mevcut testle irri-
tan olmayan maddelerle irritan maddelerin ayrilmasi
amaglanmistir. EpiOcular™ EIT, 2014 yilinda alter-
natif test metodu olarak ECVAM tarafindan valide

edilmistir.>°
I SK!NETH]CTN‘ i[\ISAN KORNEA
EPITEL MODELI

SkinEthic™ (Episkin, Lyon Cedex, Fransa) insan
kornea epitel (HCE) modeli, yapisal olarak insan go-
ziinlin korneal mukozasina ¢ok benzeyen insan kor-
nea epitel mukozasi hiicrelerinden standartlagtiriimis
3 boyutlu bir modeldir. Bu modelde test maddeleri, 2
farkli maruz kalma siiresi kullanilarak test edilir: 1)
Kisa siireli: HCE 10 dk boyunca kimyasal maddeye
maruz birakilir; 2) Uzun siireli: HCE 60 dk boyunca
kimyasal maddeye maruz birakilir ve ardindan 16
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saat inkiibe edilir.? Testin sonunda MTT boyasi veya
laktat dehidrogenaz salimi kullanilarak, doku canli-
lig1 6l¢iilebilir. Bu yontem kullanilarak histolojik in-
celemeler yapilabilir. Ayrica sitokin salimi1 (6rnegin
interlokin (IL)-1a, IL-6, IL-8, prostaglandin E2) 61-
clilebilir veya gen ekspresyonlar1 degerlendirilebi-
lir.® Kimyasal maddeye maruz kalan hiicrelerin
canlilii, maruziyet sonrasinda %50’den daha fazla
ise kimyasal madde, irritan olmayan madde olarak
degerlendirilir. SkinEthic™ HCE modeli, ECVAM
tarafindan alternatif test metodu olarak valide edil-
mistir.”

LABCYTE KORNEA MODELI
(LABCYTE CORNEA MODEL, J-TEC, JAPAN)

Labcyte kornea modeli (LabCyte, San Jose, CA,
ABD), normal insan kornea epitel hiicreleri kulla-
nilarak Japonya mensgeili bir ticari firma tarafindan
gelistirilmistir. Labcyte kornea modeli morfoloji,
histoloji ve biyogosterge ekspresyonu (sitokeratin-
3, miisin-1, miisin-16, klaudin-1, desmoglein-3
gibi) yoniinden insan kornea epiteline benzerdir. Bu
modelde test materyalinin uygulanmasinin ardin-
dan, doku canliligt MTT ile 570 nm’de veya suda
¢ozlinen formazan 8 [tetrazolyum (WST)-8] ile 450
nm’de spektrofotometrik olarak dlciiliir. Bu modelle
yapilan caligmalarda, yiiksek kesinlik derecesiyle
umut verici sonuglar elde edilmistir. Ancak Labcyte
kornea modeli, heniiz resmi olarak valide edilme-
mistir. 303!

MCTT INSAN KORNEA BENZERI EPITEL MODELI

MCTT insan kornea benzeri epitel (HCE™) (Bioso-
lution, Korea) modelinde kornea transplantasyonun-
dan sonra insan limbal dokularindan izole edilmis
limbal epitel hiicreleri kullanilir. MCTT HCE™ mo-
delinde hiicreler, sivi maddelere 10 dk, katt madde-
lere ise 1 saat maruz birakilir. Test materyalinin
uygulanmasinin ardindan ayni dokuda histolojik ana-
liz yapilmasini da saglayan suda ¢6ziiniir formazan 1
(WST-1) ile doku canlilig1 440 nm’de spektrofoto-
metrik olarak 6l¢iiliir.'?

VITRIGEL® (KANTO CHEMICAL CO., INC., TOKYO,
JAPONYA) GOZ iRRITASYON TESTI

RhCE hiicreleri ile yapilan testlerin ¢ogunda, poli-
karbonat membran gibi sentetik iskeleler kullanilir.
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Takezawa ve ark., “kollajen vitrigel membran™ adi
verilen yiiksek yogunluklu kollajen fibrillerden olu-
san 0zel bir kollajen membran {izerinde yeniden ya-
pilandirilmig hCE igeren bir model gelistirmistir.®?
Bu test, kimyasal maddenin Vitrigel® g6z irritasyon
testi yonteminde kullanilan hiicrelerin, bariyer isl-
evine zarar verme yetenegine dayanarak goz irritas-
yon potansiyelini 6lger. Gz irritasyonuna neden olan
kimyasallarin 6nce gézyas: filmini ve epitel bariyer
fonksiyonunu tahrip ettigi, daha sonra epitel hiicre
Olumiine yol a¢tig1 ve nihayetinde korneal opakliga
neden olan stromal dejenerasyon ve endotel hiicre
olimiine neden oldugu bilinmektedir. Vitrigel®
yonteminde transepitelyal elektrik direnci degerle-
rindeki zamana bagli ortaya ¢ikan degisiklikler, bir
test kimyasalina maruz kaldiktan sonra kornea epi-
telinin bariyer fonksiyonunda meydana gelen zara-
rin gostergesidir.®*

Vitrigel® yontemi, irritan olmayan kimyasalla-
rin tanimlanmasini saglayan bir in vitro test yonte-
midir. Bu yontemle ilgili OECD tarafindan 2019
yilinda TG494 kilavuzu yayimmlanmistir. Bu kila-
vuzda OECD, test kimyasallarinin smirli uygulana-
bilirlik alani i¢inde kullanildiginda (pH>5,0 olan ve
kat1 olmayan kimyasallar), irritan olmayan kimya-
sallarinin tanimlanmast i¢in uygun oldugu sonucuna
varmigtir,®33
I VA_LiDE EDiLMi$ ALTERNATIF
YONTEMLERIN UYGULAMA ALANLARI,
AVANTAJ VE DEZAVANTAJLARI

In vivo Draize testine alternatif olarak gelistirilip, va-
lide edilen yontemler sayesinde GHS Kategori 1°de
yer alan kimyasallar (gdzlerde geri doniistimsiiz hasar
olusturan kimyasallar) ve/veya irritan olmayan (ka-
tegorisi bulunmayan) kimyasallar belirlenebilir.
Ancak Kategori 2°de (gozlerde geri doniistimlii hasar
olusturan kimyasallar) yer alan kimyasallar1 belirle-
mek i¢in tek basina uygulanabilen bir alternatif yon-
tem bulunmamaktadir.®

SIGIR KORNEASI OPASITE VE GEGIRGENLIK TESTI

BCOP, geri doniisiimsiiz gz hasarina neden olan
kimyasallar1 (Kategori 1) ve irritan olmayan (kate-
gorisi bulunmayan) kimyasallar1 tanimlamak igin
onerilir. Okiiler maruziyetle iliskili sistemik toksi-
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TABLO 2: Kimyasal maddelerin kiiresel uyum sistemi
kategorilerini belirlemek igin kullanilan alternatif yontemler.®

GHS kategori yok GHS kategori 2 GHS kategori 1

BCOP Onaylanmig BCOP
ICE bagimsiz ICE
CM alternatif yontem CM
EIT mevcut degil FL
HCE

GHS: Kiiresel uyum sistemi; BCOP: Sigir korneas! opasite ve gegirgenlik testi;
ICE: izole tavuk gozii testi; CM: Sitosensér mikrofizyometre;

EIT: EpiOcular™ gdz irritasyon testi; HCE: SkinEthic™ insan kornea epitel modeli;
FL: Fluorescein sizintisi testi.

site potansiyelinin degerlendirilmesi i¢in uygun de-
gildir. Bu yontemle gaz ve aerosoller test edilemez.
Alkoller ve ketonlar i¢in yanlis pozitif tahminlere
ve katilar i¢in yanlis negatif tahminlere neden ola-
bilir.**

[ZOLE TAVUK GOZU TESTI

ICE testi de gaz ve aerosoller i¢in uygun bir test de-
gildir ve sistemik toksisitenin belirlenmesinde kulla-
nilamaz. Alkoller i¢in yanlis pozitif tahminlere, kati
ve yiizey aktif maddeler i¢in yanlis negatif tahmin-
lere neden olabilir. Ayn1t BCOP testi gibi Kategori 1
ve irritan olmayan kimyasallari belirlemek amaciyla
kullanimi uygundur.®**

FLORESIN SIZINTISI TESTI

FL testi, geri doniisiimsiiz géz hasarina neden olan
kimyasallar1 (Kategori 1) tanimlamak i¢in Onerilir.
Bu yontem, sadece suda ¢6ziinen kimyasallar i¢in
ve/veya toksik etkinin seyreltmeden etkilenmedigi
durumlar i¢in gecerlidir. Kuvvetli asitler, bazlar ve
yiiksek derecede ugucu kimyasallar i¢in uygulana-
maZ.25’34

KISA SURELI MARUZIYET TESTI

STE testi de Kategori 1 ve irritan olmayan kimyasal-
larin belirlenmesi i¢in kullanilabilir. Bu yontem,
serum fizyolojik ¢ozeltisinde, %5 dimetil siilfoksit
iceren serum fizyolojik ¢dzeltisi igerisinde veya mi-
neral yagda ¢ozilinen veya siispande halde kalan kim-
yasallar i¢cin uygundur. Bu sayede suda ¢oziinmeyen
test kimyasallarmin da (6rnegin uzun zincirli yag al-
kolleri veya ketonlar) goz irritasyon potansiyelleri
tahmin edilebilir.?”**
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I YENIDEN YAPILANDIRILMIS iINSAN
KORNEA BENZERI EPITEL MODELLERI

RhCE modelleri, irritan olmayan (kategorisi bulunma-
yan) kimyasallari tanimlamak i¢in kullanilir. Katilara,
stvilara, yari katilara ve vakslara uygulanabilir. Bu yon-
temle gaz ve aerosoller test edilemez.** Kimyasal mad-
delerin GHS kategorilerini belirlemek i¢in kullanilan
alternatif yontemler Tablo 2’de gosterilmistir.

[l SONUG

Giliniimiizde medikal triinler i¢in okiiler toksisite
arastirmalarinda ve bu iiriinlerin goz irritasyon po-
tansiyellerinin degerlendirilmesinde, hayvan deney-
leri kullanilmaktadir. Ancak kozmetikler ve kisisel
bakim iirlinlerinin okiiler etkilerinin degerlendiril-
mesi i¢in alternatif in vitro yontemler gelistirilmis ve
bu yontemlerden bazilar1 diizenleyici otoriteler tara-
findan kabul edilmistir. Okiiler irritasyon i¢in tek ba-
sina hayvan testi yerine gegecek in vitro yontem
heniiz gelistirilmemistir. Bununla birlikte, diinyadaki
bir¢ok akademik veya 0zel arastirma-gelistirme la-
boratuvari tarafindan okiiler toksisite ¢alismalari i¢in
hiicre ve doku kiiltiirleri basta olmak {izere bir¢ok
in vitro yontem kullanilmaktadir. Okiiler toksisite
testlerinde, hayvan kullaniminin tamamen ortadan
kaldirilmasi i¢in 6ncelikle hiicresel diizeyde degi-
sikliklerin, inflamasyonun ve okiiler doku onarimi-
nin daha iyi anlasilmasi i¢in daha fazla arastirmaya
ihtiyag vardir.!2353¢

Teknolojinin ilerlemesiyle birlikte, doku mii-
hendisliginde gelistirilen 3 boyutlu yazicilar gibi yon-

temler sayesinde insan goziine ¢cok benzeyen doku
modelleri gelistirilebilir. Hiicresel ve molekiiler bi-
yolojinin ve analitik sitometrik tekniklerin uygu-
lanmas1 temeline dayanan doku ve hiicre kiiltiirii
teknikleri sayesinde, bilim insanlar1 okiiler toksi-
site testlerinde hayvan deneyi ihtiyacini ortadan
kaldirma hedefine her gecgen giin daha da yaklas-
maktadir. Ancak birgok bilimsel yayin ve veri, in
vitro ve in vivo testlerin yerini almasi i¢in en az 10
yillik bir siireye ihtiya¢ duyulabilecegini ifade et-
mektedir.!*

Finansal Kaynak

Bu ¢alisma sirasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili dogru-
dan baglantisi bulunan herhangi bir ilag firmasindan, tibbi alet,
gere¢ ve malzeme saglayan ve/veya iireten bir firma veya herhangi
bir ticari firmadan, ¢alismanin degerlendirme siirecinde, ¢alisma
ile ilgili verilecek karart olumsuz etkileyebilecek maddi ve/veya

manevi herhangi bir destek alinmanusgtir.

Cikar Catismast

Bu ¢aligma ile ilgili olarak yazarlarin ve/veya aile bireylerinin
¢tkar ¢atismasi potansiyeli olabilecek bilimsel ve tibbi komite iiye-
ligi veya iiyeleri ile iligkisi, danismanlik, bilirkisilik, herhangi bir

firmada ¢alisma durumu, hissedarlik ve benzer durumlart yoktur.
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