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1. GIRIS

Deri, insan vicudunun en dis bariyeri oldugu icin, cevreden gelen
kimyasal ve fiziksel faktorlerden en cok etkilenen yapidir. Deri yolu ile
kimyasallara maruziyetin klinik sonucu olarak kontakt dermatit
ortaya cikar. Patofizyolojik mekanizmasina gore kontakt dermatit,
temel olarak iki tiptedir. Irritan kontakt dermatit, derinin dogal
immunitesini aktive eden ksenobiyotiklerin, fiziksel ve kimyasal
ozelliklerinin sitotoksik etkilerine baglidir. Alerjik kontakt dermatit ise
deri enflamasyonuna aracilik eden efektér Thl hitcrelerine bagh
olarak antijene karsi sonradan kazanilmis immunite (spesifik

immunite) aktivasyonunu gerektirir (Saint-Mezard ve ark., 2004).

1.1. irritan Kontakt Dermatit

Deri irritasyonu, dogal immuin sistem kaynakli, lokal, geri déntistimli
enflamatuar reaksiyon olarak tanimlanir. Akut irritan kontakt
dermatit enflamasyon ile karakterize iken kronik irritan kontakt
dermatit genel olarak hiperproliferasyon ve hiperkeratozis ile
karakterizedir. Irritan kontakt dermatit, ic ve dis faktérlere bagh
olarak gelisebilmektedir. Ornegin, yas, genetik yatkinlik, cinsiyet,
dermatit Oyktust oOnemli olabilir. Ayrica, maddelerin kimyasal
ozellikleri  (molektiler agirligi, molaritesi, iyonize hali) deri
absorbsiyonunu etkileyecegi icin irritasyonda etkilidir. Bunun
yaninda, kimyasala maruz kalinan konsantrasyon ve maruziyet stresi
de irritasyonun olusumu icin birer etkendir (Berardesca ve Distante,
1994). Klinik olarak irritasyon kasinma, batma, yanma ve sizlamanin
gelismesi ile karakterize belirtiler gostermektedir ancak bunlar
irritasyon icin objektif olarak ayirici klinik isaretler degildir (Fluhr ve

ark., 2008).



Deri irritasyonunun patofizyolojik mekanizmasi oldukca komplekstir
ve aydinlatilmasina yo6nelik calismalar yapilmaktadir. Farkli deri
irritanlar1 farkli enflamatuar prosesini tetikleyebilir. Irritanlar deri

dokusunu direkt olarak etkilemenin yaninda reaktif oksijen turevleri

ve sitokin salinimi gerceklestirerek de deri dokusuna zarar

verebilirler.

irritan
Epidermal bariyer fonksiyonunda bozulma
I e —
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Sekil 1.1. irritan kontakt dermatitin immtinolojik mekanizmas1 (Lee ve ark.,
2013).

Sitokinler, dogal ve kazanilmis immuinitede rol oynayan ve hicrelerin
immun fonksiyonlarini saglayan proteinlerdir. Enflamatuar yanitta
hiicreler arasindaki iletisimi saglarlar, lokal etkilesimleri vardir ve
bircok htucre tipi tarafindan uretilebilirler. Sitokinler direkt olarak
immun sistem htucreleri olan lenfositlerin gelisimini, bélinmesini ve

farklilagsmasini regiile ederler (Corsini ve Galli, 1998).



1.1.1. irritan Kontakt Dermatitin Patofizyolojisi

1.1.1.1. irritasyon ve Deri Bariyeri

Derinin epiderm tabakasinin bariyer buttinltigli, irritanlarin insan
derisiyle etkilesmesinde ©nemli bir rol oynar. Atopik dermatitli
hastalarda, epiderm bariyer disfonksiyonunun oldugu bilinir. Deri
bariyerinin hasarinda irritanin kimyasal yapisi énemlidir. Aseton gibi
organik coézuculer, stratum korneumdaki lipitleri etkileyerek epiderm
bariyerin bozulmasina neden olurlar. Sodyum lauril sulfat (SLS) gibi
anyonik surfaktanlar, keratin gibi proteinlerin yapisini bozarlar ve
stratum korneumda hiperhidrasyona ve lipit tabaka yapisinin
bozulmasina sebep olurlar. Deri bariyerindeki hasar sonucu hticresel
degisimler meydana gelir ve proenflamatuar sitokinlerin salinimi

gerceklesir (Lee ve ark., 2013).

1.1.1.2. Irritan Kontakt Dermatitte Rol Oynayan Hiicreler

1.1.1.2.1. Langerhans Hiicreleri (LH)

Ozel bir tiir kan hticreleridir. Derinin dis tabakasi epidermiste ve lenf
duigtimlerinde genis capta goriilen hiicre tipleridir. Immuin sistemin
en Onemli wunsurlarindan olan langerhans hucreleri (LH)
enflamasyonu o6nlemek icin calisirlar ve T hucreleriyle etkileserek
immun reaksiyonlar tetiklemeye yardimci olurlar. Fagozisitoz yapma

ozellikleri olup bazi lenfositlerin tiretimini ayarlayabilirler.

Langerhans hucreleri immuin bir reaksiyon sirasinda bir¢cok htcre
tipini aktive ederek proenflamatuar sitokin salinimina neden olurlar.
Birincil salinan sitokinler olan Tumor necrosis factor-alpha (TNF-o) ve

interlokin-1beta (IL-1PB) salinarak enflamatuar cevabin baslamasi



saglanirken, kimyasal maddeye maruziyetin stirmesi halinde diger
bircok sitokin salinimi aktive olarak enflamatuar cevabin devamlilig

saglanir (Lee ve ark., 2013).

1.1.1.2.2. Keratinositler

Keratinositler immutin medyatér olusumunda majér rol oynayan
hiicrelerdir. Deri bariyerindeki hasar, enflamatuar asamada olusan
IL-1a salinnmina baglanmaktadir. Bircok in vitro calismada, cesitli
irritanlarin, keratinositlerde IL-la ekspresyonunu indukledigi
gosterilmistir. IL-1a 'nin aktivasyonu baska proenflamatuar sitokin ve
kemokinlerin (IL-1B, TNF-a, IL-6 ve IL-8) de olusumunu stimule

etmektedir.

IL-1a irritasyonun gelismesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. IL-1a
‘nin hasarli keratinosit kaynakli oldugu hipotezi ortaya konmustur.
SLS’ 1n tekrarlayan dozlarda uygulanmasinda IL-1 reseptor
antagonisti/IL-1a oran1 yuksek bulunmustur. IL-1 reseptor
antagonisti ile IL-la arasindaki denge enflamatuar cevabin

regtilasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir (Fluhr ve ark., 2008).

Irritan kontakt dermatitte diger énemli sitokin TNF-a ’dir. Dimetil
sulfoksit (DMSO), PMA, formaldehit, tributiltin ve SLS gibi irritanlarin
uygulanmasinda TNF-a 'nin arttigi rapor edilmistir (Hoefakker ve ark.,
1995; Kondo ve ark., 1994; Corsini ve ark., 1997). TNF-a ayrica IL-1,
IL-6, IFN-y, CXCLS8 gibi enflamatuar medyatérlerin indiksiyonuna da

sebep olur.

1.1.1.2.3. Fibroblastlar

Fibroblastlar irritan kimyasalin dermise penetrasyonu sonucu

indirekt olarak salinan keratinosit kaynakli hticrelerdir. Keratinositler



fibroblastlar1 aktive ederek sitokin salinimini uyarirlar (Newby ve ark.,

2000).

1.1.1.2.4. Endotelyal Hiicreler

Irritanlara maruziyeti takiben endotel hiicrelerdeki adhezyon
molektilleri ve kemokinlerin artisi ile deride dendritik htiicre, makrofaj
ve T huicresi gibi immun hucrelerin géct kolaylasmaktadir (Eberhard

ve ark., 2004).

1.1.1.2.5. Dendritik Hiicreler

Dendritik hucrelerin roli tam olarak karakterize edilememistir.
Irritanlarin  deriye topik uygulanmasindan sonra epidermal
Langerhans htcrelerinin dermise goc ettigi ve makrofaj ve dendritik
hiicrelerin immuUn cevapta fagositoz 0Ozellikleri ile rol aldiklar

gosterilmistir (Ouwehand ve ark., 2010).

1.1.1.2.6. Lenfositler

Irritan kontakt dermatitte T lenfositlerin rolti hentiz tam olarak
aciklanamamistir. Irritan kontakt dermatitin akut reaksiyonlarinda
CD8+ sitotoksik T htuicrelerinin yaninda, CD4+ lenfositlerden salinan
IL-2 ve IFN-y (Thl sitokinleri) duzeylerinde de artis gdérulmustur.
Sonralar1 Th17 huicrelerinin alerjik kontakt dermatit patojenezisinde

yer aldigina dair calismalar bulunmustur. (Hoefakker ve ark., 1995).

1.1.1.3. irritan Kontakt Dermatitte Rol Oynayan Sitokinler ve

Fonksiyonlari

Irritan kontakt dermatitte rol oynayan sitokinler, bu sitokinlerin

kaynaklari ve fonksiyonlar1 asagidaki cizelgede 6zetlenmistir.



Cizelge 1.1. Irritan kontakt dermatitte rol oynayan sitokinler ve

fonksiyonlar: (Lee ve ark., 2013)

Sitokin Kaynak Fonksiyon
Keratinosit Proenflamatuar

IL-1 Langerhans huicreleri | Adhezyon molekdltinti arttirmak
Monosit/Makrofaj IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y, CXCL8 ve CCL20
T hticreleri yi indtuklemek
Endotelyal hiicreler Langerhans hticre gbé¢cliinl saglamak
Keratinosit Proenflamatuar

IL-6 Langerhans hticreleri | Notrofil ve T hiicreleri icin kemotaksis
Monosit/Makrofaj Keratinosit proliferasyonu
Fibroblast
Endotelyal hticreler
Keratinosit Proenflamatuar

TNF-a Dendritik hticreler T hticrelerini, makrofajlari, graniilositleri
Monosit/Makrofaj aktive etmek
Mast hticreleri IL-1, IL-6, IL-8, TNF i indtiklemek
Fibroblastlar Hiicresel adhezyon molekilt ekspresyonu
Lenfositler
Lenfositler Proenflamatuar

IFN-y Keratinosit Adhezyon molekiliint arttirmak
Keratinosit Proenflamatuar

CXCL8 Monosit/Makrofaj Kemotaksis

T htcreleri
Endotelyal hiicreler
Fibroblast

Notrofil

Lenfosit

Notrofil aktivasyonu




1.1.2. Kimyasallarin Irritan Kontakt Dermatit Olusturma

Potansiyellerini Ol¢iim Yontemleri

1.1.2.1. In vitro Deri irritasyonu Test Yontemleri

Kimyasallarla indtklenen deri irritasyonunun test edilmesi icin OECD
kilavuzunda da yer alan in vivo hayvan ydnteminin (Draize tavsan
testi) yerine in vitro test yontemlerinin kullanilmasi zorunlu hale
gelmistir. Bu in vitro test yontemlerinden ECVAM tarafindan
validasyonu tamamlanan yontemler Episkin™, Epiderm™ ve
SkinEthic™ test yontemleridir. Bu yontemlerde yapay epidermis

modeli kullanilmaktadir.

Sekil 1.2. Episkin™, Epiderm™ ve SkinEthic™ yoéntemlerinde kullanilan
yapay epiderm modeli

OECD kilavuzunda bulunan bu yéntem, in vitro deri irritasyonu:yapay
epidermis test metodu olarak ge¢cmektedir. Episkin™, Epiderm™ ve
SkinEthic™ yoéntemlerinin prensibi, vital bir boya olan tetrazolium
tuzu olan MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid)
bilesiginin, canli hiicrelerin mitokondrileri tarafindan ¢6ziinmez mavi

renkli formazon Urtinine doénUstlrilmesi esasina dayanir. Farkl



konsantrasyonlardaki test materyali negatif ve pozitif kontroller
halinde hazirlanarak epiderm dokularina 60 dk maruz birakilir.
Maruziyet sureleri bittikten sonra, dokular inktibatérden c¢ikarilir ve
MTT canlilik testiyle hiicre canliligi ELISA plaka okuyucusunda 570
nm’de okunur. Olusan mavi renk canli hlicre oranini verir. Canli
hiicre sayis1 %50’den az ise, kimyasal madde uygulanan dozda irritan

etkilidir, yorumu yapilir (OECD kilavuzu 439, 2013).

1.2. Alerjik Kontak Dermatit

1.2.1. Alerjik Kontakt Dermatitin Patofizyolojisi

Alerjik kontakt dermatiti iki farkli fazdan olusur.

1. Faz: Sensitizasyon (duyarlandirma) faz: : Indiiksiyon fazi olarak da
tanimlanir. Derinin hapten ile ilk temasini olusturur ve lenf
digtimlerinde hapten-spesifik T hticrelerinin olusumuna ve bunlarin
tekrar deriye gbcline sebep olur. Diger bir deyisle; deriye giren
antijenik maddeler veya haptenler, epidermisteki 6zellesmis doku
makrofajlari olan Langerhans hiticreleri (antijen sunan hucreler, APC)
tarafindan fagosite edilir. Lenfatik dolasim yolu ile dermise ve bolgesel
lenf bezlerine gé¢ eden bu hucreler, antijen haline dontisen molekuld,
dermiste ve lenf bezlerinin parakortikal bélgesinde T lenfositlere (Th1l
altgrubu) sunarlar. Antijenik uyarim sonucu lenfositlerde
proliferasyon baslar ve deriye giren antijene spesifik T lenfositler
(klon) olusur. Bu duyarlanmis lenfositler dolasima karisir, bir kismi
da dermise yerlesir. Bu olaylar zincirine sensitizasyon (duyarlanma
fazi) denir. Insanlarda yaklasik olarak 2 hafta, farelerde 5-7 glin arasi
kadar bir sure icinde gerceklesir. Haptenin sensitizasyonu
induklemesi iki farkli 6zelligine dayanir: Pro-enflamatuar 6zelliginin

yaninda, hapten, derinin dogal immuinitesini aktivite eder ve dendritik



hiicrelerin  olgunlasmasini ve géctiini induikleyen sinyallerin
olusmasini saglarlar (Saint-Mezard ve ark., 2004).

2. Faz: Ortaya ¢citkma (aktivasyon) fazi: Sensitize bireyler ayni haptenle
tekrar karsilasinca, 24-72 saatte alerjik kontakt dermatit olusur.
Hapten deriye diftize olduktan sonra, haptenle birlesmis peptid
kompleksleri deri hucreleri tarafindan iceri alinir. Organizma, ayni
antijenle ikinci defa karsilasacak olursa; deride duyarh lenfositlerle
antijenin birlesmesi sonucu, bir takim c¢éztUnUr faktorler (sitokinler)
ortaya cikar, bu faktorlere bagli olarak da lokal doku hasar1 ve
enflamasyon meydana gelir. Bu sitokinlerin baslicalar;; IL-1
(Langerhans htucrelerince salinir, T lenfositlerden IL-2 salinmasina yol
acar), IL-2 (T lenfositlerden salgilanir, diger T huicrelerini aktive eder),
interferon gamma (IFN-y) (T lenfositlerden salgilanir, sitotoksik T
hiicreleri, NK (dogal katil huicreleri) hiicreleri ve makrofajlar1 aktive
eder). Sonucta; epidermiste 6dem (spongioz) ve vezikiilasyon, dermiste
ise enflamatuar infiltrat olusur. Bu safhaya ortaya ¢cikma (aktivasyon)
fazi denir ve 24-72 saat icinde gerceklesir ve bu sebepten dolay: gec
tip (tip IV) alerjik reaksiyon olarak adlandirilir. Enflamatuar reaksiyon
birka¢c guin surer, daha sonra down-regllasyon mekanizmalar: ile

azalir (Saint-Mezard ve ark., 2004).
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Sekil 1.3. Th hucrelerinin immuin yanittaki roli (Smith Pease ve ark.,

2003).
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Sekil 1.4. Alerjik kontakt dermatit olusumunun patofizyolojik mekanizmasi
(Saint-Mezard ve ark., 2004)

1.2.2. Alerjik Kontakt Dermatitte Rol Oynayan Hiicreler

1.2.2.1. Dendritik Hiicreler ve Haptene Spesifik T Hiicreleri

Alerjik kontakt dermatit, duyarli bireylerde olusan T hticre aracili
enflamatuar reaksiyonlardir. Alerjik kontakt dermatit, haptene
spesifik T hucre aracili deri enflamasyonu olarak tanimlanir ve
kontakt hipersensitivite veya kontakt sensitivite olarak da adlandirilir
(Krasteva ve ark.,1999). Deri ve lenf dugumleri, kontakt sensitivite
reaksiyonlarinin indiksiyonunda ve baslamasinda merkezi bir rol

oynar. Kontakt sensitivitenin olusmasi icin su Uc¢ eleman gereklidir:
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Antijen sunan dendritik hucreler, haptene spesifik T hucreleri ve
haptenin kendisi (Saint-Mezard ve ark., 2004). Alerjik kontakt
dermatiti baslatan bilesiklerin orjinleri ve yapilar1 farklidir fakat bazi
ortak noktalari mevcuttur. Kontakt alerjenler disik molekil agirlikh
kimyasallardir, hapten adin1 alirlar. Kendileri immunojenik
degillerdir, epidermal proteinlere baglanarak immunojenik o6zellik
kazanirlar. Bu olaydan sonra hapten-tasiyici protein kompleksi
seklinde rol oynarlar, en sonunda da antijen olarak rol oynarlar.
Haptenler, deri bariyerini gecebilmeleri icin lipofilik 6zellikte olmalar:
gerekir. Ayrica deri proteinlerinin  nukleofilik  kisimlarina
baglanabilmeleri icin de elektrofilik yap: tasirlar (Lepoittevin ve ark.,

1997; Berard ve ark., 2003).

1.2.2.2. Langerhans Hiicreleri

Deri ile ilgili indiklenmis immun cevaplar icin kimyasal alerjenin
epidermise ulasmas: gereklidir. Bu durum pratikte kimyasalin
stratum korneumdan gecebilmesini gerektiren fizikokimyasal
ozelliklerine baghdir. Epidermise gecis gerceklestikten sonra protein
katim Urunleri olusur, antijen Uretimine ihtiya¢c vardir. Bu birinci
derecede epidermal Langerhans htuicrelerinin (LH) sorumlulugundadir.
Ayrica diger dermal dendritik hucreler de katilabilir. LH’nin
kazanilmis immun sistemdeki gorevleri deride karsilastiklar1 antijeni
tanimak, afferent lenfatik dolasim yolu ile bélgesel lenf diigiimlerine
tasimaktir. LHnin deriden hareketi ve lenf digtumleri icine sonraki
lokalizasyonu epidermal sitokinler tarafindan baslatilir ve regule edilir
(Kimber ve ark., 2000; Cumberbatch ve ark., 2000). LH’ nin yer
degistirmesinde rol oynayan sitokinler TNF-a ve IL-1f’dir
(Cumberbatch ve ark., 2000). Son yillarda yapilan calismalarda IL-
18’in de sorumlu oldugu belirtilmistir (Cumberbatch ve ark., 2001).

Ayrica IL-10 gibi diger epidermal sitokinlerin zit regtilasyonda rol
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oynadigi ve LH géctini inhibe edici en azindan kontrol edici rol
oynadigina dair de veriler bulunmaktadir (Wang ve ark., 1999).
Alerjenin etkili transportu ve sensitizasyonun kazanilmasi i¢cin uygun
epidermal sitokinlerin induklenmesini ve cevapta artis olmasini
saglayacak yeterli miktarda kimyasalin deriye uygulanmas:i gerekir.
Deri sensitizasyonunun etkinligi, alerjenin gucl, deri yuzeyine
uygulanan kimyasalin miktari, indiklenen enflamasyonun derecesine
baghdir. Bitiin bu degiskenler uygun ise, immuinojenik stimulasyon,
langerhans hucrelerinin lenf dtigiimlerine hareketi ve T lenfositlerinin

cevabi ile gerceklesir.

1.2.2.3. T Lenfositleri

Deri sensitizasyonunun kazanilmasi, spesifik T lenfosit cevabinin
stimtilasyonu ile olur. Alerjenle induklenen T lenfosit cevabina karsi
onemli kantitatif ve kalitatif durumlar vardir. Kantitatif olarak topik
uygulanan kimyasallar tarafindan induklenen lenf dtgtmlerinin
proliferatif cevabinin kuvveti ile sensitizasyonun gelistigi alan
arasinda bir korelasyon vardir (Kimber ve Dearman 1991). Bu nedenle
daha sonra bahsedilecegi gibi indiklenmis lenf digimu hiicrelerinin
proliferatif cevabinin buyukltigt olcilerek alerjenlerin reaktif gliclerini
tespit etmek muUmkuindtr. Bu durum LLNA testinin temelini
olusturmaktadir. Kalitatif durumlar ise T lenfositlerin fonksiyonel alt
populasyonlarinin gelisimindeki farklilik ile ilgilidir (Gerberick ve ark.,

2007).

1.2.2.4. CD4+ Yardimci T (Th) Hiicreleri

Insanlarda ve kemiricilerde CD4+ yardimci T (Th) hiicrelerde

heterojenlik vardir. Bu da salinan sitokin profillerini etkiler. Th
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hiicreler Thl ve Th2 olarak ikiye ayrilir (Mossman ve Coffman, 1989;
Romagnani, 1991; McKnight ve ark., 1991). Baz: sitokinler (6rnegin,
IL-3, insanda TNF-a) hem Thl hem de Th2 hucrelerinden
Uretilebilirler. Bazilar: ise sadece tek bir alt grup tarafindan uretilirler.
Th1 hucreleri, IL-2 ve IFN-y tiretimi ile karakterize iken, Th2 huicreleri
IgE antikor cevabini saglayan sitokinleri (IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13)
uUretirler. Bu durum CD8+ T sitotoksik (Tc) hucrelerinin katilimi ile

daha komplike bir hale gelmektedir (Kimber ve ark., 2002).

1.2.3. Alerjik Kontakt Dermatitte Rol Oynayan Sitokinler ve

Fonksiyonlar:

Sitokin analizleri, alerjik kontakt dermatitin, sensitizasyon ve
aktivasyon fazlarinda énemli rol oynayan yardimci T hiicrelerinin (Th)
proliferasyonu ile iligkilidir. Bircok calisma, kimyasal alerjenleri,
Urettikleri sitokin profillerine goére siniflandirmaya calismistir
(Dearman ve ark., 2003; Hayashi ve ark., 2001; Manetz ve ark., 2001,
Plitnick ve ark., 2002; Vandebriel ve ark., 2003; Van Och ve ark.,
2002). Immiin sistem cevaplarinin gelisimi, Thl ve Th2 hiticrelerinin
aktivasyonu ile bu hticrelerden salinan sitokinler tarafindan regtle

edilir.
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Cizelge 1.2. Alerjik kontakt dermatitte rol oynayan sitokinler ve
fonksiyonlar: (Ulker ve ark., 2011)

Sitokin | Kaynak Fonksiyon

IFN-y Th1l Hipersensitivite reaksiyonlarina sebep olan CD8+ sitotoksik T
hucre aktivasyonu

Asi-konake1 reaksiyonlari

Timoér immunitesini destekleme

Keratinositlerin immuinolojik fonksiyonlarinin regiilasyonu

IL-4 Th2 Olgunlasmamis Th hicrelerinden (ThO) Th2 hiicrelerine
farklilasmasini indikleme

Humoral immunite aktivitesi

Hucresel immunite aktivitesi

Kontakt sensitivite olusumu

Antijen spesifik IgM antikorlarini tireten B1 hticre
stimiilasyonu

Effektor T hticrelerini bir araya getirerek lokal
toplanmalarini saglama

IL-2 Thi T hiicre klonal ekspansiyonunun baslamasi

Th hticre proliferasyonunda ve onariminda degisken
fonksiyonlar

Hem Th1 hem de IgE aracili hipersensitivite reaksiyonlari

IL-5 Th2 Eosinofillerin farklilagmasini, fonksiyonlarini ve hayatta
kalmalarini reglile etme

Kontakt sensitivite olusumu

Eosinofil ve efektér T hticrelerin bir araya toplanmasi icin
gerekli olan IgM antikorlarinin Ureticileri olan B-1
hiicrelerini etkileme

IL-1a Thl, Proenflamatuar sitokin olusum yanitinda artis
Tho IL-8, CCL5/RANTES gibi kemokinlerin olusum yanitinda artig
Th1 ve Th2 kaynakli kemokinlerin olusum yanitinda artis
Langerhans huicrelerinin cesitli fonksiyonlarinin

regliilasyonu
Baz: sitokin ve kemokinlerin olusumlarinin regiilasyonu
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1.2.4. Kimyasallarin Alerjik Kontakt Dermatit Olusturma

Potansiyellerinin Olciim Yontemleri

1.2.4.1. Radyoaktif Lokal Lenf Diigiimii Yontemi

Radyoaktif lokal lenf dugimtu yoéntemi, kimyasal maddelerin
sensitizasyon potansiyellerinin 6lcimu icin kullanilmak Uzere
Onerilmis 6nemli bir test yontemidir. Alerjen kimyasallara maruziyet
sonucunda lenf digiimlerinden salinan T hticre proliferasyonu in vivo
[BH] metil timidin kullanilarak LLNA ile 6l¢ctlmektedir (Anderson ve
ark., 2011). Lenfosit proliferasyonunun test materyalinin
sensitizasyon potansiyeline bagli olarak arttigi bazi kaynaklarca
gosterilmistir (Cockshott ve ark., 2006; Kimber ve ark., 1994;
McGarry, 2007). Bu yontem genis 6lctide kabul gérmus bir yéntemdir
(6rnegin; OECD (Organization for Economic Cooperation and
Development) kilavuzu 429, 2002; ICCVAM (Interagency Coordinating
Comittee on The Validation of Alternative Methods), 1999; ECVAM
(European Centre for the Validation of Alternative Methods), 2000) ve
geleneksel guinea pig maksimizasyon testi ve Buehler yontemine gore
bircok avantaj tasimaktadir. Bu avantajlar; kullanilan hayvan
sayisinda azalma ve hayvan refahi, deney suresinde ve hizinda artis,
kantitatif sonu¢ noktalar: ve gliclti karsilastirilabilme kriterleri olarak
sayilabilir (Basketter ve ark., 2007; Haneke ve ark., 2001; Sailstad ve
ark., 2001).

LLNA yoénteminin sayisiz avantajlari olmasina ragmen ICCVAM
raporu, iki dezavantajina dikkat ¢cekmektedir. Birincisi, LLNA’in, [3H]
metil timidin kullanilarak yapilan radyoaktif bir yéntem olmasi,
ikincisi ise antijen spesifik immuUn cevabin veya non-spesifik
enflamatuar cevabin huicre proliferasyonuna neden olmasindan dolay:

irritasyon ve alerjinin tam olarak ayrilamamasidir (ICCVAM, 1999;
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Vohr ve Ahr, 2005). Ancak bu dezavantajlarina ragmen LLNA y6ntemi,
OECD yo6netmeligine, Nisan 2002 yilinda kabul edilmis ve bu
kabulden sonra, “UK Health and Safety Executive (HSE)” yeni
kimyasal maddelerin deri sensitizasyonu potansiyellerinin 6lctlerek
Avrupa Birligi onayini alabilmeleri icin gerekli olan bir yéntem olarak
gostermistir (Cockshott ve ark., 2006). Ayrica Avrupa’da kimyasal
guvenlik konusunda en son uygulama olan REACH (Registration,
Evaluation and Authorization of the Chemicals-Kimyasallarin
Kayitlari, Degerlendirmeleri ve lzinleri) sisteminde  30.000
kimyasaldan riskli olanlarin kullaniminin kisitlanabilmesi icin,
ECVAM kapsaminda yer alan alternatif ydntemlere ihtiyac duyulmasi
nedeni ile LLNA testini de kimyasallarin toksisitelerinin
belirlenmesinde kullanilmasi gerekli testlerden biri haline gelmistir ve
toksikolojik risk degerlendirme calismalar1i acisindan Onem

kazanmistir (Kern ve ark., 2010; Kimber ve Dearman, 2010).

Deri sensitizasyonunun kazanilmasi, spesifik T lenfosit cevabinin
stimilasyonu ile olur. Bu nedenle lenf dugumlerinin c¢ikarlarak,
lenfosit hucrelerinin proliferatif cevabinin buyukliginin olctilmesi
LLNA testinin temelini olusturmaktadir (Gerberick ve ark., 2007).
Lenf digiim hucrelerinin 6lciimti, sadece zararlilik belirlenmesi icin
gerekli degil ayni zamanda zararliik karakterizasyonu icin de
gereklidir. Bu nedenle lenf diigiimt hiicre proliferasyonunun 6l¢ciimd,
test kimyasalinin rélatif deri sensitizasyon potansiyelinin tespitini
saglayarak, hem risk degerlendirmesine hem de risk yénetimine katki
saglayacaktir (Betts ve ark., 2006; Gerberick ve ark., 2007). Diger bir
faydas1 da prevelans ve potansiyel arasindaki ayriminin
yapilabilmesine imkan vermesidir. Bu ayrim cok 6nemlidir ¢iinkt
yuksek prevelans her zaman yluksek potansiyel demek degildir.
Onemli bir 6rnek, Avrupa ve Amerika Birlesik Devletlerinde deri

sensitizasyonunun en yaygin goériilen sebeplerinden olan nikelin zayif
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bir alerjen olarak tespit edilmis olmasidir (Kimber ve ark., 2003; Betts

ve ark, 2006).

Radyoaktif LLNA yoéntemi (valide olmus in vivo radyoaktif LLNA
yontemi) 6zetle su sekildedir: Test maddesinin tasiyict madde icindeki
belirlenen dilisyonu veya tasiyict maddenin kendisi disi CBA
farelerinin her iki kulaginin arkasina 25 pl olacak sekilde 3 glin
boyunca uygulanir. Ilk uygulamadan 5 giin sonra, kuyruk veninden
SH-metil timidin enjekte edilir. 5 saat sonra kulak arkasindaki lenf
dugimleri c¢ikarilir. SH-metil timidin baglanmasi, (B-sintilasyon (-
1sildama) sayim cihazi ile o6lctliur. Stimulasyon indeks (SI), test
maddesinin uygulandigi gruptaki ortalama dpm/fare degerinin,
tasiyici maddenin uygulandigi kontrol grubun dpm/fare degerine
oranidir. Pozitif cevap kabul etmek icin SI degerinin 3 den buyuk

olmas: gereklidir.

Radyoaktif Lokal Lenf Diigiimi Yontemi (LLNA)

5. glin
1.2.3. gin H3-timmnidin enjeksivonu yapilr

» kimyasal uygulanir \M
EDn —

* 5 zaat zonra lent
didomlerinin

.Qlkarlllr
H3-timidin badlanmas
EE algiltr —— Hicre
e — —1 sispansiyonu
=8 = |82¢] hazirlanir

Sekil 1.5. Radyoaktif Lokal lenf dugimu yonteminin sematik gosterimi
(Kimber ve ark., 1994)
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1.2.4.2. Radyoaktif LLNA Yontemine Alternatif Calismalar

Radyoaktif isaretlemenin kullanilmasini o6nlemek icin bircok
arastirmaci, radyoaktif LLNA’ye alternatif olarak radyoaktif olmayan
bazi calismalar da yapmistir. Bossiquet-Leroux ve ark. (1995),
farelerin lenf digimu hucrelerinde proliferatif cevabi, bromodeoksi
uridin (BrdU) kullanarak immuinohistokimyasal olarak oél¢cmuslerdir.
Ayrica, lenf digimu hucrelerindeki proliferasyon flow cytometric
analizler ile de ol¢culmektedir (Kihn ve ark., 1995). Proliferatif
cevaptan baska, B220 pozitif hiicreler (Sikorski ve ark., 1996), CD3
pozitif huicreler ve CD25 pozitif hiicreler, CD62L/CD44 cift pozitif
hiicreler (Gerberick ve ark., 1999a), CD86 pozitif hiicreler ve I-Ak
pozitif hucreler (Gerberick ve ark., 1999b) gibi bircok fonksiyonel
yaklasim da rapor edilmistir. Lenf dOgimu hitcrelerinin alt
populasyonlarinin fenotipik analizleri gibi calismalar da mevcuttur.
Bu metodlar, flow cytometric analizlere dayanmaktadir, irritanlarla
alerjenleri birbirlerinden ayirt edebilmektedirler. Thl sitokinlerinden
IL-2 (Hatao ve ark., 1995) ve IL-6 (Dearman ve ark., 1994) Uretimi
cRT-PCR (competitive reverse transcriptase-polymerase chain
reaction) veya ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
yontemleri ile oOl¢ctlmustir. Sitokin dUretimi gucli alerjenlere
maruziyette artmaktadir. Hariya ve arkadaslari (1999) lenf dUgimu
hiicrelerinden salinan IL-2 dizeyinin, lenf digimut agirhiginin ve
CD4+ hucre oraninin, kontakt sensitizasyonun potansiyelini 6l¢cmek
icin, alternatif sonu¢ noktalar1 olarak kullanilabilecegini ileri

stirmuslerdir.

1.2.4.3. Non-Radyoaktif LLNA Calismalar:

Bircok arastirmacit LLNA protokolint gelistirebilmek amach

radyoaktif bir maddenin yontem icin gerekli olup olmadigi Uizerine
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yogunlasmistir (Idehara ve ark., 2008; Jung ve ark., 2010; Kojima ve
ark., 2011; Piccotti ve ark., 2006; Suda ve ark., 2002; Takeyoshi ve
ark., 2001, 2003, 2005; Ulker ve ark., 2013). En 6nemli yaklasim ise
in vivo olarak uygulanan standart LLNA yénteminde kullanilan [3H]
metil timidin (BHTdR)’ in nonradyoaktif bir analogu olan 5-bromo-2-
deoksiuridin (BrdU) kullanilmasi olmustur (Bossiquet-Levoux ve ark.,
1995). BHTdR gibi, BrdU de htcre siklusunun S fazi sirasinda artan
lenfositlerin DNA’ lar1 ile birlesir. Bircok htucresel proliferasyon
yonteminde 3HTdR yerine BrdU tercih edilmistir (Porstmann ve ark.,
1985). Cunkti BrdU, 3HTdR’ ye cok benzerdir ve BrdU kullanilarak
yapilan varyasyon yoOntemleri sonuclar1 standart LLNA ile c¢ok
benzerlik géstermistir (Jung ve ark., 2010) ve uluslar aras: topluluklar
tarafindan da onay almay: basarmistir (ICCVAM, OECD, ECVAM gibi).
3HTdR kullanim ile kiyaslandiginda, BrdU temelli bulunan yontem
bircok avantaj sunmaktadir. Bunlar radyoaktif olmayan madde
kullanilmasi, radyoaktif madde uygulanan hayvanlarin kullanimi ve
yok edilmesi basamaginin eliminasyonu, kontamine olmus kafeslerin
ve izole edilen lenf digimu hucrelerinin yonetimi basamaklarinin

ortadan kalkmasi olarak sayilabilir.

Tum bu 06zelliklerini g6z éntinde bulundurarak ICCVAM 2010 yilinda
LLNA:BrdU-ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) w1

kimyasallarin alerji potansiyellerini 6lcim yéntemi olarak dnermistir.

Takeyoshi ve arkadaslar1 (2001), LLNA:BrdU-ELISA yntemini
kullanarak radyoaktif olmayan BrdU ile isaretleyerek htcre
proliferasyonunu ELISA yo6ntemi ile d6l¢gmuslerdir. Bu yontem valide
olmus radyoaktif LLNA yénteminden uygulanis acisindan da bir takim
farkliliklar gostermektedir. LLNA yodntemine kiyasla bircok avantaji
olmasina ragmen LLNA ydntemi kadar hassas olmamasi nedeniyle
elestirilere de sebep olmustur (Takeyoshi ve ark., 2006). Yontemi

kisaca 6zetleyecek olursak;
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Disi CBA/JN veya BALB/c fareler kullanilir, her bir grupta 4 deney
hayvani olacak sekilde gruplandirilir. 3 giin boyunca deney
hayvanlarinin her iki kulaginin arkasina 25 ul test kimyasali veya
¢cozici uygulanir. 4. gln intraperitonal BrdU enjeksiyonu
(150ug/g/15ul) yapilir. 5. giin, kulak arkasi lenf dtigumleri c¢ikarilir,
tartiir ve BrdU katimi1 ELISA yoéntemi ile Olctilene kadar -20°C’de
bekletilir. Ardindan lenf digiimu huicreleri elde edilir ve lenf digimu
hiicrelerine BrdU katimi, ticari bir hiicre proliferasyon kiti ile él¢ilr.
Optik dansite BrdU isaretleme indeksi olarak kabul edilir. Ortalama
ve standart hata degerleri her bir grup ve kontrol grubu icin BrdU
isaretleme indeksinden hareketle hesaplanir. Ardindan Stimulasyon
Indeks degerleri bulunarak istatistiksel olarak degerlendirilir

(Takeyoshi ve ark., 2005).

Ulker ve arkadaslar1 (2011), radyoaktif LLNA yoénteminden farkl
olarak lenf duguimu hucrelerinin isaretlenmesini, Takeyoshi ve
arkadaslarinin yaptig: gibi (2001) BrdU ile yapmistir. Ancak Takeyoshi
ve arkadaslarinin calismasindan farkli olarak Ulker ve arkadaslari,
lenf dugtumlerini cikardiktan sonra -20°C’de bekletmek yerine lenf
dugimlerini cikardiktan hemen sonra lenfosit izolasyonunu yapmis
ve ardindan ayni gun hucre kultirlerini elde etmislerdir.
Nonradyoaktif LLNA yénteminde 6lctilen SI degeri 1.6 iken, Ulker ve
arkadaslarinin bu uygulamalariyla bu deger 3.0 olarak ol¢ctilmus,
boylece yontemin hassasiyetinin yaklasik 2 kat arttigi gérulmustuir.
Ayrica hayvan refahi gozetilerek de, intraperitoneal BrdU enjeksiyonu
basamag:r kaldirilmis, BrdU ile isaretleme in vitro olarak
gerceklestirilmistir. Bu yontem ex vivo-BrdU LLNA olarak

tanimlanmaktadir.
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1.2.4.4. In vitro Calismalar

1.2.4.4.1. In vitro Hiicre Temelli Yontemler (Human Cell Line

Activation Test)

THP-1 (human monocytic leukemia cell line) htucrelerinde CD86
ve/veya CD54 ekspresyonun artmasina ve bunun flow cytometric
olarak o6lcimune dayanan bir yontemdir. EURL-ECVAM (European
Union Reference Laboratory for Alternatives to Animal Testing)’da

prevalidasyon asamasindadir.

1.2.4.4.2. KeratinoSens

Sensitizasyona yol acan materyalin direkt reaktivitesinin Nrf2-Keapl-
ARE yolagi dikkate alinarak 6lctildiigi bir yontemdir. Bu yolak deri
sensitizasyon potansiyelinin belirlenmesinde en gecerli yolak olarak
kabul edilmektedir.

1.2.4.4.3. Direkt Peptid Reaktivite Ol¢iimii (DPRA)

Kimyasallarin proteinlerle birlesme yeteneklerinin ol¢tildigd bir
yontemdir. Arastirilan bilesigin kimyasal aktivitesi lizin ve sistein
O0lcimu ile in chemico olarak yapilmaktadir. ESAC (European

Surveillance of Antimicrobial Consumption) tarafindan onaylanmaistir.

Bu yo6ntemlerin validasyon calismalar1 halen devam etmekte olup en

az 6-7 yil sirmesi beklenmektedir.
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1.3. Alerjik Kontakt Dermatit ile Irritan Kontakt Dermatitin

Karsilastirilmasi

1.3.1. Mekanizma Yoniinden Alerjik Kontakt Dermatit ile Irritan

Kontakt Dermatitin Karsilastirilmasi

Irritan kontakt dermatit kimyasal maddeye klinik cevap olarak direkt
enflamasyon olusumu ile karakterizedir ve deri hlicrelerinden 6zellikle
keratinositlerden proenflamatuar sitokin salinimi gerceklestirerek
fiziksel hasara yol acar. Irritan kontakt dermatitte birbiriyle iliskili 3
temel patofizyolojik olay vardir. Bunlar deri bariyeri hasari, epidermal
hiicre degisimi ve medyatdér salinimidir. Deri bariyeri hasari
proenflamatuar sitokin salinimina sebep olur, deri irritanlar1 derinin
dogal immunitesini aktive ederler. Proenflamatuar medyatérler T
lenfositlerini aktive ederler ancak alerjik kontakt dermatitte oldugu
gibi antijene 6zgl hafiza T hucrelerinin indiksiyonu gerceklesmez (Ale

ve Maibacht, 2010).

Cesitli irritanlarin, keratinosit hucrelerde IL-la ekspresyonunu
indtkledigi gosterilmistir. IL-1a’nin aktivasyonu baska
proenflamatuar sitokin ve kemokinlerin (IL-1f, TNF-a, IL-6 ve IL-8) de
olusumunu stimule etmektedir. IL-1beta-déntstiricti enzim (ICE),
aktif IL-1B olusumuna neden olan tek enzimdir. SLS gibi irritanlara
maruziyet sonucu aktif hale gelmis keratinositlerde bu enzim kolayca
ortaya cikar. Kesin irrtitan oldugu bilinen kimyasallarin olusturdugu
irritan kontakt dermatitte, ICE 6nemli bir patojenik adim olarak
ortaya c¢ikar. IL-1B aktivasyonunu gerceklestiren IL-la ayrica
dendritik ve T hucre aktivasyonlarina da sebep olur. Bunun yaninda
sitokin ve kemokin salinimina, fibroblastlarin enflamasyonlu boélgeye
gocine ve endotelyal hitucrelerdeki adhezyon molekullerinin

upreguiilasyonuna neden olur.
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Irritan kontakt dermatitin bir diger 6énemli sitokini ise TNF-a’dir.
Uygulanan irritanlar sonucu deride TNF-a’nin upregiile oldugu bazi
kaynaklarca rapor edilmistir. TNF-a da yine endotelyal hticrelerdeki
adhezyon molekullerini upregile etmesinin yaninda IL-1,IL-6, IFN-y,
IL-8 gibi enflamatuar medyatérlerin indtiksiyonuna neden olur (Lee ve

ark., 2013).

Cesitli irritanlara maruziyet sonucu salinan IL-6'nin da, deri
enflamasyonunun devam etmesi icin 6nemli bir rol oynadigina
inanilir. Ozellikle irritanlarin tekrarlayan dozlarda uygulanmasi
sonucu ortaya c¢ikan IL-10 ve IL-1 reseptér antagonistleri de

enflamasyona neden olur (Lee ve ark., 2013).

Irritasyonun aksine alerjik kontakt dermatit sonradan kazanilmis
immun yanittir. T hticre odakli gecikmis tip alerjik cevap olarak
ortaya cikar. Teorik olarak deri proteinleriyle kovalent baglanabilen
herhangi bir kimyasal, bu tip alerjiye sebep olabilir. Ilk etapta immiin
cevap induklenir ve kisi duyarli hale gelir. Fakat hastalik ortaya
cikmaz. Tekrarlanan etkin dozda deride reaksiyon goézlenir ve alerjik

kontakt dermatit adini alir.

Alerjik kontakt dermatit kazanilmis immuntenin aktive oldugu bir
reaksiyondur. Bu tip kontakt dermatit fragrans, prezervatif, kaucuk,
endustriyel ajanlar, epoksi recineleri, akrilatlar, ilaglar ve diger bircok
kimyasala maruziyet sonucu olusabilir. Iki basamakli bir
mekanizmadir. Ilk olarak sensitizasyon (duyarlanma) fazi gerceklesir,

ikinci olarak ortaya cikma fazi géraltr.

Son yillarda yapilan calismalar alerjik kontakt dermatit cevabinda
hem IFN-y'nin hem IL-17'nin arttigini géstermektedir. Ayrica Th2
sitokinlerinden IL-4 ve IL-10 un olaya dahil olduguna dair calismalar

da vardir. Her iki dermatit tipinde de benzer efektdr yollar: paylasildig:
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ve bazi benzer sitokin ve kemokinler olaya dahil oldugu icin dermatit
toksisite profilleri benzerlik gostermektedir. Cok glcli alerjenlerin
ayni zamanda irritan o6zellikleri olmasi sebebiyle alerjik kontakt
dermatite irritasyonun da dahil olmasi s6z konusu olabilir (Ale ve

Maibacht, 2010).

Irritan kontakt dermatit ile alerjik kontakt dermatit arasinda patolojik
farkhiliklar olmasinin yaninda, histopatolojik (htuicresel salinimlar,
vazodilatasyon) ve molekuler 6zelliklerde de (6rnegin; sitokin/kemokin
salinimi, endotelyal adhezyon molekill salinimi gibi) degisiklikler
vardir. Erken evrede, irritan kontakt dermatit ve alerjik kontakt
dermatitin her ikisine de dogal immun cevap olarak IL-1 ve TNF-a
salimmmi gerceklesir. Ileri evrede ise irritan kontakt dermatitte deri
enflamasyonu halen dogal immuin cevaplara bagl iken alerjik kontakt
dermatitte ise olusan enflamasyonu artirmak amacl antijen-spesifik T

hiicreleri olaya dahil olur (Lee ve ark., 2013).

1.3.2. Klinik Olarak Alerjik Kontakt Dermatit ile irritan Kontakt

Dermatitin Karsilastirilmasi

Klinik uygulamalarda alerjik kontakt dermatit ve irritan kontakt
dermatit ayrimini yapmak oldukca zordur. Kontakt dermatit tanisi
hastanin Oykusune, klinik verilerine, maruziyet degerlendirmesine
(maruz kalinan kimyasalin tespiti, dermal temas suresi ve risk
karakterizasyonu), yatkinliginin degerlendirilmesine bagli olarak

degisir.

Alerjik kontakt dermatit ve irritan kontakt dermatit arasindaki bir
diger fark da irritan kontakt dermatit reaksiyonlarinin 6zellikle ilk
maruziyette bile dakikalar icerisinde gerceklesmesidir. Alerjik kontakt

dermatitte ise ortaya ¢ikma zamani genellikle maruziyetten 24-72 saat
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sonradir. Ayrica ilk maruziyette duyarli hale gelmis bireylerde yillar
sonra bile ayni1 maddeye maruziyet sonucu alerjik kontak dermatit

gelisebilir.

Klinik olarak farklar asagidaki cizelgede 6zetlenmistir:
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Cizelge 1.3. Klinik olarak alerjik kontakt dermatit ile irritan kontakt

dermatitin karsilastirilmasi (Ale ve Maibacht, 2010)

Irritan Kontakt Dermatit

Alerjik Kontakt Dermatit

Morfoloji

Akut irritan kontakt dermatit eritem,
6dem ve bazen vezikul, bul ve
pustil gorinimludur.

Nekroz ve tilserasyon korozif
materyallerle goérulebilir.

Irritan kontakt dermatit cogunlukla
deride kuruluk ve plrtizli yapiya
neden olur.

Kronik irritan kontakt dermatit
hiperkeratinozis, pullanma, liken
olusumu, catlak seklinde

gorulebilir.

Olusan lezyonlar temas alaniyla

sinirhdir.

Alerjik kontakt dermatitte pusttller,
nekroz ve Ulserasyon cok nadir
gorulur.

Alerjik kontakt dermatit genellikle

6dem ve vezikulle karakterizedir.

Klinik lezyonlar temas alaninda daha
siddetlidir fakat hastalik siddeti
lezyonlarin bu boélgeyi asmalarina
gore belirlenir.

Dermatit lezyonlarindan yakin

bolgelere bulasma goértlebilir.

Semptomlar

Deride yanma, ac1, sizlama, batma,

agr1 gérultr. Kasinti olusabilir.

Temel semptomu kasintidir.

Klinik Degerlendirme

Akut irritan kontakt dermatit ilk
maruziyet sonrasinda hemen

olusur.

Akut irritan kontakt dermatitte
lezyonlar genellikle dakikalar icinde
cok hizli bicimde olusur. Fakat
gecikmis reaksiyonlar da

gorulebilir.

[rritan reaksiyonlar ‘dekresendo
fenoment ile karakterizedir.

Reaksiyon hizlica pik yapar ve

sonrasinda iyilesmeye baslar.

Ortaya ¢ikmasi icin duyarlanma
maruziyeti gereklidir.

Klinik lezyonlar, antijene 6zgti hafiza
T hiicrelerinin sunumu ile bagisiklik
kazanilmasindan sonra ortaya cikar.

Lezyonlar genellikle son maruziyetten
24-72 saat sonra ortaya cikar. Fakat
maruziyetten sonra en erken 5 saat,
en gec 7 glin sonra da lezyon
gelisimi olabilir.

Alerjik reaksiyonlar ‘kresendo

fenomeni ile karakterizedir.
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Sekil 1.6. Ellerde olusmus alerjik kontakt dermatit

T

1
|

Sekil 1.7. Hint kinasinin neden oldugu irritan kontakt dermatit
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1.3.3. Alerjik Kontakt Dermatit ile Irritan Kontakt Dermatitinin

Ayriminda Kullanilan Yontemler

1.3.3.1. Klinikte Uygulanan Yama Testi (Patch Test)

Alerjik kontakt dermatitli hastalarda etiyolojik ajanin saptanmasi,
hastaligin sagaltiminda ve tekrarinin o6nlenmesinde 6nemlidir. Bu
nedenle yama testi yaygin olarak kullanilmaktadir. [k kez
Jadassohn'nun tanimladig: ve daha sonra Bloch tarafindan kullanima
sunulan yama testi, kisinin test edilen maddeye karsi duyarliligini
gostermektedir. Yama testi uygulamalarinda dikkat edilmesi gereken
en Onemli noktalar; temas alerjeninin uygun konsantrasyon ve
tasiyicida hazirlanmasi, test boélgesi, yama buyukligl, oklizyonun
saglanmasi, uygulama slresi ve testin degerlendirilmesidir.
Uygulamada olan farkliliklar ve farkli degerlendirmeler yanlis
sonuclara neden olabilmektedir. Bu nedenle buglin yama testi
standardize edilmis kurallarla yapilmaktadir. Buna gore hastalara
uygulanan yama testi 48. saatte acilir, 30 dakika bekledikten sonra
ilk degerlendirmesi yapilan hastalar test yapildiktan sonraki 96.
saatte ikinci kez degerlendirilir. 48. saatte pozitif olup, 96. saatte
negatiflesen veya azalan reaksiyonlar irritan olarak kabul edilir. 48.
saatte pozitifleserek 96. saatte artan veya 96. saatte ortaya cikan
reaksiyonlar pozitif alerjik reaksiyon olarak degerlendirilir (Marks ve

ark., 2000).

Test sonuclari;

Reaksiyon yok ise “negatif” (-)

Eritemat6z paptller “bir pozitif” (1+),

Vezikiller “iki pozitif” (2+)

Krut veya ulserasyon ile birlikte yayilim g6steren reaksiyon “Uc¢

pozitif” (3+) olarak yorumlanair.
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1.3.3.2. % Kulak Kalinlig1 Artis:

Bu yontem; ex vivo BrdU:LLNA-ELISA testinin esaslarina gore
yurutalir. Ondan farkli olarak lenf dugimu proliferasyonunun
degerlendirilmesi yapilmaz ve her bir doz grubunda daha az hayvan
kullanilir. Her bir doz grubu i¢in bir veya iki hayvan oénerilir. Her gtin
buttin fareler sistemik toksisite, uygulama boélgelerinde lokal
irritasyon ve eritema acisindan klinik olarak gézlenir. Farelerin kulak
kalinliklari; uygulama o6ncesi 1. gun, ilk uygulamadan yaklasik 48
saat sonra 3. gin ve 6. gin dijital mikrometre ile 6lctlir. 6. gin
hayvanlar en uygun Otenazi yontemi ile olduruldikten sonra kulak
kalinliklar1 tespit edilir. Asir1 lokal irritasyon, eritema skorunun 3’ten
buytuk olusu ve/veya kulak kalinliklarinda %25 artis ile belirlenir
(OECD, 2010).

1.3.3.3. Ayrim Indeksi (Differentiation index)

Kimyasallarin alerjik veya irritan potansiyallerinin ayrimini yapmak
icin, lenf duagimt  aktivasyonunun roélatif derecesi, deri
enflamasyonunun rolatif derecesi ile kiyaslanir. Oncelikle maksimum
kulak kalinligi (15 x 0.01 mm) ve maksimum LN indeks (5)
tanimlanmistir. Bu degerler guclt irritan maddeler (kroton yagi,
sodyum lauril sulfat) ve cok glcli alerjen maddelerin (oxazolon,
dinitroflorobenzen) uygulandigi 50 kadar deney sonucunda ortaya
konmustur. Kulak kalinligindaki maksimum degisimin yUzdesi ve
hiicre sayisindaki maksimum degisim yUzdesi degerleri asagidaki
formullerden hesaplanir. Ayrim indeksi bu yuzdelerin birbirine
oranidir. Kimyasal madde icin hesaplanan ayrim indeksi 1’den ktictik
bulunursa irritan potansiyele sahip oldugu, ayrim indeksi 1’den
buytk bulunursa alerjik potansiyele sahip oldugu seklinde yorum
yapilir. Ctinktl 1’den buyuk ciktigi durumlarda lenf digimu hucre
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sayisindaki artis, deride olusan enflamatuar reaksiyonun bir
gostergesi olan kulak kalinligindaki artigstan daha baskindir (Homey
ve ark., 1998).

) ) LN index-1
Lenf digiimu hucresindeki % artis = x 100

4

Kulak kalinlig1 (mm)

Kulak kalinligindaki % artis = x 100
15x0.01 mm

Lenf dugtiimt huicresindeki % artis

Ayrim indeksi =
Kulak kalinligindaki % artis

Kimyasal madde;
Ayrim indeksi <1 ise, irritan potansiyel

Ayrim indeksi > 1 ise, alerjik potansiyel olarak degerlendirilir.

1.4. Ex vivo BrdU:LLNA-ELISA yontemi ile irritasyon ve alerji
potansiyelleri tespit edilecek olan ve kozmetik formiilasyonlarda

kullanilan kimyasal maddeler

1.4.1. Sodyum lauril siilfat (SLS)

Sodyum lauril sulfat o6zellikle kisisel bakim, kozmetik ve temizlik
urinlerinde kullanilan sarimsi pasta veya sivi formlarinda bulunan,
deterjan ve surfaktan etkileri olan bir kimyasaldir. Aslinda SLS olarak
adlandirilsa da ABD Insan ve Saglik Hizmetleri Bélimti Ev Urtinleri
veritabani (U.S. Department of Health & Human Services Household

Products) ve Cevre Calisma Grubu Deri Kozmetikleri veritabaninda
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(Environmental Working Group’s Skin Deep Cosmetics) birden fazla

isimle yer almaktadar.

Kozmetik preparatlarda SLS képiik olusturucu, temizleyici ve yagdan
arindirict1 olarak goérev yapar. Yani kullanilan bir Urtiin fazlaca
kopurtuyorsa icerisinde SLS olma ihtimali cok yuksektir. Hentlz
kullanimina herhangi bir kisitlama gelmeyen SLS, sampuanlar, ytiz ve
makyaj temizleyiciler, siwvi sabun, dus jeli, banyo koépukleri ve dis
macunlar1 gibi bircok kisisel bakim urltnlerinde ylUksek dozlarda
oldukca yaygin sekilde kullanilmaktadir. Amerika’da SLS kullanim
kontrolleri, bir kozmetik preparatta kullanilacaksa ABD Gida ve llac
Dairesi (U.S. Food and Drug Administration (FDA)) tarafindan,
temizlik  Urdnlerinde  kullanilacaksa Cevre Koruma  Ajansi
(Environmental Protection Agency (EPA)) tarafindan yapilmaktadir
(http://greencleaning.about.com/od/GreenCleaningResources/g/Sod

ium-Laureth-Sulfate-What-It-Is-How-It-S-Used-And-More.htm).

Surfaktanlar, deri bariyeri fonksiyonunu birka¢c mekanizma yoluyla
etkilerler. Bunlardan biri stratum korneum tabakasindaki protein ve
lipit yapilarina zarar vermektir. Surfaktanlarin ytizey ytuku ve partiktl
buyutkltukleri hasar ihtimallerini artiran faktérlerdir ve en yuksek
hasara neden olan maddeler anyonik surfaktanlardir. Partiktl
buyukltigd 2.9 nm olan SLS de bir anyonik surfaktandir (Moore ve
ark., 2003).

Herhangi bir dermatolojik hastalik 6yktsti bulunmayan 20 kadin
goénulli (18-65 yas araliginda) tizerinde 24 saat sureli % 1 SLS yama
testi yapilmistir. Sadece su uygulanarak olusturulan kontrol grubu ile
karsilastirildiginda SLS uygulanan bireylerin uygulama bdlgesinde
transepidermal su kaybi, kizariklik ve eritema olustugu goézlenmistir
(Hoffman ve ark., 2014). Su an piyasadaki kisisel bakim, kozmetik ve

temizlik Urtnlerinde bulunan SLS kullanimina kisitlama getirilmeye

32


http://greencleaning.about.com/od/GreenCleaningResources/g/Sodium-Laureth-Sulfate-What-It-Is-How-It-S-Used-And-More.htm
http://greencleaning.about.com/od/GreenCleaningResources/g/Sodium-Laureth-Sulfate-What-It-Is-How-It-S-Used-And-More.htm
http://greencleaning.about.com/od/GreenCleaningResources/g/Sodium-Laureth-Sulfate-What-It-Is-How-It-S-Used-And-More.htm

calisilsa da, bircok yan etkisine ragmen temizleyici olarak

kullanilmaya devam etmektedir.

1.4.2. Kroton yag:

Kroton yagi, Croton tigliumL. (Euphorbiaceae) turinin olgun
tohumlarindan elde edilen bir yagdir. Bu tur 6zellikle Hindistan’da
yetisen kucuk bir agactir. Olgun tohumlarin sogukta sikilmasi ile
%350-60 oraninda kroton yag: elde edilmektedir. Kroton yag:
esmerimsi sar1 renklidir. Kivamli ve hos olmayan bir kokuya sahiptir
ve yakici bir tadi vardir. Dahili olarak muishil amaclh kullanildiysa da
olumcil sonuclara neden olabileceginden kullanimi kisitlanmastir.
Ayrica kroton yaginin direkt karsinojen etkisi olmamasina ragmen

kanser olusumunda kokarsinojen etkili oldugu bilinmektedir.

Kroton yagi birkag¢ bilesenden olusmus basit bir karisimdir. Yasa baglh
olarak irritan oOzellikleri cesitlilik gbéstermektedir. Tonelli ve
arkadaslar1 (1965) bazi bilesiklerin anti-enflamatuar aktivitelerini
belirleyebilmek icin kulaklarda 6dem olusturmak amaciyla kroton
yagr kullanmislardir. Kroton yagi ratlarin kulak arkalarina topikal
olarak uygulandiginda 6 saat sonra degerlendirilebilen akut bir
enflamasyon olusturdugu goézlenmistir (Ga'bor, 2002). Farelerin
kulaklarinda kroton yag kullanilarak olusturulmus 6dem modeli,
anti-enflamatuar steroidlerin ve nonsteroid ajanlarin topikal etkilerini
degerlendirmek icin kullanilmistir. Kroton yag: ile induklenmis kulak
enfeksiyonunda arasidonik metabolitlerinin (6zellikle PGE2) ve diger
medyatérlerin indtiklenmesi sonucu klasik édem reaksiyonlar: gelisir.
Deride vazodilatasyon, infiltrasyon ve plazma sizintis1 géruliur (de

Bernardis ve ark., 1994).
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Kroton yagi uygulanarak farelerin kulaklarinda olusan enflamatik
reaksiyonlarda konsantrasyona ve maruziyet suresine bagli olarak

deride IL-1f salinimi gérilmustir (Towbin ve ark., 1995).

1.4.3. Dinitroklorobenzen (DNCB)

Yuksek bir alerjen o6zellige sahip oldugu bilinen DNCB,
arastirmamizda bulunan diger alerjen kimyasallar icin pozitif kontrol
amach kullanilmistir. GUntimuzde sikca kullanilmamakla birlikte,
nadiren de olsa Human papilloma viruslar tarafindan deri ve
mukozalarda olusturulan verruka olarak adlandirilan iyi huylu
timoral lezyon (sigil) tedavisinde kullanilmaktadir (Sacar ve Sacar,
2013).

1.4.4. izobjenol

[zodjenol bir fragrans materyali olarak parfiimlerde ve parfimli
urunlerde kullanilmaktadir. Siklikla kontakt alerjiye sebep olan guticli
bir deri alerjenidir (Schnuch ve ark., 2004). 20 yildan uzun bir stredir
Avrupa Baseline Serisi'nde yer alan izogjenol, fragrans karigsimindaki
8 maddeden biridir ve 6nemli bir kisisel alerjendir (Larsen, 1977).
Fragrans karisimi, 7 tanesi sentetik, 1 tanesi dogal olmak Uzere 8

farkli icerikten olusmaktadir (Johansen, 2003).
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Cizelge 1.4. Fragrans karisiminin icerigindeki maddeler

Fragrans karisimi icerigi Miktar

Oak moss absolut (dogal) %1

[zosjenol %1
Ojenol %1
Sinnamik aldehit %1
Hidroksisitronellal %1
Geraniol %1
Sinnamik alkol %1

Alfa-amil sinnamik aldehit %1

1980’den beri Uluslararas:1 Fragrans Dernegi (the International
Fragrance Association (IFRA)), kozmetiklerde izodjenol kullanimini
maksimum 2000 p.p.m (0,2%) olarak sinirlandirmistir. Fakat 1998’de
alerjenik oOzellikleri nedeniyle bu smir 200 p.p.m. (0,02%) e
dustrulmustir (Rastogi ve Johansen, 2008). Londra St. John’s
Dermatoloji Enstitisii’'nde 3636 hasta arasinda yakin zamanda
yapilan bir calismada, 2001’den 2005’ kadar olan 5 yillik dénemde
izodjenol kontakt alerjisinde istatistiksel olarak o6nemli bir artis
oldugu goézlenmistir (White ve ark., 2007). Bunun sebebinin ise
izodjenol kullaniminin kisitlanmis olmasina ragmen artik izodjenoliin
yerini yine alerjik reaksiyonlar gdsteren izodjenol tlrevlerinin almais
olmasindan kaynaklandigi dustuntlmektedir ve bu tlrevlerin
kozmetiklerde kullanimi icin hentiz herhangi bir kisitlama

getirilmemistir (Tanaka ve ark., 2004).
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1.4.5. Ojenol

Ojenol, karanfil yagindan elde edilir. Sari, renksiz ya da soluk renkli
bir sividir. Havayla temas ettiginde kararir ve yogunlasir. Karanfil gibi
kokar. Pratikte suda coéztinmeyen 6jenol; alkol, kloroform, eter ve
yaglarda c¢coziunur. Dis hekimliginde kanal tedavisinde gecici dolgu
maddesi olarak cok kullanilir. Piyasada bu amacla kullanmak ic¢in
cinko oksitle karistirilmak Ttuzere likit ya da toz halinde hazir

preparatlar1 bulunmaktadir.

Ojenol de izodjenol gibi fragrans karisimi icerisinde bulunan 8
maddeden biridir. Fragrans materyali olarak parfimlerde veya
parfimlii kozmetiklerde kullanilmaktadir. Urtinlerde kullanilan
O0jenoliin konsantrasyonuna bagli olarak alerjik reaksiyon olusturma
riski artmakla birlikte, farelerde yapilan LLNA sonuclarina goére
uygulanan %10-%25 konsantrasyonlar: arasinda 6lctilen SI degerinin
l’den 7.2’ ye kadar yukseldigi gdzlenmistir (Piccotti ve Kawabata,
2008).

1.4.6. Paraaminobenzoik asit (PABA)

Sonuclarin degerlendirilebilmesi amaciyla negatif kontrol olarak
kullanilan PABA, ilk zamanlar glnesten korunma maksadiyla
kullanilsa da gintmuzde de hem topikal hem de oral kullanimi
vardir. Oral kullanim icin piyasada kapsul halinde bulunmakta iken,
beyazlayan saclarin eski rengini alabilmesi amaciyla bazi1 sac
boyalarinda kullanilmaya baslanmistir. Alerji ya da irritasyon yapici
etkileri bulunmadig1 icin sonuclarin degerlendirilmesi amaciyla

uyguladigimiz yontemde negatif kontrol olarak kullanilmistir.
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1.4.7. Aseton:zeytin yag1 (4:1 h/h)

Aciklanan yéntemde en uygun c¢oéziici olarak hem hayvan refahi hem
de kullanilan maddelerin icerisinde en iyi sekilde c¢6ztinebilmeleri

dikkate alinarak aseton:zeytin yagi (4:1 h/h) kullanilmistir.

1.5. Tez Projesinin Konusu ve Amaci

Kozmetik formulasyonlarda bulunan ve irritan maddeler oldugu
bilinen sodyum lauril siilfat (SLS) ve kroton yagi (croton oil)
maruziyetlerinin, alerjen maddeler olan dinitroklorobenzen (DNCB),
izoojenol ve 6jenol maruziyetleri ile karsilastirilarak alerjik ve irritan
kontakt dermatit olusturma potansiyellerinin degerlendirilmesi
projenin  konusunu  olusturmaktadir. Bu  degerlendirmenin
yapilabilmesi icin calismamizda, Prof. Dr. Asuman Karakaya
tarafindan yénetilen bir TUBITAK projesi kapsaminda Dr. Ulker’in
doktora tezinde (Ulker, 2010) modifiye edilen, ex vivo BrdU:LLNA-
ELISA yontemi kullanilmistir. Negatif kontrol olarak
paraaminobenzoik asit (PABA) ve belirtilen bu maddelerin
aseton:zeytin yagi1 (4:1 h/h) (aseton:olive oil, AOO) icerisinde
coztinmeleri saglanarak, bu cozeltiler deney hayvanlarina topik olarak

uygulanmak lizere her uygulama 6ncesi taze olarak hazirlanmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Ex vivo BrdU:LLNA-ELISA protokolii

2.1.1. Kimyasallar

Topik uygulanan irritan maddeler:

SLS (Prolab, Belcika)

Cozuicti: aseton (Riedel-de Haen, Almanya):zeytinyag: (Sigma-Aldrich,
Almanya) (4:1) (AOO) (hacim/hacim)

Uygulanan  konsantrasyonlar:  %0,05; %0,1; %0,25;  %0,5
(agirlik /hacim)

Kroton Yag: (Sigma, ABD)

Cozucu: aseton (Riedel-de Haen, Almanya):zeytinyag: (Sigma-Aldrich,
Almanya) (4:1) (AOO) (hacim/hacim)

Uygulanan konsantrasyonlar: 0,05; %0,1; %0,25; 9%0,5
(agirlik /hacim)

Topik uygulanan alerjen maddeler:

DNCB (Sigma, Almanya)

Cozucu: aseton (Riedel-de Haen, Almanya):zeytinyag: (Sigma-Aldrich,
Almanya) (4:1) (AOO) (hacim/hacim)

Uygulanan konsantrasyonlar: %0,025; 9%0,05; %0,1; %0,25
(agirlik /hacim)

Izoojenol (Acros organics, ABD)

Cozucu: aseton (Riedel-de Haen, Almanya):zeytinyag: (Sigma-Aldrich,
Almanya) (4:1) (AOO) (hacim/hacim)

Uygulanan konsantrasyonlar: %0,5; %1; %5; %10 (agirlik/hacim)
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Ojenol (Acros organics, ABD)

Cozucu: aseton (Riedel-de Haen, Almanya):zeytinyag: (Sigma-Aldrich,
Almanya) (4:1) (AOO) (hacim/hacim)

Uygulanan konsantrasyonlar: %2,5; %10; %20; %50 (agirlik/hacim)
Topik uygulanan negatif kontrol maddesi:

PABA (Sigma, ABD)

Cozucu: aseton (Riedel-de Haen, Almanya):zeytinyag: (Sigma-Aldrich,
Almanya) (4:1) (AOO) (hacim/hacim)

Uygulanan konsantrasyonlar: %1; %2,5; %5; %10 (agirlik/hacim)

Diger Kimyasallar:

Fotal Bovine Serum (Biological Industries, Israil)
Penisilin-Streptomisin (Biological Industries, Israil)
Glutaminli RPMI 1640 (Sigma, ABD)

PBS (Fosfat tampon ¢ozeltisi)(Sigma, ABD)
Fitohemagliitinin (PHA) (Biochrom, Almanya)
Bromodeoksi uridin (BrdU) (Sigma, Almanya)
Tripan mavisi (Biological Industries, Israil)
BrdU-htuicre proliferasyonu kiti (Roche, Almanya)
Mouse IL-1 ELISA kiti (Bender MedSystems, ABD)
Mouse IL-2 ELISA kiti (Bender MedSystems, ABD)
Mouse IL-4 ELISA kiti (Bender MedSystems, ABD)
Mouse IL-5 ELISA kiti (Bender MedSystems, ABD)
Mouse IFN-y ELISA kiti (Bender MedSystems, ABD)
Mouse TNF-a ELISA kiti (Bender MedSystems, ABD)
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2.1.2. Kullanilan Alet ve Malzemeler

Dijital mikrometre (Mitutoyo, Japonya)

%5 CO2li, su ceketli inktibatér (Sanyo, Japonya)
Vorteks (Nive NM110, Turkiye)

Otomatik otoklav (Sanyo, Japonya)

Laminar air flow (Clean Air, Biohazard EN 12469)
Mikroskop (CETI, Belcika)

Sogutmali santrifiij (Sigma, ABD)

Terazi (Sartorius, Almanya)

Otomatik pipet (Jencons, ABD)

Cok kanalli otomatik pipet (Ependorf, Almanya)
Membran filtre (0,20 um, Sartorius, Almanya)

Steril tiipler (Grenier bio-one, Almanya)

Steril petri kabi (Grenier bio-one, Almanya)

Steril 24 kuyucuklu plak (Grenier bio-one, Almanya)
Steril 96 kuyucuklu plak (Grenier bio-one, Almanya)
Neubauer lami (Marienfeld, Almanya)

Otomatik ELISA yikayicisi (Rayko, Cin)

ELISA plak okuyucusu (SpectraMAX, Molecular Devices Inc., ABD)

Fare kafesi (Ebeco, Almanya)

2.1.3. Deney hayvani

Ankara Universitesi Hayvan Etik Kurulundan onay alindiktan sonra
calismalara baslandi. Deney hayvani olarak 8-12 haftalik disi BALB/c
fareler kullanildi. Fareler, Gulhane Askeri Tip Akademisi Arastirma
ve Gelistirme Merkez Baskanligi, Deney Hayvanlari Boéliumu’nden
temin edildi. Ankara Universitesi Eczaciik Fakiiltesi Deney

Hayvanlar1 Unitesi'nde 23°C’ de, %55 nem oranina sahip, 12 saat gece
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ve 12 saat glinduz kosullarini saglayan bir ortamda barindirildi.

Fareler fare yemi (Optima, Turkiye) ve su ile beslendi.

2.1.4. Lenfosit proliferasyonunun lenf diigiimii hiicrelerinde BrdU

ile ex vivo olarak olciilmesi

Hayvan refahi g6z o6ntnde bulunduruldugunda, travmatik bir
uygulama olan BrdU’nin i.P. enjeksiyonun yapildig1 in vivo yéntem
yerine ex vivo lenfosit proliferasyonu 6lcim calismalar1 yapildi ve
maddelerin  6zelliklerine gbre alerji ve irritasyon sonuclar
degerlendirildi.

e Deney hayvanlari her bir konsantrasyon grubunda 4 adet olacak
sekilde gruplandirildi. 4 farkli konsantrasyona ait 4 farkhh grup
olusturuldu.

e Kulak kalinliklar: dijital mikrometre ile 6lctildu.

e Yukarida belirtilen bu maddelerin belirlenen konsantrasyonlar:1 3
glin boyunca farelerin kulak arkalarina 25 uL olacak sekilde topik
olarak uygulandi.

e 4. glin deney hayvanlar: dinlendirildi.

e 5. glin servikal dislokasyon islemi ile deney hayvanlar: éldurulda
ve kulak kalinliklari 6l¢uldq.

e Her bir hayvanin iki lenf digimu de steril kosullarda laminar
airflowda cikartildi ve steril petri kaplarina aktarilarak tartildi. Soguk
PBS iceren tuplere konuldu. Homojenizatér ile dusik devirde
parcalandi, agiga ¢ikan htuicreler PBS ile iki kez yikandi ve dipte kalan
lenfosit stispansiyonu 1 mL ye tamamlanda.

e 1 ml’ lik lenfosit ¢ozeltisinden 25 pl alindi1 ve Uizerine 25 ul tripan
mavisi eklendi, karistirildi. Diltisyon faktérti 2’dir. Neubauer sayim
lam1 Utizerine alinan lenfosit ¢cozeltisi tripan mavisi karisiminin Uzeri
lamel ile kapatildi ve lenfositlerin canliligini yitirmemesi icin hemen

sayim yapilda.
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|
i i
1 3 1, 3,5, 7 ve 9 numarali karelerdeki hticreler

—— ——— sayildi. Sayilan 5 karedeki hticrelerin ortalamasi
:‘: = :é:i E alindi, diltisyon faktért ve 104 ile carpilarak 1
T ‘J ‘ i ml’deki hiicre sayis1 hesaplandi.
‘] J.Ai.“!%,lQ‘%
Toplam hticre sayis1 x 104 x 2 = 1 ml'deki hiicre sayisi.
S

96-kuyucuklu huicre kultird plaklarina, PBS, penisilin-streptomisin,
fitohemaglutinin iceren glutaminli RPMI-1640 kultir ortamina 10°
hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekim yapildi. %5 COz iceren 37°C
sicakliktaki ettive kaldirildi. 48. saat sonunda BrdU her bir kuyucuga
eklendi. 20 saat daha beklendikten sonra hiicre ortami ettivden
alindi, 300 g de 10 dk santrifuj edilerek lenfositlerin dibe ¢ékmesi
saglandi. Ust faz uzaklastirildi. 60°C sicaklikta 1 saat bekletildi ve
kurutuldu. 200 uL Fix-Denat cozeltisi ilave edildi ve 30 dk karanlikta
bekletildi. Inkiibasyondan sonra plak ters cevrildi, Fix-Denat cézeltisi
uzaklastirildi. Kuyucuklara 100 uL Anti-BrdU calisma c¢o6zeltisi eklendi
90 dk bekletildi. 90 dakikadan sonra plak ters cevrildi, cozelti
uzaklastirildi ve 3 kez yikama co6zeltisi ile yikama islemi yapildi.
Yikamanin ardindan kuyucuklara 100 uL substrat c¢ozeltisi eklendi.
Plak oda 1sisinda karanlikta 30 dakika bekletildikten sonra 25 uL stop
cozeltisi eklendi ve hemen 450 nm’de ELISA-okuyucuda okutuldu.
Optik dansite degerleri 6l¢ctildti (OD4s0).

2.1.5. Stimiilasyon indeksinin (SI) bulunmasi
Lenfosit proliferasyonu ELISA kiti ile o6lctldikten sonra, BrdU ile
isaretleme indeksi olarak optik dansite kabul edildi. Her bir grup ve

kontrol grubu icin ortalama optik dansite degerleri alindiktan sonra

asagidaki sekilde SI degeri hesaplanda.
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Test kimyasal maddesinin ortalama optik dansite degeri
Si=

Cozucunun ortalama optik dansite degeri

2.1.6. Kulak kalinligindaki % artis hesaplanmasi

Her glin butin fareler sistemik toksisite, uygulama boélgelerinde lokal
irritasyon ve eritema acisindan klinik olarak gézlendi. Farelerin kulak
kalinliklari; uygulama 6ncesi 1. gun, ilk uygulamadan yaklasik 48
saat sonra 3. glin ve 5. gun dijital mikrometre ile élctuldu. 5. glin
hayvanlar servikal dislokasyon yontemi ile éldurtldikten sonra kulak
kalinliklar1 tespit edildi. Asir1 lokal irritasyon, kulak kalinliklarinda
%25 artis ile belirlendi.

2.1.7. Ayrim indeksinin bulunmasi

Kulak kalinligindaki maksimum degisimin yuzdesi ve hucre
sayisindaki maksimum degisim yUzdesi degerleri asagidaki
formullerden hesaplanir. Ayrim indeksi bu yulzdelerin birbirine
oranidir. Kimyasal maddeleri deney hayvanlarinin kulak arkalarina
uygulamaya baslamadan 6nce ve 5. giin kulak kalinliklar1 él¢tldu.
Hazirlanan huicre sUspansiyonlari Tripan mavisi ile boyanarak
Neubeuer lami ile lenfosit sayimi yapildi, mL deki huicre sayisi
hesaplandi. Lenf dugimu hucre sayist indeksi (LN indeks), test
materyali uygulanan farelerin ortalama lenf digimu hticre sayisinin,
sadece c¢ozucu uygulanan farelerin ortalama lenf dugimu hucre
sayisina orani seklinde hesaplandi. Asagidaki formul yardimiyla

(Homey ve ark., 1998) ayrim indeksi bulundu.
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LN index-1
Lenf digtiimu hucresindeki % artis = x 100
4

Kulak kalinligl (mm)

Kulak kalinligindaki % artis = x 100
15x0.01 mm

Lenf digiimu huicresindeki % artis

Ayrim indeksi =
Kulak kalinligindaki % artis

Kimyasal madde;
Ayrim indeksi <1 ise, irritan potansiyel

Ayrim indeksi > 1 ise, alerjik potansiyel olarak degerlendirilir.

2.1.8. Ex vivo BrdU katim yontemi uygulanarak elde edilen

lenfosit kiiltiirlerinde sitokin diizeylerinin oOlciimii

e Yukarida ex vivo ydntemde belirtildigi gibi deney hayvanlar: her bir
konsantrasyon grubunda 4 adet olacak sekilde gruplandirildi. 4 farkl
konsantrasyona ait 4 farkli grup olusturuldu ve kimyasallar topik
olarak uygulandi.

e 5. glin servikal dislokasyon islemi ile deney hayvanlar: éldurulda.
Her iki lenf dtigiimt de steril kosullarda laminar airflowda cikartild:
ve steril petri kaplarina aktarilarak tartildi.

e Soguk PBS iceren tuplere konuldu. Homojenizatér ile dusuk
devirde parcalandi aciga cikan hucreler PBS ile iki kez yikandi ve

dipte kalan lenfosit stispansiyonu 1 mL ye tamamlandi. Tripan mavisi
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ile boyanarak Neubeuer lami ile lenfosit sayimi yapildi, mL deki hiicre
sayis1 hesaplanda.

e Lenfositler tarafindan salinan sitokin analizi icin, PBS, penisilin-
streptomisin, fitohemaglutinin iceren ve icermeyen glutaminli RPMI-
1640 kultir ortamina mL de 5x10® huicre olacak sekilde 24-
kuyucuklu hticre kulturt plaklarina ekim yapildi. %5 CO2 iceren
37°C sicakliktaki etiive kaldirildi. 72. saatin ardindan 24-kuyucuklu
plaklar 150 g de 5 dk santrifuj edildi, supernatant kismi 4 farkh
ependorfa boélindi ve -80°C lik derin dondurucuya ELISA ile
yapilacak sitokin analizlerine kadar saklanmak tUzere yerlestirildi.
ELISA yo6ntemi ile sitokin analizlerinin temel prensibi asagidaki

sekilde gosterilmistir.

~ X
~2 & X
YYY YY

Sekil 2.1. ELISA yoéntemi ile sitokin 6lcimu (1) Plaktaki kuyucuklar uygun
bir antikorla kaplanir. (2) Standart ve 6rnek icindeki ilgili antijen (sitokin)
kapli antikora baglanir. (3) Biotin konjugath ikincil antikor eklenir antijene
baglanir. (4) Streptavidin-HRP eklenir ve biotin konjugath ikincil antikora
baglanir. (5) Standart ve O6rnek icindeki antijen miktarina goére renklenme
(mavi) gozlenir. Durdurma c¢ozeltisi olarak asit eklenir ve reaksiyon sona
erdirilir, mavi renk sariya doner. Sar1 rengin siddeti spektrofotometrik
olarak 450 nm’de okunur.
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Standartlar Crnekler

Sekil 2.2. Standart ve 6rneklerin ELISA plagina uygulanisi

2.1.8.1. IL-1a odlciimii

Bender MedSystems Mouse IL-1la Platinum ELISA kiti (Katalog no:
BMS611) kullanilarak élcim yapildi. Kit protokoltine gére; IL-1a igin
spesifik bir antikorla kaplanmis plaklar ilk olarak 400 ul yikama
cozeltisi ile iki kez otomatik ELISA yikayicisinda yikandi. Yikama
sirasinda plaklar yikama c¢6zeltisi ile 10-15 saniye bekletildikten sonra
aspire edildi. Mikrokuyucuklarin alt ylizeylerinin aspirasyon sirasinda
zedelenmemesine dikkat edildi (Yikamadan hemen sonra plaklarin
kurumasina izin vermeden kullanilmalidir veya en fazla 15 dakika
bekletilmelidir). Yikamanin hemen ardindan 50 ul 7 farkl
konsantrasyonda (500 pg/ml - 250 pg/ml - 125 pg/ml - 62,5 pg/ml -
31,3 pg/ml - 15,6 pg/ml - 7,8 pg/ml) hazirlanmis standartlar ve
ornekler eklendi. Dublicate calisildi. SO ul 6rnek coézeltisi standart ve
ornek bulunan kuyucuklara eklendi. Biotin konjugat: hazirland: ve 50
ul eklendi. Yapiskanli film ile kaplandi ve oda sicaklhiginda (18-
25°C’de) 2 saat inktuibe edildi. 2 saatin sonuna dogru streptavidin-HRP

hazirlandi. Inkubasyon stiresi bittikten sonra yapiskanl film kaldirildi
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ve kuyucuklar bosaltildi. Kuyucuklar 3 kez otomatik ELISA
yikayicisinda yikandi. Ardindan 100 uyl streptavidin-HRP butin
kuyucuklara eklendi. Yapiskanl film ile kapland: ve oda sicakliginda
(18-25°C’de) 1 saat inktibe edildi. 1 saatin sonunuda yapiskanh film
kaldirild1 ve kuyucuklar bosaltildi. Kuyucuklar 3 kez otomatik ELISA
yikayicis1 ile yikandi. Butin kuyucuklara 100 ul TMB substrat
cozeltisi eklendi. 10 dakika oda sicakliginda ve karanlikta inktibe
edildikten sonra renk degisimi gozlendi. 100 pl stop soliisyonu
eklendi, rengin maviden sariya degisimi gézlendi ve ELISA okuyucu’da
450 nm’de standartlarin ve Orneklerin optik dansiteleri o6l¢uldu.
Standart egri grafigi cizildi, dogru denklemi bulundu ve bu

denklemden hareketle 6rneklerin IL-1a miktarlari hesaplanda.

y = 0.0061x
37 R? = 0.9813 .

O.D.

0 T T T T T
0 100 200 300 400 500 600

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 2.3. [L-1a miktarinin 6l¢ciimuiinde kullanilan standart dogru
denklemi.
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2.1.8.2. IL-2 dlciimii

Bender MedSystems Mouse IL-2 Platinum ELISA kiti (Katalog no:
BMS601) kullanilarak 6lctim yapildi. Kit protokoltine goére; IL-2 icin
spesifik bir antikorla kaplanmis plaklar ilk olarak 400 ul yikama
cozeltisi ile iki kez otomatik ELISA yikayicisinda yikandi. Yikama
sirasinda plaklar yikama c¢6zeltisi ile 10-15 saniye bekletildikten sonra
aspire edildi. Mikrokuyucuklarin alt ylizeylerinin aspirasyon sirasinda
zedelenmemesine dikkat edildi (Yikamadan hemen sonra plaklarin
kurumasina izin vermeden kullanilmalidir veya en fazla 15 dakika
bekletilmelidir). Yikamanin hemen ardindan 50 pl 7 farkh
konsantrasyonda (1000 pg/ml - 500 pg/ml - 250 pg/ml - 125 pg/ml -
62,5 pg/ml - 31,3 pg/ml - 15,6 pg/ml) hazirlanmis standartlar ve
ornekler eklendi. Dublicate calisildi. 50 ul 6rnek cozeltisi standart ve
o6rnek bulunan kuyucuklara eklendi. Biotin konjugat: hazirland: ve 50
ul eklendi. Yapiskanlh film ile kaplandi ve oda sicakhiginda (18-
25°C’de) 2 saat inkiibe edildi. 2 saatin sonuna dogru streptavidin-HRP
hazirlandi. Inkubasyon stiresi bittikten sonra yapiskanl film kaldirildi
ve kuyucuklar bosaltildi. Kuyucuklar 3 kez otomatik ELISA
yikayicisinda yikandi. Ardindan 100 uyl streptavidin-HRP buttin
kuyucuklara eklendi. Yapiskanl film ile kapland: ve oda sicakliginda
(18-25°C’de) 1 saat inktibe edildi. 1 saatin sonunuda yapiskanl film
kaldirild: ve kuyucuklar bosaltildi. Kuyucuklar 3 kez otomatik ELISA
yikayicist ile yikandi. Buttin kuyucuklara 100 pl TMB substrat
cozeltisi eklendi. 10 dakika oda sicakliginda ve karanlikta inktibe
edildikten sonra renk degisimi gbzlendi. 100 ul stop soltisyonu
eklendi, rengin maviden sariya degisimi gézlendi ve ELISA okuyucu’da
450 nm’de standartlarin ve Orneklerin optik dansiteleri ol¢uldu.
Standart egri grafigi cizildi, dogru denklemi bulundu ve bu

denklemden hareketle 6rneklerin IL-2 miktarlar1 hesaplandi.
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Sekil 2.4. [L-2 miktarinin 6lcimutinde kullanilan standart dogru
denklemi.

2.1.8.3. IL-4 dlciimii

Bender MedSystems Mouse IL-4 Platinum ELISA kiti (Katalog no:
BMS613) kullanilarak 6lctiim yapildi. Kit protokoltiine gore; IL-4 icin
spesifik bir antikorla kaplanmis plaklar ilk olarak 400 ul yikama
cozeltisi ile iki kez otomatik ELISA yikayicisinda yikandi. Yikama
sirasinda plaklar yikama c¢ozeltisi ile 10-15 saniye bekletildikten sonra
aspire edildi. Mikrokuyucuklarin alt ytizeylerinin aspirasyon sirasinda
zedelenmemesine dikkat edildi (Yikamadan hemen sonra plaklarin
kurumasina izin vermeden kullanilmalidir veya en fazla 15 dakika
bekletilmelidir). Yikamanin hemen ardindan 50 pl 7 farkh
konsantrasyonda (250 pg/ml - 125 pg/ml - 62,5 pg/ml - 31,3 pg/ml -
15,6 pg/ml - 7,8 pg/ml — 3.9 pg/ml) hazirlanmis standartlar ve
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ornekler eklendi. Dublicate calisildi. SO ul 6rnek cozeltisi standart ve
ornek bulunan kuyucuklara eklendi. Biotin konjugat: hazirland: ve 50
ul eklendi. Yapiskanli film ile kaplandi ve oda sicakliginda (18-
25°C’de) 2 saat inkube edildi. 2 saatin sonuna dogru streptavidin-HRP
hazirlandi. Inkubasyon stiresi bittikten sonra yapiskanl film kaldirild:
ve kuyucuklar bosaltildi. Kuyucuklar 3 kez otomatik ELISA
yikayicisinda yikandi. Ardindan 100 ul streptavidin-HRP butin
kuyucuklara eklendi. Yapiskanl film ile kapland: ve oda sicakliginda
(18-25°C’de) 1 saat inktibe edildi. 1 saatin sonunuda yapiskanlh film
kaldirild1 ve kuyucuklar bosaltildi. Kuyucuklar 3 kez otomatik ELISA
yikayicis1 ile yikandi. Butin kuyucuklara 100 ul TMB substrat
cozeltisi eklendi. 10 dakika oda sicakliginda ve karanlikta inkube
edildikten sonra renk degisimi go6zlendi. 100 ul stop soltisyonu
eklendi, rengin maviden sariya degisimi gézlendi ve ELISA okuyucu’da
450 nm’de standartlarin ve Orneklerin optik dansiteleri olctldu.
Standart egri grafigi cizildi, dogru denklemi bulundu ve bu

denklemden hareketle 6rneklerin IL-4 miktarlar:1 hesaplanda.
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Sekil 2.5. [L-4 miktarinin élciimutnde kullanilan standart dogru
denklemi.

2.1.8.4. IL-5 oOlciimii

Bender MedSystems Mouse IL-S Platinum ELISA kiti (Katalog no:
BMS610) kullanilarak 6lctiim yapildi. Kit protokoltine gore; IL-5 icin
spesifik bir antikorla kaplanmis plaklar ilk olarak 400 ul yikama
cozeltisi ile iki kez otomatik ELISA yikayicisinda yikandi. Yikama
sirasinda plaklar yikama c¢ozeltisi ile 10-15 saniye bekletildikten sonra
aspire edildi. Mikrokuyucuklarin alt ylizeylerinin aspirasyon sirasinda
zedelenmemesine dikkat edildi (Yikamadan hemen sonra plaklarin
kurumasina izin vermeden kullanilmalidir veya en fazla 15 dakika
bekletilmelidir). Yikamanin hemen ardindan 50 pul 7 farkh
konsantrasyonda (500 pg/ml - 250 pg/ml - 125 pg/ml - 62,5 pg/ml -
31,3 pg/ml - 15,6 pg/ml - 7,8 pg/ml) hazirlanmis standartlar ve

ornekler eklendi. Dublicate calisildi. SO ul 6rnek cozeltisi standart ve
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ornek bulunan kuyucuklara eklendi. Biotin konjugat: hazirland: ve 50
ul eklendi. Yapiskanli film ile kaplandi ve oda sicakliginda (18-
25°C’de) 2 saat inkube edildi. 2 saatin sonuna dogru streptavidin-HRP
hazirlandi. Inkubasyon stiresi bittikten sonra yapiskanl film kaldirild:
ve kuyucuklar bosaltildi. Kuyucuklar 3 kez otomatik ELISA
yikayicisinda yikandi. Ardindan 100 uyl streptavidin-HRP butin
kuyucuklara eklendi. Yapiskanl film ile kapland: ve oda sicakliginda
(18-25°C’de) 1 saat inktibe edildi. 1 saatin sonunuda yapiskanh film
kaldirild1 ve kuyucuklar bosaltildi. Kuyucuklar 3 kez otomatik ELISA
yikayicis1 ile yikandi. Butin kuyucuklara 100 ul TMB substrat
cozeltisi eklendi. 10 dakika oda sicakliginda ve karanlikta inktibe
edildikten sonra renk degisimi go6zlendi. 100 ul stop soltisyonu
eklendi, rengin maviden sariya degisimi gozlendi ve ELISA okuyucu’da
450 nm’de standartlarin ve oOrneklerin optik dansiteleri o6lculdu.
Standart egri grafigi cizildi, dogru denklemi bulundu ve bu

denklemden hareketle 6rneklerin IL-5S miktarlar:1 hesaplanda.
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Sekil 2.6. IL-5 miktarinin 6lciimtinde kullanilan standart dogru
denklemi.

2.1.8.5. IFN-y oOlciimii

Bender MedSystems Mouse IFN-y Platinum ELISA kiti (Katalog no:
BMS606) kullanilarak 6l¢cim yapildi. Kit protokoltiine gore; IFN-y icin
spesifik bir antikorla kaplanmis plaklar ilk olarak 400 ul yikama
cozeltisi ile iki kez otomatik ELISA yikayicisinda yikandi. Yikama
sirasinda plaklar yikama c¢ozeltisi ile 10-15 saniye bekletildikten sonra
aspire edildi. Mikrokuyucuklarin alt ylizeylerinin aspirasyon sirasinda
zedelenmemesine dikkat edildi (Yikamadan hemen sonra plaklarin
kurumasina izin vermeden kullanilmalidir veya en fazla 15 dakika
bekletilmelidir). Yikamanin hemen ardindan 50 pl 7 farkh
konsantrasyonda (1000 pg/ml - 500 pg/ml - 250 pg/ml - 125 pg/ml -
62,5 pg/ml - 31,3 pg/ml - 15,6 pg/ml) hazirlanmis standartlar ve

ornekler eklendi. Dublicate calisildi. SO ul 6rnek coézeltisi standart ve
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ornek bulunan kuyucuklara eklendi. Biotin konjugat: hazirland: ve 50
ul eklendi. Yapiskanli film ile kaplandi ve oda sicakliginda (18-
25°C’de) 2 saat inkube edildi. 2 saatin sonuna dogru streptavidin-HRP
hazirlandi. Inkubasyon stiresi bittikten sonra yapiskanh film kaldirild
ve kuyucuklar bosaltildi. Kuyucuklar 3 kez otomatik ELISA
yikayicisinda yikandi. Ardindan 100 uyl streptavidin-HRP butin
kuyucuklara eklendi. Yapiskanl film ile kapland: ve oda sicakliginda
(18-25°C’de) 1 saat inktibe edildi. 1 saatin sonunuda yapiskanh film
kaldirild1 ve kuyucuklar bosaltildi. Kuyucuklar 3 kez otomatik ELISA
yikayicis1 ile yikandi. Butin kuyucuklara 100 ul TMB substrat
cozeltisi eklendi. 10 dakika oda sicakliginda ve karanlikta inktibe
edildikten sonra renk degisimi go6zlendi. 100 ul stop soltisyonu
eklendi, rengin maviden sariya degisimi gozlendi ve ELISA okuyucu’da
450 nm’de standartlarin ve Orneklerin optik dansiteleri olctldu.
Standart egri grafigi cizildi, dogru denklemi bulundu ve bu

denklemden hareketle érneklerin IFN-y miktarlar:1 hesaplanda.
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Sekil 2.7. [IFN-y miktarinin 6lcimutinde kullanilan standart dogru
denklemi.

2.1.8.6. TNF-a oOlciimii

Bender MedSystems Mouse TNF-a Platinum ELISA kiti (Katalog no:
BMS607/3) kullanilarak 6lctim yapildi. Kit protokoltine goére; TNF-a
icin spesifik bir antikorla kaplanmis plaklar ilk olarak 400 ul yikama
cozeltisi ile iki kez otomatik ELISA yikayicisinda yikandi. Yikama
sirasinda plaklar yikama c¢ozeltisi ile 10-15 saniye bekletildikten sonra
aspire edildi. Mikrokuyucuklarin alt ylizeylerinin aspirasyon sirasinda
zedelenmemesine dikkat edildi (Yikamadan hemen sonra plaklarin
kurumasina izin vermeden kullanilmalidir veya en fazla 15 dakika
bekletilmelidir). Yikamanin hemen ardindan 50 pl 7 farkh
konsantrasyonda (2000 pg/ml - 1000 pg/ml - 500 pg/ml - 250 pg/ml
- 125 pg/ml - 62,5 pg/ml - 31,3 pg/ml) hazirlanmis standartlar ve

ornekler eklendi. Dublicate calisildi. 50 ul 6rnek coézeltisi standart ve
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ornek bulunan kuyucuklara eklendi. Biotin konjugat: hazirland: ve 50
ul eklendi. Yapiskanli film ile kaplandi ve oda sicakliginda (18-
25°C’de) 2 saat inkube edildi. 2 saatin sonuna dogru streptavidin-HRP
hazirlandi. Inkubasyon stiresi bittikten sonra yapiskanl film kaldirild:
ve kuyucuklar bosaltildi. Kuyucuklar 3 kez otomatik ELISA
yikayicisinda yikandi. Ardindan 100 uyl streptavidin-HRP butin
kuyucuklara eklendi. Yapiskanl film ile kapland: ve oda sicakliginda
(18-25°C’de) 1 saat inktibe edildi. 1 saatin sonunuda yapiskanh film
kaldirild1 ve kuyucuklar bosaltildi. Kuyucuklar 3 kez otomatik ELISA
yikayicis1 ile yikandi. Butin kuyucuklara 100 ul TMB substrat
cozeltisi eklendi. 10 dakika oda sicakliginda ve karanlikta inktibe
edildikten sonra renk degisimi go6zlendi. 100 ul stop soltisyonu
eklendi, rengin maviden sariya degisimi gézlendi ve ELISA okuyucu’da
450 nm’de standartlarin ve Orneklerin optik dansiteleri olctldu.
Standart egri grafigi cizildi, dogru denklemi bulundu ve bu

denklemden hareketle 6rneklerin TNF-a miktarlari hesaplanda.
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Sekil 2.8. TNF-a miktarinin 6l¢iimtinde kullanilan standart dogru
denklemi.

2.1.9. istatistiksel analizler

Lenf dugimu agirliklarinin, optik dansite verilerinin ve sitokin
dizeylerinin ortalama ve standart hata degerleri hesaplandi. Gruplar
arasi farkliliklar Mann-Whitney U test analizi ile istatistiksel olarak
degerlendirildi. Istatistiksel olarak anlamlilik bulundugunda, sadece
¢6zicl uygulanan kontrol grubu ile test kimyasalinin uygulandigi her

bir grubun kiyaslanmasi Dunnet’s testi ile yapildi.

Bu testler, “SPSS for Windows-Release 10.0” programi kullanilarak
yapilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. DNCB kullanilarak yapilan deneyin sonuclari

3.1.1.

agirliklari, lenfosit sayilar1 ve maruziyet oncesi ve sonrasi %kulak

DNCB maruziyeti sonucu hesaplanan lenf diigiimii

kalinliklar: degisimi

AOO icerisinde farkli konsantrasyonlarda c¢6ziinmuis halde farelerin
kulak arkalarina uygulanan DNCB ile elde edilen lenf dugimu
agirliklari, hiicre sayilar1 ve % kulak kalinligi degisimi Cizelge 3.1’ de
goruldugti  gibidir. Coztici  olarak  uygulanan AOO ile
karsilastirildiginda DNCB, doza bagli olarak farelerin lenf dugimu
agirliklarinda ve lenfosit sayilarinda belirgin bir artisa sebep olurken;
kulak kalinliklarinda ilk o6lcime goére %25’ in altinda bir artis
olusturmustur. Negatif kontrol olarak uygulanan PABA ile farelerin

belirtilen parametrelerinde anlaml artislar olmadig: gézlenmistir.

Cizelge 3.1. AOO ile ¢coziinmus farkli konsantrasyonlardaki DNCB ve PABA
maruziyeti sonrasi farelerin lenf duigimu agirliklari, hiicre sayilart ve %

kulak kalinliklar1 degisimi

Lenfosit % Kulak
. .. .. .. | Konsantrasyon | Lenf diigiimii kalinlig:
Kimyasal | Coziicii (a/h%) agirhig: (g) sayis1 dedisimi
° g g1 (g (106/mL) g1$
_______ 0.022 £ 0.002 6.05 + 2.96 0
+ +
0.025 0.025 + 0.002 9.62 £ 2.47 2.7
DNCB AOO 0.05 0.029 + 0.003 11.35+4.31 4
0.1 0.045% 0.009 16.32 £ 9.50 13
0.25 0.060 £ 0.020 17.54 £2.94 16.9
_______ 0.022 + 0.002 6.05 + 2.96 0
1 0.023 £ 0.013 6.20 £ 2.25 0
PABA AOO 25 0.020 £ 0.010 6.14 +1.12 0
5 0.024 £ 0.007 6.22 +2.22 0
10 0.026 £ 0.007 6.27 £ 2.22 10
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3.1.2. DNCB maruziyeti sonucu hesaplanan optik dansite (OD) ve

stimiilasyon indeksi (SI) degerleri

AOO icinde ¢6zinmus DNCB uygulanan her bir gruba ait ortalama
ODg4s0 degerleri ile ODsso degerlerinin sadece c¢o6zicu (AOO)
uygulanmis kontrol grubuna ait ortalama OD4s50 degerine orani ile
hesaplanan SI degerleri Cizelge 3.2’ de gosterilmistir. % 0.05" lik
DNCB konsantrasyonunda SI degeri 3.21 olarak tespit edilmistir.
Artan konsantrasyona baglh olarak PABA uygulanan farelerden
hesaplanan OD ve SI degerlerinde anlamli bir artis olmazken, sadece
AOO uygulanan farelere gére DNCB uygulanan farelerin OD ve SI

degerlerinde anlaml bir artis oldugu gozlenmistir.

Cizelge 3.2. AOO ile ¢oztinmus farkli konsantrasyonlardaki DNCB ve PABA
maruziyeti sonrasi hesaplanan Optik Dansite ve Stimtilasyon Indeksi
degerleri

Kimyasal Coziicii (I:;Ilifz;l trasyon ODu4so SI
_______ 0.07 1
0.025 0.18 2.65
DNCB AOO 0.05 0.22 3.21
0.1 0.32 4.49
0.95 0.34 4.77
_______ 0.07 1
] 0.11 1.62
PABA AOO 95 0.12 1.66
5 0.12 1.81
10 0.17 2.46
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3.1.3. DNCB uygulanan farelerin kulak arkasi lenf diigiimlerinden

elde edilen lenfosit hiicre kiiltiirlerindeki sitokin diizeyleri

AOO icerisinde c¢ozinmis DNCB ve PABA’ nin farkh
konsantrasyonlarinin farelere lokal olarak uygulanmasi sonucu
farelerin cikarilan lenf diglmlerinden salinan sitokinlerden birkaci
Olcilmustir. Bunlardan IL-2, IFN-y, IL-4, IL-5, TNF-a ve IL-1 SI
degerleri Cizelge 3.3’ te gosterildigi gibidir. C6ztcu olarak kullanilan
AOO’ e gore DNCB’ in o6zellikle ytuksek konsantrasyonlarinda IL-2,
IFN-y, IL-4 ve IL-5 duzeylerinde anlamli artisa neden oldugu

gbdzlenmistir.

Cizelge 3.3. AOO ile ¢coztinmus farkli konsantrasyonlardaki DNCB ve PABA
maruziyeti sonrasi Olctilen sitokin dtizeyleri

Kimyasal Konsantrasyon IL-2 IFN-y IL-4 IL-5 TNF-a IL-1

(a/h%) SI SI SI SI SI SI
------- 1 1 1 1 1 1
0.025 1.6 1.98 2.44 119 254 121

DNCB 0.05 3.128 4.53 3.31 1.47 1.83 1.39
0.1 496  5.22 3.90 1.62  3.84  1.41
0.25 523  6.09 7.61 299  4.60 1.46
------- 1 1 1 1 1 1
1 1.09 1.08 1.4 1.2 1.08 1.47

PABA 2.5 1.53 1.20 1.45 1.71 1.11 1.56
5 1.42 1.29 2.01 1.72 1.36  1.61
10 1.74 1.42 2.22  2.02 1.61 1.25
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3.2. Ojenol kullanilarak yapilan deneyin sonugclar:

3.2.1. Ojenol maruziyeti sonucu hesaplanan lenf diigiimii
agirliklari, lenfosit sayilar1 ve maruziyet oncesi ve sonrasi1 %

kulak kalinliklar: degisimi

AOO icerisinde farkli konsantrasyonlarda c¢c6zinmus halde farelerin
kulak arkalarina uygulanan alerjik bir madde oldugu bilinen 6jenol ile
elde edilen lenf diigimu agirliklari, hiicre sayilar: ve % kulak kalinlig:
degisimi Cizelge 3.4’ te goruldigu gibidir. C6zticti olarak uygulanan
AOO ile karsilastirildiginda 6jenol, doza baglh olarak farelerin lenf
dugimu agirliklarinda ve lenfosit sayilarinda belirgin bir artisa sebep
olurken; kulak kalinliklarindaki artisin %25’ in altinda oldugu
gozlenmistir. Negatif kontrol olarak uygulanan PABA ile farelerin

belirtilen parametrelerinde anlamli artislar olmadig: gézlenmistir.

Cizelge 3.4. AOO ile ¢coztinmus farkli konsantrasyonlardaki §jenol ve PABA
maruziyeti sonrasi farelerin lenf digimu agirliklari, hticre sayilar1 ve %

kulak kalinliklar1 degisimi

Lenfosit % Kulak
Kimyasal  Coziicii Konsantrasyon | Lenf diigiimii savisi kalinlig:
y (a/h%) agirhig (g) 4 degisimi
(106/mL)
_______ 0.022 + 0.002 6.05 + 2.96 0
9.5 0.023 £ 0.002 6.52 £ 4.21 7.5
20 0.038 + 0.005 9.62 £ 2.47 20
50 0.046 £ 0.017 12.25+ 3.21 17
_______ 0.022 + 0.002 6.05 + 2.96
1 0.023 £0.013 6.20 + 2.25
PABA AOO 25 0.020 £ 0.010 6.14 +1.12
5 0.024 £ 0.007 6.22 +2.22
10 0.026 £ 0.007 6.27 + 2.22 10
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3.2.2. Ojenol maruziyeti sonucu hesaplanan optik dansite (OD) ve

stimiilasyon indeksi (SI) degerleri

AOO icinde ¢6ziinmus 0Ojenol uygulanan her bir gruba ait ortalama
ODg4s0 degerleri ile ODsso degerlerinin sadece c¢oéztici (AOO)
uygulanmis kontrol grubuna ait ortalama OD4s50 degerine orani ile
hesaplanan SI degerleri Cizelge 3.5 te gOsterilmistir. % 20’ lik 6jenol
konsantrasyonunda SI degeri 3.39 olarak tespit edilmistir. Artan
konsantrasyona bagli olarak PABA uygulanan farelerden hesaplanan
OD ve SI degerlerinde anlamli bir artis olusmazken, sadece AOO
uygulanan farelere goére 0jenol uygulanan farelerin OD ve SI

degerlerinde 6énemli bir artis oldugu goézlenmistir.

Cizelge 3.5. AOO ile ¢oztinmus farkli konsantrasyonlardaki ¢jenol ve PABA
maruziyeti sonrasi hesaplanan Optik Dansite ve Stimtilasyon Indeksi
degerleri

Kimyasal Coziicii (I:;Ilifz;l trasyon ODu4so SI
_______ 0.07 1
9.5 0.18 2.55
Ojenol AOO 10 0.19 2.75
20 0.24 3.39
50 0.25 3.43
_______ 0.07 1
] 0.11 1.62
PABA AOO 95 0.12 1.66
5 0.12 1.81
10 0.17 2.46
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3.2.3. Ojenol uygulanan farelerin kulak arkas: lenf diigiimlerinden

elde edilen lenfosit hiicre kiiltiirlerindeki sitokin diizeyleri

AOO icerisinde c¢6zinmus 6jenol ve PABA’ nin farkh
konsantrasyonlarinin farelere lokal olarak uygulanmasi sonucu
farelerin cikarilan lenf digimlerinden salinan sitokinlerden birkac:
Olcilmustir. Bunlardan IL-2, IFN-y, IL-4, IL-5, TNF-a ve IL-1 SI
degerleri Cizelge 3.6’ da gosterildigi gibidir. C6zticti olarak kullanilan
AOQ’ e gore 6jenoliin 6zellikle yiksek konsantrasyonlarda IL-2, IFN-y,

IL-4 ve IL-5 duzeylerinde anlamli artisa neden oldugu gézlenmistir.

Cizelge 3.6. AOO ile ¢coztinmus farkli konsantrasyonlardaki §jenol ve PABA
maruziyeti sonrasi 6lctiilen sitokin dtizeyleri

Kimyasal Konsantrasyon IL-2 IFN-Yy IL-4 IL-5 TNF-a IL-1
(a/h%) SI SI SI SI SI SI

------- 1 1 1 1 1 1
2.5 1.6 2.14 230  2.06 4.19 1.04

Ojenol 10 1.75 224 732 225 2.3 1.20
20 1.78 3.12 7.26  3.53 4.43 1.16
50 2.32 3.24 10.10  4.51 1.56 1.23
------- 1 1 1 1 1 1
1 1.09 1.08 1.4 1.2 1.08 1.47

PABA 2.5 1.53 1.20 1.45 1.71 1.11 1.56
5 1.42 1.29  2.01 1.72 1.36 1.61
10 1.74 1.42 222  2.02 1.61 1.25
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3.3. Izodjenol kullanilarak yapilan deneyin sonuclar:

3.3.1. Izoojenol maruziyeti sonucu hesaplanan lenf diigiimii
agirliklari, lenfosit sayilar1 ve maruziyet oOncesi ve sonrasi1 %

kulak kalinliklar: degisimi

AOO icerisinde farkli konsantrasyonlarda c¢c6zinmus halde farelerin
kulak arkalarina uygulanan alerjik bir madde oldugu bilinen izo6jenol
ile elde edilen lenf dugimu agirliklari, hiicre sayilar1 ve % kulak
kalinligi degisimi Cizelge 3.7’ de goruldiga gibidir. Coézltici olarak
uygulanan AOO ile karsilastirildiginda izodjenol, doza bagli olarak
farelerin lenf digimu agirliklarinda ve lenfosit sayilarinda belirgin bir
artisa sebep oldugu goézlenmistir. Kulak kalinliklarinda ise yalnizca
%10 konsantrasyonda %26’ ik bir artis gozlenmistir. Negatif kontrol
olarak uygulanan PABA ile farelerin belirtilen parametrelerinde

anlamli artislar olmadig gézlenmistir.

Cizelge 3.7. AOO ile ¢ozinmus farkli konsantrasyonlardaki izodjenol ve
PABA maruziyeti sonrasi farelerin lenf digiimi agirliklari, hiicre sayilar: ve
% kulak kalinliklar1 degisimi

Lenfosit % Kulak
. e e s Konsantrasyon | Lenf diigiimii kalinlig:
Kimyasal | Coziicii (a/h%) agarhig1 (g) sayis1 deisimi
o g g1 (g (106/mL) g1$
_____ 0.022 + 0.002 6.05 + 2.96 0
0.5 0.023 +0.010 6.88+1.13 0
fzodjenol AOO 0.033 + 0.009 9.28 £ 0.45 7
5 0.038 + 0.007 13.28 £ 0.67 10.7
10 0.039 + 0.005 14.72 £7.24 26
_______ 0.022 + 0.002 6.05 + 2.96
1 0.023 £ 0.013 6.20 = 2.25
PABA AOO 25 0.020 £ 0.010 6.14 +1.12
5 0.024 + 0.007 6.22 £2.22
10 0.026 £ 0.007 6.27 +2.22 10

64




3.3.2. izodjenol maruziyeti sonucu hesaplanan optik dansite (OD)

ve stimiilasyon indeksi (SI) degerleri

AOO icinde ¢6ziinmus 0Ojenol uygulanan her bir gruba ait ortalama
ODg4so0 degerleri ile ODsso degerlerinin sadece c¢oéziici (AOO)
uygulanmis kontrol grubuna ait ortalama OD4s50 degerine orani ile
hesaplanan SI degerleri Cizelge 3.8’ de gbsterilmistir. % 5’ lik izodjenol
konsantrasyonunda SI degeri 3.84 olarak tespit edilmistir. Artan
konsantrasyona bagli olarak PABA uygulanan farelerden hesaplanan
OD ve SI degerlerinde anlamli bir artis olusmazken, sadece AOO
uygulanan farelere gore iz6jenol uygulanan farelerin OD ve SI

degerlerinde 6énemli bir artis oldugu gozlenmistir.

Cizelge 3.8. AOO ile ¢coztinmus farkli konsantrasyonlardaki 6jenol ve PABA
maruziyeti sonrasi hesaplanan Optik Dansite ve Stimtilasyon Indeksi
degerleri

Kimyasal Coziicii (I:;Ilifz;l trasyon ODu4so SI
_____ 0.07 1
0.5 0.16 2.31
[zodjenol AOO 1 0.22 2.93
5 0.27 3.84
10 0.36 5.14
_______ 0.07 1
] 0.11 1.62
PABA AOO 95 0.12 1.66
5 0.12 1.81
10 0.17 2.46
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3.3.3. izodjenol uygulanan farelerin kulak arkas: lenf
diigiimlerinden elde edilen lenfosit hiicre kiiltiirlerindeki sitokin

diizeyleri

AOO icgerisinde c¢6zinmus iz6jenol ve PABA’ nin farkh
konsantrasyonlarinin farelere lokal olarak uygulanmasi sonucu
farelerin cikarilan lenf digimlerinden salinan sitokinlerden birkac:
Olcilmustir. Bunlardan IL-2, IFN-y, IL-4, IL-5, TNF-a ve IL-1 SI
degerleri Cizelge 3.9’ da gosterildigi gibidir. C6zticti olarak kullanilan
AOOQ’ e gore izdjenoltin 6zellikle yuiksek konsantrasyonlarda IL-2, IFN-

v, IL-4 ve IL-5 duizeylerinde anlamli artisa neden oldugu gézlenmistir.

Cizelge 3.9. AOO ile ¢ozinmus farkli konsantrasyonlardaki izodjenol ve
PABA maruziyeti sonrasi 6lctilen sitokin diizeyleri

Kimyasal Konsantrasyon IL-2 IFN-y IL-4 IL-5 TNF-a IL-1
(a/h%) SI SI SI SI SI SI

————— 1 1 1 1 1 1
0.5 1.5 1.63 1.89 1.07 6.9 1.49

Izodjenol 1 2.5 1.65 4.10 2.71 3.58 1.15
S 3.12 2.06 5.55 2.99 1.96 1.07
10 5.73 5.58 6.15 3.74 1.22 1.19
——————— 1 1 1 1 1 1
1 1.09 1.08 1.4 1.2 1.08 1.47

PABA 2.5 1.53 1.20 145 171 111  1.56
) 1.42 1.29 2.01 1.72 1.36 1.61
10 1.74 1.42 2.22 2.02 1.61 1.25

66



3.4. Kroton yag1 kullanilarak yapilan deneyin sonuclari

3.4.1. Kroton yag: maruziyeti sonucu hesaplanan lenf diigiimii
agirliklari, lenfosit sayilar1 ve maruziyet oncesi ve sonrasi1 %

kulak kalinliklar: degisimi

AOO icerisinde farkli konsantrasyonlarda c¢c6zinmus halde farelerin
kulak arkalarina uygulanan irritan bir madde oldugu bilinen kroton
yag ile elde edilen lenf dUigimu agirliklar:, hiicre sayilar:1 ve % kulak
kalinlig1 degisimi Cizelge 3.10° da goéruldiuga gibidir. Coézlticti olarak
uygulanan AOO ile karsilastirildiginda kroton yaginin uygulanan
%0.25 ve Ustl konsantrasyonlarda farelerin kulak kalinliklarindaki
artisin %25’ in Ustinde oldugu goézlenmistir. Negatif kontrol olarak
uygulanan PABA ile farelerin belirtilen parametrelerinde anlaml

artislar olmadig: gértilmustur.

Cizelge 3.10. AOO ile ¢ozinmus farkli konsantrasyonlardaki kroton yag: ve
PABA maruziyeti sonrasi farelerin lenf digiimu agirliklari, hiicre sayilar: ve

% kulak kalinliklar1 degisimi

Lenfosit % Kulak
. .. .. .. | Konsantrasyon | Lenf diigiimii kalinlig:
Kimyasal | Coziicii (a/h%) agarhig1 (g) sayis1 degisimi
(10%/mL)
_______ 0.022 = 0.002 6.05 £ 2.96 0
0.05 0.025 = 0.004 7.04 £1.69 9
;iéglton AOO 0.1 0.024 £ 0.004 | 7.78 +3.41 18.25
0.035+0.010 14.93 +£7.39 25.7
0.25
0.5 0.040 + 0.023 20.48 +9.01 28
_______ 0.022 + 0.002 6.05 + 2.96
1 0.023 +£0.013 6.20 £ 2.25
PABA AOO 25 0.020 £ 0.010 6.14 £1.12
5 0.024 + 0.007 6.22 £2.22
10 0.026 + 0.007 6.27 £ 2.22 10

67




3.4.2. Kroton yag1 maruziyeti sonucu hesaplanan optik dansite

(OD) ve stimiilasyon indeksi (SI) degerleri

AOO icinde c¢6ziinmus kroton yagi uygulanan her bir gruba ait
ortalama ODg4so degerleri ile OD4so degerlerinin sadece ¢oztici (AOO)
uygulanmis kontrol grubuna ait ortalama OD4s50 degerine orani ile
hesaplanan SI degerleri Cizelge 3.11° de gosterilmistir. Irritan bir
madde oldugu bilinen kroton yaginin uygulanan dozlarda hesaplanan
ODg4s0 ve SI degerlerinde sadece AOO uygulanan kontrol grubuna gére
onemli artislar olusturmadigi goérilmektedir. Kroton yaginin SI
degerinin uygulanan en yuksek konsantrasyonda bile 3’ ten kucuk

oldugu gozlenmistir.

Cizelge 3.11. AOO ile ¢coztinmus farkl konsantrasyonlardaki kroton yag: ve
PABA maruziyeti sonrasi hesaplanan Optik Dansite ve Stimtilasyon Indeksi
degerleri

Kimyasal Coziicii (I:;Ilifz;l trasyon ODu4so SI
_______ 0.07 1
0.05 0.11 1.57
Kroton yagi | AOO 0.1 0.11 1.57
0.25 0.12 1.71
0.5 0.12 1.71
_______ 0.07 1
1 0.11 1.62
PABA AOO 2.5 0.12 1.66
5 0.12 1.81
10 0.17 2.46
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3.4.3. Kroton yag1 uygulanan farelerin kulak arkas: lenf
diigiimlerinden elde edilen lenfosit hiicre kiiltiirlerindeki sitokin

diizeyleri

AOO icerisinde c¢6zinmus kroton yagi ve PABA’ nin farkh
konsantrasyonlarinin farelere lokal olarak uygulanmasi sonucu
farelerin cikarilan lenf digimlerinden salinan sitokinlerden birkaci
Olcilmustir. Bunlardan IL-2, IFN-y, IL-4, IL-5, TNF-a ve IL-1 SI
degerleri Cizelge 3.12° de gosterildigi gibidir. Cézticti olarak kullanilan
AOO’ e gore kroton yaginin 6lctilen buttin sitokin duzeylerinde
degisiklik olusturdugu gortlse de bu degisikliklerin doza bagiml
olmaksizin gerceklestigi gérulmektedir. Uygulanan %0.5 kroton yagi
yalnizca IL-1’ de bir anlamlilik gézlenmistir. Asagidaki cizelgede de
goruldugn gibi sitokin duzeylerinde doza bagli olmaksizin degisimler

gerceklesmistir.

Cizelge 3.12. AOO ile ¢oziinmus farkli konsantrasyonlardaki kroton yag: ve
PABA maruziyeti sonrasi Ol¢tilen sitokin diizeyleri

Kimyasal Konsantrasyon IL-2 IFN-Y IL-4 IL-5 TNF-a IL-1
(a/h%) SI SI SI SI SI SI
——————— 1 1 1 1 1 1
Kroton 0.05 1.78 1.02 1.25 1.55 2.71 1.02
yagl 0.1 2.57 4.65 3.33 2.50 3.30 1.33
0.25 1.5 6.11 2.25 1.72 2.95 1.32
0.5 2.45 5.42 4.41 2.43 3.45 1.93
——————— 1 1 1 1 1 1
1 1.09 1.08 1.4 1.2 1.08 1.47
PABA 2.5 1.53 1.20 145 171 111  1.56
) 1.42 1.29 2.01 1.72 1.36 1.61
10 1.74 1.42 2.22 2.02 1.61 1.25
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3.5. SLS kullanilarak yapilan deneyin sonuclari

3.5.1. SLS maruziyeti sonucu hesaplanan lenf diigiimii agirliklari,

lenfosit sayilar1 ve maruziyet oOncesi ve sonrasi1 % kulak

kalinliklar: degisimi

AOO icerisinde farkli konsantrasyonlarda c¢c6zinmus halde farelerin
kulak arkalarina uygulanan irritan bir madde oldugu bilinen SLS ile
elde edilen lenf diigimu agirliklari, hiicre sayilar: ve % kulak kalinlig:
degisimi Cizelge 3.13’ te goruldugu gibidir. Cézlicii olarak uygulanan
AOO ile karsilastirildiginda SLS’ in uygulanan %0.5 konsantrasyonda
farelerin kulak kalinliklarindaki artisin %26 oldugu go6zlenmistir.
ile farelerin belirtilen

Negatif kontrol olarak uygulanan PABA

parametrelerinde anlamli artislar olmadig gértlmustur.

Cizelge 3.13. AOO ile ¢oéztinmus farkli konsantrasyonlardaki SLS ve PABA
maruziyeti sonrasi farelerin lenf digimu agirliklari, hiicre sayilar1 ve %
kulak kalinliklar1 degisimi

Lenfosit % Kulak
Kimyasal @ Coziicii Konsantrasyon | Lenf diigiimii savisi kalinlig:
y (a/h%) agirhig (g) 4 degisimi
(106/mL)
_______ 0.022 £0.002 | 6.05£2.96 |0
+ +
0.05 0.023 £ 0.010 7.62 + 3.25 6.25
SLS AGO o1 0.021+0.009 | 11.95%6.91 | 9.1
+ +
0.25 0.027 £ 0.009 12.9 £ 5.03 13
0.5 0.048 £ 0.014 14.06 +3.25 26
_______ 0.022 £0.002 | 6.05 % 2.96
1 0.023 £0.013 6.20 + 2.25
PABA AOO 25 0.020 £ 0.010 6.14 £1.12
5 0.024 £ 0.007 6.22 +2.22
10 0.026 £ 0.007 6.27 £ 2.22 10
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3.5.2. SLS maruziyeti sonucu hesaplanan optik dansite (OD) ve

stimiilasyon indeksi (SI) degerleri

AOO icinde c¢6zinmus SLS uygulanan her bir gruba ait ortalama
ODg4so0 degerleri ile ODsso degerlerinin sadece c¢oéztici (AOO)
uygulanmis kontrol grubuna ait ortalama OD4s50 degerine orani ile
hesaplanan SI degerleri Cizelge 3.14° te gosterilmistir. Irritan bir
madde oldugu bilinen SLS’ in uygulanan dozlarda hesaplanan OD4so
ve SI degerlerinde sadece AOO uygulanan kontrol grubuna goére bir
miktar artis olusturdugu goérilmektedir. SI degeri yalnizca uygulanan
en yuksek doz olan %0.5 konsantrasyonda 4.28 olarak

hesaplanmistir.

Cizelge 3.14. AOO ile ¢ozuinmus farkhh konsantrasyonlardaki SLS ve PABA
maruziyeti sonrasi hesaplanan Optik Dansite ve Stimtilasyon Indeksi
degerleri

Kimyasal Coziicii (I:;Ilifz;l trasyon ODu4so SI
_______ 0.07 1
0.05 0.07 1
SLS AOO 0.1 0.11 1.57
0.95 0.15 2.14
0.5 0.30 4.28
_______ 0.07 1
] 0.11 1.62
PABA AOO 95 0.12 1.66
5 0.12 1.81
10 0.17 2.46
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3.5.3. SLS uygulanan farelerin kulak arkasi lenf diigiimlerinden

elde edilen lenfosit hiicre kiiltiirlerindeki sitokin diizeyleri

AOO icerisinde c6zUunmus SLS ve PABA’ nin farkl
konsantrasyonlarinin farelere lokal olarak uygulanmasi sonucu
farelerin cikarilan lenf digimlerinden salinan sitokinlerden birkac:
Olcilmustir. Bunlardan IL-2, IFN-y, IL-4, IL-5, TNF-a ve IL-1 SI
degerleri Cizelge 3.15° te gosterildigi gibidir. C6zticti olarak kullanilan
AOO’ e gore IL-2 ve IL-4 duzeylerinde doza bagh olmaksizin
anlamliliklar gézlenmistir. Diistiik konsantrasyonlarda SLS uygulansa
bile butin sitokin duizeylerinde doza bagli olmaksizin artis ya da

azaliglar gerceklestigi géorulmektedir.

Cizelge 3.15. AOO ile ¢oziinmus farkli konsantrasyonlardaki SLS ve PABA
maruziyeti sonrasi 6lctilen sitokin diizeyleri

Kimyasal Konsantrasyon IL-2 IFN-Y IL-4 IL-5 TNF-a IL-1
(a/h%) SI SI SI SI SI SI

------- 1 1 1 1 1 1
0.05 4.09 5.34 6.18 278  3.40 1.29

SLS 0.1 4.91 6.74 342 25 3.42 1.98
0.25 4.74 3.70 8.28 244  3.40 1.26
0.5 1.72 1.76 2.87 1.97 1.91 1.18
------- 1 1 1 1 1 1
1 1.09 1.08 1.4 1.2 1.08 1.47

PABA 2.5 1.53 1.20 1.45 1.71 1.11 1.56
5 1.42 1.29 2.01 1.72 1.36 1.61
10 1.74 1.42 2.22  2.02 1.61 1.25
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3.6. Sadece AOO uygulanan ve farkli konsantrasyonlarda AOO
icinde coziinen DNCB, 6jenol, izodjenol, kroton yagi, SLS ve PABA
uygulanan 8-12 haftalik disi Balb/c farelerin kulak arkasi lenf
diigiimlerinden elde edilen hiicrelerden salinan sitokin
diizeylerinin grafikler ile gosterimi

DNCB
DNCB

w s B ow

s &

5 88 38
%

300

IFN-gamma dizeyleri (pg/mL)

IL-2 duzeyleri (pg/mL)

DNCB 450 DNCB *

IL-4 dizeyleri (pg/mL)
IL-5 dizeyleri (pg/mL)
8

AOO 0.025% 0.05% 0.1% 025% ACO 0.025% 0.05% 0.1% 025%

DNCB

TNF-alfa duzeyleri (pg/mL)
" s 2 N "
IL-1 dizeyleri (pg/mL)

025% ADO 0.025% 0.05% 0.1% 0.25%

Sekil 3.1. Sadece AOO uygulanan ve farkli konsantrasyonlarda AOO
icinde ¢c6ziinen DNCB uygulanan 8-12 haftalik disi Balb/c farelerin
kulak arkasi lenf dugumlerinden elde edilen htucrelerden salinan
sitokin dtizeylerinin grafikler ile gésterimi.

*p<0,01; kontrol grubuna goére istatiksel olarak anlamli farklilik (Dunnett’s
test)
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Sekil 3.2. Sadece AOO uygulanan ve farkli konsantrasyonlarda AOO
icinde ¢odzlinen 6jenol uygulanan 8-12 haftalik disi Balb/c farelerin
kulak arkasi lenf digtimlerinden elde edilen htucrelerden salinan
sitokin dtizeylerinin grafikler ile gésterimi.

*p<0,01; kontrol grubuna goére istatiksel olarak anlamli farklilik (Dunnett’s
test
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Sekil 3.3. Sadece AOO uygulanan ve farkli konsantrasyonlarda AOO
icinde ¢6zlinen izodjenol uygulanan 8-12 haftalik disi Balb/c farelerin
kulak arkas:i lenf dugumlerinden elde edilen hucrelerden salinan
sitokin dtizeylerinin grafikler ile gésterimi.

*p<0,01; kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlaml farkliik (Dunnett’s
test
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Sekil 3.4. Sadece AOO uygulanan ve farkli konsantrasyonlarda AOO
icinde c¢ozunen kroton yag uygulanan 8-12 haftalik disi Balb/c
farelerin kulak arkasi lenf digimlerinden elde edilen huicrelerden
salinan sitokin duizeylerinin grafikler ile gésterimi.

*p<0,01; kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlaml farklihik (Dunnett’s
test
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Sekil 3.5. Sadece AOO uygulanan ve farkli konsantrasyonlarda AOO
icinde c¢ozinen SLS uygulanan 8-12 haftalik disi Balb/c farelerin
kulak arkasi lenf digimlerinden elde edilen hticrelerden salinan
sitokin diizeylerinin grafikler ile gésterimi.

*p<0,01; kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli farkliik (Dunnett’s
test
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Sekil 3.6. Sadece AOO uygulanan ve farkli konsantrasyonlarda AOO
icinde c¢coziinen PABA uygulanan 8-12 haftalik disi Balb/c farelerin
kulak arkasi lenf digimlerinden elde edilen htucrelerden salinan
sitokin dtizeylerinin grafikler ile gésterimi.

*p<0,01; kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlaml farkliik (Dunnett’s
test
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5. TARTISMA

Alerjik ve irritan kontakt dermatit cok sik karsilasilan deri
problemlerindendir. GuUnuUmuzde kullanilan kimyasallarin say1 ve
cesit bakimindan artis géstermesi bu deri hastaliklariyla karsilasma
risklerini de artirmaktadir. Kullanilan kimyasallarin deri hassasiyetini
O0lcmek icin uzun yillar cesitli kobay testlerinden yararlanilmaistir.
Fakat son yillarda o6zellikle hayvan refahinin gozetildigi testler,
kullanilan hayvan sayisi az olan ve hayvanlara daha az travma veren
uygulamalar tercih edilmektedir. Bu sebeple kimyasallarin deri
hassasiyetini 6l¢cmek icin calismamizda, Prof. Dr. Asuman Karakaya
tarafindan yonetilen bir TUBITAK projesi kapsaminda Dr. Ulker’in
doktora tezinde modifiye edilen, ex vivo BrdU:LLNA-ELISA yo6ntemi
kullanilmistir. Valide olmus LLNA y6énteminin en 6nemli dezavantaji
olan radyoaktif bir yéntemle hiicre proliferasyonunun 6lctilmemesi ex

vivo LLNA y6nteminin en énemli avantajidir.

Biz de bu calismamizda ex vivo LLNA yontemini kullandik. Bu
yontemle ilgili olarak 3 tane kantitatif sonu¢ noktasini géz 6ntinde
bulundurarak sonuclarimizi degerlendirdik. Bu sonu¢ noktalari
lenfosit proliferasyonu ve stimulasyon indeksi, % kulak kalinlik
degisimleri ve 6lctlen sitokin profilleridir. Lenf dtgtmleri ile ilgili
sonuclar, hem alerjen hem de irritan kimyasallarin ytiiksek dozlarinin
uygulanmasiyla lenf dugimu hucrelerinde ve lenf ddagimu
agirliklarinda artis oldugunu goéstermistir. Bu sonuclara dayanarak,
kullanilan kimyasallarin lokal uygulanmasindan sonra yalnizca
alerjen kimyasallarin degil irritan kimyasallarin da lenf digimlerini

stimtle ettigi sOylenebilir.
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Radyoaktif LLNA yoéntemi ile Basketter ve arkadaslar1 tarafindan
(2007) DNCB ile yapilan calismalarda SI degerinde 3 kat artisa neden
olan konsantrasyon (EC3) %0,04 olarak hesaplanmistir. Takeyoshi ve
arkadaslar1 (2006) ise radyoaktif olmayan LLNA y6ntemi ile SI degerini
3 kat artiran DNCB konsantrasyonunu 9%0,1 olarak bulmus ve
radyoaktif olmayan yontemin radyoaktif yonteme gére daha az duyarlh
oldugunu belirtmislerdir. Takeyoshi ve arkadaslarinin gelistirdikleri
yontemin uygulamasinda S. gun lenf digtumleri cikarildiktan sonra,
hiicre proliferasyonunun 6lciimutine kadar -20°C’ de bekletilmesi s6z
konusudur. Bu durum lenfosit eldesinde taze numune ile calismanin
Onemine ters dismektedir. Bu sebeple calismamiz kapsaminda, lenf
dugimlerinin c¢ikarildigr gin lenfositler elde edilmis ve lenfosit
proliferasyonu o6lctilmustiur. Ayrica BrdU enjeksiyonu ile isaretleme
basamagi hayvan refahi g6z 6ntunde bulundurularak kaldirilmis, ex
vivo ortamda BrdU isaretlemesi yapilarak sonuclar elde edilmistir. Bu
degisikliklerden sonra DNCB icin SI degerininin 3 kat artisina sebep
olan konsantrasyon %0,05 olarak tespit edilmistir. Bu degerin valide
olmus LLNA yoéntemi ile oldukca uyumlu oldugu ve radyoaktif
olmayan LLNA yonteminin radyoaktif LLNA yo6ntemi kadar duyarl

olabilecegi géralmuistur.

LLNA kapsaminda uygulanan maddelerin, pozitif cevap verdigini
kabul etmek icin hesaplanan SI degerinin 3’ ten bliytiik olmas1 gerekir.
Bu yoruma dayanarak uyguladigimiz ex vivo BrdU:LLNA-ELISA ile,
uygulanan alerjen kimyasallar olan DNCB, izo6jenol ve §jenoltin lenf
digimu hucre proliferasyonunda dusik konsantrasyonlarda bile SI
degerinde 3 kat artis olusturdugu gérilmustir. Uyguladigimiz ex vivo
yontemle hesaplanan SI degerleri, bu maddelerin alerjen olduklarini
gostermistir. Fakat irritan bir madde oldugu bilinen kroton yagi ve
negatif kontrol amach kullanilan PABA uygulamalarindan sonra SI
degerlerinde 3 kat artis goérulmemistir. Ancak SLS’ nin yalnizca

uygulanan en yuksek konsantrasyonunda SI degerinin 3’ ten buyuk
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oldugu go6zlenmistir. Bazi1 yaymnlarda SLS’ in kontakt alerjen
etkilerinin oldugu rapor edilse de (Woolhiser ve ark., 1998), bircok
arastrmaci ve dermatolog tarafindan SLS’ in bir irritan madde oldugu
distnulmektedir. Bu sonugcglar; calismamiz kapsaminda irritan
kimyasallar ile alerjen kimyasallar arasindaki farkliliklan

uyguladigimiz yontemle ortaya koyabilecegimizi gostermektedir.

Kroton yag ile ilgili olarak hayvanlar tizerinde uygulanmis mevcut bir
literatiir bulunmasa da dusuik dozlarda irritan etkileri oldugu ayrica
kokarsinojenik  6zellikte  bir madde oldugu  bilinmektedir.
Calismamizin ikinci sonu¢ noktasi olarak degerlendirilen kulak
kalinliklar: degisimi sonuclarina gore; kroton yagi ve SLS’ 1in % 0,25 ve
% 0,5 konsantrasyonlarinda irritan potansiyellerine sahip oldugu

bulunmustur.

EFSA FEEDAP Panel; izogjenoltin 6zellikle solunum sistemi, deri ve
gdz Uzerine irritan etkili oldugunu dustnmektedir ve EFSA 2011
literattirlerinde izodjenol bir deri ve solunum sistemi alerjeni olarak
gecmektedir. Bu calismalarla uyumlu olarak bizim calismamizda da;
SI degerinin %5 konsantrasyonda 3’ ten buiyltik olarak hesaplanmasi
izogjenolin alerjen bir kimyasal oldugunu goéstermistir. Ancak
uygulanan %10 konsantrasyonda kulak kalinligindaki artisin %25ten
buytk olmasindan dolay:r izodjenoliin ylUksek konsantrasyonlarda
ayrica irritan etkisinin de olabilecegi gortisiinii desteklemektedir. Bu
sonucglar daha 6nce yapilmis olan calismalarla da uyumlu olarak
bulunmustur (Wright ve ark., 2001; Piccotti ve Kawabata, 2008; EFSA
FEEDAP Panel, 2011).

Sitokin seviyelerindeki artislar kontakt alerjinin ortaya ¢cikmasinda ve
induksiyonunda rol alan T helper huicre proliferasyonu ile iliskilidir.
Gunumuzde Thl ve Th2 sitokinleri tarafindan regule edilen kontakt

sensitizasyon Uzerine yogun olarak calisilmaktadir. Var olan bulgular
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gosteriyor ki; yalnizca Thl sitokinleri yani IL-2 ve IFN-y degil, Th2
sitokinleri yani IL-4 ve IL-5 de kontakt alerjinin ortaya cikmasinda
onemli rol oynamaktadir (Azam ve ark., 2005; Itakura ve ark., 2006;

Ulker ve ark., 2011).

Erken evrede hem irritan kontakt dermatit hem de alerjik kontakt
dermatitte IL-1 ve TNF-a dogal immun cevabi induklerken, irritan
kontakt dermatitin ileri evresinde deri enflamasyonu 6zellikle immuin
cevaba bagli olarak devam eder. Fakat alerjik kontakt dermatitte,
kazanilmis immuUn yanit olarak antijen-spesifik T htcreleri deri
enflamasyonunu artirmak icin devreye girerler (Meller ve ark., 2007).
Bizim calismamizda da sitokin profilleri yapilan diger calismalarla
uyumlu bulunmustur. Irritan kontakt dermatitte sitokin aktivasyon
asamalarinin énemi henliz tam olarak anlasilamamis olsa da, buyuk
ihtimalle irritan maruziyeti ile ortaya cikan primer sitokinler olan IL-1
ve TNF-a ‘nin diger sitokinleri induklemesi ile alakali oldugu

disunudlmektedir.

Bu calismada, gruplara uygulanan alerjen kimyasallar ile elde edilen
sitokin duzeyleri sonuclar (IL-2, IFN-y, IL-4 ve IL-5) bizi net bir doz-
cevap iliskisi egilimi olma ihtimalini disUinmeye yonlendirmistir.
Bulgularimiz 6nceki calismalar ile de uyumlu bulunmustur (Ulker ve
ark., 2011, 2014). Diger bir yandan bu gruplarda IL-1 ve TNF-a icin
bir doz-cevap iliskisi gézlemlenmemistir. Alerjen kimyasallardan farkl
olarak irritan kimyasallarin uygulandigi gruplarin  sitokin
duzeylerinde acik bir doz-cevap iligkisi gérulmemis olup, sitokinlerin
konsantrasyon duizeyine bagli olmaksizin daginik bir profil cizdikleri
gorulmustir. Bu sonucun kimyasallarin sitokin profillerine bakarak o
kimyasalin alerjen etkili mi yoksa irritan etkili mi oldugu yorumunun

yapilabilecegi diistinulmektedir.
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Balb/C farelerine PABA maruziyetinin, calismamizda 6lcimu yapilan
sitokin duzeylerinde herhangi bir stimtlasyon olusturmadig:
gozlenmistir. PABA’ in LLNA calismalarinda negatif kontrol amach

kullanilmasindan dolayi, bu bulgular beklenildigi gibi sonuc¢clanmastir.

Bulgularimiza gore; cok cesitli salinan sitokinler arasinda IL-2, IFN-y,
IL-4 ve IL-5 sitokin profilleri, irritan kontakt dermatit ile alerjik
kontakt dermatiti birbirinden ayirmaktadir. Irritan maruziyeti sonrasi
salinan IL-1 ve TNF-a oOncil sitokinler olmasina ragmen,
lenfositlerden salinan bu sitokinler net bir doz-cevap egrisi
gostermemistir. Cok sayida in vitro calisma da, cesitli irritan
kimyasallarin induklemesi ile keratinositlerden IL-1 ve TNF-a
salindigin1 géstermistir (Hoefakker ve ark., 1995; Grangsjoé ve ark.,
1996; Effendy ve ark., 2000; Smith Pease ve ark., 2003; Lisby ve
Baadsgaard, 2006; De Jongh ve ark., 2007). Keratinositler, irritan
kontakt dermatitte immuUn medyatdérlerin Uretiminde ©6nemli rol
oynarlar. Ote yandan, T lenfositlerinin deri yoluyla infiltrasyonu hala
tam olarak bilinmemektedir. Akut irritan kontakt dermatit
reaksiyonlarinda temel olarak T helper lenfositleri araciligiyla IL-2 ve
IFN-y duzeyleri artirilarak seltler infiltrasyon olusmaktadir (Lee ve
ark., 2013). Bircok arastirmaci da farelerde olusan kontakt dermatit
sirasindaki sitokin ekspresyon profillerini incelemis ve IL-2 ve IFN-y’
nin Onemini ortaya koymustur. Hem irritan hem de alerjen
maddelerin CBA/N farelere uygulandigi ve lenf dugtimlerindeki
sitokin mRNA ve protein ekspresyonunun 6lctildiigii bir calismada da
IL-2, IFN-y ve IL-4 sitokinlerinin protein ve mRNA cevaplarina
bakildigi zaman, 06zellikle alerjen maddelerin doz-cevap egrisi
olusturdugu ve bu sitokinlerin LLNA yoéntemi icin Onemli ve
kullanilabilir sonu¢ noktalar1 olabilecegi ve irritan ve alerjen
maddelerin de ayriminda kullanilabilecegi yorumu yapilmistir (Ku ve

ark., 2008). Bizim calismamizda da irritan kimyasallarin dusuik
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konsantrasyonlari uygulanan gruplarda IL-2 ve IFN-y duzeylerinde
artis oldugu goérilmustir. Yine alerjen kimyasallarin doz-cevap egrisi

olusturmasi diger calismalarla uyumluluk géstermistir.

Sonuc¢ olarak; irritasyon degerlendirmesinin ve exvivo LLNA:BrdU-
ELISA ile kombine edilmis sonuc¢ noktalar: (lenfosit proliferasyonu ve
stimtilasyon indeksi, % kulak kalinliklar: degisimi ve sitokin profilleri)
degerlendirmelerinin, kimyasal maddelerin irritan ve alerjik
potansiyellerini ayirt edebilmek icin kullanilabilecek bir yontem

oldugunu o6nerebiliriz.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez kapsaminda uygulanan ex vivo BrdU:LLNA-ELISA yo6ntemiyle,
irritan kimyasallar ile alerjen kimyasallarin farkliliklarini 3 farklh
kantitatif sonu¢ noktasini  degerlendirerek ortaya koymak
amaclanmistir. Elde edilen sonuc¢ noktalari bize, tizerinde calisilan
kimyasalin alerjen mi yoksa irritan mi oldugu yorumu ile birlikte
hangi dozda alerjen hangi dozda irritan oldugu yorumunu da yapma
olanag saglamistir. Bu yontemle birlikte valide olmus radyoaktif
LLNA yonteminin dikkat c¢eken dezavantajlar1 da ortadan
kaldirilmistir. Radyoaktif isaretleme ile lenfosit proliferasyonunun
O0lcimu pratikte her laboratuar kosulunda yapilamadigindan
radyoaktif olmayan isaretleme ile lenfosit proliferasyonu o6lcimu,
yénteme kolaylik ve pratiklik kazandirmistir. Intraperitonal BrdU
enjeksiyon basamagi kaldirilarak da ex vivo isaretleme ile hayvan
refah1 6n planda tutulmustur. Lenf dugimleri cikarildiktan hemen
sonra lenfosit eldesinin taze numune ile yapilmasi1 yoéntemin
hassasiyeti acisindan dikkate alinmistir. On planda tutularak yapilan
bu uygulamalar ile de radyoaktif LLNA yéntemi sonuclariyla uyumlu
sonuclar elde edilmis olmasi, ydntem hassasiyeti acisindan guvenilir
sonuclar elde ettigimizi kanitlamis olup bu durum radyoaktif LLNA
yontemine Ustinlik saglamasi acisindan da oldukca o6nem

tasimaktadir.

Bunun yani sira, sonu¢ noktasi olarak degerlendirdigimiz bir diger
kriter olan % kulak kalinliklar1 degisimleri hesaplanmistir. Kullanilan
alerjik ve irritan kimyasallarin farelerde olusturduklar1 kulak
kalinliklar1 degisimleri ile maddelerin irritan etki mi yoksa alerjen etki
mi gosterdikleri yorumunu yapabilme sonucuna ulasilmistir. Ayrica

alerjen kimyasallarin lenfosit proliferasyonu sonucu hesaplanan SI
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degerlerinde 3 kat artisa neden olan konsantrasyon (EC3) cok yuksek
degilken, irritan kimyasallarin SI degerinde 3 kat artisa sebep
olabilmesi icin c¢ok daha yuksek konsantrasyonlarda uygulama
yapmak gerektigi gézlemlenmistir. Calisma kapsaminda kullandigimiz
alerjen etkili kimyasallardan izodjenoliin, uygulanan en yuksek
konsantrasyonda olculen, kulak kalinliklarindaki artisin %25’ ten
buyuk olmasi ise bazi alerjen kimyasallarin yuksek

konsantrasyonlarda irritan etkisinin de olabilecegini géstermistir.

Ayrica salinan sitokin duzeyleri profilleri de bir diger sonug¢ noktasi
olarak degerlendirilmistir. Erken evrede hem alerjen hem irritan
kimyasallarin  primer olarak IL-1 ve TNF-a salinimlarini
indukledikleri, ileri evrede ise alerjen kimyasallarin doz-cevap egrisi
dogrultusunda IL-2, IL-4, IFN-y ve IL-5 salinimlarini stimule ederken,
irritan kimyasallarin uygulanan dozdan bagimsiz olarak bu sitokinleri

indukleri gézlemlenmistir.

EINECS (European Inventory of Existing Commercial Chemical
Substances) envanterinde olan 100.000° i askin kimyasalin
gintimuzde 30.000 kadar1 kullanimdadir. Bir yandan modern
yasamin sUrdurilmesinde kimyasallarin artan miktarlarda kullanilma
gerekliligi, diger yandan bunlarin yarattig1 tehlikeler, kimyasallarin
Uretim Oncesi ve sonrasi zararlihk limitlerinin belirlenmesinde ve
yaratabilecekleri saglik risklerinin saptanmasinda gerekli olan
toksisite testlerinin oOnemini arttirmistir. Akut toksisite, deri
hassasiyeti, deri irritasyonu, deri absorpsiyonu, tekrarlanan doz
toksisitesi, mutajenite ve genotoksisite, tim kimyasallar icin
yapilmas: gerekli testlerdir. Fakat Avrupa Birligine uyum sturecinde
olan ulkemizde, toksisite calismalar1 ile ilgili 6nemli eksiklikler
mevcuttur. Kurulan bu yoéntem, ulkemizde bu kapsamda ortaya
cikabilecek gereksinimlerin karsilanmasina olanak saglayacak, hentiz

toksisiteleri arastirnlmamis bircok kimyasal maddenin alerji ve
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irritasyon potansiyellerinin arastirilarak risklerin degerlendirilmesine,
kabul edilebilir limitlerin 6nerilmesine ve kozmetik Urtnlerle ilgili
regilasyonlarinin hazirlanmasina olanak saglayacaktir. Ayrica tek bir
yontem uygulanarak tim bu degerlendirilmelerin yapilabilmesi de
hem maddi hem de zaman acgisindan saglik otoritelerine kolaylik

saglayacaktir.
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OZET

Radyoaktif Olmayan Lokal Lenf Diigiimii Yontemi Kullanilarak
Alerjik Potansiyelleri Olan Kimyasallarin Irritan Kimyasallarla
Farkliliklarinin Degerlendirilmesi

Ex vivo bromodeoksiuridin lokal lenf digiimti yéntemi (ex vivo BrdU:LLNA)
kullanilarak, irritan maddeler olan sodyum lauril stlfat ve kroton yag ile
alerjik potansiyelleri olan dinitroklorobenzen, izodjenol ve 6jenoliin ¢ézicli
icindeki degisik konsantrasyonlarinin, 8-12 haftalik disi Balb/c farelere
uygulanmas: ve kantitatif sonu¢ noktalar1 olan lenfosit proliferasyonu ve
stimiilasyon indeksi, % kulak kalinliklar1 degisimi ve salinan sitokinlerin
Olctlerek alerjik ve irritan maddelerin ayriminin yapilmasi ve sonuclarin
degerlendirilmesi projenin temel konusunu olusturmaktadir. Bu kapsamda
radyoaktif LLNA yOnteminin dezavantajlari ortadan kaldirilarak radyoaktif
madde kullanilmamis ve elde edilen sonu¢ noktalart ile de maddelerin
irritasyon ve alerji potansiyelleri ayrimi yapilabilmistir. Elde ettigimiz
sonuclar da radyoaktif LLNA yontemi ile uyumluluk géstermektedir. Her iki
grup madde maruziyeti sonucu lenfosit proliferasyonunda artis gézlense de,
alerjen kimyasallarin distk dozlarinda bile lenfosit proliferasyonu sonucu
hesaplanan SI degerlerinin 3’ten buyuk oldugu, irritan kimyasallarin ancak
yuksek dozlarinda SI degerinin 3’ten buytk olabilecegi goézlemlenmistir.
Kulak kalinliklar1 degisimi, irritan maddelerde dustk konsantrasyonlarda
bile %25’ in Gstiinde iken, alerjen maddelerde bu degisim anlamli bir artis
gdéstermemistir. Olctilen sitokin dtizeyleri sonucu erken evrede hem irritan
hem alerjen kimyasallara maruziyet sonucu IL-1 ve TNF-a salinimlarinda
artis gérilmusttir. Ileri evrede IL-2, IL-4, IFN-y ve IL-5 salinimlar ise, alerjen
kimyasallara maruziyette doz-cevap iliskisine bagh olarak artis gosterirken,
irritan kimyasallara maruziyette herhengi bir doza baglh olmaksizin degisim
gosterdigi  gozlenmistir. Irritan ve alerjen kimyasallarin ayriminin
yapilabilmesi icin bu yontemden yararlanabilecegi sonucuna ulasilmistir.

Anahtar Kelimeler: alerjik kontakt dermatit, DNCB, ex vivo BrdU:LLNA,
irritan kontakt dermatit, izo6jenol, kroton yagi, 6jenol, sitokinler, SLS , %
kulak kalinliklar: degisimi.
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SUMMARY

Evaluation of Some Chemicals Have Allergic Potential Difference With
Irritant Chemicals by Using Non-Radioactive Local Lymph Node Assay

By using ex vivo bromodeoxyuridine local lymph node assay, sodium lauryl
sulfate and croton oil which are irritant substances and having allergenic
potential with dinitrochlorobenzene, isoeugenol and eugenol of different
concentrations in the solvent on 8-12 weeks old female Balb/c mice,
measuring quantitative endpoints; lymphocyte proliferation and stimulation
index, % change in ear thickness and the release of cytokines and
comparison of allergic and irritant substances and evaluation of endpoints
has been constituted the main topics of the project. In this context, it was
eliminated the disadvantages of radioactive LLNA and radioactive
substances was not used and also could have been made distinction of the
irritation and allergy potential of substances by obtained endpoints. The
results obtained are consistent with radioactive LLNA. Although the increase
observed in lymphocyte proliferation result of both exposure of substances,
even low doses of allergen chemicals calculated SI value was greater than 3
as a result of the lymphocyte proliferation, but SI values were observed to be
greater than 3 in only high levels of irritant chemicals. When ear thickness
change was higher than 25% even at low concentrations in irritants, but in
allergen substances this change did not demonstrate a significant increase.
At an early stage as a result of measured stokin levels and exposure of both
irritant and allergen chemicals, it was seen an increase in IL-1 and TNF-a
releases. At a next stage, while IL-2, IL-4, IFN- and IL-5 releases were
increasing in exposure to allergen chemicals depending on the dose-
response relation, exposure to irritant chemicals, were observed changes
without any dose-dependent. It was reached to result that it can be benefit
from this method to distinct irritant and allergen chemicals.

Key words: alergic contact dermatitis, croton oil, cytokines, DNCB, ex vivo
BrdU:LLNA, eugenol, irritant contact dermatitis, isoeugenol, SLS, % change
in ear thickness.

89



KAYNAKLAR

ANDERSON, S.E., SIEGEL, P.D., MEADE, B.J. (2011). The LLNA: A brief
review of recent advances and limitations. J. Allergy, 2011;
doi:10.55/2011/42403.

ALE, I.S., MAIBACHT, H.A. (2010). Diagnostic approach in allergic and
irritant contact dermatitis. Expert Rev. Clin. Immunol., 6; 291-310.

AZAM, P., PEIFFER, J.L., OURLIN, J.C., BONNET, P.A., TISSIER, M.H.,
VIAN, L., FABRE, [. (2005). Qualitive and quantative evaluation of a
local lymph node assay based on ex vivo interleukin-2 production.
Toxicology, 206: 285-298.

BASKETTER, D.A., GERBERICK, G.F., KIMBER, I. (2007). The local lymph
node assay : current position in the regulatory classification of skin
sensitizing chemicals. Cutan. Ocul. Toxicol., 26: 293-301.

BERARD, F., MARTY, J.P., NICOLAS, J.F. (2003). Allergen penetration
through the skin. Eur. J. Dermatol., 13: 324-330.

BERARDESCA, E., DISTANTE, F. (1994). The modulation of skin irritation.
Contact Dermatitis, 31, 281-287.

BETTS, C.J., DEARMAN, R.J., HEYLINGS, J.R., KIMBER, I., BASKETTER,
D.A. (2006). Skin sensitization potency of methyl methacrylate in the
local lymph node assay: comparisons with guinea-pig data and human
experience. Contact Dermatitis, 55: 140-147.

BOSSIQUET-LEROUX, C., DURAND-CABAGNA, G., HERLIN, H. and
HELDER, D. (1995). Evaluation of lymphocyte proliferation by
immunohistochemistry in the local lymph node assay. J. Appl. Toxicol.,
15, 465-475.

COCKSHOTT, A., EVANS, P., RYAN, C.A., GERBERICK, G.F., BETTS, C.J.,
DEARMAN, R.J., KIMBER, I., BASKETTER, D.A. (2006). The local
lymph node assay in practice: a current reguatory perspective. Hum.
Exp. Toxicol., 25: 387-394.

CORSINI, E., GALLI, C.L. (1998). Cytokines and irritant contact dermatitis.
Toxicol. Lett., 102-103:277-282.

CORSINI, E., TERZOLI, A., BRUCCOLERI, A., MARINOVICH, M., GALLI, C.L.
(1997) Induction of tumor necrosis factor-alpha in vivo by a skin
irritant, tributyltin, through activation of transcription factors: its
pharmacological modulation by anti-inflammatory drugs. J. Invest.
Dermatol.,108:892-896.

90


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16918612?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16918612?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16918612?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16918612?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Corsini%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10022266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Galli%20CL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10022266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Corsini%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9182817
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Terzoli%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9182817
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bruccoleri%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9182817
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Marinovich%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9182817
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Galli%20CL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9182817

CUMBERBATCH, M., DEARMAN, R.J., GRIFFITHS, C.E., KIMBER, I. (2000).
Langerhans cell migration. Clin. Exp. Dermatol., 25: 413-418.

CUMBERBATCH, M., DEARMAN, R.J., ANTONOPOULOS, C., GROVES,
R.W., KIMBER, I. (2001). Interleukin (IL)-18 induces Langerhans cell
migration by a tumour necrosis factor-alpha and IL-1beta-dependent
mechanism. Immunology, 102: 323-330.

de BERNARDIS, E., LEONARDI, G., CARUSO, A., CUTULI, V.M., AMICO-
ROXAS, M. (1994). Protective Effects of Papaverine Salicylate in Mouse
Ear Dermatitis and PAFInduced Rat Paw Oedema. Agents Actions, 42,
29-33.

de JONGH, C.M., LUTTER, R., VERBERK, M., KEZIC, S. (2007). Differential
cytokine expression in skin after single andrepeated irritation by
sodium lauryl sulphate. Exp. Dermatol., 16:1032-1040.

DEARMAN, R.J., SCHOLES, E.W., RAMDIN, L.S., BASKETTER, D.A,
KIMBER, I. (1994). The local lymph node assay: an interlaboratory
evaluation of interleukin 6 (IL-6) production by draining lymph node
cells. J. Appl. Toxicol., 14: 287-91.

DEARMAN, R.J., BETTS, C.J., HUMPHREYS, N., FLANAGAN, B.F,
GILMOUR, N.J., BASKETTER, D.A., KIMBER, I. (2003). Chemical
allergy: considerations for the practical application of cytokine profiling.
Toxicol. Sci., 71: 137-145.

EBERHARD, Y., ORTIZ, S., RUIZ LASCANO, A., KUZNITZKY, R., SERRA,
H.M. (2004). Up-regulation of the chemokine CCL21 in the skin of
subjects exposed to irritans. BMC Immunol., 5:7.

ECVAM (European Centre for the Validation of Alternative Methods) (2000).
Statement on the validity of the local lymph node assay for skin
sensitization testing. ATLA, 28: 366-367.

EFFENDY, I., LOFFLER, H., MAIBACH, H.I. (2000). Epidermal cytokines in
murine cutaneous irritant response., J. Appl. Toxicol., 20: 335-341.

EFSA Panel on Additives and Products or Substances used in Animal Feed
(FEEDAP). (2011). Scientific opinion on the safety and efficacy of
allylhydroxybenzenes (chemical group 18) when used as flavourings for
all animal species. EFSA Journal, 9:2440-2454.

FLUHR, J.W., DARLENSKI, R., ANGELOVA-FISCHER, I., TSANKOV, N.,
BASKETTER, D. (2008). Skin irritation and sensitization: mechanisms
and new approaches for risk assessment. 1. Skin irritation. Skin
Pharmacol. Physiol., 21(3):124-135.

GA'BOR, M. (2002). The Mouse Ear as a Model for Cutaneous Irritation. J.
Toxicol.—Cut. & Ocular Toxicol., 21: 191-202.

91


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7963242?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7963242?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7963242?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7963242?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=2

GERBERICK, G.F., RYAN, C.A., DEARMAN, R.J., KIMBER, I. (2007). Local
lymph node assay (LLNA) for detection of sensitization capacity of
chemicals. Methods, 41: 54-60.

GRANGSJO, A., LEIJON-KULIGOWSKI, A., TORMA, H., ROOMANS, G.M.,
LINDBERG, M. (1996). Different pathways in irritant contact eczema?
Early differences in the epidermal elemental content and expression of

cytokines after application of 2 different irritants. Contact Dermatitis,
35: 355-360.

HANEKE, K.E., TICE, R.R., CARSON, B.L., MARGOLIN, B.H., STOKES, W.S.
(2001). ICCVAM evaluation of the murine local lymph node assay. Data
analyses completed by the National Toxicology Program Interagency

Center for the Evaluation of Alternative Toxicological Methods. Regul.
Toxicol. Pharmacol., 34: 274-286.

HARIYA, T., HATAO, M., ICHIKAWA, H. (1999). Development of a non-
radioactive endpoint in a modified local lymph node assay. Food Chem.
Toxicol., 37: 87-93.

HATAO, M., HARIYA, T., KATSUMURA, Y., KATO, S. (1995). A modification
of the local lymph node assay for contact allergenicity screening:
measurement of interleukin-2 as an alternative to radioisotope-
dependent proliferation assay. Toxicology, 98: 15-22.

HAYASHI, M., HIGASHI, K., KATO, H., KANEKO, H. (2001). Assessment of
preferential Th1l or Th2 induction by low-molecular-weight compounds
using a reverse transcription-polymerase chain reaction method:
comparison of two mouse strains C57BL/6 and BALB/c. Toxicol. Appl.
Pharmacol., 177: 38-45.

HOEFAKKER S., CAUBO M., van’t ERVE, E.H., ROGGEVEEN, M.J.,
BOERSMA, W.J., van JOOST, T., NOTTEN, W.R., CLAASSEN, E.
(1995). In vivo cytokines profiles in allergic and irritant contact
dermatitis. Contact Dermatitis, 33(4), 258-266.

HOFFMAN, D.R., KROLL, L.M., BASEHOAR, A., REECE, B., CUNNINGHAM,
C.T., KOENIG, D.W. (2014). Immediate and extended effects of sodium
lauryl sulphate exposure on stratum korneum natural moisturizing
factor. Int. S. Cosmet. Sci., 36:93-101.

HOMEY, B., von SCHILLING, C., BLUMEL, J., SCHUPPE H.C., RUZICKA, T.,
AHR, H.J., LEHMANN, P., VOHR, H.W. (1998). An integrated model for
the differentiation of chemical-induced allergic and irritant skin
reactions. Toxicol. Appl. Pharmacol., 153: 83-94.

ICCVAM (Interagency Coordinating Committee on the Validation of
Alternative Methods) (1999). The murine local lymph node assay: a test
for assessing the allergic contact dermatitis potential of
chemicals/compounds. The results of an independent peer review
evaluation coordinated by the ICCVAM. NIH Publication, 99: 4494.

92


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10069486?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10069486?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hatao%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hariya%20T%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Katsumura%20Y%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kato%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Toxicology.');

IDEHARA, K., YAMAGISHI, G., YAMASHITA, K., ITO, M. (2008).
Characterization and evaluation of a modified local lymph node assay

using ATP content as a non-radio isotopic endpoint. J. Pharmacol.
Toxicol. Methods, 58: 1-10.

ITAKURA, A., KIKUCHI, Y., KOURO, T., IKUTANI, M., TAKAKI, S.,
ASKENASE, P.W., TAKATSU, K. (2006). Interleukin-5 plays an essential
role in elicitation of contact sensitivity through dual effects on
eosinophils and B-1 cells. Int. Arch. Allergy. Immunol., 140:8-16.

JOHANSEN, J.D. (2003). Fragrance contact allergy: a clinical review. Am. J.
Clin. Dermatol., 4: 789-798.

JUNG, K.M., BAE, L.H., KIM, B.H., KIM, W.K., CHUNG, J.H., PARK, Y.H,,
LIM, K.M. (2010). Comparison of flow cytometry and
immunohistochemistry in non-radioisotopic murine lymph node assay
using bromodeoxyuridine. Toxicol. Lett., 192: 229-237.

KERN, P.S., GERBERICK, G.F., RYAN, C.A., KIMBER, 1., APTULA, A,
BASKETTER, D.A. (2010). Local lymph node data for the evaluation of
skin sensitization alternatives: a second compilation. Dermatitis, 21: 8-
32.

KIMBER, 1., BASKETTER, D.A., BUTLER, M., GAMER, A., GARRIGUE, J.L.,
GERBERICK, G.F., NEWSOME, C., STEILING, W., VOHR, H.W. (2003).
Classification of contact allergens according to potency: proposal. Food
Chem. Toxicol., 41: 1799-1809.

KIMBER, I., BASKETTER, D.A., GERBERICK, G.F., DEARMAN, R.J. (2002).
Allergic contact dermatitis. Int. Immunopharmacol., 2: 201-211.

KIMBER, I., CUMBERBATCH, M., DEARMAN, R.J., BHUSHAN, M,
GRIFFITHS, C.E. (2000). Cytokines and chemokines in the initiation
and regulation of epidermal Langerhans cell mobilization. Br. J.
Dermatol., 142: 401-412.

KIMBER, I., DEARMAN, R.J. (2010). The local lymph node assay and skin
sensitization testing. Methods Mol. Biol., 598: 221-231.

KIMBER, I., DEARMAN, R.J. (1991). Investigation of lymph node cell
proliferation as a possible immunological correlate of contact
sensitizing potential. Food Chem. Toxicol., 29: 125-129.

KIMBER, 1., DEARMAN, R.J., SCHOLES, E.W., BASKETTER, D.A. (1994).
The local lymph node assay: developments and applications.
Toxicology, 93: 13-31.

KOJIMA, H., TAKEYOSHI, M., SOZU, T., AWOGI, T., ARIMA, K., IDEHARA,

K., IKARASHI, Y., KANAZAWA, Y., MAKI, E., OMORI, T., YUASA, A,
YOSHIMURA, I. (2011). Inter-laboratory validation of the modified

93


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20137736
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20137736
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kimber%20I%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Basketter%20DA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Butler%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gamer%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Garrigue%20JL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gerberick%20GF%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Newsome%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Steiling%20W%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vohr%20HW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19967517
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19967517
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19967517

murine local lymph node assay based on 5-bromo-2'-deoxyuridine
incorporation. J. Appl. Toxicol., 31: 63-74.

KONDO, S., PASTORE, S., SHIVJI, G.M., McKENZIE, R.C., SAUDER, D.N.
(1994). Characterization of epidermal cytokine profiles in sensitization
and elicitation phases of allergic contact dermatiti as well as irritant
contact dermatitis in mouse skin. Lymphokine Cytokine Res., 13(6),
367-375.

KRASTEVA, M., KEHREN, J., DUCLUZEAU, M.T., SAYAG, M,
CACCIAPUOTI, M., AKIBA, H., DESCOTES, J., NICOLAS, J.F. (1999).
Contact dermatitis I. Pathophysiology of contact sensitivity. Eur. J.
Dermatol., 9: 65-77.

KU, H.O., JEONG, S.H., KANG, H.G., PYO, HM., CHO, J.H., SON, S.W.,
KIM, H.R., LEE, K.J., RYU, D.Y. (2008). Intracellular expression of
cytokines and granzyme B in auricular lymph nodes draining skin
exposed to irritants and sensitizers. Toxicology, 250: 116-123.

KUHN, U., LEMPERTZ, U., KNOP, J., BECKER, D. (1995). A new method for
phenotyping proliferating cell nuclear antigen positive cells using flow
cytometry: implications for analysis of the immune response in vivo. J.
Immunol. Methods., 179: 215-222.

LARSEN, W.G. (1977). Perfume dermatitis. A study of 20 patients. Arch.
Dermatol., 113: 623-626.

LEE, H.Y., STIEGER, M., YAWALKAR, N., KAKEDA, M. (2013). Cytokines
and chemokines in irritant contact dermatitis. Mediators Inflamm., doi:
10.1155/2013/916497.

LEPOITTEVIN, J., LEBLOND, I. (1997). Hapten-peptide T cell receptor
interactions: molecular basis for the recognition of haptens by T

lymphocytes. Eur. J. Dermatol., 7: 151-154.

LISBY, S., BAADSGAARD, O. (2006). Mechanisms of irritant contact

dermatitis in Contact Dermatitis, Frosch, P. J., Menn'e, T., and
Lepoittevin, J. P., Eds., Springer Berlin Heidelberg, New York USA. pp.
69-82.

MANETZ, T.S., PETTIT, D.A., MEADE, B.J. (2001). The determination of
draining lymph node cell cytokine mRNA levels in BALB/c mice
following dermal sodium lauryl sulfate, dinitrofluorobenzene and
toluene diisocyanate exposure. Toxicol. Appl. Pharmacol., 171: 174-
183.

MARKS, Jr., BELSITO, D.V., DeLEO, V.A., FOWLER, Jr., FRANSWAY, A.F.,
MAIBACH, H.I.,, MATHIAS, C.G., PRATT, M.D., RIETSCHEL, R.L.,
SHERERTZ, E.F., STORRS, F.J., TAYLOR, J.S. (2000). North American
Contact Dermatitis Group patch-test results 1996-1998. Arch.
Dermatol., 136: 272-273.

94


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Krasteva%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kehren%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ducluzeau%20MT%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sayag%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cacciapuoti%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Akiba%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Descotes%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nicolas%20JF%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7876569
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7876569
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7876569

McGARRY, H.F. (2007). The murine local lymph node assay: regulatory and
potency considerations under REACH. Toxicology, 238: 71-89.

McKNIGHT, A.J., BARCLAY, A.N. , MASON, D.W. (1991). Molecular cloning
of rat interleukin 4 cDNA and analysis of the cytokine repertoire of
subsets of CD4* T cells. Eur. J. Immunol., 21: 1187-1194.

MELLER, S., LAUERMA, A.l.,, KOPP, F.M., WINTERBERG, F., ANTHONI, M.,
MULLER, A., GOMBERT, M., HAAHTELA, A., ALENIUS, H., RIEKER, J.,
DIEU-NOSJEAN, M.C., KUBITZA, R.C., GLEICHMANN, E., RUZICKA,
T., ZLOTNIK, A., HOMEY, B. (2007). Chemokine responses distinguish
chemical-induced allergic from irritant skin inflammation: memory T
cells make the difference, J. Allergy Clin. Immunol., 119:1470-1480.

MOORE, P.N.,, SHILOACH, A., PUVVADA, S., BLANKSCHTEIN, D.
(2003). Penetration of mixed micelles into the epidermis: effect of
mixing sodium dodecyl sulfate with dodecyl hexa (ethylene oxide). J.
Cosmet. Sci., 54, 143-159.

MOSMANN, T.R., COFFMAN, R.L. (1989). Heterogeneity of cytokine
secretion patterns and functions of helper T cells. Adv. Immunol., 46:
111-147.

NEWBY, C.S., BARR, R.M., GREAVES, M.W., MALLET, A.l. (2000). Cytokine
release and cytotoxicity in human keratinocytes and fibroblasts
induced by phenols and sodium dodecyl sulfate. J. Invest. Dermatol.,
115:292-298.

OUWEHAND, K., SCHEPER, R.J., GRUIJL, T.D., GIBBS, S. (2010).
Epidermis-to-dermis migration of immature Langerhans cells upon
topical irritant exposure is dependent on CCL2 and CCLS. Eur. J.
Immunol., 40:2026-2034.

OECD TG 439. (2013), In vitro skin irritation: reconstructed human
epidermis test method. OECD Guideline for the Testing of Chemicals,
No. 439, OECD, Paris.

OECD TG 442b. (2010). Skin sensitisation: Local lymph node assay: BrdU-
ELISA. OECD Guideline For Testing Of Chemicals, No. 442b, OECD,
Paris.

OECD TG 429. (2002). Skin sensitization: Local Lymph Node Assay. OECD
Guideline For Testing Of Chemicals, No. 429, OECD, Paris.

PICCOTTI, J.R., KNIGHT, S.A., GILLHOUSE, K., LAGATTUTA, M.S.,
BLEAVINS, M.R. (2006). Evaluation of an ex vivo murine local lymph
node assay: multiple endpoint comparison. J. Appl. Toxicol., 26: 333—
340.

95


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=newby+cytokine+release+and+cytotoxicity
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20432237
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20432237

PICCOTTI, J.R., KAWABATA, T.T. (2008). Use of an Ex Vivo Local Lymph
Node Assay to Assess Contact Hypersensitivity Potential. J.
Immunotoxicol., 5:271-277.

PLITNICK, L.M., LOVELESS, S.E., LADICS, G.S., HOLSAPPLE, M.P.,
SELGRADE, M.J., SAILSTAD, D.M.,SMIALOWICZ, R.J. (2002). Cytokine
profiling for chemical sensitizers: application of the ribonuclease
protection assay and effect of dose. Toxicol. Appl. Pharmacol., 179:
145-154.

PORSTMANN, T., TERNYNCK, T., AVRAMEAS, S. (1985). Quantitation of 5-
bromo-2-deoxyuridine  incorporation into DNA: an  enzyme
immunoassay for the assessment of the lymphoid cell proliferative
response. J. Immunol. Methods, 82: 169-179.

RASTOGI, S.C., JOHANSEN, J.D. (2008). Significant exposures to isoeugenol
derivatives in perfumes. Contact Dermatitis, 58: 278-281.

ROMAGNANI, S. (1991). Human TH1 and TH2 subsets: doubt no more.
Immunol. Today, 12: 256-257.

SACAR, H., SACAR, T. (2013). Topikal Kantaridin Kullanimi1 Sonras1 Gelisen
Satellit Verruka Lezyonlari. Tip Arastirmalar: Dergisi, 11:132-134.

SAILSTAD, D.M., HATTAN, D., HILL, R.N., STOKES, W.S. (2001). ICCVAM
evaluation of the murine local lymph node assay. The ICCVAM review
process. Regul. Toxicol. Pharmacol., 34: 249-257.

SAINT-MEZARD, P., ROSIERES, A., KRASTEVA, M., BERARD, F., DUBOIS,
B., KAISERLIAN, D., NICOLAS, J.F. (2004). Allergic contact dermatitis.
Eur. J. Dermatol., 14: 284-295.

SCHNUCH, A., LESSMANN, H., GEIER, J., FROSCH, P.J., UTER, W. (2004).
Contact allergy to fragrances: frequencies of sensitization from 1996 to
2002. Results of the IVDK. Contact Dermatitis, 50: 65-76.

SIKORSKI, E.E., GERBERICK, G.F., RYAN, C.A., MILLER, C.M., RIDDER,
G.M. (1996). Phenotypic analysis of lymphocyte subpopulations in
lymph nodes draining the ear following exposure to contact allergens
and irritants. Fundam. Appl. Toxicol., 34: 25-35.

SMITH PEASE, C.K., BASKETTER, D.A., PATLEWICZ, G.Y. (2003). Contact
allergy: the role of skin chemistry and metabolism, Clin. Exp.
Dermatol., 28: 177-183.

SUDA, A., YAMASHITA, M., TABEI, M., TAGUCHI, K., VOHR, H.W.,
TSUTSUI, N., SUZUKI, R., KIKUCHI, K., SAKAGUCHI, K., MOCHIZUKI,
K., NAKAMURA, K. (2002). Local lymph node assay with non-
radioisotope alternative endpoints. J. Toxicol. Sci., 27: 205-218.

96


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8937889
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8937889
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8937889
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8937889

TAKEYOSHI, M., YAMASAKI, K., YAKABE, Y., TAKATSUKI, M., KIMBER, I.
(2001). Development of non-radio isotopic endpoint of murine local
lymph node assay based on 5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU)
incorporation. Toxicol. Lett., 119: 203-208.

TAKEYOSHI, M., SAWAKI, M., YAMASAKI, K., KIMBER, I. (20083).
Assessment of statistic analysis in non-radioisotopic local lymph node
assay (non-RI-LLNA) with alpha-hexylcinnamic aldehyde as an
example. Toxicology, 191: 259-263.

TAKEYOSHI, M., IIDA, K., SHIRAISHI, K., HOSHUYAMA, S. (2005). Novel
approach for classifying chemicals according to skin sensitizing potency
by nonradioisotopic modification of the local lymph node assay. J. Appl.
Toxicol, 25: 129-134.

TAKEYOSHI, M., NODA, S., YAMASAK]I, K., KIMBER, I. (2006). Advantage of
using CBA/N strain mice in a non-radioisotopic modification of the
local lymph node assay. J. Appl. Toxicol, 26: 5-9.

TANAKA, S., ROYDS, C., BUCKLEY, D., BASKETTER, D.A., GOOSSENS, A.,
BRUZE, M., SVEDMAN, C., MENNE, T., JOHANSEN, J.D., WHITE, L.R.,
McFADDEN, J.P. (2004). Contact allergy to isoeugenol and its
derivatives: problems with allergen substitution. Contact Dermatitis,
51: 288-291.

TONELLI, G., THIBAULT, L., RINGLER, I. (1965). A bio-assay for the
Concomitant Assessment of the Antiphlogistic and Thymolytic Activities
of Topically Applied Corticoids. Endocrinology, 77: 625-634.

TOWBIN, H., PIGNAT, W., WIESENBERG, I. (1995). Time-Dependent
Cytokine Production in the Croton Oil-Induced Mouse Ear Oedema and
Inhibition by Prednisolone. Inflamm. Res. 44 (Suppl. 2), S160-S161.

ULKER, O.C. (2010). Kimyasallarin radyoaktif olmayan lokal lenf digimu
yontemi ile rélatif temas alerjisi potansiyellerinin arastirilmas1 ve yama
testi sonuclan ile karsilastirilmasi. Farmasotik Toksikoloji Anabilim
Dali Doktora Tezi., 24-30,102-105.

ULKER, O.C., ATAK, A., ATES, 1., KARAKAYA, A. (2011). Evaluation of
auricular lymph node cell lymphocyte proliferation and cytokine
production as non-radioactive endpoints during murine contact allergy.
J. Immunotoxicol., 8: 131-139.

ULKER, O.C., ATES, 1., ATAK, A., KARAKAYA, A. (2013). Evaluation of non-
radioactive endpoints of ex vivo local lymph node assay-BrdU to
investigate select contact sensitizers. J. Immunotoxicol., 10: 1-8.

ULKER, O.C., KAYMAK, Y., KARAKAYA, A. (2014). Allergenicity evaluation of

fragrance mix and its ingredients by using ex vivo local lymph node
assay-BrdU endpoints. Food. Chem. Toxicol., 65:162-167.

97


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11246173?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11246173?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11246173?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16217858?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16217858?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16217858?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=1

VAN OCH, F.M., VAN LOVEREN, H., de JONG, W.H., VANDEBRIEL, R.J.
(2002). Cytokine production induced by low-molecular-weight
chemicals as a function of the stimulation index in a modified local
lymph node assay: an approach to discriminate contact sensitizers
from respiratory sensitizers. Toxicol. Appl. Pharmacol., 184: 46-56.

VANDEBRIEL, R.J., DE JONG, W.H., HENDRIKS, J.J., VAN LOVEREN, H.
(2003). Impact of exposure duration by low molecular weight
compounds on interferon-gamma and interleukin-4 mRNA expression
and production in the draining lymph nodes of mice. Toxicology, 188:
1-13.

VOHR, H.W., AHR, H.J. (2005). The local lymph node assay being too
sensitive? Arch. Toxicol., 79: 721-728.

WANG, B., ZHUANG, L., FUJISAWA, H., SHINDER, G.A., FELICIANI, C.,
SHIVJI, G.M., SUZUKI, H., AMERIO, P., TOTO, P., SAUDER, D.N.
(1999). Enhanced epidermal Langerhans cell migration in IL-10
knockout mice. J. Immunol., 162: 277-283.

WHITE, J.M., WHITE, L.R., GLENDINNING, A., FLEMING, J., JEFFERIES,
D., BASKETTER, D.A., McFADDEN, J.P., BUCKLEY, D.A. (2007).
Frequency of allergic contact dermatitis to isoeugenol is increasing: a
review of 3636 patients tested from 2001 to 2005. Br. J. Dermatol.,
157: 580-582.

WOOLHISER, M.R., HAYES, B.B., MEADE, B.J. (1998). A combined murine
local lymph node and irritancy assay to predict sensitization and
irritancy potential of chemicals. Toxicol. Mech. Methods., 8: 245-256.

WRIGHT, Z.M., BASKETTER, P.A., BLAIKIE, L., COOPER, K.J., WARBRICK,
E.V., DEARMAN, R.J., KIMBER, I. (2001). Vehicle effects on skin
sensitizing potency of four chemicals: assessment using the local lymph
node assay. Int. J. Cosmet. Sci., 23:75-83.

http:/ /greencleaning.about.com/od/GreenCleaningResources/g/Sodium-
Laureth-Sulfate-What-It-Is-How-I1t-S-Used-And-More.htm
Erisim Tarihi: 03.05.2014.

98


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wright%20ZM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18498452
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Basketter%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18498452
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Blaikie%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18498452
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cooper%20KJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18498452
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Warbrick%20EV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18498452
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Warbrick%20EV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18498452
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dearman%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18498452
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kimber%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18498452
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18498452
http://greencleaning.about.com/od/GreenCleaningResources/g/Sodium-Laureth-Sulfate-What-It-Is-How-It-S-Used-And-More.htm
http://greencleaning.about.com/od/GreenCleaningResources/g/Sodium-Laureth-Sulfate-What-It-Is-How-It-S-Used-And-More.htm

I- Bireysel Bilgiler

Adi- Soyadai:

Dogum yeri ve tarihi:

Uyrugu:
Medeni Durumu:
Iletisim adresi:

Telefon:

II- Egitimi

OZGECMIis

Seren Arancioglu
Kars/Merkez — 01.12.1988
T.C.

Bekar

Konya Kulu Devlet Hastanesi Eczane Birimi,

Kulu, Konya
0332 6416100

Kars Anadolu Lisesi, 2006

Ankara Universitesi Eczacilik Fakuiltesi, 2011

III- Mesleki Deneyimleri

2011- 2013 Ankara Mayis Eczanesi — Eczaci ve Mesul Mudur

2013- Halen Konya Kulu Devlet Hastanesi — Eczaci

99



