TURKIYE ILAC VE TIBBi CiIHAZ KURUMU
KOZMETIK URUNLER UZERINDE YAPILAN HAYVAN DENEYLERINE
ALTERNATIF TEST METOTLARINA ILISKIN KILAVUZ

Amag

MADDE 1- Ulkemiz ile Avrupa Bitligi arasinda mallarin serbest dolasimini tesis eden
Gumriik Birligi Anlagsmasi dogrultusunda kozmetik alaninda uyumlastirilmakta olan mevzuat
kapsaminda kozmetik {irlinlerde yapilacak hayvan testlerine iliskin getirilen yasaklar
dogrultusunda kozmetik iriinlerde yapilacak hayvan deneylerine alternatif test metotlar:
hakkinda kozmetik iireticilerini bilgilendirmek amacryla “Kozmetik Uriinler Uzerinde Yapilan
Hayvan Deneylerine Alternatif Test Metotlarma Iliskin Kilavuz” hazirlanmistir.

Kapsam
MADDE 2- Bu Kilavuz, Kozmetik Yonetmeligi’nin 4 {incii maddesinde yer alan iiretici
tanim1 vasfiyla piyasaya kozmetik {iriin arz eden iireticiler i¢in hazirlanmistir.

Dayanak

MADDE 3- Bu Kilavuz 24/03/2005 tarihli ve 5324 sayili Kozmetik Kanunu ile
23/05/2005 tarihli ve 25823 sayili Kozmetik Yonetmeligi’nin 6 nc1 maddesine dayanilarak
hazirlanmstir.

Tanmmlar

MADDE 4- (1) Bu Kilavuzda gegen;

(@) 3 R kuramu: - Ingilizce “Replacement (yerine koyma), Reduction (azaltma),
Refinement (iyilestirme)” kelimelerinin bas harflerinden olugsmakta olup,

Yerine koyma: Hayvan testleri yerine alternatif metotlarin uygulanmasini,

Azaltma: Deneylerde mutlaka hayvan kullanilmasi gerekiyorsa, kesin bilginin ve
sonucun elde edilebilecegi en az sayida hayvanin kullanilmasin,

Tyilestirme: Hayvanlara yonelik agr1 ve aci verici uygulamalarin siddetinin ya da
miktarinin olabildigince azaltilmasini,

(b) OECD: Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiitiinii (Organization for Economic
Co-operation and Development),

(c) ECVAM: Alternatif metotlarin validasyonu i¢in Avrupa Merkezini (European
Centre for the Validation of Alternative Methods),

(¢) EURL ECVAM: Hayvan testlerine alternatif testler i¢in Avrupa Birligi referans
laboratuvarini (European Union Referance Laboratory for Alternatives to Animal Testing),

(d) SCCS: Tiiketici Giivenligi Bilimsel Komitesini (Scientific Committee on Consumer
Safety),

(e) SCCNFP: Tiiketiciler i¢in kozmetik iriinler ve gida olmayan {irilinler iizerine
bilimsel komiteyi (the Scientific Committee on Cosmetic Products and Non-Food Products
Intended for Consumers),

(f) Istenmeyen etki: Bir kozmetik iiriiniin normal ya da ongériilebilir kullanimi
sonrasinda, insan sagligin1 olumsuz etkileyen, beklenmeyen bir etkiyi,

(9) LDso degeri: Bir kimyasal maddenin deney hayvanlarinin %50'sini 6ldiiren dozu,



(8) In vitro testler: Laboratuvar ortaminda ya da yapay kosullarda yapilan testleri,

(h) In vivo testler: Yasayan organizma i¢inde yapilan testleri,

(1) Toksisite: Bir maddenin olusturdugu toksik etkiyi,

(i) Akut toksisite: Bir maddeye bir kere veya 24 saatten az bir siire iginde birgok kere
maruz kalma sonrasinda kisa siirede meydana gelebilecek ani istenmeyen etkileri,

(J) Subakut toksisite: Bir maddeye bir ay veya daha az siirede maruz kalma sonrasinda
meydana gelebilecek ve 14 veya 28 giinliik temas testleri ile belirlenebilecek istenmeyen
etkileri,

(k) Subkronik toksisite: Bir maddeye 1-3 ay arasinda maruz kalma sonrasinda
meydana gelebilecek ve 90 glinliik temas testleri ile belirlenebilecek istenmeyen etkileri,

(I) Kronik toksisite: Bir maddeye 3 ay veya daha uzun siirede maruz kalma sonrasinda
meydana gelebilecek istenmeyen etkileri,

(m) Irritan madde: Tahris edici maddeyi,

ifade eder.

Alternatif Testler

MADDE 5- (1) Alternatif akut toksisite testleri:

(a) Akut oral toksisite: In vivo akut oral toksisite testi, arastirilan bilesenin LDso degerini
tespit etmek amaciyla gelistirilmistir. Her biri 5-10 hayvandan olusan, 3 ve 5 dozaj grubunu
kapsayan orijinal test metodu [EC B.1, OECD 401] silinmis [2001/59/EC] ve bunun yerine
asagidaki metotlar gelmistir:

1) Sabit doz yontemi [EC B.1 bis, OECD 420]

2) Akut toksik sinif yontemi [EC B.1 tris, OECD 423]

3) Yukari ve asagi islem yontemi [OECD 425]

(b) Akut solunum toksisitesi: Akut solunum toksisitesinde solunum yoluyla akut
maruziyet durumu akut toksik sinif yontemi kullanilarak tespit edilir [OECD 436].

(c) Akut dermal toksisite: Dermal yoldan akut toksisite igin valide edilmis alternatif
yontemler heniiz yoktur [EC B.3, OECD 402].

(2) Alternatif deri irritasyon testleri: Deri irritasyon testleri kasinti, sislik ve yangi gibi
ciltte meydana gelen geri doniislii hasarin seviyesini saptar. In vitro irritasyon igin valide
edilmis ii¢ adet doku kiiltiirii yontemi mevcuttur:

(a) EpiSkin ™ [EC B.46, OECD 439],

(b) Degistirilmis Epiderm ™ Deri Irritasyon Testi (SIT) [EC B.46, OECD 439]

(c) SkinEthic ™ Yeniden Yapilandirilmis insan Epidermisi (RhE) [EC B.46, OECD
439].

(3) Alternatif deri korozyon testleri: Deri korozyon(asinma) testleri, bir test maddesinin
3 dakikadan 4 saate kadar degisen bir siire boyunca uygulanmasini miiteakip cilt tizerinde geri
dondiiriilemez hasar yaratma potansiyelini degerlendirir. Onaylanmis, valide edilmis 5 adet in
vitro korozyon testi mevcuttur:

(@) TER test (sican derisi transkiitanoz elektrik direng testi) [EC B.40, OECD 430]: Bu
testte, korozif maddelerin deri biitiinliigiinii bozucu etkisi test edilir. Madde uygulanmis derinin
uygulanan elektrik akimina gosterdigi direngteki azalma ol¢iiliir.

(b) EpiSkinTM [EC B.40bis, OECD 431],

(c) EpiDermTM [EC B.40bis, OECD 431],



(¢) SkinEthic TM [EC B.40bis, OECD 431],

(d) EST-1000( epidermal skin test-1000) [EC B.40bis, OECD 431],

EpiSkin™ , EpiDerm™, SkinEthic ™ ve EST-1000 testleri irritasyon testinde oldugu
gibi li¢ boyutlu insan epidermis (RhE) modeli lizerine uygulama ve hiicre canliliginin MTT testi
(3-(4,5-dimetillthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide colorimetric assay testi) ile
Olgiilmesi esasina dayanan testlerdir. Burada 3 dakikalik ve 60 dakikalik uygulama siiresi
kullanilmaktadir.

(e) Corrositex™ [OECD 435]: ECVAM’dan ge¢mis; ancak, heniiz Avrupa Birligi
mevzuatina girmemistir. Hidrojenli kollajen biyomembran ve destekleyici filtre membran
kullanilmaktadir. Sadece asitler ve bazlar i¢in faydali oldugu diisiiniilmiistiir [ESAC 2000].

(4) Alternatif mukoz membran (g6z) irritasyon/korozyon testleri: Goz irritasyon testleri,
test maddesinin gozilin 6n yiizeyine uygulanmasini miiteakip 21 giin ig¢erisinde tamamen geri
doniistimlii hasar yaratma potansiyelini degerlendirir. G6z korozyonu ise test maddesinin
uygulanmasini miiteakip 21 giin igerisinde tamami geri doniisiimlii olmayan gézde doku hasar1
veya gorme bozuklugudur. Mukoz membran irritasyonu i¢in tek bagina hayvan testi yerine
gececek in vitro yontem heniiz yoktur. Bilimsel olarak valide olmus ikili bir tarama testi
alternatif olarak gelistirilmistir:

(a) Sigir korneast opasite ve gegirgenlik testi (BCOP: Bovine Cornea Opacity
Permeability) [EC B.47, OECD 437]: Bu testte, test edilen madde izole edilmis canli sigir
korneasinin epitel ylizeyine uygulanir. Test sonunda opasitometre cihazi ile 151k
gecirgenligindeki azalma ve goriiniir 151k spektrofotometresi ile de sodyum floresin boyasinin
gecisindeki artis incelenir. Olgiimler sonunda in vitro irritan skoru (IVIS) hesaplanir. IVIS
degerine gore test maddesi korozif veya ciddi irritan olarak degerlendirilir. Kuvvetli irritan
maddelerin degerlendirilmesinde kullanilir; ancak, orta derecedeki irritan maddelerin
degerlendirilmesinde basarisizdir.

(b) Izole tavuk gozii testi (ICE: Isolated Chicken Eye Test) [OECD 438, EC B.48]: Bu
yontemde izole edilmis tavuk gozleri lizerine test maddeleri in vitro olarak uygulanarak
irritasyon potansiyeli belirlenir. Biyomikroskopla kornea opasitesi, sismesi, floresin tutulumu
ve morfolojik etkiler degerlendirilmektedir. Test maddesi uygulanmis kornea islem oncesi ve
islemden sonraki 30, 75, 120, 180 ve 240 nc1 dakikalarda degerlendirilir. Ol¢iim sonuglarma
gore test edilen maddeler siniflandirilir. Kuvvetli irritan maddelerin degerlendirilmesinde
kullanilir; ancak, orta derecedeki irritan maddelerin degerlendirilmesinde basarisizdir.

Izole tavsan gozii testi (IRE: Isolated Rabbit Eye Test-Draize Test), HET-CAM (Tavuk
Yumurtas1 — Koryoallantoik Membran Testi/Hen’s Egg Test- Chorio Allantoic Membrane)
testleri kozmetik bilesenin gilivenliliginin kanitlanmas1 noktasinda destekleyici olarak
kullanilan testlerdir [SCCS/1294/10].

Sitotoksisite ve hiicre fonksiyonu temelli yontemler olan Sitosensér Mikrofizyometre
(CM), Floresin Sizmasi, Notral Kirmizi Salimi ve Kirmizi Kan Hiicresi (RBC) testleri [ESAC
2009b] goz tlizerine irritan/korozif etkinin degerlendirilmesinde kullanilan tarama testleri olup,
irritasyonun/korozyonun potansiyelini tespit etmek i¢in uygun degildir.

Klasik Draize in vivo goz testinin dngdrdiigii sonuglari karsilayabilecek alternatif in
vitro bir test heniiz valide edilmediginden hayvan sayisinin azaltilmasi ve hayvan refahinin
iyilestirilmesi yoluna gidilmistir. Bu amagcla {riiniin géz iizerine irritan/korozif etkisinin
degerlendirilmesinde “karar agac1” olusturulmasi faydali olacaktir [EC B.5, OECD 405].



(5) Alternatif deri duyarliligr testleri: Alerjik temas dermatiti olusup olusmadigini
belirlemek amaciyla yapilan testlerdir. Hentiiz deri duyarliligi igin valide edilmis bir in vitro test
metodu gelistirilmemis olup 3 adet in vivo test uygulanmaktadir. Bu testlerde hayvan sayisini
azaltma ve hayvan refahini iyilestirme yoluna gidilmistir.

(a) Lokal lenf nodu testi (LLNA) [EC B.42, OECD 429],

(b) Kobay maksimizasyon testi (GPMT) [EC B.6, OECD 406],

(c) Buehler testi [EC B.6, OECD 406]

(6) Alternatif deriden emilim testleri: Emilim, deri yiizeyine uygulanan maddenin
deriden gegerek kan dolasimina veya lenf dolasimina karigmasini ifade eden bir terimdir. In
vitro [EC B.45, OECD 428] metot mevcuttur. In vitro calisma yetersizse veya deriden
absorpsiyon verisi yoksa maddenin %2100 absorbe oldugu kabul edilir. Bununla birlikte molekiil
bliylikliigi MW > 500 Da ve log Pow degeri -1’den kiigiik veya 4’den biiyiikkse deriden
emilimin %10 oldugu kabul edilir.

(7) Alternatif tekrarlanan doz toksisitesi testleri: Tekrarlanan doz toksisite deneyleri
araciligiyla sistemik risklerin degerlendirilmesi, yeni ve mevcut kozmetik bilesenlerinin
glivenliliklerinin degerlendirilmesinde anahtar elementtir. In vivo tekrarlanan doz toksisite
deneylerinin yerini alabilecek in vitro alternatif bir yontem hentiz yoktur. In vivo tekrarlanan
doz toksisite testleri sunlardir:

(a) Tekrarlanan doz (subakut, 28 giin) toksisitesi (oral) (EC B.7, OECD 407),

(b) Tekrarlanan doz (subakut, 28 giin) toksisitesi (dermal) (EC B.9, OECD 410),

(c) Tekrarlanan doz (subakut, 28 giin) toksisitesi (inhaler) (EC B.8, OECD 412),

(¢) Tekrarlanan doz (subkronik, 90 giin) toksisitesi (oral, kemirgenlerde) (EC B.26,
OECD 408),

(d) Tekrarlanan doz (subkronik, 90 giin) toksisitesi (oral, kemirgen olmayanlarda) (EC
B.27, OECD 409),

(e) Tekrarlanan doz (subkronik, 90 giin) toksisitesi (dermal, kemirgenlerde) (EC B.28,
OECD 411),

(f) Tekrarlanan doz (subkronik, 90 giin) toksisitesi (inhaler, kemirgenlerde) (EC B.29,
OECD 413),

(9) Kronik toksisite testi (EC B.30, OECD 452).

(8) Alternatif mutajenite/genotoksisite testleri: Kozmetik bilesenlerin mutajenite ve
genotoksisite potansiyeli degerlendirmesi i¢in temelde ii¢ parametreye ait veri istenir:

a) Gen mutasyonu:

1) Bakteriyel ters mutasyon testi (Ames testi) [EC B.13/14, OECD 471].

2) In vitro memeli hiicresi gen mutasyon testi [EC B.17, OECD 476].

Iki testin de yapilmas1 gerekmektedir.

b) Klastojenisite ve Anojenisite (Kromozom kiriklar1 ve kromozomlarda sayisal
bozukluklar):

1) In vitro memeli hiicresi kromozom aberasyon testi [EC B.10, OECD 473].

2) In vitro memeli hiicresi mikronukleus testi [EC B.49, OECD 487].

Iki testten birinin yapilmasi gerekmektedir.

(9) Alternatif karsinojenisite testleri: Ozellikle mutajenite ve genotoksisite testlerinde
pozitif sonu¢ veren kimyasal maddeler igin Kkarsinojenisite testleri gerekir. In vivo



karsinojenisite testlerinin yerini alabilecek valide edilmis alternatif bir yontem heniiz yoktur.
En yaygin kullanilan karsinojenite testleri sunlardir:

(a) Karsinojenite testi [EC B.32, OECD 451],

(b) Bilesik kronik toksisite/karsinojenite testi [EC B.33, OECD 453].

(10) Alternatif {ireme toksisitesi testleri: Ureme toksisitesi, erkek ya da kadin iireme
fonksiyonunun veya kapasitesinin zarar gérmesi; sonraki kusakta Oliim, biiylime geriligi,
yapisal ve fonksiyonel etkiler gibi istenmeyen etkilere sebep olma ve iireme dongiisiiniin tiim
asamalarmi kapsar [ ECB 2003]. Bir canlinin tiim iireme ve gelisme donemini kapsayacak
alternatif in vitro bir test heniiz yoktur. En yaygin olarak kullanilan tireme toksisitesi ¢alismalari
sunlardir:

(a) Iki nesilli iireme toksisitesi Testi [EC B.35, OECD 416],

(b) Kemirgen ve kemirgen olmayanlarda yapilan teratojenisite testi, [EC B.31, OECD
414].

Ureme sistemi yani sira gelisim {izerine toksik etki potansiyelinin degerlendirildigi
ireme/ gelisimsel toksisite tarama testi de mevcuttur (OECD 421).

Ureme toksisite alan1 ¢ok karmasik oldugu icin ¢esitli asamalarin bir alternatif yontem
kullanilarak taklti edilmesi beklenilmemektedir. Embriyotoksisite alaniyla sinirh ¢ alternatif
yontem gelistirilmistir:

(@) Tam embriyo kiiltiirii (WEC) testi,

(b) MicroMass (MM) testi,

(c) Embriyotoksik kok hiicre testi (EST).

MicroMass ve Embriyonik kok hiicre testi, ESAC tarafindan bilimsel olarak gecerli
kabul edilmistir. Embriyotoksik olmayan, zayif-orta-embriyotoksik veya giiglii-embriyotoksik.
tam embriyo kiiltiirii testi bilimsel olarak sadece gii¢lii embriyotoksik maddelerin tespit
edilmesinde gecerli kabul edilir [ESAC 2001].

(11) Alternatif toksikokinetik calismalar: Toksikokinetik ¢alismalar terimi, bir
maddenin viicut i¢indeki siireye bagli 6mriinii tanimlamak igin kullanilir. Bu siire¢ emilim,
dagilim, metabolizma ve/veya eliminasyon-atilimi igerir. Toksikokinetik i¢in protokoller [EC
B.36, OECD 417] test edilen maddenin toksisitesinin belirli yonlerini aydinlatmak igin
tasarlanmistir. Sonuglar ileride yapilacak toksisite ¢alismalarinin hazirlanmasi ve bunlarin
yorumlanmasinda yardimci olabilir. Sadece emilim igin bir alternatif in vitro testi mevcuttur
[EC B.45, OECD 428].

(12) Alternatif 1gikla indiiklenmis toksisite testleri:

(a) Fototoksisite (fotoirritasyon) ve fotoduyarlilik: 3T3 nétral kirmizi alim fototoksisite
testi (3T3 NRU PT) [EC B.41, OECD 432] UV/goriilebilir 1s181n sitotoksik olmayan dozuna
maruziyet s6z konusuyken veya degilken test edilen bir kimyasalin sitotoksisitesinin
karsilastirmasina dayali valide edilmis bir in vitro test metodudur. Fare 3T3 fibroblast hiicre
kiiltiiriine uygulanan ve UV 1s18a maruziyet ile kimyasallarin fototoksisite derecelerini 6lgen
bir testtir. Hiicre canlilig1, nétral kirmiz1 boyasini tutma kapasitelerinin inhibisyonu ile dlgiiliir
ve % inhibisyon degeri olarak verilir. UV 15181 absorblayan kimyasal maddeler veya
kozmetiklerdeki UV filtreleri i¢in yapilmasi gereken bir testtir.

Fotoduyarliligin tespiti i¢in valide edilmis alternatif bir test metodu heniliz mevcut
degildir. Bununla birlikte fotoalerjik 6zellikleri gosteren bir kimyasal madde, 3T3 NRU PT
testinde pozitif reaksiyon vermesi olasidir [EC B.41].



b) Fotomutajenite/Fotoklastojenisite: OECD fotomutajenite esaslarmi 1999°da ele
almaya baglamistir; ancak, giiniimiizde bununla ilgili bir sonuca ulagilamamastir.

Tablo. Valide edilmis yerine koyma alternatifleri miimkiin olan ve olmayan testler.

Valide edilmis yerine koyma

Valide edilmis yerine koyma alternatifleri miimkiin

alternatifleri miimkiin olan olmayan
Avrupa  Birligi  test | Avrupa Birligi test yasagindan
Avrupa Birligi test ve satis | yasagindan (2009) ve AB | (2009) ve AB satis yasagindan

yasagindan

etkilenmeyen

noktalar

satig yasagindan (2009)
etkilenen noktalar

(2013) etkilenen noktalar

e Deri korozivitesi e Akut toksisite e Tekrarlanan doz
e Deri irritasyonu e G0z iritasyon toksisitesi
e Deriden emilim e Deri duyarlilig
e Mutajenite/genotoksisite e Karsinojenite
e Fototoksisite e Ureme toksisitesi
e Toksikokinetik
(emilim haric)
Yiiriirlik

MADDE 6- Bu Kilavuz Kurum Bagkani Onayx ile yiiriirliige girer.

Yiiriitme

MADDE 7- Bu Kilavuz hiikiimleri Kurum Bagkani tarafindan yirtitiliir.



