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OZET

UTKU TURK Elif Gézde. Dévme Boyalarmin Fototoksisite Potansiyelinin In Vitro
3T3 NRU Fototoksisite Test Sistemi ile Belirlenmesi. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Farmasotik Toksikoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2019.

Gegmisi insanlik tarihine dayanan dovme, gQiiniimiizde de olduk¢a yaygin olarak
kullanilmaktadir. Dévme yapilirken kullanilan dévme boyalarinin uygulamayi takiben
cesitli toksik etkiler olusturdugu yoniinde vakalara rastlanmis ve dovme uygulamasini

takiben gilines 15181na maruziyette fototoksik etkiler rapor edilmistir.

Do6vme boyalarinin fototoksik etki olusturup olusturmadig ile alakali yapilan herhangi

bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

Bu ¢alismada; Tiirkiye’de en yaygin kullanilan ii¢ farkli marka dévme boyasinin mavi,
kirmiz1 ve siyah renklerinin fototoksisite 6zellikleri in vitro 3T3 NRU fototoksisite testi
ile incelenmistir. Calismada Balb/c 3T3 hiicreleri kullanilmistir. Test sonuglari
PHOTOTOX program ile degerlendirilmistir. Incelenen dévme boyalari 3T3 NRU
testinde fototoksisite gostermemislerdir. Sonuclarin fototoksisiteye iliskin farkl testlerle

dogrulanmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Fototoksisite, in vitro fototoksisite, 3T3 NRU fototoksisite tesi,

dovme boyasi, Balb/c 3T3 hiicreleri
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ABSTRACT

UTKU TURK Elif Gozde. Determination of The Phototoxicity Potential of Tattoo Inks
By Performing In Vitro 3T3 Nru Phototoxicity Test System. Istanbul University,
Institute of Health Science, Pharmaceutical Toxicology Department. Master Thesis.
Istanbul. 2019.

Tatoo, whose history based on the history of mankind, is still widely used today. There
were some cases in which the tattoo inks used in order to apply tattoo had various toxic
effects following tattoo application and phototoxic effects were reported after exposure
to sunlight.

No studies about whether tattoo inks have phototoxic effect have been found.

In this study, the phototoxicity of blue, red and black colors of the most commonly used
three different tattoo ink brands have been examined by performing in vitro 3T3 NRU
phototoxic test. Balb/c 3T3 cells have been used in the study. The test results have been
evaluated with PHOTOTOX program. It is observed that according to the 3T3 NRU
test, the tattoo inks are non-phototoxic. The results must be verified by different

phototoxicity tests.

Key Words: Phototoxicity, in vitro phototoxicity, 3T3 NRU phototoxicity test, tattoo
ink, Balb/c 3T3 cells



1. GIRIS VE AMAC

Do6vme kimi zaman bir dini ritiiel, kimi zaman bir yasam tarzi, Kimi zaman da
askeri bir simge olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Insanlik oldugu siirece varolan ve
varolacak olan dovme gilinlimiizde de popiileritesini korumaktadir. Dovme, dovme
boyasinin bir igne yardimiyla derinin 1.5-2 mm altina dermis tabakasina uygulanmasi
ile yapilir. igne epidermisi gecerek dermise ulasir ve papiler tabakaya niifuz eder (Grant

ve ark. 2015).

Doévme boyalart degisik formiilasyonlara sahiptir. Genel olarak dévme boyalari
pigmentlerin bir ¢dziicii igerisinde siispande edilmesi ile hazirlanirlar. Pigment ve
¢oziicii haricinde dovme boyalarinda baglayict maddeler, koruyucular, kivam verici gibi

katk1 maddeleri ve antioksidanlar bulunmaktadir (Dirks 2015).

Fototoksisite, 1siktan kaynaklanan doku reaksiyonlarini tanimlamakta olup
organizmaya uygulanan bir maddeye 1s18§a maruziyet sonrasinda derinin toksik
cevabidir. Fototoksisite kimyasal bir maddeye organizmanin sistemik veya topikal
olarak maruz kalmasmin ardindan isikla temas etmesi sonucunda akut olarak ortaya
cikar. Fototoksisitenin belirtileri olarak deride 6dem, iritasyon deri yaniklar1 ve kasinti
gozlenir (Kose ve ark. 2017). Fototoksisitenin meydana gelmesi i¢in fotonlarin
kromofor veya fotohassasslastirict bir molekiil tarafindan absorbe edilmesi gerekir
(Mang ve ark. 2011). Serbest oksijen olusumuna sebep olan reaktif oksijen tiirleri
(ROS’lar) ciltte dogal olarak bulunurlar ve endojen fotohassaslastirici olarak
isimlendirilirler. Organizma kendi dogal enzimatik savunma mekanizmasi ile ROS’larin
seviyesini kontrol altinda tutar. Ancak bazi dovme pigmentleri ROS’larin iiretimini
arttirir. Bunun sonucunda ciltte ddem, yanma ve agr1 gibi semptomlar olusur. Ozellikle
siyah pigmentler birden fazla aromatik bilesen icerebilmektedir. Bu durum ultraviyole
(UV) 1s1n ile maruziyette singlet oksijen olusumuna sebebiyet vermektedir (Serup ve
ark. 2015). Dévme boyalar1 karbon siyahi ve kanserojen, mutajenik oldugu bildirilen ve
baska saglik risklerine de yol agabilen farkli konsantrasyonlarda polisiklik aromatik
hidrokarbonlar (PAH’lar) igerebilirler (Grant ve ark. 2015). PAH’larin UV 1sik ile
singlet oksijen olugturma potansiyeli gostererek karsinojenik ve mutajenik etkiye sahip
oldugu sapanmistir (Kluger ve ark. 2012 pp. 161-168). Buna ilaveten 6zellikle siyah ve

kirmizi dovme boyalarinin, 1s18a duyarlilik, cilt lezyonu ve kasinti gibi istenmeyen



etkiler gosterebilecegi bildirilmistir (Grant ve ark. 2015). Siyah boyada bulunan
dibiitilfitalat, hekzakloro-1,3-biitadien, metenamin, dibenzofuran, benzofenon ve 9-

florenon maddelerinin de UV 1sik ile karsinojenik etki olusturma potansiyeli olabilecegi

tizerinde durulmaktadir (Kluger ve ark. 2012 pp. 161-168).

Dovme uygulamasimi takiben meydana gelen fototoksik reaksiyonlar rapor
edilmigtir. Bir Alman c¢aligmasinda yakin bir zamanda dovme yaptirmis kadimnlarin
%1,6’sinda, erkeklerin %0,8’inde gilines maruziyeti sonucunda fototoksik etki rapor
edilmistir. Fransiz ddvmecilerin %23’linde giinese maruziyet sirasinda ve sonrasinda
giinese maruz kalmis dovmeli viicut bolgelerinde sisme rapor edilmistir. Danimarka’da
ise dovmeli bireylerin neredeyse %15,6’sinin  veneroloji  klinigine bagvurdugu
kaydedilmistir. 3 aydan daha uzun siire once dévme yaptiran ve Danimarka’da bir
plajda giineslenen kisilerin %21,5’unda fototoksik semptomlar saptanmistir (Johansen
ve ark. 2017).

3T3 NRU Fototoksisite testi test maddesinin 151¢a maruz kalmasindan sonra
fototoksik etki olugturma potansiyelinin belirlendigi in vitro test metodudur. Test, 15181
varliginda kimyasal maddeye maruz kalan hiicrelerin yasayabilirliginde azalma olup
olmadigini tespit ederek foto-sitotoksisitenin degerlendirilmesini saglar. Test edilen
maddeler c¢ikan sonuglara gore in vivo fototoksik veya fototoksik degil olarak

degerlendirilir (OECD 2004).

Doévme boyalarinin fototoksisitesinin arastirildigi bir ¢alismaya rastlanmamustir.
Bu calismada fototoksik riski yliksek olan siyah, kirmizi ve mavi renkte ii¢ farklh
markadan dovme boyast 3T3 NRU fototoksisite testi ile incelenmistir. Calismaya
diinyada ve Tiirkiye’de en ¢ok kullanilan ii¢ marka (Eternal, Intenze ve Tang Dragon)

dovme boyalar1 dahil edilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Dovmenin Tarihgesi

Dovme kelime anlami olarak “viicut derisi iizerine igne vb. sivri bir aracla
cizilmek ve i¢ine renk veren maddeler konulmak yoluyla yapilan yazi veya resim”
anlamina gelmektedir (Tirk Dil Kurumu 2019). Giinlimiizde Bat1 dillerinde kullanilan
dovme sozciigii, Tahiti dilinde dovme yaparken ¢ikan ritmik bir sesin yankisi olan "ta-
tatu" sozciliglinden tiiremistir. “Ta-tatu” sozciigii zaman iginde '"tattaow", "tattow"
olarak degismis ve giiniimiizde Ingilizce "tattoo", Fransizca "tatouage", Almanca
"tatauierung™ halini almistir. Arapgada ise dovme “vesm”, “visam”, “vusum” kelimeleri

ile ifade edilir ve “igne ve siyah bir tozla viicudun iizerine yapilan sekil” anlamina gelir

(Cerikan ve Alanko 2016 pp. 166-193).

Dovme yapimina ait tarihsel kanitlar iki grupta toplanmaktadir. Bunlar yazil
doneme iliskin kanitlar ve yazi oncesi doneme iliskin kanitlardir. Yazili déneme iliskin
kanitlar, Tevrat basta olmak iizere MO 1400 yilindan giiniimiize ulasmay1 basaran Antik
Yunan ve Roma dénemi tarihgilerinin el yazmalarindan olusur. Yazi oncesi doneme
iligkin kanitlar degisik arkeolojik kazilardan edinilen resimler, heykeller, dovme arag ve
geregleri ile mumyalanarak giiniimiize kadar korunabilmis dovmeli insan bedenlerinden
olusur (Cerikan ve Alanko 2016 pp. 166-193).



Sekil 2.1: Buz Adam Otzi’nin mumyasinda yer alan dévmelerin yerlerinin sematik
olarak gosterilmesi-(Callawey 2009)

Giinlimiize kadar ulagabilmis sinirlt sayidaki mumyalar sayesinde dovmenin
gecmisinin Cilali Tag Devri’ne (MO 8000-5500) kadar uzandig1 anlasilmaktadir (Yiicel
ve Cevik 2017). Dévme ile alakal1 en eski kalintilar, Iskandinavya, Fransa ve
Portekiz’de yer alan degisik magaralarda yapilan arkeolojik ¢alismalarla bulunmustur

(Sekil 2.1 ve Sekil 2.2) (Cerikan ve Alanko 2016 pp. 166-193).

Sekil 2.2: Buz Adam Otzi’nin mumyasinda yer alan dévmelerin gésterilmesi-

(Scallan 2015)



Gegmisi insanlik tarihine dayanan dovme farkli kiiltiirlerde farkli amaglarla
kullanilmistir. Kimi zaman ayni1 meslekten kisilerin birbirlerini tanimasi i¢in yaptiklari
tanima araci olan dovme kimi zaman da dini bir sembol niteligi tasimaktadir (Hazar
2007). Musirhilar dovmeyi; siislenme, tedavi, kole, suglularin birbirlerinden ayirt
edilebilmesi ve biiyii amaci ile kullanmislardir. Roma Imparatorlugunda dévme, satin
alinan kolelerin kime ait oldugunun gosterilmesi amaci ile kullanilmigstir. Hun, Kazak ve
Kirgiz gibi eski Tirk ya da Dogu toplumlarinda dévme, soyluluk simgesi olarak
kullanilmistir. Osmanli déneminde ise dévme Yenigerilerin bagli bulundugu “orta”yi
ifade etmek i¢in kullanilmigtir (Cerikan ve Alanko 2016 pp. 166-193). 19. yiizyilda
dovme Ingiliz ordusunda da siklikla uygulanmigtir. Askerlerin ait olduklar1 birlikleri
gostermesi, yarali askerlerin hangi birlige ait oldugunu ve kimliginin tespiti i¢in
kullanilan dévme ayn1 zamanda ordu birligi ruhunun giiclenmesi i¢in de kullanilmistir
(Yicel ve Cevik 2017). Dévmenin Tarihgesi ve degisimine iligskin bilgiler Tablo 2.1°de

yer almaktadir.

Tablo 2.1: Déovmenin Tarihgesi-(Frecentese 2013)

. ) _ | Kil ve as1 boyas1 disklerinin dévme ile ilgili olarak
Tag Devri M.0. 600 000-M.O. | kullamldig disiinilmektedir.

5000
Japonyada dekoratif amach olarak dvme yapilmaya

M.O. 5000 baslandif diistintilmektedir.

Tung Devri MO, 3750 Otzi (1\/’{0 3250 yillar1 civarinda ital}:a-_A_\msmrya siirindaki
A Alpler'de 6liip buzulun altinda kaldig icin mumyalasan Buz

M.O. 3300 o
Adam Otzi'nin viicudunda toplam 61 adet dévme vardir).

M.0O. 2160-1994 11. Misir Hanedam, bilinen 3 diivmelenmis mumya
kalmtilarini firetti

M.O. 1500'er Misirda ilk defa bir sekil ditvme yapilirken kullanildi.

Demir Cag1 .

M.O. 1200 Polinezya'da ilk defa dekoratif amacli dévme yapildig
diistiniilmektedir.

M.0. 400 Pazirik Savascilart

M.O. 247 Japonya'da dévme kullanimi i1k kez kaydedildi.

MO, 27 Roma Imparatorlugu'nda dévme kullanim baslanmistir ve

s dévme ile cezalandirmalar sz konusudur.

M.S. 300-500 St. Lawrence Adasi kalintilan (Kadinlar yiizlerine, erkekler
agiz cevrelerine dévme yaparlardi. Dévme boyasi olarak is
ve grafit insan idrari ile karistirilarak kullanilirdi.)

M.S. 1769 Kaptan Cook'un Polinezya Adalarina Yolculugu




Giliniimiizde dovme tiim diinyada toplumlarin farkli sosyal, kiiltiirel ve

ekonomik kesimlerindeki her yastan kisiler tarafindan uygulanmaktadir.
2.2. Dovme Boyalari

Dovme boyalar1 ¢ok cesitli formiillerle hazirlanirlar. Piyasada satilan dévme
boyalarinin kesin formiilleri ticari kaygilar ve yasal bir mecburiyet olmamasi sebebiyle

paylasilmamaktadir.

Dovme boyalar1 pigmentlerin bir ¢oziicii igerisinde karistirilmasi ile hazirlanr.
Hazirlanan karigim siispansiyondur (Dirks 2015). Partikiillerin boyutu genelde 800
nanometredir. Siyah pigmentler ise genelde 100 nanometreden daha kiigliktiir. Bu
sebeple nanopartikiil olarak da adlandirilabilirler (Serup ve ark. 2015). D&vme
boyalarinda pigment ve ¢6ziicii haricinde baglayici maddeler ve koruyucu, kivam verici
gibi katki maddeleri bulunmaktadir (Dirks 2015). Ayrica dovme boyalarina oksidasyona
karst koruyucu olmasi i¢in antioksidanlar da eklenebilmektedir (Serup ve ark. 2015).

Sekil 2.3’de dovme boyasini olusturan maddeler sematik olarak gosterilmistir.

Doévme boyasi

Baglayicilar Pigmentler Coziiculer

Katki
maddeleri

Polieter inorganik pigmentler Su i

Polivinilpirolidon Organik pigmentler Basit alkoller Eg:ifﬁgﬂ
Blok-kopolimer Karbon siyahi Polioller a8 =
Sellak Earganstiliat Kivam verici ajanlar

Sekil 2.3: Dovme boyalarim olusturan bilesenler-(Dirks 2015).
2.2.1. Pigmentler

Pigmentler, organik veya inorganik yapida olup ¢oziiciide ¢oziinmeyen Kiigiik
partikiil biiytikligiine sahip renkli veya renksiz kimyasallardir. Pigmentlerin biiyiik bir

cogunlugunun boyutu 0,01-1,00 p arasindadir.

Bir pigmentin tanecik biiyiikliigliniin degismesi pek ¢ok Ozelligini etkiler.
Pigmentin tanecik biiyiikliigli azaldik¢a pigmentin renk siddeti artar ve rengi kisa dalga
boyuna dogru kayar. Pigmentin saydamligi artar ve ortiiciiliigii azalir. Ayn1 zamanda

pigmentin direnci azalir (T.C. Milli Egitim Bakanlig1 2013 pp. 7).



Dovme boyalarinda kullanilan pigmentler organik, inorganik, karbon siyahi ile
baryum siilfat ve silika gibi dolgu maddelerdir. Coziicli igerisinde tam olarak
¢Oziinmezler. Boyalar ¢oziicii igerisinde yiiksek miktarda ¢ozlinme egilimi gosterirler ve
uygulamadan sonra ¢ok hizli bir sekilde biyolojik olarak pargalanmaya baslarlar. Bu
sebeple boyalar renklendirici olarak dovme boyalarinda kullanilamazlar. D&vme
boyalarinda kullanilacak renk verici maddenin ¢o6ziicii igerisinde ¢oziinmemesi

gerekmektedir.

Dovme endiistrisinde kullanilan pigmentlerin biiyiik kism1 organik pigmentlerdir
(vaklasik %84’i). Organik pigmentler icerisinde en ¢ok kullanilan grup azo
pigmentlerdir (yaklasik %64) (Piccinini ve ark. 2015).

Tablo 2.2°de dovme boyalarinda kullanilan pigmentlerin listesi verilmistir.

Tablo 2.2: Dovme boyalarinda kullanilan pigmentlerin listesi-(Cuyper ve ark.
2010; Mikkelsen ve ark. 2004)

Pigmentin Adi Kimyasal Adi Kimyasal Sinifi

Pigment Sar1 1 2-[(4-Metil-2-nitrofenil)azo]-3-okso-N-fenilbutiramit Organik, Azo

Butanamide, 2-[(2-methoxy-4-nitrophenyl) azo]-N-(2- )
Pigment Sar1 74 Organik, Azo
methoxyphenyl)- 3-oxo-

Butanamide, N-(4-chloro-2,5-dimethoxyphenyl)-  2-
Pigment Sar1 97 [[2,5-dimethoxy-4-[(phenylamino) Organik, Azo
sulfonyl]phenyl]azo]-3-oxo-

. Butanamide, 2-(4-chloro-2-nitrophenyl)azo-n-(2,3- .
Pigment Turuncu 36 . o Organik, Azo
dihydro-2-o0xo-1h-benzimidazol-5-yl)-3-oxo-

Sudan Kirmizi 1-[(2-methoxyphenyl)hydrazinylidene]n Organik, Azo

N-(5-chloro-2-methoxyphenyl)-3-hydroxy-2- .
Pigment Kirmizi 269 . Organik, Azo
naphthamide

disodium;5-[[4-anilino-6-(diethoxyamino)-1,3,5-triazin-
2-yllamino]-2-[(Z)-2-[4-[[4-anilino-6-(diethoxyamino)-
Pigment Turuncu 22 Yl ) _] @) _[ I ( Y ) Organik, Azo
1,3,5-triazin-2-ylJamino]-2-

sulfonatophenyl]ethenyl]benzenesulfonate




2-Naphthalenecarboxamide, 4-[[4-

Pigment Kirmizi 266 (aminocarbonyl)phenyl] azo]-3-hydroxy-N-(2- | Organik, Azo
methoxyphenyl)-
2-Naphthalenecarboxamide, 4-[[4-

Pigment Kirmizi 170 (aminocarbonyl)phenyl]  azo]-N-(2-ethoxyphenyl)-3- | Organik, Azo
hydroxy-(2786-76-7)
2-Naphthalenecarboxamide, N-(4-chloro-2,5-

Pigment Kirmizi 146 dimethoxyphenyl)- 3-hydroxy-4-[[2-methoxy-5-[( | Organik, Azo
phenylamino)carbonyl]phenyl] azo]
N-(5-Kloro-2,4-dimethoksifenil)-4-[[5-

Pigment Kirmiz1 5 [(dietilamino)siilfonil]-2-metoksifenil]azo]-3- Organik, Azo
hidroksinaftalen-2-karboksamit
4-[2-(2,5-Dichlorophenyl)diazenyl]-N-(2,3-dihydro-2-

Pigment Kahverengi 25 | oxo-1H-benzimidazol-5-yl)-3-hydroxy-2- Organik, Azo
naphthalenecarboxamide
2-[[1-[[(2,3-Dihydro-2-oxo0-1H-benzimidazol-5- )

Pigment Sar1 151 ) o Organik, Azo
ylamino]carbonyl]-2-oxopropyl]azo]benzoic acid
Disodyum 6-hidroksi-5-[ (2-metoksi-4-sulfonato-m- .

Gida Kirmizi 17 . Organik, Azo
tolil)azo]naftalen-2-siilfonat
Butanamide, 2,2'-[(3,3'-dichloro[ 1,1'-biphenyl]-4,4'- .

Pigment Sar1 14 Lo . Organik, Azo
diyl)bis(azo)]bis[N-(2-methylphenyl)- 3-oxo-
2,2°-[(3,3’-Dikloro[1,1°-bifenil]-4,4’-

Pigment Sar1 83 diil)bis(azo)]bis[N-(4-kloro-2,5-dimetoksifenil)-3- Organik, Azo

oksobiitiramit]

Gida Mavi 2

Benzen-metanaminyum, N-etil-N-(4-((4-(etil((3-
stilfofenil)metil)amino) fenil)(2-siilfofenil)metilen)-2,5-
siklohekzadien-1-iliden)-3-siilfo-, hidroksit, i¢ tuzu,
disodyum tuzu

Organik, Polisiklik

Asit Kirmizi 87

Disodyum 2-(2,4,5,7-tetrabromo-6-oksido-3-

oksoksanten-9-il)benzoat

Organik, Polisiklik

Gida Sar1 13

1H-inden-1,3(2H)-dion,  2-(2-kinolinil)-,  siilfonlu,

Organik, Polisiklik




sodyum tuzlari

. 8,18-Dikloro-5,15-dietil-5,15-dihidrodiindolo[3,2- ) o
Pigment Mor 19 ) . . Organik, Polisiklik
b:3’,2’-m]trifenodioksazin

) Bisbenzimidazo[2,1-b:2°,1°- ) S
Pigment Turuncu 43 ) ) ) Organik, Polisiklik
i]benzo[Imn][3,8]fenantrolin-8,17-dion

Pigment Mor 23 5,12-Dihidrokinol[2,3-b]akridin-7,14-dion Organik, Polisiklik

Pigment Kirmizi 122 5,12-Dihidro-2,9-dimetilkinol[2,3-b]akridin-7,14-dion Organik, Polisiklik

Pigment Mavi 15 29H,31H-Fitalosiyaninato(2-)-N29,N30,N31,N32 bakir | Organik, Polisiklik

Pigment Yesil 7 Polikloro bakir fitalosiyanin Organik, Polisiklik

1,3,8,16,18,24-Hekzabromo-2,4,9,10,11,15,17,22,23,25-
Pigment Yesil 36 dekakloro-29H,31H-ftalosiyaninato(2-)- Organik, Polisiklik
N29,N30,N31,N32)bakir

Heliogen Yesil B Indol-5-karboksilik asit Organik, Polisiklik
Pigment Siyah 6 ve 7

) Karbon siyahi Karbon siyahi
(grafit)
Jernoksit Demir oksit Inorganik
Pigment Kahverengi 6
ve 7 Pigment Kirmizi | Demir oksit kirmizisi Inorganik
101 ve 102
Pigment Kahverengi 6
ve 7 Pigment Sar1 42 ve | Demir oksit saris1 Inorganik
43
Pigment Kahverengi 6 Demir oksit siyahi Inorganik
Pigment Sar1 42 Amonyum mangan (3+) difosfat Inorganik
Pigment Beyaz 6 Titanyum dioksit Inorganik

A-Inorganik Pigmentler

Do6vme boyalarinda inorganik pigment olarak titanyum dioksit, demir oksit ve

krom oksit yesil kullamlir. Inorganik pigmentler agir metal safsizliklar1 igermektedirler.
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Nikel, krom, bakir ve kobalta demir oksit pigmentlerinde siklikla rastlanilmaktadir.
Ancak bu safsizliklar beklendigi kadar c¢ok alerjik reaksiyonlara sebebiyet

vermemektedir
Titanyum Dioksit

Titanyum dioksit pigmentleri ¢ok az oranda absorbe olma 6zelligi ve yapisal
olarak gelen beyaz 15181 degistirmeden ve yiiksek oranda yansitma giiciinden Otiirii
siklikla kullanilmaktadirlar. Titanyum dioksit pigmentleri tim beyaz renklerde yiiksek
kirilma indisine sahiptir (Sekil 2.4). Bu sebeple agik renklerde kullanima gok miisaittir.
Titanyum dioksitin bilinen ti¢ kristal tipi vardir: brookit, rutil ve anatas. Brookit yiiksek
fotokimyasal aktivitesi sebebi ile dovme boyalarinda kullanilmamaktadir. Rutil siklikla

dévme boyalarinda kullanilir. Anatasin kullanimi ise yaygin degildir.

Sekil 2.4: Titanyum dioksitin fiziksel goriiniimii-(T.C. Milli Egitim Bakanhg1 2013
pp. 27)

Demir Oksit

Demir oksitler dovme boyalarinda opak, donuk ve mat bir renk elde edilmesi

icin kullanilmaktadir. En sik kullanilan demir oksitler sar1, kirmiz1 ve kahverengi demir
oksitlerdir (Sekil 2.5).

Sekil 2.5: Demir (IlIl) oksit ve Demir oksit saris1 (Fe:O3.H>O)’nin fiziksel
goriiniimleri-(T.C. Milli Egitim Bakanhg: 2013 pp. 31-32)
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Krom Oksit Yesil

Krom oksit yesil (Cr203) ve krom oksit hidrat yesil (Cr20O3x3H20) dovme
boyalarinda kullanilmaktadir (Sekil 2.6). Uretim sirasinda, alt1 degerli krom ii¢ degerli

kroma indirgenir.

Sekil 2.6: Krom oksit yesil (Cr;O03)’in fiziksel goriiniimii (Luoyang Zhengjie
Science& Technology Industry Trade Co. Ltd. 2019)

B- Organik Pigmentler

Organik pigmentler inorganik pigmentler ile kiyaslandiginda ¢ok daha parlak ve
cok daha genis bir renk skalasi elde edilmesini saglar. Ancak dispersiyon 6zellikleri
inorganik pigmentlerden daha kotlidiir. Yapilarindan dolayr organik pigmentler
inorganik pigmentlerden daha az safsizlik igerirler. Agir metallerden ileri gelen
safsizliklar inorganik pigmentlere nazaran oldukc¢a azdir. Ancak iiretim siireclerinden

dolay1 aromatik amin kalintilar1 s6z konusu olabilmektedir (Dirks 2015).
Organik pigmentler azo ve polisiklik pigmentler olmak tizere ikiye ayrilir.
Azo Pigmentler

Azo pigmentler, sp2-hibridize C atomuna —N=N- azo grubunun bagli oldugu

bilesiklerdir. Genelyapilar1 Sekil 2.7°de gosterilmistir.

Aromatik — N
N

N —R

Sekil 2.7: Azo pigmentlerin yapisal gosterimi-(Dirks 2015).
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Azo pigmentlerin {iretimleri kolay ve ucuzdur (Cuyper ve Cotapos 2010). Azo
pigmentler primer aromatik aminlerin diazolama reaksiyonu sonucunda diger aromatik

bilesiklere azo bagi ile baglanmasiyla elde edilirler (Sekil 2.8).

O
i = — cl —
HzM /l OH 0 N — HN
Ty N:h&,,a,l\ /”\N o= N— B Mn =0
I H MH — —  'N—
é/ O = cl =0
A\
Monoazo (Pigment kirniz 170) Diazo (Pigment sar 14]

Sekil 2.8: Monoazo ve Diazo pigmentlere érnekler-(Dirks 2015).

Alifatik azo bilesiklerinin renk siddetleri diisiik oldugu icin azo pigment

uretiminde siklikla kullanilmazlar.

Azo boyalar sari, kirmizi, yesil, mavi, mor, siyah ve kahverengi gibi ¢esitli renklere
sahiptir. Renk ile azo boyalarin yapisi arasinda siki bir iligki vardir. Azo boyalarin
renklerinin ¢esitli olmasinin sebebi bilesigin tiirline gore renkliligi saglayan azo yapilarin
farkli sayida olmast ve bu azo yapilarin boya molekiilii iizerinde farkli yerlerde

bulunmasidir. Molekiildeki azo grubu sayisi arttik¢a renk koyulasir (Kabay 2002).

Polisiklik Pigmentler

Polisiklik pigmentler tek tip bir pigment siifi degillerdir. Azo grup igermeyen
pigmentlere verilen ortak bir isimdir. Polisiklik pigmentlere 6rnek olarak fitalosiyanin,
perilen, perinon, dioksazin pigmentleri verilebilir (Dirks 2015).

Inorganik pigmentler ile organik pigmentler arasindaki farklar Tablo 2.3’de
verilmektedir.
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Tablo 2.3: inorganik ve organik pigmentlerin karsilastirilmasi-(Kabay 2002)

Inorganik Pigmentler

Organik Pigmentler

Ucuzdur.

Pahalidir.

Kolay 1slanir.

Zor islanir. Pigmentlerin daha zor 1slanmalar
dispersiyonun daha yavas ve daha zor olmasina
sebep olur. Bunun sonucunda pigmentte ¢okme,
viskozitenin yiikselmesi ve daha diisiik parlak

gbzlemlenir.

Mat renkler elde edilir.

Parlak renkler elde edilir.

Renklendirme kuvvetleri organik pigmentlere gore

daha diistiktiir.

Renklendirme kuvvetleri yiiksektir.

Ortiicii giicii yiiksektir.

Ortiicii giicii diigiiktiir.

Partikiil biiytikliikleri organik pigmentlere gore
daha fazladir.

Partikiil biiyiikliikleri daha diistiktiir.

Yag absorbsiyonlart diigiiktlir.

Yag absorbsiyonu yiiksektir.

C- Karbon Siyahi

Karbon siyah1 dévme boyalarinda kullanima en uygun pigmenttir (Sekil 2.9).

Uretim  siireglerine bagl olarak farkli boyutlarda karbon siyahi pigmentleri elde

edilirler. Bu farkli boyut degisik dispersiyon 6zelliklerinde karbon siyahi elde edilmesi

anlamina gelmektedir (Dirks 2015).
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Sekil 2.9: Karbon siyahinin fiziksel goriiniimii-(T.C. Milli Egitim Bakanhg1 2013
pp. 35)

Uretim siirecine bagl olarak karbon siyahi safsizlik olarak polisiklik aromatik

hidrokarbonlar (PAH’lar) i¢erebilmektedir (Dirks 2015).
2.2.2. Dolgu Maddeleri

Dolgu maddeleri genellikle farkli kimyasal bilesime ve fiziksel 6zelliklere sahip
inorganik maddelerden olusur. Ug boyutlu yapilari sayesinde dévme boyalarinin
yapilarindaki bosluklar1 doldurarak dévme boyalarini daha stabil bir hale getirirler, boya
maliyetini disiiriirler ve boyanin ortiiciliglinii arttirirlar. En ¢ok kullanilan dolgu

maddeleri baryum siilfat ve silikadir (Dirks 2015).

Iki degisik tipte baryum siilfat vardir. Ilki dogal olarak olusur ve barit olarak
adlandirilir. Digeri sentetik olarak iiretilir ve yapay baryum siilfat (blanc fixe) olarak
adlandirilir. Yapay baryum siilfat safsizlik icermez ve baryumun ¢oziintirliigii ile alakali
yasal diizenlemelere uygun olarak iiretilmektedir. Baryum siilfat organik pigmentler i¢in
flokiilasyon yardimecisi olarak kullanilir. Baryum siilfat kullanilarak yapilan flokiilasyon

islemleri dispersiyon gibi iiretim 6zelliklerini optimize eder (Dirks 2015).
2.2.3. Coziiciiler

Coziicliler pigmentlerin siispanse hale getirilmesi i¢in kullanilan maddelerdir
(Tablo 2.4). Su dovme boyalarinda kullanilan ana ¢oziicii maddedir. Suyun haricinde
basit alkoller ve ¢ok degerlikli alkoller ¢6ziicli olarak kullanilmaktadir. Suyun haricinde
diger ¢oziicii maddelerin kullanim miktarlari, maddelerin ciltte iritasyona sebep olma

potansiyelleri goz oniine alinarak limitlidir (Dirks 2015).
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Tablo 2.4: Dévme boyalarinda kullanilan ¢éziiciilerin kullamm amagclari-(Dirks

2015).
Coziicii Kullanim amaci
Su Baglayic1 maddelerin ¢oziinmesini saglar.
Etanol Kuruma o6zelligini ayarlar, kokuyu maskeler.
Izopropil alkol Kuruma o6zelligini ayarlar, kokuyu maskeler.
Gliserin Viskoziteyi arttirir, hiimektandir.
Propilen glikol Hiimektan 6zellik gosterir. Dagilabilirligi arturir.

2.2.4. Baglayicilar

Baglayict maddeler ugucu olmayan ve suda ¢oziinen maddelerdir. Baglayici

maddeler pigment partikiillerinin birbirlerine ve ddvme ignesine tutunmasini saglayarak

cilde dovme

uygulamasinin  yapilabilmesini  kolaylastirir.  Yiiksek  molekiil

agirliklarindan 6tiiriic baglayicilarin  biyo-yararlanimlart kisitli olup akut zararlilik

goriilmemektedir. Baglayici olarak kullanilan maddeler Sekil 2.10°da gosterilmistir.
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‘Baglaylcnar‘

Polieter

Sellak [ Polivinilpirolidon ] | Blok-kopolimer

A-A-A-B-B-B

H,C
B =

CH,

R = CHO, R = CH,0H Jalarik asit
R = CHO, R' = CH3 Lakkijarik asit

0]
H,C
A= 2\/11\
0O

OH

OH

Sekil 2.10: Baglayici maddelerin sematik olarak gosterilmesi-(Dirks 2015).

2.2.5. Katki Maddeleri

Katki maddeleri dovme boyalarinda raf Omriiniin uzatilmasi, mikrobiyal
bozulmalara kars1 koruma, viskozite kontrolii gibi degisik sebeplerle kullanilan ve

toplam konsantrasyonu %5’i gegmeyen maddelerdir (Dirks 2015).
Yiizey Aktif Maddeler

Yiizey aktif maddeler dovme boyalarin daha iyi dagilmasina, iiretim sirasinda
daha stabil olmasina ve raf dmriiniin uzamasina yardimci olan maddelerdir. Pigment
molekiillerinin ¢ekim giici kohezyona sebep olur. Kohezyon sonucunda pigmentler
belirli hacimle en kiiciik yiizeye sahip olurlar. Bu 6zellik yiizey gerilimi olarak bilinir.
Yiizey gerilimi pigmentlerin formiildeki diger hammaddeler ile etkilesime girerek bazi
problemlerin ortaya ¢ikmasina neden olur. Disperse olmus pigmentler aglomerasyon
sonucu daha biiyilk yapilar olustururlar. Eger yiizey gerilimi ayarlanmazsa
aglomerasyon sonucu olusan biiylik yapilar ¢oziicli igerisinde 1slanmaya kars1 direng
gosterirler.  Yiizey aktif maddeler yiizey gerilminin ayarlanmasina yardimei olarak

pigmentlerin daha iyi disperse olmasini saglar (Dirks 2015).
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Viskozite Arttirict Maddeler

Dovme boyalarinda raf Oomrii siliresince topaklanma ve buna bagli olarak
sedimantasyon olusmunun Oniine ge¢ilmesinin tek yolu viskozitenin ve tiksotropinin
arttirilmasidir. Silika gibi tiksotropiyi arttirict maddeler dovme boyalarina stabiliteyi

saglamak i¢in eklenirler (Dirks 2015).
Koruyucular

Dovme boyalar yiiksek miktarda su icerigi sebebiyle mikrobiyal bozulmaya ¢ok
yatkindirlar (Dirks 2015). Danimarka’da yapilan bir g¢alismada incelenen dévme
boyalarinin %10’unda patojen bakteriye rastlanmistir (Serup ve ark. 2015). Bu sebeple
korunmalar1 gerekmektedir. Koruyucular dévme boyalarini mikrobiyal bozulmalara

kars1 koruyan maddelerdir (Dirks 2015).

Do6vme boyalarinda kullanilan koruyucular genelde kozmetik {iriinler kullanimi yasal
diizenlemeler ile diizenlenmis koruyucu maddelerdir. Siklikla kullanilan koruyucular;

benzoik asit, dehidroasetik asit, formaldehit, fenoksietanol, salisilik asit ve sorbik asittir.

Koruyucu kullanimi alerjik reaksiyon riskini arttirmaktadir. Koruyucu kullaniminin

azaltilmas1 ve miimkiinse kullanimdan kaginilmasi gerekmektedir.
2.3. Dévme Boyalan ile Alakal Yasal Diizenlemeler
Tiirkiye’de Dovme Boyalari Ile Alakali Yasal Diizenlemeler

Tirkiye’de dovme uygulayiciligl, dovme stiidyolar1 ve dovme uygulamasi
yaparken kullanilan arag¢ gerecler icin yasal diizenlemeler bulunmasina karsin dévme
boyalar1 ile alakali yasal bir diizenleme bulunmamaktadir. Dévme boyasi iiretimi
iilkemizde yapilmamaktadir. Dévme boyalar1 iilkemize ithal edilmektedir. Ithalati
yapilan dévme boyalar giimriige GTIP 32 giimriik tarife kodu ile gelmektedir (Giimriik
Tarife Istatistik Pozisyonu 2019). Giimriige geldikten sonra kimyanede fizikokimyasal
analizler yapilmak iizere numune gonderilir. Kimyanede yapilan fizikokimyasal

testlerin sonucunda giimriikten mal ¢ekimi yapilmaktadir.
Diger Ulkelerde Dovme Boyalari Ile Alakali Yasal Diizenlemeler

Avrupa’da dovme boyalarmin diizenlenmesini saglayan spesifik bir yasa
bulunmamasina ragmen 2008 yilinda yayimlanan bir yasa tasarisi bulunmaktadir. Bu

yasa tasarist CoE ResAP(2008)1 olarak isimlendirilmistir. CoE ResAP (2008)1 dovme
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boyalariin icermemesi gerekenlerin listesi, dovme boyalarinin igermesine izin verilen
boyar maddelerin listesi, ddvme boyalarin ambalajlarinda uyulmasi gereken kurallar,
dovme boyalarinin igerebilecegi agir metal limitleri hakkinda bilgiler igermektedir.
(ResAP(2008)1 2008; Piccinini ve ark. 2014)

Avrupa Birligi (AB) tiyesi iilkeler biiyiik cogunlukla CoE ResAP (2008)1°1 takip
ederler. Bununla beraber her iilke kendi otoritelerinin belirlemis oldugu baska bazi
diizenlemeleri de uygulayabilmektedir. CoE ResAP (2008)1°i takip etmeyen AB iiyesi
tilkeler de bulunmaktadir. (ResAP(2008)1 2008; ResAP(2003)2 2003; Piccinini ve ark.
2014)

Belgika’da, Fransa’da, Almanya’da ve Hollanda’da CoE ResAP(2003)2’yi temel
alan belirli yasal diizenlemeler uygulanmaktadir. ispanya’da, Slovenya’da ve Isveg’te
ise COE ResAP(2008)1°deki prensipler kullanilmaktadirlar. 2013 yilinda Fransa, CoE
ResAP(2008)1 tavsiyeleri uyarinca CMR maddelerin ve cilt icin hassasslastirict
kategori 1A ve kategori 1B (H317) maddelerin dovme boyalarinda kullanilmasini
yasaklamig ve yasaklanmis maddeleri iceren listeyi giincellemistir. (ResAP(2008)1
2008; ResAP(2003)2 2003; Piccinini ve ark. 2014)

Avusturya’nin, Danimarka’nin ve Letonya'nin CoE ResAP (2008) 1 temel
alinarak olusturulmus ve beklemekte olan bir mevzuat taslagi vardir. (Piccinini ve ark.
2016)

Italya, Malta, Romanya, Cek Cumhuriyeti, Finlandiya ve Slovakya sadece
dovme uygulamalarint ve ddvme uygulamasi yapilirken gerekli olan saglik ve hijyen
kurallarin1 diizenlemektedir. Malta, Romanya, Cek Cumbhuriyeti, Finlandiya CoE
ResAP’1 yasal diizenlemelerine almamaktadirlar. Slovakya’da ve Italya’da Halk Saglk
Yetkilileri RAPEX sistemi ¢ergevesinde ResAP(2008)1°de belirtilmis olan onerilere ve
limitlere gore dovme boyalarinin piyasa gézetimi yapmaktadirlar.

Hirvatistan, Kibris, Yunanistan, Irlanda ve Polonya dovme faaliyetleri
konusunda belirli bir yasal metine sahip degildir; ancak REACH, CLP ve GPSD
tiiziiklerini referans almaktadirlar (Piccinini ve ark. 2016).

Bulgaristan, Estonya, Portekiz ve Liiksemburg belli bir mevzuata sahip degildir.
Liiksemburg, Fransiz mevzuatindan ilham alarak dévme stiidyolarindaki hijyen
gerekliliklerinin yerine getirilmesi i¢in bir diizenleme yapmak tizeredir (Piccinini ve

ark. 2016).
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Fransa dévmeler igin ulusal bir teyakkuz sistemi kurmustur, Almanya ve italya
ise denetim / izleme aktiviteleri ile hijyen / sihhi sartlara ve mevzuatlara uygunlugu
takip etmektedir. Avusturya, Fransa, Romanya ve Hollanda gibi iilkelerde istenmeyen

etkilerin rapor edildigi bir sistem de mevcuttur (Piccinini ve ark. 2016).

Amerika’da dovme boyalar1 ve pigmentlerinin iiretimi ile alakali herhangi bir
yasal diizenleme, yayinlanmis kilavuz veya standart bulunmamaktadir. Dévme boyalari
ve pigmentler kozmetik olarak siniflandirilmaktadir ve pazara siiriilmeden o6nce
diizenlemeye tabi tutulmazlar (Haugh ve ark. 2015). Bu baglamda Amerika Gida ve ilag
Dairesi (FDA) deri alti boyalarinda kullanilan boya ve pigmentlerin iiretimini
diizenleme hakkina sahiptir, ama rekabet¢i saglik Oncelikleri ve oOzellikle bu
pigmentlerle ilgili olarak pigmentlerin saglik problemlerine yol agacaklar1 hususunda
yeterli kanit olmadigi i¢in diizenleme yapmamayi tercih etmektedir. Ddvme boyalarinin
ve pigmentlerin kozmetik iriinlerde kullanilmasma izin verilen boyar maddeleri
icermesi beklenmektedir. Istenmeyen/ciddi istenmeyen etki bildirimleri FDA tarafindan
kayit altina alinmaktadir (Haugh ve ark. 2015). FDA bir problem ile karsilastiginda,
dévme boyasi tedarikgileri ile problemli boyalarin piyasadan toplatilmasini saglamak
icin ortak caligmaktadir. Bireylerin dovme boyalar1 konusunda problem yasamalari
durumunda kendilerine mail ya da telefon yolu ile ulagsmalarim1i ve durumu
bildirmelerini istemektedir (FDA 2019). Dovme sanatgilari ve uygulamalari hakkinda
bazi yasal diizenlemeler mevcuttur. Bu yasal diizenlemeler FDA’in herhangi bir rolii
bulunmamaktadir. Ayrica bu yasal diizenlemelerde eyaletler aras1 farkliliklar

gozlenmektedir (Haugh ve ark. 2015).

Yeni Zellanda, Avrupa disinda CoE ResAP(2008)1’i uygulayan tek tilkedir.
Ddovme ve kalict makyaj tirlinlerinin igerdikleri kimyasallarin potansiyel saglik risklerini
tartismak i¢in dovme ve kalici makyaj maddeleri grubu standarti kurulmus ve bu
standartin uygulanmasi Cevre Koruma Kurumunun (NZ-EPA) gorevi olarak
tanimlanmustir. Yeni Zellanda yetkilileri ddvme boyalarinda yer almamasi gereken 27
aromatik amin ve 35 renklendirici maddenin listesini olusturmuslardir (Piccinini ve ark.
2016).

Avusturalya’da, New South Wales, Queensland, Tazmanya gibi farkli yerlerde

yetkiler her bolgenin halk saglik boliimlerine verilmis olup, kendi uygulamalarii ve
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standartlarin1 diizenlemektedir. Bu durum da genis capli prosediirlere yol agmaktadir

(Piccinini ve ark. 2016).

Kanada’da merkezi diizeyde belirli bir mevzuat bulunmamaktadir. Bununla
birlikte, British Columbia, Ontario, Quebec gibi her eyalet makami Bireysel Hizmetler
Kuruluslarin1 (PSEs) yoneten saglik kilavuzunu diizenler ve kilavuzun uygulanmasini

saglar (Piccinini ve ark. 2016).

Japonya’da tiliketici Uriinlerinin i¢inde yer alan endiistriyel kimyasallar kati
pazarlama ve kullanim kisitlamalarina maruz kalmaktadir; ancak dévme boyalar1 ve

dovme stiidyolari belli bir mevzuata bagh degildir (Piccinini ve ark. 2016).
2.4. Fototoksisite

Fototoksisite, 1siktan kaynaklanan doku reaksiyonlarini tanimlamakta olup
organizmaya uygulanan bir maddeye 1s13a maruziyet sonrasinda derinin toksik

cevabidir.

Fototoksisite kimyasal bir maddeye organizmanin sistemik veya topikal olarak
maruz kalmasinin ardindan 1sikla temas etmesi sonucunda akut olarak ortaya cikar.
Fototoksisitenin belirtileri olarak deride 6dem, iritasyon deri yaniklar1 ve kasinti

gozlenir (Kose ve ark. 2017).

Fototoksik reaksiyonlar erken tip ve geg tip fototoksik reaksiyonlar olmak tizere
ikiye ayrilir. Erken tip fototoksik reaksyonlarda oksijenin varligi ile kimyasal madde
oksidasyona ve rediiksiyona ugrar. Bunun sonucunda hiicre yikimi olur. Fototoksik etki
belirtileri kontaktan maddenin temas ettigi alan ile sinirli kalir. Isigin etki etmesini
takiben 2 ila 6 saat sonra maruz kalan kiside batma, yanma, eritem, 6dem gibi
fototoksik belirtiler gozlenir. Bu belirtiler 24 saat igerisinde en siddetli hale gelir.
Genelde hafif belirtiler 2-3 giin icerisinde iyilesirken, daha ciddi belirtiler daha geg

siirede iyilesir (Ankara Universitesi 2019).

Geg tip fototoksik reaksiyonlar 320-400 nm dalgo boylarindaki UV isinlar ile
meydana gelirler ve oksijene gereksinim duymazlar. Fototoksisite belirtileri 1sikla
temasi takiben 6-12 saat sonra baslar. 48 saat sonra en siddetli hale gelir. Fototoksik etki
belirtileri kontaktan maddenin temas ettigi alan ile smirli kalir. Meydana gelen

lezyonlar 7-14 giin igerisinde iyilesir (Ankara Universitesi 2019).

Fototoksik reaksiyonlarin ana 6zellikleri Tablo 2.5’de belirtilmistir:
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Tablo 2.5: Fototoksik reaksiyonlarin ana 6zellikleri-(Mang ve ark. 2011).

Fototoksisite

insidans Yiiksek
Patofizyoloji Doku hasar1
Etken maddenin gereken dozu Yiiksek

Isigin gereken dozu Yiiksek

Is1ga maruziyet sonrasi istenmeyen etkinin Dakikadan saate

baslangic zamani

Kiinik goériiniim Giines yamg) goriiniimii
Tek maruziyet sonrasi reaksiyon Evet
Lokalizasyon Yalnizca maruziyet olan alanda
Pigmentasyon degisiklikleri S1k
Epidermal hiicre bozulmasi, dermal 6dem ve
Histoloji vazodilatasyon; seyrek dermal mononiikleer infiltrat

Asagida siralanan Ozelliklere sahip olan kimyasal maddenin fototoksisite

olusturmasinda potansiyeli yiiksektir:
e 290-700 nm (dogal giines 15181) arali§inda 15181 absorplamasi
e UV-goriniir 15181 absorbsiyonu sonrasi reaktif tiirler olusturmast
e Deri ve goz gibi 1518a maruz kalan dokularda dagilabilmesi (K6se ve ark. 2017).
2.4.1. Fototoksisitenin Mekanizmasi

Biradikal olarak degerlendirilen molekiiler oksijen (O2), paralel spin durumlu iki
ortaklanmamis elektrona sahiptir. Biradikal oksijen, serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girer. Biradikal oksijenin elektronlarindan biri enerji alarak kendi spininin
ters yoniinde olan baska bir orbitale yer degistirir. Bunun sonucunda reaktif bir oksijen
molekiilii olan singlet oksijen (1O2) olusur. Molekiiler oksijen yiiksek derecede reaktif
oksijen tiirleri (ROS) olusturma egilimindedir. Siiperoksit radikali (O2), hidrojen
peroksit (H202) ve hidroksil radikali (OH") siklikla olusan reaktif oksijen tiirlerindendir
(ROS). ROS’lar ¢esitli serbest radikallerin olustugu serbest radikal zincir
reaksiyonlarini baglatabilirler ve hiicrede karbon merkezli organik radikaller (R"), tiyil
radikalleri (RS"), siilfenil radikalleri (RSO"), tiyil peroksit radikalleri (RSO>") alkoksi
radikalleri (RO"), peroksit radikalleri (ROO), tiyil radikalleri (RS"), siilfenil radikalleri
(RSO, tiyil peroksit radikalleri (RSO2") gibi degisik serbest radikallerin olusumuna
neden olurlar (Smith ve ark. 2004 pp 439-443).
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Fototoksisitenin meydana gelmesi i¢in fotonlarin  kromofor veya
fotohassasslastirict bir molekiil tarafindan absorbe edilmesi gerekir (Mang ve ark.

2011).

Serbest oksijen olusumuna sebep olan ROS’lar ciltte dogal olarak bulunurlar ve
endojen fotohassaslastirici olarak isimlendirilirler. Organizma kendi dogal enzimatik
savunma mekanizmasi ile ROS’larin seviyesini kontrol altinda tutar. Ancak baz1 dévme
pigmentleri ROS’larin iiretimini arttirir. Bunun sonucunda ciltte 6dem, yanma ve agr1

gibi semptomlar olusur.

Ozellikle siyah pigmentler birden fazla aromatik bilesen icerebilmektedir. Bu
durum UV 1s1n ile maruziyette singlet oksijen olusumuna sebebiyet vermektedir (Serup

ve ark. 2015).

Giines 15181, 290-3000 nm dalga boyundaki 1simalardan olugmakta ve cesitli
yogunlukta enerji dalgalar1 yaymaktadir. 290 nm’den daha kisa dalga boyundaki
1sinmalar ozon tabakasi ve stratosferdeki molekiiler oksijen tarafindan absorbe edilirler
ve diinya ylizeyine ulagsmazlar. Diinya ylizeyine ulagan giines 151n1 290-400 nm’de UV
bolgesi, 400-760 nm’de goriiniir 151k ve 760 nm’den daha uzun dalga boyuna sahip
infrared 1s1ma olarak tice ayrilir. Gelen 151g8in dalga boyu, penetrasyonun enerjisi ve
miktarini degistirir. UVA ve UVB gibi kisa dalga boylu 1simalar fototoksisite olusturur.
Fototoksisite giines 15181 ve fotoreaktif kimyasal maddelerin birlikte olusturduklar etki
ile meydana gelir. UVA (320-400 nm) UV’nin %90-92’sini olusturur. UVA 1simnlari
derinin alt tabakasi olan dermise kadar geger. Meydana gelen fototoksisite
reaksiyonlarinin siddeti derideki melanin pigmenti miktarina ve UVA 1simanin dozuna
bagh olarak degisir. Giines yanigindan asil sorumlu olan 290-320 nm dalga boyu ile
UVB’dir. UVB melanin pigmentinin sentezini stimiile eder, serbest radikal olusumunun
deride artmasina sebep olur. Serbest radikal olusumu hiicre ve dokularda yikilmalara
sebep olur. Bunun sonucunda agri ve inflamasyon goézlemlenir. UVB fototoksik
reaksiyonlardan sorumlu degildir (Sekil 2.11) (K&se ve ark. 2017).
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Giines radyasyonu >

UVA UVB Uvce

I T T
400 nm 320 nm 280 nm 100 nm

— Dermis

Hipodermis

Sekil 2.11: Giines 1s1nlarinin deriden gecisi-(Pérez-Sanchez ve ark. 2018)
2.4.2. Fototoksisite Test Yontemleri

Fototoksisitenin belirlenmesi i¢in kullanilan test yontemleri in vivo, in vitro, in
silico ve in chemico test yontemleri olarak dorde ayrilmaktadir. In vivo ¢aligmalar
guinea pig, fare ve rat kullanilarak yapilir. In vitro testlere 3T3 NRU testi ve 3D
epidermis modeli kullanilarak uygulanir. In chemico test yontemi ise ROS iiretimi ile

yapilmaktadir (Kim ve ark. 2015).
In Vivo Fototoksisite Testleri

In vivo fototoksisite testleri fare, sigan, kobay ve tavsan kullailarak fototoksik
deri reaksiyonlarinin belirlenmesini saglamaktadir. Hayvanlara sistemik veya topikal
olarak test maddesi uygulanir. Ardindan hayvanlar uygun dozda UVA’ya maruz
birakilir. 72 saat boyunca 6dem ve irritasyon olusumu takip edilerek 0-4 arasinda
skorlanir. Maksimum skorun hayvan basina ortalamasi alinir ve fototoksisite indeksi su

formiil ile hesaplanir:

Fototoksisite indeksi = UVA 1sintyla olusturulmus irritasyon indeksi — 1ginlama

olmayan irritasyon indeksi
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Fototoksisite indeksi >0.6 ise test maddesi potansiyel fototoksiktir. (Kose ve ark.
2017)

In Vitro Fototoksisite Testleri

In vitro metotlar1 hayvan test modellerinin yerine siklikla ve giin gectikce
artarak kullanilmaktadirlar. 3T3 nétral kirmizi alim (NRU) fototoksisite testi ve 3D
insan epidermis modeli en ¢ok kullanilan in vitro fototoksisite test metotlaridir (Kim ve
ark. 2014). Tez ¢alismasinda 3T3 NRU Fototoksisite Test yontemini kullanildi. Bu
sebeple 3T3 NRU Fototksisite Test yontemini ayrintili olarak Boliim 2.5.’de anlatildi.

In Siliko Test Yontemleri

In silico yontemler bilgisayar temelli yontemlerdir. Kimyasallarin kantitatif
yapilar1 ile akiviteleri arasindaki iliskinin (QSAR) bilgisayar ortaminda
degerlendirilmesi esasina dayanir. Kimyasal maddelerin fototoksisite olusturma
potansiyellerinin degerlendirilmesi oldukca karmasik bir konudur. Bu sebeple kimyasal
maddelerin sebep oldugu fototoksisiteyi 6ngorebilmek ve degerlendirebilmek igin
kullanilabilen programlar sinirlidir. Ote yandan florokinolonlar gibi baz1 6zel kimyasal
yapilara sahip maddelerin fototoksisite potansiyellerinin degerlendirilmesi i¢in in silico

yontemler gelistirilmektedir (Todorov 2014).
In Chemico Test Yontemleri

Cilt hassasiyetinin Ol¢iilmesi icin kullanilan in chemico test yontemi Direkt
Peptit Reaktiflik Analizi (DPRA)’dir. DPRA proteinlerin reaktivitesinin cilt hassasiyeti
olusturma ile iliskisinin incelenmesine dayanir. OECD tarafindan 2015 yilinda kabul

edilmistir (OECD/OCDE TG 442C).
2.5. 3T3 NRU Fototoksisite Testi
2.5.1. 3T3 NRU Fototoksisite Testinin Tanimlanmasi

3T3 NRU Fototoksisite testi test maddesinin 1s1g§a maruz kalmasindan sonra
fototoksik etki olusturma potansiyelinin belirlendigi in vitro test metodudur. Test, 15181n
varliginda kimyasal maddeye maruz kalan hiicrelerin yasayabilirliginde azalma olup
olmadigimi tespit ederek foto-Sitotoksisitenin degerlendirilmesini saglar. Test edilen
maddeler ¢ikan sonuclara gore in vivo fototoksik veya fototoksik degil olarak

degerlendirilir (OECD/OCDE 432 2004).
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3T3 NRU Fototoksisite Testi insanlar ve hayvanlardaki in vivo akut fototoksisite
etkilerinin belirlenmesini saglar; fotogenotoksisite, fotoalerji, fotokarsinojenite gibi
diger istenmeyen etkilerin olusma potansiyelleri hakkinda herhangi bir bilgi vermez.
Ayrica fototoksisitenin dolayli mekanizmalar1 hakkinda ve test maddesinin
metabolitlerinin etkileri veya karigimlarin etkileri hakkinda da bilgi vermez
(OECD/OCDE 432 2004).

2.5.2. 3T3 NRU Fototoksisite Testinin Prensipleri

3T3 NRU Fototoksisite Testi, test maddesinin simiile edilmis giines 1s1gmin
sitotoksik olmayan bir dozuna maruz kalmasi ve kalmamasi durumundaki
sitotoksisitesinin  karsilastirilmast  esasina dayanmaktadir. Testte hiicrelere test
maddesine ve 1s1na maruz kaldiktan 24 saat sonra zayif katyonik bir boya olan ndtral
kirmizis1 boyast (NR) uygulanir. Bu boya canli hiicreler tarafindan hiicre
membranlarindan penetrasyon yoluyla intraseliiler ortamlarina alinir ve lizozomlarinda
birikir. Hiicrelerin test maddesine ve sitotoksik olmayan dozda 1sina maruz kalmasini
takiben hiicreler tarafindan nétral kirmizisi boyasinin aliminin madde konsantrasyonuna
bagli olarak azalmasi sitotoksisite seklinde ifade edilir. Lizozomlarin membranlari son
derece hassass bir yapiya sahiptir ve hiicre ylizeyindeki degisiklikler geri doniisi
olmayan lizozomal kirilganliklara sebep olur. Ksenobiyotiklerin etkisi ile ortaya ¢ikan
bu degisiklikler, notral kirmizi boyasinin azalmasi ve baglanmasi ile sonuclanir.
Boylece bu testin temeli olan canli, hasarli ve 6li hiicreler arasinda ayrim yapmak

mumkin olur.

3T3 NRU Fototoksisite testinde fare fibroblastt Balb/c 3T3 hiicreleri kullanilir.
Iki adet 96-kuyulu plaka hazirlanir. Birinci plakada Balb/c 3T3 hiicreleri test maddesine
maruz birakildiktan sonra 50 dakika boyunca 5 j/cm? dozunda UVA’ya maruz birakilir
(+UV deneyi). Ikinci plakada ise Balb/c 3T3 hiicreleri test maddesine maruz
birakildiktan sonra karanlikta bekletilir (-UV deneyi). Her iki plaka da medyumlar
degistirildikten sonra 24 saatlik inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonrasinda NRU testi
ile hiicre canlilif1 incelenir. Hiicre canliligi kimyasal maddeye maruz birakilmamis
negatif kontrollerin yiizdesi olarak ifade edilir. Test edilen test maddelerinin tiim

konsantrasyonlari i¢in hiicre canlilig1 hesaplanir.

Pozitif kontrol olarak OECD TG 432’de refere edilen fototoksisite potansiyeli
bilinen, PIF ve MPE degerleri hesaplanmis maddelerden biri secilebilir (Tablo 2.6)
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Tablo 2.6: 3T3 NRU Fototoksisite testinde pozitif kontrol olarak kullanilan
kimyasallar-(OECD/OCDE 432 2004).

Kimyasal Madde PIF MPE
Amiodaron HCL >3,25 0,27-0,54
Klorpromazin HCL >14,4 0,33-0,63
Norfloksasin >71,6 0,34-0,90
Antrasen >18,5 0,19-0,81
Protoporfirin IX,

) >45,3 0,54-0,74
Disodyum

o PIF degeri

L-Histidin 0,05-0,10
yok

Heksaklorofen 1,1-1,7 0,00-0,05

Sodyum Lauril Siilfat 1,0-1,9 0,00-0,05

25.3. 3T3 NRU Fototoksisite Testi’nde Sonuc¢larin Hesaplanmasi ve

Raporlanmasi

Foto Irritasyon Faktorii (PIF) veya Ortalama Foto Etkisi (MPE) hesaplanir. PIF
degeri, radyasyon yoklugunda inhibitér konsantrasyon 50 (ICsg:hiicre canliligini %50
oraninda diisliren konsantrasyon) degerinin, radyasyon varliginda ICsp degerine

oranidir:
PIF=ICs0(-UV) / ICs50 (+UV)

ICso degerinin olmadigi durumlarda MPE degeri asagidaki formiille hesaplanir:

i W; 'S

MPE =
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Elde edilen sonuglara gore maddenin fototoksik olup olmadigi su sekilde

degerlendirilir:
PIF < 2 veya MPE < 0,1 ise fototoksik degildir.
PIF >2 veya MPE >0,1 ise muhtemelen fototoksiktir.
PIF >5 veya MPE >0,15 ise fototoksiktir.

PIF ve MPE’nin hesaplanabilmesi i¢gin PHOTOTOX vyazilim programi
olusturulmustur. PHOTOTOX programi test maddesinin (-UV) ve (+UV) absorbans
degerleri kullanarak doz etki ve cevap etki egrileri olusturur ve bu egrilerden
olusturdugu doz etki (DEc) ve cevap etki (REc) degerlerini carparak foto etki (PEc)
degerini bulur (Sekil 2.12) (Phototox Version 2):

Foto etki (PEc)=Doz etki (DEc) x Cevap Etki (RE)

(PEc) degerini kullanilarak da MPE degerini hesaplar. MPE degerleri su sekilde
yorumlanir: MPE<O0,1 ise fototoksik degildir, MPE>0,1 ise muhtemelen fototoksiktir,
MPE>0,15 ise fototoksiktir.

doz etki (DE ) - foto etki (PE.)
1004
904
804
Yiizde cevap 1 DR T
604 66% 1
i
501 '
= H cevap etki (RE()
404 1
1
g 1
po : -uv
201 )
101 L \ R
0.16 040
0 T T T T T T T T J
0 0.1 0.2 03 04 05 086 07 08 0.9 10

konsantrasyon

Sekil 2.12: Yiizde cevap-konsantrasyon grafigi-(OECD/OCDE 432 2004)

2.6. Dvme Boyalarindan ileri Gelen Fototoksik Etkiler ve Dévme Boyalar1

fle Tiskili Advers Reaksiyonlar

Dovme islemi, istenen renkteki boyalarin derinin dermis tabakasina uygulanmasidir. Bu

uygulamanin yapilabilmesi i¢in onelikle dovme aletinin ignesi renkli boyanin igerisine
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daldirilir. Boya kapli igne dakikada ortalama 100 kez deriyi delerek boya pigmentlerini
derinin 1.5-2 mm altina dermis tabakasina uygulanmasini saglar (Sekil 2.13) (Grant ve
ark. 2015).

Doévme ignesi

Epidermis:

X Stratum corneu
/ Stratum lucidum
Stratum granulosum
Kil yuvasi N \ / Stratum spinosum
N 2 “ "

Stratum basale

Dermis

Ter kanal

Ter bezi

Erektor pili } b
Al 3 : IR
v )

Deri alti yag
tabakasi

Bulbus Kil folikala

Sekil 2.13: Dovme ignesinin deriye uygulamasimmin gosterimi (Science Of

Permanent Tattoos: How Do They Get Permanent? 2019)

Igne epidermisi gecerek dermise ulasir ve papiler tabakaya niifuz eder (Sekil
2.14). 1 cm? dévme igin 1 mg-2,5 mg aras1 dovme boyasi kullanilir (Laux ve ark. 2016;
Schreiver ve Luch 2016). 400 cm? ‘lik iist kol bdlgesine uygulanan dévme boyasi
miktar1 1 g olarak hesaplanabilir. Viicudunun biiylik ¢cogunlugu dévme ile kapli olan
kisiler ise 40 g gibi yiiksek miktarda dovme boyasini viicutlarinda tasimaktadir. Dovme
yapilan alanin genisligi, farkli renklerde dovme boyasi kullanimi ve partikiil yogunlugu
dovme boyasindan ileri gelen zararli maddelere maruziyet olasiligini arttirmaktadir.
Bununla birlikte tehlikeli bozunma iiriinlerinin cilt ve lenf bezlerini kronik olarak

etkilemektedir. (Sekil 2.15) (Schreiver ve Luch 2016).
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Cildin igne ile delinmesi
Epidemmis
Papiler deums
Reﬁkuler demns - "

Sekil 2.14: Dévme boyasinin deriye uygulamasinin gosterimi-(Bush ve ark. 2016)

~ 16, 000 cm2

Sekil 2.15: Deriye uygulanan dévme boyas1 miktar1 ve uygulama alam 6lciisii

arasindaki iliski-(Schreiver ve Luch 2016).

Bu islem viicutta dermiste bir travma oldugu sinyalini verir. Diger tiim
tramvalarda oldugu gibi viicudun bagisiklik sistemi devreye girer. Viicutta meydana
gelen ilk tepki piht1 olusturarak kanamayi durdurmak olur. Akabininde deri dokular
siser (6dem olusumu) ve bagisiklik sistemi hiicreleri (notrofiller ve makrofajlar)
yabancit maddeleri, 6lii hiicre kalintilarin1 ve mikroplar1 fagosite etmek i¢in yaral
bolgeye goc ederler. Fibroblastlarin hareketi ile yarali papiler dermis alanindaki kolajen

yap1 tamir edilir, sonucunda yara dokusu kalir. Uzun zaman gectikten sonra pigment
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partikiilleri dermisin daha alt katlarina (retikiiler dermis) inebilir ve bu durum dévmenin
silik gorinmesine neden olur. En 6nemlisi, dovme boyasmin deriye islenmesinin
ardindan iligkili pigment partikiilleri vaskiilatiir yoluyla deriden ayrilabilir ve lenf

sistemine girebilir (Sekil 2.16).

Dévme cihazi

Dermis
‘ pi " Kan ve lenf sivist
’ o A igmen vasitastyla pasif tasima
s ¥ e W,

——

SR % =,
Yag : "
Bagisiklik hiicresi

vasitasiyla aktif tasima

Sekil 2.16: Deride dévme boyasinin uygulanmasini takiben bagisiklik sistemin

verdigi cevabin gosterimi-(Schreiver ve ark. 2017).

Dovme boyalar1 karbon siyahi ve kanserojen, mutajenik oldugu bildirilen ve
bagka saglik risklerine de yol acabilen farkli konsantrasyonlarda polisiklik aromatik
hidrokarbonlar (PAH’lar) igerebilirler (Grant ve ark. 2015). PAH’larin UV 11k ile
singlet oksijen olusturma potansiyeli gostererek karsinojenik ve mutajenik etkiye sahip
oldugu saptanmistir (Kluger ve ark. 2012 pp. 161-168). Buna ilaveten 6zellikle siyah ve
kirmizi dovme boyalarinin, 1s18a duyarlilik, cilt lezyonu ve kasinti gibi istenmeyen
etkiler gosterebilecegi bildirilmistir (Grant ve ark. 2015). Siyah boyada bulunan
dibutiitilfitalat, hekzakloro-1,3-butadien, metenamin, dibenzofuran, benzofenon, ve 9-
florenon maddelerinin de UV 1s1k ile karsinojenik etki olusturma potansiyeli olabilecegi
tizerinde durulmaktadir (Kluger ve ark. 2012 pp. 161-168). Doévmede kullanilan
pigmentlerin gilines 151811 absorbe ettigi ve kanser olusturma riski oldugu yoniinde
bulgular bulunmaktadir (Kluger ve ark. 2012 pp. 161-168). Dovmenin sebep oldugu 50
kanser vakasina rastlanmistir. Bu vakalardan 23 tanesi siikkuamoz hiicresi karsinom ve
keratoakantoma, 16 tanesi melanoma, 11 tanesi ise bazal hiicre karsinoma olarak

saptanmistir.

Doévme boyalarinda kullanilan  pigmentlerin  bazilar1  nanopartikiildiir.

Nanopartiikiiller hiicre zarindan gegebilirler. Bu durum ddvme boyalarinin baska
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hiicrelerde toplanabilmesine ve saglik icin ciddi bir risk olusturabilecegine isaret

etmektedir (Grant ve ark. 2015).

Son on yilda Avrupa’da dovme yaptiranlarin sayist hizla artmistir. Bununla
birlikte dovmeden kaynakl cilt rahatsizliklar1 sebebi ile dermatoloji doktoruna bagvuran
hastalarin sayisinda da ciddi bir artis s6z konusudur. Dévmeden kaynakli alerjik cilt
reaksiyonlar1 hastalarin en ¢ok basvurdugu dévmeden kaynaklanan cilt sorunudur.
Ozellikle kirmiz1 dévme boyalasi alerjik cilt reaksiyonlarina sebep oldugu yoniinde pek

¢ok vakaya rastlanmaktadir (Lerche ve ark. 2017).

Daha 6nce herhangi ciddi bir saglik sorunu yagamamis 23 yasinda bir kadin sag
kalgasinin lstiine yaptirdigt dovmesinin kirmizi renkli bolgesinde meydana gelen
lezyonu sebebi ile bir calismaya konu olmustur. Calisma baslamadan 8-10 ay 6ncesinde
lezyon meydana gelmistir. Dovme uygulamasi ise yaklasik olarak 1 yil Oncesinde
yapilmistir. Semptomlar kanama, aci, sislik, kizariklik ve {lserlesmedir. Hastaya
yapilan biyopsi raporunda hastada graniilomatéz dermatit oldugu tespit edilmistir.
Graniilomatoz dermatit hastada kirmizi pigmente karsi alerjik reaksiyon gelismesi

sonucunda gozlemlenmistir (Sweeney ve ark. 2013).

Bir Alman calismasinda yakin bir zamanda dovme yaptirmis kadinlarin
%1,6’sinda, erkeklerin 9%0,8’inde glines maruziyeti sonucunda fototoksik etki rapor
edilmistir. Fransiz dovmecilerin %23’linde glinese maruziyet sirasinda ve sonrasinda
giinese maruz kalmis dovmeli viicut bolgelerinde sisme rapor edilmistir. Danimarka’da
ise dovmeli bireylerin neredeyse 9%15,6’sinin veneroloji klinigine basvurdugu
kaydedilmistir. 3 aydan daha uzun siire 6nce dovme yaptiran ve Danimarka’da bir
plajda giineslenen kisilerin %21,5’unda fototoksik semptomlar saptanmistir (Johansen
ve ark. 2017).

Danimarka'da karsilasilan vakalar, kronik istenmeyen etkilerde 6zellikle alerjik
nitelikteki reaksiyonlarin egemen oldugunu ve kirmizi dévme boyalarinin en riskli renk
oldugunu gostermistir. Dévme yapildiktan aylar veya yillar sonra reaksiyonlar ortaya
c¢ikabilir. Bu durum oldukg¢a uzun bir duyarlilik indiiksiyon siiresine isaret etmektedir ve
gecikmis komplikasyona sebebiyet vermektedir. Dovme pigmentlerinin intradermal
depolanmas1 yasam boyu maruziyeti beraberinde getirmekteve ciddi saglik sorunlarina
sebebiyet verebilmektedir. Reaksiyonlarin ¢ogu inflamatuar olusturmaktadir ve siddetli

alerjideki {iilserasyondan asir1 epidermal hiperplazi ve hatta konjektif {iveitlere kadar
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degisebilir. Altta yatan inflamatuar histolojik isaretler, interfaz dermatit ve T hiicreli
lenfosit infirasyonudur. Bu olay dizisinin kirmizi dovme boyasina karsi alerjik

reaksiyon gosterdigi de saptanmustir (Laux ve ark. 2016).

Yapilan bir ¢alismada kirmiz1 ddovme boyasinin UV 1511 ile kansere sebep olup
olmadig arastirilmistir. Immiinokompetan C3.Cg/TifBomTac tiiysiiz farelerin (n=99)
sirt bolgesine siklikla kullanilan ve 2-anisidin igeren bir kirmizi dovme boyasi ile
dovme uygulanmistir. Farelerin yaris1 haftada {ic defa UV 1simin {i¢ standart eritem
dozuna maruz birakilmistir. Birinci, ikinci ve ii¢lincli skuamdéz hiicreli karsinomun
(SCC) indiiksiyon siiresi Olgiilmiigtiir. Tim UV-iginlanmis farelerde SCC gelistigi
saptanmistir. Birinci ve ikinci tiimoriin baslangicina kadar gegen siire kirmizi dévmeli
grupta kontrol grubuna kiyasla ayni bulunmustur (182 - 186 giin ve 196 - 203 giin, P =
ns). Istatistiksel olarak, ii¢iincii timor kirmizi1 dévmeli grupta kontrol grubundan biraz
daha hizli goriinmiistiir (214'e karsilik 224 giin, P = .043). ikinci ve iigiincii tiimér igin,
biiylime orani kirmizi ddvmeli grupta kontrole kiyasla daha hizli bulunmustur (31'e 49
giin, P = .009 ve 30'a 38 giin, P = .036). Sonug¢ olarak, 2-anisidin i¢eren kirmizi ddvme
boyasi ile dovmeli ciltte spontan kanser gézlenmemistir. Bununla birlikte, UV'ye maruz
kalan kirmizi dovmeler, {icilincii timdre gore daha hizli timor baslangic1 gostermis ve
kirmiz1 dovme boyasi belirten ikinci ve ligiincii timoriin daha hizli biiyiime orani, UVile

bir kokarsinojen gibi davranmistir (Lerche ve ark. 2017).

Bir déovmede ortaya g¢ikan kontakt alerjisi ciltte hiperkeratoza, hatta cildin
tilserasyonuna ve nekrozuna sebep olabilir. Komplikasyon, dévmenin uygulanmasindan
hemen sonra veya yillar sonra ortaya ¢ikabilmektedir. Bazen, alerjik reaksiyon eski ve
benzer renkli dovmelerde ayni anda ortaya c¢ikabilir. Bir dovmedeki kronik alerjik
reaksiyonun hastalik belirtileri oldukca zorlayict olup yasam kalitesini 6nemli Slciide
azaltir. Bu nedenle, dovme boyalarina iliskin giivenligi daha iyi anlayabilmemiz i¢in in
vitro toksisite verilerinin iiretilmesi biiyiik nem tasir. Dovme boyalarinin sagliga iliskin
riski ile ilgili son yaymlar, cildin dovme boyalarina maruz kalmasini takiben meydana
gelen sitotoksisite, genotoksisite ve reaktif oksijen tiirlerinin iiretilmesi hakkinda
bilgiler saglamistir. Bununla birlikte, dévme boyalarmin duyarlilik potansiyeli

hakkindaki in vitro veriler ¢ok azdir (Lerche ve ark. 2017).
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Tez caligmasinda 3 farkli dovme markasindan siyah, kirmizi ve mavi renkli
dévme boyalar1 alarak fototoksik etki olusturup olusturmadiklarini 3T3 NRU

Fototoksisite testi ile inceledik.



3. GEREC VE YONTEM
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Bu tez calismasi Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Teknoloji

3.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Alkol

Asetik Asit

Eternal Dovme Boyasi Siyah Triple Black
Eternal Dévme Boyas1 Kirmiz1 Lipstick Red
Eternal D6vme Boyasi Mavi Muter Earth
Etilendiamin tetra asetik asit (EDTA)
Ddévme Boyast Siyah

Dovme Boyasi Kirmizi

D6évme Boyasi Mavi

Dulbecco’nun modifiye edilmis eagle besiyeri
Dimetilsiilfoksid (DMSO)

Fenol kirmizi igcermeyen besiyeri (DMEM)
Fosfat tamponu (PBS)

Intenze D6vme Boyasi Siyah True Black
Intenze D6vme Boyas1 Kirmizi1 Bright Red
Intenze D6vme Boyas1 Mavi Mario’s Light Blue
Klorpromazin

Notral kirmizi boyasi

Tripsin (1:250)

A.B.D. Hiicre Kiiltiirii ve Arastirma Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

Sigma-Aldrich 32221
Merck

Eternal

Eternal

Eternal

Sigma E5134

Tang Dragon

Tang Dragon

Tang Dragon

Biomatik A2424
Gibco

Wisent 311010CL
Intenze

Intenze

Intenze

Eczacibasi
Sigma-Aldrich N7005

Biomatic A4027



3.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar
Ayarlanabilir otomatik pipetler

Ayarlanabilir 8 kanalli pipetler

Ayarlanabilir 8 kanall1 otomatik dispenser pipet

Buzdolabi (+4°C)

CO2’li inkiibator

Derin dondurucu (-20 °C)
Derin dondurucu (-80 °C)
Elektronik hassas terazi

Etiiv

Faz-kontrast invert mikroskop
Hassas terazi

Laminar kabin (Biyogiivenlik seviyesi 2)
Mikroplaka okuyuculu spektrofotometre
Mini orbital ¢alkalayici
Otomatik pipetor

Otoklav Hirayama

pH metre

Bidistile su cihazi

Santrifiij

S1v1 azot tanki1

Su banyosu

Spin santrifiij

UV Lamba

UV Metre

Vorteks
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Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

Argelik 5231 NFY
Thermo-Scientific
Arcelik 2041 D
Wisecry-Daihan-Scientific
Precisa XB 220 A
Niive

Olympus CKX4
Mettler H20

Tezsan
Biotek-Epoch

Stuart SSMI
Eppendorf

HV-50L

Hanna HI 1131 B
Millipore Gradient
Rotofix Il

Cryopal

Memmert WB14
Labnet C1301B
Philips PLL 36 W UVA
Lutron UVA-365SD

Ika NC 28405
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3.3. Kullanilan Sarf Malzemeler

Falkon tiipler Citotest

Hiicre kiiltiirii flaski (25 cm?; 75 cm?) Nest
Otoklavlanabilir schott siseler Isolab

Pastor Pipeti Greiner bio-one
Pipet ucu Eppendorf
Pipet ucu Nest

96’11k Plate Nest

3.4. Hiicre Kiiltiirii Calismalari
3.4.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalarina Hazirhk

Calismaya baslanmadan 6nce her defasinda hiicre kiiltiirli laboratuvar1 ¢alisma
alanlar1 ve laminar kabin %70’lik alkolle diizenli olarak temizlendi. Calisma oncesi ve
sonrasinda hiicre kiiltiirii laboratuvarinin ve laminar kabinin UV lambalar1 agilarak

sterilizasyonlar1 saglandi.

Calismada kullanilan cam malzemeler musluk altinda bol su ile yikandi ve
sodyum hipoklorit (¢camasir suyu) igeren distile su dolu kovada 1 gece bekletildi.
Ardindan musluk altinda bol su ile tekrar yikandi ve 1 gece distile su dolu kovada
bekletildi. Ertesi giin 40°C’de etiivde kurutuldu. 2 saat boyunca 165°C’de kuru-sicak
hava sterilizasyonu ile sterilize edildi.

Pipet ucu gibi 1siya dayanikli plastik malzemeler ve hazirlanan c¢ozeltiler

121°C’de 3 atm basingta 15 dakika sterilize edildi.
Kullanilan besiyeri 0,22 um’lik steril filitreden gegirilerek sterilize edildi.
3.4.2. Balb/c 3T3 Hiicresinin Temini

Balb/c 3T3 hiicresi Eskisehir Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi, Biyoloji

Boliimii, Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali’ndan temin edildi.
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3.4.3. Hiicre Kiiltiirii Calismasinda Kullanmilan Cozeltiler

Cozeltiler otoklavda 120°C’de 15 dk. boyunca sterilize edilen mili-Q saf su
kullanilarak steril ortamda hazirlandi. Hiicre besiyeri ve PBS ¢ozeltisi +4°C’de

saklandi.

Fetal sigir serumu (FBS): 37°C’de ¢6ziindiiriildii ve besiyerine eklenmeden Once

0,22 pm steril naylon filtreden gecirildi.

Tripsin/EDTA ¢ozeltisi (%0,2-%0,04): 0,2 g tripsin ve 0,04 g EDTA hassas
terazide tartildi. 100 mL bidistile suda ¢oziindiiriildii. Ardindan 0,22 pm steril naylon
filtreden gecirildi ve -20°C’de saklandi.

PBS ¢ozeltisi (1X): 10 mL 10X PBS g¢ozeltisi 90 mL bidistile su ile iyice
karistirild1 ve +4°C’de saklandi.

Hiicre dondurma ¢ozeltisi: 1 mL %10’luk antibiyotik ¢ozeltisi, 10 mL FBS ve
10 mL DMSO, DMEM ile 100 mL’ye tamamLandi.

Notral kirmizisi stok ¢ozeltisi: 100 mg nétral kirmizi boyast 10 mL besiyerinde
¢oziildii. Elde edilen ¢ozelti 40 um seliiloz asetat filtreden gegirildi. Ardindan -20°C’de

saklandi.

Notral kirmizisi ¢calisma ¢ozeltisi: 80 pl notral kirmizist stok ¢ozeltisine 8 mL

besiyeri eklendi. Cozelti taze olarak kullanildi.

Notral kirmizi ¢oziindiirme ¢ozeltisi:7,5 mL etanol, 0,15 mL asetik asit ve 7,35

mL bidistile su iyice karistirildi. Her deneyde taze ¢6zelti hazirlandi.
3.4.4. Hiicre Hattimin Kiiltiiri

Donmus haldeki hiicreler sivi azot tankindan ¢ikarildi. 37°C’lik su banyosunda
kapak kismindan tutularak 1-2 dk. ¢6ziinene kadar bekletildi. Tamamen ¢ozlinmiis olan
hiicre viali %70’lik alkolle silindi ve laminar kabin i¢ine alindi. Hiicreler, DMEM
besiyeri igeren 15 mL’lik falkon tiipe aktarildi. Besiyerinde siispande edildi. Ardindan
1500 rpm’de 3 dk. santrifiij edildi. Siipernatant dikkatlice uzaklastirildi ve hiicre pelleti
besiyerinde tekrar siispande edildi. Bu islem DMSO’nun toksik etkisinden kurtulmak
icin tekrar edildi ve 7-10 mL besiyeri igeren 25 cm?’lik veya 75 cm?’lik flasklara ekildi.
Flasklarin {izerine hiicrenin adi, agilma tarihi ve donduruldugu tarihteki pasaj sayisi ile

ilgili bilgiler yazilarak 37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde inkiibasyona birakildi.
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3.4.5. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Ekim yapilan flasklar mikroskop altinda incelendi. Hiicreler konfluent duruma
geldiginde flask pasajlanmak {izere laminar kabine alindi. Flask igerisindeki besiyeri
dokiilerek hiicre yiizeyini protein kalintilarindan temizlenmek i¢in 2 mL PBS ¢ozeltisi
ile yikand1 ve PBS ¢ozeltisi uzaklastirildi. Hiicrelerin flaskin ylizeyinden ayrilmasini
saglamak amaciyla flaska 2 mL tripsin/EDTA eklenerek 37°C’de %5 CO2’li
inkiibatérde 5 dk. bekletildi. Siirenin bitiminde hiicrelerin flaskin yilizeyinden ayrilip
ayrilmadigr mikroskop ile kontrol edildi. Hiicrelerin ayrildigi tespit edilince tripsinin
aktivasyonunu durdurmak igin flaska 3,5-4 mL besiyeri eklenerek, dikkatlice pipetaj
yapildt ve 15 mL’lik falkon tiiplere aktarildi. 1500 rpm’de 3 dk. santrifiij edildi,
siipernatant uzaklastirildi. Pellet 5 mL besiyeri ile siispande edilip hemasitometrede
sayilarak 1x10* hiicre/mL olacak sekilde igerisinde besiyeri olan flaska ekildi, %90
bagil nem 37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde inkiibe edildi. Hiicre dizisinin devaminin

saglanmasi i¢in pasajlama islemi haftada bir kez tekrarlandi.
3.4.6. Hiicrelerin Saklanmasi

Hiicreler belli araliklarda dondurularak saklandilar. Boliim 3.4.4’de elde edilen
hiicre pelletinin {izerine 1 mL hiicre dondurma ¢ozeltisi eklenerek pastor pipeti ile
pipetaj yapildi. Yaklasik 10° hiicre/mL olacak sekilde hazirlanan hiicre siispansiyonlari
kriyo viallere aktarildi. Once -20°C’de 30 dk. ardindan -80°C’de 16-24 saat

bekletildikten sonra sivi azot tankina kaldirilarak sakland.
3.4.7. Hiicrelerin Sayilmasi

Hiicrelerin sayilmasi i¢in tripan mavisi testi kullanildi. Tripan mavisi testi 6li
hiicrelerin tripan mavisi boyasin1 bozulmus hiicre membranlarinin icerisine almasi ve
mikroskopta tamaminin mavi renkli goriinmesi; canli hiicrelerin ise tripan mavisini
hiicre membranlarinin igerisine almamasi, mikroskopta incelendiginde ise sadece hiicre

membranlarinin mavi goziikmesi esasina dayanmaktadir.

Hiicre saymmi hemositometre ad1 verilen ve 0,1 mm derinlige ve 1 mm? alana
sahip 4x16 kiiciik kareden olusan 6zel sayim lamlari kullanilarak 151k mikroskobunda
gerceklestirildi. Asagidaki formiil hiicre siispansiyonun mililitresindeki toplam hiicre

sayisini hesaplamak icin kullanildi:
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Toplam hiicre say1si/mL= Sayim sonucu x Seyreltme faktorii x 10* x Besiyeri miktari
(mL)

3.4.8. Hiicrelerin Mikroplakalara Ekimi

Inkiibatorde bekleyen flask inkiibatdrden ¢ikartilarak laminar kabine alindi1 ve
flask igerisindeki besiyeri dokiildii. Flask 2-2,5 mL PBS ile yikandi. 1 mL tripsin/EDTA
eklendi. 37°C’de %5 CO2’li inkiibatdrde 4 dk. bekletildi. Ardindan tripsin/EDTA ‘nin
aktivasyonunu durdurmak i¢in 2 mL besiyeri eklendi ve 15 mL’lik falkona aktarildi,
1500 rpm’de 2-3 dk. santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi. Pellet temiz besiyeri ile
siispande edildi. Hemasitometrede sayilarak kuyucuk basina 10* hiicre olacak sekilde iki
adet 96’11k mikroplakalara ekim yapild1 ve 120 rpm’de 1 dk. mini orbital ¢alkalayicida
karistirildi. Mikroplakalar 37°C’de %5 CO2’li inkiibatore kaldirild: ve 24 saat bekletildi.

3.5. 3T3 NRU Fototoksisite Test Calismalar:
3.5.1. Hiicre Kiiltirlerinin Hazirlanmasi

Dondurulmus stok kiiltiirlerden elde edilen hiicreler uygun bir yogunlukta kiiltiir
ortamina ekildi ve in vitro 3T3 NRU fototoksisite testinde kullanilmadan 6nce en az bir
kez alt kiiltiirlendi.

3.5.2. Dévme Boyasi ve Klorpromazin Cozeltilerinin Hazirlanmasi

D6vme boyast ve klorpromazin ¢ozeltileri her deneyde taze hazirlandi. Cokelti
olusturmayacak en yiiksek konsantrasyondan seyreltmeler yapilarak sekiz
konsantrasyonda ¢ozelti hazirlandi. Boyalarin ¢oziiniirlikk 6zellikleri benzer idi.

Dovme Boyast Cozeltilerinin Hazirlanmast

4 mg/mL ana stok boya ¢ézeltisi: 4 mg boya alinipp DMEM ile 1 mL’de ¢oziindiiriildi.

2 mg/mL boya ¢ozeltisi: Ana stok boya ¢ozeltisinden 100 pL alinip tizerine 100 pL
DMEM eklendi.

1 mg/mL boya ¢ozeltisi: 0,2 pg/mL boya ¢ozeltisinden100 pL alinip tizerine 100 pL
DMEM eklendi.

0, 4 mg/mL boya ozeltisi: 0,1 pg/mL boya ¢ozeltisinden 80 pL alinip tizerine 120 pL
DMEM eklendi.

0, 2 mg/mL boya ozeltisi: 0,04 ng/uL boya ¢ozeltisinden 100 pL alinip iizerine 100 pL
DMEM eklendi.

0, 1 mg/mL boya ozeltisi: 0,02 ng/uL boya ¢ozeltisinden 100 pL alinip iizerine 100 pL
DMEM eklendi.
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0,04 mg/mL boya dzeltisi: 0,01 ug/uL boya ¢ozeltisinden 80 uL alinip {izerine 120 uL
DMEM eklendi.

0,02 mg/mL boya ozeltisi: 0,04 pg/uL boya ¢ézeltisinden 100 pL alinip lizerine 100 uL
DMEM eklendi.

0,01 mg/mL boya ézeltisi: 0,002 pg/uL boya ¢ozeltisinden 100 pl alinip tizerine 100 pl
DMEM eklendi.

Kloropromazin Cozeltilerinin Hazirlanmast

Kontrol (-UV) Grubu cahsmalari igin:

250 ug/mL klorpromazin ¢ozeltisi: 5Smg/mL ana stok klorpromazin ¢ozeltisinden 10 pl
almip iizerine 190 pl PBS eklendi.

125 ug/mL klorpromazin ¢ozeltisi: 250 pg/mL klorpromazin ¢ozeltisinden 100 ul alinip
tizerine 100 ul PBS eklendi.

62,5 ug/mL klorpromazin ¢ozeltisi: 125 pg/mL klorpromazin ¢ozeltisinden 100 ul
almip tizerine 100 pl PBS eklendi.

31,25 ug/mL Klorpromazin ¢ozeltisi: 62,5 ng/mL klorpromazin ¢ozeltisinden 100 pl
almip tizerine 100 pl PBS eklendi

15,62 ug/mL konsantrasyonlu klorpromazin ¢ozeltisi: 31,25 pg/mL  klorpromazin
cozeltisinden 100 pl alinip tizerine 100 pl PBS eklendi

Maruziyet (+UV) Grubu ¢alismalari i¢in:

5 ug/mL klorpromazin ¢ozeltisi: 0,125 pg/ul klorpromazin ¢ozeltisinden 8 pl alinip
iizerine 192 pl PBS eklendi.

3,75 ug/mL klorpromazin ¢ézeltisi: 0,125 pg/ul klorpromazin ¢ozeltisinden 6 pl alinip
izerine 194 pl PBS eklendi.

2,5 ug/mL klorpromazin ¢ozeltisi: 0,005 pg/ul klorpromazin ¢ozeltisinden 100 pl alinip
iizerine 100 pl PBS eklendi.

1,25 ug/mL klorpromazin ¢ozeltisi: 0,0025 pg/ul klorpromazin ¢ozeltisinden 100 ul
almip iizerine 100 pl PBS eklendi

0,62 ug/mL klorpromazin ¢ozeltisi: 0,00125 pg/ul klorpromazin ¢dzeltisinden 100 pl
almip iizerine 100 pl PBS eklendi.

3.5.3. UV Isin Kaynag
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UV kaynagi olarak Philips PLL 36 W UVA lamba kullanildi. UV 1smin siddeti
Lutron marka UVA-365SD UV metre ile dlgiildii. Maruziyet 1s1n siddeti 1.7mW/cm?
olacak sekilde ayarlandi.

3.5.4. 3T3 NRU Fototoksisite Calismalari

1. Giin Calismalari: 3.4.8.°de anlatildig1 gibi iki adet 96’lik mikroplakalara
kuyucuk basina 1x10* hiicre olacak sekilde ekim yapildi ve 37°C’de %5 CO2’li
inkiibatorde 24 saat inkiibe edildi.

2. Giin Calismalari: 3.5.2.°de anlatildig1 gibi sekiz farkli konsantrasyonda test
edilecek dovme boyasi ¢ozeltileri ve pozitif kontrol i¢in de klorpromazin ¢ozeltileri taze
olarak hazirlandi. Ekim yapilan ve 24 saat boyunca inkiibe edilen hiicreler laminar
kabine alind1. Once atik besiyeri mikroplakalardan uzaklastirildi. Ardindan 150 pl PBS
ile plakalar yikandi. Her bir kuyucuga 100 pl PBS eklendi. Ardindan 50 pl dévme
boyasi ¢Ozeltilerinden ve klorpromazin ¢ozeltisinden eklendi. Mikroplakalar 60 dk.
37°C’de %5 CO’li inkiibatérde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi mikroplakalardan
biri oda sicakliginda 50 dk. UVA ya maruz birakildi (+UV Grubu). Diger mikroplaka
oda sicakliginda aymi siirede karanlikta bekletildi (-UV Grubu). Ardindan
mikroplakalar laminar kabine alindi. Test ¢6zeltisi dokiildii ve 150 ul PBS ile iki defa
yikandi. 150 pl DMEM besiyeri eklendi. 1 gece inkiibe olmasi i¢in mikroplakalar
37°C’de %5 CO2’li inkiibatore kaldirildi.

Maruziyet mikroplaka diizeni Sekil 3.1°de goriilmektedir.
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Sekil 3.1: 96 kuyucuklu mikroplakada maruziyet diizeni
Siyah kuyucuklar: siyah dévme boyasi uygulanmig kuyucuklar

Kirmiz1 kuyucuklar: kirmizi ddvme boyasi uygulanmig kuyucuklar

Mavi kuyucuklar: mavi dévme boyasi uygulanmis kuyucuklar

P.K. (Pozitik Kontrol): Klorpromazin ¢ozeltileri uygulanan kuyucuklarlar
N.K. (Negatif Kontrol): Hiicre ve besiyeri igeren ¢ozelti uygulanan kuyucuklar

3. Gin Calismalari: Hicreler, biiyiikliiklerinde, morfolojilerinde ve
biitiinliiklerinde bir degisiklik olup olmadigmni kontrol etmek amaciyla mikroskop
altinda incelendi. Ardindan 150 ul PBS ile hiicreler yikandi. 100 ul DMEM ve 50
ng/mL Notral kirmizisi (NR) ¢ozeltisinden 100 ul eklendi. 3 saat boyunca 37°C’de %5
CO’li inkiibatérde inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi mikroplakalar laminar kabine
alindi. Notral kirmizis1 eklenmis besiyeri dokiildii. 150 pl PBS ile hiicreler yikand.
3.4.3.’de anlatildig1 gibi hazirlanan nétral kirmizist ¢oziindiirme ¢ozeltisinden 150 pl
eklendi. 120 rpm’de 10 dk. mini orbital ¢alkalayicida karistirildi ve nétral kirmizisinin
tamamen ¢oziiniip homojen bir ¢dzelti olustugundan emin olundu. Ardindan ¢ozeltilerin
absorbanslar1 540 nm’de olgiildii ve kaydedildi. Sekil 3.2°de deneyinin yapilist

Ozetlenmistir.



Kuyucuk bagina 10* hiicre olacak
sekilde iki adet 96’k
mikroplakalara ekim yapildi ve
37°C’de %S5 CO,’li inkiibatorde
24 saat inkiibe edildi.
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Konsantrasyon azahyor

Inkiibasyon sonrast
mikroplakalardan  biri  oda
sicakhginda 50 dk. 1.7
mW/em’> UVA ya maruz
birakildi (+UV). Diger
mikroplaka oda sicakhginda
ayni stirede karanlikta
bekletildi (-UV).

Notral Red (NR) ¢ozeltisinden
eklendi. 3 saat boyunca inkiibe
edildi.

Sekil 3.2: In vitro 3T3 NRU fototksisite testinin sematik olarak gosterimi

Mikroplakalara test
maddeleri, pozitif kontrol ve
negatif kontrol uygulandi.
Mikroplakalar 60 dk.
inkiibatorde inkiibe edildi.

Test ¢ozeltisi  dokiildi  ve
mikroplakalar yikandi. Fenol
kirmizisiz besiyeri eklendi. 1
gece inkiibe edildi.

Notral Red ¢oziindiirme ¢ozeltisi eklendi
ve Notral Red’in tamamen ¢oziiniip
homojen bir ¢ozelti olustugundan emin
olundu.
spektrofotometrik 6lgiim yapildi.

Ardindan 540 nm’de
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Tim islemler Eternal, Intenze ve Tang Dragon marka siyah, kirmizi ve mavi
doévme boyalart (Sekil 3.3) icin li¢ farkli hafta tekrar edildi. Her deneyde her
konsantrasyon boya icin 3 tekrar yapildi.

Sekil 3.3: Calismalarda kullanilan Intenze, Eternal ve Tang Dragon dovme

boyalan
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3.5.5. 3T3 NRU Fototoksisite Calismalarinin Dogrulanmasi

Porzitif kontrol dogrulamasi: Pozitif kontrol olarak kullanilan ve fototoksisitesi
ile 1Cso degeri bilinen klorpromazin maddesi fototoksisite testine tabi tutuldu.
PHOTOTOX programi kullanilarak MPE, PIF ve ICso degerleri hesaplandi. (Phototox
Version 2.0) Klorpromazin i¢gin OECD Kilavuzu 432’de PIF degerinin 14,4’den biiyiik,
MPE degerinin ise 0,33-0,63 araliginda olmasi gerektigi belirtilmistir. Kilavuzda ayrica
klorpromazin i¢in ICso degerleri (+UV)’de 0,1-2,0 pg/mL, (-UV)’de 7,0-90,0 ug/mL
olarak verilmistir. Elde edilen deney sonuglari hem bu degerlerle hem de PHOTOTOX
programini kullanarak hesaplama yapan baska laboratuvarlarin elde ettigi sonuglarla
kiyaslandi.

Negatif kontrol dogrulamasi: Negatif kontrol olarak kullanilan sadece hiicre ve
besiyerinden olusan ¢ozeltilerin absorbans degerleri birbirleri ile kiyaslandi. OECD
Kilavuzu 432’e gére UVA’ye maruz birakilan hiicrelerin UVA’ye maruz birakilmayan

hiicreleri ile kiyaslandiginda en az %80’1 canli olmalidir (OECD/OCDE 432 2004).

3.5.6. 3T3 NRU Fototoksisite Calismalar1 Sonucunda Elde Edilen Verilerin
Degerlendirilmesi ve Raporlanmasi

Elde edilen absorbans degerleri PHOTOTOX yazilimima yiiklenerek MPE
degerleri hesaplandi. Absorbans degerleri PHOTOTOX programina Tablo 3.1’de
gosterilen diizene gore yliklendi.

OECD Kilavuzu 432 dogrultusunda MPE degerinin 0,1’den az olmasi
durumunda test maddesi “fototoksik degil”, 0,1-0,15 araliginda olmasi durumunda
“muhtemel fototoksik”, 0,15°den fazla olmasi durumunda ise “fototoksik” olarak
degerlendirildi.

PHOTOTOX programina yiiklenen absorbans degerleri sablonu Tablo 3.1°de

verilmistir.



Tablo 3.1: PHOTOTOX programina yiiklenen absorbans degerleri sablonu
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NK: Negatif Kontrol,

: Pozitif Kontrol, Doz: Boya ¢ozeltileri
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4. BULGULAR

Calismalarda Eternal Dovme Boyasi (siyah, kirmizi, mavi), Intenze Dovme
Boyasi (siyah, kirmizi, mavi), Tang Dragon Dévme Boyasi (Siyah, kirmizi, mavi)
kullanildi. Her dovme boyasi i¢in 3’er hafta deneme ve her hafta 3’er tekrar yapildi.
3T3 NRU testine baslamadan once herbir boyanin absorpsiyon spektrumlari alindi.
Boyalarm absorpsiyon maksimumlarinin; siyah boyalarda 410-420 nm, mavi boyalarda

610-640 nm ve kirmiz1 boyalarda 560-570 nm arasinda oldugu bulundu.

Negatif Kontrol Calisma Sonuglari: Negatif kontrollerin (+UV) ve (-UV)
absorbanslar1 kiyaslandi. Ortalama —UV absorbans degeri 0,5823, (+UV) absorbans
ortalama degeri 0,4820 olarak bulundu. Bu degerlere gore UV’ye maruz birakilan

hiicrelerin canliliklarini % 82,7 oraninda korudugu gériildii.

Pozitif Kontrol Calisma Sonuglari: 3T3 NRU testinin laboratuvar kosullarinda
dogrulugunu kontrol etmek amaciyla OECD klavuzu dogrultusunda pozitif kontrol
olarak sectigimiz klorpromazin ile deney gergeklestirildi. Klorpromazin i¢in OECD
Kilavuzu 432’de PIF degeri 14,4’den biiyiik, MPE degeri ise 0,33-0,63 araliginda, 1Cso
degerlerinin de (+UV)’de 0,1-2,0 ug/mL, (-UV)’de 7,0-90,0 pg/mL olmas1 gerektigi
belirtilmistir. Bolim 3.5’de anlatildigi sekilde yapilan 3T3 NRU testi sonucunda,
Klorpromazin igin PIF degeri 27,7, MPE degeri 0,50 , ICso degerleri ise (+UV)’de 1,7
ug/mL olarak ve (-UV)’de 47 ug/mL olarak bulundu. Elde edilen bu degerlerin OECD
Kilavuzu 432 limitlerine uydugu goriildi. Sekil 4.1°de klorpromazine ait PHOTOTOX

program ciktilar1 6rnek olarak verilmektedir.
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Sekil 4.1: Klorpromazin icin elde edilen bulgular

Sekil A: Klorpromazin (+UV) degerleri

Sekil B: Klorpromazin (-UV) degerleri

Sekil C: Klorpromazin igin MPE degerleri

Test kosullarinin uygun oldugu belirlendikten sonra 3T3 NRU testi dévme
boyalarina uygulandi. Boya ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda en yliksek konsantrasyon

¢okelti olusturmayan konsantrasyon olarak belirlendi. Boliim 3.5°de anlatildig: sekilde
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3 farkli renkte dovme boyasi 3’er tekrarla teste tabi tutuldu. Deneyler sonucunda elde

edilen MPE degerleri, standart sapma degerleri ve degerlendirme Tablo 4.1°de

verilmektedir. Sekil 4.2°de ise sonuglar grafiksel olarak gosterilmistir.

Tablo 4.1: Tiim dévme boyalari igin elde edilen MPE degerleri ve fototoksisitenin

degerlendirilmesi

Test maddesinin adi MPE degerl Degerlendirme
Ortalama £+ SD

Eternal - Siyah -0,361+0,07 Fototoksik degil
Eternal - Kirmizi -0,351+0,02 Fototoksik degil
Eternal - Mavi -0,229+0,01 Fototoksik degil
Intenze - Siyah -0,559+0,02 Fototoksik degil
Intenze - Kirmizi -0,159+0,01 Fototoksik degil
Intenze - Mavi -0,126+0,01 Fototoksik degil
Tang Dragon - Siyah -1,330+0,01 Fototoksik degil
Tang Dragon - Kirmizi -1,155+0.04 Fototoksik degil
Tang Dragon -Mavi -0,535+0,03 Fototoksik degil
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Sekil 4.2: Tiim dovme boyalar1 icin elde edilen MPE degerlerinin grafiksel

gosterimi

Intenze D6vme Boyasi Mavi Mario’s Light Blue kullanilarak elde edilen -0,034

MPE degeri en biiyiik, Tang Dragon Dévme Boyast Kirmiz1 kullanilarak elde edilen -
1,639 MPE degeri ise en kiiglik MPE degeridir.

Her ii¢ markaya ait birer boyanin deney bulgular1 Tablo 4.2, Tablo 4.3 ve Tablo 4.4°de,
grafikleri ise Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’de verilmektedir.

Tablo 4.2: Eternal Dévme Boyas1 Mavi Muter Earth icin elde edilen (+UV) ve (-

UV) absorbans degerleri

Konsantrasyon
(mgimL) 0,01 0,02 0,04 0,1 0,2 0,4 1 2

Ortalama (+UV)

Absorbans ve 0,238+ 0,270+ 0,474+ 0,521+ 0,594+ 0,774+ 0,980+ 1,197+
Standart Sapma 0,03 0,03 0,09 0,08 0,05 0,06 0,08 0,19
Degerleri

Ortalama (-UV)

Absorbans Degerleri | 0,505+ 0,515+ 0,447+ 0,493+ 0,447+ 0,549+ 0,461+ 0,503+
ve Standart Sapma 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,09 0,02 0,05
Degerleri
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Sekil 4.3: Eternal Dovme Boyas1 Mavi Muter Earth icin elde edilen (+UV) ve (-

UV) absorbans degerlerinin grafiksel gosterimi

Tablo 4.3: Intenze Dovme Boyasi Kirmizi Bright Red i¢in elde edilen (+UV) ve (—
UV) absorbans degerleri

Konsantrasyon (mg/mL) 0,01 0,02 0,04 0,1 0,2 0,4 1 2

Ortalama (+UVv)

0,236+ 0,248+ 0,242+ 0,276+ 0,271+ 0,266+ 0,277+ 0,290+
Absorbans ve Standart

0,03 0,03 0,02 0,04 0,05 0,02 0,02 0,04
Sapma Degerleri

Ortalama (-Uv)

Absorbans Degerleri ve

0,404+ 0,415+ 0,421+ 0,426+ 0,424+ 0,418+ 0,410+ 0,422+

0,04 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,03
Standart Sapma Degerleri
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Sekil 4.4: Intenze Dovme Boyas1 Kirmizi Bright Red i¢in elde edilen (+UV) ve (-
UV) absorbans degerlerinin grafiksel gosterimi

Tablo 4.4: Tang Dragon Déovme Boyasi Siyah i¢in elde edilen (+UV) ve (-UV)

absorbans degerleri

Konsantrasyon (mg/mL) 0,01 0,02 0,04 0,1 0,2 04 1 2

Ortalama (+UVv)

0,130+ 0,165+ 0,255+ 0,237+ 0,314+ 0,499+ 0,411+ 0,494+
Absorbans ve Standart

0,02 0,02 0,03 0,04 0,06 0,08 0,05 0,06
Sapma Degerleri

Ortalama (-Uv)

Absorbans Degerleri ve

0,694+ 0,650+ 0,921+ 0,889+ 0,898+ 0,880+ 0,815+ 0,882+

. 0,13 0,11 0,08 0,05 0,07 0,04 0,07 0,07
Standart Sapma Degerleri
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Sekil 4.5: Tang Dragon Dévme Boyasi Siyah i¢in elde edilen (+UV) ve (-UV)

absorbans degerlerinin grafiksel gosterimi
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5. TARTISMA

Kelime anlami olarak “viicut derisi lizerine igne vb. sivri bir aragla ¢izilmek ve
icine renk veren maddeler konulmak yoluyla yapilan yazi1 veya resim” anlamina gelen
dovmenin ge¢misi Cilali Tas Devri’ne dayanmaktadir (Tiirk Dil Kurumu 2019; Yiicel
ve Cevik 2017). Farkl kiiltiirlerde farkli amagclarla uygulanan dévme giiniimiizde de
olduke¢a yaygin olarak kullanilmaktadir.

Do6vme islemi, istenen renkteki boyalarin bir igne yardimiyla derinin 1.5-2 mm
altina dermis tabakasma uygulanmasidir. Igne epidermisi gecerek dermise ulasir ve
papiler tabakaya niifuz eder (Grant ve ark. 2015).

Piyasada satilan ¢ok ¢esitli dovme boyalari mevcuttur. Dévme boyalarinin igerik
bilgileri ticari kaygilar ve yasal bir mecburiyetin olmamasi sebepleriyle tam ve kesin
olarak {iretici firmalar tarafndan paylasilmamaktadir. Ancak genel anlamda dévme
boyalar1 pigmentlerin  bir ¢0ziicli icerisinde karistirllmasi  ile  hazirlanan
stispansiyonlardir. Dévme boyalarinda pigment ve ¢oziicii haricinde baglayici maddeler,
koruyucu ve kivam verici gibi bagka maddeler bulunmaktadir. Pigmentler, organik veya
inorganik yapida olup ¢oziiclide ¢oziinmeyen kiiglik partikiil biiyiikliigiine sahip renkli
veya renksiz kimyasallardir. Pigmentlerin biiyiik bir ¢ogunlugunun boyutu 0,01-1,00
um arasindadir (T.C. Milli Egitim Bakanhg 2013; Dirks 2015). Inorganik pigmentler
daha mat renklerin elde edilmesinde kullanilirken organik pigmentler daha parlak ve
daha yogun renklerin elde edilmesi i¢in kullanilirilar. Organik pigmentlerin icerisinde
en ¢ok kullanilan pigment grubu azo pigmentlerdir (Kabay 2002).

Dovme boyalar1 ile alakali lilkemizde ve diinyada herhangi bir kanun ve
yonetmelik bulunmamaktadir. Avrupa’da bazi yasal diizenlemeler mevcuttur ancak bu
diizenlemeler heniiz kanun olarak yiriirliige girmemistir veya yonetmelik olarak

yayinlanmamustir (Piccinini ve ark. 2016).

Son on yilda Avrupa’da dovme yaptiranlarin sayisi hizla artmistir. Bununla
birlikte dovmeden kaynakli cilt rahatsizliklar1 sebebi ile dermatologlara bagvuran
hastalarin sayisinda da ciddi bir artis s6z konusudur. Dovmeden kaynakli alerjik cilt
reaksiyonlar1 hastalarin en ¢ok basvurdugu dovmeden kaynaklanan cilt sorunudur. Bir
dovmede ortaya ¢ikan kontakt alerjisi ciltte hiperkeratoza, hatta cildin iilserasyonuna ve

nekrozuna sebep olabilir. Komplikasyon, dévmenin uygulanmasindan hemen sonra
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veya yillar sonra ortaya ¢ikabilmektedir. Bazen, alerjik reaksiyon eski ve benzer renkli
dovmelerde ayni anda ortaya cikabilir. Ozellikle kirmizi ddvme boyasinin alerjik cilt

reaksiyonlaria sebep oldugu yoniinde pek ¢ok vakaya rastlanmaktadir (Lerche ve ark.
2017).

Dovmelerde kullanilan pigmentlerin  glines 151811 absorbe ettigi ve bu
etkilesimin kansere zemin hazirladigi yoniinde bulgular bulunmaktadir. Dévmenin
sebep oldugu 50 kanser vakasina rastlanmistir. Bu vakalardan 23 tanesi siikuamoz
hiicresi karsinom ve keratoakantoma, 16 tanesi melanoma, 11 tanesi ise bazal hiicre

karsinoma olarak saptanmistir (Grant ve ark. 2015).

Daha 6nce herhangi ciddi bir saglik sorunu yagamamis 23 yasinda bir kadin sag
kalgasinin istiine yaptirdigi dévmesinin kirmizi renkli bolgesinde meydana gelen
lezyon sebebi ile bir ¢alismaya konu olmustur. Calisma baglamadan 8-10 ay oncesinde
lezyon meydana gelmistir. Dovme uygulamasi ise yaklasik olarak 1 yil Oncesinde
yapilmistir. Semptomlar kanama, aci, sislik, kizariklik ve {ilserlesmedir. Hastaya
yapilan biyopsi raporunda hastada graniilomatéz dermatit oldugu tespit edilmistir.
Graniilomatoz dermatit hastada kirmizi pigmente karsi alerjik reaksiyon gelismesi

sonucunda gozlemlenmistir (Sweeney ve ark. 2013).

Bir Alman calismasinda yakin bir zamanda dovme yaptirmis kadinlarin
%1,6’sinda, erkeklerin 9%0,8’inde glines maruziyeti sonucunda fototoksik etki rapor
edilmistir. Fransiz dovmecilerin %23’ilinde giinese maruziyet sirasinda ve sonrasinda
giinese maruz kalmis dévmeli viicut bolgelerinde sisme rapor edilmistir. Danimarka’da
ise dovmeli bireylerin neredeyse %15,6’sinin  veneroloji  klinigine basvurdugu
kaydedilmistir. 3 aydan daha uzun siire 6nce dévme yaptiran ve Danimarka’da bir
plajda giineslenen kisilerin %21,5’unda fototoksik semptomlar saptanmistir (Johansen
ve ark. 2017).

Fototoksisite, 1siktan kaynaklanan doku reaksiyonlarimi tanimlamakta olup
organizmaya uygulanan bir maddeye 1s18a maruziyet sonrasinda derinin toksik
cevabidir (Kose ve ark. 2017). Fototoksisitenin meydana gelmesi igin fotonlarin
kromofor veya fotohassasslastirict bir molekiil tarafindan absorbe edilmesi gerekir
(Mang ve ark. 2011). Serbest oksijen olusumuna sebep olan ROS’lar ciltte dogal olarak
bulunurlar ve endojen fotohassaslastirici olarak isimlendirilirler. Organizma kendi dogal

enzimatik savunma mekanizmasi ile ROS’larin seviyesini kontrol altinda tutar. Ancak
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bazi dévme pigmentleri ROS’larin iiretimini arttirir. Bunun sonucunda ciltte 6dem,
yanma ve agr1 gibi semptomlar olusur (Serup ve ark. 2015). Fototoksisite kimyasal bir
maddeye organizmanin sistemik veya topikal olarak maruz kalmasmin ardindan 1sikla
temas etmesi sonucunda akut olarak ortaya ¢ikar. Glines 1s18inda fototoksisiteden esas
sorumlu olan UVA’dir. UVA 320-400 nm dalga boyu ile dalga boyu en uzun olan
istmadir ve UV’nin %90-92’sini olusturur. UVA 1smlart derinin alt tabakasi olan

dermise kadar gecger (Kose ve ark. 2017).

Fototoksisitenin belirlenmesi i¢in kullanilan test yontemleri in vivo, in vitro, in
silico ve in chemico test yontemleri olarak dorde ayrilmaktadir (Kim ve ark. 2015). In
vivo fototoksisite testleri hayvan kullaniminin 6niine gegilmesi i¢in yerini hizla in vitro
fototoksisite testlerine birakmaktadir (K6se ve ark. 2017). 3T3 NRU Fototoksisite testi
in vitro fototoksisite testleri igerisinde en ¢ok kullanilan test metotudur (Kim ve ark.

2015).

3T3 NRU Fototoksisite Testi, test maddesinin simiile edilmis gilines 1s18inin
sitotoksik olmayan bir dozuna maruz kalmasi ve kalmamasi durumundaki
sitotoksisitesinin  karsilagtirilmas1 esasina dayanmaktadir. Testte hiicrelere test
maddesine ve 1s1na maruz kaldiktan 24 saat sonra zayif katyonik bir boya olan nétral
kirmizis1 boyast (NR) wuygulanir. Bu boya canli hiicreler tarafindan hiicre
membranlarindan penetrasyon yoluyla intraseliiler ortamlarina alinir ve lizozomlarinda
birikir. Hiicrelerin test maddesine ve sitotoksik olmayan dozda 1sina maruz kalmasini
takiben hiicreler tarafindan nétral kirmizist boyasimin alimmin madde konsantrasyonuna
bagl olarak azalmasi sitotoksisite seklinde ifade edilir. Lizozomlarin membranlar1 son
derece hassass bir yapiya sahiptir ve hiicre ylizeyindeki degisiklikler geri doniisi
olmayan lizozomal kirilganliklara sebep olur. Ksenobiyotiklerin etkisi ile ortaya ¢ikan
bu degisiklikler, ndtral kirmizi boyasinin azalmasi ve baglanmasi ile sonuglanir.
Boylece bu testin temeli olan canli, hasarli ve 6li hiicreler arasinda ayrim yapmak

miimkiin olur (OECD/OCDE 432 2004).

Bir dovmenin yol a¢tig1 kronik alerjik reaksiyonun hastalik belirtileri oldukga
zorlayici olup yasam kalitesini onemli Ol¢lide azaltir. Bu nedenle, dovme boyalarina
iligkin gilivenligi daha iyi anlayabilmemiz i¢in in vitro toksisite verilerinin lretilmesi
biiyiik 6nem tagir. Dévme boyalarinin sagliga iliskin riski ile ilgili son yaynlar, cildin

dovme boyalarina maruz kalmasini takiben meydana gelen sitotoksisite, genotoksisite
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ve reaktif oksijen tiirlerinin iiretilmesi hakkinda bilgiler saglamistir. Bununla birlikte,
dévme boyalarin duyarlilik potansiyeli hakkindaki in vitro veriler ¢ok azdir (Lerche

ve ark. 2017).

Tez calismasinda 3 farkli markadan (Eternal, Intenze, Tang Dragon) siyah,
kirmizi ve mavi renkte dovme boyalarinin 3T3 NRU Fototoksisite testi ile
fototoksisitesi degerlendirildi. OECD Kilavuzu 432’¢ gore maddelerin fotoreaktif
olabilmeleri i¢in UV/Goriinlir alanda absorpsiyon gostermeleri gerekmektedir. 3T3
NRU testine baslamadan Once herbir boyanin absorpsiyon spektrumlar1 alindi.
Boyalarin ~ UV/Goériinir  alanda  absorpsiyon  gosterdikleri, absorpsiyon
maksimumlarmin c¢aligilan dalga boyunda (540 nm) girisime neden olmayacagi

gbzlendi.

Negatif kontrollerin (+UV) ve (-UV) absorbanslar1 kiyaslandi. Ortalama (-UV)
absorbans degeri 0,5823, (+UV) absorbans ortalama degeri 0,4820 olarak bulundu. Bu
degerlere gore UV’ye maruz birakilan hiicrelerin canliliklarint % 82,7 oraninda

korudugu goriildii.

3T3 NRU testinin laboratuvar kosullarinda dogrulugunu kontrol etmek amaciyla
OECD klavuzu dogrultusunda pozitif kontrol olarak sectigimiz klorpromazin ile deney
gergeklestirildi. Klorpromazin igin elde edilen absorbans degerleri PHOTOTOX
programina yiiklenerek MPE ve PIF degerleri hesaplandi. Klorpromazin i¢in MPE
degeri 0,500, PIF degeri ise 27,727 olarak bulundu. Elde edilen MPE ve PIF degerleri
PHOTOTOX programi kullanilarak klorpromazin i¢in baska caligmacilar tarafindan
hesaplanan MPE ve PIF degerleri ile karsilastirildi. Zebet laboratuvari tarafindan
yapilan bir ¢alismada klorpromazin igin hesaplanan MPE degeri 0,546, PIF degeri ise
27,142 olarak, Procter laboratuvar tarafindan yapilan bagka bir ¢calismada klorpromazin
icin MPE degeri 0,556, PIF degeri ise 26,266 olarak bulunmustur. Klorpromazin i¢in
elde edilen MPE ve PIF degerleri diger ¢alismacilar tarafindan bulunan degerler ile

uyumludur.

Do6vme boyalarina uyguladigimiz 3T3 NRU testi sonuglarmin PHOTOTOX
programi ile hesaplanan MPE degerlerine gore tiim boyalar “fototoksik degil” olarak
degerlendirildi. Ancak Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve Sekil 4.5°de goriildiigii gibi UVA ya maruz
birakilan gruplarda (+UV) absorbans degerlerinde diisiis gozlenmektir. (+UV) ve (-UV)

absorbans degerleri arasindaki fark Tang Dragon boyasinda en fazladir. Bu nedenle
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dovme boyalarinin fototoksisitelerini dogru degerlendirebilmek i¢in 3T3 NRU testi
sonuglarinin bagka fototoksisite test yontemleri ile dogrulanmasi gerektigine kanaat
getirilmistir. Fototoksisite testi sonucunda elde edilen veriler dovme boyalarinin bagka

toksikolojik 6zellikleri hakkinda bilgi vermemektedir.
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