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SERUM INFUZYON SETLERINDEN SIZAN KiMYASALLARIN
SITOTOKSIK VE GENOTOKSIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

OZET

Medikal malzeme giivenligi biyomiihendislik arastirmalarinda 6nemli bir yere
sahiptir. Ozellikle tek kullanimlik medikal malzemelerle ilgili belirli standartlar
olmasina ragmen malzeme biyouyumlulugu anlaminda detayl arastirmalara ihtiyag
duyulmaktadir. Bu tez calismasinda, klinikte olduk¢a dnemli bir yere sahip olan serum
inflizyon setlerinden sizan kimyasallarin memeli hiicreleri tizerindeki sitotoksik ve
genotoksik etkileri arastirilmistir. Arastirmada farkli markalardan serum infiizyon
setlerinin plastik hortum kisimlarindan alinan esit miktarlardaki numunelerden sizint1
kimyasallar1 igeren ortamlar hazirlanmis, bu ortamlarda kiiltiire edilen hiicrelerdeki
etkiler negatif ve pozitif kontrol gruplar1 ile kiyaslanmistir. Sizint1 kimyasallarin elde
edilmesi i¢in ¢esitli yayinlarda da belirtildigi tizere klinikte rutin set degisim siiresi
olan 72 saatlik periyot baz alinmistir. Sitotoksisitenin belirlenmesi amaciyla L929 fare
fibroblast hiicrelerinde notral kirmizi alim (NKA) testi ve 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testi, genotoksisitenin belirlenmesi amaciyla
insan periferal kan lenfosit hiicrelerinde sitokinezi blok teknigi ile mikrogekirdek testi
yapilmistir. Hiicre canlilik oranlari, mikrogekirdek frekansi ve niikleer boliinme
indeksi degerlendirilerek farkli marka iriinlerden kaynaklanan sitotoksik ve
genotoksik etkiler kiyaslanmistir.

Deneylerden elde edilen sonuglar setlerin hiicre canliliginda azalmaya, mikrogekirdek
frekanslarinda ise genel olarak istatistiksel olarak anlamli olmayan artiglara sebep
oldugunu gostermistir. Literatiirde benzer nitelikteki calisma sayis1 son derece sinirli
olup, bu tez ¢aligmasinda serum inflizyon seti kullanimmin kisa siireli donemdeki
etkilerinin yani sira, tek kullanimlik medikal malzeme biyogiivenliliginin belirlenmesi
amaciyla yapilabilecek 6rnek testler hakkinda da bilgi verilmistir.

Anahtar kelimeler: biyomalzeme, serum inflizyon seti, MTT, nétral kirmizi alim,

mikrogekirdek testi
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INVESTIGATION OF THE CYTOTOXIC AND GENOTOXIC EFFECTS OF
LEAKING CHEMICALS FROM SERUM INFUSION SETS

SUMMARY

Medical device safety plays an important role in bioengineering research. Although
there are specific standards regarding disposable medical materials, detailed research
is needed in terms of biomaterial biocompatibility. In this study, the effects of
cytotoxic and genotoxic properties of chemicals leaking from serum infusion sets
which have an important place in the clinic were investigated. In our study, media
containing leakage chemicals were prepared from equal samples taken from the plastic
line sections of different brands of serum infusion sets and the effects on the cultured
cells were compared against negative and positive control groups. In order to obtain
leaking chemicals, our study period was based on the 72 hour period, which is the
routine set change time in the clinic as indicated in various publications. Neutral red
uptake (NRU) test and 3- (4,5-Dimethylthiazol-2-yl) - 2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) test were performed in L929 mouse fibroblast cells for the
determination of cytotoxicity and cytokinesis blocked micronucleus technique was
performed in human peripheral blood lymphocyte cells for the determination of
genotoxicity. Cytotoxic and genotoxic damage levels in different brand products were
compared by evaluating cell viability rates, micronucleus frequency and nuclear
division index values.

The results obtained from the experiments showed that sets caused a decrease in cell
viability and statistically insignificant increases in micronucleus frequencies in
general. In the literature, the number of similar studies is extremely limited and in this
thesis in addition to the short-term effects of the use of the serum infusion sets, the
information about the sample tests to determine the biosecurity of disposable medical
materials is given.

Keywords: biomaterials, serum infusion set, MTT, neutral red uptake, micronucleus
test
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1. GIRIS

Tibbi malzemelerin kullanimina bagli olarak gesitli kimyasallarm hasta maruziyeti son
donemde tartisilan medikal konulardan birisi olmustur. Ozellikle invaziv islemlerde
dogrudan kanla temas eden iiriinlerden, tirliniin uygulandig1 hastaya gegebilecek, viicut
icin yabanci Uriinlerin olusturabilecegi saglik tehditleri alaninda yeterli diizeyde
calisma mevcut olmayip, tibbi malzemelerin biyouyumlulugu ile ilgili daha fazla

calismaya ihtiya¢ bulunmaktadir.

Saglik hizmetlerinin sunumunda, tek kullanimlik malzeme tiiketim kiiltiiriiniin
yayginlagmasi ile ticari plastik materyallerin en cok tiiketildigi alanlardan biri de
medikal malzeme alani1 olmustur. Ticari plastikler tiim alanlarda talebin yiiksek oldugu
ve yiiklii miktarlarda tiretilen plastiklerdir. Polietilen, polipropilen gibi polimerlerin
yani sira en sik kullanilan polimerlerden biri de polivinilkloriirdiir. Polivinilkloriir
(PVC) diisiik maliyeti, islemenin kolay olmasi ve pek ¢ok uygulama alani i¢in uygun
Ozelliklerinin olmasi nedeni ile olduk¢a yaygin sekilde kullanilmaktadir. Pek ¢cok pazar
arastrmasina gore tliim plastik medikal iirlinlerin yaklasik %25’inin PVC oldugu

tahmin edilmektedir (Sastri, 2013).

Medikal malzeme alaninda en sik kullanilan polimerlerden birisi olan PVC kullanimi1
oncesinde plastiklestirilmektedir. Plastiklestirilmeyen PVC daha sert ve kat1 bir yapiya
sahiptir. Plastiklestirme islemi i¢in, dioktil ftalat, di-n-desil ftalat, dietil heksil ftalat
gibi ftalat tiirevleri yaygin sekilde kullanilmaktadir.

Son yillarda yapilan aragtirmalarda ftalat tiirevlerinin toksik etkileri tartigilmaktadir
(Hauser ve Calafat, 2005). Yogun bakim iinitelerinde yatan hastalarda damar yolu ile
kan, trombosit transflizyonu veya total parenteral beslenme yapilan, mekanik
ventilatore baglanan, diyalize giren hastalarda di-etilheksil ftalat (DEHP) diizeylerinde
artis oldugu belirlenmistir. Literatirde DEHP maruziyetinin {ireme sistemi,
kardiyovaskiiler sistem, solunum sistemi, gastrointestinal sistem, hematopoetik
sistem, immiinolojik ve lenforetikiiler sistem, {iriner sistem, norolojik sistem {izerine

olumsuz etkileri oldugu bildirilmistir (Durmaz ve Ozmert, 2010).

1



Ftalatlarin zararli etkileri nedeni ile diinyada PVC olmayan materyallerin arayisina da
girilmistir. Sonug itibari ile DEHP’siz plastiklestiriciler ve PVC'nin yerine farkli
polimerlerin kullanim1 olmak tizere iki farkli yaklagim uygun bulunmus ve DEHP'siz
alternatifler i¢in de toksikolojik testler agisindan biiylik veri bosluklarinin oldugu

belirtilmistir (Van Vliet ve dig, 2011).

Ozellikle medikal alanda yogun bir kullanimi olan PVC infiizyon hatlarindan, enteral
beslenme torbalarina, kaniillerden serum setlerine kadar pek ¢ok medikal malzeme
hammaddesi olarak pratikte kullanilmaktadir. Bu tez ¢aligmasinda iilke genelinde
kullanimda olan ve hastanelerde oldukca yogun sekilde kullanilan PVC hammaddeli
farkli markalardaki serum inflizyon seti isimli malzemelerin sizint1 kimyasallarmin

olas1 sitotoksik ve genotoksik 6zelliklerinin arastirilmasi planlanmaistir.

Serum inflizyon seti, serum torbasi ile hasta arasindaki baglantiy1 saglayan bir tibbi
sarf malzemedir. Bir ucunda hastanin damar yoluna giren igne, ortada bir hat, bu hatta
bagli bir damla odasi ve delici pin kisimlarmdan olusur. Bu tez ¢alismasinda farkli
firmalara ait 13 farkli marka serum inflizyon setinin plastik hat kisimlarindan alman
orneklerin sizint1 kimyallarmin sitotoksik ve genotoksik etkileri memeli hiicrelerinde
arastirilmustir. Sitotoksik etkiler L.929 fare fibroblast hiicrelerinde nétral kirmizi alim
(NKA) ve 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum  bromiir ~(MTT)
sitotoksisite testleri ile arastirilmistir. Genotoksik etkiler ise insan periferik kan
lenfosit hiicrelerinde sitokinezi blok teknigi ile mikrogekirdek testi kullanilarak

arastirilmustir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1 intravenoz Tedavi

Intravenéz (IV) girisim modern tibbin temeli olan bir erisim yontemidir. IV
kaniilasyon olarak da ifade edilen bu yontem doktorlar, hemsireler, doktor asistanlari,
flebotomistler ve acil tibbi teknisyenler dahil olmak tizere pek ¢ok saglik profesyoneli
tarafindan gergeklestirilen bir prosediirdiir. Acil serviste komplike olmayan periferik
venoz erisim genellikle bir hemsire veya teknisyen tarafindan gilivenle uygulanir.
Amerika Birlesik Devletleri'nde, her yi1l 25 milyondan fazla hastaya ilag ve sivi

verilmesi ve kan testleri i¢in periferik I'V kateter takilmaktadir.

IV erisim genellikle 5 dakikadan daha az bir siirede gergeklestirilebilir (Jones ve dig,
1989; Lawrence ve Lauro, 1988). Ancak, olusturulan spesifik IV ekipleri ¢ok
maliyetlidir ve her zaman maliyet etkin degildir (Meier ve dig, 1988; Soifer ve dig,
1998). Ayrica, acil servis sartlarinda birden fazla uygulayici tarafindan uygulanmasi
gereken IV girisimi, hem acil doktorlarmin hem de hemsirelerin uzmanlagmalari
gerekli bir beceridir. IV girisimde teknikteki incelikler 6nemlidir ve pratikle
gelistirilebilir. Ultrason gibi yeni teknolojiler, en zorlu durumlarda bile IV girisimi
yapan kisilerin IV hatlarin1 dogru yerlestirmelerine yardimei olmaktadir (Bonnie ve
dig, 2007).

2.1.1 Tarihge

Kan alma veya kanama kavramlar1 Hipokrat zamanlarindan beri bilinmektedir. Antik
donemde kan alma teknigi, onkol damarlarmi belirginlestirmek icin kolun etrafina bir
bandaj baglamak, keskin bir bigakla damar1 agmak ve kani bir kaba toplamaktan
ibarettir. Orta caglarda, kan alma islemleri berber cerrahlar tarafindan yapilmistir.

1656'da, Sir Christopher Wren, intravendz yolla kaz tiiyiine bagli bir hayvan mesanesi



ile yaptig1 enjektor ile kdpeklere afyon enjekte etmis ve boylece modern IV terapinin

mucidi olmustur (Weinstein, 2006).

Kan transflizyonu ise 1600°1i yillarin ortalarina dayanmaktadir. Fransiz doktor Jean
Denis bir kuzudan aldig1 kani 15 yasinda bir erkek cocuguna basarili bir sekilde
naklederek ilk kan transfiizyonunu gergeklestirmistir (Farr, 1980; McGrew ve
McGrew, 1985). Baslangicta, IV inflizyonlar igin 16-18 gauge’lik ¢elik igneler
kullanilmistir. 1950’11 yillarda celik girisim ignesinin etrafinda regine bir kateter
bulunduran Rochester ignesi piyasaya siriilmiistiir. Hasta konforunu ve hareket
kabiliyetini arttirmasi nedeniyle de giiniimiizde plastik kateterler metal ignelerin yerini

almistir (Bonnie ve dig, 2007; Weinstein, 2006).

2.1.2 Intravenoz tedavi uygulamalan

Ilag ve/veya sivi uygulama yollarindan biri olan intravenéz Yyol, oral yolla ilag
alamayan veya diger yollarda absorbsiyonun miimkiin olmadig1 hastalarda kullanilir.
Gastrointestinal yolla s1vi veya ila¢ tolere edemeyen hastalar veya farkli herhangi bir
yolla ilag absorbisyonunun olmadig1 hastalarda 6nemli avantajlar saglar. Gastrik aside
dayaniksiz ilaglar veya intramuskiiler veya subkiitan verildiginde irritasyona neden
olan ilaglarin uygulanmasinda énemli bir yoldur. Vaskiiler sisteme verilen bir ilacin
biyoyararlanimt %100 kabul edilir ¢iinkii gastrointestinal sistemi gecise ihtiyac
kalmayip dogrudan kan dolasimina karigmistir. Bu anlamda da ilaglarin etkinligini
arttirdig1 soylenebilir. Bununla birlikte ilacin uygulanma hizi disaridan kontrol
edilebildiginden uzun siire terapotik etkileri devam eden konsantrasyonlardan
bahsedilebilir.

2.1.3 intravenoz tedavi endikasyonlar

Herhangi bir resiisitasyon (solunumu veya kan dolasimi durmus bir kisiye disaridan
yapilan destekleyici miidahale) aninda, zamaninda ve yeterli vaskiiler erisim
saglanmas1 oldukca 6nemli bir 6ncelik durumudur. Yeterli perflizyonu olan hastalarda,
enjeksiyonun hedefe ulasmasi anlaminda santral uygulama ile periferik uygulama
arasinda sadece saniyelik farkliliklar vardir (Barsan ve dig, 1986). Ancak

kardiyopulmoner restisitasyon (CPR) durumlarinda santral ilag uygulamalarinin



periferik uygulamalara gore dolasima ¢ok daha hizli katildigi gosterilmistir (Hedges
ve dig, 1984). Ileri kardiyak destekleyici ilaglarin merkezi uygulamalarmin sonuca bir
katkis1 gosterilmemekle birlikte, CPR durumunda bile IV kaniilasyon hizli, kolay ve
giivenli bir sekilde uygulanabildigi i¢in tercih edilmektedir. Daha az kritik durumdaki
hastalarda, I'V tedavinin rolii tartigmali olup, hastalarin ¢ok biiyiik bir kisminda gerekli

olmadigi kanis1 mevcuttur (Kuzma ve dig, 2009).

Yaygin adiyla IV erisim/tedavi, intravendz ila¢g almasi1 gereken veya oral tedavinin
yetersiz oldugu (ciddi sok durumlari), kontrendike oldugu (cerrahi acil miidahaleler)
veya imkansiz (ciddi kusma durumlari) oldugu durumlarda gereklidir. Ignesiz ven
valfleri (saline lock/heparin lock) de IV medikasyonun gerektigi durumlarda
kullanilabilir ve ancak bu iirlinler i¢in dngoriilebilir sivi gereksinimleri smirlidir. Bu
malzemeler tam bir IV siv1 ve uygulama ekipmanlarina gore daha uygun fiyath olup,
ozellikle aniden wvaskiiler erisimin gerekli oldugu durumlarda oldukca yararhdir

(Gausche ve dig, 1998; Schwarzman ve Rottman, 1987).

Periferik yolla yerlestirilen merkezi kateterler (PICC) hem merkezi hem de periferik
kateterlerin 6zelliklerini paylasmaktadir. PICC, kateter baglant1 kismina sahip ince
biyouyumlu bir tiipten olusur. Ozel bir ekip tarafindan ultrason rehberliginde perkiitan
olarak periferik vene yerlestirilir ve daha sonra biiyiik bir merkezi vene ilerletilir,
ardindan radyografik olarak yerlesimin teyidi saglanir. PICC'ler uzun kan 6rneklemesi,
antibiyotik inflizyonu ve total parenteral beslenme gibi hiperosmolar ¢ozeltiler ve bazi
kemoterapotik ajanlarin inflizyonunda uzun siireli vaskiiler erisim i¢in uygundur.
Uzun siireli erisim gerektiginde en kisa siirede bir PICC line yerlestirilmelidir.
(Stovroff ve Teague, 1998).

Periferik IV hatlari, ekstravazasyon veya suboptimal hacim akis1 riski nedeniyle masif
O0dem, yaniklar, skleroz, flebit veya trombozlu ekstremitelere yerlestirilmemelidir.
Periferik erisimin miimkiin olmadig1 veya acil durumlarda kullanilabilir olmakla
birlikte, radikal mastektomilerde IV hatlar1 ayn1 bolgeye yerlestirilmemelidir. Seliilit
alanlari, sant veya fistiil i¢ceren ekstremiteler gibi enfekte bolgelerin kaniilasyonundan
kac¢iilmalidir ¢ilinkii bu durum bakteremi veya tromboza neden olabilir. Miimkiinse
herhangi bir ekstremitede kirik bolgesine yakin yerlerin iizerinde veya distalindeki bir

venin kaniilasyonundan kaginilmalidir. Travmadan veya major vaskiiler bozulmadan



(6rnegin yirtilmis bir aorta distal) etkilenen bir bolgeden akan damarlar da

suboptimaldir, ¢linkii s1v1 veya ilaglart dolagim sistemine iletilemeyebilir.

Laboratuvar analizi i¢in alman kan ornekleri IV verilen sivi ya da ilaglarin
kontaminasyonunu engellemek i¢in IV kaniilasyondan once alinmalidir. Bununla
birlikte yapilan arastirmalar infiizyonlar en az 2 dakika durduruldugunda, en az 5 mL
kanin bosa harcanmasini ve yanlis bikarbonat okumalarini 6nlemek i¢in tiim tiiplerin
tamamen doldurulmasi durumunda, periferal IV hatlariyla dogru bazik elektrolit ve
hematolojik degerlerin elde edilebilecegini gostermistir (Himberger ve Himberger,
2001; Herr ve Swanson, 1992).

2.1.4 Intravenéz girisimlere bagh komplikasyonlar

IV girisim yaygin bir prosediir olmakla birlikte, tamamen komplikasyonsuz bir girisim
degildir. Morbiditeler olduk¢a nadirdir ancak flebit, infiltrasyon, enfeksiyon, sinir
hasar1, hava embolisi, doku hasar1 ve trombozis gibi komplikasyonlar goriilmektedir.

Cok nadir durumlarda ise 6liime neden olurlar.

Flebit, IV kaniilasyondan sonra oldukca yaygin goriilen bir komplikasyon olup, ilgili
damar lizerinde sicaklik, eritem, dokunsal hassasiyet ve palpe edilebilir bir hattin
varligi olarak tanimlanmaktadir. Flebit durumlarinda kateterin ilgili bdlgeden

cekilmesi ve farkli bir ekstremitede tekrar girisim yapilmasi gerekmektedir

(Weinstein, 2006).

Periferik Kkateterlerde en uygun teknikte bile, %0,5 oraninda kateter iliskili kan
dolasim1 enfeksiyon riski vardir. IV malzemeler epitelyal bariyeri bozarak enfeksiyon
riskini kolaylastirmakta, bu da mikroorganizmalarin dogrudan kan dolasimina
erisimine olanak saglamaktadir. Bir komplikasyon olarak enfeksiyon el yikama,
eldiven kullanma, uygulama bolgesine iodin uygulama ve enfeksiyon isaretlerini

izleme gibi yontemlerle azaltilabilir.

Inflizyon tedavisinde siklikla goriilen yan etkilerden birisi de ekstravazasyondur.
Hipertonik ¢ozeltiler, vazopressorler veya kemoterapdtik ajanlarin uygulanmasi ile

meydana gelen bu komplikasyonda nekroz riski oldukga belirgindir (Weinstein, 2006).

Sinir hasar1 IV kaniilasyondan sonra nadiren goriiliir. Sinir hasar1 dogrudan igneye

bagli olabilecegi gibi, hematom veya enjekte edilen ajanin toksik etkisine bagl olarak
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intrandral mikrovaskiiler hasara da bagli olabilir (Selander ve dig, 1977). Trombozis
ve devaminda pulmoner emboli santral kateterlerin yerlesimine bagli olarak yaygin
goriilebilirler (Weinstein, 2006). Vendz hava embolisi de diger 6nemli nadir goriilen

periferik katetere bagh ciddi komplikasyonlardan birisidir. (Bonnie ve dig, 2007).

2.2 intravenoz Tedavide Kullanilan Tibbi Malzemeler

2.2.1 Serum infiizyon setleri

Intravendz infiizyonun hastaya verilmesinde serum torbasi ve hasta arasinda bir
baglant1 saglayan malzemelere serum inflizyon seti denir. Bir serum infiizyon seti
delici pin, damla odasi, roller klemp, line (hortum), enjeksiyon portu ve igne adaptorii

kisimlarindan olusur (Sekil 2.1).

D2 Nesdea:

Sekil 2.1 a: Serum infiizyon seti b: Delici pm \-fe damla odas1 c: Roller klemp d1:
Enjeksiyon portu d2: igne adaptorii.

IV setin kisimlarindan biri olan delici pin (spike) serum torbasma gegirilir. Bu kisim
sert bir plastikten tliretilmekte olup, serum torbasina takilana kadar steril tutulmalidir.
Delici pinin hemen altinda damla odas1 bulunmaktadir. Damla odasi, esnek, genis,
seffaf, plastik bir yapida olup, torbadan gelen sivinin damladig kisimdir. Bu boliimiin

iki fonksiyonu vardir; IV hatta hava gitmesini engellemek ve soliisyonun akig hizinin
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diizenlenmesini saglamak. I'V hatta hava gitmesini engellemek i¢in damla odasi hemen
hemen yarisma kadar doldurulmalidir. Damla odasi tam doldurulmamigsa hava
kabarciklart damar yoluna siiriiklenir. Asir1 doldurulmasi durumunda da IV sivinin

akis hiz1 takip edilemeyebilir.

Standart bir yetigkin serum inflizyon setinde genellikle 15 veya 20 damla 1 ml’ye
esittir ve bu bilgi malzeme ambalajlarinda yer alir. Bu bilgiden hareketle damar yoluna
verilecek sivilarin gidis hizlar1 hesaplanmaktadir. Serum setlerinde kullanim amacina

gore farkli tiirlerde damla odalar1 olabilir (Sekil 2.2).

Sekil 2.2: Farkl tiirlerde damla odalar:: Sagdan sola pediatrik biiret (60 damla/ml,
hava aspirasyonu veya ekzojen sivilar i¢in erisim noktasi icerir), basing rezervuarl
uygulama seti (viskoz sivilarin uygulanmasinda olduk¢a faydalidir, 15 damla/ml)
standart uygulama seti (15 damla/ml), piggyback set (60 damla/ml)

Damla odasindan 1V igneye kadar farkli uzunluklarda olabilen plastik ince hortum

uzanmaktadir. Bu hattin lizerinde farkli fonksiyona sahip kisimlar bulunur;
*Roller klemp (hiz ayarlayici)

*Enjeksiyon portu

*Kauguk puar (tiim setlerde bulunmayabilir)

*Enjektor veya igne adaptorii



Inflizyon hizin1 ayarlamak i¢in kullanilan klemp sivi akis hizin1 diizenler. Yuvarlak
yapidaki kontrol mekanizmasi dondiiriilerek IV hatta basing uygulanir veya basing

ortadan kaldirilir. Boylelikle mekanik bir sekilde IV sivinin akisi ayarlanir.

Enjeksiyon portu genellikle IV hattindan disar1 dogru ¢ikan sert bir plastigin icine
yerlestirilmis kauguk bir diyaframdir. Serum inflizyonunun yani sira digaridan bir ilag
verilmek istendiginde ilac1 i¢eren enjektdr bu porta yerlestirilir ve ilag infiizyona dahil
edilmis olunur. Potansiyel igne yaralanmalari riski nedeniyle inflizyon setlerinde
enjektoriin porta luer lock bir adaptorle baglandigr “ignesiz sistemler” gelistirilmistir

(Boccaccio ve Boccaccio, 2019).

Venoz kateterler de IV tedavide yaygin sekilde kullanilan medikal malzemelerdendir
ve kullanilacagr amaca gore degisik kalinlik ve uzunlukta iiretilirler. Periferal
yerlestirilen kateterler 2 F kadar ince, diyaliz amaciyla kullanilan kateterler ise 15 F’e
kadar kalin olabilmektedir. Yine kullanim amacina gore bir veya birden fazla limene
sahip olabilirler. Kateterler kimyasal olarak inert, trombus olusturmayan, esnek ve
radyoopak materyalden yapilmis olmalidir. Sert kateterlerin yerlestirilmesi kolay ve
ucuzdur ancak damar duvarina hasar vererek trombozu hizlandirirlar. Bu nedenle uzun
donemli kateterizasyon i¢in uygun degildirler. Yumusak kateterler kan akimiyla venin
daha orta kesiminde yer aldig1 i¢in bu tiir sorunlara daha az neden olurlar. Ancak
bunlarda yumusak olmalarindan dolay1 yerlestirilmeleri zordur ve pahalidirlar. Bu

nedenle uzun donemli kateterizasyonda tercih edilmelidirler (Tercan, 2006).
2.2.2 Pompa cihazlan

2.2.2.1 Intravenéz infiizyon pompalar

Intravendz (IV) infiizyon pompalari, tiim hastalara perioperatif ve yogun bakim
ortamlarinda ilag ve sivi vermek icin kullanilir. Verilecek sivinin hacmine gore
inflizyon pompasi veya enjektor pompast kullanilmaktadir. Cihazla belirlenen siirede
ve belirlenen akis hizinda otomatik ilag/sivi gonderimi saglanan bu sistemlerde

hastaya verilen ilaglarin belirli bir terapotik pencerede kalmasi saglanmaktadir.

2.2.2.2 Enjektor pompasi

Enjektdr pompalar1 infiizyon pompalar1 ile benzer mekanizmalarda g¢alisan, daha

kiigiik hacimlerdeki ilag/sivilar1 vermek icin kullanilan cihazlardir. Bu cihazlarda
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gonderim dogrulugunu belirleyen en 6nemli kriter enjektoriin taninmasidir. Cogu
cihazin kendine spesifik enjektorii varken, yazilimsal olarak enjektor {ireticisi
girildiginde enjektorii otomatik olarak taniyan cihazlar da vardir (Paulsen ve Ruskin,
2019).

2.2.3 Serum infiizyon setlerin degistirilmesi

IV setlerin degistirilme siklig1 tartigmali bir konudur. Yapilan c¢aligmalar detayli
incelendiginde elde edilen teorik verilerin klinige uygulanmasinda daha fazla soru
ortaya ¢ikmaktadir. Sorularin biiyiik kismi aralikli inflizyon i¢in kullanilan setlere
odaklanmaktadir. Aralik 2006'da, Lynn Hadaway Associates, Inc., (Milner, Georgia)
aralikli setlerin nasil kullanildig1 ve kullanimlar arasinda nasil yonetildigiyle ilgili
¢evrimigi bir hemsire anketi yapmustir. Bu ¢alismadan elde edilen cevaplar bu konuda
daha fazla klinik ¢calismaya ihtiya¢ duyuldugunu ve bu uygulama setlerini yonetmek
icin kullanilan yontemlere daha fazla dikkat edildigini ortaya koymustur (Hadaway,
2007).

ABD’de 1971 yilinda meydana gelen epidemik intrinsik sivi kontaminasyonu ABD
Hastalik Kontrol Merkezinin (CDC) tiim setlerin 24 saatte bir rutin olarak
degistirilmesini tavsiye etmesine neden olmustur. Bundan sonraki 30 yilda uygulama
setlerinin kalis siirelerinin daha uzun oldugu pek ¢ok calismada, siire artisi ile kan
dolagimina baglh enfeksiyon risklerinin artmadig1 ortaya konmustur. Bir setin kalma
stiresi 72 saate kadar uzatilirken optimal degisim siklig1 96 saat olarak belirlenmis,
baz1 kaynaklar da bir setin 7 giine kadar kalabilecegini ifade etmistir (Raad ve dig,
2001; Rickard ve dig, 2004; Simon ve dig, 2006). 2002 yilinda CDC’nin
“Intravaskiiler Cihazlara Bagh Enfeksiyonlar1 Onleme Rehberi’nde kateterle ilgili
enfeksiyondan siiphelenilmedigi veya belgelenmedigi siirece, ikincil setlerin ve ilave
cihazlar1 igeren uygulama setlerinin en fazla 72 saatlik araliklarla degistirilmesi
gerektigiifade edilmistir. Bu ifade en yiiksek Kategori 1A derecesine sahip veya
uygulama i¢in siddetle tavsiye edilmis olan uygulama seklini tanimlamaktadir
(O'Grady ve dig, 2002). Bu ifade ayrica saglik tesislerinin bu setlerin kullanimi i¢in
uygunlugunu se¢mesine olanak tanir. Bu rehberin yazarlari, uygulama setlerinin
gercekte kullanilma bicimlerinin gesitliligini ayirt etmek icin herhangi bir girisimde

bulunmamistir. Yaymlanan arastirmalarda, siirekli infiizyonla verilen sivilar i¢in bir
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katetere bagli olan uygulama setleri incelenmistir. Maki ve dig. (1987) enjektorler
veya kii¢lik hacimli inflizyonlar halinde primer bir sete bagl olarak ve tiim setlerin
birbiri ile baglantili oldugu geri besleme metoduyla diliie edilerek verilen IV
medikasyonlar1 tanimlamislardir. Bu ¢aligmada inflizyonun amaci, tastyicilar,
soliisyonlar ve tiim tastyicilara ilave edilen katki maddeleri, uygulama setlerine enjekte
edilen ilaglar ve siirekli kullanimda kalan setin kalma siiresi gibi veriler toplanmistir
(Maki ve dig, 1987). Raad ve dig. (2001) ise iiniversite biinyesinde bulunan bir kanser
merkezinde randomize bir ¢alisma yiriitmiislerdir. Toplanan veriler Maki ve dig.
(1987) tarafindan yapilan ¢alisma ile oldukga benzer bulunmustur. Raad galigmasinda
uygulanan ilaglar hakkinda detay vermemis olup, inflizat cesitlerini antibiyotikler,
antikoagiilanlar, kemoterapi ilaglar1 ve total parenteral niitrisyon (TPN) olarak

siniflandirmistir (Raad ve dig, 2001).

Bu ve benzeri pek cok calisma, onkoloji ve yogun bakim hastalarini icermekte olup,
bu gruplarin enfeksiyon riski acisindan yiiksek risk grubunda bulundugu
vurgulanmaktadir. Yapilan ¢calismalarda TPN, lipidler ve lipid bazl ilaglar1 icermekte
olup, santral ve periferik kateterlere dair veriler igermektedir. Bu ¢alismalarda gozden
kacirilan bir nokta uygulama setlerinin aralikli  bir kullanim zeminine
dayandirilmasidir. infiizyon Hemsireleri Toplulugunun (The Infusion Nursing
Society’s) Uygulama Standartlari’nda aralikli IV tedavi, “inflizyonun durduruldugu
periyodlarda uygulanan regeteli girisimler” olarak tanimlamaktadir (Infusion Nurses
Society, 2006). Infiizyon hemsireleri yillar boyunca, infiizyon tedavisi alan hasta
konforunu arttrmak icin, setlere, sivi tasiyicilarina ve pompa setlerine bagli
kalmaksizin serbest bir sekilde hareket etme yeteneginisaglamak i¢in pek c¢ok
girisimde bulunmuslardir. Sonug olarak aralikli IV tedavisi giderek yaygmlasmistir.
Ilave olarak infiizyon tedavisinin 6zellikle yogun bakim sartlarinda daha yaygin
uygulanan sekli siirekli inflizyondansa aralikli inflizyon olarak uygulanmasi
yayginlasmaktadir. Infiizyon Hemsireleri Toplulugunun Uygulama Standartlarinda
sirekli inflizyonda ve aralikli inflizyonda kullanilan uygulama setleri arasindaki
belirgin farkliliklarm alt1 ¢izilmektedir. Standartlarin 2006 yilindaki versiyonunda,
primer ve sekonder siirekli uygulama setleri i¢in kullanilan tanimlar degistirilmis ve
CDC rehberlerinde “72 saatten daha sik degistirilmeyen ve siipheli

kontaminasyonlarda veya sistem bitiinligliniin stipheli hale gelmesi halinde
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degistirilen setler” seklinde tanimlanmistir. Bu standartlar ¢alismalarla da iyi bir

sekilde desteklenmektedir (Hadaway, 2007).

2.3 Ekstrakte Edilebilir ve Sizint1 Kimyasallar

2.3.1 Genel kavramlar

Tibbi malzemelerin kullanimma bagli ¢esitli kimyasallarmn hasta maruziyeti son
donemde tartisilan medikal alanlardan birisi olmustur. Ozellikle invaziv islemlerde
dogrudan kanla temas eden iirlinlerden, iirtiniin uygulandig1 hastaya gecebilecek, viicut
icin yabanci Uriinlerin olusturabilecegi saglik tehditleri alaninda yeterli diizeyde
calisma mevcut olmayip, tibbi malzemelerin biyouyumlulugu ile ilgili daha fazla

calismaya ihtiya¢ bulunmaktadir.

Tibbi malzemelerin kullanimi kaynakli maruziyetlerden siklikla karsimiza ¢ikan
arastirma alami ekstrakte edilebilir ve sizint1 kimyasallarin (extractables and
leachables) konu edildigi calismalardir. Ozellikle ila¢ ambalajlarindan ilag iiriiniine
gecen kimyasallarin arastirilmasi endiistri i¢in bir ¢esit zorunluluktur. The BioProcess
Systems Alliance-Biyoproses Sistem Birligi (BPSA) ekstrakte edilebilir kimyasallar1
“Uygun bir ¢oziicii ile temas halinde iken abartili zaman ve sicaklik kosullarinda
elastomerik, plastik, cam, paslanmaz ¢elik veya kaplama materyalleri gibi herhangi

iirline temas eden maddelerden sizan/gegen kimyasal yapilar” olarak tanimlamaktadir.

Ekstraktlar bir materyalin bir ilaca ya da islem akiskanma sizint1 kimyasal salimi
potansiyelini  gosterebilir. BPSA sizinti  kimyasallar1  “Ekstrakte edilebilir
kimyasallarin bir alt tiirli olan, normal proses sartlarinda veya hizlandirilmis depolama
sartlarinda ilag formiilasyonu ile dogrudan temasm bir sonucu olarakelastomerik,
plastik, cam, paslanmaz c¢elik veya kaplama bilesenleri dahil iiriinle temas eden

herhangi bir materyalden ila¢ formiilasyonuna go¢ eden ve son ilag iiriiniinde bulunan

kimyasallar” olarak tanimlamaktadir (BPSA, 2007).
Burada diisiiniilmesi gereken iki anahtar yaklagim bulunmaktadir;

1. Ekstrakte edilebilir kimyasallar model bir solvan kullanilarak test edilirken,
sizintilar gergek ilag iirliniinde veya proses akiskaninda ¢alisilirlar.
2. Ekstrakte edilebilir kimyasallar asir1 ve agresif sartlarda elde edilirken,

sizintilar i¢in yapilan testler normal sartlar altinda gerceklestirilirler.
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Ekstrakte edilebilir ve sizint1 kimyasallar arasindaki iligki iyi anlasilmalidir. Genel
manada sizint1 kimyasallar ekstrakte edilebilirlerin bir alt kiimesi olup Sekil 2.3’de
goriilebilir.

Ekstrakte edilebilir
a) kimyasallar

&

_ Kabul edilebilir en kot
Asin ekstraksiyon durum testleri
testlert
1.Tasanm 2.Tasarim
Ekstrakte edilebilir
b) kimyasallar

S1znts kimyasallz

)

Astn ekstraksiyon Kabul edilebilir en kot
testleri durum testlent
1.Tasarim 2.Tasanim

Sekil 2.3: Ekstrakte edilebilir ve sizint1 kimyasallar arasindaki iliski (Ding,2013)

Bazi durumlarda proses akigkani ya da ilag iirliniin proses ekipmani ile etkilesimine
bagli olarak bazi sizint1 maddeler ekstrakte edilebilirlerin bir alt kiimesi olmayabilir.
(Sekil 2.3.b). Agresif ¢oziiciiler veya ¢ok yliksek sicakliklar gibi agir1 sartlar mevcutsa,
birinci tasarimda oldugu gibi yiiksek miktarda ekstrakte madde elde edilebilir.
Ekstrakte edilebilir maddelerin denge durumlar1 pek ¢ok bu tiirden maddenin
sizintilarla iliskisi olmayabilecegini gostermektedir. Birbiri ile iligkili olmayan bu
maddelerin biitiin kimyasal ve fiziksel analizleri olduk¢a zaman kaybedici olup,
spesifik prosesler icin gerekli olmayabilir. Tasarim 2’de ise kabul edilebilir en kot
test sartlar1 kullanilmig ve ekstrakte edilebilir kimyasal sonuglar1 prosesle daha alakali
bulunmustur. Bu nedenle temel amag, eger bilimsel dogrulama yapilacaksa sizintilar1

da gostermek i¢in kullanilabilecek uyumlu ve ekstrakte edilebilir kimyasal madde
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verisi elde etmek olmalidir. En uygun veriyi elde etmek i¢in de proses ekipmanlarinin

destekleyicilerinden baglanmalidir.

BPSA destekleyicilerin tek kullanimlik {irtinler tizerinde yogun calismalar yapilmasi
ve kullanicilar i¢in uygun veri sunabilmesi nedeniyle bu yontemi tavsiye etmektedir.
Proses icin veri uygun veya kullanilabilir degilse {iriine spesifik bir ydntemin
calisilmasi gerekmektedir. Ekstrakte edilebilir madde verisi diizgiin sekilde calisilirsa,
sizit1 testlerinin ¢alisilmas1 sadece bilimsel dogrulama i¢in gereklidir. Bazi
durumlarda da, sizint1 kimyasallar ekstrakte edilebilirlerin bir alt kiimesi olmayip

ayrica ¢alisilmalar1 gerekebilir (Ding, 2013).

2.3.2 Infiizyon setlerinde sizintilar

Inflizyon setleri, kateterler, kan torbalar: gibi tek kullanimlik tibbi sarf malzemeler
Klinik pratikte yaygin sekilde kullanilmaktadirlar. Cogu saglik hizmeti sunucusuna
gore glivenli olarak kabul edilmekle birlikte tibbi sarf malzemeler klinik kullanimlari
sirasinda toksik materyaller salabilirler (Jenke ve dig, 2006; Paskiet ve dig, 2013).
Ozellikle pek ¢ok infiizyon seti ve farkli tibbi sarf malzemelerin bilesenlerinden biri
olan dogal kauguk lateks, lokal enflamasyon, alerjik reaksiyonlar, sistemik toksisite ve
enfeksiyon riskinde artis gibi pek ¢ok etkiyle toksisitenin siddetini arttirabilir (Cormio
ve dig, 1993; Dakwar ve dig, 2012).

Ftalat plastiklestiriciler (di-(2-etilheksil) ftalat (DEHP); di-(etilheksil)-tereftalat,
(DEHT); trioktil trimellitat (TOTM) gibi) tibbi sarf malzemedeki PVC kisimlardan
sizarak lokal ve sistemik toksisiteyi doz bagimli bir sekilde indiikleyebilirler (Bernard
ve dig, 2015; Feigal, 2002). Bununla birlikte, inflizyon setlerindeki sizintilarin analitik
arastirmalar1 DEHP varliginda potansiyel diger toksik sizintilar (biitil hidroksitoluen
gibi) ve partikiillerle birlikte arastirilmigtir. Dakwar ve dig. (2012) yaptiklari
calismada, inflizyon setlerinin her bir kisminin toksik sizintilar salgiladigini tespit
etmis ve inflizyon seti sizintilarinin in vitro giivenlik degerlendirmeleri i¢in yeni bir
metod gelistirmislerdir. Bunun yani sira infiizyon setlerinden sizan kalintilarm in vitro
deneysel mekanizmalarin1 ¢alisarak, inflizyon setlerinin lateks hammaddeli
kisimlarinin ~ hiicre  Olimiine  onkozis mekanizmast ile neden olduklarini
gostermiglerdir (Kozlovskaya ve Stepensky, 2015). Infiizyon setlerinin diger

kisimlarindan gelen sizintilar daha az toksik olup, bazi1 biyokimyasal degisiklikler
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yapmakla birlikte sitotoksisite agisindan anlamli bulunmamustir. Bir 6nceki ¢aligmada
her bir infiizyon set drneginin toksisite analizine odaklanilmistir. Bununla birlikte
farkli Ttreticiler tarafindan {iretilen setlerin tasarim ve bilesimlerinde belirgin

farkliliklar bulunmustur (Kozlovskaya ve dig, 2015).

Bernard ve dig. (2015), inflizyon ve yapay beslenme tiriinlerinde kullanilan PVC’deki
farkli plastiklestiricilerin sizma Ozelliklerini belirlemek ve 2010 yilinda tibbi
malzemelerde kullanimi yasaklanan DEHP ile kiyaslamak igin bir arastirma
yapmislardir. PVC medikal cihazlar alaninda inflizyon setleri, hemodiyaliz baglant1
hortumlar1 veya ekstrakorporeal dolagim tiipleri gibi esnek tiip/hortumlarin tiretiminde
olduk¢a yaygim sekilde kullanilmaktadir. PVC matriksine esneklik kazandirmak ve
stirdiirmek icin ilave edilen plastiklestiriciler PVC zincirleri arasindaki baglayici
kuvvetleri giiclendirerek matriksin serbest hacmini arttirmaktadir (Bernard ve dig,
2014). Gegtigimiz birkag¢ yil igerisinde tibbi cihazlarda siklikla kullanilan di-(2-
etilhekzil)-ftalat (DEHP) gibi baz1 PVC plastiklestiriciler i¢in toksikolojik etkileri
hakkinda yeni endiseler ortaya ¢ikmistir (Calo ve dig, 2011). DEHP toksisitesi (aslinda
tim ftalatlarin toksisitesi) hakkinda ortaya ¢ikan bu endiseler bu bilesiklerin
reprotoksik madde 1B’de smiflandirilmalarma neden olmustur (European Union,
2008). Bu bulgularin 1s1¢inda DEHP’in ilaglar, biyolojik sivilar veya insan
viicudundan alinan veya giren maddelerin uygulanmasi veya uzaklastirilmasi ig¢in
kullanim1 kisitlanmistir. Bunun yani sira, yakin zamanda Fransiz Hukuku DEHP’in
pediatrik, neonatal ve maternal yogun bakim iinitelerinde kullanimimni 1 Temmuz 2015
tarihinden itibaren yasaklamistir. PVC, eger miimkiinse poliiiretan, silikon veya
polietilen gibi diger maddelerle yer degistirmelidir. Ornegin, PVC serum torbalar1
PVC’siz ¢ok katmanli torbalarla degistirilmistir. Buna ragmen her zaman bu durum
gecerli olmamaktadir. Enteral veya parenteral niitrisyon tiipleri, hemodiyaliz baglanti
hortumlari, infiizoérler gibi belirli tek kullanimhik malzemelerde materyali
degistirmekle fayda elde edilememektedir. Ciinkii esneklik, elastikiyet, fiziksel ve
kimyasal stabilite (sterilizasyon sartlarma dayaniklilik gibi), biyogecimlilik ve diisiik
maliyet (saglik uygulamalarinda yaygin sekilde kullanilirlar ve olduk¢a uygun fiyath
olmalidirlar) gibi faktorlerin tamami karsilanamamaktadir. Kurallar, tireticileri DEHP
yerine alternatif plastiklestirici (di-(etilheksil)-tereftalar (DEHT), di-izo nonil 1,2
sikloheksan-dikarboksilat (DINCH), trioktil trimellitat (TOTM) gibi) arayisina
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yonlendirmistir. Bu molekiiller, ¢esitli kimyasal siniflara ait olmanin yani sira her biri
spesifik plastiklestirici etki kazandiran farkl fizikokimyasal 6zelliklere sahiptirler. Bu
spesifik Ozellikleri saglamak i¢in pek c¢ok medikal cihazda c¢esitli oranlarda
kullanilmaktadirlar. Baz1 6zellikleri tibbi cihazdan ilag ¢6zeltisi veya biyolojik sivilara
gegmesine katkida bulunmakla birlikte, istenmeyen hasta maruziyetine de neden

olabilir.

Alternatif plastiklestiricilerdeki mevcut fizikokimyasal veriler bu maddelerin daha az
dallanmalar1 ve/veya diisiik su ¢oziiniirliiklerinden gelen daha iyi sterik engel ve
yiiksek molekiil agirligi nedeniyle PVC’den gelen sizintinin daha az oldugunu 6ne
stirmektedir (Wilkes ve dig, 2005). Bununla birlikte, polarite, volalite ve partisyon
katsayis1 her bir plastiklestiricinin Ozellikle yagli bir ortamda sizma oranini
belirlemede oldukg¢a yiiksek 6neme sahiptir. Alternatif plastiklestiricilerin PVC’den
sizintilar1 hakkinda klasik yolla plastiklestirilmis PVC’den sizmaya gore oldukca az
veri bulunmaktadir. Bununla birlikte, tibbi malzemelerin kullanimi1 sirasinda
plastiklestiriciye bagl risklerin degerlendirilmesi i¢in klinik benzeri kosullarda
plastiklestiricilerin davranislarmin bilinmesi 6nemlidir. Bu yaklasim, plastik
ambalajlardaki ilave katki maddelerinin gidalara sizma riskinin oldugu gida alaninda
gelistirilmis olup, degerlendirme acisindan ilgili diizenleyici kuruluslarin arastirma
konusudur (European Union, 2011). ilave katki maddelerinin bir listesinde kabul
edilebilir esik degerlerinin (global ve spesifik sizmnt1 limitleri) belirtilmesi ve tireticiler
icin s1zma testlerine dair Oneriler bulunmaktadir. Bu transfer degerlendirme metodu
ger¢ek ortam sartlarinin simiilasyonuna dayanmakta olup EU 10/2011 kurallarinda
tanimlanan modeller kullanilir. Yine de tibbi cihazlar i¢in bu sekilde bir model

bulunmamakta olup, risk degerlendirmesinin ilk adimi daha zordur.

Bernard ve dig. (2015) yaptiklar1 ¢alismada farkli plastiklestiricilerin ilag ¢ozeltileri
veya biyolojik sivilarla temas halinde sizma performansmi in Vitro sartlarda
degerlendirmislerdir. Yontem olarak gaz kromotografisini kullanan ¢aligma ekibi
inflizyon ve yapay beslenme {rlinlerinde kullanilan PVC’deki farkhi
plastiklestiricilerin sizma 6zelliklerini belirlemis ve 2010 yilinda tibbi malzemelerde
kullanimi yasaklanan DEHP’ le kiyaslamislardir. Bu ¢aligmadan elde edilen en 6nemli
bilgilerden birisi de PVC hammaddeli {iriinlerden sizan temel kimyasalin

plastiklestiriciler oldugudur. Sonuglar ayn1 zamanda temas halinde benzer kosullar
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altinda plastiklestiricilerin farkli sizma davraniglar1 gosterdigini net bir sekilde ortaya
koymustur. DEHP, zamanla degisen bir sekilde en fazla sizan plastiklestirici olmustur.
Maruziyetten 24 saat sonra baslangicta mevcut olan DEHP miktarinin 1/8°1 plastik
matriksten ayrilmig olup, bu sizinti maruziyet siiresi arttikca artmistir. Diger
plastiklestiricilerin sizma orani belirgin sekilde farklilagsmistir. TOTM en diisiik s1zint1
ozelligi ile DEHP’e en uygun alternatif gibi goriinmektedir. TOTM’in baslangic
miktarmin sadece %0,2’si medikal malzemeden ortama sizmistir. Sizint1 da zamanla
devam etmemistir. Hortum kisminda TOTM miktar1 (%36), DEHP ve diger
plastiklestiricilere gore plastiklestirme 6zelliginin daha az olmasi nedeniyle daha

yiiksektir (Wilkes ve dig, 2005).

DEHT de DEHP’le karsilastirildiginda ilging sizma davraniglarma sahiptir. DEHT nin
tibbi malzemeden sizan miktar1 izomerine gore ii¢ kat daha az miktardadir. Wirnitzer
ve arkadaglar1 yaptiklar1 calismada DEHT’nin yagh ila¢ c¢ozeltilerine sizma
ozelliklerini ortaya koymuslardir (Wirnitzer ve dig, 2011). Bununla birlikte DEHP
veya diger plastiklestiricileri ayni sartlarda kiyaslayan bir ¢alisma yoktur. DINCH ile
ilgili olarak ise, bu ¢alismadan elde edilen sonuglar simulanla maruziyetin 24 saatlik
siresi boyunca DEHP ile benzer bir sizma profili gostermistir. Her iki
plastiklestiriciden sizan miktar yiiksek olup, baslangic miktarinin 1/8’1 kadardir.
Bununla beraber, PVC matriksten DINCH salimi zamanla daha kalic1 goriinmektedir.
Aslinda Welle ve dig. (2005) PVC hammaddeli enteral beslenme tiipleri ile yaptiklar1
calismada DINCH diffiizyonu DEHP’e gore daha diisiik bulunmus olup, bu
calismadan elde edilen sonuglarla ortiismemektedir. Bunun nedeninin de her iki
calismada kullanilan modellerdeki farkliliklar ve sonuglarin nasil verildigi (baslangi¢

miktar1 ve salinan miktar) ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir.

Plastiklestirici sizma &zelliklerinde goriilen farkliliklar, maddelerin fizikokimyasal
Ozellikleri arasindaki farkliliklar ile aciklanabilir. Polarite ve ¢06ziintlirlik bir
plastiklestiricinin sizma oranini belirlemede oldukg¢a yiiksek 6neme sahiptir. Genel
olarak DEHP’e alternatif plastiklestiriciler yeterli polarite 6zelliklerine bagl olarak
gicli PVC c¢oziicii nitelige sahiptirler. Fakat sizmtilarda ¢oziiniirlik PVC-
plastiklestirici ve simulan arasindaki etkilesime bagh olarak olduk¢a 6nemli bir rol
oynamaktadir. Bu durum, DINCH’in Kastner ve dig. (2012) tarafindan yapilan

caligmada sulu simulana neden en az ge¢me potansiyeli oldugunu agiklamaktadir.
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Bununla birlikte, yiiksek molekiil agirligi, daha az dallanma, daha iyi sterik engel
polimer matriksin stabilitesine katkida bulunmaktadir (Wilkes ve dig, 2005). Bunlar
da trimellitat plastiklestiricilerin temel karakteristiklerindendir. Her ii¢ alkil zinciri ve
ester gruplar1 daha yiiksek molekiil agirligina katkida bulunmakta, yeterli polarite PVC
ile ge¢imliligini saglamakta ve PVC matriksin performansini iyilestirmektedir
(Bernard ve dig, 2014). Bununla beraber partisyon katsayis1 gibi diger faktorler de
plastiklestiricilerin sizmasmi etkileyebilir. Ornegin DINCH’in yiiksek miktarlarda
salimmin agiklamas1 muhtemelen belirgin derecedeki nonpolar bolgelere sahip olmasi
ve dalli yapisinin yiiksek partisyon katsayisina neden olmasidir. Bu o6zellikler bir
plastiklestiricinin tibbi malzeme {iiretiminde 6nemli bir konu olan plastiklestirme
ozelliklerini de etkilemektedir. PVC matriksinden tibbi malzemeye plastiklestirici
sizmtist tibbi malzemenin esnekligini dolayisiyla etkinligini etkileyerek suboptimal
kullanima neden olabilir. Bu ¢alismada gida ambalajlama gelisimindeki yaklagimlar
temel alinmis olup, Jenke ve dig. (2007) yaptiklari calismada belirttikleri gibi
gidalarda veya gida simulanlarinda spesifik olarak biriken ekstrakte edilebilir
kimyasallarin miktarmi yansitan veriler farmasotik uygulamalar ile dogrudan ilgili
olmayabilir. Fakat yapay beslenme ve inflizyon durumlarini bu iki medikal durumdan
adapte edilen parametreler ve sartlarla simiile etmek faydali olacaktir. Bu sartlarin
bazilar1 infiizyon setleri gibi baz1 tibbi malzemelerin kullanildig: tiim klinik durumlar1
temsil edebilen sizma modellerinin gelistirilmesi i¢in optimize edilmelidir. Bu tiirden
bir klinik sizint1 modeli olusturulurken, maruziyetin klinik sartlar1 (ilag ¢ozeltisi ve
infiizyon setinin temasta oldugu stire, tibbi malzemenin ilag ¢ozeltisi ile etkilesimde
oldugu yiizey olani, ¢cozelti 6zellikleri gibi) ve tahmin edilebilir maruziyet sartlar1 gibi
pek ¢ok parametre géz Oniine alinmalidir. Ornek olarak DEHP’in PVC tiiplerden
s1izdig1 ve inkiibasyon sicakligi ile bu durumun arttig1 yapilan calismalarda acikca
ortaya konulmustur (Bourdeaux ve dig, 2004; Loff ve dig, 2002; Rose ve dig, 2012).
Bu c¢alismalar her plastiklestiricinin salinan miktarlarinin hastalarin infiizyon
prosediirleri boyunca maruz kaldiklar1 dozlara karsilik gelip gelmeyecegini ve toksik
diizeye erismeden tolere edilebilir smir dozlara erismeyi amaglamaktadir. Bu tiirden
bir model olusturmak i¢in temas halinde olan plastiklestirilmis PVC ylizeyi/simiilan
hacmi orani iyi belirlenmeli ve Gida Ambalajlama Regiilasyonunda oldugu gibi klinik
teorik varsayimlara dayali olmalidir. Bahsedilen ¢alismada sonug itibariyle ekstrakte
plastiklestiricilerin giivenlik etkileri, plastiklestiricinin kimligi, konsantrasyonu ve
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maddeye 6zgii spesifik toksikolojik veri ile sonug¢ dozaj bilgisi verileri dogrulanarak
tahmin edilebilmektedir (Jenke, 2007). Alternatif plastiklestiriciler agisindan da tibbi
malzeme alaninda toksisite verisi eksiktir. Plastiklestiricilere beslenme veya ¢evresel
kaynakli maruziyetle iligkili toksik riski hayvan modellerinde degerlendirmek igin
cesitli galismalar yiiriitiilmektedir (Scenihr, 2014).

Infiizyon ve yapay niitrisyon alaninda kullanilan tibbi malzemelerde olduk¢a yaygin
sekilde kullanilan DEHP’e alternatif olarak, TOTM ve daha az miktarda DEHT,
DEHP’e gore daha diisiik sizma ozellikleri gosterdiginden hastalar i¢in daha az
maruziyet riski olusturmaktadir. Bu calismada da bahsedildigi gibi standardize
sartlarda, DINCH hemen hemen yasaklanan DEHP’e benzer sekilde sizint1 potansiyeli
gostermektedir (Bernard ve dig, 2015).

Sizint1 kimyasallar ila¢ endiistrisinin yani sira tek kullanimlik tibbi malzemelerin uzun
donemde kullanimlar1 esnasinda hastada olabilecek potansiyel etkilerin 6nceden
tespiti i¢in ¢calisilmasi gereken oldukga genis bir alandir. Literatiir, agirlikl olarak ilag
ambalajindan sizan kimyasallar ve PVC materyallerden sizan plastiklestiriciler izerine
yogunlasmaktadir. Bilesen analizinin de yapildig1 daha detayli sitotoksisite ve

genotoksisite ¢aligmalar1 bu alandaki dnemli bir boslugu dolduracaktir.

2.4 Sitotoksik ve Genotoksik Etkilerin Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

Sitotoksisite ve genotoksisite ¢alismalar1 kimyasal maddelerin hiicre ve dokular
iizerindeki etki mekanizmalarini aydinlatmak i¢in 6nemlidir. Hiicre ve DNA hasar1
kanser ve enflamasyon gibi bir¢ok patolojik durumun gelismesinde de rol
oynamaktadir (Putnam ve dig, 2002). Son yillarda, hiicre kiiltiiriinde hiicre canlilig1 ve
cogalmasini arastirmak amaciyla pek ¢ok yontem gelistirilmistir. Bunlardan en yaygin
olarak kullanilani, 96 kuyucuklu plaklarda yapilan sitotoksisite degerlendirmeleridir.
Bu yontemlerle hizli ve kolay sekilde birgok Ornegin sitotoksik analizi
yapilabilmektedir (Weyermann ve dig, 2005). Bu tez ¢alismasinda farkli markalara ait
serum inflizyon setlerinin hiicre canlilig1 ve proliferasyonu {izerine olan etkileri nétral
kirmizist alim (NKA) ve 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
(MTT) sitotoksisite testleri ile arastirilmistir. NKA ve MTT sitotoksisite tayin
yontemleri canli hiicre sayisini, lizozomal ve mitokondriyal fonksiyonlar:
degerlendirmek i¢in uygun biyogdstergelerdir (Melo ve dig, 2003).
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2.4.1 Notral kirnmz1 ahm (NKA) testi ile sitotoksik etkinin belirlenmesi

Notral kirmizi alim oldukga yaygin sekilde kullanilan, hiicre hasarini ve hiicre canlilik
diizeyini gosteren bir sitotoksisite yontemidir (Repetto ve dig, 2008). Supravital bir
boya olan nétral kirmizi (3-amino-m-dimetilamino-2metil-fenazin hidrokloriir)
boyasmin canli hiicrelere penetrasyonu ve devaminda lizozomal matrikse baglanan
boya miktarinin kolorimetrik olarak 6lgiilmesi mekanizmasina dayanan NKA yontemi
Borenfreund ve Puerner tarafindan gelistirilmistir. Notral kirmizi boyasi katyonik bir
boya olup, lizozomal matriksteki anyonik bolgelere elektrostatik olarak baglanir ve
birikim miktar1 degerlendirilerek hiicre canliligi tespit edilir (Weyermann ve dig,

2005).

Notral kirmizi boyasi hiicre membranini noniyonik difiizyon ile gecer ve lizozomoal
membranda veya hiicre ylizeyinde bir hasar nétral kirmizi alimini azaltir. Boylelikle
canli/saglam hiicrelerle hasarli/6lii hiicreler ayrilabilir (Komissarova ve dig, 2005).
Saglikli hiicreler uygun kiiltiir ortaminda devamli bdliinerek canliliklarin1 devam
ettirirler. Toksik bir madde ise hiicrenin boliinme dongiisiine etki ederek biiyliime
stirecini yavaslatir veya durdurur. Sitotoksisite de herhangi kimyasal bir maruziyetten
sonra hiicre biitlinliigiiniin bozulmasina ve hiicre boliinmesine negatif etkide bulunarak
notral kirmizi aliminin azalmasina neden olur. Dolayisiyla notral kirmizi boyasi, canli
ve saglikli hiicrelerin lizozomlarina daha fazla alinir ve bu alinma orani da hiicre sayis1

ile dogru orantilidir (Fotakis ve Timbrell, 2006; Yano ve Marcondes, 2006).

2.4.2 MTT yontemi ile sitotoksik etkinin belirlenmesi

MTT (3-[4,5-dimetilltiyazol-2-il]-2,5 difenil tetrazolium bromid) testi, MTT
boyasmin canli hiicrelerde mitokondriyal aktivitenin bir gostergesi olan formazana
dontisiimii prensibine dayanan bir sitotoksisite testidir. Cogu hiicre popiilasyonu igin,
total mitokondriyal aktivite canli hiicre sayisi ile ile iliskili oldugundan, bu yontem
ilaglarm hiicre hatlar1 veya primer hasta hiicreleri iizerindeki in vitro sitotoksik
etkilerini 6lgmek icin yaygin olarak kullanilir. MTT'nin genel amaci ayrintili hiicre
sayimina gerek kalmadan nispeten yiiksek verimli (96 kuyucuklu plaklarda) canli
hiicreleri 6l¢mektir. Bu nedenle, en yaygin kullanimu, ¢esitli konsantrasyonlarda ¢esitli
ilaglarm sitotoksisitesini belirlemektir. MTT yOnteminin prensibi, yasayabilir

hiicrelerin ¢ogunda mitokondriyal aktivitenin sabit olmasi ve dolayisiyla canli
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hiicrelerin sayisindaki bir artigin veya azalmanin, mitokondriyal aktivite ile dogrusal
olarak iligkili olmasidir. Hiicrelerin mitokondriyal aktivitesi, tetrazolyum tuzu
MTTmin  homojen Ol¢iim i¢cin  ¢oziindiiriilebilen formazan  kristallerine
doniistiiriilmesiyle yansitilir. Boylelikle, canli hiicre sayisindaki herhangi bir artis veya
azalma, bir plaka okuyucu kullanilarak optik yogunlukta (OD) yansiyan formazan

konsantrasyonunun 6lgiilmesiyle tespit edilebilir (Van Meerloo ve dig, 2011).

2.4.3 Mikrocekirdek testi ile genotoksik etkinin belirlenmesi

Genotoksisite hiicrenin genetik materyallerinde meydana gelen hasarlar1 ifade eden bir
kavramdir. Gen mutasyonlari, DNA fiizyonii, kromozom anormalileri, DNA
zincirinde kiriklar1 gibi hasarlara neden olan maddelerin DNA’da meydana getirdigi
istenmeyen etkilere genotoksik etki denilmektedir. Genotoksik hasarmn tespitinde de
cesitli biyoizlem testleri kullanilmaktadir. Bu yontemlerin baslicalari; Ames testi,
Comet testi, kardes kromatid degisim testi, kromozomal aberasyon testi ve
mikrogekirdek testidir (Ath-Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011; Choy, 2001).

Mikrogekirdek, hiicre boliinmesi sirasinda kromozom pargalarindan veya tam
kromozomlardan olusan genetik materyalin hiicre c¢ekirdegi i¢ine katilamadan
varlhigini siirdiirmesidir. Hiicre béliinmesinin anafaz asamasinda olusan bu yapilar, ana
cekirdekten farkli kiiciik ¢ekirdekleri olusturmaktadir. Bu ¢ekirdeklere de

mikrogekirdek adi verilmistir.

o~ L 0. o/

A
Sekil 2.4: a) Kromozom fragmenti ya da biitlin kromozomdan mikrogekirdek
olusumunun sematik diyagrami b) Mitojen stimule, sitokinezi blok bir mikrogekirdege
sahip lenfosit hiicresi (Bonassi ve dig, 2007)

Iyonize radyasyon, oksidatif stres ve her tiirlii fiziksel ve kimyasal mutajene maruz

kalmak farkli kromozom bozukluklar1 olusturabilir. Andploidiyi uyaran anojenik
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maddeler sentromer boliinme hatalarina ve ig iplik¢iklerinde fonksiyon bozukluklarma
yol agarken, klastojen maddeler de kromozom kiriklar1 olusturarak mikrogekirdek
olusumuna katkida bulunurlar (Countryman ve Heddle, 1976; Fenech, 2000; French,
2007).

Mikrogekirdek testi sitogenetik hasarin tespitinde ve degerlendirilmesinde sayisal ve
yapisal kromozom diizensizliklerini giivenilir bir sekilde tespit eden bir yontemdir.
Giiniimiizde kullanilan mikrogekirdek yonteminde kullanilan sitokinezi-blok yontemi
bu teknikteki bazi problemlerin ortadan kalkmasina ve giivenilirliginin artmasma
katkida bulunmustur. Teknigin temel prensibi mitoz bdliinmede sitokinezi
durdurmaktir. Sitokalasin-B isimli bir kiif mantar1 metaboliti olan madde, aktin
polimeraz inhibitoriidiir. Sitokinez asamasinda niikleer boliinmeyi durdurmadan,
sitoplazmanin bdliinmesini saglar. Boylelikle tek sitoplazmada iki ¢ekirdek igceren
hiicreler ortaya ¢ikar. Mikrogekirdekler de genotoksik hasar nedeniyle veya spontan
bir sekilde ana c¢ekirdek haricinde yavru g¢ekirdek seklinde kalmasindan
olugmaktadirlar. Mitozun anafaz evresinde sentrik elementler kutuplara cekilirken,
asentrik elementler ve 1g ipliklerine baglanamamis kromozomlar kutuplara
cekilemeyerek hiicre ¢ekirdeginden ayri olarak farkli bir membranla g¢evrilerek yeni
bir yap1 olustururlar. Lenfosit kiiltiiriine Cyt-B ilavesi ile ¢ekirdek bdliinmesini
tamamlamis ancak sitoplazma boliinmesini yapamamis ¢ift ¢ekirdekli hiicrelerin
taninmasi ve sayilmasi olduk¢a kolay olup, mikrogekirdek igeren hiicrelerin tayini de

yapilabilmektedir (Fenech, 2000).
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3. MATERYAL VE METOD

Bu tez ¢alismasinda farkli firmalara ait serum inflizyon setlerinin sitotoksik ve
genotoksik etkileri arastirilmistir. Etik agidan ticari amacla faaliyet gosteren firmalar
tarafindan satigsa sunulan farkli markalarin adlar1 tez iceriginde belirtilmemistir. Bu
iirliinlerin firma bilgileri listelenerek tiim setlere bir 6rnek numarasi verilmistir. 1-13
numara ile kodlanan bu setlerden alinan esit uzunluktaki numuneler tamamen ayni1
sartlarda ve es zamanli olarak sitotoksisite ve genotoksisite deneylerinde
kullanilmistir. Yapilan ¢alismada 13 farkli marka serum inflizyon setinin sizinti
kimyasallarmin etkileri incelenmistir. Sizint1 kimyasallarmin elde edilmesi amaciyla
her bir setin plastik line (hortum) kismu kullanilmistir. Deneyler i¢in serum setlerinin
hortum kisimlarindan 2,5 cm’lik kesitler seklinde esit 6rnekler alinarak hassas terazide
tartilmig ve yeniden steril edilmislerdir. Mikrogekirdek testi igin 3 tekrarl ¢alismada
kullanilmak {izere alinan numunelerin tartim agirliklar1 Cizelge 3.1’de verilmistir.
Boylece tekrarli galismalar i¢in alinan orneklerin biribirine yakm olduklar1 teyit

edilmistir.

Cizelge 3.1: Orneklere ait tartim agirliklar1 (mg)

Ornek X Y Z
Serum seti 1 0,120 0,127 0,122
Serum seti 2 0,106 0,104 0,107
Serum seti 3 0,117 0,119 0,118
Serum seti 4 0,122 0,119 0,121
Serum seti 5 0,116 0,118 0,115
Serum seti 6 0,106 0,103 0,108
Serum seti 7 0,115 0,113 0,113
Serum seti 8 0,118 0,124 0,128
Serum seti 9 0,115 0,113 0,115
Serum seti 10 0,149 0,158 0,156
Serum seti 11 0,115 0,120 0,118
Serum seti 12 0,116 0,114 0,122
Serum seti 13 0,123 0,122 0,120
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Malzemelerin yapisal 6zelliklerinin bozulmamasi i¢in sterilizasyon iglemi, 1 saat
stireyle UV 151k altinda bekletilerek gerceklestirilmistir. Sitotoksisite ve genotoksisite
testlerinde kullanilmak tizere ortamin hazirlanmasi igin 6rneklerin her biri laminar
flow kabin igerisinde steril falkon tiiplere konan 2,5 ml hiicre besiyeri ortamima
birakilmistir. Daha sonra numuneleri igeren tiim besiyerleri inkbatore kaldirilarak
37°C’de 72 saat siire ile bekletilmistir. Burada planlanan olgu serum setlerinden sivi
ortama gegen sizint1 kimyasallarin bu ortamda ¢ogalan hiicreler {izerinde toksik bir
etki olusturup olusturmayacagmin incelenmesidir. Test materyalleri NKA ve MTT
testlerinde kullanilmak tizere %99 RPMI 1640, %1 antibiyotik (Penisilin-Streptomisin)
iceren besiortaminda; mikrogekirdek testinde kullanilmak iizere hazir kromozom

besiyerinde (Chromosome medium-B) hazirlanmstir.

Sitotoksisite ve genotoksisitenin belirlenmesi amaciyla uygulanan tiim deneylerde 13
farkli set numunesi, 1 negatif kontrol ve 1 de pozitif kontrol (%1 tritonX-100 veya
0,2ug/ml MMC) olmak {izere toplam 15 grup tiim deneylerde 3 tekrarli olacak sekilde
caligilmustr.

3.1 Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler; Asetik Asit (Glasiyel, %99) (Sigma),
Dimetil sulfoksit (DMSO) (Merck), Disodyum Hidrojen Fosfat Dihidrat
(NazHPO4.2H20) (Merck), Dulbecco’s Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik (Gibco),
Etil Alkol (Etanol) (Sigma), Fetal Sigir Serum (FBS) (Sigma), Formaldehit (Tekkim),
Giemsa boyas1 (Merck), Hidroklorik asit (%37) (Sigma), Kromozom besiyeri (Merck),
Metil alkol (Metanol) (%99) (Sigma), Nitrik asit (HNO3) (VWR), Nétral Kirmizi
(Sigma), Penisilin/Streptomisin (Sigma), Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH2POa)
(Tekkim), Potasyum kloriir (KCI) (Isolab), RPMI-1640 (Sigma), Sitokalasin B
(Sigma), Sodyum Hidroksit (NaOH) (Merck), Sodyum Kiloriir (NaCl) (Merck), Tripan
Mavisi  (Sigma), Tripsin-EDTA  (Gibco), 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-  2,5-

difeniltetrazolyum bromiir (Sigma)’diir.
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3.2 Deneylerde Kullanilan Arag ve Geregler

Deneylerde kullanilan arag ve gerecler; 96 Kuyucuklu Plaklar (SPL), Buzdolab1
(Argelik, Beko), Derin Dondurucu (-20°C) (Argelik), Derin Dondurucu (-80°C)
(Arctico), Distile Su Cihaz1 (Merck), Hassas Terazi (UniBloc), Inverted Mikroskop
(Olympus), Karbondioksit (CO2) Inkiibatérii (Panasonic), Lam (26x76 mm)
(Marienfield), Manyetik Karistirici (BioCote), Mikropipet (20-200ul) (Eppendorf),
Mikropipet (100-1000ul) (Eppendorf), Mikropipet (30-300 ul 8 kanalli) (Eppendorf),
Mikrosantrifiij (Beckman Coulter,), Mikroskop (upright) (Zeiss), Otoklav (Hirayama),
pH metre (Mettler Toledo), Pipet tabancas1 (Thermo), Santrifiij (Onilab), Sayim lami1
-Thoma lami (Isolab), Spektrofotometre (BioTek), Steril enjektor (2 ve 10 ml’lik) (Set
Inject), Steril Kabin (Telstar), Steril pipetler (10 ve 25ml) (SPL), Steril membran filtre
(0,22p) (Isolab), Steril tiip (12 ml, kirmiz1 kapakli) (Cellstar), Steril Santrifiij Tiipleri
(15 ml) (Isolab), Steril Tiipler (50 ml) (Isolab), Su Banyosu (Nuve, VWR), Terazi
(Radwag), Vorteks (BioCote), Yatay Calkalayici (Daihan), Yatay Hiicre Kiiltiirii
Sisesi (75cm?) (Isolab),dir.

3.3 Hazirlanan Cozeltiler

3.3.1 NKA ve MTT testinde kullanilan cozeltiler

Hiicre kiiltiir ortami, 500 ml RPMI 1640 besiyeri {izerine 50 ml (% 10) fetal sigir
serumu (FBS) ve 5 ml (% 1) penisilin/streptomisin eklenerek hazirlanmis ve. +4°C’de

saklanmustir.

Notral kirmizi (NK) stok ¢ozeltisi igin 20 mg NK boyasi 5 ml FBS icermeyen besi yeri
icerisinde ¢oziilmiistiir. Su banyosunda ¢alkalanarak c¢oziinmesi saglanmastir.

Hazirlanan ¢ozelti aliminyum folyoya sarilarak +4°C’de saklanmaistir.

Notral kirmizi (NK) standart ¢ozeltisi deney giiniinden bir giin 6nce 625 pl NK stok
¢ozeltisi 50 ml FBS igermeyen besi yeri ile karistirilarak hazirlanmigtir. Membran

filtreden stiziilerek 37°C’de 18 saat siireyle inkiibe edilmistir.

Fiksasyon (sabitleme) ¢ozeltisi icin 100 ml etil alkol, 2 ml asetik asit ve 98 ml distile

su karistirilarak hazirlanmis ve +4°C’de saklanmustir.
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3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) ¢6zeltisi i¢in 50 mg
MTT 10 ml Dulbecco’s Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik icerisinde ¢oziilmiistiir.
Hazirlanan ¢6zelti membran filtreden steril, 151k gecirmeyen bir tiipe siliziilmiistiir.

Hazirlanan MTT ¢ozeltisi 1siktan korunarak, 4°C’de saklanmistir.

3.3.2 Mikrocekirdek yonteminde kullanilan c¢ozeltiler

Sitokalasin B (Cyt-B) ¢ozeltisi i¢in 5 mg toz halindeki sitokalasin-B 7,375 ml DMSO
icinde ¢oziilmiistiir. Kii¢iik hacimler halinde -20°C’de saklanmistir. Bu stoktan 50 pl

besi ortamina eklenerek son konsantrasyonun 6 pg/ml olmasi saglanmaistir.

Mitomisin C (MMC) ¢ozeltisi i¢in toz halindeki 2 mg MMC 10 ml distile su i¢inde
¢oziilerek 200 ug/ml ana stok hazirlanmistir Bu ana stoktan 1/10 oraninda seyreltilerek
hazirlanan 20 pg/ml ara stoktan kiiltiirlere eklenen miktar ile son konsantasyonun 0,2

pg/ml olmasi saglanmastir.

Nitrik asit (HNO3) ¢ozeltisii¢in % 65°lik nitrik asitten 68,75 ml alinmus, distile su ile
son hacim 1000 ml’ye tamamlanarak 1N ¢6zelti hazirlanmistir. Koyu renk sisede, oda

sicakliginda saklanmistir.

Hipotonik potasyum kloriir (KCI1) ¢6zeltisi 1,397 g potasyum kloriirii 250 ml suda

¢Oziilerek hazirlanmais,. 4°C’de saklanmuistir.

Fiksasyon ¢ozeltisi 3:1 oraninda metanol-glasiyel asetik asit Karisimi taze olarak

hazirlanmistir.

Giemsa boyasi i¢in 11,34 g KH2PO4 250 ml distile suda ¢oziilerek tampon A (pH:4,8)
ve 7,37 g Na;HPO4.2H,0 250 ml distile suda ¢oziilerek tampon B hazirlanmistir
(pH:9.3). 5 ml tampon A, 5 ml tampon B, 5 ml Giemsa boyas1 ve 85 ml distile su
karigtirillarak % 5°lik Giemsa boyast hazirlanmistir. Cozeltinin pH degeri 6,8’

ayarlanmistir.

3.4 Notral Kirmizi Allm Yontemi

Sitotoksisite ¢alismalarinda 1.929 fare fibroblast hiicre hatti1 kullanilmistir. Hiicreler
Yeditepe Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik bdliimiinden Bursa Teknik
Universitesi Biyomiihendislik bdliimiinde yiiriitiilen caligmalarda kullanilmak iizere

hibe olarak verilmistir. Temin edilen bu hiicreler bir siire steril sartlarda ¢ogaltilip
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kryotiiplerde dondurularak -80°C’de saklanmistir. Caligma Oncesinde hiicreler
37°C’ye getirilmis olan su banyosunda 1-2 dakika bekletilerek oda sicakligina
getirilmistir. Steril bir tiip icerisinde 1 ml hiicre ve 9 ml besiyeri karistirildiktan sonra
1500 rpm’de 5 dakika santrifiijleme yapilarak siipernatant kismi1 atilmigtir. Bu yikama
asamasi ile saklama ortamindaki RPMI uzaklastirilmistir. Kalan hiicre pelleti hacimce
% 90 RPMI, % 10 fetal sigir serumu (fetal bovine serum, FBS), % 1 penisilin-
streptomisin ¢6zeltisi iceren besiyeri ile karistirilarak yatay kiiltiir kaplar1 igerisine
aktarilmustir. 37°C’de % 5 CO2 ve %95 nem iceren inkiibator igerisinde kiiltiir edilerek
steril ortamda gogaltilmistir. 2-3 giinliik siire igerinde hiicreler ve besiyeri inverted
mikroskopta kontaminasyon durumu ve doygunlugu agisindan kontrol edilmistir.
Biiyiimeye birakilan hiicreler, zemine tutunarak tiim kiiltiir ortamini kapladiklar1 %70
doygunluga ulastiklarinda ortamdaki besiyeri uzaklastirilmistir. Bu asamada, besiyeri
uzaklastirtlip, hiicreler 10 ml ilik PBS ile yikanarak, tizerine 5 ml Tripsin-EDTA
cozeltisi eklenerek 5 dakika bekletilmistir. Hiicreler yapistiklar: yerden kalkana kadar
kiiltlir kabmin tabanina hafif hafif vurulmustur. Steril bir tiipe 10 ml besiyeri
konularak, tripsin sayesinde zeminden ayrilarak siispansiyon haline getirilen hiicreler
eklenmistir. Hiicre slispansiyonu 1000 devir/dakika hizda 25°C’de 10 dakika boyunca
santrifiij edilmistir. Siipernatant kismi ¢aligma kabini altinda uzaklastirilmis ve dipte
toplanan hiicre pelleti 10 ml besiyeri ile dikkatlice karistirilmistir. Bu asamada elde
edilen hiicre siispansyonundan 100 puL alinarak bir ependorf tiipe aktarilarak {lizerine
900 pL tripan mavisi ¢ozeltisi (% 0,4) eklenerek iyice karistirilmistir. Hiicre sayim
lam1 (hemasitometre) lizerine lamel yerlestirilerek, yaklagik 10 puL hiicre siispansiyonu
kapiler etkiyle doldurulmustur. Thoma laminda hiicre sayimi yapildiktan sonra
hazirlanan hiicreler ¢oklu pipet yardimiyla 96 kuyucuklu plakalara 200 pl
5x10*hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekim yapilmustir. Plaka etiive kaldirilarak 24 saat
inkiibasyona birakilmis, hiicrelerin kuyucuklar icinde tutunarak cogalmalari
beklenmistir. 24 saat sonra yine steril sartlarda besiyeri uzaklastirilmistir. Daha
onceden hazirlanan serum setlerinin sizint1 kimyasallarini igeren besiyeri ortamlari,
negatif kontrol grubu olarak normal besiyeri ortam1 ve pozitif kontrol olarak %1
Tritonx-100 iceren besiyeri ile muamele edilen hiicreler 24 saat daha inkiibasyona

brrakilmaistir.
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Bir sonraki giin ¢aligma sirasinda kullanilmak tizere nétral kirmizi ¢ozeltisi (100 ml
besiyeri + 1250 pl Notral kirmizi stok ¢Ozeltisi) hazirlanarak inkiibasyona
birakilmistir. 24 saat sonunda plak igindeki test maddesini igeren besiyeri
bosaltilmistir. Bir glin Onceden hazirlanan noétral kirmizi ¢ozeltisinden her bir
kuyucuga 200 pl eklenerek 3 saat daha inkiibasyon yapilarak, siire sonunda boya
ortamdan uzaklastirilmis ve kuyucuklar 3-4 kez ilik PBS ile yikanmigtir. Siizgec
kagidina vurarak plakalar kurutulmustur. Tiim hiicrelere 200 pl %50 metil alkol, %1
glasiyel asetik asit ve %49 distile su karisimdan olusan sabitleyici ¢6zelti eklenmistir.
Plaka calkalayici lizerine yerlestirilerek 20 dakika stire ile ¢alkalanmistir. Plakalardaki
hiicrelerin optik yogunluklari plak okuyucuda 540 nm dalga boyunda okutulmustur.
Bu deneyin her agamasi, boya 1sikta bozuldugu i¢in, miimkiin oldugunca karanlikta

yapilmistir.

3.5 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) Y ontemi

Sitotoksisite ¢alismalarmda 1.929 fare fibroblast hiicre hatt1 kullanilmistir. NKA
testinde anlatildig sekilde hiicreler cogaltilmistir. Hiicreler MTT analizi igin 5x10*
hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarmna ekilmistir. 24 saat
inkiibasyonun sonunda hiicrelerin kuyucuklar igerisine tutunmasi saglanmistir.
Ardindan besiyeri uzaklastirilarak 3 giin siire ile serum setlerinin bekletildigi besiyeri
ortami, negatif ve pozitif kontrol besiyeri ortamlar1 200 pl/kuyucuk olacak sekilde
hiicreler iizerine eklenmistir. 24 saat inkiibasyonun sonunda besiyeri uzaklastirilarak
her bir kuyucuga 100 ul besiyeri ve hazirlanan MTT ¢ozeltisinden 10 pl eklenmistir.
Hiicreler, 37°C’de % 5 CO2 ve %95 nem igeren inkiibator igerisinde 4 saat
inkiibasyona birakilmigtir. Siirenin sonunda MTT ¢ozeltisi uzaklastirilmistir.
Olugmasi beklenen formazan kristalleri 100 pl/kuyucuk olacak sekilde DMSO ile
coziilmiistiir. Kiiltiir kab1 10 dakika yatay ¢alkalayiciya konduktan sonra olusan renk

degisim miktar1 spekterofotometrede 570 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir

Tiim deneyler ayr1 zamanlarda 3 kez tekrarlanarak elde edilen sonuglarin ortalama

degerleri hesaplanmustir.
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3.6 Mikrocekirdek Yontemi

Her bir serum inflizyon setinden hazirlanan Sizinti kimyasallarmin etkisinin
incelenmesi amaciyla insan periferik kan kiiltiirleri hazirlanmistir. Bu amagla steril bir
enjektorle saglikli vericilerden heparin kapl tiiplere 5 ml kan 6rnegi alinmigtir. Kan
ornekleri; sigara, alkol ve ila¢ kullanmayan, herhangi bir saglik problemi ve
genotoksik ajanlara maruz kalma Oykiisii olmayan, 27-30 yaslarinda {i¢ dondrden
temin edilmistir. Periferik kandan lenfosit kiiltiirlerinin yapilmasi i¢in kan 6rneklerinin
uygun besi yerine eklenmesi ve boliinmenin uyarilmast gerekmektedir. Kanin 0,25
ml’si, i¢erisinde 2,5 ml’lik kromozom ortami ve serum setlerinin sizint1 kimyasallar1
bulunan tiiplere ekilmistir. Tiipler 37°C’deki etiive 45° egik sekilde yerlestirilerek
inkiibasyona birakilmistir. Kiiltiirdeki hiicrelerin toplam inkiibasyon siiresi 72 saattir
(3 hiicre boliinmesi). Kiiltiir siiresince sabah aksam olmak {izere tiipler yavasca altiist

edilerek ¢alkalanmustir.

Kiiltiirin 44. saatinde sitokinezi engellemek i¢in tiim kiiltiirlere 50 ul sitokalasin-B (6
pg/ml) eklenmistir. Bu agsamadan sonra kiiltiir tiipleri aliiminyum folyo ile sarilarak
151k almasi engellenmistir. 72 saatlik siirenin sonunda inkiibasyon sonlandirilmistir.
Tipler, 10 dakika boyunca 1000 rpm’de santrifiij edilerek, ardindan iistte kalan
slipernatant bir pastor pipeti yardimiyla dip kisimdaki hiicreler kaldirilmadan
dikkatlice atilmistir. Geriye kalan 0,25-0,35 ml’lik kisim vorteks yardimiyla
homojenize edildikten sonra, tiiplere 4°C’deki 0,075 M KCI1 hipotonik ¢6zeltisinden 5
ml damla damla ve ¢ok yavas sekilde vorteks {lizerinde karistirilarak ilave edilmis ve

sonra buzdolabinda 5 dakika bekletilmistir.

Tiipler buzdolabindan ¢ikarilarak, 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip siipernatant
atildiktan sonra, tiiplere, 5’er ml 3:1 metanol: asetik asitten olusan soguk fiksatiften
ilave edilerek ve buzdolabinda 15 dakika bekletilmistir. Fiksasyon amaciyla yapilan
bu igslem iki kez daha uygulanmis ve her fiksatiften sonra tiipler 5 dakika buzdolabinda
bekletilmistir. 3. fiksasyon agamasinda sitoplazmanin korunmasi amaciyla fiksatif
¢ozeltisinde son konsantrasyonu %1 olacak sekilde formaldehit ilave edilmistir.Son
santrifiij isleminden sonra tiiplerdeki slipernatant atilmis, geriye kalan hiicre ¢ozeltisi

pipetle yavas¢a homojenize edilmistir.
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Preparatlarin  hazirlanmasi asamasinda, onceden 1N HNOs’de temizlenerek
buzdolabinda % 70 etil alkolde bekletilmis ve sonrasinda kurulanmis lamlar tizerine
15-20 cm yiikseklikten farkli alanlara birer damla damlatilarak siispansiyonun

yayilmasi saglanmustir.

Preparatlar, 24 saat oda sicakliginda toz olmayacak kapali bir kap i¢inde birakilarak

kurutulmustur.

Hazirlanmis olan preparatlar Sorensen tamponu ile hazirlanan % 5’1ik Giemsa (pH:
6,8) boyasi ile 12-15 dakika boyanmistir. Boyadan ¢ikarilan preparatlar, fazla boyanin
akmasi i¢in ii¢ ayr1 kaptaki saf sudan gecirilerek yikanmis ve dik bir sekilde kurumaya

brrakilmistir.

Tiim bu islemler 3 farkli dondrden alinan kanlarla tekrarli olarak yapilmistir. 13 farkl
serum infiizyon setine ait 6rnekler, kontrol grubu i¢in numune ekstrakti olmayan 6rnek
ve pozitif kontrol i¢in de 0,2pg/ml Mitomisin C eklenen 6rnek olmak iizere 15 grup
hazirlanmistir. Farkli donorlerden hazirlanan kiiltiirlerde 3 tekrarh olarak hazirlanan
toplam 45 gruptan az 2 adet preparat yapilmistir. Her bir konsantrasyon i¢in hazirlanan
preparatlardan 1000 biniikleat hiicre mikrogekirdek frekansi belirlemek tizere 1s1k

mikroskobunda sayilmustir.

Mikrogekirdek frekansi ve niikleer boliinme indeksinin saptanmasi igin sitokinezi blok
metodu kulanilmistir. Sitokinezi-blok metodu ile mikrogekirdek (MC) yonteminde,
mitoz gegiren hiicrelerde; sitokalasin-B ile sitokinez durdurulur. Boylece ¢ekirdek
boliinmesini tamamlamis, ancak sitoplazmik bdliinmesini gergeklestirememis ¢ift
cekirdekli hiicreler kolaylikla tanmarak ayirt edilebilir. MC incelemesi sirasinda
sitoplazma boliinmesini tamamlayamamus, ¢ift ¢cekirdekli hiicreler esas alinir, ¢iinkii
bu hiicreler, incelenen bilesiklerin eklenmesinden sonra boliinen hiicrelerdir. Tek
cekirdekli hiicrelerdeki MC’ler ise incelenen bilesiklerin eklenmesinden
kaynaklanmayan, baglangicta lenfosit hiicrelerinde mevcut olan veya spontan olusan
MC’lerdir. Vericilere ait her bir preparattan 1000 tane iki c¢ekirdekli hiicre,

mikrogekirdek igerip icermedigi yoniinden incelenir.

Heddle ve Countryman’in kriterlerine gore; MC boyutu ¢ekirdegin %20’sinden fazla,
%35’ inden az olmamalidir, MC boya alma yogunlugu esas ¢ekirdek ile ayni olmalidir,

sadece sitokinezi bloke edilmis ¢ift ¢ekirdekli hiicrelerdeki MC’ler sayilmalidir (Sekil
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3.1). MC frekansi [1x(1IMC)+2x(2MC)+3x(3MC)] /n (n incelenen toplam hiicre
sayis1) formiilii kullanilarak hiicre basina diisen MC sayis1 (MC/hiicre) olarak

belirlenir.

* o

a b c

Sekil 3.1: Mikrogekirdek igeren insan lenfositlerinin mikroskop goriintiisii a) bir
mikrogekirdek b) iki mikrogekirdek c) {i¢ mikrogekirdek (Taner, 2015)

Mikrogekirdek yonteminde kullanilan sitokalasin-B hiicre boliinmesini durdururken
niikleer boliinme tizerine etki etmedigi bilinmektedir. Boylece sitokinezi bloke edilmis
olan hiicreler icerdikleri ¢ekirdek sayisina gore degerlendirilerek niikleer boliinme
indeksi (NBI) hesaplanabilmektedir. Bir kez bdliinen hiicreler iki ¢ekirdege, iki kez
boliinen hiicreler ise iic veya dort c¢ekirdege sahiptir. Fitohemagliitinin (PHA)
uyarisina cevap veren ancak boliinmesini tamamlamamis olan hiicrelerde ise yalnizca

bir ¢ekirdek bulunmaktadir (Fimognari ve dig, 2005).

Niikleer boliinme indeksi hesaplamalarinda tiim hiicreler sayilir. Hi¢ bdliinme
gecirmemis tek ¢ekirdek bulunan hiicreler N1, iki ¢ekirdek bulunan hiicreler N2, {i¢
¢ekirdek bulunan hiicreler N3, dort veya daha fazla ¢ekirdek bulunan hiicreler ise N4
olarak belirlenir (Sekil 3.2). [1X(N1)+2x(N2)+3x(N3+N4)]/n (n=incelenen toplam

hiicre) formiilii ile niikleer béliinme indeksi hesaplanir.

‘_iv Q’
b c’ d“

Sekil 3.2: Bir (a), iki (b), iic (c) ve dort (d) cekirdekli lenfositlerin mikroskop
gortntiisii.(Taner, 2015)

Mikrogekirdek yonteminde serum setlerinin genotoksik etkilerinin belirlenmesi i¢in

hazirlanan lamlardan 151k mikroskobu altinda sayimlar yapilmistir. Her uygulama i¢in

1000 c¢ift ¢ekirdekli hiicre, 3 ayr1 dondrden yapilan tekrarli caligmalarda toplam 3000

hiicre MC icerip icermedigi yoniinden degerlendirilmistir. Ayrica her bir ¢caligmada
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500 hiicre, toplamda 1500 hiicre de cekirdek sayisina gore sayilarak NBI

hesaplanmuigtir.

3.7 istatistiksel Analizler

Sitotoksisite testlerinde her bir 6rnek kontrol grubu ile kiyaslanarak % hiicre canlilik
olarak belirlenmistir. Mikrogekirdek yonteminde elde edilen veriler negatif kontrol ve

pozitif kontrol ile Z testi kullanilarak istatistiksel olarak kargilagtirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 NKA Yéntemi ile Sitotoksisitesinin Degerlendirilmesine iliskin Bulgular

Ulke genelindeki hastanelerde kullanilan 13 adet farkli serum inflizyon setinden
kaynaklanan sizint1 kimyasallarin in vitro sitotoksik etkisi L929 hiicrelerinde Nétral
Kirmizi Alim yontemi ile degerlendirilmistir. Esit oranda kesit alinarak 60 dakika UV
ile sterilize edilen serum infiizyon seti 6rnekleri RPMI 1640 besiyerinde 72 saat siire
ile bekletilmistir. Bu islemin sonucunda elde edilen sizint1 kimyasallar1 igeren 13 farkli
ortam 96’I1 plakalara ekilen hiicreler ile muamele edilmistir. NKA testi farkli
zamanlarda ti¢ tekrarli olarak ¢aligilmistir. Yapilan tekrarh calismalardan elde edilen
tiim verilerin ortalamalar1 alinarak yasayan hiicrelerin ortalama absorbans degerleri ve
standart sapma degerleri hesaplanmistir. Ayrica kontrol grubundaki hiicre canliligi
%100 kabul edilerek tiim Ornekler icin kontrole kiyasla yasayan hiicre yiizdeleri
belirlenmistir. Notral Kirmizi Alim testi ile belirlenen yasayan hiicre ortalama
absorbans degerleri ve kontrole oranla hesaplanan yasayan hiicre yiizdeleri Cizelge

4.1°de gosterilmistir.

L929 hiicrelerinin serum infiizyon setlerinden sizan kimyasallara 24 saat siire ile
muamele edilmesinin ardindan uygulanan Notral Kirmizi Alim testi sonuglarina gore
serum seti gruplar1 ve pozitif kontrol grubu olan %21 Triton X-100,negatif kontrol
grubu ile kiyaslandiginda hiicre canliliginda belirgin bir azalma oldugu goriilmiistiir.
Serum inflizyon setleri i¢in belirlenen hiicre canlilig1 yiizdeleri degerlendirildiginde
tim gruplarda hiicre canliliginin kontrol grubuna kiyasla %70’in altinda degerlere
diistiigii goriilmiistiir. Ozellikle 1 ve 9 numarali serum inflizyon seti drneklerine ait
sizint1 kimyasallarmim hiicre canliligmin kontrol grubuna kiyasla %50’nin altina
diismesine neden oldugu goriilmiistiir. Calismada kullanilan 13 farkli serum inflizyon
seti ornegi igerisinde Notral Kirmizi Alim testi sonuglarma gore 9 numarali serum

inflizyon seti 6rneginin kontrole oranla %42,34’liikk yasayan hiicre degeri yiizdesi ile
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en yiiksek sitotoksik etkiyi gosteren drnek oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1, Sekil
4.1).

Cizelge 4.1: NKA yontemine gore serum inflizyon setlerine ait sizint1 kimyallarmin
1929 hiicrelerindeki sitotoksik etkisi

Yasayan Hilcre Yasayan Hiicre

100)

Ornek Ortalam? Absorbans (%)
Degerleri™
Kontrol 2,534 £ 0,587 100
Serum seti 1 1,137 £0,253 44 87
Serum seti 2 1,432 £ 0,321 56,51
Serum seti 3 1,538 + 0,331 60,69
Serum seti 4 1,584 + 0,379 62,51
Serum seti 5 1,587 £ 0,330 62,63
Serum seti 6 1,622 £ 0,301 64,01
Serum seti 7 1,496 £ 0,460 58,25
Serum seti 8 1,347 £ 0,437 53,16
Serum seti 9 1,073 £ 0,463 42.34
Serum seti 10 1,290 £ 0,482 50,91
Serum seti 11 1,639 £ 0,387 64,68
Serum seti 12 1,617 £0,569 63,81
Serum seti 13 1,672 £0,428 65,98
K+ (%1 Triton X- 0,130 +£ 0,072 5,13
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Sekil 4.1: NKA yontemine gore serum infiizyon setlerine ait sizinti kimyallarmin L929
hiicrelerindeki sitotoksik etkisi

4.2 MTT Yontemi ile Sitotoksisitenin Degerlendirilmesine iliskin Bulgular

13 adet serum inflizyon setinin sizint1 kimyasallarinin sitotoksik etkisi L929
hiicrelerinde MTT yontemi ile degerlendirilmistir. Sitotoksisitenin belirlenmesi igin
RPMI 1640 besiyerinde hazirlanan ve 72 saat bekletilen numunelerin sizinti
kimyasallar1 igeren 13 farkli ortam 96’11 plakalara ekilen hiicreler ile muamele edilerek
3 tekrarl olarak calisilmis ve 3 ayr1 ¢aligmadan elde edilen tiim verilerin ortalamalar1
alinarak yasayan hiicrelerin ortalama absorbans degerleri ve standart sapma degerleri
hesaplanmistir. Ayrica kontrole grubundaki hiicre canliligi %100 kabul edilerek tiim
ornekler i¢cin kontrole kiyasla yasayan hiicre yiizdeleri belirlenmistir. MTT testi ile
belirlenen yasayan hiicre ortalama absorbans degerleri ve yasayan hiicre yiizdeleri

Cizelge 4.2’te gosterilmistir.

1929 hiicrelerinde 24 saatlik kimyasal muamelesi ardindan uygulanan MTT testi
sonuglarina gore serum setlerinden sizan kimyasallar ile muamele edilen gruplar ve
pozitif kontrol grubu (%1 Triton X-100) negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda tiim
gruplarda hiicre canlilifinda bir azalma oldugu goriilmiistiir. Serum inflizyon setleri
icin belirlenen hiicre canlilig1 yiizdeleri degerlendirildiginde tiim gruplarda hiicre

canliliginin sadece 7 ve 8 no’lu 6rneklerde %70’in altina distigi goriilmistiir. 13

35



serum seti icerisinde MTT testi sonuglarina gore 8 no’lu 6rnegin en yiiksek sitotoksik

etkiyi gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.2).

Cizelge 4.2: MTT yontemine gore serum inflizyon setlerine ait sizinti kimyallarmin L929

hiicrelerindeki sitotoksik etkisi

Ornek Yasayan Hiicre Ortalama Yaﬂsayan Hﬁcre

Absorbans Degerleri Yiizdeleri (%)
Kontrol 0,791 £ 0,073 100
Serum seti 1 0,606 + 0,080 76,61
Serum seti 2 0,634 + 0,159 80,15
Serum seti 3 0,612 +0,109 77,37
Serum seti 4 0,583 + 0,083 73,70
Serum seti 5 0,640 + 0,159 80,91
Serum seti 6 0,634 + 0,139 80,15
Serum seti 7 0,553 + 0,138 69,91
Serum seti 8 0,543 + 0,101 68,64
Serum seti 9 0,627 + 0,096 79,26
Serum seti 10 0,642 + 0,092 81,16
Serum seti 11 0,649 + 0,095 82,05
Serum seti 12 0,605+ 0,115 76,48
Serum seti 13 0,611 +0,079 77,24
K+ (%1 Triton X-100) 0,047 + 0,001 5,94

* Sonuglar ii¢ ¢aligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

36



120

100 T

% HUCRE CANLILIGI

N F=3 [+ [++]

o (=] o o
I
B
s
e
NS

0 (|

Sekil 4.2: MTT yontemine gore serum inflizyon setlerine ait sizinti kimyallarmin L929

hiicrelerindeki sitotoksik etkisi

4.3 Mikrocekirdek Yontemi ile Genotoksisitenin Degerlendirilmesine iliskin

Bulgular

13 adet serum inflizyon setinin sizint1 kimyasallarin sitotoksik etkisi insan perifal kan
lenfosit hiicrelerinde sitokinezi blok teknigi ile mikrogekirdek yontemi kullanilarak
degerlendirilmistir. 13 serum inflizyon seti, kontrol grubu ve pozitif kontrol olmak
tizere hazirlanan 15 grubun her biri farkli donérlerden hazirlanan kiiltiirlerde 3 tekrarh
olarak calisilmig toplam 45 gruba ait preparatta belirlenen MC degerleri, ortalama
mikrocekirdek frekanslari ve niikleer boliinme indeksleri Cizelge 4.3’de gosterilmistir.
Serum setlerinden sizan kimyasallar ile muamele edilen gruplar negatif kontrol grubu
ile kiyaslandiginda 1-10 numarali 6rneklerde mikrogekirdek olusumunda artisa neden
oldugu ancak 11-13 numarali 6rneklerde herhangi bir etkiye neden olmadigi
gozlenmistir (Sekil 4.3). Mikrogekirdek frekanslarindaki artiglar istatistiksel olarak
kontrol grubu ile kiyaslandiginda sadece bir serum setindeki (6 numarali serum seti)
artigin istatistiksel olarak anlamli seviyede oldugu (p<0.05) goriilmiistiir. Bu artis
pozitif kontrol ile kiyaslandiginda, pozitif kontrol seviyesinde bir artis olmadig: da
belirlenmigtir. NBI degerleri kontrol grubu ile kiyaslandiginda serum setlerinin

istatistiksel olarak anlaml bir degisime neden olmadig1 goriilmiistiir.

37



Cizelge 4.3: Serum infiizyon setlerinin sizinti kimyasallar1 ile muamele edilen insan

lenfositlerindeki mikrogekirdek frekanslar1 ve niikleer boliinme indeksi degerleri

Donor

Uygulama Grubu T?\E’I'(?m MC/10° %MC+SH NBIi+SH
X Y Z

(-) Kontrol 2 2 2 6 0,20 0,2+0,08 1,17+0,28
(+) Kontrol 12 18 20 50 1,67 1,67£0,23 1,14+0,27
Serum seti 1 6 3 3 12 0,40 0,4+0,12  1,11£0,27
Serum seti 2 4 4 1 9 0,30 0,3+0,10  1,14+0,27
Serum seti 3 6 4 4 14 0,47 0,47+0,12 1,20+0,28
Serum seti 4 6 1 1 8 0,27 0,27+0,09 1,11+0,27
Serum seti 5 2 2 5 9 0,30 0,3+0,10 1.17+0,28
Serum seti 6 10 5 3 18 0,60 0,6+0,14* 1,20+0,28
Serum seti 7 5 2 3 10 0,33 0,33+0,11 1,20+0,28
Serum seti 8 4 3 3 10 0,33 0,33+0,11 1,20+0,28
Serum seti 9 4 5 4 13 0,43 0,43+0,12 1,29+0,29
Serum seti 10 3 3 1 7 0,23 0,23+0,09 1,35+0,30
Serum seti 11 1 3 2 6 0,20 0,2+0,08 1,20+0,28
Serum seti 12 1 0 0 1 0,03 0,03+0,03 1,50+0,31
Serum seti 13 1 1 1 3 0,10 0,1+£0,06 1,29+0,29

MC: Mikrogekirdek, SH: Standart hata, NBI: Niikleer boliinme indeksi

2 Kontrole gore p<0.05’e gore anlamli
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Sekil 4.3: Serum inflizyon setlerinin sizinti kimyasallar1 ile muamele edilen insan
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5. TARTISMA

Dogal veya sentetik kaynakli biyomalzemeler metalik bilesenler, polimerler,
seramikler veya kompozit malzemelerden sentezlenebilirler. Medikal uygulamalarda
biyomalzemeler bir fonksiyonu tamamen karsilayabildikleri gibi bir islevi arttirmak
veya degistirmek igin de kullanilabilirler. Bir biyomalzemenin en 6zelliklerinden birisi
toksik etki olusturmamasi ve biyouyumlu olmasidir. Ilag tasiyici bir sistem,
otogreft/allogreft/xenogreft gibi transplant materyalleri, kalp kapaklari, stentler, kalca
protezleri gibi ¢esitliligi oldukga yiiksek olan bu iiriin grubunun giivenliligi anlaminda

da pek cok test standards, is akisi, altyap1 ¢caligmalar1 yapilmaktadir.

Klinik kullanimda yaygin bir yeri olan biyomalzemelerden biri de tek kullanimlik
medikal malzemelerdir. Bu medikal malzemelerin giivenlik degerlendirmeleri i¢in de
baz1 test prosediirleri mevcuttur. Ozellikle ISO 10993 standardi biyomalzemelerin
ge¢imliliginin arastirilmasi i¢in temel kriterleri belirlemektedir. Bu tez ¢alismasinda
13 farkli marka serum inflizyon seti sitotoksik ve genotoksik etkileri agisindan
arastirilmustir. Sitotoksik etkiler 1.929 fare fibroblast hiicrelerinde nétral kirmizi alim
(NKA) ve 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum  bromiir ~(MTT)
sitotoksisite testleri ile arastirilmistir. Genotoksik etkiler ise insan periferik kan
lenfosit hiicrelerinde sitokinezi blok teknigi ile mikrogekirdek testi kullanilarak
arastirilmistir. Bu testler ISO 10993 biyouyumluluk testler protokollerinde yapilmasi
onerilen testlerdir. Sitotoksisite arastirmalar1 icin ISO 10993-5 (In vitro sitotoksisite

testleri) kriterleri kullanilmistir (Sharma, 2015).

Bu ¢aligma, hastanelerde kullanilan kalite standartlari geregi genellikle 72 saat
boyunca hastanin damar yoluna bagli bir sekilde bulunan serum inflizyon setlerinden
sizabilecek muhtemel kimyasallarin biyomalzeme giivenligi agisindan incelenmesi ve
markalar arasinda farkliliklar olup olmayacagmin arastirilmas: temeline
dayanmaktadir. Serum setlerinin line (hortum) kismmin agirlikli olarak PVC

hammaddesinden yapilmasi nedeniyle tez ¢alismasi planlamasi sirasinda basta ftalat
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tiirevleri olmak tizere bir sizint1 kimyasal maruziyetinin olacag diistiniilmistiir. Bu tez
caligmasinda malzeme bilesenleri i¢in herhangi kantitatif analiz yapilmamis olmakla
birlikte, Bernard ve dig. (2015) tarafindan yapilan ¢alisgmada PVC kaynakl {irliinlerden
temel sizmtinin ftalatlar oldugu belirtilmektedir. Bu bilgiler 1s1g1nda tez ¢aligmasinda
serum setlerine ait plastik malzemelerin kimyasal sizintilarinin ve ekstratlarinin
memeli hiicreleri iizerinde olasi sitotoksik ve genotoksik bir etkisinin arastirilmasmin

onemli oldugu diistiniilmektedir.

Medikal malzeme alaninda en sik kullanilan polimerlerden birisi olan PVC kullanimi
oncesinde plastiklestirilmektedir. Plastiklestirilmeyen PVC daha sert ve kat1 bir yapiya
sahiptir. Plastiklestirme islemi icin, dioktil ftalat, di-n-desil ftalat, TIOTM, DEHP gibi
ftalat tiirevleri yaygim sekilde kullanilmaktadir.

Ftalatlar (ftalat esterleri), ftalik asitin dialkil ya da alkil aril esterleridir. Ilk olarak
1920'lerde {iretilen ftalatlar, 1950’lerde ilk defa gelistirilen ftalat esterleriyle
yumusatilmis polivinilkloriirin (PVC) biiylik o6lgekli ticari iiretimiyle piyasaya
striilmiistiir (Kimber ve Dearman, 2010). Ftalatlar, PVC firiinlerine esneklik ve
dayaniklilik veren plastiklestirici gibi bircok amag¢ i¢in kullanilan endiistriyel
kimyasallarin bir {iyesidir. Coziiciilerde, motor yaglarinda, fiksaj maddelerinde ve
deterjanlar gibi kisisel bakim iiriinlerinde de kullanilmaktadir. Ftalatlar PVC’ye
katildig1 zaman kovalent olarak bagli olmadigindan kolayca c¢evreye salinmakta

boylece insan ve hayvanlar da bu kimyasallara maruz kalmaktadir (Lyche ve dig,
2009).

Ftalatlarin kullanimi baslica molekiil agirliklarina baghdiwr. Yiiksek molekiil agirlikl
di(2-etilhekzil) ftalat (DEHP), di-isononil ftalat (DiNP) insaat malzemeleri, kiyafet,
gida ambalajlari, ¢ocuk iriinleri ve tibbi malzeme ve cihazlar gibi birgok PVC
tirtinlerinde kullanilmaktadir (Lyche ve dig, 2009). Diisiikk molekiil agirlikli dimetil
ftalat (DMP), dietil ftalat (DEP) ve di-n-biitil ftalat (DBP) gibi ftalatlar ise daha ¢ok
¢Oziicii olarak, kozmetikler, insektisitler ve farmasotiklerde kullanilmaktadir (Heudorf

ve dig, 2007).

Plastiklestirme isleminde kullanilan ftalat tiirevlerinden DEHP iyi gecimlilik, 151k
stabilitesi, diisiik volalite, yiiksek suya dayaniklilik, iyi elektriksel 6zellikler, diisiik

sicaklik esnekligi ile milkemmel bir fiyat-performans orani sunmaktadir. DEHP ayni
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zamanda etilen oksit, otoklav, buhar ve radyasyon sterilizasyon yontemlerinde
dayaniklidir. Medikal malzeme uygulamalar1 i¢in 6nemli bir 6zellik olan seffaflik
ozelligi de plastiklestirme islemi ile saglanmaktadir. Plastiklestirilmis PVC’den
yapilan bir malzeme seffaf ve esnektir, ayrica biikiilmeme 6zelligine sahiptir. Bu
ozellikler hastaya kritik sivilarin dogru dozda verilmesini ve hastanin gorsel olarak
izlenmesi olanaklarin1 sunmaktadir. Avrupada, Avrupa Farmakopesi’nde kan, kan
bilesenleri ve intravendz inflizyonda kullanilacak sulu ¢ozeltiler i¢in PVC tasiyicilarda
kullanilmak {izere DEHP plastiklestirici olarak tavsiye edilmektedir. DEHP ile
plastiklesmis PVC’de depolanan kirmizi kan hiicrelerinde DEHP bu hiicrelere

baglanarak onlar1 korumakta ve raf dmiirlerini arttirmaktadir (Sastri, 2013).

Diger yandan son yillarda yapilan arastrmalarda ftalat tiirevlerinin toksik etkileri
tartisilmaktadir (Hauser ve Calafat, 2005). Yogun bakim {initelerinde yatan hastalarda
damar yolu ile kan, trombosit transflizyonu veya total parenteral beslenme yapilan,
mekanik ventilatore baglanan, diyalize giren hastalarda DEHP diizeylerinde artis
oldugu belirlenmistir.  Literatiirde DEHP  maruziyetinin  iireme sistemi,
kardiyovaskiiler sistem, solunum sistemi, gastrointestinal sistem, hematopoetik
sistem, immiinolojik ve lenforetikiiler sistem, iiriner sistem, ndrolojik sistem {izerine
olumsuz etkileri oldugu bildirilmistir (Durmaz ve Ozmert, 2010). 84 yeni doganin
kordon kaninda serum DEHP diizeylerinin incelendigi bir ¢caligmada altmis bes (%77)
bebegin kaninda DEHP oldugu saptanmistir. Dogum haftasi normal olan bebeklerde
DEHP seviyesi diisiik bulunurken dogum haftasi diisiik bebeklerde DEHP seviyesi
yiiksek bulunmustur. Diisiik dogum haftasin1 DEHP’in indiikledigi ve intrauterin
inflamatuar siiregler nedeniyle olabilecegi bildirilmistir (Latini ve dig, 2003). Jaakkola
ve Knight, (2008) PVC iirlinlerden kaynaklanan ftalat maruziyetine bagl astim ve
alerji gelisimine yonelik 54 makaleyi inceleyerek yaptiklari sistematik derlemede
yliksek miktarda ftalat iceren PVC maruziyetine bagl immiin sistemin alerjenlere
verdigi yanit1 degistirebilecegi, 1sitilmig PVC’den kaynaklanan zehirli gazlara maruz

kalan yetiskinlerde astim gelismesine neden olabilecegini bildirmislerdir.

Avrupa Komisyonunun DEHP i¢eren medikal malzemelerin ve PVC bazli bilesenlerin
alternatif plastiklestiricilerinin giivenligi hakkinda 2008 yilinda yayinladiklar1 goriis
raporu 2015 yilinda giincellenmistir. Bu bulgular gegerli olmakla birlikte DEHP

aktivitesi ve alternatif ajanlar i¢cin yeni ¢aligmalar da yaymlanmistir. Temel endise
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DEHP veya medikal malzemelerden sizan diger plastiklestirici bilesiklere yliksek
maruziyet ile hastalarda meydana gelebilecek potansiyel saglik risklerinin

belirlenmesidir.

Insanlarda DEHP glukronid konjugati halinde toksik etkisi olmayan bir bilesik olarak
atilir. DEHP’in oral akut toksisitesi diisiiktiir (LD50>25 g/kg rat ve farelerde). Daha
diisiik LD50 degerleri parenteral maruziyetten sonra gézlenmistir (200-250 mg/kg in
rats). Rodentlerde oral tekrarli toksisite DEHP’in bobrek, karaciger ve testislerde
toksisiteyi indiikledigini gostermistir. Hepatosit proliferasyonu, hipertrofisi ve
hepatoseliiler tiimorler DEHP ve metaboliti olan MEHP'in peroksizom proliferator
aktive reseptor alfa ile etkilesimi sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Bu mekanizmanin
insanlarla iligkili olmay1ip rodentlere 6zel oldugu diistiniilmektedir. Bununla birlikte
yeni ¢alismalar diger yolaklarin da hepatik tiimor indiiksiyonunda rol oynayabilecegini
gostermektedir. Bu yiizden rodentlerde karaciger kanseriyle iliskisi tamamen goz ardi
edilemez. Yakin donemde Uluslararas: Kanser Arastirmalar1 Ajansi (IARC) DEHP’in
karsinojenitesi i¢in hayvan deneylerinin yeterli oldugunu belirtmistir. Boylelikle
DEHP 2008 Goriisii'nde insanlar i¢in muhtemel karsinojen (Grup 2B) olarak
smiflandirilmistir (Scenihr, 2015).

Insanlarda ve memelilerde DEHP sitokrom p450, gesitli dokulardaki enzimler ve
lipazlar tarafindan pek ¢ok metabolite doniistiiriiliir. Pankreatik lipaz 6zellikle oral
alim1 takiben olduk¢a 6nemli bir rol oynar. Dokular arasindaki lipaz aktivitesindeki
tiir farkliliklar1 belirlenmis olup bunun DEHP etkilerindeki tiir farkliliklarinda rol
oynadig1 diisiiniilmektedir. Oksidatif metabolizmadan sorumlu sitokrom p450 ve diger

enzimlerin etkisi tam anlasilamamustir (IARC, 2012).

DEHP hidrolize edici enzimler pek ¢ok dokuda (6zellikle pankreas, intestinal dokular,
mukoza ve karaciger) ve ratlarda kan plazmasinda bulunur. Kantitatif olarak daha

diisiik olmakla birlikte bu adim (kan dolagimi1) parenteral maruziyette olusur (Scenihr,

2015).

Tiim diinyada PVC yerine alternatif malzemeler gelistirilmeye calisilmaktadir.
Ftalatlarin toksik etkilerinin ortaya ¢ikmasi ancak plastiklestirici olarak alternatiflerin

de beklenen sonuglar1 vermemesi nedeni ile alternatif materyal arayislarina devam
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edilmektedir. Ancak PVC maliyetlerinin diisiik olmasi bu polimeri kolay kolay

vazgecilemeyecek bir konumda tutmaktadir.

Hastanelerde saglik hizmeti alan hemen her hastaya intravendz siv1 verildigi géz oniine
alindiginda bu hastalarin hepsine serum infiizyon seti kullanilmaktadir. Bu kadar
yaygin kullanilan bir iiriinde hasta giivenligi 6n planda tutulmahdir. Ulkede
kullanimda olan serum infiizyon setlerine bakildiginda hemen hepsinin PVC
materyalinden yapildig1 ve DEHP igerdigi goriilebilir. Bir serum inflizyon setinin
maksimum kullanilma siiresi ise 72 saattir. Her haliikarda serum torbalarinda raf
Omiirleri boyunca bekleyen mayiler hastalara serum infiizyon seti ile minimum 24 saat
maksimum 72 saatte inflize edilmektedir. Bu inflizyon sirasinda kullanilan serum
inflizyon setindeki DEHP’in hastaya ge¢isinin olup olmadig1 serum inflizyon setinden
hastaya giden mayiye DEHP ge¢miyor ise bile bunun bilimsel olarak kanitlanmasi

gerekmektedir.

Literatiirde piyasada kullanilan medikal malzemelerdeki ftalatlar ile ilgili yapilmis
calismalar ¢cok smirhidir. En giincel ¢alisma Kostic ve arkadaslarinin hastanelerden
aldiklar1 birka¢ medikal malzeme icin DEHP miktarlarin1 belirledikleri bir analiz
calismasidir. Deneyde plastik diyaliz torbasi ve tiipii, inflizyon sisesi ve inflizyon seti

kullanilmistir. Plastik materyaller yaklasik 1 cm?

alan olacak sekilde pargalara
ayrilmigtir. Cam viallerde 5 ml n-hekzana birakilan 6rneklerden 3, 6, 15 ve 30.
giinlerde numuneler almmigtir. Parenteral niitrisyon ve periton diyaliz
formiilasyonlarinda kullanilan her bir soliisyon PV C torbalarda ve LDPE siselerde oda
sicakliginda saklanmistir. Analiz edilen 6rnekler sirasiyla periton diyaliz soliisyonu
(%1,5 dekstroz), fizyolojik Salin ¢ozeltisi (%0,9 NaCl) ve parenteral niitrisyonda
kullanilan Ringer soliisyonudur (NaCl, KCI ve CaClz). Siv1 6rnekler analize kadar cam
flasklarda 4 °C’de saklanmislardir. Genel olarak inflizyon soliisyonlarinin miadi 3 yil
oldugu i¢in DEHP’in plastik tasiyicilardan go¢ oranlari tibbi malzemenin miadi
dolmadan dnce sizmas1 muhtemel maksimum DEHP miktarmi belirlemek i¢in 36 aylik
bir periyot sonrasinda 6lgiilmiistiir. Ektraksiyon prosediirii 500 cm® 6rnek igin 5 cm?®
hekzanla yiiriitiilmiistiir. Her 500 cm®’liik 6rnek icin 5 cm?® hekzan ilave edilmis ve 60

dk ile 24 saat karistirilmistir. Organik katmanlar cam vialler alinmis, internal standart

eklenmis ve clean up fazi olmadan numuneler GC-MS’e verilmistir. Caligma
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sonucunda PVC torbalardan sizan DEHP miktar1 LDPE siselere gore daha fazla
bulunmustur (Kostic ve dig, 2016).

Ulkemizde ise Resmi Gazete’nin 7 Haziran 2011 tarih ve 27957 sayili Saghk
Bakanlhigi’nin Tibbi Cihaz YOnetmeliginin 7. maddesinde “Kimyasal, fiziksel ve
biyolojik 6zellikler” baghig: altinda ftalatlar asagidaki gibi tarif edilmektedir. “T1bbi
cihazlar, kendisinden sizan maddelerin meydana getirebilecegi tehlikeleri asgariye
indirebilecek sekilde tasarlanmali ve imal edilmelidir. 26.12.2008 tarihli ve 27092
Miikerrer sayili Resmi Gazete’de yayimlanan Tehlikeli Maddelerin ve Miistahzarlarin
Smiflandirilmasi, Ambalajlanmast ve Etiketlenmesi Hakkinda YoOnetmelige gore
kanserojen, mutajen veya iireme iizerine toksik etki gosteren maddelere 6zel dnem
verilir. Tlaglari, viicut sivilarmi veya diger maddeleri viicuda uygulamay:1 ve/veya
viicuttan uzaklastirmay1 amaglayan bir tibbi cihazin veya tibbi cihazin bir pargasinin
ya da bu tiir viicut stvilarini veya maddeleri tasima ve depolama amagli tibbi cihazlarin
Tehlikeli Maddelerin ve Miistahzarlarn Siiflandirilmasi, Ambalajlanmasi ve
Etiketlenmesi Hakkinda Yonetmelige gore kanserojen, mutajen veya iireme iizerine
toksik etki gosteren kategori 1 ve 2 grubu ftalatlar icermesi durumunda, tibbi cihaz
iizerinde ve/veya her bir parcanin paketi lizerinde veya gerektiginde satis paketi

iizerinde tibbi cihazin ftalat icerdigini gosterir etiketleme yapilmalidir (Resmi Gazete,

2011).

Literatiir arastirmalarina gore her ne kadar yaygin kullanilan bir biyomalzeme olsa da
bu tez ¢aligmasinda planlanan sekilde serum setleri ile smirl sayida ¢alisma oldugu
goriilmektedir. Dakwar ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada inflizyon setlerinin
nitel Ozelliklerindeki bozulmalar (renk degisimi, potansiyel toksik kimyasallarin
salim1 gibi) arastirilmis, her bir inflizyon LOT serisinin farkli kisimlarindaki sizinti
kimyasallarin gorece toksisiteleri incelenmistir. Segilmis farkl hiicre hatlarinm (HelLa
ve CEND hiicreleri) hassasiyeti karakterize edilmis, cEND beyin endotel hiicre
hatlarinin tek kullanimlik tibbi malzeme sizintilarinin in vitro toksisite analizlerinde
kullanilabilecegi gosterilmistir (Dakwar ve dig, 2012). Bu ¢alismadan sonra bazi hiicre
hatlarinda (L-929 ve bEnd.3 hiicreleri) inflizyon set sizintilarinin toksisitesindeki
mekanizmalarin analizi in vitro yontemlerle gerceklestirilmistir. Yapilan ¢alismada
lateks kisimlarin en toksik kisim oldugu bildirilmis, hiicre Olimiiniin ise hiicre

membranin gecirgenliginin artigina bagli olarak onkozis ile indiiklendigi gosterilmistir
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(Kozlovskaya ve Stepensky 2015). Ayni arastirmacilar benzer bir ¢aligmada da
inflizyon set sizintilarinin in vitro toksisitelerini aragtirmislar, tek bir lotta ayni veya
farkli Treticilerin karsilastirmali  toksisitelerini gostermeyen Ornekleri analiz
etmislerdir. Ayni zamanda infiizyon set sizintilar1 tarafindan indiiklenen toksik
etkilerin bazi hiicre hatlar1 (L-929, cEND ve bEnd.3 hiicreleri) iizerindeki
hassasiyetinin belirlenmesnde, tek kullanimlik tibbi malzeme toksisitesinin in vitro
degerlendirilmesi i¢in bu hiicre hatlarinin uygun oldugunubelirtmisler ve en uygun

deneysel yontem (maruziyet siiresi, analiz tiirii gibi) i¢in 6nerilerde bulunmuslardir.

Kozlovskaya ve dig. (2015) tarafindan yapilan bu diger calismada Israil’de yaygin
sekilde kullanilan infiizyon setlerinin in vitro toksisiteleri arastirilmistir. Deneysel
sonuglar analiz edilen 6rnekler tarafindan indiiklenen 6nemli diizeyde bir toksisite
oldugunu gostermekte olup, diizenleyici kuruluslar tarafindan 6ngdriilen giivenlik
gerekliliklerini (MTT testinde %30°’dan daha az metabolik aktivite azalisi, hiicre
miktari, proliferasyonu, koloni olusumunda belirgin degisikliklerin olmamasi vb)
karsilamakta basarisiz olduklarini bildirmislerdir. Bu bulgular, daha 6nce yapilan in
vitro toksisite ¢alismalarmdan elde edilen bulgularla da tutarli olmustur (Dakwar ve

dig, 2012).

Bu tez calismasinda farkli serum setlerinin sitotoksik ve genotoksik etkilerinin
kiyaslanmas1 amaciyla setlerin benzer bolgeleri tespit edilmis ve tiim setlerin plastik
hortum kisimlarindan esit uzunlukta parcalar alinmistir. Bu pargalar hassas terazide
tartilarak agirliklar agisindan materyal hortum genislik ve kalinligma bagl bir farklilik
olup olmayacagi da teyit edilmistir. 2,5 cm olarak alman 6rneklerin agirliklarinin da
birbirine ¢ok yakin oldugu tespit edilmistir. Bu tez ¢alismasinda serum setlerinin
sadece hortum kisimlar1 toksisite agisindan incelenmistir. Kozlovskaya ve dig. (2015)
yaptiklari ¢alismada serum setlerinin farkli kistmlarmnin toksik sizint1 salimi yaptigini
ve bu s1zint1 kimyasallarin farkl seviyede toksik etkiyi indiikledigini géstermislerdir.
Kozlovskaya ve dig. (2015) dogal ve sentetik kauguk materyalin, infiizyon setlerinin
en toksik kismi oldugunu, hortum (line) ve damlacik odasinin daha az toksik oldugunu
bildirmislerdir. Bu nedenle infiizyon setlerinin toksistesi tasarimlarma bagli olarak
kabul edilmektedir. Ornegin; flashball ve enjeksiyon kismi (kauguk kisim igermedigi
icin) olmayan setlerde toksisite olmayip, diizenleyici kuruluslarin Onerileri ile

uyumludur. Diger taraftan kauguk iceren kisimlar toksik sizintilar nedeniyle hiicre
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Olimiinii indiiklemistir. Toksisite mekanizmas1 detayli sekilde arastirildiginda
sizintilarin  hiicre zar1 gegirgenligini arttirarak apoptotik intraseliiler yolaklarla
onkozisle hiicre Olimiinii indiikledigi gosterilmistir (Kozlovskaya ve Stepensky,
2015). Analiz edilen inflizyon setlerindeki kauguk kisimlarm toksisite
karsilastirilmasinda flashball ve enjeksiyon kismindan hazirlanan ham materyallerde
acik bir sekilde materyalin kendisine bagl oldugu goriilmiistiir. Ornegin, sentetik
kauguk flashball iceren setler ayni kisimda dogal kauguk kullanilan setlere gore daha
toksik bulunmustur. Ancak iirlinlerin depolama siiresi birbirinden oldukg¢a farklh
oldugundan (2,5 yil ve 13 yil) saklama kosullarmin ve siiresinin de toksisiteyi
etkiledigi diisiiniilmektedir. Hammadde bileseni ve saklama kosullar1 arasindaki
farkliliklarin giivenlik iizerindeki etkisini belirlemek oldukca zordur. Ornek olarak, A
iireticisi tarafindan iiretilen 6rneklerde tiim enjeksiyon portlar1 ayni ebatta olmasina
ragmen toksisiteleri saklama zamani ile dogru orantili olmamistir. Infiizyon setlerinin
toksisitesi tizerinde depolama sartlarinin etkisini géstermek igin A firmasindan alinan
belirli bir lot iizerinde ileri derecede degredasyon calismasi gerceklestirilmistir.
Beklenmedik bir sekilde, sicaklik artisi ile Orneklerin toksisitelerinde azalma
gergeklestirmistir. Bu verinin dogrultusunda, bazi toksik bilesiklerin sizdig1 veya
parcalanarak toksisitesini yitirdigi diistiniilmiistiir. Belirli saklama kosullarinda
infiizyon setlerinin depolanma siirecinde daha diisiik kinetige ragmen ayni prosesin

ger¢eklesmesi makul goriinmektedir.

Infiizyon setlerinin iiretimi sirasinda kauguk materyallerinin bilesimindeki farkliliklar
ve depolama esnasinda kauguk bilesiminde meydana gelen degisikliklerin her ikisi de
bu c¢alisgmadaki Orneklerin karsilastirmali  toksisiteleri {izerinde etkili gibi
goriinmektedir. Orneklerden salman toksik sizintilarin her birinin belirlenmesi ve total
ornek toksisitisine katkilarmin belirlenmesi icin daha detayli arastirmalara ihtiyag
vardir. Bunun i¢in inflizyon set sizintilar1 ve fraksiyonlarinin analizi ¢oklu kiitle
spektrumlu sivi veya gaz kromotografisi gibi komplike analitik yontemlerle
olgiilmelidir (Fekete ve dig, 2014; Jenke ve dig, 2013; Schumacher ve dig, 2007).
Gelecekte, toksik sizintilarin bagarili sekilde tespiti infiizyon setlerindeki ve diger tibbi
sarf malzemelerdeki toksik sizintilarin maksimum izin verilebilir diizeyleri i¢in esik
degerlerinin belirlenmesini saglayarak hastalarda kullanima bagli toksisitenin

azaltilmasini saglayacaktir.
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Tez calisgmasinda incelenen parcalarm sizint1 kimyasallari elde edilmesi i¢in serum
setlerinden alinan 6rnekler hiicrelerin biiyiitiilmesi sirasinda kullanilacak olan besiyeri
ortammna konularak 72 saat bekletilmistir. Sitotoksisite testleri i¢in RPMI-1640
besiyeri igerisine sadece %1 antibiyotik eklenmis, serum veya herhangi bir baska ilave
kimyasal igermeyen ortam kullanilmistir. Mikrogekirdek testi i¢in hazir besiyeri
ortami (Chromosome medium-B) kullanilmistir. Bu ortam normal besiyeri ortamina
ilave olarak sadece periferik kan kiiltiirii sirasinda T-lenfositlerinin proliferasyonunu
uyarict etki gosterecek olan fitohemaglutinin maddesini igermektedir. Calisma
planlanirken serum proteinlerinin protein korona olarak adlandirilan etkilesimlere
sebep olabilecegi diigiiniilerek katilmamustir. Literatiirde sizint1 kimyasallarin elde
edildigi ortam bilesenlerinin ve 6zellikle ortamdaki serum igeriginin in vitro toksisite
testlerinin sonuclarmi etkileyebilecegi de belirtilmektedir. Ozellikle, yiiksek miktarda
serum hidrofobik sizintilarin ektraksiyonunu arttirarak, tek kullanimlik sarf malzeme
sizintilarmm gegisini arttirmaktadir. Diger taraftan, yiiksek miktarda serum igeren
ortamlarda hiicrelerin inkiibasyonu sizintilarin toksisitesini maskeleyerek hiicre
canliligmi kolaylastirabilir. Hortum ve damla odasindaki sizintilarm %10 FBS
ortaminda, serum olmayan ortama gore belirgin sekilde daha toksik oldugu
goriilmiistiir. Boylelikle, toksik sizintilarin daha fazla ekstrakte edilebilirliginin bu
deneysel yontemde serumun maskeliyici etkisinden daha fazla etkili oldugu
goriilmektedir. Calisilan Orneklerde oOlgiilen in vitro toksisite diizeyi deneyde

kullanilan hiicre tiirtinden de oldukga yiiksek diizeyde etkilenmektedir.

Bu tez calismasinda sitotoksisite testleri 1.929 fare fibroblast hiicrelerinde,
mikrogekirdek testi ise insan perifik kan kiiltiiriinde lenfosit hiicrelerinde
gerceklestirilmistir. Kozlovskaya ve dig. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada ti¢ farkli
hiicre hatt1 kullanilmig, cEND hiicrelerinin bEnd ve L-929 hiicrelerine gore toksik
sizmtilara karst daha hasssas olduklar1 goriilmiistiir. Toksik bilesiklerin hiicreler
arasindaki bu farkliliklara neyin sebep oldugu bilinmemektedir. Caliymamizda L-929
hiicreleri diizenleyici kuruluglar tarafindan Onerilen sitotoksisite testlerinde ve
biyouyumluluk testler protokollerinde tercih edilmelerinin yani sira, toksiste testleri
icin belirli sartlar altinda (belirli hiicre kiiltiir ortami ve yaygin doku kiiltiir
ekipmanlarmi kullanarak) kolay ve hizli sekilde biiylimeleri nedeniyle secilmistir. L-

929 hiicreleri, adheran 6zellik gosteren fibroblast karakterde hiicreler oldugundan
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kullanimlar1 esnasinda deri, kan ve viicut sivilar1 ile temas eden tibbi sarf
malzemelerinin toksisite testleri i¢in uygun olabilecekleri diisiiniilmektedir. Ancak,
inflizyon setlerinden sizan kimyasallar in vivo ¢aligmalarda bircok farkli hiicre tipi
(kapiller endotel hiicreleri,kan dolagimindaki diger hiicreler-akyuvar veya eritrosit gibi
hiicreler) ile etkilesimdedir. Kozlovskaya ve dig. (2015) tarafindan yapilan ¢aligmada
etkisi arastirilan drneklerin karsilastirmali toksisitesinin degerlendirilmesi i¢in cEND
ve bEnd olmak tizere iki farkli kapiller endotel hiicresi kullanilmistir. Bu hiicrelerden
elde edilen hiicre hatlar1 kan dolasiminda mevcut olup setlerin in vitro toksisite
testlerinde kullanimi i¢in uygundur. Kauguk kisimdan gelen sizintilar ve hortum ve
damla odasindan alman bazi Orneklerde yukarida bahsedilen hiicre hatlarinda
indiiklenen belirgin toksik etki gézlenmistir. Bunun yani sira diger sarf malzemeler
veya diger kimyasal bilesiklerin in vitro toksisitesinin degerlendirilmesinde de bu
hiicre hatlar1 uygun olabilecegi bildirilmistir (Korhonen ve dig, 1991; Mueller ve dig,
2009; Pick ve dig, 2004; Talja ve dig, 1985). Kozlovskaya ve arkadaslari ilerleyen
donemki c¢alismalarinda c¢alisilan Ornekler ve hiicre hatlarindaki toksisitenin
korelasyonu i¢in in vivo c¢alismalara gegeceklerini bildirmisleridir. Sitotoksisite ve
genotoksisite caligmalarinda in vitro testler ilk basamak ve 6n biyogosterge ¢aligmalar
olarak kabul edilmektedir. Dolayisiyla bu tez calismasinda da serum setlerinden sizan
kimyasallarin etkilerinin daha detayli arastirilmasi i¢in in vivo testlerin yapilmasi

gerektigi diisiiniilmektedir.

Yapilan c¢alismalarda belirlenen toksisite diizeyinin c¢alisilan hiicreler, hiicrelerin
biiyiitiildiigli besiyeri bilesenleri, maruziyet siiresi ve toksisite degerlendirilmesi i¢in
analiz yontemi gibi faktorlerden etkilendigi bildirilmektedir. Bahsedilen ¢alismada
arastiricilar cEND veya bEnd kapiler endotel hiicrelerinin kullanimini tavsiye
etmektedirler. Bununla birlikte tibbi sarf malzemelerin in vitro toksisite
degerlendirmeleri i¢in MTT testinin yeterince giivenli olmadigini, yaniltici sonuglar
verebilecegini ifade etmislerdir. Bu tez calismasinda serum setlerinin sitotoksisite
analizleri icin NKA ve MTT testi olmak {izere iki ayr1 sitotoksisite testi yapilarak
sonuglar kiyaslanmis ve tek kullanimlik tibbi sarf malzemelerin in vitro toksisite
degerlendirmeleri icin NKA testinin MTT testine kiyasla ¢ok daha tutarli sonuglar
verdigi goriilmiistiir. In vitro toksisite analiz yontemleri (MTT test, mikroskop bazli

analizler vb.) farkli diizenleyici kuruluslar tarafindan uyumlastirilmis degildir.
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Gelisigtizel toksik sizintilarla set maruziyeti 6zellikle tibbi sarf malzemelerin klinik
kullanim sirasindaki sartlar1 (L-929 hiicreleri, 24 saatlik maruziyet periyodu,
ekstraksiyon ortamimin bilesimi) yansitmamaktadir. MTT testinin de, belirtildigi gibi
medikal {irtinler i¢in ¢cok uygun olmadigi, yaniltict ve yanlis sonuglar verebildigi
diisiiniilmektedir. NKA testi ve NBI sonuglarma gére hiicre canliligi azalmakla birlikte
MTT testinde toksik etkinin olmadigi, negatif kontrole kiyasla sizint1 kimyasallarma
maruz kalan hiicrelerde hiicre canliliginda artis gibi sonuclar elde edilmistir.
Mikroskop bazli analizler ve nétral kirmizi testi daha uyumlu sonuglar vermis olup,
tek kullanimlik tibbi sarf malzemelerin in vitro toksisite ¢aligmalarinda kullanimmnin

onerilmesini desteklekleyici sonuglar elde edilmistir.

Diger yandan MTT testinde mitokondriyal aktivitenin yani metabolik aktivitenin
Ol¢timii baz alinmaktadir. Lizozomal aktivitenin 6l¢limii prensibine dayanan Notral
Kirmizi Alim ydnteminde ise, hiicre canliligt MTT den farkli bir mekanizma ile
gosterilmektedir. Ortamdaki kimyasal malzeme ekstraktinin hiicre membrani ile
etkilesebilecegi veya membrani gecerek hiicre igerisine girebilecegi ve organellerde

ve sitoplazmada birikerek toksik etkiler olusturabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda serum setlerinden sizan kimyasallarin genotoksik etkileri insan
lenfositlerinde mikrogekirdek testi ile de arastirilmistir. Mikrogekirdek frekansindaki
artiglar sizint1 kimyasallarmin DNA’da dogrudan klastojenik hasara ya da hiicre
boliinmeleri sirasinda andjenik hasara neden olabilecegi yoniinde sonuglar1 da

desteklemektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢aligmasinda farkli markalara ait tek kullanimlik serum infiizyon setlerinin hat
kisimlaridan alinan 6rneklerden hazirlanan 72 saatlik sizint1 kimyasallarinin memeli
hiicreleri tizerinde sitotoksisite ve genotoksisite agisindan olasi etkilerininin vitro
sartlarda arastirilmasi hedeflenmistir. Sitotoksisitenin belirlenmesi amaciyla 1.929 fare
fibroblast hiicrelerinde nétral kirmizi alim testi ve MTT testi, genotoksisitenin
belirlenmesi amaciyla insan periferal kan lenfosit hiicrelerinde sitokinezi blok teknigi
ile mikrogekirdek testi yapilmistir. Deneylerden elde edilen sonuglar tiim setlerin
hiicre canliliginda azalmaya, mikrogekirdek frekanslarinda ise genel olarak artislara

sebep oldugunugdstermistir. Niikleer boliinme indeksleri ise bazi 6rneklerde artmistir.

Tez ¢alismasi igin temin edilen, 13 farkli marka serum infiizyon Setinin ambalajlarinda
iceriklerine ait detayl bilgiler yer almamaktadir. Bu tez ¢alismasinin hedeflerinden
birisi de hastanelerde kullanilan ve piyasada satis1 yapilan farkli marka iirlinlerin

toksik etkileri a¢isindan kiyaslanmasidir.

Etik acidan ticari amagla faaliyet gosteren firmalara tarafindan satisa sunulan farkl
markalarin adlar1 tez igeriginde belirtilmemistir. Bu driinlerin firma bilgileri
listelenerek tiim setlere bir 6rnek numarasi verilmistir. 1-13 numara ile kodlanan bu
setlerden alinan esit uzunluktaki numuneler tamamen ayni sartlarda ve es zamanh
olarak sitotoksisite ve genotoksisite deneylerinde kullanilmistir. Yapilan deneylerde
mikrocekirdek testinde gorsel bir skorlama yapildigi i¢in hazirlanan preparatlarda
ornek adlar1 kapatilarak kor skorlama yapilmis, negatif ve pozitif kontroller ve setler
arasindaki kiyaslamalar sonradan yapilmistir. Bu tez ¢alismasindaki deneyler yalnizca
in vitro sartlarda gerceklestirilmistir. Daha anlamli ve net sonuclar i¢in farkli genetik

testlerin yani sira in vivo ¢aligmalar yapilmasi 6nerilmektedir.

Tezde serum infiizyon setlerinin 72 saat siiresince olusan sizintilar1 hiicre kiiltiirlerinde

24 saatlik bir maruziyette sitotoksik etkileri agisindan arastirilmistir. NKA ve MTT
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testlerinin yani swra farkl sitotoksisite testleri ile daha detayli ¢aligmalara ihtiyag
vardir. Bununla birlikte hem sizintilarin elde edilmesi asamasindaki ¢alisma kosullar1
(sicaklik ve basing gibi) daha da sertlestirilerek ve farkli siirelerdeki sizintilar elde
edilerek hem de sizintilar1 igeren ortam hiicrelerle 48, 72, 96 saat gibi farkl: siirelerde
etkilesime birakilarak daha farkli sonuglar elde edilebilecegi diisiiniilmektedir.
Mikrogekirdek testinde kan hiicreleri sizint1 kimyasallarini igeren ortama ekilerek test
protoliinde Onerildigi sekilde 3 hiicre boliinmesi hedefi ile 72 saatlik kiiltiir
uygulanmistir. Comet testi gibi farkli maruziyet silirelerinin etkilerinin
arastirilabilecegi genotoksisite testleri ile de bu etkilerin karsilastirmali olarak

arastirilabilecegi diisiiniilmektedir.

Serum setlerinin rutin uygulamalarda en fazla 72 saat viicut ile temasta kald1g1 goz
oniine alindiginda ¢alismamizda 72 saat etkilesimde meydana gelen sizintilarmn test
edilmesi sitotoksik ve genotoksik etkilerin belirlenmesi i¢in yeterli bir stiredir. Ancak
toksisite akut ve kronik olarak incelenmeli, tekrarli maruziyetlerin etkisi bagka ¢alisma

planlari ile arastirilmalidir.

Bu tez ¢alismasinda serum inflizyon setlerinin karsilastirmali olarak sitotoksik ve
genotoksik etkilerinin arastirilmasi planlanmistir. Tez kapsaminda setlere ait malzeme
bilesenlerinin analizi yapilmamistir. Literatiirde sizint1 kimyasallarin genel olarak
DEHP basta olmak iizere ftalat benzeri plastiklestirici kimyasallardan kaynaklandigi
bildirilmektedir. Toksisiteye neden olan faktoriin tespiti i¢in malzeme bilesenlerinin
de analiz edildigi ¢alismalarla toksisite mekanizmalar1 ayrintili olarak aydinlatilabilir.
Setlere ait her bir kismindan kaynaklanan toksik sizintilarm neler oldugununun
belirlenmesive klinik kullanim sirasindaki toksisite risklerinin ortaya konulmasi igin

daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir.

Sonug olarak, saglik uygulamalarinda yogun sekilde kullanilan bir tibbi malzeme olan
serum setlerinin kisa siireli inflizyonlarda zayif sitotoksik ve genotoksik etkilerinin
oldugu gosterilmistir. Ozellikle kisa siireli infiizyonlar igin DEHP gibi sizint1
Kimyasallarinin hasta agisindan meydana getirecegi riski bilmek adina ¢alismamiz
bilimsel alanin yani swa tip pratiginde de Onemli bir sorunun cevabina katki

saglamaktadir.
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