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OZET

Giimiis, B. Ekstrakte Edilemeyen Tibbi Cihazlarin Sitotoksisite ve Irritasyon
Potansiyellerinin Alternatif Doku Modelleri ile Arastirllmasi. Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik Toksikoloji Program Yiiksek
Lisans Tezi, Ankara, 2026. Tibbi cihazlarin biyouyumluluk degerlendirilmesi,
trlinlerin glivenli bir sekilde piyasaya arz edilebilmesi i¢in kritik 6neme sahip bir
stirectir. Sitotoksisite, irritasyon ve duyarlilik, tiim tibbi cihazlar i¢in degerlendirilmesi
gereken temel biyolojik riskler arasinda yer almaktadir. Bu risklerin belirlenmesinde
uzun yillardir yaygin olarak kullanilan hayvan deneyleri; etik kaygilar, yliksek maliyet,
zaman gereksinimi ve standardizasyon sorunlar1 nedeniyle yerini giderek alternatif in
vitro yontemlere birakmaktadir. Ozellikle ekstrakte edilmesi glic veya mumkin
olmayan sivi, jel, partikiil ve krem formundaki tibbi cihazlarin in vitro yontemlerle
degerlendirilmesine iliskin verilerin sinirli olmasi, bu alandaki arastirmalari 6nemli
hale getirmektedir. Bu tez ¢alismasinda, farkli risk smiflarinda yer alan ekstrakte
edilemeyen tibbi cihaz 6rneklerinin sitotoksisite ve irritasyon potansiyelleri in vitro
alternatif yontemler kullanilarak degerlendirilmistir. Calisma kapsaminda segilen tibbi
cihaz 6rneklerinin sitotoksisite degerlendirmeleri 3T3 hiicre kilturinde MTT yontemi
ile gerceklestirilmis, irritasyon potansiyelleri ise OECD 439 kilavuzlarina uygun
sekilde yeniden yapilandirilmis insan epidermisi (Reconstructed Human Epidermis,
RhE) modeli kullanilarak incelenmistir. Ayrica irritasyon yanitinin daha kapsamli
degerlendirilmesi amaciyla RhE doku kiiltiir medyumlarinda TNF-a, IL-2, IL-4, IL-6
ve IL-8 diizeyleri ELISA yontemi ile analiz edilmistir. Sitotoksisite
degerlendirmelerinde test edilen cihaz 6rneklerinin konsantrasyona bagl olarak farkli
hiicresel yanitlar olusturdugu belirlenmis; baz1 6rneklerin yiiksek konsantrasyonlarda
sitotoksik etki gosterirken, daha diislik konsantrasyonlarda hiicre canliligini artirdigi
saptanmigtir. RhE modeli kullanilarak gergeklestirilen irritasyon testlerinde ise
incelenen tibbi cihazlarin higbirinin irritan olarak siniflandirilmadigi belirlenmistir.
Sitokin analizlerinde ise TNF-a, IL-2, IL-4, IL-6 ve IL-8 diizeylerinin negatif kontrole
kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde arttigi, ancak pozitif kontrol grubuna gore
daha disiik seviyelerde kaldigi gosterilmistir. Elde edilen sonuglar, ekstrakte
edilmeden degerlendirilen tibbi cihazlarin biyouyumluluk analizlerinde hiicre kiiltiirti
ve ¢ boyutlu RhE modellerinin uygulanabilir ve guvenilir alternatif yontemler
oldugunu ortaya koymustur. Ayrica sitokin analizlerinin, yalnizca hiicre canliligina
dayal1 degerlendirmelere ek olarak, materyallerin olusturdugu biyolojik yanitin daha
kapsamli karakterizasyonuna katki saglayabilecegi gosterilmistir. Sonu¢ olarak, bu
calisma, ekstrakte edilemeyen tibbi cihazlarin biyouyumluluk degerlendirmesinde
alternatif in vitro yaklasimlarin kullanimini destekleyen veriler sunarak literatiire katk1
saglamaktadir.

Anahtar kelimeler: Biyouyumluluk, tibbi cihaz, in vitro test yontemleri, sitotoksisite,
irritasyon
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ABSTRACT

Giimiis, B. Evaluation of Cytotoxicity and Irritation Potentials of Non-
Extractable Medical Devices Using Alternative Tissue Models. Hacettepe
University Graduate School of Health Science Master Thesis in Pharmaceutical
Toxicology, Ankara, 2026. Biocompatibility assessment is a critical step in ensuring
the safe placement of medical devices on the market. Cytotoxicity, irritation, and
sensitization are among the fundamental biological risks that must be evaluated for all
medical devices. Animal testing, which has long been widely used for the assessment
of these risks, is increasingly being replaced by alternative in vitro methods due to
ethical concerns, high costs, time requirements, and issues related to standardization.
The limited availability of data on the in vitro evaluation of medical devices in liquid,
gel, particulate, and cream forms—which are particularly difficult or impossible to
extract—makes research in this area particularly important. In this thesis, the
cytotoxicity and irritation potential of non-extractable medical device samples
belonging to different risk classes were evaluated using alternative in vitro methods.
Cytotoxicity assessments were performed using the MTT assay in 3T3 cell cultures,
while irritation potential was evaluated using a Reconstructed Human Epidermis
(RhE) model in accordance with OECD Test Guideline 439. In addition, TNF-a, IL-
2, IL-4, IL-6, and IL-8 levels were analyzed in RhE tissue culture media by ELISA to
provide a more comprehensive evaluation of the irritation response. The cytotoxicity
studies demonstrated concentration-dependent cellular responses to the tested medical
device samples. While some samples exhibited cytotoxic effects at higher
concentrations, they significantly increased cell viability at lower concentrations.
Irritation testing using the RhE model revealed that none of the investigated medical
devices were classified as irritants. Cytokine analyses showed that TNF-a, IL-2, IL-4,
IL-6, and IL-8 levels were significantly elevated compared with the negative control
group, while remaining lower than those observed in the positive control group. The
findings indicate that cell culture systems and three-dimensional human epidermis
models represent applicable and reliable alternative approaches for the
biocompatibility assessment of non-extractable medical devices without the need for
extraction procedures. Furthermore, cytokine analysis was shown to provide additional
information beyond conventional cell viability measurements, enabling a more
comprehensive characterization of biological responses induced by medical device
materials. Overall, this study contributes to the scientific literature by providing data
supporting the use of alternative in vitro approaches in the biocompatibility evaluation
of non-extractable medical devices.

Keywords: Biocompatibility, medical device, in vitro testing methods, cytotoxicity,
irritation,
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1. GIRIS

Tibbi cihazlar insan sagliginin siirdiiriilebilirliginde 6nemli bir yere sahiptir.
Hastaligin tanisi, onlenmesi, izlenmesi, prognozu, tedavisi ve hafifletilmesi dahil
fizyolojik veya patolojik sureglerin arastirilmasi gibi bir¢ok asamada kullanimlari s6z
konusudur. Burkulan bir bilegin sarilmasi amaciyla kullanilan basit sargidan bir
HIV/AIDS teshisine, yapay kalca implantindan cerrahi miidahalede kullanilan
ekipmanlara kadar saglik alaninda birgok yerde kullanilabilmektedir. Tibbi cihaz
kullaniminin insan saglhigindaki rolii eski ¢aglardan giiniimiize kadar devam etmis ve
giderek 6nem kazanmistir. Bugiin diinya pazarinda 7000’den fazla jenerik cihaz

grubuna ayrilan tahmini olarak 2 milyon farkli tiirde tibbi cihaz mevcuttur (1, 2).

Tibbi cihazlarin insan viicudu ile dogrudan veya dolayli temas halinde
kullanilabilmeleri, bu {iriinlerin giivenli, etkili ve kontrollii bir sekilde hastalara
sunulmasini  zorunlu kilmaktadir. Bu nedenle, tibbi cihazlarin giivenligi ve
performansina iligkin diizenleyici ¢er¢evenin olusturulmasina yonelik c¢aligmalar
1990’11 yillarin bagindan itibaren Avrupa Birligi tarafindan ytiriitiilmeye baslanmistir.
Takip eden yillarda teknolojik gelismeler, klinik deneyimler ve piyasa gézetim verileri
dogrultusunda mevcut mevzuat siirekli olarak gézden gegirilmis ve daha kapsamli bir
diizenleyici yapinin olusturulmasi hedeflenmistir. Bu kapsamda, 2017 yilinda
2017/745 sayili Tibbi Cihaz Yonetmeligi (Medical Device Regulation, MDR) ile
2017/746 sayili In Vitro Tan1 Amagh Tibbi Cihaz Yénetmeligi (In Vitro Diagnostic
Medical Device Regulation, IVDR) yiiriirliige girmistir. S6z konusu diizenlemeler ile
tibbi cithazlarin giivenligi, performansi ve klinik etkinligine iliskin gereklilikler nemli
o6l¢iide giiglendirilmis; cihazlarin tasarim, iiretim, uygunluk degerlendirmesi, piyasaya
arz, piyasa sonrasi izleme ve gézetim siire¢lerinin daha seffaf, izlenebilir ve giivenilir
bir yapiya kavusturulmasi amaglanmistir. Boylece tibbi cihazlarin yagam dongiisii
boyunca hasta, kullanici ve toplum sagliginin korunmasina yonelik daha etkin bir

diizenleyici sistem olusturulmustur (3, 4).

Bir tibbi cihazin piyasaya arz edilebilmesi i¢in cihazin yonetmeligin ele aldig:
gereklilikleri karsilar nitelikte olmasi gerekmektedir. Bu degerlendirmelerin bir
parcasi olarak biyolojik giivenliginin yani biyouyumlulugunun degerlendirilmesi tibbi

cihaz gelistirme siirecinin 6nemli bir adimimi olusturmaktadir. Biyouyumlulugun



degerlendirmesi, cihazin insan viicudu ile etkilesimi sonucunda kabul edilebilir bir
biyolojik yanit olusturup olusturmadiginin degerlendirilmesini igermektedir. Bu
kapsamda gerceklestirilen degerlendirmelerde cihazin temas ettigi doku, temas siiresi,
materyal ozellikleri ve potansiyel kimyasal salinimlar gibi gesitli faktorler dikkate
alinmaktadir. Bu amagla kullanilan standartlar {iriinlere gore degisiklik gostermekle
birlikte biyouyumlulugun degerlendirilmesi amaciyla kullanilan ISO 10993 standart

serisi en temel yapilmasi gereken testler i¢in kilavuzluk saglar (5-8).

Tibbi cihaz yonetmeliginde belirtildigi ilizere cihazlar kullanim amaci,
kullanildig1 bolge ve siire, icerdigi riskler dikkate alinarak sinif I, I-s, I-m, I-r, lla, llb
veya III seklinde siiflandirilir. Tibbi cihazin viicut ile etkilesim siiresinin ve yerinin
farkli olmasi, cihazlarin igerdigi risklerin farkli olmasi biyouyumlulugun
degerlendirilmesinde yapilacak testlerinde farkli olmasina yol acar. Cihaz sinifi,
cihazin viicuda temas yeri ve siiresi, cihaz bilesenleri/materyallerinin giivenligine
iligkin veri yeterliligi gibi hususlar degerlendirilmekte ve yapilacak biyolojik testler
belirlenmektedir. Bununla birlikte 3 biyolojik etkinin test edilmesi cihazin kategorisi,
hasta temasi, kullanim siiresine bakilmaksizin yapilmasi gereken testler olarak

belirtilmektedir. Bu Ug test sitotoksisite, irritasyon ve duyarlilik testleridir (5-7, 9, 10).

Tibbi Cihazlarda biyouyumlulugun degerlendirilmesinde hayvan deneyleri
yaygin olarak kullanilmis olmakla birlikte, etik kaygilar, standardizasyon zorluklari,
maliyet ve zaman kisitliliklar1 gibi nedenlerle alternatif test yontemlerinin
gelistirilmesine yonelik ¢alismalar giderek 6nem kazanmistir. 1959 yilinda alternatif
yontemler olarak 3R ilkeleri olusturulmustur. Degistirme, Azaltma ve lyilestirme (The
3Rs: Replacement, Reduction and Refinement) basliklarindan olusan bu ilkeler ile
hayvan calismalar1 yerine in vitro yontemlerin kullanilmasi, miimkiin degilse hayvan
testlerinin en aza indirilerek gerceklestirilmesi ve yapilacak testlerde hayvanlarin
stresini minimuma indirmek icin uygulamalarin iyilestirilmesi amaglanmustir. /n vitro
testler, biyolojik etkilerin laboratuvar kosullarinda incelenmesine olanak saglamasi,
daha kisa siirede sonug verebilmesi ve hayvan kullanimimi azaltmasi gibi avantajlar

sunmaktadir (6, 10-12).

2018 yilinda ISO tarafindan desteklenen c¢ok merkezli validasyon

calismasinda, yeniden yapilandirilmis insan epidermis modeli (RhE) kullanilarak



gerceklestirilen in vitro irritasyon testlerinin, geleneksel in vivo yontemlerle elde
edilen sonuglarla yiiksek diizeyde uyum gosterdigi ortaya konulmustur. Bu bulgular
dogrultusunda, RhE tabanli yontemler tibbi cihaz irritasyon degerlendirmelerinde
bilimsel olarak kabul gérmiis ve tercih edilen yaklasim haline gelmis; bu yaklasim
daha sonra ISO 10993-23:2021 standardina dahil edilerek diizenleyici gergeveye
kazandirilmigtir. Bununla birlikte, s6z konusu validasyon ¢alismalarinin biiyiik dl¢iide
kat1 ve ekstrakte edilebilir tibbi cihaz materyalleri {lizerinde ylriitiildiigli, ekstrakte
edilmesi giic veya miimkiin olmayan sivi, jel, krem, macun, partikiil ve sprey
formundaki tibbi cihazlara iliskin verilerin oldukg¢a sinirli oldugu belirtilmistir. Oysa
gunimuzde 6zellikle hiyaliironik asit bazl intra-artikiiler jeller, yara bakim iiriinleri,
bariyer kremler, irrigasyon g¢ozeltileri ve gesitli lokal uygulama fiiriinleri gibi ¢ok
sayida tibbi cihaz bu kategoride yer almaktadir. Bu iiriinlerde geleneksel ekstraksiyon
yaklagiminin uygulanmasi, cihazin kullanim sirasindaki gercek maruziyet kosullarini
tam olarak yansitmayabilmekte; ayrica cihazin biyolojik etkilerinden sorumlu
bilesenlerin ekstraksiyon sirasinda kaybedilmesi veya seyreltilmesi nedeniyle

biyolojik risklerin eksik degerlendirilmesine yol agabilmektedir (10, 13).

Bu tez c¢aligmasinin temel amaci, ekstraksiyon temelli biyouyumluluk
degerlendirmelerinin  smirliliklarini - asabilecek alternatif in vitro yaklagimlarin
uygulanabilirligini arastirmak ve ekstrakte edilemeyen tibbi cihazlarin biyolojik
etkilerinin dogrudan degerlendirilmesine yonelik bilimsel veri tretmektir. Bu
kapsamda s1v1 ve jel formundaki farkli risk siniflarina ait tibbi cihaz 6rnekleri se¢ilmis;
orneklerin sitotoksisite potansiyelleri hiicre kulturt temelli yontemlerle, irritasyon
potansiyelleri ise ¢ boyutlu RhE modeli kullanilarak dogrudan degerlendirilmistir.
Ayrica irritasyon yanitinin yalnizca doku canliligi ile sinirlt kalmadan daha kapsamli
karakterize edilebilmesi amaciyla TNF-a, IL-2, IL-4, IL-6 ve IL-8 dlizeyleri de analiz
edilmistir. Bu yOniiyle ¢aligma, ekstrakte edilemeyen tibbi cihazlarin biyolojik
degerlendirilmesinde dogrudan maruziyet esasina dayanan alternatif in vitro test
stratejilerinin uygulanabilirligini ortaya koymay1, mevcut bilgi boslugunu azaltmay1
ve gelecekte bu iirlin gruplarma yonelik biyouyumluluk degerlendirme
yaklagimlarinin gelistirilmesine katki saglamayr amaclamaktadir. Elde edilen

verilerin, hem diizenleyici degerlendirmelere hem de ekstrakte edilemeyen tibbi



cihazlara yonelik alternatif test yontemlerinin bilimsel altyapisinin giiclendirilmesine

katki sunmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tibbi Cihaz Tanim ve Yasal Diizenlemelerin Gelisimi

Avrupa birligi tarafindan yayimlanan 2017/745 sayili1 Tibbi Cihaz Yo6netmeligi
yonetmeligine gore tibbi cihaz insanlarda birden fazla spesifik tibbi amaci
gerceklestirmek i¢in tasarlanmis bir alet, cihaz, aygit, yazilim, implant, reaktif,
malzeme veya diger maddeler olarak tanimlanmaktadir. Tibbi cihazlar insanlarda
hastaligin teshisi, tedavisi, izlenmesi prognozu, Onlenmesi gibi ¢ok cesitli tibbi
amaglar icin kullanilmaktadir. Bununla birlikte bu tanim yalnizca tedavi edici araglari
degil; gebelik kontrolii ve desteklenmesi icin olan cihazlar ile belirli grup cihazlarin
temizlenmesi, dezenfeksiyonu veya sterilizasyonu igin 6zel olarak tasarlanmais iiriinleri

de kapsayacak sekilde diizenlenmistir (7, 14).

Gilinlimiizde tibbi cihazlarin giivenli, etkin ve kontrollii bir sekilde piyasaya arz
edilebilmesi, kapsamli yasal diizenlemelere uyum saglanmasini1 zorunlu kilmaktadir.
Hasta giivenligini merkeze alan bu diizenleyici g¢erceveler, tilkeler arasinda tarihsel
gelisim siirecleri bakimindan farklilik gostermekle birlikte, genel olarak ortak
guvenlik, performans ve kalite gerekliliklerini hedeflemektedir. Bu kapsamda
riinlerin uluslararas1 kabul gormiis standartlara uygun sekilde tasarlanmasi ve
tiretilmesi, Uriin glivenliginin yetkin uzmanlar tarafindan bilimsel ve teknik agidan
degerlendirilmesi ve yetkili otoriteler tarafindan risk temelli kontrol mekanizmalarinin

uygulanmasi temel diizenleyici prensipler arasinda yer almaktadir (15, 16).

Tibbi cihazlara iliskin modern diizenleyici yaklasimin gelisimi, 6zellikle 20.
ylzyilin ikinci yarisindan itibaren artan teknolojik ¢esitlilik, {iriin karmasikligi ve
klinik kullanim alanlarinin genislemesi ile hiz kazanmistir. Bu siliregte Amerika
Birlesik Devletleri ve Avrupa Birligi, tibbi cihaz giivenligine yonelik en kapsaml
diizenleyici sistemleri gelistiren iki ana yap1 olarak 6ne ¢ikmaktadir. Amerika Birlesik
Devletleri’nde Ilag¢ ve Gida Orgiitii (Food and Drug Administration, FDA) tarafindan
yurdtilen dizenleyici sistem, 6zellikle 1976 Medical Device Amendments ile birlikte
risk temelli smiflandirma, premarket degerlendirme ve piyasa sonrast gozetim
mekanizmalarini igeren sistematik bir yapiya kavusmustur. Avrupa Birligi’nde ise

tibbi cihazlara iligkin diizenlemeler, 1990’11 yillardan itibaren kademeli olarak



gelismis; Medical Device Directives (MDD) ile baglayan siireg, giintimiizde 2017/745
sayil1 Tibbi Cihaz Y 6netmeligi (Medical Device Regulation, MDR) ve 2017/746 say1ili
In Vitro Tan1 Amagh Tibbi Cihaz Yénetmeligi (IVDR) ile daha giiglii, daha seffaf ve
daha izlenebilir bir yapiya evrilmistir (17-23).

Avrupa Birligi ve Amerika Birlesik Devletleri diizenleyici sistemleri
arasindaki bu gelisim siireci, uluslararasi diizeyde harmonizasyon ihtiyacini da
beraberinde getirmistir. Bu baglamda Uluslararas1 Tibbi Cihaz Regiilatérleri Forumu
(IMDRF) ve Uluslararas1 Standardizasyon Orgiitii (ISO) gibi kuruluslar, ortak
terminoloji, risk smiflandirmasi ve biyouyumluluk degerlendirme kriterlerinin
olusturulmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Ozellikle ISO 10993 serisi standartlar,
tibbi cihazlarin biyolojik degerlendirilmesinde kiresel Olcekte kabul goren temel

referans dokiimanlar arasinda yer almaktadir (6, 15, 24, 25).

Tiirkiye agisindan degerlendirildiginde, tibbi cihaz mevzuatinin Avrupa Birligi
diizenlemeleri ile uyumlu hale getirilmesi siireci 6nemli bir doniisiim gdstermistir. Bu
kapsamda Tirkiye, Avrupa Birligi teknik mevzuatina uyum cergevesinde tibbi
cihazlara iliskin ulusal diizenlemelerini giincelleyerek MDR ile uyumlu bir yapiya
yaklagmistir. Bu uyum siireci, hem {iriin glivenligi standartlarinin yiikseltilmesini hem

de uluslararasi pazara erisimin kolaylastirilmasint hedeflemektedir (4, 17).

Sonu¢ olarak, Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa Birligi’nde tibbi
cihazlara iliskin diizenleyici yapilarin tarihsel gelisimi, giinlimiizde uluslararasi
standartlarin olusturulmasi ve uygulanmasinda kiiresel bir harmonizasyonun dnemini
ortaya koymaktadir. Bu durum, tibbi cihazlarin giivenliginin yalnizca ulusal diizeyde
degil, ayn1 zamanda uluslararasi standartlar ¢ergevesinde ele alinmasinin gerekliligini

acikca gostermektedir (15, 25).

2.1.1. Amerika’da Yasal Dizenlemelerin Gelisimi

Amerika Birlesik Devletleri’nde tibbi cihazlara yonelik diizenleyici yaklagimin
gelisimi uzun bir tarihsel siireci kapsamaktadir. 19. yiizyilin sonlarinda tibbi cihazlarin
giivenligi ve etkinligine iliskin yeterli kontrol mekanizmalarinin bulunmadigina

yonelik endiseler ortaya ¢ikmistir. Tibbi cihazlarin posta yoluyla dagitimi sirasinda



degerlendirilmesine yonelik siirli denetim mekanizmalar1 bulunmasina ragmen, bu

uygulamalar tibbi cihazlarin giivenligini saglamada yeterli olmamustir (21, 22).

1906 yilinda yiiriirlige giren “Pure Food and Drug Act”, gida ve ilaglarin
sahteciligini Onlemeye yonelik oOnemli bir adim olsa da tibbi cihazlan
kapsamamaktadir. Tibbi cihazlara iliskin diizenleyici yetkiler ilk kez 1938 tarihli
Food, Drug and Cosmetic Act ile genisletilmistir. Bu yasa ile ABD Gida ve Ilag Dairesi
(Food and Drug Administration, FDA) tibbi cihazlar iizerinde belirli bir yetkiye sahip
olmus, ancak bu yetki yanlis etiketleme ve sahtecilik gibi durumlarin denetlenmesi ile
siirh kalmistir. FDA’ye tibbi cihazlarin giivenligi ve etkinliginin pazara sunulmadan

once degerlendirmesine yonelik kapsamli bir yetki tanimlanmamustir (19, 22).

Aralik 1969°da tibbi cihazlara iliskin standartlarin olusturulmasi ve cihazlarin
pazara sunulmadan 6nce degerlendirilmesine yonelik prosediirlerin olusturulmasi
amactyla Tibbi cihazlar ¢alisma grubu kurulmustur. Calisma grubu tarafindan
hazirlanan raporda tibbi cihazlarin insan viicudu ile etkilesimine iligskin bir¢ok alanda
veri eksikligi bulundugu ve cihazlarin giivenligi ile performansina iliskin iddialarin
yeterli bilimsel kanitlarla desteklenmeden kabul edildigi ifade edilmistir. Raporda
ayrica tibbi cihazlarin risk diizeyine gore siniflandirilmasi, pazarlama Oncesi
degerlendirme mekanizmalarinin olusturulmas: ve standart gelistirme siireglerinde
uzmanlarin gérev almast Onerilmistir. Bu rapor dogrultusunda FDA tibbi cihazlarin
envanterini olugturmaya ve piyasada bulunan cihazlar1 siniflandirmaya baglamistir.
Bununla birlikte bu stregte kalp kapakgiklari ve kalp pilleri ile iliskili 6lim vakalari,
arizali parcalar iceren bazi cihazlarin piyasada bulunmasi ve bazi rahim i¢i kontraseptif
(Dalkon Shield vakas1 gibi) cihazlarin kullanimi sonrasinda 6liim, enfeksiyon ve diisiik
vakalarmin bildirilmesi gibi tibbi cihazlarla iliskili istenmeyen olaylarin yasanmasi
yasal diizenlemelere olan ihtiyaci ortaya koymustur. Bu olaylar dogrultusunda 1976
Medical Device Amendments yiiriirliige girmistir. Bu diizenleme ile tibbi cihazlar risk
diizeylerine gore ii¢ smifa ayrilmis ve yiiksek riskli cihazlar i¢in pazarlama oncesi
degerlendirme siiregleri tanimlanmistir. Takip eden yillarda tibbi cihaz mevzuati
cesitli degisikliklerle gelistirilmis ve FDA’nin tibbi cihazlarin gilivenligi ve
performansina yonelik denetim kapasitesi giiglendirilmistir (15, 19, 20, 22). Tibbi

cihazlarin siniflandirilmast Sekil 2.1.°de gosterilmistir.
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Sekil 2.1. FDA’ya gore tibbi cihazlarin siniflandirilmasi.

Modern Doneme Gegis ve Standartlarin Rolii

ABD’de 1976’da yaymlanan Tibbi Cihaz Degisiklikleri Yasas1 (Medical
Device Amendments) sonrasinda tibbi cihaz mevzuati ¢esitli diizenlemeler ile
gelistirilmistir. 1990’da yayimlanan Giivenli Tibbi Cihazlar Kanunu (Safe Medical
Devices Act) ile advers olay bildirim sistemi gii¢clendirilmis, 2007 FDA Degisiklikler
Yasast (FDA Amendments Act - FDAAA) ve 2012 FDA Giivenlik ve Inovasyon
Yasasi (FDA Safety and Innovation Act - FDASIA) ile FDA’nin diizenleyici yetkileri
genigletilmistir (20, 21, 26).

Tibbi cihaz {ireticilerinin cihazlarini, “6nceki bir cihazla 6nemli olglde
esdegerlik" gostererek pazara sunmalari slreci 1990 yilindaki diizenlemeler ile
resmilesmistir. Bu siire¢te FDA’nin ig yiikiindeki artis ve kaynak kisit1 gibi hususlar
iriin degerlendirme siirecinde iyilestirme ihtiyacimi ortaya g¢ikarmistir. Bu amagcla
1997 yilinda Modernizasyon Yasast (FDAMA) olusturulmus ve uluslararasi
kuruluslar (ISO, ASTM vb.) tarafindan gelistirilen bazi standartlarin "Taninmig Fikir
Birligi Standartlar1" (Recognized Consensus Standards) olarak kabul edilmesinin yolu
acimistir. Yapilan bu diizenlemeler ile tibbi cihazlarin giivenlik ve performans

degerlendirmesinde uluslararasi standartlar 6nemli bir yere sahip olmustur (22, 27).

Buna ilave olarak 2024 yili itibartyla FDA kendi kalite sistemini uluslararasi
ISO 13485 standard: ile tam uyumlu hale getirme karari almig ve 2 subat 2026
tarihinde uyumlu hale getirmistir. Bu diizenleme regiilatif sistemlerin uluslararasi

teknik standartlar lizerinden birlestigini gostermektedir (22, 28).



2.1.3. Avrupa Birligi’nde Tibbi Cihazlara Yonelik Yasal Dizenlemelerin
Gelisimi
Avrupa Birligi’nde tibbi cihazlara yonelik yasal diizenlemeler, hem hasta
giivenligini saglamak hem de liye devletlerarasinda firiinlerin serbest dolasimini
miimkiin kilmak amaciyla zaman i¢inde gelismistir. Bu surecinin temel hedeflerinden
biri olan tek pazarin olusturulmasi, saglik teknolojileri ve tibbi cihazlar i¢in ortak bir
diizenleyici g¢erceve olusturulmasmi gerekli kilmistir. Bu dogrultuda tibbi cihaz
mevzuati, baslangicta ulusal diizenlemelerin uyumlastirilmas: amaciyla gelistirilen
direktifler aracilifiyla sekillenmis, daha sonra ise daha kapsamli ve baglayici

diizenlemeler olan yonetmeliklere doniismiistiir (4, 22, 26).

Hasta giivenligi agisindan yeterli olmayan ve Avrupa i¢inde serbest dolagimini
zorlagtiran bu diizen igerisinde bazi tibbi cihaz arizalari ve giivenlik sorunlari 6zellikle
kalp kapakgiklari ve kalp pili gibi implantable edilebilir cihazlarda yasanan giivenlik
problemleri, yasalarda diizenleme yapilmasi geregini hizlandirmistir. Avrupa
Birligi’nde tibbi cihazlara yonelik ilk kapsamli diizenleme 1990 yilinda kabul edilen
90/385/EEC sayili Aktif Implante Edilebilir Tibbi Cihazlar Direktifi (AIMDD)
olmustur. Bu direktif 6zellikle kalp pili gibi viicuda yerlestirilen aktif cihazlarin
giivenligi ve performansina iligkin temel gereklilikleri belirlemistir. Bunu takiben
1993 yilinda 93/42/EEC sayili Tibbi Cihazlar Direktifi (MDD) kabul edilmis daha
genis bir tibbi cihaz yelpazesi i¢in diizenleyici ¢erceve olusturulmustur. Bu direktif
ayn1 zamanda Avrupa i¢ pazarinda tibbi cihazlarin serbest dolagimini kolaylastirmay1

amaglamustir (17, 18, 22).

Tibbi cihaz teknolojilerinin gelismesi ve tani testlerinin saglik sistemlerindeki
oneminin artmasiyla birlikte 1998 yilinda 98/79/EC sayili In Vitro Tan1 Tibbi
Cihazlan Direktifi (IVDD) yiiriirliige girmistir. Boylece Avrupa Birligi’nde tibbi cihaz
mevzuati U¢ temel direktif (izerine kurulmustur: aktif implante edilebilir cihazlar, tibbi

cihazlar ve in vitro tani cihazlan (4, 17, 22).

Avrupa Birligi’nde 2010°lu yillarda ortaya c¢ikan bazi onemli giivenlik
sorunlar1, tibbi cihazlara yonelik diizenleyici sistemin yeniden yapilandirilmasini
gerekli hale getirmistir. Ozellikle Poly Implant Prothése (PIP) silikon meme

implantlarina iliskin kalite ve givenlik problemleri ile metal-metal kalca protezlerinde
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bildirilen olumsuz klinik sonuclar, mevcut direktif temelli sistemde piyasa gozetimi,
uygunluk degerlendirme siiregleri ve pazara sonrasi izleme mekanizmalarinda 6nemli
eksiklikler bulundugunu ortaya koymustur. Bu gelismeler dogrultusunda Avrupa
Birligi, tibbi cihaz mevzuatin1 daha giiglii, seffaf ve dogrudan uygulanabilir bir yasal
cergeveye doniistirmeyi amaglamistir. Bu kapsamda Avrupa Parlamentosu ve
Konseyi tarafindan (EU) 2017/745 sayili1 Tibbi Cihaz Yonetmeligi (Medical Device
Regulation, MDR) ve (EU) 2017/746 sayili In Vitro Tani Amacgl Tibbi Cihaz
Yonetmeligi (In Vitro Diagnostic Medical Device Regulation, [IVDR) kabul edilmistir.

Soz konusu yeni duzenlemeler ile birlikte 6nceki direktif yapist yerini daha kapsamli
bir regiilasyon sistemine birakmis; klinik degerlendirme ve klinik kanit gereklilikleri
onemli dlgiide artirilmig, piyasa sonrasi gézetim ve vigilans sistemleri gii¢lendirilmis,
treticilerin  sorumluluklar1 genisletilmis ve {irlin yasam dongiisii boyunca
izlenebilirligi artirmaya yonelik EUDAMED veri tabani gibi dijital altyapilar
olusturulmustur. Ayrica yiliksek riskli tibbi cihazlarin degerlendirme siireglerine
bagimsiz uzman panellerinin dahil edilmesi gibi ek kontrol mekanizmalar: ile hasta

giivenliginin daha etkin sekilde saglanmasi hedeflenmistir (18, 22, 29, 30).

Avrupa Birligi’nde tibbi cihaz mevzuati, baglangicta tek pazarin olusturulmasi
amaciyla gelistirilen direktifler temelinde sekillenmis, ancak zaman icinde hasta
giivenligi, klinik kanit gereklilikleri ve piyasa gozetimi konularindaki ihtiyaclar
dogrultusunda daha kapsamli bir diizenleyici sisteme doniigmiistiir. Glinlimiizde MDR
ve IVDR ile olusturulan cergeve, tibbi cihazlarin gilivenligini artirmay1 ve Avrupa
saglik sistemlerinde kullanilan cihazlarin klinik performansina iliskin daha giiclii

kanitlarin olusturulmasini hedeflemektedir (30, 31).

Avrupa Birligi Tibbi Cihaz Yonetmeligi (MDR 2017/745), cihazlarin giivenlik
ve performansinin kanitlanmasinda uyumlastirilmis standartlarin kullanilmasini tesvik
etmektedir. Tibbi cihazlarin biyouyumluluk degerlendirmesi, uluslararasi standartlar
ve test rehberleri tarafindan tanimlanan bilimsel yontemlere dayanmaktadir. Bu
kapsamda biyouyumluluk degerlendirmesinde en yaygin kullanilan standart serisi [SO
10993 “Medical devices — Biological evaluation of medical devices” olup cihazlarin

biyolojik risklerinin sistematik olarak degerlendirilmesine yonelik bir ¢ergeve
sunmaktadir (6, 10, 24).
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2.1.4. Tiirkiye’nin Avrupa Birligi Tibbi Cihaz Mevzuatina Uyum Siireci

Tiirkiye’de tibbi cihazlara yonelik diizenleyici gergevenin gelisimi biiyiik
Olclide Avrupa Birligi mevzuatiyla uyum siireci kapsaminda sekillenmistir.
Tirkiye’nin Avrupa Birligi ile iligkilerinde 6nemli bir doniim noktasi olan 1996
yilinda yiiriirlige giren Glimriik Birligi, teknik mevzuat alaninda uyum ¢aligmalarinin
hizlanmasina zemin hazirlamistir. Bu stirecte Tiirkiye, Avrupa Birligi’nin iiriin
giivenligi ve serbest dolasim ilkeleri dogrultusunda tibbi cihazlara iliskin

diizenlemelerini ulusal mevzuata aktarmaya baslamistir (4, 17, 22, 32).

Bu kapsamda Avrupa Birligi’nin tibbi cihazlara iligkin {i¢ temel direktifi olan
90/385/EEC say1l1 Aktif implante Edilebilir T1ibbi Cihazlar Direktifi, 93/42/EEC say1l1
Tibbi Cihazlar Direktifi ve 98/79/EC sayili in vitro Tan1 Tibbi Cihazlari Direktifi,
Tiirkiye’de ulusal mevzuata uyarlanmistir. Boylece Tiirkiye’de piyasaya arz edilen
tibbi cihazlarin Avrupa Birligi ile uyumlu giivenlik, performans ve uygunluk

degerlendirme gerekliliklerini karsilamasi1 hedeflenmistir (4, 32).

Avrupa Birligi’nde tibbi cihaz mevzuatinin 2017 yilinda yayimlanan (EU)
2017/745 sayil1 Tibbi Cihaz Y6netmeligi (MDR) ve (EU) 2017/746 sayil1 in vitro Tani
Tibbi Cihaz Yonetmeligi (IVDR) ile yeniden diizenlenmesinin ardindan Tiirkiye de
mevzuat uyum siirecini slrdlirmiis ve s6z konusu yoOnetmeliklere paralel
diizenlemeleri yirirlige koymustur. Bu kapsamda Tiirkiye’de Tibbi Cihaz
Yonetmeligi ve in vitro Tan1 Amagli Tibbi Cihaz Yonetmeligi yayimlanarak Avrupa
Birligi mevzuati ile bilyiik 6l¢iide uyum saglanmistir. Bu diizenlemeler ile birlikte
Tiirkiye’de tibbi cihazlarin giivenligi, klinik degerlendirme gereklilikleri, piyasa
gbzetimi ve izleme mekanizmalar1 Avrupa Birligi sistemine paralel sekilde

yapilandirilmistir (4, 32).

Glinlimiizde Tiirkiye’de tibbi cihazlarin diizenlenmesi ve denetlenmesi
gorevini Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu (TITCK) vyiiriitmekte olup, kurum
Avrupa Birligi mevzuatiyla uyumlu bir diizenleyici sistem olusturulmas1 ve
uygulanmasindan sorumludur. Tibbi cihazlara iliskin yasal diizenlemelerin ortaya

cikis siireci Sekil 2.2.’de verilmistir (4).
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Sekil 2.2. Tibbi cihazlara iligkin yasal diizenlemelerin ortaya ¢ikis siireci (4).

Amerika Birlesik Devletleri, Avrupa Birligi ve Tiirkiye’de tibbi cihazlara
yonelik diizenleyici sistemler farkli yapisal 6zellikler tasimakla birlikte, uluslararasi
standartlar dizenleyici sureclerde 6nemli bir referans cercevesi olarak
kullanilmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri’nde tibbi cihazlarin diizenlenmesinden
sorumlu olan Food and Drug Administration (FDA), cihazlarin giivenlik ve etkinligini
risk temelli bir yaklasim dogrultusunda degerlendirmekte ve bu stirecte uluslararasi

teknik standartlardan yararlanmaktadir (19, 27, 28).

Avrupa Birligi’nde tibbi cihaz diizenlemeleri, (EU) 2017/745 sayili Tibbi
Cihaz Yonetmeligi (MDR) ve (EU) 2017/746 sayil1 In Vitro Tan1 Amagl Tibbi Cihaz
Yonetmeligi (IVDR) kapsaminda yiiriitilmekte olup, “Yeni Yaklasim (New
Approach)” prensibi dogrultusunda mevzuat temel glvenlik ve performans
gerekliliklerini tanimlarken, teknik ayrintilar uyumlastirilmis standartlar araciligiyla
karsilanmaktadir. Tirkiye’de ise tibbi cihaz mevzuati, Avrupa Birligi diizenlemeleri
ile bliytik olciide uyumlu sekilde yapilandirilmis olup, teknik gerekliliklerin
karsilanmasinda uluslararasi standartlar 6nemli bir referans teskil etmektedir. Bu
nedenle, uluslararasi diizeyde uygulama birliginin saglanmasi ve hastalara giivenli,
etkin ve kaliteli tiriinlerin sunulabilmesi acisindan tibbi cihazlara yonelik standartlarin
gelistirilmesi, uyumlastirilmasi ve etkin sekilde uygulanmasi biiylik 6nem tasimaktadir

(4, 22, 33).

Bu baglamda tibbi cihazlarin biyouyumluluk degerlendirmesi, uluslararasi
standartlar tarafindan tanimlanan test yontemleri dogrultusunda gergeklestirilmekte
olup ozellikle ISO 10993 serisi, biyolojik risk degerlendirmesinde temel referans

cerceveyl olusturmaktadir. Tibbi cihazlarin giivenliginin ve performansinin
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degerlendirilmesi, kiiresel 6l¢ekte uyumlu diizenleyici yaklagimlarin ve ortak teknik
standartlarin gelistirilmesini gerekli kilmaktadir. Uluslararasi kuruluslar tarafindan
gelistirilen standartlar, farkli tilkelerdeki diizenleyici otoriteler tarafindan taninarak
tibbi cihazlarin degerlendirilmesinde ortak bir bilimsel ¢ergceve olusturulmasina katki
saglamaktadir. Ozellikle biyouyumluluk degerlendirmesinde kullanilan ISO 10993
serisi  standartlar, cihazlarin biyolojik risklerinin sistematik bir sekilde
degerlendirilmesine olanak taniyan uluslararasi kabul gérmiis bir referans sistemi
sunmaktadir. Bu standartlarin gelistirilmesi ve uygulanmasi, hem hasta giivenliginin
artirllmas1 hem de kiiresel tibbi cihaz pazarinda diizenleyici uyumun saglanmasi
acisindan biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu baglamda, mevcut ¢alismada tibbi cihazlarin
biyouyumluluk degerlendirmesinde kullanilan in vitro test yontemlerinin uluslararasi

standartlar ¢er¢evesinde incelenmesi ve degerlendirilmesi amaglanmistir (6, 10, 34).
2.2. Bir Uriiniin Tibbi Cihaz Olarak Tanimlanmasi

Cihazin tibbi amacinin ve temel etki seklinin belirlenmesi tirlinlin siifinin
belirlenmesinden once netlestirilmesi gereken temel bir husustur. Temel etki sekli
cihazin belge almasi amaciyla hangi yonetmelik kapsaminda degerlendirileceginin
belirlenmesini saglar. Tibbi cihazlar belirlenen tibbi amaclarini esas olarak fiziksel
veya mekanik yollarla sunarlar. Tibbi cihazlarin etki seklinden farkli olarak ilaglar ise
reseptore baglanma, enzim aktivasyonu veya inhibisyonu gibi hiicresel diizeyde
gerceklesen etkilesimler aracilifiyla farmakolojik, immiinolojik veya metabolik
yollar1 kullanarak fizyolojik fonksiyonlarin diizeltilmesini, iyilestirilmesini veya
modifiye edilmesini saglarlar. Bu mekanizma farklilig1 bir tirliniin ilag m1 tibbi cihaz

mi oldugunu belirlemede g6z 6niinde bulundurulan temel noktadir (7, 35, 36).

Bazi durumlarda tibbi amaci gergeklestirmek igin tibbi cihaz ve ilag bir araya
getirilir. Bu durumda iiriiniin piyasaya arz edilebilmesi amaciyla uygulanacak olan
degerlendirme yontemini ve uygun yonetmeligi belirlemek i¢in {iriinlin asli etkisini
mekanik ve fiziksel olarak m1 yoksa farmakolojik, immiinolojik veya metabolik olarak
mi1 gosterdigi netlestirilmelidir. Bu amagla ila¢ etken maddesi bir tibbi cihaza ilave
edildiginde {riiniin asli etki mekanizmasinin belirlenmesi amaciyla eklenen etken
maddenin miktar1 ve insan viicudu tarafindan ne kadarinin, nasil kullanildig1 dikkate

aliir. Uriiniin hangi gruba dahil oldugu belirlendikten sonra, pazara sunulmadan 6nce
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degerlendirilmesi i¢in tibbi cihaz yonetmeligi veya beseri tibbi {irlinler yonetmeligine

gore uygunlugu kontrol edilir (7, 35).

Uriiniin tibbi cihaz veya ila¢ oldugunu belirlemek igin insan iizerinde
kullanildiginda hedeflenen tibbi etkisini hangi yollarla gosterdigi degerlendirilir.
Temel etki seklinin tespit edilmesi tibbi cihaz ve ilacin kombine edildigi iiriinlerin
smiflandirilmasinda kritik bir rol oynamaktadir (35). Buna 6rnek olarak ilag iceren
kemik ¢imentolar1 ve dermal dolgular verilebilir. Kemik ¢imentosu eklem ve kemik
rekonstriiksiyonu, kirik tespiti ve osteoporoza bagli vertebra kiriklarinin tedavisinde
uzun yillardir kullanilan bir tibbi cihazdir. Farkli hammaddelerden farkli viskozitede
tiretilebilir. Akrilik kemik ¢imentolari toz ve sivi olmak iizere iki bilesenden olusur.
Icerdikleri kimyasallar sonucunda toz ve sivi1 karistirildiginda bir kimyasal tepkime
meydana gelir ve yogunlugu gittik¢e artar. Kemik kaybinin oldugu alana uygulanan
kemik ¢imentosu gittik¢e katilagir ve kemikteki boslugun doldurulmasini saglayarak
fiziksel ve mekanik bir destek saglar (37). Bazi durumlarda operasyon sonrasi
enfeksiyon riskinin azaltilmast i¢in antibiyotikli kemik ¢imentosu tercih edilir (38). Bu
amagla kemik c¢imentosuna belirlenen doz aralifina uygun olarak bir antibiyotik
eklenir. Antibiyotigin eklenmesindeki amag¢ enfeksiyon riskini dnlemek ve kemik
¢imentosunun insan viicudu ile olan uyumunu kolaylastirmak ise {iriin tibbi cihaz
olarak degerlendirilebilir. Uriiniin asli etkisinin fiziksel ve mekanik olmasi ve ilave
edilen antibiyotigin yalmizca cihazin kullanim amacini destekler nitelikte olmast bu

smiflandirmadaki gerekgedir (9, 35, 36).

Tibbi cihaz yonetmeligi uyarinca tibbi cihazlar kullannom amaci ve igerdigi
riskler degerlendirilerek simif I, I-s, I-m, I-r, IIa, IIb veya III olarak siniflandirilir. Bir
cihazin sinifinin belirlenmesinde spesifik tibbi amaci, kullanim siiresi, invaziv olup
olmamasi, aktif veya non-aktif bir cihaz olmasi, implante edilebilir olmasi, dl¢ctim
Ozelligine sahip olmasi gibi hususlar goz onilinde bulundurulur. Tibbi cihazlarin
siniflandirmasindaki bu farklilik, cihazin piyasa arz edilmeden 6nce uygunlugunun

degerlendirilmesindeki surecleri etkilemektedir (7, 14).
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2.2.1. Tibbi Cihaz Simiflar1 ve Uygunluk Degerlendirmesi

Tibbi  cihazlarin  smiflandirilmasina  daha  yakindan  bakildiginda
degerlendirmede dikkate almnan belirli hususlar vardir. Cihazlar kullanim amaci,
kullanildig1 bolge ve siire, icerdigi riskler dikkate alinarak smif I, Ila, IIb veya III
seklinde siiflandirilir (Sekil 2.3) (7, 9, 14).

Onaylanmis Kurulus
Onayi
= +
imalatgi Beyani

f
Sinif | L - } imalatgi Beyani @

Sekil 2.3. Tibbi cihaz siniflar1 (4, 7, 9).

Kullanim siiresi bir cihazin devamli kullanildigi zaman araligini ifade eder.
Kullanildig1 zaman araligina bagh olarak cihazlar gegici, kisa siireli ve uzun siireli
olarak tanimlanir. Belirli durumlarda kullanim siiresi cihazin etki ettigi siireyi de
kapsamaktadir. Ornegin deriye uygulanan bir krem uzun siire bozulmadan bélgede
kalabilir. Bu nedenle kullanim siiresi cihazin viicut icerisinde veya tizerinde kaldig1
stireyi de ifade etmektedir. Siire hesaplanirken cihazin kullanimina gegici olarak ara
verilmesine ya da bagka bir cihazla degistirilmesine bakilmaksizin toplam kullanim
siiresi dikkate almir. Ornegin kullanilan iiriner kateterin aym veya dzdes bir cihazla
degistirilmesi cihazin devamli kullaniminin bir parcasi olarak degerlendirilir. Eger iki
cihazin kullanimi arasinda ilk cihazin kullanimina tamamen son verilmiyorsa bu

cihazin degistirilmesi devamli kullaniminin bir pargasidir (9).

Cihazlar 60 dakikadan az kullaniliyorsa gecici siireli tibbi cihaz olarak
degerlendirilir. Ornegin cerrahi operasyonlarda kesik olusturmak amaciyla kullanilan

nester gecici siireli cihaz olarak degerlendirilir. 60 dakikan uzun ve 30 giinden az
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kullaniliyorsa kisa siireli, 30 giinden fazla kullaniliyor ise uzun siireli olarak
degerlendirilir. Ornegin kemik kirigmin tedavisi igin yerlestirilen ve 30 giinden fazla
kalan plaklar uzun stireli kullanima 6rnek olarak verilebilir (7, 9). Tibbi cihaz kullanim

stiresine gore degerlendirmeler Tablo 2.2.°te verilmistir.

Tablo 2.1. Tibbi cihaz kullanim siiresi (7, 9).

Uzun Sureli Kullanim Kisa stireli Kullanim Gecici Kullanim

>30 glin 60 dakika- 30 giin <60 dakika

Tibbi cihaz siniflandirmasinda dikkate alinan diger 6nemli kriterler arasinda
cihazin invaziv veya cerrahi invaziv olmasi, implante edilebilir nitelikte bulunmasi,
aktif bir cihaz olup olmadig1 ve 6l¢iim fonksiyonu tasiyip tasimadigi gibi 6zellikler yer
almaktadir. Bu 6zellikler, belirli siniflandirma kurallari ¢ergevesinde sistematik olarak
degerlendirilmekte ve kategorize edilmektedir. Tibbi Cihaz Yonetmeligi kapsaminda
bu kriterlere dayal1 olarak tanimlanmis 22 adet siniflandirma kurali bulunmaktadir. Bir
cithaza hangi siniflandirma kuralinin uygulanacaginin belirlenmesi, cihazin kullanim
amaci, kullanim siiresi, viicut ile temas ettigi anatomik bolge ve aktif cihaz olup
olmamas1 gibi ¢ok boyutlu parametrelerin birlikte degerlendirilmesini gerektiren
kapsamli bir stirectir. Siniflandirma siirecinde bu kriterler her zaman kesin sinirlarla
birbirinden ayrilmayabilir ve bazi cihazlar birden fazla kuralin kapsamina girebilir. Bu
gibi durumlarda, cihazin risk diizeyini daha iyi yansitan ve daha yiiksek risk siifina
yol agan en koruyucu yaklagimin benimsenmesi, yani en kat1 kuralin uygulanmasi esas
alinmaktadir. Bu yaklasim, hasta giivenliginin en iist diizeyde saglanmasini amaglayan
risk temelli siniflandirma sisteminin temel prensiplerinden birini olusturmaktadir (7,

9, 14, 39). Tibbi cihaz siniflandirma kurallar1 Sekil 2.4.’te verilmistir.
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Sekil 2.4. Tibbi cihaz siniflandirma kurallar1 (7, 9).

Smif I tibbi cihazlar diisiik riskli cihazlar olarak kategorize edilirler. Genellikle
invaziv degildir ve gecici olarak kullanilirlar. Diistik risk profili nedeniyle smif I
cihazlar yuksek riskli cihazlara gére daha az duzenleyici gerekliliklere tabidir (7, 9,

14). Bu sinifa tabi 6rnekler Sekil 2.5.’de verilmistir.

Q0050

Yeniden Kullanilabilir Steteskop idrar Torbasi Surup Kagigi Tekerlekli Plaster/Yara Band:
Cerrahi Aletler (Sinif Im) Sandalye (Sinif Is)
(Sinif Ir)

Sekil 2.5.  Sinif I tibbi cihaz 6rnekleri (5, 7, 9, 40).

Smif I tibbi cihaz (dreticileri, onaylanmis kurulusa bagvurmaksizin
hazirladiklar1 teknik dokiimantasyon ve diizenledikleri AB uygunluk beyam1 (EU
Declaration of Conformity) ile iirlinlerini piyasaya arz edebilmektedir. Ancak, cihazin
Ol¢tim fonksiyonu tasimasi (Smif I-m), steril halde piyasaya arz edilmesi (Sinif I-S)
veya tekrar kullanilabilir cerrahi alet niteliginde olmast (Sinif I-r) durumlarinda, bu
spesifik ozelliklere iliskin uygunluk degerlendirme siire¢lerine onaylanmis kurulusun
(Notified Body) dahil olmasi yasal bir zorunluluk teskil etmektedir. Bu kapsamda, s6z
konusu cihazlarin yalnizca temel siif I degerlendirme prosediiriine gore degil, ilgili
ek gereklilikler dogrultusunda daha kapsamli bir uygunluk degerlendirme siirecinden
gecirilmesi gerekmektedir (7). Sinif I cihazlar igin onaylanmis kurulus degerlendirme

gerekliligi Sekil 2.6.’da gosterilmistir.
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Onaylanmis Kurulus Degerlendirmesi

Steril (S)
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Sekil 2.6. Smif I cihazlar i¢in onaylanmis kurulus degerlendirme gerekliligi (4, 7).

Sinif I1a tibbi cihazlar orta diizeyde risk tagimaktadir. Sinif I cihazlardan daha
yiiksek ancak smif IIb ve III tibbi cihazlardan daha diislik zarar verme riskine sahiptir.
Sinif Ila tibbi cihazlar genel olarak gecici ve kisa siireli kullanim i¢in tasarlanan cerrahi

invaziv cihazlar, teshis ve izleme amacl aktif tibbi cihazlardir (Sekil 2.7.) (7, 9, 14).

©00000B9Q

Cerrahi Klemp Teshis Amagh Isitme Cihazi Tanisal MRI Cihazi Hipodermik
(Kisa siireli kullanim) Yazilm (Viicut Dist) Ultrason (Magnetic Resonance) igne

Sekil 2.7. Sinif I1a tibbi cihaz 6rnekleri (5, 7, 9, 40).

Sinif IIb tibbi cihazlar sinif Ila ve sinif III cihazlarin arasindaki seviyede yer
alan orta riskli cihaz grubudur. Bu cihazlar genellikle implante edilebilir, uzun sdreli
cerrahi invaziv cihazlar ve insan Uzerindeki etkisinin daha riskli oldugu aktif
cihazlardir. Hasta sagligi lizerinde diisiik riskli cihazlara nazaran daha biiyiik bir etkiye

sahiptir(7, 9, 14). Sekil 2.8.’de sinif IIb tibbi cihaz 6rnekleri verilmistir.
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Sekil 2.8. Sinif IIb tibbi cihaz drnekleri (5, 7, 9, 40).

Smif III tibbi cihazlar, tibbi cihaz siniflandirma sisteminde en yiiksek risk
kategorisini temsil etmektedir. Bu sinif, aktif implante edilebilir tibbi cihazlari, uzun
stireli cerrahi invaziv cihazlari ve implante edilebilir tibbi cihazlar1 kapsamaktadir. S6z
konusu cihazlar, insan viicudu ile uzun siireli ve kritik etkilesim igerisinde
olduklarindan, hasta giivenligi agisindan potansiyel riskleri en yiiksek seviyede
degerlendirilmesi gereken {irlin grubu olarak tanimlanmaktadir. Bu nedenle Simif III
cihazlara yonelik mevzuat gereklilikleri olduk¢a siki olup, kapsamli klinik
degerlendirme, detayl teknik dokiimantasyon ve giiclii klinik kanit zorunluluklarini
icermektedir. Ayrica bu cihazlar i¢in uygunluk degerlendirme siirecinde onaylanmig
kuruluglarin (Notified Body) zorunlu katilimi1 bulunmaktadir ve degerlendirme siireci
yiiksek diizeyde denetim ve dogrulama mekanizmalar ile ytiriitiilmektedir. Piyasa
oncesi degerlendirme siireclerine ek olarak, bu cihazlar igin piyasa sonrasi klinik takip
(Post-Market Clinical Follow-up, PMCF) ve piyasa sonrasi gozetim (Post-Market
Surveillance, PMS) faaliyetleri de daha kapsamli ve siirekli bir sekilde
uygulanmaktadir. Bdylece cihazin yasam dongiisi boyunca giivenlik ve
performansinin izlenmesi ve olast risklerin erken asamada tespit edilmesi

amaglanmaktadir (7, 9, 14). Simf III tibbi cihaz 6rnekleri sekil 2.9.”da belirtilmistir.

©000¢

Kalp Pili Hayvan Kaynakh Diz Protezi Kardiyovaskiiler Kapali Devre Emilebilir
(Pacemaker) Kalp Kapakgigi ilagh Stent insiilin Cerrahi Mes
Replasmani iletim Sistemi

Sekil 2.9. Siif III tibbi cihazlar (5, 7, 9, 40).
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Sinif IIa, IIb ve III tibbi cihaz iireticileri {irlinlerini piyasaya arz etmeden 6nce
uygunlugunun degerlendirilmesi i¢in mutlaka bir onaylanmis kurulusa bagvurmak ve
cihazlari i¢in bir AB uygunluk sertifikasi almak zorundadir. Uygulanan bu prosediirler
cihazin risk sinifina gore farklilik gosterse de, yonetmeligin Ek I genel giivenlilik ve
performans gereklilikleri, Ek Il teknik dokiimantasyon, ve Ek III piyasaya arz sonrasi
gozetime iligkin teknik dokiimantasyon gereklilikleri tiim tibbi cihazlara uygulanir.
Bununla birlikte imalatc1 sinif fark etmeksizin cihazinin genel giivenlik ve performans
gerekliliklerini  karsiladigini  gdstermek amaciyla bir klinik  degerlendirme
yuritmelidir. Bu kapsamda tibbi cihaz yonetmeliginin madde 61 inde yer alan
gereklilikleri dogrultusunda bir klinik degerlendirme gergeklestirir. Bu klinik
degerlendirmeyi piyasaya arz sonrasi gdzetim sistemi dogrultusunda giincellemelidir

(7,9, 41).

Cihazin simifindan bagimsiz olarak MDR madde 10, imalatgilarin
yikiimliiliiklerine dair bilgi vermektedir. Bu madde kapsamindaki genel
yiikiimliiliikleri, tibbi cihazin giivenligini garanti altina alan biitiinciil bir yap1
olusturabilmektir. Ozellikle Madde 10(9) uyarinca zorunlu kilman Kalite Y&netim
Sistemi, madde 10(4)’de belirtilen teknik dokiimantasyon icerigi, Madde 10(2) ile
tanimlanan Risk YoOnetim Sistemi gilivenilir {iriinlerin piyasaya arzinda temel

karsilanmasi gereken hususlardir (7, 41).

Bu kapsamda imalatgilar bir risk yonetim sistemi kurmali ve bunun
stirdiiriilebilirligini saglamalidir, iirlinleri i¢in piyasaya arz sonrast gozetim sistemini
olusturmali, yonetmelikte yer alan gereklilikler dogrultusunda klinik degerlendirme
gerceklestirmelidir. Uriinlerine ait bir teknik dokiimantasyon olusturmali, bu teknik
dokiimantasyon cihaz tanimi ve spesifikasyonlari, cihazin veya ambalajinin tizerindeki
etiket ve kullanim talimati, onceki ve benzer nesilleri, tasarim ve imalat siirecleri,
genel guvenlik ve performans gereklilikleri, fayda-risk analizi, dogrulama ve

validasyon testleri/¢alismalar1 gibi hususlar hakkinda bilgi icermelidir (7, 42).

Buna ek olarak ciddi olumsuz olaylar, saha giivenligi diizeltici faaliyetleri,
trend raporlamasi, geri bildirimler, sikayetler ve benzeri hususlarin toplanmasini
saglayan bir piyasaya arz sonrast goOzetim plan1 olusturmali ve bunun teknik

dokiimantasyonun bir pargasi olmasini saglamalidir. Imalatg {iriiniin genel giivenlik
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ve performans gerekliliklerine uygunlugunu gostermek i¢in dogrulama, validasyon

testleri ve ¢aligmalar yiiriitmelidir (7, 41).

Bu c¢alismalar tamamlandiktan sonra imalat¢inin bir onaylanmis kurulusa
basvurmasi durumunda imalat¢inin olusturdugu kalite yonetim sistemi, iiriine ait
teknik dokiimantasyon yonetmelik gereklilikleri dogrultusunda kontrol edilir. Bu
degerlendirmeden gegen {iriinlere onaylanmis kurulus tarafindan gergeklestirilen
uygunluk degerlendirme rotasina gore AB kalite yonetim sistemi sertifikas1 ve AB
teknik dokiimantasyon degerlendirme sertifikasi ya da AB tip inceleme sertifikasi

dizenlenir (7, 15).

Bununla birlikte yeni yapilan yasal diizenlemeler ile Tibbi cihaz yonetmeligi
Ek XVI’da belirtilen tibbi cihaz olmayan iriinler de Tibbi cihaz yonetmeligi
gerekliligine tabi olmustur. Bu ekte yer alan tiriinlerin tibbi amaci olmamakla birlikte
performansi degerlendirilirken klinik faydasinin gosterilmesi gerekmektedir. Yine bu
cihazlarin ydnetmeligin geregi olan genel giivenliginin ve performansinin
degerlendirilmesi ve bu kapsamda en son gelismeler dikkate alinarak kabul edilebilir
bir yarar/risk oranina sahip oldugunun gosterilmesi, hasta i¢in gilivenli oldugunun
kanitlanmasina yonelik degerlendirme siireclerinin gergeklestirilmesi gerekmektedir.
Ek XVTI’da listelenen bu iiriin gruplari i¢in ortak spesifikasyonlar olusturulmustur. EK
XVI kapsaminda yer alan iiriin listesi degisebilmekle birlikte tibbi amaci olmayan
urtinler arasinda kontak lensler, dermal dolgu ya da mukoz membran dolgusu olarak

kullanilan maddeler, cilt yenileme igin kullanilan lazerler yer almaktadir (7).

Tez kapsaminda sinif I (ultrason jeli), sinif IIb (yara bakim jeli), simf III
(dermal dolgular) olmak iizere farkli kategorilerden ektrakte edilmeyen tibbi cihaz
ornekleri secilmistir. Dermal dolgu firmasmin 3 farkli iiriinii {izerinde ¢alisma
yapilmustir. iki {iriin HiyalGronik asit icerikli dermal dolgu, bir iiriin ise yeni ¢aligmalar

ile etkili oldugu degerlendirilen kalsiyum hidroksiapatit bazli dermal dolgudur.

2.3. Biyouyumlulugun Yasal Gereklilikler Arasindaki Yeri

Tibbi Cihaz Yonetmeligi (MDR) kapsaminda bir cihazin, normal kullanim
kosullar altinda kullanim amacina uygun olarak tasarlanmasi ve tiretilmesi ile birlikte,

Ongoriilen performansini giivenli bir sekilde yerine getirmesi beklenmektedir. Bu
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cercevede cihazlarin beklenen klinik ve fonksiyonel etkilerini gosterirken hasta sagligi

ve giivenligini tehlikeye atmamasi temel gereklilik olarak tanimlanmaktadir (7).

Bu dogrultuda imalatgilar, MDR ile birlikte tibbi cihazin tiim yagam dongiisiinii
kapsayan ve sureklilik arz eden etkin bir risk yonetim sistemi kurmak ve bu sistemi
etkin bi¢cimde siirdiirmekle yiikiimlidiir. Risk yonetimi, yalnizca {iriin gelistirme
asamastyla sinirli olmayip tasarim, iiretim, klinik degerlendirme ve piyasaya sonrasi

izlem siireglerini de i¢eren biitiinciil bir yaklasim gerektirmektedir (41, 43).

S6z konusu sistem; cihaza yonelik bir risk yonetim planinin olusturulmasini,
bilinen ve Ongoriilebilir tiim tehlikelerin sistematik olarak tanimlanmasi ve analiz
edilmesini, hem amaglanan kullanim hem de 6ngoriilebilir yanlis kullanim senaryolari
kapsaminda ortaya ¢ikabilecek risklerin degerlendirilmesini ve bu risklerin fayda—risk
dengesinin bilimsel olarak ortaya konulmasini icermektedir. Ayrica tespit edilen
risklerin uygun kontrol Onlemleri ile azaltilmasi ve kalan artik risklerin kabul
edilebilirlik kriterleri gercevesinde surekli olarak izlenmesi de bu siirecin ayrilmaz bir
parcasidir (7, 43-45).

Riskler imalatgilar tarafindan yasam dongilisii boyunca sistematik olarak
izlenmekte ve yonetilmektedir. MDR kapsaminda benimsenen risk yoOnetimi
yaklasimi, “risk kontrol hiyerarsisi” prensibine dayanmaktadir. Bu ¢er¢evede risklerin
oncelikle dogustan giivenli tasarim (inherently safe design) yoluyla ortadan
kaldirilmast hedeflenmektedir. Risklerin tasarim asamasinda tamamen elimine
edilemedigi durumlarda, ikinci agsama olarak koruyucu dnlemler devreye alinmakta ve
teknik giivenlik ¢6ziimleri uygulanmaktadir. Bu kapsamda uyar1 sistemleri, alarm
mekanizmalart ve miihendislik kontrolleri gibi risk azaltici teknik 6nlemler
kullanilmaktadir. Risklerin bu yontemlerle de kabul edilebilir seviyelere
indirilemedigi durumlarda ise risk kontrol hiyerarsisinin son basamagi olan bilgi igin
giivenlik (information for safety) yaklasimi uygulanmaktadir. Bu dogrultuda kullanici
egitimleri, kullanim kilavuzlar1 ve uyarict bilgilendirmeler araciligiyla kalan artik
risklerin yonetilmesi saglanmaktadir. Bu biitiinciil yaklasim, tibbi cihazlarin giivenli
tasarim, iiretim ve kullanimini garanti altina almay1 amaglamaktadir (7, 43). Guvenli
tasarimin temel bilesenlerinden biri olan biyouyumluluk, cihazin kullanim amaci ve

uygulama bolgesiyle iliskili risklerin degerlendirilmesinde merkezi bir rol
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oynamaktadir. Tibbi cihazin insan viicuduyla etkilesimi sonucu olusabilecek advers
reaksiyonlarin minimize edilmesi giincel bilimsel verilere dayanan bir risk analiziyle
mimkunddr. Bununla birlikte yeni veya modifiye edilmis bir tibbi cihaz insan tizerinde
klinik denemesi gerceklestirilmeden dnce klinik dncesi giivenlik degerlendirmesinden
gecmelidir. Biyolojik uyumluluk testleri yani bioyuyumluluk degerlendirilmesi bu
stiregte gerceklestirilir. Temel testler genellikle sitotoksisite, irritasyon ve duyarlilig
icerir. Ancak buna ilave olarak iiriin 6zelliklerine, kullanim amacina ve viicutla
temasin tiirline ve siiresine bagli olarak ek testler gerekebilir. Bu testler, cihazin
mekanik ve fizyokimyasal 0zelliklerini, test materyalinin vicutla temas halindeyken

ortaya ¢ikaracagi biyolojik yanit1 belirlemek i¢in kullanilir (44-46).

Tibbi cihazlara iligkin klinik ©ncesi giivenlilik degerlendirmesinde,
biyouyumluluk risklerinin yonetilmesi ve ilgili test siireglerinin planlanmasi amaciyla
ISO 10993, “T1bbi Cihazlarin Biyolojik Degerlendirilmesi” standart serisi, ABD Gida
ve Ilag Idaresi'nin (USFDA) “Uluslararas1 Standart ISO 10993—1, “T1bbi cihazlarin
biyolojik degerlendirilmesi - Bolum 1: Risk yonetimi siireci iginde degerlendirme ve
test” dokiiman1 ve Japonya Saglik, Calisma ve Sosyal Refah Bakanligi'nin (MHLW)
“Uretim/Pazarlama Onayr Basvurusu Igin Gerekli Tibbi Cihazlarin Biyolojik
Giivenliginin Degerlendirilmesine iliskin Temel Kavramlar (Bildirim No. 0301-20,
2012)” test kilavuzu (MHLW, 2012) dokiimani genel olarak bilinmektedir. Bunlara ek
olarak cihaza veya bagvurulacak bolgeye 6zgii farkli standartlar, kilavuzlar, rehber
dokiumanlar uygulanabilir. Bu nedenle imalatgi tarafindan gereklilikler detayli bir
sekilde analiz edilmelidir (47).

2.3.1. Tibbi Cihazlarda Biyouyumlulugun Degerlendirilmesi

Birgok iilkede gecerli diizenleyici gereklilikler kapsaminda, tibbi cihazlarin
piyasaya arzi Oncesinde imalat¢ilarin cihazin insan viicudu ile etkilesiminden
dogabilecek biyolojik riskleri sistematik olarak degerlendirmesi ve biyolojik
giivenligini gostermesi gerekmektedir. Bu kapsamda giincel 1SO 10993 standart
serisinin takibi, cihazin glivenliginin ve mevzuata uygunlugunun saglanmasi agisindan

O6nemli bir yere sahiptir (24).
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Risk yonetim siirecinin pargasi olan biyolojik degerlendirme i¢in imalat¢ilar
gerceklestirecek uzmanlart saglamali ve bu siireci dokiimante etmelidir. Biyolojik
degerlendirmeye iliskin, degerlendirme plani, degerlendirme sonuglar ve sirece dahil
olacak uzmanlar raporlanmalidir. Biyolojik degerlendirme bir cihazin yasam omrii
boyunca devam eder bu nedenle tasarim ve tretimdeki degisiklik, pazar sonrasi
gozetim verileri, standartlardaki giincellemeler biyolojik degerlendirmenin belirli

donemlerde gézden gecirilmesini ve gerekirse giincellenmesini gerektirir (5).

Biyolojik degerlendirme siireci, iiretilecek tibbi cihazin kullanim amact ve
talep edilen performans o6zellikleri dogrultusunda en uygun malzemenin se¢ilmesini
kapsamaktadir. Bu siiregte, se¢ilen malzemelerin klinik uygunlugu ve biyouyumlulugu
degerlendirilirken, ayn1 zamanda iiretim asamasinda ortaya g¢ikabilecek kalintilar,
kirleticiler ve proses kaynakli safsizliklar da dikkate alinmalidir. Bu kapsamda
imalat¢ilarin biyolojik degerlendirme plani igerisinde iiretim siireglerini ve kullanilan
Uretim materyallerini tanimlamasi, cihazla iliskili olabilecek kimyasal maddeleri
sistematik olarak listelemesi biiylik 6nem tagimaktadir. ISO 10993-18 standardi
cergevesinde gerceklestirilen kimyasal karakterizasyon g¢alismalari, bitmis {iriiniin
bilesenlerinin ve lretimden kaynaklanan kalintilarin nitel ve nicel olarak analiz
edilmesini saglayarak biyolojik risklerin belirlenmesinde kritik bir rol tistlenmektedir.
Kimyasal karakterizasyon, imalat¢inin bir tibbi cihaz i¢in gerekli biyouyumluluk
testlerini belirlemesinde temel belirleyicilerden biri olup, risk temelli test stratejisinin
olusturulmasina dogrudan katki saglamaktadir. Elde edilen kimyasal veriler
dogrultusunda, bazi durumlarda ek biyouyumluluk testlerine ihtiya¢ duyulmayabilir.
Ozellikle malzemenin iyi tanimlanmis olmasi, literatlirde yeterli toksikolojik verinin
bulunmas1 ve maruziyetin gilivenli sinirlar igerisinde oldugunun bilimsel olarak
gerekcelendirilmesi durumunda, test gerekliligi bilimsel kanit temelli olarak
azaltilabilmektedir. Bu yaklasim kapsaminda ISO 10993-18 uyarinca kimyasal
karakterizasyonun gerceklestirilmesi, devaminda ise ISO 10993-17 dogrultusunda
toksikolojik risk degerlendirmesinin yapilmasi1 beklenmektedir. Bu iki asamali
degerlendirme, maruziyet diizeyine bagli olarak riskin kantitatif sekilde ortaya
konulmasina olanak saglamaktadir. Yapilan degerlendirmeler sonucunda risklerin
kabul edilebilir seviyelere indirilemedigi durumlarda, 6rnegin cihaz tasariminda

degisiklik yapilmasi, nihai iiriin tizerinde yeterli dogrulama verisi bulunmamasi veya
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malzemenin biyolojik giivenligine iliskin yeterli klinik 6ncesi ve klinik kanit elde
edilememesi halinde, ISO 10993-1 kapsaminda tanimlanan biyolojik degerlendirme
testlerinin uygulanmasi1 gerekmektedir. Bu siire¢, cihazin biyolojik giivenliginin
bltuncdl ve risk temelli bir yaklasimla dogrulanmasini amaglamaktadir (5, 24, 44, 48-
50).

Tgili biyouyumluluk testleri, temel olarak cihazin insan viicuduna temas siiresi
(kisa siireli, uzun sireli) ve niteligine (ylizey temasi, implant) gore secilmektedir.
Temas siiresi cihazin beklenen performansinin elde edilmesi i¢in gereken siireyi ifade
etmektedir. Bu degerlendirme uygun veri se¢imini kolaylastirir. Cihaza maruz kalma
siklig1, temas siiresi, derecesi, niteligi elde edilen verilerin yorumlanmasinda dikkate
alinir. Bu asamada belirlenen testler in vio, ex vivo, in vitro olarak gergeklestirilebilir.
Guncel 1SO 10993-1 standardinda biyolojik degerlendirmenin planlamasi siirecinde
bilimsel ilerlemelerin dikkate alinmasi, in vitro modellerin ve kimyasal, fiziksel,
morfolojik ve topografik karakterizasyon testlerinin tercih edilmesi ve bunlarin in vivo
modellerden elde edilen bilgilerle ayni1 oranda bilgi saglamasi durumunda hayvan
sayisinin ve maruziyetinin en aza indirilmesini saglayacak yontemlerin segilmesi
Onerilmektedir. Bununla birlikte risk degerlendirmesinin sonucunda in vivo test
yapilmasi gerektiginde in vivo testten ©6nce varsa uygun in vitro yontemlerin
kullanilmasi 6nerilmektedir. Modern biyouyumluluk yaklasimi, sadece nihai {iriine
test yapmaktan ziyade; kimyasal karakterizasyon (ISO 10993-18) ve toksikolojik risk
degerlendirmesi (ISO 10993-17) yoluyla gereksiz hayvan deneylerini (in vivo)
azaltmay1, 3R prensibi (Replacement, Reduction, Refinement) cercevesinde bilimsel
olarak gegerli in vitro yontemleri dnceliklendirmeyi hedefler (5, 6).

Biyouyumluluk testlerinin kapsami belirlendikten sonra, bu testlerin hangi
yontemlerle gerceklestirilecegine iliskin kilavuzlar, standartlar ve diizenleyici
gereklilikler tilkelere gore farklilik gdsterebilmektedir. Bununla birlikte, uluslararasi
dizeyde kabul goren bazi temel standartlar ve diizenleyici ¢ergeveler biyouyumluluk
degerlendirmelerinde ortak referans noktasi olusturmaktadir. Tibbi cihazlarin
biyouyumluluk degerlendirmelerinde esas alinan temel dokiimanlar arasinda ISO
10993 standart serisi, Uriin grubuna 6zgii uluslararasi standartlar ile birlikte tilkelere

ait diizenleyici otorite kilavuzlar1 ve mevzuat hiikiimleri yer almaktadir. Bu ¢ergevede
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ISO 10993 serisi, biyolojik degerlendirme siireclerinin risk temelli ve sistematik bir
yaklasimla yiiriitiilmesine olanak saglayan en temel uluslararasi referans seti olarak
kabul edilmektedir. Tibbi cihaz imalat¢ilar, gelistirdikleri tirlinleri ve bu iirlinlerin
piyasaya arz edilecegi iilkelerin yasal diizenlemelerini dikkate almakla yiiktimliidiir.
Bu dogrultuda biyolojik degerlendirme ve biyouyumluluk test stratejileri, yalnizca
teknik standartlara degil, ayn1 zamanda ilgili regiilasyonlarin gerekliliklerine de uygun

sekilde planlanmali ve yiiriitiilmelidir (6).

2.3.2. Tibbi Cihazlarda Biyouyumlulugun Degerlendirilmesi Sireci ve
Biyouyumluluk Testleri

ISO 10993 serisi kapsaminda biyouyumluluk, tibbi cihazin insan viicudu ile
temas eden materyallerinin biyolojik uygunlugunun sistematik bir risk temelli
yaklasim ile degerlendirilmesi siireci olarak tanimlanmaktadir. Bu standarda dayali
degerlendirme yaklasiminda, biyolojik giivenligin saglanabilmesi i¢in Oncelikle
kapsamli bir biyolojik degerlendirme plan1 (Biological Evaluation Plan, BEP)
olusturulmal1 ve bu plan dokiimante edilerek tiim siire¢ boyunca referans alinmalidir.
S6z konusu plan dogrultusunda degerlendirme siireci, cihazin amaclanan
kullantminin, 6ngortilebilir yanlis kullanim senaryolarinin, viicut ile temas tipi ve
stiresinin, temas eden doku/organ yapisinin ve cihazin risk sinifinin ayrintili sekilde
tanimlanmast ile baslamaktadir. Bu asamada cihazin biyolojik gilivenligini
etkileyebilecek tiim 6zelliklerin sistematik olarak ortaya konulmasi gerekmektedir.
Biyolojik degerlendirme kapsaminda ayrica cihazin kimyasal, fiziksel ve biyolojik
karakteristikleri detayli olarak tanimlanmali ve mevcut test verileri, literatlr bilgisi ile
birlikte biitlinciil sekilde toplanmalidir. Bunun yaninda, cihazla iligkili potansiyel
biyolojik tehlikeler ve bu tehlikelerin olusturabilecegi zararl etkiler, 6zellikle viicut
ile temas eden bolge ve temas siiresi dikkate alinarak analiz edilmelidir. Elde edilen
veriler 15181nda, mevcut ve planlanan bilgilerin yeterliligini degerlendirmek amaciyla
kabul edilebilirlik kriterleri tanimlanmali ve risklerin bu kriterlere gore kabul edilebilir
olup olmadig1 sistematik olarak degerlendirilmelidir. Bu g¢ercevede, veri yeterliligini
belirlemek iizere bir bosluk analizi (gap analysis) gerceklestirilmesi, eksik bilgi
alanlarinin belirlenmesi agisindan kritik dneme sahiptir. Risk degerlendirmesi ve kabul
edilebilirlik kriterlerinin olusturulmasi siirecinde 1SO 10993-1 standardi, dogrudan

ISO 14971:2019 “Tibbi cihazlar i¢in risk yonetimi uygulamasi” standardina atif
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yapmakta olup, biyolojik degerlendirme siirecinin genel risk yOnetim sistemi ile
entegre sekilde yiiriitiilmesini zorunlu kilmaktadir. Bu entegrasyon, biyouyumluluk
degerlendirmesinin yalnizca test sonuglarina dayali bir siire¢ olmaktan ¢ikarak, yasam
dongusu temelli, sistematik ve bilimsel bir risk yonetimi yaklagimi ile ele alinmasini

saglamaktadir (5, 43, 51).

Degerlendirme tibbi cihazin boyut, geometri, yiizey 6zellikleri gibi fiziksel ve
fonksiyonel o6zelliklerini, tibbi cihazin malzeme bilgilerini ve gerekli hallerde,
cihazdaki her bir malzemenin orani ve miktarini, ¢esitli yapim malzemelerinin fiziksel
ve kimyasal 6zellikleri ve bilesimlerini kapsar ve bu 6zelliklerin avantaj, dezavantaj
ve uygunlugunun degerlendirmesini icermektedir. Baz1 durumlarda imalat¢1 biyolojik
esdegerlik kapsaminda, cihazina benzer ozelliklere sahip esdegerlik iddiasinda
bulundugu bir cihaza ait verileri kullanarak biyolojik giivenlik degerlendirmesini
gergeklestirebilir. Bu durumda es deger olarak gosterilen cihaz ile imalatgiya ait
cihazin yeterli benzerlige sahip oldugu gosterilebilmelidir. Cihazin esdeger olarak
gosterilen cihaz ile klinik, teknik ve biyolojik a¢idan yeterli diizeyde benzerlige sahip
olduguna, farkliliklarin anlamli bir biyolojik tehlikeye veya riske yol agmadigina dair
analizler gerceklestirilmelidir. Bu kapsamda iki cithaz arasinda viicut temasinin tiirii ve
sliresi, bilesim, biyolojik giivenlikle ilgili fiziksel, kimyasal ve mekanik 6zellikler,
iiretim siirecleri, kullanildig: hasta popiilasyonu, malzeme, tibbi cihazin boyutu veya
miktar1 gibi hususlarda benzerlik saglanabilmelidir veya farkliliklarin 6nemli ve
anlamli yeni bir risk igermedigi kanitlanabilmelidir (5). Biyouyumluluk kapsaminda

esdegerlik degerlendirmesinin genel adimlari sekil 2.10.’da sema olarak gosterilmistir.

Kimyasal esdegerlik Fiziksel esdegerlik

Temas esdegerligi Materyal esdegerligi

Biyolojik esdegerlik

Sekil 2.10. Biyolojik esdegerligin gosterilme adimlar (5).
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Bosluk analizi kapsaminda malzeme karakterizasyonu (6rn. fiziksel ve
kimyasal 0zellikler) gibi yapilan degerlendirmeler sonucunda malzeme ve/veya tibbi
cihazin risk degerlendirmesini yapmak i¢in maddelerin dnceden degerlendirilen ve
giivenligi kanitlanmig olan bir tibbi cihaz veya malzeme ile esdeger oldugu
gosterilebiliyorsa, cihaza yonelik yeterli klinik dncesi ve klinik veri mevcutsa, riskler
bu verilere bagh olarak kontrol altina alinabiliyorsa tiim biyolojik testlerin yapilmasi
gerekmeyebilir. Eksiklikler olmasi, belirlenen biyolojik risklerin kontrol altina
alinamamasi ve kabul kriterlerine uygun olmamasi durumunda belirlenen eksikliklere
iligkin yuritilmesi gereken testler, siiregler belirlenmelidir. Bu degerlendirmelere
iligkin bilgi iceren ISO 10993 serisi dokiimanlar1 genel olarak Tablo 2.2°de
tanimlanmustir. Bu amagla 1SO 10993-18:2020° de belirtildigi tizere bilesen miktarinin
diizenlenmesi, I1ISO 10993-17:2023 ve literatiirler baz alinarak tolere edilebilir alim
seviyelerinin dizenlenmesi, 1SO 10993-1:2025°de belirtilen biyolojik testlerin
secilmesi gergeklestirilecek stireglerdir. Bu ¢alismalardan sonra risklerin kabul
edilebilir olup olmadig1 degerlendirilmelidir. Riskler kabul edilebilir olmadiginda,
risklerin kontrol altma alimmasi beklenir. Imalatcilarin Uriin tasarimi ve iiretiminde
iyilestirme, tibbi cihazin riskine yonelik koruyucu 6nlemler alma (6r: alarm eklenmesi,
toksik bilesenin ayristirilmasi i¢in temizleme adiminin eklenmesi), giivenlige iliskin
bilgileri saglama ve kullanicilara egitim verme, artik riskler hakkinda kullaniciyi

bilgilendirme gibi yontemler ile riskleri kontrol altina almasi gerekir (5, 8).

Degerlendirmeler tamamlandiktan sonra sonuglar yetkin bir personel
tarafindan biyolojik degerlendirme raporunda dokiimante edilmelidir. Biyolojik
degerlendirme raporu siireci kapsamli sekilde igermelidir. Bu raporda biyolojik
degerlendirme planina uygunluk, bitmis tibbi cihaza ait fiziksel, kimyasal, biyolojik
test sonuglart ve elde edilen verilere iliskin degerlendirme, test se¢im veya
uygulamama gerekgeleri, farkli bir test metodu kullanimi, biyolojik risk

degerlendirmesinin sonuglari ve risk tahminleri ele alinmalidir (5, 8).



Tablo 2.2. Biyolojik, kimyasal ve fiziksel testler i¢in ISO dokiimanlari (25).
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Biyolojik, Kimyasal ve Fiziksel Testler igin

ISO Dokiimanlari

ISO 10993-5 Sitotoksisite

I1ISO 10993-23 [rritasyon

I1ISO 10993-10 Duyarlilik

ISO 10993-11 Sistemik Toksisite

ISO 10993-6 Dokuyla temas sonrasi lokal etkiler

ISO 10993-3 Genotoksisite, karsinojenite, tireme ve gelisim
toksisitesi

ISO 10993-4 Kan uyumlulugu

ISO 10993-6, ISO 10993-11

Norotoksisite

I1ISO 10993-12

Biyolojik testler icin numunelerin hazirlanmasi ve

birincil referans materyallerinin kullanimi

ISO 10993-18 Kimyasal karakterizasyon
ISO/TS 10993-19 Fiziksel Karakterizasyon
1ISO 10993-7 Etilen oksit kalintis1

ISO 10993-9, ISO 10993-13,
ISO 10993-14, 1SO 10993-15

Bozunma tirinlerinin tanimlanmasi ve

miktarlarinin belirlenmesi

I1ISO 10993-16

Pargalanma iirtinleri ve sizan maddeler igin

toksikokinetik ¢calisma tasarimi

ISO 10993-1:2025 standardi cihazlarin temas siiresi ve yerine gore test

gerekliliklerini 6zetleyen tablolar icermektedir. Guncel standart ile temas siresinin ve

yerinin tespit edilmesi ve cihazlarin kategorize edilmesine yonelik duzenlemeler

yapilmistir.

Tibbi Cihazlarin Kategorizasyonu ve Uygun Testlerin Secimi

Tibbi cihaza iliskin belirlenmesi gereken testleri segerken kullanim amaci,

etkilesimde bulundugu viicut bélgesi, doku tipi, kullanim ortami ve g¢alisma prensibi

degerlendirilir. Bu degerlendirme cihazin temas tiiriiniin ve sliresinin belirlenmesi i¢in

ve olasi biyolojik risklerin ve yanitlarin tahmin edilebilmesi icin 6nemlidir (5, 44, 46).
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> Temas Siresinin Belirlenmesi

Cihazin insan viicuduna temas etmesi beklenen siire bir hastanin toplam maruz
kalma stresine gore belirlenir. Tibbi cihazlar temas siresine gére 3 kategoride

gruplandirilabilir.

e Sinirli maruziyet: Toplam maruziyet siiresinin 24 saat veya daha az olmasi
e Kisa siireli maruziyet: Toplam maruziyet stresinin 24 saatten fazla ancak
30 giinden fazla olmamasi

e Uzun sureli maruziyet: Toplam maruziyet siiresinin 30 giinden fazla olmas1

Tibbi cihaz igin maruziyet siiresi hesaplanirken dikkat edilmesi gereken
hususlar vardir. Maruziyet suresi belirlenirken cihazin ilk kullanimindan son
kullanimma kadar olan glin suresinin degerlendirilmesi gerekmektedir. Tekrarli
kullanimda cihazin kullanim siiresinin hesaplanmasinda saatten bagimsiz olarak giin
sayisinin goz oniinde bulundurulmas: énemlidir. Ornegin giinde 5 saat kullanilan bir
solunum destegi cihazi dmiir boyu kullanilmasi nedeniyle giinde 24 saatten az olarak
kullanilsada yasam boyu kullanilmasi1 nedeniyle uzun sureli bir cihaz olarak kategorize
edilir. Bir bagka 6rnek olarak giinde 2 saat olmak tizere 10 giin kullanilan bir beslenme
tiipli seti her giin degistirilmesine karsin 10 giinliik bir maruziyet siiresine sahip olmasi
nedeniyle kisa siireli bir cihaz olarak degerlendirilir. Bununla birlikte ardisik
kullanimlar1 arasinda 24 saatten fazla aralik olan cihazlarin toplam maruziyet siiresi

hesaplanirken cihazin hastada ilk ve son kullanimi arasindaki temas giinlerinin toplami1

dikkate alinir (5).
» Vicut Temasia Gore Kategoriler

Tibbi cihazlar insan viicudu ile dogrudan veya dolayli temas ederek veya temas
etmeden etkilerini gosterirler. Viicut temasi olmadigi durumlarda biyolojik
degerlendirme gerekli degildir. Buna 6rnek olarak tani yazilimlari, x 151n1 jeneratorleri

verilebilir.

Saglam Ciltle Temas

Saglam, hasarsiz ciltle dogrudan veya dolayli temas eden cihazlardir (Sekil
2.11).
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Elektrotlar Sabitleme
bantlari

Sekil 2.11. Saglam ciltle temas eden cihaz 6rnekleri (Elektrotlar, dis protezler,
sabitleme bantlar1 ve kompresyon bandajlar1) (5).

Bu cihazlar icin Tablo 2.2’de degerlendirme yapilmasi beklenen sonlanim
noktalar1 ISO 10993-1:2025 standardi temel alinarak belirtilmistir. Bununla birlikte
cihaz yeni materyaller iceriyorsa, riskli populasyonlarda (bebek ve hamileler)
kullanilmas1 6ngoriilityorsa ilave biyolojik etkilerin degerlendirilmesi gerekebilir. Bu
nedenle imalat¢i ilave analiz gerektiren durumlarin olup olmadigini degerlendirmeli

ve dokiimante etmelidir (5, 6).

Tablo 2.3. Saglam ciltle temas eden tibbi cihazlar i¢in biyolojik etkiler (5).

[ = E g g =

Siire £ | g e g s 2 g 80

3 2 £ x 2 £ Y S =

S ¥ T Tz Z o 2 £ T

g £ s 282 =2 g & 2 £ g 2

= o = L o o o o @ G T >

(7] o= =] » - O = »n O X X o
A — simirh (<24 saat) E* | E E
B — kisa siireli (>24 saat ila 30 giin) E E E
C — uzun vadeli (>30 giin) E E E

*E: [lgili biyolojik sonlanim noktasimin degerlendirilmesinin gerekli oldugunu géstermektedir.

Mukozal Membran ile Temas

Mukoza zarlariyla dogrudan veya dolayl olarak temas eden cihazlardir. Ornek
olarak kontak lensler, idrar kateterleri, vajina ici ve bagirsak i¢i cihazlar (mide tiipleri,
sigmoidoskoplar, kolonoskoplar, gastroskoplar), endotrakeal tupler verilebilir (Sekil
2.12.) (5).
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Kontak lensler Endotrakeal tip Gastroskop

Sekil 2.12. Mukoza membranlari ile temas eden cihazlara drnekler (5).

Avrupa Tibbi Cihaz Yonetmeligi (AB MDR 2017/745) ile birlikte, insan
dokulariyla temas eden fliriinlerin giivenligini ve performansin1 gostermek icin daha
kat1 gereksinimler ortaya ¢ikmistir. Yeni diizenlemeler sitotoksisite, irritasyon ve
duyarlilig kapsayan biyolojik degerlendirme verilerinin Onemini
vurgulamaktadir(52). Bu cihazlar i¢in Tablo 2.3’de degerlendirme yapilmasi beklenen
sonlanim noktalari ISO 10993-1:2025 standardi temel alinarak belirtilmistir. Yine bu
cihaz grubu icinde ek testler gerekebilecegi géz oniinde bulundurulmali ve imalatg1
tarafindan degerlendirme yapilmalidir. Kullanilan cihazin kullanim siiresine bagh
olarak degerlendirilmesi gereken riskler degismektedir. Ornegin viicutla temas siiresi
arttik¢a cihaza ait bilesen veya parcaciklarin sistemik dolasima, lenfatik sisteme veya
beyin omurilik sivisina dagilmast riski acgiga cikabilir. Sistemik toksisite
degerlendirmesi, viicut genelindeki dokularda olumsuz biyolojik tepkiler potansiyelini

ele almalidir (5).

Tablo 2.4. Mukozal membranlar ile temas eden tibbi cihazlar i¢in biyolojik etkiler(5).

© @ @
Siire 2 53 = 5
> = =< = ‘5 @ =
g ¢ 2 x2 T2 & 2
e & E E2 Sé&sg 5 3 E
St g 3% £Esx 5 s §2
— - -
5 = & Br OoraD0 O ¥ X5
A — simirh (<24 saat) E*¥ | E E
B — kisa siireli (>24 saat ila 30 giin) E E E E E E
C — uzun vadeli (>30 giin) E E E E E E E

* E: Ilgili biyolojik sonlanim noktasinin degerlendirilmesinin gerekli oldugunu gostermektedir.
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Yaralanmis veya Hasar Gormiis Yiizeylerle (Deri veya Mukoza Zarlar)

ya da Kan Disinda I¢ Dokularla Temas

Bu gruptaki cihazlar yaralanmis, hasar gérmiis yiizeylerle veya kemik, dentin,
i¢ yumusak dokular veya organlarla dogrudan veya dolayli temas eden cihazlardir.
Eklem protezleri, kemik ¢cimentolari, dis dolgu malzemeleri, deri zimbalar1 gibi kemik
veya pulpa/dentinle temas eden cihazlar, yaniklar ve graniilasyon dokusu i¢in okliizif
yamalar, yara temizleme cihazlar1 6rnek verilebilir (Sekil 2.13.). Bu cihazlar igin Tablo
2.4’de degerlendirme yapilmasi beklenen sonlanim noktalar1 ISO 10993-1:2025
standardi temel alinarak belirtilmigtir. Bu tabloda degerlendirme igin belirtilenlerin
disinda ek biyolojik etkilerin degerlendirilmesi gerekebilir. Yeni malzeme, materyal;
kullanict gruplarindaki hasas popiilasyonlar gibi spesifik durumlar i¢in degerlendirme
yapilmasi gerekebilir. ISO 10993-1:2025 standardinda ele aliman immiinotoksisite,
norotoksisite, iireme toksisitesi, partikiil riski gibi risklerin degerlendirilmesi
gerekebilir. Bu nedenle diger gruplarda oldugu gibi bu gruptaki cihazlar iginde
kapsamli bir degerlendirme yapilmasi gerekmektedir (5, 53).

5 4 | 5 ﬂ | i |

| i ] —) ! : :
Dis dolgu o . o '
malzemeleri Kemik ¢cimentosu Biyopsi Igneleri

Sekil 2.13. Yaralanmig veya hasar gérmiis yiizeylerle ya da dolagimdaki kan
disindaki i¢ dokularla temas eden cihaz 6rnekleri (5).

Tablo 2.5. Yaralanmis veya hasar gormiis yiizeylerle ya da dolasimdaki kan disindaki
i¢ dokularla temas eden cihazlar icin biyolojik etkiler (5)

Stire © =5 2 =2 =
= = ~ . = > 2 .5 £
k7 i = X = = < o =
S 2 T Eg2 Zck £ £ =
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o = > S X X EcE ¢ o c =
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n — a HF OFOW O X X o

A — simirh (<24 saat) E E E E
B — kisa siireli (>24 saat ila 30 giin) E E E E
C — uzun vadeli (>30 giin) E E E E E E E

* E: ligili biyolojik sonlanim noktasinin degerlendirilmesinin gerekli oldugunu géstermektedir.
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Dolasim Yoluyla Kanla Temas

Bu grup cihazlarda riskin artmasi nedeniyle daha kapsamli bir degerlendirme
gerekebilir. Bu cihazlar dolasimdaki kanla dogrudan veya dolayli temas eder. Ornek
olarak cozelti uygulama setleri, gegici kalp pili elektrotlari, oksijenatorler, diyaliz

hortumlar1 ve kalp kapakgiklari verilebilir (Sekil 2.14.).

___________________________________

___________________________________________________

Cozelti uygulama Kalp kapakgigl Diyalizorler ile diyaliz
setleri hortumlari ve aksesuarlari

Sekil 2.14. Dolasimdaki kanla temas eden tibbi cihazlara 6rnekler (5).

Bu cihazlar i¢in Tablo 2.5’de degerlendirme yapilmasi beklenen sonlanim
noktalart ISO 10993-1:2025 standardi temel alinarak belirtilmistir. Biyolojik
degerlendirme diger gruplarda belirtilen etkileri icermektedir. Buna ilave olarak gegici
stireli kullanim1 olsa bile kan uyumlulugunun degerlendirilmesi gerekmektedir.
Standart bu gruptaki cihazlar i¢in degerlendirme kapsamini ¢izmekle birlikte bazi
cthazlar i¢in degerlendirme noktalarini degistirebilmektedir. Bu nedenle bu tablolar
genel bir bakis saglamakla birlikte her cihaz 6zelinde gereklilikler ilgili standartlar,

dokiimanlar dogrultusunda degerlendirilmelidir (5, 54).

Tablo 2.6. Dolasimdaki Kanla Temas eden Cihazlar i¢in Biyolojik Etkiler (5)

Sure

Temasimdan
Sonra Yerel Etkiler

Sitotoksisite
Toksisite
Doku

m
*

A — sinirh (524 saat)

m

B — kisa siireli (>24 saat ila 30 giin)

Karsinojenite
m M M Kan Uyumlulugu

m m M irritasyon
m M M Duyarhhk

m m M gistemik
m M M Genotoksisite

E E

C — uzun vadeli (>30 glin) E

* E: llgili biyolojik sonlanmim noktasinin degerlendirilmesinin gerekli oldugunu gostermektedir.
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ISO 10993-1 cihaz kategorilerine gore biyolojik degerlendirme cercevesi
sunmakla birlikte her cihaz ozelinde ilave test gerekliliklerinin olugabilecegini
belirtmektedir. Bu nedenle her cihaz 6zelinde ilgili standartlar, dokiimanlar g6z
onlnde bulundurularak risk degerlendirmesinin yapilmasi ve olasi biyolojik etkilerin

belirlenmesini 6nermektedir (5, 6).

Biyolojik degerlendirme siireci ilgili ¢aligmalarin tamamlanmasi sonrasinda da
devam etmelidir. Bu slire¢ cihazin tiim yasam donglsiinii kapsamaktadir. Cihazin
piyasaya arz edildikten sonra klinik kullanimi sirasinda insanlarda beklenmedik advers
reaksiyonlar veya olaylara yol agip agmadigi gozlemlenmelidir. Bu nedenle cihaz
piyasaya arz edildikten sonra elde edilen veriler dogrultusunda biyolojik
degerlendirme yeniden degerlendirilmeli ve gerektiginde giincellenmelidir. Imalatg1
piyasaya arz sonrast g0zetime iliskin bir sistem kurmali ve bunu teknik
dokiimantasyonun bir parcasi haline getirmelidir. Imalat¢1 piyasaya arz sonrasi
gbzetimi saglamak amaciyla olusturdugu plan dogrultusunda cihaza iligkin ciddi
olumsuz olaylar, saha giivenligi diizeltici faaliyetleri, ciddi olmayan olumsuz olaylar,
istenmeyen yan etkiler, trend raporlamasi, teknik literatiir, veri tabanlar1 veya kayitlar,
geri Dbildirimler, sikayetler hakkinda sistematik bilgi toplamali ve bu verileri
degerlendirmelidir (55). Bu degerlendirme sonucunda elde ettigi c¢iktilar
dogrultusunda biyolojik degerlendirme sirecini g6zden gecirmelidir. Buna ilave
olarak malzeme, ambalaj, sterilizasyon metodu, kullanim amaci degisikligi gibi
cihazin tasarim, lretim ve lretim sonrasi faaliyetlerinde yapilacak degisikliklerde
biyolojik degerlendirme siirecinin g6zden gecirilmesini gerektirmektedir. Yeniden
degerlendirme kapsaminda bu degisikliklerin ek veri veya test gerekliligi olusturup

olusturmadigi degerlendirilmeli ve bilimsel olarak raporlanmalidir (5, 43, 56).

Cihaza yonelik degerlendirilmesi gereken biyouyumluluk testleri
belirlendikten sonra ilgili standartlar temel alinarak testler gerceklestirilir. Tibbi
cthazlarda numune se¢imi, numunelerin 6n hazirligi, numune deney kosullari i¢in ISO
10992-12:2021 standardi genel bir ¢er¢eve sunmaktadir. ISO 14971:2019 standardi
tiretim siirecindeki degisiklikler veya tiretim siireci kaynakli tehlikelerin 6rnegin katki

maddeleri, temel malzeme safsizliklar1 ve temizlik ve dezenfeksiyon maddeleri gibi
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olast kalint1 risklerinin test numunelerinin tasariminda ve hazirlanmasinda dikkate

alinmasi gerektigini belirtir (5).

ISO 10993-12:2021 standardi numunelerin hazirlanmasinda ekstraksiyon
metodunu tanimlar. Buna gore iiriin ekstrakte edilecek ise nihai {iriiniin dogasina,
kullanimina ve testin amacina (6rnegin, tehlike tanimlama, risk tahmini veya risk
degerlendirmesi) uygun bir ¢oziicli se¢ilmelidir. Ekstraksiyon kosullar1 belirlenirken
tibbi cihaz malzemelerinin, sizabilir maddelerin veya kalintilarin fizikokimyasal
ozelliklerinin dikkate alinmasi gerekmektedir. Bu amagla ISO 10993-18: 2020 Risk
yonetimi siireci kapsaminda tibbi cihaz malzemelerinin kimyasal karakterizasyonu,
ISO 10993-19 Malzemelerin  fizikokimyasal, morfolojik ve topografik
karakterizasyonu gibi standartlardan yararlanilmalidir. Bununla birlikte spesifik iiriin
ozellikleri icin ilgili standartlar dikkate alinmalidir. Ornegin nanomalzemelerin veya
nanoyapili malzemelerin test edilmesi i¢cin numune hazirlamada ISO 10993-22: 2017
standard1 dikkate alinmalidir. ISO 10993-12: 2021 standardi kapsam olarak cihazlarin
ekstraksiyon kosullarini igermektedir. Ancak giiniimiize yakin donemlerde ekstrakte
edilemeyen tibbi cihazlara yonelik tanimlamalar yapilmistir (10). 1ISO 10993-23:2021
standardinda ekstraksiyon i¢in uygun olmayan materyallerden bahsedilmis ve bunlara

ornek olarak sivilar, jeller, macunlar ve partikiiller verilmistir (57).

Cihazin temas siiresi ve yerine gore degerlendirilmesi gereken biyolojik
etkilere iligkin testler degismekle birlikte genel olarak tiim cihaz gruplar igin
yapilmasi beklenen 3 biyouyumluluk testi vardir. Kimyasal karakterizasyon, literatiir
taramasi, klinik oncesi ve klinik kanitlarla bu testlerin yapilmasina gerek olmadigi
gerekcelendirilemediginde tiim risk sinifindaki tibbi cihazlar i¢in bu testlerin
yapilmasi gerekmektedir. Bu 3 test sitotoksisite, irritasyon ve duyarlilik testleridir. Bu
temel testler gerceklestirilirken kilavuzluk saglamasi amactyla Sitotoksisite testleri
icin ISO 10993-5, duyarlilik i¢in 1SO 10993-10, irritiasyon testleri icin 1SO 10993-23
standard1 olusturulmustur (6).
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2.3.3. Biyouyumluluk Testleri

a. Sitotoksisite Testi

ISO 10993-1: 2025 igerisinde bir cihazin sitotoksisitesinin degerlendirilmesi
olumsuz biyolojik etkilerin varligini belirlemek i¢in yapilan ilk degerlendirme olarak
tamimlanmaktadir. Bu nedenle temas siiresinden bagimsiz olarak insan vicudu ile
dogrudan ve dolayli olarak temas eden tiim tibbi cihazlarin sitotoksisite potansiyelinin
degerlendirilmesi onemlidir(5). 1ISO 10993-5 standard: sitotoksisite testlerine iliskin
tanimlamalar icermektedir. Bu testlerde genel olarak kiiltiirlenmis memeli hiicreleri 24
saat boyunca tibbi cihaz veya 6ziitlerine maruz birakilmaktadir. Testler icin genellikle
Balb 3T3 (fibroblastlar), L929 (fibroblastlar) ve Vero (bdbrek kaynakli epitel

hiicreleri) hiicre hatlari kullanilmaktadir (6).

Hiicre canlilig1 ve olumsuz hiicre reaksiyonlarin1 degerlendirmek icin birincil
sonlanim noktalar1 degerlendirilmektedir. Bunlar hiicre canliligi, morfolojik
degisiklikler, hiicre ayrilmasi, hiicre lizizi olarak tanimlanmaktadir. Bu son noktalar
degerlendirilerek tibbi cihazin sitotoksisitesi derecelendirilir. Hiicre canliliginin
kantitatif olarak belirlenmesi amaciyla genellikle MTT (3- (4,5-dimetiltiazol- 2-il)-
2,5-difenil-2H-tetrazolyum bromir), XTT (Sodyum 3'-[1-(fenilamino-karbonil)-3,4-
tetrazolyum]-bis(4-metoksi-6-nitro)benzensulfonik asit hidrat) ve nétral kirmizi alimi
daha nadir olarak Bradford proteini, kristal viyole, rezazurin boyasi ve tripan mavisi
testleri kullanilmaktadir (6).

Sitotoksisite testinin sonuglari i¢cin ISO 10993-5 standardi spesifik bir kabul
kriteri tanimlamamaktadir ancak kabul kriterinin tibbi cihazin niteligine, kullanim
amacina potansiyel hasta maruziyetine gore degerlendirilmesi gerektigini belirtir. Tek
basina sitotoksisite verilerine dayanarak bir cihazin klinik uygulama igin yeterli olup
olmadigina karar vermek yeterli degildir. Ancak SO 10993-5’¢ gore sitotoksisite testi
birgok diizenleyici makam tarafindan istenen birincil testtir. Kapsamli biyolojik

degerlendirme siirecinin bir pargasidir.
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b. Irritasyon testi

Draize tavsan cilt irritasyon testi, uzun yillar boyunca standart in vivo
yontemlerden biri olarak kullanilmis olup, ISO 10993-10’un 6nceki versiyonlarinda
referans test yaklagimi olarak yer almistir. Ancak etik kaygilar, hayvan kullanimini
azaltma gerekliligi ve alternatif yontemlerin gelismesi nedeniyle giincel diizenleyici
yaklasim, miimkiin oldugunca in vitro RhE tabanli yontemlerin tercih edilmesini

ongormektedir (5).

Biyolojik giivenligin degerlendirilmesinde irritasyon riskinin
degerlendirilmesi 6nemli bir basamaktir. Tibbi cihazlar i¢in ISO 10993-23: 2021
standardi tibbi cihaz irritasyon riskinin degerlendirilmesi icin gereklilikleri ele
almaktadir. Guncel 1SO 10993 standart serisinde in vitro test yontemlerinin tercih
edilmesi ve hayvan deneylerinin azaltilmas1 amaciyla diizenlemeler yapilmustir. Tlgili
standartta bu amagla in vitro test yontemleri arasinda RhE tabanli modeller ve test

metotlart tanimlanmistir (6, 58, 59).

RhE modellerinin hayvan testleri gibi etkili sonuglar saglayip saglamadiginm
degerlendirebilmek amaciyla caligmalar gerceklestirilmistir. 1SO 10993-23:2021
standardinda RhE modelleri ile yapilan ¢aligmalarda tibbi cihaz Ornekleri veya
ekstraktlarma 18-24 saat maruz birakilmasi ve olusan hiicresel tepkinin
degerlendirilmesi Onerilmektedir. Degerlendirmek amaciyla genellikle MTT testi ile
hiicre canliligi analizi gergeklestirilmekte ve sonuglar hiicre canliligi icin belirlenen
%350 kriteri dogrultusunda degerlendirilmektedir. Buna ilave olarak yapilan
caligmalarda sitokin analizinin irritasyon potansiyelini belirlemede anlamli veri

sunabilecegi degerlendirilmektedir (6, 52, 58, 60-62).

Sonug olarak irritasyon degerlendirmelerinde, in vivo yontemlerden in vitro
RhE modellerine dogru belirgin bir metodolojik gecis s6z konusudur ve bu gegis hem

bilimsel validasyon ¢alismalar1 hem de uluslararasi standartlar ile desteklenmektedir.
c. Duyarhlik Testi

Sensitizasyon, bir tibbi cihazin veya cihazdan salinan bilesenlerin bagisiklik

sistemini uyararak alerjik kontakt dermatit gibi gecikmis asir1 duyarlilik
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reaksiyonlarina neden olma potansiyelini ifade etmektedir. Sensitizasyon
degerlendirmesi, tibbi cihazlarin biyolojik giivenliginin belirlenmesinde temel
biyouyumluluk sonlanim noktalarindan biridir. ISO 10993-10 standardi kapsaminda
geleneksel olarak Gine Domuzu Maksimizasyon Testi (Guinea Pig Maximization
Test, GPMT), Buehler testi ve Lokal Lenf Nodu Testi (Local Lymph Node Assay,
LLNA) kullanilmakta olup, bu yontemler arasinda GPMT en yiiksek duyarliliga sahip
yontemlerden biri olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte, hayvan kullaniminin
azaltilmasina yonelik 3R prensipleri dogrultusunda son yillarda cilt sensitizasyonunun
degerlendirilmesinde yeni yaklasim metodolojileri gelistirilmistir. Ozellikle OECD
TG 442C, TG 442D ve TG 442E kilavuzlarinda yer alan Direct Peptide Reactivity
Assay (DPRA), KeratinoSens™, LuSens, h-CLAT ve U-SENS™ gibi in chemico ve
in vitro yontemler, cilt sensitizasyonunun advers sonu¢ yolu (Adverse Outcome
Pathway, AOP) icerisinde yer alan temel olaylarin degerlendirilmesine
dayanmaktadir. Ancak bu yontemler esas olarak kimyasal maddeler i¢in dogrulanmis
olup, tibbi cihazlardan elde edilen kompleks ekstraktlarin degerlendirilmesinde
uygulanabilirlikleri heniiz tam olarak ortaya konulamamistir. Bu nedenle ISO 10993-
10:2021 standardi alternatif yaklasimlarin potansiyelini kabul etmekle birlikte, tibbi
cthazlar i¢in kullanim alanlarimin dogrulanmasina ihtiya¢ oldugunu belirtmektedir.
Giincel yaklasimlar, hayvan deneylerinin yerini alabilecek entegre test stratejilerinin
gelistirilmesine odaklanmakta olup, 6zellikle keratinosit aktivasyonu, dendritik hiicre
aktivasyonu ve sitokin yanitlarin1 degerlendiren yontemlerin gelecekte tibbi cihaz

biyouyumluluk degerlendirmelerinde daha yaygin kullanilacagi dngoriilmektedir.

2.4. Toksisite Degerlendirmesinde Alternatif Test Yontemleri ve 3R Ilkesi

Toksikoloji, canli organizmalar ve cevre iizerinde kimyasal maddelerin,
biyolojik ve fiziksel etmenlerin olusturdugu istenmeyen zararli, olumsuz etkileri konu
alan bir bilim dalidir. Ksenebiyotik olarak tanimlanan bu maddelerin canli
organizmada ters etkilerinin ortaya ¢ikmasinda ksenebiyotigin dozu, biyolojik sistem
ile temast, absorbe edilip edilmemesi ve dagilimi rol oynamaktadir. Toksikoloji bilimi
bu olas1 ters etkilerin nasil ortaya ¢ikabilecegi, etki mekanizmasi, yarar/zarar orani,
tedavi yontemlerini; kimyasal maddelerin biyolojik giivenlik ve toksisite profilinin

degerlendirmesini ele almaktadir (63). Eski zamanlardan giinimiize hem fizyolojik
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aragtirmalar hem de toksikolojik degerlendirmeler icin hayvan deneyleri
gerceklestirilmistir. Farmasotik tiriinlerin, asilarin ve biyolojik tiriinlerin giivenlilik ve
etkinlik degerlendirmelerinde hayvan modelleri 6énemli bir rol oynamis ve hayvan
deneyleri sayesinde fizyoloji, anatomi, molekdiler biyoloji ve hastalik mekanizmalari
hakkinda 6nemli bilgiler elde edilmistir (64, 65).

Bununla birlikte, zamanla hayvan deneylerinin etik boyutu, maliyeti, zaman
gereksinimi, standardizasyonundaki zorluklar ve hayvan refah1 konusundaki
toplumsal hassasiyetin artmas1 gibi faktorler alternatif test yoOntemlerinin
arastirilmasini tesvik etmistir. Deney hayvanlar1 aragtirmalarinda standardizasyon,
deneysel bulgulara etki eden biyolojik ve ¢evresel faktdrlerin benzer olmasini ifade
eder. Bdylece, benzer arastirma prosediirleri sabit kosullarda bir bagka laboratuvarda
uygulandiginda, esdeger ve birbiri ile karsilastirilabilir sonuglarin alinmasi saglanir.
Standardizasyonu etkileyen Oncelikli faktorler, deney i¢i ve deneyler arasi
varyasyonlarin biitiinii olarak degerlendirilmektedir. Geg¢mis yillarda toksisite
testlerinde fazla sayida deney hayvani kullanilmas1 ve standardizasyondaki sikintilar
nedeniyle, son 30 yildir bilim ¢evreleri daha az hayvan kullanilan alternatif yontemlere
yonelmigtir. “Alternatif yontemler” hayvan kullanimini azaltmak, hayvan refahim
artirmak ve hayvan deneyleri yerine baska yontemleri kullanmak amaciyla gelistirilen

yontemlerdir (64, 66).

1800°1ii yillarda alternatif yontemlerin olusturulmasi i¢in zemin olusturulmaya
baslansa da bu yontemlere ilk adimin doku kiiltiiri yontemi ile oldugu
diisiiniilmektedir. 1885 yilinda Wilhelm Roux tarafindan tavuk embriyosunun mediiler
plag1 iizerinden hiicre kiiltiirii olusturulmaya calisilmistir. 1907 yilinda Ross harison
sinir hucrelerini in vitro olarak kiiltiire almay1 bagarmis ve hiicrelerin biiyiime ve
gelismesini saglamistir. Bu ¢alismalar ile hiicrelerin canli organizmadan ayrildiginda
da gelisme ihtimalinin oldugu gosterilmistir. Bu gelismeler bir¢cok arastirmacinin bu
alanda ¢alisma yapmasina aracit olmustur. Doku-hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 teknik
zorluklar icermesi nedeniyle baslangigta beklentileri karsilamasada zorluklarin
yirminci ylizyilda asilmasiyla biyolojik ¢aligmalarda yaygin olarak kullanilan bir

yontem halinde gelmistir (64).
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On dokuzuncu yiizyilin sonlarinda hastaliklarin mikrop teorisinin ve
mikrobiyoloji biliminin kurulmasi, alternatif yontemlerin incelenmesi i¢in de katki
saglayan olaylar meydana getirmistir. Yirminci ylizyilin baglarinda Paul Ehrlich
kemoterapi kavramini olusturmus ve bu kavrami sihirli mermi olarak tanimlamaistir.
Bu kavrami belirli kimyasal maddelerin hayvan veya insan hiicrelerine kiyasla
patojenik mikroorganizmalara daha segici oldugu ve bu ajanlarin hastalig1 tedavi
etmek i¢in dahili olarak verilebilecegi ilkesine dayandirmustir. Ehrlich ilaglarin
kimyasal modifikasyonu ve bunlarin patojenik mikroorganizmalara kars1 etkinligini
gozlemlemek amaciyla in vitro ortamda calismalar gergeklestirmis ve etkinligi
olabilecek maddeleri tespit ettikten sonra bu maddelere yonelik hayvanlar tzerinde
calismalar yapmistir. In vitro calismalar sifilis tedavisi icin kesfedilen Salvarsan gibi
potansiyel olarak yararli terapotik ajanlarin belirlenmesini saglamistir. Bu siire
zarfinda Amerika’da 1866 yilinda hayvan deneylerinin azaltilmasina yonelik
calismalara baslanmig, hayvan deneyini savunan kesimlerinde olmasi nedeniyle ¢ok

uzun yillar bu fikir catismasina bagl olarak iki gruba ait calismalar devam etmistir

(64).

1940l yillarda tavsan Draize testi, ham kimyasallarin veya formiilasyonlarin
(yani bitmis iriinlerin) insan derisini irrite etme potansiyelini tahmin etmek i¢in
gelistirilmis, 20. yiizyilin sonlarinda deri irritasyonini degerlendirmek i¢in yaygin
kullanilan bir yéntem haline gelmistir. Ilerleyen yillarda tavsan ve insan derisinin
fizyolojik olarak farkli olmas1 bu nedenle irrite edici maddelere farkli tepki vermesi
nedeniyle draize testinin yeterliligi sorgulanmistir. Bunun yanisira testin
tekrarlanabilirligine yonelik endise ve hayvanlarin refahina yonelik politik baski yeni
test yontemlerinin aragtirilmasina yol agmistir. 1956 yilinda Bernard Russel tarafindan
degistirme, azaltma, iyilestirme olarak adlandirilan 3R (Replacement, Reduction and
Refinement) ilkeleri paylasilmistir. Bu ilkeler paylasildigi donemde ¢ok ilgi gérmemis
ancak 1980’lerin sonuna dogru, alternatif yontemler ve 3R kavrami bilim camiasinda
ve hayvan haklar1 savunucular arasinda dnemli bir yer edinmistir. 1990'larda alternatif
irritasyon testlerinin gelistirilmesine yonelik ¢aligmalar yogunlasmis ve ECVAM
tarafindan dogrulanan farkli in vitro cilt irritasyoni metotlar1 iizerinde ¢alisilma

yapilmustir (67).
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Hiicre kiiltiirii metodolojileri, 1980°1i yillardaki rekombinant DNA devrimiyle
birlikte basit bir liretim aracindan, hastaliklarin molekiiler diizeyde manipiile
edilebildigi gelismis modelleme sistemlerine doniigsmiistiir. 2000’11 yillarin basi, hiicre
arastirmalarinda 2D modellerden, 3D Kkiiltiir tekniklerine gegisin basladigr donemdir.
2010’1u yillarda kok hiicre teknolojisinin 3D modellerle birlesmesi ve organoidlerin
kesfi, in vitro ortamda ¢ok hiicreli yanitlarin izlenmesini miimkiin kilmistir. 2020°1i
yillar ise biyobaski yontemleri ve doku miihendisligi uygulamalar1 ile karmasik
biyolojik yapilarin laboratuvar ortaminda yeniden olusturulmasi acisindan bir dénem
olmustur. Arastirma modellerinin yillar igerisindeki gelisimi Sekil 2.15.°de

Ozetlenmistir.

1885 i H 1951 e
Wilhelm Roux Do George Otto | | 2000'lerin Baslar 2020'ler
‘ tarafindan | | Gey tarafindan Henrietta | Ik 3 boyutlu kultar Biyobaski ve doku
! gerceklestirilen ilk hucre | | lacks'nrahimagzi 1 tekniklerinin ortaya mhendisligindeki
| kiiltiiri denemesinin Lo kanseri biyopsisinden ! cikisi gelismeler
| kayitlara gecmesi | Hela hiicrelerinin
izolasyonu

1900'lerin Basi | | 1980ler E 2010'lar
! Hayvan hicrelerinin ! i Genetik H Organoidler gibi daha
| kiiltiirii ve daha uzun | 1 muhendisligi ve : karmasik 3 boyutlu yapilarin
E inkiibasyon igin hiicre i | Rekombinant DNA | gelistirilmesi ve kdk
i ortami gelistirmeleri. | : teknolojisindeki : hicrelerin 3 boyutlu in vitro
””””””””””” gelismeler ! modellere entegrasyonu

Sekil 2.15. Alternatif yontemlerin gelisim siireci (68).

Deney hayvanlar arastirmalarinda 3R kurali birinci R: Replacement: Yerine
koymak (alternatif metotlar1 segmek), ikinci R: Reduction: Hayvan sayisin1 azaltmak,
ucuncl R: Refinement: Kosullari iyilestirmek (hayvan refahin1 gézetmek) ilkelerinden

olusmaktadir.

Bu ilkeler ile hayvan ¢aligmalar1 yerine in vitro yontemlerin kullanilmasi,
miimkiin degilse hayvan testlerinin en aza indirilerek gergeklestirilmesi ve yapilacak
testlerde hayvanlarin stresini minimuma indirilmesi i¢in uygulamalarin iyilestirilmesi
amaclanmistir. 1960'larda ve 70'lerin baginda hayvan koruma toplulugu tarafindan
yavas yavas benimsenen bu ¢alisma 80'li yillarda ulusal mevzuata dahil edilmis ve
Avrupa ve Amerika'da endistri tarafindan benimsenmistir. 2009 yilinda ISO Teknik
Komitesi 1ISO 10993-1:2009'u yaymlamistir. Revize edilen standart i¢inde yeni test
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metotlarinin arayisina ve tercihine yonelik tesvik yapilmis, uygun sekilde valide
edilmis, glvenilir ve tekrarlanabilir in vitro test yontemi mevcut oldugu durumlarda in
vivo testlere tercih edilmesi Onerilmistir. Bu yaklasim, tibbi cihazlarin biyolojik
degerlendirilmesinde hayvan deneylerinin yerini alabilecek yeni deney yontemlerinin

gelistirilmesine yonelik arastirmalari hizlandirmistir (67).

Gunimuzde in vitro yontemler, toksisite degerlendirmelerinde hayvan
deneylerinin tamamen yerini almis olmasa da, hayvan kullaniminin azaltilmasi ve
alternatif test stratejilerinin gelistirilmesi acisindan 6nemli bir ara¢ olarak kabul
edilmektedir. Bu c¢alismalar sayesinde toksisite degerlendirmeleri daha hizl,
tekrarlanabilir ve kontrollii deney kosullarinda gergeklestirilebilmektedir. Ayrica in

vitro yontemler, maliyet ve zaman agisindan da dnemli avantajlar saglamaktadir.

Bu nedenle tibbi cihazlarin giivenlilik ve performansinin degerlendirilmesinde
temel olarak yapilmasi gereken testler arasinda yer alan iritasyon, sensitizasyon ve
sitotoksisite testlerinin yeni gelismeler ve arastirmalar dogrultusunda ele alinmasi

giincel aragtirmalara uyum agisindan 6nem tagimaktadir.

2.4.1. Alternatif Test Yontemleri- Yeni Alternatif Metotlar (NAMs)

Bilimsel aragtirmalarda hayvan kullaniminin azaltilmasini  amaglayan
caligmalar giiniimiizde Yeni Yaklasim Metodolojileri adi altinda (NAMSs) devam
etmektedir. Bu metodlar ilag, tibbi cihaz ve kimyasallar ig¢in toksikoloji ve risk
degerlendirmeleri kapsaminda yenilik¢i bir teknik ve strateji sunmaktadir. Bu
yaklagimlar in silico, in chemico, in vitro ve ex vivo gibi farkli metodlari icermektedir.
Bu modeller ile amag insan biyolojisini en iyi sekilde taklit edebilmektir (65, 69). Sekil
2.16.’da yeni yaklasim metodolojileri belirtilmistir.
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Sekil 2.16. Yeni yaklasim metodolojilerini gésteren sema (65).

llag testlerinde hayvan kullaniminin  degistirilmesi, azaltilmasi ve
iyilestirilmesi yoniindeki cabalar énemli 6l¢iide artmistir. /n vivo testlere alternatif
olarak olusturulan yontemler daha insani bir siire¢ saglamakta ve bilimsel olarak
saglam sonugclar verebilmektedir. 3R prensipleri ilag testlerinde AB hukuku tarafindan
zorunlu kilmmis ve ilgili direktife dahil edilmistir. Direktifin uygulanmasindan bu
yana, Avrupa Ilag Ajansi (EMA), 3R prensiplerinin uygulanmasina y&nelik

calismalarda bulunmustur (70).

Tibbi cihaz alaninda ise alternatif metotlarin 6nemine yonelik diizenlemeler
ISO 10993 standartlarinda karsimiza ¢ikmaktadir. ISO 10993-2, 1SO 10993-18, ISO
10993-5, 1SO 1093-23 gibi standartlarda hayvan deneyleri yerine mevcut oldugu

durumlarda alternatif test metotlarinin tercih edilmesinin gerekliligi belirtilmektedir.

Yeni yaklasim metodolojileri ilag ve tibbi cihazlar i¢in preklinik ¢aligmalarda
hayvan deneylerinin yerine alternatif saglayabilecegi diisiiniilen yontemlerdir. Bu

yontemler birkag baslik altinda ele alinmaktadir (65):



45

1.In Silico Yontemler: Bilgisayar simiilasyonlari, matematiksel modeller ve
veri analizlerinden yararlanilarak kimyasallar, ilaglar ve tibbi cihazlarin igerdigi

maddelerin farmakokinetiginin, giivenliginin ve etkinliginin tahmin edilmesi ve

degerlendirilmesidir (65, 70, 71).

2. In Chemico (Kimyasal/Biyokimyasal) Yontemler: Canli organizma veya
hicre icermeyen bu yontemler ile maddelerin molekiiler diizeydeki etkinligi
Olculebilmektedir. Maddelerin biyolojik hedeflerle etkilesimlerini ve ozelliklerini
degerlendirmek igin kimyasal analizler kullanir (Orn: Protein Baglanma Sistemleri,

Enzim Inhibisyon Analiz Sistemleri) (65, 70, 71).

3. Ex vivo Sistemler: Bir organizmadan alinan canli doku veya organ
orneklerinin kullanimini igerir. Maddelerin gercek insan dokular1 {izerinde test
edilmesine olanak taniyan yontemlerdir. Kiiltiir ortaminda muhafaza edilen insan doku
ve organlan (karaciger, kalp vb.) maddelerin lokal toksik etkileri veya bagisiklik

hiicresi infiltrasyonun incelenmesi igin bir ortam saglayabilir (65).

4. In vitro (Hiicre ve Doku Tabanli) Yontemler: 2D hiicre kiltirleri, biyobaski
(3D bioprinting) ve organ-on-a-chip (cip Ustl organ) gibi sistemleri iceren genis bir
alandir. Geleneksel ve gelismis olmak tlizere kendi i¢inde kategorize edilebilir.
Geleneksel in vitro yontemler igerisinde ¢esitli doku veya organizmalardan elde edilen
kiiltirlenmis hiicreler yer almaktadir. Gelismis in vitro yontemler igerisinde Organ-
on-a-chip teknolojisi, 3D biyobaski, doku miihendisligi sistemleri, sferoidler ve
organoid kultdrleri yer almaktadir. Bu modeller ile insan dokusuna daha benzer bir
ortamin ( hiicre sayisi, mikro ¢evresi, pH dengesi ve mekanik stresi) simile edilmesi

amaclanmaktadir (65, 71, 72).

3D in vitro modeller 2D hiicre kiiltiirii modellerine kiyasla insan dokularina
daha benzer, daha karmasik yapilarin modellenmesini saglar. In vitro doku modelleri

ve ornek kullanim alanlar1 Sekil 2.17.’de gosterilmistir.
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Sekil 2.17. In vitro doku modelleri ve 6rnek kullanim alanlar1 (68).

2.5. Tibbi Cihazlarin Biyolojik Giivenliginin In vitro Yontemlerle
Degerlendirilmesi

Toksisite degerlendirmelerinde kullanilan geleneksel hayvan modellerinin baz

sinirliliklart bulunmaktadir. Bu smirliliklar arasinda yiiksek maliyet, uzun deney

stireleri, tiirler aras1 biyolojik farkliliklar ve etik kaygilar yer almaktadir. Bu nedenle

son yillarda toksikolojik degerlendirmelerde in vitro test yontemlerinin kullanimi

giderek artmustir.

In vitro testler, biyolojik etkilerin canli organizma yerine hiicre kiiltiirleri, izole
dokular veya biyolojik sistemlerin belirli bilesenleri kullanilarak incelenmesini
saglayan yontemleri icerir. Bu testlerde genellikle primer hiicreler, siirekli hiicre hatlari

veya U¢ boyutlu hicre kiltiri modelleri kullanilmaktadir.

Hiicre Kkiiltiirii temelli testler, toksik maddelerin hiicre canliligi, hiicre
proliferasyonu, metabolik aktivite ve hicresel morfoloji Uzerindeki etkilerinin

belirlenmesine olanak saglamaktadir. Bu testler arasinda 6zellikle sitotoksisite testleri,
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toksikolojik degerlendirmelerin temel basamaklarindan biri olarak kabul edilmektedir.
Sitotoksisite testleri, bir maddenin veya materyalin hucreler tzerindeki potansiyel
toksik etkilerini belirlemek amaciyla kullanilmaktadir. Bu kapsamda MTT, XTT,
NRU test yontemleri yaygin olarak uygulanmaktadir.

Bunun yani sira, irritasyon potansiyelinin degerlendirilmesi amaciyla
gelistirilen hiicre ve doku temelli modeller de toksikoloji alaninda 6nemli bir yer
tutmaktadir. Ozellikle yeniden yapilandirilmis insan epidermisi gibi ii¢ boyutlu doku
modelleri  cilt irritasyon degerlendirmeleri ¢alismalarinda yaygin  olarak
kullanilmaktadir. Bu gelismeler, toksisite degerlendirmelerinde hayvan kullaniminin
azaltilmasina katki saglayan 6nemli alternatif yontemler arasinda yer almaktadir (59,

68).

Tibbi cihazlarin insan viicudu ile dogrudan veya dolayli temas etmesi
nedeniyle biyolojik giivenliklerinin degerlendirilmesi kritik Oneme sahiptir.
Biyouyumluluk degerlendirmesi, bir tibbi cihazin kullanim amaci dogrultusunda kabul
edilebilir ~ bir biyolojik yanit olusturup olusturmadiginin  belirlenmesini
amaglamaktadir. Bu siirecte cihazin kullanim stiresi, temas ettigi doku tipi, temas sekli,

materyal 6zellikleri ve maruziyet kosullar1 dikkate alinmaktadir.

Tibbi cihazlarin biyolojik degerlendirilmesinde temel referans dokiiman olan
ISO 10993 serisi standartlar, risk temelli bir yaklasim benimsemekte ve biyolojik
giivenligin degerlendirilmesinin yalnizca test sonuglarina degil, tiim mevcut bilimsel
verilerin butiinciil olarak analiz edilmesine dayanmasi gerektigini belirtmektedir. Son
yillarda ISO 10993 standart serisinde yapilan giincellemelerle birlikte, biyolojik
degerlendirmelerde hayvan kullaniminin azaltilmasi ve alternatif ydntemlerin
kullaniminin artirilmasi hedeflenmistir. Bu dogrultuda sitotoksisite ve irritasyon gibi
biyolojik sonlanim noktalarinin degerlendirilmesinde in vitro yontemler 6n plana

cikmaya baslamistir.

In vitro yéntemler; hizli sonu¢ alinabilmesi, deney kosullarinin yiiksek
diizeyde kontrol edilebilmesi, maliyet avantaj1 saglamasi ve insan biyolojisini daha iyi
temsil edebilen hiicre ve doku modellerinin kullanilabilmesi gibi 6nemli avantajlara

sahiptir. Ozellikle RhE gibi ii¢ boyutlu doku modellerinin gelistirilmesi, tibbi
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cihazlarin lokal biyolojik etkilerinin degerlendirilmesinde in vitro yaklasimlarin

kullanim alanini genisletmistir.

Bununla birlikte, mevcut ¢alismalarin 6nemli bir kismi kat1 ve ekstrakte edilebilir tibbi
cihaz materyalleri iizerinde yiiriitiilmiis olup, sivi, jel, krem, macun ve partikiil
formundaki ekstrakte edilemeyen tibbi cihazlarin dogrudan in vitro yontemlerle
degerlendirilmesine iliskin veriler sinirlidir. Bu nedenle, s6z konusu iiriin gruplarinda
alternatif in vitro yaklasimlarin uygulanabilirliginin arastirilmasi ve biyolojik giivenlik

degerlendirmelerinde kullanilabilecek bilimsel verilerin artirilmasi 6nem tasimaktadir

(6, 44, 67).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Kimyasal Maddeler
Dimetilsulfoksit, DMSO
Dulbecco’ Modified Eagle's Medium
(DMEM) besiyeri

Dulbecco's Phosphated Buffer Saline
(DBPS)

Fotal Bovin Serum (FBS)
3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyumbromir (MTT)
Penisilin-Streptomisin

Sodyum Hidroksit

Tripan Mavisi

Tripsin EDTA

Kapali 24 kuyucuklu EpiDerm™ (EPI-
200-SIT) doku Kiti

%5 Sodyum Dodesil

Cozeltisi

Sulfat (SDS)

Izopropil alkol

IL-2, IL-4, IL-6, IL-8 ve TNF-a
ELISA Kitleri

Firma Ad1
Sigma Aldrich

Biological Industries

Biological Industries

Biological Industries
Sigma Aldrich

Biological Industries

Riedel-de-Haén

Sigma Aldrich

Gibco

MatTek Corporation EpiDerm™ (EPI-
200-SIT)

MatTek Corporation EpiDerm™ (EPI-
200-SIT) kiti bileseni

MatTek Corporation EpiDerm™ (EPI-
200-SIT) kiti bileseni

Bioassay Technology Laboratory (BT-
Laboratory)



3.1.2. Kullanilan Arac ve Gerecler

Kullanilan Cihazlar

5 ml'lik Dispenser

5 ml'lik steril plastik pipet
10 ml'lik steril plastik pipet
15 ml'lik Falkon tup

25 ml'lik steril plastik pipet
25 cm?'lik flask

Naylon mesh, 8§ mm c¢apinda, 200 pm
g0zenekli (EPI-MESH)

24 kuyucuklu mikroplak

6 kuyucuklu mikroplak

50 ml'lik Falkon tip

75 cm?lik flask

96 kuyucuklu mikroplak
10 ul'lik pipet

100 pl'lik pipet ucu

100 pl'lik mikropipet

1000 pl'lik pipet ucu

1000 pl'lik pipet
Buzdolab1

Cam pastor pipeti
Deiyonize su cihazi

Derin Dondurucu (-20°C)
Derin Dondurucu (-80°C)
Etlv

Handystep

Hassas Terazi

Hucre Dondurma Tipu
Inkiibator

Kapakl tiip (1.5 ml)

Laminar Akimli1 Kabin
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Firma Ismi ve Modeli
Eppendorf

Krigen

LP Italiana SPA
Kirgen

Cellstar

Corning

MatTek Corporation EpiDerm™ (EPI-
200-SIT) kiti bileseni
Corning

Collstar

Kirgen

Corning

Collstar

Socorex

Eppendorf

Socorex

Eppendorf

Socorex

Arcelik

Interlab

Barnstead EASY pure UV
Arcelik AEG-1350S
Revco

Dedeoglu

Brand

Mettler Toledo

Kirgen

Panasonic

Eppendorf

Holten Laminair
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Multipipet Socorex

Neubauer Cami Marienfeld

Otoklav Monarch

Otomatik Pipetor Topscien

Rezervuar Isolab

Santrifuj Heraeus, Hettich

Su Banyosu Termal® Laboratory Tools
UV Spektrofotometre Shimadzu

Yatay Calkalayici Edmund Buhler

3.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.2.1. Hiicre Kiiltiirii Besiyerinin Hazirlanmasi

Hiicre hatlarinin ¢ogaltilabilmesi amaciyla 500 ml yiksek glikozlu Dulbecco’
Modified Eagle's Medium (DMEM) icerisine %10 Fotal Bovin Serum (FBS) ve %1

Penisilin-Streptomisin eklenerek besiyeri hazirlanmistir.
3.2.2. Sitotoksisite Calismalari icin MTT Cozeltisinin Hazirlanmasi

MTT c¢ozeltisi hazirlanabilmesi i¢in 10 mg MTT hassas terazide tartilarak 1 ml
DPBS i¢inde ¢oziilerek hazirlanmistir.

3.2.3. Test edilecek tibbi cihazlarin sitotoksisite caliymalar:r icin
cozeltilerinin hazirlanmasiTez calismas1 kapsaminda ekstrakte edilemeyen 5 farkli
tibbi cihaz kullanilmigtir. Bunlarin  %10’luk (h/h) c¢Ozeltileri hicre kultard
medyumunda hazirlanmis ve ¢alisma sirasinda - diliisyonla 8 farkli konsantrasyonda

uygulama yapilmstir.

3.2.4. Elisa Testleri icin Standart Cézeltisi Hazirlama

» IL-2 Analizi icin Standart Cozeltisi Hazirlama

Stok c¢ozeltiden yararlanarak 5 adet standart ¢ozelti, ardisik diliisyon ile
hazirlanmistir. Bu amagla 1. tlp igerisinde 120 pL stok ¢ozelti (2400 ng/L), 120 pL
standart seyreltici eklenerek 1200 ng/L stok ¢ozelti hazirlanmigtir. Bu standarttan 120

mikrolitre alinarak bir sonraki tiipe eklenmis ve sirasiyla seri seyreltme metodu ile 600
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ng/L, 300 ng/L, 150 ng/L ve 75 ng/L konsantrasyonlarda standart cozeltiler
hazirlanmistir. Ayrica kor ¢ozelti olarak da standart seyreltme ¢ozeltisi kullanilmistir

(Sekil 3.1.).

120 L 120pl  120pL  120pL 120plL

M~ NN

Reconstituted
Standard

1200l 600pL  300pL  150pL  7Spl

STD1 STD2 STD3 STD4 STDS STDO

Sekil 3.1. IL-2 Analizi i¢in Standart ¢ozeltilere ait diliisyonlarin hazirlanmasi.

» IL-4 Analizi i¢in Standart Cozeltisi Hazirlama

IL-4 analizinde kullanilacak standart egrinin olusturulmasi amaciyla stok
standart ¢dzeltiden seri diliisyon ydntemiyle standart ¢dzeltiler hazirlanmustir. ilk
diliisyon asamasinda 120 pL 1280 ng/L konsantrasyonundaki stok standart ¢ozelti ile
120 pL standart seyreltici karigtirilarak 640 ng/L konsantrasyonunda standart ¢ozelti
elde edilmistir. Daha sonra bu ¢ozeltiden alinan 120 pL hacim, esit hacimde standart
seyreltici iceren tiiplere aktarilarak ardisik iki kat seyreltmeler gergeklestirilmis ve
sirastyla 320, 160, 80 ve 40 ng/L konsantrasyonlarinda standart ¢ozeltiler
hazirlanmistir. Kor olarak yalnmizca standart seyreltici ¢ozeltisi kullanilmistir. (Sekil

3.2).
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120 pL 120 pL 120l 120 pl 120 pL

/\ NN

Reconstitubed

40Pl 320pL  160pL SopL 40 pL

CSTD1 sTD2 5TD3 5TD4 STDS 5TDO

Sekil 3.2. IL-4 Analizi i¢in Standart ¢ozeltilere ait diliisyonlarin hazirlanmasi.

» IL-6 Analizi icin Standart Cozeltisi Hazirlama

IL-6 analizinde kullanilacak standart ¢Ozeltiler, stok standart ¢ozeltiden
yararlanilarak seri diliisyon yontemi ile hazirlanmistir. Bu amagla 640 ng/L
konsantrasyonundaki stok standart ¢ozeltiden 120 pL alinarak ayni hacimde standart
seyreltici ile karistirilmis ve 320 ng/L konsantrasyonunda ilk standart elde edilmistir.
Ardindan iki kat seri seyreltme yontemi uygulanarak sirasiyla 160, 80, 40 ve 20 ng/L
konsantrasyonlarinda standart ¢ozeltiler hazirlanmistir. Kor ¢ozeltisi olarak standart

seyreltici kullanilmistir (Sekil 3.3.).

120 L 120pl 1204l 120uL 1204

/\ NN

Reconstitubed

320pL  160pL  BOpL a0 pL 20 uL

C5TD1 5TD2 5TD3 STD4 5TD5 5TDO

Sekil 3.3. IL-6 Analizi i¢in Standart ¢ozeltilere ait diliisyonlarin hazirlanmasi.

» IL-8 Analizi icin Standart Cozeltisi Hazirlama

IL-8 standart egrisinin olusturulmasi amaciyla stok standart ¢ozeltiden seri

diliisyonlar hazirlanmistir. Ik olarak 1280 ng/L konsantrasyonundaki stok standart
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cozeltiden 120 pL alinarak 120 pL standart seyreltici ile karistirilmis ve 640 ng/L
konsantrasyonunda baslangi¢ standardi elde edilmistir. Daha sonra ardigik iki kat
seyreltmeler uygulanarak sirasiyla 320, 160, 80 ve 40 ng/L konsantrasyonlarinda
standart ¢ozeltiler hazirlanmistir. Negatif kontrol (kor) olarak standart seyreltici
kullanilmistir (Sekil 3.4.).

120 L 120pl  120p  120pL 1204

/\ NN

Reconstibubed
Standard

640pL  320pL  160pL  SOpL 40 pL

_STD1 5TD2 STD3 5TD4 5TDS 5TDO

Sekil 3.4. IL-8 Analizi i¢in Standart ¢ozeltilere ait diliisyonlarin hazirlanmasi.

» TNF-0 Analizi icin Standart Cozeltisi Hazirlama

TNF-o analizinde kullanilacak standart ¢ozeltiler seri diliisyon yontemi ile
hazirlanmistir. Bu kapsamda 960 ng/L konsantrasyonundaki stok standart ¢ozeltiden
120 pL alinmis ve aym hacimde standart seyreltici ile karistirilarak 480 ng/L
konsantrasyonunda ilk standart ¢ozelti elde edilmistir. Bu ¢6zeltiden ardisik olarak
gerceklestirilen iki kat seyreltmeler sonucunda sirasiyla 240, 120, 60 ve 30 ng/L
konsantrasyonlarinda standart ¢ozeltiler hazirlanmistir. Kor ¢ozeltisi olarak standart

seyreltici kullanilmistir (Sekil 3.5).
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120 L 120pl 1200 120pL 1204

[N NN

Reconstibuted
Fandard

480 pL 240 pL 120 pL 60 pL 30 pL

5TD1 5TD2 S5TD3 5TD4 5TD5 5TDO

Sekil 3.5. TNF-a Analizi i¢in Standart ¢ozeltilere ait diliisyonlarin hazirlanmasi.
3.3. Yontemler

Bu tez caligmasinda hayvan ¢aligmalarinin azaltilmasi amaciyla 6nem kazanan
in vitro alternatif yontemlerin ekstrakte edilmeyen tibbi cihazlarin giivenliliginin
degerlendirilmesinde etkinliginin gosterilmesine katkida bulunmak amaglanmistir. Bu
amacla ekstrakte edilemeyen tibbi cihazlar kapsaminda 5 Urin belirlenmistir.
Belirlenen trtnler Hiyallronik asit dermal dolgu ve dudak dolgusu, ultrason jeli, yara

bakim jeli ve kalsiyum hidroksipatit dermal dolgudur.
Kullanmilan tibbi cihazlar:

1:Hiyaltronik Asit Dermal Dolgu

2: Ultrason Jeli

3: Yara Bakim Jeli

4: Kalsiyum Hidroksi Apatit Dermal Dolgu
5: Hiyolironik Asit Dudak Dolgusu

3.3.1. Hicre Kiltari

Calismada 3T3 hiicre hatti kullanilmistir. Bu hiicreler, fare (Mus musculus)
embriyonik fibroblastlarindan tiiretilen hiicre hattidir. Hiicreler, DMEM besiyeri
icerisinde 75 cm? °lik hiicre kiiltiirii plaklarma ekilerek, 37°C'de %5 CO2 salmim

sartlarin1 saglayan inkiibator ortaminda ¢ogaltilmistir.
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3.3.2. 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyumbromir (MTT)
Testi

Hiicre canliligi ve proliferasyonunun degerlendirilmesinde, materyallere
dogrudan veya dolayli maruziyet esasina dayanan c¢esitli toksikolojik tarama
yontemleri kullanilmaktadir. Bu yontemler arasinda 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromir (MTT) testi, en yaygin kullanilan yontemlerden biri olup
sitotoksisite degerlendirmelerinde altin standart yontemlerden biri olarak kabul
edilmektedir (73). MTT temelli prosediirler; memeli hiicre hatlari, bakteriler ve
mantarlar dahil olmak iizere farkli biyolojik sistemlerde yaygin sekilde
uygulanmaktadir (74). Bu yontemde hicrelerin metabolik aktivitesi kolorimetrik

olarak degerlendirilmekte ve elde edilen sonuglar hiicre canlilig1 hakkinda dolayli bilgi

saglamaktadir.
\\/L \)\N
¢ ,.'N Mitokondriyal Red(ktaz S U
s _ HN-N
" O
NG\ N=N
o0 O
3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5- (E,Z)-5-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-
difeniltetrazolyum bromar 1,3-difenilformazan
(MTT) (Formazan)

Sekil 3.6. MTT nin formazana indirgenme mekanizmasi (75).

MTT methodu Mossman tarafindan 1983 yilinda gelistirilmistir ve reaksiyon
Sekil 3.6. 'da gosterilmektedir (75). MTT testi, 96 kuyucuklu plaklarda
gergeklestirilmektedir. MTT testinin amaci, ¢ogalan canli hiicreler tarafindan artan
dehidrogenaz aktivitesine bagli olarak mitokondriyal rediiktaz enzimi ile
tetrazolyumdan olusan mor renkli formazan kristallerinin absorbansinin kolorimetrik

olarak spektrofotometrede dlgtlmesidir.

Yapilan calismada, uygulanan tibbi cihaz test orneklerinin sitotoksisitenin
degerlendirilmesinde MTT testi kullanilmigtir. Bu amagla, test maddelerinin
uygulanmasini takiben 100 ul DPBS i¢inde ¢6ziinmiis olan 10 mg/ml MTT her bir

kuyucuga ilag ¢ozeltilerinin dikkatli bir sekilde uzaklastirilmasini takiben eklenmis ve
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3 saat inkiibasyona birakilmistir. Olusan formazan kristalleri MTT nin
uzaklagtirilmasini takiben 100 ul DMSO eklenerek ¢oziilmiis, 570 nm' de absorbans
degerleri Olc¢lilmiistiir. Negatif kontrol olarak kullanilan hiicrelerin absorbans degeri
%100 kabul edilerek, sitotoksik ilaglarin uygulandigi hiicrelerin absorbans degerlerine

gore hiicre canlilik %’leri hesaplanmistir.

3.3.3. Ekstrakte Edilmeyen Tibbi Cihazlarin Sitotoksisitelerinin
Degerlendirilmesi

Sitotoksisite degerlendirmelerinde, test materyalinin jel formunda olmasi ve

yiiksek viskoziteye sahip yapisi nedeniyle standart ekstrakt yaklagimina ek olarak

uygun diliisyon serileri uygulanmistir. Bu kapsamda test, %10 baslangic

konsantrasyonundan itibaren seri diliisyonlar halinde gergeklestirilmistir.

ISO 10993-5 kapsaminda sitotoksisite testlerinde temel yaklasim cihaz
ekstraktinin hiicre kiiltiirlerine uygulanmasi olmakla birlikte, test materyalinin
fizikokimyasal Ozelliklerine bagli olarak uygun dillisyon stratejisinin belirlenmesi
laboratuvarin bilimsel degerlendirmesine birakilmaktadir. Bu nedenle jel formundaki
tibbi cihazlar i¢in %10’dan baslayan diliisyon serisinin kullanilmasi, hiicre kiiltiiri
sisteminde olas1 interferansin azaltilmasi ve doz-yanit iliskisinin daha dogru

degerlendirilmesi amaciyla tercih edilmistir.

Calismada kullanilacak hiicre sayis1 ve uygulanacak tibbi cihaz dozlarinin
belirlenmesi amaciyla onceki caligmalar incelenmistir. Belirlenen sayilara uygun
olarak c¢alisma gergeklestirilmistir. Test maddelerinin sitotoksisite potansiyelleri 3T3

hiicrelerinde degerlendirilmistir.

Hicrelerin flasklara ekilmesini takiben tutunmalari saglanmistir. 3T3
hiicrelerinin bulundugu flasklardan 6li hiicreler ve besiyeri uzaklastirildiktan sonra
hiicre flasklarindaki medyum kalintis1t DPBS eklenerek yikanmistir. Ardindan tutunan
hicrelere 4 ml tripsin eklenmis ve hlicreler 5 dk inktbatorde tutularak flasktan ayrilmis
ve siispande edilmistir. Bunun ardindan hiicreler inkiibatérden c¢ikarilmis ve
mikroskop ile hiicrelerin ayrilip ayrilmadiklar1 kontrol edilmistir. Flask icerisindeki
hiicrelerin slispande edildigi goriildiikkten sonra Tripsin-EDTA’nin inaktif hale

getirilmesi igcin 8 ml besiyeri eklenmistir. Steril pipet ile hlcrelerin homojen olarak
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dagilmasi saglanmugtir. Steril bir tip igerisine sispande hiicre igceren ortamdan 1 ml
alinmis ve tripan mavisi eklenmistir. Bu karisimdan belirli miktar alinarak hiicre sayim
cihazi ile sayim yapilmistir. Hiicre sayiminda ortalama alinmis ve 1ml besiyeri icin

hiicre sayis1 belirlenmistir. Daha sonra eldeki hiicre sayis1 hesaplanmistir.

Tibbi cihaz test maddelerinin uygulamasindan 6nce, 96 kuyucuklu plaklara her
kuyucukta 100 mikrolitrede 10.000 hiicre olacak sekilde hiicre ekimi yapilmistir.
Plaklar %5 CO: iceren ve 37°C’lik inkiibatére yerlestirilmis ve 24 saat inkibe

edilmistir.

Inkiibasyonun ardindan inkiibatdrden ¢ikarilan plaklardaki besiyeri hiicrelere
zarar vermeden uzaklagtirilmistir. 5 ayri tibbi cihaz 6rnegi i¢in 5 ayri tiipte hazirlanan
%10 luk konsatrasyondaki ornek besiyeri karisimindan seri seyreltme yapilacak
sekilde kuyucuklara eklenmis, bu sekilde her bir tibbi cihaz 6rnegi igin 8 farkli
konsantrasyon (%10-0,8 araliginda) ¢alisilmigtir. Hazirlanan 6rnekleri iceren plaklar
48 saat inkiibasyona birakilmistir. Sitotoksisite testlerinde hiicre maruziyet suresi 1ISO
10993-5 kapsaminda test sistemine ve {irlin tipine bagli olarak degiskenlik
gosterebilmekle birlikte, 24-72 saatlik inkiibasyon araligi literatiirde ve standart
uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu g¢alisma kapsaminda, jel
formundaki tibbi cihazin hiicre kiiltiirii sistemi 1ile yeterli temas siiresinin saglanmasi
ve olasi sitotoksik etkilerin daha stabil bir sekilde degerlendirilebilmesi amaciyla 48

saatlik inkiibasyon siiresi tercih edilmistir.

48 saatlik maruziyet siresi, hiicresel metabolik aktivitede zamana bagl
degisimlerin daha giivenilir sekilde gézlemlenmesine olanak saglayarak, erken ve geg
sitotoksik yanitlarin birlikte degerlendirilmesini miimkiin kilmaktadir. Bu nedenle
secilen inkiibasyon stresi, ISO 10993 cercevesinde yer alan genel prensiplere uygun
sekilde, test materyalinin oOzellikleri ve degerlendirme amaci dogrultusunda

belirlenmistir.

48 saat inkilbasyonun ardindan tibbi cihaz orneklerini iceren besiyeri
uzaklastirilmis ve hazirlanan MTT ¢ozeltisi kuyucuklara eklenmistir. Hiicre canliligi

negatif kontrol %100 kabul edilerek uygulama yapilan hiicreler i¢in hesaplanmustir.
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3.3.2. In Vitro Yenidel.l Yapilandirilmis U¢ Boyutlu Doku Modeli
Kullanilarak Cilt Irritasyonunun Degerlendirilmesi

Glinlimiizde hayvan deneylerine alternatif olarak gelistirilen metotlar arasinda
3 boyutlu tiretilen dokular yer almaktadir. Bu dokular ilgili bolgenin 6zelliklerini
gosterebilecek hiicresel temele sahiptir. /n vitro deri irritasyon testlerinde kullanilan
RhE modelleri, insan tiirevli epidermal keratinositlerinden olusmaktadir. Bu modeller
insan epidermisine benzer sekilde; stratum basale, stratum spinosum, stratum
granulosum, stratum corneum yapisini icerirler. Ug boyutlu dokular ile yapilan testler
biyokimyasal ve morfolojik acidan insan derisi tepkilerine yakin ve tekrarlanabilir
sonuglar elde edilmesini saglar. RHE modelleri, in vivo modellere gore hizli, kolay ve

tekrarlanabilir bir uygulama saglayabilir (52, 76).

Ticari olarak temin edilen ¢ boyutlu epidermis dokulart Uzerinde segilen ve
farkli sinifta yer alan 5 adet ekstrakte edilmeyen tibbi cihaz 6rnegi ¢alisilmistir.
Uygulama iireticinin protokolleri dogrultusunda in vitro deri irritasyon testine uygun

olarak gerceklestirilmistir. Doku 6rneginin Sekil 3.7°de yer almaktadir.

TN

EpiDerm™
Part# EPI-200 ver .2
Sterile / Lot#: 42339, Kit P

MLV

Sekil 3.7. Ticari olarak temin edilen yeniden yapilandirilmis insan epidermis
dokulari.
Her bir tibbi cihaz 6rnegi i¢in 3 doku kullanilmigtir. Caligsmalara baglamadan
Once protokolde belirtilen uygulamalar igin kullanilacak yeterli sayida beher, pamuklu
cubuk, pens, pipet hazirlanarak otoklav ile steril edilmistir. 24 lii ve 6 I1 plaklar, steril
gazli bez uygulamaya hazir edilmistir. Her bir 6rnegin uygulandigi dokunun medyum

orneklerini toplamak icin kullanilacak steril ependorflar numaralandirilmstir.

Deney Proseduru
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0. GUn- Dozlamadan 6nceki gun

Test kiti icerisindeki medium oda sicakligina getirilmis 8 adet 6 kuyucuklu
plaklara 0,9 ml besiyeri eklenmistir. Dokular tizerindeki kalintilar temizlenmis ve 24
kuyucuklu plak igerisine yerlestirilmistir. Doku 6rnekleri gorsel olarak incelendikten
sonra 6 kuyucuklu plaklara aktarilmistir. Plaklar inkibatoére (37+£1°C, %5+1 CO2,
%90 =+ %10 RH) yerlestirilmis ve 60 dakikalik 6n inkiibasyon birakilmistir. Ardindan
doku drnekleri 6 bolmeli plagin Gst bélmesinden alt bolmesine alinmis ve tekrar gece

boyunca inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.8.).

Sekil 3.8. Doku kitinde 0. Giin uygulamalarma iliskin resimler. A) Dokularin
Kontrolii B) 6’1 plaklara 0,9 ml besiyeri eklenmesi C-D) Dokularin yeni
24’li plaklara aktarilmasi ve kontrolii E) Dokularin 6’11 plaklara aktarilmasi
F) Inkiibasyon sonras1 dokularin 6’I1 plaklardaki yerlerinin degistirilmesi

1. Gin

Test igin gerekli tiim materyaller steril kabine yerlestirilmistir (Onceden
doldurulmus 150 ml DPBS igeren beherler, Steril pamuklu ¢ubuklar, steril ampul
baslikli Pasteur pipetleri, Steril DPBS ile 6nceden doldurulmus steril yikama siseleri,

Steril gazli bez, Steril uglar ve pipetler, Tiim kimyasallari igeren flakonlar, Negatif
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kontrol (NC) (steril DPBS) ve Pozitif kontrol (PC) (%5 Sodyum Dodesil Siilfat, SDS),
keskin- sivri u¢lu cimbiz, Atik i¢in 1 bilyilik beher).

Uygulanacak ornekler hazirlanmistir. Yeni yeterli sayida 6 kuyucuklu plaklar
ornek numaralarina uygun olarak numaralandirilmis (1, 2, 3, 4, 5, NC, PC) ve her bir
plak kuyucuklarina 0,9 ml besiyeri eklenmistir. Her bir kimyasal i¢in bir plak
kullanilmistir. Dokular1 iceren plaklar 6rnek uygulamasindan yaklasik 5 dakika
oncesinde oda 1sisna gelmek iizere buzdolabindan g¢ikarilmustir. Ornekler her bir
dokuya 1’er dakika arayla olacak sekilde eklenmis ve tiim plaklar 35 + 1 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda tiim dokular sirastyla yikanmistir. Ardindan tiim
dokular yeni plaklara aktarilmig ve 24+2 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir (Sekil
3.9).

Sekil 3.9. Doku kitinde 1. Giin uygulamalarina iliskin resimler. A) Orneklerin
hazirlanmasi1  B)Plaklarin numaralandirilmasi  C)Dokularin  kontrolii
D)Orneklerin uygulanmasi E-F) Inkiibasyon sonrasi dokularm érneklerden
arindirilmasi G) Dokularin yeni 6’11 plaklara aktarilmasi ve kontrolii

2. Gln
24 + 2 saatlik inkiibasyon suresinin sonunda, 6 kuyucuklu plaklarin st

sirasindaki doku insertleri alt siraya aktarilmig ve 18 + 2 saat tekrar inkibasyona
birakilmistir. 24 saatlik inkiibasyondan elde edilen ust kuyucuktaki medyum sitokin
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salinimi a¢isindan analiz edilecegi i¢in, yeterli sayida numaralandirilmig ependorflarin

igerisine aktarilmistir (Sekil 3.10.).

Sekil 3.10. Doku kitinde 2. Giin uygulamalarma iligkin resimler. A) Inkiibasyon
sonrasi plaklarin alt sirasina besiyeri eklenmesi ve dokularin aktarilmasi
B) inkiibasyon sonrasi elde edilen ortamin analiz i¢in toplanmasi

3. Gun

2 adet 24 kuyucuklu plak hazirlanmig ve orneklere uygun olarak
numaralandirilmistir. MTT ¢Ozeltisi hazirlanmis ve plaklara eklenmistir. Inkiibatérden
c¢ikarilan dokular, kurulanarak MTT ile doldurulmus 24°lii plaga aktarilmis ve 3 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon tamamlandiktan sonra MTT ¢dzeltisi aspire edilmistir.
Dokular durulanmis ve yeni plaga aktarilmistir. Dokularin her iki tarafin1 kaplayacak
sekilde plaklarin her bir kuyucuguna 2 ml izopropanol eklemis ve ¢alkalayicida 2 saat
boyunca ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon siiresi tamamlandiktan sonra insertler
delinmis ve kuyuya aktarilmistir. Ekstraksiyon ¢ozeltisi homojen olana kadar 3 kez
yukar1 asag1 pipet ile karistirilmistir. Ornekler numaralandirilmis 96 kuyucuklu plaga
atarilmig ve plak spektrofotometrede 570 nm’de okunmustur (Sekil 3.11.).



63

Sekil 3.11. Doku kitinde 3. Giin uygulamalarina iliskin resimler. A) MTT ¢0zeltisinin
hazirlanmasi B)24°lii plaklarin numaralnadiriimasi C) Dokularin kontrolii
ve MTT cozeltisi iceren plaklara aktarimi D) Inkiibasyon sonrasi goriiniim
E) MTT c¢ozeltisinin alinmasi F) Izopropanol eklenmesi G) 96 kuyucuklu
plagin numaralandirilmasi

Hesaplamalarda hatalar1 gidermek icin her bir doku ekstraktindan 2 6rnek

alinmasi gerektigi belirtilmektedir. Excel veri sayfasinda bu 6rneklerin sonuglarinin

ortalamasi alinarak tek bir degere indirgenmistir.

3.3.3. TNF- @, IL-2, IL-4, IL-6 ve IL-8 Analizleri (ELISA)

In vitro doku kiiltiirii calismalarindan elde edilen siipernatant ornekleri,
interlokin ve sitokin seviyelerinin belirlenmesi amaciyla farkli mikrosantrifiij tiiplerine
(ependorf) alinmistir. Bu 6rnekler tizerinde TNF- a, IL-2, IL-4, IL-6 ve IL-8 analizleri,
ticari olarak edinilmis olan sandvi¢ ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
yontemiyle gergeklestirilmistir. ELISA, biyolojik 6rneklerde belirli proteinlerin,

sitokinlerin, hormonlarin veya antijenlerin miktarinin belirlenmesinde yaygin olarak
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kullanilan immiinolojik bir analiz yontemidir. Yontemin temel prensibi, hedef analite
Ozgll antikorlarin kullanilmasi ve enzim ile isaretlenmis antikorlar araciligiyla
meydana gelen renk reaksiyonunun Sl¢giilmesine dayanmaktadir. Olusan renk siddeti
ornekte bulunan analit miktari ile dogru orantili olup, absorbans degerleri standart egri

kullanilarak kantitatif sonuglara doniistiiriilmektedir.

ELISA, antijen-antikor etkilesimine dayanan ve biyolojik Orneklerdeki
proteinlerin kantitatif olarak belirlenmesini saglayan bir immiinolojik analiz
yontemidir. Bu yontemde hedef analit, 6zgiil antikorlar tarafindan yakalanmakta ve
enzim konjuge antikorlar araciligiyla olusturulan renk reaksiyonu spektrofotometrik
olarak dl¢tilmektedir. Elde edilen absorbans degerleri standart egri ile karsilastirilarak

orneklerdeki analit konsantrasyonlar1 hesaplanmaktadir.
A. TNF-a Diizeylerinin Analizi

Medyum Orneklerine salinan TNF-o Diizeylerinin Analizi i¢in Bioassay
Technology Laboratory (BT LAB) marka enzim bagli immunosorban analizi (double-
antikor sandwich enzim linked immunosorbent assay, ELISA) ticari Kkiti

kullanilmistir.
Miktar Tayini Prosedtirt

Tiim standartlar, numuneler ve kor kontroller oda sicakliginda ve ¢ift (duplikat)

olarak analiz edilmistir.

Orneklerin uygulanmasi: Kér kontrol kuyucuklarina yalnizca substrat ¢ozeltileri (A ve

B) ile reaksiyon durdurucu ¢ozelti eklenmis; numune, Streptavidin-HRP ve biyotin ile
isaretlenmis TNF-a antikoru bu kuyucuklara ilave edilmemistir. Bu uygulama, arka
plan absorbansinin belirlenmesi ve spesifik sinyalin dogrulanmasi amaciyla
gerceklestirilmistir. Standart kuyucuklarma 50 uL standart ¢ozelti eklenmistir. Ornek
kuyucuklarma ise 40 pL plazma, 10 pL anti-TNF-o antikoru ve 50 pL streptavidin-
HRP ilave edilmistir. Daha sonra plak kapatma membrani ile kapatilmis, nazikce

calkalanmis ve 37°C’de 60 dakika inkiibe edilmistir.
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Yikama islemi: Yikama c¢ozeltisi distile su ile 1:30 oraninda seyreltilerek

hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti, 96 kuyucuklu mikroplakin her bir kuyucuguna 300
puL olacak sekilde uygulanmis ve ardindan uzaklastirilmistir. Baglanmamis
bilesenlerin etkin sekilde uzaklastirilmasi amaciyla bu islem toplam bes kez

tekrarlanmigtir.

Substrat reaksiyonu: Her bir kuyucuga sirasiyla 50 uL Substrat A ve ardindan 50 pL

Substrat B ¢ozeltisi eklenmis, ¢ozeltiler yavasca karistirilmistir. Ardindan plak, 1s1k
gecirmeyen bir ortamda 37°C’de 10 dakika inkiibasyona birakilmistir.

Reaksiyonun durdurulmasi: inkiibasyon siiresi sonunda reaksiyonu sonlandirmak

amaciyla her bir kuyucuga 50 pL durdurma ¢ozeltisi eklenmistir. Bu islem sirasinda
kuyucuklarda bulunan mavi renkli ¢ozelti, asidik ortam etkisiyle aninda sar1 renge

doniigsmiistiir.

Olciim: Durdurma ¢ozeltisi eklendikten sonra 10 dakika iginde optik dansite (OD)
degerleri 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak dl¢iilmiistiir.

Hesaplama: Standartlarin konsantrasyonlari ile 6lgiilen absorbans degerleri
kullanilarak standart egri olusturulmus ve regresyon denklemi hesaplanmistir. Bu
denklem araciligiyla orneklerdeki TNF-a diizeyleri nicel olarak belirlenmis ve

sonuclar ng/L cinsinden ifade edilmistir.
B. IL-2 Duzeylerinin Analizi

Medyum Orneklerine saliman IL-2 duzeylerinin analizi icin Bioassay
Technology Laboratory (BT LAB) marka enzim bagli immunosorban analizi (double-
antikor sandwich enzim linked immunosorbent assay, ELISA) ticari Kiti

kullanilmistir.
Miktar Tayini Proseduru

Tiim standartlar, numuneler ve kor kontroller oda sicakliginda ve ¢ift (duplikat)

olarak analiz edilmistir.
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Orneklerin uygulanmasi: Kér kontrol kuyucuklarina yalnizca substrat ¢dzeltileri (A ve

B) ile reaksiyon durdurucu ¢ozelti eklenmis; numune, Streptavidin-HRP ve biyotin ile
isaretlenmis IL-2 antikoru bu kuyucuklara ilave edilmemistir. Bu uygulama, arka plan
absorbansinin  belirlenmesi ve spesifik sinyalin dogrulanmasi amaciyla
gerceklestirilmistir. Standart kuyucuklarma 50 uL standart ¢ozelti eklenmistir. Ornek
kuyucuklarina ise 40 pL plazma, 10 pL anti-IL-2 antikoru ve 50 pL streptavidin-HRP
ilave edilmistir. Daha sonra plak kapatma membrani ile kapatilmis, nazikge

calkalanmis ve 37°C’de 60 dakika inkiibe edilmistir.

Yikama islemi: Yikama ¢ozeltisi distile su ile 1:30 oraninda seyreltilerek

hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti, 96 kuyucuklu mikroplakin her bir kuyucuguna 300
pnL  olacak sekilde uygulanmis ve ardindan uzaklagtirllmistir. Baglanmamis
bilesenlerin etkin sekilde uzaklastirilmasi amaciyla bu islem toplam bes kez

tekrarlanmistir.

Substrat reaksiyonu: Her bir kuyucuga sirasiyla 50 uL Substrat A ve ardindan 50 pL

Substrat B c¢ozeltisi eklenmis, ¢ozeltiler yavasca karistirilmistir. Ardindan plak, 151k
gecirmeyen bir ortamda 37°C’de 10 dakika inkiibasyona birakilmistir.

Reaksiyonun durdurulmasi: inkiibasyon siiresi sonunda reaksiyonu sonlandirmak

amaciyla her bir kuyucuga 50 pL. durdurma ¢6zeltisi eklenmistir. Bu islem sirasinda
kuyucuklarda bulunan mavi renkli ¢ozelti, asidik ortam etkisiyle aninda sar1 renge

doniismiistiir.

Olciim: Durdurma ¢ozeltisi eklendikten sonra 10 dakika icinde optik dansite (OD)
degerleri 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak dl¢iilmiistiir.

Hesaplama: Standartlarin konsantrasyonlari ile 0lgiilen absorbans degerleri
kullanilarak standart egri olusturulmus ve regresyon denklemi hesaplanmistir. Bu
denklem araciligiyla drneklerdeki IL-2 diizeyleri nicel olarak belirlenmis ve sonuglar

ng/L cinsinden ifade edilmistir.
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C. IL-4 Duzeylerinin Analizi

Medyum Orneklerine salinan IL-4 Duzeylerinin Analizi igin Bioassay
Technology Laboratory (BT LAB) marka enzim bagli immunosorban analizi (double-
antikor sandwich enzim linked immunosorbent assay, ELISA) ticari Kiti

kullanilmistir.
Miktar Tayini Proseduru

Tiim standartlar, numuneler ve kor kontroller oda sicakliginda ve ¢ift (duplikat)

olarak analiz edilmistir.

Orneklerin uygulanmasi: Kér kontrol kuyucuklarina yalnizca substrat ¢dzeltileri (A ve

B) ile reaksiyon durdurucu ¢ozelti eklenmis; numune, Streptavidin-HRP ve biyotin ile
isaretlenmis IL-4 antikoru bu kuyucuklara ilave edilmemistir. Bu uygulama, arka plan
absorbansinin  belirlenmesi ve spesifik sinyalin dogrulanmasi amaciyla
gerceklestirilmistir. Standart kuyucuklarina 50 L standart ¢dzelti eklenmistir. Ornek
kuyucuklarina ise 40 puL plazma, 10 pL anti-1L-4 antikoru ve 50 pL streptavidin-HRP
ilave edilmigstir. Daha sonra plak kapatma membrani ile kapatilmis, nazikce

calkalanmis ve 37°C’de 60 dakika inkiibe edilmistir.

Yikama islemi: Yikama ¢ozeltisi distile su ile 1:30 oraninda seyreltilerek

hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti, 96 kuyucuklu mikroplakin her bir kuyucuguna 300
pL olacak sekilde uygulanmis ve ardindan uzaklastirilmistir. Baglanmamis
bilesenlerin etkin sekilde uzaklastirilmasi amaciyla bu islem toplam bes kez

tekrarlanmustir.

Substrat reaksiyonu: Her bir kuyucuga sirasiyla 50 uL Substrat A ve ardindan 50 pL

Substrat B ¢ozeltisi eklenmis, ¢ozeltiler yavasca karistirilmistir. Ardindan plak, 151k
gecirmeyen bir ortamda 37°C’de 10 dakika inkiibasyona birakilmistir.

Reaksiyonun durdurulmasi: inkiibasyon siiresi sonunda reaksiyonu sonlandirmak

amaciyla her bir kuyucuga 50 pL. durdurma ¢6zeltisi eklenmistir. Bu islem sirasinda
kuyucuklarda bulunan mavi renkli ¢ozelti, asidik ortam etkisiyle aninda sar1 renge

donlismiistiir.
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Olcum: Durdurma ¢ozeltisi eklendikten sonra 10 dakika icinde optik dansite (OD)

degerleri 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak dl¢lilmiistiir.

Hesaplama: Standartlarin konsantrasyonlari ile Olgiilen absorbans degerleri
kullanilarak standart egri olusturulmus ve regresyon denklemi hesaplanmistir. Bu
denklem araciligryla 6rneklerdeki IL-4 diizeyleri nicel olarak belirlenmis ve sonuglar

ng/L cinsinden ifade edilmistir.
D. IL-6 Duzeylerinin Analizi

Medyum orneklerine salinan IL-6 Duzeylerinin  Analizi igin Bioassay
Technology Laboratory (BT LAB) marka enzim bagli immunosorban analizi (double-
antikor sandwich enzim linked immunosorbent assay, ELISA) ticari Kiti

kullanilmuistir.
Miktar Tayini Prosedtru

Tiim standartlar, numuneler ve kor kontroller oda sicakliginda ve ¢ift (duplikat)

olarak analiz edilmistir.

Orneklerin uygulanmasi: Kér kontrol kuyucuklarina yalnizca substrat ¢ozeltileri (A ve

B) ile reaksiyon durdurucu ¢6zelti eklenmis; numune, Streptavidin-HRP ve biyotin ile
isaretlenmis IL-6 antikoru bu kuyucuklara ilave edilmemistir. Bu uygulama, arka plan
absorbansinin  belirlenmesi  ve spesifik sinyalin dogrulanmasi amaciyla
gerceklestirilmistir. Standart kuyucuklarina 50 uL standart ¢ozelti eklenmistir. Ornek
kuyucuklarina ise 40 pL plazma, 10 pL anti IL-6 antikoru ve 50 pL streptavidin-HRP
ilave edilmistir. Daha sonra plak kapatma membrant ile kapatilmis, nazikce

calkalanmis ve 37°C’de 60 dakika inkiibe edilmistir.

Yikama islemi: Yikama ¢o6zeltisi distile su ile 1:30 oraminda seyreltilerek

hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti, 96 kuyucuklu mikroplakin her bir kuyucuguna 300
pnL  olacak sekilde uygulanmis ve ardindan uzaklagtirllmistir. Baglanmamis
bilesenlerin etkin sekilde uzaklastirilmasi amaciyla bu islem toplam bes kez

tekrarlanmistir.
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Substrat reaksiyonu: Her bir kuyucuga sirasiyla 50 uL Substrat A ve ardindan 50 pL

Substrat B ¢ozeltisi eklenmis, ¢ozeltiler yavasca karistirilmistir. Ardindan plak, 151k
gecirmeyen bir ortamda 37°C’de 10 dakika inkiibasyona birakilmistir.

Reaksiyonun durdurulmasi: Inkiibasyon siiresi sonunda reaksiyonu sonlandirmak

amaciyla her bir kuyucuga 50 pL durdurma ¢ozeltisi eklenmistir. Bu islem sirasinda
kuyucuklarda bulunan mavi renkli ¢ozelti, asidik ortam etkisiyle aninda sar1 renge

doniigsmiistiir.

Olciim: Durdurma gozeltisi eklendikten sonra 10 dakika icinde optik dansite (OD)
degerleri 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak dl¢iilmiistiir.

Hesaplama: Standartlarin konsantrasyonlari ile Olgiilen absorbans degerleri
kullanilarak standart egri olusturulmus ve regresyon denklemi hesaplanmistir. Bu
denklem araciligiyla 6rneklerdeki IL-6 diizeyleri nicel olarak belirlenmis ve sonuglar

ng/L cinsinden ifade edilmistir.
E. IL-8 Duzeylerinin Analizi

Medyum orneklerine salinan IL-8 Dizeylerinin Analizi igin Bioassay
Technology Laboratory (BT LAB) marka enzim bagli immunosorban analizi (double-
antikor sandwich enzim linked immunosorbent assay, ELISA) ticari Kiti

kullanilmistir.
Miktar Tayini Prosedirt

Tiim standartlar, numuneler ve kor kontroller oda sicakliginda ve ¢ift (duplikat)

olarak analiz edilmistir.

Orneklerin uygulanmasi: Kor kontrol kuyucuklarina yalnizca substrat ¢ozeltileri (A ve

B) ile reaksiyon durdurucu ¢ozelti eklenmis; numune, Streptavidin-HRP ve biyotin ile
isaretlenmis IL-8 antikoru bu kuyucuklara ilave edilmemistir. Bu uygulama, arka plan
absorbansinin  belirlenmesi  ve spesifik sinyalin  dogrulanmasi amaciyla
gerceklestirilmistir. Standart kuyucuklarina 50 uL standart ¢dzelti eklenmistir. Ornek
kuyucuklarina ise 40 puL plazma, 10 pL anti-1L-8 antikoru ve 50 pL streptavidin-HRP
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ilave edilmistir. Daha sonra plak kapatma membrani ile kapatilmig, nazikge

calkalanmis ve 37°C’de 60 dakika inkiibe edilmistir.

Yikama islemi: Yikama ¢o6zeltisi distile su ile 1:30 oraminda seyreltilerek

hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti, 96 kuyucuklu mikroplakin her bir kuyucuguna 300
uL  olacak sekilde uygulanmis ve ardindan uzaklagtirilmistir. Baglanmamis
bilesenlerin etkin sekilde uzaklastirilmasi amaciyla bu islem toplam bes kez

tekrarlanmistir.

Substrat reaksiyonu: Her bir kuyucuga sirastyla 50 pL Substrat A ve ardindan 50 pL
Substrat B ¢ozeltisi eklenmis, ¢ozeltiler yavasca karistirilmistir. Ardindan plak, 1s1k
gecirmeyen bir ortamda 37°C’de 10 dakika inkiibasyona birakilmistir.

Reaksiyonun durdurulmasi: Inkiibasyon siiresi sonunda reaksiyonu sonlandirmak

amactyla her bir kuyucuga 50 pL. durdurma ¢ozeltisi eklenmistir. Bu islem sirasinda
kuyucuklarda bulunan mavi renkli ¢ozelti, asidik ortam etkisiyle aninda sar1 renge

doniigsmiistiir.

Olciim: Durdurma ¢ozeltisi eklendikten sonra 10 dakika icinde optik dansite (OD)

degerleri 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak l¢iilmiistiir.

Hesaplama: Standartlarin konsantrasyonlari ile 0lgiilen absorbans degerleri
kullanilarak standart egri olusturulmus ve regresyon denklemi hesaplanmistir. Bu
denklem araciligiyla 6rneklerdeki IL-8 diizeyleri nicel olarak belirlenmis ve sonuglar

ng/L cinsinden ifade edilmistir.
3.3.4. Istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi Microsoft Office Excel 2010 programi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Analiz kapsaminda gruplar arasindaki farkliliklarin
degerlendirilmesinde bagimsiz orneklem t-testi uygulanmais, istatistiksel anlamlilik
diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir. Sonuglar ortalama =+ standart sapma seklinde

sunulmustur.

[statistiksel degerlendirmelerin Excel ortaminda yapilmasi, veri setinin gorece

siirl biiyiikliige sahip olmasi ve analizlerin temel karsilastirma diizeyinde (iki grup
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aras1 farkliliklarin incelenmesi) gergeklestirilmesi nedeniyle tercih edilmistir. Bu
kapsamda Excel, gerekli parametrik testlerin uygulanmasina ve sonuglarin hizli,
tekrarlanabilir ve seffaf bi¢imde elde edilmesine imkan saglayan yeterli bir yazilim

olarak kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Sitotoksisite Bulgular:

Calismada kullanilan test 6rneklerine ait hiicre canlilik diizeyleri, %10-%0,08
(h/h) araliginda sekiz farkli konsantrasyonda degerlendirilmis ve kontrol grubu ile

karsilastirmal1 olarak analiz edilmistir.

Elde edilen sonuglara gore, 1 ve 5 numarali test 6rneklerinin igeriginde bulunan
hiyaliironik asit nedeniyle tiim test edilen konsantrasyonlarda hiicre canliligini

istatistiksel olarak anlamli diizeyde artirdig1 (p<0,05) belirlenmistir.

2 numarali test 6rneginde ise %5 ve %10 (h/h) konsantrasyonlarinda sitotoksik
etki gézlenmis, buna karsilik daha diisiik konsantrasyonlarda hiicre canliliginin kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde arttigi saptanmistir (p<0,05).
Benzer sekilde, 3 numarali test 6rneginde %10 (h/h) konsantrasyonda sitotoksisite
tespit edilirken, %2,5 (h/h) ve altindaki konsantrasyonlarda hiicre canliliginda anlamli

artis gozlenmistir (p<0,05).

4 numarali test 6rneginde de %5 ve %10 (h/h) konsantrasyonlarinin hiicre
canliligini anlaml diizeyde azalttigi, daha diisiik konsantrasyonlarda ise hiicre
canlilifinin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig

belirlenmistir (p<0,05).

Elde edilen bulgularin 6zeti Sekil 4.1°de sunulmustur.
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Sekil 4.1. Tibbi Cihaz Test Orneklerine Iliskin Sitotoksisite Bulgulari.

1:Hiyoluronik Asit Dermal Dolgu; 2: Ultrason Jeli; 3: Yara Bakim Jeli; 4: Kalsiyum Hidroksi Apatit
Dermal Dolgu; 5: Hiyoliironik Asit Dudak Dolgusu. *p<0.05: kontrolden farkli

4.2. In vitro Cilt Irritasyon Testi Bulgular

Tibbi cihaz test Orneklerinin irritasyon potansiyelinin degerlendirilmesi
amactyla alternatif test yontemlerinden biri olan Yeniden Yapilandirilmis Insan
Epidermisi (Reconstructed Human Epidermis, RhE) modeli kullanilmistir. Calismada
negatif kontrol grubuna ait doku canlilig1 %100 olarak kabul edilmis, test drneklerinin
uygulandigir  dokularin  canlilik  oranlart bu referans de8er iizerinden

degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda, tiim test &rneklerinin
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uygulandigr doku gruplarinda canlilik oranlarinin, deney prosediiriinde irritasyon
kriteri olarak kabul edilen %50 esik degerinin iizerinde kaldig1 belirlenmistir. Bu
sonuglar, incelenen tibbi cihazlarin in vitro kosullarda irritan etki gostermedigini
ortaya koymustur. Pozitif kontrol olarak kullanilan SDS uygulanan dokularda ise,
beklendigi tizere hiicre canlilik oraninin %50 nin altina diistiigii ve belirgin irritan etki
olustugu saptanmistir. Boylece test sisteminin gegerliligi dogrulanmistir. Bununla
birlikte, elde edilen veriler dogrultusunda farkli risk siniflaria ait tibbi cihazlarin cilt
irritasyon potansiyellerinin, in vitro Yeniden Yapilandirilmis insan Epidermisi modeli
kullanilarak giivenilir ve uygulanabilir sekilde degerlendirilebildigi gosterilmistir.
Elde edilen sonuglarda, test numunelerinin negatif kontrole kiyasla hiicre canliligini

anlamli sekilde ytikselttigi, pozitif kontroliin ise anlamli sekilde azalttig1 belirlenmistir

(p<0,05).

Elde edilen sonuglar Sekil 4.2°de ve Tablo 4.1’de sunulmustur.
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Sekil 4.2. In vitro Cilt Irritasyon Testi Bulgulari.

NC: Negatif Kontrol; PC: Pozitif Kontrol; 1:Hiyolironik Asit Dermal Dolgu; 2: Ultrason Jeli; 3: Yara
Bakim Jeli; 4: Kalsiyum Hidroksi Apatit Dermal Dolgu; 5: Hiyoluronik Asit Dudak Dolgusu. *p<0.05:
negatif kontrolden farkli; #p<0.05: pozitif kontrolden farkli
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Tablo 4.1. In vitro Cilt Irritasyon % Degerleri.

Gruplar % Canhlik + SS
NC 100.00+8.23*
PC 33.48+16.95"

1 127.80+18.43"#
2 111.95+18.06%
3 123.15+8.52"#
4 116.60+13.11"*
5 154.62+31.57"*

NC: Negatif Kontrol; PC: Pozitif Kontrol; 1:Hiyollronik Asit Dermal Dolgu; 2: Ultrason Jeli; 3: Yara
Bakim Jeli; 4: Kalsiyum Hidroksi Apatit Dermal Dolgu; 5: Hiyoliironik Asit Dudak Dolgusu. *p<0.05:
negatif kontrolden farkli; #p<0.05: pozitif kontrolden farkli. Sonuglar Ortalama = SS olarak verilmistir.

4.3. TNF-a Diizeylerine iliskin bulgular

Yeniden Yapilandirilmis Insan Epidermisi modeli kullamilarak gerceklestirilen
calismada, doku kiiltiir medyumlarinda TNF-a diizeyleri degerlendirilmistir. TNF-a
diizeyleri, test Ornekleri uygulandiginda NC grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli artis gostermis, ancak pozitif kontrol (PC) grubuna gore daha diisiik
seviyelerde kalmistir (p<0,05). Bu bulgu, keratinosit kaynakli inflamatuvar yanitin

indiiklendigini ancak gii¢lii bir irritan etkiye ulagilmadigini géstermektedir.

Elde edilen sonuglar Sekil 4.3’te ve Tablo 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.3. TNF-a Diizeylerine iliskin bulgular.
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NC: Negatif Kontrol; PC: Pozitif Kontrol; 1:Hiyolironik Asit Dermal Dolgu; 2: Ultrason Jeli; 3: Yara
Bakim Jeli; 4: Kalsiyum Hidroksi Apatit Dermal Dolgu; 5: Hiyoliironik Asit Dudak Dolgusu. *p<0.05:
negatif kontrolden farkli; #p<0.05: pozitif kontrolden farkli

Tablo 4.2. TNF-a Diizeyleri (ng/L).

Gruplar TNF-a (ng/L) £SS
NC 32.9 +5.6*
PC 141.6 +11.6
1 48.3+5.8™
2 53.2 +4.8"*
3 56.8 + 6.1°*
4 69.5+9.75"#
5 459 +39™

NC: Negatif Kontrol; PC: Pozitif Kontrol; 1:Hiyoluronik Asit Dermal Dolgu; 2: Ultrason Jeli; 3: Yara
Bakim Jeli; 4: Kalsiyum Hidroksi Apatit Dermal Dolgu; 5: Hiyoliironik Asit Dudak Dolgusu. *p<0.05:
negatif kontrolden farkls; #p<0.05: pozitif kontrolden farkli. Sonuglar Ortalama + SS olarak verilmistir.

4.4. IL-2 Diizeylerine iliskin bulgular

Yeniden Yapilandirilmis insan Epidermisi modeli kullanilarak gergeklestirilen

caligmada, doku kiiltir medyumlarinda IL-2 duzeyleri degerlendirilmistir.

IL-2 diizeyleri, NC grubuna kiyasla anlamli artis gostermis, PC grubuna gore
ise anlamli derecede daha diisiik bulunmustur (p<0,05). RHE modelinde IL-2
tretiminin  keratinosit stres yamitinin dolayli bir gdstergesi olabilecegi

distiniilmektedir.

Elde edilen sonuglar Sekil 4.4’te ve Tablo 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.4. IL-2 Diizeylerine iligkin bulgular.

NC: Negatif Kontrol; PC: Pozitif Kontrol; 1:Hiyoluronik Asit Dermal Dolgu; 2: Ultrason Jeli; 3: Yara
Bakim Jeli; 4: Kalsiyum Hidroksi Apatit Dermal Dolgu; 5: Hiyoliironik Asit Dudak Dolgusu. *p<0.05:
negatif kontrolden farkli; #p<0.05: pozitif kontrolden farkli

Tablo 4.3. IL-2 Duzeyleri (ng/L).

Gruplar IL-2 (ng/L) £ SS
NC 2.9+1.25"
PC 41.3+36

1 11.6 +2.6™*
2 9.6+1.85*
3 8.4 +1.63"
4 19.6 +1.75"*
5 12.4 +1.9%*

NC: Negatif Kontrol; PC: Pozitif Kontrol; 1:Hiyoliironik Asit Dermal Dolgu; 2: Ultrason Jeli; 3: Yara
Bakim Jeli; 4: Kalsiyum Hidroksi Apatit Dermal Dolgu; 5: Hiyoliironik Asit Dudak Dolgusu. *p<0.05:
negatif kontrolden farkls; #p<0.05: pozitif kontrolden farkli. Sonuglar Ortalama + SS olarak verilmistir.

4.5. IL-6 Diizeylerine iliskin bulgular

Yeniden Yapilandirilmis Insan Epidermisi modeli kullanilarak gergeklestirilen

caligmada, doku kiiltir medyumlarinda IL-6 duzeyleri degerlendirilmistir.

IL-6 diizeyleri, NC grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli artis gostermis,

ancak PC grubuna gore anlamli derecede daha diisiik seviyelerde seyretmistir
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(p<0,05). Bu sonug, keratinosit kaynakli inflamatuvar yanitin smirlt diizeyde

indiiklendigini gostermektedir.

Elde edilen sonuglar Sekil 4.5’te ve Tablo 4.4’te verilmistir.
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Sekil 4.5. IL-6 Diizeylerine iliskin bulgular.

NC: Negatif Kontrol; PC: Pozitif Kontrol; 1:Hiyollronik Asit Dermal Dolgu; 2: Ultrason Jeli; 3: Yara
Bakim Jeli; 4: Kalsiyum Hidroksi Apatit Dermal Dolgu; 5: Hiyoliironik Asit Dudak Dolgusu. *p<0.05:
negatif kontrolden farkli; #p<0.05: pozitif kontrolden farkl
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Gruplar IL-6 (ng/L) £ SS
NC 19.2+1.7%
PC 198.8 +10.6"

1 78.3£8.65*
2 106.9 + 7.45"#
3 105.6 + 10.6"*
4 116.3 + 15.3*
5 85.9+6.5*

NC: Negatif Kontrol; PC: Pozitif Kontrol; 1:Hiyoluronik Asit Dermal Dolgu; 2: Ultrason Jeli; 3: Yara

Bakim Jeli; 4: Kalsiyum Hidroksi Apatit Dermal Dolgu; 5: Hiyoliironik Asit Dudak Dolgusu. *p<0.05:
negatif kontrolden farkls; #p<0.05: pozitif kontrolden farkli. Sonuglar Ortalama + SS olarak verilmistir.

4.6. IL-8 Diizeylerine iliskin bulgular

Yeniden Yapilandirilmis Insan Epidermisi modeli kullanilarak gerceklestirilen

calismada, doku kiiltiir medyumlarinda IL-8 diizeyleri degerlendirilmistir.

IL-8 diizeyleri, NC grubuna kiyasla anlaml sekilde artmis, PC grubuna gore
ise anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0,05). Bu bulgu, epidermal modelde

kemotaktik ve proinflamatuvar yanitin test materyalleri tarafindan smirl diizeyde

uyarildigini gostermektedir.

Elde edilen sonuglar Sekil 4.6’da ve Tablo 4.5°te verilmistir.
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Sekil 4.6. IL-8 Diizeylerine iligkin bulgular.
NC: Negatif Kontrol; PC: Pozitif Kontrol; 1:Hiyoluronik Asit Dermal Dolgu; 2: Ultrason Jeli; 3: Yara

Bakim Jeli; 4: Kalsiyum Hidroksi Apatit Dermal Dolgu; 5: Hiyoliironik Asit Dudak Dolgusu. *p<0.05:
negatif kontrolden farkli; #p<0.05: pozitif kontrolden farkli.

Tablo 4.5. IL-8 Duzeyleri (ng/L).

Gruplar IL-8 (ng/L) = SS

NC 42 +8.2%

PC 2995+ 15.2"
1 85.4 +3.45™#
2 122.6 + 11.3"*
3 118.9 + 8.75"*
4 204.3 + 14.9*
5 100.8 + 7.85™*

NC: Negatif Kontrol; PC: Pozitif Kontrol; 1:Hiyoliironik Asit Dermal Dolgu; 2: Ultrason Jeli; 3: Yara
Bakim Jeli; 4: Kalsiyum Hidroksi Apatit Dermal Dolgu; 5: Hiyoliironik Asit Dudak Dolgusu. *p<0.05:
negatif kontrolden farkls; #p<0.05: pozitif kontrolden farkli. Sonuglar Ortalama + SS olarak verilmistir.
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4.7. IL-4 Duzeylerine iliskin bulgular

Yeniden Yapilandirilmis insan Epidermisi modeli kullanilarak gergeklestirilen

calismada, doku kiiltiir medyumlarinda IL-4 diizeyleri degerlendirilmistir.

IL-4 diizeyleri, NC’ye kiyasla anlamhi artis gostermis, buna karsilik PC
grubuna gore anlamli derecede diisiik seviyelerde kalmistir (p<0,05). Bu durum,
epidermal hiicrelerin stres yanitt kapsaminda sitokin saliniminin  arttigini

gostermektedir.

Elde edilen sonuglar Sekil 4.7°de ve Tablo 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.7. IL-4 Diizeylerine iligkin bulgular.

NC: Negatif Kontrol; PC: Pozitif Kontrol; 1:Hiyoliironik Asit Dermal Dolgu; 2: Ultrason Jeli; 3: Yara
Bakim Jeli; 4: Kalsiyum Hidroksi Apatit Dermal Dolgu; 5: Hiyoliironik Asit Dudak Dolgusu. *p<0.05:
negatif kontrolden farkli; #p<0.05: pozitif kontrolden farkl.
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Gruplar IL-4 (ng/L) £ SS
NC 0.8+0.1%
PC 11.6+1.2

1 35+1.08"
2 6.9+ 1.85"#
3 5.1+1.63"*
4 7.15+1.75"#
5 3.8+0.95™

NC: Negatif Kontrol; PC: Pozitif Kontrol; 1:Hiyoluronik Asit Dermal Dolgu; 2: Ultrason Jeli; 3: Yara
Bakim Jeli; 4: Kalsiyum Hidroksi Apatit Dermal Dolgu; 5: Hiyoliironik Asit Dudak Dolgusu. *p<0.05:
negatif kontrolden farkls; #p<0.05: pozitif kontrolden farkli. Sonuglar Ortalama + SS olarak verilmistir.
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5. TARTISMA

T1bbi cihazlarin biyouyumluluk ve giivenlik profillerinin degerlendirilmesinde
in vitro test yontemlerinin kullanimi uzun yillardir sitotoksisite taramalari ile sinirl
kalmistir. Ancak, tibbi cihazlarin irritasyon potansiyelinin degerlendirilmesi amaciyla
¢ boyutlu yeniden yapilandirilmis doku modellerinin kullanimi, ISO 10993-23:2021
standardinin yliriirliige girmesiyle resmi bir kilavuz niteligi kazanmistir. Bu
dogrultuda, NAMs kapsaminda degerlendirilen in vitro 3D doku modellerine olan
egilim ve bu yontemlerin giivenilirligini destekleyen bilimsel g¢aligmalar ivme

kazanmustir (6, 10, 13, 59, 61, 77).

Bu tez caligmasinin amaci, ekstraksiyona uygun olmayan formiilasyon
yapisina sahip farkli risk siniflarindaki tibbi cihazlarin biyolojik giivenliklerinin,
hayvan deneylerine alternatif olarak gelistirilen in vitro yontemler kullanilarak
degerlendirilmesidir. Bu kapsamda tibbi cihaz 6rneklerinin sitotoksisite ve irritasyon
potansiyellerinin 3T3 fibroblast hiicre hattt ve RhE modeli ile belirlenmesi, ayrica
TNF-0, IL-2, IL-4, IL-6 ve IL-8 diizeylerinin analiz edilerek olugan biyolojik yanitin
daha kapsamli sekilde karakterize edilmesi amaglanmistir. Boylece ekstraksiyona
uygun olmayan tibbi cihazlarin biyouyumluluk degerlendirilmesinde yeni yaklasim

metodolojilerinin uygulanabilirligine yonelik bilimsel veri saglanmas1 hedeflenmistir.

Tez kapsaminda c¢alisilan dermal dolgular estetik ve rekonstriiktif
uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. HiyalUronik asit dermal
enjeksiyonlarin en yaygin bileseni olmakla birlikte kollajen, poli-I-laktik asit,
polimetilmetakrilat, kalsiyum hidroksiapatit gibi farkli hammaddeler de bu alanda
kullanilmaktadir. Yiiz dolgulari, yasa bagl yiiz hacmi kaybmi gidermek ve
yaslanmaya bagli ince ¢izgilerin ve kirisikliklarin goriiniimiinii azaltmak amactyla
kullanilmaktadir(78, 79). Estetik amagli kullaniminin yani sira tibbi amagl kullanimi
da s6z konusudur. Giinimiizde kullanimi gittik¢e artan bu {iriin gruplarinin giivenilir
bir sekilde insanlara ulagmasi icin tibbi cihaz yonetmeligi kapsamindaki iiriin
gerekliliklerini karsilamasi1 gerekmektedir. Hiyallronik asit bazli dolgularin genel
olarak yiiksek biyouyumluluga sahip oldugu gosterilmekle birlikte; capraz baglayici
ajanlar, partikiil boyutu, viskozite ve liretim siirecine bagli safsizliklar biyolojik yaniti

etkileyebilmektedir (80, 81).
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Canella ve ark. (2019) tarafindan piyasada bulunan Hiyaltronik asit igeren 9
farkli dermal dolgunun sitotoksisite profiline iliskin yapilan ¢alismada iirtinler 1ISO
10993-5:2009 standardinda belirtilen yontemlere uygun olarak ekstrakte edilmis ve
L929 fibroblast hiicreleri iizerinde degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak iiriinlerin,
sitotoksik olmadig1 hiicre ¢cogalmasi iizerinde farkli derece olumlu etkiler gosterdigi
belirtilmistir. Bu ¢alisma ile sitotoksisite degerlendirmesinde in vitro yontemlerin

hayvan deneyleri yerine tercih edilebilecegi vurgulanmaktadir (80).

Pantermehl ve ark. (2024) tarafindan gerceklestirilen baska bir ¢alismada ise
sikca kullanilan 39 farkli ticari Hiyaluronik asit bazli dermal dolgu materyalinin
sitotoksisite potansiyeli 1ISO 10993-5 protokollerine gore 1.929 fibroblastlari tizerinde
dogrudan ve dolayli uygulama ile degerlendirilmistir. Sitotoksisite XTT, BrdU ve
LDH testleri ile degerlendirimistir. Aragtirmacilar, XTT testi sonucunda tim
dolgularin ISO standardi tarafindan 6ngoriilen %70 biyouyumluluk sinirinin {izerinde
kaldigini raporlamistir. Buna karsin, LDH analizinde, test edilen 39 dolgudan yalnizca
7 tanesinin sitotoksik esik degerlerin altinda kaldigi, biiytlik bir kisminin ise yiiksek
LDH salimmma yol agtigi belirtilmigtir. Bu durumun HA parcaciklarindan
kaynaklanan mekanik tahris, ¢apraz baglama ajanlarinin (6rn. BDDE (1,4-biitandiol
diglisidil eter)) olas1 kalintilar1 veya dolgularin yiiksek vizkozitelerine bagli in vitro
ortamda meydana gelebilecek mekanik/fiziksel baskindan kaynaklanabilecegi
degerlendirilmistir. Bu nedenle hiicresel yanitin degerlendirilmesinde farkli biyolojik

sonlanim noktalarinin birlikte kullanim1 6nerilmektedir (81).

Bu tez kapsaminda calisilan dermal dolgular sitotoksisite testinde DPBS
solisyonunde seyreltilerek %10’luk konsantrasyonda hazirlanmis ve 8 farkli
konsantrasyonda ¢alisilmistir. 1 ve 5 numarali 6rnekler Hiyaluronik asit bazli dermal
dolgular1 4 numarali 6rnek caHA igerikli dolguyu temsil etmektedir. Elde edilen
sonuclara gore, 1 ve 5 numarali test drneklerinin igeriginde bulunan hiyaliironik asit
nedeniyle tiim test edilen konsantrasyonlarda hiicre canliligini istatistiksel olarak
anlamli diizeyde artirdig1 (p<0,05) belirlenmistir. Bu sonug, Canella ve ark. (2019)’nin
HA dolgularin  hiicre ¢ogalmasi iizerindeki olumlu etkilerine yonelik
degerlendirmesiyle uyumludur. 4 numarali test 6rneginde ise %5 ve %10 (h/h)

konsantrasyonlarinin hiicre canliligmi anlaml diizeyde azaltti§i, daha diisiik
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konsantrasyonlarda ise hiicre canlilifinin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli sekilde arttig1 belirlenmistir (p<0,05). 4 numarali Ornegin yiiksek
konsantrasyonunda goézlenen diisiislin, Pantermehl ve ark. (2024)’nin ¢alismasinda da
tartisildig1 tizere, {irliniin yapisinin fiziksel 6zellikleri, polimerik yogunlugu ve in vitro
ortamda  hiicreler  {izerinde  yaratabilecegi = mekanik/fiziksel  baskidan

kaynaklanabilecegi degerlendirilmistir.

Yapilan ¢alisma sonucunda elde edilen bulgularin, literatiirde yer alan
caligmalar ile uyumlu oldugu; hiyaluronik asit igerikli dermal dolgularin sitotoksisite
acisindan giivenli biyouyumluluk profili sergiledigi, igeriginde yer alan Hiyallronik
asit ve kalsiyum hidroksiapatit miktarina bagli olarak farkli oranlarda hiicre

proliferasyonunu olumlu etkiledigi degerlendirilmistir.

Tez kapsaminda ultrason jeli bir diger tibbi cihaz 6rnegi olarak secilmistir.
Ultrason jeli genel olarak giivenli kabul edilen bir cihaz olmakla birlikte igeriginde yer
alan baz1 yardime1 maddelerden kaynaklanabilecek irritasyon riski s6z konusu oldugu
literatirde bildirilmektedir (82, 83). Tez kapsaminda gerceklestirilen sitotoksisite
testlerinde ultrason jelinin %5 ve %10 (h/h) konsantrasyonlarinda sitotoksik etki
gozlenmis, buna karsilik daha diisiik konsantrasyonlarda hiicre canlilifinin kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig1 saptanmistir (p<0,05). Artan
konsantrasyonlarda gbzlenen bu diisiisiin ultrason jellerindeki yogun kivamlastirici
yardimci bilesenlerin (akrilat/karbomer tiirevleri) hiicre kiiltiirlerinde yol agabilecegi
diflizyon kisitlamasi ile veya jel yapisinin fiziksel ozellikleri ile iliskili olabilecegi

degerlendirilmistir.

Tez kapsaminda ¢alisilan diger {iriin grubu yara bakim jelleridir. Yara bakim
jelleri hasarli dokunun iyilesme siirecini hizlandirmak ve estetik agidan gériiniimiinii
diizenlemek amaciyla kullanilan iiriin gruplaridir. Bu amagla silikon tiirevi {irtinler
uzun yillardir tercih edilmektedir. Yara izi ve skar olusumda silikon ve silikon tiirevi
materyallerin yara yilizeyini mikroorganizmalara karsi korudugu, bariyer etkisi
gostererek su kaybmi engelledigi ve doku onariminda destek sagladig:

diistiniilmektedir (84, 85).
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Yara bakim jeli ile gergeklestirilen sitotoksisite calismasinda %10 (h/h)
konsantrasyonda  sitotoksisite tespit edilirken, %2,5 (h/h) ve altindaki
konsantrasyonlarda hiicre canlilifinda anlamli artis gozlenmistir (p<0,05). Artan
konsatrasyonlardaki bu diisiisiin jel yapisinin fiziksel 6zellikleri, koruyucu maddeler

ve yardimci bilesenler ile iliskili olabilecegi degerlendirilmistir.

Uriinlerin  ekstrakte edilmeden direkt uygulamasi ile gergeklestirilen
caligmamizda, iirlin igerigi ve konsantrasyonuna bagli olarak hiicre canliliginin
degisimi in vitro hiicre kiiltiirii ¢alismasi ile etkili ve dogru bir sekilde analiz

edilebilmistir.

Tibbi cihazlarin giivenlik degerlendirmesinde irritasyonun potansiyelinin
degerlendirilmesi 6nemli bir basamagi olusturmaktadir. Bu amagla, 1SO 10993
standartlar1 kapsaminda genellikle in vivo Draize testi kullanilmakta ve bu amagcla
tavsanda deri irritasyon testleri gergeklestirilmektedir. Bununla birlikte hayvan
kullaniminin azaltilmasina yonelik yaklasimlar ve tavsan derisinin insan derisini
temsil etmedeki sinirliliklari nedeniyle alternatif in vitro test metotlarina yonelik
caligmalarin sayis1 giderek artmistir. Bu alanda RhE doku modelleri ile yapilan
calismalar 6nemli bir yer tutmaktadir. RhE doku modelleri bazal hiicre tabakasindan
(stratum basale) keratinize olan dig deri tabakasina (stratum corneum) kadar normal

derinin tiim farkli katmanlarini igerebilen modellerdir (6, 10, 57, 60, 61, 86).

Bu doku modelleri ile yapilan ¢alismalarda irritasyon potansiyelinin
degerlendirilmesi amaciyla epidermal dokularin canlilik seviyesi ve sitokin salinimi
(IL-1a) analizi sonlanim noktas1 olarak segilmektedir. 1SO 10993-23:2021
standardinda tibbi cihazlarin irritasyon potansiyelinin RhE doku modelleri ile
degerlendirilmesine yonelik metot tanimlanmis olmakla birlikte, metodun
validasyonuna yonelik farkli calismalara halen ihtiya¢ duyulmaktadir. Yapilan
literatlir aragtirmalar1 sonucunda RhE dokularin etkinliginin degerlendirilmesine
yonelik yapilan calisamalarin daha c¢ok ekstrakte edilen tibbi cihaz oOrnekleri ile
gerceklestirildigi, ekstrakte edilemeyen tibbi cihaz 6rneklerinin degerlendirilmesine
yonelik ¢aligma verilerinin daha sinirli sayida oldugu gorilmiistiir (10, 57). Bu amagla
mevcut tez caligmasit kapsaminda ekstrakte edilemeyen tibbi cihaz 6rnekleri ile

calisma gerceklestirilmistir.
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Literatirlerdeki ¢aligmalar incelendiginde; Casas ve ark. (2013) tarafindan
yiiriitiilen bir calismada, EpiDerm™ yeniden yapilandirilmis insan epidermisi modeli
kullanilmis, tibbi cihaz ekstraktlarinin irritasyon potansiyelinin degerlendirilebilir
olup olmadig1 incelenmistir. Ornekler ISO 10993-12 standardina uygun olarak hem
polar (serum fizyolojik) hem de apolar (susam yagi) ¢oziiciiler kullanilarak 37°C'de
72 saat ekstrakte edilmistir. Calismada test edilecek tibbi cihaz ekstraktlar i¢erisinde
salinan maddelerin diisiik oranda bulunabilecegi ve OECD 439 kapsaminda kullanilan
kisa siireli maruziyet kosullarmmin  yeterli duyarlihi@i  saglamayabilecegi
degerlendirilmis ve bu nedenle 6rnekler 24 saat uygulanmistir. Bu ¢alismada hiicre
canliligt MTT yontemi ile degerlendirilmis, inflamatuvar yanitin gostergesi olarak IL-
la salinimi 6l¢iilmiistiir. Sonug olarak irritan iceren ekstraktlarda hiicre canliliginin
belirgin sekilde azaldigt ve IL-lo salimiminin arttigi gosterilmis, EpiDerm™
modelinin tibbi cihaz ekstraktlarinin irritasyon degerlendirmesinde kullanilabilecegi

ongorilmistiir (67).

Casas ve ark. (2013) tarafindan ortaya konulan yaklagima ilave olarak,
Kandarova ve ark. (2018) tarafindan OECD 439 kapsaminda onaylanmig EpiDerm™
SIT-MD, Pellevoisin ve ark. (2018) tarafindan ise SkinEthic™ RHE tabanli doku
Kitleri tizerinde g¢alismalar gergeklestirilmistir. Her iki c¢alismada da tibbi cihaz

ekstraktlar1 18-24 saat siire ile doku modellerine uygulanmistir (59, 77).

De Jong ve ark. (2018) tarafindan tibbi cihaz ekstraktlarinin irritasyon
potansiyellerinin degerlendirilmesi amaciyla EpiDerm™ ve SkinEthic™ RHE
modelleri ile uluslararasi ¢ok merkezli bir calisma ylriitiilmiistiir. Calismaya 18 farkl
laboratuvar dahil edilmis, RhE dokular1 ISO 10993-12 standardi dogrultusunda
ekstrakte edilen tibbi cihaz 6rneklerine 18—24 saat siireyle maruz birakilmigtir. Yapilan
caligmada hiicre canlilig1 degerlendirilmis ve hiicre canliliginda %50'den fazla azalma,
cilt tahrisinin gostergesi olarak kabul edilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda tuzlu
¢Ozelti, susam yag1 veya her iki ¢oziicii ekstraktinda diisiik seviyede bulunan tahris

edici polimer 6rneklerinin dogru sekilde tanimlanabildigi belirtilmistir (13).

Ekstrakte edilmeyen tibbi cihazlara yonelik ¢alismalar sinirli olmakla birlikte
giincel literatiirde irritasyon potansiyelinin degerlendirilmesine yonelik ¢alismalar yer

almaktadir. Bu kapsamda ekstrakte edilemeyen tibbi cihazlar igin Pellevoisin ve ark.
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(2022) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada jel, krem sivi formundaki tibbi cihaz
orneklerinin ISO protokolii ile ¢aligabilirliginin degerlendirmesi amaciyla 9 adet cihaz
ornegi se¢ilmis ve irritasyon potansiyelleri tic boyutlu dokular ile degerlendirilmistir.
Calisma ornegi olarak dort krem, iki dolgu maddesi, birer adet intraartikuler jel,
ultrason jeli ve spreyden olusan dokuz adet tibbi cihaz segilmistir. Ornekler ekstrakte
edilmeden pazarlandig1 sekilde ve giiclii ve hafifi irritasyon edici kimyasal maddeler
ile karistirllarak {i¢ boyutlu dokular iizerine direk uygulanmis ve sonlanim noktasi
olarak doku canlilig1 dl¢iilmiistiir. Uygulama metodu olarak OECD 439 ve ISO 10993-
23 kapsaminda bir metot olusturulmustur. Calisma sonucunda ISO protokoliiniin
ornekler icindeki irritasyon edici Kkimyasallar1 tespit etmede basarili oldugu

gosterilmigtir (10).

Pobis ve arkadaslari tarafindan 2024 yilinda géz ile temas eden tibbi cihazlarin
in vitro biyouyumlulugunun degerlendirilmesi amaciyla in vitro yontemleri igeren
protokoller tizerinde calisilmistir. Bu c¢alismada EpiOcular™ doku modeli ile
calisilmig, cihaz ornekleri ekstrakte edilerek veya pazarlandig: sekilde doku tizerine
uygulanmistir. EpiOcular g6z irritasyoni testinin, canlilik ve IL-1a salinimina dayali
tahmin ~ modelleriyle, oftalmik  driinlerden ve oftalmolojik ilaglardan
kaynaklanabilecek potansiyel g6z irritasyonini tespit edebilecek hassasiyete sahip
oldugu degerlendirilmis yeni doku modellerinin hayvan deneyleri yerine alternatif

olarak kullanabilecegine yonelik destekleyici bir veri sunulmustur (86).

Pobis ve arkadaglar tarafindan 2025 yilinda yapilan bir diger ¢alismada agiz
icine temas eden tibbi cihazlarin biyouyumlulugu 3 boyutlu doku modelleri
EpiOcular™ ve EpiOral™ ile c¢alisgilmigtir. EpiOcular™ doku modeli (zerinde
gerceklestirilen okiiler irritasyon ve fotoirritasyon protokoliinden yola ¢ikilarak ISO
10993-23:2021 standardi dogrultusunda yanak mukozasi irritasyon testi igin bir
protokol gelistirilmesi amaglanmistir. EpiOcular™ (OCL-200), in vitro 3 boyutlu
kornea benzeri doku modelidir. EpiOral™ (ORL-200) ise keratinlesmemis 3 boyutlu
yeniden yapilandirilmis insan agiz (bukkal) mukozasi doku modelidir. Protokol
hassasiyetini arttirmak icin dis protez yapistiric1 kremler, ilser tedavisinde kullanilan
kremler; dis eti iltihabinin tedavisinde kullanilan ¢oziinebilir tabletler; dokularla uzun

siireli temas edecek katt malzemeler (6rnegin cerrahi iplikler, biyopolimerler )gibi
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cesitli tibbi cihaz ornekleri segilmistir. Ornekler ISO 10993-12:2021 standardina
uygun olarak ekstrakte edilerek, seyreltilerek veya direk saf formulasyon haliyle
dokulara uygulanmistir. Test sonucunda hiicre canlilig1 analizi ve sitokin analizi (IL-
la) gergeklestirilmistir. Calisma sonucunda, higroskopik ve polimerlesen
malzemelerin 3D doku modelleri i¢in bir zorluk olusturabilecegine dair bir
degerlendirme yapilmistir. Bununla birlikte agiz mukozasina temas edecek tibbi
cihazlarin deri irritasyoni testi icin 1ISO 10993-23:2021 protokolunun uygulanabilir
oldugu belirtilmistir. Calismada ekstrakte edilmeden uygulanan preparatlar doku
maruziyet siiresince doku modellerine uygulanmistir. Doku irritasyon riskini
belirlemek i¢in Orneklerin dokulara kisa siireli (4 saat) ve uzun siireli (18 saat)
uygulanmas1 ve IL-1a seviyesinin analizinin bir yontem olarak tercih edilebilecegi
belirtilmistir. Sitotoksisite ve cilt hassasiyeti verileriyle desteklenen RhE modellerine
dayali protokoliin, agiz i¢i tibbi cihazlarin klinik ©ncesi biyouyumluluk

degerlendirmesi i¢in uygun bir in vitro test yontemi olabilecegi belirtilmistir (60).

Bu tez kapsaminda Pellovisin ve ark. tarafindan 2022 yilinda yapilan ¢aligmada
tanimlanan ekstraksiyona uygun olmayan yapidaki benzer tibbi cihaz 6rnek olarak
secilmistir. Sitotoksisite ¢alismasi sonucunda belirlenen konsantrasyonlara uygun
olarak drnekler DPBS igerisinde belirli oranda seyreltilerek ekstrakte edilmeden direk
olarak EpiDerm™ doku modeli dokusuna uygulanmistir. Diger ¢alismalardan farkli
olarak ¢alismada hiicre canlilig1 seviyesi analizine ilave olarak TNF-a, IL-2, IL-4, IL-
6 ve IL-8 gibi sitokin seviyeleri degerlendirilmistir. Bu tez kapsaminda test yontemi
doku modeli ile temin edilen Mattek firmasina ait In Vitro EpiDerm™ Cilt Irritasyon
Testi (EPI-200-SIT) deney protokolii ¢er¢evesinde diizenlenmistir. Uygulama
sonucunda doku canliligi ve sitokin salinimi (TNF-a, IL-2, IL-4, IL-6,IL-8) analiz
edilmistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda, tiim test 6rneklerinin uygulandigi doku
gruplarinda canlilik oranlarinin, deney prosediiriinde irritasyon kriteri olarak kabul
edilen %50 esik degerinin {lizerinde kaldig1 belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak
kullanilan SDS uygulanan dokularda ise, beklendigi {izere hiicre canlilik oraninin
%350’nin altina diistiigli ve belirgin irritan etki olustugu saptanmistir. Boylece test
sisteminin gecerliligi dogrulanmistir. Bununla birlikte TNF-a, IL-2, IL-4, IL-6 ve IL-
8 diizeyleri NC’ye kiyasla anlamli artig gostermis, buna karsilik PC grubuna gore

anlamli derecede diisiik seviyelerde kalmistir (p<0,05).  Bu durum, epidermal
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hiicrelerin stres yaniti kapsaminda sitokin saliniminin arttigin1 ancak irritasyona yol

acacak seviye ulasmadigini gostermektedir.

Tez kapsaminda kullanilan dermal dolgularin iiretici firma tarafindan in vivo
irritasyon testi sonuglar1 tarafimizla paylasilmistir. Irritasyon kapsaminda yapilan
caligmalar ile Uretici firma tarafindan sunulan sonuglarin uyumlu oldugu goértilmistiir.
Yapilan ¢aligmada, dermal dolgu {irlinlerinin epidermal seviyede diisiik irritasyon

potansiyeli sergiledigi degerlendirilmistir.

Ultrason jeline yonelik yapilan incelemede literatiirde yer alan ¢aligmalarda
koruyucu olarak kullanilan paraben (metilparaben), fenoksietenol ve izotiyazolinon
(MI/MCI) gibi yardime1 maddelerin kontakt dermatite yol acabildigi goriilmiistiir(82,
83). Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismada Pellovisin ve arkadaslari tarafindan 2022
yilinda gergeklestirilen calisma ile uyumlu olarak kullanilan ultrason jelinin

irritasyona yol agmadigi goriilmistiir.

Silikon bazli yara bakim jelleri i¢in literatiirde giivenli olduguna yonelik
makaleler yer almaktadir. Bu literatiirlerle ve Pellovisin ve arkadaslari tarafindan 2022
yilinda gergeklestirilen ¢aligma ile uyumlu olarak tez kapsaminda kullanilan yara

bakim jelinin doku modellerinde irritasyona yol agmadigi degerlendirilmistir.

Bu tez calismasimnin 6nemli bulgularindan biri, test edilen tiim tibbi cihaz
orneklerinin RhE modelinde irritan olarak siniflandirilmamasina ragmen TNF-a, IL-
2, IL-4, IL-6 ve IL-8 diizeylerinde negatif kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli
artislarin gozlenmesidir. Bununla birlikte s6z konusu artiglarin tamami pozitif kontrol
grubunda elde edilen diizeylerin altinda kalmistir. Bu durum, test edilen cihazlarin
epidermal dokuda belirli bir biyolojik yanit olusturdugunu ancak bu yanitin doku
biitiinliiglinli  bozacak veya irritasyon siniflandirmasina yol agacak siddete

ulagsmadigin1 gostermektedir.

RhE modelleri esas olarak keratinositlerden olusmaktadir ve bu hiicreler
yalnizca fiziksel bariyer gorevi gormez; ayn1 zamanda ¢evresel uyaranlara kars1 aktif
immiinolojik yanit gelistirebilen hiicrelerdir. Keratinositler yabanci maddeler,

mekanik stres, ozmotik degisiklikler veya yiizey aktif bilesiklerle karsilastiklarinda
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cesitli proinflamatuvar sitokinler salgilayabilmektedir. Bu nedenle sitokin artig1 her
zaman hiicresel hasar veya klinik anlamda irritasyon gelistigi anlamina
gelmemektedir. Aksine, hiicre canliliginin korundugu kosullarda gézlenen sitokin

artiglar1 adaptif veya koruyucu stres yanit1 olarak degerlendirilmektedir (87).

TNF-a ve IL-6 epidermal inflamasyonun erken faz belirtegleri arasinda yer
almaktadir. Keratinositlerin fiziksel veya kimyasal uyaranlara maruz kalmasi
sonucunda NF-kB ve MAPK sinyal yollarinin aktive olmasiyla bu sitokinlerin {iretimi
artabilmektedir. Ancak inflamatuvar sitokinlerdeki artisin irritasyon siniflandirmasina
doniisebilmesi icin genellikle buna eslik eden belirgin hiicre hasari, bariyer
biitiinligiiniin bozulmasi1 ve canlilik kaybi da beklenmektedir (88, 89). Bu tez
calismasinda TNF-o ve IL-6 diizeyleri tiim Orneklerde negatif kontrole gore artmis
olmasina ragmen doku canlilig1 %50 esik degerinin {izerinde kalmistir. Bu bulgu, test
edilen drlinlerin epidermal hiicrelerde diisiik diizeyli biyolojik aktivasyon
olusturdugunu ancak sitotoksik veya irritan diizeyde hasar meydana getirmedigini

diistindiirmektedir.

IL-8, keratinositlerden salinan ve inflamasyon bolgesine notrofil gdcilinii
duzenleyen 6nemli bir kemokindir. RhE modellerinde IL-8 artis1 birgok durumda
erken hiicresel stres yanitinin gdstergesi olarak kabul edilmektedir. Ozellikle partikiil
iceren veya yilksek viskoziteli materyallerin uygulanmasi sonrasinda IL-8
diizeylerinde artis goriilebilmektedir (90) Calismanizda 6zellikle Kalsiyum
hidroksiapatit iceren dermal dolguda IL-8 artisinin daha belirgin olmasi dikkat
cekicidir. Kalsiyum hidroksiapatit mikropartiktllerinin cevresel hiicrelerle fiziksel
etkilesime girebildigi ve diisiik seviyeli inflamatuvar sinyalleri aktive edebildigi
bilinmektedir. Bununla birlikte bu biyolojik aktivasyonun hiicre canliliginda anlamli
bir kayba neden olmamasi, gozlenen yanitin irritasyondan ¢ok fizyolojik hiicresel

adaptasyon veya materyal-hiicre etkilesimi ile iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismada IL-2 ve IL-4 diizeylerinde de anlamli artiglar g6zlenmistir. Bununla
birlikte bu sonuclar dikkatli yorumlanmalidir. Ciinkii RhE modelleri temel olarak
keratinositlerden olusmakta olup T-lenfosit icermemektedir. IL-2 ve IL-4 klasik olarak
T hiicre kaynakli sitokinler olarak bilinmektedir. Ancak epidermal hiicrelerin diisiik

diizeylerde bu sitokinleri veya benzer immiinomodiilatér sinyalleri iiretebildigi
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bildirilmistir(91-93). Dolayisiyla bu tez kapsaminda gozlenen IL-2 ve IL-4 artislart
gercek bir adaptif immiin yanitin gostergesi olarak degil, epidermal hiicrelerin
materyal uygulamasina karsi gelistirdigi lokal immiinomodiilatér aktivitenin bir
gostergesi olarak degerlendirilmelidir. Ayrica ticari ELISA Kkitlerinin diisiik
konsantrasyon araliklarinda biyolojik varyasyonlar1 da yansitabilecegi géz oniinde
bulundurulmalidir. Bu interlokinlerdeki hafif yiikselis, doku modelinin maruz kaldig1
eksojen formilasyonu absorbe etme veya bariyer biitiinliigiinii homeostatik olarak

yeniden dengeleme ¢abasini (kutandz immiin-stres yaniti) yansittig1 diisiintilebilir.

ISO 10993-23:2021 standardinda irritasyon siiflandirmasi esas olarak doku
canliligi sonuglarina dayanmaktadir. Bununla birlikte, son yillarda yayimlanan
calismalar, yalnizca canlilik verilerinin materyal-doku etkilesiminin tiim biyolojik
boyutlarini a¢iklamakta yetersiz kalabilecegini gostermektedir. Bu nedenle IL-1a, IL-
6, IL-8 ve TNF-a gibi biyobelirteclerin yardimci sonlanim noktalari olarak

degerlendirilmesi dnerilmektedir.

Bu tez ¢aligmasinda yalnizca doku canliligi degil, ayn1 zamanda bes farklh
sitokinin analiz edilmis olmasi, ekstrakte edilemeyen tibbi cihazlarin olusturdugu
biyolojik yanitin daha kapsamli karakterizasyonuna olanak saglamistir. Elde edilen
sonugclar, bazi tibbi cihazlarin irritan olarak siniflandirilmaksizin epidermal hiicrelerde
diisiik diizeyli inflamatuvar veya stres yaniti olusturabilecegini gdstermektedir. Bu
durum gelecekte RhE modellerinde sitokin panellerinin yardimei biyobelirte¢ olarak

kullanilmasina yonelik ¢aligmalara katki saglayabilecek niteliktedir.

Test edilen cihazlar 1ISO 10993-23 kriterlerine gore irritan degildir; ancak
sitokin analizleri, epidermal hiicrelerde materyale bagl diisiik diizeyde biyolojik
aktivasyon olustugunu gostermistir. Bu nedenle sitokin profillemesi, o6zellikle
ekstrakte edilemeyen tibbi cihazlarin biyouyumluluk degerlendirmesinde hiicre

canlilig1 analizlerini tamamlayici bir sonlanim noktasi olarak degerlendirilebilir.

Calisma sonuglar birlikte degerlendirildiginde, ekstraksiyona uygun olmayan
tibbi cihazlarin biyolojik degerlendirilmesinde hiicre kiiltiirii temelli sitotoksisite
testleri ile U¢ boyutlu RhE modellerinin uygulanabilir, guvenilir ve dizenleyici

gerekliliklerle uyumlu alternatif yontemler oldugu sonucuna ulasilmistir. Ayrica



93

sitokin analizlerinin, yalnizca hiicre canliligina dayali degerlendirmelerin Otesine
gecerek materyal-doku etkilesimlerine iliskin ek biyolojik bilgi sagladigi ve
inflamatuvar yanitin daha kapsamli sekilde karakterize edilmesine katkida bulundugu

gosterilmistir.

Bu tez calismasi, NAMs kapsaminda yer alan in vitro hiicre ve doku
modellerinin, ekstraksiyona uygun olmayan tibbi cihazlarin biyouyumluluk
degerlendirilmesinde etkin bir sekilde kullanilabilecegini ortaya koymustur. Elde
edilen bulgular, insan biyolojisini hayvan modellerine kiyasla daha iyi temsil edebilen,
daha hizli sonug saglayan, standardizasyonu yiiksek ve etik agidan daha siirdiiriilebilir
test yaklagimlarinin tibbi cihaz gilivenlik degerlendirmelerinde kullanilabilirligini
desteklemektedir. Bunun yani sira ¢alisma, dogrudan {iriin uygulamasina dayali in
vitro degerlendirme stratejilerinin  biyolojik risk analizinde giivenilir veri
saglayabilecegini gostererek, hayvan deneylerinin azaltilmasi ve uzun vadede yerini
alabilecek bilimsel olarak gegerli NAMs yaklagimlarinin yayginlastirilmasina katki
sunmaktadir. Bu yoniiyle tez, ekstraksiyona uygun olmayan tibbi cihazlarin
biyouyumluluk degerlendirilmesinde yeni nesil test stratejilerinin gelistirilmesine ve
diizenleyici kabul siireclerinin bilimsel temellerinin gii¢clendirilmesine katki saglayan

0zgiin veriler ortaya koymustur.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasinda, ekstraksiyona uygun olmayan formiilasyon yapisina sahip
farkli risk siniflarindaki tibbi cihazlarin biyolojik giivenliklerinin NAMs kapsaminda
degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu dogrultuda sinif I ultrason jeli, sinif IIb yara
bakim jeli ve smf III dermal dolgu Orneklerinin sitotoksisite ve irritasyon
potansiyelleri sirastyla 3T3 fibroblast hiicre hattt ve RhE modeli kullanilarak
incelenmistir. Ayrica irritasyon degerlendirmesine ek biyolojik sonlanim noktalari
kazandirmak amaciyla TNF-a, IL-2, IL-4, IL-6 ve IL-8 diizeyleri analiz edilmistir.
Caligmanin temel amaci, ekstrakte edilmeden uygulanabilen tibbi cihazlarin biyolojik
degerlendirilmesinde in vitro yontemlerin uygulanabilirligini ortaya koymak ve bu

alandaki bilimsel veri eksikligine katki saglamaktir.

Tez kapsaminda gerceklestirilen sitotoksisite ¢aligmalarinda, test edilen tibbi
cihaz orneklerinin konsantrasyona bagli olarak farkli hiicresel yanitlar olusturdugu
belirlenmistir. Hiyallronik asit bazli dermal dolgu Orneklerinin tiim test
konsantrasyonlarinda hiicre canliligini artirdigi goriilmiis, bu durumun Hiyallronik
asidin hiicre proliferasyonu ve hicresel metabolizma zerindeki olumlu etkileri ile
iliskili olabilecegi degerlendirilmistir. Kalsiyum hidroksiapatit igeren dermal dolgu,
ultrason jeli ve yara bakim jeli 6rneklerinde ise yiiksek konsantrasyonlarda hiicre
canliliginda azalma goézlenirken, daha diisiik konsantrasyonlarda hiicre canliliginin
kontrol grubuna gore arttig1 belirlenmistir. Bu bulgular, test edilen materyallerin
kimyasal 6zelliklerinin yan1 sira viskozite, partikiil yapisi ve fiziksel 6zelliklerinin de

hiicresel yanit lizerinde etkili olabilecegini gostermektedir.

RhE modeli kullanilarak gercgeklestirilen irritasyon ¢alismalarinda, test edilen
tim tibbi cihaz orneklerinde doku canliligmin ISO 10993-23:2021 standardinda
belirtilen %50 esik degerinin {izerinde kaldigi belirlenmistir. Buna gore calisilan
ultrason jeli, yara bakim jeli ve dermal dolgu orneklerinin higbirinin irritan olarak
siniflandirilmadigr sonucuna ulagilmistir. Pozitif kontrol grubunda ise beklenildigi
sekilde hiicre canliliginin belirgin diizeyde azaldig1 ve test sisteminin gegerliliginin

saglandig1 gosterilmistir.
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Sitokin analizleri sonucunda TNF-a, IL-2, IL-4, IL-6 ve IL-8 duzeylerinin tum
test 0rneklerinde negatif kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1
belirlenmistir. Bununla birlikte s6z konusu artiglarin tamaminin pozitif kontrol
grubunda gozlenen seviyelerin altinda kaldigi saptanmistir. Bu bulgular, test edilen
cihazlarin epidermal hiicrelerde biyolojik aktivasyon ve hiicresel stres yaniti
olusturabildigini, ancak bu yanitin doku hasar1 veya irritasyon siniflandirmasina yol
acacak duzeye ulasmadigini gostermektedir. Ozellikle 1L-6, IL-8 ve TNF-a
diizeylerinde gozlenen artiglar, keratinositlerin materyal uygulamasina kars1 verdigi

erken inflamatuvar yanitin gostergesi olarak degerlendirilmistir.

Calisma sonuglar birlikte degerlendirildiginde, ekstraksiyona uygun olmayan
tibbi cihazlarin biyolojik degerlendirilmesinde hiicre kiiltiirii temelli sitotoksisite
testleri ile ¢ boyutlu insan epidermisi modellerinin uygulanabilir ve givenilir
alternatif yontemler oldugu sonucuna ulasilmistir. Ayrica sitokin analizlerinin,
yalnizca hiicre canliligina dayali degerlendirmelerin  Gtesinde materyal-doku
etkilesimine iligkin ek bilgi saglayabildigi ve biyolojik yanitin daha kapsaml

karakterizasyonuna katkida bulunabilecegi gosterilmistir.

Bu tez ¢alismasi, ekstraksiyona uygun olmayan tibbi cihazlarin biyouyumluluk
degerlendirilmesinde dogrudan {iriin uygulamasina dayali in vitro yaklasimlarin
kullanilabilecegine yonelik bilimsel veri sunmakta ve hayvan deneylerinin

azaltilmasina yonelik uluslararasi ¢abalara katki saglamaktadir.

Oneriler

e Gelecekte yapilacak caligmalarda daha fazla sayida tibbi cihaz 6rneginin
degerlendirilmesi ve farkli cihaz kategorilerinin caligmalara dahil edilmesi

planlanmaktadir.

« Sitokin analizlerine ek olarak IL-1a, IL-18 gibi irritasyon ve inflamasyonla
iligkili diger biyobelirteglerin de degerlendirilmesi, biyolojik yanitin daha

ayrintili karakterizasyonuna katki saglayabilir.
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RhE modellerinde elde edilen sitokin yanitlarinin klinik irritasyon bulgulari ile
iligkisini ortaya koyabilmek amaciyla in vitro ve in vivo korelasyon

caligmalarinin gergeklestirilmesi yararl olacaktir.

Ekstrakte edilmeyen tibbi cihazlarin  degerlendirilmesine  yonelik
standartlastirilmis uygulama protokollerinin gelistirilmesi, laboratuvarlar arasi

uyumun artirilmasina katki saglayabilir.

Uzun siireli veya tekrarli maruziyet senaryolarmi igeren ¢aligmalarin
gerceklestirilmesi, 0zellikle kronik kullanima sahip tibbi cihazlarin biyolojik

etkilerinin daha kapsamli degerlendirilmesine olanak saglayabilir.

Sitokin analizlerinin irritasyon degerlendirmesinde yardimct sonlanim noktasi
olarak kullanilabilirliginin dogrulanmas1 amaciyla daha genis Ornek
gruplartyla validasyon c¢alismalarinin  yiiriitiilmesinin  uygun olacagi

degerlendirilmistir.
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