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OZET

KOLAJEN TEMELLI DOKU iSKELETi URETIMI iCiIN ELEKTRIK ALAN
ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Resul OZDEMIR
Yiiksek Lisans Tezi, Biyomedikal Miihendisligi Anabilim Dal
Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Pelin AKSIT CIRIS
Ocak 2022; 65 sayfa

Gelisen bilim ve artan ihtiyaglar dogrultusunda saglik alanindaki beklentiler
giderek artmig ve giiniimiizde yapay doku ve organlarin gelistirilmesi seviyesine
ulasmistir. Cesitli endiistriler ile ortak altyapiy1 kullanan biyoteknoloji iirlinleri i¢in
baslangigta metaller, seramikler ve plastikler siklikla kullanilmistir. Bu materyaller ile
hassas sekilde boyutlandirilmis, mekanik ve biyolojik ag¢idan dayanikli ameliyat aletleri
ve implantlar hizla iiretilebilmistir. Fakat giintimiizde egilim, biyolojik aktivite sergileyen
doku ve organlarin iiretimi i¢in dogal doku materyallerinin kullanilmasi yoniindedir. Bu
materyallerin elde edilme sekilleri, lirline doniistiiriilme prosesleri, mekanik 6zellikleri,
standartlar1 ve ilgili yonetmelikleri diger endiistriyel materyallerden oldukca farklidir.

Biyolojik materyallerin, dogal dokularda sagladiklar1 gibi biyobenzetim
tiriinlerinde de yeterli mekanik dayanim saglamalar1 beklenebilir. Fakat mevcut tiretim
teknikleri dogal yapilardaki ag yapisi ve ¢apraz bag olusumunu saglayamadig i¢in dogal
dokular kadar kuvvetli yapilar olusturulamamaktadir. Bununla birlikte, mekanik dayanim
saglamak i¢in kullanilan ¢apraz baglama kimyasallarinin da doza bagli olarak toksik
etkilerinin olabilmesi kullanimlarini sinirlandirmaktadir.

Literatiirdeki biyobenzetim g¢alismalar1 agirlikli olarak hiicrelere iki ya da ¢
boyutlu adezyon ortami saglanmasina ve hiicrelerin dogal davraniglarini sergileyip
saglanan doku iskelesini fonksiyonel bir dokuya doniistiirmelerine odaklanmistir. Bu
amacla dogal fiber yapisi, sinyal molekiilleri ve fiziksel uyaranlar ile dogal ortam
benzetimi yapilmaya c¢alisilmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda 6zgiin bir yaklasimla elektrik alan etkisinin doku iskelesi
tiretim metodu olarak kullanim potansiyeli arastirilmistir. Uygulamanin ekonomik ve
yaygin olmasina katki sunabilecegi icin elektrotlar, ¢ozelti haznesi ve kontrol devresi
modiiler sekilde tasarlanmistir. Calismada, canlilardaki yaygin bulunurlugu ve yapisal
rolii sebebi ile literatiirde siklikla kullanilan fakat dielektroforez etkisi ile hareket
ettirildigi paylagilmamus olan kolajen tip-1 proteini kullanilmustir. Insa siiresi partikiillerin
bliyiikliigiine bagl oldugu icin biiyiik partikiillerin de hareket ettirilebilecegi yiiksek
elektrik alan siddetini saglayacak bir diizenek tasarlanmistir. Imal edilen elektrotlar
tizerinde, asetik asit ¢ozelti haznesindeki ~30, 70, 80, ve 1150 pm uzunluktaki kolajen
partikiillerinin dielektroforez etkisi ile lineer, rotasyonel ve degisken dogrultulu
hareketler sergiledikleri gozlenmistir. Dielektroforezin hiicreleri ve yap1 materyallerini
temas etmeksizin organize edebilme Ozelligine dayanarak gelismis sterilizasyon
altyapisina ihtiya¢ duyulmadan sahada doku iskelesi iiretimi igin kullanilabilecegi



diistinilmiistir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda gelistirilen cihaz ile “Biyolojik Materyal
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ELECTRIC FIELD EFFECT FOR COLLAGEN BASED
SCAFFOLD PRODUCTION

Resul OZDEMIR
MSc Thesis in Biomedical Engineering
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Pelin AKSIT CIRIS
January 2022; 65 pages

In line with developments in science and increasing needs, the expectations in the
field of healthcare have gradually increased and today have reached the level of
developing artificial tissues and organs. Initially, metals, ceramics and plastics have been
often used for biotechnology products, using a common infrastructure with various
industries. With these materials, precision-sized, mechanically, and biologically resistant
surgical instruments and implants have been produced rapidly. However, the trend today
is to use natural tissue materials to produce tissues and organs that exhibit biological
activity. The way these materials are obtained, the process of converting them into
products, their mechanical properties, the standards, and regulations of these materials
are quite different from other industrial materials.

Biological materials can be expected to provide sufficient mechanical strength in
biomimetic products as they do in natural tissues. However, since the current production
techniques cannot provide the network structure and cross-link formation that exists in
natural structures, structures as strong as natural tissues cannot be formed. Also, the fact
that crosslinking chemicals can exhibit dose dependent toxic effects, limits their use.

Biomimicry studies in the literature have mainly focused on providing cells with
a two or three-dimensional adhesion environment where these cells can exhibit their
natural behaviors, transforming the provided tissue skeleton into a functional tissue. For
this purpose, natural fibre structures, signal molecules and physical stimuli are used in
attempts to simulate the natural environment.

In this thesis, the potential of using the electric field effect as a tissue skeleton
fabrication method was investigated with a novel approach. Electrodes, solution
chambers and control circuits are designed in a modular manner, as these can contribute
to the cost-effectiveness and wider adoption of the application. In the study, collagen
type-1 protein was used, which is frequently used in the literature due to its widespread
availability and structural role in living beings, however, has not been demonstrated to
move under the effect of dielectrophoresis.

Since the construction time depends on the size of the particles, a mechanism has
been designed to provide high electric field intensity, which can move large particles.
Collagen particles of ~30, 70, 80, and 1150 pm-length in an acetic acid solution chamber
placed on the manufactured electrodes were observed to exhibit linear, rotational, and
variable directional movements under the effect of dielectrophoresis. Based on the ability



of dielectrophoresis to organize cells and building materials without contact, it is thought
that it can be used for tissue skeleton production in the field without the need for advanced
sterilization infrastructure. With the device developed within the scope of this thesis, a
utility model application was made to the Turkish Patent Institute with the title of
"Biological Material Orientation Device" and application number 2021/019014.

KEYWORDS: Artificial Tissue, Collagen, Dielectrophoresis, Electric Field, Scaffold,
Tissue Engineering

COMMITTEE: Assoc. Prof. Dr. Halil ASCI
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1. GIRIS

Insanoglu kazalar, saldirilar ve hastaliklarla miicadelesinde cesitli teknikler
gelistirmeye uzun zaman once baglamistir. Kesikleri dikmek i¢in siitiir kullanildigina dair
32 bin y1l dnceye ait kayitlara rastlanmustir (Scott 1983; Ratner vd. 2004; Sakr vd. 2021).
Ik kez MO 600°1ii yillarda Sushruta Samhita’nin calismalari ile kisinin kendi viicudunun
bir bolgesinden aliman deri dokusunun bagka bir bolgesine nakli (otogrefti)
gerceklestirilmigtir (Sushruta 1963; Saraf ve Parihar 2007). Bu temel yaklasim yeterli
otogreft alinamayan vakalarin olmasi, greft alaninda enfeksiyon gelismesi ve yara izi
kalmas1 gibi problemlere sebep olabilse de glinlimiizde rekonstriiktif miidahaleler, lokal
doku kayiplar1 ve iyilesme gostermeyen yaralarin tedavisi gibi durumlarda hala
uygulanmaktadir (Njoo 2000).

Zaman i¢inde nakil tekniklerinin ve yardimei cihazlarin gelistirilmesi ile hasar
gdrmiis organlarm saglam olanlari ile degistirilmesi de miimkiin olabilmistir. Ik organ
nakilleri hayvanlarda denenmis, ardindan farkh tiirler arasinda yapilan doku veya organ
aktarimi (ksenogreft transplantasyonlar) kapsaminda, 1910 yilinda maymundan insana
bobrek nakli denenmistir. Organ nakli alanindaki tekniklerin olgunlagmasiyla insandan
insana uzun siireli iyilesme saglanan ilk allogreft bobrek transferi (ayni tiiriin farkl
bireyleri arasinda yapilan doku veya organ transferi) 1954 yilinda gerceklestirilebilmistir
(Barker ve Markmann 2013). Bu kazanimlara ragmen dondr yetersizligi, tilkeler arasinda
koordinasyon saglanmasinin giigliigii, ulastirma problemleri, hastalarin beklemesinin
miimkiin olamadig1 durumlar ve organ reddini 6nlemek i¢in immunsupresif ilaglarin uzun
sireli aliminin mali ve tibbi olas1 olumsuz etkileri transplantasyonlar i¢in engel teskil
etmeye devam etmektedir (Kumar ve Mattoo 2015). S6z konusu engellerin asilmasi i¢in
bir yandan organ bagis1 ve transferine dair organizasyonlar gelistirilmekte iken, diger
yandan doku ve organlarin yapay olarak tiretilmesi i¢in caligilmaktadir.

Doku miihendisligi dogal biyolojik materyaller, sentetik biyouyumlu materyaller
ve bunlarin kombinasyonlarini kullanarak dokular1 yenilemeyi ve benzerlerini liretmeyi
amagclayan bir bilim alanidir. Bu alan kapsaminda, allogreft ya da ksenogreft bir dokunun
hiicresizlestirilerek yapisal iskelesinin kullanilmasi ve doku iskelesinin yapay olarak insa
edilmesi olarak iki ana konsept gelistirilmistir. Doku iskelesinin in vitro ortamda
tiretilmesi konsepti kapsaminda dondurarak kurutma, kaliplama, 3D baski, 1s1kla kiirleme
ve elektroegirme gibi teknikler kullanilmaktadir (Puyana vd. 2020). S6z konusu iiretim
teknikleri ile mikro yapi1 olusturulmaya g¢alisilirken karsilagilan temel problemlerden
birisi iiretim materyallerinin ¢ozelti ve/veya jel formunda olmasi sebebi ile taklit
edilmeye calisilan doku ve organlarin morfolojik ve mekanik 6zelliklerinin
saglanmasindaki zorluktur (Kim vd. 2016; Duan 2017; Sakr vd. 2021). ihtiya¢ duyulan
mekanik dayanimin saglanmasi i¢in ¢esitli kimyasallarin kullanimina basvurulmaktadir
ancak kimyasal kullaniminin toksik veya bagisiklik reddi doguran etkileri olabildigi gibi
ekonomik zorluklar1 da olabilmektedir. Gerek yapay doku imali gerek bir hastalik modeli
olusturulmasi gerekse rejeneratif doku miihendisligi ¢alismalarinin karsilastigi bir diger
zorluk hiicrelerin dogal fenotiplerini sergilemelerini saglamak ve doniisiimlerini
fonksiyonel bir doku olusturacak sekilde yonetmektir (Huang 2021; Osidak vd. 2021; R
Ibafiez vd. 2021). Bununla birlikte doku {irlinlerinin nihai kullanimdan oOnce steril
edilmesi i¢in uygulanan prosediirlerin ¢esitli laboratuvar altyapisi ve igletme maliyetleri
getirmesi de yayginligin saglanmasinin dniindeki problemlerden birisidir.
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Literatiirde kullanilan mikro yap1 benzetim metotlar1 ile g¢esitli hedeflere
ulasilabilmistir. Ornegin elektro egirme metodu ile nano &lcekte fibril imali
basarilabilmis ve 3D baski yontemi ile ¢esitli mikro mimari yapilar tasarlandigi sekilde
imal edilebilmistir. Hiicrelerin hassas sekilde konumlandirilabilmesi konusunda
dielektroforez metodu basariyla uygulanabilmis, hiicrelerin kismen de olsa konumlarinda
tutulabilmesi i¢in UV 1sikla jellesen biyomateryaller kullanilmistir. Dogal fenotip
benzetiminin saglanmasi i¢in uygun sinyal molekiillerinin tespiti ve kullanimina
baslanmistir (Kalantar Motamedi vd. 2016; Khalili vd. 2021). Fakat bu metotlar tek
baslarina temel benzetim problemlerinin ancak bazilarin1 ¢6zebilmektedir. Elektro
egirme metodu mekanik dayanim ve farkli mimari yapilarin benzetiminde yetersiz
kalirken, 3D baski metotlar1 da hiicresel boyutta fibril yapilar inga edilmesinde yetersiz
kalmaktadir. Her iki metot da diger metotlarda oldugu gibi hiicrelerin canli tutulmasi i¢in
kullanilan hidrojellerin eklenmesiyle mekanik dayanim kaybi ve mikro yapinin
bozulmasi problemleri yasanmaktadir (Jammalamadaka ve Tappa 2018). Bu ve benzeri
sebeplerle, ornegin UV 1sikla kiirleme ve 3D baski metodu gibi kuvvetli yonleri

birlestirilebilecek metotlarin birlikte kullanimini Oneren calismalar yiiriitilmektedir
(Bishop vd. 2017; Zheng vd. 2021).

Doku benzeri yapilar olusturulurken hiicreler ve hiicreler aras1 matriksdeki (ECM)
unsurlar ile bag kurdugu bilinen materyaller tercih edilmektedir. Bunlar; proteinler,
glikoproteinler, proteoglikanlar ve glikozaminoglikanlar ile yapisal baglar1 yikim ile
regiile eden matris metaloproteinazlar gibi malzemelerdir. Bununla birlikte hiicreleri
cogalmak tlizere uyaran ve doniisiimlerini tetikleyen biiylime faktorleri de doku
mithendisligi icin 6nemli materyallerdir (Rnjak-Kovacina vd. 2018).

Hiicreler canliliklari siiresince bulunduklar1 ortam1 fonksiyonel sekilde insa etmek
lizere goc edip ¢ogalarak hiicre hatlar1 olusturmakta ve gerektik¢e diger hiicre tiplerine
doniismektedirler (Chang ve Wang 2011). Hiicre duvarinda bulunan 6zellesmis
molekiiller bu siirecte gerek hiicreler arasinda gerekse ECM molekiilleri ile hiicreler
arasinda bag kurarak fiziki bir ag olusmasinda 6nemli rol almaktadirlar. Bu hiicre
adezyon molekiilleri doku ve hiicre tipine gore cesitlilik gosterse de kaderin, integrin,
fibronektin, laminin ve dekorin gibi yaygin bulunanlari da vardir (Frantz vd. 2010; Zhang
vd. 2020).

Hiicreler aras1 matristeki yapisal molekiillerden bazilar1 da kolajen proteinleridir.
Kolajen proteinleri cesitli hiicreler, diger bazi kolajen tipleri ve c¢esitli molekiiller
(integrin, fibronektin vb.) i¢in uygun baglanma boélgelerine (protein domain) sahiptir.
Kolajen proteinlerinin giiniimiizde bilinen 28 tipi vardir. Ozellikle fibril formdaki
tiplerinin mekanik dayanimlar yiiksektir (Karsdal 2019). Bu 6zellikleri ve gesitlilikleri
kolajenleri hem omurgali hem de omurgasiz canlilarda yaygin bulunan bir protein ailesi
kilmigtir. Kolajenlerin ¢esitli dokulardaki farkli oranlardaki varliklart o dokudaki
faaliyetlerin uygun sekilde yerine getirilebilmesinde 6nemli role sahiptir. Bu 6zellikleri
sebebi ile kolajenler doku miihendisligi uygulamalarinda siklikla kullanilan
materyallerdendir (Radhakrishnan vd. 2020; Gurumurthy ve Janorkar 2021; Rico-Llanos
vd. 2021).

Canlilardaki doku g¢esitliligi, bagisiklik sistemi cevaplart ve tiirlin bireyleri
arasindaki anatomik farkliliklar doku miihendisligi iiriinlerinin diger endiistriyel iirtinler
gibi ayn1 formda c¢ok sayida iiretilmesine ve bu sayede kazanilan maliyet diisiisii
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imkanindan faydalanilmasina imkan tanimamaktadir. Yatirim maliyeti yiliksek tedavilerin
farkl1 ekonomik giiclere sahip bireylerden olusan genis Kkitlelere esit sekilde
ulastirilabilmesi ise dnemli bir ihtiyactir. Doku ve organ nakilleri de hem bu tip yiiksek
maliyetli tedaviler arasindadir hem de 6ncelikle doku/organ donériiniin bulunmasina
ihtiya¢ vardir. Bu sebeplerle, yapay doku iiriinlerinin yaygin sekilde iiretilebilmesi ve
bunun miimkiin olan en az yatirim ile yapilabilmesi stratejik dneme sahiptir.

Bu tez ¢aligmasinda yumusak dokular i¢in kolajen temelli doku iskelelerinin
yaygin iiretimini desteklemek iizere sterilizasyon yatiriminin azaltilmasina imkan taniyan
bir liretim teknigi gelistirilmesi hedeflenmistir. Calismada iiretimden sonra sterilizasyona
ihtiya¢ duyulmamasi igin doku iskelesinin olusturulacagi ortam kolajen ¢ozeltisi ile dolu,
kapal1 ve steril bir hacim olarak tasarlanmigtir. Kolajen partikiillerinin temas edilmeksizin
tasarlanan konuma getirilebilmesi i¢in elektrik alan etkisi kullanilmasi planlanmustir.

Elektrik alan siddetinin her noktada ayni1 olmadigi bir ortam, elektronlarin belli
bir bolgede bulunma olasiligini arttirarak, notr kabul edilen bir partikiiliin elektron ve
protonlarinin dagiliminda bir dengesizlik yaratabilir. Boylece partikiiliin bir tarafi
elektronca zengin, diger tarafi ayni derecede protonca zengin durumda gézlenebilir. Bu
durum dipol olusumu olarak adlandirilir (Jones 2003). Dipoller iki veya daha fazla kutba
sahip olabilirler. Bu kutuplara etkiyen elektrostatik kuvvetler partikiilii bir iyonda oldugu
gibi elektrik alanda hareket ettirir. Homojen olmayan elektrik alan etkisiyle gézlenen bu
hareketlilige dielektroforez (DEP) denir (Pohl 1958). Dielektroforetik kuvvetler, partikiil
(biyoteknoloji literatiiriindeki ¢alismalarda 6zellikle hiicreler) ile onu ¢evreleyen ortamin
elektriksel gecirgenlik ve iletkenlik degerleri arasindaki farka gore partikiile farka
yonlerde etki eder (Cetin ve Li 2011). Dielektroforezin bu o6zelliginden faydalanarak
farkli hiicre tiplerini ayirabilmek icin secici diizenekler tasarlanabilmis, cesitli analitik
metotlar gelistirilebilmistir (Zhang vd. 2019). Segicilik i¢in partikiillerin 6zel kimyasal
isaretleyiciler ile isaretlenmesine gerek duyulmaz (Shim vd. 2013). Dielektroforetik
etkinin yaratilabilmesi i¢in elektrotlarin ¢ozeltiye temasi gerekmez ve bdylece kapali
steril bir hacim i¢inde ¢alismak miimkiin olur. Bu nitelikleri ile DEP doku miihendisligi
uygulamalarinin hassas konumlandirma, dogal protein yapisinin korunmasi ve
kontaminasyondan uzak kalinmasi gibi ihtiyaglarina ¢6ziim sunma potansiyeli tasir
(Pethig 2017). Bununla birlikte dielektroforezin doku benzetim metodu olarak kullanim1
az karsilasilan ¢alismalardandir.

Bu tez calismasinda 6zgiin bir yaklasimla, dielektroforezin literatiirde siklikla
karsilagilan analitik amagli kullanimlarindan farkli olarak, iiretim amaciyla yapisal
molekiilleri organize etmek i¢in kullanim1 6nerilmistir. Aragtirmanin temel motivasyonu
dielektroforezin partikiilleri temas etmeksizin hareket ettirme yeteneginin kapali steril bir
hacimde imalata imkan tanimasi ve boylece yayginligin saglanabilmesi potansiyelidir.
Calismanin hipotezi ise elektrik alan uygulayacak elektrotlarin dielektrik dayanim limiti
asilmadan yiiksek elektrik alan siddeti saglanarak sivi ¢ozeltiler i¢indeki ~100 pm
boyutundaki biyomateryal partikiillerinin hareketlerinin kontrol edilmesinin miimkiin
olabilecegidir. Bu amacgla DEP etkisinin yiiksek potansiyel fark kullanilarak
olusturulmasin1 saglayan bir diizenek gelistirilmis ve doku iskelesi tiretiminin bir
baslangic1 olarak lokal konsantrasyon artis1 saglayacak sekilde kolajen partikiillerinin
hareket ettirilmesi planlanmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Doku Miihendisligi Yaklasimlar

Doku miihendisligi doku fonksiyonunu geri kazandiran, siirdiiren ve gelistiren
biyolojik yapilar gelistirilmesine yonelik miihendislik, malzeme bilimi ve biyoloji
ilkelerini uygular (Macchiarini 2004). Bu kapsamda yapay doku ve organlar iiretmek i¢in
gelistirilen metotlar var olan bir doku veya organin hiicresizlestirilmesi
(deseliilarizasyon) yoluyla doku iskelesinin elde edilmesi ve biyomateryaller ve/veya
biyouyumlu malzemeler ile yeni bir doku iskelesinin imal edilmesi olarak iki ana
konseptte toplanabilir (Crapo vd. 2011; Vacanti ve Vacanti 2014).

Deseliilerizasyon i¢in yart mamul olarak kullanilan organik materyal, organize
olmus doku veya organ seviyesindedir. Bu kaynaga ulasmak icin, ksenogreft veya
allogreft dondériine ihtiyag¢ vardir (Saksena vd. 2016). Ksenogreft ve allogreft dokular,
yapilarindaki hiicresel antijenler konak¢1 dokuda enflamatuar tepki veya immiin sistem
kaynakli ret indiikledigi i¢in transplantasyon amaciyla dogrudan kullanilamazlar.
Bununla birlikte, doku iskelesini olusturan ECM bilesenlerinin transferlerinde tiirler
arasindaki farklilik genellikle iyi tolere edilir (Gilbert vd. 2006). S6z konusu ECM
materyallerini yapisal biitlinliigii koruyarak bir doku iskelesi halinde elde etmek amaciyla
hiicresel materyallerin ECM’nin kolajen, elastin, fibronektin gibi yapisal 6gelerinden
ayrigtirllmasini saglayan cesitli hiicresizlestirme yontemleri gelistirilmistir (Gilbert vd.
2006). Bu yontemler temelde hiicre ve ¢ekirdek zarlarmin fiziksel veya kimyasal etkiler
ile parcalanmasi ve ag¢iga ¢ikan materyalin kimyasallar araciligi ile ECM’den
uzaklastirilmasina dayanir. Boylece deseliilarizasyon metodu dokunun dogal mimari
yapisini ve mekanik acidan dayanikli biyomateryalleri kullanarak hem mekanik dayanim
hem de biyouyumluluk problemlerini azaltabilmistir (Gilbert vd. 2006; Crapo vd. 2011).
Fakat, hiicresizlestirme islemi icin kullanilan prosesler dokuyu canli hiicrelerden
arindirabilse de DNA, RNA vb. genetik materyaller gibi immiin yanit1 tetikleyici
unsurlarin kalintilar1 bagisiklik sistemi tepkisine sebep olabilmektedir (Hasan 2017).

Deseliilarizasyon metodu fonksiyonel morfolojik bir yapiy1 taklit etme zorlugunu
doku iskelesini yiiksek oranda koruyarak asabilse de vakaya 6zel, tam uyuma sahip
yapilarin tasarlanamamas1 metodun temel limitini tegkil eder. Bu sebeple donor dokularin
yapisal biitlinliigliniin korunmadig1 ve elde edilecek iiriiniin doku iskelesi imal materyali
olarak kullanilmasinin amaclandig1 hiicresizlestirme yontemleri de gelistirilmistir
(Gilbert vd. 2006; Crapo vd. 2011).

Doku iskelesinin imal edilmesi amaciyla yiiriitiilen faaliyetler temelde sirasiyla,
organik ya da inorganik biyouyumlu malzemelerin ¢esitli metotlarla belirli geometrik ve
fiziksel formlara getirilmesi, steril edilmesi ve hiicre uygulanmasi s6z konusu ise,
otogreft, allogreft ya da ksenogreft hiicreler ile donatilmasi asamalarindan olusur
(Mironov vd. 2003; Tabata 2009; Khademhosseini ve Langer 2016). Ardindan
biyoreaktor ve/veya in vivo inkiibasyon uygulamalari da kullanilan teknikler arasindadir
(Martin vd. 2004). Bu ve benzeri proseslerden gegerek olusturulan iriinler doku
miihendisligi iiriinii olarak kabul edilmektedir (Williams 2017). Ote yandan, bir dondrden
aliman doku/organin dogrudan kullanilmasi doku miihendisligi degil doku transferi
kapsaminda ele alinmaktadir (Shieh ve Vacanti 2005; Zurina vd. 2020) (Cizelge 2.1.).
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Cizelge 2.1. Doku miihendisligi yaklagimlarinin genel isleyisi

KONSEPT Eg;g{ggiinim dirilmast Doku/Organ iskelesinin imal edilmesi
MATERYAL Ksenogreft/ Allogreft/ Biyomateryaller ve biyouyumlu materyaller
Otogreft doku veya organ | (Kolajen, elastin, hiyaliironik asit, ipek, kitosan, biiylime faktorleri, hiicreler ve PEG, PLA, PU vb.)
Dondurma, basing D basky/
uygulama, kimyasallar, | Dondurarak > - 3% Isikla . Gozenekli Dielektro-
METOT enzimler ve antibiyotikler | kurutma n; |_kr;) o Kiirleme Elektroegirme J6kiim Elektroforez forez
ile hiicresizlestirme ENJEKSIyo
Dokunun dogal form ve Elektrot
geometrisinde/ kismen Siineerimsi Boyut tasarimina
URUNUN denatiire ya da ECM a 5 toz Jel/ Katilasmis Fibril vani kontrollii Fibril vapi uygun
YAPISI kompozisyonu ¢ozeltisi %IOIPm katilagmis jel | jel yap gozenekli yap dagilimda
formunda* yapi1 hiicre
yerlesimi
Sterilizasyon
Hiicre ekimi
Elsilli/?AL AR Biyoreaktor ya da in vivo inkiibasyon asamasi

Karakterizasyon ve fonksiyon testleri

Doku/organ transferi

* Hiicresizlestirilmis ECM kompozisyonu formundaki iiriin doku iskelesi tiretim metotlar1 i¢in hammadde olarak kullanilmaktadir.
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2.2. Hiicreler Arasi Matriks ve Doku Miihendisligi iliskisi

Doku iskelelerinin mikro mimarisi, biyofiziksel etkilesimler aracilig1 ile in vivo
hiicre biyoaktivitesinde etkilidir (Duval vd. 2017). Bu sebeple biyobenzetim ¢alismalari,
hedef dokuya 0Ozgii histomorfolojik ECM mikro mimarisi dikkate alinarak imal
edilmektedir (Sekil 2.1.). Ornegin morfolojik yapiy1 belitleyen histolojik dgelerden biri
olan kolajen fiberleri tendon dokusunda paralel, kortikal kemik dokusunda dairesel ve
korneada hekzagonal dizilim sergileyen yapidadir. Hiicreler de bu yapiya uygun formda
varlik gosterirler. Kondrositler kikirdak dokunun derin bélgelerinde kiiresel formda iken
ylizeyde ve kenar bolgelerde eklem ylizeyine teget paketlenmis yogun kolajen tip-2 ag1
sebebi ile yass1 ve elipsoit formdadirlar (Duval vd. 2017; Maher vd. 2021). Biyobenzetim
caligmalarinda imal edilen mikro yap1 boyutlar1 hedef dokuya 6zgii hiicre boyutlari ile
iligkilidir. Kemik dokudaki osteoblastlar igin 150 ila 710 um arasinda genis bir araliga
sahip gozenekli yap1 uygun olabilirken kikirdak dokudaki kondrositler i¢cin 250-500 um
aralig1 uygun olarak bildirilmistir (Crane vd. 1995; Lien vd. 2009). Epitel hiicre katmani
bulunduran deri, mide ve bagirsak dokulari ile endotel hiicre katman1 bulunduran kalp,
damar ve lenf damarlarinin biyobenzetiminde siki Oriintiiye sahip, tek katmanli (2
boyutlu) yiizeylerin elde edilmesi igin ise osteoblast ve kondrositlerin aksine sik1 ve daha
homojen doku iskelelerine ihtiyag vardir. Hiicrelere saglanan ortamin geometrik yapisinin
yaninda ortami olusturan molekiillerin de hiicre davranisi ve fenotipi iizerinde etkisi
bulunmaktadir. Ornegin bag dokunun bazal membran yapisinda sik gdzlenen kolajen tip-
IV’iin a3 zincirinden, bir proteaz (proteinlerin yikimindan sorumlu enzim ailesi) olan
MMP-9 (matriks metalloproteinaz 9) aracilig ile ayrilan bir fragment olan tumstatin’in
antianjiogenik (yeni damar olusumunu baskilayici) etki gosterdigi ve yiizeye dik yondeki
endotel gelisimini baskilayip yatay yonde yayilimi destekleyerek 2D membran
olusumuna yo6nlendirdigi bildirilmistir (Sudhakar vd. 2003; Nielsen vd. 2018; Karsdal
2019). Benzer etki karaciger dokusunda sik gozlenen kolajen tip-XVIII’in al fragmenti
olan endostatin ile de go6zlenmistir (Ranjit vd. 2012) Endotel hiicrelerin doku
iskelesindeki yapisal yerlesimlerinin ECM materyalleri ve onlar arasindaki etkilesimler
ile olusan triinler aracilig: ile belirlenmesinde oldugu gibi ¢esitli dokularda da benzer
stiregler gozlendigi bildirilmistir (Karsdal 2019).

In vivo kosullarda, ECM yapisin1 olusturan molekiiller hiicrelerin genetik
glidiimleri ve ¢evreden aldiklar1 sinyaller dogrultusunda siirekli yapilir ve yikilir. Boylece
ECM ortamindaki proteinler, proteoglikanlar, glikozaminoglikanlar, bliytime faktorleri,
proteazlar vb. molekiillerin farkli tip ve oranlar1 dokulara 6zgii bir yap1 olusturur. Olusan
dis c¢evre, fiziksel ve kimyasal Ozellikleri ile hiicrelerin gelisim ve doniisim
mekanizmalarinca algilanarak siireg devam eder (Bosman ve Stamenkovic 2003; Hassan
vd. 2019). Adezyonun saglanamamasi ¢ogunlukla programli hiicre Sliimii (apoptosis) ile
sonuclandigr i¢in doku miihendisligi uygulamalarinda oncelikle adezyon kosullarinin
saglanmasi gerekir (Santini vd. 2000; Su vd. 2005). Adezyonla baglanilacak yiizey, baska
bir hiicre duvart1 ya da hiicre adezyon molekiillerinin baglanabilecegi ligantlar
bulunduran bir molekiil olabilir. Cesitli dokularin ve dokular arasi baglarin olusumunda
rol alan en yaygin protein ailelerinden birisi kolajenlerdir.
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Sekil 2.1. 2 ve 3 boyutlu mikro ortamlardaki hiicrelerin, etkiyen mekanik kuvvetler ve
kimyasal farkliliklar nedeniyle ¢evreleri ile fakli sekilde etkilesimleri (Duval vd. 2017)

2.3. Kolajen Proteinleri ve Yapilan

Kolajenler ti¢ polipeptit zincirinin birlesmesiyle olusan heliks yapili domainlerden
meydana gelen proteinlerdir ve yapilarinda en az bir domain bulunur (Sekil 2.2, Sekil
2.3.) (Ricard-Blum 2011; Karsdal 2019). Domainleri olusturan aminoasit dizilimleri
molekiiler bag bdlgelerini Ozellestirerek gelisecek iist yapilar1 (supramolekiiler yapi)
cesitlendirirler (Sekil 2.4.). Bilinen kolajen tiplerinin bu iist yapilara gore
siniflandirilmasi ile kolajenler; fibril yapili, fibril benzeri kesintili yapili, ag yapil,
boncuklu yapili ve gapa yapili kolajenler gibi adlarla isimlendirilmislerdir (Karsdal
2019). Kolajen proteinlerinin olusturdugu supramolekiiler yapilar dokularin mekanik
dayanim, elastiklik, mekanik ve optik gecirgenligi gibi cesitli kendilerine has fiziksel
Ozelliklerinin belirlenmesinde 6nemli rol oynar. Bu 6zellikler dokularin fonksiyonel
niteliklerini sergilemelerinin temelini olusturur (Linsenmayer 1991). Ornegin korneada
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bulunan kolajen tip-VIII capraz baglar kurdugunda altigen kafes formunda yapilar
olusturur. Kolajen tip-VIII’in UV-A 1sik etkisi ve riboflavin (B-2 vitamini) varlig ile
capraz bag olusumu sergileyebildigi bilinmektedir (Sylvestre 2017; Karsdal 2019). Bu
Ozellik, keratakonus olarak bilinen ve ¢apraz bag azlig1 sonucunda korneada koniklesme
ile karakterize bir hastaligin tedavisinde korneanin optik 6zelliklerinin gérme icin tekrar
uygun hale getirilmesinde kullanilmaktadir (Spoerl vd. 1998). Bir diger durumda fibril
formda olmayan kolajen tip XIII'iin periost (kemik zar1) ve kikirdakta asir1 miktarda
iiretilmesi osteoblastlarin farklilagsma kapasitesini destekleyerek asir1 kemik biiylimesine
sebep olmaktadir. Kolajen XIII’lin normalden az olmasi ise ndéromiiskiiler baglantilarda
(sinir-kas baglantis1) pre-sinaptik ve post-sinaptik 6zellesmenin olgunlasmasini olumsuz
etkiler (Latvanlehto vd. 2010). Membran kolajenleri alt grubuna ait olan kolajen tip-XXV
ise beyin ndronlarinda sik eksprese edildigi gozlenen bir kolajen tipidir. Kolajen tip-
XXV’i olusturan alfa-1 polipeptit zincirinin boliinmesi halinde Alzheimer hastalig1 ile
iligkili oldugu diisiiniilen ¢oziiniir bir kolajen benzeri amiloidojenik bilesen (CLAC)
salabildigi bildirilmistir (Hashimoto vd. 2002; Osada vd. 2005; Tong vd. 2010; Karsdal
2019).

Fibril-Forming Collagens

al (I) I.]:l H I
< H H |
a2 (I)
af (II) E.:UD:' H l
af (IIT) '.:Dl = l
afeyy = =——lH H ]
of(V) sl H |
of (v) = D==H H
of (XI) = ==l ]
af (XI) =1 H I
af (XXIV) = o=———xo] H H |
of (XXIV) = e ]| H H |
——= Non-collagenous domain . Alternatively-spliced region

(| Triple-helical domain (Gly-X-Y) O Trombospondin domain

T c-terminal propeptide

Sekil 2.2. Fibril formlu kolajenlerin fonksiyonel alanlarinin tasvirini de igeren sematik
birincil yapisi (Karsdal 2019)
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Sekil 2.3. Membran kolajenlerinin fonksiyonel alanlarinin tasvirini de igeren sematik
birincil yapis1 (Karsdal 2019)
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Sekil 2.4. Kolajenlerin olusturdugu iist yapilarin sematik gosterimi (Karsdal 2019)

Omurgali ve omurgasiz canlilarda yaygin bulunan kolajenler insan viicudunda
bulunan proteinlerin ~%30’unu ve viicut agirliginin ~%6’sin1 olusturmaktadir (Jackson
vd. 1995; Nimni ve Harkness 2018; Salvatore vd. 2021). Kolajenler ¢esitli dokularda
farkli oranlarda bulunmakla birlikte (kuru deri dokusunun ~%70-80’i tip-1 ve tip-3,
eklemdeki kikirdak dokunun ~60°1 tip-2 vb.) viicuttaki kolajen miktarinin yaklasik %70’
tip-1’den olusmaktadir (Gelse vd. 2003; Karsdal 2019; Salvatore vd. 2021). Tip-1
kolajen, fibronektin ve laminin gibi ligantlara 6zgii domainleri araciligi ile ligantlara
baglanir. S6z konusu ligantlarin da transmembran bir protein olan integrin aracilig1 ile
hiicre duvarina baglanmasiyla adezyon gerceklesir.
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2.4. Kolajen Tip-1 Proteini Sentezi ve Yapisi

Kolajen tip-1 proteini, fibroblast, epitel, osteoblast, periodontal ligament hiicreleri
ve kondrositler gibi ¢esitli dokulara 6zgii hiicrelerce sentezlenebilmektedir (Bumann vd.
1997; Maione-Silva vd. 2019; Stipniece vd. 2021). Sentez siireci hiicre i¢inde graniiler
endoplazmik retikulumu (ER) ¢evreleyen ribozomlarda baglar ve ECM’de tamamlanir
(Agarwal 2016). Oncelikle her biri 1050 aminoasitten olusan (Chan vd. 2020), ~95 kDa
molekiiler agirlikta, preprokolajen olarak da anilan sol heliks formda Collal ve Colla2
polipeptit zincirleri sentezlenir. Iki Collal ve bir Collo2 zinciri bir ucta yakinlagarak
~100 A uzunluktaki C-(Karboksil) propeptit terminalini olusturur. Béylece Collal ve
Colla2 polipeptit zincirleri birbirine sarilmaya baslayip ~1.5 nm ¢ap ve ~300 nm (3000
A) uzunlukta, ~300 kDa molekiiler agirliga sahip, molekiiler kolajeni (tropokolajen)
olusturur (Karsdal 2019). Tropokolajen yapisinin sonlandigi noktada kolajen yapisina ait
olmayan N- (Amino) propeptit terminalinin (~150 A) olusmas1 ile prokolajen
tamamlanmis olur. C- ve N- propeptit terminalleri arasindaki tropokolajen, u¢larindaki
heliks olmayan C- ve N- telopeptit bolgeleri ve aralarindaki ti¢lii heliks 6rgiiden olusur.
Heliks bolge peptit baglari, hidrojen baglari, zincirler arasi ¢apraz baglar ve disiilfit
baglar ile mekanik ve termal etkilere kars1 stabil hale gelir. Ardindan prokolajen, golgi
yigmlart araciligl ile ER’den eksositoz vezikiillerine tasinip ECM’ye transfer edilir.
Transfer sirasinda ve transferden sonra prokolajenin uglarindaki C- ve N- propeptitler C-
ve N- proteinazlar aracilig1 ile kopar ve geriye molekiiler kolajen (tropokolajen) proteini
kalir. Propeptitlerin prokolajenden ayrilmasi tropokolajeni ve 6zellikle uglarindaki C- ve
N- telomerleri fibril yap1 olusturmak i¢in kovalent capraz bag yapmaya uygun hale getirir.
Bu asamada 6zellikle C- propeptitin ayrilmasi1 6nemlidir, aksi taktirde fibril olusmaz. N-
propeptit ayrilmaz ise sorunlu fibril olusumu gozlenir. Sentezin bu asamasindan sonra,
kolajen lizil oksidaz etkisi ile fibril ve ardindan fiber formuna gelerek yapisal olgunluga
ulagir (Agarwal 2016). Fibril ve fiber yapilarin boyutlari canlinin tiirii ve bulunduklari
dokulara gore gesitlilik gostermektedir. Fibril yapilar nanometre mertebesinde ¢apa ve
mikrometre mertebesinde uzunlukta gozlenirken fiber yapilar mikrometre mertebesinde
¢ap ve mm mertebesinde uzunluklarda gézlenmektedir (Agarwal 2016).

Tip-1 de dahil olmak iizere kolajenler tekrar eden (Gly-X-Y)n amino asit dizilimi
ile karakterizedir. Literatiirde Gly kisaltmasi glisin’i X ve Y simgeleri ise ¢ogunlukla
prolin (Pro) ve hidroksiprolin (Hyp) amino asitlerini temsil etmektedir. Gly-Pro-Hyp
amino asit sekans1 %12, Gly-Pro-Y ve Gly-X-Hyp amino asit sekanslar1 %44 ve Gly-X-
Y amino asit sekanst da %44 siklikla karsilasilan sekanslar olarak bildirilmistir
(Ramshaw vd. 1998; Maher vd. 2021). Bu sekanslarda sik¢a yer alan hidroksiprolinin
sicakliga kars1 hassas olan kolajen yapisinin memelilerdeki viicut sicakliginda da stabil
kalmasinda 6nemli rolii bulunmaktadir (Maher vd. 2021). Fibril yapili kolajenlerin heliks
formu, diger proteinlerde karsilasilmadigi kadar ¢ok sayida prolin ve hidroksiprolinin bir
tekrar yapisi iginde bulunmasina ve gelistirdikleri ¢apraz baglara baglidir (Agarwal 2016;
Karsdal 2019). Kolajenler fibril olusumuna katildiklarinda aralarinda gelisen gapraz
baglar etkisi ile eksenleri paralel ve belli 6l¢iide Otelenmis sekilde yan yana dizilim
sergilerler. Boylece ~37 nm (0.6D) boyunda {ist iiste gelme bdolgeleri ve zincirin ug
noktalarindaki N- ve C- terminal bolgelerinin karsilastigi bolgelerde de ~30 nm (0.4D)
bosluk geliserek toplamda 67 nm (D) boyunda, tekrar eden, desenler meydana gelir. Bu
desen “D Banding” ya da “D Period” olarak isimlendirilir ve fibril formdaki kolajenlerin
ayirt edici 6zelliklerinden birisidir (Bozec vd. 2007) (Sekil 2.5, Sekil 2.6, Sekil 2.7.).
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Sekil 2.5. Kolajen tip-1 proteininin sentez ve fibril form olusturma siireci (Scott vd. 2012)
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Sekil 2.6. Kolajen yapisal bolgelerinin isimlendirilmesi (Fan vd. 2012)
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Sekil 2.7. a) Kolajen tip-1 fibrillerinin SEM goriintiisii, b) Kolajen tip-1’in D-Banding
yapisini gosteren TEM goriintiisii (Greiner vd. 2019)

Canlilardaki mekanik dayanimi en yiiksek organik molekiillerden birisi olan
kolajen tip-1 proteininin farkli organizasyon seviyelerindeki formlariin elastisite
modiilleri ¢esitli yontemler ile tespit edilmistir (Miyata vd. 1992). Lorenzo ve Caffarena
(2005) kolajen benzeri (Gly-X-Y)n dizilimi sergileyen bir peptit dizilimi tizerinde
gerceklestirdikleri “Yonlendirilmis Molekiiler Dinamik™ (Steered molecular dynamics,
SMD)! simiilasyonu ile tropokolajenin elastisite modiiliinii 4.8 = 1 GPa olarak
hesaplamislardir (Lorenzo ve Caffarena 2005). in’t Veld ve Stevens (2008) de benzer
sekilde kolajen tip-3’e ait bir peptit dizilimi lizerindeki simiilasyonlarinda tropokolajenin
elastisite modiiliinii 6.1 GPa olarak hesaplamislardir (in‘t Veld ve Stevens 2008). Rijt vd.
sigir agil tendonundan elde ettikleri 100-500 nm ¢ap araligindaki kolajen tip-1 fibrillerinin
elastisite modiillerini AFM kullanarak 5 + 2 GPa olarak 6l¢mislerdir (Van Der Rijt vd.
2006). Wenger vd. (2007) benzer metotla rat kuyrugundan elde ettikleri 50-200 nm gap
araligindaki kolajen tip-1 fibrillerinin elastisite modiillerini 5-11 GPa araliginda
Olemiislerdir. Fiber yapinin molekiiler yapidan daha yiiksek dayanima sahip olabilmesi
fiberi olusturan molekiiler kolajenler arasinda her birinin kirilma degeri ~400 pN
degerinde olan olgunlagsmis ¢apraz baglarin gelismesine baglidir (Gutsmann vd. 2004).
Capraz bag olusum siireci in vivo kosullarda lizil oksidaz varliginda gergeklesir. Kolajen
fibril ve fiberlerine etkiyen kuvvetin tekrar sayisi, beslenme, yas, cinsiyet, maruz kalinan
151k miktar1 ve genetik faktorler gibi cesitli etkiler de bag olusum siirecinde etkilidir
(Carver vd. 1991). In vitro biyobenzetim ¢alismalarinda ise ¢apraz bag olusumu
glutaraldehit, kolin bitartarat, glioksal, genipin gibi kimyasallar ve dehidrotermal islem
ve UV 1sik uygulamalar1 gibi fiziksel metotlar ile saglanmaktadir (Adamiak ve
Sionkowska 2020; Dasgupta vd. 2021).

1SMD : Proteinlerin atomik diizeyde molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlar1 hem proteinlerin
davranigini hem de hastalik stiregleri igin hiicre sinyallesmesinde yer alan protein-ligand etkilesimlerini
karakterize etmek i¢in kullanilan bir aragtir. Yonlendirilmis molekiiler dinamigin (SMD) simiilasyonu, MD
simiilasyonlarinin 6zel bir tiiriidiir. Bu teknikle dis kuvvetlere nasil tepki verdigini incelemek igin bir
molekiile veya proteine yonlii bir vektdr uygulanir (Do vd. 2018).
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Dokularin mekanik dayanimlar1 ve optik 6zellikleri gibi ¢esitli fiziksel 6zellikleri
kolajen yapilarindaki ¢apraz baglarla birlikte fibril yonlenmesi ve ag konsantrasyonuna
da baglidir. Fibril organizasyonlar1 farkli dokulara etkiyen ¢esitli kuvvet tiplerine cevap
veren ¢esitlilikte gelismistir. Bir dogrultuda etkiyen siddetli ¢cekme kuvvetleri altindaki
tendonlarda paralel yonlenmis, siki paket formunda kolajen fibrilleri gozlenirken, farkli
yonlerden gelebilecek kuvvetlere esnek sekilde cevap veren deri dokusunda farkli
dogrultularda yonlenmis, tendonlara gore seyrek yapida fibriller gozlenmektedir.
Seffafligin1 kolajenlerin yonlenme Ozelliklerinden ve optimal hidrasyondan alan
korneada ise fibriller hekzagonal dogrultularda uzanan formdadir (Cheng ve Pinsky
2013).

Dokulara 6zgii fibril organizasyonlarmin olusum mekanizmalar1 arastirilmakta
olan bir alandir. Kemik dokuda gozlenen kolajen organizasyonu igin Ongoriilen
mekanizmalardan birisi kemik dokuda degisken yiikleme kosullar1 altindaki kolajen
proteininin, piezoelektrik 6zelligi etkisiyle elektrik alan olusturmasi ve pozitif ve negatif
potansiyel bolgelerine gé¢ eden sirasiyla osteoklastlarca yikim, osteoblastlarca da yapim
slirecinin igletilmesi yoluyla kolajen katmanlarinin organize edildigi yoniindedir (Fukada
ve Yasuda 1957; Cerrolaza vd. 2017). Cekme-basma kuvvetleri, hidrostatik basing,
elektriksel uyari, 151k ve manyetik alan gibi dis fiziksel uyaranlara verilen hiicre cevaplari
ve ECM organizasyonunun degistirilmesi iliskisinin bir benzeri akciger epitel
hiicrelerinin  hava akiminin yarattigi basing degisikliklerine ve elektrostatik
kosullandirmalara verdigi tepki ile de gozlenmistir (Karra vd. 2019; Hackett ve Osei
2021). Bu gibi etkilesim siiregleri biyobenzetim g¢alismalarma 6rnek teskil etmektedir.
Boylece ¢esitli doku iskelesi iiretim teknikleri ve biyoreaktdr tasarimlari
gerceklestirilmektedir.

2.5. Doku iskelesi imal Metotlar

Dokularin fizyolojik ve mekanik o6zellikler agisindan benzerlerini olusturmak
amaciyla gelistirilen metotlar hiicrelerin adezyon, proliferasyon, go¢ ve doniigim
slireglerini yiiriitebilmeleri i¢in oncelikle fiziki bir ortam saglamaya yoneliktir (Koh ve
Atala 2004). Benzetimi yapilmaya caligilan mikro mimari yapilar, kortikal kemikteki gibi
sik1 veya trabekiiler kemikteki gibi slingerimsi ya da tendon, kas, deri, bag doku ve kornea
dokularindaki gibi gesitli oriintii desenlerine sahip fibril formda olabilmektedir (Sekil
2.8.).
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Kompakt
kemik

Havers Mineralize
kanallar1 matris

Sekil 2.8. @) Siingerimsi ve siki kemik doku (Gunson vd. 2013); b) Tendon dokusu
(Franchi vd. 2007); ¢) Kornea stoma dokusunda kolajen fibrillerinin birbirine dik lameller
halinde dizilimi (Abhari vd. 2018)

Ayrica in vivo kullanimin yani sira ilag arastirmalarinda da kullanilmak {izere

karaciger, bobrek ve pankreas gibi organlarda bulunan o6zellesmis kompleks
histomorfolojik yapilar da benzetimi yapilmaya ¢aligilan 6nemli 6gelerdir (Sekil 2.9.).
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Sekil 2.9. a) Karaciger hepatosit organizasyonu (Lorente vd. 2020); b) Bdébrek
glomerulus yapis1 (Tryggvason ve Wartiovaara 2005)

2.5.1. Dondurarak kurutma metodu

Dondurarak kurutma (liyofilizasyon) metodu sivilarin organik materyallerden
siiblimlesme (katt maddelerin 1sitilirken sivi hale ge¢meden gaz hale ge¢cmeleri)
yontemiyle uzaklastirilmasimi temel alir. As1 ve ilag gibi biyoteknoloji tirlinleri ile
gidalarin termal denatilirasyona (dogal kimyasal yapinin bozulmasi) ugramadan, sogutma
ihtiyact duyulmaksizin saklanmasi ve transferine imkan sagladigi i¢in biyoteknoloji ve
gida endiistrilerince kullanilmakta olan bir metottur (Butreddy vd. 2021). Doku
miithendisligi kapsamindaki ilk uygulama deri dokusu benzetimi amaciyla kullanimidir
(Yannas vd. 1980; Yannas ve Burke 1980). Metodun dayandigi temel ilke gazlarin sivilar
icindeki c¢oziiniirliigiinlin basing azaldik¢a azalmasidir. Bu ilkeye gore sivi cozelti
icindeki ¢oziinmiis gazlar vakum altinda gaz fazina gecer ve ¢ozeltide gaz bosluklari
yaratir. Bu sirada vakumla birlikte uygulanan sifirin altindaki sicaklik etkisi ile ¢ozelti,
icindeki gaz bosluklariyla birlikte donarak siingerimsi bir yapi1 kazanir. Sicakligin
kademeli olarak oda sicakliina ytikseltilmesi sirasinda vakum etkisi ile yapidaki siv1 faz
~%95 oraninda siiblimlestirilerek uzaklastirilir. Donmus halde kalan sivinin tam olarak

15



KAYNAK TARAMASI R. OZDEMIR

uzaklastirilmasi igin genellikle 1styla son bir kurutma adimi uygulanir. Bdylece kuru bir
stinger formu elde edilir.

Doku miihendisligi uygulamalarinda ¢ozelti bilesenlerinin biyouyumlu olmasi,
gbzenek yapisinin adezyon, proliferasyon, gé¢ ve doniisiim gibi hiicresel faaliyetler i¢in
uygun Ozelliklerde olmasi ve yapinin viicutta ¢oziinme (biyodegradasyon) siiresinin
ayarlanabilmesi Oncelikli hedeflerdir. Bu sebeple bu niteliklerin tasarlanabilecegi
metotlarla galisilmasi tercih edilmektedir. Dogal dokusu hacimce ~%75-90 poroziteye
sahip trabekiiler kemik dokusunun benzetimi i¢in dondurarak kurutma metodu
kullanilmas: literatiirde sik karsilasilan c¢alismalardandir (Basha vd. 2015; Fereshteh
2018; Kordjamshidi vd. 2019; Maher vd. 2021). Yiiksek yiizey alani/hacim oranina sahip
trabekiiler yapidaki bosluklar hiicreler ve metabolitler i¢in hacim saglarken biiyiik ylizey
alan1 da hiicre tutunumu ve kalsiyum iyon transferi gibi metabolik faaliyetler i¢in ara yiiz
olur (Andia vd. 2020). Bu sebeple gozenek boyutlarinin uygun oOlgiide olmasi ve
gbzenekler arast gegislerin miimkiin olmasi fizyolojik uyum i¢in énemlidir. Bu amagla
dondurarak kurutma prosesinin vakum, sicaklik, gecis stireleri, ¢ozelti icerigi ve 1s1
transferini etkileyen geometrik o6zellikler gibi temel parametreleri degistirilerek farkli
gozenek yapilar1 gelistirilmektedir (O’Brien vd. 2004; Maher vd. 2021). Elde edilen
triinlerde 100-500 pm gozenek boyutlart ve %99’a ulasan porozite oranlarina
ulasilabilmektedir (Basha vd. 2015). Insan trabekiiler kemik dokularimnin literatiirde rapor
edilen 1-20 GPa araligindaki elastisite modiilii ve 7-10 MPa seviyesindeki basi
dayanimina da biiyiik oranda yaklasilabilmektedir (Rho vd. 1997; Fan vd. 2002; Zysset
2003; Wang vd. 2006; Basha vd. 2015; Wubneh vd. 2018; Yu vd. 2021). Abd-Khorsand
vd. (2007) materyal olarak potasyum persiilfat, asetik asit, akrilik asit, nano
hidroksiapatit, titanyum dioksit ve kitosan kompozitini kullandiklar1 ¢alismalarinda 92-
207 um arahiginda gézenek boyutu ve %55-78 araliginda porozite ile 3.1-6.7 MPa
aralifinda basma dayanimi ve 0.8-1.7 GPa aralifinda elastisite modiilii saglayan iirlinler
elde etmisglerdir. Govindan vd. (2020) kolajenin 1s1yla kismi denatiire formu olan jelatini
kullandiklar1 ¢alismalarinda 100-500 um gézenek boyutuyla <%70 porozite oranina
ulagmis ve 4.86 MPa basi gerilmesi dayanimi elde etmislerdir. Tebyanian vd. (2019)
dondurarak kurutma metodu ile kolajen tip-1, B trikalsiyum fosfat (COL/B-TCP) ve
capraz baglayici olarak gluteraldehit (0.5%) kullanarak hazirladiklari doku iskelesini
tavsan kafatasinin tepe bolgesinde agtiklart 8mm capli tam kafatas1 kalinligindaki
defektlere transfer etmisler ve iyilesme siirecinde goézlemislerdir. Ekip, gozlemin 4.
haftasinda olgunlagsmamis kemik olusumu, 8. haftasinda ise yeni kemik ile defekt
siirmin ayirt edilmesi zor olacak kadar entegre oldugunu bildirmistir.

Doku iskeleleri, yara iyilesmesinin viicut tarafindan saglanamadigi
biiylikliiklerdeki defektlerin iyilestirilmesi disinda ilag/teshis/tedavi yontemleri
gelistirilmesi ve biyouyumluluk testleri gibi alanlarda kullanilmas1 amaciyla doku modeli
olusturulmasinda da kullanilmaktadir. Doku modelinin petri kab1 ve flask gibi (2D)
ortamlar yerine doku iskeleleri {izerinde olusturulmasi, doku iskelesinin (3D) in vitro
ortamda hiicrelerle donatilmasini gerektirir. Bu ¢alismalarda hiicreler genellikle ayni
zamanda kiiltiir ortamlar1 da olan hidrojeller ile transfer edilirler. Dondurarak kurutma
metodu ile tiretilen yapilarin steril edildikten sonra hiicrelerle donatilmasi sirasinda mikro
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yapinin, hiicrelerin ve doku modelinin biiytikliigline bagli olarak hidrojelin yapiya
homojen penetrasyonu sinirli seviyede kontrol edilebilmektedir. Bununla birlikte
hiicrelerin gerekli besin ve oksijene ulasimi ile metabolik atiklarin uzaklagtirilmasi igin
vaskiilarizasyonun dogal ortama benzer siklikta saglanabilmesi gerekmektedir. Ayrica
kortikal kemigin 5 ml/dk/100gr ve siingerimsi kemigin 20 ml/dk/100gr olarak Slciilen
kanlanma ihtiyact kemigin farkli bolgelerinin degisik seviyelerde kan akimina ihtiyact
oldugu gostermektedir (McCarthy 2006). Kortikal kemikteki osteon yapilarinin ortalama
200 um capta olmasi ise osteositlerin bir kilcal damardan ~100 um den daha uzakta
bulunmadigini gostermektedir. Gerek penetrasyon basarimi gerek vaskiilarizasyon
benzetiminin saglanmasi gerekse dokulara 6zel formlarin olusturulmasi gibi ihtiyaglarla
doku iskelesinin mimari yapisinda mikro yapi disinda makro mimari unsurlarin da
tasarlanmasina gerek duyulmustur. Wahl vd. (2007) bu ihtiyacin karsilanmasina yonelik
caligmalarinda vaskiiler yap1 (makro yapi) benzetimi saglamak i¢in i¢ kalip olarak
kullanmak tizere kat1 serbest form fabrikasyon (solid freeform fabrication-SFF) metodu
ile 3D bir yap1 olusturmus ve ¢ozelti i¢ine yerlestirmislerdir. Dondurarak kurutma islemi
uygulandiktan sonra i¢ kalip uygun ¢oziicii ile ¢oziillip uzaklastirilarak en dar gegidi 135
um olarak olgiilen Sekil 2.10. B ve C’de gosterilen yapilar elde edilmistir (Wahl vd.
2007).

Sekil 2.10. a) Dogal kemik makro yapisi ve vaskiilaritesi (McCarthy 2006); b-c)
Dondurarak kurutma ve SFF metotlarinin birlikte kullanimi ile elde edilen slingerimsi
yapilar (Wahl vd. 2007)
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Dondurarak kurutma metodu hiicresiz doku iskeleleri ve hiicreli doku materyalleri
elde edilmesini saglayarak doku miihendisliginin siklikla kullanilan metotlarindan
olmustur. Fakat yiiksek oranda yonlenmis siki fibrillerden olusan tendon ve ligament gibi
dokularin stinger yapilar ile benzetiminin yapilmasinin giicligii ve ti¢ boyutlu yapisi her
katmanda farkli kalip gerektirecek doku ve organlarin benzetimi i¢in bu metodun
uygulanmasinin zorlugu gibi teknik limitler bulunmaktadir. Ayrica -80°C sicaklik ve
mutlak vakum saglayan dondurarak kurutma cihazlarmin yiiksek yatirim ve isletme
maliyetleri de ekonomik limitler getirmektedir.

2.5.2. 3D baski metotlar1

Benzetimi yapilmak istenen yapiy1 olusturacak malzemelerin mekanik transfer
yontemleri ile isleme alaninda konum ve materyal tipi secilerek biriktirildigi ya da isleme
alanindaki materyallerin 151k enerjisi ile fiziksel ve kimyasal baglar olusturularak rijit
forma getirildigi caligmalar eklemeli imalat yontemi olarak da bilinen ii¢ boyutlu imalat
yontemlerini olusturur. Biyomateryallerin genellikle viskoz akigskanlar olmasi transferin
hassas dozlar ile yapilmasini zorlastirmaktadir. Bu sebeple akisin siirekli olmasina dayali
uygulamalarda basing etkisi ile mikroenjeksiyon uygulamasi yeterli olabilirken ~10 pm
den hassas ol¢iilerde transferinin hedeflendigi uygulamalarda piezoelektrik mikro valfler
ve lazer etkisiyle mikro damlaciklar birakan teknikler kullanilmaktadir (Lee vd. 2019;
Zhang vd. 2021).

Ug boyutlu basim tekniklerinin siklikla karsilastig1 problemlerden birisi yumusak
hammaddelerin basim sirasinda rijit durmayip kaymasi ve boyut hassasiyetinin azalmasi
ve hatta nihai formun hi¢ yakalanamamasidir. Bu sorun genellikle ana yapinin rijitliginin
saglanmasi i¢in UV 1s1kla ¢apraz bag olusturulmasi, polimer kompozitler kullanilmasi,
ya da ana yapimin pH kontrollii hidrojeller ile olusturulmasi gibi yapiy1 giliclendirici
metotlar ve gegici destekler kullanilmasiyla ¢oziiliir. Gegici destekler i¢in uzaklastirma
kolaylig1 sagladiklar igin genellikle hidrojellerden faydalanilmaktadir. Uretim agisindan
en ¢ok serbestlik tantyan uygulama tipi olan UV 1sikla ¢apraz baglama icin kullanilan
foto polimerler ve ¢oziiciileri biyouyumluluk agisindan siipheli konumdadirlar. Lee vd.
(2019) UV 1s1k yerine jellesme kontroliinii pH degisimi ile sagladiklar1 bir ¢alismada
kolajenin jellesme derecesini ~20 um boyut hassasiyetiyle kontrol ederek neonatal
boyutta insan kalbi yart modelini basabilmislerdir. Yapidaki bosluklarda destek olmasi
amaciyla jelatin kullanilan ¢alismada damar yapisinin benzetimi icin CAD modele bir 3D
Voronoi ag modeli eklenmis ve ~100 um hassasiyetle basilabilmistir (Lee vd. 2019).
Jellesme derecesinin anlik olarak ayarlanabilmesi yapinin tam dolu ya da siingerimsi
bosluklara sahip olacak sekilde imal edilmesine imkan saglamis fakat caligmada hiicre
ekimi uygulanmadig1 i¢in adezyon ve proliferasyon gibi biyouyumluluk gostergeleri
rapor edilmemistir. Ote yandan hiicrelerin de 3D basim teknigi ile basilabildigi farkli
caligmalar rapor edilmistir. Wilson Jr ve Boland (2003) hiicre basimi igin yiiksek
maliyetli cihazlar gerekmedigini gostermek i¢in yiiriittiikkleri g¢alismalarinda ofis
kullanimi i¢in gelistirilen bir yaziciyr modifiye ederek sigir aortundan elde edilen endotel
ve diiz kas hiicrelerini bazal membran jeli olan Matrigel ve kolajen jel iizerine tasarlanan
desende tek kat olarak (2D) basabilmislerdir. Basimdan sonra hiicrelerin %25’ inin 61diigii
gdzlenmis ve bunun olasi sebeplerinden birisinin damla hacminin kiigiikliigii sebebi ile
cozeltideki suyun buharlagsmasi sonucu hiicrelerin dehidrasyona ugramasi olabilecegi
paylasilmistir (Wilson Jr ve Boland 2003).
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3D baski metotlar1 yapt malzemeleri ve hiicrelerin basimi ile kemik, kikirdak,
iskelet kasi, deri gibi dokularin mikro mimari benzetimini ~100 um’ye ulasan
hassasiyetle saglayarak literatiirde yaygin calisma alani bulmustur. Fakat mikro yap1
benzetimi ile hiicrelerin adezyon ve proliferasyonuna ortam saglanmis olmasiin dogal
fenotiplerini sergilemelerini garanti etmedigi yoniinde goézlemler kaydedilmistir (Zhang
vd. 2021). Genel kabul, hiicre doniisiim siireclerinin dogal yapidaki gibi islememesinin
temelinde hiicrelerin dokuya has sinyal yolaklarmi tetikleyecek kimyasal ortamin
saglanamamis oldugu ve hiicrelerin dogal ortamlarindaki fiziksel sinyallerden izole
kalmis olduklar1 yoniindedir. Bu sebeple sinyal molekiillerinin sistematik segilimi ve
fiziksel kosullarin benzetimi de doku miihendisliginin 6nemli hedeflerinden olmustur
(Kalantar Motamedi vd. 2016; Khalili vd. 2021; Mannhardt vd. 2021). Zhang vd. in vitro
ortamda dogal fenotiplerini sergilemedigi bilinen tendon kok hiicrelerini (TSPCs) sinyal
molekiillerinin bir alt grubu olan kiigiik molekiilleri ve 3D baski metodunu kullanarak,
tendon kok hiicrelerinin yonlenmis dogal fenotiplerini sergileyecek sekilde
dontisiimlerine imkan saglamiglardir (Zhang vd. 2021).

3D basim teknikleri diger metotlarin saglayamadigi kontrollii insa kabiliyeti ile ¢ok
adimli prosesler yerine tek seferde iiretim yapilmasia olanak saglar. Fakat, mikro
yapinin hiicresel boyutta benzetimi ve yonlenmis siki mikrofibril yapilarin benzetimi
heniiz saglanamamistir. Ayrica tam organ dlgeginde (3D) basilmis bir yapinin sonradan
milyonlarca hiicre ile donatilmast geometrik acidan problemlidir.

2.5.3. Elektro egirme metodu

Doku iskelesi iiretimi i¢cin biyomateryallerin termal ve mekanik ve kimyasal
yontemler disinda elektrostatik kuvvetler ile de islenmesi miimkiindiir. Elektrostatik
kuvvetlerin kullanildigi metotlardan biri olan elektroegirme metodunda polimer yapili
s1vi, yiiksek voltaj uygulanan (~15-30 kV) iletken bir kanaldan itilirken elektriksel olarak
yiiklenir ve elektrostatik kuvvetler yiizey geriliminin verdigi sekli deforme eder. Elektrik
alan siddeti belirli bir seviyeyi asip Taylor konisi ? olarak anilan forma ulasildig1 anda bir
stv1 jeti meydana gelir. S1vi jetinin ilerlemesi sirasinda s1vi fazin buharlagmasi ile onlarca
mikron ile onlarca nanometre ¢apinda olabilen fibriller olusur (Angammana ve Jayaram
2016). Elde edilecek fibril 6zellikleri uygulanan potansiyel fark, akis hizi, toplama alani
uzaklig1, polimer ve ¢oziicii tipi gibi parametrelere baglidir. Fibril driintiisiiniin yapisi ise
fibrilin toplandig1 ylizeyin 6zelliklerine ve hareketine bagli olarak, diizensiz, paralel
yonlenmis veya cok katmanli yap1 sergileyecek sekilde sivi bir ortamda birikmis
sekillerde olabilmektedir (Kishan ve Cosgriff-Hernandez 2017).

Elde edilen d{irlinlerin mekanik dayanimi kullanilan materyaller ve fibril
organizasyonuna baghdir. Kolajen proteini dogal dokulardaki mekanik dayanimi ve
biyouyumlulugu sebebi ile siklikla kullanilan materyallerdendir. Fakat Zeugolis vd. suda
¢oziinmeyen kolajen proteininin elektroegirme metodu ile islenmesi halinde kismi
denatiirasyona ugrayarak suda ¢oziinen jelatin gibi davrandigini géstermistir (Zeugolis
vd. 2008). Bu sebeple kolajenin elektro egirme metodu ile islenmesiyle olusturulan
yapilarin implantasyon sirasinda etkiyen kuvvetler ve in vivo viicut sivilar1 karsisindaki
dayanimi c¢ogu uygulama igin yetersiz bulunmaktadir (Drexler ve Powell 2011;
Blackstone vd. 2021). Mekanik dayanim ve biyodegradasyon direnci saglayabilmek i¢in
cozeltide hidroksiapatit (HAp) gibi dogal mineraller, poliiiretan (PU), polilaktik asit
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(PLA), polivinil alkol (PVA), polikaprolakton (PCL) ve poliglikolik asit (PGA) gibi
polimerler de uygun coziiciiler kullanilarak uygulanabilmektedir. Fakat, elektroegirme
metodu ile yapilan ¢alismalarin ~%70’inde kullanilan 1,1,1,3,3,3 hexafluoro-2-propanol
(HFP), 2,2-trifloroetanol (TFE), kloroform, etanol, N-N Dimetil formamid gibi ¢6ziicii
kimyasallarin ve c¢esitli c¢apraz baglayict kimyasallarin (gluteraldehit, genipin,
transglutaminaz, karbodimide, N-Hidroksisiiksinimid vb.) diisiik dozlarda kullanimi ile
toksisite sergilemeyen calismalar yapilabilse de bu kimyasallarin uzun siireli etkileri doku
miithendisligi i¢in tartismali durumdadir (Blackstone vd. 2021; Hernandez-Rangel ve
Martin-Martinez 2021). Biirck vd. (2013) dairesel dikroizm ve Fourier doniistimii
kiz1lotesi spektroskopisinin bir kombinasyonunu kullandiklar1 ¢alismalarinda HFP ve
TFE'nin s1gir dermisinden tiiretilen tip I kolajenin ii¢lii sarmallarin1 neredeyse tamamen
actigin1 gostermislerdir. Bu sebeple doku miihendisligi uygulamalar igin ¢oziicii
gerektirmeyen elektroegirme uygulamalart da gelistirilmeye ¢alisilmaktadir (Zhang vd.
2017). Ote yandan, kimyasal gapraz baglama metotlarina alternatif olarak dehidrotermal
isleme (DHT), argon lazeri uygulamasi ve ultraviyole 1sik kullanimi gibi fiziksel
yontemler de gelistirilmistir. Dehidrotermal igleme 90°C’den yiiksek sicaklikta suyun 24
saat kurutma ile uzaklastirilmasina bagli olarak amid ve ester baglari olugmasini
saglarken UV 151k amino asitlerin aromatik yan zincirleri arasinda ¢apraz bag gelisimini
saglayacak serbest radikallerin olusumunu saglar (Adamiak ve Sionkowska 2020;
Blackstone vd. 2021). Sadat-Shojai vd. (2016) elektroegirme ile elde edilmis fibril
yapilart UV g1k etkisiyle capraz bag olusturabilen biyouyumlu polimerler ile kompoze
etmis ve fare preosteoblast (osteoblast olusturmak tlizere farklilasan mezenkimal hiicre)
hiicrelerinin fiber yapiya niifuz edip tutundugu gosterilmistir (Sekil 2.11.). Yapinin
cekme dayanimi ise 329+18 kPa olarak oOlciilmiistiir. DHT metodu capraz baglama
etkisinin yaninda sterilizasyon da saglarken UV 1sik kullanimimin termal dayanimi
artirdif1 gbzlenmistir. Bununla birlikte fiziksel metotlarin kimyasal metotlar kadar
mekanik dayanim saglamadigi rapor edilmistir (Blackstone vd. 2021).

2 Taylor konisi  : Iletken bir s1v1 elektrik alan etkisine maruz kaldiginda, sekli yiizey geriliminden
cok elektrik alan etkisi ile degisir ve kiiresel bir u¢ formu olan digbiikey bir koni olusur. Elektrik alan siddeti
esik seviyeyi astiginda koni acis1 98,6° esigine ulagarak kiiresel ucun acilmasina ve eksenel dogrultuda ani
bir siv1 akigina sebep olur (Taylor 1964).
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Sekil 2.11. Elektroegirme metodu ile UV 1sikla capraz bag olusturma metotlarinin birlikte
uygulandigi bir ¢aligmanin sematik anlatimi (Sadat-Shojai vd. 2016)

Matthews vd. (2002) insan plasentasindan ve sigir derisinden elde ettikleri
kolajenleri HFIP solventi i¢inde ¢oziip elde ettikleri ¢ozeltilere gesitli varyasyonlar ile
elektroegirme uygulamislardir. Maksimum fiber olusumu elde ettikleri parametre setiyle
elektroegirme uygulanmis sigir derisi kolajen tip-1 ile 67 nm D-banding yapisini koruyan
40-100nm ¢apl fibriller elde edilmis ve diiz kas hiicrelerinin ekimden sonraki 7.giinde
tutunmus oldugu gézlenmistir. Insan plasentasindan elde edilmis kolajen tip-1°de ise s1g1r
kolajenine gore daha iri ve degisken ¢aplarda 100-730 nm fibriller elde etmislerdir (Sekil
2.12.) (Matthews vd. 2002).

15 KV X4,300 lp.mWDll 15 KV X2,300 10pum WD15

Sekil 2.12. a) Insan plasentasindan elde edilmis kolajen tip-1’in SEM goriintiisii; b) Sigir
derisinden elde edilmis kolajen tip-I’in elektroegirme isleminden sonra TEM goriintiisii
(6lgek ¢izgisi uzunlugu 100nm), 67 nm olan dogal kolajen fibril deseni gozleniyor; C)

Kolajen tip-I’in lizerinde diiz kas hiicrelerinin tutunmus oldugu goézleniyor (Matthews vd.
2002)
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2.5.4. Elektroforez metodu

Belirli yiiklere sahip partikiillerin, belirli bir elektrik alan etkisiyle, 6zellikleri
standardize edilmis bir ortamda her seferinde ayni ilerlemeyi sergileyebilecek olmasi
elektroforezin biyolojide karakterizasyon ve ayirma amaciyla kullanilmasini saglamistir.
Bu amagla gen, protein, lipit vb. molekiillerin analitik tayinlerini yapmak iizere ¢esitli
elektroforez diizenekleri gelistirilmistir. Uquillas ve Akkus (2012) elektroforezin
izoelektrik odaklama 6zelligini analitik amaglar ve elektroforetik kaplama yontemi olarak
kullanilmast disinda imalat metodu olarak da kullanilabilecegini gostermislerdir.
Calismalarinda, kolajen tip-1 proteini iceren ¢ozelti icerisindeki sabit metal teller arasinda
20 VDC potansiyel fark olusturularak pH gradyani etkisi yaratilmis ve kolajen siki fibril
(1D) formunda elde edilebilmistir (Sekil 2.13.) (Cheng vd. 2008; Uquillas ve Akkus
2012). Li vd. (2013) elektroforez metodunu sert bir poliakrilamid (PAM) hidrojel iginde
HAp mineralizasyonunu saglayacak sekilde modifiye ederek osteoblast adezyonuna izin
veren, 0.1-1 MPa ¢ekme dayanimi ve 35 MPa basma dayanimi sergileyen kompozit
yapilar elde etmislerdir.

A Collagen Solution

Wire
electrode _

. B 4:3 -“.; i ;;.

pH 8 pH9 pH 10

Sekil 2.13. a) pH gradyani olusturmak {izere hazirlanan diizenegin temsili gosterimi; b)
Uygulama sirasinda kolajenin izoelektrik noktasi sifir olan noktada (~pH 5.5) toplanmast;
c) Kolajen ¢ozeltisi igindeki elektrotlara uygulanan potansiyel fark araciligi ile
olusturulan pH gradyani; d) Elde edilen kolajen fibril yap1 (Cheng vd. 2008)

Elektroforez, elektrotlarin ¢ozeltiyle temas etmesini gerektiren ve ancak yikli
partikiillere uygulanabilen ve bir metottur. Partikiile etkiyen kuvvetin siddeti ve yonii
elektriksel yiikiiyle iligkilidir. Bu temel tasarim parametreleri ve paralel tel elektrotlu
uygulama ile tek boyutlu fibril olusturulsa da paralel plaka elektrotlar ile iki ve {ig

22



KAYNAK TARAMASI R. OZDEMIR

boyutlu doku modeli gelistirilmesi potansiyeli de tasir. Fakat elektrotlarin ¢ozeltiye
temast sulu ¢ozeltilerde hidrolize sebep olmakta ve elektrotlardan ¢ozeltiye iyon transferi
potansiyeli de tasimaktadir (Cheng vd. 2008).

2.6. Dielektroforez Metodu
2.6.1. Dielektroforezin temel ilkesi

Homojen olmayan elektrik alana maruz kalan bir partikiiliin elektronlar: elektrik
alan siddetinin ytiksek oldugu yone hareket ederler ve boylece partikiiliin bir tarafi negatif
diger tarafi da ayni dlglide pozitif yiiklii hale gelir. Buna dipol olusumu denir. Dipollere
etkiyen elektrik alan elektrostatik kuvvetler (Foep) olusturur ve boylece partikiiller onlara
etkiyen net elektrostatik kuvvet yoniinde hareket edebilirler (Sekil 2.14.). Bu etki
dielektroforez olarak bilinir. Bir ¢ozelti igcindeki hiicre veya maddesel partikiillerin
dielektroforez etkisiyle tasarlandigi sekilde hareket ettirilebilmesi icin net elektrostatik
kuvvetin yiizdiirme kuvveti, yercekimi, direng kuvvetleri ve termal etkiler ile olusan
akimlara karsi etkili seviyede biiyiik olabilmesi gerekmektedir. Elektrik alan gradyanina
gore kiiciik partikiiller i¢in Fpgp asagidaki sekilde hesaplanabilir (Pohl 1958; Li vd.
2014).

Fpgp = pV.E (2.1)
Burada;
p, dipol momenti,
VE, elektrik alan siddetini ve yoniinii ifade eden gradyan,

Dielektroforez kuvvetinin hesaplanmasi i¢in, partikiiliin konumu, o noktadaki
elektrik alan siddeti ve partikiilde olusan dipol momenti p bilinmelidir. p, kiiresel bir
partikiil i¢in;

p=0Qd=Q2r (2.2)
Q = e K (0)reE (2.3)

esitliklerinin birlesimi ile;
B = 4mr3e, K (0)geE (2.4)

olarak elde edilir.
Burada;
Q, partikiiliin kutuplarinda indiiklenen zit ve esit ylik miktar1 (Columb)

D, partikiiliin ¢ap1 (m)
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1, partikiiliin yarigap1 (m)
&m» cOzeltinin mutlak gecirgenligini,
K (®)ge, Clausius—-Mossotti faktoriinii ve Re, reel kisminin alindigini,

E, elektrik alan vektériinii ifade eder.

A E(r) E(r+d) | p
A A A _AAa 4F, = Q[E(r + d)]

-0 +0

Fi = QE(r)

Sekil 2.14. a) Elektrik alan gradyanindaki (kesikli ¢izgiler) bir partikiil boyunca dagilan
+Q ve -Q yiikleri ve onlara etki eden E(r) ve E (r+d) siddetine sahip elektrik alan
vektorleri; b) Q yiiklerinin elektrik alan vektorleri ile etkilesiminden dogan F1 ve F2
kuvvetlerinin partikiile etkimesinin illiistrasyonu goriilmektedir (Pethig 2017)

Elektrik alan vektérii E nin siddeti ve yonii, konum vektorii (T) ve potansiyel
fark (V) parametreleri kullanilarak asagidaki sekilde edilip hesaplanabilir.

E=-%p (2.5)
dr
E=-7v (2.6)
, a._ 9. 0. (2.7)
E——(alﬁ'@jﬁ'azk)v

Clausius—Mossotti faktorii K (o), partikiil ve iginde bulundugu ortamin kompleks
gecirgenliklerinin birbirine gére durumuna ve uygulanan elektrik alanin frekansina
baghdir (Li vd. 2014). K (w) faktériiniin degeri -0.5 ile +1 arasinda sinirlandirilmistir.
Negatif durum, partikiiliin ortamdan daha az polarize edilebildigi ep<em ve/veya cp<cm
durumunda ve pozitif durum da partikiiliin ortamdan daha fazla polarize edilebildigi
gp>em ve/veya op> om durumunda ortaya ¢ikar. (Li vd. 2014).

_Ep~E&m (2.8)
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Burada,
e* = £ — io/w, i = V—1 olmak tizere kompleks gecirgenligi,
€, gecirgenligi,
o, elektriksel iletkenligi,

o, elektrik alan frekansimi ifade etmektedir.

“p” ve “m” indisleri ise sirasiyla partikiil ve ortam1 ifade etmektedir.
Gegirgenligin kompleks formunun kullanilmasinin sebebi, partikiil ve ortamin
elektrik alan altinda iletken ve yalitkan 6zellikleri bir arada sergileyecek olmasidir.

Boylece 2.3, 2.7 ve 2.8 denklemleri 2.1 denkleminde birlestirilerek
dielektroforetik kuvvet, Fpgp;

FDEP = 27Tr3€mK(CO)ReVE2 (29)

formunda elde edilip hesaplanabilir (Li vd. 2014).

Gegirgenlik (€), dielektrik bir malzemenin elektriksel polarizasyon kabiliyetini
belirler. Gegirgenlik arttik¢ca elektrik alanda polarize olma miktar1 artar. Partikiiliin
gecirgenligi (ep), ortamin gecirgenliginden (em) biiyiik olursa partikiil elektrik alan
gradyaninin yogun oldugu yonde hareket eder ve bu durum pozitif DEP (pDEP) olarak
anilir. Ortamin gegirgenligi partikiilden biiylik olursa partikiil elektrik alan gradyaninin
seyrek oldugu yonde hareket eder ve bu durum negatif DEP (nDEP) olarak anilir (Sekil
2.15.) (Pethig 2017).

&7 —
. m— o 1O

Sekil 2.15. Ortam ve partikiil arasindaki elektriksel gecirgenlik farkina bagli DEP kuvveti
yOniiniin gosterimi a) Pozitif DEP (em < gp); b) Negatif DEP (ep < em) (Pethig 2017)
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2.6.2. Dielektroforez diizenekleri ve kullanim alanlar

Dielektroforez homojen olmayan elektrik alan etkisi ile olusur fakat partikiiliin
hareket yoniinli polarizasyon belirler. Partikiiliin hareket yoniinii, elektrik alan yoni
yerine polarizasyonunun belirlemesi dielektroforez metoduna elektroforezde olmayan
tarzda segici bir nitelik kazandirmistir. Dielektroforezin bu 6zelligi, gesitli tip ve
nitelikteki hiicrelerin ayristirilmasi, tek bir hiicrenin izole edilmesi, belirli bolgelerde
konsantrasyon artis1 saglanmasi ve karakterizasyon gibi amaclarla kullanilabilmesine
imkan vermektedir. (Zhou vd. 2016; Liang vd. 2020). Dielektroforez diizenegi
tasariminin temel parametreleri; ¢ozelti ve partikiiliin elektriksel gecirgenlikleri,
elektrotlarin geometrik sekilleri, potansiyel farkin siddeti, frekans1 ve faz degisimleridir.
Frekans gecirgenligi, faz ise hareketin lineer ve rotasyonel karakterini etkiler. Faz
degisimleri partikiil boyutu ve elektrot boyutu ile uyumlu segilerek pompa
kullan1lmaksizin hareketi stirdiirmek ya da lokal yon farkliliklar1 yaratmak miimkiin olur.

Piacentini vd. (2011) trombositlerin (~2-3 pm) eritrosit (~7-8 ym) ve diger kan
hiicrelerinden ayrilmasi i¢in hazirladiklar1 DEP diizenegi ile %98.8 oraninda ayirma
saglayabilmislerdir. Diizenek, sirayla +5 V@100 kHz ve -5 V@100 kHz uygulanan bir
dizi kare formlu uzanti1 igermekte ve parabolik akis hattini elde edebilmek i¢in iistteki ve
alttaki giris kanallarindan sirasiyla 134 um/s ve 853 um/s hizla akis saglamak tizere mikro
pompa ile desteklenmistir (Sekil 2.16.) (Piacentini vd. 2011).

/ Simulated PLT trajectory )§
Simulated RBC trajectory

Sekil 2.16. DEP etkisi ile hiicre ayristirmasi saglayan diizenek a) Trombosit ve
eritrositlerin akig profilini géstermek {lizere videodaki goriintiilerin iist iiste eklenmesiyle
olusturulan goriintii; b) DEP etkisi yaratmak i¢in potansiyel fark uygulanan elektrotlarin
dizilimi (Piacentini vd. 2011)

Choi vd. (2012), bir ¢ozeltide diisiik derisimde bulunan biyopartikiillerin bir
biyosensoriin algilama esigine ulasacak seviyede konsantre edilebilmesini saglamak i¢in
kanal etkisi yaratan “V” seklinde iletken bir elektrot tasarlamislardir. Elektrot, siviy1
tasiyan ylizeyin altinda siviya temas etmeyecek sekilde konumlanmistir. Cozelti 100
pL/h’den az bir hiz ile kanala pompalanmis ve bu sirada elektrotlara uygulanan potansiyel
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farklar degistirilerek partikiil hareketine etkileri gozlenmistir. Optimum parametre seti ile
%92.8 konsantrasyon artisi elde edildigi bildirilmistir (Sekil 2.17.) (Choi vd. 2012).

Sekil 2.17. Dielektroforez ile kanal etkisi yaratarak konsantrasyon artigi saglayan elektrot
tasarimi ve sirasiyla @) 0 V; b) 8 Vpp@3 MHz; ¢) 16 Vpp@3 MHz potansiyel fark
uygulanirken partikiil dagilimlari (Choi vd. 2012)

Coklu ila¢ direncinin K562 I6semi hiicrelerinin dielektrik 6zellikleri tizerindeki
etkilerinin incelenmesi i¢in hazirlanan DEP diizeneginde sinyal jeneratorii, elektrotlar,
enjeksiyon araci ve kamerali mikroskop sematik olarak goriilmektedir (Sekil 2.18.)
(Bahrieh vd. 2014).
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Sekil 2.18. DEP ¢alismalarinda siklikla kullanilan ¢aligma diizenegi (Bahrieh vd. 2014)

PDMS
Reservoir

[laglarin etkinliginin in vitro arastirilmasinda ya da biyouyumlulugu arastirilan
materyallerin toksik etkilerinin degerlendirilmesinde canli ve 6lii hiicre sayimlarindan
faydalanilmaktadir. Boyle bir uygulama i¢in dielektroforez kullanildiginda, saglam bir
plazma membranina sahip canli hiicreler, pasif iyon akisina direnecek ve elektriksel
olarak yalitic1 bir pargacik olarak goriinecektir. Bozulmus bir plazma zarina sahip o6l
hiicreler ise bozulmanin siddetine gore iletken bir pargacik olarak davranabilir. Bozulma
ileri seviyede oldugunda elektrik alan hiicrenin i¢ine girecek ve bu alan etkisiyle
indiiklenen yiikler alanla ayni yonde hizalanmig bir dipol moment olusturacaktir.
Yildizhan vd. (2017) bu ilkenin gézlenmesine yonelik calismalarinda, canli ve 6li U937
monosit hiicrelerini 20 Vpp, 300 kHz, 1 pL/dk akis hiz1 kosullarinda %90 oraninda
ayrigtirabilmislerdir (Sekil 2.19.).

* ok k

Q
—
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% Number of Cells

20+

Before Separation After Separation

Sekil 2.19. a) Ayrilmadan 6nce oran 1:1 iken ayrilmadan sonra 6li hiicreler %90 oraninda
uzaklastirilmistir; b) Ayrilmadan once 6li ve canli hiicrelerin karbon yapili dizi
tizerindeki dagilimlari; ¢) Ayrilmadan sonra canli hiicrelerin dagilimlar1 (Yildizhan vd.
2017)
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Dielektroforez metodunun diisiik maliyetli diizenekler olusturma potansiyeli hizl
tan1 kitleri gelistirilmesine olanak tanimaktadir. Esfandyarpour vd. (2017), disiik
maliyetli bir diizenek ile hiicre izolasyonu yapilabilecegini gostermek iizere tasarladiklari
iletken yollarin yazici ile basildigi PET plaka, izolator olarak ~100 mikron kalinlikta
lamel cam1 ve PDMS’den imal edilmis mikro kanaldan olusan diizenege BY4741 maya
hiicresi, MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatti ve streptavidin kapli 5 ve 10 pym
capinda polietilen kiireler bulunduran bir c¢ozeltiyi 0.07-0.1 pL/dk hizla enjekte
etmiglerdir. 900 kHz frekansla uygulanan 12 VAC potansiyel farkin olusturdugu DEP
etkisi ile maya hiicresi diger hiicrelerden izole edilip tutulabilmistir (Sekil 2.20.)
(Esfandyarpour vd. 2017).

Sekil 2.20. a) Disiik maliyetli tan1 kiti iiretimi i¢in Onerilen sistemin prototipi; b)
Onerilen sistem ile tek bir maya hiicresinin diger hiicrelerden ayrilip tutulabildigini
gosteren fotograf (Esfandyarpour vd. 2017)

Chen vd. (2021), mikro yap1 deseni ve hiicrelerin bu yapidaki konumlarinin
fonksiyonel etkisini belirgin sekilde gdstermek i¢in hepatositleri pDEP etkisi kullanarak
dogal karaciger dokularindaki gibi hekzagonal adaciklar seklinde yerlestirmislerdir.
Literatiirdeki  biyobenzetim ¢aligmalarimin  ¢ogunda sadece konumlandirmaya
odaklanildigin1 ve calismalarin ¢ok azinda hiicrelerin konumlarini ne kadar siire
koruduklar1 hakkinda veri sunulduguna dikkat ¢eken ekip, calismalarinda DEP etkisi
kaldirildiktan sonra ii¢ giin i¢inde yerlesimin bozuldugunu goézlediklerini ve hiicreleri UV
1sikla capraz baglanan jelatin metakrilat (GelMA) hidrojel icinde tutarak hiicrelerin
konumlarinin korunabildigini bildirmistir. (Sekil 2.21.) (Chen vd. 2021).
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Sekil 2.21. a) DEP etkisi elde etmek i¢in tretilen elektrot; b) COMSOL yazilimi ile
yapilmig elektrik alan dagilimi analizi; c) Elektrotlar etrafinda yogunlagmis hiicrelerin
goriintiisii (Chen vd. 2021)

Literatiirde biyomateryaller ile dogal mikro mimari benzetimi, hiicrelerin
konumlandirilmasi, dokuya uygun sinyal molekiillerinin kullanimi1 ve dogal fenotip
gosteriminin  saglanmasi gibi temel hedeflerin ¢esitli seviyelerde gerceklestirildigi
calismalar bulunmaktadir. Dielektroforez metodu gerek materyallerin gerekse hiicrelerin
secilip hareket ettirilmesi ve konumda tutulmas: gibi hedeflerin hassasiyetle
gerceklestirilmesine olanak saglayan potansiyeli ile dikkat cekmektedir. Bununla birlikte
literatiirde dielektroforezin mikro yap1 ingas1 amaciyla biyomateryalleri organize eden bir
metot olarak kullanimina rastlanamamastir.
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3. MATERYAL METOT

Bu tez calismasinda dielektroforezin mikro mimari benzetim metodu olarak
kullanim potansiyeli arastirilmistir. Dokulardaki yaygin bulunurlugu ve hiicreler i¢in
uygun bir adezyon molekiilii olmas1 sebebi ile yap1 materyali olarak kolajen proteini
kullanilmistir. Calismada partikiillerin tek tek ve gruplar halinde hareket ettirilmesi
planlanmistir. Uygun benzetim hassasiyeti ve isleme hizi dengesini saglayabilecek
ortalama partikiil boyutunun tayini i¢in oncelikle ¢esitli dokularin hacimsel biiyiikleri,
kullanilabilecek olasi partikiil boyutlarina oranlanmis ve kag¢ adet partikiil gerekecegi
hesaplanmistir (Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. Doku iskelesini olusturacak partikiil boyut ve sayisinin tespiti tablosu

Porotize Doku iskelesini
[Fibril 20 100 300 1000
bosluklari . .
. . mikron mikron
mikron mikron
%80
- Ik.en dOk.u kenarli kiibik partikiillerle temsil eden
Organ/ Ref. Hacim iskelesi .
- modeldeki
~ hacmi
organ -
béliimii (ml) yaklasik partikiil sayilari
(Adet)
(ml)
Burun - 6 1.2 0.15x10° | 1.20x10° | 0.05x10° | 1.20x10°
Dis kulak - 6 1.2 0.15x10° | 1.20x10% | 0.05x106 | 1.20x10°
Aort (Kurugol vd.
2015) 15.7 3.14 0.39x10° | 3.14x10° | 0.12x10° | 3.14x10°
Pankreas (Szczepaniak
vd. 2013) 75 15 1.88x10° | 15x10% | 0.56x10° | 15x10°
Bobrek (Roseman vd.
2017) 140 28 3.50x10° | 28x10° | 1.04x10° | 28x10°
Karaciger (Andersen vd.
2000) 1600 320 40x10° 320x10% | 11.9x10% | 320x10°
Burun ve dis kulak hacimleri CAD model ile hesaplanmustir.
Aort boyutlar1 kalp ¢ikisinda Qag: 25, @ig:15, h: 50 mm i¢in hesaplanmigtir.

Cizelgede 20 mikron degeri literatiirde DEP etkisi ile hareket ettirilebildigi bilinen
hiicrelerin (~7-15 pm) yaklasik degeri oldugu icin yeterli hassasiyeti saglayabilecek
minimum deger olarak se¢ilmisken 1 mm degeri hassasiyetin yetersiz olacagi bilinen {ist
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bir deger olarak se¢ilmistir. Ara degerler olan 100 ve 300 um degerleri ise 20 pm 6l¢lisiine
kiyasla islenebilir seviyede az sayida partikiil gerektiren, hassas benzetim igin yeterince
kiicik ve DEP etkisi ile hareket ettirilmesi olasi partikiil biiyiikliikleri olarak 6n
goriilmislerdir.

Elektrotlar arasindaki mesafe, hazirlanan devreyle uygulanabilecek maksimum
potansiyel fark olan 9 kV ile basili devre kart1 (Printed Circuit Board, PCB) materyali
FR-4’tin 20 kV/mm degerindeki dielektrik dayanimini asmayacak seviyede 650, 1000 ve
1350 pm dSlgiilerinde tasarlanmustir. Elektrot dizilimleri ise partikiillere lineer, rotasyonel
ve degisken dogrultulu hareketler yaptirabilecek sekilde tasarlanmistir. Elektrot tasarimi
stirecinde geometrik seklin bilgisayarda tasarlanmasi ve elektrik alan analizi yapmak
amaciyla Comsol ve basili devre karti (PCB) imali i¢in Altium programlarindan
faydalanilmistir.

Kolajenin ¢dziinmesi ve partikiillerinin hareket edebilecegi s1vi bir ortam olusturmasi i¢in
asetik asit ¢ozeltisi kullanilmigtir. Cozelti, cam lamellerden olusturulan kapali bir hacim igine
almip yiiksek potansiyel fark uygulanan PCB ylizeyine yerlestirildikten sonra 4X biiyiitme
giictindeki dijital mikroskop ile gézlem yapilmistir.

3.1. Cozelti Haznesi Hazirlanmasi

Kolajen partikiillerinin hazirlanmasinda kullanilan ¢ozeltiler, capraz bag yapisini
az miktarda denatiire eden ve literatiirde kolajen temelli doku iskelesi iiretimini
hedefleyen galismalarda siklikla kullanilan asetik asit kullanilarak hazirlandi (Bak vd.
2018; Neff ve Bradshaw 2021). Bu tez c¢alismasinda planlanan hareketlerin
gozlenebilecegi maksimum boyutlarda partikiiller hazirlayabilmek i¢in 6ncelikle derisik
cozeltiler hazirlanmig ve elektrik alan altindaki davranislart gozlenerek ¢ozelti derigimi
ve kolajen miktar1 seyreltik ¢ozeltiler verecek yonde tekrar diizenlenmistir.

Ik ¢ozelti (Cozelti-1) 0.05M, ikinci cozelti (Cozelti-2) 0.2M derisimde
hazirlanmistir. Cozeltilere kiitlece %0.5 olacak miktarda liyofilize atelokolajen tip-1
(Bugamed’den temin edilmistir) ilave edilmistir. Gozleme hazirlamak i¢in ¢ozeltilerden
5 ml almip 5 ml eozin ilave edilerek kolajen partikiilleri kirmiziya boyanmistir. Elde
edilen ¢ozeltiler 5000 RPM’de (3.689 x g) 15 dakika boyunca santrifiij edilerek kolajenin
cokelmesi saglanmistir. Cokeltinin iistiinde kalan s1v1 kisim (siipernatant) atilmis ve dipte
kalan ¢okeltinin tstiine 10 ml distile su ilave edilerek kolajen partikiilleri gézlenmeye
hazir hale getirilmistir. Bu iki ¢6zeltiyle elde edilen partikiillerin davranislarina gore
Cozelti-3, 0.5M derisimde kiitlece %0.1 kolajen igerecek sekilde hazirlanmistir.
Hazirlanan ¢6zeltilerin parametreleri ve hesaplana sekli Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Kolajen ¢ozeltisi hesap ¢izelgesi
Aciklama | Asetik asit | Asetik asit | Baglangig | Baslangig Hedef Hedef Hedef ¢ozelti igin | Hedef ¢ozelti Asit Hedeflenen Eklenen
molekiiler | yogunlugu | ¢0zelti molalite hacim ¢ozelti | tartilmasi gereken |igin suya ilave | ¢ozeltisi kolajen kolajen
agirlig derisimi | hesaplamasi molalitesi su miktari edilmesi kiitlesi miktari miktari
gereken asit (kiitlece)
miktari
Kisaltma MA d X M1= V2 M2 [V2-(V2*M2/M1)] | (V2*M2/M1) ma mk (ma*mk)*10
X*d*10/MA
Birim (g/mol) (g/ml) (%) M) (ml) (ml) (ml) (ml) ()] (%) (mg)
Cozelti-1 60.5 1.05 99.7 17.3 50 0.05 49.86 0.15 50.01 0.05 25.004
Cozelti-2 60.5 1.05 99.7 17.3 50 0.2 49.43 0.58 50.03 0.05 25.014
Cozelti-3 60.5 1.05 99.7 17.3 50 0.5 48.56 1.45 50.07 0.01 5.007
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Su, asetik asit ve kolajen tip-I’in 20°C’de bagil gecirgenliklerinin sirastyla
€su=80, €aa=06.2 Ve ekolajen=2.6 olarak olciildiigii literatiirdeki calismalardan bulunmustur
(Malmberg ve Maryott 1956; Lima vd. 2006). Bohigas ve Tejada (2009), asetik asit
cozeltilerinin gecirgenligini hesapladiklar1 calismada cesitli derisimlerde asetik asit
iceren 20°C sicakliktaki suyun 1-10 GHz araligindaki bagil elektriksel gegirgenlik
degerlerini sunduklar1 grafikte hacimce %1 ve daha az asetik asit igeren ¢ozeltilerin bagil
gecirgenliginin ~78 olacagini ifade etmislerdir (Bohigas ve Tejada 2009). Bu durumda
dielektroforez teorisine gore kolajen partikiillerinin negatif DEP 6zelligi sergileyerek
elektrik alan gradyaninin az yogun oldugu yonde hareket etmeleri ve elektrotlar
enerjilendirildik¢e uzaga itilmeleri beklenmistir.

3.2. Elektrik Alan Gradyam ve Polarizasyon Analizi

Elektrot tasarimina yon gostermesi amaciyla elektrik alan gradyani ve
polarizasyon sonuglarini sunan analizler yapilmistir. Analizler i¢in sonlu elemanlar
metodunu kullanan COMSOL yaziliminin elektrostatik modiiliinden faydalanilmistir.
Negatif DEP ve pozitif DEP etkilerini bir arada gozlemek i¢in ¢ozelti igerisinde bagil
elektriksel gecirgenligi ¢cozeltiden biiyiik ve kiigiik partikiiller modellenmis, bu modelin
homojen ve homojen olmayan elektrik alan altindaki polarizasyonlarinin gosterildigi iki
ayr1 analiz yapilmistir.

3.3.  Elektronik Devre ve PCB Tasarimi

Partikiillerin homojen olmayan elektrik alan altindaki davranigini gézlemek tizere
potansiyel fark, frekans, faz ve etkime siiresini degistirerek fakli elektrik alan gradyani
desenleri tiiretilebilen bir diizenek hazirlanmistir (s6z konusu parametrelerden olusan
deger setleri tez metni i¢cinde senaryo olarak anilmistir). Potansiyel fark: yiikseltmek i¢in
transformator, frekans saglamak icin sinyal jeneratorii, elektrot sirasi ve siiresini
belirleyerek TW-DEP etkisi yaratilmasi i¢in ise Arduino ve sinyal c¢oklayicilar
kullanilmistir.

Bu tez ¢alismasinda tarif edilen insa metodu ii¢ boyutlu uzayda parcalarin bir
araya getirildigi tipte, bir tiir eklemeli imalat uygulamasidir. Baglangi¢ olarak iki boyutlu
bir uygulama yapilmistir. Bir partikiiliin lineer ve rotasyonel olmak {izere iki temel
hareketi ve karmagsik manevralar1 ne derece basariyla gergeklestirildigini gozlemek icin
li¢ cesit elektrot tasarlanip imal edilmistir (Sekil 3.1, Sekil 3.2, Sekil 3.3).
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Sekil 3.1. Lineer hareket gozlemek iizere imal edilen PCB-1
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Sekil 3.2. Rotasyonel hareket gdzlemek ilizere imal edilen PCB-2
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Sekil 3.3. Degisen dogrultularda hareket eden partikiilleri gozlemek i¢in imal edilen
PCB-3

Her bir elektrota bir transformatdr baglanmis ve transformatorler birer MOSFET
ile siirlilmiistiir. Transformatorlerin ¢ikis verebilmesi i¢in sirast geldikce MOSFET lerin
Gegit (Gate) ucuna, (aksi belirtilmedikce) 100 kHz frekansla, kare dalga formunda PWM
(Pulse-Width Modulation) sinyali %50 ¢alisma orani (duty cycle) ile uygulanmistir (Sekil
3.3.). Transformatorlerin primer sargilarina 0-30 V potansiyel fark araliginda
ayarlanabilen DC gii¢ kaynagi ile besleme saglanmustir. Uretilen potansiyel fark, 1.6 mm
kalinlikta, ~0.035 mm kalinlikta bakir katmanina sahip FR-4 materyalden imal edilmis
PCB’lerin lizerindeki elektrotlara iletilmistir (Sekil 3.4.).

Senaryo-1 i¢in arduino kod ozeti: t1: pin-1: 500 ms on Senaryo-1 ‘e gore enerjilendirilen PCB yollarinda
pin-1: 100 ms off plazma olusumu t3 ani pin-6 aktif
. 12 ani pin-2 aktif SRS
t-2: pin-2: 500 ms on t1 ani pin-1 aktif gua-—

pin-2: 100 ms off S

t-3: pin-6: 500 ms on
pin-6: 100 ms off

Enerjilendirilen pin bilgisi

PWM

vArdumo Mega Sinyali

Siralama

O bilgisi _

pin-20-19-18-17-16-15-14-13-12-11
k CRENNN NN
D SHBONNBNay

PWM Sinyal jeneratorii Multiplexer-4067 Mosfet/Coil Grubu
Sekil 3.4. a) Dielektroforetik kuvvet olusumunu tetiklemek ve yonetmek iizere senaryo
parametrelerinin kontrol edildigi sistem; b) PCB’lere iletilen yiiksek voltaj etkisi ile

ylizeydeki su haznesi ve PCB arasinda plazma olusumu
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Cesitli PCB’lerin kolayca sisteme baglanip sokiilebilmesi i¢in modiiler bir PCB
adaptorii tasarlanmistir. Elde edilen yiiksek voltajin iletimi i¢in kullanilan kablolar
polyimid bant ile kaplanarak yalitilmistir. Caligma sirasinda kod hatalar1 ve arizalanma
gibi sorunlari gorsel bir indikatér ile kontrol edebilmek igin enerjilendirilen
transformatorlerin ve dolayisi ile elektrotlarin aktif olup olmadigin1 gdsteren bir LED
dizgisi yapilmistir. Sinyal jeneratdriiniin kontrolii i¢in sisteme bir osiloskop dahil
edilmistir (Sekil 3.5.).

H A

|

Sekil 3.5. Gozlemlerin yapildig: diizenek, a) 0-30VDC gii¢ kaynagi; b) 3Hz-1MHz kare
dalga PWM sinyal jeneratorii; ¢) Osiloskop; d) Gorsel kontrol i¢in kullanilan LED dizgi;
e) Polyimid (PI) izolasyonlu yiiksek voltaj kablolari; f) Cesitli PCB’ler; g) Cozelti gozlem
haznesi; h) Eozin ile boyanmis kolajen ¢ozeltisi; i) 4X dijital mikroskop; j) Mikroskop
icin kalibrasyon cetveli

Uretilen yiiksek voltajin farkli PCB’lere iletildigi ii¢ farkli gézlem yapilmistir.
Gozlemler igin, 0.18 ml hacme sahip gézlem haznesine 0.015 ml ¢6zelti-3 damlatilip
tizerine ~0.15 ml distile su ilave edilerek hazne doldurulmus ve iizeri dis hava akimi1 vb.
etkilerden korunmak iizere lamel ile ortiilmiistiir (Sekil 3.6.).
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Sekil 3.6. a) Gozlem haznesine damlatilmis kolajen partikiilleri; b) Gozlem haznesine
distile su (dH20) eklenmesiyle kolajen partikiillerinin yayilimi; c) Partikillerin
gozlenmesi i¢in kullanilan 4X dijital mikroskop ve PCB adaptorii
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4. BULGULAR
4.1. Partikiil Boyutunun Cozelti Derisimi ile Ayarlanmasi

Cozelti-1 (Cizelge 3.2.) ile elde edilen partikiiller, maksimum biiyiikliigii verse de
bliyiik ¢ogunlugunun uygulanan elektrik alan etkisi ile yer degistirmedigi gozlendi.
Bununla birlikte bazi kiigiik partikiillerin hareketi ve biiyiik partikiillerin bazilarinda
kenar uzantilarinin uygulanan elektrik alan etkisine uyumlu tarzda salinimi DEP etkisinin
olustugunu gostermistir. Cozelti-2 ile olusturulan partikiiller gérece daha kiigiik olmakla
birlikte partikiillerin ¢6zelti-1’deki gibi homojen olmayan sekil ve boyutlarda oldugu
gozlenmistir (Sekil 4.1.). Cozelti-3 ise 1. ve 2. ¢ozeltiler ile elde edilen partikiillerin
uygulanan elektrik alan etkisi ile konum degistirmedikleri bilgisi dikkate alinarak ¢oziicii
asit miktart arttirilip ¢oziinen kolajen miktar1 azaltilarak partikiil biiyiikliigii azaltilacak
sekilde hazirlanmistir. Bdylece partikiil boyutlari diistiriilebilmistir.

Kolajen partikiilleri 4X biiylitme giicline sahip dijital bir mikroskop ile
goriintiilenmis ve Ol¢limleri bilgisayar ortaminda yapilmistir. Cozelti 1, 2 ve 3 ile elde
edilen partikiillerin maksimum boyutlar1 sirasiyla, ~2 mm, ~0.6 mm ve ~0.3 mm olarak
bulunmustur (Sekil 4.1). Calismada ¢ozelti-3 ile elde edilen partikiillerin hareketleri
gozlenmistir. Ek olarak ~1 mm boyundaki ipliksi bir partikiiliin de hareketi gozlenerek
calismaya dahil edilmistir.

Sekil 4.1. a) Cozelti-1 ile elde edilen partikiiller; b) Cozelti-2 ile elde edilen partikiiller;
C) Cozelti-3 ile elde edilen partikiiller

4.2. Elektrik Alan Gradyam ve Polarizasyon Analizi Bulgulari

Homojen ve homojen olmayan elektrik alan saglayan iki ayr1 kosul altinda yapilan
analizde her iki kosulda da bagil elektriksel gecirgenlik farki arttikga partikiilde
indiiklenen polarizasyon siddetinin arttigr hesaplanmistir. Buna bagli olarak dielektrik
kuvvet siddetinin de artacagi bilinmektedir. Ayrica homojen olmayan elektrik alan
altindaki partikiillerde alan yogunlugunun fazla oldugu noktalarda polarizasyonun daha
fazla olacag1 goriilmiistiir (Sekil 4.2.). Sekil 4.2-A’da iki 6zdes plaka arasindaki homojen
elektrik alan etkisinde modellenmis partikiillerin, Sekil 4.2-C’de ise homojen olmayan
elektrik alan etkisindeki partikiillerin polarizasyonu renk gradyani olarak gosterilmistir.
Ortamdaki elektrik alan gradyani ise alan ¢izgilerinin siklig1 ile belirtilmistir. Modellenen
partikiillerin rolatif gecirgenlikleri arasinda €r1> er2> eroortam)™> €r3 iliskisi bulunmaktadir.
Modelde, 3 kolajeni, ero ise ortami temsil etmektedir.
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Sekil 4.2. a) Homojen elektrik alan olusturan paralel plakali model; b) Farkli elektriksel
gecirgenlikteki partikiillerin ¢evresinde homojen elektrik alan etkisiyle olusan elektrik
alan gradyani ve polarizasyon; ¢) Homojen olmayan elektrik alan olusturan model; d)
Farkli elektriksel gecirgenlikteki partikiillerin ¢evresinde homojen olmayan elektrik alan
etkisiyle olusan elektrik alan gradyani ve polarizasyon

4.3. Yiiksek Potansiyel Fark Uretilmesi

Transformatorlerin - beklenen yiliksek voltaj ¢ikisini  saglamasi, onlar
enerjilendiren MOSFET’lerin sinyal jeneratoriince iiretilen PWM frekans: ile
tetiklenebilmesine baglidir. Bu sebeple oncelikle imal edilen elekronik devre osiloskop
ile kontrol edilerek sinyal iiretecinin ve Arduino kodunun planlandigi gibi calistigi
gozlenmistir. Elektrik alanin yer degistirmesi ise Arduino kodu ile sira se¢imi yapilan
Multiplexer’lerin MOSFET lere ilettigi PPM (pulse position modulation) sinyaline
baglidir. Bu iki kosulun saglanip saglanamadigini kontrol etmek amaciyla MOSFET giris
sinyali osiloskop ile takip edilmis ve beklendigi gibi PPM ve PWM Kkarakteri tasiyan bir
sinyal olusturulabildigi gozlenmistir (Sekil 4.3.-4.4.). Bu sinyalin iletildigt MOSFET e
bagl transformatdriin primer sargisina 13 V DC uygulandiginda sekonder sargida 107
kHz frekansli ~600 V AC gerilim olusturulabildigi gézlenmistir (Sekil 4.5.). Boylece ~47
kat artis sagladig1 gozlenen transformatorlerin tetiklenmesi ile anlik ~1.4 kV potansiyel
fark seviyesine ulagilabilmistir. Cizelge 4.3 te partikiil ve elektrot arasindaki minimum
ve maksimum mesafeler ile gii¢ kaynaginin farkli ayar kademelerine gére PCB {iizerinde
olusan elektrik alan siddeti degerlerine yer verilmistir. C6zelti PCB'nin iistiine cam lamel
tizerinde yerlestirildigi i¢in minimum deger lamelin kalinlig1 olan 0.15 mm, s1v1 derinligi
1 mm oldugu ve ylizeydeki bir partikiil i¢in enerjilendirilen en yakin PCB yoluna
maksimum uzakligin 2 mm olmasi sebebiyle maksimum deger 2 mm olarak verilmistir.
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Osiloskobun maksimum 6l¢iim degeri 600 V oldugu i¢in 6l¢lim sirasinda transformator
primer sargisina maksimum 13 V uygulanmistir. Fakat gozlemler sirasinda primer sargiya
30 V potansiyel uygulanmis ve ~1.4 kV gerilim olusmas1 saglanmistir.

1.MOSFET in calisma stiresi MOSFET lerin ¢aligma
PPM ~ (PWM) siircleri arasindaki bos siire

' 3

Uuu Uuu Uuu

Uuy

-l - p— —
- —

1p——

|
Uyl
|

PPM 2.MOSFET’in ¢calisma siires1 (PWM)

Sekil 4.3. Transformatorlerin sirayla yiiksek voltaj iiretmesi icin MOSFET’lere
uygulanan sinyal

GWINSTEK 18k pts 280HSa s | et | ™

| 1 10 - fal iy I
i i i i - i i i [F] 199.980kiz
§©Pk-—Fk 5.68U QHax 4.48U QHin -1.40V @Anplitude 4.16U
PFrequency 185.5kHz  {PPeriod 9.476us
= us .BBds .
1V 5 08 .680 1.44V DC
Mode Undo
Fit Screen Autoset
AC Priority et

Sekil 4.4. Bir nolu MOSFET’in Gate ucuna ulasan sinyalin osiloskop goriintiisii
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Sekil 4.5. Bir nolu transformatoriin ¢ikis ucu ile nétr ug arasinda olusan gerilim (107 kHz,
~600 V)
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Cizelge 4.1. Elektrotlara uygulanan voltaj degerleri ve partikiiliin uzakligina gore
olusmasi ongoriilen elektrik alan siddeti degerleri

Transformator Transformatdriin Sekonder PCB lizerinde Partikiile PCB materyali FR4' {in
primer sargisina gerilim yiikselme sargida bulunan partikiillerin |etkiyen dielektrik dayanim
uygunanan carpani olusan en yakin elektrota Elektrik alan |degerine gore % deger
potansiyel fark gerilim olasi uzakliklar siddeti

20MV/m=20(kV/mm)

(V) (Nsekonder/Nprimer)*k (V) (mm) (kv/mm) (kv/mm)

| 8 47 | 376 0.15 B 251 I % 12.53
| 8 47 | 376 0.25 I 1.50 [ % 7.52
I 8 47 | 376 0.5 I 0.75 || % 3.76
| 8 47 | 376 1 | 0.38 || % 1.88
| 8 47 | 376 2 | 0.19 | % 0.04
I 9 47 | 423 0.15 E 2.82 [IF] % 14.10
I 9 47 | 423 0.25 1l 1.69 [l % 8.46
I 9 47 | 423 0.5 I 0.35 [l % 4.23
I 9 47 | 423 1 | 0.42 || % 2.12
I 9 47 L 2 | 0.21 | % 1.06
I 13 a7 [ 611 0.15 B a.07 [l % 20.37
I 13 47 | 611 0.25 B 2.44 ] % 12.22
I 13 47 | 611 0.5 I 1.22 [l % 6.11
I 13 a7 [ 611 1 I 061 % 3.06
I 13 47 | 611 2 | 0.31 | % 1.53
E 30 47 [l 1410 0.15 B ] ca0 ] % 47.00
b 30 47 [l 1410 0.25 B sed ] % 28.20
E 30 47 [l 1410 0.5 E 2.82 [IF] % 14.10
E 30 47 [l 1410 1 I 1.41 [l % 7.05
b 30 47 [l 1410 2 I 071 |l % 3.53
S0 | 47 S000 | 2 B 20,00]
’j\feri cubuklarinin olusabilmesi icin girilen ulagilabilecek maksimum degerler

4.4.

Lineer Partikiil Hareketinin Elde Edilmesi

Partikiillerin lineer hareket etmesini saglamak amaciyla elektrotlar1 paralel dizilen
PCB-1’in sirasiyla 1,3,5 ve 7 nolu elektrotlaria 200 ms arayla, 500 ms boyunca 100 kHz
frekansli ~1.4 kV potansiyelin uygulandig1 senaryoya gore elektrik alan yer degisimi
Sekil 4.5.”deki gibi elde edilmistir. Elektrik alan siddetleri, t1=0.01 s’de 290 kV/m, 12 =
0.71°de 163 kV/m, t3=1.41°de 119 kV/m ve t4=2.11’de 137 kV/m olarak elde edilmistir

(Sekil 4.6.).
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BULGULAR
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Sekil 4.6. a) TW-DEP etkisinin Comsol yazilimi ile gdsterimi; b) Kolajen partikiiliiniin
PCB iizerindeki baslangi¢ konumu, partikiiliin biiyiikligii ve 5. ve 51. saniyeler sonunda

partikiiliin kat ettigi mesafeler

Cozelti haznesinde <200 pm boyutlarindaki partikiiller bulunmakta iken
uygulanan bu enerjilendirme senaryosu partikiillerde, saga dogru tekrar eden ani
hizlanma, yavagg¢a ilerleme, durma ve hafifce geriye gitme karakterinde bir hareketi
tetiklemistir. 70 mikron ¢apinda bir gévdesi ve ince bir uzanti ile damla formunda goriilen
bir partikiiliin 51 saniyede 0.47 mm lineer hareketine dayanarak ~10 pm/s ortalama hiz
Ol¢iilmiistiir. Partikiillerin, uzaktaki bir elektrot aktifken yavas yakindaki elektrot aktifken
hizli hareket ettigi ve benzer boyutlardaki partikiillerin yaklasik olarak ayni hareket
karakterini sergiledigi gozlenmistir. Fakat yayilmig ags1 goriiniimlii partikiiller ¢ok daha

yavas hareket etmistir.
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4.5. Rotasyonel Partikiil Hareketinin Elde Edilmesi

Rotasyonel hareket elde etmek amaciyla elektrotlart dairesel dizilen PCB-2’nin
sirasiyla, 1, 2 ve 6 numarali yollarina 100 ms arayla 800 ms boyunca 100 kHz frekans ile
~1.4 kV potansiyelin uygulandig1 senaryoda, elektrik alan yon degisimlerinin ~85 pm
boyundaki partikiile 120 devir/dakika hizla rotasyonel hareket yaptirdigi goézlenmistir

(Sekil 4. 7.).
A L:0.085mm partikiil w E N\ (>
'4 e
C
0.1mm
B B A A
t1 A' o A O A “B | ‘B =
0;5‘. J ::f-l ‘;51 .15.
A B 8 B
B ‘ ‘ A ‘ A '
1'5 — w": ; i -r A - pess o
> > > >
-
2 A
o -° % 5 & 5 & A
t9 005 il " . ~ — = " =
> > > > 0.1mm
4 r——d

Sekil 4.7. a) PCB-2 iizerinde kolajen partikiiliniin konumu; b) Partikiiliin elektrotlara
uzakliklart; ¢) Partikiilin, konum degistiren elektrik alan etkisi ile kendi ekseninde
doniisii

Frekans kademeli diisiilirken 90 kHz’e ulasildiginda partikiiliin hareket etmedigi
gozlenmis fakat 80, 70 ve 60 kHz’e disiiriilmesi ile 100 kHz’ye oranla yavas olsa da
tekrar doniise baglamis ve 20 kHz’de tamamen durmustur. 100 kHz frekans uygulanirken
transformatdre uygulanan 25 V DC potansiyel, 22 V DC’ye diisiiriildiigiinde de doniis
hiz1 fark edilir seviyede azalmistir.
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4.6. Degisken Dogrultulu Partikiil Hareketinin Elde Edilmesi

Degisken dogrultulu hareket elde etmek amaciyla elektrotlart capraz dizilimle
yerlestirilen PCB-3’iin sirastyla, 5, 5°, 4’ ve 4 numarali yollarina 100 ms arayla 800 ms
boyunca 100 kHz frekans ile ~1.4 kV potansiyelin uygulandigi senaryoda, elektrik alan
yon degisimlerinin partikiile “W” harfine benzer sekilde bir hareket yaptirdigi
gozlenmistir. Yaklagik 30 um capindaki partikiiliin 1.36 mm 6teye tasinmasinin 14 saniye
sirdiigli gozlemine dayanarak ortalama hizinin 0.097 mm/s (~100 pum/s) oldugu
hesaplanmistir (Sekil 4.8.). Ayrica ¢alismada uygulanan potansiyel farkin ~1 mm
boyutlarindaki partikiilleri de hareket ettirecek seviyede etkili oldugu gozlenmistir.
Yaklagik 1.15 mm boyundaki bir partikiiliin ~I mm mesafeyi 10 saniye i¢inde kat ettigi
gozlemine dayanarak partikiiliin ortalama hiz1 100 um/s olarak ol¢tilmiistiir (Sekil 4.9.).

¥

1.36 mm

.
’
’ t
——— L Y
’ AL

Sekil 4.8. a) Partikiil hareketlerinin st {iste eklenmesi ile olusturulan gorsel; b)
Partikiiliin 14 saniye boyunca PCB iizerindeki konumlar1 ve 6lgiileri
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Sekil 4.9. a) Partikiiliin PCB tizerindeki konumunu tarif eden ¢izim; b) Partikiiliin 8
saniye i¢cinde bulundugu dort farkli konumun iist iiste getirilmesi ile olusan gorsel
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5. TARTISMA

Doku modeli gelistirilmesi i¢in DEP etkisi kullanilmasi yo&niiyle bu tez
calismasina benzeyen giincel bir ¢alismada Chen vd. (2021) kolajeni 2D zeminde sabit
bir adezyon materyali olarak kullanmislardir. DEP etkisi ise hepatositlerin planlanan
sekilde konumlandirilmast i¢in kullanilmistir. Calismada kolajen zeminin Ustiindeki
GelMA hidrojeli i¢indeki hepatositlerin statik DEP etkisi ile dogal mikro mimariye uygun
konumlarda sabit tutulmasi saglanmistir (Chen vd. 2021). Bu tez ¢alismasinda ise DEP
etkisi, adezyon ortamin1 mikro kolajen partikiilleri ile deterministik bir sekilde insa etmek
icin kullanilmistir. Bu hedefin gerekgesi; adezyon ortami geometrisinin tasarlanmis bir
formda olmasiin hiicrelerin dogal fenotiplerini sergilemeye daha az enerji ve zaman
harcamalarina imkan saglayacaginin diisiiniilmesidir. Bu diisiince dogrultusunda, mikro
yapi1 insasi siirecinde ihtiyag olacak kolajen hareketi yonetimi konusunda DEP etkisi
kontroliiniin bagarimini arastirmak iizere ii¢ elektrot ve bir elektronik devre tasarlanarak
partikiil hareketleri incelenmistir. Kolajen partikiillerinin bu metotla hareket ettirildigi
baska bir ¢alismaya literatiirde rastlanmadigi icin, karsilastirmalar hiicrelerin hareket
ettirildigi caligsmalar ile yapilmustir.

5.1. Lineer Partikiil Hareketinin Degerlendirilmesi

Literatiirde hiicreleri ayristirmak i¢in kullanilmig TW-DEP diizeneklerinde
oldugu gibi bu calismada da bir dizi paralel iletkene sirayla potansiyel fark uygulanmis
ve faz degisimi dogrultusunda partikiil hareketi gézlenmistir. Saglikli bir karsilastirma
yapabilmek icin partikiil hareketini pompayla degil TW-DEP etkisi ile saglayan
caligmalar arastirilmis ve yayinlarinda partikiil hizina yer verildigi i¢in Morgan vd.
(1997)’nin galismasi 6rnek olarak se¢ilmistir. EKibin ¢alismasinda izolasyon katmani ile
kapli, 10 pm genislikte 10 um aralikla dizilmis 1000 adet elektrot bulunduran elektrot
dizgisine 10 V @ 500 kHz frekansli bir sinyali 4 faz (0°, 90°, 180°, 270°) olarak
iletilmistir. Partikiil olarak tavsan kanindan elde edilen eritrosit (~7 pum) ve l6kositler
(~@12-17 pm) kullanilmigtir (Morgan vd. 1997). Bu tez ¢alismasinda ise lineer hareketin
gozlendigi PCB-1, 100 pm genislikli 17 adet bakir elektrotun 650 pm aralikla dizildigi
bir plaka olarak imal edilmigstir. Elektrotlara uygulanan potansiyel, bulgular béliimiinde
PCB-1 de anlatildig1 sekilde, 6zetle ~1.4 kV @ 100 kHz sinyal seklinde olmustur. Morgan
vd. (1997) eritrositler i¢in 32 pm/s, lokositler i¢cin 20 pum/s ortalama hiz degerleri
Olgmiislerdir. Bu tez g¢alismasinda ise 70 um ¢apa sahip kolajen-tip-1 proteini partikiilii
i¢cin 10 um/s ortalama hiz 6l¢tilmiis ve frekans degeri diisiiriildiik¢e partikiiliin yavasladigi
gbzlenmistir.

Hiicrelerin planlanan desende yapilar olusturmasi i¢in DEP etkisinin kullanildig1
bir c¢alismada Huan vd. preosteoblast ve fibroblastlari, altigen petek formunda
tasarladiklart mimari yapida toplamak i¢in 10 V @ 500 kHz frekansh sinyali
kullanmislardir. Calismada farkli frekans degerlerini degerlendiren ekip en etkili frekans
degerini 500 kHz olarak bulmuslar ve frekansin arttirilmasi ile DEP kuvvetinin azaldig1
bildirmislerdir.
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Bu tez ¢alismasinda tasarlanan diizenegin literatiirdeki benzerlerinden temel farki
elektrot boyutlar1 ve buna bagli olarak uygulanan potansiyel farkin daha biiyiik olmasidir.
Bu fark, doku iskelesi mikro mimari yapisinin hizli insa edilebilmesi i¢in boyut
hassasiyeti diisiik olan bdlgelerde ~100-300 um biyiikliikkte partikiillerin de
kullanilabilmesine izin veren bir tasarimin hedeflenmesinden kaynaklanmistir. DEP
uygulamalarinda partikiiliin elektrik alan gradyani i¢inde (dolayisiyla elektrotlarin
arasinda) kalmas1 gerektigi icin elektrot araliklar1 genis tutulmustur. Ote yandan DEP
kuvveti, elektrotlar arasindaki mesafenin kiipii ile azalirken, elektrotlara uygulanan
potansiyelin ancak karesi kadar artmaktadir. Bu sebeple partikiilii hareket ettirebilecek
DEP kuvveti seviyesine ulasabilmek i¢in yliksek potansiyel fark uygulamak gerekmistir.
Ihtiya¢ duyulacak potansiyel fark seviyesini deneysel olarak bulabilmek i¢in genis voltaj
araliginda calisabilecek bir diizenek tasarlanmistir. Uygulanacak potansiyel farkin {ist
limitini elektrotlarin dielektrik dayanimi belirlemistir. Elektrotlarin bu uygulama icin
yeterince yiiksek bir dielektrik dayanim limitine (20 kV/mm) sahip FR-4’ten imal
edilmesi tercih edilmistir. Dielektroforezin analize yonelik uygulamalarinda da tasarima
dair temel parametre partikiil boyutlari olmustur. Analize tabi partikiillerin 1-20 pm
caplarindaki hiicreler ve daha da kiiclik DNA, enzim ve proteinler gibi molekiiller olmasi
elektrot tasariminin mikro ve/veya nano dlgek boyutuna kiiciilmesine imkan vermektedir.
Bu sebeple mikro 6lcekli bir tasarim yapmak potansiyel farki yiikseltmekten daha
avantajli bir yaklagim olarak benimsenmistir. Bu temele dayali olarak, Morgan vd.
(1997)’nin ¢alismasindan farkli pek ¢ok calismada da 5-10 V gibi diisiik voltajlar ile
calismistir. Bu caligmalarda kirmizi kan hiicrelerini trombositlerden ayiran, canli
hiicreleri 6lii hiicrelerden ayiran, kanser hiicrelerini saglikli hiicrelerden ayiran ve tek bir
maya hiicresini diger hiicreler arasindan secip izole eden uygulamalar yapilabilmistir
(Gascoyne ve Vykoukal 2004; Shafiee vd. 2010; Esfandyarpour vd. 2017).

Literatiirdeki ¢calismalarda kullanilan partikiiller ile bu tez ¢alismasinda kullanilan
partikiillerin boyut farkliliklarina ragmen elektrik alan siddetinin partikiile uygun
seviyede ayarlanabilmesi saglanarak literatiirdeki partikiiller ile yakin sayilabilecek
ilerleme hizlar1 elde edilmistir. Partikiillerin TW-DEP uygulamas: etkisi ile ani
hizlanmalar ve duraksamalar gozlenecek sekilde hareket ettikleri goriilmiistiir. Fakat
literatiirdeki ¢aligmalarda partikiil hareketinin lineer olmasi ve ayristirma oranlar1 disinda
karakteri hakkinda veri paylasilmadigi i¢in karsilagtirma yapilamamagtir.

5.2.  Rotasyonel Partikiil Hareketinin Degerlendirilmesi

Literatiirde bu tez c¢alismasindaki gibi kolajen partikiiliiniin DEP etkisi ile
rotasyonel hareket ettirildigi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu sebeple, hiicrelerin DEP
etkisiyle rotasyonel hareket ettirildikleri caligmalar ile karsilastirma yapilmistir.

Gagnon vd. (2011) DEP etkisi altindaki gesitli hiicrelerin farkli rotasyonel hiz
degerlerine sahip oldugunu gozlemislerdir. Bu davranisin hiicrelerin sagligi hakkinda
bilgi sunabilecegi diisiiniilmistiir. Bu tez calismasinda ise sadece Kkolajen tip-1
kullan1ldig1 i¢in materyal farkliligina bagl doniis hiz1 farki gézlenmemistir. Fakat benzer
Olctide ve sekildeki iki partikiiliin ayn1 hizla dondiigii gézlenmistir. Partikiillerden birisi
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bulgular boliimiinde paylasilmistir. Soffe vd. (2015) ise ¢aligmalarinda sigir serum
albiimini (BSA) ile kaplanmig Saccharomyces cerevisiae maya hiicrelerinden olusan bir
siispansiyon kullanmiglardir. Calismada elektrotlara 10 V AC @ 10 MHz siniis dalga
sinyal uygulandiginda hiicrelerin elektrotlar etrafinda toplanip hareketsiz kaldiklari,
frekans 5 MHz arttirildiginda paralel dizilimin elektrot yiizeyine dik olacak sekilde
degismeye basladigi ve 36 MHz seviyesine ulasildiginda hiicrelerin kendi eksenleri
etraflarinda 0.5 ila 1.5 d/s hizla donmeye basladiklar1 rapor edilmistir (Soffe vd. 2015).
Benzer davranis bu calismada da gézlenmistir. PCB-2 {lizerindeki partikiil, frekans 20 kHz
iken bir elektrota yaklasirken frekans arttirildik¢a hizlanarak doniis yapmaya baglamistir.
Fakat Soffe vd. (2015)’nin ¢alismasindan farkli olarak 20-80 kHz araliginda rotasyon
gozlenmekteyken 90 kKHz de ani durma ve 100 kHz’de tekrar ani hizlanma goézlenmistir.
Ani durma davranigsinin tam sebebi ¢Oziimlenemese de PWM ve PPM frekanslarinin
partikiile etkiyen net DEP kuvvetinin sifir olacagi sekilde ¢akismasindan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

5.3. Degisken Dogrultulu Partikiil Hareketinin Degerlendirilmesi

PCB-3 diizeneginde DEP etkisinin ¢ozelti icindeki partikiillere manevra yaptirma
kabiliyeti gozlenmistir. Bu amacla elektrotlar degisken dogrultularda DEP kuvveti
etkitecek sekilde karsilikli capraz konumlarda dizilmistir. Elektrotlarin enerjilendirilmesi
ile partikiillerin Sekil 4.7°de goriildiigli gibi “W” harfine benzer bir yolda ilerleyecek
sekilde hareket sergiledikleri gozlenmistir. Sekilde, partikiiliin izledigi yolu gosteren
kesikli ¢izginin solundaki diigiim noktalarinda (mavi) ilerleme hizin durma noktasina
yaklastig1 ve ¢izginin geri kalaninda (kirmizi) hizlandigr gozlenmistir. Bu davranis,
Arduino ile tiretilen 800 ms calisma ve 100 ms durma siireli PPM sinyali ile uyumludur.
Partikiiliin ilerleme dogrultusu ise elektrotlarin enerjilendirilme siras1 ile uyumlu
bulunmustur. PCB-1"de gozlenen 70 mikron ¢apindaki partikiiliin yaris1 6l¢iideki ¢apr ile
~13 kat az hacme sahip olan bu partikiiliin, digerinin 10 pm/s olan ilerleme hizindan 10
kat daha hizli olmas1 anlamli bulunmustur.

PCB-3 iizerinde gozlenen ve ~1.15 mm boyutu ile diger parcalara gore oldukga
biiytlik olan “L” seklindeki partikiiliin de bulundugu konuma uygun sekilde asagi-yukari
sigramalar yaparak sol tarafa itilirken gézlenmesi iiretilen yiiksek elektrik alan siddeti ile
biiyiik partikiillerin hareket ettirilebilecegini gostermistir. Bununla birlikte partikiillere
manevra yaptirilabiliyor olmasi1 iiretim haznesi i¢inde konumuna ulagsmis sabit tutulan
partikiillerin ¢evresinden gegilmesi icin TW-DEP etkisinin kullanilmasinin miimkiin
olabilecegini gdstermistir.

5.4. Laboratuvar Olceginde Uretimden Endiistriyel Ol¢ekte Uretime Gegisin
Gerektirdigi Yatirnmlar ve Onerilen Metodun Bu Siirecteki Olas1 Katkilari

Doku miihendisligi alaninda yapilan caligmalar yiiksek biitgeleri sebebi ile
kolayca yayginlasamamaktadir (De Pieri vd. 2021). Ote yandan, bu tip ¢alismalar icin
gereken donanim ve sarf malzemelerine (laminer akish kabinler, steril filtreler, hiicre
hatlar1 vb.) ulagsmak giderek kolaylasmaktadir. Yazilim alaninda da bu gelismeleri
destekleyen agik kaynak kodlu tiriinler mevcuttur (Bharadwaj ve Verma 2021). Boylece
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etik konular ve hijyen kosullar1 agisindan cesitli yetki belgelerine sahip olmalar
sartlartyla laboratuvar, klinik ve hastane gibi ortamlarda bazi doku {irlinlerinin
tiretilmesinin miimkiin olabilecegi diistiniilmektedir.

Doku miihendisligi {iirlinleri insan kullanimina sunulmadan once otoriteler
tarafindan uzun bir kontrol siirecinden gegmektedir. Bu siirecin uzunlugu {ilkelere gore
farklilik gostermekle birlikte regiilasyon igerigi ¢ogunlukla benzemektedir. Otorite
onayindan &nce ise genellikle konsept gelistirme, primitif deneyler, tekrar eden in vitro
laboratuvar caligmalart ve in vivo hayvan deneyleri gibi ¢alismalar yiritilmektedir
(Martin vd. 2008). Insan deneyleri icin cesitli izinlerin alinmasi ise ancak hayvan
deneyleri basariyla tamamlandiktan sonra baslayabilir. Deneylerin planlanmasi, etik
izinlerinin alinmasi, uygun goniilliilerin bulunmasi gibi stiregler de basariyla gegildikten
sonra deney gruplart genisletilip etkileri izlenebilir. Nihayetinde iiriiniin seri iiretime
alinmas1 hukuken miimkiin olabilir. Fakat 6ncesinde standartlara uygunluk belgelerinin
aliabilmesi i¢in fiziki yatirimlar da gerektiren bir kalite sistemi kurulmasi gerekmektedir
(Chen vd. 2018).

Tiim bu asamalar, doku miihendisligi kapsaminda gelistirilmis teknik metotlarin
dogrulugunu kontrol eden, insan hayatinin korunmasina yonelik sosyal, hukuki ve ticari
metotlar olarak diisiiniilebilir. Dolayis1 ile gelistirilen bir metodun yaygin kullanilarak
nihai sonuca ulagsmasinin arkasinda biiytlik bir yatirim vardir. Bu tez ¢aligmasinin sosyal
motivasyonu da bu yatinm miktarinin azaltilabilmesi ic¢in basit ilkelerin yliksek
hassasiyetle uygulanmasinin bir ¢6ziim olabileceginin diisiiniilmesi olmustur.
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6. SONUCLAR

Bu calismada, elektrik alanin kolajen partikiillerine etki ettirilmesi yoluyla doku
iskelesi tiretiminin miimkiin olup olmadig1 arastirilmistir. Bu amagla bir elektronik devre
ve farkli elektrot dizilimine sahip iic PCB tasarlanmistir. Cesitli dokulardaki yaygin
bulunurlugu sebebi ile doku iskelesi materyali olarak kolajen tip-I kullanilmustir.

Lineer, dairesel ve c¢apraz yerlesimli elektrotlar belirlenen sirayla
enerjilendirilerek TW-DEP etkisi yaratilmistir. Kolajen partikiilleri kapali bir ¢ozelti
haznesine alinarak PCB’lerin lizerine birakilmistir. Bu, modiiler ¢alisma tarzi, calismanin
temel hedeflerinden birisi olan yaygin kullanimin saglanabilmesi i¢in 6zellikle tercih
edilmistir. Lineer yerlesimli PCB-1"de gozlenen @70 um ¢apindaki partikiil-1’in 10 um/s
hizla lineer olarak hareket ettigi, dairesel yerlesimli PCB-2’de gbzlenen L:85 pm
boyutundaki partikiil-2’nin 120 d/dak hizla kendi ekseninde rotasyonel hareket ettigi ve
capraz yerlesimli PCB-3’te gozlenen 930 pm ¢apindaki partikiil-3’iin de 100 pm/s hizla
hareket ettigi gozlenmistir. PCB-1"de ¢oklu kolajen partikiilii hareketleri, PCB-2 ve 3’te
ise tek partikiil hareketi gozlenmistir. Kolajen partikiillerinin elektriksel gegirgenligi
bulundugu ortamdan diisiik oldugu i¢in partikiiller, nDEP etkisi ile gevrelerindeki elektrik
alan gradyaninin sik oldugu bdolgenin tersi yonde hareket etmisler yani potansiyelin
uygulandigi elektrottan uzaklagmiglardir.

Partikiillerin lineer ve rotasyonel hareketler disinda planlanan gorece karmasik
hareketleri de yapabilmis olmas1 partikiil hareketliligi ve elektrot tasarimi arasinda
ongoriilebilir, kuvvetli bir iliski oldugu gostermistir. Partikiil boyutunun da bilinmesi
halinde uygulanmasi gereken potansiyel fark siddetinin de tespit edilebilmesi miimkiin
goriilmektedir. Partikiillerin siv1 ylizeyine yakin seviyede yiizdiikleri gdzlemine
dayanarak ileri ¢aligmalarda elektrotlarin ¢ozeltinin iistiinde bulundugu ve bdylece iist
katmanda istenilen bolgelerde lokal konsantrasyon artiglar1 saglanan bolgelere capraz
baglayicilar uygulanarak 3 boyutlu insa denemeleri yapilabilecegi diistintilmiistiir. Ayrica
cesitli hiicre ve yap1 molekiillerini bulunduran bir diizenek ile materyallerin ihtiyaca gore
segilip taginmasi yoluyla hiicre tipi geciskenligine sahip bir doku iskelesi olugturmak
miimkiin goriilmektedir.

Bu calismada edinilen deneyimler dogrultusunda ¢esitli doku modellerinin
benzetimlerini yapmaya yonelik bir cihaz tasarlanarak “Biyolojik Materyal Yonlendirme
Cihaz1” basligr ve 2021/019014 basvuru numarasiyla Tiirk Patent Enstitiisiine faydali
model bagvurusu yapilmistir. Onerilen cihaz ile kolajenin steril kapali bir paket icinde
elektrik alan iireten bir plakanin iizerine koyularak hiicre hatlar1 i¢in bir temel teskil
edecek sekilde organize edilmesi planlanmistir. Boylece dielektroforezin kullanimi
acisindan yeni bir ara¢ sunulmustur.
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