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OZET

Bashk: Cip Uzerinde Organ Calismalarinda Intraselliiler Analizler igin

Mikrofiltrasyon Gelistirilmesi.

Amag: Bu calismanin amaci, mikrofiltrasyon (MF) sistemi olusturmak ve
optimize ederek hiicresel partikiillerin uzaklastirilmasi ve hiicre i¢i biyokiitlenin etkin
sekilde elde edilmesini saglamaktir. Bu kapsamda Huh-7 ve insan Wharton jeli kokenli
mezenkimal kok hiicrelerin (iWJ-MKH) lizis 6ncesi ve sonrasi olmak lizere iki
asamada filtrelenmis; lizis Oncesinde ayirma kapasitesi, lizis sonrasinda ise DNA
miktar1 ve yogunluk degisimleri degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, gelistirilen

MF sisteminin performansini ortaya koymustur.

Yontem: Bu tezde, mikroakiskan c¢ip mikrokanallarina entegre edilen
nanolifler kullanilarak Huh-7 ve MKH hiicrelerinde filtrasyon uygulanmistir. Hiicre
lizisi i¢in termal ve kimyasal yontemler kullanilmis ve etkileri karsilagtirilmistir.
Kimyasal lizis sonrasi 6rnekler MF sisteminden gegirilmis; filtrasyon dncesi/sonrasi
yogunluk 6l¢timleri alinmig ve DNA miktar1 kontrol gruplart ile kargilagtirmali olarak

analiz edilmistir.

Bulgular: iWJ-MKH hiicreleri yiiksek mezenkimal, diisiik hematopoietik
belirteg eksprese etmistir. Poliakrilonitril (PAN) nanolifler nanoskalada ¢ap ve
gozenekli yapiya sahiptir. Termal liziste sicaklik arttik¢a yogunluk yilikselmis, DNA
miktart kontrol grubuna gore diismiistiir. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)
analizleri, kimyasal lizisin hiicre pargalanmasinda termal lizise gore daha etkili
oldugunu gostermistir. Filtrasyon sonrasi her iki hiicre hattinda yogunluk azalirken,

DNA’nin biiyiik oranda sistemden gectigi belirlenmistir.

Sonug¢: Nanoliflerle modifiye edilmis mikroakiskan mikrokanallarin hiicresel
partikiilleri etkin sekilde ayirarak DNA izolasyonunda yiiksek verim sagladigim
gostermistir. Lizis karsilastirmasinda, belirlenen termal lizis kosullarinin hiicre
biitiinliiglinii korudugu ve DNA veriminin daha diisiik oldugu; kimyasal lizisin ise
hiicre biitiinliiglinii bozarak daha yiiksek DNA elde edilmesini sagladigi belirlenmistir.
Kimyasal lizis sonrasi filtrasyonun yiiksek verimlilik sagladigi goriilmiis, gelistirilen

sistemin Huh-7 ve MKH hiicrelerinde uygulanabilir oldugu ortaya konmustur.

Anahtar kelimeler: Mikroakiskan ¢ip, Filtrasyon, MKH, Huh-7, DNA, Nanolif,

Hiicre Lizisi



ABSTRACT

Title: Development of Microfiltration for Intracellular Analyses in Organ-on-a-Chip
Studies.

Objective: The aim of this study is to optimize a microfiltration (MF) system
to remove cellular particles and efficiently obtain intracellular biomass. In this context,
Huh-7 and iWJ-MKH cells were filtered in two stages, before and after lysis;
separation capacity was evaluated before lysis, and DNA concentration and density
changes were evaluated after lysis. The findings revealed the performance of the
developed MF system.

Method: In this thesis, filtration was applied to Huh-7 and MKH cells using
nanofibers integrated into microfluidic chip microchannels. Thermal and chemical
methods were used for cell lysis, and their effects were compared. After chemical lysis,
samples were passed through a microfiltration system; pre/post-filtration density
measurements were taken, and DNA volume was analyzed in comparison with control

groups.

Findings: iWJ-MKH cells expressed high mesenchymal and low
hematopoietic markers. PAN nanofibers have a nanoscale diameter and porous
structure. In thermal lysis, density increased as temperature increased, and DNA
volume decreased compared to the control group. SEM analyses showed that chemical
lysis was more effective than thermal lysis for the cell lysis. After filtration, while
density decreased in both cell lines, it was determined that a large amount of DNA
passed through the system.

Conclusion: This thesis demonstrates that microfluidic microchannels
modified with nanofibers effectively isolate the cellular particles, achieving high
yields in DNA isolation. In lysis comparisons, thermal lysis was found to preserve cell
integrity while yielding lower DNA, while chemical lysis disrupted cell integrity,
resulting in higher DNA vyields. Filtration after chemical lysis was observed to provide
high efficiency, and the developed system was shown to be applicable to Huh-7 and
MKH cells.

Keywords: Microfluidic, Chip, MKH, Huh-7, DNA, Nanofiber, Cell Lysis
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1.GIRIS VE AMAC

Giliniimiizde tibbi tan1 ve biyolojik analiz siireglerinin daha hizli, hassas ve
diisiitk maliyetli bir sekilde gergeklestirilmesi amaciyla mikroakiskan ¢ip platformlar
yaygin olarak kullanilmakta ve gelistirilmektedir. “Cip lizerinde laboratuvar” (Lab-on-
a-Chip, LoC) ve “¢ip tlizerinde organ” (Organ-on-a-Chip, OoC) sistemleri, biyolojik
ve kimyasal analizlerin minyatiir platformlarda gerceklestirilmesine olanak taniyan
yenilik¢i teknolojiler olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu sistemler, diisiikk 6rnek ve reaktif
hacmi ile yiiksek verimlilik saglarken, hiicresel ve biyomolekiiler etkilesimlerin hassas
kontroliine imkan tanimakta ve organ fonksiyonlarini taklit edebilen mikrogevrelerin
olusturulmasin1 miimkiin kilmaktadir (Zhang, Korolj et al. 2018, Pattanayak, Singh et
al. 2021).

Mikroakigskan teknolojisi, genellikle 10—-100 pm boyut araliginda tasarlanan
mikrokanallar igerisinde sivi akiginin  kontrollii bir sekilde yonetilmesine
dayanmaktadir. Polidimetilsiloksan (PDMS), silikon, cam ve kuvars gibi malzemeler
kullanilarak iiretilen bu sistemler, analitik performansi artirirken, tasmabilirlik ve
maliyet etkinligi gibi 6nemli avantajlar sunmaktadir (Pattanayak, Singh et al. 2021).
Ozellikle OoC sistemleri, doku miihendisligi ve kok hiicre biyolojisinin entegrasyonu
ile organlarin fizyolojik ozelliklerini taklit eden daha gergekei in vitro modellerin
gelistirilmesine katki saglamakta, ila¢ gelistirme siire¢lerinde giivenilirligi artirmakta
ve hayvan deneylerine olan ihtiyaci azaltmaktadir (Zhang, Korolj et al. 2018).

Gilinlimiizde mikroakiskan c¢iplerin filtrasyon sistemleriyle entegrasyonu,
biyomedikal analiz, ¢evresel izleme ve farmasotik uygulamalarda yaygin olarak
kullanilan yenilik¢i bir yaklasimdir. Bu sayede biyolojik numunelerden hiicre,
biyomolekiil ve partikiiller yliksek hassasiyetle ayristirilabilmekte, tan1 ve arastirma
siireglerinin dogrulugu ile verimliligi artmaktadir. Ozellikle nanolif bazli filtrelerle
desteklenen mikroakigkan sistemler, diisiik maliyetli ve hizli analiz imkam
sunmaktadir.

Filtrasyon, hedef hiicre ve molekiillerin ayrilmasinda temel bir yontem olup,
MF bu alanda 6nemli bir yer tutmaktadir. Mikrotiretimli silikon yapilar niikleik asit
izolasyonunda kullanilirken, hidroforetik filtrasyon hiicrelerin fiziksel 6zelliklerine
gore ayrim saglar. Bununla birlikte, tikanma ve yiizey adsorpsiyonu gibi dezavantajlar

soz konusu olabilir. Akustik odaklama ise piezoelektrik sistemler araciliiyla



mikrokanallarda akis1 kontrol ederek partikiil manipiilasyonunda etkili bir alternatif
sunmaktadir (Lim, Kouzani et al. 2010).

Nanoteknoloji, son yillarda biiylik bir arastirma ve inovasyon destegi almistir.
Yiiksek yiizey alani-hacim oranlar1 sayesinde nanolifler, filtrasyon verimliligini
onemli Olglide arttirabilir. Nanolifler, 1 um'den kiigiik ¢aplara sahip olup, elektro-
egirme, melt blowing ve lazer destekli teknikler ile tiretilebilirler. Bu malzemeler, MF
ve ultrafiltrasyon (UF) uygulamalarinda partikiil ayrimini optimize ederken, diisiik
basing kaybi saglar. Nanolif bazli filtreler, bakteri ve viriis gibi patojenlerin
giderilmesinde kritik bir rol oynayarak, solunum hastaliklarinin yayilmasini 6nlemeye
yardimet olur (Khude 2017).

Mikroakigkan teknolojileri, baslangigta biyomolekiiler analizler icin
gelistirilmis olsa da, giiniimiizde hiicre biyolojisi alaninda da 6nemli bir yer edinmistir.
Ozellikle nadir hiicrelerin izolasyonu, tan1 testlerinin hassasiyetini artiran kritik bir
sirectir. Bu sistemler; HIV tanisinda T-lenfositlerin  belirlenmesi, sitma
enfeksiyonlarinda eritrositlerin ayrilmasi ve norodejeneratif hastalik arastirmalarinda
ndron izolasyonu gibi bir¢ok biyomedikal uygulamada kullanilmaktadir. Ayrica kok
hiicre saflastirilmasi ve anne-fetal saglik takibinde de 6nemli rol oynamaktadir.

Geleneksel yontemlere kiyasla mikroakiskan sistemler; diisiik numune hacmi,
hizli analiz, yiiksek hassasiyet, tasinabilirlik ve maliyet etkinligi gibi avantajlar
sunmaktadir. Hiicre ayrimi genellikle fiziksel ozelliklere dayanmakla birlikte,
manyetik, dielektroforetik ve yiizey biyomarkorlerine dayali afinitesel yontemler de
kullanilmaktadir. Bu teknikler mikroakigkan sistemlerde aktif ve pasif yaklasimlar
olarak iki ana gruba ayrilmaktadir (Bhagat, Bow et al. 2010).

Gilinlimiizde nanoliflerin filtrasyonda kullanim1 {izerine ¢alsmalar yapilmakta
ve gelistirilmektrdir. Yapilan arastirmalarda nanolifler farkli alanlarda filtrasyon
amagch kullanilmistir. Literatiirde bizim yapmis oldugumuz calismaya benzer birkag
calisma bulunmaktadir. Bu calismalara 6rnek asagidaki ¢calismalardir:

Matlock et al. (2016), elektro-egrilmis Polivinil alkol (PVA) nanolifler
kullanarak E. coli hiicrelerini mikrokanallarda yogunlastirmistir. Pozitif yiikli
nanolifler %87 hiicre tutma saglarken, negatif yiiklii ve antikorla modifiye edilen
nanolifler %72 spesifik yakalama gdstermistir. Bu sonuglar, nanoliflerin mikroakigkan
sistemlerde etkili bir yogunlastirma ve saflastirma araci oldugunu ortaya koymaktadir

(Matlock-Colangelo, Coon et al. 2016).



Javanifar et al. (2024), E. coli lizisi sonrast DNA c¢ozeltisinden hiicre
duvarlarin1 uzaklastirmak igin Poliviniliden Floriir (PVDF) ve TiO2/PVDF nanolif
membranlart kullanmistir. TiO2 katkisi ile hidrofilisite ve filtrasyon performansi
artmis, membranlar %88 ve %79 hiicre tutma verimi gostermistir. Bu sistem, DNA
bazli analizler i¢in etkili bir filtrasyon yaklagimi sunmaktadir (Javanifar, Ghorbanpoor
et al. 2025).

Javanifar et al. (2025), E. coli’nin sudan ayrilmasi i¢in pozitif yiiklii PAN ve
Kekik/PAN nanolifleri gelistirmistir. Kekik katkis1 hidrofilite ve antibakteriyel
ozellikleri artirarak %95,5 hiicre tutma verimi saglamistir. Bu ¢alisma, mikroakiskan
sistemlerde yiiksek verimli ve pratik filtrasyon uygulamalarini desteklemektedir.
(Javanifar, Dabagh et al. 2025).

Diger bir ¢aligmada ise amoksisilin (AMX) giderimi i¢in MnFe:Os ile modifiye
edilmis PVDF membran igeren mikroakiskan ¢ip kullanilmistir. Elektrosprey ile
artirilan yiizey alani sayesinde %99 giderim verimi elde edilmis, optik sensorlerle pH
ve ¢oziinmils oksijen takibi yapilarak siire¢ optimize edilmistir. Sistem, farmasotik
kirleticilerin uzaklastirilmasinda etkili bir ¢6ziim sunmaktadir (Dabagh, Javanifar et
al. 2024).

Chen et al. (2022), TPU/PAN karisimindan elektro-egirme ve sicak baski ile
nanolif membranlar {retmistir. Bu islem, gozenek boyutunu kii¢liltiip mekanik
dayanimu artirarak %99,99 filtrasyon verimi saglamistir. Calisma, yiiksek performansli
ve dayanikli membranlar i¢in etkili bir yontem sunmaktadir. (Chen, Wang et al. 2022).

Bu tez ¢alismasinin amaci, MF sistemi olusturup optimize ederek hiicresel
partikiillerin etkin sekilde uzaklastirilmasi ve hedeflenen hiicre i¢i biyokiitlenin yiiksek
verimle elde edilmesini saglamaktir. Bu dogrultuda, Huh-7 ve MKH hiicreleri, lizis
Oncesi ve sonrasi olmak tizere iki agamali filtrasyon siirecine tabi tutulmustur.

Calismamizda, mikroakigkan ¢ip mikrokanallarina entegre edilen nanolifler
kullanilarak filtrasyon gerceklestirilmis; hiicre lizisi i¢in termal ve kimyasal yontemler
uygulanarak etkileri kargilagtirilmistir. Filtrasyon performansi, yogunluk 6l¢iimleri ve

DNA miktarinin analiz edilmesiyle degerlendirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Mikroakiskan Teknolojisi

Mikroakiskanlar, mikro &lgekli sivilarin (10°-~107'2 L) onlarca ila yiizlerce
mikrometre boyutundaki kanallarda hassas bir sekilde kontrol edilmesini saglayan bir
teknolojidir ve ileri diizeyde olanlar LoC olarak da bilinir. Kiigiik kanal boyutu, genis
yiizey alani ve yiiksek kiitle transferi sayesinde diisiik reaktif kullanimi, hizli karigim
ve fiziksel-kimyasal 6zelliklerin hassas kontrolii gibi avantajlar sunar. Bu sistemler
numune hazirlama, reaksiyon, ayirma, tespit ve hiicre kiiltlirii gibi temel islemleri
entegre eder (Wu, Liu et al. 2020).

Mikroakigkan sistemlerde “mikro” ifadesi, yapinin en az bir boyutunun
mikrometre diizeyinde oldugunu belirtir. Bu mikrokanallar, cam ve silikonda
fotolitografi-asindirma gibi yari iletken iretim yontemleriyle veya polimerlerde
kaliplama, kabartma ve yumusak litografi teknikleriyle iiretilebilir (Chow 2002).

Mikroakigkanlar alan1 dort ana kokenden dogmustur: molekiiler analiz,
biyosavunma, molekiiler biyoloji ve mikroelektronik. Ilk gelisim, GC, HPLC ve kilcal
elektroforez gibi mikroanalitik tekniklere dayanir; bu yontemler ¢ok az numune ile
yiiksek hassasiyet ve ¢oziintirliik saglamistir.

Ikinci itici gii¢, Soguk Savas sonras1 kimyasal ve biyolojik tehditlerin tespiti
ihtiyact olmus; Savunma Ileri Arastirma Projeleri Ajansi (DARPA) destekli
programlar akademik mikroakigskan arastirmalarini hizlandirmistir.

Ucgiincii motivasyon, genomik ve molekiiler biyolojideki hizli ilerlemeler
sonucu ortaya ¢ikan yliksek verimli ve hassas analiz gereksinimleridir.

Dordiincii katki  ise  mikroelektronik  ve  Mikro-Elektro-Mekanik
Sistemler (MEMS) teknolojilerinden gelmistir. Baslangigta silikon ve cam kullanilsa
da, biyolojik uygulamalarda daha uygun olan PDMS gibi polimerler 6ne ¢ikmustir.

Gilinimiizde mikrokanallar, vanalar, pompalar ve karigtiricilar hizla gelismis
olsa da, mikroakigkanlar heniiz tam entegre, kullanic1 dostu ve yaygin sistemler haline
gelmemistir. Buna ragmen alan, yiiksek potansiyeli nedeniyle gelecegin onemli

teknolojilerinden biri olarak goriilmektedir (Whitesides 2006).
2.1.1. Cip iizeri organ ve cip iizeri laboratuvar platformlari

1990 yilinda Manz ve arkadaglari, kii¢iik hacimli kimyasal reaksiyonlar ve

analizler icin ‘miniaturized total chemical analysis systems (WTAS)’ kavramini ortaya



koymustur. Zamanla pTAS, biyoloji ve kimyanin farkli alanlarini da kapsadi. Bilim
ve teknolojideki ilerlemelerle birlikte “mikroakiskanlar” terimi benimsendi.
Mikroakigkanlar, mikro kanallar i¢inde akiskanlarin davranisi ve hassas kontroliiyle
ilgilenen bir teknoloji olarak tanimlanir. Bu sistemlerde sivilar genellikle mikrometre
olgekli kanallarda cok kiiciik hacimlerde (10°-1071% L) islenir (Sosa-Hernandez,
Villalba-Rodriguez et al. 2018). Bu boyuttaki mikrokanallar genis bir goreceli ylizey
alanina ve dolayisiyla yiiksek kiitle transferine sahiptir. Mikroakiskanligin diger dogal
avantajlar1 arasinda daha hizli karistirma hizlari, hacimlerin daha iyi kontrol edilmesi
ve diistik reaktif kullanimi ve hizli tepki gibi diger 6zellikler bulunur (Farhang Doost
and Srivastava 2024). Boylelikle LoC kavrami, kimyasal analiz igin numune
hazirlama, ayirma ve tespit siireglerini tek bir mikrofabrikasyonlu cihazda
birlestirmeyi 6neren Manz et al. (1990) atfedilir. Lakin bu alandaki ilk g¢alisma
Terry’nin 1975’te gelistirdigi, fakat donemin bilim diinyasinda ilgi gérmeyen silikon
tabanli gaz kromatografisidir. Bu erken ¢aligmalarin ardindan, alan hizla gelismis ve
cok sayida yayin ile konferans ortaya ¢ikmustir.

Ticari anlamda ilerleme 1990’larin ortasinda, mikroakiskan sistemlere yatirim
yapan girisimlerle baslamis; ilk ticari liriin ise 1999°da Caliper Technologies ve
Agilent Technologies is birligiyle piyasaya siiriilmiistiir. Ayrica 2001°de Kraliyet
Kimya Dernegi, alana 6zel ilk akademik dergiyi yayimlamigstir (Chow 2002).

Mikroakiskanlar tarihsel olarak yari iletken isleme teknikleri kullanilarak
silikon ve/veya camdan {retilmislerdir; yumusak litografi, son zamanlarda
polimerlerden {iretilmelerini miimkiin kilmistir. Mikroakiskan sistemler, tipik
boyutlar1 onlarca mikrometre mertebesinde olan kanallar, valfler, karigtiricilar ve diger
yap1 taslari igerebilir (Neuzil, Giselbrecht et al. 2012).

Mikroakiskan teknolojileri, biyosensorleri mikroskopi tabanli sistemlerle
entegre ederek yiiksek verimli, coklu ve paralel analizler yapilmasini saglar. Otomatik
gorlintiileme ve gelismis veri isleme yontemleriyle bilgi kalitesi artar. Bu cihazlar,
parcacik, biyomolekiil, hiicre ve mikroorganizmalarin izole edilmesi, saflagtirilmasi
ve tasmmasii kolaylastirir. Heniiz gelismekte olan bir alan olmasina ragmen,
mikroakigkan sistemler ilag kesfi ve gelistirme siireglerinde yaygin sekilde
kullanilmaktadir (Neuzil, Giselbrecht et al. 2012).

Mikroakigkanlarda LoC sistemi, laboratuvar deneylerini minyatiirlestirmek

igin gelistirilmistir (Sosa-Hernandez, Villalba-Rodriguez et al. 2018).



Kapsamli bir ¢ip {iistii laboratuvar, numune isleme, karistirma, reaksiyon,
ayirma ve analit tespiti gibi temel laboratuvar islevlerini yerine getirmelidir. Bu
islevleri saglamak i¢in tek bir ¢ip lizerinde farkli standart bilesenler entegre edilir. Cip
iistii laboratuvar bilesenleri sekiz ana grupta toplanir: enjektor, hazirlayici, tasiyici,
karistirici, reaktor, ayirici, dedektor, kontrolor ve giic kaynagi.

Cip Ustli laboratuvar sistemlerinde enjektorler, numune ve reaktifleri mikro
veya nanolitre hacimlerde hassas sekilde ileterek analitik islemlerin kontroliinii saglar.
Akiskanlarin yonii, hiz1 ve siiresi, aktif veya pasif tasiyicilar araciligiyla diizenlenir.
Aktif tastyicilar (pnomatik, piezoelektrik, termal veya elektrokimyasal mikro
pompalar) enerji kullanarak hassas akis saglar; pasif tasiyicilar ise difiizyon, yer¢ekimi
veya kilcal kuvvet gibi dogal etkilerle c¢alisir. Numune hazirlama asamasinda
filtrasyon, 6n konsantrasyon, hiicre lizisi ve tiirevlendirme gibi islemler uygulanarak
analit dedektore hazir hale getirilir.

Mikroakiskan ¢iplerde mikserler, laminer akis ve kanal geometrisi araciligiyla
stvilari karistirir; aktif mikserler manyetik veya ultrasonik kuvvetlerle hizli karistirma
saglarken, pasif mikserler spiral, X-sekilli veya ¢ok fazli tasarimlarla difiizyon yoluyla
etkilesimi artirir. Reaktorler, kimyasal veya biyolojik reaksiyonlar1 sensor, 1sitict ve
aktiiatorlerle kontrol eder. Gaz fazli reaktorler mikrobiyal fermantasyon veya hidrojen
tiretiminde, siv1 fazli reaktorler sivi-sivi reaksiyonlarda, dolgu yatakli reaktorler ise
katalitik reaksiyonlarda yiiksek verim saglar.

Ayiricilar, karigim veya reaksiyon sonrasi analitleri izole eder. Kapiler
elektroforez (CE), dielektroforez (DEP), izotakoforez, optik ve manyetik ayiricilar,
kromatografi ve akustik yontemler ¢ip {iistii analizlerde yaygin olarak kullanilir. CE,
iyonlar1 ylik ve siirtiinme farkina goére ayirirken, DEP ve izotakoforez biyolojik
ornekleri elektriksel 6zelliklerine gore siniflandirir. Optik cimbizlar tek hiicre analizi
saglar, manyetik ayiricilar ise antikor kapli parcaciklarla hedef molekiilleri izole eder.

Dedektorler, analitleri fiziksel sinyalleri elektrik sinyaline doniistiirerek tespit
eder. Optik, elektrokimyasal, kiitle spektrometrisi ve kapasitif yontemler yaygin olarak
kullanilir. Kontrolérler, ¢ip lizerindeki sensor, aktiiatér ve dedektorleri yonetir; veri
toplar ve dis cihazlarla iletisim saglar. Mikrodenetleyici tabanli ¢ip dis1 veya ¢ip lizeri
kontrol sistemleri, pompalarin, vanalarin ve piezoelektrik bilesenlerin hassas sekilde
calismasini saglar.

Gii¢ kaynaklart ise tiim ¢ip bilesenlerine enerji saglayan kritik bir birimdir.

Tasinabilir sistemlerde genellikle piller kullanilirken, elektroforez ve dielektroforez
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gibi yiiksek voltaj gerektiren sistemler programlanabilir yiiksek voltajli kaynaklarla
desteklenir. Bu sayede ¢ip tistii laboratuvarlar hem kompakt hem de 6zellestirilebilir
bir yapiya kavusur (Lim, Kouzani et al. 2010).

Mikroakigkanlar ve biyosensorlerin tamamlayict kullanimiyla miimkiin hale
gelen LoC, uzun siiredir laboratuvar tabanli kimyasal ve biyolojik tekniklerin
minyatiir, diisiik maliyetli analiz cihazlarina entegre edilmesini saglayacak en kesin
yontemlerden biri — hatta belki de en kesin yontem — olarak goriilmektedir. Bu
teknoloji, tip, cevre ve benzeri ¢esitli Ornekleme alanlarinda tasinabilir tani
uygulamalari igin kullanilabilir (Mohammed, Haswell et al. 2015).

Bunun ardindan OoC konsepti ortaya ¢ikmis ve biyoloji ile tipta hizla ilgi
gormiistiir. Bu sistemler, tasinabilirlik, diisitk maliyet, zaman tasarrufu ve hiicre
ortamiin daha iyi taklit edilmesi gibi avantajlar sunar. OoC platformlari, in vitro
deneylerin daha kontrollii kosullarda yapilmasini saglar. Ancak, pompalar,
inkiibatorler ve mikroskoplar gibi ek ekipmanlara ihtiyag duyar (Sosa-Hernandez,
Villalba-Rodriguez et al. 2018).

S1vi manipiilasyonu i¢in kullanilan mikroakigkan ¢iplerden farkli olarak, bu
sistem hiicre ve doku kiiltlirlerini hiicre dis1 matriks, biyokimyasal gradyanlar, doku
arayiizleri, kan perfiizyonu ve mekanik uyarilar ile entegre ederek organ diizeyinde
fizyolojik ortami in vitro olarak yeniden olusturur. ilk kez tanitilmasindan bu yana
onemli ilerlemeler kaydedilmis ve akciger, kalp, bagirsak, deri ¢ipleri gibi ¢esitli
modeller gelistirilmistir (Yan, Li et al. 2022).

Bu platformlarin en dikkat cekici avantajlari, ¢ok az dis miidahaleyle
caligabilmeleri, diisitk miktarda reaktif kullanmalari ve tek bir ¢ip tizerinde birden fazla
laboratuvar islemini yiiksek verimlilikle ve otomatik olarak gergeklestirebilmeleridir
(Maia, Carvalho et al. 2023).

Biyomikroakiskanlar alani, 1990’larin sonlarinda PDMS’in yayginlasmasiyla
hizla geligsmistir. 2000’11 y1llarin baginda Michael L. Shuler ve ekibi, akciger—karaciger
gibi ¢oklu organ etkilesimlerini taklit eden 6ncii mikroakigkan hiicre kiiltiirii sistemleri
gelistirmistir. Bu sistem, hayvan deneylerini destekleyip klinik sonuglar1 tahmin
edebilecek potansiyele sahipti. Sonrasinda kan damari, kas, karaciger, beyin ve bobrek
gibi organ islevlerini taklit eden birgok ¢ip gelistirildi. 2010’da Donald Ingber “organ-
on-a-chip” terimini ortaya att1 ve bu teknoloji, doku miihendisligiyle birleserek ilag
kesfinde devrim yaratma potansiyeline ulasti (Zhang, Korolj et al. 2018).



OoC teknolojisi, doku miihendisligi ve mikroakigkanlardaki ilerlemelere
dayanarak gelistirilmistir. Bu teknoloji, insan hiicrelerinin elde edilmesi, kiiltiirlenmesi
ve olgunlastirilmasina yonelik bilgi birikimiyle birlesir. Boylece, akiskan, mekanik ve
yapisal olarak hassas sekilde kontrol edilebilen mikro ortamlar tasarlanabilir hale
gelmistir (Zhang, Korolj et al. 2018).

Son 40 yilda kapiller test seridi platformu, esasen klinik tani ve immiinoloji
alanlarinda yaygin bir sekilde kullanilmistir ve diisiik maliyetli bir “altin standart”
mikroakigskan sistemi haline gelmistir. Son donemde yapilan calismalar, 6zellikle
elektrik gerektirmeyen ve gorsel olarak okunabilen tek kullanimlik testlerin gelismekte
olan iilkeler icin uygun oldugunu géstermektedir. Ornegin gonore ve frengi gibi cinsel
yolla bulasan hastaliklar i¢in hizli testler ile ¢cevresel 6rneklerde Legionella tespiti bu
platformda basariyla uygulanmistir. Bunun yani sira, PCR sonrasi sonuglarin kolloidal
altinla isaretlenmis lateral akis testi iizerinden okunmasi, agaroz jel gereksinimini
ortadan kaldirarak daha basit ve giivenilir sonug saglamaktadir (Haeberle and Zengerle
2007).

2.1.2. Avantajlar ve kisitlamalar

Bu sistemlerin bazi avantajlar1 ve zorluklari bulunmaktadir.

Avantajlarima bakacak olursak, LoC (Lab-on-a-Chip) cihazlari, laboratuvar
stireglerini tek bir ¢ipte hizli, tasinabilir ve otomatik sekilde gergeklestirebilir. Pahali
laboratuvarlara veya yiiksek egitimli personele ihtiya¢ duymaz, kullanic1 dostudur ve
ozellikle PoC (Point-of-Care) uygulamalarinda hizli ve dogru tani saglar. COVID-19
gibi pandemilerde acil teshis i¢in kritik 6neme sahiptir. OoC (Organ-on-a-Chip)
platformlari ise hiicre ve doku mikro ortamini in vitro olarak taklit ederek ilag taramasi,
hastalik modelleme ve kisisellestirilmis tedavi olanagi sunar. Sensorler ve
mikroskoplar sayesinde ger¢ek zamanli veri toplama ve otomasyon miimkiindiir.
Ayrica, OoC cihazlar hedefli ila¢ dagitim1 ve kombinasyonel tedavi denemelerinde,
nadir hastaliklar i¢in yeni tedavi yontemlerinin kesfinde 6nemli potansiyele sahiptir.

Zorluklar1 ise LoC ve OoC cihazlarinin gelistirilmesinde bazi sinirlamalar
vardir. O0C platformlarinin diisiik verim, kisa ¢ip 6mrii, karmasik 6rnek hazirlama ve
iiretim malzemesi ile ilgili sinirlamalari, kavram kanitlama asamasinda kalmalarina
neden olur. Tasarim ve iretim sliregleri karmasiktir; bazi uygulamalarda uzman
hazirlig1 ve analiz gerekir. Mikroakiskan sistemlerde kanal tikaniklig1 veya malzeme

emilimi gibi teknik sorunlar yasanabilir. Ticari ve klinik uygulamalarda



yayginlagmalar1 i¢in entegrasyon, otomasyon ve kullanict dostu tasarim kritik

onemdedir (Azizipour, Avazpour et al. 2020).
2.2. Filtrasyon Teknolojileri

Filtrasyon, basta su aritimi olmak iizere bir¢ok miihendislik uygulamasinda,
stispansiyon igerisindeki kati1 partikiillerin sivi fazdan ayrilmasinda kullanilan temel
bir ayirma teknigidir. Bu islem sirasinda, seyreltik siispansiyonlar graniiler yapilar ya
da gézenekli membranlar gibi filtre ortamlarindan gegirilir; ortam, i¢cindeki partikiilleri
tutarak yalnizca sivi fazin gegisine izin verir. Ancak zamanla filtre ortaminda biriken
maddeler, sistemin tikanmasma neden olabilir. Boyle durumlarda filtrenin ya
temizlenmesi ya da tamamen degistirilmesi gerekir (Letterman 1987).

Filtrasyonun isleyis mekanizmasi iki ana asamada incelenebilir. ilk asamada,
stispansiyondaki partikiillerin, filtrenin sundugu kati-sivi ara yiizeyine — bu, filtre
ortamindaki bir tanecik veya daha once tutulan bir partikiil olabilir — yaklagsmasi
saglanir. Ikinci asamada ise, bu partikiiller ilgili yiizeye tutunarak ayristirilir (Yao,
Habibian et al. 1971).

Filtrasyonda pargacik giderimi, siizme Ve siizme dist mekanizmalarla
gerceklesir. Siizme, parcacik boyutunun gdzeneklerden biiylik oldugu durumlarda
etkilidir ve ylizey kimyasina bagl degildir. Daha kiigiik pargaciklarin giderimi ise
yakalanma, ¢okelme ve Brown hareketiyle difiizyon yoluyla olur. Biiyiik parcaciklar
yakalanma ve ¢okelme ile, ¢ok kiiciik pargaciklar ise Brown hareketiyle diflizyonla
tutulur. Parcacik boyutu 1-10 pm (mikrometre) aralifinda giderim verimi
minimumdur. Giderim verimi, filtre derinligi ve pargacik yogunlugu arttik¢a artar; akis
hiz1 ve gbzenek capi arttik¢a azalir (Letterman 1987).

Filtrasyon, akiskan ve partikiillerin ayrilmasi izerine kurulu bir islem olup,
miihendislik alaninda uzun siiredir basariyla kullanilmaktadir. Bu ayrim islemi,
akiskanin igerisinde bulunan kati partikiillerin, belirli 6zelliklere sahip bir ortamdan
gecirilmesiyle gerceklestirilir; ortam, partikiilleri tutarken sivinin gecgisine izin verir.
Filtrasyonun farkli sistem ve kosullarda uygulanabilmesi, zamanla birgok farkl
filtrasyon tilirliniin ortaya c¢ikmasmma neden olmustur. Kullanilan filtrasyon
mekanizmasi, ortamin fiziksel yapisi, akis yonii ve sistemin genel 6zelliklerine bagh
olarak ¢esitli filtrasyon teknikleri tanimlanmistir. Bunlar arasinda “kek filtrasyonu”,
“yiizey filtrasyonu”, “derinlik filtrasyonu”, “derin yatak filtrasyonu”, “capraz akis

filtrasyonu”, “aerosol filtrasyonu”, “sivi filtrasyonu”, “grantiler filtrasyon”, “lifli



filtrasyon”, “kumas filtrasyonu”, “kartus filtrasyonu” ve “membran filtrasyonu” gibi
tiirler sayilabilir (Tien 2012).

Bu farkli smiflandirmalar, filtrasyonun uygulama esnekligini ve ¢ok yonli
yapisini ortaya koymakta; sistem ihtiyaglarima en uygun filtrasyon yonteminin

se¢ilmesinde rehberlik etmektedir.
2.2.1. Membran ayirma yontemleri

Membran ayirma teknolojileri, atiksu aritiminda kati-sivi ayrimi saglayan,
diisiik maliyetli ve kendi kendine olusabilen sistemlerdir. Siispansiyon halindeki
katilarin bir destek yiizey iizerinde birikmesiyle olusur ve fonksiyonel bir membran
gibi davranir. Ozellikle membran biyoreaktdrlerde (MBR) karsilasilan yiiksek maliyet,
enerji tiiketimi ve membran tikanmasi sorunlarina ekonomik ve g¢evre dostu bir
alternatif sunar. Dinamik membranlar (DM) diisiik transmembran basincinda ¢alisir,
ucuz destek malzemeleri kullanilabilir ve genellikle kimyasal temizlik gerektirmez.

DM teknolojisi ilk kez 1966’da ters ozmoz (RO) sistemlerinde kullanilmis,
sonraki yillarda UF ve MF proseslerine entegre edilerek atiksu aritimi, yag-su ayrimi
ve organik madde gideriminde basarili sonucglar vermistir. Aerobik ve anaerobik
sistemlerde askida kati madde (SS), biyolojik oksijen ihtiyact (BOD) ve kimyasal
oksijen ihtiyact (COD) gideriminde konvansiyonel membranlara benzer verimlilikler
sunmustur. Diisiikk yatinm ve isletme maliyetleri nedeniyle 6zellikle kiigiik 6l¢ekli
tesisler i¢in uygun bir secenektir.

Ayirma membranlar1 oda sicakliginda caligabildiginden ilag, gida ve
biyoteknoloji alanlarinda; hiicre ve protein ayrimi, 1stya duyarli biyomolekiillerin
korunmas: ve mikroorganizma biitiinliigliniin saglanmasi acisindan avantajhdir.
Kiiciik gozenek boyutu, yiiksek ylizey alani ve yiiksek akis hizina sahip membranlar
filtrasyon verimini artirir ve basing kaybini azaltir (Gongalves, Costa et al. 2022).

Membran filtrasyonu, farkli ayirma hedeflerine yonelik ¢cok sayida membran
tirlinlin  gelistirilmis olmasi sayesinde su aritimindan tibbi uygulamalara ve gida
proseslerine kadar genis bir kullanim alanina sahiptir. Ancak aki diisiisli, yogunlagma
polarizasyonu, fouling, mekanik/kimyasal dayanim ve maliyet gibi sorunlar membran
proseslerinin verimliligini smirlamaktadir. Avantajlarina bakacak olursak ise,
membran ayirma, diisiik islem sicakliklar1 ve diisiik uygulanan basinglar (MF ve UF)

kullandig1 i¢in cogunlukla hafif bir islem teknigi olarak kabul edilir. Bu nedenlerle,
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ozellikle yiiksek enerji tiikketimiyle ilgili olan mevcut diinya sorunlarma katkida
bulunmasi beklenmektedir (Bouhid de Aguiar and Schroén 2020).

Membran ayirma teknikleri genel olarak MF, UF, nanofiltrasyon (NF), RO
olarak siniflandirilir. MF ve UF 6n aritimda, NF kii¢lik molekiillerin gideriminde, RO
ise yliksek ayirma kapasitesiyle ileri aritimda kullanilir. Nanoteknoloji ile gelistirilen
yeni nesil membranlar ise daha yliksek gecirgenlik, kirlenme direnci ve fonksiyonel
ylizey Ozellikleri sunarak membran teknolojilerinin performansini artirmaktadir

(Ersahin, Ozgun et al. 2012, Cevallos-Mendoza, Amorim et al. 2022).

Microfiltration Nanofiltration
(MF) (NF)

Ultrafiltration Reverse Osmosis
(RO)

-

l Bacteria Colloids _ Sugar # Heavy Metals
4 Virus % Dust T Salt ) lons

*" Macromolecules v" Proteins 4, Dye .4 Minerals

Sekil 2. 1. Membran filtrasyonu yontemleri (Water Treatment Suppliers).

Modern UF, 1960’larin sonlarinda fraksiyonlama teknigi olarak gelistirilmis ve
zamanla su-atiksu aritimi, gida, biyoteknoloji, kimya, tip ve hiicre hasad: gibi bir¢ok
alanda yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir (Shi, Tal et al. 2014). UF, 2-100 nm
gbozenek boyutuna sahip membranlar kullanilarak basing altinda ¢alisan ve nanometre
6l¢egindeki tiirlerin boyut eleme mekanizmasiyla ayrilmasini saglamaktadir. Askida
kat1 maddeler, dogal organik maddeler, kolloidal parcaciklar ve makromolekiillerin
ayrilmasi ve konsantrasyonu i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. UF membranlar
ozellikle 10-1000 kDa araligindaki proteinlerin saflastirilmasinda, molekiiler agirlik
kesme sinirt (MWCO) sayesinde yiiksek ayirma verimliligi sunmaktadirlar

(Kammakakam and Lai 2023).
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NF membranlari, UF ile RO arasinda yer alan, yaklasik 1 nm gézenek boyutuna
ve 300-500 Da molekiiller agirlhik kesme degerine sahip membranlardir.
Yiizeylerindeki iyonlasabilir gruplar nedeniyle hafif yiikli olup, monovalan iyonlara
diisiik, divalan iyonlara ise yiiksek retansiyon gosterirler. Yiksek aki saglamalar
sayesinde su ve atiksu aritimi, gida, ilag ve biyoteknoloji alanlarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ayirma mekanizmalar1 sterik engelleme ve elektrostatik
etkilesimlerin birlesimine dayanir. NF membranlarinin etkin kullanimi i¢in yapisal ve
yiizey ozelliklerinin ¢esitli karakterizasyon yontemleriyle birlikte degerlendirilmesi

gerekmektedir (Mohammad, Teow et al. 2015).

RO, giiniimiizde su aritim1 ve deniz suyunun tuzdan arindirilmasinda en yaygin
kullanilan membran teknolojisidir. RO prosesinde, ozmotik basinci asan bir dis basing
uygulanarak su membran1 gecerken tuz, mineral ve iyonlar tutulur. RO
membranlarinin gézenek boyutlart 1 nm’ den kii¢liktiir. En yaygin kullanilan RO
membranlar1 poliamid ince film kompozit (PA-TFC) membranlar olup, yiiksek tuz
giderimi ve su akisi sunar. Ancak bu membranlarda gegirgenlik—tuz tutma dengesi,
kirlenme ve klor hassasiyeti onemli smirlayici faktorlerdir. RO sistemlerinin
performansi su akisi, tuz tutma orani ve enerji tilketimi ile degerlendirilir; enerji geri
kazanim cihazlar 6zellikle deniz suyu RO sistemlerinde enerji tiiketimini onemli

olglide azaltmaktadir (Hailemariam, Woo et al. 2020).

MF, basingla ¢aligan membran ayirma teknolojilerinden biridir ve fiziksel ayirma
prensibine dayanir. 0,1-5 pm gozenek capina sahip MF membranlari; askida kati
maddeler, patojenler, biiyiik bakteriler, proteinler ve maya hiicreleri gibi mikrometre
boyutundaki Kirleticilerin uzaklastirilmasinda etkilidir. Diisiik hidrodinamik direngleri
sayesinde diislik basinglarda yiiksek aki saglarlar. Genis gézenek araligi MF’nun ilag,
su ve atiksu aritimi, gida, biyoteknoloji ve tuzdan arindirma gibi bir¢ok alanda yaygin
kullanimina olanak tanir. Bu alandaki son arastirmalar membran Kkirlenmesi ve
performans iyilestirme stratejileri lizerine yogunlagsmaktadir (Anis, Hashaikeh et al.
2019).

Elektro egirme teknigiyle iiretilen nanolif membranlar, yliksek goézeneklilikleri,
yiiksek aki degerleri ve diisiik kirlenme egilimleri sayesinde MF i¢in umut verici
malzemelerdir (Wang, Crandall et al. 2017). Lif ¢ap1 ve membran kalinligi,
gozeneklilik ve filtrasyon performansini dogrudan etkiler. Bu 6zellikleri sayesinde

nanolif membranlar, biyoteknolojik siireg¢lerde verimliligi artirma ve maliyetleri
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diisiirme potansiyeline sahiptir; ancak c¢ogu c¢alismada membran performansini
artirmak i¢in katki maddeleri veya yapisal modifikasyonlara ihtiya¢ duyulmasi iiretim
stirecini karmasiklastirmaktadir. Bu membranlar miikemmel tutma performansi
saglar ve dogrudan MF ortami olarak kullanilabilir. Daha basit bir membran
iiretim siireci ve diisiik basinch filtrasyon islemi gerceklestirerek, partikiil
maddelerin verimli bir sekilde uzaklastirilmasi1 miimkiindiir (Gongalves, Costa
et al. 2022).

2.3. Mikroakiskan Ciplerle Filtrasyon Sistemleri

1990’1lardan itibaren mikroakiskan sistemler, basit kanal yapilarindan 6rnek
hazirlama, karistirma, reaksiyon ve ayirma gibi ¢oklu birim islemlerin entegre edildigi
karmagik ¢iplere dogru evrilmeye baslamistir. Bu gelisim siirecinde, yar1 iletken
tabanli karmagsik {iretim tekniklerinden uzaklasilarak membranlar, fonksiyonel
kaplamalar ve adsorban yapilar gibi daha sade entegrasyon yaklagimlar1 6ne ¢ikmustir.
Yiiksek yiizey alanlari, biyouyumlu malzemelerle iiretilebilmeleri ve ayirma, gaz—sivi
temasi, emulsifikasyon, adsorpsiyon ve kataliz gibi ¢ok yonlii islevler sunmalari
nedeniyle membranlar mikroakigkan uygulamalarda giderek artan bir ilgi gérmektedir.
Mikroakigkan sistemlerde membran se¢imi; malzeme 6zellikleri, gozenek yapisi ve
hedef uygulamaya bagli olarak yapilmali, gerektiginde modelleme ve
simiilasyonlardan yararlanilmalidir. Bununla birlikte yogunlasma polarizasyonu,
fouling ve kanal boyunca degisen basing farklar1 gibi sinirlamalar dikkate alinmalidir.
Aki azalmasina yol acan mekanizmalarin kii¢lik 6l¢eklerde ve kisa zaman araliklarinda
gerceklesmesi, bu siireglerin dogrudan incelenmesini zorlastirmakta; ancak
mikroakigkan cihazlar, diisiik maliyetleri, tasarim esneklikleri ve yerinde mikroskobik
gozlem imkanlar sayesinde membran filtrasyon mekanizmalarinin arastirilmasinda
giiclii bir ara¢ sunmaktadir. Gomiilii membranlar veya idealize edilmis gézenek
yapilar1 igeren mikroakiskan sistemler, pargacik etkilesimleri, tikanma ve kek tabakasi
olusumu gibi siireclerin farkli 6lgeklerde anlasilmasina katki saglamakta olup, bu
alandaki calismalarin membran siireclerinin iyilestirilmesine aktarilmasi gelecekte
onemli firsatlar sunmaktadir (De Jong, Lammertink et al. 2006, Bouhid de Aguiar and
Schroén 2020).
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2.3.1. Mikroakiskan platformlarda hiicre ayirma ve tani

Tanisal analizler, hastaliklarin erken tanisi, etkin tedavi planlamasi ve hastalik
yonetiminde merkezi bir role sahiptir. Giincel tibbin temel hedeflerinden biri, tam
siireclerini hizlandiran, yliksek hassasiyet sunan ve hasta basinda uygulanabilir
sistemler gelistirmektir. Bu dogrultuda gelistirilen mikroakiskan mikrototal analiz
sistemleri (LTAS), diisiik reaktif ve 6rnek tiiketimi, tasinabilirlik, yliksek entegrasyon
kabiliyeti ve otomasyon gibi 6nemli avantajlar sunarak tanisal teknolojilerde giiclii bir
alternatif haline gelmistir. Ancak bu sistemlerin 6niindeki en biiyiik zorluk, karmasik
biyolojik orneklerden hedef analitlerin etkin sekilde ayristirilmasini igeren Ornek
hazirlama basamagidir. Ozellikle tam kan gibi yiiksek hiicresel icerikli drnekler,
mikrokanal tikanmasi, pihtilagsma ve analitik duyarliligin azalmasi gibi problemlere
yol acabilmektedir. Buna ek olarak, mikroakigkan sistemlerin yiiksek yiizey/hacim
orani, Ozglil olmayan adsorpsiyon problemlerini artirarak analiz performansini
olumsuz etkileyebilmektedir. Tiim bu zorluklara ragmen, 6rnek hazirlama ve analiz
adimlarinin tek bir ¢ip ilizerinde entegre edilmesi; diisiik 6rnek hacmi, yiiksek
tekrarlanabilirlik ve kullanicidan bagimsiz otomasyon gibi Onemli avantajlar
saglamaktadir. Bu nedenle mikroakiskan platformlar, gelecekte diisiik maliyetli ve
entegre tani sistemlerinin gelistirilmesi agisindan biiyiik bir potansiyele sahiptir (Culi,

Rhee et al. 2015).

Karmagik  biyolojik  karisimlardan  hiicrelerin  izole edilmesi ve
siniflandirilmasi, biyoloji, biyoteknoloji ve klinik tip alanlarinda kritik bir
gereksinimdir. Hiicre siralama teknikleri, aragtirma ve klinik uygulamalarda saf veya
zenginlestirilmis hiicre popiilasyonlarinin elde edilmesini saglamakta; ozellikle
dolasimdaki kanser tiimor hiicreleri (CTC’ler), hematopoietik kok hiicreler (HSC’ler)
ve fetal hiicreler gibi nadir hiicrelerin izolasyonuna olan ihtiyag, kisisellestirilmis tip
ve teranostik yaklasimlarin gelisimiyle birlikte hizla artmaktadir. Giiniimiizde altin
standart olarak kabul edilen floresans-aktive hiicre siralama (FACS) ve manyetik
hiicre siralama yontemleri yliksek 6zgiilliik ve hiz sunsa da, yiiksek maliyet, biiylik ve
karmasik cihaz altyapisi, sinirl klinik Olgeklenebilirlik ve hiicre canliligina zarar

verme riski gibi 6nemli dezavantajlara sahiptir.

Bu simirlamalar1 agmak amaciyla gelistirilen mikroakiskan tabanli hiicre
siralama  sistemleri, yeni nesil alternatif platformlar olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Mikroakiskan cihazlar; diisiik maliyetli tiretim, diisiik reaktif tiikketimi, yiiksek
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hassasiyet ve giivenlik avantajlar1 sunarken, hiicrelerin algilanmasi, odaklanmasi,
sayllmasi, lizisi ve analizinin tek bir ¢ip lizerinde gergeklestirilmesine olanak

tamimaktadir (Shields lv, Reyes et al. 2015).

Bu kapsamda mikroakigkan hiicre siralama teknolojileri; floresan etiketli,
boncuk tabanli ve etiketsiz yaklasimlar olmak iizere ii¢ ana kategori altinda
incelenmekte ve ozellikle ¢ok fonksiyonlu, entegre sistemlere yonelik calismalar 6n
plana ¢ikmaktadir. Her ne kadar bu sistemlerin biiyiik bir kismi halen prototip
asamasinda olsa da, paralellestirme stratejileri, ttkanma problemlerinin azaltilmasi ve
ornek hazirlama gereksinimlerinin sadelestirilmesiyle klinik uygulamalara daha uygun

héle gelmeleri beklenmektedir (Sajeesh and Sen 2014).

Biyomedikal arastirmalarda yalnizca hiicrelerin degil, ayni zamanda
mikropartikiillere bagli hedef analitlerin ayristirilmasi ve saflastirilmasi da biiyiik
Oonem tasimaktadir. Bu hedef bilesenler, uygulamaya bagli olarak orta yogunlukta ya
da ¢ok diisiik yogunluklarda bulunabilmektedir. Geleneksel laboratuvar temelli ayirma
yontemleri ise uzun islem siireleri, yiiksek ornek ve reaktif tiiketimi ile kullaniciya
bagli hatalara acgik olmalar1 nedeniyle smirlayicidir. Lab-on-a-chip (LoC) ve
mikroakigskan teknolojiler, bu stiregleri kiiclik, entegre ve kontrollii platformlara
tagiyarak Onemli avantajlar sunmaktadir. Laminer akis kosullar1 sayesinde yiiksek
ayirma verimi, diisiik kayma gerilimi ile hiicre canlilifinin korunmasi ve diisiik

kontaminasyon riski saglanabilmektedir.

Mikroakigkan sistemlerde hiicre ve parcacik ayirma amaciyla filtrasyon, atalet
etkileri, deterministik yanal yer degistirme, sikistirilmis akis fraksiyonlama, akustik,
dielektroforetik, manyetik ve optik yontemler gelistirilmistir. Bu yaklagimlar, hedef
bilesenin yogunluguna bagli olarak ayirma, siralama veya nadir hiicre izolasyonu igin
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, mikroakigkan ayirma sistemlerinin klinik ve ticari
uygulamalar1 6niinde halen hiicre canliligi, geri kazanim orani, saflik, yliksek 6rnek
hacimleri i¢in yetersiz akis hizlar1 ve sinirli deneysel tekrarlanabilirlik gibi engeller
bulunmaktadir. Standartlasma ve ticarilesme siireclerinin iyilestirilmesi, kullanici
dostu arayiizlerin gelistirilmesi ve tek kullanimlik ¢ip tasarimlari bu teknolojilerin
yaygmlasmasinda kritik rol oynayacaktir. Ozellikle pasif ve aktif ayirma
yontemlerinin bir arada kullanildig: hibrit mikroakigkan sistemler, hem yiiksek verim
hem de yiiksek saflik sunma potansiyeliyle gelecegin tani1 ve hiicre temelli analiz

platformlari igin umut vadetmektedir (Dalili, Samiei et al. 2019).
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2.4. Mezenkimal Kok Hiicreler

Rejeneratif tip, viicudun kendi onarim kapasitesinin yetersiz kaldigi
durumlarda hasarli doku ve organlarin fonksiyonel restorasyonunu hedefleyen, hizla
gelisen bir tip alanidir. Artan organ nakli ihtiyacinin karsilanamamasi, kok hiicre
temelli alternatif yaklasimlar1 on plana ¢ikarmistir. Giiniimiizde rejeneratif tip,
Ozellikle kemik ve kikirdak onarimi basta olmak tizere farkli alanlarda Klinik
uygulamalara ulasmis; MKH temelli “hazir” iriinler gelistirilmeye baslanmistir
(Alison, Poulsom et al. 2002, Mahla 2016).

Kok hiicreler, asimetrik mitoz siireciyle iki yavru hiicreye yol acan, kendini
yenileyebilme ve ¢oklu soy farklilagmasi potansiyaline sahip olan olgunlagsmamis 6ncii
hiicrelerdir; bu yavru hiicrelerden biri kok hiicreyle aynidir, digeri ise daha olgun

hiicrelere farklilasabilir (Krampera, Franchini et al. 2007).

Kok hiicreler, doku ve organ sistemleri i¢in temel olusturur ve konakta hastalik
ilerlemesi, gelisim ve doku onariminda farkli goérevleri iistlenirler. Farklilasma
potansiyellerine gore kok hiicreler hiyerarsik bir yap1 gosterir ve dort gruba ayrilir:

unipotent, multipotent, pluripotent ve totipotent (Mahla 2016).

Iki temel kok hiicre tiirii bulunmaktadir: embriyonik kok hiicreler (ESC) ve
yetiskin kok hiicreler. ESC'ler blastosistin i¢ hiicre kiitlesinden izole edilir ve timor
gelisimi riski ile iliskilidir. Insan ESC'lerinin kullanim1 bu sebepten dolay1 etik ve
hukuki tartismalara sebep olmaktadir. Bu sorunlar yetiskin kok hiicrelerde daha azdir.
Yetiskin kok hiicreler genis farklilagsma potansiyelleri sayesinde klinik uygulamalar

icin umut verici bir se¢enek haline gelmislerdir (Ding, Shyu et al. 2011).

Kok hiicreler farklilagma potansiyelleri araligina goére de smiflandirilir:

Totipotent, Pluripotent, Multipotent ve Unipotent.

En iistte yer alan zigot ve erken boliinme hiicreleri totipotenttir; embriyo ve
plasentay1 olusturabilirler. Dordiincii glinden sonra olusan blastosistin i¢ hiicre kiitlesi
(ICM) hiicreleri ise pluripotenttir ve li¢ germ tabakasindan koken alan hemen tiim

hiicrelere farklilasabilir, ancak plasenta olusturamaz.

Yetiskin dokularda bulunan multipotent kok hiicreler, bulunduklar1 dokuya
0zgl smirht hiicre soylarini {iretir (6rnegin bagirsak veya MSS kok hiicreleri). Bazi

yetiskin kok hiicrelerinin uygun kosullarda transdiferansiyasyon gosterebilmesi, bu
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simiflandirmanin mutlak olmadigin1 diisiindiirmektedir. En alt diizeyde yer alan
unipotent hiicreler ise tek bir hiicre tipini olusturur; epidermal kok hiicreler ve bazi
hepatositler bu gruba 6rnektir. Bu hiicreler ¢ogu zaman “belirlenmis oncii hiicreler”
olarak tanimlanir ve bazi dokularda siirli farklilasma potansiyeline ragmen yiiksek
klonal ¢ogalma kapasitesine sahiptir (Alison, Poulsom et al. 2002, Sobhani,
Khanlarkhani et al. 2017).

Alman patolog Julius Cohnheim 1867°de, doku onariminin kan dolasimindan
gelen hiicrelere bagli oldugunu 6ne stirmiistiir. Yillarca géz ardi edilen bu goriis,
giintimiizde kemik iliginin yalnizca hematopoetik kok hiicreleri degil, ayn1 zamanda
farkli mezenkimal hiicre tiplerine doniisebilen stromal hiicreleri de igerdiginin
gosterilmesiyle desteklenmistir. MKH’ler ilk olarak 1960’larda Alexander
Friedenstein tarafindan kemik iliginde tanimlanmis; plastik yiizeylere yapisabilen, igsi
morfolojiye sahip ve kemik, kikirdak ile yag dokusuna farklilagabilen hiicreler olarak
gosterilmistir. “MKH?” terimi ise 1990’larda Arnold Caplan tarafindan ortaya atilmas;
Caplan, MKH’lerin ex Vvivo c¢ogaltilabilirligini ve immiinomodiilator/trofik
ozelliklerini vurgulayarak klinik kullanimin temelini atmistir. Kemik iligi kokenli
MKH'lerin varligi, 1970' lerin ikinci yarisinda , kemik iligi 6rneklerinin kiiltiir plastik
disklerine ekilmesi ve yapigsmayan hiicrelerin uzaklastirilmasiyla resmen
gosterilmistir. Kemik rejenerasyonunda bilinen ve kullanilan MKH'leri ¢ok yonlii
farklilagsma yetenegine sahip olduklarina dair kanitlar sayesinde 1990'larin sonunda 6n
plana ¢ikmistir. 2000'li yillarin basindan ise MKH'lerin otoimmiin hastaliklarda
faydali olabilecek immiin diizenleyici 6zelliklere sahip olduklar1 gosterilmistir. MKH
olarak adlandirilan bu hiicreler, yasla birlikte azalsalar da ileri yaslarda bile kemik
iliginde bulunabilmektedir (Kalervo Vééninen 2005, Krampera, Franchini et al. 2007,
Pearl, Marleau et al. 2025).

MKH'ler sinir dokusu, yag dokusu, kemik iligi, amniyotik s1v1, gobek kordonu,
plasenta, adet kan1 ve hatta dis pulpasi gibi kaynaklardan izole edilebilir. Morfolojik
olarak, MKH'ler fibroblast goriiniimiindedir. Kendi kendini yenileme kapasiteleri
nedeniyle, MKH'ler degisiklik gdstermeden bir¢cok kez pasajlanabilir. Kendi kendini
yenileme ve kemik, kikirdak, tendon, yag, kalp, kas ve kemik iligi stromas: gibi
mezodermal kokenli ¢esitli dokulara ¢ok yonlii farklilasma yetenegine
sahiptirler. MKH'ler, adipositler, kondrositler, osteoblastlar, miyositler ve néronlar

gibi ¢esitli hiicre tiplerine farklilasabilirler. MKH'ler, hiicresel homeostazin
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korunmasi, yaslanma, doku hasar1 ve inflamatuar hastaliklar dahil olmak iizere bir¢ok

fizyolojik ve patolojik siirecte yer alir (Ma, Xie et al. 2014, Kim and Park 2017).

Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi 2006 yilinda, MKH'leri karakterize
etmek i¢in bazi biyobelirtegler ve hiicre 06zelligi Onerilmistir ve bu kriterler
giintimiizdede kabul edilmektedir. Bu belirtecler arasinda yiizey antijenleri CD105,
CD73 ve CD90 ve hematopoetik belirtecler CD34, CD45, CD14 veya CD11, CD79a
veya CD19 ve HLS simif II'nin yoklugu yer almaktadir, ilaveten kendini yenileme
yetenegi, osteojenik, kondrojenik ve adipojenik potansiyellere sahip ¢ok potansiyellik,
plastik yiizeye tutunma da kullanilan parametreler arasindadir (Bianchi, Sala et al.
2014, Mushahary, Spittler et al. 2018). Asagida yer alan Sekil 2. 2."de MKH’lerin

Ozelliklerinden bahsedilmistir.
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Sekil 2. 2. MKH'lerin hiicresel ve molekiiler 6zellikleri. MKH'ler ¢ok yonliiliik ve
farkli Cluster of Differentiation (CD) belirtegleri sergiler. T hiicresi ve B
hiicresi inhibisyonu yoluyla bagisiklik diizenlemesi ve M2 fenotipinin
tesvik edilmesi i¢in miikemmel adaylardir. Farkli biiyiime diizenleyici ve
inhibitor faktorlerin parakrin salgilanmasi, diger hiicreleri desteklemek

i¢in onlara farkl terapotik 6zellikler kazandirir (Prakash, Kim et al. 2023).

Son on yilda, kok hiicreler ¢ok sayida rahatsizlik icin giderek daha fazla
terapotik yontem olarak kullanilmaktadir (Margiana, Markov et al. 2022). Giincel
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bulgular, MKH’lerin terapdtik etkilerinin yalnizca farklilasma yeteneklerine baglh
olmadigini, esas etkinin biliyllk oranda parakrin mekanizmalar tarafindan
gerceklestigini ortaya koymaktadir. Bu hiicreler; sitokinler, kemokinler ve biiylime
faktorleri salgilayarak inflamasyonu diizenlemekte, hiicre proliferasyonunu ve
anjiyogenezi desteklemekte ve doku onarimini tesvik etmektedir. Ayrica MKH’ler, T
hiicreleri, B hiicreleri, dendritik hiicreler ve dogal oOldiirlicii hiicreler iizerinde
baskilayict etki gostererek giliclii immiinomodiilator rol oynamakta ve diizenleyici T
hiicrelerinin indiiksiyonunu desteklemektedir. Bu 6zellikleri, MKH’leri otoimmiin
hastaliklar ve greft-konake1 hastaliginin tedavisi i¢in cazip adaylar haline getirmistir.
MKH’lerin hasarli dokulara yonelimi ise kemokinler, adezyon molekiilleri ve matriks
metalloproteinazlarin  yer aldigit karmasik bir hedefleme mekanizmasiyla
diizenlenmekte olup, inflamatuar mikrogevre bu siirecin etkinligini belirleyen 6nemli

bir faktor olarak 6ne ¢ikmaktadir (Squillaro, Peluso et al. 2016).
2.5. Karaciger Kanseri

Primer karaciger kanseri, diinyada en sik goriilen yedinci kanser tiirii ve
kansere bagli 6liimlerin ikinci nedenidir. En ¢ok siklik Asya ve Afrika’da goriiliir;
Mogolistan en yiiksek orana sahipken, Cin en fazla vakaya sahiptir. Vakalarin %75—

90’1n1 hepatoseliiler karsinom (HCC) olusturur.

HCC bazi yiiksek riskli bolgelerde azalirken, Amerika ve Avrupada zamanla
artmaktadir. Bu hastalik erkeklerde daha sik goriilmektedir. Karaciger kanserinin
baslica sebeplerine bakacak olursak bunlar siroz, HBV/HCV enfeksiyonlari, alkol,
obezite ve NASH gibi faktorlerdir. flaveten aflatoksin B1 maruziyeti, tiitiin kullanimi
ve son yillarda tanimlanan AAV?2 enfeksiyonu da etkenler arasindadir. HBV asis1 ve
antiviral tedavilerle korunma miimkiindiir; riskli bireylerde 6 ayda bir tarama Onerilir.
Sekil 2. 3.’de HCC olusumuna yol agan faktorler ve hastaligin ilerleyis siireci

gosterilmistir.
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Sekil 2. 3. HCC patogenezini 6zetleyen sematik gosterim. A) yolunda, normal
karacigerin HBV, HCV, alkol ve aflatoksin gibi etkenlere maruziyeti
kronik inflamasyon ve siroz gelisimine yol acar; bu siirecte diisiik
dereceli displastik nodiiller (LGDN) yiiksek dereceli displastik nodiillere
(HGDN) ilerleyerek HCC olusumuna katki saglar. B) yolunda ise yagl
karaciger hastaligina bagl artan oksidatif stres siroza neden olur ve
benzer sekilde LGDN’den HGDN’ye ilerleyerek HCC gelisimini
destekler. Sekil Biorender.com kullanilarak olusturulmustur (Coffin and
He 2023).

HCC’de sik rastlanan genetik degisiklikler TERT, CTNNBI ve TP53
mutasyonlaridir. Klinik yonetimde Barcelona Klinik Karaciger Kanseri (BCLC)
evreleme sistemi kullanilir. Erken evrede kiiratif tedaviler miimkiinken, ileri evrede
tedavi yagam siiresinin sinirlt uzatir. Prognoz genelde kotiidiir ve goriilme siklig ile
6liim oranlar birbirine oldukga yakindir. (Bruix, Boix et al. 2004, Balogh, Victor 111
et al. 2016, Llovet, Zucman-Rossi et al. 2016, McGlynn, Petrick et al. 2021).

Hastaligin dogal seyri ve prognostik faktorlerin bilinmesi, hasta gidisatini
ongormek ve tedavi etkisini degerlendirmek i¢in gereklidir. Erken tam1 ve tedavi
zamani yasam oraninin belirgin sekilde arttig1, cerrahi uygulanan hastalarda 5 yillik
sagkalimi %70’1 astig1 goriilmektedir. HCC’de prognoz yalnizca timor evresine

degil; karaciger fonksiyonu, hastanin genel durumu ve tedaviye de baglidir. Bu
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nedenle prognostik degerlendirme tiimor evresi, karaciger yetmezligi, performans

durumu ve tedaviyi birlikte icermelidir.

Bu yaklasima esasen HCC hastalar1 dort ana evrede smiflanir. Erken evrede
tek tiimor 5 cm’den kiigiik ya da en fazla ii¢ nodiil 3 cm’den kiigiiktiir; rezeksiyon,
karaciger nakli veya ablasyon ile kiiratif tedavi miimkiindiir ve 5 yillik sagkalim %50—
75°tir. Orta evrede damar invazyonu ve metastaz yoktur; kemoembolizasyonla 3 yillik
sagkalim %50’ye kadar ¢ikabilir. Ileri evrede semptomlar, damar invazyonu veya uzak
yayilim vardir ve 3 yillik sagkalim yaklasik %10’dur. Terminal evrede ise ciddi
karaciger yetmezligi ve kotii genel durum mevcuttur; prognoz ¢ok kotiidiir ve tedavi

secenekleri sinirlidir (Bruix and Llovet 2002).

Hepatoseliiler karsinom hastalarda ¢ogunlukla uzun bir siire belirti vermez.
Bulgular ortaya ¢iktiginda ise ¢ogunlukla sarilik, sag iist karin bolgesinde agri, karinda
stv1 birikimi, halsizlik, istahsizlik ve kilo kaybi gibi kronik karaciger hastaligina ait
sorunlarla eslik eder. Son yillarda 6zellikle sirozlu bireylerde yapilan diizenli izlem
programlar1 ve artan farkindalik sayesinde, hastalik daha sik olarak belirti vermeden
saptanmaktadir. Bu nedenle risk grubundaki kisilere alt1 ayda bir tarama yapilmasi
onerilir ve bunun i¢in yaygin olarak ultrasonografi ile AFP diizeyi birlikte kullanilir.
Ancak AFP her hastada yiikselmez ve timdr boyutuyla her zaman uyumlu degildir; bu

nedenle tek basina giivenilir bir tan1 arac1 degildir.

Tan1 siirecinde klinik degerlendirme ve goriintiileme yontemleri temel rol
oynar. Ultrasonografi ilk basamak tarama yontemidir, fakat kiigiik lezyonlar1 saptama
giicti sinirlidir. Stipheli bulgular saptandiginda, kontrasth ¢ok fazli BT veya MR ile
ayrintili inceleme yapilir. HCC i¢in tipik goriintiileme 6zelligi, arteriyel fazda belirgin
kontrast tutulumu ve daha sonraki fazlarda kontrastin kaybolmasidir. Cok kii¢iik ya da
goriintiileme bulgulart net olmayan lezyonlarda biyopsi gerekebilir ve malignite
dislanamiyorsa kisa araliklarla diizenli takip yapilmalidir (Janevska, Chaloska-
Ivanova et al. 2015).

2.5.1. HCC hiicre hatlar:

HCC, diinya genelinde en yaygin primer karaciger kanseri tiirlerinden biri olup,
yiiksek mortalite orani ile dikkat ¢ekmektedir. Bu nedenle, hastaligin molekiiler
mekanizmalarinin anlasilmasi1 ve yeni tani/tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesi

amactyla HCC hiicre hatlar1 yaygin olarak kullanilmaktadir.
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HepG?2 hiicre hatt1, 15 yasindaki Kafkas kokenli bir erkek ¢ocugundan alinan
primer hepatoblastoma 6rneginden tiiretilmistir. Bu nedenle daha ¢ok cocukluk ¢agi
karaciger tliimdrlerini ve erken hepatik gelisim 6zelliklerini yansitir. HBV negatiftir,
in vivo tiimor olusturma kapasitesi diisiiktiir ve hiicre basina ortalama 55 kromozom
icerir.

Fenotipik olarak olgun hepatositlere benzer; alblimin sentezi, iire dongiisii
aktivitesi ve bazi sitokrom P450 enzimlerinin ekspresyonu belirgindir. Bu 6zellikleri

sayesinde ila¢c metabolizmasi ve hepatotoksisite ¢caligmalarinda yaygin kullanilir.

Genetik olarak vahsi tip pS3 tasir; bu da DNA hasart, hiicre dongiisii ve apoptoz
calismalarini kolaylastirir. RAS/RAF/MEK/ERK, JAK/STAT ve Hedgehog yolaklari
aktiftir. EMT ozelligi zayif, epitel karakteri baskindir ve hepatosit fonksiyonlarini

taklit eden in vitro modeller i¢in uygundur.

Hep3B hiicre hatt1, 8 yasindaki siyah bir erkek ¢cocugundan alinan primer HCC
biyopsisinden izole edilmistir. HBV pozitiftir ve 6zellikle HBx proteini ekspresyonu
ile karakterizedir. In vivo tiimér olusturabilir ve hiicre basina yaklasik 60 kromozom
igerir.

En 6nemli 6zelligi p53 geninin olmamasidir (null). Bu nedenle DNA hasar1 ve
ilaglara yanit p53-bagimli degil, alternatif yolaklar lizerinden gelisir. Bu durum

Hep3B’yi p53 bagimsiz hiicre 6liimii ve kemorezistans ¢calismalarinda degerli kilar.

Fenotipik olarak HepG2’ye gore daha az hepatositik, daha mezenkimaldir;
EMT belirteclerini daha fazla ifade eder ve daha agresif, invaziv bir timor fenotipini

temsil eder.

llaglara yamiti HepG2’den belirgin sekilde farklidir. RAS/RAF/MEK/ERK,
JAK/STAT ve Hedgehog yollar1 aktiftir ancak diizenlenmeleri farklidir. Hep3B,
ozellikle HBV iligkili HCC, p53 eksikligi, EMT ve kemorezistans mekanizmalarinin
incelenmesi i¢in uygun bir modeldir (Qiu, Xie et al. 2015).

Huh-7 ve tiirevleri, insan hepatoma dokusundan elde edilmistir. Hiicre hatti
1982 yilinda Nakabayashi ve ekibi tarafindan, 57 yasindaki Japon bir erkek hastadan
izole edilmistir. Primer hepatositlere yakin 6zellikler gosterir ve HCV nin laboratuvar
ortaminda ¢ogaltilmasina elverislidir. Siirekli boliinebilen, epitel benzeri yapida ve

tiimor olusturabilen bir hiicre hattidir. Albiimin, fibrinojen, transferrin ve lipoprotein
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gibi plazma proteinlerini sentezler; ayrica karsinoembriyonik antijenle iliskili

proteinler salgilar.

Akim sitometrisi analizleri CD24, prominin-1 ve EpCAM ekspresyonunu
dogrulamistir. p53 geninde 220. ve 249. kodonlarda mutasyon bulunur; bu durum
p53’in ¢ekirdekte birikmesine yol agar. ERK ve NF-xB sinyal yollar1 aktiftir.

Ortalama bdliinme siiresi yaklasik 24 saattir.

THLE-2 ve THLE-3, insan hepatositlerinden tiiretilmis oliimsiizlestirilmis
hiicre hatlaridir. Hiicrelere SV40 biiyiik T-antijen geni aktarilmistir. Bu genin belirli
bir bolgesini tastyan retroviral vektor, PA317 hiicrelerinde ¢ogaltilarak kullanilmistir.
Her iki hiicre hatt1 da olgun karaciger epitel hiicrelerine benzer 6zellikler tasir. Timor
olusturmazlar ve yaklasik 40 saatte bir boliiniirler. Sitokeratin 18, sitokeratin 19 ve
alblimin tretirler. Aktif sitokrom P450 sistemi sayesinde karsinojenleri metabolize
edebilirler; glutatyon S-transferaz ve glutatyon peroksidaz gibi enzimler bu siiregte rol

alir.

Sk-Hep-1 siirekli boliinebilen bir hiicre hattidir ve 52 yasindaki Kafkas bir
erkek hastanin karaciger kanserine bagli asit sivisindan elde edilmistir. TUmor
olusturma yetenegine sahiptir ve koken olarak endotelyaldir. HCC arastirmalarinda
kullanilsa da gen ve protein profili klasik hepatositlerden oldukg¢a farklidir. Osteoblast,
adiposit ve kemik iligi kaynaklit MKH benzeri hiicrelere doniisebilme kapasitesi vardir.
Cogu MKH belirtecini tagirken, alblimin, fibrinojen ve alfa-fetoprotein gibi karacigere
ozgii genleri eksprese etmez. ERK ve NF-kB yolaklar1 aktiftir. Ilging olarak,
endotelyal kokenli olmasina ragmen endotelyal belirtecler saptanmamistir. Boliinme

stiresi yaklasik 30 saattir.

QGY-7703 hiicre hatti, Cin’de Sanghay Hiicre Biyolojisi Enstitiisii’'nde
gelistirilmistir. HCC goriilme sikliginin ¢ok yiliksek oldugu Qidong bolgesinden, 35
yasindaki bir kadinin primer karaciger tiimoriinden izole edilmistir. Bu bolgede HBV
enfeksiyonu ve aflatoksin maruziyeti 6nemli risk faktorleridir. QGY-7703 hiicreleri
IGF-II iiretir. Asil-protein tioesteraz 2 ile 17-hidroksisteroid dehidrogenaz 10
proteinleri timor gelisiminde rol oynar. ERK ve NF-«xB sinyal yollar1 aktiftir. Apoptoz
sirasinda TGF-B, TNF, FAS, p38 MAPK ve p53 yolaklar1 devreye girer; ancak E-

kaderin sentezlenmez. Yaklasik 20 saatte bir boliiniirler.
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PLC/PRF/5 ya da Alexander hiicre hatti, Dr. J.J. Alexander tarafindan Giiney
Afrika’da olusturulmustur. Mozambik kokenli 24 yasindaki bir erkekten alinan HCC
orneginden elde edilmistir. Siirekli olarak HBsAg iiretir, fakat HBV nin diger cogalma
belirtegleri gériilmez. c-Myc, c-abl, c-ha-ras, c-fes, c-fms ve c-sis gibi onkogenlerin
ekspresyonu HBsAg ile birlikte izlenir. ERK, TGF-f, NF-kB ve Akt/mTOR sinyal
yollar1 aktiftir ve p53 geninde mutasyon bulunur. Hiicrelerin bdliinme siiresi 30—40

saat arasindadir.

SNU-423 hiicre hatti, J.G. Park ve c¢alisma arkadaslar1 tarafindan
geligtirilmistir. Koreli bir erkekten alinan primer HCC dokusundan tiiretilmistir.
Hiicreler ¢ok ¢ekirdekli yap1 gosterebilir ve HBV DNA tasir. p53 geninin normal iglevi
kaybolmustur. Genellikle HBV ve IGF ile iligkili ¢alismalar i¢in kullanilir. ERK, TGF-
B, NF-kB ve Akt/mTOR yolaklar: aktiftir. Ortalama bdliinme siiresi 72 saattir.

FOCUS (Friendship of China and United States) hiicre hatt1 insan karaciger
kanserinden elde edilmistir. Sarilik dykiisii ve kronik alkol kullanimi1 olan 63 yasindaki
bir erkek hastadan izole edilmistir. p53 mRNA’s1 saptanmazken, DLC-2 geni eksprese
edilir. HBV pozitiftir ve alfa-fetoprotein, fibrinojen, alfa-1-antitripsin ile CEA {iretir.
Aspartat aminotransferaz ve glukoz-6-fosfataz aktiviteleri Olgiilebilir diizeydedir.
ERK, TGF-B, NF-kB ve Akt/mTOR vyolaklar1 aktiftir. EMT belirtegleri ve alfa-
fetoprotein ekspresyonu yoktur. Hiicreler yaklagik 42-48 saatte bir bdliiniir
(Puttahanumantharayappa, Sannappa Gowda et al. 2021). HCC hiicre hatlarinin

ozellikleri Tablo 2.1.’de kisaca sunulmustur.
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Tablo 2. 1. HCC hiicre hatlar1 ve ozellikleri (Puttahanumantharayappa, Sannappa
Gowda et al. 2021).

Hiicre Hatti | Kéken ve | Yil Morfoloji Biiyiime Aciklamalar
Adi Etnik Ozellikleri
Ozellik
Hep3B 8 yasinda | 1976 Epitel Adherent HBV genomu
siyahi erkek (yapiskan) mevcut
HepG2 15 yasinda | 1975 Epitel Adherent HBV
Kafkas genomuna
kokenli dair kanit yok
Arjantinli
erkek
Huh-7 57 yasinda | 1982 Epitel Adherent HCV negatif
Japon erkek
THLE-2 & | Primer 1990 Epitel Adherent Hiicreler
THLE-3 normal SV40 biytik T
karaciger antijeni ile
hiicreleri enfekte
Sk-Hep-1 52 yasinda | 1971 Endotelyal Adherent Endotelyal
Kafkas belirtecler yok
erkek
QGY-7703 35 yaginda | 1981 Epitel- Adherent Aflatoksin
Cinli kadin Mezenkimal kaynaklt HCC
geeis
PLC/PRF/5 24 yasinda | 1975 Epitel Adherent HBsAg varligi
(Alexander) | Shangaan
erkek
(Afrika)
SNU-423 40 yasmda | 1990 Epitel Adherent HBV  DNA
Koreli erkek tespit edildi
FOCUS 60 yasinda | 1985 Fibroblast Adherent HBYV pozitif
erkek
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2.5.2. HUh-7 hiicrelerinin 6zellikleri ve cahismalardaki 6nemi

Huh-7 hiicre hatti, 1985 yilinda 57 yasindaki Japon bir erkek hastada gelisen
hepatomadan elde edilmistir ve hasta HCV negatiftir. Bu hiicreler, hepatit C viriisiiniin
hiicre i¢inde ¢ogalabildigi nadir hiicre hatlarindan biri oldugu igin viroloji
caligmalarinda yaygin olarak kullanilir. Huh-7’den tiiretilen Huh-7.5 klonu ise HCV
calismalarinda daha duyarl bir modeldir.

Hepatit C viriisii (HCV), diinya ¢apinda énemli bir saglik sorunudur. Enfekte
olan kisilerin %70-90’1nda viriis temizlenemez ve enfeksiyon kronikleserek siroz ve
hepatoseliiler karsinom riskini artirir. HCV’ye kars1 koruyucu bir as1 yoktur; mevcut
tedavi olan alfa-interferon ve ribavirin kombinasyonu ise yan etkiler ve direng
nedeniyle yeterince etkili degildir.

Huh-7 hiicre hatti, HFE geninin a3 bélgesinde mutasyon tasir ve bu mutasyon
HFE proteininin hiicre zarina taginmasini bozar. Sonugta hiicre yiizeyinde HFE azalir
ve hepsidin iretimi diiser. Bu durum demir metabolizmasini etkiler ve kalitsal
hemokromatozise benzer bir tablo olusturur. Bu nedenle Huh-7 hiicreleri hem viroloji
hem de demir metabolizmasi ¢alismalarinda 6nemli bir in vitro modeldir (Xun, ZHAO
et al. 2008, Vecchi, Montosi et al. 2010).

Sainz Jr, Ten Cate at al. (2009) yapmis olduklar1 bir ¢alismada, RWV
biyoreaktdriinde kiiltiire edilen Huh-7 hiicrelerinin 3 boyutlu, doku benzeri yapilar
olusturarak klasik 2D kiiltiirlere kiyasla daha hepatosit benzeri 6zellikler kazandig:
gosterilmistir. Bu kosullarda karacigere 0zgii gen ekspresyonu ve hiicre polaritesi
artarken, HCV girisinde rol oynayan CD81, SR-B1 ve CLDNI1 reseptorleri daha
fizyolojik bir dagilim sergilemis ve hiicreler farklilasmig olmalarina ragmen HCV
enfeksiyonuna duyarli kalmistir. Sonug olarak, RWV tabanli 3D Huh-7 kiiltiirii HCV
ve ilag calismalarinda daha gercekei bir in vitro model sunmaktadir (Sainz Jr, TenCate
et al. 2009).

Bilindigi lizere primer insan hepatositleri (hHeps) ila¢ metabolizmasi icin altin
standarttir; fakat sinirli bulunabilirliklerinden dolay1 hepatoma hiicre hatlar1 alternatif
olarak kullanilmaktadir. Lin, Schyschka et al. yapmis olduklar1 ¢alismada bes insan
hepatoma hiicre hatt1 incelenmis, CYP aktivitelerinin hHeps’e kiyasla diisiik oldugu,
faz Il enzim aktivitelerinin ise benzer diizeylere ulasabildigi gosterilmistir. Pasajlar

boyunca en tutarli ve hHeps’e en yakin ila¢ metabolize edici profil Huh-7 hiicrelerinde
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gozlenmis, bu hiicre hatti HepG2’ye alternatif bir model olarak sunulmustur (Lin,
Schyschka et al. 2012).

Bir baska calismada, gézenekli seliiloz boncuklar (CPB) kullanan hibrit yapay
karaciger modeli i¢in uygun hiicre hatt1 arastirilmistir. Mikrogézenekleri tamamen
doldurmayacak sekilde orta diizeyde biiyliyen ve asir1 hiicre agregasyonuna egilimli
olmayan hiicre hatti segmek amaciyla, HLE, HLF, Hep 3B, PLC/PRF/5, Huh-7 ve
HepG2 olmak iizere alti farkli hiicre hattinin hiicreleri kullanildi. Bu hiicrelerin
arasinda Huh-7 hiicreleri, diisiik hiicre yogunlugu ile birlikte en yiiksek {ireogenez,
glukoneogenez, amonyak tiiketimi ve iire/glukoz iiretim aktivitelerini géstermistir. Bu
ozellikleri nedeniyle Huh-7 hiicreleri, CPB tabanli yapay karaciger modelleri igin en
uygun hiicre hatt1 olarak degerlendirilmistir (Takagi, Fukuda et al. 1997).

Huh-7 hiicreleri son zamanlarda, apoB100 metabolizmas1 ve ¢ok diisiik
yogunluklu lipoprotein (VLDL) sekresyonu iizerine yapilan ¢alismalarda alternatif bir
insan hepatik model olarak onerilmektedir (Meex, Andreo et al. 2011).

Bu tez kapsaminda, nanolif entegreli mikroakiskan ¢ip tabanli bir MF
platformu gelistirilmistir. Gelistirilen sistemin performansin1 degerlendirmek
amaciyla, MKH ve Huh-7 hiicre hatt1 kullanilarak iki asamali filtrasyon deneyleri
gerceklestirilmistir.

Ilk asamada, hiicreler lizis islemine tabi tutulmadan MF platformundan
gegirilerek sistemin hiicreleri tutabilme kapasitesi degerlendirilmis ikinci agamada ise
hiicreler lizis edilerek elde edilen hiicre lizatlar1 platformdan gegirilerek sistemin
hiicresel kalintilar ile DNA’y1 birbirinden ayirabilme etkinligi analiz edilmistir.

Calisma kapsaminda, termal ve kimyasal lizis yontemleri karsilagtirilmis; elde

edilen bulgular dogrultusunda bu yontemlerin filtrasyon etkinligi degerlendirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Deney Protokolii

Deneysel ¢alisma alt1 temel agsamadan olugmaktadir: Nanolif iiretimi, mikroakigkan
¢ip tretimi, MF platformunun olusturulmasi, hiicre kiiltiiri caligmalari, lizis
optimizasyonu ve filtrasyon deneyleri.

[k asamada nanolif iiretim parametreleri optimize edilmis ve elde edilen nanoliflerin
karakterizasyon caligmalar1 gerceklestirilmistir. ikinci asamada mikroakiskan ¢ipin
tasarimi yapilmis, tasarima uygun kalip tretimi gergeklestirilmis ve ardindan c¢ip
{iretim siireci tamamlanmustir. Ugiincii asamada ise nanolif filtreler, mikroakiskan ¢ip
sistemi ile plazma destekli bonding islemi kullanilarak entegre edilmistir ve MF
platformu olusturulmustur.

Miihendislik asamalarinin tamamlanmasmin ardindan hiicre kiiltiirli ¢alismalarina
gecilmistir. Hiicre hatlar1 ¢ozdiiriilerek kiiltiire alinmis, ¢ogaltilmis ve karakterizasyon
calismalar1 gergeklestirilmistir. Bir sonraki asamada, hiicrelerin termal lizis
kosullariin belirlenmesi amaciyla lizis optimizasyon calismalari yapilmistir. Bu
kapsamda gergeklestirilen ¢alismalar su sekildedir:

1. Hiicreler farkl sicaklik ve siire kosullarinda lizise tabi tutulmus; lizis 6ncesi ve
sonrast optik yogunluk 6l¢iimleri ile DNA miktarlari belirlenmis ve elde edilen
sonuglar kimyasal lizis uygulanmis kontrol 6rnekleri ile karsilastiriimistir.

2. Termal ve kimyasal lizise ugratilmis hiicrelerin morfolojik degisimleri, islem
uygulanmamis hiicrelerle karsilastirilarak invert faz kontrast mikroskobu ve
SEM ile goriintiilenmistir.

Son agsamada filtrasyon calismalar1 gerceklestirilmistir. Filtrasyon deneylerinin ilk
basamaginda, lizis uygulanmamis hiicre stispansiyonlar1 MF sisteminden gegirilerek
sistemin filtrasyon etkinligi degerlendirilmistir. ikinci basamakta ise hiicreler lizis
edildikten sonra MF sistemine gonderilmis, filtrasyon Oncesi ve sonrast orneklerde
optik yogunluk ve DNA konsantrasyonu Ol¢limleri yapilarak filtrasyon performansi
analiz edilmistir. Asagida yer alan Sekil 3. 1.’de yapilan ¢alisma sematik olarak

sunulmustur.
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Sekil 3. 1. Calismanin sematik sekli.

3.2. Hiucrelerin Temini ve Kiiltiire Edilmesi

Huh-7 hiicre hattt ATCC’den farkli bir proje kapsaminda temin edilmistir;
(ATCC HB-8065). Hiicreler %10 fotal sigir serumu (FBS, Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya), ve %] oraninda penisilin-streptomisin (Invivogen,
California, ABD) iceren DMEM-HG besiyeri ¢ozeltisi kullanilarak %5 CO2’lik
atmosfer, %95 bagil nem ve 37°C’de (Panasonic, MCO-170M-PE, Japonya)
inkiibatorde kiiltiirlenmistir. Iki giinde bir besiyeri degisimi yapilmistir ve hiicrelerin
morfolojik durumu invert faz kontrast mikroskobunda (Carl Zeiss, Axio Observer D1,
Oberkochen, Almanya) giinliikk olarak izlenmistir. Flaskin tabani yaklasik %80
oraninda hiicreler ile kaplaninca (konfluent) tripsinizasyon islemiyle yapisan hiicreler

kaldirilip yeniden kiiltiire edilmistir.

Bu c¢aligmada kullanilmis MKH hiicreleri stoktan temin edilmistir ve yeniden
karakterizasyonlar1 yapilmistir. MKH hiicreleri %10 FBS, Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya) ve %]l oraninda penisilin-streptomisin (Invivogen,
California, ABD) iceren Nutri (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Almanya) ve
Nutri supplement (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Almanya) kiiltiir besiyeri
eklenerek 75 cm?2°lik kiiltiir kabina ekim yapilmlstir, %5 CO2’lik atmosfer, %95 bagil
nem ve 37°C’de (Panasonic, MCO-170M-PE, Japonya) inkiibatorde kiiltiirlenmistir.
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Iki giinde bir besiyeri degisimi yapilmistir. Hiicrelerin morfolojik durumu invert faz
kontrast mikroskobunda (Carl Zeiss, Axio Observer D1, Oberkochen, Almanya)
giinlik olarak izlenmistir. Flaskin tabani yaklasik %80 oraninda hiicreler ile
kaplaninca (konfluent) tripsinizasyon islemiyle yapisan hiicreler kaldirilip yeniden

kiiltiire edilmistir.
3.2.1. MKH’lerin deney dncesi canlilik ve proliferasyon testi

Coziindiirme isleminin ardindan deneysel caligmalara baslamadan Once
hiicrelerin canlilik oranlar1 belirlenmistir. Bu amagla kriyoprezervasyon kosullarinda
saklanan hiicre vialleri 37 °C su banyosunda kisa siirede ¢oziindiiriilmiis ve aseptik
sartlarda santrifiij tiiplerine aktarilmistir. Hiicre siispansiyonunda bulunan
kriyoprotektanin uzaklastirilmasi icin santrifiij uygulanmis, elde edilen hiicre peleti

uygun hacimde besiyeri ile yeniden siispanse edilmistir.

Canlilik analizinde, hiicre silispansiyonundan alinan Ornekler Trypan Blue
¢ozeltisi ile karistirtlmis ve Thoma lami kullanilarak canli ve 6li hiicre sayimlari
gerceklestirilmistir. Degerlendirmede, canli hiicrelerin boyay1 absorbe etmedigi,
canliligin1 kaybetmis hiicrelerin ise mavi renkte boyandigi esas alinmistir. Elde edilen

sayim sonuglarindan yararlanilarak hiicre canlilik yiizdeleri hesaplanmaistir.

Canlilik analizinin tamamlanmasinin ardindan hiicreler uygun ekim
yogunlugunda kiiltiir flasklarina aktarilmistir. Hiicre kiiltiirii ¢calismalarinda besiyeri
olarak DMEM F12 ve NutriStem kullanilmistir. Kiiltiirler, 37 °C sicaklikta, %5 CO-
iceren nemlendirilmis inkiibatér ortaminda siirdiiriilmiistiir. Kiiltivasyon siiresince
hiicrelerin morfolojik 6zellikleri, yiizeye adezyon davranislar1 ve konfluens seviyeleri
diizenli olarak izlenmistir. Hiicreler hedeflenen konfluens diizeyine ulagtiginda tripsin-
EDTA ile ayristirilarak pasajlanmis ve cogalma kapasiteleri degerlendirilmistir.
Ayrica kiiltiir siireci boyunca belirli araliklarla besiyeri yenilenmis, deneylerde
kullanilmayan hiicreler ise uygun kriyoprezervasyon kosullarinda yeniden

depolanmastir.
3.2.2. Hiicrelerin karakterizasyonu

IWJ-MKH, uygun kiiltiir kosullar1 altinda g¢ogaltilmistir. Pasaj asamasina
ulasan hiicrelerin kiiltiir ortam1 uzaklastirilmis ve hiicreler, Ca** ve Mg** icermeyen
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (dPBS; Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund,

Almanya) ile ti¢ kez yikanmistir. Hiicrelerin kiiltiir yiizeyinden ayrilmasi amaciyla
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%0,25 tripsin-EDTA (Thermo Fisher Scientific, Gibco, Massachusetts, ABD)
uygulanmis ve hiicreler 37 °C’de yaklasik 3 dk inkiibe edilmistir. Hiicrelerin yiizeyden
ayrildigr mikroskop altinda dogrulandiktan sonra, tripsinizasyon islemi serum igeren

besiyeri eklenerek durdurulmustur.

Elde edilen hiicre siispansiyonu santrifiij tiiplerine (Sarstedt, Niimbrecht,
Almanya) aktarilmis, nazik pipetaj ile homojenize edilmis ve 300xg’de 5 dk siireyle
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirilmis ve hiicre pelleti soguk
PBS ile yikanmigtir. Hiicre ylizey antijenlerinin isaretlenmesi amaciyla hiicre pelletine
%2 fetal sig1r serumu (FBS) igeren PBS’den olusan baglanma soliisyonundan 100 pL
eklenmis ve lizerine 2 pL spesifik antikor ilave edilmistir. Karisim +4 °C’de 30 dk
siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan hiicreler 300 pL PBS ile yeniden
siispanse edilerek flow sitometri cihazinda (Agilent Novacyte 3500) analiz edilmistir.
Elde edilen verilerin degerlendirilmesi NovoExpress yazilimi (Agilent, California,

ABD) kullanilarak yapilmaistir.

Izolasyonun etkinligi, hiicre safligi ve canliiginin belirlenmesi amaciyla
gerceklestirilen karakterizasyon analizlerinde flow sitometri yontemi kullanilmistir.
Bu kapsamda hiicre yiizey belirteclerinin ekspresyonu; FITC konjugatli anti-human
CD44, CD105, CD73, CD90, CD69 ve CD25 ile PE konjugatli anti-human CD25,
CD19, CD29, CD34, CD14, CD45, HLA-DR ve HLA-A-B-C antikorlar1 (BioLegend,

California, ABD; Thorvacs, Ankara) kullanilarak degerlendirilmistir.
3.3. Cip Uretiminin Asamalar

3.3.1. Cip tasarimm ve kahip iiretimi

Cip tretiminin ilk asamasinda AutoCAD programi kullanilarak ¢ip dizayni
gergeklestirildi. Bu yazilim vasitasiyla kanal uzunlugu 1cm, derinligi 500 um, kanal

genisligi 1000 pm parametrelerine sahip tek kanalli bir ¢ip tasarlanmastir.

Cip kalib1 fotolitografi yontemi ile {iretilmistir. Ilk asamada alt tabaka hazirlig
yapilir, bu asamada silikon plaka cam petri igerisine almarak asetonla sonikasyon
cihazinda (CALISKAN, TR) 3 dk siireyle temizlenmistir. Ardindan aseton
uzaklastirilmis, lizerine etanol eklenerek ayni sonikasyon islemi tekrarlanmistir. Bu
islem, silikon plakanin yiizeyinin etkin sekilde temizlenmesi amaciyla uygulanmistir.

Temizleme islemi sonrasinda silikon plaka nitrojen gazi kullanilarak kurutulmustur.
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Ikinci asama fotorezist kaplama asamasidir. Fotolitografi siiresince ortamda
yalnizca sar1 (amber) 151k kullanilmistir. Spin kaplama (POLOS, Hollanda) cihazi
calistirilmig, cihazin koruyucu kapagi agilmis ve SU-8 2075 (Nanografi Nano
Teknoloji, TR) fotorezist i¢in uygun program se¢ilmistir. Cihazin koruyucu kapaginin
icerisine ve tutucu platformun altina temiz aliiminyum folyolar yerlestirilmis ve
diizgiin sekilde sabitlenmistir. Hava kompresorii ¢alistiritlmis ve vakum sistemi aktif

hale getirilmistir.

Temizlenmis silikon plaka spin kaplama cihazinin tutucusuna yerlestirilmis ve
vakumun tam olarak oturmasi i¢in 2—3 dk beklenmistir. Ardindan, silikon wafer
tizerine yaklasik 50 mL SU-8 2075 fotorezist dokiilmiistiir. Silikon plakanin yiizeyinde
kabarcik kalmadigindan emin olunmustur. Spin kaplama islemi baslatilmis ve islem

yaklagik 2—3 dk stirmiistiir.

Bir sonraki asamada spin kaplama sonrasi silikon plaka iki agsamali olarak
1siticida (Mtops, Giiney Kore) bekletilmistir. ilk asamada plaka 65 °C’de 3 dk, ikinci
asamada ise 95 °C’de 6 dk bekletilmistir. Islem sonras1 silikon plaka 1siticidan alinarak

cam petri igerisinde oda sicakliginda sogumaya birakilmistir.

Sogutma isleminin ardindan maske hizalama asamasina gegilmistir. Silikon
plaka petri ile birlikte UV-KUB 2 (Kloe, Fransa) or 6 cihazina yerlestirilmistir.
Plakanin {izeri cihaz igerisinde bulunan kare cam ile kapatilmis ve asetat maske cam

lizerine sabitlenerek UV pozlama islemi gerceklestirilmistir.

Islem sonrasinda plaka 65 °C’de 1 dk, ikinci asamada ise 95 °C’de 7 dk
bekletilmistir.

Pozlama sonrasi gelistirme (developing) islemi i¢in silikon plaka propilen
glikol monoetil eter asetat (PGMEA) (CAS Number: 108-65-6, Sigma- Aldrich, ABD)
durulama islemi igin ise izopropil alkol (IPA) (CAS No : 67-63-0 — EC, Kimyalab,
TR) ve saf su (dH20) ile ytkanmistir. Ilk olarak silikon plaka iizerine yaklasik 100 mL
PGMEA eklenmis ve kap 3—4 dk siireyle elde nazikg¢e ¢alkalanmistir. Bu asamada
¢oziiclinlin keskin kokusu nedeniyle kabin i¢i hava akisi kullanilmistir. Asindirma
isleminin yeterliligi, silikon plakanin kenarma IPA damlatilarak kontrol edilmistir.
Eger beyazimsi siit goriinlimiinde ¢okelti olusmamigsa asindirmanin yeterli oldugu

kabul edilmis ve IPA ile yikama islemine gecilmistir. Cokelti olusmas1 durumunda
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PGMEA ile yikama islemi tekrarlanmistir. Son yikama saf su (dH:20) ile
gerceklestirilmistir.

Gelistirme islemi tamamlanan kalip nitrojen gazi ile kurutulmustur. Son
asamada, yapinin mekanik dayanimini artirmak amaciyla hard bake islemi uygulanmis

ve kalip 250 °C’de 5 dk bekletilmistir. Sekil 3. 2.’de fotolitografi siirecinin agamalari

sunulmustur.
Cip dizaym Silikon plaka Silikon plakanin cam Plakanin sonikasyon cihazinda 3 dk SU-8 2075 fotorexzisti ile

petri kabina asetonla daha sonrasinda etanolle kaplama
verlestirilmesi temizlenmesi

Son olarak 250 °C’de su Izopropil Poz! /pozla ost- e 65 ° Maske ile hizalama ve UV pozlama Pre- bake 65 °C 3
5 dk bekletilir ve ile alkol yi . ve95° dk, ve 95 °C 6 dk
kalip hazir ¢

yikama yikama PE}NﬂEA ile
uzaklagtiriimasi

Sekil 3. 2. Fotolitografi yontemi ile kalip iretiminin gosterimi.

3.3.2. Yumusak litografi yontemi ile ¢ip tiretimi

Yumusak litografi yontemi kullanilarak PDMS (Sylgard 184 silikon elastomer
baz ve Sylgard 184 silikon elastomer kiirleme ajani, Dow Corning, ABD) tabakasi
tiretilmistir. Bu caligmada, diisiik molekiiler agirlikli Sylgard™ 184 PDMS polimeri
(Bilesen A: Mn = 5.8 x 10? Da; Bilesen B: Mn = 7.5 x 10 Da) kullanilmistir. Bu
amagla, 27g (4,62 mmol) PDMS (Bilesen A) ve 3g (0,402 mmol) ¢apraz baglayici
(Bilesen B) iist ve alt PDMS mikrokanallarinin iiretiminde kullanilmigtir. PDMS ve
capraz baglayici karigimi (10:1) 3 dk boyunca karistirilmis ve kaliba dokiilmiistiir ve
kalip desikatore yerlestirilerek 20 dk boyunca vakumlanmistir. Daha sonra, gece
boyunca 50 °C'de bekletilmis ve mikroakiskan ¢ip, PDMS tabakasinin soyulmasiyla
tiretilmistir. Kanallarin uzunlugu 1 cm, genisligi 1000 pm ve yiiksekligi 500 um teskil
etmigtir. Bir diger PDMS tabakasi ise mikrokanalsiz diiz bir yiizeye sahip olacak
sekilde tretilmistir (iist tabaka). Sekil 3. 3.’de PDMS dokiim siirecinin asamalarina ait

gorseller yer almaktadir.
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gece boyunca
bekletilir

Vakumla hava kabarciklars
uzaklastirilir

Polidimetilsiloksan Capraz baglayict 10:1 oraninda pre-
(PDMS) polimer ve ¢apraz
baglayic1 eklenir

Kaliplara dokiiliir

Cipin tiretim sonrast

Sekil 3. 3. PDMS ddokiim siirecinin asamalari sirasiyla gosterimi.
3.4. Elektro- egirme Yontemi ile Nanolif Uretimi

Nanolif tiretimi igin %14 konsantrasyonda PAN (Mw 150,000 g/mol, 99 %
purity, CAS Number: 25014-41-9) polimeri Dimetil Formamid’ de (DMF, 99.8 %
purity, CAS Number: 68-12-2) ¢ozdiiriilmiistiir. PAN, iyi egrilebilirligi ve yiiksek
karbon verimi (>%50) ile birlikte elde edilen karbon nanoliflerin {istiin mekanik
ozellikleri nedeniyle en yaygin kullanilan 6ncii polimerdir. PAN, beyaz, sentetik ve
cok yonlii bir organik polimerdir. Termoplastik olmasina ragmen normal sartlarda
erimez. Yiiksek kimyasal ve mekanik direng, termal kararlilik ve karbonizasyon
sirasinda yliksek karbon verimi gibi avantajlar sunar. Yaygin olarak kullanilan
¢oziiciiler arasinda alkoller, diklorometan, kloroform, DMF), tetrahidrofuran (THF),
aseton, dimetil siilfoksit (DMSO), heksafloroisopropanol (HFIP) ve trifloroetanol
bulunmaktadir. Su, yiiksek dielektrik sabiti ve dolayisiyla elektrostatik itmeyi
azaltmas1 nedeniyle elektro egirme i¢in uygun bir ¢oziicii degildir. PAN suda
¢oziinmez, DMF, DMACc gibi polar organik ¢dziiclilerde ¢oziiniir. UV 1sinlarina, cogu

organik ¢oziiciiye ve aside karsi dayaniklidir (Xue, Wu et al. 2019).

PAN/DMF’in %14 agirliktaki ¢6zeltisi hazirlanmistir ve berrak bir ¢ozelti elde
edilene kadar gece boyunca 40 °C’ de manyetik karistiriciya birakilmistir. Tam

¢Oziinmeyi karsilamak i¢in ise 1 saatligine 50 °C’ de karistirilmistir.

Nanolif tretimini elektro-egirme teknigi ile gergeklestirilmistir. Doshi ve

Reneker tarafindan popiilerlestirilen elektro egirme yontemi, yiiksek bir elektrik alani
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altinda polimer ¢ozeltisi jeti piiskiirtiilerek nano 6lgekli lifler iiretir. Lif olusumunu
saglamak i¢in ¢Oziiclinliin uygun buhar basincina, viskoziteye ve ylizey gerilimine
sahip olmasi gerekir. Ayrica, ¢ozelti iletkenligi, elektrostatik 6zellikler, elektrik alan
siddeti, yiizey yiikii ve iyonlagma gibi parametreler Taylor konisi olusumunu ve jet

stabilitesini dnemli 6l¢iide etkiler (Sarkar, Gomez et al. 2010).

Hazirlanan PAN c¢ozeltisi 1 mL’lik bir siringaya alinarak elektro-egirme
diizenegindeki siringa pompasina yerlestirilmistir. Nanolif liretiminde 22G igne ucu
kullanilmis, igne ucu ile toplayici arasindaki mesafe 15 cm olarak ayarlanmistir.
Toplayici yiizeyi, aliminyum folyo ile kaplanmistir. Anot baglantis1 siringa igne
ucuna yapilmis ve elektro-egirme sirasinda homojen nanolif dagilimini saglamak i¢in
akis hiz1 0,3 mL/dk ve uygulanan voltaj 23,7 kV olarak kontrol edilmistir. Sekil 3.

4.’de nanolif iiretimi siirecinin agamalar1 yer almaktadir.

Poliakrilonitril Dimetilformamid Manyetik Sirngada bulunan 1sne uclar (22 Gauage)
(PAN) (DMF) kangtiricida ¢oziinmiis polimer

soliisyon eldesi '

Aliminyum folyodan kazinmig
nanolifler

Uretim sonras1 nanolifler Elektro-egirme diizeneyi

Sekil 3. 4. Nanolif {iretiminin sirasiyla gésterimi.

3.5. Mikrofiltrasyon Platformunun Olusturulmasi

Mikroakiskan ¢ip ile nanoliflerin entegrasyonu ve MF platformunun
olusturulmasi, oksijen plazmasi kullanilarak gergeklestirilen yiizey aktivasyonu ve
bonding islemi ile saglanmistir. Bonding islemi 6ncesinde, temiz oda disinda bulunan

oksijen kaynaginin acik oldugu kontrol edilmistir.

MF sisteminin olusturulmasinda; cam lamel, tek mikrokanal igeren ve giris
portu 3 mm, ¢ikis portu 1,5 mm c¢apinda delinmis PDMS tabaka ile iizerinde
mikrokanal bulunmayan ve 1,5 mm c¢apinda giris deligi agilmig PDMS tabaka
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kullanilmistir. Bu numuneler bonding islemi yapilmadan dnce asetonla temizlenmis

ve nitrojen gaziyla kurutulmustur.

Plazma bonding islemi temiz oda kosullarinda asagidaki adimlar izlenerek

gergeklestirilmistir:

1.

10.

11.

12.

Temiz oda igerisinde bulunan kiigiik siyah oksijen vanasi acik konuma

getirilmistir.
Oksijen basinci, ana vana iizerinden 1,5 bar seviyesine ayarlanmistir.

Plazma cihaz1 (Diener, Almanya) Ag¢ma/Kapama diigmesi kullanilarak

calistirilmastir.

PUMP diigmesine basilarak vakum pompasi aktive edilmistir.

Bonding islemi uygulanacak numuneler hazirlanarak cam tepsi iizerine
yerlestirilmistir.

Cihaz kapag kapatilmig ve vakum etkisiyle kapagin tamamen kapanmasi

beklenmistir.

Plazma siiresi, cihaz tizerindeki analog kontrol diigmesi kullanilarak 25
saniyeye (4,15 birim) ayarlanmis; plazma giicii ise 20 W (1,0 birim) olarak

belirlenmistir.
Gaz-1 valfi kullanilarak sistem basinct 0,4 mbar seviyesinde sabitlenmistir.

Basing kararli hale geldikten sonra jenerator diigmesine basilarak plazma
prosesi baglatilmistir. Prosesin aktif oldugunu gdsteren kirmizi 15181 yanmasi
beklenmistir. Kirmiz1 15181in yanmamasi durumunda sistem basincinin uygun

seviyede olmadigi kabul edilmistir.

Ayarlanan plazma siiresinin tamamlanmasiyla birlikte kirmizi 151k otomatik

olarak sonmiuistiir.

Ventilasyon diigmesine basilarak vakum iptal edilmis, ardindan cihaz kapagi

acilarak numuneler ¢ikartilmistir.

Ardisik deneyler icin ventilasyon diigmesi kullanilarak sistem yeniden vakum

moduna alinmig ve islem 5 adimdan itibaren ayni sekilde tekrarlanmistir.

Mikrokanal yapisini iceren PDMS tabaka, kanal yiizeyi cam lamel ile temas edecek

sekilde cam lamel tizerine yapistirilarak mikroakiskan ¢ipin alt taban1 olusturulmustur.
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Cipin girig bolgesine, mikrokanal girigini tamamen ortecek sekilde nanolif tabakasi

yerlestirilmistir.

Uzerinde mikrokanal bulunmayan ve 1,5 mm ¢apinda delik a¢ilmis PDMS tabaka,
nanolif tabakanin {izerine konumlandirilarak alttaki mikrokanalli PDMS tabaka ile
plazma yardimli bonding islemi ile birlestirilmistir. Filtrasyon deneyleri sirasinda, akis
hattina bagli pin bu giris deligine yerlestirilmis ve 6rnekler dogrudan nanolif tabaka
tizerinden mikrokanal sistemine yoOnlendirilmistir. Sekil 3. 5.°de {iretilen MF

platformunun sematik gdsterimi ve fotografik goriintiisii sunulmaktadir.

giris

a ]
nanolif
membrani >

Sekil 3. 5. MF platformu. a) MF platformunun tasarim semasi ve b) iiretim sonrast MF

platformunun goriiniimii.

3.6. Termal ve Kimyasal Hiicre Lizis Yontemlerinin Karsilastirilmasi

3.6.1. Huh-7 ve MKH hiicrelerinin farklh derecelerde lizise maruz birakilmasi

Huh-7 ve MKH hiicreleri ayr1 ayrilikta kiiltiir ortamindan tripsinizasyon islemi
ile kaldirilmis ve hiicre sayimi1 gergeklestirilmistir. Her hiicre grubundan 1.500.000
hiicre deneysel caligmalarda kullanilmistir. Deney diizeni kapsaminda, her birinde
100.000 Huh-7 ve ya MKH hiicresi igerecek sekilde her iki hiicre grubundan toplam
15 adet 2 mL’lik mikro santrifiyj tiipii hazirlanmistir.

Hazirlanan tiipler, her biri {i¢ tekrar icerecek sekilde bes deney grubuna

ayrilmustir. Gruplar agagidaki sekilde kodlanmgtir:
Grup 1: 50 °C (n=3)
Grup 2: 60 °C (n =3)
Grup 3: 70 °C (n = 3)
Grup 4: 80 °C (n=3)

Grup 5: Kontrol grubu — Kimyasal lizis (Lizis Tamponu) (n = 3)
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Termal lizis uygulanacak orneklerde, lizis 6ncesinde hiicre siispansiyonlarinin
yogunluk 6l¢limleri densitometre cihazi kullanilarak 6lgiilmiis ve McFarland degerleri

kaydedilmistir.

Termal lizis isleminde hiicreler besiyerleri ile birlikte su banyosuna (NCS,
Niikleon, TR) yerlestirilmistir , ve farkli derecelerde 5 dk boyunca lizis islemine tabi

tutulmustur.

Termal lizis sonrasi tiim Orneklerde tekrar densitometrik Slgiim yapilmis ve
McFarland degerleri kaydedilmistir. Ardindan tiim gruplar icin DNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. Kimyasal lizis igeren kontrol grubunda, DNA izolasyon kitinin
(NucleoGene Genomic DNA Extraction Kit) igerisinde bulunan lizis tamponu
kullanilmis; termal lizis gruplarinda ise lizis tamponu asamasi atlanarak izolasyonun

sonraki basamaklarina gec¢ilmistir.

Elde edilen DNA orneklerinin konsantrasyonu NanoDrop (Thermo Fisher,
ABD) spektrofotometresi kullanilarak olgtilmiistiir. Sonrasinda ornekler —20 °C’de

muhafaza edilmistir.

3.6.2. Huh-7 ve MKH hiicrelerinde termal ve kimyasal lizis uygulamalarinin

hiicre morfolojisine etkisinin gorsel karsilastirilmasi

Huh-7/MK hiicrelerinin morfolojisi ve uygulanan islemlerin etkileri arasindaki
farki gérmek igin, kontrol grubu hiicreler ile termal lizis ve kimyasal lizis uygulanan
ornekler invert faz kontrast mikroskobu ve SEM kullanilarak incelenmis ve
gorintiileri elde edilmistir. Her bir 6rnekte 1 mL besiyeri icerisinde 100.000 hiicre
olacak sekilde hiicre siispansiyonu olusturulmustur. Ornekler ii¢ farkli islem grubuna
ayrilmistir. Birinci grup kontrol grubu olarak birakilmig, herhangi bir islem
uygulanmamustir. Tkinci grup Huh-7’ler i¢in 80 °C’°de, MKH’ler i¢in 50 °C’de termal
lizis uygulanmistir. Uciincii grupun ise lizis tampon ile kimyasal lizisi
gergeklestirilmistir. DNA izolasyon kitinin igerisinde verilen protokole uygun olarak
ornekler 5000xg’de 10 dk santrifiij edilmis, siipernatant uzaklastirildiktan sonra elde
edilen pellet 100 uL TE tamponu ile siispanse edilmistir. Ardindan 400 pL lizis
tamponu ve 20 pL Proteinaz K eklenmis ve karisim, su banyosunda 60 °C’de 1 saat
stireyle ¢alkalama rejiminde inkiibe edilmistir. Her bir 6rnekten 20 pL alinarak invert

faz kontrast mikroskobu altinda incelenmistir.
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SEM goriintiilerinin elde edilmesi amaciyla her 6rnek icin 1.000.000 hiicre
kullanilmistir. Huh-7 ve MKH hiicre hatlar1 i¢in ayr1 ayr1 olmak {izere ii¢ deney grubu
olusturulmustur: kontrol grubu (herhangi bir islem uygulanmamis hiicreler), termal

lizis uygulanan hiicreler ve kimyasal lizise ugratilan hiicreler.

Oncelikle hiicreler tripsinizasyon islemi ile kiiltiir yiizeyinden kaldirilmus,
sayimlart yapilmis ve her grupta 1.000.000 hiicre bulunacak sekilde 1 mL besiyeri
igerisine dagitilmistir. Termal lizis uygulanan hiicreler 80 °C’de 5 dakikalik siirede

lizis islemine maruz biraklmuistir.

Lizis tamponu ile isleme alinan hiicreler ise DNA izolasyon kitinin iiretici
protokoliine uygun sekilde kimyasal lizise tabi tutulmustur. Sonrasinda tiim 6rnekler

icin fiksasyon igslemi uygulanmustir.

Fiksasyon islemi i¢in tiim 6rnekler 10.000xg’de 5 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasi siipernatan uzaklastirilmis ve 6rnekler 500 pL %?2 glutaraldehit/PBS
¢ozeltisi ile fikse edilmistir. Fiksasyon islemi sonrasit 6rnekler +4°C’de 18 saat inkiibe

edilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda érnekler tekrar 10.000xg’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Siipernatan uzaklastirildiktan sonra 6rnekler dPBS ile ii¢ kez yikanmistir.
Her yikama adiminda 6rneklere dPBS eklenmis, 4-5 kez pipetaj yapilmis ve +4°C’de
5 dakika bekletildikten sonra 10.000xg’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

Yikama islemi sonrasi silipernatan uzaklastirilmig ve Orneklere ozmiyum
tetroksit ile ikinci fiksasyon uygulanmistir. Bu islem i¢in 6rnekler +4°C’de 15 dakika

inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan drnekler tekrar dPBS ile ii¢ kez yikanmustir.

Yikama islemini takiben ornekler, %30, %50, %70, %90, %95 ve %100 etanol
serilerinde her biri 10 dakika olmak {iizere iki kez dehidratasyona tabi tutulmustur.
Dehidratasyon islemi sonrasi Ornekler aliiminyum folyo {izerine damlatilarak

kurumaya birakilmstir.
3.7. Filtrasyon Calismalar:

3.7.1. MKH ve Huh-7 hiicrelerinin mikrofiltrasyon sisteminden gecirilmesi

Huh-7 ve ya MKH hiicrelerinin filtrasyonu ¢alismasinda ti¢ farkli deney grubu
olusturulmustur. Her deney grubunda farkli hiicre sayilar1 kullanilmis, hiicreler kendi

besiyerinde slispanse edilmistir ve her bir 6rnegin toplam hacmi 300 pL olacak sekilde
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hazirlanmistir. Deney gruplari sirasiyla 5000, 10000 ve 20000 hiicre icerecek sekilde

planlanmustir.

Hazirlanan 6rneklerden 20 pL alinarak filtrasyon oncesi hiicre yogunlugu
mikroskop altinda kontrol edilmistir. Ardindan her bir 6rnek, hazirlanan MF
sisteminden 50 pL/dk gecirilmis ve filtreyi gegen sivilar ayr tiiplerde toplanmuistir.
Filtrasyon sonrasi analiz i¢in her tiipten 20 pL O6rnek alinarak mikroskop altinda
incelenmis ve hiicre yogunlugu degerlendirilmistir. Elde edilen mikroskobik
gbzlemler sonucunda, nanolif yapilarin hiicrelerin biiyiik bir kisminmi tuttugu ve

filtrasyon etkinliginin yiiksek oldugu belirlenmistir.

3.7.2. Lizis edilmis MKH ve Huh-7 hiicrelerinin mikrofiltrasyon sisteminden

gegcirilmesi

Bu calismada Huh-7 ve MKH hiicre hatlar lizis edilerek MF sisteminden
gecirilmigtir. Her bir hiicre hatt1 i¢in kontrol ve deney olmak {izere iki ayr1 grup

olusturulmus, her grupta 100.000 hiicre kullanilacak sekilde 6rnekler hazirlanmistir.

Hiicreler kiiltiir yiizeyinden kaldirilmig, sayimlar1 gergeklestirilmis ve deney
gruplart i¢in gerekli hiicre sayilar1 alinarak 2 mL’lik tiiplere aktarilmistir. Hiicreler 1
mL besiyeri igerisinde siispanse edildikten sonra, DNA izolasyon kitinin {retici

protokoliine uygun olarak lizis islemi uygulanmaistir.

Lizis isleminin ardindan deney gruplar1 kurulan MF sisteminden geg¢irilmis,
filtreyi gegen sivilar ayr tiiplerde toplanmaistir. Filtrasyon islemi sirasinda pompa akis

hiz1 50 pL/dk olarak ayarlanmistir.

Bir sonraki asamada, lizise ugratilmis kontrol ve deney gruplarindan DNA
izolasyonu gergeklestirilmistir. izole edilen DNA’nin konsantrasyonu NanoDrop
spektrofotometresi ile Ol¢lilmiistiir. Bu deney, hiicre DNA’sinin MF sisteminden
gecisini degerlendirmek amaciyla yapilmis olup, kontrol ve deney gruplarindaki DNA
miktarlart karsilastirilmistir. Bu dogrultuda, DNA’nin filtrasyon sisteminden biiyiik

oranda ge¢mesi beklenmistir.

Bir diger filtrasyon ¢alismasinda, kontrol ve deney gruplarina ait 6rneklerin
UV-Vis spektrofotometresi ile optik yogunluk oOlciimleri gerceklestirilmis ve elde
edilen degerler karsilastirilmistir. Bu analizde, MF sisteminden geg¢irilen 6rneklerde

optik yogunlugun kontrol grubuna kiyasla daha diisiik olmas1 beklenmistir.
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Bu kapsamda Huh-7 ve MKH hiicre hatlar1 lizis edilerek MF sisteminden
gecirilmigtir. Her hiicre hatti i¢in kontrol ve deney olmak flizere iki ayr1 grup
olusturulmus ve her grupta 1.000.000 hiicre kullanilacak sekilde oOrnekler

hazirlanmustir.

41



4. BULGULAR

4.1. MKH’lerin Canlilik ve Proliferasyon Analiz Degerlendirilmesi

Kriyoprezervasyon sonrasinda ¢oziindiiriilerek yeniden kiiltiire alinan iWJ-

MKH'’lerin morfolojik 6zellikleri, canlilik diizeyleri ve proliferasyon kapasiteleri

incelenmistir.
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Sekil 4. 1. a) Coziilen V4P4 Mezenkimal Kok Hiicrelerin morfolojik kontrollerinden
elde edilen faz kontrast mikroskobik goriintiileri. i) MKH hiicrelerinin
2.glin mikroskopik goriintiisii; ii) MKH hiicrelerinin 3.glin mikroskopik
goriintiileri; iii) 4.giin mikroskopik goriintiisii. b) Deneyler i¢in Coziilen
tim V4P4 Mezenkimal Kok Hiicrelerin canlilik ve proliferasyon analizi.
b, 1, i1) Coziilen hiicrelerin canlilik analizi i¢in thoma lami lizerine alinmis
ve Tripan blue ile boyanmis 1sik mikroskopik 6rnek goriintiileri. c)
Coziilen MKH?’ lerin ¢oziindiirme islemi sonrasindaki hiicre sayilari ile 1.

ve 2. pasajlar sonrasinda elde edilen hiicre miktarlar1 degerlendirilmistir.

Sekil 4.2 a’ da ticrelerin kiiltiire ekilmesini takiben farkli zaman noktalarinda
alinan mikroskobik goriintiiler degerlendirildiginde, hiicrelerin kiiltiir yiizeyine etkin
sekilde tutundugu, proliferatif 6zelliklerini korudugu ve mezenkimal kok hiicrelere

0zgii fibroblast benzeri 1gsi morfolojilerini muhafaza ettigi belirlenmistir.

Kiiltiiriin ikinci giiniinde hiicrelerin yiizeye adaptasyon siirecinde oldugu,
hiicre yogunlugunun nispeten diisiik kaldig1 ve kiiltiir alaninin yaklagik %25-30’unu

kapladig1 gdzlenmistir. Uciincii giinde ise hiicre sayisinda belirgin bir artis meydana
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gelmis, hiicrelerin kiiltiir ylizeyinde daha genis alanlara yayildig1 ve yaklasik %55-60
konfluens diizeyine ulastigi tespit edilmistir. Dordiincii glin goriintiilerinde hiicre
yogunlugunun onemli dlgiide arttidi, kiiltiir ylizeyinin biiylik boliimiiniin hiicrelerle
kaplandigi ve konfluens oranmin yaklasik %90-95 seviyelerine yiikseldigi
goriilmistiir. Bu gozlemler, hiicrelerin ¢ozlindiirme islemi sonrasinda biiyiime ve

cogalma yeteneklerini korudugunu gostermektedir.

Coziinmiis hiicreler Trypan Blue ile boyanmis ve Thoma lami kullanilarak
canli ve 0lii hiicre sayimlar1 yapilmistir. Degerlendirme sonucunda canli hiicrelerin
boyayr digladigi, canliligini kaybetmis hiicrelerin ise mavi renkte boyandigi
gozlenmistir. Mikroskobik incelemeler, hiicre popiilasyonunda canlilik oraninin
yiiksek oldugunu ve hiicrelerin saglikli sekilde proliferasyon gostermeye devam

ettigini ortaya koymustur.

Hiicre sayimlarindan elde edilen veriler incelendiginde, kiiltiir stiresince hiicre
sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artis meydana geldigi belirlenmistir. Kiiltiiriin
baslangicinda yaklasik 1,2 x 10°¢ olan hiicre sayisi, dordiincii giinde yaklasik 4,5 x
10°’ya ulagmustir. Yedinci giin sonunda ise hiicre sayisinin yaklagik 2 x 107 seviyesine
yiikseldigi saptanmustir. Istatistiksel analizler, birinci ve dérdiincii giinler arasindaki
artigin anlamli oldugunu gostermistir. Ayrica dordiincii ve yedinci giinler ile birinci ve

yedinci giinler arasindaki farklarin da anlamli diizeyde oldugu belirlenmistir.

Elde edilen bulgular, kriyoprezervasyondan sonra yeniden canlandirilan iWJ-
MKH’lerin yliksek canliliklarin1 korudugunu, kiiltiir kosullarina basarili bir sekilde
adapte oldugunu ve gii¢lii bir proliferasyon kapasitesi sergiledigini gostermektedir.
Hiicre sayisinda gozlenen yaklasik 20 katlik artis, uygulanan kiiltiir kosullariin hiicre
cogalmasimi destekledigini ve sonraki deneysel agamalar i¢in yeterli miktarda canli

hiicre elde edildigini ortaya koymaktadir.

4.2. MKH’lerin Karakterizasyon Sonugclar:

Calisma kapsaminda insan gobek kordonundan alinan Wharton jeli kaynakl
mezenkimal kok hiicrelerin karakterizasyonu, yiizey belirtecleri temelinde akis
sitometrisi yontemiyle analiz edilmistir. Elde edilen bulgular, hiicrelerin
immiinofenotipik profillerini dogrulamaktadir. Bu analizlerde, 1WJ-MKH'lerin
fenotipik profili, pozitif ve negatif yiizey belirteclerinin ekspresyon durumlari

tizerinden degerlendirilmistir.
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Sekil 4. 2. iWJ-MKH’lerin kok hiicre belirtecleri flow sitometri ile immunofenotipik
analizi yapildiginda CD90 (%99.84), CD73 (%90.88), CD44 (%99.95),
CD105 (%59.04) ve CD29 (%99.85) pozitifken; HLA-B-C(%0.05), CD69
(%1.36), CD34 (%0.03), CD25 (%0.03), CD19 (%0.07), CD45 (%0.02),
CD14 (%0.31), HLA-DR (%0,02) ve CD69 (%1,36) negatif olarak

degerlendirilmistir.

Analiz sonuglarina gore, kok hiicre belirteglerinden CD90 pozitifligi %99.84,
CD73 pozitifligi %90.88, CD44 pozitifligi %99.95, CD105 pozitifligi %59.04 ve
CD29 pozitifligi %99.85 olarak degerlendirilmis ve yiiksek oranda ifade edilmistir.
Negatif belirteglerin oranlar ise HLA-B-C(%0.05),CD69 (%1.36), CD34 (%0.03),
CD25 (%0.03), CD19 (%0.07), CD45 (%0.02), CD14 (%0.31), HLA-DR (%0,02) ve
CD69 (%1,36) olarak belirlenmis ve iWJ-MKH'lerde bu belirteglerin ekspresyon

seviyeleri olduke¢a diistik bulunmustur.
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4.3. Nanoliflerin Karakterizasyon Sonuglari

Goriintileme yontemleri, 06zellikle nanolif gibi malzemelerin yapisal
degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Optik mikroskopi (OM), SEM,
TEM ve AFM gibi teknikler numunenin farkli bolgelerinden goriintii alarak yerel

yapilarin karsilastiriimasina olanak tanir.(Sirc, Hobzova et al. 2012).

SEM’de goriintii, elektronlarin numune yiizeyiyle etkilesimi sonucu olusur.
Yiizeyde yiik birikimini 6nlemek i¢in numuneler genellikle iletken bir tabaka ile
kaplanir. Yiiksek derinlik keskinligi sayesinde SEM, nanoliflerin lif ¢ap1 ve gdzenek

yapisinin belirlenmesinde etkili bir yontemdir (Sirc, Hobzova et al. 2012).

Uretilen nanoliflerin morfolojik yapisi, lif dagilimi ve gdzenek boyutlarini
incelemek amaciyla SEM ile goriintiileme yapilmistir. Elde edilen SEM gériintiileri
tizerinden lif capi, gozenek boyutlar1 Image] programi kullanilarak oSl¢iilmiis ve
analizler sonucunda nanoliflerin morfolojik O6zellikleri ve yapisal parametreleri

karakterize edilmistir.
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Sekil 4. 3. PAN nanoliflerin karakterizasyonu. Elektro-egirme parametreleri: Siire 15
dk, igne-toplayicit mesafesi 15 cm, akis hiz1 0,3 uL/dk, uygulanan voltaj
23,70 kV. a) nanoliflerin SEM goriintiisii (Regulus 10.0 KV 9.4mm
x50.0k SE(UL), 6lgek gubugu- 1um); b) lif ¢ap dagilimi; ¢) gézenek
boyutu dagilima.

45



Elektro-egirme yontemi ile iretilen PAN bazli nanoliflerin morfolojik
ozellikleri SEM ile incelenmis ve elde edilen goriintiiler Sekil 4. 2. a’da sunulmustur.
SEM goriintiilerine gore nanoliflerin diizglin, siirekli ve boncuksuz bir yapiya sahip
oldugu gozlenmistir. Liflerin rastgele yonlenmis bir ag yapisi olusturdugu ve

yiizeylerinin piirlizsiiz oldugu belirlenmistir.

Nanoliflerin ¢ap dagilimi analiz edilerek elde edilen histogram Sekil 4. 2. b’de
verilmistir. Analiz sonuglarina gore lif caplarinin 20-140 nm araliginda oldugu ve 60—
80 nm araliginda yogunlastigi, ortalama lif ¢capinin ise yaklasik 65 nm oldugu tespit
edilmistir. Lif cap1 dagiliminin belirli bir aralikta toplandigi, ancak diisiik oranda daha
yiiksek ¢ap degerlerinin de bulundugu goriilmistiir.

Nanolif matinin gézenek boyutu dagilimi Sekil 4. 2. ¢’de gosterilmistir. Elde
edilen verilere gore gdozenek boyutlarinin yaklasik 84 nm ile 800 nm arasinda degistigi,
en ¢ok 100-200 nm araliginda oldugu ve ortalama gdézenek boyutunun 200 nm

civarinda oldugu belirlenmistir. Gozenek boyutu dagiliminin genis bir aralikta degisim

gosterdigi gozlenmistir.

4.4. Termal ve Kimyasal Lizis Uygulamalarinin Karsilastirmah

Sonuglari

4.4.1. Yogunluk o6l¢iimleri ve DNA sonug¢larimin karsilastirilmasi

Farkli sicaklik derecelerinde uygulanan termal lizis islemlerinin MKH ve Huh-
7 hiicreleri lizerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla, lizis 6ncesi ve lizis sonrasi
hiicre yogunluklar1 densitometrik analiz yontemi ile belirlenmis ve elde edilen veriler

karsilastirmali olarak analiz edilmistir.

Termal lizis islemi sonrasinda 6rneklerden genomik DNA izolasyonu yapilmig
ve elde edilen DNA’nin konsantrasyon degerleri NanoDrop spektrofotometresi
kullanilarak o6l¢iilmiistiir. Elde edilen DNA konsantrasyonlari, lizis tamponu
kullanilarak kimyasal yontemle lize edilen kontrol gruplarindan izole edilen DNA

miktarlar ile kargilastirilmistir.

Bu karsilastirmali degerlendirme sonucunda, farkli sicaklik derecelerinde
uygulanan termal lizis yonteminin DNA verimi {izerindeki etkisi belirlenmis ve
yontem, kimyasal lizis ile elde edilen sonuglar agisindan analiz edilmistir. Bu bulgular,

termal lizis parametrelerinin optimize edilmesine yonelik veri saglamaktadir.
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Sekil 4. 4. Lizis optimizasyonu c¢alismalarinin sonuglari. a) ve b) Termal lizis
uygulanan Huh-7 ve MKH hiicrelerinin lizis dncesi ve sonrast yogunluk
Olctimleri (Wo/L- lizis uygulanmamis, W/L- lizis uygulanmis), c¢) ve d)
Huh-7 ve MKH hiicrelerinde kimyasal lizis (kontrol) ve termal lizis
sonrasinda elde edilen DNA konsantrasyonu 6l¢iim sonuglari, €) DNA

miktarlarinin karsilastirmasi.

Sekil 4. 3. a ve b’de sirastyla MKH ve Huh-7 hiicrelerine ait densitometrik
(A=565) analiz sonuglari sunulmustur. Elde edilen verilere gore, her iki hiicre grubunda
da termal lizis sonras1 Olciilen yogunluk degerleri, lizis oncesi degerlere kiyasla daha

yiiksek bulunmustur.

Lizis sonrasi yogunluk degerlerinin uygulanan sicaklik derecesi arttik¢a artis
gosterdigi belirlenmistir. En yliksek yogunluk degerleri 80 °C uygulanan grupta elde
edilmistir. Bu bulgu, her iki hiicre hattinda da 80 °C’nin hiicre biitlinliigliniin
bozulmas1 agisindan en etkili sicaklik oldugunu ve lizis verimliliginin bu derecede

maksimum seviyeye ulastigin1 gostermektedir.

Sekil 4. 3. ¢ ve d” de Huh-7 ve MKH hiicrelerinde farkli inkiibasyon
sicakliklarinda uygulanan termal lizis islemi ile kontrol grubunda kimyasal lizis

gergeklestirilerek elde edilen DNA konsantrasyonlar1 gosterilmektedir.

47



Huh-7 hiicrelerinde kontrol grubunda elde edilen DNA konsantrasyonu
yaklasik 56 ng/uL civarinda olgiiliirken, termal lizis uygulanan gruplarda DNA
konsantrasyonunun belirgin sekilde daha diisiik oldugu goriilmiistiir. 50 °C, 60 °C, 70
°C ve 80°C’de inkiibasyon sicakliklarinda DNA konsantrasyonlarinin benzer
seviyelerde (yaklasik 3—8 ng/uL araliginda) oldugu gozlenmistir. Istatistiksel analiz
sonucunda kontrol grubu ile termal lizis gruplari arasindaki farkin c¢ok yiiksek
derecede anlamli oldugu (****, p < 0.0001) belirlenmistir. Termal lizis gruplarinin

kendi aralarinda ise anlamli fark gézlenmemistir (ns).

Benzer sekilde MKH hiicrelerinde de kontrol grubunda ol¢iilen DNA
konsantrasyonu yaklasik 71 ng/puL civarinda olup, termal lizis uygulanan tiim
sicakliklarda DNA konsantrasyonunun belirgin sekilde daha diisiik oldugu tespit
edilmistir. 50 °C, 60 °C, 70 °C ve 80 °C sicakliklarinda elde edilen DNA
konsantrasyonlarinin 2—4 ng/pL araliginda oldugu ve kontrol grubuna kiyasla anlaml
derecede azaldig1 goriilmistiir (p < 0.0001). Termal lizis gruplarinin kendi aralarinda

ise anlamli fark gézlenmemistir (ns).

Sekil 4. 3. e’de Huh-7 ve MKH hiicre gruplarinin karsilastirmali DNA
konsantrasyon sonuglar1 verilmistir. Her iki hiicre grubunda da kontrol 6rneklerinin
DNA konsantrasyonlarinin termal lizis uygulanan gruplara gore daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Hiicre tipleri arasinda kontrol grubunda anlaml farklilik gdzlenirken
(p<0.05), termal lizis uygulanan sicaklik gruplarinda Huh-7 ve MKH hiicreleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaistir (ns).

Asagida bulunan Tablo 4. 1. ve Tablo 4. 2’ de MKH ve Huh-7 hiicrelerinin
NanoDrop sonuglar1 sunulmaktadir. Tablolardan da anlasildigi tizere kimyasal lizis
uygulanmis gruplar DNA konsantrasyon ve saflig1 agisindan termal lizis uygulanan
gruplara kiyasla daha yiiksek DNA konsantrasyonu ve daha uygun saflik oranlari
gostermistir. Buda bize kimyasal lizisin yiiksek miktarda ve kaliteli DNA elde

edilmesi agisindan daha uygun oldugunu gostermektedir.
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Tablo 4. 1. Mezenkimal Kok Hiicrelerin NanoDrop sonuglart.

MKH ng/uL A260/280 A260/230 A260 A280
50°C 11-1,3 3,97-2,74 0,46- 0,93 0,02- 0,03) | 0,01- 0,01
derecede 3,3-34 2,50- 2,18 0,68- 0,61 0,07- 0,07 | 0,03-0,03
lizis edilen | 6,2- 6,6 0,83- 0,82 0,18- 0,17 0,12-0,13 | 0,15-0,16
hiicreler.

60 °C 2,6-2,1 1,75- 1,78 0,40-0,27 0,05- 0,04 | 0,03-0,02
derecede 2,7-2,8 1,36- 1,67 0,32- 0,35 0,05-0,06 | 0,04- 0,03
lizisedilen | 3,1-2,6 1,40- 1,32 0,38- 0,36 0,06- 0,05 | 0,04- 0,04
hiicreler.

70°C 4,4- 3,6 0,74- 0,65 0,13-0,10 0,09-0,07 |0,12-0,11
derecede 3,2-3,4 0,87- 0,72 0,12- 0,12 0,06- 0,07 | 0,07- 0,09
lizisedilen |1,9-1,9 0,83- 0,84 0,15- 0,16 0,04- 0,04 | 0,05- 0,05
hiicreler.

80°C 4,2-4.4 0,63- 0,59 0,10- 0,10 0,08-0,09 |0,13-0,15
derecede 3,1-2,8 0,78- 0,74 0,11- 0,09 0,06- 0,06 | 0,08- 0,08
lizisedilen |4,2-4,1 0,70- 0,61 0,10- 0,09 0,08- 0,08 | 0,12-0,14
hiicreler.

Kimyasal 73,1-73,6 | 2,06- 2,06 2,19-2,19 1,46-1,47 |0,71-0,72
lizis 70,2- 71,3 | 2,00- 2,02 2,15- 2,17 1,43-1,45 |0,74-0,75
(kontrol) 68,1- 68,4 | 1,95-2,00 2,17- 2,18 1,42-1,44 |0,73-0,72

Tablo 4. 2. Huh-7 hiicrelerinin NanoDrop sonuglart.

Huh-7 ng/uL A260/280 | A260/230 A260 A280
50°C derecede | 8,3-9,2 0,54-0,54 |0,07-0,08 |0,17-0,18 | 0,30-0,34
lizis edilen 5,1-6,5 0,59-0,60 |0,09-0,10 |0,10-0,13 |0,17-0,21
hiicreler. 8,7-9,1 0,52-0,53 |0,09-0,09 |0,17-0,18 | 0,33-0,34
60 °C derecede | 5,6- 6,6 0,62-0,63 |0,09-0,10 |0,11-0,13 | 0,18-0,21
lizis edilen 13,9- 14 0,52-0,52 |0,09-0,09 |0,28-0,28 |0,53-0,54
hiicreler. 2,1-2,6 0,62-0,67 |0,13-0,14 |0,04-0,05 | 0,07-0,08
70°C derecede | 9,6- 10 0,56-0,55 |0,10-0,09 |0,19-0,20 | 0,34-0,36
lizis edilen 5,5-5,7 0,62-0,64 |0,09-0,09 |0,11-0,11 |0,17-0,18
hiicreler. 45-51 0,66-0,66 |0,11-0,11 |0,09-0,10 | 0,14-0,15
80°C derecede | 3,3-3,8 0,71-0,88 |0,21-0,23 |0,06-0,08 | 0,09-0,09
lizis edilen 3,3-3,6 0,65-0,60 |0,12-0,11 |0,07-0,07 |0,10-0,12
hiicreler. 3,1-34 0,87-0,87 |0,16-0,15 |0,06-0,07 | 0,07-0,08
Kimyasal lizis | 56,2- 60,4 | 2,01-2,01 |2,26-2,25 |1,19-1,23 | 0,59-0,61
(kontrol) 51,7-52,8 |2,03-2,00 |2,26-2,29 |1,21-1,25 | 0,60-0,63

58,7-54,4 |197-180 |2,23-155 |1,16-1,28 | 0,59-0,71

Genel olarak her iki hiicre hattinda da kimyasal lizis kullanilan kontrol

grubunda elde edilen DNA miktarinin ve safliginin, yalnizca termal lizis uygulanan

gruplara kiyasla daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
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4.4.2. Lizis islemlerinin hiicre morfolojisi iizerindeki etkilerinin gorsel analizi

Termal ve kimyasal lizis yontemlerinin hiicre morfolojisi tizerindeki etkisini
degerlendirmek amaciyla, lizis uygulanmis hiicreler ile kontrol grubu hiicrelerinin
goriintilleri SEM ve invert faz kontrast mikroskobu kullanilarak elde edilmis ve

karsilastirmali olarak analiz edilmistir.

Huh-7

Sekil 4. 5. Huh-7 ve MKH hiicrelerinin invert faz kontrast mikroskobundan 5x ve 10x
biiylitmelerde elde edilen 6zgiin goriintiileri ile termal lizis ve kimyasal lizis
uygulanmis hiicrelere ait goriintiiler. Huh-7: a) i, ii: hiicrelerin kendi
gOriintiisi; b) iii, iv: termal lizis uygulanmis hiicreler; ¢) v, vi: kimyasal lizis
uygulanmis hiicreler. MKH: d) i, ii: hiicrelerin kendi goriintiisi; €) iii, iv:
termal lizis uygulanmis hiicreler; f) v, vi: kimyasal lizis uygulanmig

hucreler.

Sekil 4. 4.°de gosterildigi tizere, termal lizis uygulanan hiicreler ile kontrol
grubu arasinda morfolojik acidan belirgin bir farklilik gdézlenmemis, hiicresel
biitiinliigiin biiyiik 6l¢iide korundugu tespit edilmistir. Kontrol grubunda zamana
dayali bir hiicre agregasyonu gozlemlenmistir. Bu bulgu, uygulanan termal lizis
kosullarinin hiicre yapisin1 bozmakta sinirli etkiye sahip oldugunu gostermektedir.
Buna karsin, kimyasal lizise maruz birakilan orneklerde hiicre biitiinliigliniin
kayboldugu ve goriintii alaninda agirlikli olarak hiicre kalintilarinin bulundugu
gozlenmistir. Elde edilen bu sonuglar, kimyasal lizis yonteminin termal lizise kiyasla

hiicre parcalanmasi acisindan daha yiiksek etkinlik gdsterdigini ortaya koymaktadir.
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Gozlenen morfolojik farkliliklarin daha ayritili olarak degerlendirilmesi

amactyla SEM goriintiilleme yontemi kullanilmistir.

X2,50k X5,00k

Lizis
uygulanmamig
hucreler

Termal lizis

Kimyasal lizis

Sekil 4. 6. Huh-7 ve MKH hiicrelerinin sirastyla x5.00k ve 2.50k biiyiitmedeki SEM
gortintiileri. Huh-7: a) lizis uygulanmamis hiicre: i (Regulus 5.0 kV 9.8mm
x2.50k SE(UL), 6l¢ek ¢ubugu- 20.0um); ii (Regulus 5.0 kV 9.8mm x5.00k
SE(UL), 6l¢ek ¢ubugu- 10.0um), b) termal lizis uygulanmis hiicre: iii
(Regulus 10.0 kV 13.0mm x2.50k SE(UL), 6l¢ek ¢ubugu- 20.0um); iv
(Regulus 10.0 kV 13.0mm x5.00k SE(UL), 6l¢ek ¢ubugu- 10.0um), c)
kimyasal lizis uygulanmis hiicre: v (Regulus 10.0 kV 12.7mm x2.50k
SE(UL), olgek ¢ubugu- 20.0um); vi (Regulus 10.0 kV 12.7mm x5.00k
SE(UL), 6l¢ek ¢ubugu- 10.0um). MKH: d) lizis uygulanmamis hiicre: i
(Regulus 5.0 kV 9.8mm x2.50k SE(UL), 6l¢ek cubugu- 20.0um); ii
(Regulus 5.0 kV 9.8mm x5.00k SE(UL), 6lg¢ek ¢gubugu- 10.0um), e) termal
lizis uygulanmis hiicre: iii (Regulus 5.0 kV 9.9mm x2.50k SE(UL), 6l¢ek
¢ubugu- 20.0um); iv (Regulus 5.0 kV 9.9mm x5.00k SE(UL), olgek
¢ubugu- 10um), f) kimyasal lizis uygulanmis hiicre: v (Regulus 5.0 kV
9.6mm x2.50k SE(UL), 6l¢ek gubugu- 20.0um); vi (Regulus 5.0 kV 9.6mm
x5.00k SE(UL), 6l¢ek gubugu- 10.0um).

Sekil 4. 5°de hiicrelere ait SEM goriintiileri sunulmustur. a ve d’ de

karsilastirma i¢in kontrol gorevi goren, bozulmamis hiicre morfolojisine sahip, islem
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uygulanmamis Huh- 7 ve MKH hiicrelerini gostermektedir. b ve ¢’ de 80°C' de 5
dakikalik siire boyunca 1siya maruz birakilan Huh- 7 ve MKH hiicrelerini
gostermektedir; burada hiicre biiziilmesi, kirisma, por olusumu, hiicre duvari
bitlinliigiiniin kismi ve tam kaybi1 ve hiicre zarmin eriyip dagilmasi gibi bazi
morfolojik degisiklikler tespit edilmistir. Bu degisiklikler, 1s1 kaynakli protein
denatiirasyonu ve membran kararsizligt yoluyla etkili lizisi gdstermektedir
(Membrillo-Hernandez, La Mora et al. 1995). ¢ ve f° de, kimyasal lizis islemi
uygulanmis Huh-7 ve MKH hiicrelerinde, hiicre zarinin tamamen pargalandigini ve
ortamda sadece farkli boyutlarda hiicresel partikiillerin kaldigini géstermektedir. Bu

goriintliler kimyasal lizisin 1s1 isleminden daha etkili oldugunu desteklemektedir.

Sonug olarak kontrol grubu ile karsilastirildiginda, termal lizis uygulanan
orneklerde hiicre biitiinliigiiniin biiyiik dl¢lide korundugu, ancak sicakligin etkisiyle
hiicre yiizeyinde yer yer ¢atlak ve por benzeri yapilar olustugu gozlenmistir. Buna
karsin, kimyasal lizis uygulanan grupta hiicresel yapinin tamamen bozuldugu ve
goriintli alaninda agirlikli olarak hiicresel parcaciklarin bulundugu tespit edilmistir.
Bunun yan1 sira 1s1 ydontemi ile lizis uygulanan 6rneklerden elde edilen genomik DNA
veriminin kimyasal lizise kiyasla daha diisiik olmas1 bu yontemin kismi verimliligini

yansitmaktadir.

4.5. MKH ve Huh-7 Hiicrelerinin Filtrasyon Deneyinin Mikroskopik

Gorselleri

Deney siirecinde farkli hiicre yogunluklarinda hazirlanan MKH ve Huh-7 hiicre
siispansiyonlar1 ayr1 ayr1 MF sisteminden gecirilmistir. Filtrasyon islemi 6ncesinde ve
sonrasinda orneklerden mikroskobik goriintiiler elde edilmis ve bu goriintiiler
karsilastirmali olarak analiz edilmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda sistemin
hiicre tutma ve filtrasyon etkinligi degerlendirilmis, MF platformunun performansi

ortaya konulmustur.
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Sekil 4. 7. Hiicre filtrasyonuna ait 10X bilyiitmede alinan mikroskobik goriintiiler. a)
Huh-7 ve b) MKH hiicreleri 5000, 10000 ve 20000 olmak tiizere farkli

konsantrasyonlarda filtre edilmistir. i, iii ve v filtrasyon oncesi; ii, IV ve vi

filtrasyon sonrasi goriintiileri gostermektedir.

Bu calisma kapsaminda filtrasyon oOncesi ve filtrasyon sonrasi hiicre
yogunlugu, elde edilen mikroskobik goriintiiler iizerinden analiz edilmistir ve Sekil 4.
6°da gosterilmistir. Filtrasyon dncesi 6rneklerde yiiksek hiicre yogunlugu gozlenirken,
filtrasyon sonrasi alinan goriintiilerde hiicre sayisinin belirgin diizeyde azaldig: ve
ortamda c¢ok az sayida hiicre kaldig: tespit edilmistir. Bu bulgular, gelistirilen MF
sisteminin hiicreleri etkin bir sekilde tuttugunu ve yiiksek filtrasyon verimliligine sahip

oldugunu gostermektedir.
4.6. Lizis Edilmis Huh-7 ve MKH Hiicrelerinin Filtrasyon Sonrasi
DNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi
Yapilmis lizis ¢aligmalarindan sonra kimyasal yontemin kullanilmasina karar
verilmis ve bir sonraki asamalara kimyasal lizisle devam edilmistir. Kimyasal lizis
yapilmig 100.000 hiicre filtrasyon sisteminden geg¢irilmis ve filtrasyon sonrasi

orneklerin DNA konsantrasyonu sonuglar1 kontrol gruplarinin DNA miktar1 ile

karsilastirilmistir.
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Sekil 4. 8. a) ile b) Huh-7 ve MKH hiicrelerinde filtrasyon 6ncesi ve sonrast DNA
konsantrasyonlart. DNA’nin biiyiik oranda sistemden gectigi goriilmiistiir

(Huh-7: %80; MKH: %90; *p<0,05).

Sekil 4. 7. a ve b’ de, Huh-7 ve MKH hiicre hatlarina ait filtrasyon Oncesi
(kontrol) ve filtrasyon sonrast DNA konsantrasyonlar1 karsilastirmali olarak
sunulmaktadir. Elde edilen sonuglar incelendiginde, her iki hiicre hattinda da filtrasyon
islemi sonrasinda DNA konsantrasyonunda bir miktar azalma gézlenmesine ragmen,

DNA’nin biiyiik bir kisminin filtrasyon sisteminden gectigi belirlenmistir.

Huh-7 hiicre hattinda filtrasyon 6ncesi DNA konsantrasyonu yaklasik 56
ng/pL civarinda iken, filtrasyon sonrasi bu deger yaklasik 46 ng/uL olarak 6l¢iilmiis
ve DNA gecis orani yaklasik %80 olarak hesaplanmistir. Istatistiksel analiz sonucunda
bu farkin anlamli oldugu goriilmiistiir (*p<0,05). Buna karsin MKH hiicrelerinde
filtrasyon oncesi DNA konsantrasyonu yaklasik 71 ng/uL, filtrasyon sonrasi ise 65
ng/uL olarak belirlenmis ve DNA gegcis orani yaklasik %90 olarak hesaplanmistir ve
kontrol ile deney grubu arasinda anlamli bir fark goriilmemistir (ns). MKH
hiicrelerinde gozlenen azalma daha siirli olup, DNA’nin biiyiik oranda sistemden

gectigini gostermektedir.

Bu bulgular, gelistirilen filtrasyon platformunun her iki hiicre hattinda da
yiilksek DNA gecirgenligi sagladigini ve 6zellikle MKH hiicrelerinde daha yiiksek

verimle calistigini ortaya koymaktadir. Ayrica sonuglar, filtrasyon sisteminin hiicresel
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lizis sonrast agiga ¢cikan DNA’nin etkin bir sekilde toplanmasina olanak sagladigini

desteklemektedir.

4.7. Lizis Edilmis Huh-7 ve MKH Hiicrelerinin Filtrasyon Oncesi ve

Sonras1 Yogunluk Ol¢iimlerinin Sonuclar

Filtrasyon etkinligini degerlendirmek amaciyla, esit hiicre sayis1 kullanilarak
kontrol ve deney gruplar1 olusturulmustur. Lizis islemi sonrasinda deney grubuna ait
ornekler filtrasyon sisteminden gegirilmis, ardindan elde edilen Orneklerin
yogunluklar1 dlgiilerek kontrol grubu ile karsilagtirilmistir. Sonuglart asagida bulunan

Sekil 4.8.°da gosterilmektedir.
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Sekil 4. 9. MKH ve Huh-7 hiicreleri igin filtrasyon dncesi ve sonrasi absorbans (A =
400 nm) degerleri. Filtrasyon sonrasi belirgin azalma, Ornek
yogunlugunun diistiigiinii ve sistemin etkili oldugunu gostermektedir

(Huh-7: ~%50; MKH: ~%62; *p<0,05).
Sekil 4. 8. a ve b’de Huh-7 ve MKH hiicrelerinde filtrasyon 6ncesi ve sonrasi
orneklerin yogunluk 6l¢timleri (Absorbans, A = 400 nm) gosterilmektedir.

Huh-7 hiicrelerinde filtrasyon oncesi Orneklerin absorbans degeri yaklasik
ortalama 1,55 olarak Ol¢iiliirken, filtrasyon sonrasinda bu degerin ortalama 0,78

seviyesine diistiigi gozlenmistir. Bu sonuglar bize sistemin Huh-7 hiicreleri i¢in
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yaklagik %50 oranda bir filtrasyon gergeklestirdigini gosteriyor. Filtrasyon islemi
sonrasinda Olciilen absorbans degerindeki bu azalma, 6rnek yogunlugunun belirgin
sekilde azaldigini gdstermektedir. Istatistiksel analiz sonucunda kontrol ve filtrelenmis

ornekler arasindaki farkin *anlamli oldugu (p < 0,05) belirlenmistir.

MKH hiicrelerinde ise filtrasyon dncesi orneklerin absorbans degeri yaklagik
0,60 olarak Ol¢iilmiis, filtrasyon sonrasinda bu degerin yaklasik 0,23 seviyesine
diistiigti goriilmistiir. Elde edilen veriler dogrultusunda MKH hiicreleri igin filtrasyon
orani yaklasik %60 olarak hesaplanmistir. Huh-7 hiicrelerinde oldugu gibi MKH
hiicrelerinde de filtrasyon sonrasinda Ornek yogunlugunda belirgin bir azalma
meydana gelmistir. Yapilan istatistiksel analizde kontrol ve filtrelenmis ornekler

arasindaki farkin *anlamli oldugu (p < 0,05) tespit edilmistir.

Genel olarak degerlendirildiginde, her iki hiicre hattinda da filtrasyon islemi
sonrasinda oOlgiilen absorbans degerlerinin azalmasi, filtrasyon sisteminin Ornek
icerisindeki hiicresel veya partikiiler bilesenlerin uzaklastirilmasinda etkili oldugunu

gostermektedir.

56



5. TARTISMA

Bu ¢alismada, iWJ- MKH ve Huh-7 hiicreleri kullanilarak gelistirilen nanolif
tabanli MF platformunun performansi; hiicre karakterizasyonu, lizis yontemleri ve
filtrasyon verimliligi agisindan ¢ok yonlii olarak degerlendirilmistir. Elde edilen
bulgular hem kullanilan hiicrelerin dogrulanmasi hem de gelistirilen sistemin

biyomedikal uygulamalara uygunlugu agisindan literatiir ile uyum géstermektedir.

Calismanin ilk asamasinda gerceklestirilen immiinofenotipik analizler, elde
edilen hiicrelerin MKH 6zelliklerini tagidigini agikca ortaya koymustur. International
Society for Cellular Therapy tarafindan tanimlanan kriterlere gore MKH’lerin CD90,
CD73 ve CD105 gibi yiizey belirteglerini yiiksek diizeyde eksprese etmesi ve CD34,
CD45 gibi hematopoetik belirtegleri diisiik diizeyde gostermesi beklenmektedir
(Dominici, Le Blanc et al. 2006, Sensebé, Gadelorge et al. 2013) . Bu ¢alismada CD90
(%99,84), CD73 (%90,88), CD44 (%99,95) ve CD29 (%99,85) gibi belirteclerin
yiiksek oranlarda pozitif bulunmasi ve negatif belirteglerin ihmal edilebilir diizeyde
kalmasi, hiicrelerin fenotipik olarak dogru sekilde tanimlandigini géstermektedir.
Ancak CD105 ekspresyonunun (%59,04) diger pozitif belirteglere kiyasla daha diisiik
olmasi dikkat cekmektedir. Literatiirde, kiiltiir kosullari, pasaj sayis1 ve mikrogevresel
faktorlerin  yiizey belirteclerinin  ekspresyonunu etkileyebilecegi belirtilmistir
(Anderson, Carrillo-Galvez et al. 2013). Bu nedenle elde edilen sonuglar genel olarak

kabul edilebilir sinirlar igerisinde degerlendirilmistir.

Nanoliflerin karakterizasyonuna iligkin bulgular, elektro-egirme yontemi ile
elde edilen yapilarin MF uygulamalari i¢in uygun 6zellikler tasidigini géstermektedir
ve yliksek ylizey alani, kontrollii porozite saglayarak filtrasyon performansini artiran
kritik parametrelerdir. Literatiirde, elektro-egrilmis nanoliflerin yiiksek yiizey
alant/hacim oran1 ve ayarlanabilir gozenek yapisi sayesinde biyolojik filtrasyon
uygulamalarinda iistiin performans gosterdigi vurgulanmaktadir (Huang, Zhang et al.
2003, Li and Xia 2004, Bhardwaj and Kundu 2010). Ayrica PAN bazli nanoliflerin
gorece kimyasal dayanikliligit ve mekanik stabilitesi, mikroakigkan sistemlerle
entegrasyon agisindan avantaj saglamaktadir (Reneker and Yarin 2008, Lu, Li et al.
2013).

FESEM analizlerine gore elektro-egirme ile elde edilen nanoliflerin ¢aplarinin

20-140 nm araliginda degistigi ve 60—80 nm araliginda yogunlastigi, ortalama c¢apin
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ise ~65 nm oldugu belirlenmistir. Bu dagilim, liflerin genel olarak homojen oldugunu,
ancak smirli sayida daha kalin liflerin de olustugunu gostermektedir. Literatiirde, lif
capmin c¢ozeltinin viskozitesi ve islem parametrelerine bagli olarak artabilecegi

belirtilmektedir (Henriques, Vidinha et al. 2009).

Gozenek boyutlarinin 84-700 nm arasinda degismesi ve 6zellikle 100-200 nm
araliginda yogunlagmasi, ortalama gézenek boyutunun ise ~200 nm olmasi, nanolif
matinin yiiksek poroziteye sahip oldugunu gostermektedir. Elektro-egrilmis yapilarin
bu 6zellikleri, filtrasyon uygulamalarinda etkin performans saglamaktadir (Henriques,

Vidinha et al. 2009).

Ayrica, uygun viskoelastik o6zellikler sayesinde boncuksuz ve diizgiin lif
morfolojisi elde edilmistir. Literatiirde viskozitenin lif ¢apt ve dagilimi iizerinde

belirleyici oldugu vurgulanmaktadir (Oliveira, Mattoso et al. 2013).

Sonug olarak, elde edilen nanolif yapis1 yliksek yiizey alani ve kontrolli
gozenek dagilimi ile mikrofiltrasyon uygulamalari i¢in uygun olup, gelistirilen
sistemin biyomedikal kullanim potansiyelini desteklemektedir. Bununla birlikte,
gbzenek boyutlart SEM analizleri ile nanolif matin serbest (bulk) durumunda elde
edilmis olup, mikroakigskan kanal igerisine entegre edildiginde yapimnin fiziksel ve
hidrodinamik kosullara bagli olarak degisebilecegi goz oniinde bulundurulmalidir.
Mikrokanal igerisinde akis sirasinda olusan basing farki, liflerin yeniden
diizenlenmesi, kanal duvarlari ile etkilesim ve olas1 kismi sikisma etkileri, lifler arasi
bosluklarin azalmasmma ve efektif gozenek boyutunun diismesine neden
olabilmektedir. Ayrica filtrasyon siirecinde ger¢geklesen adsorpsiyon ve kismi tikanma
etkileri de zamanla gbozenek yapisinin dinamik olarak daralmasina katki
saglayabilmektedir. Bu nedenle, SEM ile belirlenen gdzenek boyutlar1 sistemin
nominal 6zelliklerini yansitirken, mikroakigkan sistem igerisindeki gercek filtrasyon
davranig1 ‘efektif yani hidrodinamik gézenek boyutu’ ile tanimlanmali ve deneysel

filtrasyon sonuglari ile birlikte ele alinmas1 6nemlidir.

Lizis yontemlerinin karsilastirilmasi, ¢alismanin en kritik asamalarindan birini
olusturmaktadir. Bu c¢alismada, Huh-7 ve MKH hiicre hatlarinda uygulanan termal
lizis isleminin etkinligi hem densitometrik analiz hem de DNA konsantrasyonu
Olctimleri ile degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, her iki hiicre hattinda da lizis

sonrast yogunluk degerlerinin lizis dncesine kiyasla arttigin1 ve bu artisin sicakliga
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bagl olarak yiikseldigini gostermektedir. Ozellikle 80 °C’de elde edilen en yiiksek
yogunluk degerleri, bu sicakligin hiicre biitiinliigiiniin bozulmas1 acisindan en etkili

derece oldugunu ortaya koymaktadir.

Buna karsin DNA konsantrasyonu sonuglari incelendiginde, kimyasal lizis
uygulanan kontrol grubunda elde edilen DNA miktarinin, yalnizca termal lizis
uygulanan gruplara kiyasla her iki hiicre hattinda da anlamli derecede daha yiiksek
oldugu belirlenmistir (p < 0.0001). Huh-7 hiicrelerinde kontrol grubunda yaklasik 60
ng/uL civarinda dlgiilen DNA konsantrasyonu, termal lizis uygulanan gruplarda 3-8
ng/uL araliginda kalmistir. Benzer sekilde MKH hiicrelerinde kontrol grubunda
yaklagik 70 ng/uL civarinda olan DNA Konsantrasyonu, termal lizis uygulanan tiim
sicakliklarda 2—4 ng/pL araliinda Olgiilmiistiir. Termal lizis uygulanan hiicrelerin
deney gruplari kendi iclerinde ve diger hiicrenin deney gruplariyla karsilagtirilmis ve
DNA miktarlar1 arasinda anlamli bir fark goriilmemistir (ns). Bu bulgular, termal
lizisin hiicre parcalanmasi agisindan tam olarak etkili olmadigini, DNA verimi

acisindan tek basina yeterli olmadigini gostermektedir.

Literatiirde bildirilen benzer bir calismada, mikroakiskan bir sistem igerisinde
termal lizis kosullari optimize edilmis ve baslangigta 90 °C’de 5 dakika olarak
belirlenen lizis kosullarinin, ¢ip igerisinde uygulamada sorun olusturdugu ic¢in 80
°C’de 2 dakika olarak revize edildigi belirtilmistir. S6z konusu caligmada sicaklik
artis1 ile birlikte DNA konsantrasyonu ve 6zellikle DNA safliginda artis gézlenmis;
ayrica lizis sonrasit uygulanan MF ve mikroboncuk temelli saflagtirma adimlar
sayesinde DNA ’nin ileri analizler i¢in uygun hale getirildigi rapor edilmistir. Ozellikle
saflastirma uygulanmayan 6rneklerde PCR basarisinin diisiik oldugu, buna karsilik

filtreleme sonrasi tiim drneklerde belirgin PCR bantlarinin elde edildigi vurgulanmistir
(Ha, Cho et al. 2011).

Bu literatiir bulgular1 ile mevcut ¢alisma birlikte degerlendirildiginde, iki
calisma arasindaki temel farkin yalnizca DNA saflastirma basamagindan degil, ayn
zamanda lizis verimliliginden kaynaklandig: diislintilmektedir. Literatiirdeki sistemde
lizis sonras1 mikrofiltrasyon ve saflastirma adimlar1 uygulanarak inhibitdr bilesenler
uzaklastirilmis ve DNA kalitesi artirilmistir (Ha, Cho et al. 2011). Buna karsilik bu
caligmada yalmizca termal lizis uygulanmis olup, elde edilen diisik DNA
konsantrasyonlarinin temel nedeni, termal lizisin hiicrelerin tam olarak par¢alanmasini

saglayamamasi ve DNA’nin yeterli diizeyde agiga ¢ikmamasi olabilir. Ayrica yiiksek
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sicaklik uygulamalarit DNA fragmentasyonuna neden olarak olclilen DNA miktarini
da olumsuz etkileyebilir. Saflagtirma basamaginin uygulanmamas: ise daha gok DNA
kalitesini ve downstream analizleri etkileyebilecek bir faktor olarak

degerlendirilmektedir.

Ayrica literatiirde termal lizisin, birgcok mikroakiskan cihazda kullanilan bir
yontem oldugu ve yliksek yiizey/hacim orani sayesinde, 1s1y1 hizla dagitarak hiicre
zarlarini etkili bir sekilde pargaladigi bildirilmistir (Shehadul Islam, Aryasomayajula
et al. 2017). Bu sebepten diger ¢alismada ¢ip icerisinde gerceklestirilen termal lizis
islemi, hiicrelerin daha etkin sekilde parcalanmasina katki saglayarak daha yiiksek

miktarda DNA elde edilmesini etkilemis olabilir.

Tsong ve Su’nun calismasinda, hiicresel proteinlerin DNA’ya kiyasla termal
olarak daha hassas oldugu ve bir¢ok proteinin 40—60°C araliginda denatiire olmaya
basladig1 bildirilmistir. Ayrica yaklagik 40—45°C’de lipid peroksidasyonu ve oksidatif
hasarin basladigi, 50°C {izerinde ise hiicresel enerji iiretim mekanizmalarinin
bozuldugu gosterilmistir. Benzer sekilde bizim calismamizda da yiiksek sicaklik
uygulamalarinin hiicre i¢i protein yapilarinda denatiirasyona neden olmus olabilecegi
diistiniilmektedir. Denatiire proteinlerin DNA ile kompleks olusturarak DNA

izolasyon verimini azaltmis olabilecegi degerlendirilmektedir.

Literatiirde DNA’nin termal agidan daha stabil oldugu ve niikleozomal
yapilarin yaklasik 65°C’de denatiire olmaya basladig1 bildirilmektedir. Bu durum,
calismamizda termal lizis sonras1t DNA’nin tamamen kaybolmamasini agiklamaktadir.
Ancak yiiksek sicaklik kaynakli yapisal degisiklikler DNA geri kazanimini olumsuz

etkilemis olabilir.

Termal lizis gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmamasi, sicaklik artiginin
hiicresel parcalanmay1 tam olarak arttirmamasi ve DNA verimini iyilestirmedigini
gostermektedir. Buna karsilik kimyasal lizis grubunda daha yliksek DNA verimi elde
edilmesi, lizis tamponlariin hiicreyi daha kontrollii par¢alayarak DNA biitiinliigiinii

daha iyi korumasuyla iligkili olabilir (Tsong and SU 1999).

Termal lizis uygulamasi sonrasinda elde edilen SEM goriintiilerinde,
hiicrelerde bazi morfolojik degisiklikler goézlemlenmistir. Bu goriintiiler, bazi
hiicrelerde membran biitlinliigiiniin tamamen kaybolmadigi, belirli bolgelerde

stirekliligin kismen korundugu ve hiicresel igerigin tamamen dis ortama salinmamais
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olma ihtimali ve plazma membraninda gegirgenlik artis1 ve lokal hasar olugsmasina
ragmen niikleer yapinin tamamen par¢alanmamasi nedeniyle DNA’nin tam olarak
serbestlesmemis olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica hiicre i¢eriginin pargalanmis
membran kalintilar1 veya denatiire protein agregatlar icinde hapsolmasi da DNA geri
kazanimini siirlamig olabilir. Bunun yani sira ¢alismadaki hiicre miktar1 da elde
edilmis DNA konsantrasyonunu ve safligini etkilemis olabilir. Literatiirde de ifade
edildigi tizere, elde edilen tutarsiz sonuglar bazen diisiik DNA konsantrasyonlarinda
protein, RNA ve bazal giriiltiinlin Ol¢iim iizerindeki etkisinin artmasindan
kaynaklanmaktadir. DNA konsantrasyonu 5—10 ng/pL’nin altina indiginde, absorbans
temelli saflik oranlarinin giivenilirligi belirgin sekilde diismektedir (Lucena-Aguilar,
Sanchez-Lopez et al. 2016).

Sonug olarak, termal lizis yetersizligi Kaliteli ve yeterli miktarda DNA elde

etmek icin tek basina yeterli olmadigin1 gostermektedir.

Bu c¢aligma, termal lizis sonrast uygun bir saflastirma yonteminin
uygulanmasinin gerekliligini agikca ortaya koymaktadir. Bu baglamda, mikroakiskan
sistemlerle entegre edilebilen filtrasyon temelli yaklagimlar, hem DNA safligini
artirmak hem de analiz verimliligini iyilestirmek agisindan 6nemli bir potansiyel
sunmaktadir. Bu durum, tez kapsaminda gelistirilen MF sisteminin gerekliligini ve

bilimsel altyapisin1 desteklemektedir.

Morfolojik analizler, lizis yontemlerinin hiicre yapisi tizerindeki etkilerini
gorsel olarak desteklemektedir. Bu ¢alismada elde edilen SEM bulgulari, literatiirde
Escherichia coli iizerinde gerceklestirilen benzer lizis karsilastirmalart ile biiyiik
ol¢iide paralellik gostermektedir. Literatiirde, 1s1 ve kimyasal lizis yontemlerinin hiicre
morfolojisi ve DNA verimi iizerindeki etkileri karsilagtirmali olarak incelenmis ve
hiicre duvart hasarmin derecesi ile genomik DNA ekstraksiyon verimi arasinda
dogrudan bir iligki oldugu ortaya konulmustur. Bu baglamda, kontrol gruplarinda
hiicrelerin dogal morfolojilerini korudugu, hem mevcut ¢alismada Huh-7 ve MKH

hiicrelerinde hem de literatiirde E. coli hiicrelerinde benzer sekilde gézlenmistir.

Termal lizis uygulamalarinda her iki ¢alismada da hiicre biiziilmesi, ylizeyde
kinisikliklar ve hiicre duvar biitiinliiglinde kismi bozulmalar gibi benzer morfolojik
degisiklikler rapor edilmistir. Literatiirde 95°C’de 10 dakika uygulanan 1s1 iglemi ile

elde edilen bu degisimlerin, bu calismada 80°C’de 5 dakika uygulanmasina ragmen
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benzer sekilde gozlenmesi, 1stya bagli protein denatiirasyonu ve membran
destabilizasyonunun farkli hiicre tiplerinde ortak bir etki mekanizmasina sahip
olabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte, her iki calismada da termal lizisin
hiicreleri tamamen parcalamadigi ve bu nedenle yalnizca kismi lizise yol agtig1 agikca
belirtilmistir. Bu durum, elde edilen DNA veriminin sinirli kalmasiyla da

desteklenmektedir.

Kimyasal lizis sonuglari agisindan da giiclii bir uyum s6z konusudur.
Literatiirde E. coli hiicrelerinde kimyasal lizisin hiicre duvarini tamamen parcalayarak
hiicresel biitiinliigii ortadan kaldirdig1 ve yiiksek DNA verimi sagladig1 gosterilmistir.
Benzer sekilde, bu ¢alismada Huh-7 ve MKH hiicrelerinde kimyasal lizis sonrast SEM
goriintlilerinde hiicresel yapilarin tamamen kayboldugu ve yalnizca parcaciklarin
gbzlendigi belirlenmistir. Bu durum, kimyasal lizisin hem prokaryotik hem de
Okaryotik hiicrelerde daha etkili bir lizis yontemi oldugunu ortaya koymaktadir
(Dabagh, Javanifar et al. 2025).

Bununla birlikte, iki ¢alisma arasinda hiicre tipi farkliligi 6nemli bir noktadir.
Literatiirde Gram-negatif bakteriler kullanilirken, bu ¢alismada memeli kokenli hiicre
hatlarinin kullanilmasi, lizis mekanizmalarinin hiicre duvari/membran yapisina bagh
olarak degisebilecegini diisiindiirmektedir. Ancak buna ragmen elde edilen benzer
sonuglar, kimyasal lizisin genel olarak daha yiiksek verimli ve giivenilir bir yontem

oldugunu desteklemektedir.

Sonug olarak, bu ¢alismada elde edilen bulgular literatiir ile yliksek diizeyde
uyum gostermekte; termal lizisin kismi hiicre hasarina yol actig1 ve diisiik DNA verimi
sagladig1, buna karsin kimyasal lizisin hiicreleri tamamen parcalayarak daha yiiksek
DNA geri kazanimi1 sundugu acik¢a ortaya konmaktadir. Bu durum, Ozellikle
mikroakigkan sistemler ve nanolif membran tabanli filtrasyon uygulamalarinda,
kimyasal lizisin daha uygun bir yontem oldugunu destekleyen 6nemli bir bulgu olarak

degerlendirilebilir.

Filtrasyon deneylerinden elde edilen bulgular, gelistirilen nanolif tabanl
sistemin yiiksek performansini ortaya koymaktadir. Literatiirde nanolif membranlarin
kiiciik gozenek boyutlar1 sayesinde, sulu c¢ozeltilerden mikron boyutundaki
partikiillerin uzaklastirilmasinda oldukga etkili olduklar1 bilinmektedir. Burada temel

mekanizma, siispansiyon halindeki materyallerin, kiigiik partikiillerin veya hiicrelerin
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stvidan yiiksek verimle tutulmasma dayanmaktadir. Ayrica, nanolif membranlarin
hiicre ve partikiil tutulumu agisindan konvansiyonel membranlara gore daha yiliksek
verim saglayabilecegi belirtilmektedir (Mei, Wang et al. 2013, Shabafrooz, Mozafari
et al. 2014).

Bu calismada gelistirilen MF sisteminin hiicre yakalama performansi, Huh-7
ve MKH hatlar iizerinde farkli hiicre konsantrasyonlarinda (17, 33 ve 67 hiicre/uL)
degerlendirilmistir. Filtrasyon oncesi ve sonrasi elde edilen mikroskobik goriintiiler
incelendiginde, filtrasyon oOncesinde hiicrelerin yiiksek yogunlukta bulundugu,
filtrasyon sonrasinda ise hiicre sayisinda belirgin bir azalma meydana geldigi
gozlemlenmistir. Bu durum, sistemin hiicreleri etkin bir sekilde tutabildigini ve yliksek

filtrasyon verimliligine sahip oldugunu goéstermektedir.

Elde edilen bu sonuglar, nanoyapilarin hiicre yakalama performansin
artirdigina dair literatiir bulgulariyla paralellik gostermektedir. Ozellikle elektro-
egirilmis nanoliflerin, yiiksek yiizey alani/hacim orani ve kolajenden olusan dogal
hiicre dis1 matrisin ECM (ekstraseliiler matriks) benzeri topografik yapilari sayesinde
hiicrelerle daha fazla etkilesim alani olusturdugu ve bdylece hiicre adezyonunu
artirdigi rapor edilmistir. Bu nedenle doku miihendisligi gibi biyomedikal uygulamalar
icin daha arzu edilirdir. Bu 6zellikler, nanoliflerin hiicre yakalama uygulamalarinda
etkin bir platform olarak kullanilmasini saglamaktadir. Benzer sekilde, ¢alismamizda
kullanilan MF sisteminin de hiicreleri yiizeyinde tutarak filtrasyon sonrasi hiicre

sayisini azaltmasi, bu yapisal avantajlarin bir sonucu olarak degerlendirilebilir.

Literatiirde, nanolif tabanli sistemlerin hedef hiicreleri yakalamada 6zellikle
hedefleme molekiilleri (antikorlar, aptamerler, ligandlar) ile fonksiyonellestirildiginde
daha da yiiksek verimlilik sagladig1 gosterilmistir. Bu ¢alismada her ne kadar spesifik
bir biyomolekiiler hedefleme uygulanmamis olsa da, filtrasyonun mekanik ve yapisal
temelli gergeklestigi ve buna ragmen yliksek hiicre tutulumunun elde edilmesi,
sistemin fiziksel filtrasyon kapasitesinin gii¢lii oldugunu géstermektedir. Bu durum,
nanoliflerin sadece biyokimyasal degil, ayn1 zamanda fiziksel 6zelliklerinin de hiicre

yakalama iizerinde belirleyici oldugunu ortaya koymaktadir.

Ayrica, literatiirde nanolif destekli mikroakiskan sistemlerin, hiicreleri hem
statik hem de dinamik kosullarda yiliksek verimle yakalayabildigi bildirilmistir.

Dinamik sistemlerde akis hizinin hiicre yakalama verimini etkiledigi ve optimal akis
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kosullarinda yakalama veriminin arttig1 vurgulanmaktadir. Bu ¢alismada kullanilan
MF sisteminin de hiicre slispansiyonunu etkin bir sekilde filtre etmesi, nanoliflerin akis
altinda dahi hiicreleri tutabilme kapasitesini desteklemektedir (Leung and Ko 2011,
Xiao, Shen et al. 2018).

Sonug olarak, elde edilen mikroskobik goriintiiler, gelistirilen MF sisteminin
Huh-7 ve MKH hiicrelerini yiikksek verimle tutabildigini ve filtrasyon sonrasi hiicre
yogunlugunda belirgin bir azalma sagladigimi gostermektedir. Bu bulgular, nanolif
tabanli yapilarin hiicre yakalama ve ayristirma uygulamalarinda etkinligini ortaya
koyan literatiir ile uyumludur ve gelistirilen sistemin biyomedikal uygulamalarda,
Ozellikle hiicre izolasyonu ve tanisal siireclerde kullanilabilecek potansiyele sahip

oldugunu gostermektedir.

Bu caligmada gelistirilen mikroakiskan filtrasyon sistemi, lizis edilmis Huh-7
ve MKH o6rneklerinde DNA gecisi ve 6rnek yogunlugu agisindan degerlendirilmistir.
Elde edilen sonugclar, sistemin hem DNA gegirgenligi hem de hiicresel/partikiiler
bilesenlerin  uzaklastirilmast  acisindan  yiiksek  performans  sergiledigini

gostermektedir.

Filtrasyon sonrast DNA konsantrasyonu analizlerinde, Huh-7 hiicrelerinde
DNA gecis orani yaklasik %80, MKH hiicrelerinde ise %90 olarak belirlenmistir. Bu
sonuglar, DNA’nin bilyiik oranda filtrasyon sisteminden gegebildigini ve sistemin
DNA kaybini1 minimize edecek sekilde ¢alistigini ortaya koymaktadir. Absorbans (400
nm) Ol¢limlerine dayal filtrasyon verimliligi analizlerinde ise Huh-7 hiicreleri i¢in
yaklasik %50, MKH hiicreleri i¢in ise yaklasik %60 oraninda 6rnek yogunlugu
azalmasi tespit edilmistir. Bu durum, filtrasyon sisteminin hiicresel kalintilar,
membran parcalar1 ve diger partikiiler bilesenleri etkin sekilde uzaklastirabildigini
gostermektedir. Literatiirde, mikroakiskan sistemlerde absorbans azalmasinin
filtrasyon etkinliginin 6nemli bir gostergesi oldugu ve oOzellikle nanolif tabanh

sistemlerde partikiil tutulmasinin yiiksek oldugu belirtilmektedir.

Literatiir ¢aligmalarina baktigimizda nanolif membranlarin DNA gecirgenligi
ile ilgili yapilan calismalarda da DNA’nin membranlardan gegisine izin verilirken,
daha biiyiik yapili hiicresel bilesenlerin tutuldugu rapor edilmistir. Ornegin PAN ve
TPU temelli nanolif membranlarin kullanildig1 ¢alismalarda DNA ge¢is oranlarinin
yiikksek oldugu (PAN: %86,3; TPU: %89,2) ve membranlarin segici filtrasyon
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davranig1 gosterdigi bildirilmistir. Ayrica TiO: katkist ile bu oranlarin %68,4—84,5
araligina diistiigii ve DNA’nin kismen membran iizerinde tutulabildigi gosterilmistir.
Ayni zamanda PAN ve PAN/TiO:. membranlar ile yapilan ¢alismada bakteriyel
yogunlukta sirasiyla %79,5 ve %87,5 oraninda azalma gézlenirken, TPU ve TPU/Ti0:
membranlarinda bu degerlerin %73,5 ve %84,5 oldugu rapor edilmistir. Bu sonuglar,
bizim ¢alismamizda elde edilen %50-60 araligindaki yogunluk azalmasina kiyasla
daha yiiksek olmakla birlikte, bu farkin bakteriyel sistemler ile dkaryotik hiicrelerin
yapisal farkliliklarindan kaynaklandigr distiniilmektedir. Bu durum, nanolif
membranlarin  gozenek yapisi ve yiizey Ozelliklerinin DNA gibi kiiciik
biyomolekiillerin gegisine izin verirken, hiicresel artiklarin tutulmasini sagladigini

desteklemektedir (Dabagh, Javanifar et al. 2025).

Benzer sekilde, literatiirde bakteriler iizerinde yapilmig olan baska bir
calismada, PVDF ve TiO2/PVDF nanolif membranlarin lizis edilmis bakterileri yiiksek
verimle filtreledigi ve DNA ge¢is oranlarmin %73,9-82,6 araliginda oldugu rapor
edilmistir. Ayni ¢alismada filtrasyon sonrasi bakteriyel hiicre lizatlarinin yogunluk
Ol¢iimlerin de belirgin azalma gozlenmis ve yaklasik %79-88 oraninda filtrasyon
verimliligi elde edilmistir. Bu degerler, bizim gerceklestirdigimiz calismada elde
edilen DNA gegis oranlar ile karsilastirildiginda olduk¢a uyumludur. Ozellikle Huh-
7 hiicrelerinde gozlenen %80 DNA ge¢isi, PVDF bazli membran sistemlerinde rapor
edilen degerlerle benzerlik gostermektedir. MKH hiicrelerinde elde edilen daha
yiiksek DNA gegis orani (%90) ise, kullanilan hiicre tipinin ve lizis etkinliginin DNA
salmimi tizerindeki etkisini ortaya koymaktadir (Javanifar, Ghorbanpoor et al. 2025).

Bu bulgular, yapmis oldugumuz calismadaki DNA gecirgenligi ve partikiil

azaltimi sonuglariyla paralellik gostermektedir.

Elde edilen sonuglar ayrica hiicre tipine bagh farkliliklarin filtrasyon
performansin etkileyebilecegini ortaya koymaktadir. MKH hiicrelerinde DNA gecis
oraninin ve filtrasyon verimliliginin Huh-7 hiicrelerine kiyasla daha yiiksek olmasi,
hiicresel yapi, lizis verimliligi ve DNA salinim dinamiklerindeki farkliliklardan
kaynaklanabilir. Literatiirde de farkli hiicre hatlarinin lizis davraniglarinin ve membran

etkilesimlerinin degiskenlik gosterdigi bildirilmistir.

Genel olarak degerlendirildiginde, bu c¢alismada gelistirilen mikroakigskan

filtrasyon platformu, nanolif membran tabanli sistemlerle uyumlu sekilde ¢alisarak
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hem hiicresel bilesenlerin etkin filtrasyonunu hem de DNA’nin yiiksek verimle elde
edilmesini saglamaktadir. Elde edilen bulgular, sistemin DNA tabanli biyosensor
uygulamalar1 ve ¢ip tizerinde tan1 (Lab on a Chip, LoC) platformlar1 i¢in uygun bir
altyap1 sundugunu gostermektedir. Ayrica sonuglar, nanolif membranlarin yiizey
ozellikleri ve gozenek yapisinin, segici filtrasyon ve biyomolekiil ayrimi agisindan

kritik bir rol oynadigini bir kez daha dogrulamaktadir.

Bu ¢alismanin en 6nemli katkisi, partikiil tutma ve DNA gecirgenligini tek bir
platformda birlestiren entegre bir MF sistemi gelistirilmis olmasidir. Sistem, klasik
cok asamali izolasyon protokollerine kiyasla daha basit bir is akist sunma
potansiyeline sahiptir. Bununla birlikte ¢calismanin bazi sinirliliklar: bulunmaktadir.
Deneylerin yalnizca iki hiicre hatti ile gerceklestirilmis olmasi, sistem performansinin

farkl1 biyolojik 6rneklerde degerlendirilmesini gerektirmektedir.

Gelecekte yapilacak calismalarda sistemin farkli hiicre tipleri ve kompleks
biyolojik sivilar iizerinde test edilmesi, filtrasyon parametrelerinin optimize edilmesi
ve ¢ok kanalli mikroakiskan tasarimlarla entegrasyonunun saglanmasi, platformun
biyomedikal ve tanisal uygulamalardaki kullanim potansiyelini artirabilir. Ayrica
otomasyon ve tasiabilir sistemlerle birlestirilmesi, hizli ve yerinde analizlere olanak

saglayabilir.

Sonug olarak, elde edilen bulgular nanolif tabanli MF platformunun hiicre
kalintilarindan DNA’nin ayrilmas i¢in etkili ve uygulanabilir bir yontem oldugunu
gostermekte ve sistemin biyomolekiil izolasyonu alaninda alternatif bir yaklasim

olarak degerlendirilebilecegini ortaya koymaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, MKH ve Huh-7 hiicre hatt1 kullanilarak gelistirilen nanolif
tabanli mikroakigkan MF platformunun performansi kapsamli bir sekilde
degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, gelistirilen sistemin hiicre lizisi sonrasi
olusan biyolojik Orneklerin islenmesi, hiicresel kalintilarin uzaklastirilmasi ve
DNA’nin secici olarak ayrilmasi acisindan etkili ve uygulanabilir bir yaklasim

sundugunu ortaya koymaktadir.

Burada ilk olarak, immiinofenotipik analizler sonucunda kullanilan hiicrelerin
MKH karakteristigi tasidigi dogrulanmis ve deneysel modelin giivenilirligi
desteklenmistir. Elektro-egirme yontemi ile elde edilen PAN bazli nanoliflerin
morfolojik 0Ozellikleri incelendiginde, lif cap1 ve gbozenek dagiliminin MF
uygulamalari i¢in uygun oldugu belirlenmis; yiiksek yiizey alan1 ve kontrol edilebilir

porozite sayesinde filtrasyon performansini artiran bir yap1 saglandigi goriilmiistiir.

Lizis yontemlerinin karsilastirilmasi, hiicre parcalanmasi ve DNA elde
edilmesi agisindan 6nemli farkliliklar ortaya koymustur. Termal lizisin kismi olarak
hiicre zarmin biitiinliigiinii bozarak hiicresel icerigin serbestlesmesini sagladigi, ancak
diisiik DNA verimi nedeniyle tek basina yeterli olmadig1 belirlenmistir. Buna karsilik
kimyasal lizis yonteminin hiicreleri daha etkin sekilde parcalayarak daha yiiksek DNA

verimi sagladig tespit edilmistir. Bu sonu¢lar SEM goriintiileri ile desteklenmistir.

Gelistirilen MF platformunun filtrasyon performans: degerlendirildiginde,
sistemin hiicresel ve partikiiler bilesenleri etkin bir sekilde tutarken DNA’nin yiiksek
oranda gegcigine izin verdigi belirlenmistir. Huh-7 hiicrelerinde %382,1, MKH
hiicrelerinde ise %91,5 oraninda DNA gegisi elde edilmesi, sistemin DNA kaybin
minimize eden bir yapiya sahip oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, filtrasyon
sonrasi 6rnek yogunlugunda gozlenen belirgin azalma, hiicresel kalintilar ve diger
partikiillerin etkin sekilde uzaklagtirildigini ortaya koymaktadir. Bu bulgular, nanolif
membranlarin segici filtrasyon 06zelligini dogrulamakta ve sistemin biyomolekiil

ayrimi agisindan yiiksek performans sergiledigini gostermektedir.

Tiim sonuglar birlikte degerlendirildiginde, bu ¢alismada gelistirilen nanolif
tabanli mikroakiskan MF platformunun partikiil uzaklagtirma ve DNA gegirgenligini
tek bir sistemde etkili bir sekilde gerceklestirdigini sunmaktadir. Bu yoniiyle sistem,

klasik cok agsamali DNA izolasyon yontemlerine alternatif olarak daha hizli, daha basit
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ve daha verimli bir ig akis1 saglama potansiyeline sahiptir. Ayrica elde edilen bulgular,
sistemin Ozellikle ¢ip iizerinde tani platformlari, biyosensér uygulamalart ve hizli
analiz gerektiren biyomedikal siirecler i¢in potansiyel bir altyapi sunabilecegini

gostermektedir.

Bununla birlikte, ¢aligmanin yalnizca iki hiicre hatti ile sinirli olmasi, sistemin
genellenebilirligi agisindan 6nemli bir kisit olusturmaktadir. Bu dogrultuda, gelecekte
yapilacak caligmalarda sistemin farkli hiicre tipleri ve kompleks biyolojik 6rnekler
tizerinde test edilmesi Onerilmektedir. Ayrica nanolif ylizeylerinin kimyasal veya
biyomolekiiler ajanlarla fonksiyonellestirilmesi, hedef hiicrelere 6zgii seciciligin
artirllmasina katki saglayabilir. Bunlara ek olarak farkl: lif cap1 ve gdzenek boyutuna
sahip nanolif yapilarin optimize edilerek iiretilmesi ve bu yapilarin filtrasyon verimi,
gecirgenlik ve segicilik acisindan karsilagtirmali olarak degerlendirilmesi de
Onerilmektedir. Diger taraftan, mikroakigkan sistemin ¢ok kanalli tasarimlarla
gelistirilmesi, filtrasyon kapasitesinin artirilmasi ve islem siiresinin azaltilmasi

acisindan 6nemli bir iyilestirme saglayacaktir.

Bunun yan1 sira, lizis sonrast DNA safligin1 artirmak amaciyla sistem igerisine
entegre saflastirma modiillerinin eklenmesi ve elde edilen DNA’nin ileri analizler
(qPCR vb.) ile dogrulanmasi, sistemin analitik giivenilirligini gii¢lendirecektir.
Sisteminin otomasyon ve taginabilir cihazlarla entegre edilmesi ise yerinde tani (point-

of-care, PoC) uygulamalar1 agisindan dnemli bir avantaj saglayabilir.

Sonug olarak, bu ¢alisma nanolif membran entengreli mikroakiskan sistemlerin
biyomolekiil izolasyonu alaninda etkili ve yenilik¢i bir yaklasim sundugunu ortaya
koymakta; gelistirilen platformun yapilacak optimizasyon ve gelistirmeler ile
biyomedikal ve tanisal uygulamalarda genis bir kullanim potansiyeline sahip oldugunu

gostermektedir.
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