PLATELETCE ZENGIN PLAZMANIN AYRIMI ICIN
DiSK TABANLI BiR SISTEMIN TASARIMI VE
GELISTIRILMESI

DESIGN AND DEVELOPMENT OF A DISK-BASED
SYSTEM FOR SEPARATING PLATELET RICH PLASMA

MELIH ZEKi YILDIRIM

DOC. DR. MEMED DUMAN

Tez Danismani

Hacettepe Universitesi
Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Smav Y6netmeliginin
Biyomiihendislik Anabilim Dal1 icin Ongérdiigii

YUKSEK LISANS TEZI olarak hazirlanmustir.

2020



Canim Aileme...



OZET

PLATELETCE ZENGIN PLAZMANIN AYRIMI iCIN
DiSK TABANLI BiR SISTEMIN TASARIMI ve
GELISTIRILMESI

MELIH ZEKi YILDIRIM

Yiiksek Lisans, Biyomiihendislik Anabilim Dah
Tez Danismani: Do¢. Dr. Memed DUMAN

Eyliil 2020, 115 sayfa

Kan, % 55’1 plazma denilen sividan ve % 45°1 sekilli kan hiicrelerinden olusur. Plazmanin
ana gorevi besin, atik iiriinler, antikorlar, pihtilagma proteinleri, hormonlar, viicudun sivi
dengesini korumaya yardimci proteinler ve kan hiicrelerini tagimaktir. Giinlimiizde yarali
bag dokunun iyilestirilmesine yonelik kullaniminin yani sira estetik a¢idan da yeni bir
yaklasgim sunan plateletce zengin plazma (PZP) tedavisi, hastanin kendi platelet
derigimlerinin enjeksiyonu ile gergeklestirilen popiiler bir uygulamadir. Bu yontemde,
tyilestirme ve gelistirmeye yonelik her bir hastanin kendi iyilesme sistemini kullanarak

immun riski en aza indirmek amac¢lanmaktadir.

PZP tedavisinin daha etkili sonu¢ verebilmesi i¢in kandan istenilen oranda ve yliksek
saflikta platelet elde edilmesi gereklidir. Bu amagla giiniimiizde sadece ticari olarak
piyasada bulunan PZP kan tiipleri ve santrifiij yontemi kullanilmaktadir. Kullanilan 2 ayr1
yontem bulunmaktadir. Bunlar tek santrifiij ile PZP eldesi ve ¢ift santrifiij islemi ile PZP
eldesidir. Tek santrifiij isleminde genellikle kisa siirede yliksek hizlarda, ¢ift santrifiij
isleminde ise uzun siirede ve degisken hizlarda santrifiij islemi yapildigindan, platelet
hiicrelerinin strese girmelerine, hasar gérmelerine, aktif olmalarina, topaklanmalarina ve

istenilen saflikta elde edilememelerine neden olmaktadir.



Sunulan tez ¢alismasinda bu problemlerin en aza indirilebilmesi i¢in, disk tabanl bir PZP
ayirma kiti gelistirilmistir. Bu ayirma kitinin gelistirilmesinde ii¢ farkli basamak
bulunmaktadir. Bunlar sirasiyla, disk tabanli sistemin gelistirilmesi, santrifiij cihazinin
gelistirilmesi ve tiksotropik jel’in gelistirilmesidir. Bu amag¢ dogrultusunda kandaki
plateletce zengin bolgenin hizli ve basit bir sekilde ayrilmasini saglamak i¢in ilk olarak,
farkl tasarimlara sahip disk tabanl sistemler Solidworks 2018 Premium programu ile 2-
Boyutlu ve 3-Boyutlu olarak gelistirilerek etkinlikleri incelenmistir. Bu dogrultuda farkli
kanal yapilari, kanal tasarimlari, yiikleme aparatlar1 gibi parametreler kan numunesinin
miktarina ve kirmizi kan hiicresi/plazma oranina gore optimize edilerek en uygun disk
tasarimi1 belirlenmistir. Tasarim, lazer kesim cihazi yardimiyla Polimetilmetakrilat
(PMMA) tabakalar ve 130 pum kalinliga sahip c¢ift tarafli bant katmanlarindan

olusturulmustur.

Ikinci asamada, disk tabanli sisteme uygun bir santrifiij cihaz1 gelistirilmistir . Bunun igin
STM32F103 gelistirme kart1 programlanarak BLDC Grand Turbo GT2215/09 motor ile
birlestirilerek disk tabanli sisteme uygun merkezka¢ kuvvetinin uygulanmasini
saglayacak sekilde tasarlanmistir. Disk tabanli sistemin santrifiij islemi sirasinda
goriintiilenmesini saglamak i¢in Arduino Uno gelistirme karti programlanarak Power

led’li stroboskop sistemi ile Canon Eos 450D fotograf makinesi kullanilmistir.

Ucgiincii asamada ise kandan etkin bir sekilde PZP eldesi igin disk tasarimina entegre
edilmek iizere tiksotropik jel gelistirilmistir. Bu jel, ticari olarak piyasada bulunan bir jel
ile karsilagtirilarak FTIR ve reolojik ozellikleri belirlenmistir. Reolojik analizler

sonucunda, gelistirilen jelin tiksotropik oldugu sonucuna varilmigtir.

Sonug olarak calisma neticesinde, gelistirilen tiksotropik jelin entegre edildigi ucak
tasariminda denemesi yapilan Z sekilli kanal ile elde edilen PZP’nin, platelet sayim
analizi yapilmistir. Analiz sonucuna gore elde edilen PZP’nin tam kandaki platelet
sayisii zenginlestirme faktoriiniin 3,53 kat oldugu tespit edilmistir. Boylelikle tam
kandan, disk tasarimi1 nedeniyle uygulamada kolay, platelet hiicrelerini strese sokmadan
diisiik santrifiijleme hizinda, daha kisa siirede ve uygun maliyetli kirmizi kan hiicrelerini
ayirict jel iceren bir disk tabanli sistem kullanilarak, PZP eldesi basar1 ile
gerceklestirilmigtir. Gelistirilen bu ayirma yonteminin farkli tibbi amaglar i¢in PZP

uygulamalarinda 6nemli bir ilerleme saglayacagina inaniyoruz.
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Blood consists of 55% blood fluid called plasma, and 45% shaped blood cells. The main
task of plasma is to transport nutrients, waste products, antibodies, coagulation proteins,
hormones, proteins that help maintain the body's fluid balance and blood cells. Platelet-
rich plasma (PRP) therapy, which offers a new aesthetic approach as well as its use for
the improvement of injured connective tissue, is a popular application performed by
injection of the patient's own platelet concentrations. In this method, it is aimed to
minimize the immune risk by using each patient's own recovery system for improvement

and development.

In order for PRP treatment to give more effective results, it is necessary to obtain the
desired rate and high purity platelets from the blood. For this purpose, only commercially
available PRP blood tubes and centrifuge method are used today. There are 2 different
methods used. These are the production of PRP with a single centrifuge and PRP with a
double centrifuge process. Since the centrifugation process is performed at high speeds
in a short time in a single centrifuge process, in a long time and at variable speeds in the
double centrifuge process, it causes platelet cells to be stressed, damaged, active,

agglomerate and not obtain the desired purity.
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In this thesis, a disk-based PRP separation kit has been developed in order to minimize
these problems. There are three different steps in the production of this separation kit.
These are respectively the development of the disc-based system, the production of the
centrifuge device and thixotropic gel. First of all, in order to ensure the quick and simple
separation of the platelet rich region in the blood, disc-based systems with different
designs were designed in 2D and 3D with the Solidworks 2018 Premium program and
their effectiveness was examined. The most suitable disc design was determined by
optimizing parameters such as different channel structures, channel designs, loading
apparatus according to the amount of blood sample and the red blood cell / plasma ratio.
The design is produced from Polymethylmethacrylate (PMMA) layers and 130 pm

double-sided tape layers using a laser cutting device.

Secondly, A centrifuge device suitable for disc based system was improved. The
STM32F103 development board is programmed and combined with the BLDC Grand
Turbo GT2215 / 09 engine so as to allow the proper centrifugal force to be applied to the
disk-based system. Arduino Uno development board was programmed and Canon Eos
450D camera was used with Power led stroboscope system to display the disk based

system during the centrifuge process.

Thirdly, A thixotropic gel was produced to be integrated into the disc design for the
efficient isolation of PRP from the blood. By comparing with a commercially gel, the
FTIR rheological properties of gels were determined and rheological analysis confirmed

that the our gel was show thixotropic behaviour.

Consequently, after the centrifugation process, it was determined that the enrichment
factor was increased by 3.53 with the platelet count analysis performed after PRP
isolation with a Z-shaped channel disc in which the thixotropic gel produced was
integrated. Thus, PRP was successfully obtained from whole blood using a simple, low
centrifugation speed, shorter time and cost effective disc-based system with separating
gel. We believe that this separation method produced will make a significant progress in

the implementation of PRP for medical purposes.

Keywords: PRP, disk based systems, platelet, thixotropic gel, centrifuge system,

biosensors
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1. GIRIS

Plateletler, primer olarak hemostazdaki rolleri ile bilinen periferik kandaki kiiciik ve
cekirdeksiz pulcuklardir. Plateletler, diger adiyla trombositler, kanda %1 oraninda
bulunan ve boyutlar1 2-4 mikron olan hiicrelerdir. Viicuttaki iltihaplanmada, immun
sistemde ve yara iyilesmesinde biiyiik rol oynarlar [1]. Plateletler, igerisindeki biiylime
faktorleri ile yaralanan dokunun iyilesmesinde goérev alirlar. Bu sebepten giiniimiizde
yara iyilesmesini hizlandirmak amacli plateletge zengin plazma (PZP) tedavisi kliniklerde

siklikla uygulanmaya baslanmistir.

Plateletce zengin plazma, Ozellikle tendinopati ve dejeneratif hiicresel hastaliklarin
tedavisindeki potansiyeli nedeniyle klinisyenler i¢in giderek daha popiiler bir tedavi
olmustur. Klinik ortamdaki PZP tedavisi, ilk olarak 1987 ve 1990 yillarinda kardiyak
cerrahide kullanilmis ve kan kaybimin 6nlenmesinde etkili oldugu goriilmiistiir [2,3].
Daha sonra kemik {izerindeki etkisini gdzlemlemek i¢in, dis hekimligi alaninda kemik
olgunlagmasi ve kemik olusumu {izerindeki rejeneratif 6zellikleri agisindan incelenmistir
[4,5]. Zamanla kas-iskelet sistemi i¢in kullanimi artmig, tendon ve doku iyilesmesindeki
rolii yogun olarak arastirilmigtir [6]. Giinliimiizde ise ¢ogu yara iyilesmesi alaninda PZP
tedavisi kullanilmaktadir. PZP tedavisinde, yarali bolgedeki plateletlerin derisiminin
arttirtlmasi saglanir ve yarali dokunun normalden daha hizli iyilesmesi amaglamaktadir.
Bu tedavi, otolog (kisinin kendi kam kullanilarak) bir yontem oldugundan kisiye 6zel
tedavi olarak da degerlendirilmektedir. Boylece hastada istenmeyen immun bir reaksiyon

goriilmemektedir.

Sunulan tez calismasinda, PZP tedavisi i¢in kullanilacak plateletlerin daha etkili bir
sekilde kandan ayrilmasi i¢in disk tabanli bir sistemin tasarlanmasi planlanmis ve bu

amag dogrultusunda farkli geometrilerdeki sistemler gelistirilmistir.

Disk tabanli sistemlerde, kani ayirma mekanizmalarinin ¢alisma prensibi esas olarak
farkli kan bilesenleri arasindaki yogunluk farklarina dayanmaktadir. Genel olarak disk
tabanli sistemlerde santrifiij sirasinda kan numunesi tizerine merkezkag, coriolis ve euler

kuvvetleri farkli derecelerde etki etmektedir. Tiim kan hiicrelerinden daha yiiksek bir



yogunluga sahip olan kirmiz1 kan hiicreleri (KKH), merkezka¢ kuvvetinden daha ¢ok
etkilenerek, disk’in merkezinden en uzak noktasina dogru hareket etmektedir. Disk
tabanli sistemin {izerindeki kanallarin kavisli yapida tasarlanmasi durumunda, Coriolis
kuvvetinin altinda olan KKH’leri kanallarin dis duvarina dogru hareket etmektedir. Bu
sekilde KKH’leri disk iizerinde istenilen rezervuara yonlendirmek miimkiindiir. Sonug
olarak disk {izerindeki kanallarda farkli yogunluga sahip kan hiicrelerini farkh
rezervuarlarda elde etmek miimkiindiir [7]. Bu tabaklarda disk’in dis duvarindan
merkezine dogru sirasi ile, kirmizi kan hiicrelerinden olusan bir faz, plateletler ile beyaz

kan hiicrelerinden olusan bir faz ve plazma fazi1 bulunmaktadir.

Yapilan tez calismasinda PZP’nin daha saf halde elde edilebilmesi i¢in disk tabanlh
sistemin yani sira santrifiij islemi sonrasinda kanin fazlarinin birbirlerine karismamasi ve
uygulayiciin plateletleri iceren fazi daha saf bir sekilde elde etmesi icin tiksotropik bir
jel gelistirilmistir. Tiksotropik jel, durgun halde jel 6zellikleri gosteren fakat belirli bir
yer ¢ekimi ivmesi (g) kuvveti altinda sivi 6zelligi gosteren bir polimerdir. Bu jel,
KKH’lerinin yogunlugu ile plateletlerin arasinda bir yogunluga sahip olacak sekilde
sentezlenmistir. Bu sayede santrifiij kuvveti ile jel sivilasip rahatlikla yogunluk farkina
gore hareket edebilmektedir. Santrifiij sirasinda tiksotropik jel, platelet ve kirmizi kan
hiicrelerinin arasindaki yerini almakta ve iglem bittikten sonrada burada bir bariyer

olusturarak KKH’leri ile platelet hiicrelerinin karigmalarini engellemektedir.

Tez caligmasinda ilk olarak, disk tabanli bir sistemde kandaki plateletce zengin bolgenin
ayrilmast i¢in uygun kanal tasariminin gelistirilme ¢alismalar1 yapilmistir. Daha sonra
ise, tiksotropik bir jelin sentezlenmesi ve jelin hareketine uygun farkli kanal tasarimlarina
entegre edilmesiyle plateletge fakir plazma (PFP) ve plateletce zengin plazmanin

ayrilarak PZP’nin etkin bir sekilde saflagtirilmasi ¢alismalar yapilmistir.

Gelistirilen farkli disk tabanli sistemler ile yapilan calismalar sonucunda elde edilen
platelet miktar1 ve tam kandaki platelet miktaria gore zenginlestirilme kat sayisi
hesaplanarak, ticari olarak kullanilan PZP Kkitleri ile karsilagtinlmistir. Karsilagtirma

sonucunda en iyi verim alinan tasarim belirlenmistir. Sonug¢ olarak tez calismasinda



yapilan tiksotropik jel entegreli ucak tasariminda Z kanall1 disk tabanl sistem ¢izimi ile

literatlirde yer alan PZP tedavisine uygun kat sayida platelet elde edilmistir.

2. GENEL BIiLGILER

Kan, viicuda alinan besin ve oksijeni hiicrelere iletirken, karbondioksit gibi atik
iiriinlerinde hiicrelerden uzaklagsmasina yardimci olan bir viicut sivisidir. Ayni1 zamanda
viicudun pH'sinin ve sicakliginin diizenlenmesinde de 6nemli bir role sahiptir. Genel
olarak cogu yetigkinin viicudunda 4-6 litre kan bulunmaktadir ve bu kan, insan viicut
agirhginin yaklasik %7-9'unu olusturmaktadir. Kan sicakligi yaklasik 38°C'dir ve kan
7.35-7.45 arasinda degisen hafif bir alkali bir pH'ye sahiptir. Ayrica kanin viicut dengesini
korumak icin pihtilagma 6zelligine sahiptir. Bu 6zellik ile kanin dolasim sisteminden
¢ikip, viicut hiicrelerinin besinsiz ve oksijensiz kalarak oliimciil sonuglarimin olmasini

engellemektedir [7].

2.1. Kan Bilesenleri

Kanda ¢6ziinmiis halde bulunan ¢ok sayida kimyasal madde ve farkli hiicre tiirii
bulunmaktadir. Kan iki ana bilesenden olusmaktadir. Bunlar; kan hiicreleri (kirmizi kan
hiicreleri, beyaz kan hiicreleri ve plateletler) ve plazmadir. Toplam kan hacminin yaklasik

%45'ini kan hiicreleri ve %55'ini plazma olusturmaktadir [8].

2.1.1. Plazma

Plazma, berrak, saman renginde bir stvidir. Plazmadaki su, kanin toplam hacminin %91,5'
ini olusturmaktadir. Plazmanin geri kalani, proteinlerden (%7) ve proteinler disindaki
¢Oziinen minerallerden (%]1,5) olusmaktadir. Plazma igerisinde bulunan suyun, kandaki
maddeler i¢in bir ¢oziicii gérevi goérmesi, kanin hiicresel bilesenlerini homojen olarak
tutmak icin bir ortam saglamasi ve viicut igerisinde 1sinin esit dagilmasi gibi c¢esitli

gorevleri vardir [9].

Plazmada bulunan proteinler, kan damar1 ve interstisyum (hiicreler arasindaki bosluk)
arasinda hareket eden sivi miktarini diizenlemeye, kan damar1 i¢indeki ozmotik basinci

kontrol etmeye ve kanin viskozitesine katkida bulunmaktadir. Kan viskozitesi, kan
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damarlan igerisindeki basinci dengelemeye yardimci olmaktadir. Viskozite arttikca kan
akisina kars1 direng artmaktadir (periferik direng artar). Bu sayede kan basinci diismekte

ve viicut icerisindeki denge saglanmaktadir.

Plazmada bulunan diger bir yap1 ise mineral tuzlaridir. Plazmada ¢6ziinmiis halde klortir,
fosfat, sodyum, potasyum ve kalsiyum karbonatlar1 bulunmaktadir. Plazma igerisinde
¢Oziinmiis bu ¢esitli tuzlarin dogru dengesi, viicut dokularinin ve organlarinin normal
calismasi igin hayati 6nem tasimaktadir. Sitoplazma ve niikleoplazma olusumu igin bu
tuzlar gereklidir. Ayrica viicuttaki asitleri veya alkalileri notralize eden ve kan pH'sini
koruyan tampon maddeler olarak da islev goriirler. Viicudun elektrolit dengesi, plazmada
pozitif yiiklii iyonlarin, Ozellikle sodyum ve negatif yiikli iyonlarin, kloriir ve

bikarbonatin diizenlenmesi ile korunmaktadir [10].

2.1.2. Kan Hiicreleri

Kan hiicreleri, toplam kaninin yaklagik %45’°ini olusturmaktadir ve {i¢ ana kan hiicresi
tirti vardir. Bunlar; Eritrositler (kirmiz1 kan hiicresi), Lokositler (beyaz kan hiicresi) ve
Plateletlerdir (trombositler). Saglikli bir insanin kaninda, bir mikrolitrede yaklasik
5.000.000 kirmizi1 kan hiicresi, 7.500 adet beyaz kan hiicresi ve 300.000 platelet
bulunmaktadir [8].

Eritrositler, kirmiz1 kan hiicreleri (KKH), insan kaninda en fazla bulunan hiicre tipidir.
Viicut hiicrelerinin hayatta kalmasi i¢in kritik olan oksijen (O2) tasima iglemini yerine
getirmek i¢in diger hiicre tiplerinde dnemli olan ¢ekirdek, ribozom, mitokondri ve diger
organellerden yoksundurlar [11]. Bu geleneksel olmayan hiicre, periferal dokulara
oksijen verilmesinden sorumlu bir protein olan hemoglobin birikmesine izin vermek igin
gelismistir. Tipik saglikli bir yetiskinde, yeni olusturulan her 2 milyon KKH’si, kemik
iliginden dolagima girer ve ayn1 zamanda yaklasik ayni sayida yasli KKH’si makrofajlar
tarafindan pargalanmaktadir [ 12]. Tam kanda, eritrosit hacminin tam kan hacmine oranina
hematokrit denilmektedir. Hasta olmayan bireylerde hematokrit degeri cinsiyete gore
farklilik gosterir. Erkekler icin hematokrit degeri %42 ile %52 arasinda ve kadinlar igin
%37 ile %47 arasindadir [13].



Lokositler, Beyaz Kan Hiicreleri, aragtirmacilar tarafindan graniilositler, lenfositler ve

monositler olmak {izere {i¢ ana kategoride tanimlanmistir.

Graniilositler

Protein iceren kiiciik graniillere sahip beyaz kan hiicreleridir. Ug tip graniilosit hiicresi

vardir:

e Bazofiller: Viicuttaki beyaz kan hiicrelerinin %1'inden daha azimi temsil eder ve
genellikle alerjik reaksiyondan sonra artan sayida bulunurlar.

o Fozinofiller: Parazitlerin neden oldugu enfeksiyonlara cevap vermekten
sorumludur. Ayrica viicuttaki genel bagisiklik tepkisinin yani1 sira iltihap
tepkisinde de rol oynarlar.

e Notrofiller: Viicuttaki beyaz kan hiicrelerinin ¢ogunu temsil eder. Viicutta
bulunabilecek bakteri ve mantarlar1 ¢evrelemeye ve yok etmeye yardimci olarak

temizleyiciler gorevi goriirler.

Lenfositler

e B hiicreleri: B-lenfositleri olarak da bilinen bu hiicreler, bagigiklik sisteminin
enfeksiyona bir yanit olusturmasina yardimci olacak antikorlar {iretir.

o T hiicreleri: T-lenfositleri olarak da bilinen bu beyaz kan hiicreleri, enfeksiyona
neden olan hiicrelerin taninmasina ve ¢ikarilmasina yardime1 olur.

e Dogal oldiiriicti hiicreler: Bu hiicreler, viriis hiicrelerine ve kanser hiicrelerine

saldirmaktan ve onlar1 pargalamaktan sorumludur.

Monositler

Viicuttaki toplam beyaz kan hiicresi sayisinin yaklasik %2-8'ini olusturular. Monositler,

viicut kronik enfeksiyonlarla savastig1 zaman daha ¢ok goriiliirmektedirler.



2.2. Plateletler (Trombositler)

Kanda bulunan en kii¢iik hiicrelerdir. En 6nemli 6zellikleri hemostaz’1 korumak i¢in
kanin pihtilagmasinda goérev almaktadirlar. Dinamik o6zellikte olmalarina ragmen,
genellikle inaktif durumdadirlar. Sadece bir kan damar hasar gordiigiinde aktiflesirler.
Ancak hemostaz veya kan pihtilagmasi plateletlerin tek islevi degildir. Bunun yani sira

viicudun homeostazini izleyen ¢esitli ¢ok islevli 6zelliklerde de gérev almaktadirlar.

Farkli hastalik durumlarina kars1 yiiksek duyarliliklari nedeniyle plateletler, en kolay
erisilebilir belirteclerden biridir. Farkli hastalik patogenezi i¢in platelet reaktivitesi bityiik
olgiide CD36, CD41, CD42a, CD42b ve CD61 gibi biyolojik olarak aktif baz1 belirteglere
baglidir. Bunlar arasinda baz aktif yiizey reseptdrleri ve platelet salgi {iriinleri yer alir.
Platelet, farkli hastalik tan1 ve prognozunda bu belirteclerin ekspresyonunu ve sinyalini
degistirme egilimindedir ve hastalik ilerlemesini kesfetmek icin biiyilk bir alan

saglamaktadir [14].

2.2.1. Platelet Morfolojisi

Plateletler, ¢cap1 1-3 um olan kiigiik diskoid sekilli ¢ekirdeksiz hiicrelerdir. Kemik iliginde
bulunan megakaryositlerin (MK'ler) sitoplazmasinda iiretilirler. Hemostaz ve trombozda
ana rol oynamak icin vaskiiler sistemde dolasirlar. Saglikli bir bireyin kaninda 150.000-
450.000 hiicre / pL platelet vardir ve KKH’lerinin yaninda en ¢ok bulunan ikinci
hiicrelerdir. Bu say1 periferik kandaki plateletlerin yaklasik %70'ini olusturur. Kalan %
30 viicut plateleti dalakta depolanmaktadir [15].

Ayrica plateletler yogunluklarina gore diisiikk yogunluklu (1.040 d <1.065 g / ml), ara
yogunluk (1.065 d <1.070 g/ ml) ve yiiksek yogunluklu (1.070 d<1.080 g / ml) olarak 3
alt popiilasyondan olusmaktadirlar. [16]
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Sekil 1. Platelet yapis1 [17].

Plateletler birden fazla yiizey reseptoriine, bir kanalikiiler sisteme, mikrotiibiillere,
mitokondriye, {i¢ tip graniile (lizozomal, alfa ve yogun) ve glikojen gibi kiiciik faktorlerin
birikimlerine sahiptir [18]. Yogun graniiller trombosit aktivasyonunu giiclendiren
faktorleri igerirken, o-graniiller hemostaza katkida bulunan biiylime faktorleri ve

pihtilasma proteinlerini icermektedir (Sekil 1) [19].

2.2.2. Platelet Kaynakh Biiyiime Faktorleri

Plateletler, platelet tiirevli bityiime faktorii (PDGF), transforme edici biiyiime faktorii beta
1 (TGF-bl), transforme edici biiylime faktorii beta 2 (TGF-b2), epidermal biiylime
faktorii (EGF) ve epitel hiicre biiyiime faktorii (ECFG) dahil olmak iizere bir dizi farkl
biiylime faktorii igerir [20]. Literatiirde, Marx ve arkadaslarinin platelet konsantreleri
(PK) tarafindan saglanan platelet biiylime faktorlerini kullandiktan sonra kemik
olusumunda ve kemik yogunlugunda istatistiksel olarak anlamli bir artig gérmuslerdir [4].

Tablo 1’de platelet biiyltime faktorleri hakkinda bilgi verilmistir.



Tablo 1. Platelet biiytime faktorleri ve spesifik 6zelikleri [21].

Platelet Biiyiime
Faktorii Tipi

Kaynag

Biyolojik Etkileri

Platelet kaynakli biiylime
faktori (a-b)

Plateletler, osteoblastlar,
endotel hiicreleri,
makrofajlar, monositler,
diiz kas hiicreleri

Mezenkimal hiicreler ve
osteoblastlar i¢in
mitojenik, fibroblast / glial
/ diiz kas hiicrelerinde
kemotaksisi ve mitogenezi
uyarir, kolajenaz
sekresyonunu ve kolajen
sentezini diizenler,
makrofaj ve ndtrofil
kemotaksisini uyarir.

Doniistiirme biiylime
faktorli (TGF (alfa-beta))

Plateletler, hiicre dig1
kemik matrisi, kikirdak
matrisi, aktif TH1
hiicreleri ve dogal
Oldiiriicii hiicreler,
makrofajlar / monositler
ve notrofiller

Farklilasmamis
mezenkimal hiicre
cogalmasini uyarir;
endotel, fibroblastik ve
osteoblastik mitogenezi
diizenler; kollajen
sentezini ve kolajenaz
sekresyonunu diizenler,
biiylime faktorlerinin
mitojenik etkilerini
diizenler, endotel
kemotaksik ve
anjiyogenezi uyarir,
makrofaj ve lenfosit
cogalmasini engeller.

Vaskiiler endotel biiyiime
faktorii (VEGF)

Plateletler, endotel
hiicreleri

Anjiyogenezi ve damar
gecirgenligini arttirir,
endotel hiicreleri igin
mitogenezi uyarir.

Epidermal biiyiime faktorii
(EGF)

Plateletler, makrofajlar,
monositler

Endotel kemotaksisi /
anjiyogenezi uyarir,
kollajenaz sekresyonunu
diizenler, epitel /
mezenkimal mitogenezi
uyarir.

Fibroblast biiyiime faktori
(FGF)

Plateletler, makrofajlar,
mezenkimal hiicreler,
kondrositler, osteoblastlar

Mezenkimal hiicreler,
kondrositler ve
osteoblastlar i¢in mitojenik
olan kondrosit ve
osteoblastlarin biiylimesini
ve farklilagsmasini tesvik
eder.




Bag dokusu biiyiime
faktorii (CTGF)

Kemik iliginde hiicre dis1
ortamdan endositoz
yoluyla plateletler

Anjiyogenez, kikirdak
rejenerasyonu, fibrozis ve
platelet yapigsmasini
destekler.

Insiilin benzeri biiyiime
faktorii —1 (IGF-1)

Plazma, epitel hiicreleri,
endotel hiicreleri,
fibroblastlar, diiz kas
hiicreleri, osteoblastlar,
kemik matrisi

Fibroblastlar i¢in
kemotaksi ve protein
sentezini uyarir.
Osteoblastlarin cogalmasi
ve farklilagmasi ile kemik
olusumunu arttirir.

2.2.3. Platelet Pihtilasma Yolag:

Kan, insan viicudunun gerekli bir bilesenidir ve bu sivinin kaybi hayati tehdit edici
olabilmektedir. Bu nedenle plateletler pihtilasma mekanizmasini baslatarak viicudu kan

kaybina karsi korumaktadir. Sekil 2’de pihtilasma mekanizmasinin sematik gésterimi yer

almaktadir.
TS Koagulasyon Kaskadi
(Kontakt Aktivasyon) .
(Hasarh Damar)
Xl — Xila Ekstrinsik Yol
(Doku Faktéri)
(Doku Hasan, Travma)
Xl - - Xla
) —— XaENiila) « Wil | (1 woka Fskeaen) ik lVila) < (Vil
X - (Xa X o TFPI
Sl VL Va = T Ly
S oma, P .. Antitrombin
Kisaltmalar . Il (Protrombin) ——— lla (Trombin) - .
HMWK Yiiksek Molekiil Kiitleli Kininojen <. % uTTRTTLTITALE . .,
APC |Aktive Protein C .-"'l(Fibrinojen) la (Fibrin)
»  |DoénGgimM b H
Katalizorlik L. Xllla «— Xl
= APC

-+ | Pozitif feedback (Protein C +
--»  |Negatif feedback Protein S + Capraz Bagli Fibrin Polimer

Thrombomdulin) (Saglam Pihtr)

Va+Xa |Protrombinaz kompleks

TFPI |TF Yolak inhibitérii

Sekil 2. Kanin pihtilagmasi sirasinda gergeklesen biyokimyasal olaylar [22].



2.2.3.1. intrinsik Yol (Kontakt Aktivasyon Yolu)
Kan igerisinde serbest halde olan koagiilasyon faktorleri islemi baglamaktadir.

Hasar alan damardan ayrilan kollajene HMWK veya prekallikrein tutunmaktadir. Olusan
yapt nedeniyle prekallikrein aktive olur ve kallikreine doniismektedir. Bu doniisiim
Faktor XII'yi (Hageman Faktor) aktive etmektedir. Aktif olan Faktor XIla, Faktor XI'i
aktive eder. Aktive olan Faktor XIa, Faktor IX u aktive eder. Bu islem sonunda aktif olan
Faktor IXa, Faktor VIlla ile birlesir. Bu birlesim sonucunda ortaya ¢ikan enzime Tenase
kompleksi adi verilmektedir. Tenase kompleksi (IXat+VIIla), Faktor X’u aktive

etmektedir. Koagiilasyon islemi Faktor X ve sonrasinda ortak yoldan devam etmektedir.

Intrinsik yol; HMWK, prekallikrein, Faktor XII, Faktor XI, Faktor IX, ve Faktor VIII’den

olusmaktadir.

2.2.3.2. Ekstrinsik Yol (Doku Faktor Yolu (Doku Faktorii (TF), Faktor I1I))

Kanin disinda olan doku faktorleri tarafindan iglem baglamaktadir. Damar hasar
aldiginda, yara tizerindeki doku faktorleri olan TF ve Faktor III, faktor VIla baglanarak
kompleks bir yap1 olusturmaktadir. TF ve Faktor VIla kompleksi, Faktor X'u aktive

etmektedir. Koagiilasyon islemi Faktor X ve sonrasinda ortak yoldan devam etmektedir.

Ekstrinsik yol; doku faktorii ve faktor VII kompleksini kapsamaktadir.

2.2.3.3. Ortak Yol

Her iki yolla da aktive olan Faktér X, Faktér Va ile birlesmektedir. Iki faktdriin
olusturdugu Faktor Xa ve Faktor Va yapisina protrombinaz kompleksi denilmektedir. Bu
yap1 sayesinde protrombin, trombine doniismektedir. Trombin ise fibrinojen, fibrine
dontismektedir. Faktor XIII, fibrin liflerini ¢apraz baglayarak pihtinin saglamlagsmasini

saglamaktadir. Saglam piht1 yara iyilesinceye kadar kalir.

Sonug olarak ortak yoldaki faktorler; Faktor X, Faktor V, Faktor 11 (trombin), Faktor I
(fibrinojen) ve Faktor XIII'tiir. [22]
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2.3. Plateletce Zengin Plazma

Plateletce zengin plazma (PZP) giiniimiizde farkli tibbi alanlarda kullanilmaktadir. Doku
rejenerasyonu, yara iyilesmesi, cilt genglestirme etkileri ve alopesi gibi bir¢ok farkl
uygulamast vardir. PZP, otolog olarak alman kanin santrifiijlendikten sonra plazma
kismindaki, normal degerlerin {lizerinde platelet konsantrasyonu olan bir kismi olarak
tanimlanan biyolojik bir {iriindiir. Santrifiijlemeden Once toplanan hastalarin kanindan

elde edilmektedir [23].

2.3.1. Tam Kandan PZP Elde Edilmesi ve Hazirlanmasi

Literatiirde tam kandan PZP elde edilmesiyle ilgili ¢ok sayida farkli protokol
bulunmaktadir. Genellikle, ilk olarak biitiin PZP kitlerinde ortak olarak insandan tam kan
alindiginda platelet kaybmin 6nlenmesi i¢in kanin pihtilasma yolaginin durdurulmasi
gerekmektedir. Bu nedenle tam kan igerisinde antikoagiilant madde kullanilmaktadir.
Kanin pithtilagsmamasi i¢in kullanilan bu maddeler genellikle sitratli antikoagiilantlar ve
Etilendiamintetraasetikasittir (EDTA). Ideal bir antikoagiilant, plateletlerin islevselligini,

biitiinliiglinii ve morfolojisini korumalidir [21].

Bu nedenle, EDTA plateletlerin hiicre zarmna zarar verdiginden dolay1 tercih
edilmemektedir [21]. PZP hazirhigi icin sitrath antikoagiilantlar ve sodyum sitrat dekstroz
onerilmektedir [24]. Bu nedenle PZP hazirlama ¢aligmalarinin hemen hemen hepsinde

sitrat iceren antikoagiilantlar kullanilmaktadir.

Kahn ve arkadaslari, ¢alismalarinda yaklasik 478 mL tam kan kullanarak 4 dakikalik bir
stire boyunca 3731 g'lik bir santrifiij islemi ile en yiiksek platelet konsantrasyonunu elde

etmek icin en uygun kosul oldugu belirlemislerdir [25].

Slichter ve Harker tarafindan hazirlanan PZP protokoliinde, 450 mL tam kan 6rnegi 9
dakika boyunca 1000 g'de santrifiijlenmistir. Ayrilan plazma hesaplandiginda platelet
verimi %89 olarak belirlenmigstir. Plateletleri plazmadan ayirmak icin 2. bir santrifijj

yapilmast gerektigini diisinmiislerdir ve plateletleri c¢oktiirmek igin daha yiiksek
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merkezkag kuvveti ile (3000 g) 20 dakika santrifiijleme islemi yapilmistir. Bu islem

sonunda, 2. santrifiij isleminin platelet canliligim azalttigim gozlenmislerdir [26].

Landesberg ve arkadaslari, 5 mL tam kan 6rnegi kullanarak 2 santrifiij islemi yapmistir.
Ilk santrifiij isleminde 200 g’de 10 dakika ¢evirmis ve plazmay1 toplamistir. 2. Santrifiij
isleminde de yine aym sekilde 200 g’de 10dk ¢evirmistir. Sonug olarak tam kan platelet

konsantrasyonunun yaklagik 3,2 kati1 olan PZP 6rnekleri elde etmistir [27].

Jo ve arkadaslari, 39 denekte PZP hazirlamak igin iki asamali santrifiij kullanmigtir. 9
mL’lik tam kan, 5 dakika boyunca 200 g artislarla 500 g ila 1900 g ve 10 dakika boyunca
200 g artiglarla 100 g ila 1300 g arasinda santrifiijlenmistir. Toplanan plazmalara 2.
santriflyj iglemi yapilmistir.2. santrifiij isleminde 15 dakika 1000 g, 15 dakika 1500 g, 5
dakika 2000 g ve 5 dakika 3000 g'de parametreleri kullanilmistir. Ik ayrisma adimi icin
tam kan’a 900 g’de 5 dakika santrifiijleme ile %92 platelet verimi alarak en iyi parametre
olduguna karar vermislerdir. Ikinci ayrisma adiminda 1500 g’de 15 dakika
santrifiijleyerek %84 platelet verimi almiglardir. Ilk santrifiij sonrasinda platelet
konsantrasyonu 310.7 + 78.5 x 103/mm3 olarak dl¢iilmiistiir. 2. Santrifiijleme islemi
sonunda platelet konsantrasyonu, baslangi¢ konsantrasyonundan 4.2 kat daha fazla olan

633.2 £ 91.6 x 10°/mm? olarak bulunmustur [28].

Bausset ve arkaglari ¢alismalarinda iki agamali santrifiij kullanmislardir. 8.5 mL tam kan
15 dakika boyunca 130 g ve daha sonra 2 mL plazmay1 15 dakika boyunca 250 g'lik
kuvvetle santrifiijlemiglerdir. Tam kandan 3.47 kat daha fazla bir platelet konsantrasyonu

elde etmislerdir [29].

Tamimi ve arkadaslari, PZP elde etmek i¢in ¢ift santrifiij (ACE sistemi; Cerrahi Tedarik
ve Cerrahi Bilim Sistemleri, Brockton, MA, ABD) ve tek santrifiij (Nahita Sistemi;
Nabhita, Navarra, Ispanya) yontemlerini karsilastirmistir. Her biri 8.5 mL olan tam kan
icin Tg test tiipli bir ACE santrifiij makinesine sokulmus ve 10 dakika 160 g (1300 rpm)
bir kuvvet uygulanmistir. ikinci santrifiijleme igin, 10 dakika boyunca 400 g kuvvet (2000

rpm) uygulanmistir. Nahita sistemi i¢in kan, antikoagiilant olarak 0.5 mL trisodyum sitrat,
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sitrat ve ACD igeren 3.5 mL sitrath tiiplere (Venojet; Terumo MR, Tokyo, Japonya)
ekstrakte edilmistir. Test tiipleri, 280 g kuvvetle (1500 rpm) 8 dakika siireyle
santrifiijlenmistir. ACE ve Nahita sistemlerinden platelet konsantrasyonu sirasiyla % 336

ve % 227 olarak bulunmustur [30].

Mazzocca ve arkadaglar farkli bilesimlere sahip PZP numuneleri hazirlamak icin {i¢
protokol analiz etmistir: Diislik platelet konsatrasyonu i¢in 10 mL tam kan numunesi
kullanilarak 1500 rpm 5 dk ¢evrilmigtir. Yiiksek platelet ve yiiksek beyaz kan hiicresi
(17 x 103 / mm?) konsantrasyonu i¢in, 3200 rpm’de 15 dakika boyunca tam akn
cevrilmistir.; Daha yliksek bir platelet ve daha diisiik beyaz kan hiicresi konstanrasyonu
elde etmek i¢in 5 dakika 1500 rpm ve 20 dakika 6300 rpm olarak iki asamali

santrifiijleme iglemi kullanilmistir [31].

Anitua ve arkadaglar1 tam kan1 %3,8 (a/ h) trisodyum sitrat i¢eren steril tiiplerde (4.5 mL)
toplamistir, daha sonra 8 dakika boyunca 460 g'de santrifiijlemistir (PRGF System, B.T.I.
Biotechnology Institute, Vitoria-Gasteiz, Ispanya). Bu protokol ile platelet

konsantrasyonunu 2.67 kat olarak elde etmistir [32].

Araki ve arkadaslarinin optimize ettigi PZP hazirlama protokoliinde, eger PZP az sayida
beyaz kan hiicresi isteniyorsa 7.5 mL tam kanin 10 dakika boyunca 230-270 g'de
santrifiijlenmesi gerektigi ardindan plazma toplanip 2300 g’de 10 dakika daha gevrilip
coken platelet sollisyonunun siipernatant kisminin %90’min atilarak en iyi platelet
verimine ulagmiglardir. PZP’de yiiksek sayida beyaz kan hiicresi isteniyorsa 70 g’de 10

dakika ¢evirmenin yeterli olacagi sonucuna varmiglardir [33].

2.3.2. PZP Tedavisinin Onemi ve Uygulamalari

PZP, yararli etkilerini erken yara iyilesmesinde onemli olduguna inanilan biiyiime
faktorlerini  igeren plateletlerdeki alfa graniillerinin  degraniilasyonu yoluyla
gerceklestirir. Tablo 2°de PZP tedavisinin kullanildigi alanlar 6zetlenmistir. PZP'deki
plateletler trombin ile aktive edildiginde, biiylime faktorlerini ve hiicresel proliferasyonu,

matris olusumunu, osteoid iiretimini, bag dokusu iyilesmesini, anjiyogenezi ve kollajen
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sentezini artirarak yara iyilesme siirecini hizlandirmaya yarayan diger maddeleri
salgilarlar. Bu biiylime faktorlerinin aktif salgilanmasi, pihtilagma sekansindan birkag
dakika sonra baglar. 1k saatte biiyiime faktérlerinin %90'dan fazlasi salgilanir ve 7 giin
boyunca ek biiyiime faktorlerini salgilamaya devam eder. Ayni1 biiyiime faktdrlerinden
bazilarint ve ek olanlarini salgilayarak yara iyilesmesini diizenler. Yara iyilesme hizi,
greft veya yara i¢cindeki kan pihtisindaki platelet sayisi ile belirlenir ve PZP bu ilk sayiy1
arttirir. PZP’nin yukarida tanimlanan 6zelliklerinden dolay1 yara tedavisindeki dnemi

bityiiktiir [34].

Tablo 2. PZP tedavisinin kullanildig: alanlar [34] .

PZP Tedavisinin Kullanildig1 Alan Kullamilma Amaci

Hipofiz timoriiniin ¢ikarilmasi
Kafatasi tabani tiimor rezeksiyonu

Tiimor veya bagl kordonlarin serbest
birakilmasini igeren intradural

Sinir Cerrahisi N
prosediirler
Dural tiimorler

Akustik ndroma eksizyonlari
(laminektomi sirasinda dura yirtigi)

. Mandibular rekonstriiksiyon
Agiz ve Cene Cerrahisi
Alveoler yarik onarimi

Oral-nazal fistiller

Radikal boyun diseksiyonu
Kulak Burun Bogaz ve Bas Boyun

Cerrahisi Pektoralis major miyokutan fI aps

Yiiz kiriklar

Rekonstriiksiyonlar

Cilt apsleri
Kemik greftleri
Metal implantlar
Kozmetik Cerrahi Doku genislemesi

Estetik Cerrahi (Yiiz Liftleri, liposuction,
vb.)

Biiyiitme ve kiigiiltme mamoplastisi

Rekonstriiksiyonlar
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Radikal retro-pubik prostatektomi ve

Uroloji )
rotolt retroperitoneal

Lenf nodu diseksiyonu

) ) Dis implantlar
Periodontal Cerrahi S o
Yo6nlendirilmis kemik rejenerasyonu

Biitiin kal¢a degisimi
Toplam Diz Degistirme
Skolyoz Onarimi

Ortopedik / Omurga Cerrahisi Omurga Fiizyonu

Tim Acik ve Dahili Azaltma Sabitleme
Islemleri

El ve Ayak Cerrahisi
Kemik Grefti Cerrahisi

Sternotomi

Kalp ve Damar Cerrahisi ) )
Greft Boru Siteleri

Ozofagogastrektomi

Tekrarlayan Fitik Onarimi
Anal fistiil

Genel Cerrahi

Bariatrik cerrahi

2.3.3. PZP Tedavisinin Kullaniminin Avantajlari

PZP tedavisinin kullanim avantajlari sunlardir:

- Otolog bir tedavi oldugundan alerjik reaksiyon riski yoktur.

- Aktiflestirilmis plateletlerin varligina yanit olarak dogal kollajen olusur.

- PZP, sentetik dolgu istemeyen hastalar i¢in idealdir.

- Sivi, dogal cilt ortaminda asimile oldugu i¢in sisme, morarma veya topaklanma
cok azdir veya hi¢ yoktur.

- PZP, dokunun daha hizli iyilestirilmesi icin lazer prosediirlerini gelistirmede
kullanilabilir.

- PZP tedavisi erkeklerde de kadinlarda oldugu kadar etkilidir [35].
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2.3.4. Ticari PZP Kitleri

Piyasada bir¢ok ticari PZP kiti bulunmaktadir. Bunlardan en ¢ok kullanilanlar asagida

gosterilmistir.

e RegenLab PRP(Platelet-Rich-Plasma) (Regen Lab SA, Isvigre)
DPG PRP (Erdagi Medikal, istanbul, Tiirkiye),

e JP200 (BS Medical Co., Ltd., Tokyo, Japonya),

e GLO PRP (Glo fi nn Oy, Salo, Finlandiya),

e Macellan Otolog Trombosit Ayirici Sistemi (Med-tronic Inc., Minneapolis, MN),

o KYOCERA Medical PRPKit (KYOCERA Medical Corporation, Osaka,
Japonya),

e SELPHYL (Cascade Medical Enterprises, LLC, Wayne, NJ),

e MyCells (Kaylight Technologies Ltd, Holon, Israil),

¢ Dr. Shin Sistemi THROMBO KIT (GRAND AES-PIO IMC., Seul, Kore).

2.3.5. PZP Tedavisinin Giivenilirligi ve Karsilasilan Problemler

PZP, otolog bir preparat oldugundan dolay:r diger sentetik yontemlere goére daha
giivenilirdir. Ancak PZP’nin giivenilirligi son zamanlarda sorgulanmaya baglanmistir.
Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda bakteri tireme kiiltiirii olarak kullanilan kanli agardan
yola ¢ikarak, PZP’nin de enfeksiyonu arttiracagi one siiriilmiistiir. Fakat normal bir kan
pihtist pH 7 — 7.2 araligina sahipken, PZP pH 6.5 — 6.7 araligina sahiptir. Bu yiizden
normal bir kan pihtisina gore PZP’nin bakteriyel biiyiimeyi inhibe ettigi 6ne siiriilmiistiir

[36].

Bunun diginda Plateletler, yaygin olarak kalsiyum kloriir ve trombin ile aktive
edilmektedir [37,38]. Aktivasyon i¢in kullanilan trombin genellikle sigir kaynaklidir. Bu
yiizden, 1990'larin baginda ve ortalarinda, sigir iirliniiniin kullanimryla insan viicudundaki
pihtilagsma faktorleri ile ¢apraz reaksiyona giren antibovin antikorlarinin (antibovin faktor
V) gelisimine dair ¢aligmalar yapilmistir [39,40]. Bununla birlikte, mevcut isleme
yontemlerinin ¢ok daha fazla sigir faktorii V kontaminasyonunu ortadan kaldirmasi,
PZP'de s1g1r trombin kullaniminin ¢ok diisiik doz olmasi, uygulamalarinin ¢ogunun lokal

uygulama olmasindan ve insan epitel dokusu ile temas ettiginde hizlica pihtilastigindan
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sistemik dolasima katilmaz. Bu nedenle, bu uygulama i¢in boyle bir ¢apraz reaksiyonun

meydana geldigine dair ¢cok az kanit vardir [41].

Literatiirdeki makalelerde, uygulanan yarada kotiilesme veya enfeksiyon gibi 6nemli bir
yan etki bulunmamistir. PZP enjeksiyonundan sonra bazi kisiler tarafindan sadece hafif
bas agris1 hissedilmis, enjeksiyon islemi sirasinda gecici agri, hafif kasinti ve

deskuamasyon ve gegici 6dem bildirilmigtir [42].

2.4. Plazma/Serum Ayirma Jeli

Kan orneklerinin analizinde, genellikle tam kanin serum fazina ve hiicre iceren faza
ayrilmasi gerekmektedir. Kan serumu ayirici jel, serum ve plazmanin analit stabilitesini
onemli 6lciide iyilestirir. Bununla birlikte depolamayi ve tasimay1 kolaylastirir. Kan alma
tiiplerindeki serum ayirici jelin konumunu etkileyen en 6nemli faktorler jelin viskozitesi
ve yogunlugu, santrifiijleme hizi, sicaklik ve saklama kosullaridir. Tiksotropi ve
yogunluk, tim ayirma jellerinde serum veya plazmanin hiicrelerden ayrilmasini
kolaylagtiran iki onemli 6zelliktir. Tiksotropik malzemelerin viskozitesi, jelin iizerine
uygulanan g kuvveti siiresi ve bu kuvvetin miktarinin artmasina bagl olarak azalir. Bu
ozellik jelin, santrifiij sirasinda viskozitesinin azaltilmayla, serum ile hiicreler arasina

diizgiin sekilde yerlesmesini saglamaktadir [43].

2.4.1. Tiksotropik Jel

Tiksotropi, mikroyapida meydana gelen kayma kaynakli bir degisikligin jel yapisindaki
degisimi ile ortaya ¢ikmaktadir. Tiksotropik jelin {izerine mikroyapidaki kayma islemini
gerceklestirecek bir kuvvet uygulandiginda, mikro yapi kuvvetin neden oldugu
carpismalar arasinda, dakikalar alabilecek bir siirede yeni bir dengeye gelebilmektedir.
Daha sonra akis durdugunda, Brownian hareketi mikroyapi elemanlarini1 daha elverisli
konumlara yavasca hareket ettirmekte ve yapiy1 yeniden kurabilmektedir. Biitiin siire¢

tamamen geri doniistimlidir.
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Bir jelin tiksotropik 6zellik gdstermesi icin mikroyapi barindirmasi yeterli olur. Bu
mikroyapilar polimer ya da oligomer olabilir. Polimer c¢ozeltilerinde partikiillerin
boyutsal dagilimi veya dolasma yogunlugu veya molekiiler birlesimler, viskozite ve
elastikiyet seviyesini belirler. Bunlarin kayma veya Brown kuvvetlerinin etkisi altinda bir
durumdan digerine gecmesi zaman alir. Hangi RPM’de siv1 6zellik gosterdigi jelin tim
bilesenlerinin birbiri arasindaki van der Waals kuvvetleri ve yapilarinin biiytikliikleri ile

degisiklik gostermektedir [44].

2.5. Disk Tabanh Sistemler

Disk tabanli sistemler (Lab on a CD/Disc), sivilar1 hareket ettirmek icin merkezkag
kuvvetini kullanan benzersiz bir mikroakiskan platformdur. Bu sistemler, hasta basi
(point of care) cihazlarda birden fazla pompaya ve karmasik boru baglantilarina olan

ihtiyaci ortadan kaldirdigindan bir¢ok avantaj sunmaktadir [45].

Disk tabanli sistemlerde, merkezkag kuvveti stvinin kiitle yogunluguna ve sivi hacminin
donme merkezinden uzakligina baghidir. Disk tabanli sistemlerin kullanilacak 6rnegi
santrifiijleme kabiliyeti, bu platformu 6zellikle kan 6rneklerinin iglenmesini, partikiillerin
sedimantasyonunu ve hiicre tanimlanmasina dayanan analizlere uygun hale getirmistir

[46].

Son on yilda, laboratuvar ¢aligmalarini disk platformuna entegre etmeyi amaclayan bir
disk iizerinde laboratuvar sistemleri biiylik ilgi gérmistiir. Disk iizeri laboratuvar
sisteminin minyatiirlestirilmesi, biyoanalizler i¢in daha az reaktif kullanimi, daha az islem
stiresi ve paralel isleme gibi Ozelliklere sahiptir. Ek olarak, Disk tabanli sistem
cihazlarinin kullanimi i¢in vasifli bir kullanicinin gerekmemesi, cihazlarin otomasyon
olmasi ve hataya agik manuel laboratuvar protokollerinin olmamasindan dolay1
analizlerin sonucunu tutarli hale getirmektedir. Disk tabanli sistemler, farkli akiskan
manipiilasyon stratejileri ile caligmaktadir. Manipiile edici kuvvetlerin kaynagina gore,
bu manipiilasyon stratejileri ayrica aktif ve pasif tipler olarak kategorize edilmektedir.
Aktif tipler, dis kuvvet alanlarina dayanan; santrifiij mikroakiskanlar, elektro-kinetik

mikro akiskanlar, manyetik mikro akiskanlar, opto-akiskanlar ve ylizey akustik dalga

18



mikro akigkanlar1 gibi aktif manipiilasyon stratejileridir. Pasif tipler ise igsel
hidrodinamik kuvvetlere bagli olarak tamamen kanal geometrisine baghdir. Santrifiijlii
mikroakigkan veya disk iizerinde laboratuvar platformlari, mikroakiskanlari manipiile
etmek i¢in santrifiij kuvvetinden yararlanmaktadir. Diskin her yerinde dogal merkezkag
kuvveti bulundugundan ve yon daima radyal olarak disa dogru oldugundan, tipki bir
"yer¢cekimi alan1" gibi davranmaktadir. Bunun bir¢ok avantaji vardir. Stvi aktarimi igin
yalnizca kompakt bir motor gerektirmektedir. Harici bagka bir enstriimana ihtiyag
olmamaktadir. Santrifiijlii mikroakiskan cihazlarda siv1 aktarimi da oldukc¢a verimlidir ve
rahatsiz edici kabarcik veya artik hacim birakmamaktadir. Ayrica, yogunluga dayali
numunenin ayrilma prensibi merkezka¢ kuvvetini kullanan bir sistem oldugundan

mevcuttur [47].

Disk tabanl sistemin olusturulmasi i¢in literatiirde polikarbonat, poli(metil metakrilat)
(PMMA), siklik olefin polimer (COP), polidimethilsiloxan (PDMS) ve poliiiretan

malzemelerinin kullanilabilir oldugu goriilmiistiir [41].

2.5.1. Disk Tabanh Sistemlerin Calisma Prensibi

Disk tabanli sistemler, bilindigi {izere igerisinde kanal ve hazne yapilart bulunduran
sistemlerdir. Bu sistemin ¢evrilmesi ile kanal ve haznelere farkli kuvvetler etki
etmektedir. Bu kuvvetlere gore disk igerisine enjekte edilen numunenin istenilen sekilde

hareket etmesi i¢in bu kuvvetlerin iyi hesaplanmasi gerekmektedir.

Disk tabanl platform iginde, doniis sirasinda acisal doniis frekansina (o) bagli olarak sivi

ornegin iizerine etki eden {i¢ kuvvet vardir. Bunlar;

Merkezkag¢ Kuvveti

fo = pro?

Euler Kuvveti
_ dw
fe = pr dt
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Coriolis Kuvveti

fo = 2pwv

Akigkan Ttizerine etki eden kuvvetlerin formiillerinde kullanilan p sivimin kiitle
yogunlugudur, r donme merkezinden radyal mesafedir, ® donme sikligidir, t birim zamamn

gosterir ve v diskin diizlemindeki akigskan hizidir [48].

2.5.2. i¢sel Kuvvetlere Dayah Karistirma

icsel kuvvetler (Merkezkag kuvveti, Coriolis kuvveti ve Euler kuvveti) sadece
santrifiijlemenin varhig ile indiiklenir. Etkili karistirma genellikle Euler ve Coriolis

kuvvetleri kullanilarak gergeklestirilmektedir.

Grumann ve arkadaslari, Euler kuvvetine dayanan bir karigtirma yontemi gostermislerdir.
Burada, Euler kuvveti diskin donme hizinin periyodik olarak degistirilmesi ile
indiiklenmistir. Sonug olarak, bolme i¢inde makasla tahrik edilen bir advektif akim ortaya
cikmistir. Bu strateji ile, sadece difiizyon icin karistirma siiresini yaklasik 7 dakikadan 5

saniyenin altina diigirmiistiir [22].

Haeberle ve arkadaslari, Coriolis kuvvetine dayanan bir karigtirma ydntemi
gostermislerdir. Iki siv1 baslangigta iki ayr1 kanala enjekte edilmis ve daha sonra ‘Y’
seklinde bir kanalda birlestirilmistir. Coriolis kuvveti akig yoniine dik olarak hareket
etmis ve daha sonra kanalda enine konveksiyona neden olmustur. Bu sayede karigtirma

islemi hizlanmistir [26].

Kuo ve arkadaglari, kombine kanal geometrisi ve Coriolis kuvveti ile karigtirma
yontemini daha verimli yapmak icin ii¢ dalga mikro-akiskan karistiricinin Coriolis
kuvveti yardimiyla kare dalga, kavisli ve zikzak mikrokanallarla karistirma performansini
aragtirmak icin sayisal simiilasyonlar yapmis ve kare dalga mikrokanalinin en iyi

karistirma performansini sergiledigini bulmustur [27].
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2.5.3. Disk Tabanh Sistemlerin Kullanim Alanlari

Disk tabanli sistemler, birinci basamak saglik tesislerinin yani sira merkezi olmayan
ulasilmasi zor olan bdlgelerde bile hasta teshisine izin verir. Literatiirde disk tabanli
sistemlerde, Ornek hazirlama, hedef molekiiliin biyolojik olarak tanmmasi, DNA
hibridizasyon Mikrodizileri [49], Ger¢ek Zamanli PCR (qPCR) Amplifikasyon [50],
Protein Mikrodizileri [51], Immiinoanalizler [52,53] biyokimyasal analizler [54,55], gibi
bir ¢ok biyolojik analiz gerceklestirilmistir.

Santrifiijli mikroakiskanlar sadece biyomedikal teshis icin degil aym1 zamanda gida,
enerji ve cevresel uygulamalar da dahil olmak iizere daha genis alanlar igin
kullanilabilecek bir platform teknolojisidir. Ornek olarak gida kaynakli durumlarda siit
numunesinde Salmonella patojeninin molekiiler tespiti, 30 dakika i¢inde tam otomatik bir
sekilde tamamlanabilmektedir. Bu islem i¢in, DNA ekstraksiyonu, izotermal rekombinaz

polimeraz amplifikasyonu ve renk tespiti diske entegre edilerek kullanilmistir [56].

2.6. Disk Tabanh Sistemler icin Santrifiij Cihazi ve Calisma Prensibi

Mikroakigkan disklerin yiiksek devirde donme hizi nedeniyle, akisi gorsellestirmek igin
yapilan ¢alismalarda &zel bir deneysel test ekipmani kullanilir. Ozellikle, bu gelistirme
arac1 akigkan tasarimimi optimize etmek i¢in kritik geri bildirim saglar. Bu techizata tipik

olarak bir 'spin stand1' (dondiirme tablasi) denir.

Genellikle, doniis sirasinda bir diski gorsellestirmek icin stroboskopik bir sistem
kullanilmaktadir. Burada, bir kamera ve flag senkronize olacak sekilde ayarlanir ve motor
mili belirli bir agisal konumdan gegerken, kameradaki deklanjor tetiklenir. Boylece,
diskin her goriintiisii aym1 yonde elde edilir; bu hareketsiz karelerden olusturulan bir
video, goriiniiste hareketsiz olan bu diskler etrafinda hareket eden siviy1 gosterir. Bir
dondiirme standinin iyi calismasi i¢in en kritik husus, motor ve flas’in dogru

senkronizasyonudur [57].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Disk Tabanl Sistem Tasarimi

Tez caligmasinda yapilan, disk tabanli sistemin amaci kan numunesinin, klasik
yontemlerden daha hizli ve etkili bicimde ayrilmasidir. Bu nedenle disk tabanli sistemde,
kan numunesinin viskozitesine uygun geometride ve kan hiicrelerinin istenilen hareketine
olanak saglayacak sekilde kanal tasarimlarn ¢izilmistir. Tasarimlar, genel olarak
laboratuvarlarda sivilar1 fazlarina ayirmak i¢in kullanilan santrifiij cihazinin ¢alisma
prensibi olan merkezka¢ kuvvetinin etkisini géz 6niinde bulundurularak tasarlanmistir.
Disk merkezden cevrilerek igerisinde bulunan kanallarin hepsine aynmi merkezkag
kuvvetinin etki etmesi amaglanmistir. Disk igerisindeki kanallar, merkezkag¢ kuvvetinin
yonii de g6z oniinde bulundurularak Solidworks 2018 Premium programi yardimiyla

cizilmistir.

3.1.1. Tasarima Yonelik Tlgili Hesaplamalarin Yapilmasi

Yapilan tez ¢alismasinda, PZP bolgesinin tasarimda hangi konumda oldugunu belirlemek
icin dncelikle kan hiicre oranlarinin hesaplamalar1 yapilmistir. Literatiirdeki aragtirmalara
gore erkek ve kadin tam kanindaki hematokrit degeri farklidir. Bu nedenle, erkeklerde
%42 ile %52 arasinda ve kadinlarda %37 ile %47 arasinda olan hematokrit degeri géz
oniline alimmustir. Bu degerlere gore tez calismasinda gelistirilen PZP kitinin hem erkek
ve hem de kadin tarafindan kullanilacagi gbéz oOniline alindiginda kanal tasarimi
hesaplamalarinda kadinlarda en diisiik %37 degeri ve erkeklerdeki en yiiksek %52 degeri
alinarak excel programi yardimiyla hesaplanmistir. Bu hesaplamadan yola c¢ikarak

tasarimlarda kullanilan kanal hacimleri Solidworks programinda hesaplanmaistir.

3.2. Disk Tabanh Sistemin Fabrikasyonu
3.2.1. Uygun Disk materyalinin Belirlenmesi

Disk tabanli sistemde kan numunesi kullanilacagindan dolay1 disk malzemesi biyo-
uyumlu olmalidir. Literatiirde polikarbonat, poli(metil metakrilat) (PMMA), siklik olefin
polimer (COP), polidimethilsiloxan (PDMS) ve poliiiretan malzemelerinin kullanilabilir

oldugu goriilmiistir. Bu nedenle disk tabanli sistemlerde kullanilan biyo-uyumlu
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malzemeler arasindan secilerek uygun materyal belirlenmistir. Uygun disk materyalinin
belirlenmesi i¢in lazer cihazindaki kesim performansi malzeme esnekligi gibi 6zellikler

de goz 6niinde bulundurulmustur.

3.2.2. CO2 Lazer Parametrelerinin Optimizasyonu

Disk tabanli sistem ic¢in uygun materyal secildikten sonra lazer cihazinda kesim
optimizayonu yapilmigtir. Bu optimizasyon, segilen malzemenin yanmamasi i¢in gerekli
bir islemdir. Malzemeler, 70 Watt’lik CO; cam tiip kullanan AEON Nova 7 (Almira
Lazer, Tiirkiye) cihazinda optimize edilmistir. Kullanilan lazer cihazinda lazer giicli %
cinsinden ve prob hizi mm/sn cinsinden ve lazer odak noktast mm cinsinden verilmistir.
Lazer kesim cihazi, %100 lazer giiciinde 70 Watt gii¢ ile %50 lazer giiciinde 35 watt gii¢
ile caligmaktadir. Bu sekilde malzemenin kag¢ watt giic ile kesildigi oran-oranti formiilii
ile hesaplanmistir. Cihazin girilen yiizde lazer giice gore COz cam tiipiin verdigi
maksimum gii¢ i¢in prob odak noktasi 11 mm’dir. Bu nedenle her optimizasyonda 11
mm’lik lazer odak noktasi sabit tutulmustur. Malzemelerin optimizasyonu i¢in 6nce 1
mm kalmliktaki tabakalarin belirli bdlgelerine 5 mm?’lik alana sahip kare sekli, 70
Watt’lik CO; cam tiip kullanan AEON Nova 7 (Almira Lazer, Tiirkiye) lazer kesim
cihazinda sirayla lazer giicli %40, %50 ve %60 olarak, prob hizi ise 10-15 mm/sn olarak
denenmistir. Yine ayni cihazda 5 mm kalinliktaki tabaka icin de 5 mm?’lik alana sahip
kare sekli, lazer giicii %70 ve %80 olarak, prob hizi ise 3 mm/sn — 5 mm/sn ve 10 mm/sn
olarak kesilme islemi denenmistir. Bu parametreler karsilagtirilarak en iyi sonug alinan

parametre disk tabanli sistemde kullanilmistir.

3.2.3. Disk Tabanh Sistemin Fabrikasyonu

Disk tabanli sistemin fabrikasyonunda 1 mm ve 5 mm’lik PMMA tabakalar ve 130 pm’lik
3M 468MP cift tarafli bantlar Solidworks programiyla ¢izilen tasarimlarda AEON Nova

7 cihazi ile kesilmistir.

Smm’lik PMMA tabakasi kesilmeden 6nce tabakanin 6n ve arka yiiziine 3M 468MP cift
tarafli bant bir kart yardimiyla, PMMA tabaka ve bant arasinda hava baloncugu
kalmayacak sekilde yapistirilmistir. iki ¢ift tarafli bant tabakasi ve bir 5 mm’lik PMMA
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tabakasi ayn1 anda lazer kesim cihazinda kesilmistir. Bu nedenle ¢ift tarafli tabakalar i¢in

tekrardan bir kesim yapilmamuistir.

Olusturulan iki 1 mm’lik PMMA ve her iki yiizii ¢ift tarafli bant ile kapli Smm ‘lik
PMMA tabakasi olmak iizere toplam 5 katman, Solidworks programinda ¢izime eklenen
2,1 mm capinda vida kilavuz delikleriyle hizalanmis ve iist iiste ¢ift tarafli bantlarin diger
ylizlerine oturtularak yapistirilmistir. Yapistirma iglemi sirasinda merdane benzeri bir

silindir ile katmanlar arasinda hava baloncugu kalmamasi i¢in ilizerinden gegilmistir.

3.3. Disk Tabanh Sistem i¢cin Uygun Santrifiij Cihazinin Fabrikasyonu
3.3.1. Santrifiij Cihazi Tasarlanmasi

Disk tabanli sisteme uygun santrifiij cihazi kontrol teorisi temelleriyle tasarlanmistir.

Istenilen hiz ve siirede dénme saglamaktadir. Gelistirilen sistemin temel elemanlari:

e Merkezi Kontrol Birimi (Santrifiij cihazinin hiz ve siire kontroliiniin
programlanmasi)

o Lojik Seviye Cevirici (Farkli dijital voltaj seviyelerinde iki cihaz baglanmasi igin
voltaj doniistiiriicii)

e Firgasiz DC Motor (Disk’in dondiiriilmesi)

e Elektronik Hiz Kontrolciisii (Motor un siiriilmesi igin)

e AC-DC Voltaj Cevirici ( AC gerilimi DC gerilime doniistiiren cihaz)

e Hall Efekt Sensor (Disk i¢in rpm sayact bu saya¢ ile disk hizi kontrol
edilmektedir.)

e Disk Tablasindan (Disk dondiirme iglemi i¢in yerlestirildigi boliim) olugsmaktadir.

Bu temel birimlerden gelistirilen santrifiij cihazina uygun programlama yapildiktan sonra

disk tabanli sistemler iizerinde etkinligi degerlendirilmistir.
3.3.2. Disk Tabanh Sistemler icin Gelistirilen Santrifiij Cihazinin Cahsma

Parametreleri

Tez calismasinda gelistirilen santrifiij cihazi iizerinde olusacak disk agirligi ile birlikte en

fazla 5000 rpm (dakikadaki devir sayis1)’e kadar ¢ikabilmektedir. Rpm birimi dakikadaki
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devir sayis1 oldugundan sabittir fakat disk’in yarigapina gore disk icerisindeki g kuvveti
degismektedir. Gelistirilen jelin hareket edebilmesi i¢in belirli bir g kuvveti gereklidir.
Fakat gelistirilen disk’lerin c¢aplarn kan numunesinin disk igerisindeki hacmine gore
degiseceginden dolay1 santrifiij cihazi rpm birimi kullanarak tasarlanmistir. Farkli ¢apta
gelistirilen disklerin rotor caplar1 Olgiilerek g biriminden rpm birimine gidilmistir. G

biriminden rpm birimine doniisiim i¢in asagidaki Formiil I’ den yararlanilmistir.

RCF (g9) =1.12xrx (%)2 (1)

3.4. Disk Tabanh Sistemin Santrifiij Sirasinda Goriintillenmesi Ama¢h Kamera

Sisteminin Gelistirilmesi

Disk tabanli sistemin santrifiij sirasinda fotograflayabilmek, kan ve jel numunelerinin
hareketini hem canli hem de detayli bir sekilde gézlemlemek amaciyla arduino uno
tabanl1 bir stroboskop ve Canon EOS 450D fotograf makinesi kullanilmistir. Stroboskop,
yanip sonen bir 151k ile bu 15181n yanip sonme frekansi ile ayni1 olarak donen cismin

duruyor olarak goériinmesini saglamaktadir.

Bu sistem i¢in, Arduino uno gelistirme kartina 10 Watt power led baglanmis ve led’in
enerjisi i¢in ayrica 12V adaptor kullanilmigtir. 10 Watt’lik power led’in ¢ok 1sinmasi
nedeniyle ledin arkasina metal sogutucu yapistirnllmistir. Led’in yanip sénme frekansi

arduino tizerindeki kodlar ile ayarlanmistir.

Arduino’da kod yazarken arduinonun 6rnek kodu olan “blink” kodundan yola ¢ikilmistir.
Blink kodu arduino devre kartinin iizerindeki entegre led’in belirli siirelerde yanip
sonmesini saglayan koddur. Yazilan kodda entegre olan led’in yandig1 yol yerine arduino
kartin tizerindeki 6 numarali pine baglanan power ledin bulundugu yol degistirilmistir.
Kodda yer alan “high” ve “low” komutlar1 ile led’in ka¢ milisaniye acik ve kapali
durumda olacagi disk tabanli sistemde kullanilan rpm degerine gore degistirilerek
optimize edilmistir. Fakat rpm frekansi sabit olmadigindan disk gozlemlenirken titreme

olugsmustur. Bunun i¢in stroboskop sistemine ek olarak Canon EOS 450D fotograf
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makinesi ile 1/200 enstantane hiz1 ile flagh olarak ¢ekilmistir. Bu sayede disk donerken

bozulma olmadan kaliteli fotograflar ¢ekilebilmistir.

3.5. Tiksotropik Platelet Ayirma Jelinin Gelistirilmesi
3.5.1. Hidrokarbon Bazh Tiksotropik Platelet Ayirma Jelinin Gelistirilmesi

Calisma kapsaminda kirmizi kan hiicrelerinden plateletlerin ayrilmasi amaciyla
tiksotropik jel gelistirilerek karakterize edilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda jelin
iiretiminde sikloalifatik hidrokarbon regine olarak Escorez 5300 (Exxon, Texas, ABD),
¢oziicii olarak trioctyl trimellitate (TOTM), katki malzemesi olarak propilen glikol (PG,
Sigma, ABD) ve gelistirilen jelin viskozite 6zelligini ve yogunlugunu ayarlamak
amaciyla silika yapili Aerosil A 200 ve Aerosil R 972 (Evonik Endiistri, Almanya)

kimyasallar1 kullanilmisgtir.

Tiksotropik jelin sentezinin ilk asamasinda 5,23 g Escorez 5300, hassas terazi yardimiyla
tartilarak 4,42 g TOTM igerisinde 250° C’de ve 250 rpm karistirma hizina ayarlanan
mekanik karistirict yardimiyla ¢oziinmiistiir. Coziinme gerceklestikten sonra karistirma
islemine devam edilerek ¢ozeltinin oda sicakligina diismesi saglanmigtir. Oda
sicakliginda olan ¢dziinmiis polimerin tizerine 0,08 g PG eklenmistir. Son olarak jelin
viskozitesinin ve yogunlugunun istenilen sekilde ayarlanmasi i¢in farkli miktarlarda 0,01
- 0,5 g A 200 ve 0,2- 0,3g R 972 silika tozlar1 oda sicakligindaki ¢ozeltiye yavasca
eklenerek ¢ozelti homojen hale getirilene kadar (24 saat) kanstirilmistir. Siire sonunda
homojen haldeki jeller steril haldeki numune kabina alinarak diger calismalarda
kullanilincaya kadar desikator igerisine konularak vakumlu ortamda oda sicakliginda

muhafaza edilmistir.

Elde edilen jelin yogunlugunun belirlenebilmesi amaciyla jel ile karismayan bir ¢ozelti
icerisindeki jelin hareketi incelenmistir. Bu dogrultuda farkli konsantrasyonlara sahip
bakir (IT) siilfat (CuSOg4, Sigma, ABD) ¢ozeltileri kullanilmistir. Yogunluklart sirasiyla
1,04 g/mL, 1,05 g/mL, 1,06 g/mL, 1,07 g/mL ve 1,08 g/mL olan CuSO4 ¢ozeltileri distile
su igerisinde hazirlanmistir. 5 adet 2 mL ‘lik ependorf icerisine 300 pL gelistirilen

tiksotropik jel konulmus, {izerlerine sirasiyla 1 mL yogunlugu farkli CuSOy4 ¢ozeltileri
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eklenmistir. Ependorflar yiiksek hizli mini santrifiij cihazina (Isolab, Almanya)
yerlestirilerek 800 g’de 5 dk santrifiij edilmistir. Islem sonras1 ependorflarin igerisindeki

jel konumlar1 degerlendirilerek jelin yogunlugu hakkinda bilgi elde edilmistir.

3.5.2. Hyaluronik Jel Yapim

Y1ldiz tasarimu diskin de kanallarin, diskin merkezinde bulunan 6rnek verme bdlmesi ile
olan baglantilarini engellenmek i¢in diisiik yogunluklu hyaluronik jel yapilmistir. Jelin
yapiminda %0,5-5’lik hyaluronik jeller denenmistir. Uygun miktarda Hyatrue sodyum
hyaluronat ha-ep-n 1.8 (Hyatrue, Cin) kimyasali hassas terazi kullanilarak tartilmis ve
100 mL’lik behere alinmustir. Uzerine jel, istenilen yiizdede olacak sekilde distile su
konulmus ve beherin iizeri parafilm ile kapatilarak manyetik karigtiric1 kullanilarak 24

saat boyunca karnstirilarak hazirlanmistir.

3.5.3. Tiksotropik Jel icin Karakterizasyon Testleri

Calisma kapsaminda gelistirilen ayirma jelinin etkinligini degerlendirmek amaciyla
karakterizasyon testleri gerceklestirilmistir. Diger yandan piyasada ticari olarak bulunan
PZP ayirma jeli de temin edilerek ayn1 karakterizasyon testlerine tabi tutulmustur. Jellere

ait sonuglar karsilagtirilarak jellerin tiksotropik 6zellikleri degerlendirilmistir.

3.53.1. Fourier Doniisiimii  Kizilotesi ~ Spektroskopisi  (ATR-FTIR)

Karakterizasyonu

FTIR Analizi, jel yapisindaki fonksiyonel grubun belirlenmesi i¢in yaygin olarak
kullanilan nicel bir analizdir. Analiz i¢in her jelden 1 mL alinarak cihaza yerlestirilmistir
(her jel i¢in n = 3). Numunelerin kiz1ltesi (IR) spektrumlari, 4000 ile 600 cm™ arasinda
bir spektrum araligma sahip bir FTIR spektrofotometre (Agilent, ABD) ile
kaydedilmistir.

3.5.3.2. Reoloji Karakterizasyonu

Malzemenin reolojik 6zelliklerini degerlendirmek i¢in cihazin kilavuzuna uygun olarak

paralel plaka konfigiirasyonunda bir reometre (Malvern, Kinexus) kullanilmistir. Paralel
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plaka reometreye tutturulmus ve konfigiirasyon, bilgisayar sistemi ile saglanmistir.
Sirasiyla cihaz talimatlarina uygun olarak sifir boslugu konum ayar ve yiikleme 6rnegi
prosediirii baslatilmistir. Her 6rnegin 1,32 mL'si plakaya yiikklenmis ve sicaklik kapagi
numunenin iizerine kapatilmistir. {1k olarak jellere frekans tarama deneyi uygulanmistir.
Frekans testi 25 © C'de gerceklestirilmistir. Depolama modiilii (G '), kayip modiilii (G ™),
kompleks modiil (G *), faz agis1 (°) ve jelin kompleks viskozite degerleri gerilim
kontrollii frekans testi ile arastirilmistir. Jellerin bu 6zellikleri, 0.1-100 Hz frekans
gerilme araligr ile % 0.1 gerilme arasinda gerceklestirilerek belirlenmistir. Numune
yiiklendikten sonra analiz baglatilmig ve yaklasik 25 dakika devam etmigtir. Analiz
sonunda plakalar temizlenmistir. Jellerin viskozite degerleri ve tiksotropik
karakteristikleri sirastyla kayma hizi testi ve ii¢ asamali kesme hizi testi ile arastirilmistir.
Uygulanan testler frekans testinde uyglanan isleme benzer sekilde gergeklestirilmistir.
Jellerin bu 6zellikleri 0.001-100 Hz frekans gerilme aralig1 arasinda gerceklestirilerek

belirlenmistir.

3.5.3.4. Optimize Edilen Jelin Disk Tasarimina Entegresyonu

Optimize edilen jel igerisinde hi¢ baloncuk kalmamasi i¢in santrifiij cihazinda, 8000
rpm’de 5 dk ¢evrilmistir. Disk tabanli sistemin gelistirilmesinde, disk’in orta ve alt
katman yapistirildiktan sonra disk iizerindeki kanalin disk kenarina en yakin bolgesine,
Solidworks programinda hesaplanan kuyuda bulunmasi gereken jel hacmi, ignesiz 1
ml’lik insiilin siringasi ile dikkatlice yiikklenmistir. Jel’in yiikleme isleminden sonra iist
katmanda yapistirllmistir. Vakum kullanilmayan disk tasarimlarinda, jel entegrasyonu
yapilmis disk tabanli sistem, kan numunesi yiiklenmeden 6nce jelin tam yerine oturmasi
amaciyla 5000 rpm’de 1 dk ¢evrilmistir. Bu sekilde jelin, vakumsuz disk tabanli sisteme
entegrasyonu tamamlanmigtir. Vakumlu disk sisteminde ise, jel kanala yine ayni
yontemle yiiklenip, diskin iist tabakasi kapatilmistir. Fakat Disk igerisine vakum
yapilacagindan ve jelin igerisinde mikro baloncuklar kaldigindan disk 6nce 5000 rpm’de
1 dk gevrilmistir. Daha sonra disk’e 20 mbar degerine kadar Buchi V100 digital kontrollii
vakum pompasi (BUCHI, Isvigre) cihazi ile vakum yapilmistir. Vakum yapilan disk
tekrardan 5000 rpm’de 1dk c¢evrilmistir. Bu sekilde jel, disk igerisindeki konumuna

oturmus ve entegrasyon islemi tamamlanmistir.
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3.6. Disk Tabanh Sisteme Uygun Vakumlu ve Vakumsuz Kan Yiikleme Aparati ve

Vakumlama Cihazinin Gelistirilmesi

Tez ¢aligmasinin bu kisminda, kan numunesinin disk tabanli sisteme zarar gérmeden
rahat bir sekilde aktariminin saglanmasini amaglanmistir. Bu nedenle bir yiikleme aparati
gelistirilmistir. Bu aparat disk tabanli sistemin kanallarina kan numunesinin zarar

gormeden aktarilmasini saglamaktadir.

3.6.1. Kan Yiikleme Aparatlarimin Tasarim ve Gelistirilmesi

Disk tabanli sisteme uygun olarak, basit kan yiikleme, 3 yollu musluk ile kan yiikleme,

gelistirilmis basit kan yiikleme ve vakum kapakli yilikleme tasarimlar1 denenmistir.

Basit Kan Yiikleme Tasarimi

Basit kan yiikleme tasarimi, kan numunesinin yiiklenecegi kanalin iizerinde diskin
merkezine en yakin olan yerine simetrik olarak diskin en iist katmanina lazer cihaziyla 1
mm capli ve 0,5 mm ¢apli 2 adet delik acilmasi ile olusturulmustur. Basit kan yiikleme

tasarimi Disk iizerinde ayri kanallara farkli denemeler yapmak amacl kullanilmistir.

3 Yollu Musluk ile Kan Yiikleme Tasarimi

3 yollu musluk ile kan yiikleme tasarimi i¢in dncelikle 5 mm ve 1 mm kalinliktaki PMMA
tabaka’nin iki yiizii de %96’lik isopropanol ile temizlenmis ve distile su ile mikrofiber
bez kullanilarak durulanmistir. Durulanan tabakanin tizerindeki mikro tozlar asetat kagidi
yapistirllmig ¢ift tarafli bant ile toplanmistir. 5 mm kalinliktaki PMMA tabakanin iki
yliziine de kart ile dikkatli sekilde 3M cift tarafli bant yapistirilmistir. Solidworks
programinda dis ¢ap1 32 mm ve i¢ ¢ap1 22 mm olan bir daire ¢izilmis ve bu dairenin
iizerine oturacak sekilde 32 mm capindaki bir daire ve merkezine 3 yollu muslugun 1.
yolu oturacak biiyiikliikte 4 mm’lik daire ¢izilmistir. Cizilen sekillerden 32 mm dig ve 22
mm i¢ ¢ap1 olan sekil iki yiizii de bantli olan 5 mm kalinliktaki PMMA tabakadan lazer
cihazinda lazer giicli % 80 ve prob hizi 3 mm/sn’ye ayarlanarak, diger ¢izim ise 1 mm
PMMA tabakadan lazer cihazinda lazer giicii % 60 ve prob hizi 15 mm/sn olarak

kesilmigtir. Kesilen 5 mm kalinliktaki PMMA halka ile kesilen 1 mm kalinliktaki PMMA
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daire c¢ift tarafli bant sokiilerek birbirine yapistirilmistir. 1 mm kalinliktaki tabakanin
merkezindeki 4 mm ¢aptaki delige 3 yollu muslugun 1. yolu takilmis ve sicak silikon ile
sabitlenmistir. Bu tasarim kanin biitiin kanallara esit dagilmas1 ve diskin enjektor ile

vakumlu olarak kanallara numunenin yiiklenmesi amaciyla gelistirilmistir.

Gelistirilmis Basit Kan Yiikleme Tasarimi

Basit kan yiikleme tasarimina benzer mantiktan yola ¢ikarak sistem disk tabanli
sistemdeki kanallarin her birine aym1 anda kan numunesinin yiliklenmesi amagli
gelistirilmistir. Olusturulan tasarimda yine disk tabanl sistemin iist katmaninda merkeze
lazer cihazi yardimiyla 4 mm capli bir delik agilmistir. Bu delik 10 mI’lik enjektorler i¢in
uygun olarak agilarak numunenin enjektor ile verilmesi i¢in uygundur. Yine basit
kanaldaki gibi disk i¢i basincin dengelenmesi icin simetrik olarak 4 mm ¢apli deligin

cevresine 4 adet 0,5 mm ¢apli basing dengeleme delikleri agilmigtir.

Vakum Kapakh Yiikleme Tasarimi

Vakum kapakli ylikleme sistemi kan numunesinin disk sistemindeki kanallara esit olarak
dagilmasi, numunenin kontaminasyon riskini ortadan kaldirmak i¢in dis ortamla olan
temasinin kesilmesi amach gelistirilmistir. Vakum kapakli sistem i¢in, ticari olarak alinan
13 mm ¢apli BD Vacutainer SST2 (Becton Dickinson and Company, Amerika) serum
ayirma kan tiiplerinin vakum kapak bolgesinin disk sistemine entegrasyonu ile
gelistirilmistir. Bunun i¢in BD Vacutainer SST2 serum ayirma kan tiipiiniin vakum
kapagn yerlestirildigi bolgenin 2,5 cm’si makas yardimryla kesilmistir. Kan numunesinin
sizdirma ihtimaline kars, tiipiin kesilen bolgesi ile disk’e entegrasyonu yapilacak bolgeye
5 mm kalinliginda kesilen tiip bolgesinin igine oturabilecegi bir daire kesilmistir. Kesilen
daire gelistirilen disk’in merkezine 3M 468MP cift tarafli bant ile yapistirilmistir. Kesilen
tiip bolgesi de disk’in merkezine yapistirilan dairenin igine oturtulmustur. Ve sizdirma
ihtimaline kars1 sicak silikonla tiip ile 5 mm kalinliktaki daire birbirine yapistirilmistir.
Vakum kapak kesilen tiip basliginin tizerine kapatilarak vakum kapakli yiikleme tasarimi

gelistirilmistir.

30



3.6.2. Vakumlama Aparatimin Gelistirilmesi

Vakum kapakli yiikleme tasarimina istenilen miktarda kanin kolaylikla yiiklenebilmesi
igin, tasarlanan diskin istenilen vakum derecesine sahip olmasi gerekmektedir. Bu
sebepten dolayi, diskleri 6nceden vakumlayabilmek i¢in iiretimi ve kullanimi kolay bu
aparat gelistirilmistir. 50 mL’lik enjektor yukaridan 1 mL seviyesinden yatay sekilde
bistiiri kullanarak kesilmistir. Enjektoriin pistonu ¢ikarilmis ve enjektdriin tersinden yani
I mL seviyesinden tekrar takilmistir. Enjektoriin 40 mL’lik seviyesinden matkap
yardimiyla 4 mm ¢apinda delik agilmistir. 3’1i yollu muslugun 1. yolu agilan delige sicak
silikon ile yapistinnlmistir. 3 yollu muslugun 2. yolu ise vakum pompasina baglanmistir.
Ticari olarak satin alinan silikon tabaka (Kardesler Kauguk Silikon, Tiirkiye) enjektoriin
i¢ ¢ap1 kadar makas yardimiyla kesilmistir. Kesilen silikon tabaka enjektoriin 50 mL

seviyesindeki ucuna eklenmistir. Bu sekilde vakum aparat1 gelistirilmistir.

3.7. Gelistirilen Disk Tabanh Sistemlerin Etkinliklerinin incelenmesi
3.7.1. Diiz kanal Tasarimi

Diiz kanal tasarimi igin Solidworks programiyla iki dikdortgen geometri kanin
davranisint  gézlemlemek amaclhh denenmistir. Disk Solidworks programinda
olusturulurken 5 katman c¢izilmistir. 5 mm kalinliktaki PMMA orta katman i¢in 100 mm
capinda disk icerisine kanal tasarimlar1 30,39 mm uzunluk, 3 mm genislik, 450 pL hacme
sahip ve 19 mm uzunluk 5 mm genislik, 450 pL hacme sahip, simetrik olarak
yerlestirilmis 4 ince uzun ve 4 kalin kisa geometri ¢izilmistir. Kanallarin st iki
kosesinden 2 mm cikint1 ¢ikarilarak soldaki ¢ikintiya kan numunesinin yiiklenmesi
amagli 1 mm ¢apli daire ve diger koseye kanal i¢i basinci dengeleme amagh 0,5 mm’lik
daire ¢izilmistir. Katmanlarin diger katmanlarla hizalanmas1 ve diskin santrifiij cihazina
oturtulmasi amagli merkezden 45,24 mm uzaklikta simetrik olarak 3 adet 2,1 mm ¢apinda

daire ¢izilmistir.

1 mm kalinliktaki PMMA alt katman i¢in yine 100 mm ¢apli bir daire ¢izilmis ve dairenin

igerisine diger katmanlarla hizalanmasi i¢in 3 adet hizalama deligi i¢in daireler ¢izilmistir.

1 mm kalinliktaki PMMA iist katmani i¢in yine 100 mm capl bir daire ¢izilmis ve orta

katmandaki kan numunesi yiikleme ve basing dengeleme icin ¢izilen dairelerin hizasi
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dikkate alinarak bu katmana da cizilmistir. Ayrica bu katmana da diger katmanlarda

oldugu gibi katmanlarin hizalamasi i¢in daireler agilmistir.

Olusturulan ¢izimler “dxf” formatina doniistiiriilmiis ve lazer kesim cihazinin programina
uygun formata doniistiiriilmiistiir. Bu sekilde tasarimin ¢izim kismi olusturulmustur.
Cizimin somut hale getirilmesi i¢cin 5 mm kalinligindaki PMMA 25 cm x 25 cm tabaka
izerindeki yag veya tozlarin temizlenmesi maksatli olarak dnce mikro-fiber bezle %96
‘lik isopropanol temizlenmis ardindan distile su ile durulanmistir. Tabakanin {izerinde
bulunan mikro tozlar ise 8 cm? alana sahip kare kesilen asetat parcasma 3M cift tarafli
bant yapistirtlmis ve bant’in yapigkan ylizeyiyle hafifce PMMA tabakanin iizerinden
gecerek toplanmigtir. Temizlenen PMMA tabakasinin iki yiiziine de 3M 468MP cift
tarafli bant bir kart yardimiyla bant ve tabaka arasinda baloncuk kalmayacak sekilde
lamine edilmistir. Iki yiizii de bantli olan PMMA tabakas1 lazer kesim cihaz1 tezgahina
konulmus ve lazer prob basligi 11 mm odak noktasina ayarlanmistir. Solidworks
programinda c¢izilen ve “dxf” dosya formatina doniistiiriilen, kanal yapilarini barindiran
orta katman lazer cihazinin programinda agilmistir. Lazer giicii %80 ve prob hiz1 3
mm/sn’ye ayarlanarak lazer kesim cihazina gonderilmistir. Lazer kesim cihazinda

PMMA tabasinin kesilmesi istenilen bdlgesi ayarlanip kesme islemi baslatilmistir.

Aym sekilde 1 mm PMMA tabakalarda Smm kalinliktaki temizleme yontemi ile
temizlenmis ve Solidworks programinda ¢izilen alt ve iist katman cizimleri ile lazer

cihazinda lazer giicii %60 ve prob hizi 15 mm/sn olarak kesilmistir.

Orta katmandaki cift tarafli bantlarin etiketler ¢ikartilarak kesilen tist, orta ve alt katman
2 mm ¢apl bir vida ile hizalanma deliklerinden gegirilerek once alt ve orta katman sonra
ist katman birbiri iizerine yapistirilmigtir. Yapistirilan katmanlar arasinda hava
baloncugu kalmamasi i¢in {izerinden merdane benzeri silindir ile gegilerek laminasyon
islemi gerceklestirilmistir. Tamamlanan disk, ¢ift tarafli bandin %100 yapismasi i¢in 72
saat boyunca 2 mengene yardimiyla sikistirlmis ve diiz kanalli disk tasarimi

gelistirilmistir.
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Kanin Tasarima Yiiklenmesi

Diiz kanall1 sisteme %3,2 Sodyum sitrat iceren kan numunesi, tasarimda bulunan kan
yiikleme deliginden 1000 pL’lik mikro-pipet yardimiyla 450 pL numune disk diiz
tutularak yliklenmistir.

Santrifiij Parametreleri Optimizasyonu

Diiz kanall1 sisteme numune yiiklendikten sonra her kanal numaralandirildi ve 1 numaralt
kanal 3600 rpm’de 10 dk 2 numarali kanal 3600 rpm’de 8 dk 3 numarali kanal 3600
rpm’de 5 dk ve 5 numarali kanal 3600 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij

sonuglarina gore diskin fotograflar ¢ekilmis ve degerlendirilmistir.

Kan Numunesinin Tasarim Uzerindeki Hareketinin Degerlendirilmesi

Kan numunesinin diske yiiklendikten sonra ve santrifiij bittikten sonraki durumunun
fotograflar1 ¢ekilmis ve bu fotograflar lizerinde tasarimin uygun olup olmadig

degerlendirilmistir.

3.7.2. Farkh Genisliklerde Diiz Kanal Tasarim

Diiz kanal tasariminda kanin hareketi gézlemlenmis ve bunun sonucunda gelistirilen
tiksotropik jel’in disk’e entegre ederek kanin santrifiij edilerek ayrilmasina karar
verilmigtir. Bunun i¢in hem kan hem de jelin kanallardaki hareketini inceleme amach
uzunluklari ayni olan genislikleri farkli olan kanallar solidworks programiyla ¢izilmistir.
Disk Solidworks programinda olusturulurken 5 katman olarak cizilmistir. 5 mm
kalinliktaki PMMA orta katman i¢in, disk 120 mm ¢apinda ve igerisine simetrik olarak
uzunluklari sabit 81,84 mm olan genislikleri sirayla § mm, 6 mm, 4 mm, 2 mm ve 1 mm
olan dikdortgen geometride kanallar ¢izilmistir. § mm genislige sahip kanal 1,5 mL kan
numunesi ve 150 pL jel, 6mm genislige sahip kanal 1,15 mL kan numunesi ve 100 pL
jel, 4 mm genislige sahip kanal 770 pL kan numunesi ve 70 pL jel, 4 mm genislige sahip
kanal 400 pL kan numunesi ve 20 pL jel, 2 mm genislige sahip kanal 200 uL kan

numunesi ve 10 pL jel alabilecek hacme gore ¢izilmistir.
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Kanallarm {ist iki kosesinden kan numunesinin yiiklenmesi amagli 1 mm ¢apli daire ve
diger koseye kanal i¢i basinci dengeleme amagli 1 mm ¢apli daire ¢izilmistir. Katmanlarin
diger katmanlarla hizalanmas1 ve diskin santrifiij cihazina yerlestirilmesi amacli
merkezden 45,24 mm uzaklikta simetrik olarak 3 adet 2,1 mm ¢apinda daire ¢izilmistir.
1 mm kalinliktaki PMMA alt katman i¢in yine 120 mm ¢apli bir daire ¢izilmis ve dairenin
icerisine diger katmanlarla hizalanmasi i¢in 3 adet hizalama deligi i¢in daireler ¢izilmistir.
1 mm kalinliktaki PMMA st katmani i¢in yine 120 mm c¢apl bir daire ¢izilmis ve orta
katmandaki kan numunesi yiikleme ve basing dengeleme icin ¢izilen dairelerin hizasi
dikkate alinarak bu katmana da c¢izilmistir. Ayrica bu katmana da diger katmanlarda
oldugu gibi katmanlarin hizalanmasi i¢in 2,1 mm ¢apli daireler acilmigtir. Olusturulan
cizimler “dxf” formatina doniistiiriilmiis ve lazer kesim cihazinin programina uygun

formata doniistiiriilmistiir. Bu sekilde tasarimin ¢izim kismi1 olusturulmustur.

Cizimin somut hale getirilmesi i¢in 3.7.1.”deki yontem kullanilmigtir. Diskler katmanlari
birlestirilirken 6nce alt ve orta PMMA katmani yapistirllmistir. Sonra kanallara belirtilen
jeller ignesiz 1 ml ‘lik insiilin enjektori kullanilarak kanallarin en dibine yiiklenmis ve
iist PMMA katman kapatilmistir. Disk 5000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmis ve jellerin

kanalin dibine yerlesmesi saglanmistir.

Kanin Tasarima Yiiklenmesi

Farkli genigliklerde diiz kanal tasarimina kan numunesi, tasarimda bulunan kan yiikleme
deliginden 1000 pL’lik mikro-pipet yardimiyla her kuyu dik tutularak sirasiyla 1,5 mL,
1,15 mL, 770 uL, 400 pL ve 200 pL olarak yiiklenmistir.

Santrifiij Parametreleri Optimizasyonu

Diskin ilk 5 kuyusuna kan numunesi eklemis ve 200 g, 300 g, 400 g, 500 g, 600 g, 700 g,
800 g ve 1000 g degerlerinde 10’ar dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sirasinda disk’in
fotograflar ¢ekilmis ve kan numunesi ile tiksotropik jelin kanal igerisindeki hareketleri

degerlendirilmistir.

Kan Numunesinin Tasarum Uzerindeki Hareketinin Degerlendirilmesi
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Kan numunesinin diske yiiklendikten sonra ve santrifiij bittikten sonraki durumunun
fotograflar1 ¢ekilmis ve bu fotograflar lizerinde tasarimin uygun olup olmadig

degerlendirilmistir.

3.7.3. Kan Seviyesi Belirlenmesi Amac¢h Kadeh Tasarimi

Onceki disk’lerdeki sonuglar gézlemlenmis ve bir kadeh tasarimi belirlenerek kandaki
kirmizi kan hiicrelerinin belirlenen hizdaki ¢okme hizinin belirlenmesi amagli olarak bu
disk cizilmistir. Solidworks programinda disk 10 katman olarak ¢izilmistir. 5 mm
kalinliktaki PMMA orta katman i¢in, disk 130 mm capinda ve igerisine simetrik olarak 6
kanal yerlestirilmis uzunluklar1 ise 50,95 mm olan iist kismi genis orta kisma dogru 2 mm
genislige daralan ve tekrar genisleyen kadeh benzeri geometride kanallar ¢izilmistir. Bu
kanalin genisleyen alt kismina kirmizi kan hiicreleri ve {izerindeki kisimlara ise plazma
gelecek sekilde hesaplanmistir. Hesaplama excel programinda kirmizi kan hiicrelerinin
insanlarda bulunan en diisiik %37 ve en yiiksek %52 oran1 g6z 6nilinde bulundurularak

hesaplanmigtir. Kanal 1,8 mL kan numunesi alabilecek hacme gore ¢izilmistir.

Kanallarin lstlinde bir adet 3 yollu muslukla kan yiikleme aparatina uygun sekilde
agilmistir. Sistem vakumlu oldugundan basing dengeleme deligi bulunmamaktadir.
Katmanlarin diger katmanlarla hizalanmasi ve diskin santrifiij cihazina yerlestirilmesi
amagli merkezden 45,24 mm uzaklikta simetrik olarak 3 adet 2,1 mm ¢apinda daire

¢izilmistir.

1 mm kalinliktaki PMMA alt katman i¢in yine 130 mm capli bir daire ¢izilmis ve dairenin
igerisine diger katmanlarla hizalanmasi i¢in 3 adet hizalama deligi i¢in daireler ¢izilmistir.
1 mm kalinliktaki PMMA iist katmani i¢in yine 130 mm capl bir daire ¢izilmis ve orta
katmandaki kan numunesi 3 yollu musluk ile kan yiikleme delikleri bu katmana
cizilmistir. Ayrica bu katmana da diger katmanlarda oldugu gibi katmanlarin hizalanmasi

icin 2,1 mm caph daireler ¢izilmistir.

3 yollu muslugun entegrasyonunda 5 mm kalinliktaki PMMA alt katmani i¢in 32 mm dis

cap1 olan ve 22 mm i¢ ¢ap1 olan bir daire ¢izilmis ve {izerine 3 yollu muslugun 1. Yolunun
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oturacagi 1 mm kalinligindaki PMMA tabakasi icin dis ¢ap1 32 mm ve i¢ ¢ap1 4 mm olan
bir daire ¢izilmistir. Olusturulan ¢izimler “dxf” formatina doniistiiriilmiis ve lazer kesim
cihazinin programina uygun formata doniistiiriilmiistiir. Bu sekilde tasarimin ¢izim kismi

olusturulmustur.

130 mm c¢apinda olan ¢izimlerin somut hale getirilmesi i¢in 3.7.1.’deki yontem
kullanilmigtir. Diskin tizerine 3 yollu musluk i¢in ¢izilen daireler iki yiizli de ¢ift tarafl
bant ile kaplanan 5 mm PMMA ve bantsiz 1 mm PMMA tabaka lazer cihazi yardimiyla
5 mm PMMA tabaka i¢in lazer giicii %80 ve prob hizi 3 mm/sn’ye ve 1 mm PMMA
tabaka i¢in lazer giicli %60 ve prob hizi1 15 mm/sn olarak kesilmistir. Kesilen pargalar
3.7.1°deki yontemle olusturulmus diskin merkezine dnce 5 mm PMMA daire {izerine 1
mm PMMA daire yapistirilmigtir. 1 mm kalinligindaki PMMA dairenin ortasindaki 4 mm

capindaki delige 3 yollu musluk yerlestirilmis ve sicak silikon ile sabitlenmistir.

Kanin Tasarima Yiiklenmesi

Olusturulan diskte 3 yollu muslugun 2. yoluna vakum pompasi baglanarak musluk 1 ve
2. yol baglantili olacak sekilde ayarlanmistir. Disk 20 mbar degerine kadar
vakumlanmistir. Muslugun 2 ve 3. yol baglantili olacak sekilde ayarlanarak diskin hava
ile olan baglantis1 kesilmistir. 15 ml hacmindeki bir enjektdre 10 ml kan numunesi
cekilmis ve muslugun 3. yoluna yerlestirilmistir. Enjektor yerlestirildikten sonra musluk
1. ve 3. yol baglantil1 olacak sekilde ayarlanmistir. Disk i¢indeki vakum nedeniyle kan

numunesi enjektorden disk igerisindeki kanallara yiiklenmistir.

Santrifiij Parametreleri Optimizasyonu

Kullanilan tasarim tam kandaki kirmizi kan hiicrelerinin 800 g’de ka¢ dakika da
¢okmesini belirlemek tizere kullanilmistir. Bu nedenle disk sadece 800 g de santrifiij
edilmistir. Santrifiij sirasinda 30 sn’de 1 diskin fotograflar ¢ekilmistir. Bu verilerin

degerlendirilmesine gore siire optimizasyonu yapilmistir.

Kan Numunesinin Tasarum Uzerindeki Hareketinin Degerlendirilmesi
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Kan numunesinin tasarim {izerindeki hareketi 30 sn’de 1 fotograf ¢ekilerek gézlenmis ve
tasarimda kirmiz1 kan hiicrelerinin ¢6kme hareketinin hizi, geometrinin kan numunesinin

hareketine nasil etkide bulundugu degerlendirilmistir.

3.7.4. Yildiz tasarim

Tasarim Solidworks programinda, 5 katmanli olarak c¢izilmistir. 5 mm kalinliktaki
PMMA orta katman igin, disk 135 mm ¢apinda ve igerisine simetrik olarak 5 kanal
yerlestirilmis ve kanallar birbirine baglanmistir. Yine onceki tasarimdaki gibi iist kismi
genis orta kisma dogru 2 mm genislige daralan ve tekrar genisleyen kadeh benzeri
geometride kanallar ¢izilmistir. Ancak kanallar kirmizi kan hiicresinin hizli bir sekilde
¢Okmesi amaciyla 45 derece egimli olacak sekilde ¢izilmistir. 45 derece egik kanalin
altindaki kirmiz1 kan hiicrelerinin toplanacagi boliimiin 3.06 mm yukarisia jelin rahat
hareketi icin 5.75 mm boy ve 3.72 mm genisliginde olan bir elips ¢izilmistir. Bu kanalin
genisleyen alt kismima kirmizi kan hiicreleri ve iizerindeki kanal ve kadehin fist

kisimlarina ise plazma gelecek sekilde hesaplanmistir.

Diskin iist 1 mm kalinliktaki PMMA katmani i¢in, 135 mm ¢apinda daire ¢izilmis ve
dairenin merkezine gelistirilmis basit kan yilikleme tasarimi olan gevresinde 4 adet 0.5
mm c¢apinda basing dengeleme dairesi ile siringanin yerlestirilecegi 4 mm ¢apinda bir
daire ¢izilmistir. Ayrica kan numunesi fazlarina ayrildiktan sonra plateleti toplamak i¢in
orta katman i¢in ¢izilen 2 mm genislige sahip 45 derece egik duran kanalin iist PMMA
katmanindaki hizasina gore 0.5 mm’lik platelet toplama delikleri ¢izilmistir. Bu delikler
kirmiz1 kan hiicrelerinin insanlarda en diisiik %37 ve en yiiksek %52 oldugu bilgisi goz

oniinde bulundurularak ¢izilmistir.

Cizimlerin somut hale getirilmesi i¢in 3.7.1°de uygulanan yontem kullanilmistir. Ancak
jelin disklerin birlestirilmesi sirasinda oncelikle alt ve orta katman yapistirilmis ve kanal
icerisinde jel i¢in tasarlanan boliime 100 pL gelistirilen jel ve kanaldaki kan numunesinin
diger kanallarla olan baglantisin1 kesmek amaciyla her kanalin en iistiindeki bolgeye 300
pL diisiik yogunluklu hyaluronik jel konulmus ve diskin iist PMMA katmani

yapistinlmigtir.  Diskin fabrikasyonu 3.7.1’de anlatilan yontemle birlestirilmistir.
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Tamamlanan diskin iist PMMA katmaninda bulunan plazma toplama deliklerinin {izerine
cift tarafli bant yapistirilmis asetat kagidi yapistirilarak kan numunesinin disk kanalindan

cikmasi engellenmis ve disk tamamlanmaistir.

Kanin Tasarima Yiiklenmesi

Sodyum sitratl 8 mL kan numunesi, diske gelistirilmig basit kan verme girisgi olan ignesiz

15 mL’lik siringa kullanilarak yavasca yiliklenmistir.

Santrifiij Parametreleri Optimizasyonu

Yildiz tasarimi, 6nceki disk parametrelerinin degerlendirilmesine goére 800 g’de 10

dakika santrifiij yapilmistir.

Kan Numunesinin Tasarim Uzerindeki Hareketinin Degerlendirilmesi

Santrifiij’den 6nce ve sonra diskin fotograflar ¢ekilmistir. Kan numunesinin ve jelin 45

derecelik egik kanaldaki hareketi gézlemlenmis ve degerlendirilmistir.

Izole Edilen PZP 'nin Toplanmasi

800 g’de 10 dk santrifiij edilen diskte ayrilan plateletler gelistirilen diskin iist PMMA
katmaninda plazma deliklerinin iizerine yapistirilan asetat yapistirilmis ¢ift tarafli bant 1
mL’lik insiilin siringasi ile kanalda jelin bariyer oldugu bdlgenin bir iizerindeki plazma

toplama deligi delinerek PZP toplanmistir

Izole Edilen PZP Icerisindeki Hiicre Sayimimin Gergeklestirilmesi

Plazma deliklerinden 1 mL’lik insiilin siringasi ile toplanan PZP, 2 mL’lik ependorflara
aktarillarak Diizen Laboratuvarlar Grubu (Ankara) firmasindan hizmet alimi yapilarak

Sysmex xn-1000 (Sysmex, Japonya) cihazinda platelet sayimi1 gergeklestirilmistir.
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3.7.5. Kar Tanesi Tasarim

Tasarim Solidworks programinda, 9 katmanli olarak cizilmistir. 5 mm kalinliktaki
PMMA orta katman igin, disk 135 mm ¢apinda ve igerisine simetrik olarak 5 kanal
yerlestirilmis ve kanallar birbirine baglanmistir. Yine 6nceki tasarimdaki gibi iist kismi
genis orta kisma dogru 2 mm genislige daralan ve kirmizi kan hiicrelerinin toplanacagi
boliimde kar tanesini andiran 45 derece saga ve sola egik toplam 6 kanaldan olusan bir
geometri ve kanalin merkezine dik olacak sekilde jel yuvasi ¢izilmistir. Egik kanallar
kirmizi kan hiicresinin hizl bir sekilde ¢okmesi amaciyla 45 derece egimli olacak sekilde
cizilmistir. Egik kanallarin baglama seviyesi kirmizi kan hiicrelerinin kanin %37’sini
olusturdugu ve 2 mm genislikteki kanalin {izerinde ise %52’sini olugturdugu diisiiniilerek
hesaplanmistir. Diskin iist 1 mm kalinliktaki PMMA katmani i¢in, 135 mm capinda daire
¢izilmis ve dairenin merkezine vakumlu kan yiikleme tasarimi ¢izilmistir. Bu tasarim icin
iist PMMA katmanina her kanalin girisi ayr1 oldugundan 2.12 mm genisliginde ve 1.96
Ayrica kan numunesi fazlarina ayrildiktan sonra plateleti toplamak i¢in orta katmanda
cizilen 2 mm genislige sahip kanalin iist PMMA katmanindaki hizasina gore 0.5 mm c¢aph

plazma toplama delikleri ¢izilmistir.

PMMA tabakalara ¢izimler, 3.7.1’de uygulanan yontem kullanilarak kesilmistir.
Disklerin birlestirilmesi sirasinda oncelikle alt ve orta katman yapistirilmig ve kanal
icerisinde jel i¢in tasarlanan boliime 150 pL gelistirilen jelden 1 mL’lik insiilin enjektorii
ile yiikklenmis ve diskin tist PMMA katmani yapistirillmistir. Birlestirilen 5 katmanin
iizerine vakum kapakli kan yiikleme aparati yerlestirilmistir. Tamamlanan diskin {ist
PMMA katmaninda bulunan plazma toplama deliklerinin iizerine de tek yiiziine ¢ift
taraflt bant yapistirilmis asetat kagidi yapistirilarak kan numunesinin disk kanalindan
cikmas1 engellenmis ve 72 saat 2 mengene ile sikistirilip bantlarin %100 yapismasi
saglanmistir. Disk kan numunesinin yiiklenebilmesi i¢in vakumlama aparati yardimiyla

20 mbar degerine kadar vakumlanmis ve disk tamamlanmistir.
Kanin Tasarima Yiiklenmesi

Sodyum sitratli 9 mL hacimdeki kan numunesi 10 mL hacmindeki enjektore alinmis ve
vakumlanmis diskin lizerindeki vakum kapak kan yilikleme aparatina yesil u¢ olan 21G

degerindeki igne ile kapaktaki kauguk delinerek kanallara kan numunesi yiiklenmistir.
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Santrifiij Parametreleri Optimizasyonu

Onceki disk parametrelerinin degerlendirilmesine gore kar tanesi tasarrmi 800 g’de 10

dakika santrifiij yapilmistir.

Kan Numunesinin Tasarum Uzerindeki Hareketinin Degerlendirilmesi

Kan numunesinin vakumlu sistemden diske yiiklenmesi ve tasarimda jelin ve kan
numunesinin hareketleri santrifiij sirasinda 30 sn’de 1 c¢ekilen fotograflar ile

degerlendirilmistir.

Izole Edilen PZP 'nin Toplanmasi

800 g’de 10 dk santrifiij edilen diskte ayrilan plateletler gelistirilen diskin iist PMMA
katmaninda plazma deliklerinin {izerine yapistirilan asetat yapistirilmis ¢ift tarafli bant 1
mL’lik insiilin siringasi ile kanalda jelin bariyer oldugu bdlgenin bir iizerindeki plazma

toplama deligi delinerek PZP toplanmistir

Izole Edilen PZP Icerisindeki Hiicre Sayimimin Gergeklestirilmesi

Plazma deliklerinden 1 mL’lik insiilin siringasi ile toplanan PZP, 2 mL’lik ependorflara
aktarillarak Diizen Laboratuvarlar Grubu (Ankara) firmasindan hizmet alimi yapilarak

Sysmex xn-1000 (Sysmex, Japonya) cihazinda platelet sayimmi gergeklestirilmistir.

3.7.6. Ugak Tasarimi

Tasarim Solidworks programinda, kan numunesi yiikleme aparati dahil 9 katmanli olarak
¢izilmistir. 5 mm kalinliktaki PMMA orta katman igin, disk 130 mm ¢apinda ve icerisine
simetrik olarak 5 kanal yerlestirilmistir. Kanal tasariminda tist kismi1 genis orta kismi jelin
santriflyj islemi sonlandiktan sonra hareket edememesi i¢in kare seklinde girintili ¢ikintily,
daralan kanal ve Z kanalli olarak 3 farkh disk dizayn edilmistir. Kirmizi kan hiicrelerinin
toplanacagi boliim ugak kanadini andiran 45 derece saga ve sola egik kanallardan olusan
bir geometri ve kanalin merkezine dik olacak sekilde kar tanesi tasarimina benzer jel
yuvasi ¢izilmistir. Egik kanallar kirmizi kan hiicresinin hizli bir sekilde ¢c6kmesi amaciyla

45 derece egimli olacak sekilde ¢izilmistir. Egik kanallarin baslama seviyesi kirmizi kan

40



hiicrelerinin kanin %37’sini olusturdugu ve her geometrideki ince kanalin orta

seviyelerinde ise %52 sini olusturdugu diisiiniilerek hesaplanmustir.

Diskin 1 mm kalinliktaki iist PMMA katmani icin, 130 mm c¢apinda daire ¢izilmis ve
dairenin merkezine vakumlu kan yiikleme tasarimi ¢izilmistir. Bu tasarim i¢in iist PMMA
katmanma her kanalin girisi ayr1 oldugundan kanalin merkeze bakan kismindaki
geometriye uygun genislikte kan numunesinin girigi i¢in delik ¢izilmistir. Ayrica kan
numunesi fazlarina ayrildiktan sonra plateleti toplamak i¢in orta katmanda ¢izilen girintili
cikintili kare kanalin tist PMMA katmanindaki hizasina gére 1 mm ¢apli plazma toplama

delikleri ¢izilmigtir.

PMMA tabakalara solidworks cizimleri, 3.7.1°de uygulanan yontem kullanilarak

kesilmistir ve diskler, 3.7.5’te uygulanan yondem kullanilarak birlestirilmistir.

Kanin Tasarima Yiiklenmesi

Sodyum sitratli 9 mL hacimdeki kan numunesi 10 mL hacmindeki enjektore alinmis ve
vakumlanmis diskin lizerindeki vakum kapak kan yiikleme aparatina yesil u¢ olan 21G

degerindeki igne ile kapaktaki kauguk delinerek kanallara kan numunesi yiiklenmistir.

Santrifiij Parametreleri Optimizasyonu

Ucak tasarimi altinda olusturulan 4 farkli ince kanal yapisina sahip disk 800 g’de 8 dakika

santrifiij edilmistir.

Kan Numunesinin Tasarim Uzerindeki Hareketinin Degerlendirilmesi

Kan numunesi disklerde sirastyla kare kanalli, daralan kanalli, Z kanalli ve ticgen engelli

Z kanalli olarak denenmis ve her disk denemesinde gekilen fotograflar neticesinde disk
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icerisindeki kan ve jel numunesinin hareketleri degerlendirilerek siradaki diske

gecilmistir.

Izole Edilen PZP 'nin Toplanmast

izole edilen PZP’ler plazma toplama deliklerinden 1 mL’lik insiilin siringast ile toplanan
PZP, 2 mL’lik ependorflara aktarilmistir.Ince kanal igerisinde bulunan bdlge PZP olarak

ve ince kanalin lizerindeki genisleyen kanal PFP seklinde 2 agamada toplanmustir.

Izole Edilen PZP Icerisindeki Hiicre Sayimimin Gergeklestirilmesi

Izole edilen PZP ve PFP Diizen Laboratuvarlar Grubu (Ankara) firmasindan hizmet alimi
yapilarak Sysmex xn-1000 (Sysmex, Japonya) cihazinda platelet sayimi
gergeklestirilmigtir.

4.SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Disk Tabanh Sistem Tasarim

Disk tabanli laboratuvar sistemleri, santrifiijlii mikro-akiskan veya disk tabanh
laboratuvar platformlari, mikro-akiskanlari manipiile etmek i¢in santrifiij etkisinden
yararlanir. Merkezkag kuvveti diskin her yerinde bulunmakta ve yon daima radyal olarak
disa dogru oldugu icin, tipkr bir “yercekimi alan1” gibi davranir. Olusan bu yercekimi
alan1 bircok avantaj sunmaktadir. Santrifiijlii mikro-akigskan cihazlarda siv1 taginmasi da
oldukca verimlidir. Sistemde hava balonlugu veya artik hacim birakmamaktadir. Ek
olarak, kullanilan numunede yogunluklar1 farkli olan birimler varsa merkezkac kuvveti
kullanmldigindan yogunluga bagli fazlarin ayrilmasini da saglamaktadir. Bu avantajlar
sadece santrifiijlii mikroakigkan arastirma faaliyetlerinde bir artigsa katkida bulunmakla
kalmamis, ayni zamanda birgok sirketi santrifiijli mikroakigkanlara dayali iiriinler
gelistirmeye ¢ekmistir. Panasonic, Roche, Samsung, 3M ve Abaxis, hali hazirda piyasada

santrifiijlii mikro-akiskan bazli {irlinlere sahiptir. [58].
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4.1.1. Tasarima Yonelik ilgili Hesaplamalarin Yapilmasi

Yapilan tez calismasinda, disk tabanli sistemin amaci olan yiiksek konsatrasyonda
platelet’in elde edilmesi i¢in yaklasik olarak her insanda ortak olan kan hiicre sayilarinin
hesaplamasi yapilmistir. Bu hesaplamaya gore, literatiirdeki bilgilere dayanarak erkek ve
kadin tam kanindaki hematokrit degeri farklidir. Bu nedenle, erkeklerde %42 ile %52
arasinda ve kadinlarda %37 ile %47 arasinda olan hematokrit degeri g6z 6niine alinmistir.
Bu degerlere gore tez ¢alismasinda gelistirilen PZP kitinin hem erkek ve hem de kadin
kisiler tarafindan kullanilacag1 géz oniine alindiginda kanal tasarimi hesaplamalarinda
kadinlarda en diisiik %37 degeri ve erkeklerdeki en yliksek %52 degeri alinarak excel
programinda disk tasarimlarinda kullanilan 6rnek hacimlerine gore hesaplanmistir
(Tablo3). Bu hesaplamadan yola ¢ikarak tasarimlarda kullanilan kanal tasarimlarinin

hacimleri Solidworks programinda hesaplanmastir.

Tablo 3. Kan Numunesindeki Hematokrit oranina gére PZP Toplama Bolgesinin
Hesaplanmasi.

Disk Kanallarindaki Bolgelerde En Diisiik Olmasi Gereken Hacimler

Ornek Hacim (mL) | Tek Kanal Hacmi (mL) | Hematokrit Orani (%) | Kirmizi Kan Hiicreleri Hacmi (mL) | Plazma Hacmi (mL)

10 2 37 0,74 1,26
9 1,8 37 0,666 1,134
8 1,6 37 0,592 1,008

Disk Kanallarindaki Bolgelerde En Yiiksek Olmasi Gereken Hacimler

Ornek Hacim (mL) | Tek Kanal Hacmi (mL) | Hematokrit Orani (%) | Kirmizi Kan Hiicreleri Hacmi (mL) | Plazma Hacmi (mL)

10 2 52 1,04 0,96
9 1,8 52 0,936 0,864
8 1,6 52 0,832 0,768

4.1.2. Disk Tabanh Sistemin Cizimleri

Tez calismasinda kullanilan disk tasarimlarmin cizimleri Boliim 3.1°de ve 3.1.1°de
anlatilan hesaplamalara gore Solidworks programinda c¢izilmistir. Cizilen disk tabanh

sistemlerin 2 boyutlu tasarimlar1 Sekil 3,4,5,6,7,8,9 ve 10°da gosterilmistir.
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pa il

100,00

B5d

Sekil 3. Diiz kanal tasarima.

$120,00

Sekil 4. Farkli genisliklerde diiz kanal tasarimi.
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®130,00

Sekil 5. Kadeh kanal tasarmma.

©135,00

Sekil 6. Yildiz tasarimi.
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$135,00

Sekil 7. Kar tanesi tasarimi.

©130,00

Sekil 8. Vakum kapakli- kare kanalli ugak tasarima.
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©130,00

Sekil 9. Vakum kapakl1 daralan kanalli ugak tasarimi.

©130,00

Sekil 10. Vakum kapakli Z kanall1 ugak tasarima.
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4.2. Disk Tabanh Sistemin Fabrikasyonu
4.2.1. Uygun Disk materyalinin Belirlenmesi

Disk tabanli sistemler i¢in kullanilan biyo-uyumlu malzemelerden PMMA, polikarbonat
ve PET tabakalar SDS Ankara Yapi ve Reklam Uriinleri (Ankara) firmasindan satin

alinmis ve lazer kesim cihazia uygunlugu agisindan degerlendirilmistir.

Deneme i¢in 1 mm kalinliginda PET tabaka lazer cihazinda lazer giicti %40- %50 ve %60
ile prob hizi 10 -12 ve 15 mm/sn olarak test edilmistir. Test sonucunda PET tabaka lazer
cihaz ile kesilirken kesim yerlerinde renk degisiklikleri tespit edilmis kesilen bolgeler
eriyik hal almistir. Kesim yerlerindeki eriyik hal ¢ift tarafli bantin yapisma oranini
etkilemekte ve renk degisikliginin toksik bir problem olusturmasi durumu
diisiiniilmiistiir. Bu nedenlerden dolayr PET malzemeden vazgecilmis ve Polikarbonat

tabaka denenmistir.

Yine deneme i¢in 1 mm kalinliginda polikarbonat tabaka lazer cihazinda yine ayni
parametrelerle denenmistir. Fakat polikarbonat yapisindaki malzemelerden dolayi lazer
kesime elverisli olmayip kesim sirasinda alev alarak yanmistir. Bu nedenle polikarbonat

malzemesinden de vazgecgilmistir.

Deneme i¢in 1 mm kalinliginda PMMA tabaka lazer cihazinda yine ayni parametrelerle
denenmistir. Kesim sirasinda kesilen bolgeler diizgiin bir sekilde erimeden kesilmistir.
Kesilen boélgelere ¢ift tarafli bant yapistirildiginda hava baloncugu kalmadan yiizeye

%100 oturdugu gozlemlenmis ve disk malzemesi olarak kullanilmistir.

4.2.2. CO:2 Lazer Parametrelerinin Optimizasyonu

Disk tabanli sistem i¢in uygun materyal olarak PMMA tabaka secildikten sonra disk
cizimlerine gére uygun 1 mm ve 5 mm kalinliginda PMMA tabakalar i¢in lazer cihazinda
optimum kesim degerleri denenmistir. Bu optimizasyon, PMMA malzemesinin
yanmamasi ve kesilen malzemenin seklini korumasi ic¢in gerekli bir islemdir.

Malzemelerin optimizasyonu i¢in énce 1 mm kalinliktaki PMMA tabakalar lazer kesim
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cihazinda sirayla lazer giicli %40, %50 ve %60 olarak, prob hiz1 ise 10-12-15 mm/sn
olarak denenmistir. Yine ayn1 cihazda 5 mm kalinliktaki tabaka i¢in de lazer giicii %70
ve %80 olarak, prob hizi ise 3 mm/sn — 5 mm/sn ve 10 mm/sn olarak kesilme islemi
denenmistir. Bu parametreler sonucunda 1 mm PMMA tabaka i¢in en uygun deger lazer
giicli %60 ve prob hizi1 15 mm/sn olarak bulunmus ve 5 mm PMMA tabaka i¢in lazer
giicli %80 ve prob hizt 5 mm/sn olarak bulunmustur. Disk’in somut hale getirilmesi
sirasinda 5 mm kalinliktaki PMMA tabakanin iki yiizii de ¢ift tarafli bant ile kaplanarak
kesilmigtir. Bu nedenle iki yiizii de bant kapl tabaka i¢in lazer giicli %80 ve prob hizi 3

mm/sn degeri denenmis ve bagarili bir sekilde kesilmistir.

4.2.3. Disk Tabanh Sistemin Fabrikasyonu

Disk tabanli sistemin fabrikasyonunda 1 mm ve 5 mm’lik PMMA tabakalar ve 130 pm
’lik 3M 468MP cift tarafli bantlar Solidworks programiyla ¢izilen tasarimlarda AEON

Nova 7 cihazi ile kesilmistir.

Smm’lik PMMA tabakasi kesilmeden 6nce tabakanin 6n ve arka yiiziine 3M 468MP cift
tarafli bant bir kart yardimiyla PMMA tabaka ve bant arasinda hava baloncugu
kalmayacak sekilde yapistirilmistir. iki ¢ift tarafli bant tabakasi ve bir 5 mm’lik PMMA
tabakasi ayn1 anda lazer kesim cihazinda kesilmistir. Bu nedenle ¢ift tarafli tabakalar igin

tekrardan bir kesim yapilmamustir.

Olusturulan iki 1 mm’lik PMMA ve her iki yiizi ¢ift tarafli bant ile kapli Smm ‘lik
PMMA tabakas1 olmak iizere toplam 5 katman, Solidworks programinda ¢izime eklenen
2,1 mm’lik ¢apinda vida kilavuz delikleriyle hizalanmig ve st {iste ¢ift tarafli bantlarin
diger yiizlerine oturtularak yapistirilmigtir. Yapistirma iglemi sirasinda merdane benzeri
bir silindir ile katmanlar arasinda hava baloncugu kalmamasi i¢in {izerinden dikkatli

sekilde gegilmistir.
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4.3. Disk Tabanh Sistem icin Uygun Santrifiij Cihaz1 Gelistirilmesi
4.3.1. Santrifiij Cihaz1 Tasarlanmasi

Disk tabanli sistem igin gelistirilen santrifiij sistemi kontrol teorisi temelleriyle
olusturulmustur. Gelistirilen sistem istenilen hiz ve siirede donme saglamaktadir. Sistem
kapsaminda kullanilan ekipmanlar: Merkezi Kontrol Birimi, Lojik Seviye Cevirici,
Firgasiz DC Motor, Elektronik Hiz Kontrolciisii, AC-DC Voltaj Cevirici, Hall Efekt

Sensor, Disk Tablasindan olugmaktadir.

Merkezi Kontrol Birimi olarak STM32F103 (BluePill) ARM mimarisi tabanli bir
kontrolcii kullanilmistir. Secilen parametreler bu MCU ST-LINK ad1 verilen bir protokol
cevirici ile programlanmaktadir. STM32F103 kullamimindaki en biiyiikk etken
“ClockCycle”n ¢ok daha popiiler olan ATMEGA islemcili Arduino’lara gore hizli
olmasidir. Sistem iizerinde olusturulan kodda hizli reaksiyonlar verip motor kontroliinii
saglayabilmek adina yiiksek saat darbelerine sahip bir islemci tercihine gidilmistir.
Programlama yapilirken STM uyumlu olan embed.CLI kullanilmigtir. Bu sayede hali
hazirda kullanilan Arduino uyumlu kodlar, PIN konfigurasyonlar1 diizeltilerek STM
izerinde ¢alistirabilir hale getirilmistir. Boylece detayli gomiilii yazilim bilgisine ihtiyag
duyulmadan daha hizli bir ¢dziim sunulmustur. Onemli olan kontrolciiniin stabil sekilde

olmasi ve bunun ayarlanmasi olmustur.

Lojik Seviye Cevirici olarak kullanilan MCU’nin GPIOlarinin 3V3 olmasindan dolay1
cevresel bilesenlerle haberlesip kontrol edebilmesi adina (6zellikle ESC), dijital
sinyallerin voltaj seviyesinde degisiklikler yapilmasi gerekmistir. Bunun igin
bidirectional olan Texas Instruments’in lojik voltaj ¢evirici IC’si TXS0102DCUR olan

bir modiil ile kullanilmistir. Bu sayede ESC kontrolii saglanabilmistir.

Fir¢asiz DC Motor, Yiiksek RPM degerlerine ¢ikilmasia duyulan ihtiyactan, firgasiz DC
motor kullanilmigtir. Tork ve hiz gerekliligi gbz oniinde bulundurulunca GT2215/09

Grand Turbo motor se¢ilmistir.
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Elektronik Hiz Kontrolciisii (ESC), ESC gelen PWM sinyallerine gore akim gegisini
ayarlanan bir vana gibi davranmaktadir. PWM’deki Duty Cycle’a bagli olarak akim
degerini artirip azalmaktadir. MCU’dan gelen PWM sinyallerinin genisligine bagli olarak
sistem hizlanip yavaslamaktadir. Motorun hizlanma ve yavaslanmasini kontrol eden
birim ESC’dir. Voltaj kontrolii ile fircasiz DC Motor siirmek miimkiin olmadigi i¢in bu

ara elemana ihtiya¢ duyulmaktadir.

AC-DC Voltaj Cevirici, sebekeden gelen 220V AC voltajin 12V DC voltaja ¢evrilmesini

saglayan elemandir.

Hall Efekt Sensér, doniis hizi bilgisinin MCU tarafinda anlamlandirilmasi igin her tura ait
dijital sinyalleri olusturan sensordiir. Buradaki hall efekt sensér miktarini artirarak daha
hassas olgiimler alinmasi da miimkiindiir. Ancak tez kapsaminda gelistirilen sistemde
olusabilecek 50-60 RPM’lik sapmalar yiizde 0 ila 1 aras1 etkiye sebep oldugundan kabul
edilebilecek hata payi diliminde yer almistir. Tek Hall Efekt sensor ile bu calisma
gerceklestirilmistir.

Santrifiij sisteminde kullanilan STM32F103 (BluePill) ARM mimarisi tabanh bir
kontrolciiye asagidaki algoritma (Sekil.11) ile yazilan kodlar ST-link versiyon 2 ile
yiiklenerek santrifiij cihazi calistirlmigtir. Santrifiij cihaz1 i¢in kullanilan kodlar ekler-

1’de verilmigtir.
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Hata/Baslangig Hizi
icin
ilk Degerter

Kesmeleri Aktif et

v

Fonksiyonlan Tammia
(PID hesaplamalan, Artig hizi,
Bilgisayar ile iletisimi)

Seri iletisim portundan
“Bagla~ Komutu girilir

l istenilen Hiz degeri girilir
N

1 saniye dolau mu?
(zamanlayic)

Hall sensorden kesme

Sayacin o anki degerne gore
saniyeden dakikada donus hizina
ulag

l

PID Bloduna ankik hiz degeri girilir
hizdaki hata tespit edilir.

Sayac: 1 artir

Hayir -
Hata 0 mi? Gucu

Evet

Guca Sabit tut

“Dur” Komutu geldi
mi?

Sekil 11. Santrifiij cihazi i¢in algoritma akig semasi

4.3.2. Disk Tabanh Sistemler icin Gelistirilen Santrifiij ve Stroboskop Isik

Devresinin Degerlendirilmesi

Merkezi Kontrol Birimi, Lojik Seviye Cevirici, Firgasiz DC Motor, Elektronik Hiz
Kontrolciisii, AC-DC Voltaj Cevirici, Hall Efekt Sensor ve Disk Tablasindan olugan disk
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tabanli sistemler i¢in uygun santrifiij cihazi (Sekil 12) birlestirilmis ve kullanima hazir

hale getirilmistir. Santrifiij cihaz fir¢casiz DC Motor kullanildigindan performansi ¢ok

yliksek ve uzun kullanim i¢in uygundur.

Sekil 12. Disk tabanli sisteme uygun santrifiij cihaz1 ve BL-DC Motor.

Arduino Uno gelistirme karti, 3 adet direng, anahtar devresi, 10 W Power Led’den olusan
devre (Sekil 13) birlestirilmis ve arduino kodlarindaki milisaniye degerleri motorun

frekansina uygun hale getirilmistir.

Sekil 13. Arduino Uno ve Power led’li Stroboskop diizenegi.

Kullanilan disk tasarimlarda santrifiij ile merkezka¢ kuvveti rpm cinsi iizerinden

verilmektedir. Fakat rpm degeri rotor biiyiikliigiine bagli olarak degistiginden cihazdan
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cihaza fark edecektir. Bu nedenle rpm degerleri g olarak hesaplanmistir. Rpm’den g

birimine doniisiim formiil 1 kullanilarak yapilmaistir.

Stroboskop sisteminde kullanilan Arduino UNO gelistirme kartina asagidaki algoritma
(Sekil.14) ile yazilan kodlar yiiklenerek calistirilmistir. Stroboskop i¢in kullanilan kodlar

ekler-1’de verilmistir.

Seri iletigim
portundan basla
komutu girilir

|

Led icin istenilen agik
ve kapali milisaniye
degeri girilir

Y

Agik ve Kapali suresini sabit tut

|

Dur Komutu geldi mi?

Hayir

Sekil 14.Stroboskop cihazi igin algoritma akig semasi
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4.4. Tiksotropik Platelet Ayirma Jeli
4.4.1. Tiksotropik Platelet Ayirma Jelinin Gelistirilmesi

Otolog kandan gelistirilen topikal olarak uygulanan PZP soliisyonu, i¢erisindeki biiyiime
faktorleri sayesinde lokal doku iyilesmesi ve rejenerasyonuna yonelik tedavilerde son
yillarda yaygin olarak kullanilmaktadir [59]. PZP elde yoOntemlerinde ticari olarak
gelistirilen ayirma kitlerinde santrifiij islemi ve silipernatantin toplanmasi esasina
dayanmaktadir [60]. Daha etkin PZP eldesinde, plateletlerin kirmizi kan hiicrelerinden
ayrilmasi icin fiziksel bir bariyere ihtiya¢ gerekmektedir. 'Ayirict jel’ olarak bilinen bu
bariyer sayesinde PZP eldesinde ¢ok daha etkili bir sonuca ulasmak miimkiindiir [61],

[62].

Bugiine kadar PZP eldesinde kullanilmak iizere ¢esitli tiksotropik jeller gelistirilmistir
[63,64]. Gelistirilen tiksotropik jelin, elastik veya kat1 benzeri davranislar gosterdigi igin
bilesen birimlerinin ii¢ boyutlu bir ag yapisina sahip olmasi gerekmektedir. Bununla
birlikte, jel yapisinda kovalent bagdan ziyade zayif fiziksel baglardan olusmalidir.
Baglarin zayif olmasi, yapidaki {i¢ boyutlu agin santrifiijleme sirasinda kayma gerilimi
etkisi ile jelin bir siv1 gibi akmasina izin vermesini saglamaktadir. Ayrica bu bag yapisi,
kayma gerilimi etkisi kaldirildiginda jelin duragan haldeki ag yapisina hizlica geri

dénmesi bakimindan yararlidir [65,66].

Tez calismas1 kapsaminda hazirlanan tiksotropik jel, Anraku ve arkadasinin gelistirdikleri
jel icerigine benzer bir sekilde yapilmistir [67]. Buna gore sivi regine bileseni icerisinde
hidrofilik inorganik toz, hidrofobik inorganik toz ve propilen glikol bir mekanik karistirici

yardimiyla karistirilarak homojen hale getirilmistir.

Jel’in gelistirilmesinde kullanilan Ecsorez 5300, sizdirmazlik {iriinleri, yapistiricilar,
koruyucu kaplamalarin iiretiminde kullanilan petrol bazli bir reginedir [68,69]. Escorez
5300 reginesinin hidrojenlendirilmesi iglemi ile reginenin termooksidatif stabilitesi
artmakta, rengi iyilesmekte ve dien ile aromatik kisimlarin doygunlugunun sonucu olarak

da toksisiteyi ortadan kaldirmaktadir. [70]. Modifiye edilmis hidrokarbon yapili regine
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olarak kabul edilen Escorez 5300, yiiksek diizeyde stabiliteye ve diisiik molekiiler agirliga

sahip, renksiz ve kokusuz bir oligomerdir [71].

Jel yapisinda bulunan diger bir madde ise, trimellitik anhidrit ile 2-etilheksanoliin
esterlestirilmesiyle liretilen TOTM’dur. Uguculugunun diisiik olmasi, yiiksek elektrik
direnci ve 1s1 direnci sayesinde plastiklestirici olarak medikal alanda yaygin olarak

kullanilmaktadir [72].

Jelin viskositesini ayarlamak amaciyla kullanilan Aerosil A200 ve Aerosil R972 ise, bir
oksijen gazi alevi iginde silikon tetrakloriiriin yiiksek sicaklikla hidrolizi ile tiretilen, ticari
olarak temin edilebilen kolloidal silisyum dioksit (SiO.) iiriinlerinden biridir. Ozellikleri
uygun reaksiyon kosullar1 ve ylizey modifikasyonlar ile kontrol edilebilen oldukga
daginik, amorf ve siradan bir 151k mikroskobu tarafindan goriillemeyecek kadar kiigiik
silikadan olusur. Silikalarin modifiye edilmesi ile partikiil biiytikligi, yiizey alanlari,
hidrofilik yap1 ve yogunluklar etkilenmektedir. [73,74]. Aeorosilin hidrofilik 6zelikteki
hali A200 ve hidrofobik 6zellikteki hali ise R972 olarak adlandirilir. Aerosil A200 silanol
gruplar igerir [75]. Aerosil R972, dimetildiklorosilan (% 0,6—1,2) bir polimer zincirine
baglandiginda polimer hidrofobik 6zellik gostermektedir [76,77]. Aerosil A200, farkl
alanlarda kullanilmasinin yant sira tiksotropik bir davranisa sahip oldugu da

belirlenmistir [78,79].

Anraku ve arkadasinin calismasinda herhangi tiksotropik ozelligi arttici bir ajan
kullanmadan yapidaki daha yiiksek bir yiizey hidroksil grubu konsantrasyonuna sahip
olan Aerosil A200 ve R972 silikon dioksit bazli inorganik materyaller kullanarak
tiksotropik etkiyi olusturmay1 amaclamistir. Yapilan ¢alismada hidrofilik yapili inorganik
konsantrasyonun yiiksek olmasi jelin kan bilesenlerini ayirmada daha etkili sonuglar

verdigi gbzlenmistir [67].

Anraku ve arkadaslari, tiksotropik 6zelligi arttirict 6zelliginden dolayi jel yapisinda diisiik
molekiil agirlikl propilen glikol kullanmiglardir. Jelin tiksotropik 6zelligini arttirmasinin
yani sira yiiksek konsantrasyonda kullanimi jel yapisinda catlak olusumlarina neden

oldugu i¢in jel tiretiminde agirlik¢a % 0,2 ila % 5 konsantrasyonda kullanilmistir [67].
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Tiksotropik jelin yogunlugu, diger kan hiicrelerinin yogunlugu ile platalet hiicrelerinin
yogunlugunun arasinda bir deger olacak sekilde ayarlanmasi dnemlidir. Jel igerikli tiip,
igcerisine kan numunesi eklendikten sonra santrifiijleme iglemine tabi tutulur. Merkezkag
kuvvet etkisiyle jel, geri doniisiimlii olarak sivilasir ve farkli yogunluklar nedeniyle daha
agir kan hiicreleri ile plazma arasindaki bir konuma akar. Santrifiijlemeden sonra, azalan
kuvvet ile beraber ayirici bir jel haline doner ve ayrilmasi istenen kan hiicreleri ile

istenilen fraksiyon (platelet) arasinda yumusak bir bariyer olusturur [80].

Gelistirilen tiksotropik jelin, uygun yogunluk ve vizkozitede olmasi i¢in, 5,23 g Escorez
5300, 4,42 ¢ TOTM kullanilmistir. Coziinmiis polimerin lizerine 0,08 g PG eklenmistir.
Jelin viskozitesini ve yogunlugunu belirleyen silikalar i¢in yapilan optimizasyonda 0,15
g Aerosil A 200 ve 0,255 g Aerosil R 972 silika tozlari ¢ozeltiye yavasca eklenmis ve 24

saat boyunca karistirilarak homojen hale getirilmistir.

CuSO4 yontemi, kan test merkezlerinde yogunluk 6l¢iimii i¢in yaygin olarak kullanilan
hizl1 ve oldukga giivenilir bir yontemdir. Yogunlugu bilinen ¢ozeltiden yola ¢ikarak kanin
Ozgil agirliginin tespit edilmesine dayanmaktadir. Kan yapisindaki hemoglobin
konsantrasyonuna bagli olarak yilizeyde yiizer ya da CuSOg4 ¢ozeltisinin dibine batar.
Boylece kandaki hemoglobin seviyesi belirlenmektedir [81]. Kan igerisindeki plazmanin
0zgil agirligmin 1.022 - 1.026 g / mL, beyaz kan hiicrelerinin yogunlugu yaklasik 1.08 g
/ mL ve kirmizi kan hiicrelerinin yaklagik 1.11 g / mL'lik yogunluga sahip oldugu
bilinmektedir [82,83]. Plateletler ise diisiik yogunluklu (1.040 <d <1.065 g / mL), ara
yogunluk (1.065 <d <1.070 g / mL) ve yiiksek yogunluklu (1.070 <d <1.080 g / mL)
olarak tli¢ farkli yogunluk degerine sahiptir [16] . Gelistirilen jelin platelet yogunluk
degerleri goz onilinde bulundurularak kirmizi kan hiicrelerinden daha diisiik yogunluklu
ve plazmadan ise daha yiiksek yogunluklu halde kan hiicreleri arasinda bir bariyer
olusturacagi g6z oniinde bulundurularak 1.040 ila 1.080 arasinda olacak sekilde optimize
edilmistir. Bu dogrultuda platelet yogunluk degerlerinden yola ¢ikarak jelin
yogunlugunun belirlenebilmesi amaciyla sirastyla 1,04 g/mL, 1,05 g/mL, 1,06 g/mL, 1,07
g/mL ve 1,08 g/mL yogunluklara sahip CuSOj4 ¢ozeltileri hazirlanarak jelin bu ¢ozeltiler

icerisinde konumu degerlendirilmistir.
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1,04 g/mL

11,08 g/mL

Sekil 15. Farkli yogunluklardaki CuSOg ¢ozeltileri kullanilaral jel yogunun belirlenmesi

Sekil 15° de verildigi iizere jel 1,04 g/mL, 1,05 g/mL ve 1,06 g/mL yogunlugundaki
CuSOq ¢ozeltilerinde dipte kalirken, 1,07 g/mL ve 1,08 g/mL yogunluguna sahip CuSO4
cozeltisinde yiizer konumda oldugu gozlenmistir. Buna gore jelin yogunlugunun 1,06

g/mL - 1,07 g/mL degerleri arasinda oldugu tespit edilmistir.

800 g, 10 dk

Sekil 16. Jellerin kan numunesindeki ayirma etkinliginin degerlendirilmesi. Santrifiijleme
oncesi: Gelistirilen jel (A), Ticari jel (B); Santrifiijlendikten sonra: Gelistirilen jel (C),
Ticari jel (D).

Ticari olarak alinan jel 1,04 - 1,05 g/mL, tez kapsaminda gelistirilen jel ise 1,06 — 1,07
g/mL yogunluga sahiptir. Bu nedenle ticari olarak alinan jelin plateletleri izole etme
kabiliyeti yogunlugu nedeniyle tez calismasi kapsaminda gelistirilen jelden daha kotiidiir.
Ticari jel plateletlerin alt popiilasyonundaki diisiik yogunluklu (1.040 <d <1.065 g / ml)
hiicrelerin bir kismin1 alabilmekte, ara yogunluk (1.065 <d <1.070 g / ml) ve yiiksek
yogunluklu (1.070 <d <1.080 g / ml)’lu plateletleri izole edememektedir. Caligmada
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gelistirilen jel ise diisiik ve ara yogunluklu platelet hiicrelerini izole edebilmektedir.
Yiiksek yogunluklu platelet hiicrelerinin yogunlugu KKH’lere yaklastigindan dolayi

izole edilmesi ¢ok zor olmaktadir.

Gelistirilen jel ve ticari jelin kan ile etkilesimini degerlendirmek amaciyla ilk olarak
ependorf icerisinde incelenmistir. Bu dogrultuda 300 pl jel {izerine 1 mL tam kan
konularak 800 g’de 10 dk santrifiijlenmistir. Sekil 16 de bulunan goriintiiler
incelendiginde ilk asamada iki jel yapisiin da kan ile karigmadigi gozlenmistir.
Santrifiijleme isleminden sonra ticari jelde herhangi bir renk degisimi gdzlenmemis,
kirmiz1 kan hiicreleri dibe toplanmis, plazma ise jel tizerinde kalmistir. Jelin tizerinde
platelet ve beyaz kan hiicrelerini barindiran beyaz bulutsu bir tabaka gézlenmistir. Ayni
sekilde gelistirdigimiz jelin kullanildig1 ependorfta da basarili bir ayrim gozlenmistir.
Ancak santrifiij sirasinda kirmizi kan hiicreleri jelin icerisinden gegerken santrifiij
bitiminde jel igerisinde sikistigindan dolayr jel yapisinda az miktarda kirmizi kan

hiicreleri gozlenmistir. Diger yandan izole edilecek bulutsu yap1 belirgin haldedir.

4.4.2. Tiksotropik Jel icin Karakterizasyon Testleri

Tez ¢aligmasi kapsaminda gelistirilen ve ticari jelin kimyasal bilesiminin daha detayli bir
sekilde belirlenebilmesi ve ticari jel ile karsilagtirilmasi i¢in FTIR analizi yapilmis,

reolojik 6zellikleri incelenerek etkinlikleri degerlendirilmisgtir.

4.4.2.1. FT-IR Karakterizasyonu

Calisma kapsaminda ticari olarak temin edilen ve gelistirilen jellerde bulunan organik
gruplar tanimlamak ve jellerin kimyasal yapilarini karsilastirmak igin FTIR spektrumlar
incelenmis ve degerlendirilmistir. Buna gore ticari jel ile gelistirilen jel arasinda kimyasal
acgidan bir farklilik olmadigr gozlenmistir. Jellere ait FTIR spekturumu incelendiginde
2940 cm™! civarinda gdzlenen pikin organik jel gelistirilmesinde kullanilan Escorez 5300,
TOTM ve propilen glikol bilesenlerinde ortak olan alifatik C-H gerilmesi oldugu tespit
edilmigtir [84].
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1465 cm™'de TOTM’un gostergesi olan CH3 asimetrik titresimi oldugu gdzlenmistir. .
Ayni sekilde yine TOTM’dan gelen —CH3 grubunun simetrik agisal deformasyonuna ait
1390-1370 cm™ absorpsiyon bolgesinde bir pik gozlenmistir [85]. TOTM varliginin
belirteci olan doymus alifatik esterler, 1750-1725 cm™! bdlgesinde C = O baglanma
gerilmesi ile iliskili bir bant, 1275-1185 cm™ ‘de C-O-C baglama gerilmesine bagli olan
oksijen ve karbon ile 1160-1050 cm™ 'de oksijen ve diger karbon arasindaki gerilmeyi
gosteren giiclii bantlar gézlemlenmektedir. Bu piklerin jel yapilarinda goriilmesi elde
edilen jelde TOTM igerigini dogrular niteliktedir [86,87]. 700 ve 750 cm™! civarinda ise
Escorez 5300 polimerinden gelen aromatik halkalarda C — C biikiilme titresimleri
nedeniyle olusan pikler gozlenmistir [70]. Propilen glikol’iin yapisinda bulunan
karboksilik asit grubunun 1730 cm™ 'deki pikin gosterdigi C = O bagi , oldugu
gOriilmustiir [88].

Aerosil R972 ve Aerosil A200 polimerlerininin yapisinda bulunan silika oksidin Si-O-Si
baglarinin asimetrik germe titresimlerini gdsteren FTIR spektrumu, 1100 cm™''de belirgin
bir pik halinde gozlenmektedir [89]. 820 cm™'de ise diisiik bir tepe noktasinin olusmasi
Si-O-Si baglarinin simetrik deformasyonuna baglidir. Bunlar Si-O-Si ag titresimleri igin

tipik emilim bantlaridir [90].

% Gegirgenlik (Transmittans)

3500 3000 2500 2000 1500 1000

Dalga sayis1 (cm-1)

Sekil 17. Jellere ait FTIR spektrumun karsilastirmasi grafigi: Gelistirilen jel kirmiz1 ¢izgi

ile ticari jel mavi ¢izgi ile gosterilmistir.
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Sekil 17¢de verilen FTIR sonuglar1 degerlendirildiginde 3000-2850 cm™ arahiginda iki
jelde de aymi siddete sahip pikler gozlenmistir. Ester ve karboksilik asit yapilarinin
varligindan kaynaklanan 1750-1725 cm™ bélgesinde C = O baglanma gerilmesi ve 1275-
1185 cm! arasinda gozlenen C-O-C baglama gerilmesi incelendiginde gelistirilen jelde
ticari jele gore daha yiiksek siddetli bir pik olusturdugu gézlenmistir. Ester yapilart ve
karboksilik asitler hidrojen atomlarina baglanarak hidrojen baglarimi olustururlar [91].
Gelistirilen jelde bu piklerin daha yiiksek siddette olmasi jel yapisinda daha fazla hidrojen
bag olustugunu ve dolayisiyla jel yapisinin ¢apraz baglanma miktarmin daha ytiksek
oldugunu isaret etmektedir [92]. Jel yapisinda bulunan lineer alkil zincirleri arasindaki
giiclii van der Waals etkilesimi ile fiziksel ¢apraz baglanma yoluyla ii¢ boyutlu aglar
olusturmak i¢in kurulan zayif van der Waals etkilesimleri de bulunmaktadir. Kayma
gerilmesi uygulandiginda yapidaki fiziksel capraz baglar (zayif van der Waals
etkilesimleri) bozulur, ancak gii¢lii van der Waals ve hidrojen baglanma etkilesimleri
korunmaktadir. Sonug olarak, ag yapisi bozularak jel sivi hale doniisiir. Gerilmenin
kaldirilmasi ile yapidaki kimyasal baglar jelin eski formuna donmesine ve ii¢ boyutlu ag
yapisinin yeniden olusturulmasina olanak saglamaktadir [93]. Jel igerigindeki ¢apraz bag
miktarinin yiiksek olmasi kayma geriliminin uygulanmas: ile jelin sivilasma miktarinin
diismesine neden olacagi i¢in capraz baglanma miktariin artmasi jelin tiksotropik

6zelligini azalmaktadir [94].

4.4.2.2. Reoloji Karakterizasyonu

Gelistirilen ayirma jelinin ve ticari jelin reolojik davranisi incelemek amaciyla dinamik
ve sabit kosullarda goriiniir vistozite tayini, frekans tarama calismasi ve ii¢c kademeli
kayma hizi analizi gergeklestirilmistir. Bu testler sonucunda elde edilen verilerden
yararlanilarak reolojinin temel parametreleri olan viskozite (1), depolama modiilii (G’),

kayip modiil (G’*) ve kayip tanjant (tan 6) degerleri hesaplanmuistir.

Tiksotropi, jellerin belirli bir mekanik strese maruz kaldiklarinda viskozitelerinde
kademeli bir azalmaya yol agan, ardindan daha fazla veya daha az uzun bir dinlenme
stiresinden sonra reolojik ozelliklerinin geri kazanilmasina dayanan bazi psddoplastik
malzemelerin bir 6zelligidir. Stres kosullar1 altinda, bir s1v1 tabakasi bitisik tabaka {izerine

kayar ve bu da laminer akisin olugmasina neden olur. Dolayisiyla malzeme, jel
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durumundan s1vi duruma doniisiir ve jel-sol izotermal doniisiimiin tersinir bir iglemini

temsil eder. Malzemenin bu 6zelligi zamana baghidir [95].

Gelistirilen ve ticari jele uygulanan 'kararli durum akis testi’ ile 10 -100 s~ ! araligindaki
kayma hizlarinda jellerin viskozitesi belirlenmistir. Newton kanununa uygun olmayan bir
akiskanlarda, viskozite uygulanan kayma hizina baglidir. Sekil 18’ de verilen grafige gore
viskozite, diisiik kesme hizlarinda son derece yiiksek (10°-10* Pa.s), artan kesme hiziyla
stirekli olarak azaldigi acikca goriilmiistir. Bu davranis, newton yasalarina uygun
olmayan sahte plastik bir karakter sergileyen fiziksel bir jelin karakteristik 6zelligidir ve
jelin tiksotropik oldugunu gostermektedir [96]. Kayma hizi arttikca, zayif iliskili ii¢
boyutlu ag yapisi bozulur. Bununla birlikte, kayma hizinin kaldirilmasi ile baglar yeniden

olusturulur ve ag yapist yeniden kurulur. Boylece jelin elastik karakterini geri kazanir

[65,97].
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Sekil 18. Jellerin viskozite reolojik analizi: Gelistirilen jel (A); Ticari Jel (B).

Jel ag yapisinin viskoelastik 6zelliklerini arastirmak ve elastik (G’) ve viskozun (G ")
modiil degerlerinin frekans bagimliligint belirlemek icin jel orneklerin sabit gerinim
altinda farkli frekans degerlerinde tarama testleri yapilmistir. Caligmada frekans degeri
100 Hz’ kadar ¢ikartilmig, bu deger uygulanan santrifiij parametrelerine gore
belirlenmistir. Bu sayede santrifiijleme islemi sirasinda uygulanan merkezkag kuvvetinin

jel davranisi tizerindeki etkisi incelenmistir. Uygulanan bu test, jellerin olagandisi akis

62



davranis1 hakkinda bilgi saglar. Malzeme fonksiyon egrilerinin sekli, malzemenin yapisal

ozelliklerini ortaya koymaktadir.

Viskoelastik 6zellik gosteren jel malzemeler i¢in toplam stres, bir faz i¢i bilesene ve bir
faz dis1 bilesene doniistiiriilebilir; bunlarin uygulanan tiir ile boliinmesi, sirasiyla, drnegin
kat1 benzeri (elastik) yanit1 karakterize eden "depolama modiili" ve s1vi benzeri yaniti
karakterize eden "kayip modiili" nii verir. Bununla birlikte, kayma gerilimininin
kullanilmas1 daha yaygindir ve modiiller daha sonra G’ (depolama modiilii) ve G*” (kayip
modiilii) ile gosterilir [98]. Kayma depolama modiilii (G '), depolanan enerjiyi 6lgerek
elastik davranis1 temsil ederken, kayma kaybi modiilii (G "), viskoz davranisi temsil eden
1s1 olarak yayilan enerjiyi dlger. G” degeri ile karsilagtirildiginda yiiksek bir G’ degeri
giiclii molekiiller arasi etkilesimleri temsil eder ve ii¢ boyutlu agda meydana gelen gevsek
jel yapilanmin goreceli mukavemeti nedeniyle molekiiller arasi kaymaya direnme

yeteneginden kaynaklanir [97].

Salmimli agisal frekansin bir fonksiyonu olarak dlgiilen G’, G’” ve tan § degerlerinin elde
edildigi grafige gore, jellerin davranislart incelendiginde benzer bir egri olusumu
gozlenmigtir (Sekil 19). Test edilen iki jel icinde, G’ degeri diisiik frekanslar i¢in G’
degerinden daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu durum, jelin ilk kosullarda elastik kati
bir davramisa sahip oldugunu gosterir. G* ve G’° degerleri salimim frekansinin bir
fonksiyonu olarak siirekli artar, bu nedenle modiiller arasinda bir c¢apraz gegis
gbzlemlemek miimkiindiir. Caprazlama sonucunda G’’ degeri G’ degerinden daha biiyiik
bir deger almistir. Bu durum jellerin, viskoelastik s1v1 karakter sergiledigini gdstermistir

[99].
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Sekil 19. Frekansin bir fonksiyonu olarak G ' ve G " 6lgen salimim calismasi ile jellerin

reolojik analizi: Gelistirilen jel (A); Ticari Jel (B).

Tiksotropik jellerin bircogu kayma kuvveti etkisinde duragan haldeki yapinin bozulmasi
ya da hizalanmas1 sonucu goriilen kayma incelmesi davranisi sergiler ve ardindan eski
haline geri doner. Yapilan reolojik analizler jellerin gesitli 6zellikleri hakkinda bilgi
vermesine ragmen jellere uygulanan iic kademeli kayma hizi analizi tiksotropikligin

degerlendirilmesinin en iyi yoludur.

Bu analize gore, birinci asamada 6rnekler {izerine jelin duragan halinde olmasi i¢in diisiik
bir kayma hiz1 uygulanir. Ikinci asamada, numunenin yapisinin bozulmasina ydnelik
olarak yiiksek bir kayma hizina maruz birakilir. Ugiincii asamada ise kayma hiz1 yeniden
birinci asamada uygulanan kayma hizina esit bir degere diisiiriiliir ve viskozitenin geri
kazanimi, zamanin bir fonksiyonu olarak degerlendirilir. Numuneler arasindaki
tiksotropik davranigi kargilagtirmak i¢in, baglangi¢ viskozitesinin %90' m1 (veya
tanimlanmis bir miktarini) geri kazanmak i¢in gereken siire kullanilabilir. Dolayisiyla bu
siire, tiksotropinin goreceli bir ol¢iisii olarak kabul edilebilir. Jelin sahip oldugu geri
kazanim siiresinin daha diisiik olmasi, numunenin uzun bir yeniden olusturma siiresine

sahip bir jele gore daha az tiksotropik oldugunu gostermektedir [100].
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Sekil 20. Uygulanan kayma hizi altinda jellerdeki kayma incelemesi ve yeniden

toparlanma siiresini temsil eden ii¢ asamali kayma testi.

Tiksotropik davranig karsilastirirken, malzemenin ilk andaki viskozitesinin ne kadarinin
geri dondiigii ve bunun ne kadar siirede tamamlandig1 goz oniine alinir. Geri toparlanma
stiresi uzun siiren malzemeler daha tiksotropik olarak tanimlanirlar. Sekil 20° de verilen
grafige gore iki jel de tiksotropik 6zellik gostermistir. Ticari jelinin geri kazanim yiizdesi
tez kapasaminda gelistirilen jele gore daha fazladir. Bu sebebi, FTIR sonuglarinda da
goriildiigii gibi, gelistirilen jelin ¢apraz bag oranmin fazla olmasi ve bunun da geri
kazaniminin daha yavas olmasina neden olmaktadir. Bu durumda gelistirilen jel disiik g
kuvvetlerinde de siv1 6zellikte daha uzun kalarak, platelet hiicrelerine zarar vermemek
icin kullanilan diisik g kuvvetinde jelin hareketi miimkiin olabilecek ve plateletlerin

KKH’lerinden izolasyonunu saglayabilecektir.

4.4.2.3. Gelistirilen Diisiik Yogunluklu Hyaluronik Jelin Etkinliginin

Degerlendirilmesi

Tiksotropik ozellik gosteren diisiik yogunluklu hyaluronik jelin amaci, yildiz
tasarimindaki diskin kan numunesi yiiklenen orta kismindaki kanallardan, plazmanin
akmasina engel olmak ve bu sayede platelet konsantrasyonunun diismesini engellemektir.

Bu ama¢ dogrultusunda diisiik yogunluklu hyaluronik jelin, kan fazlarina ayrildiginda
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plazmanin iizerinde kalmasi gerekmektedir. Yapilan g¢aligmalar sonucunda istenilen
davranigi gosteren en uygun jelin %2’lik HA igeren jel oldugu goriilmiistiir. %2’den daha
digiik jeller, bariyer ozelligi gosterememis ve %?2’den daha konsantre jellerin ise
yogunluklarindan dolay1 kirmizi kan ve plazma igerisinde tutunduklar1 gézlendiginden
bu jeller kullanilmamistir. Tez kapsaminda yapilan deney calismada, 300 pL %2’lik
hyaluronik jel ve 300 uL platelet ayirmak i¢in gelistirilen tiksotropik jel, 2 mL hacimdeki
ependorfa konulmus ve iizerine 1 mL kan numunesi yiiklenmistir. Ependorf yiiksek hizl
mini santrifiijle 800 g’de 10 dakika ¢evrilmistir. Sonug olarak gelistirilen tiksotropik jel
kirmizi kan hiicrelerinin {izerinde konumlanirken, bekledigimiz gibi diisiik yogunluklu
hyaluronik jel plazmanin {izerinde bariyer olusturmustur. Ependorf ters cevirilerek 10
dakika boyunca tutulmus ve hyaluronik jelin dayanikliligi kontrol edilmistir (Sekil 21).

Sonug olarak hyaluronik jel saglam bir bariyer gorevi gostermektedir.

Sekil 21. Kanin ayrilmasinda kullanilan ¢ift jelin ependorf denemesi. (A). Jellerin ve kan
numunesinin santrifiijden 6nce hali. (B). Jellerin ve kan numunesinin 800 g 10 dakika
santrifiijden sonraki hali. (C). Jellerin ve kan numunesinin santrifiijden sonra ependorf

ters sekilde 10 dakika bekletildikten sonraki hali.

4.5. Disk Tabanh Sisteme Uygun Vakumlu ve Vakumsuz Kan Yiikleme Aparat1 ve

Vakumlama Cihazinin Gelistirilmesi

Tez caligmasimin bu kisminda, Kan numunesinin disk tabanh sisteme zarar gérmeden

rahat bir sekilde aktariminin saglanmasini amaglanmigtir. Bu nedenle bir yiikleme aparati
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gelistirilmistir. Bu aparat disk tabanli sistemin kanallarina kan numunesinin uygulayict

tarafindan kolay bir sekilde aktarilmasini saglamaktadir.

4.5.1. Kan Yiikleme Aparatlarimin Tasarim ve Gelistirilmesi

Disk tabanli sisteme uygun olarak, basit kan yiikleme, 3 yollu musluk ile kan yiikleme

aparati, gelistirilmis basit kan yiikleme ve vakum kapakli tasarimlar denenmigtir.

4.5.1.1. Basit Kan Yiikleme Tasarim

Basit kan yilikleme tasarimi, kan numunesinin yiiklenecegi kanalin iizerinde diskin
merkezine en yakin olan yerine simetrik olarak diskin en iist katmanina lazer cihaziyla 1
mm ¢apli ve 0,5 mm ¢apli 2 adet delik agilmasi ile olusturulmustur. 1mm caph delik, kan
numunesinin kanala 1000 ul’lik otomatik pipet veya 21G yesil uclu igneli enjektor
yardimiyla yiiklenmesini saglamaktadir (Sekil 22). 0,5 mm c¢apli delik ise kan numunesi
disk tabanli sistemin kanalma yiiklenirken kanal icerindeki basmci dengelemek igin
acilmistir. Bu sayede kanin iceriye dolma hizinin kontrolii de saglanmaktadir. Basit kan
yiikleme tasarimi disk iizerinde ayr kanallara 4.6.1 No’lu boliimde belirtilen farkli

denemeler igin kullanilmistir.

A

Sekil 22. Basit kan yiikleme tasarimi ve goriintiisii: ii¢ boyutlu Solidworks ¢izimi (A),
Olusturulan PMMA yap1 (B).

4.5.1.2. 3 Yollu Musluk ile Kan Yiikleme Aparati

Kullanilan 3 yollu musluk tasarimi Sekil 23 ‘de verilmistir. 3 yollu musluk tasariminda;

vakum pompasi hizli sekilde diskte bir sikint1 veya kagak olmadan vakumlamigtir. 10
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mL’lik siringa enjektore ¢ekilmis kan numunesi muslugun 2. yoluna yerlestirilmis ve
muslugun ac¢ilmasiyla hizli bir sekilde biitiin kanallara ayni1 anda numune yiiklenmistir.
Ancak disk, santrifiij sirasinda muslugun agirlik merkezinden dolayr istenmeyen bir

dengesizlik yaratmistir.

A
.
iy
Cr

--

Sekil 23. Ug yollu musluk ile kan yiikleme tasarimi (A) ve goriintiisii (B).

4.5.1.3. Gelistirilmis Basit Kan Yiikleme Tasarimi

Gelistirilmis basit kan yiikleme tasariminda, diske 10 mL enjektor ile numune verilmistir.
Numunenin verilirken basing dengeleme deliklerine dikkat edilmesi gerekmektedir. Aksi
halde disk tikanip numunenin digar1 tasma durumu s6z konusu hale gelebilmektedir.
Tasarimin denenmesi sirasinda dikkatli sekilde kan numunesi doldurulmus ve herhangi
bir sorunla karsilagilmamistir. Ancak bu sistem agik bir sistemdir ve kan numunesine
disaridan gelen kontaminasyonlara agik haldedir (Sekil 24). Ayrica kan verme islemi
dikkatli bir sekilde yavasca yapilmasi gerektiginden, hem uzun slirmekte hem de

deneyimsiz uygulayicilar i¢in zor bir islem olmustur.
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Sekil 24. Gelistirilmis basit kan yiikleme tasarimi(A) ve goriintiisii(B).

4.5.1.4. Vakum Kapakh Yiikleme Aparati

Vakum yapilan diskin tamamen kapali ve steril oldugu diisiiniilmektedir. Disk sisteminde
herhangi bir kacak olmadigindan emin olmak i¢in bir disk 15 giin boyunca vakumlu
olarak bekletilmistir. Bu siirenin sonunda disk’e hacmi kadar su verilmistir ve biitiin su
disk’e igersindeki vakum sayesinde yiiklenebilmisitir. Sonu¢ olarak diskin 15 giin
boyunca istenilen vakum derecesini tuttugu goézlemlenmis ve disk sisteminde kacak
olmadigindan emin olunmustur. Yapilan deneyde vakum kapakli kan yiikleme
tasariminin santrifiij edilen disk sistemlerinde giivenli olarak kullanilabilecek bir yontem

oldugu belirlenmistir (Sekil 25).

A

§
'

Sekil 25. Vakum kapakl1 yiikleme tasarim1 (A) ve goriintiisii (B).
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4.5.3. Vakumlama Aparatinin Degerlendirilmesi

Vakum kapakli kan yilikleme tasariminda, tez kapsaminda gelistirilen vakumlama cihazi
kullanilmigtir. Gelistirilen vakumlama aparati, vakum kapak tam kapatilmamisken ortasi
15 mm ¢apinda kesilmis bir silikon tabakanin f{izerine kapatilir. Vakum cihazi
calistirilirken vakum aparatindaki piston el ile tutulmus ve vakum pompasinda 20 mbar
goriindiiglinde birakilmistir bu sekilde acik olan vakum kapak vakumdan dolay1 asag:
yonde hareket eden pistonun kuvvetiyle kapanarak disk vakumlu hale gelmistir (Sekil
26). Gelistirilen vakumlama aparati1 kullanilarak olusturulan diskler hi¢bir kagak olmadan

basarili bir sekilde vakumlamustir.

Sekil 26. Vakum kapakli kan yiikleme tasarimina uygun vakumlama aparati.

4.6. Gelistirilen Disk Tabanh Sistemlerin Etkinliklerinin incelenmesi
4.6.1. Diiz kanal Tasariminin Degerlendirilmesi

Diiz kanal tasarimina sahip gelistirilen disk, farkli kan hiicrelerinin santrifiij esnasindaki
hareketlerini gozlemlemek amagh kullanmilmistir. Sekil 27°de goriildiigii gibi disk 5

katmandan olusmusmaktadir.
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1 mm Ust PMMA Katmani
(Kan Yiikleme / Hizalama Delikleri)

0.13 pm 3M Cift Tarafli1 Bant
(Kanallar/ Hizalama Delikleri)

5 mm Orta PMMA Katmani
(Kanallar/ Hizalama Delikleri)

0.13 pm 3M Cift Tarafli bant
(Kanallar/ Hizalama Delikleri)

1 mm Alt PMMA Katmani
(Hizalama Delikleri)

Sekil 27. Diiz kanal disk tasariminin katman goriintiisii.

Diske 450 uLL kan numunesi kan yiikleme deliklerinden 1000 pL’lik mikro-pipet ile
yliklenmis ve 1 numarali kanal 800 g ‘de 10 dk, 2 numarali kanal 800 g’de 7 dk, 3
numarali kanal 800 g ‘de 5 dk ve 5 numarali kanal ise 800 g ‘de 10 dk santrifiij edilmistir.
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Sekil 28. Diiz kanal tasarimi 1. Kanalin kan numunesi ile denenmesi. Disk’in bos durumu
(A). 1. Kanala numune yiiklenmis durumu (B). Diskin santrifiij islemi sonunda yatay

halde tutuldugundaki (C) ve dik halde tutuldugunda (D) durumu.

Santrifiij islemi sonunda sekil 28C’de goriildiigi gibi plazma ve kirmizi kan hiicreleri yer
¢ekimi kuvvetinin etkisiyle kanalin altina yayilarak plazma ile karigmaya baslamistir.
Disk hemen kaldirildiginda ise istenmeyen bu karisma engellenmis ve kirmizi kan
hiicrelerinin iizerinde platelet ve beyaz kan hiicrelerinin olusturdugu beyaz bulutumsu
kisim goriilmiistiir. Fakat gelistirilmesi diistiniilen sistemde, uygulayicinin kanallardaki
PZP’yi disk yatay durumda iken toplamasi istenildiginden, sisteme kan hiicrelerini ayirict

bir bariyerin eklenmesine karar verilmistir.
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Sekil 29. Kuvvet sabitken farkli dakikalarda kanallarin durumu: 800 g ‘de 10 dk santrifiij
edilmistir (A). 800 g’de 7 dk santrifiij edilmistir (B). 800 g ‘de 5 dk santrifiij edilmistir
(©).

Kirmizi kan hiicrelerinin lizerinde goriinen bulutsu tabakanin en etkin sekilde ayrilmasi
icin gerekli siirenin belirlenmesi i¢in ise, ayni kanal tasarimina sahip kanallardaki kanlar
800 g’de farkli zamanlarda cevrilmis ve kan hiicrelerinin ayrilmasi izlenmistir. Sekil
29’de de goriildiigii gibi, diskin 800 g’de 10 dakikada ¢evrilmesi ile istenilen ayrilma elde
edilmigtir. Ayni disk iizerindeki uzun geometriye sahip kanal da, aynm1 hacimde kan
numunesi yiiklenerek 800 g ‘de 10 dk santrifiij edilmistir. Buradaki amag goriilen kirmizi
bulutsu beyaz tabakanin daha iyi goriinebilmesi ve toplama sirasinda uygulayicinin bu

bolgeyi daha kolay bir sekilde alabilmesi amaglanmistir.

Sekil 30. Diiz kanal tasarimindaki uzun kanalin 800 g 10 dk sonraki durumu.
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Sonug olarak ince kanalda bulutsu beyaz kisim tahmin edildigi gibi daha net sekilde
secilmis (Sekil 30) ve bu sebepten disk tasarimlarinda beyaz bulutsu kismin bulunacagi
bolgenin ince kanal geometrisine sahip olmasina karar verilmistir. Ayrica daha 6nceden
de belirtildigi gibi kirmiz1 kan hiicrelerine bir bariyer olmadan yatay diizlemde diskten
PZP toplanamayacagindan dolay1 bu tasarimdan sonraki diskler igin tiksotropik jel

kullanilmasina da kararlagtirilmigtir.

4.6.2. Farklh Genisliklerde Diiz Kanal Tasariminin Degerlendirilmesi

Disk sisteminde diiz kanal tasariminin sonuglarina gore tiksotropik jel yapilmistir. Jelin
farkl1 kanal genisliklerindeki hareketinin incelenmesi amacl bu tasarim ¢izilmis ve jelin
farkl santrifiij kuvvetlerindeki davranigi izlenmistir. Gelistirilen disk 5 katmanli olarak

tasarlanmistir (Sekil 31).

1 mm Ust PMMA Katmani
_ (Kan Yiikleme / Hizalama Delikleri)

0.13 pm 3M Cift Tarafli Bant
(Kanallar / Hizalama Delikleri)

5 mm Orta PMMA Katmani
(Kanallar / Hizalama Delikleri)

0.13 pm 3M Cift Tarafli bant
(Kanallar / Hizalama Delikleri)

1 mm Alt PMMA Katmani
(Hizalama Delikleri)

Sekil 31. Farkli Genisliklerdeki Diiz Kanal Disk Tasariminin Katman Goriintiisii

Gelistirilen disk’te 200-300-400-500-600-700-800 ve 1000 g 10’ar dakika denenmistir.
Disk toplam 10 kanaldan olugmaktadir. Kanallar her birinden 2’ser tane olacak sekilde

sirayla 8§ mm, 6 mm, 4 mm, 2 mm ve 1 mm genisliginde kanallardan ve bu kanallarin
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diplerine sirasinda sirayla 150 uL, 100 puL, 70 pL, 20 pL, 10 pL tiksotropik jel igerecek
sekilde hazirlanmiglardir. Kanallar sirayla 1,5 mL, 1,15 mL, 770 pL, 400 puL ve 200 pL

kan numunesi ile test edilmistir (Sekil 32).

Sekil 32. Gelistirilen disk goriintiisii (A). Kan numunesi yiiklenmis santrifiij 6ncesi

goriintiisti (B).

700 g

1000 g

600 g 800 g

Sekil 33. Jellerin santrifiij islemi sonucundaki, farkli kanal ve farkli g degerlerindeki

hareketi.
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Sekil 33¢ da verilen goriintiideki biitiin fotograflar 10. dakika sonucunda santrifiij islemi
tamamlandiktan sonra alinmistir. Yapilan bu deneyin sonucuna gore asagidaki Tablo 4

olusturulmustur.

Tablo 4. Farkli g ve farkli kalinliklardaki kanalda jellerin konumu.

G Degeri|Siire (dk) Sonug Karisma
200 10 Jeller Hareket Etmedi Var
300 10 Jeller Hareket Etmedi Var
400 10 1.ve 2. kanaldaki jeller hareket etti. 1. kanalda yok. 2. kanalda var.
500 10 1, 2, 3, ve 4. kanaldaki jeller hareket etti. Yok
600 10 1,2, 3, ve 4. kanaladaki jeller bariyer olusturdu. Yok
700 10 1,2, 3, ve 4. kanaladaki jeller bariyer olusturdu. Yok
800 10 1,2, 3, ve 4. kanaladaki jeller bariyer olusturdu. Yok
1000 10 1,2,3, 4 ve 5. kanaldaki jeller bariyer olusturdu. Yok

Yukaridaki tabloya gore 200 ve 300 g’de jeller yeteri kadar kuvvet alamadigindan

stvilagamay1p hareket edememislerdir.

Toplanmas: diistiniilen bulutumsu tabakanin uygulayici tarafindan kolay bir sekilde
goriilmesi gelistirilecek olan disk tasariminda dnemli bir noktadir. Ayrica diisiik santrifiij
kuvvetleri de plateletleri strese sokmamak i¢in onemlidir. Tiim bu sebeplerden dolay1
calismanin bu asamasindan sonra gelistirilecek disk sisteminlerinde bulunan kanal
genisliginin 2-3 mm arasinda olabilecegi ve uygulanacak olan santifiij kuvvetinin ise

sentezlenen ayirici jele gore en az 500 g olabilecegi belirlenmistir.

4.6.3. Kadeh Tasariminin Degerlendirilmesi

Bu tasarimda ise hem kirmizi kanin ¢ékme siiresi i¢in gerekli zaman hem de 10 ml’lik
tam kanin tim disk sistemine tek seferde yiiklenmesi amaglanmstir. Oncelikle
gelistirilmesi diigiiniilen bu PZP kitinin, ticari olarak satilan alternatiflerinin sahip oldugu
tiim ozelliklere sahip olmasi gerekmektedir. Ticari olarak satilan PZP kitleri 8 ila 10 mL
kan ile ¢aligmaktadir. Bu nedenle tez ¢alismasinda 8-10 mL kan kullanilacak sekilde disk
tasarimlar1 yapilmistir. Bunun yaninda ticari kitler yiiksek g’de (1450-1500 g) santrifiij
edildiginden dolay1 daha kisa siirede islem yapmaktadir. Yapilan Onceki disk
denemesinde 500 g ‘de jelin hareket ettigi ve bariyer 6zelliginin oldugunu sonucuna

vartlmistir. Fakat 500 g’de kanin ayrilma siiresi uzun oldugundan ticari kitlerin yaklasik
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yarist kadar g kuvveti olan 800 g degerindeki kuvvetin kanin ayrilma siiresine yaptigi
etkini gdzlemlenmesi istenilmistir. ince kanalda jelin ¢ikisinin zor olmasindan dolay alt
kism1 genis ve yukartya dogru daralan kanal seklinde hibrit tasarim yapilmistir. Yapilan
hibrit, kadeh benzeri tasarim 800 g kuvvetinde dondiiriilmiigtiir. Tasarimlarda g
kuvvetinin ticari kitlere gore yariya disiiriilmesi, platelet hiicrelerinin daha az strese
girmesine ve bu nedenle zarar gormemesi amaglanmaktadir. Kadeh tasarimi kan verme

aparat1 dahil 10 katman olarak ¢izilmistir (Sekil 34).

/ 1 mm Ust PMMA katmani (Mushuk yuvasi)
- / 0.13 um 3M Cift Tarafli Bant
/ 5 mm Alt PMMA Katmam (Kan yiikleme bolgesi)
>

- / 0.13 pm 3M Cift Tarafli Bant

) 1 mm Ust PMMA Katmani
e = (Kan Yiikleme / Hizalama Delikleri)

0.13 um 3M Cift Tarafli Bant
= (Kanallar / Hizalama Delikleri)

i
# / 3 Yollu Musluk (Kan yiikleme aparati)

5 mm Orta PMMA Katmam
= (Kanallar / Hizalama Delikleri)

0.13 pm 3M Qift Tarafli bant
= (Kanallar / Hizalama Delikleri)

1 mm Alt PMMA Katmani
= (Hizalama Delikleri)

Sekil 34. Kadeh Disk Tasariminin Katman Goriintiisi

Kadeh tasariminda, kirmiz kan hiicreleri kanalin dibine ¢oktiigliinde beyaz bulutumsu
kisimin kadeh tasariminin 2 mm’lik ince kanal seviyesine gelmesi amaglanmistir. 10 mL
kan numunesi enjektore alinmis ve yine enjektor ile 3 yollu musluk ile kan numunesi
diske basariyla aktarilmigtir. Kandaki kirmizi kan hiicrelerinin ¢6kme hizinin bulunmasi

amactyla Disk 800 g’de 21 dk ¢evrilmistir (Sekil 35).
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Sekil 35. Kadeh tasarimi disk’in goriintiileri: Santrifiij 6nceki durumu (A), 800 g’de 21

dakika ¢evirdikten sonraki durumu (B).

Kadeh tasarimindaki diskin, santrifiij sirasinda hareketlerinin fotograflari g¢ekilerek
kirmizi kan hiicrelerinin ¢okme durumu gézlemlenmistir. Bu gézlem sonucunda ImageJ
programi kullanilarak c¢ekilen fotograflardaki kirmizi kan hiicresilerinin kanaldaki
seviyeleri Olciilmiistiir. Sekil 36’de ¢ekilen fotograflar her bir dakikadaki kirmiz1 kan
hiicrelerinin seviyesini gostermektedir. Image J programinda piksel bazli uzunluk
verdiginden 1 pikselin boyutu 0.0486 mm olarak bulunmus ve excel programinda kirmizi
kan hiicrelerinin ¢okme zamanlar1 hesaplanmistir. Bu datalar kullanilarak kanin ayrilma

hiz1 grafigi cizilmistir (Sekil 37).
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Sekil 36. Kadeh tasarimda 1 numarali kanalin santrifiij boyunca kirmizi kan hiicrelerinin

seviyesinin goriintiileri.
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Sekil 37. Kadeh tasarimindaki 6 farkli kanaldaki kan numunesinin 800 g’de zamana bagl

kirmizi kan hiicrelerinin ¢okme mesafesi grafigi.

Sekil 37’ te iki kanaldaki kirmizi kan hiicrelerinin diger kanallara gore daha geg ¢coktiigii
gbzlemlenmistir. Bunun nedeni kullanilan kan verme aparatinin agirlik merkezinin farkl
olmas1 ve sabitlemek i¢in kullanilan silikon miktarinin her yerde esit olmamasindan
dolayi diskin hafif yalpalayarak donmesinden kaynaklanmaktadir. 6 kanalin ortalamasina
bakilacak olursa kirmizi kan seviyesi 480.sn’de yavaglamis ve yer degistirmesi azalmaya
devam etmistir. 1280.sn’de ise disk yavas yavas durdurulmustur. Santrifiij sirasinda disk
kanallar i¢indeki kirmizi kan hiicrelerinin bir miktar1 ¢ift tarafli bant arasma girmis ve
verilerde azalmaya sebep olmustur. Santrifiij cihaz1 1280. sn’de yavas yavas
durdurulurken kirmizi kan hiicrelerine uygulanan kuvvetin azalmasiyla ¢ift tarafli bantin
arasina giren kirmizi kan hiicreleri tekrar kanala dénerek hacim artisinda bulunmuslardir.
Bu nedenle Sekil 35° te 1280°den sonra kirmizi kan hiicresi seviyesi artmaktadir. Sonug
olarak bu caligma sonuglar1 degerlendirildiginde, kanin ¢dkme isleminin 800 g de

yaklasik 7-8 dakikada tamamlanmis oldugu gozlemlenmistir.
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4.6.4. Yidiz Tasarimimin Degerlendirilmesi

Literatiirde, Kinahan ve ekibinin ¢alismasi olan 0°, 15°, 30°, 45°ve 60° ‘lik egik kanal
tasarimlarinda kirmizi kan hiicresinin ¢ékme hizim1 gézlemlemistir [101]. Bu ¢alisma
dogrultusunda 45 ve 60 derece’deki egik kanal yapisinin kirmizi kan hiicrelerini daha
hizl1 ¢oktiirdigl goriilmiistiir. Calismada 45 ve 60 derecedeki kirmizi kan ¢okme hizi
neredeyse aynidir. Yildiz tasariminda tiksotropik jel kullanilacagindan ve jelin
hareketinin rahat olmas1 maksath kanal, 45 derecelik ac1 seklinde egik olarak 5 katman

seklinde tasarlanmistir (Sekil 38).

1 mm Ust PMMA Katmani
- N = (Kan Yiikleme / Plazma Toplama / Hizalama Delikleri)

0.13 pm 3M Cift Tarafli Bant
= (Kanallar / Hizalama Delikleri)

5 mm Orta PMMA Katmani
> (Kanallar / Hizalama Delikleri)

0.13 pm 3M Cift Tarafli bant

(Kanallar / Hizalama Delikleri)

1 mm Alt PMMA Katmani
(Hizalama Delikleri)

Sekil 38. Yildiz Disk Tasariminin Katman Goriintiisii

Yildiz tasariminda kirmizi kan hiicresinin {izerine gelecek yogunlukta tiksotropik jel ve
plazmanin iizerinde kalacak diisiik yogunluklu hyaluronik jel olmak tizere 2 farkl jel
kullanilmigtir. Disk 800 g de 8 dakika donmesi igin planlanmistir. Ancak disk
dondiiriiliirken jeller 8. dakikada yerine tam olarak yerlesmemistir. Bu nedenle dondiirme

islemi 10 dk’ye ¢ikarilmigtir.
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Sekil 39. Diskin kan yiiklenmeden 6nceki durumu (A). Diskin 9 mL kan numunesi

yiiklenmig durumu (B). Diskin 800 g 10 dakika santrifiij edildikten sonraki durumu (C).

Santrifiij igleminden sonra kan numunesi diizgiin sekilde ayrilmis ve diisiik yogunluklu
hyaluronik jel istenen sekilde ¢aligmigtir (Sekil 39). Ancak kirmizi kanin {izerinde bariyer
olusturacak olan ayirici jel kanal boyunca hareket etmemistir. Bunun nedeni olarak jel
merkezkag kuvvetinden dolay1 daha az viskoz olmus ve merkeze dik yonde hareket etmek
istemigtir. Bu nedenle jel, tasarimda jel igin ¢izilen bdlgenin iizerindeki acili kanala

yapismig ve kirmizi kan hiicrelerinin arasinda bariyer olusturamamastir.

4.6.5. Kar Tanesi Tasariminin Degerlendirilmesi

Yildiz tasariminda ayirict jel ile ilgili olusan problemler nedeniyle jelin diiz kanalda
hareketinin daha etkili olduguna karar verilmis ve kar tanesi tasariminda jel merkeze dik
olan kanalin en altindaki bdlmeye yerlestirilmistir. Kirmizi kan hiicrelerinin hizli bir
sekilde ¢okmesi i¢in 45 derecelik egik kanallar, jeli etkilemeyecek sekilde kirmizi kan
hiicresinin ¢okecegi kanalda kullanilmistir. Ayrica bu tasarimda vakum kapakli kan
verme aparati da kullanilmistir. Bu sayede kanin kanallara esit bir sekilde yiiklenmesiyle
hem kullanim kolayligt hem de kan Orneginin kontaminasyon riskini diisiirmesi
amaglanmigtir. Kar tanesi tasarimi kan yiikleme aparati dahil 9 katman olacak sekilde
tasarlanmistir. Ayrica bu tasarimda ince kanal 45 derecelik ac1 yapmagi ve diiz olarak
indiginden dolay1 kanalin uzunlugu kisalmistir. Bu nedenle ince kanalin PFP bdlgesi ile

birlestigi bolge, PZP hacminin ayarlanmas i¢in biraz daha genis tasarlanmistir (Sekil 40).
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—p Vakum Kapak (Kan Yiikleme Aparati)

/ PET kan tiipii (Kan Yiikleme Aparati)

/ 5 mm Ust PMMA Katmam (Kan Tiipii Yerlestirme Bolgesi)
/ 0.13 um 3M Cift Tarafli Bant

1 mm Ust PMMA Katmant
L = (Kan Yiikleme / Plazma Toplama / Hizalama Delikleri)

0.13 pm 3M Cift Tarafli Bant
= (Kanallar / Hizalama Delikleri)

5 mm Orta PMMA Katmani
= (Kanallar / Hizalama Delikleri)

0.13 pm 3M Cift Tarafli bant
(Kanallar / Hizalama Delikleri)

1 mm Alt PMMA Katmani
= (Hizalama Delikleri)

—_—

Sekil 40. Kar Tanesi Tasariminin Katman Goriintiisii.

Kar Tanesi disk tasariminda 8 mL kan numunesi 10 mL’lik 21G yesil uglu igne ile vakum
kapagindaki kirmizi kauguk delinerek yiiklenmistir. Bu tasarimda tam kanin disk’e kolay
ve her kanala esit sekilde dagildigi gozlenmistir. Tam kanin yiiklenmesinden sonra, disk
800 g’ de 8 dakika santrifiij edilecek sekilde planlanmistir. Ancak disk dondiiriiliirken 8.
dakikadan sonra da kirmizi kan hiicrelerinin ¢oktiigli fark edilmigtir. Cokme igleminin

tam olarak bitmesi i¢in disk 10 dakika ¢evrilmistir (Sekil 41).

Sekil 41. Disk tasarimina kan numunesi yiiklenmis durumu (A). Disk 800 g’de 9 dakika
cevrilirken durumu (santrifiij devam etmektedir.) (B) Disk 10. Dakika gevrildikten

sonraki durumu (C).
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Disk santrifiij edilirken 30 sn’de bir fotograflar ¢ekilmis, kirmizi kan hiicrelerinin ¢okme
hiz1 ve jelin durumu goézlemlenmistir. Kirmizi kan hiicreleri santrifiij sirasinda egik
kanallarin birbirine ¢ok yakin olmasindan kaynakli olarak kanaldan ¢ikarak ¢ift tarafl
bantin arasma girmistir. 8. dakikadan sonra kirmizi kan hiicrelerinin ¢okmeye devam
etmesi de bu nedenden kaynaklidir. Jel istenilen bolgeye hareketini tamamlamis ve
kirmizi1 kan hiicreleri {izerinde bariyer olusturmustur. Ancak disk durduruldugunda cift
tarafli bant igerisine giren kirmizi kan hiicreleri santrifiij kuvveti kalktigindan dolay1
kanala geri donmiis ve kanal i¢cindeki kirmizi kan hiicrelerinin hacim artig1 nedeniyle jeli
yukar1 yonde hareket ettirmistir (Sekil 41C). Jelden plazmaya az miktarda kirmizi kan
hiicresi gegmesine ragmen jelin tizerindeki plazma toplama deliklerinden 1 mL’lik insiilin
siringasi ile PZP ve en iistteki plazma toplama deliklerinden PFP toplanmistir. PZP ve

PFP numuneleri analiz i¢in Diizen laboratuvarlar grubuna gotiiriillmiistiir.

4.6.6. Ucak Tasarimlari

4.6.6.2. Vakum Kapakh Kare Kanalli Ucak Tasariminin Degerlendirilmesi

Kar tanesi tasariminda olusan ¢ift tarafli bant arasina kan numunesinin sizmasi ve kirmizi
kan hiicrelerinin santrifiij islemi durdugunda kanala geri donerek jeli ittirme
problemlerine ¢6ziim olarak, daha basit 45 derece egimli kanal tasarimi ve jelin yine
bantin arasina girmesi ve merkezkac kuvvetinin azalmasiyla kanala dénen kirmizi kan
hiicrelerinin kanaldaki hacim artis1 nedeniyle jeli ittirerek bariyer olusumunu bozmamasi
icin ise kare sekilde girintili ¢ikintili kanal tasarimi ¢izilmistir. Bu girinti ve ¢ikintilara jel
oturarak alttan yukar1 dogru kirmizi kan hiicrelerinin ittirme kuvvetine karsi direng
olusturarak bariyer 6zelliginin bozulmamasi amaglanmistir. Ayrica kar tanesi tasariminin
platelet sonuglan incelendiginde PZP bolgesi ve PFP bolgesinin diskin durma aninda
karistigi diistiniilmiistiir. Bu nedenle kar tanesi tasariminda genisletilen ince kanal ve PFP
bolgesine baglanan kisim 0,2 mm’ye daraltilmistir. Bu daraltma isleminde PZP
bolgesindeki platelet hiicrelerinin PFP  bdlgesine karigmasimmin  engellenmesi
amaglanmigtir. Vakum kapakli kare kanalli ugak tasarimi, vakum kapak katmani dahil

olamak tlizere 9 katmandan olugmustur (Sekil 42).
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.. / Vakum Kapak (Kan Yiikleme Aparatr)

/ PET kan tiipii (Kan Yiikleme Aparat1)
I / 5 mm Ust PMMA Katmant (Kan Tupii Yerlestirme Bolgesi)
- "

0.13 pm 3M Cift Tarafli Bant
1 mm Ust PMMA Katmant
= (Kan Yiikleme / Plazma Toplama / Hizalama Delikleri)

0.13 um 3M (ift Tarafli Bant
» (Kanallar / Hizalama Delikleri)

5 mm Orta PMMA Katmani
(Kanallar / Hizalama Delikleri)
0.13 pum 3M Cift Tarafli bant
(Kanallar / Hizalama Delikleri)

1 mm Alt PMMA Katmani
= (Hizalama Delikleri)

Sekil 42. Vakum kapakli kare kanall1 ugak tasarimimin katman goriintiisii.

Disk igerisine 8 mL’lik kan numunesi kar tanesi tasarimindaki yontem ile yiiklenmistir.
Disk 800 g’de 8 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sirasinda 30 sn’de bir fotograf ¢ekilerek
KKH’lerinin ve jelin durumu gozlemlenmistir. Fotograflar degerlendirildiginde g¢ift
tarafli bant arasina kirmizi kan hiicresinin girmesi durumu ¢oziilmiistiir. Yalnizca bir
kanalin alt kismindaki bantta KKH’si goriinmiistiir. Ancak santrifiij islemi durdugunda
kanala geri donmemistir (Sekil 43). Bu nedenle kanalin altindaki ¢ift tarafli bant’in

yapigmasinda bir problem oldugu tasarimla ilgili problem olmadig belirlenmistir.
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Sekil 43. Disk tasarimina kan numunesi yiikklenmis durumu (A). Disk 800 g’de 8 dakika

¢evrildikten sonraki durumu (B).

Diskin santrifiij islemi bittiginde jel, kare girinti ve c¢ikintilara tutunarak hareket
etmemistir. Ayrica jelin kenarlarindan plazmaya kirmizi kan gegisi olmamistir. Disk
iizerindeki plazma deliklerinden PZP ve PFP toplanmig ve analiz i¢in Diizen

laboratuvarlar grubuna goétiiriilerek analizi yaptirilmistir.

4.6.6.3. Vakum Kapakh Daralan Kanallh U¢ak Tasariminin Degerlendirilmesi

Kirmiz1 kanin ¢ift tarafli banta sizma problemi ugak tasarimi ile ortadan kalktig1 i¢in bu
tasarim sabitlenmistir. Fakat kare kanalli diskin platelet analizi sonuglarindan dolay1
kanal yapisinda degisiklik yapilarak daralan kanal tasarimi ¢izilmigtir. Daralan kanal

tasarimi yine 9 katmandan olusacak sekilde tasarlanmistir (Sekil 44).

2 / Vakum Kapak (Kan Yiikleme Aparati)

I / PET kan tiipii (Kan Yiikleme Aparat1)
/ 5 mm Ust PMMA Katmam: (Kan Tiipii Yerlestirme Bolgesi)

-. _/ 0.13 pum 3M Cift Tarafli Bant

1 mm Ust PMMA Katmani
= (Kan Yiikleme / Plazma Toplama / Hizalama Delikleri)

0.13 um 3M Cift Tarafli Bant
=% (Kanallar / Hizalama Delikleri)

5 mm Orta PMMA Katmani
(Kanallar / Hizalama Delikleri)

0.13 pm 3M Cift Tarafli bant
(Kanallar / Hizalama Delikleri)

1 mm Alt PMMA Katmani
= (Hizalama Delikleri)

_\

Sekil 44. Vakum kapakli daralan kanalli ugak tasariminin katman goriintiisii.

Daralan kanal yapisina sahip diske 8 ml kan numunesi kar tanesi diskinde kullanilan

yontem ile yiiklenmistir (Sekil 45A). Disk 800 g’de 8 dakika cevrilmistir (Sekil 45B).
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Sekil 45. Disk tasarimina kan numunesi yiiklenmis durumu (A). Disk 800 g’de 8 dakika

cevrildikten sonraki durumu (B).

Diskin santrifiij islemi sirasinda 30 sn’de bir fotograf c¢ekilerek jelin durumu
gbzlemlenmistir. Santrifiij islemi bittiginde jel daralan kanal arasinda sikisarak bariyer
olusturmustur ancak jelin kenarlarindan plazmaya kirmiz1 kan gecisi olmaktadir. Kanal
tasarimindan kaynakli olarak jel tam bariyer olusturmamamistir. Fakat disk iizerindeki
plazma deliklerinden PZP ile PFP toplanmis ve analiz i¢in Diizen laboratuvarlar grubuna

gotiiriilerek analizi yaptirilmistir.

4.6.6.4. Vakum Kapakh Z Kanalh Ucak Tasariminin Degerlendirilmesi

Vakum Kapakli Daralan Kanall1 Ugak Tasarim1 diskindeki kanal tasarimindan kaynakli
problem nedeniyle Z kanalli ugak tasarimi ¢izilmigtir. Cizilen tasarim onceki ugak
tasarimlar1 aynidir sadece kanal yapisi degismistir. Tasarim yine Onceki denemeler

oldugu gibi 9 katmanl olarak tasarlanmistir (Sekil 46).
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l.. - Vakum Kapak (Kan Yiikleme Aparati)

/ PET kan tiipii (Kan Yiikleme Aparati)

| / 5 mm Ust PMMA Katmani (Kan Tiipii Yerlestirme Bolgesi)
»

. x 1 mm Ust PMMA Katman
= (Kan Yiikleme / Plazma Toplama / Hizalama Delikleri)

0.13 pm 3M Qift Tarafli Bant
= (Kanallar / Hizalama Delikleri)

5 mm Orta PMMA Katman
(Kanallar / Hizalama Delikleri)

0.13 um 3M Cift Tarafli bant
(Kanallar / Hizalama Delikleri)

1 mm Alt PMMA Katmani
(Hizalama Delikleri)

—

—

Sekil 46. Vakum kapakli Z kanall1 ugak tasariminin katman goriiniimii.

Vakum kapakli Z kanalli ugak tasarimina 10 mL’lik enjektér yardimiyla 8 mL kan
numunesi konulmustur (Sekil 47A). Disk 800 g’de 8 dakika santriflyj edilmistir (Sekil
47B).

Sekil 47. Disk tasarimina kan numunesi yiiklenmis durumu (A). Disk 800 g’de 8 dakika

cevrildikten sonraki durumu (B).
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Santrifiij islemi sirasinda 30 sn’de bir fotograf ¢ekilerek jelin hareketi gdzlemlenmistir.
Santrifiij islemi bittiginde jel Z kanallar arasinda bariyer olmus ve kirmizi kan hiicreleri
plazmaya sizmamaktadir. Diskteki plazma deliklerinden PZP ve PFP toplanmig ve
analize gonderilmistir. Disk’in santriflij sirasinda veya islem bittikten sonra herhangi bir

problem ile karsilagilmamastir.

4.6.6.5.1. izole Edilen PRP’nin Kanal icinden Toplanmasi

Disklerin kanallarinda fazlarina ayrilan kan numunesinin kirmizi kan hiicrelerinin tizerine
yerlesen tiksotropik jel sayesinde plazma ve kirmizi kan hiicreleri birbiriyle karigmadan
yatay sekilde kalmistir. Yatay olarak duran diskin en iist plazma deligi PFP toplamak icin
ve kanalda jelin bulundugu bolgenin iizerindeki plazma toplama deligi PZP toplamak i¢in
kullanilmistir. PZP ve PFP numuneleri toplanmadan once disk igerisindeki basinci
ayarlamak i¢in vakum kapakta bulunan kauguk malzemeye 21 G yesil u¢lu igne batirilmig
ve Orneklerin diger kanallarla olan baglantis1 kesilmistir. Disklerde, kanal igerisinde

karisma olmamasi i¢in 6nce PFP daha sonra PZP toplanmistir (Sekil 48).

Sekil 48. PZP toplama isleminin gergeklestirilmesi.
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4.6.6.5.2. izole Edilen PZP icerisindeki Platelet Sayim1 ve Hesaplamalari

Kar tanesi ve ugak tasarimi olan disklerden izole edilen PZP ve PFP 1 mL’lik insiilin
enjektorii ile ayri olarak toplandiktan sonra 2 mL’lik ependorflara konulmus ve Diizen
Laboratuvarlar Grubu (Ankara) laboratuvarinda platelet sayilari analiz edilmistir. Analiz
sonuclar1 asag1 verilen tablolarda gosterilmistir. Ayrica analiz sonuglarina gore platelet
toplama verimi, platelet konsantrasyonu ve PZP ve PFP beraber toplandigindaki toplam

plazmadaki platelet toplama verimi hesaplanmistir.

Platelet toplama verimi igin,

pt
Epiatetetypzp = —2 %100 (2)

Ptram Kan

Formiil 2 kullanilmigtir. Formiil i¢in gerekli olan Ptpzp ve Ptram kan degerleri asagidaki

Formiil 3 ve Formiil 4 ile bulunmustur.

Ptpzp = Npt)pzpXVpzp (3)

Ptromkan = N(Pt)Tam kanXV7ram kan (4)

Platelet konsantrasyonun hesaplanamasi igin,

_ Nepopzp (5)

F(Konsantrasyon) "~ NpoyTam Kan

Formiil 5 kullanilmigtir [80]. Excel programinda veriler hesaplanarak asagidaki

tablolardaki Platelet degerleri ile birlikte hesaplanmustir.

Kar tanesi disk tasariminda, yaklasik 1,5 kat PZP toplanmistir. Diskin denemesi sirasinda
cift tarafli bant ile PMMA tabaka arasina giren kirmizi kan hiicrelerinin santrifiij

durdurdugunda tekrardan kanala doniip kanaldaki hacmi arttirmasi ve jeli yukar1 yonde
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ittirmesi nedeniyle plazma karigmistir. Bu karisma nedeniyle de kanaldan toplanan PZP
ve list hazneden toplanan PFP konsantrasyonlar1 ve toplama verimi benzerdir (Tablo 7).
Ayrica KKH’ler PZP’de 4,15 M/mm®‘ten 0,1 M/mm?® ‘e diisiiriilmiistiir. Beyaz kan
hiicreleri ise 5,09 K/mm? ‘ten 3,7 K/mm?*‘e diisiiriilmiistiir. Literatiire gére PZP iceriginde
beyaz kan hiicrelerinin oranmin ¢ok ya da az olmasmin yara iyilesmesinin durumu
hakkinda kesin bir bilgi bulunmamaktadir. Yapilan ¢alismalarda beyaz kan hiicresi olan
ve olmayan PZP’ler yara iyilesmesi iizerinde denenmis ve benzer sonug¢ alinmistir.
Yalnizca beyaz kan hiicresi olan PZP’de kullanilan bdlgede daha erken siirede ve fazla
miktarda inflamasyon goriilmiistiir. Bu nedenle hastanin daha c¢ok aci ¢ektigi ortaya
cikmugtir [102,103]. Bu bilgilerden yola c¢ikarak tez kapsaminda gelistirilen PZP’nin
hastalarin ac1 ¢ekemesini azaltmak igin igerisinde beyaz kan hiicresi miktarinin az

tutulmasi amaglanmigtir.

Tablo 5. Kar tanesi tasarimindaki diskin platelet analiz sonuglari.

) PLATELET PZP-PF_P Tam Kefn Platelet Zenginlestirme Toplam Plazmada
Ornekler (Kimm3) Hacmi Hacmi Toplama Faktérii Platelet Toplama
(mL) (mL) Verimi (%) Verimi (%)
TAM KAN 56
PLAZMA (PFP) 71 2,7 9 38,03571429 1,267857143 72,61904762
PLAZMA (PZP) 83 21 9 34,58333333 1,482142857

Vakum Kapakli Kare Kanalli Ugak Tasariminda, platelet konsantrasyonu 1,33 kat olarak
hesaplanmistir. Toplama veriminin diisiikk olmasinin nedeni kare kanal tasarimindaki
girinti ve c¢ikintilarin ¢ok keskin olmasi nedeniyle plateletlerin koselere sikismasi ve
insiilin enjektdrii ile toplanamamasindan kaynaklidir (Tablo 8). Bu tasarimda da KKH’ler
PZP’de 3,88 M/mm? ‘ten 0,1 M/mm?® ‘e diisiiriilmiistiir. Beyaz kan hiicreleri ise 4,46

K/mm?® ‘ten 1,5 K/mm?*‘e diisiiriilmiistiir.

Tablo 6. Vakum kapakli kare kanalli ugak tasarimindaki diskin platelet analiz sonuglari.

) PLATELET PZP-PF'P Tam Ka.n Platelet Zenginlegtirme Toplam Plazmada
Ornekler (Kimm3) Hacmi Hacmi Toplama Faktérii Platelet Toplama
(mL) (mL) Verimi (%) Verimi (%)
TAM KAN 209
PLAZMA (PFP) 157 2 8 18,77990431 0,751196172
PLAZMA (PZP) 280 2 8 33,49282297 1,339712919 52,21212727
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Vakum Kapakli Daralan Kanalli Ugak Tasariminda, platelet konsantrasyonu 3,35 kat
arttinlmistir. Literatiirdeki bilgilere gore yeterli seviyede platelet konsatrasyonu elde
edilmigtir. Ancak toplama verimi istedigimiz seviyede degildir (Tablo 9). KKH’leri
PZP’de 5,02 M/mm? ‘ten 0,03 M/mm?® ‘e diisiiriilmiistiir. Beyaz kan hiicreleri ise 7,25

K/mm? ‘ten 2,14 K/mm?>‘e diisiiriilmiistiir.

Tablo 7. Vakum kapakli daralan kanalli ucak tasarimindaki diskin platelet analiz

sonugclart.
PLATELET PZP-PF_P Tam Ka_n Platelet Zenginlegtirme Toplam Plazmada
Ornekler (Kimm3) Hacmi Hacmi Toplama Faktérii Platelet Toplama
(mL) (mL) Verimi (%) Verimi (%)
TAM KAN 234
PLAZMA (PFP) 85 2,9 8 13,16773504 0,363247863 65.5849359
PLAZMA (PZP) 785 1,25 8 52,41720085 3,354700855 ’

Vakum Kapakli Z Kanalli Ugak Tasariminda, platelet konsantrayonu 3,5 kat arttirilmistr.
Literatiirdeki bilgiler ile karsilagtirldiginda yeterli konsatrayon ve toplama verimine
sahiptir (Tablo 10). KKH’leri PZP’de 4,98 M/mm? ‘ten 0,01 M/mm? ‘e diisiiriilmiistiir.
Beyaz kan hiicreleri ise 4,55 K/mm?® ‘ten 0,15 K/mm?® ¢ diisiiriilmiistiir. Bu sonuglar
neticesinde toplanan PZP igerisinde yeterince saf platelet hiicresi izole edildigini

sOylemek miimkiindiir.

Tablo 8. Vakum kapakli Z kanall1 ugak tasarimindaki diskin platelet analiz sonuglari.

) PLATELET PZP-PF.P Tam Ka.n Platelet Zenginlegtirme Toplam Plazmada
Ornekler (Kimm3) Hacmi Hacmi Toplama Faktérii Platelet Toplama
(mL) (mL) Verimi (%) Verimi (%)
TAM KAN 234
PLAZMA (PFP) 72 2,8 8 10,76923077 0,307692308 72 61752137
PLAZMA (PZP) 827 1,4 8 61,8482906 3,534188034 ’

4.7. Disk Tabanh Sistem ile Elde Edilen PZP Sonuclarimin Ticari Olarak Piyasada

Bulunan Kitler ile Karsilastirilmasi

Ticari olarak piyasada bulunan PZP cihazlan diisiik platelet konsantrasyonu ve yiiksek

platelet konsantrasyon olarak ikiye ayrilmaktadir.
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Diisiik verimli cihazlar arasinda Arthrex ACP, Cascade PZP tedavisi, Boitech Institute
Vitoria, Ispanya tarafindan PRGF ve RegenLab PZP yer alir. Bu PZP Kkitlerinde
sistemlerde, Arthrex ACP 16 ml tam kan kullanarak platelet zenginlestirme faktorii 2 ile
3 kat arasinda, Cascade PZPtedavisinde 18 ml tam kan kullanarak platelet zenginlestirme
faktorii 1 ile 1.5 kat arasinda, Boitech Institute Vitoria, Ispanya tarafindan iiretilen PRGF
5 ml tam kan kullanarak platelet zenginlestirme faktorii 2 ile 3 kat arasinda ve RegenLab

A-PZP kiti 10 ml tam kan kullanarak platelet zenginlestirme faktorii 1.6 kattir.

Yiiksek verimli cihazlar arasinda Biomet GPS II ve [IISmartPRep 2 APC + ve Arteriosit-
Medtronic Macellan bulunmaktadir. Bu PZP kitlerinde sistemlerde, Biomet GPS II ve III
60 ml tam kan kullanarak platelet zenginlestirme faktorii 3 ile 8 kat arasinda, SmartPRep
2 APC + 50 ml tam kan kullanarak platelet zenginlestirme faktorii 4 ile 6 kat arasinda ve
Arteriosit-Medtronic Macellan 60 ml tam kan kullanarak platelet zenginlestirme faktorii
3 ile 7 kat arasindadir [104-107]. Biomet GPS II ve III, SmartPRep 2 APC + ve
Arteriosit-Medtronic Macellan yiiksek verimde platelet ayirmasi ve yiiksek hacimde tam
kan ile calismalar1 nedeniyle genellikle literatiirde tendon hasar1 gérmiis atlar igin

kullanilmaktadir [108].

Marx ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismaya gore, insanlar i¢cin PZP'nin "terapotik PZP"
olarak kabul edilebilmesi i¢in platelet konsantrasyonunun tam kandan %300 ila 400 (3 —
4 kat) daha fazla olmasi1 gerekmektedir. Daha diisiik konsantrasyonlarin yara iyilesmesini
hizlandirmada etkisiz oldugu bildirilirken, daha yiiksek konsantrasyonlarin da ayni

sekilde yara iyilesmesinde etkili olmadig goriilmistiir [109].

Tez calismasinda gelistirilen disk tabanli PZP kitlerindeki platelet konsantrasyonlari;
Kar tanesi tasariminin platelet konsatrasyonu 1.48 kat,

Vakum Kapakli Kare Kanalli Ugak tasariminin platelet konsatrasyonu 1.34 kat,
Vakum Kapakli Daralan Kanall1 Ugak tasariminin platelet konsatrasyonu 3.35 kat,
Vakum Kapakli Z Kanall1 Ugak tasariminin platelet konsatrasyonu 3.53 kat ve

Bu veriler goz 6ntine alindinginda tez kapsaminda gelistirilen disk tabanli PZP kitlerinin

olumlu ve olumsuz ydnleri ile degerlendirilerek en iyi verim alinan disk belirlenmistir.
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Buna gore ‘Vakum Kapakli Z Kanall1 Ugak tasarimi, 3,53 kat platelet konsantrasyonu

alarak en iyi sonug alinan kit tasarimi se¢ilmistir.

Tez kapsaminda gelistirilen disk tabanli PZP kiti, portatif bir hasta bas1 tedavi sistemi
olmakla birlikte deneyimli kisilere gerek olmadan herkesin kullanabilecegi sekilde
tasarlanmistir. Diske en verimli sekilde kan yiiklenmesini saglayan vakum kapakli kan
yiikleme aparati kan numunesinin disk igerisine dis ortamla en az temas saglayarak
kontaminasyon riskini diistirmektedir. Disk {izerindeki plazma toplama deliklerinden
uygulanacak bdlgeye uygun miktarda PZP veya PFP toplanabilmektedir. Ayrica
uygulanacak bolgeye gore platelet konsatrasyonu plazma deliklerinden toplanacak PZP
miktarina gore konsatrasyonu da ayarlanabilmektedir. Tim bu ozellikler
karsilastirildiginda tez kapsaminda gelistirilen disk tabanli PZP kiti, piyasada satilan PZP
ticari kitleri ile hem yarisabilecek hem de ilave bazi yonleri ile daha iistiin bir durumda

oldugu goriilmektedir.
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5. YORUM

Tamamlanan yiiksek lisans tez ¢aligmasi kapsaminda gelistirilen disk tabanli PZP Kkiti,
ticari kitler ile platelet degerleri ve kullanim kolaylig1 bakimindan karsilagtirtlmistir. Bu

karsilagtirmaya gore;

Ticari olarak piyasada bulunan {iriinler PZP hazirlama protololii olarak cift santrifiij
islemi ve yiiksek merkezkac kuvveti ile tek santrifiij islemi uygulayarak yiiksek platelet
konsantrasyonu elde etmektedir. Ancak cift santrifiij islemi platelet hiicrelerinin birden
fazla cevirme islemi yapildigindan strese girmeleri ve hasar gormelerine neden
olmaktadir. Ayrica 2 santrifiij islemi uygulanarak yapilan PZP eldesi protokoliinde ise,
ilk ¢evirmeden sonra KKH kismu {istii toplanip baska bir tiipe alinip 2. santrifiij islemi
yapilmaktadir. Tlk santrifiij isleminden sonra toplama ve baska bir tiipe aktarimi sirasinda
PZP’nin kontamine olma riskini de tagimaktadir. Buna ilaveten bu protokol yaklasik 30
dakika siirmektedir. Bu siire aktive olmus plateletlerin hem tiipin duvarina hem de
birbirlerine yapigmalarina sebep olmakta ve kitin ektinligini azaltmaktadir. Yiiksek
merkezkag¢ kuvveti ile tek santrifiij islemi uygulayan kitlerde de yiiksek kuvvete maruz
kalan platelet hiicreleri ayn1 sekilde strese girerek hem hasar gérmekte hem de yine
birbirlerine ve KKH’lerine yapistiklarindan dolay: kitlerin etkinliklerini azaltmaktadir.
Marx'in yaptig1 ¢alismaya gore, PZP'yi elde etmek icin kullanilan protokol tarafindan
hasar goren platelet hiicreleri biyoaktif biiylime faktorlerini salgilamamaktadir. Tez
calismast kapsaminda gelistirilen disk tabanli PZP kitinde 8 dakika boyunca 800 g’de
santrifiij edilerek istenilen konsantrasyonda (yaklasik 3,5 kat) ve miktarda PZP kolaylikla
toplanabilmektedir. Gelistirilen disk tasarimi, ¢evirme siiresi ve merkezka¢ kuvveti,
platelet hiicrelerinin strese girerek zarar gérmemesi i¢in diisiik tutulmus ve santrifiij
islemi tek asamali olarak yapilarak yiliksek verimde platelet eldesi gergeklestirilmistir.
Ayrica islem tek asamali oldugundan PZP uygulama islemine kadar kanin veya PZP’nin
havayla temas1 olmamaktadir. Bu nedenle kontaminasyon riski de yok denilecek kadar

azdir.

Ticari olarak piyasada bulunan kitlerde santrifiij isleminden sonra hastanin tiim plazmasi
alinip platelet konsantrasyonu diisiiriiliirken ya da santrifiij edilen PZP kitlerinde bulunan

kan tiiplerinin PFP bolgesinden (iist kismindan) 2-3 ml atilarak platelet konsantrasyonu
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yiikseltilirken gelistirilen disk tabanli sistemde plazma atilmadan veya hepsi toplanarak
platelet konsantrayonu diisiiriilmeden disk {izerindeki plazma toplama deliklerinden
aliman numunenin platelet konsantrasyonu ayarlanabilmektedir. Ticari olarak piyasada
bulunan baz kitlerde PZP tiipiiniin santrifiij sonras1 PZP’yi toplama uygulamasinda tiip
kapagina bir uzun bir kisa iki igne batirilarak uzun igneyi goz karar1 bir mesafede batirip
toplamay1 gerektirmektedir. Kisa igne ise iceride basing olusmamasi i¢in takilmaktadir.
Bu islem g6z karar1 yapildigindan hem istenilen sekilde toplanmasi zor hem de deneyimli
kisiler gerektirmektedir. Bazi kitlerde ise bu islem yerine kitte mevcut olan boru
sistemiyle PZP toplanmaktadir bu da fazladan ekipman kullanimini gerektirmektedir. Tez
kapsaminda gelistirilen disk tabanli PZP kitinin uygulayici i¢in kullanimi, disk tizerinde
bulunan PZP toplama delikleri nedeniyle piyasada hali hazirda bulunan kitlere kiyasla
cok daha kolaydir. Uygulayici istedigi miktarda ve konsantrayonda olan PZP’yi
belirlenen deliklerden siringa yardimiyla ¢ekebilmektedir. Gelistirilen disk tabanli PZP
kiti deneyimli kisilere ihtiyag duymadan herkes tarafindan kolaylikla kullanilabilir

sekilde tasarlanmistir.

Cogu ticari PZP kitinin hazirlanmasi icin biiyiik santrifiij cihazlar gerektirmektedir. Bu
nedenle hastadan kan alindiktan sonra kan, uygun laboratuvar ortamina gotiiriiliip
santrifiij edilerek hazirlanmaktadir. Bu durum i¢in yine bu tez ¢alismasi kapsaminda
gelistirilen portatif santrifiij cihazi ile PZP tedavisi olacak hastanin yaninda bu islem hizl
sekilde gergeklestirilebilecektir. Ayrica biitiin islem kani alinan hastanin yaninda

yapildigindan hastada herhangi bir tereddiit olmayacaktir.

Tamamlanan yiiksek lisans tez ¢aligmasi kapsaminda PZP tedavisine yonelik merkezkac
kuvveti faz ayrilmasi presibine dayanan tiksotropik jel entegre edilmis farkli disk tabanl
sistem tasarimlart denenmis ve hizli, kolay uygulanabilen, portatif ve kisiye 6zel tedavi
sunabilen bir disk tabanli PZP tedavi kiti tasarlanmis ve gelistirilmistir. Gelistirilen
sistemin basitligi ve kullanilan malzemeler nedeniyle kitin maliyeti piyasa bulunan basit
kitler ile ayn1 seviyededir. Olusturulan sistem kan alimi islemi hari¢ olarak kanin disk’e
verilmesi 30 sn, disk’in santrifiij cihazina yerlestirilmesi 30 sn, santrifiij cihaz ile
cevrilmesi 800 g ‘de 8 dk ve 1 dakikada da PZP toplama siiresi ile biitiin islem yaklasik
10 dk’da bitmektedir.
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PZP saflastirmak icin gelistirilen yeni disk tabanli sistem tasarimi ile gelistirilen jelin
birlikte kullanilmas1 daha 6nce denenmemis olmasindan dolay: literatiire yeni verilerin
eklenmesini saglayacaktir. Tez kapsaminda gelistirilen tiksotropik jel ise yogunlugu 1,06
-1,07 g/ml olarak ayarlanmistir. Bu yogunluk plateletlerin alt gruplarini da toplayacak
sekildedir. Ancak ticari kitlerde kullanilan jellerin yogunluklari 1,04-1,05 g/ml
oldugundan orta ve yiliksek yogunluklu plateletleri toplayamamaktadirlar. Bu nedenle tez
kapsaminda gelistirilen jelin, plateletlerin alt gruplarim1i da KKH’lerinden izole

edebilecegini sOyleyebiliriz.

Ayrica Panasonic, Roche, Samsung, 3M ve Abaxis gibi énemli sirketlerin disk tabanh
kan ayrimi cihazlarina sahip ve patentlerinin olmasi, tez Onerisinde gelistirilecek
sisteminde patentlenebilecegini ve gelecekte bu disk tabanli sistemlerin birinci basamak
saglik tesislerinin yan sira merkezi olmayan ulagilmasi zor olan bdlgelerde bile hasta
teshisi ve tedavisine imkan saglamasi nedeniyle daha yaygimn olarak kullanacagini

gostermektedir.

Bu tez ¢alismasi ile gelecekte yapilacak ¢aligmalarda, disk tabanli sistem gelistirilen
tasarima gore kandaki kirmizi kan hiicresi, beyaz kan hiicresi ve plazma gibi fazlarin
ayrilmasmin saglanmasi ile birgok analizin disk tabanli sistem {izerinde yapilmasi da
miimkiindiir. Disk tabanli sistem iizerinde yapilan ¢esitli modifikasyonlar ile (manyetik
alan, antikor immobilizasyonu gibi.) bir¢ok teshis ve tedavi amacina da hizmet

edebilmektedir.

97



6. KAYNAKLAR

Y.H. Mekaj, The roles of platelets in inflammation, immunity, wound healing and

malignancy, Int. J. Clin. Exp. Med. 9 (2016) 5347-5358.

M. Ferrari, S. Zia, M. Valbonesi, F. Henriquet, G. Venere, S. Spagnolo, M.A.
Grasso, I. Panzani, A new technique for hemodilution, preparation of autologous
platelet-rich plasma and intraoperative blood salvage in cardiac surgery, Int. J.

Artif. Organs. 10 (1987) 47-50. https://doi.org/10.1177/039139888701000111.

A.J. DelRossi, A.C. Cernaianu, R.A. Vertrees, C.J. Wacker, S.J. Fuller, J.H. Cilley,
W.A. Baldino, Platelet-rich plasma reduces postoperative blood loss after
cardiopulmonary bypass., J. Thorac. Cardiovasc. Surg. 100 (1990) 281-6.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2385125 (erisim 25 Mart 2020).

R.E. Marx, E.R. Carlson, R.M. Eichstaedt, S.R. Schimmele, J.E. Strauss, K.R.
Georgeff, Platelet-rich plasma: Growth factor enhancement for bone grafts, Oral
Surg. Oral Med. Oral Pathol. Oral Radiol. Endod. 85 (1998) 638-646.
https://doi.org/10.1016/S1079-2104(98)90029-4.

E. Anitua, Plasma rich in growth factors: preliminary results of use in the
preparation of future sites for implants., Int. J. Oral Maxillofac. Implants. 14 (y.y.)
529-35. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10453668 (erisim 25 Mart 2020).

R.T. Nguyen, J. Borg-Stein, K. Mclnnis, Applications of Platelet-Rich Plasma in
Musculoskeletal and Sports Medicine: An Evidence-Based Approach, PM R. 3
(2011) 226-250. https://doi.org/10.1016/j.pmrj.2010.11.007.

Human Blood: Blood Components, (y.y.).
https://www?2.palomar.edu/anthro/blood/blood components.htm  (erisim 26

Agustos 2020).

K. Patton, G.A. Thibodeau, Structure & Function of the Body - Hardcover, 15th
Edition, Elsevier Health Sciences, 2016.
https://evolve.elsevier.com/cs/product/9780323357258 ?role=student (erisim 31
May1s 2020).

G.J. Tortora, B. Derrickson, Principles of Anatomy and Physiology, Volume 1,

98



[14]

Wiley, 2009. https://books.google.com/books?id=bD5TngEACAAJ&pgis=1
(erisim 31 Mayis 2020).

N. Ashton, Physiology of red and white blood cells, Anaesth. Intensive Care Med.
8 (2007) 203-208. https://doi.org/10.1016/j.mpaic.2007.02.003.

P.C. Adams, J.C. Barton, How I treat hemochromatosis, Blood. 116 (2010) 317—
325. https://doi.org/10.1182/blood-2010-01-261875.

J.M. Higgins, Red Blood Cell Population Dynamics, Clin. Lab. Med. 35 (2015)
43-57. https://doi.org/10.1016/j.c11.2014.10.002.

E. Cohen, M. Kramer, T. Shochat, E. Goldberg, I. Krause, Relationship between
hematocrit levels and intraocular pressure in men and women, Medicine

(Baltimore). 96 (2017) 8290. https://doi.org/10.1097/MD.0000000000008290.

K. Ghoshal, M. Bhattacharyya, Overview of platelet physiology: Its hemostatic
and nonhemostatic role in disease pathogenesis, Sci. World J. 2014 (2014).
https://doi.org/10.1155/2014/781857.

M. Seyoum, B. Enawgaw, M. Melku, Human blood platelets and viruses: Defense
mechanism and role in the removal of viral pathogens, Thromb. J. 16 (2018) 16.

https://doi.org/10.1186/s12959-018-0170-8.

R. Polanowska-Grabowska, S. Raha, A.R.L. Gear, Adhesion efficiency, platelet
density and size, Br. J. Haematol. 82 = (1992)  715-720.
https://doi.org/10.1111/j.1365-2141.1992.tb06949 x.

J.C. Zapata, D. Cox, M.S. Salvato, The Role of Platelets in the Pathogenesis of
Viral Hemorrhagic Fevers, PLoS Negl. Trop. Dis. 8 (2014).
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0002858.

JN. George, Platelets, Lancet. 355 (2000) 1531-15309.
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(00)02175-9.

P. Blair, R. Flaumenhaft, Platelet a-granules: Basic biology and clinical correlates,

Blood Rev. 23 (2009) 177-189. https://doi.org/10.1016/j.blre.2009.04.001.

J. Kiuru, L. Viinikka, G. Myllyld, K. Pesonen, J. Perheentupa, Cytoskeleton-
dependent release of human platelet epidermal growth factor, Life Sci. 49 (1991)
1997-2003. https://doi.org/10.1016/0024-3205(91)90642-0O.

99



[21]

[26]

[29]

R. Dhurat, M. Sukesh, Principles and methods of preparation of platelet-rich
plasma: A review and author’s perspective, J. Cutan. Aesthet. Surg. 7 (2014) 189.
https://doi.org/10.4103/0974-2077.150734.

Anonim, Hemostaz turkcerrahi.com,
https://www.turkcerrahi.com/makaleler/hemostaz-kan-urunleri-

transfuzyonu/hemostaz/ (erisim 31 Mayis 2020).
Platelet-Rich Plasma (PRP): What Is PRP and What Is Not PRP?, 2001.

E. Anitua, R. Prado, M. Sanchez, G. Orive, Platelet-Rich Plasma: Preparation and
Formulation, Oper. Tech. Orthop. 22 (2012) 25-32.
https://doi.org/10.1053/j.0t0.2012.01.004.

R. Kahn, I. Cossette, L. Friedman, Optimum centrifugation conditions for the
preparation of platelet and plasma products, Transfusion. 16 (1976) 162—165.
https://doi.org/10.1046/j.1537-2995.1976.16276155111 .x.

S.J. SLICHTER, L.A. HARKER, Preparation and Storage of Platelet
Concentrates: 1. FACTORS INFLUENCING THE HARVEST OF VIABLE
PLATELETS FROM WHOLE BLOOD, Br. J. Haematol. 34 (1976) 395-402.
https://doi.org/10.1111/j.1365-2141.1976.tb03586.x.

R. Landesberg, M. Roy, R.S. Glickman, Quantification of growth factor levels
using a simplified method of platelet-rich plasma gel preparation, J. Oral
Maxillofac. Surg. 58 (2000) 297-300. https://doi.org/10.1016/S0278-
2391(00)90058-2.

C.H. Jo, Y.H. Roh, J.E. Kim, S. Shin, K.S. Yoon, Optimizing platelet-rich plasma
gel formation by varying time and gravitational forces during centrifugation, J.
Oral Implantol. 39 (2013) 525-532. https://doi.org/10.1563/AAID-JOI-D-10-
00155.

O. Bausset, L. Giraudo, J. Veran, J. Magalon, J.M. Coudreuse, G. Magalon, C.
Dubois, N. Serratrice, F. Dignat-George, F. Sabatier, Formulation and storage of

platelet-rich plasma homemade product, Biores. Open Access. 1 (2012) 115-123.
https://doi.org/10.1089/biores.2012.0225.

F.M. Tamimi, S. Montalvo, 1. Tresguerres, L. Blanco Jerez, A Comparative Study

of 2 Methods for Obtaining Platelet-Rich Plasma, J. Oral Maxillofac. Surg. 65

100



[32]

[38]

(2007) 1084—1093. https://doi.org/10.1016/j.joms.2006.09.012.

A.D. Mazzocca, M.B.R. McCarthy, D.M. Chowaniec, M.P. Cote, A.A. Romeo,
J.P. Bradley, R.A. Arciero, K. Beitzel, Platelet-rich plasma differs according to
preparation method and human variability, J. Bone Jt. Surg. - Ser. A. 94 (2012)
308-316. https://doi.org/10.2106/JBJS.K.00430.

E. Anitua, J.J. Aguirre, J. Algorta, E. Ayerdi, A.I. Cabezas, G. Orive, I. Andia,
Effectiveness of autologous preparation rich in growth factors for the treatment of
chronic cutaneous ulcers, J. Biomed. Mater. Res. - Part B Appl. Biomater. 84

(2008) 415-421. https://doi.org/10.1002/jbm.b.30886.

J. Araki, M. Jona, H. Eto, N. Aoi, H. Kato, H. Suga, K. Doi, Y. Yatomi, K.
Yoshimura, Optimized preparation method of platelet-concentrated plasma and
noncoagulating platelet-derived factor concentrates: Maximization of platelet
concentration and removal of fibrinogen, Tissue Eng. - Part C Methods. 18 (2012)
176-185. https://doi.org/10.1089/ten.tec.2011.0308.

R.G. Smith, C.J. Gassmann, M.S. Campbell, Platelet-rich Plasma: Properties and
Clinical Applications, 2007.

N. Puri, Platelet rich plasma in dermatology and aesthetic medicine, Our Dermatol

Online. 6 (2015) 207-211. https://doi.org/10.7241/ourd.20152.57.

R.E. Marx, Platelet-Rich Plasma: Evidence to Support Its Use, J. Oral Maxillofac.
Surg. 62 (2004) 489-496. https://doi.org/10.1016/j.joms.2003.12.003.

A. Gonshor, Technique for producing platelet-rich plasma and platelet concentrate:
background and process., Int. J. Periodontics Restorative Dent. 22 (2002) 547-57.
https://doi.org/10.11607/prd.00.0495.

B.L. Eppley, J.E. Woodell, J. Higgins, Platelet quantification and growth factor
analysis from platelet-rich plasma: Implications for wound healing, Plast.
Reconstr. Surg. 114 (2004) 1502-1508.
https://doi.org/10.1097/01.PRS.0000138251.07040.51.

R.J. Christie, L. Carrington, B. Alving, Postoperative bleeding induced by topical
bovine thrombin: Report of two cases, Surgery. 121 (1997) 708-710.
https://doi.org/10.1016/S0039-6060(97)90061-1.

J.L. Zehnder, L.L K. Leung, Development of antibodies to thrombin and factor V

101



[41]

[47]

[49]

with recurrent bleeding in a patient exposed to topical bovine thrombin, Blood. 76
(1990) 2011-2016.
https://doi.org/10.1182/blood.v76.10.2011.bloodjournal76102011.

B.L. Eppley, W.S. Pietrzak, M. Blanton, Platelet-rich plasma: A review of biology
and applications in plastic surgery, Plast. Reconstr. Surg. 118 (2006).
https://doi.org/10.1097/01.prs.0000239606.92676.cf.

P. Gentile, Systematic Review of Platelet-Rich Plasma Use in Androgenetic
Alopecia Compared with Minoxidil ® , Finasteride ® , and Adult Stem Cell-Based
Therapy, (2020) 1-26.

M.A.-S. Emerson Jane F., STERILIZABLE PHOTOPOLYMER SERUM
SEPARATOR Applicant: THE REGENTS OF THE, 2012.

H.A. Barnes, Thixotropy - A review, J. Nonnewton. Fluid Mech. 70 (1997) 1-33.
https://doi.org/10.1016/S0377-0257(97)00004-9.

T.H. Kim, V. Sunkara, J. Park, C.J. Kim, H.K. Woo, Y.K. Cho, A lab-on-a-disc
with reversible and thermally stable diaphragm valves, Lab Chip. 16 (2016) 3741—
3749. https://doi.org/10.1039/c61c00629a.

M. Madou, J. Zoval, G. Jia, H. Kido, J. Kim, N. Kim, LAB ON A CD, Annu. Rev.
Biomed. Eng. 8 (2006) 601-628.
https://doi.org/10.1146/annurev.bioeng.8.061505.095758.

M. Tang, G. Wang, S.K. Kong, H.P. Ho, A review of biomedical centrifugal
microfluidic platforms, Micromachines. 7 (2016).

https://doi.org/10.3390/mi7020026.

J. Ducrée, S. Haeberle, S. Lutz, S. Pausch, F. Von Stetten, R. Zengerle, The
centrifugal microfluidic Bio-Disk platform, IOP Publ. J. MICROMECHANICS
MICROENGINEERING J. Micromech. Microeng. 17 (2007) 103-115.
https://doi.org/10.1088/0960-1317/17/7/S07.

R. Barathur, J. Bookout, S. Sreevatsan, J. Gordon, M. Werner, G. Thor, M.
Worthington, New disc-based technologies for diagnostic and research
applications, Psychiatr. Genet. 12 (2002) 193-206.
https://doi.org/10.1097/00041444-200212000-00002.

M. Focke, F. Stumpf, G. Roth, R. Zengerle, F. Von Stetten, Centrifugal

102



[52]

[55]

microfluidic system for primary amplification and secondary real-time PCR, Lab

Chip. 10 (2010) 3210-3212. https://doi.org/10.1039/c01c00161a.

H. Kido, A. Maquieira, B.D. Hammock, Disc-based immunoassay microarrays,
Anal. Chim. Acta. 411 (2000) 1-11. https://doi.org/10.1016/S0003-
2670(00)00776-5.

G. Czilwik, S.K. Vashist, V. Klein, A. Buderer, G. Roth, F. Von Stetten, R.
Zengerle, D. Mark, Magnetic chemiluminescent immunoassay for human C-
reactive protein on the centrifugal microfluidics platform, RSC Adv. 5 (2015)
61906-61912. https://doi.org/10.1039/c5ral12527h.

R. Mishra, R. Alam, D.J. Kinahan, K. Anderson, J. Ducrée, LIPOPHILIC-
MEMBRANE BASED ROUTING FOR CENTRIFUGAL AUTOMATION OF
HETEROGENEOUS IMMUNOASSAYS, y.y.

C.E. Nwankire, G.G. Donohoe, X. Zhang, J. Siegrist, M. Somers, D. Kurzbuch, R.
Monaghan, M. Kitsara, R. Burger, S. Hearty, J. Murrell, C. Martin, M. Rook, L.
Barrett, S. Daniels, C. McDonagh, R. O’Kennedy, J. Ducrée, At-line bioprocess
monitoring by immunoassay with rotationally controlled serial siphoning and
integrated supercritical angle fluorescence optics, Anal. Chim. Acta. 781 (2013)
54-62. https://doi.org/10.1016/j.aca.2013.04.016.

C.E. Nwankire, R. Burger, T. O’Connell, T. Glennon, J. Ducree, Full integration
of a liver assay panel on a centrifugal microfluidic platform, iginde: 2013
Transducers Eurosensors XXVII 17th Int. Conf. Solid-State Sensors, Actuators
Microsystems, TRANSDUCERS EUROSENSORS 2013, 2013: ss. 377-379.
https://doi.org/10.1109/Transducers.2013.6626781.

Y.-K. Cho -Ulsan, Centrifugal Microfluidics for Biomedical Applications, 1999.
http://fruits.unist.ac.kr (erisim 19 May1s 2020).

M. Grumann, T. Brenner, C. Beer, R. Zengerle, J. Ducrée, Visualization of flow
patterning in high-speed centrifugal microfluidics, Rev. Sci. Instrum. 76 (2005)
025101. https://doi.org/10.1063/1.1834703.

O. Strohmeier, M. Keller, F. Schwemmer, S. Zehnle, D. Mark, F. Von Stetten, R.
Zengerle, N. Paust, Centrifugal microfluidic platforms: advanced unit operations

and  applications, Chem. Soc. Rev. 44  (2015) 6187-6229.

103



[60]

[66]

https://doi.org/10.1039/c4cs00371c.

R. Alves, R. Grimalt, A Review of Platelet-Rich Plasma: History, Biology,
Mechanism of Action, and Classification, Ski. Appendage Disord. 4 (2018) 18—
24. https://doi.org/10.1159/000477353.

E. Sumida, Y. Iwasaki, K. Akiyoshi, S. Kasugai, Platelet separation from whole
blood in an aqueous two-phase system with water-soluble polymers, J. Pharmacol.

Sci. 101 (2006) 91-97. https://doi.org/10.1254/jphs.FP0060062.

V. Bush, R. Cohen, The Evolution of Evacuated Blood Collection Tubes, Lab.
Med. 34 (2003) 304-310. https://doi.org/10.1309/jcqe33nbygeOffqr.

M.P.C.D.T.B.M.D.J.M. Wilburta Q. Lindh, Delmar’s Comprehensive Medical
Assisting: Administrative and Clinical, 5th editio, Delmar Cengage Learning,
USA, 2013.
https://books.google.mw/books/about/Delmar s Comprehensive Medical Assist
ing.html?id=I8puCgAAQBAJ&utm_source=gb-gplus-shareDelmar (erisim 26
Mayis 2020).

Hugh T. Conway, Device and method for separating components of a fluid sample,
U.S. Patent No. 6537503 B1, 2000.

H. Anraku, R. Okamoto, Composition for blood serum or plasma separation and
vessel for blood examination containing the same, U.S. Patent No: 7090970 B2,

2006.

K. Sun, H. Oh, J.F. Emerson, S.R. Raghavan, A new method for centrifugal
separation of blood components: Creating a rigid barrier between density-stratified
layers using a UV-curable thixotropic gel T, (v.y.)-
https://doi.org/10.1039/c2jm14818h.

B. Babakhani, S.O. Movahed, S. Ghazy, A. Ahmadpour, A New Formulation for
Polymeric Separator Gels for Potential use in Blood Serum Separator Tubes, Prog.
Rubber Plast. Recycl. Technol. 34 (2018) 35-53.
https://doi.org/10.1177/147776061803400103.

H. Anraku, M. Niunoya, US 2012/0070350 A1 Composition for plasma and serum

separation, and container for blood testing, 2011.

M.J. Zohuriaan-Mehr, H. Omidian, Petroleum resins: an overview, J. Macromol.

104



[70]

Sci. - Rev. Macromol. Chem. Phys. 40 (2000). https://doi.org/10.1081/MC-
100100577.

G. Zimmermann, Hydrocarbon Resins. R. Mildenberg, M. Zander, G. Collin.
Wiley-VCH, Weinheim, 1997, 179 S., {iber 100 Abb. und Tab., geb., DM 198,00
ISBN  3-527-28617-9, Chemie Ing. Tech. 70 (1998) 182-182.
https://doi.org/10.1002/cite.330700129.

S. V. Antonov, N.N. Petrukhina, O.A. Pakhmanova, A.L. Maksimov,
Hydrogenation Process for Producing Light Petroleum Resins as Adhesive and
Hot-Melt Components (Review), Pet. Chem. 57 (2017) 983-1001.
https://doi.org/10.1134/S0965544117120027.

& HKL-IR/RTG R 5 4k 8, Hot melt adhesive composition including a

crystalline block composite, 2015.

D.A.LFM.M.M.G.G.G.C.L. Flaminio M L, Leachability of a new plasticizer tri-
(2-ethylhexyl)-trimellitate from haemodialysis tubing | Request PDF, Int. J. Artif.
Organs. 11 (1988) 435-9.
https://www.researchgate.net/publication/20251183 Leachability of a new pla

sticizer tri-2-ethylhexyl-trimellitate from haemodialysis tubing  (erisim 23

Mayis 2020).

Anonim,  AEROSIL®-Fumed  Silica,  https://www.productfinder.silica-
specialist.com/productCenter/prodlist.php (Erisim 23 Mayis 2020).

B. Albertini, N. Passerini, M.L. Gonzalez-Rodriguez, B. Perissutti, L. Rodriguez,
Effect of Aerosil® on the properties of lipid controlled release microparticles, J.
Control. Release. 100 (2004) 233-246.
https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2004.08.013.

A. Perino, C. Noik, C. Dalmazzone, Effect of fumed silica particles on water-in-
crude oil emulsion: Emulsion stability, interfacial properties, and contribution of
crude oil fractions, Energy and Fuels. 27 (2013) 2399-2412.
https://doi.org/10.1021/ef301627e.

A. Raffin Pohlmann, V. Weiss, O. Mertins, N. Pesce da Silveira, S. Stanis¢uaski
Guterres, Spray-dried indomethacin-loaded polyester nanocapsules and

nanospheres: Development, stability evaluation and nanostructure models, Eur. J.

105



[77]

[79]

Pharm. Sci. 16 (2002) 305-312. https://doi.org/10.1016/S0928-0987(02)00127-6.

H.A. Pawar, P.R. Shinde, Enhancement of Solubility of Lutein by Solid Dispersion
Technique and Development of ITS STABLE Orodispersible Film Formulation,
Curr. Drug ther. 13 (2018) 140-151.
https://doi.org/10.2174/1574885513666180419162150.

J. Santos, M. Jimenez, N. Calero, M.C. Alfaro, J. Mufioz, Influence of a shear post-
treatment on rheological properties, microstructure and physical stability of
emulgels formed by rosemary essential oil and a fumed silica, J. Food Eng. 241
(2019) 136-148. https://doi.org/10.1016/j.jfoodeng.2018.08.013.

D.M, G.F,D.J, H.MJ, P. J, A Time-Dependent Expression for Thixotropic Areas.
Application to Aerosil 200 Hydrogels, J. Pharm. Sci. 89 (2000).
https://doi.org/10.1002/(SICI)1520-6017(200006)89:6<790::AID-
JPS11>3.0.CO;2-2.

A.G.M. Perez, R. Lichy, J.F.S.D. Lana, A.A. Rodrigues, A.C.M. Luzo, W.D.
Belangero, M.H.A. Santana, Prediction and Modulation of Platelet Recovery by
Discontinuous Centrifugation of Whole Blood for the Preparation of Pure Platelet-
Rich Plasma, Biores. Open Access. 2 (2013) 307-314.
https://doi.org/10.1089/biores.2013.0015.

S. V. Rudmann, Textbook of blood banking and transfusion medicine,

Elsevier/Saunders, 2005.

N. Norouzi, H.C. Bhakta, W.H. Grover, Sorting cells by their density, PLoS One.
12 (2017). https://doi.org/10.1371/journal.pone.0180520.

J. Mathew, S.S. Bhimji, Physiology, Blood Plasma, StatPearls Publishing, 2018.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30285399 (erisim 27 Mayis 2020).

ESCOREZ 5300 -  FTIR  Spectrum - SpectraBase, (y.y.).
https://spectrabase.com/spectrum/K0x9BAk3mfP (erisim 23 Mayis 2020).

A. Marcilla, S. Garcia, J.C. Garcia-Quesada, Migrability of PVC plasticizers,
Polym. Test. 27 (2008) 221-233.
https://doi.org/10.1016/j.polymertesting.2007.10.007.

M.G.A. Vieira, M.A. Da Silva, A.C.G. Magumoto, L.O. Dos Santos, M.M. Beppu,

Synthesis and application of natural polymeric plasticizer obtained through

106



[87]

[89]

[91]

[93]

[95]

polyesterification of rice fatty acid, Mater. Res. 17 (2014) 386-391.
https://doi.org/10.1590/S1516-14392014005000017.

L. Zhang, J. Zhang, X. Ding, J. Zhu, Y. Liu, Y. Fan, Y. Wu, Y. Wei, Y. Ou,
Synthesis and Application of a New Environmental Friendly Plasticizer, 2015.

http://www.aascit.org/journal/ajbse (erisim 23 Mayis 2020).

K. Shameli, M. Bin Ahmad, S.D. Jazayeri, S. Sedaghat, P. Shabanzadeh, H.
Jahangirian, M. Mahdavi, Y. Abdollahi, Synthesis and characterization of

polyethylene glycol mediated silver nanoparticles by the green method, Int. J. Mol.
Sci. 13 (2012) 6639-6650. https://doi.org/10.3390/ijms13066639.

M.S.D.S. De Bustamante Monteiro, R.P.C. Neto, I.C.S. Santos, E.O. Da Silva,
M.LB. Tavares, Inorganic-organic hybrids based on poly (e-Caprolactone) and

silica oxide and characterization by relaxometry applying low-field NMR, Mater.
Res. 15 (2012) 825-832. https://doi.org/10.1590/S1516-14392012005000121.

H. Zou, S. Wu, J. Shen, Polymer/Silica Nanocomposites: Preparation,
characterization, propertles, and applications, Chem. Rev. 108 (2008) 3893-3957.
https://doi.org/10.1021/cr068035q.

R.J. Ouellette, J.D. Rawn, Carboxylic Acids and Esters, iginde: Princ. Org. Chem.,
Elsevier, 2015: ss. 287-314. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-802444-7.00011-
2.

Y. Xue, A. Patel, V. Sant, S. Sant, Semiquantitative FTIR Analysis of the
Crosslinking Density of Poly(ester amide)-Based Thermoset Elastomers,
Macromol. Mater. Eng. 301 (2016) 296-305.
https://doi.org/10.1002/mame.201500190.

M. Suzuki, Y. Hayakawa, K. Hanabusa, Thixotropic Supramolecular Gel Based
on 1-Lysine Derivatives, Gels. 1 (2015) 81-93.
https://doi.org/10.3390/gels1010081.

J. Li, W. Zhou, Z. Qi, T. Luo, W. Yan, H. Xu, K. Cheng, H. Li, Morphology and
rheological properties of polyacrylamide/bentonite organic crosslinking composite

gel, Energies. 12 (2019). https://doi.org/10.3390/en12193648.

R. Barbucci, D. Pasqui, R. Favaloro, G. Panariello, A thixotropic hydrogel from

chemically cross-linked guar gum: synthesis, characterization and rheological

107



[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

behaviour, Carbohydr. Res. 343 (2008) 3058-3065.
https://doi.org/10.1016/j.carres.2008.08.029.

B.V.S. Jyoti, M. Varma, S.W. Baek, Comparative Study of Rheological Properties
of Ethanol and UDMH based Gel Propellants, EUCASS, 2015.

B.V.S. Jyoti, S. Wook Baek, Rheological Characterization of Ethanolamine Gel
Propellants, J. Energ. Mater. 34 (2016) 260-278.
https://doi.org/10.1080/07370652.2015.1061617.

E.R. Morris, K. Nishinari, M. Rinaudo, Gelation of gellan - A review, Food
Hydrocoll. 28 (2012) 373—411. https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2012.01.004.

LR.S. Arruda, P.B.S. Albuquerque, G.R.C. Santos, A.G. Silva, P.A.S. Mourio,
M.T.S. Correia, A.A. Vicente, M.G. Carneiro-da-Cunha, Structure and rheological
properties of a xyloglucan extracted from Hymenaea courbaril var. courbaril seeds,
Int. J. Biol. Macromol. 73 (2015) 31-38.
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2014.11.001.

Malvern Panalytical- TECHNIQUES & TOOLS, A Basic Introduction to
Rheology, 2017. https://theanalyticalscientist.com/app-notes/a-basic-introduction-
to-rheology (erisim 28 Mayis 2020).

D.J. Kinahan, S.M. Kearney, M.T. Glynn, J. Ducrée, Spira mirabilis enhanced
whole blood processing in a lab-on-a-disk, Sensors Actuators, A Phys. 215 (2014)
71-76. https://doi.org/10.1016/j.sna.2013.11.010.

A. Mishra, K. Harmon, J. Woodall, A. Vieira, Sports Medicine Applications of
Platelet Rich Plasma, Curr. Pharm. Biotechnol. 13 (2012) 1185-1195.
https://doi.org/10.2174/138920112800624283.

C. Thanasas, G. Papadimitriou, C. Charalambidis, 1. Paraskevopoulos, A.
Papanikolaou, Platelet-rich plasma versus autologous whole blood for the
treatment of chronic lateral elbow epicondylitis: A randomized controlled clinical
trial, Am. J. Sports Med. 39 (2011) 2130-2134.
https://doi.org/10.1177/0363546511417113.

S. V Kevy, M.S. Jacobson, Comparison of Methods for Point of Care Preparation
of Autologous Platelet Gel, y.y.

S. Marlovits, M. Mousavi, C. Gébler, J. Erdds, V. Vécsei, A new simplified

108



[106]

[107]

[108]

[109]

technique for producing platelet-rich plasma: A short technical note, Eur. Spine J.

13 (2004). https://doi.org/10.1007/s00586-004-0715-3.

J.H. Waters, K.C. Roberts, Database Review of Possible Factors Influencing Point-

of-Care Platelet Gel Manufacture, y.y.

L.JL, C. N, P. P, W. J, K. G, Platelet-rich Plasma Application in Sinus Graft
Surgery: Part I--Background and Processing Techniques, J. Oral Implantol. 27
(2001). https://doi.org/10.1563/1548-1336(2001)027<0038:PPAISG>2.3.CO;2.

R.L. Fontenot, C.A. Sink, S.R. Werre, N.M. Weinstein, L.A. Dahlgren, Simple
tube centrifugation for processing platelet-rich plasma in the horse, Can. Vet. J. 53

(2012) 1266—-1272. https://doi.org/10.13140/RG.2.2.19605.99043.

M.J.H. Nagata, M.R. Messora, F.A.C. Furlaneto, S.E. Fucini, A.F. Bosco, V.G.
Garcia, T.M. Deliberador, L.G.N. de Melo, Effectiveness of two methods for
preparation of autologous platelet-rich plasma: an experimental study in rabbits.,
Eur. J. Dent. 4 (2010) 395-402. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20922159
(erisim 26 Agustos 2020).

109



EKLER

EK 1 - Santrifiij cihazinda kullanilan kodlar;

#include <mbed.h>
PwmOut driver(PA_7);
InterruptIn encoder(PA_2);
Serial pc(PA_9, PA_10); // tx, rx
DigitalOut myled(PC _13);
Ticker time_up;
char mySt[30];
volatile char ¢ ="0'"; // Initialized to the NULL character
int counterl = 0;
float pv_speed = 0;
float set speed = 0;
int serial_cnt = 0;
bool stringComplete = false;
bool motor_start = false;
bool motor mode = false;
float throttle = 0.01;
float e speed = 0; //error of speed = set_speed - pv_speed
float e speed pre =0; //last error of speed
float e _speed sum = 0; //sum error of speed
float pwm_pulse =0; //this value is 0~255
float kp = 0.07;
float ki = 0.04;
float kd = 0.005;
void TIMER1() {
pv_speed = 60.0*(counter1/7.0)/0.1; //calculate motor speed, unit is rpm
counter1=0;
if(motor mode){
if (motor_start){

e speed = set_speed - pv_speed;
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pwm_pulse =e_speed*kp +e_speed sum®*ki + (e speed - e speed pre)*kd;
e speed pre =e speed; //save last (previous) error
e speed sum +=e_speed; //sum of error
if (e_speed sum >4000) e _speed sum = 4000;
if (¢_speed sum <-4000) e speed sum = -4000;
}
else{
e _speed = 0;
e_speed_pre = 0;
e_speed sum =0;
pwm_pulse = 0;
}
if (pwm_pulse <1000 && pwm_pulse >0){
driver.write(pwm_pulse/5000); // 5% duty cycle
H
else{
if (pwm_pulse>1000){
driver.write(0.5f); // 5% duty cycle
}
else{

driver.write(0.0f); // 5% duty cycle

}
}
}

h
void detect_a() {

counterl+=1;

}

void onCharReceived()
{
¢ = pc.getc();
if (c=="n"){
serial cnt=0;

stringComplete = true;
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}

else {
mySt[serial cnt] = c;
serial cnt += 1;
b
}

int main() {
pc.baud(115200);
pc.attach(&onCharReceived);
pe.printf("Starting...\n");
driver.period(0.000125¢f); // 8 KHz
// driver.write(0.035f); // 5% duty cycle
time up.attach(&TIMERI1, 0.1);
encoder.rise(&detect a);
// wait(5);
while(1) {
if(stringComplete){
if(stremp(mySt, "vs_start") == 0){
pe.printf("START\n");
motor_start = true;
h
else if(stremp(mySt, "vs_stop") == 0){
pe.printf("STOP\n");
throttle = 0.0;
driver.write(0.0);
set speed = 0;
motor_start = false;
}
else {
set_speed = atof(mySt);
pe.printf("%f\n",set_speed);
}
stringComplete = false;

memset(mySt, 0, sizeof(mySt));
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}

e _speed = set_speed - pv_speed;

if(motor_start){

if(e_speed > 1000 || e_speed <-1000){

if(!motor_mode){
if(e_speed > 600){
throttle += 0.0007;

driver.write(throttle); // 5% duty cycle

}
else if(e_speed <-600) {
throttle -= 0.0007;
driver.write(throttle); // 5% duty cycle
b
else{
motor_mode = true;
}
H
wait ms(100);
}
}
pe.printf("%f\n",pwm_pulse);
wait(0.01);
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Stroboskop sistemi i¢in ise asagidaki kodlar kullanilmistir.

int incomingByte = 11;

void setup() {
pinMode(6, OUTPUT);
Serial.begin(9600);

}

void loop() {
digitalWrite(1, HIGH);
delayMicroseconds(1);

digital Write(1, LOW);

delayMicroseconds(incomingByte);

}
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