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Trombositler pithti olusumu, yara iyilesmesi ve doku yenilenmesinde gorevli kan
hiicreleridir. Kan plazmasinda cesitli ayirma yontemleri ile zenginlestirilerek trombositce
zengin otolog plazma elde edilir. Bu plazma PRP (platelet-rich plasma) olarak
isimlendirilir. PRP’nin etkinligi yara iyilesmesi ve doku yenilenmesi iizerine yapilan
cesitli klinik calismalarla kanitlanmistir. Bunun yaninda aktive edilmis PRP kullaniminda
bu etkinligin arttig1 bilinmektedir. Aktive PRP ile yapilan ¢alismalarla iyilesme siirecinin
hizlandig1 gosterilmistir. Ancak PRP aktivasyonunda kullanilan biyokimyasal yontemler
inflamatuar etki yaratabilmektedir. Bu nedenle tez g¢alismasi kapsaminda trombosit
aktivasyonu i¢in alternatif mekanik yontemler gelistirmek amaclanmistir. Mikroakiskan
sistemlerde kayma gerilimi uygulayarak aktivasyon ve ultrasonik ses dalgalari ile uyarim
arastirilan yontemlerdir. Tez calismast kapsaminda mikroakiskan sistemlerde farkli
genisliklere sahip siitunlu ve diiglimli tasarimlar yapilmistir. Bu tasarimlar akis
simiilasyonunda test edilerek uygulanan kayma gerilimleri belirlenmistir. Daha sonra bu
cipler PMMA (polimetil metakrilat) tabakalardan CO: lazer ile islenerek iiretilmistir.
Uretilen ¢iplerin karakterizasyonu optik profilometre ve USB mini mikroskop ile

yapilmistir. Ultrasonik ses dalgasi ile uyarim igin iki piezoelektrot tutucu hazne ve bir
i



plazma haznesinden olusan bir kit tasarlanmistir. Bu iki piezoelektrotlardan birisi verici
digeri alict olarak kullanilmustir. Uretilen akustik dalganin validasyonu bu sekilde
yapilmistir. Iki piezoelektrotun arasinda ise trombositleri iceren plazma haznesi
bulunmaktadir. Bu kit PMMA ve asetat tabakalar kullanilarak hazirlanmistir. Aktive
edilen trombositler akim sitometrisi ile CD62P (P-Selektin) ekspresyonuna gore
incelenmistir. . Mikroakiskan ¢iplerinde en yiiksek trombosit aktivasyon oranint %83.0
ile 97.5 dyne/cm? kayma gerilimine sahip 8diigiim500 tasarimi verirken, ultrasonik
yontemlerde en yiiksek aktivasyon oranini %53.9 ile 0.55 MHz frekansli ses dalgalari
vermistir. Bu prototipler biyomedikal uygulamalarda kullanilmak {izere iiretilecek kitler

Oonemli bir altyap1 olusturacaktir.

Anahtar Kelimeler: trombosit aktivasyonu, trombositce zengin plazma,
mikroakigkanlar, piezo seramik, ultrasonik dalga, CO: lazer kesim/tarama, akim

sitometrisi.
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Platelets are blood cells involved in clot formation, wound healing, and tissue
regeneration. By enriching the blood plasma with various separation methods, platelet-
rich plasma (PRP) is obtained. The effectiveness of PRP has been proven by various
clinical studies on wound healing and tissue regeneration. In addition, it is known that
this efficiency increases with the use of activated PRP. Studies with activated PRP have
shown that the healing process accelerates. However, biochemical methods used in PRP
activation can create an inflammatory effect. For this reason, it is aimed to develop
alternative mechanical methods for platelet activation within the scope of the thesis.
Activation by applying shear stress in microfluidic systems and excitation with ultrasonic
sound waves are the methods investigated. Within the scope of the thesis, pillar-shaped
and nodal designs with different widths were made in microfluidic systems. These
designs were tested in the flow simulation and the applied shear stresses were determined.
Subsequently, these chips were fabricated from PMMA (polymethyl methacrylate) sheets
by processing with CO> laser. Characterization of the fabricated chips was done with an

optical profilometer and a USB mini microscope. On the other hand, a kit consisting of
iii



two piezoelectrode holder chambers and a plasma chamber is designed for excitation with
ultrasonic waves. One of these two piezoelectrodes is used as a transmitter and the other
as a receiver. The validation of the generated acoustic wave was done in this way.
Between the two piezoelectrodes is the plasma chamber containing the platelets. This kit
was prepared using PMMA and acetate sheets. Activated platelets were examined by flow
cytometry for CD62P (P-Selectin) expression. In microfluidic chips, the 8node500 design
with a shear stress of 97.5 dyne/cm? gave the highest platelet activation rate of 83.0%,
while sound waves with a frequency of 0.55 MHz gave the highest activation rate of
53.9% in ultrasonic methods. These prototypes will shed light on the Kits to be fabricated
for use in biomedical applications.

Keywords: platelet activation, platelet-rich plasma (PRP), microfluidics, piezo ceramic,

ultrasonic wave, CO; laser cutting/ablation, flow cytometry.
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1. GIRIS

Trombositler piht1 olusumu ve yara iyilesmesinden sorumlu kan hiicreleridir. Hasarli
vaskiiler duvarda agiga c¢ikan kolajen ve/veya von Willebrand faktorii ile etkilesime
girerek trombositlerin aktivasyon siireci baslar. Aktivasyon reseptorlerinin etkin hale
gelmesinden sonra trombosit igerisindeki graniillerde paketlenmis biyomolekiiller agiga
¢ikar. Bu graniillerden en 6nemlisi olan alfa-graniillerde bulunan faktor V, faktor IX ve
faktor XIII molekiilleri pithtilagsma yolagini destekler. Alfa-graniillerde bulunan biiyiime

faktorleri ise ilgili bolgede yenilenme ve iyilesme sinyallerini verir [1].

Biiyiime faktorleri bu yonleri ile arastirmacilarin ilgisini ¢ekmistir. Kanin santrifiij
edilerek kirmizi kan hiicrelerinden arindirilmasi ile elde edilen kan plazmasinin trombosit
sayist tam kandakinden daha yiiksektir. Buna bagli olarak biiytime faktorlerinin derigimi
de daha ytiksektir. Bu plazmanin hazirlanmasi i¢in kabul gérmiis deneysel protokollerin
yaninda ¢esitli ticari kitler de mevcuttur. Bu yontemlerle trombosit¢ce zenginlestirilmis
kan plazmasina trombosit¢e zengin plazma (platelet-rich plasma (PRP)) denilmektedir.
PRP doku yenilenmesi i¢in rekonstriiktif ve plastik cerrahi, maksillofasiyal cerrahi ve oral
implantoloji, kas ve eklem hedefli sportif vakalarda tedavi gibi ¢esitli alanlarda yaygin

olarak kullanilmaktadir.

PRP’nin etkisini arttirmak isteyen bilim insanlar1 trombositleri aktive ederek biiyltime
faktor salinimi tetiklemeyi amaclamiglardir. Bunun i¢in trombosit aktivasyonunu
tetikleyen trombin, adenozin difosfat (ADP), kalsiyum kloriir gibi uyaricilar
kullanilmaktadir. Bu sayede biiylime faktorlerinin derisiminin arttigi kanitlanmistir.
Ancak, kullanilan kimyasallarin yan etkileri oldugu ortaya konulmustur. Bu sebeple

alternatif aktivasyon yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.



Trombositlerin kimyasal kullanilmadan mekanik etkilerle aktive edilebilecegi reolojik
calismalarla kanitlanmistir. Sivinin akis sirasinda kanal boyunca yiizeye tegetsel
uyguladigi kuvvetin bir Olcilisii olan kayma gerilimi trombositlerde aktivasyonu
tetiklemektedir. Bu kuvvet mikroakiskan bir diizenek yardimu ile saglanabilmektedir. Bu
calismada 50 — 250 dyne/cm? araliginda farkli karakteristiklere sahip kayma gerilimleri
iki farkli mikroakiskan ¢ip tasarimi (slitunlu ve diigiimlii) kullanilarak uygulanmistir.
Bunlarin yaninda piezoseramik elektrot kaynakli ultrasonik ses dalgalar1 kullanilan bir

diizenek hazirlanmustir.

Mikroakiskan ¢ipler ve ultrasonikasyon diizeneginin hazirlanmasinda polimetil
metakrilat (PMMA\) tabakalar kullanilmistir. Biyouyumlu bir polimer olan PMMA CO>
lazer ile islenerek istenen desenler olusturulmustur. Hedef boyut ozellikleri optik
profilometre yardimi ile karakterize edilmistir. Piezo elektrotlarim AC gii¢ kaynagi ile
uyarilmas: ile dretilen ultrasonik ses dalgalarmin karakteristikleri osilator ile

belirlenmistir.

Trombositler hazirlanan aktivasyon diizeneklerinde islem gordiikten sonra trombositlere
0zgii CD61 ve aktive trombositlere 6zgii CD62P (P-Selektin) belirtegleri yardimi ile
floresan molekiillerle isaretlenmistir. Floresan isaretli trombositler akim sitometrisi ile
incelenmis ve aktivasyon oranlar tespit edilmistir. Biitliin ¢iplerden alinan sonuglar
karsilastirilarak en verimli sistem saptanmistir. Bu ¢alismalarda negatif kontrol olarak
islem gormeden fikse edilmis trombositler ve pozitif kontrol olarak trombin/kalsiyum

kloriir ile uyarilmis trombositler kullanilmastir.

Bu ¢alismada ekonomik, kayma gerilimi kaynakli trombosit aktivasyonu prensibine
dayali, mikroakiskan ve ultrasonik yontemlerde bu aktivasyonu saglayabilecek cihazlar
tiretilmesi ve elde edilen trombositlerin akim sitometrisi ile CD62P ekspresyonuna bagl

karakterizasyon ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Trombositler

Trombosit ya da plateletler, kemik iligindeki megakaryositlerde {iretilen ve pihti
olusumundan sorumlu ¢ekirdeksiz kan hiicreleridir. Yunanca, pithti anlamina gelen

“thrombos” ve hiicre anlamina gelen “cytos” kelimelerinden tiiretilmistir [2,3].

Diger kan hiicrelerine kiyasla olduk¢a kiiciik olan trombositlerin boyu 2-3 pm
arasindadir. Saglikli bir insanda ortalama 10 giin 6mre sahip olan trombositlerin kandaki
konsantrasyonu 150000 — 400000 hiicre/ul arasindadir. Bu araligin altindaki
anormallikler trombosit eksikligi (trombositopeni), lizerindeki anormallikler trombosit

fazlalig1 (trombositemi) olarak isimlendirilir [2,3].

Trombositlerin temel gorevi olan kanamayr durdurma, hemostazis denilen bir dizi
pihtilasma reaksiyonu sonucu gerceklesir. Bunun i¢in, zedelenen bolge ile etkilesime
gecen trombositler aktive olarak birbirlerine yapisirlar ve kiimelenirler. Daha sonra, ihtiva
ettikleri graniillerden saldiklar1 trombin ve Ca?' ile kanda ¢dziinmiis halde bulunan
fibrinojen monomerinden fibrin polimeri olusumu reaksiyonunu baslatirlar. Fibrinler cok
yapiskan ags1 ipliklerdir. Bu sayede zedelenmis dokuya ve kan hiicrelerine yapisarak

hemostazis’i gergeklestirirler [1].

Trombositlerin salgiladiklar1 biyolojik materyaller biinyesinde barindirdig1 graniillerde
paketlenmis halde bulunur. Trombositlerin aktivasyonu ile birlikte bu graniiller yaral

bolgeye salinir ve iyilesme siirecinin baslamasi i¢in gerekli sinyalleri verirler [4].

2.1.1. Yapisma ve Kiimelenme

Kan damarlarinda dolagim halindeki trombositlerin topaklanmasi ve aktivasyonu damar
i¢ yliziinde bulunan endotelyal hiicreler tarafindan iiretilen kimyasallar ve proteinlerle

inhibe edilir. Endotelyal hiicrelerin iirettigi; prostasiklinler trombosit aktivasyon ve



kiimelenme yolagini inhibe eder, nitrik oksit vazodilasyonu saglayarak trombositler
uygulanan kayma gerilimini azaltir, heparin siilfat koagiilasyon kaskadinda gdrev alan

enzimleri inaktive eden antitrombinleri aktive eder [5].

trombin - yalanci ayaklar
trombin aktivasyonu — ~acik kanalikuler sistem
glikoprotein reseptorii — L—mitokondri
blyiime faktorleri hiicre iskeleti

membran iskeleti
-yogun granl

alfa graniil

Sekil 2.1. Duragan (solda) ve aktive olmus (sagda) plateletlerin sematik goriintiisii. Trombin gibi
bir aktivatdr molekiil ile aktive olan plateletler yalanci ayaklar olusturarak platelet
agregasyonu saglarlar. Glikoprotein bazli acgik kanalikiiler sistemlerden biiyiime
faktorleri salgilanir [6].

Ancak, damarda bir hasar gerceklestiginde trombosit yapismasi ve aktivasyonu
mekanizmasinin baslatan kollajen agiga ¢ikar. Kan glikoproteinlerinden von Willebrand
Faktorii (vVWF) kollajene yapisir. Dolagimdaki trombositlerin membraninda yer alan
glikoprotein  GP Ib kollajene baglanmis vWF’ye baglanir. Trombositler
membranlarindaki GP Ia ve GP VI glikoproteinleri ile dogrudan kollajene baglanir. Bu
sekilde, kollajen iizerinde trombosit kiimelerinden olusan bir tabaka meydana gelir [2,7].
Mekanizmanm bu kismi yapisma kismidir. GP Ib, GP la, GP VI reseptorlerinin
baglanmasiyla trombositleri aktivasyon sinyalleri verilir ve trombosit diskoid seklini
bozarak yalanci ayaklar ¢ikartmaya baslar (Sekil 2.1). Yapisan trombosit ayn1 zamanda,
sirkiile haldeki diger trombositleri aktive etmek i¢in graniillerini ve onlarin barindirdigi
sinyal molekiillerini de salgilar. Bu konformasyonel degisikligin sebebi koagiilasyonda
en onemli gorevi Ustlenen GP IIb/Illa integrin reseptorlerini agia c¢ikarmaktir. Bu
kompleks reseptor, kanda serbest halde dolagmakta olan fibrinojene baglanir. Fibrinojen

sirkiile trombositlerin baglanmasi i¢in koprii gorevi gérmektedir. Her yeni baglanan



trombosit de bu mekanizmay1 c¢alistirarak daha fazla trombositin hasarli bolgede

kiimelenmesine sebep olarak kanamay1 durduracak pihtiy1 olusturur [3,7].

2.1.2. Graniiller

Trombositlerin ¢ekirdegi olmadigindan genomik DNA’lar1 yoktur. Buna karsin, protein
iiretmeleri gerektiginde sahip oldugu megakaryosit kaynakli mRNA’lar1 kullanirlar.
Ancak trombositler bazi proteinleri sentezleyebilse de dnemli bir kismini megakaryositler
tarafindan paketlenmis halde sitoplazmasinda barindirir. Bu paketler graniiller olarak

adlandirilmaktadir [2].

2.1.2.1. Alfa-graniiller

Trombositlerin igcerdigi graniillerden en 6nemlisi ve en biiyiigii alfa-graniillerdir. Boylar1
200 — 500 nm arasinda degisen bu graniillerden her trombositte ortalama 50 — 80 tane
bulunur [8]. Plateletlerin periferik kan yaymalarinda kullanilan graniil hedefli boyalarla
pozitif sonug vermesi alfa-graniiller sayesindedir. Alfa-graniiller trombositin gorev aldigi
hemostazis ve trombosis mekanizmalarinda gorev alan bir ¢ok faktorii (faktor V, XI, XIII,
fibrinojen, VWF ve yiiksek molekiil kiitleli kininojenler), trombositin damar duvarina
yapismasinda etkili molekiilleri (fibronektin ve vitronektin) ve inflamasyon, yara
tyilesmesi gibi yolaklar: tetikleyen mitojenik biiyiime hormonlarini (platelet (trombosit)
kaynakli biiyiime faktorii (PDGF), vaskiiler endotelyal biliylime faktorii (VEGF),
transforme edici biiyiime faktorii (TGF), vd.) igerir [3]. Alfa-graniillerin igeriginin tam

hali Cizelge 2.1.’de gosterilmistir.



Cizelge 2.1. Alfa-graniillerin I¢erdigi Biyokimyasal Molekiiller [8].

Tiir

Integral membran proteinleri

Pihtilastiricilar,
antikoagiilanlar,  fibrinolitik

proteinler

Adezyon proteinleri

Kemokinler

Biiyiime faktorleri

Anjiyojenik  faktorler ve
inhibitorler

Mikrobisidal proteinler

Bagisikltk medyatorleri

Ornek

allbp3, GPIba-1X-V, GPVI, TLT-1, P-selektin

Faktor V, faktér IX, faktér XIII, antitrombin, protein S,
doku faktdrii yolu inhibitdrii, plazminojen, plazminojen

aktivator inhibitdr 1, ax-makroglobiilin

Fibrinojen, von Willebrand faktorii, trombospondin

CXCL1 (GRO-0), CXCL4 (PF4), CXCL5 (ENA-T78),
CXCL7 (PBP, B-TG, CTAP-IIl, NAP-2), CXCL8 (IL-8),
CXCL12 (SDF-la), CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1a),
CCL5 (RANTES)

Epidermal biiylime faktorii, hepatosit biiyiime faktori,
insiilin benzeri biiyiime faktorii, transforme edici biiylime

faktorii

Vaskiiler endotelyal biliylime faktorii, fibroblast biiyiime

faktori, platelet kaynakli biiylime faktori,
metaloproteinazlarin  doku inhibitorleri, anjiyostatin,
endostatin

Timozin-p4, trombosidin 1 and 2 (NAP-2)

Komplement C3 6nciilii, komplement C4dnciilii, B1H

Globulin, faktor D, faktor H, C1 inhibitor, IgG

Ayrica, trombositin aktivasyonu sonrast membranda eksprese olan ve koagiilasyondan
sorumlu GP Ib kompleksi, GP VI, GP lIb/llla kompleksi ve CD62P (P-Selektin) gibi
glikoproteinler de alfa-graniillerin membraninda bulunur [3]. P-Selektin trombosit
aktivasyonu c¢alismalarinda aktivasyon derecesi belirlenmesi i¢in ¢okca kullanilan bir

antijendir. Florofor baglanmis anti-CD62P antikorlar1 bu bdlgeleri hedef alarak aktive



olmus trombositlerden floresan sinyal yayarlar. Aktive olmus hiicrelerin sayisi ve yiizdesi
akim sitometrisi (flow cytometry) cihazi ile belirlenebilmektedir. Ayn1 plateletler, biitiin
plateletlerde bulunan CD61 velveya CDA41 antijenlerini hedef alan antikorlarla

isaretlendiginde aktive olanlarin yiizdesi akim sitometrisi dagiliminda saptanabilmektedir

[9]

2.1.2.2. Delta-graniiller

Delta- ya da yogun (dense)-graniiller, alfa-graniiller gibi sadece trombositlerde bulunur.
Ancak, alfa-graniillerden sayica daha az (3 — 8) ve boyut olarak daha kii¢iiktiirler (150
nm). inflamasyon ve yara iyilestirmede dogrudan gérev almamalarma karsin, en énemli
gorevleri icerdikleri yiiksek katyon (Ca?" Mg?*, K*) konsantrasyonu ve biyomolekiiller
(ADP, ATP, UTP, GTP) ile diger trombositlerin de aktive olmasini tetiklemektir [8].

Delta-graniillerin tam igerigi Cizelge 2.2.’de gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Delta-graniillerin Igerdigi Biyokimyasal Molekiiller [8].

Tiir Ornek

Katyonlar Ca%", Mg, K*
Fosfatlar Polifosfat, pirofosfat
Biyoaktif aminler Serotonin, histamin
Niikleotitler ADP, ATP, UTP, GTP

Delta-graniiller elektron mikroskobu ile analiz edildiginde yiiksek elektron yogunluklari
sayesinde goriilebilmektedir. Ayrica, trombositlerden salindiklarinda bulundurduklari
CD63 ve LAMP-2 membran proteinlerini eksprese ederler. Bu sayede akim sitometrisi

ile saptanabilmektedirler [8].



2.1.2.3. Lizozomlar

Trombositlerde bulunan lizozomlarin fonksiyonu tam olarak aydinlatilamamis olsa da
cekirdekli hiicrelerdeki lizozomlar gibi endozomal sindirimde gorev aldiklar
diistiniilmektedir. Her bir trombositte 3’ten daha az sayida bulunan lizozomlar 200 — 250
nm biiyiikliige sahiptir. Delta-graniiller gibi membranlarinda CD63 ve LAMP-2 membran
proteinleri bulunur [8]. Trombositlerin lizozomlarmin tam igerigi Cizelge 2.3.’te

verilmistir.

Cizelge 2.3. Lizozomlarin igerdigi Biyokimyasal Molekiiller [8].

Tiir Ornek

Protein sindiren enzimler Katepsinler, elastaz, kollajenaz,
karboksipeptitaz, prolin karboksipeptidaz

Karbohidrat sindiren enzimler Glukosidaz, fukosidaz, galaktosidaz,
glukuronidaz, mannosidaz, hekzosaminidaz,

arabinofuranosidaz

Fosfat ester parcalayan enzimler Asit fosfataz

2.1.3. Yara lyilesmesi

Iyilesme kaskadinin baslamasi icin vaskiiler dokuda hasar ve/veya kanama meydana
gelmesi gerekmektedir. Bu hasar herhangi bir dokuda olusacak bir baska hasarla
tetiklenebilir. Dokularda kesilme, delinme, kiint travma, asir1 kullanim ve yiiklenme gibi
durumlar s6z konusu oldugunda vaskiiler dokulardaki kanama iyilesme siirecini tetikler.
Iyilesme siireci sirasiyla; pitht1 olusumu, inflamasyon, proliferasyon ve doku yeniden
sekillendirilmesi evrelerinden olusur (Sekil 2.2). Ancak, bu evreler birbirinin devami

olarak degil ortiisiim seklinde gergeklesir [4,10].



inflamasyon Proliferasyon Yeniden sekillenme
g Plateletler
‘; / \\ e S K Bﬂj\Jen
Z ) — .
= ;" “\ -~ //” .... ~
[ ) 2\ s
1o / 7 YIS
i 2 / o S
| \ / / ~.\ Fibroblastlar
1 / 7/ Pou,
] / /7 ~
I 1 £ 7
i \ /i //
| VS
. et 7
1 I I 1 1 I I I 1
0.1 1.0 10.0 30.0 100.0

Zaman (log Olgeginde giin)

Sekil 2.2. lyilesme kaskatindaki evreleri gosteren diyagram. Kesikli ¢izgiler yara iyilesmesinde
gorev alan hiicre ve biyomolekiillerin zamana gore artigini, siirekli ¢izgiler evreleri
gostermektedir [11].

Piht1 olusumu evresi, bir diger adiyla hemostazis trombositlerin hasar gérmiis vaskiiler
doku altindaki kollajen tabakasiyla etkilesimi ile baslar. Baslica ama¢ kanamay1
durdurmaktir. Kanamayr durdurmak i¢in trombositler koagiile olarak bir tipa (piht1)
meydana getirir. Bu sirada trombositler aktive olur ve salgiladiklar faktorler ile
protrombini trombine ¢eviren protrombinaz enzim kompleksinin olusumunu tetikler.
Trombin de kanda ¢oziinebilen fibrinojeni ¢oziinmeyen fibrine doniistiirerek ags1 ve

yapiskan bir yap1 olusmasina neden olur.

Bu aga yapisan trombositler bir saat igerisinde graniillerinin %95’ini salarlar. Bu
graniillerden salinan biiylime faktorleri, iyilesmenin ikinci evresinde gorev alan

hiicrelerin ilgili bolgeye migrasyonunu tetikler [1,2,10].

Inflamasyon evresinde, olusan hasar sirasinda metabolizmaya zarar verebilecek
mikrobiyal istilacilari, yabanct maddeleri, nekrotik ya da hasarli hiicreleri yok edecek
enflamatuar yanit olusturulur. Bu gorevi iistlenen hiicreler beyaz kan hiicreleridir.

Graniilosit ve monositler istilacilar1 fagosite ederken, lenfositler de bagisiklig: giiclendirir
[12].



Kaybedilen vaskiiler dokunun yenilendigi evre proliferatif evredir. Trombositlerden
salman biiyiime faktdrleri hiicre béliinmesini tetikleyici sinyaller gonderir. Uretilecek
yeni hiicreler icin gerekli enerji ve oksijenin tasinmasi i¢in Once vaskiiler iyilesme

saglanarak hasarli damar onarilir [4].

Kaybedilen dokunun tam anlamiyla geri kazanilmasi yaranin biiytikliigline bagl olarak
birka¢ aydan birka¢ yila kadar siirebilir. Yara iyilesmesinin son ve en uzun olan evresi,
dokunun yeniden sekillendirilmesidir. Bu asama kolajenin siirekli iiretilip yikildigi
boliimdiir. Dokunun hasardan 6nceki haline olabildigince benzeyene kadar bu islem

devam eder [2,4].

2.2. Trombosit¢ce Zengin Plazma (PRP)

Trombositce Zengin Plazma (Platelet-Rich Plasma (PRP)) kisaca trombosit
konsantrasyonu arttirilmis kan plazmasi olarak tanimlanir. Saglikli insan kaninda
mikrolitrede 150 x 10° — 400 x 10° trombosit bulunur. Bu konsantrasyon degeri,
ekstrakorporeal yontemlerle 10° hiicreye kadar ¢ikartilabilir. Perioperatif yontemlerle
otolog tam kandan hazirlanan PRP’nin baslica kullanim1 postoperatif iyilesme siirecinin

hizlandirilmasidir [6].

PRP hacmi X PRP platelet konsantrasyonu

Platelet verimi (%) = - X 100
(%) Tam Kanhacmi X Tam Kan platelet konsantrasyonu

PRP platelet konsantrasyonu

ZenginlestirmeFaktori =
ngintesiirmera u Tam Kan platelet konsantrasyonu

Hazirlanan PRP degerlendirilirken, konsantrasyonun ka¢ kat arttirildigini ifade eden
zenginlestirme faktorii ve tam kandan toplanabilen trombosit sayisini ifade eden
trombosit verimi terimleri onemlidir. Bunlarla beraber, uygulama alanina yonelik olarak
hazirlanan PRP’nin hacmi ve biiyiime faktorii icerigi de dikkat edilmesi gereken

faktorlerdir [2,13].
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2.2.1. PRP Hazirlanmasi

PRP hazirlanmasi icin Arteriocyte MagellanPRP, Biomet GPS serisi, Curasan, Harvest
Smart PreP, Regenlab RegenKit gibi bircok ticari kit mevcuttur’® Bu kitlerde kan alma
aparati, kanin alindig1 tiipler, seperator jel kulanilmasi ya da kullanilmamasi, seperator
jellerin igerigi, alinan tam kan miktar1 ve elde edilen PRP miktar1 gibi farkliliklar olsa da
temelinde santrifiij ile ayirma vardir [6,14]. Bu kitler ile ilgili baz1 parametreler Cizelge

2.4’te verilmistir.

Cizelge 2.4. PRP hazirlama protokolleri ve kitlerinin  kullanildigi  yaymlardan
karsilastirmalar[14].

Tam kandan s
PRP Kan Santrift
Platelet platelet ) . Santrifiij .
hacmi  Hacmi | Surcsi
x10%/uL arttirim kuvveti
(mL)  (mL) (dk)
faktorii
9.5+ )
433 + 129 1.9 4.1 ) )
17
S e AT 2.8+0.8 6.0 26 1200xg
610 x g;
1520 9.05 3 60 I 4ves
1240 x g
- 1.7 4.0 9.0 - -
- 1.89 6.01 50 180xg 15
- 566.2+292.6  2.07+1.1 6.0 55  1100xg 15
] ) 12
5 511 4.43 7.0 48-52
1086 + 227 4.04 7.4 . : -
917.3 3.35 10.0 50 - -
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Tam kandan

PRP Kan Santrifij
Platelet platelet ) _ Santrifiij .
L " hacmi  Hacmi . ST
X arttirim uvveti
a mL)  (mL) (dk)
faktorii
700 4.14 1.0 8.5 1720 x g 8
10.6 + 200 X g; 10;
336 + 141 1.5 =
2.4 200 X g 10
10.6 +
465 1.7 60 - :
2.4

Bu ticari kitlerin disinda literatiirde kabul gérmiis PRP hazirlama protokolleri mevcuttur
[13,15-19]. Bunlardan bir tanesi ¢ift santrifiij islemine tabi tutulan Landesberg
Protokoliidiir [13,15,16]. Bu yontemde 6nce 30 mL kan antikoagiilant iceren kan toplama
tiipiine alinir. Bu tiip 200 G’de 15 dakika santrifiijlenir. 18-G kiit uglu igne ucu ile buffy
coat (beyaz kan hiicreleri ve trombositlerin bulundugu tabaka) ve plazmanin tamami
toplanir. Bu noktada ve kan alinirken kullanilan ignenin 18-G olmasi, trombositlerin
transfer sirasinda iizerine uygulanan kayma gerilimi sayesinde aktive olmamasi igin
onemlidir [ignenin aktivasyona etkisi ile ilgili atif]. Toplanan plazma konik dipli tiipe
aktaritlir ve 200 G’de 10 dakika daha santrifiijlenir. Plazmanin istte kalan yarisi
Trombositten Yoksun Plazma (PPP (Platelet-Poor Plasma))’dir. Bu kisim atilarak geri
kalan kismin 4 — 6 mL’lik kism1 konik dipli tiipiin dibinden toplanarak PRP elde edilir
[14-16].

Santrifiij islemi tek asamadan olusan PRP hazirlama yontemine Anitua Protokolii 6rnek
verilebilir [13,14,18]. Bu yontemde antikoagiilant igeren 5 mL’lik kan tiipline alinan kan
ornekleri kullanilir. istenen PRP miktarina gére tiip sayisi arttirilabilir. Tiip veya tiipler

160 G’de 6 dakika santrifiijlendikten sonra plazmanin tstteki 1 mL’lik kismu PPP olarak
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atilir. Kalan plazmanin en alt kismindan 1.2 mL’lik kism1 kirmizi kan hiicresi katmaninin

1 — 2 mL’lik kismin1 da igerecek sekilde toplanir [18].

2.2.2. PRP Uygulamalan

PRP kullaniminin gegerliliginin kabul gordiigil ilk yayinlardan birine ait olan Marx ve
arkadaslarinin yaptig1 calisma, PRP kullanildiginda trombositlerin i¢erdigi PDGF ve
TGF-b sayesinde kemik hiicrelerinin yenilenme hizinin arttigin1 ve bir immiin cevap
olusturmadigint gostermektedir. Bu sayede PRP, kemik grefti ve ortopedik vakalarda
kullanilabilmektedir [17].

Trombositlerin yumusak doku yenilenmesini hizlandirma 6zelligi sayesinde rekonstriiktif
ve plastik cerrahilerde [20,21], maksillofasiyal cerrahi ve oral implantolojide [22], kas ve

eklem hedefli sportif vakalarda [10] kullanilmaktadir.

Trombositlerin aktivasyonu sonucunda agiga cikan alfa-graniiller ve onlarin icerdigi

bliyiime faktorleri sayesinde iyilesmenin hizlandigi klinik ¢aligsmalarla kanitlanmastir.

2.2.3. PRP Aktivasyonu

Trombositler yara iyilesmesi ve doku yenilenmesindeki etkisi sayesinde aragtirmacilarin
ilgisini ¢ekmistir. Literatlirde siklikla rastlanan trombositlerin otolog PRP olarak
uygulamalarinin  yaninda, aktive edilmis trombositlerin salgiladiklar1 biiylime
faktorlerinin etkisiyle trombosit aktivasyonu da Onemli bir arastirma alani olmustur.
Aktive edilmis PRP uygulamalarinin onciilerinden olan Marx ve arkadaglarinin yaptigi
calismada, aktive edilmis trombositlerin kemik grefti iizerindeki etkisi arastirilmistir.
Trombin/kalsiyum karisimi ile aktive edilmis PRP uygulanmis kemik greftinin olgunluk
endeksi, uygulanmamis greftinkine oranla ilk 2. ve 4. ayda 2 kat, 6. ayda ise 1,5 kat daha
yiiksek bulunmustur [17]. Bu sayede, aktive edilmis trombosit uygulamalari iizerine

yapilan aragtirmalar cogalmistir.
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2.2.3.1. Kimyasal Yontemle Trombosit Aktivasyonu

Trombositlerin kimyasal yolla aktivasyonu hemostaziste gorev alan kalsiyum, trombin,
kollajen, fibronektin, tromboksan A2, ADP gibi faktorlerin PRP’ye uygulanmasi
temeline dayanmaktadir [23].

Bunlarin haricinde, ilgili reseptorle aktive eden trombin reseptor aktivatdr peptid (TRAP)

gibi molekiillere de literatiirde siklikla rastlanmaktadir [16,24].

Fufa ve arkadaslari, yaptiklari ¢calismada Tip 1 kollajen ve trombin ile aktive edilmis
trombositlerden salinan TGF, VEGF ve PDGF miktarlarin1 karsilagtirarak, trombin ile
aktivasyon sonucunda ilk 12 saatte ortalama 3 kat daha fazla biiyiime faktorii salindiginm

gostermislerdir [25].

TRAP ve ADP molekillerinin, trombosit-trombosit agregasyonuna etkisinin
karsilastirildigi, Hagberg ve arkadaslarinin ¢alismasinda trombositlerin agregatlardaki
oranlar1 TRAP ve ADP i¢in sirasiyla %33 ve %20 olarak gosterilmistir. Benzer sekilde
trombosit mikroparcaciklarinin da trombosit popiilasyona yilizdesi hesaplandiginda
TRAP %6, ADP ise %3 seviyelerinde goriilmektedir. Buradan sonugla TRAP’in
trombosit aktivasyonu ve agregasyonu baglaticis1 olarak daha verimli oldugu

goriilmektedir [24].

Aragtirmacilar kalsiyum ve trombinin ayr1 ayr1 ve birlikte kullanildigi ¢alismalar yaparak
aktivasyon tizerine etkilerini arastirmiglardir [15,17,26-30]. Cavallo ve arkadaslarinin
aragtirmasinda da belirttigi gibi kalsiyum kullanimi pihtt olusumu ve biiyiime
faktorlerinin salintminda 30 dakika gibi kisa bir siirede basarili olmustur. Bunun yaninda,
trombin ve kalsiyumun birlikte kullanilmasiyla bu siire 15 dakikaya diismiistiir [29]. Bu
nedenle ve literatiirde kabul gérmiis bir yontem olmasi sebebiyle, yapilacak platelet
aktivasyon ¢alismasinda kalsiyum ve trombinle yapilan aktivasyon calismasi pozitif

kontrol olarak se¢ilmistir.
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2.2.3.2. Mekanik Yontemle Trombosit Aktivasyonu

Trombositlerin kimyasal agonist kullanmadan, mekanik ydntemlerle aktivasyonunda
kullanilan iki yontem vardir. Bunlardan biri trombositin reometrik olarak uyarilmasidir.
Bu etki trombosite kayma gerilimi uygulanarak saglanmaktadir. Mikroakiskan ¢iplerde
[31,32] akis ile uygulanabilecek kayma gerilimi reometre [33] (akis6lger) adi verilen bir
cihazla da saglanabilmektedir. Diger yontem de ses dalgalar1 kullanarak trombosit
lizerinde stres olusturulmasina dayanmaktadir. Arastirmacilar bu etkiyi incelemek i¢in
yiiksek yogunluklu odaklanmis ultrason (high-intensity focused ultrasound (HIFU))
uygulamiglardir [34,35]. Bunun yaninda siradan sonikasyon iglemleri ile de aktivasyon
saglanabilmektedir [33].

Kan ile kayma gerilimi arasindaki iliski ilk olarak 19. yiizyilda Alman patolojist Doktor
Rudolf Virchow tarafindan arastirilmigtir. Trombosit agregasyonuna etki eden ti¢ faktorii
ortaya koydugu ¢alismasi Virchow Triadi (Virchow Ugliisii) olarak anilmaktadir. Bu ii¢
faktor; kanda bulunan ¢6ziinmiis ve hiicresel bilesenler, kan damarlarinin yapisi ve kanin

akisidir [36].

Takip eden yillarda bu hipotezi destekleyici calismalar yapilmis olmasinin yaninda,
trombositlerin dogrudan reometre cihaziyla kayma gerilimine maruz birakilarak
arastirilmasi 1975 yilinda Brown ve arkadaslar1 tarafindan gerceklestirmistir. PRP’ye
uygulanan patolojik seviyedeki kayma geriliminin trombositlerde morfolojik degisikler,
graniil salinimi ve agregasyona sebep oldugunu gostermislerdir[37]. Bu sonuglarin
oranindaki artigin uygulanan kayma geriliminin siiresiyle dogru orantili oldugunu Weiss

ve arkadaglar1 1978 yilinda yaptiklari ¢alismada gostermislerdir [38].

Kan damarlarinda olugan hasar sonucu, laminar akis halindeki kan hiicrelerinin akigindaki
bozulma sebebiyle de trombositlerin agregasyonu ve aktivasyonu tetiklenmektedir. Bu
bozulma sebebiyle trombosit iizerine etki eden kayma gerilimi trombositlerin yapisal
sekil bozuklugunu tetikleyerek aktivasyonu saglar [37—39]. Trombosit {lizerinde kayma
gerilimini olusturmak i¢in, arastirmacilar mikroakiskan ¢ip [40,41] ve onlarin manyetik

karistiricil kombinasyonlari [42,43] ile in vitro yontemler gelistirmislerdir.
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Kayma gerilimi ile trombosit aktivasyonu belirleme i¢in uygun markorlerin (CD62P ve
PAC-1) karsilastirildigr ¢calismada kayma gerilimi trombositler {izerine konik reometre
ile uygulanmustir. 120 saniye uygulanan 5 — 20 Pa kayma geriliminin trombositleri aktive

ettigi ve uygun markoriin CD62P oldugu gosterilmistir [44].

Mekanik trombosit aktivasyonunun bir baska yontemi de akustik dalgalarla
uygulanmaktadir. Ultrasonik dalgalarin karaciger kanamasi iizerindeki etkisini ilk olarak
Vaezy ve arkadaslar1 incelemistir. Tavsan karacigerlerinde kesik agilarak yapilan
kontrollii deneyde Yiiksek Yogunluklu Odaklanmis Ultrason (High-Intensity Focused
Ultrasound (HIFU)) kullanilarak kanama durdurulmustur. Bu siirecte iki zaman noktasi
belirlenmistir. Bunlarin ilki, yogun kanamanin kan sizintisina dondiigii ana hemostaz;
ikincisi de kanamanmn tamamen durdugu tam hemostaz siireleridir. HIFU ile

gercgeklestirilen bu hemostazin tiim siireci akustik hemostaz olarak adlandirilmaktadir

[45].

Vaezy yaptig1 incelemede HIFU’nun neden oldugu akustik hemostazin iki
mekanizmadan olustugunu anlatmaktadir [46]. Bunlardan ilki dokunun ses dalgasi
formundaki enerjiyi sogurmasi sonucunda aniden isinmasidir. En fazla 70-80 °C’lere
kadar c¢ikan dokuda yapisal bir bozukluk gozlenmese de ilgili bolgede agarma
olusmaktadir. Bu sicakliklarda suyun uzaklagmasi ve kolajenin biiziilmesi sebebiyle kan
damarlarinin daralmas: ve piht1 olusumu gerceklesmektedir [47]. Ikincisi ise mekanik
etkidir. Burada da sicaklik artisim1 saglayan, sivi igerisinde olusan akustik
kavitasyonlardir. Ses dalgasinin olusturdugu c¢ok yiiksek ve cok diisiik basing dalgalar
arasinda bu kavitasyonlar olusup yok olurlar. Bu kavitasyonlarin sicakliklar1 baloncugun

¢okmesi esnasinda birkag¢ bin Kelvin’e kadar ¢ikmaktadir [48].

2.2.4. Aktive Edilmis Trombositlerin Belirlenmesi

Avrupa Klinik Hiicre Analizi Calisma Grubu’nun 1998’de yayinladigi incelemede
trombositlerin analizine yonelik bir¢ok yontem sunulmustur [49]. Trombosit aktivasyon

analizi icin isaret edilen ve literatiirde de siklikla rastlanilan yontem, trombosit
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aktivasyonuna bagli olarak salinan alfa-graniillerin i¢ membraninda bulunan CD62P (P-

Selektin) reseptoriiniin florofor-antikor kompleksiyle isaretlenmesidir [7,24,26,30,44].

Ayni incelemede bahsedilen bir diger antikor ise aktivasyon sonrasi konformasyonel
degisiklige ugrayan GP IIb/Illa’yi hedef alan PAC-1 antikorudur. Ancak, Lu ve
arkadaslar1 yaptiklar1 ¢calismada P-Selektin’in daha stabil oldugunu, PAC-1’in kullanilan

tampona bagimli olarak kararsiz oldugunu gostermislerdir [44].

Antikor se¢ciminden bagimsiz olarak, boyanmis hiicreler akim sitometrisi veya floresan
mikroskop ile analiz edilebilir. Akim sitometrisi kisaca, hiicrelerin enerjisi bilinen bir
lazer oniinden tek sira halinde gegirilmesi ve florofor molekiil ile etiketlenmis hiicrelerin
yaydig1 spesifik dalga boyundaki 15181n analiz edilmesi ilkesine dayanmaktadir. Floresan
mikroskop ile yapilan incelemelerde, etiketlenmis hiicreler periferik yayma isleminden
sonra belirli dalga boylarindaki 15181 gegiren filtreleri ve belirli enerjide uyarict 1siklart

bulunan mikroskop altinda incelenerek gézlemlenir.

. (a)%2.3 CD62P+ platelet (sitrat) <« (b)%16.8 CD62P+ platelet (EDTA)
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Sekil 2.3. Antikoagiilan olarak (a) %3,8’lik sodyum sitrat ve (b) KsEDTA iceren tiiplere alinan
kan orneklerindeki aktive olmus (CD62P pozitif) plateletlerin yiizdesinin saptanmasi
igin kullanilan akim sitometrisi dagilim 6rnegi[9].

Sekil 2.3’te farkli antikoagiilan igeren tiiplere alinan trombositlerin aktivasyon
incelemesinde kullanilan akim sitometrisi 6rnegi gosterilmistir. Nokta grafik dagiliminda
x-ekseni bir trombosit belirteci olan CD61 antikoruna bagli FITC floroforunun

yogunlugunu gostermektedir. Aktive olmus trombositlerin belirteci olarak segilen
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CDG62P-PE antikoru ise y-ekseninde yer almaktadir. Her iki antikorun da yiiksek
yogunluk gosterdigi bolgede (+/+) aktive olmus trombositler goériilmektedir. Sadece
CD61+ olan hiicreler (+/-) bolgesinde gosterilmektedir. (+/+) bolgesindeki hiicre sayisi,
(+/-) ve (+/+) bolgelerindeki hiicrelerin toplamina oranlandiginda yiizdece aktive olmus
trombosit orani saptanabilmektedir. CD61 ile isaretlenmeyen hicbir hiicrenin CD62P ile
isaretlenemeyecek olmasindan (-/+) bolgesinde higbir event goriilmemektedir. Hiicre

sayimi yapilan 6rnekteki trombosit harici eventler ise (-/-) bolgesinde yer almaktadir.

Floresan mikroskop gorsel bir sonug verirken akim sitometrisi sayisal sonug¢ vermektedir.
Floresan mikroskop ile aktivasyonun yiizdesi net olarak sdylenemezken, akim sitometrisi

etiketlenmis hiicrelerin sayisini ve oranini vermektedir.

Trombosit aktivasyonunda kullanilan bir diger yontem de graniillerden salinan biiyliime
faktorlerinin  belirlendigi Enzime Bagli Bagisiklik Deneyi (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA))’dir. Bu yontemde miktar1 belirlenecek her biiyiime
faktorii icin spesifik antikor kullanilir. Renk degisimine dayali bu yontemde her biiyiime
faktoriiniin konsantrasyonu belirlenebilir. Diger yontemlere gére daha detayli bir sonug
vermesinden dolay literatiirde siklikla rastlanan bir analiz yontemidir [15,16,25,28,29].

Ancak diger yontemlere gore olduk¢a karmasik ve pahalidir.
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2.3. Mikroakiskan Sistemler

Mikroakiskanlar alanindaki ¢alismalar Sekil 2.4’te goriildiigli gibi yogunlukla nanobilim
ve nanoteknoloji alanina odaklanmistir. Bunun ardindan gelen diger dort alan ise sirasiyla

aletsel enstriimantasyon, analitik kimya, disiplinler aras1 kimya ve uygulamali fiziktir.
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Nanobilim Enstriiman Analitik Kimya Disiplinler Arasi Uygulamal Fizik
Nanoteknoloji Enstriimentasyon Kimya

Sekil 2.4. Web of Science veri tabanindaki “Mikroakigkanlar (Microfluidics)” anahtar kelimesine
sahip yayin sayisinin ¢aligma alanlarina gore dagilimi, Aralik 2021 itibari ile.

Mikroakiskan sistemler basit¢e; sivi veya gazlarin kesit boyutlar1 10-100 um olan
kanallarda geleneksel akis teorisi kullanilarak incelendigi sistemler olarak
tanimlanmaktadir [50,51]. En 6nemli avantajlart az miktarda numune ve reaktif madde
kullanilmas1 (10° — 1018 L), diisiik maliyet ve kisa analiz siiresine sahip olmasidir. Cesitli
bilesenler ile modifiye edilebilecek bir mikroakigkan sistem kimya, biyoloji ve tip
alaninda kullanilabilir. Mikroakiskan sistemler literatiirde siklikla Cip Ustii Laboratuvar
(Lab-on-a-Chip (LOC)) olarak karsimiza ¢ikmaktadir [52].

LOC ile bir mikroakiskan c¢ip igerisine eklenen sensorler, odaciklar ve baglantilarla
laboratuvarda yapilabilecek bir analizi ¢ok kii¢iik boyutlarda ve yiiksek hassasiyetle
gerceklestirmek miimkiindiir. Sadece analiz i¢in degil yapilacak ¢ip tasarimi ile ayirma

yontemleri igin de siklikla kullanilmaktadir [52].
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2.3.1. Mikroakiskanlarda Kayma Gerilimi

Kayma gerilimi, sivinin yiizey boyunca yatay hareketi tarafindan iiretilen tegetsel
striikleme kuvvetidir. Yiizeye yakin sivinin hiz gradyanmin bir fonksiyonudur.
Biiyiikligi, sivi akisi ve viskozite ile dogru orantilt ve yarigapin kiipii ile ters orantilidir
[52]. Biyoloji ve mikroakiskanlara uygulanan kayma geriliminin tanimi, hiicreler veya
dokular {izerinde etkili olan biyolojik bir sivi akismmn siirtiinme kuvvetidir. Insan
viicudunda ¢esitli genislikte damarlar bulunmaktadir. Kayma gerilimi akigin oldugu
kanalin genisligine bagli oldugundan kan akis1 sirasinda olusan kayma gerilimi de 1- 50

dyne/cm? arasinda gesitlilik gostermektedir [53].

2.3.2. Mikroakiskan Ciplerin Uretim Yontemleri

LOC iiretmek i¢in yas daglama (wet etching), reaktif iyon ile daglama, litografi,
kabartma, enjeksiyon kaliplama, lazer ablasyon, in situ iiretim, plazma daglama gibi
birgok yontem mevcuttur. Her yontemin birbirine karsi dstiinliikleri oldugu igin

arastirmacilar uygulayacaklari alana yonelik se¢imler yapmaktadir [54].

Islak daglama yonteminde sivi kimyasallar ve asindiricilar kullanilarak kiitlesel (bulk)
haldeki altlikta tasarlanan desenin olusmasi saglanmaktadir. Bu yontemde, asindiricidan
etkilenmeyen ve genellikle polimer bir malzemeden olusan maske kullanilarak se¢imli

asindirma yapilmaktadir [52,55].

Fotolitografik iiretimde de 1slak daglamaya benzer yontem uygulanmaktadir. Buradaki
fark kullanilan maske malzemesi ve asindiricinin farkli olmasidir. Asindirict olarak
yiiksek enerjili 151k kullanilir. Maske ise belirlenen desene gore negatif ya da pozitif 151k

duyarl secilebilir [52,56].

Termoplastik tabaka iizerinde istenilen deseni olusturmak i¢in lazer ablasyon yontemi
kullanilabilir. PMMA, PS, PET, PETG, PC, PVC gibi termoplastik tabakalar
kullanilabilir. Ancak, dikkat edilmesi gereken unsur kullanilan lazerin uygun dalga boyu

araliginda olmasidir [54,57].
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2.4. Ultrasonik Sistemler

Ses dalgalar1 frekanslarma (enetji seviyelerine) gére siniflandirilmistir. insan kulagini
algilayabildigi frekans araligt olan 20 Hz — 20 kHz arasi sonik bolge olarak
isimlendirilmistir. Bundan daha kii¢iik frekanstaki bolge infrasonik, daha biiyiik ve 1
GHz’e kadar olan bolge de ultrasonik olarak adlandirilmaktadir. 1 GHz’ten daha biiyiik

frekansa sahip ses dalgalari ise hipersonik olarak isimlendirilir [58].

<«Medikal goriintiileme-»

< Akustik sensorler >

< GUdUmli Dalgalar —> <«———— Akustik mikroskop ——
<«——Kavitasyon —————><«—Hasarsiz Olgiim Yéntemleri—>< YAD >
i i i i i i —>» /(Hz)
4 5 6 7 8 9 10
10 10 10 10 10 10 10

Sekil 2.5. Ultrasonik dalgalarin frekans araliklarina gore farkli kullanim alanlar1 [53].

Ultrasonik ses dalgalari; kimya, biyoloji, tip, fizik, miihendislik, gida endiistrisi,
osinografi, sismoloji gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Sekil 2.5°te ultrasonik

dalgalarin frekanslarina gore kullanim alanlar1 6zetlenmistir.

2.4.1. Ultrasonik Dalga Olusturma Yontemleri

Ultrasonik enerjinin iiretilmesi ve tespit edilmesinde kullanilan cihazlara transdiiser denir.
Transdiiserlerin baslica goérevi bir gili¢ kaynagindan alinan enerjiyi baska bir enerji
formuna doniistiirmektir. Ultrasonik enerjiyi elektrik enerjisine doniistiiren transdiiserlere
alic1 (receiver), elektrik enerjisini ultrasonik enerjiye ¢evirenlere de verici (transmitter)
denir [59].

Ultrasonik dalga tiretmek icin kullanilan transdiiserler piezoelektrik, manyetostriktif,
elektromanyetik, pnématik (1slik) ve mekanik cihazlardir. Bunlardan en sik kullanilan
piezoelektrik "basingli elektrik" tir. Belirli kristalografik eksenler boyunca uygulanan bir

fiziksel basing, tercih edilen kristalografik ylizeyler iizerinde elektrik yiikleri tiretir. Tam
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tersi sekilde elektrik vererek fiziksel basing uygulamak da miimkiindiir [59]. Bu basing

ile piezoelektrik malzeme istenilen frekansta titrestirilerek ses dalgalar iiretilir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar

Kan hiicreleri hematoloji analizorii (Beckman-Coulter, DxH 500, Kaliforniya, ABD) ile
sayillmistir. Kirmizi kan hiicrelerini ¢oktiirip kan plazmasini elde etmek i¢in F1010
rotorlu santrifiij (Beckman-Coulter, Allegra 64R, Kaliforniya, ABD) kullanilmistir.
Plazmay1 ayirmak i¢in 1 mL plastik pastor pipeti (ISOLAB, Almanya) kullanilmustir.
Plazmay1 seyreltmek icin kullanilan fosfat tampon tuz ¢ozeltisi (10 mM, pH 7.4) PBS
tableti (Sigma-Aldrich, Almanya) kullanilarak hazirlanmistir. Deneyin tiim agamalarinda
kullanilan su Younglin AquaMAX - Basic 360 Series ve Younglin AquaMAX - Ultra 370
Series (Anyang, Giiney Kore ) cihazlari ile saflagtirilmistir. Elde edilen suyun direnci 18.2
MQ/cm’dir.

Trombositlerin kimyasal aktivasyonunda ve fiksasyonunda kullanilan sigir trombini,
kalsiyum kloriir (CaCl2) ve formaldehit (FA) Sigma-Aldrich (St. Louis, ABD)
firmasindan temin edilmistir. Kullanilan deney tiipleri, 12 X 75 mm yuvarlak dipli
polistiren tiip ve 2 mL polipropilen kapakli tiip ISOLAB (Wertheim, Almanya)

firmasindan temin edilmistir.

Ciplerin iiretilmesinde kullanilan 1 mm ve 5 mm kalinliktaki polimetil metakrilat
(PMMA) tabakalar SDS Ankara Yap1 ve Reklam Uriinleri (Ankara, Tiirkiye) firmasindan
temin edilmistir. Tabakalarin yapistirilmasinda kullanilan ¢ift tarafli bant 3M, 468MP
BESTEK (Ankara, Tiirkiye) firmasindan edinilmistir. PMMA tabakalar AEON, NOVA
7 (Jiangsu, Cin) CO2 lazer (70 W) kesim cihazi ile islenmistir. Cip iiretim sonuglari
Hacettepe Universitesi Ileri Teknolojiler Uygulama ve Arastirma Merkezi biinyesinde
HUVITZ, HRM-300 (Anyang, Giliney Kore) optik profilometre ile incelenmistir.
Trombosit siispansiyonunun kontrollii enjeksiyonunda kullanilan siringa pompasi NE-
1000, New Era Pump (New York, ABD) firmasindan temin edilmistir. Ultrasonikasyon
ciplerinde kullanilan piezoseramik elektrotlar, EBL#2 1.0”* square x 5.0 MHz, EBL
Products (Connecticut, ABD) firmasindan temin edilmistir. Piezo elektrotlarin

kullaniminda AC gii¢ kaynagi olarak Tabor Electronics WW1071, osiloskop olarak Rigol
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DS2202A kullanilmigtir. Baglant1 materyali olarak DuPont Pyralux AP kullanilmis ve
baglantilar Rigol DM3058E multimetre ile kontrol edilmistir. Piezoelektrot denemeleri
Dog. Dr. Dinger Gokcen koordinatdrliigiinde Hacettepe Universitesi Elektrik-Elektronik

Miihendisligi’nde yriitiilmistiir.

Trombositlerin aktivasyon sonuglari belirlenirken BD FACS Celesta akim sitometrisi
cihaz1 kullanilmistir. Hiicrelerin isaretlenmesinde kullanilan PerCP anti-CD61 ve PE anti-
CD62P (P-Selektin) antikorlar1 Biolegend (Kaliforniya, ABD) firmasindan temin
edilmistir. Antikorlar ile etiketleme islemi sonrasinda yikama isleminde ISOLAB Yiiksek

Hizli Mini Santrifiij ve ISOLAB Vorteks Karistirici kullanilmistir.

3.2. Kan Numunesinden Platelet Siispansiyonu Hazirlanmasi

Kan numunesinden PRP elde edilirken Landesberg protokolii temel alinmistir [15,16].
Bu yontemde 4 mL kan 200 G’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra kirmizi kan
hiicrelerinin hemen tistiindeki beyaz kisimdan (buffy coat) 1 mL numune baska bir tiipe
pastor pipeti ile aktarilir. Bu numune tekrar ayni parametrelerde santrifiijlenir. Tiipilin
dibinden 500 pL alinarak PRP elde edilir. PRP’nin hiicre sayimi yapildiktan sonra
trombosit sayis1 mikrolitrede 10000 olacak sekilde PBS tamponu ile seyreltilir. Biitlin
islemler sirasinda hassas davranilmasi trombositlerin kendiliginden aktivasyonunu en aza

indirmek i¢in 6nemlidir.

3.3. Kimyasal Aktivasyon

Aktivasyonun belirlenmesinde pozitif kontrol olarak degerlendirmek igin trombosit
aktivasyonunda standart olarak kullanilan trombin ve kalsiyum kloriir (Tr/Ca) yontemi
temel alinmistir. Hazirlanan trombosit siispansiyonuna sigir trombini ve kalsiyum kloriir
son derigimleri sirastyla 1 U/mL ve 22.8 mM olacak sekilde eklenerek 15 dakika inkiibe
edilmistir. Bu siirecte biiyiik fibrin pihtilart olusumunu engellemek ic¢in hafifce
calkalanmistir. Bunun sebebi akim sitometrisinde teker teker analiz edilecek olan
trombositlerin piht1 icerisinde kalmasini ve trombosit agregasyonunu engellemektir.
Inkiibasyon sonunda son derisimi %1 (v/v) olacak sekilde FA eklenerek trombositler

fikse edilmis ve aktivasyon sonlandirilmistir.
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Negatif kontrol olarak higbir islem uygulanmamis (intact) trombositler farkli zamanlarda
(0, 10, 30 ve 60 dakika) fikse edilerek zamanla kendiliginden aktivasyon seviyesi

incelenmistir.

3.4. Mekanik Aktivasyon
3.4.1. Mikroakiskan Cipte Kayma Gerilimi Uygulayarak Aktivasyon

3.4.1.1. Mikroakiskan Ciplerin Tasarimi ve Uretimi

Cipler tasarlanirken akis sirasinda olusacak kayma geriliminin 50 — 250 dyne/cm?
arasinda olmasi1 hedeflenmistir. Reolojik caligmalarla belirlenmis olan bu aralik trombosit
aktivasyonu igin gerekli etkiyi yaratmaktadir. Bu kayma geriliminin saglanacagi akis hizi
200 pL/s olarak secilmistir. Gelistirilen ¢ip PRP aktivasyonunda kullanilacagi igin
kullanicinin el ile uygulayabilecegi bir hiz se¢ilmistir. 1 mL siv1 siringa ile 5 saniyede
cipe enjekte edildiginde bu hiza ulasilir. Bu hiz da insan elinin orta hizda yapabilecegi bir

seviyedir.

Tasarimda kayma geriliminin belirlenmesi icin SOLIDWORKS programinda Flow
Simulation eklentisi kullanilmistir. Bu simiilasyonda 6nce 3-boyutlu olarak tasarlanmis
olan ¢ipte giris ve ¢ikis delikleri belirlenmistir. Bu deliklerdeki parametreler basing,
hacimsel akis hiz1 (debi), kiitlesel akis hiz1 veya gizgisel hiz olarak belirlenerek akigin
karakteristigi belirtilebilmektedir. Daha sonra sivinin gegecegi kanal isaretlenerek sivi ile
doldurulmustur. Giris deliginden sivinin enjekte edilme hiz1 200 pL/s, ¢ikis deliginde ise
atmosfer basinc girilerek simiilasyon calistirilmustir. Islem sonunda akis ile ilgili kayma

gerilimi ve anlik ¢izgisel hiz verileri kontur harita ile elde edilmistir.

Simiilasyon sonucunda uygun bulunan tasarimlar .dxf (drawing exchange format) dosyast
olarak disa aktarilmistir. Bu dosyalar da RDWorks programai ile CO2 lazer kesim cihazina
gonderilerek PMMA tabakalar islenmistir. Bu program ile lazer kesicinin gii¢ ve hiz
parametreleri kontrol edilmektedir. Mikroakigskan ¢iplerin iiretimi i¢in uygun
kesim/tarama parametreleri (P1 — P16) oncelikle 14 — 20 mm/s hiz araliginda ve 0.05 —

0.20 mm interval araliginda Cizelge 3.1.’de gosterildigi sekilde denenmistir.
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Cizelge 3.1. CO; lazer tarama i¢in uygulanan ilk parametreler

interval/hiz 14 mm/s 16 mm/s 18 mm/s 20 mm/s

0.05 mm P1 P2 P3 P4
0.10 mm P5 P6 P7 P8
0.15 mm P9 P10 P11 P12
0.20 mm P13 P14 P15 P16

Daha sonra elde edilen veriler 1s5183inda Cizelge 3.2°deki parametreler (P17 — P28)
denenmistir. Normalde lazer probundan 11 mm uzaklikta olan odak noktasi daha
plriizsiiz bir yiizey elde etmek adma farkli mesafelerde denenmistir. Bu yontem
uygulanirken Hong ve arkadaslarinin yaptigi arastirmanin sonuglari 6rnek alinmistir [60].

Cizelge 3.1.’de 13.5 mm mesafe ve %8 (5.6 W)’lik gii¢ kullanilmistir.

Cizelge 3.2. CO; lazer tarama i¢in uygulanan ikinci parametreler

interval/hiz 20 mm/s 25 mm/s 30 mm/s 35 mm/s

0.03 mm P17 P18 P19 P20
0.04 mm P21 P22 P23 P24
0.05 mm P25 P26 P27 P28

Bu denemeler sonucunda belirlenen parametreler ile iiretilen mikroakiskan ¢iplerin
entegrasyon asamalar1 sematik olarak Sekil 3.1°de, uygulamaya hazir halleri ise Sekil

3.2°de gosterilmigtir.
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baglant1 kablolar:

Ust katman (PMMA)

Cift tarafli bant ctrotlar [
Lazer ile islenmis alt 1

katman (PMMA)

Sekil 3.1. Kullanilan ¢iplerin fabrikasyonunun sematik gosterimi. (a) PMMA tabakanin CO- lazer
ile iglenmesi, (b) islenen tabakanin ¢ift tarafli bant yardimi ile baska bir tabakaya
yapistirilarak  kapatilmasi, (¢) kesme ve yapistirma iglemleri tamamlanmis
ultrasonikasyon sisteminin entegrasyonu.

Sekil 3.2. Fabrikasyon islemleri tamamlanmis mikroakigkan ¢ip 6rnegi (a) ve bu ¢ipin uygulama
diizenegi (c). Fabrikasyon ve entegrasyon islemleri tamamlanmis ultrasonikasyon kiti
(b) ve onun osilatore ve giic kaynagina baglanmis haldeki diizenegi (d).
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3.4.1.2. Mikroakiskan Ciplerin Uygulamasi

Her ¢ip icin 1 mL trombosit siispansiyonu kullanilmistir. Kullanilan siringa pompasinin
maksimum saglayabilecegi akis hiz1 20 mL ve 10 mL siringalarda sirasiyla 268 uL/s ve
169 uL/s’dir. Bu yiizden istenen akis hizin1 saglamak amaciyla 20 mL’lik siringa
kullanilmistir. Cipin giris deliine trombosit siispansiyonunu igeren siringa ve ¢ikis
deligine ise 1 mL’lik pistonu ¢ikartilmis siringa yerlestirilmistir. Siringalar sicak silikon
ile sabitlendikten sonra pompaya yerlestirilen sistem 200 pL/s hizda calistirilmistir.
Belirlenen siire boyunca her 5 saniyede cihazin pistonunun yonii degistirilerek
pompalama ve ¢ekme islemi tekrar edilmistir. Islemi tamamlanan numuneler 2 mL’lik
tiipe aktarilmistir. Baslangi¢ aninda ve belirlenen siirelerde 100 pL numuneler alinarak
fikse edilmistir. Fiksasyon i¢in hacimde %4’liik soguk FA son derisim hacimce %1°lik
olacak sekilde kullanilmistir. Sonuglar ve Tartisma kisminda belirtilen siirelere sistemin
sokiilmesinden trombositlerin fiksasyonuna kadar gecen siire (yaklasik 2 dakika) dahil
edilmemistir. Islem sonrasinda ¢ipte hiicre kayb1 yasanip yasanmadigini kontrol etmek
amaciyla elde edilen numunenin bir kismi ile trombosit sayimi yapilmistir. Bir fark
gbzlemlenmediginden ¢iplere, bloklama ve modifikasyon gibi fabrikasyon sonrasi

islemler uygulanmamastir.

3.4.2. Ultrasonikasyon Diizenegi ile Aktivasyon

34.2.1. Ultrasonikasyon Sisteminin Tasarim ve Uretimi

Ultrasonikasyon haznesinin tasariminda plazmanin yiiklenecegi bir hazneye,
piezoelektrotlarin yerlestirilecegi yuvalara ve onlarin kapaklarina ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bunun i¢in tasarlanmis olan sistemin 3-boyutlu modellemesi ve tiretimden sonraki halinin
fotografi sirasiyla Sekil 3.1c ve Sekil 3.2b’de gosterilmektedir. Bu sistem 45 mm x 45
mm derinlik ve genisliginde, koseleri 10 mm ¢apli radyuslu ve dort kosesinde 3 mm
capinda hizalama delikleri bulunan diizlemsel pargalardan olusmaktadir. Iki adet piezo
elektrotlardan biri ultrasonik dalga kaynagi (transdiiser) olarak kullanilirken, plazma
haznesinin diger tarafinda bulunan elektrot ise absorplanmamis dalgay1 analiz etmek i¢in
sensor olarak yerlestirilmistir. Bu calismalar Hacettepe Universitesi Elektrik-Elektronik

Miihendisligi biinyesinde Dog. Dr. Dinger Gokcen koordinatorliigiinde yiiriitiilmiistiir.
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Plazma haznesi altinda ve {istlinde sistem ile ayn1 boyutlardaki asetat kagitlar1 bulunan 1
mm kalimligindaki PMMA tabakasindan olugmaktadir. Sistem ile ayni boyutlardaki
PMMA tabakasinin orta kisminda 25.4 mm x 25.4 mm bosluk bulunmaktadir. Alt ve iisti
asetat kagidiyla kapatildiginda plazma yiiklemek i¢in 800 pL hacim kalmaktadir. Bu
yiiklemeyi yapmak icin de iist asetatta 1 mm capinda bir delik agilmistir. Piezo elektrot
yuvalar1 yine ayni yontemle iiretilmistir. Buradaki farklardan biri, piezo elektrotlarin
takilip ¢ikartilabilir olmasi i¢in plazma haznesiyle temas etmeyecek olan kismin asetat
kagidi ile kalic1 olarak kapatilmamis olmasidir. Bu kisimlarda 1 mm PMMA tabaka kapak
olarak kullanilmistir. Diger bir fark ise orta kisimda agilan boslugun tam piezo elektrot
boyutlarinda degil 25.6 cm x 25.6 cm boyutlarinda olmasidir. Bunun sebebi piezo
elektrotlarin alt ylizeyinden baglant1 almak amaciyla asagida kalacak kablonun yukartya
cikarken elektrotu sikistirmasini engellemektir. Piezo seramik malzemeler ¢ok kirilgan
malzemeler olduklari i¢in hassas kullanilmalidirlar. Bu sistemin tiretimde 1 mm PMMA
kesimi i¢in %20 (14 W) giic ve 15 mm/s hiz, asetat kagitlarinin kesiminde %10 (7 W)
giic ve 65 mm/s hiz parametreleri kullanilmistir. Tabakalar birbirine ¢ift tarafli bant ile

yapistirildiktan sonra mengene ile sikistirilmis ve gece boyunca bekletilmistir.

3.4.2.2. Ultrasonikasyon Sisteminin Uygulamasi

800 pL trombosit slispansiyonu plazma haznesine yiiklendikten sonra yiikleme deligi
bant ile kapatilmistir. Diger pargalar da Sekil 3.1c’deki sirayla M3 vida ve somun ile
hizalanmis ve sabitlenmistir. Sekil 3.2d’de gosterildigi gibi gii¢ kaynagina ve osiloskopa
baglanarak farkli karakteristikteki ultrasonik dalgalar tiretilmistir. Ultrasonik dalgalarin
trombosit aktivasyonuna etkisi uygulama stiresi, dalganin frekans1 ve dalganin giicii
acisindan incelenmistir. Islem sonrasinda numune 2 mL’lik tiipe aktarilmistir.
Mikroakiskan ciplerde oldugu gibi baslangic aninda ve belirlenen siirelerde 100 pL
numuneler almarak aymi sekilde fikse edilmistir. Belirtilen siirelere sistemin
sokiilmesinden trombositlerin fiksasyonuna kadar gegen siire (yaklasik 3 dakika) dahil

edilmemistir.
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3.5. Aktivasyon Oranlarimin Akim Sitometrisi ile Belirlenmesi

Trombositlerin akim sitometrisi i¢in floresan etiketlemesi yontemine, 2.5 uL PerCP anti-
CD61 ve 2.5 uL PE anti-CD62P antikorlar1 2 mL’lik kapakli tiipe alinmistir. Daha sonra
etiketlemesi yapilacak olan numuneden 100 pL {izerine eklenerek kisa siireyle
vortekslenmistir. Karanlik ortamda 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda
tizerine 1.5 mL PBS eklenerek iyice karistirllmistir. 500 G’de 10 dakika
santrifiijlendikten sonra siipernatant atilarak tekrar PBS eklenmistir. Toplamda yikama
islemi 3 kez tekrar edildikten sonra numune akim sitometrisi tiipiine alinarak iizerine 2
mL FACS Flow sivisi eklenerek akim sitometrisi numuneleri hazirlanmigtir. Biitiin
aktivasyon iglemlerinden sonra elde edilen numuneler ve dokunulmamis trombosit

numuneleri i¢in bu yontem uygulanmaistir.
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Sekil 3.3. PE ve PerCP floroforlarinin uyarilma ve emisyon spektrumlar1 (BD Biosciences)

Secilen antikorlar1 konjuge floroforlar secilirken girisim yapmayacak olmasi ve ayni
lazer ile uyarilmasi dikkate alinmustir. Sekil 3.3’te ilgili floroforlarin uyarilma ve emisyon
spektrumlar1 gosterilmektedir. BD FACS Celesta cihazinda bulunan uyarici lazerlerden
biri olan 488 nm her iki floroforu da uyarabilmektedir. PE i¢in birincil uyarim dalgaboyu
561 nm, ikincil uyarim dalgaboyu ise 488 nm’dir. PerCP ise 450 — 500 nm bandinda
uyarilabilmektedir. Emisyon spektrumlari incelendiginde PE 585/42 kanalinda, PerCP
682/33 kanalinda tespit edildigi goriilmektedir. Bu kanallardan PE i¢in kullanilan 585/42
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filtresinde PerCP’den kaynaklanan bir sinyal goriilmezken, PerCP kanalinda %2.2’lik bir
girisim mevcuttur. Bu yiizden cihazin analize uygun hale getirilmesi i¢in kompenzasyon
ayarinin yapilmasi gerekmektedir. Bunun yaninda kullanilan floroforlarin cihazda verdigi

sinyaller de incelenerek uygun hale getirilmesi gerekmektedir.

Floroforlarin cihazda incelenmesi i¢in Tr/Ca yontemi ile aktive edilmis numuneler
etiketsiz, CD61 etiketli, CD62P etiketli ve CD61/CD62P etiketli olarak dort farkli sekilde
hazirlanmistir. Bu numunelerin akim sitometrisi cihazinda incelenmesi sonucunda uygun
voltaj degerleri FSC (forward scatter) ve SSC (side scatter) i¢in 250, PerCP ve PE igin
800 olarak belirlenmigtir. CD61’e kars1t CD62P ¢izilen nokta grafigi (dot-plot) lizerinde

yapilan inceleme sonucunda uygun kompenzasyon degeri %0.5 olarak belirlenmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Sunulan tez calismasinda trombositlerin aktivasyonu ic¢in iki mekanik yontem
gelistirilmis ve standart aktivasyon yontemi olan trombin ve kalsiyum kloriir yontemi ile
karsilastirilmistir. Onerilen ilk mekanik aktivasyon yontemi mikroakiskan sistemlerde
kayma gerilimi yaratarak trombosit ilizerinde stres olusturmaya dayanmaktadir. Diger
yontem ultrasonik dalga ile trombosit {izerinde ani ve yiiksek basing farklar1 olusturarak

stres yaratmaya dayanmaktadir.

4.1. Trombositlerin Kimyasal Yontemle Aktivasyonu
4.1.1. Pihti Olusumu Denemeleri

Kan plazmasinda monomer halinde bulunan fibrinojen, kalsiyum ve trombin varliginda
fibrin biyopolimerine doniiserek oldukca yapiskan agsi yapilar olusturur. Bu yapiya
yapisan trombositler 2.1.1. bagliginda anlatilan faktorler ile agrege olarak pihtiy1
olustururlar. Ortamdaki fibrinojen derisimi azaltilarak ve reaksiyon siiresi kisaltilarak
fibrin olusumu azaltilabilir. Bu yiizden si8ir trombini ve kalsiyum kloriir ile yapilan pihti
olusum denemelerinde farkli oranlarda seyreltilen kan plazmasi farkli zamanlarda fikse
edilerek piht1 olusumu incelenmistir. Piht1 igerisinde kalmis trombositler akis sitometrisi
ile incelenemeyeceginden pihtilasmanin gergeklesmedigi, trombositlerin dagilabildigi

oranlar arastirilmistir.
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Cizelge 4.1. Farkl oranlarda seyreltilen kan plazmasinin trombin ve kalsiyum kloriir ile etkilegsimi
sonucu olusan pihtinin zamana gore izlenmesi i¢in planlanan test parametreleri

baslangic 5 dakika 10 dakika 30 dakika 60 dakika 120 dakika

1:0 Plazma/PBS A0 A5 Al0 A30 A60 Al120
1:1 Plazma/PBS BO B5 B10 B30 B60 B120
1:3 Plazma/PBS Co C5 C10 C30 C60 C120
1:7 Plazma/PBS DO D5 D10 D30 D60 D120

Cizelge 4.1°de gosterilen seyreltme orani ve reaksiyon siirelerinin sonuglar1 Sekil 4.1°de
verilmistir. Plazmanin seyreltilmeden kullanildigi A denemeleri incelendiginde kan
plazmasindaki bulaniklasmaya bakilarak fibrin olusumunun 5. dakikada basladig:
goriilmektedir. Pihti olusumu ise 10. dakikada baslamis ve reaksiyon siiresi arttikca
pihtida ¢ekilme (shrinkage) ve sertlesme gézlemlenmistir. Ayni sekilde diger 6rnekler de
5. dakikada fibrin olusumu baslamistir. Ancak yeterli oranda olmadigi i¢in piht1 ¢ekilerek
sertlesme saglayamamistir. Pihtilarin sertligi pipetaj yontemi ile incelendiginde kan

plazmasinin ¢ok oldugu 6rneklerin daha sert oldugu gortilmiistiir.

Sekil 4.1. Farkli oranlarda seyreltilen kan plazmasinin trombin ve kalsiyum kloriir ile farkli
stirelerde etkilesimi sonucu olusan pihtilar
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4.1.2. Kimyasal Yontem ile Aktive Edilen Trombositlerin Akis Sitometrisi ile

Incelenmesi

Trombosit siispansiyonu iki parcaya ayirilarak birisi islem uygulanmadan, digeri 1 U/mL
trombin ve 22.8 mM CaCl; ile 15 dakika inkiibe edilerek %1 (v/v) FA ile fikse edilmistir.
Bu hiicreler Sekil 4.2°de gosterildigi gibi analiz edilmistir. Biitiin hiicreler FSC’ye kars1
SSC nokta grafigine gecirilerek trombositlere 6zgii bolge kapilanmistir. Bu kapidaki
hiicreler FSC’ye kars1 CD61 nokta grafigine gegirilerek CD61+ kapist alinmistir. Son
olarak CD61+ kapisindaki hiicreler FSC’ye karst CD62P nokta grafigine gegirilerek tiim
trombositler arasindan aktive olanlarin (CD62P+) oranlar1 belirlenmistir. CD61+ ve
CD62P+ esik degerleri bu antikorlar ile muamele edilmemis trombositlerden alinan en
yiiksek floresan yogunlugu seviyesi olarak secilmistir. Bu seviyeye kadar olan 1simalar
cihazin trombositlerin otofloresanindan elde ettigi degerlerdir. Bunun tizerindeki degerler
florofor kaynakli 1s1malar oldugundan CD61+ ve CD62P+ hiicreleri ifade etmektedir.
Bunun yaninda spesifik olmayan baglanmalarin kontroli CD61 ve CD62P izotip
kontroller ile yapilmistir. Bu tez ¢alismasindaki biitiin akim sitometrisi incelemeleri bu

sekilde yapilmistir.

Trombosit aktivasyonunda kullanilan standart bir yontem olan trombin/kalsiyum yontemi
hem oOnerilen mekanik yontemler ile kiyaslamak icin hem de yapilan incelemenin
dogrulugunu kontrol etmek ic¢in yapilmistir. Sekil 4.2’de gorildiigii {izere, islem
gérmemis trombositler %8.9 oraninda aktive olurken kimyasal yontemle uyarilmis

trombositlerin %96.0 oraninda aktive olmas1 yontemi dogrulamaktadir.

Trombosit ve CD61+ kapilarinda goriildiigii tizere uyarilmis hiicrelerin popiilasyonunun
azaldig1 goriilmektedir. Bunun sebebi trombositlerin trombin varliginda agregasyona
egilimli olmasidir. Trombin ayrica fibrin olusumunu da tetiklediginden bazi trombositler

fibrin pihtisinda kalarak analiz edilememektedir.
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Sekil 4.2. Islem gérmemis ve 1 U/mL trombin, 22.8 mM CaCl2 ile 15 dakika inkiibe edilmis
trombositlerin akim sitometrisi ile elde edilen nokta grafik sonuglari

4.2. Mikroakiskan Ciplerinde Akis Simiilasyonu

Sunulan bu tez c¢alismasinda iki farkli tasarimla toplamda bes mikroakiskan cip
denenmistir. Stitunlu tasarimlarda 500 um caplara sahip siitunlarin birbirleri arasindaki
mesafeler degistirilerek farkli kayma gerilimleri elde edilmistir. Diigiimlii tasarimlarda
ise 500 um genislikte 8 ve 40 diigiim noktasina sahip iki farkli ¢ip bulunmaktadir. Bu
c¢iplerde ayn1 kayma gerilimi farkl tekrar sayilarinda uygulanmaktadir. Biitiin ¢iplerde

akis hiz1 200 puL/s olarak ayarlanmistir.

4.2.1. Siitunlu Mikroakiskan Ciplerin Akis Simiilasyonu

Stitunlu mikroakiskan ¢iplerin uzunluklari 65 mm, genislikleri 3 mm ve yiikseklikleri 570
um’dir. Sekil 4.3’te verilen ¢iplerde ¢aplari 500 um olan siitunlar bulunmaktadir. Cipler,
stitunlarin birbirleri arasindaki mesafeler (a) 250 um, (b) 500 pm ve (c¢) 1000 um olacak
sekilde tasarlanmistir. Toplam uzunluk sabit kaldigindan toplam siitun sayisi
degismektedir. Buna bagli olarak uygulanan kayma gerilimi vuruslarinin sayisi da

degismektedir.
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Sekil 4.3. (a) Stitun250, (b) siitun500 ve (c) siitun1000 ¢iplerinden 200 pL/s akis hiziyla gegen
stvinin yarattig1 kayma gerilimini gosterir kontur harita

Sekil 4.3’te her ¢ipin altinda ¢ipten gecirilen bir tanecigin deneyimledigi kayma gerilimi
verilmektedir. Siitun sayis1 arttikca piklerin sayis1 artarken, aralarindaki mesafenin
azalmasina bagl olarak da kayma gerilimi artmaktadir. Siitun250 ¢ipinde 94, siitun500
¢ipinde 70 ve silitun1000 ¢ipinde 46 kayma gerilimi vurusu vardir. Bu vuruslarin pik

noktalarmin ortalamasr sirastyla 57.6, 30.5 ve 18.6 dyne/cm?’dir.

4.2.2. Diigiimlii Mikroakiskan Ciplerin Akis Simiilasyonu

Diigiimli mikroakiskan ¢iplerde ii¢ farkli tasarimda 250, 500 ve 1000 pm genisliginde ve
3 mm uzunlugunda diigiimler bulunmaktadir. Bu diiglimler arasinda 3 mm genislikte ve
4.5 mm uzunlugunda eliptik gevseme hazneleri bulunmaktadir. Sekil 4.4°te gbsterilen (a)
8 diigtimlii ¢ipin uzunlugu 65 mm ve yiiksekligi 570 um’dir. Bu ¢ipin 5 kat uzatilmis
versiyonu olan (b) 40 digimli ¢ipin uzunlugu 325 mm’dir. Her iki ¢ipte de aym

karakteristige sahip kayma gerilimleri uygulanmaktadir. Bu gerilimler siitunlu ciplere
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kiyasla daha uzun siireli ve daha yiiksektir. Her ¢ipin altinda bulunan egriler uygulanan
kayma geriliminin karakteristigini vermektedir. Buradaki pik noktalarindan ortalama
alindiginda uygulanan kayma geriliminin 231.4 dyne/cm? oldugu goriilmiistiir. Gevseme
haznelerinde bu miktar 112.6 dyne/cm? seviyelerine diismektedir. Ayni sekilde tasarlanan
500 ve 1000 pm o6zellikli diigiim ¢iplerinin kayma gerilimi konturlar1 sirasiyla Sekil 4.5
ve Sekil 4.6’da verilmistir. 500 pm genislikte diigimlere sahip olan ¢iplerde azami ve
asgari kayma gerilimi ortalamalar sirasiyla 97.5 ve 45.4 dyne/cm?’dir. Bu degerler 1000
um genislige sahip ¢iplerde ise sirasiyla 44.8 ve 29.7 dyne/cm?’dir. Kayma gerilimi
profilleri incelendiginde 250 um genislikli ¢iplerde diigiimiin baslangicinda kanaldaki ani
daralmaya bagli olarak fazladan bir pik goriilmektedir. Bu fazla pik 8diigiim500’de
goriilmezken 40digiim500°de goriilmektedir. Burada da yine ani daralma etkisinin
yaninda uzun ¢ip i¢inde olusacak akis direnci kaynakli artan basincin etkili oldugu

sOylenebilir.

a __ 4

350 280

200 245
210
175
140
105
70
35
0

Kayma Gerilimi

(dyne/cm?)

50

Sekil 4.4. (a) 8diigim250 ve (b) 8diigiim250 ¢iplerinden 200 pL/s akis hiziyla gegen sivinin
yarattig1 kayma gerilimini gosterir kontur harita
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Sekil 4.5. (a) 8diigim500 ve (b) 8diigiim500 ¢iplerinden 200 pL/s akis hiziyla gegen sivinin
yarattig1 kayma gerilimini gosterir kontur harita
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Sekil 4.6. (a) 8diigim1000 ve (b) 8diigiim1000 ¢iplerinden 200 pL/s akis hiziyla gegen sivinin
yarattig1 kayma gerilimini gosterir kontur harita
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4.3. Mikroakiskan Ciplerin Fabrikasyonu

Mikroakigkan ciplerin fabrikasyon yOntemi olarak CO2 lazer
ablasyon/oyma/tarama/asindirma yontemi se¢ilmistir. Cip materyali olarak ise hidrofobik
ozellik gosteren, biyouyumlu bir polimer olan PMMA se¢ilmistir. Hidrofobik olmasi
trombositler ile muamele edildiginde yiiksek yapiskan 6zellik gosteren trombositlerin
yapismasini azaltmasi agisindan dnemlidir. Ayn1 zamanda CO3 lazer ile kolay islenebilir

olmas1 da malzemenin bir diger avantajidir.

Bu tez calismasinda kullanilan PMMA tabakasini lazer ile islemek icin gii¢, baslik hizi
ve tarama adim mesafesi (interval) gibi parametreler optimize edilmistir. Siitun
yapilarinin uygun sekilde olusturuldugu parametreler Cizelge 3.1.’de gosterildigi sekilde
denenmistir. Sekil 4.7°de lazer tarama sonucunda elde edilen siitunlarin istten gekilmis
fotograflar1  gosterilmektedir. Sonuglar incelendiginde interval arttikca yapinin
¢Oziiniirliigliniin azaldig1 goriilmektedir. Bununla beraber taranan yiizeyde lazer ¢izgileri
de gittikge belirginleserek engebeli bir ylizey olusturmuslardir. Ayni ¢aligmanin 30°’lik
aciyla cekilmis fotograflarinin verildigi Sekil 4.8 incelendiginde adim mesafesinin
derinligi de etkiledigi goriilmektedir. Bunun sebebi toplam taranacak alanin daha biiyiik

adimlarda gecilerek lazere daha az maruz kalmasidir.

39



baslik hizi (mm/s)
14 16 18 20

Interval (mm)
0.10 Q.05

0.15

0.20

Sekil 4.7. Farkli hiz (14 — 20 mm/s) ve interval (0.05 — 0.20 mm) lazer parametreleri ile igslenmis
PMMA tabakanin USB mini mikroskop ile {istten alinmig goriintiileri

Stitunlarin yapilar1 incelendiginde silindirik bir yap1 yerine tarama parametresi ile degisen
acilara sahip kesik konik yapilarinin olustugu goriilmektedir. Siitunlarin agilarinin artan
tarama hiz1 ile arttig1 tespit edilmistir. Polimer malzemeyi buharlastirarak yapilan bu
islemde lazer hizli gegtikge derinlere niifuz edememektedir. Boylece daha yukaridaki
polimer daha fazla buharlagsmakta ve acili yapilar olugsmaktadir. Baslik hizinin etkiledigi
bir diger parametre taranan alanin derinligidir. Sekil 4.8’de saga dogru gidildikg¢e biitiin
oyuklarin derinliginin azaldig1 goriilmektedir. Bu da lazere maruz kalma siiresiyle

dogrudan iliskilidir.
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baslik hiz1 (mm/s)
14 16 18 20

Interval (mm)

Sekil 4.8. Farkli hiz (14 — 20 mm/s) ve interval (0.05 — 0.20 mm) lazer parametreleri ile igslenmis
PMMA tabakanin USB mini mikroskop ile ¢aprazdan alimmis goriintiileri

Yapilan incelemelerde lazer yollarinin sadece adim mesafesi biiyiik olan 6rneklerde degil
timiinde belirgin oldugu goriilmiistiir. Yiksek piiriizliliige sebep olabilecek bu
deformasyon giderilmek i¢cin Hong ve arkadaslarinin ¢aligmalarinda 6nerdigi yontem
denenmistir [60]. Bu yontemde lazerin odagi kaydirilarak taranan alan biyiitiilmektedir.
Bu halde noktasal odakli lazer ile ince bir ¢izgi halinde olusan oyuklar genis odakta daha
yumusak gecisler saglar. Yontemin dezavantaji ise daha genis bir alanda islem yapildigi
icin liretim hassasiyetini azaltmasidir (Sekil 4.9). Bu yontemde uygun odak uzakligini
bulmak i¢in A degeri (odaktan sapma uzaklig1) 0, 2.5 ve 5.0 mm ayarlanarak denemeler

yapilmustir.
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Sekil 4.9. (a) Odakli ve (b) odak kaydirma yontemleri kullanarak yapilan lazer isleme yonteminin
sematik gosterimi. (¢) Odakli ve (d) odak kaydirma yontemleri ile elde edilen lazer
bdlgesinin ve enerjisinin gematik gosterimi [60].

Odak kaydirarak tiretilen ¢iplerin optik profilometre ile alinan 3 boyutlu goriintiileri Sekil
4.10°da verilmistir. Sekildeki a, b ve ¢ ¢ipleri {iretilirken A degeri sirasiyla 2.5, 5.0 ve 0
mm olarak ayarlanmistir. Artan A degeri ile biiyiiyen lazer alani sebebiyle siitunlarin
capinda kii¢iilme goriilmektedir. Buna ragmen A = 5.0 mm c¢alismasinda x-eksenine
bakildiginda siitun ¢apinin yaklasik 520 pm oldugu goriilmektedir. Ayni sekilde goriilen
stitunlar aras1 mesafeler de tepe noktalarinda yaklasik 500 pm’dir. Siitunlar yapisal olarak
incelendiginde silindirik geometriye gittikce yaklagmaktadir. Bu sebeple c¢iplerin

tiretiminde A = 5.0 mm olarak sec¢ilmistir.
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Sekil 4.10. Odak kaydirma yontemi ile islenmis PMMA tabakanin profilometre ile elde edilmis 3
boyutlu goriintiisii. (a) A = 2.5 mm, (b) A = 5.0 mm, (c) A =0 mm.
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Mikroakiskan ¢iplerin {iretiminde optimize edilen son parametre derinliktir. Istenen
kayma gerilimlerinin elde edilmesi i¢in tasarlanan 570 pm derinlige ulagsmak i¢in Cizelge
3.2’de verilen parametreler denenmistir ve sonuglar1 Sekil 4.11°de verilmistir. Optik
profilometre ile yapilan derinlik incelemesi sonucunda en alt noktadan en iist noktaya
kadar olan mesafe sonuglar1 Cizelge 4.2.’de verilmektedir. Profilometre ile yapilan yiizey
incelemesinde ortalama piirtizliiliik 20 pm oldugu i¢in 582 um bulunan 6rnek tiretim i¢in
uygun bulunmustur. Bu sonuglar dogrultusunda ¢iplerin {iretiminde kullanilacak
parametreler adim mesafesi 0.04 mm, baslik hizi 20 mm/s, A degeri 5 mm olarak

belirlenmistir.

Cizelge 4.2. CO. lazer tarama igin uygulanan ikinci denemeler sonucu elde edilen derinlik

degerleri (um)
interval/lhiz 20 mm/s 25 mm/s 30 mm/s 35 mm/s
0.03 mm 679 594 489 379
0.04 mm 582 423 341 313
0.05 mm 447 422 294 349

baslik hizi (mm/s)

0.03

0.04

Interval (mm)

0.05

Sekil 4.11. Farkli hiz (20 — 35 mm/s) ve interval (0.03 — 0.05 mm) lazer parametreleri ile islenmis
PMMA tabakanin USB mini mikroskop ile ¢aprazdan alinmig goriintiileri
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4.4. Ultrasonik Dalganin Validasyonu

Piezo-Elektrotlarin karakterleri iletilen sinyalde form degisikligine neden olabilecekken,
ortamin karakteri uygulanan sinyali ve tiim bu etkiler giris/cikis sinyalleri iliskisinden
cikarilabilir. Biiylik ol¢iide giic kaynaginda harcanan enerji; piezolar {lizerinde akustik
enerjiye doniismektedir, bu ifade ideale yaklastirilarak yeniden yorumlanabilir. Bu
nedenle akustik yansima, elektrotlarin karakteristiginden kaynakli kayip da g6z oniinde

bulundurularak enerji aktarimi detaylica incelenmistir.

Akustik empedansin eslenik devresi Butterworth-von Dyke metoduyla hesaplanarak
modellenmistir [61]. Bir rezonator yardimiyla yapilan bu 6lgiimlerde empedansin R-L-C
tim elektriksel bilesenleri gozlenmektedir. Ayn1 sekilde piezoelektronik materyallerin
karakteri distiniildiigiinde, rezistif ve kapasitif yiikler ihmal edilebilir seviyede kayba
neden olmaktadir [62,63].

Rm 1 Lm_l (—‘m_l
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Sekil 4.12. Esdeger akustik empedans devresi
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Toplam enerji AC gii¢ kaynaginin uyguladig: elektriksel gii¢ lizerinden hesaplanmustir.
Kare dalga formunda esit agik/kapali siirelerine sahip (%50 Duty cycle) siirekli dalga
uygulanmistir  (Sekil 4.13.). Negatif ve pozitif deger araliginda peak-to-peak
varyasyonlariyla olugan sinyallerin piezonun siirekli harekette kalmasi saglanmistir. AC

sinyal RMS degeri ise kare dalga olusundan asagidaki iligskiyle hesaplanmistir.

vp

1] 1 T T+t1 21

_\.‘ﬂp___

Sekil 4.13. Kare dalganin zamana kars1 potansiyel grafigi

Vp =5V ise;
ull(t) = Vp,O <t< tl

ulz(t) = _Vp, tl <t< T

Kare dalganin hem pozitif hem de negatif yarim dongiileri asagidaki denklemle

hesaplanir:

0'dan ti'e kadar olan siire, bir kare dalganin pozitif bir dongiisiinde ton'u ifade eder,

dolayisiyla hem negatif hem de pozitif dongiiler i¢in genel bilgiler asagidaki gibi yazilir.
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_ 2 ton
Upms = Up T

Kare dalganin toplam {iretilen giicii asagidaki gibi yazilir:

_ 2 2
URpMS—total = \/ull—RMS + Uiy Rums

URMS—total = Vp = 5V
Asagida verilen bagintiya gore elektromekanik enerji doniistimii:

D =dT + €"E

S=sET +dE

Denklemlerinde; D elektrik aki yogunlugu ya da dielektrik yer degistirmeyi, T mekanik
stresi, E elektrik alani, S mekanik gerilimi, d piezoelektrik yiik katsayismni, &' dielektrik
gecirgenligi (sabit T igin), st elastiklik katsayisin1 (sabit E igin) ifade eder. Bu nedenle
kare dalganin hesaplanan RMS gerilimi ile iretilen elektrik alan enerjisi gerinime

mekanik olarak doniistiirecektir.

1A
E=nV= EFVZ = 4637 Joule

Elektrotlar iizerinde olusan elektrik-mekanik doniisimden kaynakli kayiplar da soz
konusu olabilmektedir. Bu nedenle total harcanan enerjinin bir kismi elektrotlarda kayip
olarak meydana gelmektedir. Kapasitif ve indiiktif yiikler akim-gerilim fazinda
kaymalara neden olmaktadir. Bu faz kaymalarina bagli olarak aktarilan giiciin
matematiksel olarak negatif degerler almasi s6z konusudur. Fiziksel olarak negatif isaretli

ifadeler kayip olarak nitelendirilmektedir.
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Z=R+jX

Yukaridaki denklemde; Z empedansi, R empedansin gercek kisminin direncini, X
indiiktif ve kapasitif ylik tarafindan iiretilen ve direngli voltaj diisiisii hari¢ her dongiide 1
W gilice ulasan reaktansi ifade etmektedir. Direng, reaktans ve empedans arasindaki iliski

Sekil 4.14°de gosterilmistir.

Reaktans

Empedans
/

Rezistans

P: | R ———-

Sekil 4.14. Empedansin reaktans ve rezistansa bagl degisim grafigi

Akustik dalga formuna doniisen enerji, ortam degistirirken de yansimaya bagl kayiplar

yasamaktadir. Bu ifade ise akustik yansima formiilii kullanilarak elde edilebilir[64].

|['| — Zmedia - ZPZT

_ |13.1 —16.5
" 113.1+16.5

Zmedia + ZPZT

Akustik yansima katsayisi 0.11 olarak bulunmustur. Bu deger ile aktarilan gii¢ arasindaki

iliskiden 6rneklere uygulanan net gii¢ hesaplanmustir.

Pharcanmls = Ptoplam -0.89
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Hesaplanan net giic zaman gore integrallendiginden plazma iizerine aktarilan total

enerjiye ulagilmistir:

Eabsorbe + Eikincielektroda gecen = (Euygulanan - Eempedans kaybl) -0.89 = 3966]

Ikinci elektroda iletilen gii, giris/cikis voltaji arasindaki iliski kullanilarak
hesaplanmuistir, ayrica ¢ikis probundan dlciilen sinyalin giicii, uygulanan giris sinyalinin

%3'ti kadardir. Bu nedenle toplam emilen enerji 3847 J'diir.

4.5. Trombositlerin Aktivasyon Oranlariin Belirlenmesi
4.5.1. Farkh Siirelerde Uygulanan Kayma Gerilimlerinin Trombositlere Etkisi

Stitunlu ¢iplerle yapilan denemelerde trombositler 15 ve 30 dakika boyunca kayma
gerilimine maruz birakilmistir. Siitun mesafeleri 250, 500 ve 1000 pm olan c¢iplerde
uygulanan maksimum kayma gerilimi sirasiyla 57.6, 30.5 ve 18.6 dyne/cm?’dir. Sekil
4.15’te her ii¢ ¢ip igin 15 ve 30 dakika uygulama sonuglar1 verilmektedir. Ik sirada
verilen nokta grafiklerinde FSC’ye kars1 SSC grafikleri bulunmaktadir. Sekil 4.2°de
belirtilen sekilde trombositler kapilanmistir. Ikinci sirada verilen FSC’ye karst CD61
grafiginde bu kapidaki hiicreler bulunmaktadir. En son olarak bu grafikteki CD61+

hiicreler kapilanarak tigiincii siradaki CD62P histogrami olusturulmustur.

30 dakikalik isleme maruz birakilan trombositlerin popiilasyonunda bariz bir azalma
goriilmektedir. Bu sonu¢ farkli kayma gerilimi uygulanan her ii¢ ¢ipte de benzer
oldugundan bu 6zelligin kayma geriliminden bagimsiz olarak stireyle iliskili oldugunu
gostermektedir. 15 dakikalik islemlerde bu etkinin goriilmemesi siireden kaynakli

oldugunu desteklemektedir.

Bu etkilerin disinda bu ¢alismada arastirilan aktivasyon oranlar1 Sekil 4.15°te verilen
nokta dagilim grafikleri ve histogramlar ile incelenmistir. Grafikte CD62P+ esiginin
iistiinde kalan hiicreler aktive olmus trombositleri ifade etmektedir. 15 dakikalik islemler

sonucunda elde edilen aktivasyon yiizdeleri 250, 500 ve 1000 um o6zellikli ¢iplerde
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sirastyla %45.0, %37.0 ve %38.3’tiir. Bu sonuclar %8.9 aktivasyon gosteren negatif
kontrol ile kiyaslandiginda trombositlerin uyarilabildigi goriilmektedir. Siitun 500 ve
Siitun1000 ¢iplerinde kendi aralarinda belirgin bir fark gostermezken, en yiiksek

aktivasyona sahip Siitun250 ¢ipi bu denemelerde 6ne ¢ikmaktadir.

30 dakikalik denemelerde CD61+ hiicre sayist diisiik oldugu icin bu seviyede bir
aktivasyondan vaz gec¢ilmistir. Bu deneyler sonucunda uygulama siiresinin kisa tutulmasi
sonucuna varilmistir. Bu sebeple diger ¢ipler ile yapilan denemelerde 4 dakika ve 15

dakika islem yapmaya karar verilmistir.
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Sekil 4.15. Siitun250, siitun500 ve siitun1000 ¢ipleri kullanilarak 15 ve 30 dakika boyunca aktive edilen trombositlerin akim sitometrisi sonuglari.
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Sekil 4.16. 40diigiim250, 40diigiim500 ve 40diigim1000 ¢ipleri kullanilarak 4 ve 15 dakika boyunca aktive edilen trombositlerin akim sitometrisi sonuglari.
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Sekil 4.17. 8diigiim250, 8diigiim500 ve 8diigiim1000 ¢ipleri kullanilarak 4 ve 15 dakika boyunca aktive edilen trombositlerin akim sitometrisi sonuglari.




40-diiglimlii ¢iplerde yapilan denemelerde uygulama siiresi 4 dakika ve 15 dakika olarak
secilmigtir. Bir Onceki deneyde ifade edildigi sekilde kapilamalari analizleri yapilan
deneyin 40-digimli ¢iplerin sonuglart Sekil 4.16°da verilmistir. Trombosit ve CD61+
kapilarindaki popiilasyon yiizdelerine bakildiginda 4 dakikalik uygulamanin daha verimli
oldugu gortilmektedir. Ayn1 sekilde aktivasyon oranlart da 4 dakikalik uygulamada tiim
orneklerde belirgin sekilde daha yiiksektir. Bu 6rnekler kendi aralarinda kiyaslandiginda
birbirine yakin sonuclar verdigi goriilse de %44.7 ile en yiiksek oran 40digim500
c¢ipindedir. Bunun yaninda CD61+ hiicre oraninin da yiiksek olmasi bu ¢ip tasarimini 6ne

¢ikaran bir diger avantajidir.

8-diiglimlii tasarimlarda yine 4 ve 15 dakikalik uygulamalar yapilmistir. Sekil 4.17°deki
nokta dagilim grafiklerinde bu denemelerin sonuglar1 gostermektedir. 40-digiimli
¢iplerdeki denemelere benzer sekilde burada da 4 dakikalik ¢alismalarda CD61+ yiizdesi
ve aktivasyon oranlar1 15 dakikalik uygulamalara gore daha yiiksektir. Aktivasyon
oranlar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda 8diigiim250 i¢in uygulama siireleri arasinda
bariz bir fark olmadigi gozlemlenmistir. En yiiksek CD61+ ve aktivasyon oranlari

8diigim500 tasariminda gézlemlenmistir.

45.2. Cip Tasarimmnin ve islem Sonrasi inkiibasyonun Trombositlere Etkisi

Stitunlu, 8-diiglimlii ve 40-diigiimlii tasarimlarda 500 pm oOzellikte olanlar kendi
aralarinda islem sonrasinda inkiibasyona bagli olarak kiyaslanmak istenmistir. Bunun i¢in
3 dakika boyunca 200 pL/s akis hizi ile c¢iplerden gecirilen trombositler
stispansiyonundan 100 pL. numune alinarak fikse edilmistir. Kalan kisim bir tiipe alinarak
oda sicakliginda bekletilmistir. 5, 10, 20, 30 ve 60 dakika noktalarinda 100 pL 6rnek
alinarak fikse edilmis ve akis sitometrisine hazirlanmistir. Sicak silikon ile mikrogiplere
yapistirilan siringalarin ¢oziilmesinden fiksasyona kadar olan yaklasik 2-3 dakikalik stire

belirtilen siirelere dahil edilmemistir.

Sekil 4.18°de bu deneylerin sonuglar1 verilmektedir. Her ¢ipin farkli siirelerde inkiibasyon
sonuglari kendi i¢cinde yar1 ofset halinde verilmistir. Yukaridan asagiya dogru artan zaman

gosterilmektedir. Ciplerde islem gdrmemis trombositlerde 60 dakikaya kadar giderek



artan bicimde %15 seviyelerinde seyretmektedir. 60 dakikada %21.7 aktivasyon orani
saglikli trombositlerin kendiliginden aktivasyonunu gostermektedir. 24 saat sonra ise
trombositlerin biiyiikk cogunlugu aktive olarak %69.1 seviyelerine ulagmistir. Ancak
stitunlu tasarimlarda aktivasyon yiizdeleri giderek artmasina ragmen, 60 dakika boyunca
%15’in altinda kalmistir. 24 saat sonunda bile ancak %30.2 seviyelerine ulasabilmistir.
Aynmi sekilde 40-siitunlu ¢iplerde de ilk bir saatteki Ornekler kontroliin aktivasyon
seviyesinin altinda kalmistir. Sekil 4.3b ve Sekil 4.5b kayma gerilimi profilleri
incelendiginde gerilim piklerinin ¢ok tekrarli oldugu goriilmektedir. Siitunlu ¢ipte kisa
kisa uygulanan 30 dyne/cm?’lik 70 kayma gerilimi vurusuna kars1 40-diigiimlii ¢ipte 100
dyne/cm?‘lik gorece daha uzun 40 kayma gerilimi vurusu uygulanmistir. Bu kayma
gerilimleri siitunlu cipte stitunlar arasindaki 500 pm’lik mesafede uygulanirken, 40-
diiglimlii ¢ipte 3 mm’lik kanal boyunca uygulanmaktadir. Buradan hareketle ¢ok sayidaki
kayma gerilim vuruslariin trombositleri aktive etmekten ziyade fonksiyonlarini olumsuz
etkiledigi sonucuna ulagilmistir. Bir 6nceki alt boliimde varilan uzun siireli uygulamanin
trombositlere zarar verdigi yargisi bu sonuglarla da desteklenmektedir. Diger taraftan 40-
digiimlii cipte 60 dakika ve 24 saat sonuclarinda goriilen sonuclarin kontroliin
sonuclarina benzer olmasi trombositlerin bu stres sonucunda belirli bir siire iginde
fonksiyonlarin1t kazandiklarin1 gostermektedir. Bu ¢ipte bulunan gevseme haznelerinin
(relaxation chamber) trombositlerin tamamen islevsiz hale gelmesini engelledigi

diistiniilebilir.

8-diigimlii ¢ip incelendigine islemin ilk anindan itibaren aktivasyonun yiiksek oranda
basladig1 goriilmektedir. Ik 20 dakikada %65 seviyelerinde seyreden aktivasyon orani
30. dakikada %72.1 ve 60. dakikada %83.0 seviyelerine ¢ikmistir. Ancak 24 saat sonunda
diger ciplerden alinan sonuglarinin aksine aktivasyon orani daha da artmak yerine %59’a

diismiistiir.
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4.5.3. Ultrasonik Dalganin Trombositlere Etkisi

Piezo elektrotlar ve plazma haznesi 3.4.2.2. boliimiinde anlatildig1 gibi entegre edilip
baglandiktan sonra 5, 10 ve 15 dakika boyunca ultrasonik dalgaya maruz birakilmistir.
Ses dalgasmin frekansi secilitken Poliachik ve arkadaslarinin yiiksek-yogunluklu
odaklanmuis ultrason yonteminde kullandiklar1 1.1 MHz 6rnek alinmistir [65]. Calismada
kullanilan ses dalgasi ¢ok kiigiik bir alana odaklandig i¢in yogunlugu W/cm? cinsinden
cok yiiksek olmaktadir. Bu tez calismasinda kullanilan ses dalgasi 4.4. boliimiinde
anlatildig1 gibi kontrol edilmistir. Kullanilan parametreler iiretilen ses dalgasinin frekansi
icin 1.1 MHz ve uygulanan kare dalganin genligi i¢in (peak-to-peak) 10 V’tur.

Belirtilen ses dalgasinin trombositlere 5, 10 ve 15 dakika uygulandiktan sonraki
aktivasyon oranlar1 Sekil 4.19°daki histogramlarda gésterilmektedir. Artan siire ile azalan
aktivasyon orani gozlemlenmistir. Aktivasyon i¢in optimum uyarim siiresinin daha da
asagida olabilecegi diisliniilmiistiir. Bu yiizden daha kisa siireli ¢aligmalar yapilarak

uygun siire aranmustir.
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Sekil 4.19. 1.1 MHz ve 10 V genlikli ses dalgas1 ile 5, 10 ve 15 dakika etkilesim sonucunda
trombositlerin aktivasyon orani

Zaman optimizasyonunun yaninda ses dalgasinin parametreleri de optimize edildi. 5
dakikalik uygulamalarda 5 ve 10 V genlikte 0.55 ve 1.1 MHz frekansa sahip ses dalgalari
kullanilmistir. Sekil 4.20°de aktivasyon oranlarini belirten CD61’ye kars1 CD62P nokta
dagilim grafikleri verilmektedir. 5 V sonucunda alinan oranlar frekanstan bagimsiz olarak
birbirine yakin goriilmektedir. Diger yandan 10 V uygulama sonucunda diisiik frekansta

daha yiiksek aktivasyon goriilmiistiir. Bunun sebebi enerji iletiminin diisiik frekansta daha



yiiksek verimle yapilabilmesi olabilir. Bu sonuclar dogrultusunda tez caligmasi
kapsaminda gelistirilen trombositlerin ultrasonik aktivasyonu sistemde kullanilacak ses

dalgas1 parametrelerine 10 V ve 0.55 MHz olarak karar verilmistir.
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Sekil 4.20. Farkli frekans ve genlik parametrelerinde trombosit aktivasyon oranlart

Ses dalgasinin parametreleri belirlendikten sonra en uygun uygulama siiresi i¢in tekrar
denemeler yapildi. Bu kez 1, 2 ve 3 dakika uygulama siireleri uygulandi. Uygulama
sonrasinda oda sicaklifinda belirli siirelerde bekletilerek yapilan ¢aligmanin sonuglari
Sekil 4.21°de verilmektedir. 1 ve 2 dakikalik uygulamalarda kontrolle kiyaslandiginda
aktivasyonun tetiklendigi goriilmektedir. Ancak bu oran bir saatin sonunda dahi %20
seviyelerinde kalmistir. Ote yandan 3 dakikalik aktivasyonda ise bu oran 5 dakikada

%36.4’ten baglayarak 60 dakika sonunda %53.4’e ulagsmistir.



Bu sonuglar dogrultusunda tez ¢alismasi1 kapsaminda gelistirilen trombositlerin ultrasonik
aktivasyonu sistemde kullanilacak en uygun ses dalgasi parametreleri 10 V ve 0.55 MHz

ve uygulama siiresi 3 dakika olarak bulunmustur.
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Sekil 4.21. Ultrasonikasyon sisteminde 1, 2 ve 3 dakikalik uygulamadan sonra trombositlerin
zamana kars1 aktivasyon oranlar1 (kontrol: islem gérmemis trombositler)



5. YORUM

Tez ¢aligmasi kapsaminda PRP tedavilerinde biyomedikal amaglarla kullanilmaya uygun
sistemler gelistirilmesi amaglanmistir. Literatiirde PRP tedavisinin ortopedik/spinal
cerrahi, spor tibbi, oral ve maksillofasiyal cerrahi, estetik ve rejeneratif tip, kardiyotorasik
cerrahi gibi birgok kullanim alanda klinik olarak uygulandig1 ve tedaviyi olumlu yonde
etkiledigi ¢alismalara rastlamak miimkiindiir. Bu etkiyi arttirmak amaciyla aktive edilmis
PRP kullanan klinik aragtirmalarda tedavinin daha verimli sonu¢ verdigi bulgularina
erigilmigtir. Ancak PRP aktivasyon calismalarinda kullanilan yontemlerden ilkinde
enflamasyona sebep olabilecek kimyasallar icermektedir. Bir diger yontem PRP enjekte
edilirken ultrason goriintiileme cihazi ile ultrasonik aktivasyondur. Bu yontemde ultrason

cihazina ve uzmanina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda uygun maliyetli, portatif ve kullanim1 kolay PRP aktivasyon
sistemler gelistirmek amaglanmistir. Bunun icin yapilan arastirmalarda trombositlerin
belirli kayma gerilimi altinda aktive oldugu reolojik calismalar ile belirlendigi tespit
edilmistir. Belirlenen bu kayma gerilimlerini uygulamak i¢in mikroakigskan c¢ipler
tasarlanmis ve akis simiilasyonu ile bu gerilimler kontrol edilmistir. Simiilasyon
uygulanirken sivinin ¢ipten gegme hizi 200 pL/s olarak secilmistir. Bu bir insanin
siringada eliyle uygulayabilecegi bir hizdir. PRP uygulayacak operatdriin siringa pompasi

gibi ek bir cihaza ihtiya¢ duymamasi adina bu hiz se¢ilmistir.

Tasarimlar1 yapilan gipler biyouyumlu bir polimer olan PMMA plakalardan CO: lazer
isleme yontemleri ile iiretilmistir. Uretim sirasinda yapilan lazer parametreleri
optimizasyonlar1 sayesinde istenen Olg¢eklerde mikrogip iiretimi i¢in kullanilabilecek
parametreler belirlenmistir. Bu sonuglar ileride PMMA plakalarla iiretilecek ¢ipler igin

de kullanilabilecek parametreler icermektedir.

Trombositlerin aktivasyonu i¢in literatiirde bulunan bir diger yontem de ultrasonik ses
dalgalar1 ile uyarma yontemidir. Farkli parametreler ve cihazlarla uygulanan ses dalgalari

bu tez calismasinda piezoseramik elektrotlar ile uygulanmistir. Ses dalgasinin



validasyonu uygulanan sivinin diger tarafina baska bir piezoseramik elektrot
yerlestirilerek yapilmustir. Uretilen ses dalgasi plazma haznesinde absorplandiktan sonra
osilatore baglanmis olan piezoseramik elektrotta tespit edilerek absorplanan enerji

hesaplanmistir. Bu sayede aktivasyon i¢in gereken enerji seviyesi tespit edilmistir.

Mikroakiskan ve ultrasonik sistemlerin uygulama sonuglar1 akim sitometrisi ¢aligmalari
ile incelenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda 18.6 — 195.0 dyne/cm? arasinda uygulanan
biitlin caligmalarda aktivasyon goriilmistiir. Artan uygulama siiresinin trombosit
aktivasyonunu olumsuz etkiledigi saptanmistir. 3 dakikalik uygulamalar sonucunda elde
edilen aktivasyonlar kiyaslandiginda 97.5 dyne/cm? kayma gerilimine sahip 8diigiim500
tasariminin mikroakiskan c¢iplerde en yiiksek aktivasyon oranini verdigi goriilmiistiir.
Ultrasonik aktivasyon yonteminde ise en yiiksek aktivasyon orani 0.55 MHz frekansli 10

V genlikli dalgalarin 3 dakikalik uygulamalarinda goériilmektedir.

Trombositlerin uyarildiktan sonraki aktivasyon siireci bekletme ¢aligmalar1 ile
izlenmistir. Uyarma islemi uygulandiktan sonra oda sicakliginda bekletilerek belirli
stirelerde fikse edilmistir. Bu zaman noktalarinda aktivasyon oranlar1 incelendiginde
trombositlerin uyarma islemi son bulduktan sonra da aktivasyona devam ettigi
goriilmiistiir. Bu bulgularin trombosit aktivasyonu iizerine yapilacak kinetik ¢aligmalara

151k tutacag diisiiniilmektedir.

Sonug olarak PRP tedavisinde kullanilmak tizere bir mikroakiskan ¢ip ve bir ultrasonik
sistem gelistirilen gelistirilmistir. Bu yontemler ile 3 dakikalik bir uygulama ile
trombositlerin aktivasyonu baslatildiktan sonra PRP uygulanarak tedavi hizlandirilabilir.
Onerilen bu sistemler standardize edilerek seri iiretim bantlarinda fabrikasyonlari

saglanabilecek sistemlerdir.
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