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Mikroakiskan Ciplere Kok Hiicre ve Doku Miihendisligi
Perspektifinden Bakis

A Stem Cell and Tissue Engineering Perspective on Microfluidic Chips

Onemli noktalar (Highlights)

KD

& Mikroakiskan sistemlerin biyolojik bilimlerdeki onemi (Importance of microfluidics in biological sciences)
% Cip sistemlerinin geleneksel yontemlerin yerine gegmesi (Chip systems replacing traditional methods)

Grafik Ozet (Graphical Abstract)

Bu ¢alismada mikroakiskan ¢ip sistemlerinin iiretim siiregleri, avantajlar: ve dezavantajlari ozetlenerek bu alandaki
kék hiicre ve doku mithendisligi calismalarina deginilmistir (In this study, the production processes, advantages and
disadvantages of microfluidic chip systems are summarized and stem cell and tissue engineering studies in this field
are mentioned).
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Sekil. Google Akademik sonuglarina gére 2000 yilindan giiniimiize mikroakiskan ¢ip sistemleri, kok hiicreler ve
hidrojeller ile iligkili yaymn sayilar1 (A) ve bu konularin bir arada calisildig1 toplam yaym sayilar1 (B). / Figure.
According to the Google Scholar results, the number of publications related to microfluidic chip systems, stem cells,
and hydrogels since 2000 (A) and the total number of publications working on these issues together (B).

Amag (Aim)

Bu ¢alismada arastirmacilara detayli bir kaynak saglamak amaclanmigtir (In this study, it is aimed to provide a
detailed resource for researchers).

Tasarim ve Yontem (Design & Methodology)

Bu derlemede, Google Akademik literatiir taramas: sonucunda elde edilen onemli ¢alismalara yer verilmistir (In
this review, important studies as a result of Google Scholar literature search is highlighted).

Ozgiinliik (Originality)

Son yillarda; ¢ip sistemlerinin onemi, tasarum siire¢leri, tiretimde kullanilan malzemeler, ozellikle kok hiicre ve doku
miihendisliginde potansiyel uygulama alanlarimi bir arada inceleyen ulusal bir derleme yoktur (There is no national
review in recent years that examines the importance of chip systems, design processes, materials used, and potential
application areas, especially in stem cell and tissue engineering)

Bulgular (Findings)

Cip sistemlerinde kék hiicre ve doku miihendisligi ¢alismalar: her gegen yil artmaktadwr (Stem cell and tissue
engineering studies in chip systems are increasing every year).

Sonuc (Conclusion)

Cip sistemleri geleneksel yontemlerin yerini almaya baslamistir (Chip systems have begun to replace traditional
methods).

Etik Standartlarin Beyani (Declaration of Ethical Standards)

Bu makalenin yazar(lar)i ¢alismalarinda kullandiklar: materyal ve yontemlerin etik kurul izni ve/veya yasal-6zel bir

izin gerektirmedigini beyan ederler. / The author(s) of this article declare that the materials and methods used in
this study do not require ethical committee permission and/or legal-special permission.
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OZET

Kolayca modifiye edilebilir ve pek ¢ok caligmaya entegre edilebilir &zellikleriyle mikroakigkan sistemler son yillarda
aragtirmacilarin ilgi odagindadir. Mikroakigkan ¢ipler sayesinde daha az soliisyon ve siirekli perfiizyon ile kontrollii ve optimize
hiicre kiiltiirii calismalar1 yapilabilmektedir. Son yillarda 6zellikle rejeneratif tibbin ilgisini ¢eken kok hiicrelerin tek bagina veya
diger hiicrelerle birlikte kiiltiirlenmesi ve kullanilan kok hiicrelerin istenilen yonde farklilagtirilmasi ¢ip sistemlerinde siklikla
calisilmaktadir. Bu sistemlere hiicreler arasi ortam kosullarii taklit edecek hidrojellerin veya hiicrelerinden arindirilmig organ
matrislerinin de ilave edilmesi in vivo'ya daha yakin sonuglar vermektedir. Ciplerin iiretildigi malzeme, yiizey modifikasyonlari,
akis hizi, besi yeri igerigi, kullanilan hidrojellerin mekano-kimyasal &zellikleri, elektriksel, kimyasal ya da mekanik uyarimlar
neticesinde kok hiicrelerin farklilagsmalari da dahil tiim davraniglarinin oldukga degistigini gosteren birgok ¢alisma mevcuttur.
Mikroakigkan ¢ip sistemlerinin ilerleyen zamanlarda kisisellestirilmis tip, ilag toksisite deneyleri, hasta-yani hizli tan1 kitleri ve
birgok temel bilim aragtirmasina yeni bir boyut kazandiracagi, 6zellikle hayvan deneylerinin yerini alarak daha giivenilir ve ucuz
potansiyel yontemlerin basinda gelecegi 6ngoriilmektedir. Tiim bu sebepler ¢ip sistemlerini arastirma odagi yapmaktadir. Bu
calismada; mikroakiskan ¢ip sistemlerinin iiretimi, avantajlari, dezavantajlari ve doku miihendisligi alanindaki uygulamalari
tartigilmistir.

Anahtar Kelimeler: mikroakiskan sistemler, ¢ip-iistii-lab, ¢ip-iistii-organ, doku miihendisligi, kok hiicre.

A Stem Cell and Tissue Engineering Perspective on
Microfluidic Chips

ABSTRACT

Microfluidic systems, which can be easily modified and integrated into many studies, have been the focus of attention of researchers
in recent years. Thanks to microfluidic chips, controlled and optimized cell culture studies can be performed with less solution and
continuous perfusion. In recent years, culturing the stem cells which has attracted the attention of regenerative medicine, alone or
together with other cells and differentiating these cells in the desired direction, are frequently studied in chip systems. Adding
hydrogels or decellularized organ matrices to these systems that will mimic the intercellular environment conditions gives results
closer to in vivo. There are many studies showing that all the behaviors of the stem cells, including the differentiation, change
considerably due to the material from which the chips are produced, the surface modifications, the flow rate, the medium content,
the mechano-chemical properties of the hydrogels used, and electrical, chemical or mechanical stimulations. It is predicted that
microfluidic chip systems will add a new dimension to personalized medicine, drug toxicity experiments, point-of-care rapid
diagnostic kits, and many basic science researches in the future, and will be one of the more reliable and inexpensive potential
methods, especially by replacing animal experiments. All these reasons make chip systems the focus of research. In this study; The
fabrication, advantages, disadvantages, and applications of microfluidic chip systems in tissue engineering are discussed.

Keywords: microfluidic systems, lab-on-chip, organ-on-chip, tissue engineering, stem cell.

1. GIRIS (INTRODUCTION) akigkanlarin  davraniglarini ve  bu  davranmiglarin

kontroliinii ifade eder. Fizik ve mekanigin prensiplerini

Teknolojinin ve diger bilimsel gelismelerin hizla ivme  esas  alan,  kimyasal ~ dinamiklerden etkilenen,

kazanmasiyla aragtirmacilar her gegen yil disiplinler aras1
yaklasimlardan faydalanarak yeni sistemler
gelistirmektedir. Bunlardan biri de mikroakigskan ¢ip
sistemleridir. 1960’11 yillarda temelleri atilan ve 1979'da
Stanford'da gelistirilen gaz kromatografisi [1] ile giincel
uygulamalardaki yerini almaya baslayan mikroakigkan
sistemler, esasen milimetrik Ol¢iilerin altinda, ¢ok kiigiik
bir hacim ve boyutta, yilizey kuvvetlerinin hakimiyetinde

*Sorumlu Yazar (Corresponding Author)
e-posta : aycabal@gmail.com

mithendislik araclar1 ile gelistirilen bu sistemler
giiniimiizde 6zellikle biyoteknolojinin ilgi odagi olmaya

baglamustir. Mikroakiskan sistemlerin; reaktif
hacimlerini azaltmalar1 [2], yiiksek verimlilikle
reaksiyon siirelerini  kisaltmalar1 [3-4], disaridan

miidahaleyi en aza indirgeyebilmeleri [5], ¢ok farkl
modifikasyonlarla farkli protokollere uygulanabilmeleri
[6] ve tim deneysel asamalar1 tek bir cihazda
biitiinlestirerek birden fazla iglemin paralel bir sekilde
gerceklesmesini  miimkiin  kilmalar1  [7] biyolojik
siireglerin minyatiirlestirilmesine olanak saglar. Bu
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minyatiirlestirmeden yola ¢ikilarak bu kiigiik sistemlere
lab-on-chip (LoC) yani ¢ip tizerinde laboratuvar
denmektedir. Mikroakigskan sistemler sayesinde, tek bir
hiicrenin dahi fizyolojisi incelenebilmekte ve boylelikle
popiilasyondaki heterojenite anlasilmaktadir [8]. Bu
sayede mevcut tekniklerle elde edilebilenden ¢ok daha
fazla Dbilgiye daha kontrolli ve hizli sekilde
ulasilmaktadir.

Son yillarda 6zellikle rejeneratif tip alaninda oldukga
onemli olan kok hiicreler bugline dek pek ¢ok LoC
sisteminde calistlmistir [9-13]. Bu sistemler kok
hiicrelerin karakterini anlamaya [14], onlar1 istenilen
yonde farklilagtirarak tedavi potansiyellerini hassas
bi¢cimde artirmaya ydnelik [15] olmustur. Bu noktada
hiicrelerin, in vivo kosullara daha yakin bigimde, 3
boyutlu (3B) hiicre disi matris (ECM) benzeri ortam
icerisinde yer aldig1 g¢esitli yapr iskeleleri de c¢ip
modelleri ile entegre edilmigtir [16]. Doku
mithendisliginde, 6zellikle hidrojeller ve hiicrelerinden
arindirilmis ECM’ler  siklikla  kullanilmaktadir.
Hidrojeller genellikle dogal ya da sentetik polimerlerden
iiretilen, biyouyumlu ve biyobozunur, yiiksek su tutma
kapasitesine ~ sahip, gozenekli iskele yapilari;
hiicrelerinden arindirilmis ECM’ler ise gergek dokularin
hiicresiz fakat protein yapisint koruyan halleridir [17].
Hem doku miithendisligi kapsaminda yaratilan 3B kiiltiir
ortam1 hem de mikroakiskan sistemler sayesinde elde
edilen kontrollii kosullar bir araya geldiginde kok
hiicreleri daha iyi anlamamiz ve manipiile etmemiz
miimkiin olmaktadir [18]. Statik ve 2 boyutlu (2B) kiiltiir
ortaminin aksine dinamik ve 3B bir kiiltiir ortam1 in vivo
kosullara daha yakindir [19].

2. MIKROAKISKAN SISTEMLER (MICROFLUID
SYSTEMS)

Milimetrik dlgiilerin altinda, mikro (pt) ve nano (n) hacim
ve Dboyutlarda, yiizey kuvvetlerinin hakimiyetinde
akiskanlarin davraniglarini ve bu davranislarin hassas bir
sekilde kontroliinii ifade eden mikroakigskan sistemler;
fizik, mekanik, kimya ve miihendislik gibi pek ¢ok
disiplini ~ biinyesinde barindiran ve  giiniimiizde
biyoteknolojik amaclar dogrultusunda yogun bigimde
calisilan bir alandir. Laboratuvarda uygulanan deneysel
prosediirlerin ve biyolojik siireclerin mikroakiskan ¢ipler
tizerinde ¢alisilmasini ifade eden LoC sistemleri, mikro
toplam analiz sistemleri (WTAS) olarak da adlandirilir.
Bu sistemler; numune enjeksiyonundan, karistirma,
depolama, filtreleme ya da ayirma yoluyla optik analiz,
inkiibasyon ve drnek islemeye kadar bir¢ok islevi tek bir
platforma entegre edebilmektedir [20]. Tim bu islevleri
paralel sekilde gerceklestirebilecek karmasik ¢ip
sistemleri de gelistirilmektedir.

Hiicrelerin birbiriyle olan etkilesimleri ve molekiiller
aras1 uzakliklar diisiiniildiigiinde biyolojik materyalleri
cip sistemlerinde calismak mantikli goriinmektedir.
Ornegin; hiicrelerin cap1 yaklasik 1 ila 20 pm arasinda
degisirken bir siv1 igerisinde molekiiller aras1 uzaklik ise
yaklasik 0,1 nm’dir. Ote yandan bir ¢dziinenin difiizyon
hiz1 memeli hiicresine gore 10° kat, bir proteine gore ise
50 kat fazladir [21]. Yani hiicre ve ¢evresindeki olaylar
mikro ve nano Olgeklerde gerceklesir, akigkanlar
dinamiginden son derece etkilenir [22]. Bu durumda ¢ip
sisteminde reaktifleri karistirma, dagitma, reaksiyona
sokma, hiicreleri yakalama ve biyolojik analizleri
gerceklestirme gibi olaylar i¢in mikron ve mikron-alti
diizeyde etki eden fiziksel kuvvetleri hesaba katmak
gerekir. Siv1 ve gazlar ya da bir bagka deyisle akigkanlar,
bir kaydirict kuvvet uygulanmasi ile deforme olabilen
maddelerdir, yani bunun i¢in basing, alan gradyanlari,
ylizey gerilimi ve yergekimi gibi bir dis etken gereklidir.
Kisacast akigskanin  viskozitesini asarak akmay1
stirdiirmek i¢in belli bir kuvvet uygulamak sarttir. Bu
konu fizigin akigkanlar mekanigi altinda incelenir ve
LoC sistemleri igin oldukg¢a dnemlidir. Cip igerisinde bu
tiir islevler genellikle, hareket halindeki bir siviya etki
eden yercekimi, basing ve viskoziteden kaynaklanir [21].
Cipler igerisindeki akig, siringa ve peristaltik pompalar
gibi geleneksel, harici akiskan pompalar veya ¢ip-iistii
piezoelektrik, pnomatik ve elektromanyetik mikro-
pompalar tarafindan saglanir [23]. Mikro-pompalari ve
onlar1 calistirmak icin gerekli giic kaynaklarint c¢ip
lizerine entegre etme siiregleri oldukga karmasik
oldugundan geleneksel yontemler daha gok tercih edilir.
Pompa sistemlerine ve g¢iplerin girig-¢ikis noktalarina
baglanan kiigiik 6lgekli hortumlar yardimiyla sivi ¢evrimi
saglamak en yaygin yaklagimlardan biridir.

Mikroakigkan hiicre kiiltiirii sistemlerinde, hiicrelere
besiyeri ulastiracak bir mikro-kanal sistemi tasarlanir.
Akis siirekli ya da belli araliklarla saglanir ve besiyeri
devridaim  yapilabilir.  Mikro-kanallardaki  kayma
gerilmesi, geleneksel makro dlgekli kiiltiirlere nazaran
o6nemli dlgiide biiytktiir. Literatiirde “shear stress” olarak
gegen kayma gerilmesi, bir malzemenin deformasyonuna
neden olabilen mekanik bir kuvvettir. Gergek sivilar bu
gerilmeye dayanamaz ve siirekli olarak “deforme”
olurlar, yani basitce akarlar. Farkli hiicre tipleri,
ortamdaki kayma gerilmesine farkli tepki verdiginden ve
hiicreler tarafindan tolere edilebilecek bir esik degeri
oldugundan, bu kuvvetin Ol¢iisii dikkatli bir sekilde
hesaplanmalidir [24-25]. Degisen kayma gerilmesi,
hiicrelerde gen ekspresyonlarini dahi etkilemektedir [26].
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Sekil 1. Mikroakiskan sistem tasarlanmast i¢in gerekli siireg ve bilesenler. A) Birgok uygulamayi tasarlarken ortak bilegenler tizerinden hareket
etmeyi saglayan hiyerarsik tasarim yaklagimi ve B) Mikroakiskan bir sistem tasarlama siirecindeki temel basamaklar. (Necessary
processes and components for designing a microfluidic system. A) A hierarchical design approach that allows using common
components when designing many applications and B) The basic steps in the process of designing a microfluidic system.)

Mikroakigkan sistemleri rutin uygulamalara
doniistirmek esas hedeflerden birisidir. Uygulamalarin
karmasikligi, yonetilebilir bir seviyeye
indirgenebilmelidir. Bir LoC mimarisi i¢in Onerilen
hiyerarsik simiflandirmada; en st seviyede fonksiyon,
ikinci seviyede mikroakiskan islemler, iigiincii seviyede
ise bu islemleri gerceklestirmek icin gereken bilesenler
yer alir [27]. Bu mimari, arastirma i¢in gereksinim
duyulan 6zellikleri ve bilesenleri segme esnekligi saglar
(Sekil 1A). Mikroakigkan sistemlerin tasarim siiregleri,
kullanilan teknikler ve malzemeler bir sonraki béliimde
daha detayli tartigilmistir.

2.1. Mikroakiskan Sistemlerin Uretiminde Kullanilan
Teknikler ve Malzemeler (Techniques and
Materials Used in the Production of Microfluidic
Systems)

Mikroakigkan bir sistem tasarlamak, ¢ok sayida asama,
tekrarlama ve optimizasyon gerektiren karmagsik bir

gergeklestirilecek iglemler géz oniinde bulundurularak
kritik tasarim boyutlarinin belirlenmesi ile devam eder.
Kritik boyutlar, iiretim siirecini belirlemek i¢in 6énemli
olup kullanilacak yontem ve yapilacak islemlere uygun
olarak malzemeler secilmelidir [28]. Ornegin; deneysel
stireclerde ya da iiretim asamasinda izopropanol veya etil
alkol ile yapilmasi1 gereken bir iglem varsa, mikroakiskan
¢ip bu kimyasallarda ¢oziinen polimetilmetakrilat
(PMMA) kullanilarak imal edilmemelidir.

Cip prototiplerinin {iretiminde kullanilan tekniklerin
basinda lazer uygulamalari, bilgisayarli sayisal kontrol
(CNC) frezeleme, fotolitografi ve yumusak litografi
gelmektedir (Sekil 2). Mikro-kanallar, dogrudan lazer
asindirma ya da frezeleme islemiyle veya indirekt olarak
maskeli  fotolitografik  desenleme  islemleriyle
olusturulabilmektedir (Sekil 3A). Lazer uygulamalarinda
polimer molekiillerinin baglarmi kirmak icin yiiksek
giicte bir lazer 15181 kullanilir ve bdylece uygulanan

stiregtir (Sekil 1B). Tasarim siireci, cihazin sahip olmasi bs)lgele?den pohmerler uzakl"astlflhr. frezeleme
gereken islevlerin belirlenmesi ile baslar ve ¢ip iizerinde ~ YOnteminde, islenen parga iizerinde ilerlenerek
ARG e T e \
. Mikrokanal Fabrikasyonu ‘\ { Birlestirme ve Arayiiz Olusturma \I
MlkroaklskaCOUygulamalar | : |
Mikrokanal Dizayni : | Polimer Baglama :
|

l T'_L. Direkt Arayiiz Olusturma |
Materyal segimi ve \ Milfrokalnp | i miharleme ﬁ :
fabrikasyon stratejileri fabrikasyonu ' |
! | 0O, plazma Swvi girig/cikis |
& baglama aray(z |

Polimer Materyalleri Sicak kabartma o 1
CNC freze | [PShi® '=g : I
o | Elektriksel |
\ PDMS l Enjeksiyon kaliplama | = 5 aray0z :

: 11 irekt

. Lazer igleme ‘ | baglama —
\ T i Silindir baski | Analitik :
- Dijital maket I bk arayiz |

kesici -t Ara

Hl baglama :
PDMS-tabanl | | { |
Sistemler | Prototipleme Yontemi - ; 2 ot |

Termoplastik 2 _ e e g
Sistemler N s e e e \\ ________________ //

Sekil 2. Farkli teknikler ile mikroakigkan sistem iiretimi, [30]’dan uyarlanarak. (Production of microfluidic systems with

different techniques, adapted from [30].)
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malzemeyi ¢ikarmak icin doner bigaklar kullanilir.
Fotolitografi tekniginde ise mikron alt1 seviyelere kadar
kiiciik desenler; foto-kimyasallar, foto-rezistler ve 1s1k
yardimiyla yazdirilir. Istenilen desen bir radyasyon
kaynagina, bir maske yardimiyla segici olarak maruz
birakilarak 1518a duyarli bir malzemeye aktarilir. Isiga
duyarli kimyasal maddenin fiziksel 6zellikleri degisir ve
bu degisen Ozellikler maruz kalan bdlgelerin maruz
kalmayan bolgelerden farkli olmasini saglar. Boylece
capraz baglanma saglanmaktadir [29]. Ticarilesmis
mikroakigkan sistemlerin orta ve yiiksek hacimli seri
iiretiminde; enjeksiyon kaliplama, silindir baski ve sicak
kabartma yontemleri tercih edilir [30].

Lazer ablasyon ve mikro-frezeleme teknikleri genellikle
termoplastik  polimerler iizerinde kullanilmaktadir.
Desenleme islemlerinin ardindan termoplastik mikro-
kanallar, termal birlestirme adi verilen bir yontemle
kapatilir [31]. Termoplastikler disinda siklikla kullanilan
bir bagska malzeme, yumusak bir ¢esit elastomer olan
polidimetilsiloksan (PDMS)’dir. PDMS dokiim ya da
yumusak litografi; hedeflenen yapinin ters goriintiisiinii
tagtyan bir ana parganin, 151k ya da sicaklik gibi bir dig
faktore maruz birakildiktan sonra katilasan sivi bir
malzeme ile kaplanmasidir. Malzeme polimerlestikce
kalibin seklini almaya baglar. Polimerlesmenin ardindan
olusan kopya, ana pargay1 genellikle saglam birakarak
cikarilir. Bu yontem, mikro ve nano yapilarin
olusturulmasi i¢in ucuz ve etkilidir. Kapali bir
mikroakiskan sistem elde etmek igin, kaliptan ¢ikarilan
kopya, cam ve benzeri materyaller ile birlestirilir (Sekil
3B). Farkli amaglar dogrultusunda farkli malzemeler ve
tasarimlar kullanilabilmektedir.

Mikroakigkan ¢ip sistemlerinin {iretiminde yaygin olarak
kullanilan bazi malzemeler ve ozellikleri Cizelge 1’de

UV igik

Maske mmm | _—

Fotorezist Materyal ﬁ

Substrat

Il .-

UV’ye maruz kalan
bélgelerde degigir.

Materyal soliisyonda bekler.

ii. Pozitif fotorezist
sollisyonu, UV'ye maruz
kalmis bélgeyi
uzaklastinr.

i. Negatif fotorezist
sollisyonu, UV'ye maruz
kalmamis bolgeyi
uzaklastinir.

Fotorezistin 6zellikleri

verilmistir. Elastomerler oldukca viskoelastik yapida
olan 6zel polimerlerdir. Oda sicakliginin altindaki camsi
gecis sicakliklarinda hafifce c¢apraz bagli ve amorf
formdadirlar. Polimer zincirleri arasindaki molekiiller
arast kuvvetler olduk¢a zayiftir. Mikroakiskan
sistemlerin iiretiminde hedefe bagli olarak PDMS diginda
bagka elastomerler (tetrafloroetilen-propilen  [32],
stirenik blok kopolimerler [33] gibi) cam, SU-8 gibi
negatif fotorezistler, ¢esitli termoplastikler siklikla
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda en bilinenlerden biri
PMMA’dir ve ticari olarak pleksi ismiyle tanmir. Optik
olarak seffaf ve elektriksel olarak yalitkan olan cam,
amorf bir malzemedir ve genellikle standart fotolitografi
veya 1slak/kuru asindirma yontemleriyle islenir [34].
Seramik mikroakigkan platformlar; homojen yiizey
kimyasina sahip, tamamen hava gecirmez bir sekilde
kapatilmis olarak diigiikk sicaklikli co-firing teknolojisi
kullanilarak {iretilebilirler. Bu teknoloji, tiim seramik
destek yapisinin ve herhangi bir iletken, direngli ve
dielektrik malzemenin ayn1 anda bir firinda pisirildigi bir
tekniktir. Seramik substratlarindan ¢ok katmanli
devrelerin iretimini saglar. Esasen kapasitorler,
indiiktorler, direngler, transformatorler ve hibrit devreler
iretilmesinde kullanilan bu ydntem, mikro-elektro-
mekanik sistemlerin (MEMS) elektronik bilesenlerinin
saglam montaji1 i¢in de uygundur. Seramik mikroakigkan
sistemlerde genellikle diisiik sicaklikta pisirilmis
seramikler kullanir. Aliminyum oksit bazli malzemeler
ornek olarak gosterilebilir [35]. Termosetler, yiiksek
oranda ¢apraz bagli polimerik yapilarindan dolay1
mukavemetleri yiiksektir ve isitildiklarinda sertlesirler.
Optik olarak seffaf ve ucuz olmalarina ragmen gaz
gegirgen degildirler, bu da onlar1 uzun siireli hiicre
kiiltiirleri i¢in yetersiz materyaller yapar.

UV Isik

Maske mm v+ v v . i
Pozitif Fotorezist
Substrat

" Desenlenmisg Fotorezist

- | L » Master

+PDMS Oncii Polimer
| | | [ |

+PDMS Kalip

—+ Mikrogip
Cam

Sekil 3. Temel fotolitografi ve cip iiretim siiregleri. A) Negatif (i) ve pozitif (ii) fotorezistlerde desen olusturma prensibi ve B)
Fotolitografi ve PDMS kaliplama teknigi kullanilarak mikroakigkan ¢ip tretimi. (Basic photolithography and chip
manufacturing processes. A) Principle of pattern formation on negative (i) and positive (ii) photoresists, and B)
Microfluidic chip fabrication using photolithography and PDMS molding technique.)
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Cizelge 1. Mikroakigkan cihaz tiretimi i¢in kullanilan malzemelere genel bakis [34]’den uyarlanarak. (Overview of materials
used for microfluidic device fabrication, adapted from [34].)

Ozellik Silisyum/Cam Seramik Elastomer
Young modiilii 130-180/50-90 ~120 ~0.0005
Yaygin <o o Dilgiik sicaklikh o
mikrofabrikasyon Ketitegah co-firing Sl
En kiigilk kanal <100 nm ~100 pm <lpm
Kanal profili Simirh 3B B iB
Cok katmanl :
lanallas Zor Kolay Kolay
Termo-stabilite Cok yiiksek Cok yiiksek Orta
Yiikseltgen direnci Harika Miikemmel Orta
Gozici A S
uyumulugu Cok yiiksek Cok yiiksek Diigiik
Hidrofobiklik Hidrofilik Hidrofilik Hidrofobik
Yiizey yilkii Cok stabil Cok stabil Stabil degil
Ol <0.01 <0.01 ~500
gegirgenligi
Opti
piik Hayr/Yiiksek Hayir Yiiksek

transparanhk

PDMS tabanli mikroakigkan sistemler, kolay imalat,
diisiik maliyet, optik seffaflik ve yiliksek gaz gecirgenligi
gibi avantajlar sagladiklar i¢in biyolojik ¢aligmalarda
yaygin olarak kullanilmaktadir [36]. PDMS tabakanin da
dahil oldugu bilesenler, tam bir sistem olusturmak {izere
tersinir ya da kalict sekilde monte edilmelidir. Bir PDMS
bileseninin bagka bir PDMS bileseni veya bir cam alt
tabaka ile tersinir olarak birlestirilmesi klipsler ile
sikistirilarak  saglandiginda ileri gelen sizdirmazlik
yetenegi, iki diiz ylizey arasindaki van der Waals
kuvvetlerinden kaynaklanir. Bu kuvvetler genellikle
yiiksek basinglara dayanikli degildir. Ayrica dengesiz bir
stkistirmada  sizinti riski olasidir. Cip igerisindeki
kanallarda, akisin neden oldugu yiiksek basinca
dayanabilmek i¢cin PDMS yiizeylerini kimyasal olarak
modifiye etmek kalici bir montaj saglar. Bu montaj
genellikle oksijen (O2) plazma uygulamasi ile saglanir.
0O, plazma iglemiyle, PDMS yiizeyindeki silan (Si-CHs)
gruplari, bagka bir yiizeydeki hidroksil, karboksilik asit,
keton gibi uygun gruplarla yogunlagabilen ve 30-50 psi
basinca dayanabilen, silanol (Si-OH) gruplarina doniisiir
[36]. O» plazma yontemi, temiz bir odada plazma
jeneratorii veya reaktif iyon agsindirici gerektirmesi
nedeniyle birgok arastirmaci alternatif arayiglarina
gitmektedir. Bu alternatiflerden biri olan mikro-transfer
montaj yonteminde hi¢ sizinti olmadig1 gosterilmistir
[37]. Ayrica donel kaplama cihazi disinda 6zel bir
ekipman gereksinimi olmadigindan ve toz gibi
kirleticilerden etkilenmediginden temiz oda ihtiyaci da
yoktur. Oz plazma yoénteminde zaman zaman PDMS
ylizey piiriizliigiinden kaynakli sizintilar olabilmektedir.

Tasarlanan ¢ipin, sistemin dis ekipmanlar1 ile de
baglantili olmas1 gerekir. Bunun i¢in ticari olarak temin

Termoset Termoplastik Hidrojel Kagt
2.0-2.7 1.4-4.1 Diisiik 0.0003-0.0025
Kaliplama, Termo- Kaliplama, Fotolitografi,
fotopolimerizasyon kaliplama fotopolimerizasyon baski
<100 nm ~100 nm ~10 pm ~200 pm
iB 3B iB 2B
Kolay Kolay Orta Kolay
Yiiksek Orta-Yiiksek Diisiik Orta
Iyi Orta-lyi Diigik Digitk
Yiiksek Orta-Yiiksek Diisiik Orta
Hidrofobik Hidrofobik Hidrofilik Amfifilik
Stabil Stabil
0.03-1 0.05-5 =1 =1
Yiiksek Orta-Yiiksek Diigiik-Orta Diigiik
edilebilen  konektdrler ve epoksi yapistiricilar

kullanilmakta olup cesitli sinirliliklar1 bulunmaktadir
[38]. Cihazlara kalict sekilde baglanabilen polimer ara
baglantilar da mevcuttur ancak genellikle otoklav gibi
sterilizasyon kosullarina dayanamadiklarindan biyolojik
uygulamalarda kullanimlar1 ¢ogunlukla uygun degildir.

Son yillarda giderek yayginlasan bir diger {iretim teknigi
ise 3B yazicilardir. Hizli prototipleme imkéni ve nispeten
basit prosediirii sayesinde zaman alici, daha fazla
uzmanlik ve pahali ekipman gerektiren diger yontemlere
kiyasla mikroakigkan cihazlarin imalati i¢in 6zellikle ilgi
¢ekicidir [39]. Bu noktada ise giiniimiizde kullanilan 3B
yazicilarin halen yeterince iyi ¢Oziiniirlikte baski
yapamamalart sorunu akla gelmektedir. Bu sorunu
asabilen 3B-yazicilar gelistirildikce mikroakiskan
sistemlerin liretiminde kullanimlar1 artacaktir. Bu siiregte
ozellikle 3B baski i¢in kullanilacak malzemelerin se¢imi
ve ¢ipin tasarimi1 6nemlidir.

2.2. Mikroakiskan Sistemlerin Kullanim Alanlar
(Usage Areas of Microfluidic Systems)

Son yillarda mikroakigskan sistemler, diisiik maliyetli
teshis cihazlar1 gelistirmek i¢in yogun olarak ¢aligilan bir
alandir. Point-0f-care (PoC) ya da hasta yam testleri
olarak da bilinen sistemler daha hizli, uygulamasi kolay
ve diisiik maliyetlidir. Bu tiir hizli test sistemleri 6zellikle
kaynak ve uzman yetersizligi olan bdlgeler ve gelismekte
olan iilkeler icin oldukca faydalidir. Ornegin, esasen
lateral akis teknolojisinden faydalanilan kagit-tabanl
mikroakiskan sistemler, PoC testlerinin karmagsik
islemlere ve harici ekipmanlara ihtiya¢ duyulmadan
gerceklestirilmesine izin verir. Bu sayede Diinya Saglk
Orgiitii (WHO) niin ASSURED kriterleri (Sekil 4) de
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Sekil 4. Tani testleri igin WHO tarafindan belirlenen kriterler. (The criteria set by the WHO for diagnostic tests.)

karsilanabilir [40]. Giinlimiizde herkesce bilinen; gebelik
testleri, glukometreler ve hatta koronaviriise karsi
gelistirilmis antikorlarin varligini tespit eden hizli test
kitleri akigkan sistemlerin kullanildig1 &rneklerden
bazilaridir.

Genellikle tam kan, tiikiiriik, idrar gibi test
numunelerinde  (farkli  hiicreler ve  kirleticiler
icerdiginden) kapsamli ve dogru analizler i¢in hizli ve
efor gerektirmeyen ayristirma iglemleri sarttir. Benzer bir
durum hiicre lizatlar1 ve silispansiyonlar1 i¢in de
gecerlidir. Ornek bilesenleri; yikama asamalarmdan
gegirilir ve yercekimi, hidrodinamik, elektrik, manyetik
veya dielektroforetik kuvvetlere ya da bunlarmn

kombinasyonuna dayanan farkli mekanizmalarla
ayristirilabilir [41-42]. Son yillarda 6zellikle lateral akis
kullanan tam entegre akiskan sistemler

yayginlagsmaktadir [43]. Bu sistemlerde genellikle; 6rnek
enjeksiyonun saglandigi kisim, yikama bdlgeleri ve
deteksiyon alanlar1 bulunur.

Lizat hazirlamadan direkt hiicre siispansiyonlari ile
calistldigt  durumlarda  hiicreler ¢ip  {izerinde
parcalanabilmektedir. Parcalama islemi geleneksel
yontemlerde oldugu gibi termal, kimyasal, mekanik veya
elektriksel yolla gergeklestirilebilir [44]. En basit
parcalama  yontemlerinden  biri, hiicre  kiiltiirii
uygulamalarinda siklikla kullanilan litik ajanlardir [43].
Mikro-kanaldan akigi saglanan soliisyon, hiicrelerle
difiizyon yoluyla etkilesir. Pargalanmis hiicrelerden
salinan materyal bir saptama kanalina geger [45]. Tiim bu
siireglerin yer aldigi, diisiik maliyetli, ideal bir PoC
cihazinin;  mikroakigkan  sistemler ve malzeme
bilimindeki gelismelerle yakin gelecekte gergeklesmesi
beklenmektedir [46]. Amag; cihazin, daha Once de
belirtilen ASSURED kriterlerini karsilamasidir. Portatif
ve sabit bir ana aygita takilan ucuz maliyetli ve tek
kullanimlik uglar ile numunenin igleme bdliimiine
aktarilmasi, reseptorler araciligiyla ilgili parametrenin
saptanmasi ve en sonunda sonucun bir ekrana ya da akill
cihaza yansitilmasi beklenir. Bu sonuglarin elektronik bir
saglik kaydinda biriktirilmesi ve hatta doktor tarafindan
takip edilebilmesi de PoC cihazlarinin hedeflerindendir.

Hiicre igeriklerinin ya da hiicre dis1 viicut sivilarinda yer
alan metabolitlerin ayristirilmasinin yani sira hiicrelerin
kendisi de mikro Olgekli akigkan sistemlerde
ayristirilabilmektedir. Bu ve benzeri uygulamalar

Ozellikle in vitro tani testlerinde 6n plana ¢ikmaktadir.
Geleneksel hiicre ayirma teknikleri genellikle hiicre
popiilasyonlarindaki boyut, sekil, yogunluk, adezyon ve
deforme olabilirlik gibi mekanik ve fiziksel 6zelliklerin
farkliliklardan yararlanir. Manyetik 6zelliklere dayali
ayirma da son yillarda popiiler hale gelmistir. Benzer
fiziksel ve elektromanyetik ozelliklere sahip hiicreler
arasindaki ayrimi saglamak i¢in en verimli yontemlerden
biri ise hiicre afinitesindeki farkliliklar1 (ylizey
biyobelirtegleri) kullanmaktir [47]. Mikroakiskan hiicre
ayristirma teknikleri basitce aktif ve pasif olarak
simiflandirilabilir. Aktif teknikler harici bir kuvvet
alanina dayanirken pasif teknikler kanal geometrisine ve
dogal hidrodinamik kuvvetlere dayanir [47]. Aktif
ayrigtirma  teknikleri arasinda; floresanla aktive,
manyetik, elektroforetik, optik ve akustik ayrigtirma
sayilabilir. Pasif yontemler arasinda ise; siitun ve set
yapilari, sikismis akis fraksiyonasyonu, hidrodinamik
filtrasyon,  eylemsizlik  kuvvetleri,  biyomimetik
ayristirma ve afinite-tabanli ayrigtirma yer alir [48].

Son yirmi yilda, mikroakiskan cihazlar hiicre ayirma [49-
50], biyokimyasal analizler [51], hibridizasyon [52] ve
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) [53] dahil olmak
lizere cesitli biyolojik uygulamalarda muazzam bir
potansiyel géstermistir. Bu sistemler, geleneksel makro
Olcekli laboratuvar tekniklerine gore birgok avantaj
sunar. Geleneksel teknikler, 6rnegin petri kaplarinda
gerceklestirilen 2B kiiltiir sistemleri, in vivo hiicresel
mikro ortamlari taklit etmede yetersizdir. Hiicreler kiiltiir
kabina alindiginda birgok hiicresel fenotip kaybolur [54].
Mikroakigkan sistemlerin hiicresel siireclere uygunlugu,
hiicrelerin incelenmesine dair yeni bakis agilari
kazandirir. Ozellikle kisith numune ile g¢alisiimasi
gereken durumlarda, 6rnegin tek hiicre analizi gibi
uygulamalarda [55-58], ¢ip sistemlerinin avantajlart
agikardir. Mikroakiskan sistemlerin organ-on-chip (OoC)
yani ¢ip-iistii-organ uygulamalari, tek bir organin veya
birden fazla organin en kiiciik islevsel birimlerinin
tiretilip ¢alisilmasina dahi izin verir [59]. Bu tiir cihazlar,
kaplarda kiiltiirlenen hiicrelere kiyasla daha uygun bir in
vitro model sunar. Hatta 2B Kkiiltiir yontemleriyle taklit
edemeyecegimiz modelleri olugturmak da miimkiin olur
[60-61]. Dogal doku ve organlarda mikrogevreler; hiicre
ve ECM bilesenleri, ¢oziiniir faktorler, sivi akisi ve
mekanik stres gibi parametreler agisindan 3B, heterojen,
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anizotropik ve dinamiktir [62]. Bu nedenle, hiicresel
mikrogevreleri in vitro kosullarda olabildigince taklit
etmek hem biyolojik sistemlerin daha iyi anlagilmasin
hem de doku miihendisligi uygulamalarinin bagarisini
artirmay1 saglar.

Mikroakigkan bir cihazda hiicre kiiltiiriiniin ilk adimi
hiicrelerin ~ uygun  sekilde  ekilmesidir.  Cogu
mikroakiskan cihaz, bir pipet ile dogrudan hiicre ekimine
izin verecek sekilde tasarlanir. Ekim sirasinda ortaya
cikan problemlerden biri hava kabarcigr olusmasidir.
Genellikle ¢ip iiretiminde kullanilan PDMS ve diger baz1
polimerlerin  hidrofobisitesinden ileri gelen hava
kabarcig1r olusumu, kanallarin tikanmasma ve hiicre
kaybma yol acar. Onerilen bazi ¢oziimler; kabarcik
kapanlari, hidrofilik kaplamalar ve aktif kontrol edilen
kabarcik giderme sistemleridir ancak bu ¢oziimler
karmagik ve maliyetli oldugundan en etkin ¢6ziim hiicre
ekimi sirasinda mimkiin oldugunca titiz davranmaktir
[63].

Hiicrelerin tekrarlanabilir sekilde istenilen konumlara
yonlendirmesi 6nemli bir husustur ve bu amacla
kullanilan ¢esitli ¢ip {istii immobilizasyon ve hiicre
yakalama teknikleri mevcuttur. Tek hiicre bazinda
uygulanabilen teknikleri arasinda; hidrodinamik akis ve
odaklanma, ¢ip iistii valfler ve pompalar, mikroakigkan
damlaciklara enkapsiilasyon, optik ve optoelektronik
yakalama, dielektroforetik yakalama ve geometrik
yakalama bulunur [22]. Cesitli ¢alismalar mikroakiskan
sistemlerde hiicre yogunlugunun son derece yiiksek
(1x10® hiicre/ml) ya da tek bir hiicreye kadar diisen
seviyelerde olabilecegini gostermektedir [64]. Burada
onemli bir zorluk, yogunlugun kuyularda istenilen
sekilde ayarlanmasidir. Bunun igin hiicre yiikleme
bolmesi ile kuyular arasi mesafeyi en aza indirmek,
¢okelmeyi azaltmak amaciyla kollajen gibi viskoz bir
tagtyic1 kullanmak ve hiicre haznesini dondiirmek gibi
yaklagimlar kullanilir [65].

Birka¢ hiicre tipi dogal fenotiplerinde tek tabakaya
benzer (epitel gibi) veya siispanse (kan hiicreleri gibi)
olmasina ragmen, ¢ogu hiicre in vivo’da 3B ortamda
bulunur. Bir¢ok mikroakigkan kiiltiir sistemi, hiicreleri
2B kiltirlemek i¢in tasarlanmigtir; ancak, son
zamanlarda mikroakigkan cihazlarda hiicrelerin dogal
fenotipini 3B ortamlarda taklit etmek igin ¢aligmalar
yapilmaktadir [62]. 3B ECM ve hidrojel sistemleri,
mikroakiskan sistemlerinde bu amag¢ i¢in, Ornegin
damlacik metodu kullanilarak uygulanmaktadir [66]. Bu
yontemde hiicreler c¢esitli hidrojel yapilart igerisine
mikroakiskan platform tarafindan kontrolli sekilde
ylklenir [67]. Bu metot ile yalnizca hiicrelerin degil; tek
bir sferoidin bir damlacik igerisine yiiklenebildigi
sistemler de gelistirmek miimkiindiir [68].

Mikroakiskan sistemlere hidrojellerin dahil edilmesi ile
¢oziiniir faktor gradyanlarinin kontrolii [69] veya ayrik
doku yapilar arasinda dinamik etkilesim kurulabilecek
bir arayiiz ortam1 saglanmas1 miimkiindiir. Hidrojellerin
birden fazla ECM faz1 olusturmalari i¢in mikroakiskan
kanal yapilari tasarlanmaktadir. Ornegin; kok hiicrelerin

ayni jel igerisinde farkli hiicre tiplerine doniistiiriildiigi
arayliz yaklagimlarinda, mikroakigkan sistemler aracili
kontrollii kimyasal gradyanlardan faydalanilir [70].

Mikroakigkan  sistemler  araciligiyla  jel  Oncii
¢ozeltilerinin iletimi, 3B doku iskelelerinin bilesimini ve
yapisini hassas bir sekilde kontrol etmeyi saglar. In situ
jellestirerek elde edilen hidrojel iskelesi, mikroakiskan
sistemindeki kuyularin yapisi ile mikro-desenlenebilir.
Bu yontem ile birden fazla dncii ¢ozelti ile kompozit yap1
iskeleleri de olusturulabilir. Kompozitler, birbirinden
farkli 6zelliklere sahip birden fazla bilesenin makro
diizeyde bir araya gelmesiyle olusan karmasik yapilar
olup bir malzemenin eksik yanini bir bagka malzemenin
giiclii 6zelligi ile kompanse edebilmeyi saglar [71]. Yap1
iskelelerinin olusturulmasi1 amaciyla yaygm olarak
kullanilan liyofilizasyon gibi teknikler ortalama gbzenek
boyutunu kontrol edebilir ancak ¢ogu zaman yeterince
hassas olmayan gozenek dagilimima neden olabilir [72].
Jelasyonun yani1 sira benzer bir ydntem ile Oncii
cozeltilerden mikrosfer yapilar olusturmak amaciyla in
situ karigtirilmalar ve mikrosferlerin ilag ya da bilyiime
faktorii  gibi  molekiillerle yiiklenebilmeleri  de
miimkiindiir [73-74].

Mikroakigskan sistemlerinden faydalanabilecegimiz bir
bagka onemli hiicresel davranig olan hareket; cevresel
faktorler, sinyal iletimi ve hiicre iskeletinin yeniden
diizenlenmesi  gibi  siireglerin  birlikte  uyumlu
calismasindan kaynaklanir. Yapisik bir hiicrenin gogii;
hiicrenin morfolojik polarizasyonunu, hiicre zarinin
uzanmasini, ileri yonde hiicre-substrat yapigmalarinin
olusumunu, kasilma kuvveti yoluyla hiicre gévdesinin
yer degistirmesini ve geri yonde hiicre-substrat
yapismalarmin ayrilmasii kapsar [75]. Yonlendirilmis
hiicre  hareketliligi, organizmalarin  gelisimi  ve
stirdiiriilmesi igin gereklidir. Hiicre hareketliligindeki
herhangi bir anormalligin zihinsel gerilik, vaskiiler
hastaliklar, tiimor olusumu ve metastaz gibi ciddi
patofizyolojik sonuglara yol agtig1 bilinmektedir [76]. Bu
nedenle, hiicre hareketliliginin daha iyi kontrolii ve
anlagilmasi bu gibi durumlar i¢in yeni tedavi stratejilerin
gelistirilmesinde rol oynayabilir. Yara iyilesme
stirecinde fibroblast ve epitel hiicrelerinin yara bdlgesine
gociinde oldugu gibi kemotaktik hareketler kontrol
edilirse iyilesme siireci desteklenebilir. Bu yondeki
ihtiyaclar1 karsilamak ve hiicre hareketliligini aktif ya da
pasif olarak kontrol etmek amaciyla MEMS teknolojisini
kullanan bazi yontemler gelistirilmistir. Ornegin “Roma
platformu” admm1 alan ydntemde arastirmacilar
morfolojik polarite ile mikro-desenlenmis bir ortamda
hiicrelerin mekano-sensorlerinden faydalanarak hareket
kontrolii  saglamislardir  [77]. Gradyan iireten
mikroakiskan cihazlar da cesitli ¢alismalarda gdg,
proliferasyon, farklilasma gibi hiicre davraniglarinin
gergek zamanli izlenmesinde kullanilmistir [78].

Cip sistemlerindeki en Onemli yaklagimlardan biri
ozellikle ilag ve kozmetik sektorlerini ilgilendirmektedir.
Bir ilacin ya da etken maddenin bir doku iizerindeki
tedavi edici ya da toksik etkisi genellikle baska bir
dokunun (6rnegin; karaciger, bobrek) metabolik
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aktivitesine de bagli oldugundan, in vivo diizeyde
meydana gelen karmagik farmakolojik ve farmakokinetik
etkilesimlerin in vitro uygulamalar ile yeterince
anlagilamamasi toksikolojide 6nemli bir sorundur [22].
Biyofarmasétikler icin her ne kadar hiicre bazli testler
yararli On veriler saglasa da etkileri dogrulamak ig¢in
halen hayvan testlerine gereksinim duyulmakta fakat
klinik asamaya gelindiginde sonuglarin insanda
goriilecek  toksisiteyi bire bir tahmin edemedigi
goriilmektedir [79]. Klinik deneylerdeki basarisizliklarin
bliylik bir c¢ogunlugunun karaciger toksisitesinden
kaynaklandig1 ve bunun &nemli bir zaman ve kaynak
israfina yol actig1 disiiniilmektedir [80]. Bu noktada LoC
ve OoC sistemleri in vivo ve klinige daha yakin sonuglar
vermektedir [81]. Bu sistemler sayesinde hem hayvan
deneylerine olan gereksinim azalmakta hem de 6zellikle
kisisellestirilmis tedavi yaklagimlarinin ivme
kazanabilecegi dngoriilmektedir [82]. Doku veya organ
diizeyindeki ozellikleri taklit edebilen minimal islevsel
organ yapilari, in Vvivo’ya en yakin kosullarin
saglanabilmesi icin olusturulmaktadir. Ozellikle ¢ip
lizerinde karaciger caligmalari olduk¢a yaygindir [83].
En basit 6rneklerden biri, bir doku tiiriiniin islevlerini
sergileyen yalnizca bir tiir hiicreyi igeren perfiize edilmis
bir mikroakiskan sistemdir [84-85]. Ornegin indiiklenmis

pluripotent kok hiicrelerden (iPKH) elde edilen
hepatositlerin ~ karaciger  fonksiyonlarmi  devam
ettirebildikleri;  salgiladiklar1  albiimin, CYP3A4,

kolesterol ve iire diizeylerinden tespit edilebilmistir [86].
Bu tir bir model kisiye ozel tedaviler gelistirmek
amactyla hastanin kendi hiicreleri kullanilarak da
yapilabilir (Sekil 5). Ancak bu nispeten basit
say1labilecek sistem, ¢ogu zaman in vivo’yu taklit etmek
icin  yetersizdir. Bu nedenle ¢ip sistemlerine
mikrogevreye daha ¢ok benzeyecek sekilde farkli hiicre
tirleri, ECM’yi taklit edecek yapilar, ¢esitli sinyal
molekiilleri ve gerekli dig uyaranlar eklenmektedir [87-
89].

lndﬁk;anmis
Pluripotent Kok
Hucreler

Kan Donori

2.3. Mikroakiskan Sistemlerin Giiclii ve Zayif Yonleri
(Strengths and Weaknesses of Microfluidic Systems)

Yasam bilimleri ¢alismalarinda mikro 6lgekli ¢ip
sistemlerinin pek ¢ok avantaji oldugu gibi bazi zayif
yonleri de mevcuttur (Sekil 6). Her gegen giin
arastirmacilar, bu zayif yonleri iyilestirebilecek yeni
yontem ve teknolojiler gelistirmektedir. Cip iizerinde
hiicre kiiltiirlerinin hassas kontrolii, hiicrelerin saglig
acisindan Onemlidir. Besin ortami genellikle bir akis
aracitligiyla  saglanir.  Ogzellikle hiicre  duvarlarinin
olmayis1 ve nispeten biiylik boyutlart bircok memeli
hiicresini kayma gerilmesine daha duyarli hale getirir
[90]. Bu gibi hiicrelerin kullanildigi mikroakigskan
sistemlerde hiicreler ortamdan yeterli besini alirken ayn1
zamanda akistan gerektigi Olglide korunmalidir. Bunun
i¢in difiizyon yoluyla yeterli besin iletimini saglamak
adina esas akis kanali birka¢ mikronluk ¢ok sayida
paralel mikro-kanal ile hiicrelerin bulundugu kuyulara
kopriilendirilebilir [91]. Hiicrelerin akis etkisinden
korunmalari i¢in hidrojellere enkapsiilasyonlar1 ya da
hidrojellerin akis ile hiicreler arasinda arayiiz gorevi
gordiigli modeller de miimkiindiir ancak bu durumda da
difiizyon miktar1 azalabilmektedir [65].

Cip sistemlerinde besiyeri iletimi (TissUse ciplerinde
oldugu gibi) genellikle hassas bir sekilde kontrol edilen
ve uygun hacimlerde akis saglayabilen programlanmis
pnomatik pompalar ile siirekli veya periyodik bir sekilde
yapilabilmektedir [59]. Bunun yani sira tamamen
yer¢ekiminin etkisi ile akis ve besiyeri iletimi saglayan
sistemler de mevcuttur (OrganoPlate, Mimetas) [92].

Farkli tip  hiicreleri ¢iplerin farkli kuyularinda
kiiltiirlerken bolmeler arasinda c¢apraz kontaminasyon
olmamasi gerekir. Bu nedenle, kullanilan hiicre tipi ve
gerekli parametler arttikca kanal agi daha karmagik
tasarlanmalidir. Akisin kesisen kanallarin altindan ya da
iistiinden gegmek i¢in dikey hareket edebildigi tasarimlar
kullanilabilir [93]. Bu yolla kanallar, diizlemsel yerlegim
ile sinirlandirilmaksizin - farkli  kiiltir  kuyularma
yonlendirilebilir. Cip iizerine pnomatik valflerin

Otolog dort Sistemik
Gip-Usti-organ 8
ko-kiiltir( ¥ =
P

Administration
Bagirsak

Distribution
Kan Dolagimi
Metabolism

\
\J

Sekil 5. Hastadan elde edilen iPKH’lerin gesitli hiicre tiplerine farklilastirilarak ayni ¢ip platformu iizerinde birlikte
kiiltirlenmesi, [59]’dan degistirilerek. (Co-culture of patient-derived iPSCs on the same chip platform by
differentiation them into various cell types, adapted from [59].)
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eklenmesi de daha kompleks sivi manipiilasyonlarimni
miimkiin kilar.

Hiicre kiiltiirii i¢in 6nemli gereksinimlerden biri O, ve
karbondioksit (CO2) dengesinin korunmasidir. Farklh
hiicre tiirleri, optimum biiyiimeleri ve fenotiplerini
koruyabilmeleri i¢in farkli gaz konsantrasyonlarmna
ihtiyag duyar. Ornegin, insan embriyonik kok hiicreleri
(iEKH), pluripotensilerini korumak ic¢in diisik O3>
seviyeli (<%5) bir ortama ihtiya¢ duyarken diger memeli
hiicreleri tipik olarak %21 normoksik kosullarda
kiltiirlenir [94]. Kiiltiir icin uygun kabul edilen O>
konsantrasyonu araligindaki degisimler hiicrelerin gen
ekspresyon seviyeleri ve farklilagma davraniglarini
etkiyebilmektedir. Hali hazirda farkli mezenkimal kok
hiicre (MKH) tiirleri, in vivo ortamda laboratuvar
kosullarinda maruz kaldiklarindan ¢ok farkli O
seviyelerinde  bulunurlar [95]. PDMS tabanl
mikroakigkan platformlarmin bir avantaji, PDMS'in
yiiksek gaz gecirgenligine sahip olmasidir (D =4,1 x 10
5 cm?/s) [96]. PDMS'in bu gegirgenligi nedeniyle Oz’in
inkiibasyon ortamindan hiicrelere pasif difiizyonunun
yeterli oldugu varsayilir. Bununla birlikte, cihazi
birlestirirken siklikla kullanilan 5 dakikaya kadar plazma
oksidasyonu da dahil ¢esitli yliizey modifikasyonlar1 gaz
gegirgenligi onemli dlglide azaltabilmektedir [97]. Tipki
0, ve CO; dizeylerinde oldugu gibi sicaklik
seviyelerinin de kontrolii, ¢ipin inkiibatorde muhafaza
edilmesi ile saglanir. Bu durum, gelencksel yontemlerde
oldugu gibi ortam neminin de dengeli olmasini, ayn
zamanda kontaminasyonun minimuma indirgenmesini
saglar. Gerektigi durumlarda, 6zellikle sicaklik gradyani
saglanmak istendiginde ¢iplere 1sitict liniteler ve soguk
akis kanallar1 da dahil edilebilmektedir [64].

2B konvansiyonel hiicre kiiltiirii sistemleri biyolojik ve
tibbi ¢aligsmalar i¢in ¢ok dnemli araglar olsa da kullanilan
yontemler sasirtict bigimde neredeyse 100 yildir pek
degismemis ve artik aragtirmacilar bu kiiltiir kogullarinin
in vivo’yu yansitmada yetersiz oldugunu tartigmaya
baglamistir [98]. Caligmalarin ¢ogu, besin kaynagi, pH ve
sicaklik gibi kiiltiir kosullarinda makro &lgekli kontrol
saglanan plakalarda yiiriitilmektedir. Bu sistemler, hiicre
davranisinin ayrintili sekilde anlasilmasini yeterince
saglayamaz. Mikroakiskan hiicre kiiltiirii sistemlerinde
ise hiicre yogunlugu ile ortam hacmi orani (in vivo'ya
benzer sekilde) genellikle birden fazladir ve bu da daha
fazla hiicre-hiicre etkilesimi saglar. Bu durumda,
mikroakiskan sistem  igerisinde  metabolitlerin
makroskopik kiiltire gore 50 kat hizli tiikenecegi ve
atiklarin 50 kat hizli birikecegi varsayilir. Ozet olarak,
makroskopik kiiltiirdeki 2-4 giinliik zaman aralig1 mikro
sistemde 1-2 saatlik siirece denk gelir [99].

Makro ve mikro Olgekli hiicre kiltiiri modelleri
arasindaki Onemli farklardan biri yiizey alani/hacim
oranidir. Mikroakiskan sistemlerde yiizey alani/hacim
orani ¢ok daha fazladir. Gazlarin hem hiicrelere hem de
hiicrelerden  difiizyon yoluyla etkin tagimmasim
sagladigindan daha yiiksek yiizey alani/hacim oraninin
avantajli oldugu varsayilir [100]. Bunun aksine, fare
fibroblast hiicrelerinin PDMS mikrokanallarda 4 kat daha

diisiik yilizey alani’hacme sahip polistiren (PS) ve PDMS
makro kiiltlirlerine gore proliferasyonlarinin azaldigi
goriilmiistir [101]. Bu oran arttikca cogalma ve
metabolizma gibi temel islevlerde degisiklikler meydana
gelmektedir [99]. Hiicre ve ylizey arasindaki
etkilesimlerin hassas kontrolii hem biyokimyasal hem de
fiziksel farkli uyaranlarin hiicre davranisi iizerindeki
etkisini incelemek igin etkili bir platform saglamaktadir.

Mikroakigskan cihazda siirekli perfiizyon yapildiginda
biyomolekiillerin devamli ortamdan yikanmasindan
dolay1 hiicreler arasi iletisim kisitlanabilir. Bu durumun
ontine gecebilmek icin genellikle bir devridaim sistemi
kullanilir. Bunun yant sira, bir hiicrenin sartlandirilmis
besiyeri bagka bir hiicreye yonlendirilerek ve ortak kiiltiir
sistemleri  olusturularak hiicreler arasi etkilesim
saglanabilir. Wang ve arkadaglar1 tasarladiklari
mikroakigkan ortak kiiltiir platformunda, néral hiicreler
ile etkilesen MKH’lerin geleneksel transwell ortak kiiltiir
sistemine gore noron benzeri hiicrelere daha yiiksek
noronal gen ekspresyonu (beta III tiibiilin: %67; glial
fibril asidik protein (GFAP): %86,2 / beta III tiibiilin:
%359,8; GFAP: %52,0) sergileyerek farklilastiklarini
gormislerdir [102].

PDMS yaygin bir materyal olmasina ragmen mikro
Olcekli hiicre galigmalart i¢in; deformasyon, buharlagma,
absorpsiyon, ¢apraz baglanmamig oligomerlerin sizintisi
ve hidrofobik geri kazanim gibi bazi olumsuz 6zelliklere
de sahiptir. PDMS ve PS’nin karsilagtirildig: kritik bir
derlemede bu o6zelliklerin detaylarindan bahsedilmistir
[103]. PDMS’in biyolojik olarak pargalanamiyor olmasi,
ilerleyen siire¢lerde implantasyon i¢in uygun olmadigim
gosterir. Mikroakigkan sistemlerde kullanimi halen
PDMS kadar yaygin olmamakla beraber, biyolojik olarak
parcalanabilen, muazzam ozelliklere sahip
alternatiflerden biri poligliserol sebasat (PGS)’tir [104].
Biyouyumlu bir elastomer olan PGS, biyolojik olarak
pargalanabilir ve sentez, kiirleme veya cihaz yapistirma
islemleri sirasinda sert kimyasal gerektirmez. PDMS'e
benzer sekilde desenlenir ve mikroakiskan cihazlar
olusturmak i¢in kullanilir [105-107].

Mikroakigskan hiicre kiiltiirii sistemlerinin en giiglii
yonlerinden biri, daha iyi mikrogevresel kontrol
saglarken ortam degisimi ve hiicre pasajlama gibi
geleneksel hiicre kiltiirii ile benzer iglemleri hala
miimkiin kilmasidir. Perflizyon yetenegi, cihazlarin
seffafligi, kiiclik hacimlerin yeterliligi, reaksiyon hizlari
ve yiksek verim bu sistemleri ¢ekici kilar. Perfiizyon,
reaktiflerin inflizyonuna izin verirken seffaflik, hiicresel
yanitlarin goriintiilenmesini ve analizini saglar. Hiicre
kiiltiirtinde cihazlar bir dolasim sistemi gorevi gorerek
besinlerin, gazlarin ve metabolitlerin  hiicrelere
transferini artirir, sinyal molekiillerinin iletimini kontrol
eder ve hiicrelerin atiklarinin uzaklagmasma da katki
saglar. Son yillarda yasam bilimleri ve miihendislik
alanlarinda deneysel platformlarin boyutunda siirekli bir
azalma ile tezgah-iistli dedigimiz deneysel sistemlerden
LoC sistemlerine gegilmektedir. Bu gegise, hizli ve
hassas numune islenmesi igin robotik cihazlar
araciligiyla otomasyon da eslik etmektedir. Onceden
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ylizlerce mikrolitre pahali numuneleri kullanarak manuel
olarak yaptigimiz deneyleri, bugiin 6rnek hacminde
azalma saglayan mikroakiskan cihazlar1 kullanarak
deneyi nanolitre Olgegine indirgeyen robotik bir
diizenege yaptirabilmemiz miimkiindiir. Tiim bunlar
diisiintildiigiinde imalat ve optimizasyon siireclerindeki
zorluklar géze almabilir.

3. SONUC VE TARTISMA (CONCLUSION AND
DISCUSSION)

Incelenen pek c¢ok calisma dogrultusunda ortaya cikan

sonug, mikroakiskan c¢ip sistemlerinin neredeyse her

| Biyolojik deneylerin minyatiiri ) >

Reaksiyon strelerinde lusalma ve daha huzh yart strnesi

Salosyon hacimlerinde azalma
Artan duyarlilik

Molekiller etkilegimlerin daha iyl kontrobd

Birden fazla paralel islemi ve tiim protokoli tek bir cihaza
entegre etme

PDMS

sicak bask ve enj yon kaliplama gibi yontemlerle
tekrarlanabilir bicimde ylksek transfer kalitesi elde etme

I sandan mildahaleyi en aza indirgeme

| Farkl modifikasyonlar ile farkh pr

€ Uyg

| Tek bir hiicrenin dahi fizyolojisini inceleme olanag

sistemlerine uygulamak miimkiindiir. Bu sistemler gerek
ucuz maliyetli hasta yani testleri gerek standart
laboratuvar siireglerinin minyatiirizasyonu gerekse ilag
toksisite caligmalarinin iyilestirilmesi icin
kullanilmaktadur. ilag gelistirmenin preklinik asamasinda
hepatotoksik  bilesiklerin ~ tanimlanmast  olduk¢a
Oonemlidir. Son zamanlarda kullanilan 2B in vitro
modeller ile in vivo hayvan c¢aligmalar1 klinik
hepatotoksisiteyi tahmin etmede ¢ogu zaman basarisiz
kalmaktadir. Klinik dncesi testlerde hayvan modellerinin
kullanilmasi gerekli olmakla birlikte, hayvan ¢alismalari
ile insan toksisitesi arasindaki bulgularinin uyumu %55

—< Ciddi bir disiplinleraras: efor gereksinimi

Uretim siireglerinin zor ve maliyetli olmasi, optimizasyon
gerektirmesi

Her yerde bulunmayan &zel teknik ve kogullara thtiyag duyulmas:

\ Temiz oda kojullan

Karmasik bir cihaz gereksinimi oldugunda sisteme entegre edilecek
mekanizmalarin maliyei arurmas:

L Pompa, vald, anahtar, optik dedekior ve sensorler

Standart ticari bilegenler ve diigik maliyetli uygun platformlarin
halen yaygin olmamasi

Popilasyon heterojenitesini anlama

Blrgok aragarmanin kisa vadell hedeflert kargilamaya yonelik ohsju

I In vivo'ya daha yakun sistemler geligtirme

fleride hayvan deneylerine olan ihtfyacin azalmas

Damlacik tabanh sistemlerde kontrolli gekilde damlacik eldesini
mimkin kilma

Kullanilabilecek gesitli materyalleri ihtiyaca gore gekill
imkan

Kagn tabanh tan testlerinin ucuz ve etkill olmas:

Gogu malzeme optik clarak geffaf oldugundan garintdleme tekniklerind mimiin
kilmas:

Polar alifatik ¢dzdcilere direncli, yeniden kullanilabilir, otoklavianabilir
tasarumbann mimiin olmas:

l Saglanan fonlarin, akademik aragtrmalan pratik cihaza donGgtirmeye yetmemesi

Uretllen sistemberin belll bir uygulamaya aldukca spesifik olugu

bazli PoC uygulamalarinin halen beklenen
potansiyeli kargilamamasi

A

Yenl tek da isteksizlik

Ditgitk maliyeli platform tasanmuna yonedik daha ¢ok aragnrma gereksinimi

—

lleride uzman ihtiyacim azaltabilecek, ASSURED kriterlerine
uygun, LoC teshis sistemleri olanaf

[

Glyllebilir veya dovme-tabank sensdrler geligtirme ganss

Sikhikla kullamlan PDMS'in, hilcre tabanh sistemler igin bazi
olumsuz dzellikler tagimasy

Deformasyon, buharlagma, absorpsiyon, capraz baglanmamiy oligomerierin
sazintzsa, hidrofobik geri kazanam

Sekil 6. Mikro olgekli ¢ip sistemlerinin avantajlart (solda) ve dezavantajlari (sagda). (Advantages (on the left) and
disadvantages (on the right) of microscale chip systems.)

tiirlii galigmaya uyarlanabilecegi ve oldukga iyi sonuglar
elde edilebilecegidir. Bu sistemlere dahil edilen
hidrojeller veya hiicresizlestirilmis doku matrisleri
ECM’yi taklit ederek hiicrelere mekaniksel ve kimyasal
olarak uygun ortam saglar. Son yillarda rejeneratif tipta
olduk¢a 6nem arz eden kok hiicreler ve kok hiicrelerden
farklilagtirllmig hiicre tipleri, ¢ip sistemlerinde siklikla
calisilmakta ve 2B hiicre Kkiiltiirlerine gore daha iyi
sonuglar vermektedir. Geleneksel kiiltiir sistemlerinde
uygulanan siireglerin tamamini ve hatta daha fazlasini ¢ip

seviyelerindedir [108]. Tiim bunlar OoC ve ¢ip-iistii-
insan (human-on-chip; HoC) yaklagimlarm ilgi ¢ekici
kilmaktadir.

Cip sistemleri her ne kadar umut vaat eden sonuglar verse
de bu sistemlerin iiretimi sirasinda ihtiya¢ duyulan
disiplinler arasi yaklasim ve zorlu optimizasyon siiregleri
birgok arastirmaciyr halen bu alana karst ¢ekinceli
kilmaktadir. Uretim igin standart ticari bilesenlerin
yeterli olmamasi ve bazi 6nemli imalat tekniklerinin
temiz oda gibi pahali kosullar ve her yerde bulunmayan
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araglar gerektirmesi mikroakigkan ¢ip tiretimindeki temel
zorluklardandir. Bu zorluklarin asilmasi i¢in her gecen
giin farkli yaklasimlar gelistirilmekte ve yasam
bilimlerinde mikroakigkan sistemler giderek Onem
kazanmaktadir.

4. SIMGELER VE KISALTMALAR (SYMBOLS
AND ABBREVIATIONS)

uTAS : Mikro toplam analiz sistemleri
2B : 2 boyutlu

3B : 3 boyutlu

ECM : Hiicre dig1 matris

GFAP : Glial fibril asidik protein

iEKH : Insan embriyonik kok hiicreleri
iPKH : indiiklenmis pluripotent kék hiicre
LoC : Lab-on-Chip

MKH : Mezenkimal kok hiicre

OoC : Organ-on-Chip

PDMS : Polidimetilsiloksan

PGS : Poligliserol sebasat

PMMA : Polimetilmetakrilat

PoC : Point-of-care

PS : Polistiren

PZR : Polimeraz zincir reaksiyonu

WHO : Diinya Saglik Orgiitii
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