10

OZET
SANTRIFUJ PRENSIBI ILE CALISAN KAPALI KANAL MiKROAKISKAN
PLATFORM

Bulus, en az bir ucu kapali dolum kanal1 (2) ve en az bir numune haznesi (1) igeren en az bir
mikroakiskan ¢ip (3) ve bu mikroakiskan c¢ipi (3) santrifiij cihazina yerlestirmek icin
tasarlanmis en az bir santrifiij tiip (4) iceren bir mikroakiskan platform ve bu platform {izerinde
santrifiij prensibi kullanarak bir ucu kapali kanal i¢inde gergeklesen sivi dolumu ile yapilabilen

biyolojik analizler ile ilgilidir.
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10.

ISTEMLER

Mikroakiskan platform olup 6zelligi;

» Bir ucu kapali ve diiz kesit alanli en az bir dolum kanali (2), kanala (2) bagl en az bir

numune haznesi (1) iceren mikroakiskan ¢ip (3),

* Mikroakiskan ¢ipi (3) santrifiij cihazina yerlestirmek icin tasarlanmis en az bir santrifiij

tiip (4) icermesi ve

Dolum kanali (2) kanal uzunlugu (h), kanal genisligi (w) ve kanal yiiksekligine (L) gore
mikroakigkan ¢ipin (3) igerisine konumlandig1 santrifiij cihaz1 doniis hizinin ayarlanabilir

veya programlandirilabilir olmast ile karakterize edilmesidir.

Istem 1’e uygun mikroakiskan platform olup &zelligi; bahsi gegen bir ucu kapali dolum

kanali (2) uzunlugunun 5-50 mm olmasidir.

Istem 1’e uygun mikroakiskan platform olup &zelligi; bahsi gegen bir ucu kapali dolum

kanali (2) genisliginin 0,1-5 mm olmasidir.

Istem 1’e uygun mikroakiskan platform olup 6zelligi; numune haznesinin (1) cam,
polystyrene, polyvinyl chloride, cyclic olefin co-polymers, polycarbonate,
polydimethylsiloxane (PDMS)) ve Polimetil metakrilat (PMMA) iceren gruptan segilen

malzeme katmanindan olugmasidir.

Istem 1’e uygun mikroakiskan platform olup &zelligi; numune haznesinin (1) 1-100 uL

hacminde olmasidir.

Istem 1’e uygun mikroakiskan platform olup &zelligi; santrifiij tiip (4)’iin mikroakiskan
¢ipin (3) girebilecegi sekilde olmasi ve santrifiij sirasinda ¢ipin (3) hareketini 6nleyen en az
bir girinti igermesidir.

Istem 1’e uygun mikroakiskan platform olup 6zelligi; sivi dolumunda kullanilmasidir.

[stem 1’¢ uygun mikroakiskan platform olup &zelligi; hematokrit analizinde

kullanilmasidir.

Istem 1’e uygun mikroakiskan platform olup &zelligi; beyaz kan hiicresi miktarmin

belirlenmesinde kullanilmasidir.

Istem 1’e uygun mikroakiskan platform olup 6zelligi; Plazma ayristirma ve plazmayi ¢ip

disina alinmasinda kullanilmasidir.
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11.istem 1’e uygun mikroakiskan platform olup &zelligi; biyobelirte¢ analizinde

kullanilmasidir.

12. istem 1’e uygun mikroakigkan platform olup &zelligi; ¢ip icindeki Srnegin mikroskop

altinda incelenmesinde kullanilmasidir.

13. S1v1 dolum yontemi olup 6zelligi;

a) Birucu kapali ve diiz kesit alanli en az bir dolum kanali1 (2) ve kanala (2) bagli en az bir
numune haznesi (1) i¢eren, dolum kanal1 (2) kanal uzunlugu (h), kanal genisligi (w) ve
kanal yiksekligine (L) gore santrifiij cihazi doniis hizinin ayarlandigi en az bir
mikroakigkan ¢ipin (3) saglanmasi,

b) Mikroakigkan ¢ipi (3) santrifiij cihazina yerlestirmek icin tasarlanmis en az bir santrifiij
tiip (4) “lin saglanmasi,

¢) Swvinin en az bir numune haznesine (1) doldurulmasi,

d) Mikroakiskan ¢ipin (3)’in santrifuj tiipiine (4) yerlestirilmesi,

e) Dolum kanali (2) kanal uzunlugu (h), kanal genisligi (w) ve kanal yiiksekligine (L) gore
santrifiij cihaz1 doniis hizinin ayarlanmasi,

f) Mikroakiskan ¢ipin (3) ayarlanan santrifiij hizinda belirli bir siire dondiiriilerek santrifiij
kuvveti ile kanal (2) i¢inden numune haznesine (1) hava ¢ikis1 saglanarak belirlenen
stv1 hacimlerinin numune haznesinden (1) kanal (2) i¢ine doldurulmasi iglem adimlarini
icermesidir.

14. Istem 13’e uygun bir ydntem olup, mikroakiskan ¢ipi (3) farkli santrifiij hizlarinda
belirlenen siirelerde dondiirerek istenilen numune haznesinden (1) dolum kanalina (2) farkl

stvilarin programlanabilir olarak doldurulmasinda kullanilmasidir.
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TARIFNAME

SANTRIFUJ PRENSIBI ILE CALISAN KAPALI KANAL MiKROAKISKAN
PLATFORM

Bulusun Tlgili Oldugu Teknik Alan

Bulus ile merkezkag kuvveti kullanilarak, sivilarin/numunelerin kapali kanal sistemine dolumu
ve manipiilasyonu gerceklestirilmistir. Mikroakigkan ¢ip, belli bir donme hizinda dondiiriilerek
hazneye koyulan sivinin sadece girisi olan kapali kanala dolumu gerceklestirilir. Bu prensip,
kimyasal analizlerde, hiicre analizlerinde, tan1 amaciyla biyomedikal ve saglik alaninda pek ¢ok

calismaya uyarlanabilme potansiyeline sahiptir.

Bulusla ilgili Teknigin Bilinen Durumu (Onceki Teknik)

Mikroakiskan sistemler, kii¢iik hacimde sivilar ile ¢alisarak hasta-basi testleri i¢in biiyiik
avantaj tastyan sistemler konumuna gelmistir. Ozellikle santrifiijlenebilir mikroakiskan
sistemler, pompa, aktif valf gibi yapilar1 ortadan kaldirip ¢ip dis1 numune isleme asamalarini,

hataya acik pipetleme islemlerini elimine etmektedir (Hugo vd., 2014).

Lab-on-disc olarak adlandirilan santrifiijlenebilir platformlar, diisiikk maliyetli fabrikasyon ile
islem saglayabilmektedir. Fakat bu c¢aligmalarda kanallar ve odaciklar farkli katmanlarda
konumlandirilmis olup en iist katmanda sivi1 hareketini saglamak icin havalandirma katmani
gerektirmektedir (Clime vd., 2019). Mikroakiskan platformun radyal yonde bir mikroakiskan
kanal boyunca siviy1 ileri geri dolastirabilen, kilcal ve merkezkag kuvvet arasindaki etkilesime
dayali bir pompalama tekniginde, platformun doniis hizinin azaltilmasiyla beraber, kilcal
harekete gore sivilar kanal boyunca ice dogru hareket edebilmektedir (Garcia-Cordero vd.,
2010). Basit ve etkili bir yontem olmasina ragmen, bu yontemde sivinin yalnizca kiigiik bir
boliimii bir alt rezervuarda merkeze dogru yer degistirebilmektedir. Bu nedenle bu yontem,
yalnizca birkag karigabilir ¢ozeltinin karistirilmast ya da analitlerin fonksiyonlanmis bir
ylizeyde devirdaimi i¢in uygundur. Mikroakigkan bir kanal araciligiyla baglanan iki rezervuar
arasindaki sivi akisinda olusan benzer bir mekanizma mikroakiskan diskin ani hizlanmalar1 ve
yavaglamalari tarafindan olusan Euler atalet kuvveti ile elde edilir. Euler kuvveti, mikroakigkan
kanal boyunca yukar1 yonde, diskin agisal hizi ile iiretilmektedir. Bu kuvvet her zaman

merkezkag¢ kuvveti ile yarisacagindan, kanal boyutu ve yoniine gore optimizasyonlara ihtiyag
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duymaktadir (Deng vd., 2014). Sivilar radyal olarak i¢ce dogru pompalayan bir ¢aligmada,
merkezkag¢ kuvvet etkisi altinda daha az yogun bir numune sivisini, donme merkezine dogru
itecek yliksek yogunluklu bir sivi kullanarak gerceklestirilmistir (Kong vd., 2012). Numune
biitiinliigiinii korumak i¢in karigsmayan sivilara veya ara faz olarak havaya ihtiyag
duyulmaktadir. Tek yonlii karakteri ve pompalama igin ek sivi ihtiyact bu yaklasimi
sinirlandirmaktadir. Sunulan bir pasif pompalama sisteminde, bitisik bir kanalda s1vi kolunda
tiretilen hidrostatik basing ile havanin pndmatik olarak sikistirilmasina dayanan bir prensip yer
almaktadir. Bu calismada, biriken pnomatik enerji, platformun doniis hizinin azaltilmasiyla
serbest kalir ve siviyr donils merkezine geri pompalamak i¢in kullanilir (Clime vd., 2019).
Yontem hassas ve tekrarlanabilir olmasina ragmen ek sikistirma odalarinin iiretilmesine ihtiyag
duyar. Sifon valf kullanilan bir santrifiij sisteminde, sifon yapisi, sivilari bir doniis hizi
araliginda bosaltabilir veya doniis frekansini artirarak akisi kesebilir (Zhu vd., 2018). Kesintili
sifon valfi, sifonun tepesinde ek bir hava deliginden olusmaktadir. Doniis durduruldugunda
sifon beslenir, disk donmeye baglayinca ise doniis hizi yeterince yiiksekse sifondaki sivi
merkezden uzaklagir. Boylece hava, sifon tepesindeki hava deliginden sifona girerek sifon
kanalindaki siviy1 kesecektir. Daha diisiik doniis hizinda ise, hava deligi yakinindaki gaz-sivi
arayiiziinde bir meniskdis olusturur. S1vi, sifon araciligiyla yiikleme odasindan toplama odasina
iletilir. Sifon yapilar1 igeren santrifiijlenebilir bu sistemlerin tasarimi ve iiretimi karmagik
oldugu gibi bu ¢alismada da disk donerken sabit dis kuvvetlere maruz kalir, sivi-gaz arasindaki
arayliz belirli konumlardaki stabilizasyona bagli olacaktir.  Hidrofilik ve hidrofobik
biyobelirteglerle uyumlu bir sistem ile kandan serum ayristirabilen santrifiijlenebilir bir diskte,
capraz akigh filtrasyon yontemi serumu ayirir ve serumdaki amfifilik biyobelirtecleri tutar
(Lenz vd., 2021). Cihaz bir membranla ayrilmis, birbiri lizerinde yer alan odaciklardan olusur
ve disk iizerinde farkli géreve sahip dort ayirma birimi mevcuttur. Capraz akish filtrasyon
sirasinda, numune merkezka¢ kuvveti ile filtreden tegetsel olarak gecer. Membran
gozeneklerinden daha kiiciik bilesenler basing arttikca filtreden gegerken, daha biiyiik
bilesenler membran ylizeyinde kalir. Polimer disk lizerinde kapali kanal icerisinde hematokrit
Olclim saglayan bir ¢alismada disk {lizerinde giris haznesi, hidrofobik valfli fazla akis kanali ve
iki katmanl kapiler kanal olusturulmustur (Riegger, Lutz vd, 2007). Santrifiij destekli kilcal
dolum, farkli seviyelerde iki katmanli kanal (iist seviye alt-orta seviyeden daha genis)
kullanilmas1 ve kapali kanal ucunun 6zel sekillendirilmesi ile saglanmistir. Kapiler kuvvet
santrifiij ile desteklenerek kani kapali kapiler kanala tasir. Kanal kilcal uca ulastiginda ters
yonde dolumu baglar, hidrofobik valfin agilmasi ile fazlalik kan buradaki hazneye dolar ve

kirmizi kan hiicrelerinin sedimentasyonu ile hematokrit deger olgiiliir. Bu yontem, sadece iyi
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hesaplanmis 6zel kanal kesit alan1 olan mikroakiskan ¢ipleri gerektirdigi igin {iretim siireci
mesakkatli ve masraflidir. Kanallara s1vi dolumunu PDMS’in hava gegirgenligini kullanan bir
calismada, Ozkiitle-gradyanli soliisyon ve mikropartikiiller vakum altinda kanallara
doldurulmustur (Oksuz & Tekin, 2021). Mikroakiskan sistemin santrifiijlenebilmesi i¢in giris
bloklanmasi bu sistem ile onlenerek farkli yogunluklardaki mikropartikiillerin ayristirilmasi
basarilmistir. Sistem hiicre ayristirma i¢in avantaj sunan bir ¢alisma olmasina ragmen farkli sivi
manipiilasyonlarina uygun bir sistem olmadigi gibi, vakum altinda kanallara numune

yiiklenmesi de olduk¢a uzun siirmektedir.

Aktif elemanlar; s1v1 akis1 ve kontrolii i¢in vakum, manyetik, elektriksel ve mekanik kuvvetler
gibi dis kuvvet uygulanmasimi gerektirmektedir. Merkezka¢ kuvveti ile indiiklenen sivi
akislarinin tek yonlii karakteri, mikroakiskan devrelerin tasariminda temel bir sinirlandirmaya
yol agar. Aktif pompalama elementi kullanilan bir ¢alismada, kalic1 miknatislarin {izerine
entegre edildigi deforme olabilen polimer katmanlarla kapatilmig bir pompa sistemi yer
almaktadir (Haeberle & Zengerle, 2007). Odalarin sabit bir manyetik alanda donmesi
saglanarak, deforme olabilen odalarda havanin sikistirilmasi ile sabit bir siv1 akisi baslar. Aktif
eleman kullanilan santrifiijlenebilir mikroakiskan sistemler, ilgi ¢ekici yontemler sunmasina
ragmen uygulanmasi i¢in donen platform iizerine monte edilmesi gereken setler ve bunlarin
kontrol edilmesini gerektirmektedir. Elektronik pompalarin monte edilmesi ve elektromekanik
valflerin kullanmasi ile yapilan bir santriflij platformunda, platform yiiksek hizda donerken
pnomatik bir baglanti araciligiyla ¢ip iizerindeki basing portlarinda hava basinci olusturur
(Clime vd., 2019). Olusan hava basinci ¢ip iizerindeki devre elemanlariyla etkilesime gegerek
valfleme, ters pompalama, kabarcik karistirma gibi islevleri gerceklestirir. Ancak bdyle
karmasik bir platformu iiretmek i¢in gereken maliyet artmaktadir.

Klinikte pek ¢ok hastalik tanisinin koyulmasi, hastalik siirecinin izlenmesi gibi asamalarda
hastadan alinan numunenin 6n muamele islemine tabi tutularak santrifiijlenmesi gerekmektedir.
Mikroakiskan sistemler, klinikte vazgecilmez bir basamak olan santrifiij 6zelligini
santrifiijlenebilir mikroakigskan sistemler ile ortaya konulabilir. Disk iizeri laboratuvar olarak
adlandirilan lab-on-a-disc sistemlerinde yer alan pasif pompalama ydntemlerine bakildig:
zaman s1v1 hareketi farkli katmanlarda konumlandirilan odaciklar, havalandirma delikleri, sifon
yapilari, membranlar veya valflerle saglanabilmektedir. Bu tasarimlar hem maliyeti artirmak
hem de siv1 hareketini kisitlamanin yam sira, verimli bir sivi aktarimini da garantileyemez.
Ayrica s1vi manipiilasyonu i¢in kullanilan elemanlar hassas oldugu i¢in, yontemin iyi optimize

edilmesi, sivilarin tasmamasi ic¢in ek sikistirma veya atik odaciklarina ihtiya¢ duymaktadir.
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Mikroakiskan sistemler lizerine eklenen her odacik ve katman, maliyeti ve kullanma kolayligini
dogrudan etkilemektedir. Aktif pompalama sistemlerine bakildig1 zaman, disaridan mekanik,
elektriksel veya manyetik kuvvetleri kullanarak yapilan c¢alismalar pek ¢ok karmasik
manipiilasyona ve analize izin veren yontemler olmasina ragmen donen bir platform iizerine
monte edilmesi gereken bilesenler sistemin kullanilabilirligini kisitlamaktadir. Ayrica 6nceki
tekniklere bakildig1 zaman c¢ogu santirifiijlenebilir mikroakigkan sistem disk seklinde
tasarlanmistir. Bu da tasarlanan sisteme donme hizi kazandirabilmek icin disk okuyucu seklinde

dondiirme platformuna, yani ek bir cihaz tasarimina, ihtiya¢ duyulacagi anlamina gelir.

Ozetle 6nceki teknikte karsilasilan teknik problem, s1vi manipiilasyonu ve numune analizi igin
santrifiijlenebilir mikroakigkan sistemlerde pahali, iiretimi karmasiklastiran ve stabiliteyi
garanti edemeyen yapilar ve yontemler kullanilmasidir. Ayrica kullanacak kisiler i¢in ek cihaz

alinmasi da gerekmektedir.
Bulusun Kisa A¢iklamasi ve Amaclari

Mevcut bulus, yukarida bahsedilen gereksinimleri karsilayan, dezavantajlart ortadan kaldiran

ve ilave bazi avantajlar getiren bir mikroakigskan platform ile ilgilidir.

Bulusta, iiretimi oldukga basite indirgeyerek sunulan dolum yontemi ile teknikte kullanilan tim
ek yapilar ortadan kaldirildi. Bu sayede her laboratuvarda bulunan santrifiij cihazina uyumlu
hale getirildi. Dolum prensibini 6zgiin kilan ise her kanalin farkli 6zelliklerine (genislik,
ylkseklik, uzunluk) gore hidrolik direncinin degismesi ve buna bagli olarak dolum i¢in ihtiyag
duyulan dondiirme hizi (RPM)'nin da degismesidir. Hidrolik direng arttik¢a ihtiya¢ duyulan
dondliirme hizi artmaktadir. Uygulanan santrifiij kuvveti ile kanal igerisindeki basing
artirnlmakta ve kanal i¢inden numune haznesine hava ¢ikisi saglanarak kanala dolum

saglanmaktadir.

Santrifiijlenebilir mikroakigkan sistemler teknikte disk tizeri laboratuvar veya cd {izeri
laboratuvar olarak bilinmektedir ve santriflij kuvvetinin uygulanmasi ile s1vi manipiilasyonu
saglayan sistemlerdir. Literatiirde bilinen klasik mikroakiskan sistemlerde kanal dolumu giris
ve ¢ikis delikleri ile saglanmaktadir. Kanala santrifiij kuvveti uygulanmasi i¢in kapali bir kanal
kullanilmahidir ve teknikte bilinen santrifiijlenebilir mikroakiskan sistemler ile bunun
gerceklesmesi i¢in aktif, pasif valfler, membranlar, havalandirma delikleri kullanilmalidir.
Bulusta ise ilk kez herhangi bir ek yapi (valf,sifon,membran vs.) kullanilmadan diiz bir kapal
kanal igerisinde s1vi manipiilasyonu gerceklestirilmistir. Ayrica teknikte sunulan disk ve cd

lizeri laboratuvar sistemlerinde santrifiij kuvvetinin uygulanmasi icin ek bir cihaz
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gerekmektedir (CD rom gibi veya bu sekilde tasarlanan). Bulus ile sunulan yontem ve tasarim
santrifiij cihazina uygun oldugu icin bu tiir cihazlara ihtiya¢ duymamaktadir. Bu sayede

uygulama alan1 da genislemektedir.

Bulusun oncelikli amaci, dolum saglayan ek odaciklar, valf, membran, sifon gibi yapilara
ihtiya¢ duymadan sadece santrifiij kuvveti ile tek kanal igerisinde kapali kanal dolumu ve analiz
saglayan bir santrifiijlenebilir mikroakiskan sistem gelistirmektir. Bulusta bir hazneye sivi
yerlestirilmesi ve kanala doldurulup gerekli islemlerin yapilmasi tamamaiyla santrifiij kuvveti

ile gerceklestirilmektedir.

Bulus dolum yontemi ile teknikte kullanilan tiim ek yapilar ortadan kaldirildi. Bu sayede her
laboratuvarda bulunan santrifiij cihazina uyumlu hale getirildi. Dolum prensibini 6zgiin kilan
ise her kanalin farkli 6zelliklerine (genislik, yiikseklik, uzunluk) gore hidrolik direncinin
degismesi ve buna bagl olarak dolum i¢in ihtiya¢ duyulan dondiirme hizi (RPM)'in de
degismesidir. Hidrolik direng arttikca ihtiya¢ duyulan dondiirme hiz1 artmaktadir. Uygulanan
santrifiij kuvveti ile kanal igerisindeki basing artirilmakta ve kanal i¢inden numune haznesine

hava ¢ikis1 saglanarak dolum saglanmaktadir.

Bulug mikroakiskan sistem pek ¢ok biyolojik analiz islemine (kan 6rnegi analizi, DNA analizi,
saflagtirma, ayrigtirma, zenginlestirme, tek hiicre) uyumlu olup pek c¢ogu mikroskopla

goriintiilenebilecegi gibi telefon ile analiz edilmesine de izin veren bir sistemdir.

Bulus 6nceki tekniklerde temel problemler olan maliyet, karmasik tasarim ve ek bir dondiirme
cihazina ihtiyacini ortadan kaldirarak avantaj saglamasinin yani sira literatiirde bahsi gecen ek
sikistirma odalari, sifon ve membran yapilarini kullanmadan, tek giris odacigini iki yonlii (giris
ve cikig) kullanma olanagi sunarak literatiirde yer almayan bir prensip sunmaktadir. Sunulan
bu yontem sayesinde aragtirma, hiicre, tan1 laboratuvarinda bulunan santrifiij cihazinda diisiik
hacimde (0,1 pL-500 pL) numune isleyebilen, kisa siireli analiz saglayan, numune 6nislemini
ortadan kaldirabilecek potansiyele sahip bir yontem hedeflemektedir. Arzu edilen yontem ve
analize gore kanal tasarimi gelistirilmistir. Sonug¢ alabilmek ic¢in tek ihtiya¢ duyulan
mikroakiskan ¢ipin santrifiij cihazina yerlestirilmesidir. Bu sayede diger yontemlerle
kiyaslandiginda bulus, maliyet konusunda biiyiik bir avantaj saglarken, kullanim kolaylig1
konusunda da bu avantaji siirdiiriiyor olacaktir. Yontem ayrica programlanabilir bir yapida
oldugu icin santrifiij cihazinda bir¢ok analiz basamaginin otomatik yapilmasma olanak

saglamaktadir.

Bulus {irtinii ve kullanilan yontem ile ilk kez kapal1 bir kanal icerisine ek yap1 kullanmadan
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dolum saglanmistir. Dolum prensibini 6zgiin kilan ise her kanalin farkli 6zelliklerine (genislik,
ylikseklik, uzunluk) gore hidrolik direncinin degismesi ve buna bagli olarak dolum i¢in ihtiyag
duyulan dondiirme hizi (RPM)'in da degismesidir. Hidrolik diren¢ arttik¢a ihtiya¢ duyulan
dondliirme hiz1 artmaktadir. Uygulanan santrifiij kuvveti ile kanal igerisindeki basing
artirllmakta ve kanal i¢ginden numune haznesine hava ¢ikist saglanarak dolum saglanmaktadir.
Uriinii 6zgiin kilan da dolum prensibine bagh olarak santrifiij cihazina uyumlu, sivi

manipiilasyonu saglayan ve 6rnek analizi saglayan bir iiriin haline gelmis olmasidir.

Santrifiijlenebilir mikroakigkan sistemler teknikte disk tizeri laboratuvar veya cd {izeri
laboratuvar olarak teknikte bilinmektedir ve santrifiij kuvvetinin uygulanmasi ile sivi
manipiilasyonu saglayan sistemlerdir. Literatiirde bilinen klasik mikroakigkan sistemlerde
kanal dolumu giris ve ¢ikis delikleri ile saglanmaktadir. Kanala santrifiij kuvveti uygulanmasi
icin kapali bir kanal kullanilmalidir ve teknikte bilinen santrifiijlenebilir mikroakigkan sistemler
ile bunun gerceklesmesi icin aktif, pasif valfler, membranlar, havalandirma delikleri, 6zel kanal
mimarileri kullanilmalidir. Bulusta ise ilk kez herhangi bir ek yap1 (valf,sifon,membran vs.)
kullanilmadan diiz bir kapali kanal i¢erisinde sivi manipiilasyonu gergeklestirilmistir. Ayrica
teknikte sunulan disk ve cd iizeri laboratuvar sistemlerinde santrifiij kuvvetinin uygulanmasi
icin ek bir cihaz gerekmektedir (CD-ROM gibi veya bu sekilde tasarlanan). Bulusta sunulan
yontem ve tasarim laboratuvarda siklikla bulunan santrifiij cihazina uygun oldugu i¢in bu tiir

cihazlara ihtiya¢ duymamaktadir. Bu sayede uygulama alani1 da genislemektedir.

Cipe sirayla farkli rezervuarlardan dolum yapilabilmektedir. Farkli kanal boyutlari ve santrifiij
hizlar1 kullanilarak sadece istenilen rezervuardan c¢ipe sivi c¢ekilebilmektedir. Boylelikle
molekiiler analizler i¢in soliisyonlar sirali olarak ¢ipe verilebilir. Kanal boyutu ayarlanarak
rezervuardan istenilen hacimde sivi g¢ekilebilir. Boylelikle hassas bir s1vi miktar1 analiz i¢in
kullanilabilir. Bulus ile hematokrit ve beyaz kan hiicresi miktar1 belirlenebilmekte ve ayrisan

plazmanin ¢ip iistiinden toplanabilmesi saglanmaktadir.

Bulusu Aciklayan Sekillerin Tanimlari

Sekil 1: Kapali kanal mikroakiskan tasarimi (A) Mikroakiskan ¢ip kisimlar (listten goriiniim)
(B) Cift tarafli bant kullanilarak olusturulan mikroakiskan ¢ip, kapali u¢ bir dolum kanali ve

numune haznesi icermektedir (yandan goriiniim).
Sekil 2: Mikroakiskan ¢ipi santrifiij cihazina yerlestirmek i¢in tasarlanmig santrifiij tiipti
Sekil 3: Mikroakigkan cipin kanal genisligi ve kanal yiiksekligine bagli olarak dolum hizinin
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degismesi (A) Ayni1 zamanda farkli kanal genislikleri ve kanal yiikseklerine sahip kanallarin
dolmasi i¢in gerekli donme hiz1 (B) Kanal yiiksekligine bagli hidrolik direng ve donme hizinin

iligkisi (C) Kanal genisligine bagl hidrolik diren¢ ve déonme hizinin iligkisi

Sekil 4: Sabit kanal genisligi ve yliksekliginde kanal uzunluguna bagli olarak kanalin zamana

bagli dolum profili

Sekil 5: Kanal genisligi ve yiiksekligi sabit tutularak kanal uzunluguna gore hidrolik direng ve

dolum hizinin iligkisi

Sekil 6: Tam kan Orneginin mikroakiskan c¢ip icerisinde sirastyla 5, 10 ve 15 dakika

santrifiijlenmesi sonucu olugan buffy coat ve plazma bdlgeleri

Sekil 7: (A) Farkli donme hizlarinda hesaplanan hematokrit degeri (B) Santrifiij sonras1 plazma

igerisinde kalan hiicre miktari

Sekil 8: Cip istiinde Olgiilen hematokrit degerlerinin mikrohematokrit tiipii ile yapilan

Ol¢iimlerle kiyaslanmasi

Sekil 9: Buffy coat kalinlig1 ve beyaz kan hiicresi sayis1 arasindaki korelasyon

Bulusu Olusturan Unsurlarin/Kisimlarin/Parc¢alarin Tanimlar

Bu bulusla gelistirilen mikroakiskan platformun daha iyi ac¢iklanabilmesi i¢in hazirlanan

sekillerde yer alan parcalar/kisimlar/unsurlar asagida belirtilmektedir.

1: Numune haznesi
2: Dolum kanali

3: Mikroakiskan Cip
4: Santrifiij Tiipi

Bulusun Ayrintih Aciklamasi
Bulus s1vi dolumu i¢in bir mikroakigkan platform olup 6zelligi;

. Bir ucu kapali ve diiz kesit alanli en az bir dolum kanali (2) ve kanala (2) bagl en az bir

numune haznesi (1) iceren mikroakiskan ¢ip (3) ve
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. Mikroakiskan ¢ipi (3) santrifiij cihazina yerlestirmek i¢in tasarlanmis en az bir santrifiij

tiip (4) icermektedir.

Dolum kanal1 (2) kanal uzunlugu (h), kanal genisligi (w) ve kanal yiiksekligine (L) gore
mikroakigkan ¢ipin (3) icerisine konumlandigi santrifiij cihazi doniis hizinin ayarlanabilir veya

programlandirilabilir olmasi ile karakterize edilmektedir.

Bulusta yer alan mikroakiskan ¢ip (3) 5-50 mm uzunluga ve farkli genisliklere (0,1-5 mm) sahip
diiz ve kapali dolum kanalindan (2) olusmaktadir (Sekil 1 (A)). Mikroakiskan ¢ip (3) 0.15 mm
kalinliga sahip cift tarafli bant ile alt ylizeyi 1 mm kalinliga sahip olan lamel, {ist yilizeyi numune
haznesi (1) iceren Polimetil metakrilat (PMMA) katmani ve kapali dolum kanali icermektedir
(Sekil 1 (B)). Numune haznesinin (1) hacmi 1-100 pL’dir.

S1vi dolum yontemi asagidaki islem adimlarini icermektedir:

. Bir ucu kapal1 en az bir diiz kesit alanli dolum kanal1 (2) ve kanala (2) bagli en az bir
numune haznesi (1) igeren, dolum kanali (2) kanal uzunlugu (h), kanal genisligi (w) ve kanal
yiiksekligine (L) gore santriflij cihazi donilis hizinin ayarlandigi en az bir mikroakiskan ¢ipin

(3) saglanmasi,

. Mikroakiskan ¢ipi (3) santrifiij cihazina yerlestirmek i¢in tasarlanmis en az bir santrifiij

tiip (4) “lin saglanmasi,

. Stvinin en az bir numune haznesine (1) doldurulmast,
. Mikroakigkan ¢ipin (3)’in santrifuj tiipline (4) yerlestirilmesi,
. Dolum kanali (2) kanal uzunlugu (h), kanal genisligi (w) ve kanal yiiksekligine (L) gore

santrifiij cihazi doniis hizinin ayarlanmasi,

. Mikroakiskan ¢ipin (3) ayarlanan santrifiij hizinda belirli bir stire dondiiriilerek santrifiij
kuvveti ile kanal (2) i¢cinden numune haznesine (1) hava ¢ikis1 saglanarak belirlenen sivi

hacimlerinin numune haznesinden (1) kanal (2) i¢ine doldurulmasi.

Bulus yontemi, mikroakiskan ¢ipi (3) farkl: santrifiij hizlarinda belirlenen siirelerde dondiirerek
istenilen numune haznesinden (1) dolum kanalina (2) farkli sivilarin programlanabilir olarak

doldurulmasinda kullanilmaktadir.

Mikroakiskan ¢ip (3), kanal (2) i¢ine doldurulacak sivi rezervuara koyulduktan sonra, 6zel
olarak tasarlanmis santrifiij tiip (4) icerisine koyularak santrifiij cihazina yerlestirilmistir (Sekil

2). Santrifiij tiip (4), mikroakiskan ¢ipin (3) igerisine tam oturan ve santrifiij cihazi igerisinde
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¢ipin (3) sabit durmasini saglayan bir tiiptiir. Teknik olarak santrifiij cihazina tam oturan,
i¢cerisinde mikroakiskan ¢ipin (3) girebilecegi ve santrifiij sirasinda ¢ipin (3) hareketini 6nleyen

en az bir girinti icermektedir.

Mikroakiskan c¢ip (3), farkli santrifiij hizlarinda (100- 1000 rpm) dondiiriilerek farkli sivi
hacimleri kanal (2) i¢cine doldurulabilmektedir. Her kanal (2) 6zelliklerinden (uzunluk, genislik,
yukseklik) dolay1 farkli hidrolik dirence sahiptir. Hidrolik direncin artmasi kanalin (2) dolum
icin daha yiiksek donme hizina ihtiya¢ duyacagi anlamina gelmektedir. Bu sebeple her kanal
(2) ilk olarak 100 rpm 5 dk'dan baslayarak 1000 rpm 5 dk'ya kadar tek tek dondiiriilerek
bakilmistir, burada amag kanal (2) 6zelliklerine gore dolduklart donme hizin1 bulmaktir. Farkli
kanal (2) boyutlar1 farkli doniis hizlarinda dolabilmektedir (Sekil 3A). Bu da ¢ip (3) iistiinde
hazneye bagli farkli kanal (2) genislikleri kullanilirsa farkli doniis hizlarinda programlanabilir
bir akis profili olusturacagi anlamina gelmektedir. Bdylelikle farkli sivilarin sirasiyla
karigtirilmas1 gereken islemler, onerilen prensip ile santrifiij cihazi iginde gergeklestirilebilir.
Bu bulusta, kapali kanal (2) sisteminin doldurulmas: valf, membran, sifon yapilar

kullanilmadan ilk kez sunulmaktadir.

Bulus ile farkli kanal (2) boyutlarimin aym1 zamanda farkli doniis hizlarinda dolabildigi
gozlenmektedir (Sekil 3A). Elde edilen sonuglara gore, kanal (2) genisligi ve kanal ytiksekligi
arttikca sivinin kanala (2) dolmasi i¢in gerekli donme hizinin azaldig: sonucu elde edilmis olup
Denklem 1 ile hidrolik direng¢ hesaplanarak dolum prensibini ortaya koymustur (Denklem 1).
Hidrolik diren¢ (R), kanal yiiksekligi (h), kanal genisligi (w), kanal uzunlugu (L) ve sivi
viskozitesi (p) ile iligkilidir. Kanal genisligine ve kanal yiiksekligine bagli hidrolik direng
hesaplanarak dolum igin gerekli donme hiz1 ile iligkisine bakildiginda korelasyon
goriilmektedir (Sekil 3B, C). Bu da ¢ip (3) istiinde rezervuarlara bagh farkli kanal (2)
genislikleri kullanilirsa farkli doniis hizlarinda programlanabilir bir akis profili olusturacagi
anlamima gelmektedir. Bu bulusta, kapali kanal (2) sisteminin doldurulmasi valf, membran,

sifon yapilar1 kullanilmadan ilk kez sunulmaktadir.

R=—"F— 2% (Denklem 1)

1-0,63 (%) h3w

Kanal genisligi 2 mm ve kanal yiiksekligi 150 um sabit tutulan kanallarin kanal uzunluguna
gore zamana bagli hacim profili incelenmistir (Sekil 4). Denklem 1 kullanilarak hidrolik direng
hesaplanmis olup kanal uzunlugu ve kanalin dolmasi i¢in gerekli doniis hiz1 arasindaki iliski

gosterilmistir (Sekil 5). Boylece hidrolik direnci diisiik olan yani kanal uzunlugu az olan kanalin
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kendi hacminin %95’ine ulasmast daha kisa stirede gerceklesirken kanal uzunlugu arttik¢a bu

sure de artmaktadir.

Bulus kapsaminda hematoloji biriminde rutin olarak gerceklestirilen hematokrit ve beyaz kan
hiicresi sayimini kapali kanal (2) sistemde uygulanmistir. 10 pL tam kan 6rnegi numune
haznesine (1) yerlestirilmis ve ardindan farkli donme hiz1 ve siirelerinde santrifiij cihazinda
santrifiijlenmistir. Bu sayede herhangi bir ek islem, ek yap1 kullanmadan plazma, tam kandan
ayrilmistir. Kanalin alt kisminda toplanan kirmizi kan hiicrelerinin toplam kanal (2) i¢indeki
ornek hacmine oranindan hematokrit degeri hesaplanabilmektedir (Sekil 8). Elde edilen sonuca
bakildiginda donme hizlarinin hematokrit hesaplanmasi iizerindeki etkileri ayni oldugundan
plazma igerisinde kalan hiicre miktar1 sayilarak optimum dénme hiz1 ve siiresi 4000 rpm 10
dakika olarak belirlenmistir (Sekil 7A, B). Klinikte, plazma ayrigmasi i¢in kan icerisinde
bulunan tiim hiicrelerin ¢6kmesi gerekmekte ve plazma igerisinde hiicre kalmamasi
gerekmektedir. Bu sebeple de dondiirme hizlarinda plazma igerisinde kalan hiicre sayilari
incelendi ve en az hiicre miktar1 4000 rpm 10 dakikada bulunmustur. 15 dakika ile 10 dk

arasinda hiicre sayilarinda fark olmadig1 goriilmiistiir.

Tam kan 6rneginden plazma ayrigmasi ile kirmizi kan hiicresi arasinda kalan ve beyaz kan
hiicresi, platelet iceren buffy coat bdlgesini bulusta elde edildigi gézlenmistir (Sekil 6). Buffy
coat kalinligini da bakarak kan i¢indeki beyaz kan hiicresi miktar1 hesaplanabilmektedir (Sekil

9).

Sunulan teknik ile ilk kez kapali uglu bir kanal tek hazneden santrifiij kuvveti ile ek yapilar
gerektirmeden doldurulmus ve hematoloji biriminde rutin testlerden olan hematokrit degeri ve
beyaz kan hiicresi miktar1 tespiti yapilabilmistir. Bu bulus, c¢esitli kan testlerine
uygulanabilecegi gibi farkli molekiiler seviyede uygulamalara hizmet ederek ayristirma,

saflastirma, zenginlestirme gibi ¢alismalarda da kullanilma potansiyeline sahiptir.

Dolum prensibine bakildigi zaman, ¢ipin déonme yoniinde, sivinin kanal yiizeyine dogru
meniskiis yapisi olusturdugu goriilmektedir. Meniskiis yapisi kanal boyunca ilerleyip, siviy1
kanalin alt kismindan baslayarak dolmakta, kanal i¢indeki hava ise ters yoOnli tahliye

edilmektedir.

Tasarlanan sistem iizerinde kanal sekil ve konumlarinda degisiklik yapilarak farkli haznelerden
sirastyla numune doldurulmast ve kanal igerisinde farkli numunelerin karistirilmasi
saglanabilmektedir. Ayrica tasarlanan kanal ve oOnerilen prensip ile tam kandan plazma

ayrigmasi saglanabildigi gibi ayristirilan plazma icerisindeki biyobelirteglerin (kreatinin gibi)

10



10

15

20

Olciimii de yapilabilmektedir. Bunun i¢in tam kan 6rnegi numune haznesine yerlestirilir ve
ardindan santrifiijlenir. Bu sayede, tam kan icerisinde bulunan kirmizi kan hiicreleri dipte
toplanirken ortada buffy coat olarak bilinen beyaz kan hiicrelerinin toplandigi bir bolge
olusmakta ve iistte saf plazma kalmaktadir. Mikroakiskan ¢ip goriintiistinden kirmizi kan
hiicrelerinin kapladig1 bolge oOlgiilerek, tiim 6rnek bolgesine oranlanir ve hematokrit deger
bulunmus olur. Ayrica, ortada buffy coat adi verilen bolgede beyaz kan hiicreleri toplandigi
icin bu bolgeden beyaz kan hiicresi sayisi hesaplanabilmektedir. Plazma igerisindeki
biyobelirteglerin dl¢limii i¢in ise kan 6rnegi, ¢ip disinda biyobelirteclerle tepkimesi sonucunda
tercihen kolorimetrik iirlin veren soliisyonlar ile karistirilarak numune haznesine verilmektedir.
Ardindan, santrifiij ile karisim kapali kanala alinmakta ve yiiksek hizli santrifiij ile kirmizi kan
hiicreleri ve beyaz kan hiicreleri ¢okeltilmektedir. Yukarda bulunan plazma bdlgesindeki
biyobelirtegler soliisyonlar ile reaksiyona girerek bulunan biyobelirtecin konsantrasyonuna
gore farkli yogunlukta renk kanalda renk ortaya cikarmaktadir. Bu renk yogunluguna gore
biyobelirteg¢ konsantrasyonu hesaplanabilmektedir. Bu yontemle, ayni kanal i¢inde kan
hiicreleri plazmadan ayristirilarak, kan hiicrelerin kolorimetrik 6l¢iimlere olan olumsuz etkisi
(arka plan giiriiltiisii gibi) giderilmektedir. Onerilen bulus, hiicre ayristirmada, tek hiicre
calismalarinda, santrifiij gerektiren pek ¢ok molekiiler ve klinik testlerde kullanilabilme
potansiyeline sahiptir. Ayrica dnerilen sistem ¢ok az miktarda 6rnek isleyebilmekte (0,1-2 pL),
ayristirilan  6rneklere mikroakiskan c¢ipin seffaf yapisindan dolayr mikroskop altinda da
incelenebilmektedir. Ayristirilan Ornekler yine mikroakiskan c¢ipten toparlanip farkh

analizlerde de kullanilabilmektedir.
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