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HUCRE BIYOLOJISINDE UZAKLIGA BAGLI ETKILESIMLERIN ARASTIRILMASI ICIN
MIKROAKISKAN ClHAZ

&
Bulug, hicrelar va gesill fakidrer arasindaki uzakliklara bagh etkiezsmbenn incelnmasn
sadlayan bir mikroakiskan chaz sunmakladir. Bu cihaz kullanilarak, hicreler ve gasil
fakldrlar arasindaki uzakliklara baglh etkiesimienn balirlenmas yantemi va bu etkilesimban
dedistirebilen aganlann balirdenmeasi yantami de sunulmaktadir.
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Bul igili ollugy teknik sal
Bulug, matriks iinde olan veya olmayan hicraler de matriks iginda olan veya olmayan ayni
gasil hicraler, matriks iinde olan veva olmayan bagka bir gesit hicreler, matriks iginde alan
vava almayan baska ve birden fazla gesille hicreler, farkl sadlikte bir matriks, farkl bir gasil

10 matriks, kiRor odami, fisvoloik tampon gozalisi, biyolojik veyva kimyazal bir malekdl vaya
bunlarin bir kambinasyonu ¢azindr va da bir matrikse baglanan gozindr unsurlar gibi geasili
fakldrlede armlarindaki uzakliklara bagh etkilesimbenn balidleyean bir mikroakiskan cihaz, bu
etkiesimien balidama wintemi we bu etkilesimiend etkileyvecek ajanian balideme ydntemi ile
ikyiliclir.

Teknidin bilinen durumy
Hicrakenn, aym ya da farkh tiple diger hocreker, godzlindr faklorker va da bir matriksa
badlanan ¢hztndr faktdrker gibi gesitl fakldrkede etkilesimiean, hicralar ila faktdrker arasindaki
uzakliklara baghdr. Ornagin, epidermal biyime faktérl alicisin ifade aden meme kanserd
20 hicrelen epidermal bdyime faklord kaynadina dodru harekel aderlar. Farkl hocralar,
otoknn, juxiakrin, paraknn, endokrin snyallems gibl fakh etkiesma meakanzmalan
gdstarabilirier. Hicralar farkli faktdrlena kemotaktik, haptoklik, durotaktik tepkiler verebiidar.
Kansar, kdk hlcreler, immonokog, gelisgm, endokrinolgi, sinicbilim vb. Ozedne  WOm
arastirmalar, hicrebarin yukanda belirilenler gibi faktdrlede elkilesimbadni arastirabilecek
25 daha i cihazlar genektirmekiadir,

Mikroakiskan teknolojisi, kesin uzamsal va zamansal kontrol, yiksak-gktil analiz, disik
uretim masmflan ve tagnabiidik saglamakadir. Kullanilan malzama ve atk hacimban
pikolire kadar disik olabiir. Bilinmayen veya toksik malzemelerden kiclk hacimbann

30 kullaniimasi guvenl demeysal calizmay) saglamaktadir. Ayrica, mikroakiskan teknalojis,
fizyalojik mikrogevraken lakiit edebimenin yollarini zaglayabilir. Bu dzealiik, hicrelen ham
zagik ham hastalik durumlarinda daha gergeks calizabimemize ve ilag, agan lasl
vaklasimlanni rilestirmamize vardiman olabilir. Hayvan lestiennin azalilmasina da yvardima
olalbalir.

Ginomizde kallanilan  cihazlar genalde gdzindr  faklorlenn  dereceli  dedisen
konsantrasyanlarini sadlamaya odaklidir (Kamm, R D. &t al. Devica for High Throughput
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Investigations of Callular Interactions. PCT/US2011/054029 2011). Fakal canlida deracal
dedisen konsanlrasyonlar, fepki vemscek faktdrler ile etkenlerin kaynaklanmin  fadkl
uzakliklarda almasi ile varatilie. Bu patenl bagvurusunun cihaz, arastinlacak hicrelan va
faktdrlen dogrudan birbirkernden farkl uzakliklara konumlandinr va bdylece daha fizyalojik
bir dizenak sunmakladir. Ayrica bu patent bagvurisunun chazi, tek bir chaz Ozennda farkl
uzakliklarin etkilerinin eszamanl incelanmeasine Zin verr.

Bulugun coxtimind amagladid teknik problamlar

Bulugun amaci, hicrakenn casith faktdrlede uzakliga bagl etkiasmbenn balifemaktr.
Bulugun diger bir amac, hicreledn cesitl faktdrlede uzakliga bagh etkiesimbkanni
etkieyvebiacak ajanlan test etmaktir.

Belirtilen dzeliklan olan mikroakiskan cihaz agsaddaki sekillerde gdserimekladir.
Cizimber ganakmadik e Sgekli dedillardir,

Sakillann acklamasi

Sekil 1: Cihazin ustten gdrindma
Sekil 2: Cihazin sttunlari

Sekil 3: CGhazin van kesil garindmi

Sekillerdaki referanslan n aciklamasi

Sekillerdaki pargalar numaralandinimis olup, agiklamalan azadida venlmaktadir:
l51 gagiren yizey

Yapi

Test kanal

Ana kanal

S haznes

Situn

Test kanali agikligi

Ana kanal agikligi

Oriak test ve ana kanal agikligi

Lo T R

10. Swvi haznes agiklig
11. Swvi haznes genisagikligi

Bulusun agiklanmas |



Bulug, hicralenn ayni yva da farkl tipte diger hicreler, Gozindr fakidrler va da bir matriksa
badlanan ¢hzlindr faktdrler gibi gesilli fakidrlede aralarindaki uzakliklara badlh etkilesimbanni
balirkeyean bir mikroakiskan cihazdir,

Bir somul amakla cihaz ki ana kisma sahiptic 1500 gediren yizay (1) va bu 581 gagien
yizey Uzenndaki vapi (2). Bu yvap {2), bilbiderinden silun (8) diziken e aynimis ki lest
kanali {3), bu ki sl kanalina {3) komasu va aralarinda bulunan, ganigigi farkl yederde sabi
olabilen, uzunlud u boyunca sirekli vayva azamali olarak bir yonde aran bir ana kanal (4], bu
tesl kanallanna (3) komsu ki sivi haznes (5), dod adeal test kanal agikligi (7), ki adet ana
kanal acikigi (8) ve don adet sivi haznesi ackhdg (10) igerir (SEKIL 14).

Bir diger somul dmeakla chaz ki ana kisma sahiptic 15190 gagiren ylzay (1) va bu 1sidi
gegiren yizey Uzanndeki vapi {2). Bu yvap, birbiderinden situn (8) dizilen ile aynimis iki test
kanali {3), bu iki lest kanalina komsl ve aralarinda bulunan, genishgl farkl vederde sabi
olabilen, uzunlugu boyvunca strekli vaya asamali olarak bir yonde aran bir ana kanal {4), bu
test kanallanna (3) komsu ki sivi haznes (5], ki adet test kanali agikligi (7], bir adel ana
kanal agikliqn (8), bir adel odak test va ana kanal agikligi (9) va dan adel sivi haznes
agikhigi (10) igarir (SEKIL 18).

Digar bir somul dmekle chaz ki ana kisma sahiptic 15191 gegren ylzay (1) va bu 1sidi
geginan yuzay Dzenndaki vapi {2). Bu yvapi, birbidarindan situn (5) diziken ile aynimis ki lest
kanali {3}, bu ki tesl kanalina {3) komgu va aralarinda bulunan, genigigi farkl yaderde sabil
olabilen, uzunlud u boyunca sirekli vayva azamali olarak bir yonde aran bir ana kanal (4], bu
test kanallanna (3) komsu iki sivi haznas (5), ddr adel test kanal agikhid (7), iki adel ana
kanal agikligi (8) ve iki adet sivi haznasi genis acikhid (11) igerir (SEKIL 1C).

Bir diger somul dmekle cihaz ki ana kisma sahiplic 1590 gecmen ylzay (1) ve bu 1z
gagiren ylzay Uzanndaki yvapi {2). Bu yvap, birbiderinden situn (8) dziken de aynlmis ki lest
kanali {3), bu ki tesl kanalina komzu v aralarinda bulunan, gemshidl fakl yederde sabil
olabilen, uzunlud u boyunca sirekli vayva azamali olarak bir yonde aran bir ana kanal (4], bu
tesl kanallanna (3) komsu ki sivi haznes (5], ki adel test kanali agikligi (7), bir adet ana
kanal acikligi {8), bir adel orak test va ana kanal agiklig (3) ve ki adal sivi haznesi genis

agikhgi (11) igarir (SEKIL 1D).

Ana kanalin (4) genishdi farkh yvederda sabil olabilirken, vzunluiu boyunca strekli waya
asamali olarak bir ywinde arar. Boyleca lesl kanallanndaki (3) unsudar birbirlennea farkl
uzakliklarda konumlamidar.



Ana kanalin {4) genishig fakl vederde zabil olabilirken, uzunluju boyunca sirekli vaya
asamal olarak bir ydnde arar, ana kanal (4) genighdi 20 mikromeatre e 50 milimeaie
arasinda olabilir,

Test kanallanmin {(3) genigikien 50 mikromatra ik 10 milimatre aasinda alabilir,

Test kanallannin {3) ve ana kanalin {4) uzunluklan ayni ya da farkl, 500 mikrometre ke 20
santimetra arasinda alabilir.

Cihazda test kanallan (3), ana kanal (4) va sivi haznalan (5), iglering kullanilacak kahor
afamilar, fizyalojik lampon gozeltisi, bir vaya daha gok bivolojik molakil vayva kimyasal,
hicral matriks, hicresiz matriks veva bunlarin bir kombinasyonunun yoklenmasini saglayan
va yikleme sirasinda iglenndeki havanin veya dnceden yiklenmis malzemenin gikmasin
sadlavan agikliklara (7,8,9,10,11) sahiptidar. Test kanallan {3) ve va ana kanal {4) agikliklar
ortak (9) va da ayn ayn (7,8) olabilir. (SEKIL 1)

Sivi haznalarnin (5] yikseklikker test kanallan (3) ve ana kanal {(4) yiksekliklen e ayni ya
da farkli olabilir. Yikseklikled 50 mikrometra ile 50 milimatre arasinda olabilir. (SEKIL 3)

Tesl kanallan {3), ana kanal {4) ve silunlar {8), aym va 50 mikromate va 1 santimatra
arasinda yiksaklige sahiplir.

Sivi haznalar (5) Gzennde ek bir ve sivi haznesinin {5) boyullar kadar blylk olabilecek bir
sivi haznesi ganig agikhd (11) kallarmlabilir. Sivi haznes genis acikhd (11) blyik aldugu
iGN sivi haznalarindeki (5] sivilar daha rahal dedistivikebilis.

Cihazda test kanallan {3) va ana kanal {4) birbiderinden silun (8) dizilend de aynimiglardir
(SEKIL 2). Sivi hazneleri (5) de test kanallanndan (3) siitun (8) diziled ile aynimigtardir. Har
dizide ok zavida silun (§) bulunmakiadir. Kanallarin {(3,4) ve =i haznelerinin {5)
birbirlarindan ayrlmasi kesksiz duvarlar yanng situn (8) dizilen e gengaklastiridigi gin bir
kanal (3,4) vadvaya sivi haznesindeki (5) fakidder, diger kanal (3,4) ve/vaya sivi haznagaring
(5) gegabilider.

Her silunun {8) valay kesti altigen, daire, alips vaya farkl bir sakle sahip olabilir,

Her slitunun (8) uzun ekseni 10 mikromeatre ile 10 milimetre arasinda olabilir,

ki ardigik situn (8) arasindaki aralik, gevraladikled test kanallan (3) veva ana kanal {4)
ganigigindan daha kisadir.



Cihazdaki tesl kanallan agiklklar (7), ana kanal agiklklar (8), aorak test ve ana kanal
agiklign (91, sivi haznesi agkliklar (10), sivi hazresi genis agikidn (11) fakl sekillerda va
vatay uzun aksanked 50 mikromatre ke 50 milimetre arasinda olabilir,

Ana kanaldaki {4) ve test kanallanndaki (3) matriks aym ya da farkli olabilir. Chazda
kullanilan matriksler matrijel, kolajen, laminin, agaroz, poliakilamid, veya bivouyumilu
malriksler vaya bunlarin bir kombinasyanu olabilic,

Birdan fazla cihaz kullanikdigi zaman, chazlar ayn 12141 gagiren yizeyviera (1) zahip olabilidar
vava vapilar {2) orak bir 12191 gadiren yizay (1) dzennda dizenkenabilir,

Isi181 gegiren yizey (1) dhazin tabanidr (SEKIL 3). 15101 gegiren ylizeyvin (1) malzemeasi cam,
polidimatisloksan (PODMS), polistiren (P5) vava savklik olefin kopalimer (COC) olabilir.

Iz gegian  ylzay (1) Ozeandeki yvapinin (2] malzemas  polidimetisiloksan vaya
palistirendan olabilir.

Izig gegiran yizey (1) Gzenndeki vapi (2), standart Hografi tekniklen ile hazidanan silikon
vava SU-8 kalip dzennde PDMS'T polimerlestirerek vaya standan Wografi tekniklern ila
hazidanan PDOMS kalip dzennde PS5 palimarkestirerak vayva PS enjeksivon kaliplama ila
Uretikabdir. |z gedgiren yazey (1) va vapil {2) birbinne UW/ozon uygulamasi, plasma
uygulamas valveya 1sitma kullamlarak yapistiniabilir,

Cihaz, bali bir gasit hicre e bir faklér arasinda uzakliga bagl etkiesimin olup olmadigin
belirkmak igin kullandabilir. Burada faklar, matriks iginde olan vaya olmayan ayni gasit
hicreler, matriks iKinds olan veya olmayan baska bir gest hicralar, matriks inde olan vaya
olmayan baska ve birden fazla gesile hicreler, farkl sediikle bir matriks, farkh bir Gast
malriks, kildr otami, fizyolaik tampon cozallis, bivolojik vayva kimyasal bir molakdl vaya
burlarin bir kombinasyonu olabilir. Once ana kanala (4) hilcrali veya hilcresiz matriks, kiltir
artami, fizyalaik tampon cozellisi, bir vaya daha gok bivolojik malekdl vaya kimyasal vaya
bunlarin bir kambinasyonu yadestivlir. Sonra ana kanalin (4) bir tarafindaki tesl kanalina (3)
malriks iginde olan vaya olmayan belli bir gest hicreler akili. Ardindan ana kanalin {4) diger
tarafindaki test kanalina {3) bir fakldr vedesticlic. Ana kanaldaki (4) matriks tlest
kanallanndaki (3) matriks ile ayn ya da farkli olabilic. Son olarak sivi haznelering (5) kildr

otami vaya fizyalgik tampon gozalilan yiklanir,



Tesl kanallannin {3) va ana kanalin {4) yaklamalen s zamanl da yvapilabilir. Yiklemealer bos
bir cihaza ya da killr ofam vaya tampon ghzeltisi ile dolu bir chaza yvapilabilir. EGer beli
bir gesit hicr da faktde arasinda uzaklikla ters orantili bir etkilesm var ise, bu etkilasim
cihazda balli bir gasil hicre e faklidr amsindaki uzakhidgin @n kiga oldugu bdlgede en balirgin
sakike gozlenickan, uzakhigin @n uzun akdugu bdkgede daha az vaya hig gdzlenmayeadcaklr,
Balli bir gesil hicre e fakidrun armlanndaki etkiesim uzaklik ile poatl veyva negatif olarak
korelasyon gostaryorsa, bu uzakliga bagh bir etkiesim olduduna isanel eder. Beli bir gast
hicr lle fakidr arasindaki atkiesim, bali bir gesit hicrenin gagl, vasamasi, farkh genlarni
ifade etmesi, sekil dedistirmesi vb. ile kendini gdsterebilir.

Omek bir uygulama su sakidadir:

Ana kanalin {4) bir taralindaki test kanalina (3) matriks ik kansik balli bir gesil hicreler, diger
tarafindaki test kanalina (3) matriks ile kangsik baska bir gesil hicralar vadestivilir. Ana kanala
(4] hicresiz matriks yiklenir. Sivi haznalering (5) kihdr odami veyva fizvolojik tampon
Gozetilen yiklenir, Eger bu iki hicre tipi arasinda parakang bir etkilesme ve kemolaklik bar
kargilik var ise, bu kargili gin aralanndaki uzaklik ile ters orantil olarak dedismesi beklanir.

Diger bir dmak bir uygulama su sekildadir:

Ana kanalin {4) bir taralindaki test kanalina (3) matriks il kansik balli bir gasl hicreler, ana
kanala {4) matriks ile kansik farkh bir ¢est hicrekr yvedestirlic. Ana kanalin {4) diger
tarafindaki test kanalina (3) hicresiz matriks vadestivilir. Sivi haznelering (5) kOldr atami
vaya fizyolojik tampon cozeltileri yiklenir. Eder ana kanaldaki (4) hicreler bir dzelikledni
sadeca hicalenn okdudu test kanalina (3) lemas ettiklan varde gosternvodarsa, bu ki hdocr
arasinda parakring bir etkilesim olduduna isarel adar,

Diger bir dmak bir uygulama su sakildadin:

Ana kanalin (4) ki tarafindaki test kanallanna (3) hicresiz matriks, ana kanala (4) matriks ila
kargik bali bir gasil hicreker yadestilicr. Sivi haznebering (5) kildr ofami veva fizyolojik
tarnpon cozattilarn yikkenir. Bu durumda ana kanaldaki (4) hicre yvodunlugu aymidir fakat ana
kanalin {4) an genis okdudu verde daha fazla sayida hicre vardir. Eger ana kanakdaki (4]
hicrakar bir dzalliklenni ki t2st kanali (3) amsindaki uzaklik @n uzun oldujunda an bealirgin
sakikde gastervoriarsa, bu dzelik hicralenn olokane etkilesminde okduklanna isanet eder.

Diger bir dmek bir uygulama su sekildadir:

Ana kanalin (4) bir tarafindaki test kanalina (3) matriks ile kangik balli bir gesit hiicraler, ana
kanala {4) ayni gasil fakal hicresi matriks yvadestivilic. Ana kanalin (4) diger tarafindaki lest
kanalina (4) farkl sadlikte bir matriks yedasticlicr. Sivi haznalaring (5) kOROr ofami waya
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fizyalgjik tampon ghdeallilen yiklanir, EJer hicreler sar maltriks aralanndaki uzakliga bagl
olarak algilivarsa, hilcrelendn tepkisinin, ki bu baskalasma, gdg atma vb. seklinde olabilir,
farkli safliklaki matriks ile aralan ndaki uzaklik e dedemesi baklanir,

Cihaz, bir aj@anin, bali bir gest hicre da bir faktdr arasinda uzakliga baglh etkilesimin olup
odmadigim balirlemek gin kullanilabilir. Burada fakidr, matriks iinda olan vaya olmayan ayni
gesil hicreker, matriks iginde olan vaya aolmayan baska bir gesl hicraler, matriks iginde olan
vava almayan baska ve birden fazla gesille hicreler, farkl sadlikte bir matriks, farkl bir gasil
malriks, kildr otami, fizyolaik tampon cozalisi, bivolojik vayva kimyasal bir molakdl vaya
bunlarin bir kambinasyonu olabilir. Burada ajan, bir vaya daha fazla ilag, bivolojik malakdl
vaya kimyasal veya burnlarin bir kombinasyonu olabilir. Once ana kanala (4) hicreli veya
hicresiz matriks, kildr odami, fizyolojik tampon gozallis, bir veva daha ok bivolojik
malekll waya kimyasal veva bunlarin bir kambinasyonu yedestivilic,. Sonra ana kanalin (4) bir
tarafindaki tesl kanalina (3) malriks iginde olan veva olmayan bali bir gesit hicraler akilir,
Ardindan ana kanalin {4) diger larafindaki test kanalina (3) bir fakldr yedestilic. Ana
kanaldaki (4) matriks test kanallanndaki (3) matriks ile ayni yva da farkl olabilir. Son olarak
zivi haznalering (5) kilir odam vaya fizyolgik tampon ozelilen yikkenir, Ayrica
yiklemalar sirasinda test ediecek aj@an, lest kanallan {3), ana kanal {4) wvelvaya sivi
haznalarindan {5) birinin vaya daha fazlasimin gerging aklanir. Test kanallanmin {3) ve ana
kanalin {5) viklemealar as zamanl da yvapilabiir. YOklemaler bos bir cihaza va da kaldr
artami vaya tampon fozalis e dolu bir cihaza vapilabilir. Eger test ediken ajan, balli bir gasil
hicr il fakidr arasindaki etkilesimi antinr vaya azallir ise, o zaman bu, lest adilen a@nin
badli bir casit hicre ila fakldr arasindaki uzakliga bagl etkiesimi dedistirebilaceding Eanat
adear.

Omak bir uygulama su sekidedir:

Ana kanalin {4) bir tarafindaki test kanalina (3) matriel iKinda balli bir gesit hicrelar
wadestivilir. Ana kanalin {4) diger tarafindaki 1est kanalina {3) matrjl Kinde farkl bir Gast
hicrakar vadestivlic. Ana kanala {5) tesl adilecak kimyasal malakdld, dmadin bir ag@ani, garan
kolajen yedestirilr. [lag olmadan iki hilcre gasidinden bid didedne dodru gdg ederken, ajan
varkan bu ga¢ gengeklesmivorsa, bu ajan ik hicre gesidi armsindaki uzakliga bagh etkiegimi
engelivor demektir.

Cihazda harhangi hicre hatll vadveya pamar hicreler vadvaya bivopsi hicrlan kullanilabilir,
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