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OZET

Ugur DUZEN

ELEKTRO-KULTUR PLAKANIN TASARIMI, URETIMI VE GLiOBLASTOMA
HUCRELERINDEKI ETKILERININ INCELENMESI

Baskent Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyomedikal Miihendisligi Anabilim Dah

2024

Glioblastoma, cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi gibi geleneksel tedavi yontemlerinin sinirli
basar1 sagladigi, yiiksek mortalite oranina sahip en agresif beyin kanseri tiirlerinden biridir.
Alternatif elektrik alanlarin (AEA) kullanimi, invaziv olmayan tedavi stratejileri i¢in umut
vadeden yeni yaklagimlar sunmaktadir. Bu tez calismasinda, hiicre kiiltiirii deneylerine
uygun olarak, AEA sistemi ile entegre edilmis bir elektro-kiiltiir plakasinin tasarimi ve
iiretimi amaglanmistir. Gelistirilen elektro-kiiltiir plakasi, standart bir 12-kuyucuklu hiicre
kiiltiiri plakasina uyumlu paslanmaz celik elektrotlar igermektedir ve AEA’larin hiicrelere
es zamanli ve kontrollii bir sekilde uygulanmasina olanak tanimaktadir. Her kuyucukta dort
adet paslanmaz celik elektrot (Kuzey-Giiney, K-G; Dogu-Bati, D-B yonlerinde) kullanilmis
ve toplamda kirk sekiz elektrot araciligiyla farkli yonlerde elektrik alanlar uygulanmistir.
Deneylerde, ayni siitun igerisindeki ii¢ kuyucuk ile dogruluk ve tekrarlanabilirlik saglanmais,
validasyon testleri ile istenen elektrik alan siddetinin tiretildigi dogrulanmistir. Hiicre kiiltiirii
on testlerinde, U87 glioblastoma hiicrelerine iki farkli yonde (K-G ve D-B) polarize
edilebilen alternatif elektrik alanlar (200 kHz, 1,5 Vpk/cm genlikte, 48 saat) uygulanmigtir.
Hiicre canlilig test sonuglarina gore, kontrol grubuna kiyasla, sham grubu %82,8 (p<0,05),
K-G grubu %30,26 (p<0,001) ve D-B grubu %15,14 (p<0,0001) yiizde hiicre canliliklarina
sahip olup, istatistiksel olarak anlamli azalmalar tespit edilmistir. Bu sonuglar, optik
mikroskop goriintiileri ile de dogrulanmistir. Ayrica, D-B yoniinde uygulanan AEA nin, K-
G yonline kiyasla hiicre canliligini daha fazla azalttig tespit edilmistir (p<0,05). Bu bulgular,
hiicre canlilig1 lizerinde uygulanan yonelime bagh farkl etkilerin oldugunu gostermektedir.
Sonug olarak, tasarimi ve iiretimi gergeklestirilen elektro-kiiltiir plakanin in vitro ¢aligmalar
icin etkin bir sekilde kullanilabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Elektro-kiiltiir plaka, Alternatif elektrik alan, Glioblastoma, U87 hiicre
hatti
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ABSTRACT

Ugur DUZEN

DESIGN, PRODUCTION OF ELECTRO-CULTURE PLATE AND
INVESTIGATION OF THE EFFECTS ON GLIOBLASTOMA CELLS

Baskent University Institute of Science

Department of Biomedical Engineering

2024

Glioblastoma is one of the most aggressive types of brain cancer, characterized by high
mortality rates and limited success with conventional treatment methods such as surgery,
radiotherapy, and chemotherapy. The use of alternating electric fields (AEFs) presents
promising new approaches for non-invasive treatment strategies. This thesis aims to design
and manufacture an electro-culture plate integrated with an AEF system, suitable for cell
culture experiments. The developed electro-culture plate features stainless steel electrodes
compatible with a standard 12-well cell culture plate, enabling simultaneous and controlled
application of AEFs to the cells. Four stainless steel electrodes (aligned in North-South, N-
S; and East-West, E-W directions) were used in each well, with a total of forty-eight
electrodes allowing for the application of electric fields in different directions. In the
experiments, the use of three wells within the same column ensured accuracy and
repeatability, and validation tests confirmed the generation of the desired electric field
intensity. In preliminary cell culture tests, AEFs that could be polarized in two different
directions (N-S and E-W) were applied to U87 glioblastoma cells (200 kHz, 1.5 Vpk/cm
amplitude, for 48 hours). According to cell viability test results, statistically significant
reductions in cell viability were observed compared to the control group: the sham group
had 82.8% viability (p<0.05), the N-S group had 30.26% viability (p<0.001), and the E-W
group had 15.14% viability (p<0.0001). These results were also confirmed by optical
microscopy images. Furthermore, AEFs applied in the E-W direction were found to reduce
cell viability more significantly than those applied in the N-S direction (p<0.05). These
findings indicate differential effects on cell viability depending on the orientation of the
applied fields. In conclusion, the designed and manufactured electro-culture plate has been
demonstrated to be effectively usable for in vitro studies.

Keywords: Electro-culture plate, Alternating electric field, Glioblastoma, U87 cell line
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1. GIRiS

Kanser, diinya genelinde 6nemli bir halk saglig1 sorunu olarak 6ne ¢ikmakta ve tedavi
yontemleri ile tedaviye verilen yanitlar {izerine siirekli arastirmalar yapilmaktadir. insan
viicudunda gergeklesen temel yasamsal faaliyetlerde hiicresel ve doku diizeyinde elektriksel
aktiviteler meydana gelmektedir [1]. Saglikli bir hiicrenin patolojik bir duruma gegisiyle
birlikte, hiicrenin elektriksel 6zelliklerinde degisiklikler gozlemlenmektedir [2]. Kanser
progresyonuyla birlikte hiicre yapisinda meydana gelen bu degisiklikler, membran
kapasitans1 ve sitoplazmik iletkenlik gibi elektriksel oOzelliklerin uyum saglamasini
icermektedir [3]. Ayrica, malin tiimdrler, cevrelerindeki saglikli  dokularla
karsilastirildiginda daha yiiksek iletkenlik ve daha diisik empedans ozellikleri
gostermektedir [4]. Bu bulgular, kanser hiicrelerindeki degisen elektriksel aktivitelerin hem
teshis ve tedavi siireclerinde hem de alternatif elektrik alan terapisi gibi tedavi
yaklagimlarinin etkinliginin anlasilmasinda etkin bir rol oynayabilecegini gostermektedir.

Tiimor tedavi alanlari sistemi (Tumor Treating Fields, TTFields, Novocure Inc, Haifa,
Israil), tiimor bolgesine diisiik siddette (1-3 V/cm, 100-300 kHz) alternatif elektrik alan
verilerek tiimdr hiicrelerinde anti-mitotik etki olusturan bir yontem olarak tanimlanmaktadir
[5]. Bu sistemin, in vitro, in vivo ve klinik uygulamalar (tedaviler) icin gelistirilen
teknolojileri mevcuttur. Ornegin, Novocure Firmasi tarafindan iiretilen in vitro TTFields
sistemi, sekiz seramik petri kabini igeren ve 6zel bir yazilim tarafindan kontrol edilen bir
taban plakasindan olugsmaktadir [6]. Ayrica, klinik olarak kullanilan TTFields sistemi, 2011
ve 2015 yillarinda sirasiyla niikkseden ve yeni teshis edilen glioblastoma (GBM) tedavisi igin
Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan standart tedavi protokoliine dahil edilmistir
[7]. Bu baglamda, alternatif elektrik alanlarin kanser tedavisindeki potansiyeli lizerine
yapilan aragtirmalar giderek artan bir 6neme sahip olmaktadir.

Bu tez ¢alismasinin amaci, hiicre kiiltiirii caligmalarina uygun olarak, 12-kuyucuklu
bir elektro-kiiltiir plakasinin tasarimi, iiretimi ve bu plakanin glioblastoma hiicreleri (U87)
tizerindeki canlilik etkisinin incelenmesidir. Calisma kapsaminda, alternatif elektrik
alanlarin U87 hiicreleri {izerindeki etkileri hiicre canlilig1 testleri ile degerlendirilmistir.
Literatiir arastirmalari ve mevcut in vitro sistemler dikkate alinarak yapilan bu tez
caligmasinda, gelistirilen ve {iretilen yapinin teknoloji ve tasarim farkliliklari, bulgular ve

tartisma boliimiinde ayrintili olarak belirtilmistir. Tez kapsaminda, mikrodenetleyici ve DDS
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cipine sahip bir alternatif elektrik alan kaynagi ve bu kaynaga entegre edilen elektro-kiiltiir
plakasi kullanilarak deneyler gerceklestirilmistir. Sonu¢ olarak, tasarimi ve f{retimi
gergeklestirilen elektro-kiltir plakanin in vitro calismalar i¢in etkin bir sekilde

kullanilabilecegi gosterilmistir.



2. GENEL BILGILER

Kanser, diinya genelinde genis bir popiilasyonu etkileyen ve ciddi saglik sorunlarina
yol acan bir hastaliktir. Geleneksel tedavi yontemleri, cerrahi miidahale, kemoterapi ve
radyoterapi gibi tekniklerle smirli kalmaktadir. Bu yaklasimlarin yan etkileri ve
etkinliklerinin sinirli olmasi, alternatif tedavi yontemlerine olan ilginin ve ihtiyacin
artmasina neden olmaktadir. Alternatif elektrik alanlarin (AEA) kullanimi, invaziv olmayan
tedavi stratejileri i¢in umut vadeden yenilik¢i yaklagimlar sunmaktadir [8]. Bu baglamda,
alternatif elektrik alanlarin uygulanmasi, geleneksel tedavi yontemlerinin siirlamalar1 ve
yan etkileri goz Oniine alindiginda, kanser tedavisinde etkili bir yontem olarak o6ne
¢cikmaktadir.

Baz1 c¢aligmalar, elektromanyetik alanlarin kemoterapi ile birlikte kullanildiginda
tedavi etkinligini artirabilecegini gdstermektedir. Elektromanyetik alanlar, kanser
hiicrelerinin kemoterapi ilaglarina karsi duyarliligini artirabilir [9]. Elektromanyetik
alanlarin, kanser hiicrelerinde oksidatif stres ve apoptozu artirdigr bildirilmistir [10]. Bu
etkilerin, kanser hiicrelerinin biiylimesini ve yayilmasini engelleyebilecegi diisiintilmektedir
[11]. Son yillarda, alternatif elektrik alanlarin kanser tedavisindeki etkinligini arastiran
cesitli klinik denemeler yapilmistir [12] Bu klinik denemeler, alternatif elektrik alanlarin
kanser hiicreleri iizerindeki etkilerini degerlendirerek, bu tedavi yonteminin etkinligini
belirlemeyi amaglamaktadir.

Alternatif elektrik alan kullanilarak uygulanan tedavi yontemlerine olan ilgi, kanser
tedavilerinde yasanan zorluklarla basa c¢ikmak ve hastalarin yasam kalitesini artirmak
amaciyla artmaktadir [7]. Ornegin, giiniimiizde Israil merkezli Novocure sirketine ait kanser

tedavisinde kullanilan teknolojiler [6] ve bu teknolojilerle tiretilmis sistemler bulunmaktadir.

2.1.Alternatif Elektrik Alanlarin Kanser Tedavisindeki Yeri

Alternatif elektrik alanlarin ve dogru akim elektrik alanlarinin biyolojik etkileri,
embriyonik gelisimden yara iyilesmesine kadar genis bir arastirma ge¢misine sahiptir.
Ozellikle, tiimér tedavi alanlari (Tumor Treating Fields, TTFields) olarak bilinen bir
alternatif elektrik alan formunun, glioblastoma ve mezotelyoma gibi kanser tiirlerinin

tedavisinde standart tedavi protokollerine dahil edilmistir [13]. Tiimor tedavi alanlarinin



(TTFields) terapotik frekans araliklar1 genellikle 100-300 kHz, alan siddetleri ise 1-3 V/cm
arasinda degismektedir [14]. Alternatif elektrik alanlar, timor hiicrelerinin mitoz bdliinme
stirecini bozarak kanser hiicrelerinin 6liimiine yol agabilir [15]. Bu frekans ve alan siddetleri,
ozellikle hiicre boliinmesi sirasinda kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engelleyebilir ve timdor

biiylimesini durdurabilir.

2.2.Tiimér Tedavi Alanlariin Kanser Hiicreleri Uzerine Etkileri

Tiimor tedavi alanlar1 (TTFields), kanser hiicreleri iizerinde ¢esitli etkilere sahiptir. Bu
etkiler hiicrelerin hayati siireclerini fiziksel olarak bozar ve hiicre 6liimiine yol agabilir (Sekil
2.1) [16]. Bu tedavi, metafaz sirasinda anormal mitotik 1§ olusumunu tetikleyerek ve
boliinme olugunda septin diizenini bozarak, hiicre zarinda kabarcik olusumu, anti-mitotik
etki ve asimetrik kromozom ayrigmasi gibi etkiler yaratabilir [17]. Yakin zamanda yapilan
bir ¢alisma, tiimor hiicre zarindaki potansiyel degisikliklerin Ca** iyonlarmin hiicre igine
girigini artirarak, bu durumun anormal i§ olusumu ve apoptozu tetikleyebilecegini 6ne
stirmektedir [18].

Tiimdr Tedavi Alanlar, sistemik toksisiteye neden olmayan, yenilik¢i ve non-invaziv
bir bolgesel anti-mitotik tedavi yontemidir. Bu tedavi, kanser hiicrelerine 1-3 V/cm
yogunlukta ve 100300 kHz frekans araliginda alternatif elektrik alan uygulanmasini igerir.
Preklinik caligmalar, TTFields’in mitoz asamasinda etkili oldugunu gostermistir [19].
Kanser hiicrelerine uygulanan alternatif elektriksel alanlar, hiicre membraninda
depolarizasyon ve repolarizasyon siireglerini etkileyerek [20] hiicresel aktiviteyi

degistirebilir.

KAN BEYIN
BARIYERININ
ACILMASI

DNA HASAR ANTI TUMOR
YANITININ BAGISIKLIGININ
BASKILANMASI ARTTIRILMASI

TUMOR TEDAVI
ALANLARININ (TTFields)
KANSER HUCRESI
UZERINE ETKILERI
HUCRELERIN
HAREKET ETME
VE YER ANTI MIiTOTIK

DEGISTIRME ETKI
KABILIYETININ
BOZULMASI

Sekil 2.1. Tiimor tedavi alanlariin kanser hiicreleri tizerindeki potansiyel etkileri [21].
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Alternatif elektrik alanlarin apoptozu (programlanmis hiicre 6liimii) indiikleyebilecegi
rapor edilmistir [22]. Bu alanlarin hiicre zarindaki iyon kanallar lizerinde etkili oldugu ve
bu kanallar araciligiyla hiicresel iletisimi degistirebilecegi belirtilmistir [23], bu da hiicre i¢i
ve hiicreler arasi sinyalizasyonu etkileyebilir. Ayrica, alternatif elektrik alanlar hiicreler
tizerinde elektromekanik stres yaratarak hiicresel yapilarin, 6zellikle hiicre iskeletinin,
mekanik ozelliklerini etkileyebilir. Bu durum, hiicresel hareketlilik ve sekil degisikliklerine
yol a¢abilmektedir [24].

TTFields, kanser hiicrelerinin yagamsal siire¢lerini ve tiimor ilerlemesini engellemek
amaciyla fiziksel kuvvetler uygulayan elektrik alanlaridir. Bu alanlar, hiicre boliinmesini
bozarak kanser hiicrelerinin biiyiimesini durdurur ve tiimoriin ilerlemesini yavaslatir [21].
TTFields ve anti-PD-1 (bir immiinoterapi ilac1) kombinasyonu, antitiimor bagisikliginin
arttirllmasinda rol oynamaktadir [25]. TFields'in, yalnizca radyasyon kaynakli DNA c¢ift
sarmal kiriklarinin (Double-Strand Break, DSBs) yeniden baglanmasini engellemekle
kalmayip, ayn1 zamanda yeni DNA DSB'leri indiikleyebildigi rapor edilmistir [26]. Ayrica,
glioblastoma (GBM) tedavisi i¢in onaylanan TTFields terapisi, kan-beyin bariyerinin (BBB)
gecirgenligi lizerinde de etkili olmustur. Yapilan calismalar, TTFields'in BBBnin yapisal
biitiinligiinii etkileyebilecegini ve bariyerin gecirgenliginde degisikliklere yol agabilecegini
gostermektedir [27]. Bu baglamda, timor tedavi alanlarinin etkilerinin daha iyi
anlasilabilmesi ve tedavi stratejilerinde nasil kullanilabileceginin belirlenmesi i¢in ¢esitli

calismalar yapilmaktadir.

2.3. Alternatif Elektrik Alanlarin Anti-Mitotik Etkisi

Alternatif elektrik alanlarin uygulanmasi, kanser hiicrelerinde septinlerin yanlis
konumlanmasini artirarak mitotik ig iplik¢iklerinin bozulmasina neden olur. Bu durum,
tiibiilin polimerizasyonuna miidahale ederek mitoz siirecini olumsuz etkiler. Sonug olarak,
hiicre boliinmesi diizgiin gerceklesmez ve kanser hiicrelerinin biiyiimesi engellenir [28].
Alternatif elektrik alanlarin etkisi altinda, mitoz siirecinde bulunan kanser hiicreleri, anormal
hiicre boliinmesi ve kromozom ayrismasi sonucunda mitotik bozukluga ve hiicre 6liimiine
yol acar. Bu alanlar, DNA hasar onarimi ve replikasyon catali (replication fork)
stabilizasyonunda gorev alan genlerin ekspresyonunu azaltir. Siirekli yiiksek replikasyon
stresi ve yetersiz DNA hasar yaniti, hiicre 6liimiine neden olur (Sekil 2.2) [29]. Bu siireg,
kanser hiicrelerinde mitotik bozulmalara yol agarak hiicre oliimiinii tetikleyen bir

mekanizma ortaya koymaktadir.
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Sekil 2.2. Timér tedavi alanlarmin (TTFields) kanser hiicrelerinde mitoz siireci, DNA hasar1 ve

replikasyon stresi tizerindeki etkileri [29].

TTFields tedavisinin glioma hiicrelerini ortadan kaldirmada 6zgilin bir mekanizma
sundugu bildirilmistir. Elektromanyetik enerjinin belirli frekans ve yogunluklarda
uygulanmasiyla, kanser hiicrelerinin mitoz siirecindeki boliinme dinamiklerini bozdugu ve

hiicre proliferasyonunu engelledigi rapor edilmistir, bu nedenle tiimor tedavi alanlari,



yenilik¢i bir anti-mitotik kanser tedavi yontemi olarak degerlendirilmektedir [30]. Anti-
mitotik etkiler, TTFields’in taninan ilk biyolojik anti-kanser aktivitesi olsa da veriler timdor
tedavi alanlarinin anti-kanser etkilerini birden fazla etki mekanizmasi aracilifiyla
sagladigin1 gostermistir [31]. Bu nedenle, TTFields, birgok farkli tedavi modiilasyonu ile
kombinasyon halinde ¢esitli kanser tiirleri i¢in faydali olabilme potansiyeline sahiptir [32].
Ormegin, uygulanan alternatif elektrik alanlarin DNA hasar1 ve replikasyon stresini
hedefleyen ilaglarla (pemetreksed, doksorubisin, temozolomid, gemcitabin ve platin bazh
bilesenler gibi) birlikte kullanildiginda etkinliginin artti§i rapor edilmistir [33]. Bu
kombinasyonlar, timor hiicre dliimiinti destekleyerek, alternatif elektrik alanlarin diger
tedavi yontemleriyle birlikte daha etkili bir sekilde tiimor hiicrelerine miidahale ettigini
gostermektedir.

TTFields uygulanan ve kontrol (TTFields uygulanmayan) hiicrelerinin metafaz
sirasindaki gortintiileri Sekil 2.3’te verilmistir. Kontrol hiicresinde mitotik ig iplikgikleri
acikca goriilmektedir (Sekil 2.3a). Mavi ile isaretlenmis kromozomlar metafaz plagi
boyunca diizgiin bir sekilde hizalanmistir. Yesil renkle gosterilen mitotik 1§ ve hiicre
kutuplarinda yer alan sentromerler net bir sekilde goriinmektedir (Sekil 2.3a). Buna karsilik,
TTFields'e maruz kalan hiicrede mitotik i§ bozulmus, sekilsiz ve asimetrik hale gelmistir.
Kirmizi boya ise kromozomlardaki DNA'nin paketlenmesinden sorumlu olan histon
proteinini goéstermektedir (Sekil 2.3b) [34]. Bu gozlemler, TTFields'in mitoz siirecini
bozarak hiicre boliinmesinde yapisal bozukluklara yol agtigini ve kanser hiicrelerinin

boliinmesini engelleyerek potansiyel bir tedavi mekanizmasi sundugunu gostermektedir.

Control o TTFields

Tubulin His

Sekil 2.3. Timor tedavi alanlarmin (TTFields) kanser hiicrelerindeki metafaz sirasinda elde edilen
goriintiileri, kontrol hiicrelerinde (a) diizglin hizalanmis kromozomlar ve diizglin yapida mitotik ig
iplik¢iklerini gosterirken, TTFields uygulanan hiicrelerde (b) ig iplik¢iklerinin bozuldugunu ve kromozomlarn

daginik sekilde yer aldigini gostermektedir [34].



2.4. Tumor Tedavi Alanlar1 Sistemi

Son donemde yapilan caligmalarda, kanser hastalar1 iizerinde giyilebilir yapida
elektrot dizinine sahip tedavi teknolojileri kullanilmaktadir [35]. Bu ¢alismalarda, elektrot
dizisinin pozisyonunu optimize etmek i¢in akilli bir optimizasyon algoritmasi kullanilmakta
ve TTFields uygulamalar, kisiye 0zgii bir tedavi olarak sunulmaktadir [36]. Bu
optimizasyonun amaci, alternatif elektrik alan uygulamasi sirasinda tiimor i¢indeki ortalama

elektrik alan yogunlugunu maksimize etmektir.

Sekil 2.4. Tiimor tedavi alanlart (TTFields) siseminde kullanilan elektrot dizisinin manyetik rezonans

goriintiileme (MRI) yardimiyla optimize edilmesine iliskin bir akis diyagrami [36].

Sekil 2.5’te gosterilen tedavi yontemi, Novocure firmasina ait NovoTTF-100A cihazi
ile entegre olarak uygulanmistir. Bu yontem, beyin tiimori olan bir hastanin kemoterapi
tedavisine destek amacli kullanilmistir. NovoTTF-100A, diisiik yogunluklu ve orta frekansta
elektrik alanlar1 saglayan tasinabilir bir cihazdir ve invaziv olmayan iletim diizenleri
araciligiyla calisir [37]. TTFields, hiicre boliinmesini fiziksel olarak hedefleyerek kanser

tedavisinde yeni bir terapotik modalite sunmaktadir.

Elektrot Dizileri

NovoTTF-100A

Sekil 2.5. Kadin hasta, taginabilir NovoTTF-100A cihazini kullanirken (hastanin izni alinarak ¢ekilmis
bir fotograf) [37].



Laboratuvar ortaminda gergeklestirilen in vitro calismalar, alternatif elektrik alan
uygulamalarinin kanser tedavisindeki potansiyel etkinligini desteklemektedir. Alternatif
elektrik alan uygulamalari i¢in farkli tasarimlara sahip hiicre kiiltiir sistemleri Boliim 2.5°te

aciklanmustir.

2.5. Elektro-Kiltiir Plakalar

In vitro deneyler kapsaminda kanser hiicrelerini incelemek igin farkli tasarimlarda
elektro-kiiltlir plakalar gelistirilmistir. Bu yontemlerde, alternatif ya da dogru akim elektrik
alanlarmin hiicre kiiltlirii ortamina etkin bir sekilde iletilmesi, uygun elektrot se¢imi ile
saglanmaktadir. Elektrotlarin malzeme o6zellikleri, elektriksel iletim ve biyouyumluluk
acgisindan kritik dneme sahiptir. Bu nedenle, her bir tasarimda kullanilan farkli elektrot
malzemelerinin performanst degerlendirilmekte ve bu siireg, elektrik alan temelli kanser
tedavilerinin gelistirilmesinde énemli bir arastirma alani olarak 6ne ¢ikmaktadir. Ornegin
Sekil 2.6'da gosterilen titanyum elektrotlara sahip farkli bir tasarimda, uygulanan elektrik
alanin kanser hiicrelerinin canlilik oranini azaltmasi hedeflenmistir. Ug farkli katmandan
olusan bu yapu, hiicrelere 162 mV/mm biiytikliigiinde ve 1,2 Hz frekansinda elektriksel alan
vermektedir [38].

Sekil 2.6. Titanyum elektrotlardan olusan elektro-kiiltiir plaka, (a) kapak, (b) govde ve (c) taban [38].

Hiicre kiiltiirii caligmalari icin tasarlanan geleneksel uyari sistemleri, ¢gevresel 1sinma
sorunlarina yol agabilmektedir. Bu sorunu ¢6zmek amaciyla 6zel olarak tasarlanmis ve
iretilmis bir empedans 6l¢iim sistemi (Electric cell-substrate impedance sensing, ECIS)

gelistirilmistir (Sekil 2.7). ECIS, empedans algilama katmani, uyar1 blogu ve bu yapilar
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mikro elektrotlara baglamak ve kontrol etmek icin kullanilan bir arayiiz tasarimindan

olusmaktadir [39].

980um 6000um

"mﬂhn

Sekil 2.7. (a) Uretilmis dijital mikro-elektrotlar ve (b) dijital mikro-elektrotlara monte edilmis
kuyucuklar [39].

Elektro-kiiltiir plakalari araciligryla kanser hiicrelerine elektrik alan uygulamasinin
etkinligini arastiran c¢alismalardan biri, tamamlayici metal-oksit yar1 iletken kapasitans
sensOor  ¢ipi  (complementary = metal-oxide-semiconductor, CMOS) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu sistem, hiicre kiiltiirii kuyucuklart i¢inde alternatif elektrik alan
desenleri olusturmak amaciyla minyatiirize edilmis paslanmaz c¢elik elektrotlardan

olusmaktadr. Tlgili sistem, Sekil 2.8°da detayl1 olarak sunulmustur [40].

CMOS kapasitans
sensor ¢ipi

Paslanmaz celik
elektrotlar

Sekil 2.8. Tamamlayict metal-oksit yar1 iletken kapasitans sensor ¢ipi (complementary metal-oxide-

semiconductor, CMOS) kullanilarak iiretilmis elektro-kiiltiir plaka sistemi [40].

Farkli geometrilerde tasarlanarak iiretilen elektro-kiiltiir sistemi Sekil 2.9°da
verilmigtir [41]. Calismada, elektrotlar dortgen plakanin dort kenarina yerlestirilmis ve
hiicreler dortgen plakanin igine ekilmistir (Sekil 2.9a). Sabit bir yonde elektrik alan
uygulamasi modellenmis (Sekil 2.9al ve Sekil 2.9a2) ve iki yon her saniye degistirilmistir
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(Sekil 2.9a3). Alternatif bir tasarimda, elektrotlar plakanin alti kenarina yerlestirilmis ve
hiicreler altigen plakanin i¢ine ekilmistir. Elektrik alan, belirtilen yonlerde uygulanmis (Sekil

2.9b1 ve Sekil 2.9b2) ve ii¢ yon her saniye rastgele degistirilmistir (Sekil 2.9b3).

1l
)

Sekil 2.9. Laboratuvar ortaminda yapilan in vitro deneyler igin tiimor elektrik alan tedavi sistemi
tarafindan iiretilen, tek yonlii ve polarize elektrik alan ¢ikis modlarmin sematik gosterimi. (a) Sabit yonde
elektrik alan uygulamasi gergeklestiren dortgen elektro-kiiltiir plaka, (b) rastgele bir yonde elektrik alan
uygulamasi gerceklestiren altigen elektro-kiiltiir plaka [41].

Alternatif bir tasarimin sunuldugu ¢alisma, Sekil 2.10'da gosterilmistir. Bu ¢alismada,
tasarlanan ve iiretilen elektro-kiiltiir plaka; gdmiilii uyarici elektrotlara sahip iki katmanli bir
cam alt tabaka ile dokuz kare kiiltiir kuyucuguna sahip bir polidimetilsiloksan (PDMS)

katmanindan olugsmaktadir [42]. Elektrotlar ise bakir/altin (Cr/Au) alasimindan iiretilmistir.

Kiiltiir
Kuyucugu

Uyanea N
Elektrotlar =1

Sekil 2.10. Gomiilii uyarict elektrotlar ile hiicre kiiltiirii plakanin tasarimi ve hiicre kiiltiirii plakanin

sematik gosterimi [42].

Sekil 2.11'de belirtilen ¢aligmanin tasariminda, "L" seklindeki platin elektrotlar, 6

kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakasinin kapagina sabitlenmis ve standart bir dogru akim giic
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kaynagina baglanmistir [43]. Elektrotlar, hiicre kiiltlirii plakasinin tabaniyla temas
halindedir ve tamamen kiiltiir ortami ile kaplanmistir, bdylece hiicrelerle dogrudan etkilesim

saglanmaktadir.

|
Electrical stimulation device ———7—>

Platinum electrodes

L
",

Y
/ \ & =y
\ rf‘ P
A . DC power supplier
T Cell culture well
S Cell culture medium

Cells in culture

S

Sekil 2.11. Hiicrelere dogru akim ile elektriksel stimiilasyon uygulanmasinin sematik gosterimi [43].

Alternatif bir c¢alismada, elektriksel stimiilasyon uygulamalart i¢in 6zel olarak
tasarlanmig bir elektrot kartinin gelistirilmesi ve kullanimi incelenmistir (Sekil 2.12). Bu
kart, 6 kuyucuktan olusan bir hiicre kiiltiir plakasina entegre edilmis olup, elektriksel alan
stimiilasyonu saglamak amaciyla harici bir elektrik alan jeneratdriine baglanan pin
konnektorlerini igermektedir (Sekil 2.12a). Her bir kuyucuk, karbon elektrot ¢iftleri ve alt
ylizeyde bulunan devre yollar ile detaylandirilmistir, bu da elektriksel sinyallerin her

kuyucukta diizgiin bir sekilde iletilmesini saglamaktadir (Sekil 2.12b) [44].

Sekil 2.12. Hiicre kiiltiirii ¢aligmalari i¢in 6 kuyucuklu elektro-kiiltiir plaka tasarimi (a) iistten goriiniimii

ve pin konnektorler, (b) her bir kuyucuk i¢in karbon elektrot ¢iftleri [44].
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3. MATERYAL VE METOT

Bu béliimde, tez kapsaminda yapilan tasarim, iiretim ve hiicre kiiltiirii deneylerinde
kullanilan malzemeler ve yontemler detayli sekilde agiklanmaktadir. Elektro-kiiltiir
plakasinin tretiminde kullanilan malzemeler, yazilimlar, cihazlar ve hiicre kiiltiiri
caligmalarinda kullanilan kimyasallar ile kitler tablo seklinde sunulmustur. Tez ¢aligmasi iki
ana tasarim siirecine ayrilmigtir:

e Birinci tasarim ve liretim asamalari, kullanilan malzemeler ve montaj siiregleri ayrintilt
olarak sematik ¢izimlerle sunulmustur.

e Ikinci tasarimda, bazi malzemeler degistirilmis ve yeni iiretim siirecleri agiklanmustur.

Son boliimde, elektro-kiiltiir plakasinin hiicre kiiltlirii deneylerinde kullanimi ve alternatif

elektrik alanlarin hiicre canliligmma etkisi hiicre canlilik testi ve inverted mikroskop

goriintiileriyle degerlendirilmistir.

3.1. Alternatif Elektrik Alan Kaynag Sisteminin Tasarim ve Uretilmesi

Bu tez kapsaminda tasarimi ve liretimi gergeklestirilen elektro-kiiltiir plaka, alternatif
elektrik alan kaynagina entegre edilmistir. Bu kaynak, Baskent Universitesi Miihendislik
Fakiiltesi Biyomedikal Miihendisligi Tezli Yiiksek Lisans Programi 6grencisi Eda Sevval
AKSAN'n tezi kapsaminda gelistirilmistir. Alternatif elektrik alan kaynaginin iiretim stireci
asagida Ozetlenmistir.

Alternatif elektrik alan kaynagi sisteminin lretiminde mikrodenetleyici ile DDS
ciplerinden (Direct Digital Synthesis, chip) yararlanilmistir. DDS c¢ipleri 0,03 Hz
¢oziiniirliikte ve MHz seviyelerine kadar siniis veya kare dalga sentezleyebilen ¢iplerdir. Bu
cipler ticari olarak piyasadan rahatlikla temin edilebilmektedir. Ayrica, hangi frekansta
sinyalin sentezlenecegi mikrodenetleyici (protokoliine uygun olarak yazilimi yapilan) ile
belirlenmistir. Mikrodenetleyici ile tanimlanan bu sinyal (bilgi) ise DDS ¢ipine gonderilerek
istenilen frekans degerlerinde (0—500 kHz) sinyal sentezlenebilmektir. Ancak, DDS ¢ipi ile
sentezlenecek sinyalin genligi diisiik oldugundan, bu sinyalin yiikseltilmesi i¢in koprii
yiikselte¢ devresi, tiim elektrotlarin topraktan bagimsiz hale getirilmesinde kullanilmistir ve
bu sayede elektrik alan uygulanmayacak elektrotlarin pasif durumda (yiizer durumda)

kalmas1 saglanmistir. Ayrica, koprii yiikselteg devresi, yiikk boyunca voltajda iki kat artis
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saglar ve bu durum daha ytiksek bir elektrik alan olusumuna olanak tanimistir. 12-kuyucuklu
hiicre kiiltiirli plakasinda farkli yonlerde elektrik alan olusturmak i¢in 16 kanalli réle karti
kullanilmistir. Alternatif elektrik alan kaynagi 0-500 kHz frekans ve 1-3V/cm genlik
araliklarinda ve paslanmaz gelik elektrotlar uygulayabilen bir sistem olarak tlretilmistir ve
Sekil 3.1°de alternatif elektrik alan maruziyet sistemi ve elektro-kiiltiir plakanin birlikte

kullanimina ait kavramsal tasarim verilmistir.

Képrii Yiikseltec

Devresi Réle Kart1

Mikrodenetleyici

~

LCD Ekran
(Kullanict
Arayiizii)

Sekil 3.1. Uretimi gergeklestirilen alternatif elektrik alan kaynagi ve elektro-kiiltiir plakanm

birlikte kullanimina ait kavramsal tasarim.

3.2. Elektro-Kiiltiir Plakanin Tasarim ve Uretilmesi

Tez ¢aligmasinin bu kisminda, elektro-kiiltiir plakasinin tasarim ve iiretim siirecine yer
verilmistir. Bu kapsamda, biyouyumlu malzeme olarak, paslanmaz ¢elik elektrotlar ve
pleksiglas malzemeler tercih edilmistir. Standart bir 12-kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasinin
iiretim boyutlari (kuyucuklar i¢in 21 mm ¢ap, 17 mm derinlik; plaka dis boyutlar1 i¢in 13 cm
uzunluk, 9 cm en) seklindedir [45].

Elektro-kiiltiir plaka, besiyeri icerisindeki hiicrelere istenilen dogrultuda (dogu-bati
veya kuzey-giiney) alternatif elektrik alan uygulanmasina olanak taniyacak yapida her bir
kuyucuga dort adet paslanmaz gelik elektrot, toplamda 48 adet paslanmaz celik elektrot
monte edilmistir. Bu elektrotlar, alternatif elektrik alan kaynagindan gelen sinyalleri iletmek
lizere tasarlanan baski devre kartina (PCB) nikel serit teller araciligiyla lehimlenmistir.
Paslanmaz ¢eligin lehimlenememesi nedeniyle, nikel serit teller 6nce puntalanmig, ardindan
PCB iizerindeki baglanti noktalarina lehimlenerek islem tamamlanmistir. Bu metal ve PCB
yapinin, standart 12-kuyucuklu bir plaka iizerinde dogru sekilde ve hasar almadan

kullanilabilmesi icin pleksi levhalardan olusturulmus kilavuz ve c¢ergeve yapilar
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kullanmilmistir. Sekil 3.2°de standart bir 12-kuyucuklu hiicre kiiltiir plakanin teknik 6lgiileri

verilmistir.
4 - Technical Data Sheet
1l L 2[21 Eppendorf Cell Culture Plate, 12-Well
T T English (EN)

—

E Description Eppendorf Cell Culture Plate, 12-well

N 0030 721.110: with tissue culture treated surface
Taers ] T —_— 0030 721.012: with non-treated surface
- ]||\7u }‘37-,3 5 o ::fa T [?;; Dimensions Plate with lid: 127.8 x 85.5 x 20.0 mm (I xw x h)
Well dimensions [mm] Positions of well center imm] =
Dmm:w Toesth TTiicknes [ Positions welght Plate 41 g, lid 20 g
d ]d! llxi bt P1 IP) |P3 Pa
C2 B 2 L = L P L ) Filling volume Working volume/well: 1.0 mU/well to 2.0 mUwell
tack height (mml Tid dimensions (mm]
:A\I;Qulhd oy ]r;.:mm.n Na‘;gl\(llm I;V“d;hlw\r 1:;.7.9:.«”\ { Growth area 391.1 mm#Well

Sekil 3.2. Standart 12-kuyucuklu plakanin teknik 6lgiileri (Eppendorf) [45].

Elektronik anahtarlama teknolojisi sayesinde, elektro-kiiltiir plakasindaki kuyucuklara
uygulanan sinyaller x ve y eksenlerinde (dogu-bati veya kuzey-giiney dogrultusunda) hassas
bir sekilde yonlendirilmektedir. Standart 12-kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasinin 1.
stitunundaki hiicrelere x ekseninde alternatif elektrik alan uygulanirken, 2. siitundaki
hiicrelere y ekseninde alternatif elektrik alan uygulanabilmektedir (Sekil 3.3). Bu plaka, 3
satir ve 4 slitun olmak tlizere toplamda 12-kuyucuktan olusan bir matris yapisina sahiptir. Her
siitunda 3 kuyucuk bulundugundan, her siituna farkli dogrultularda elektrik alanlar
eszamanli olarak iletilmis ve her siitundaki 3 kuyucuk arasinda tekrarli bir uygulama
saglanmistir. Elektro-kiiltiir plakasinin tasarimi ve elektrik alan yonleriyle ilgili ayrintili

gorsel Sekil 3.3'te sunulmustur.
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1. situnda x-dogrultusundaki 2. siitunda y-dogrultusundaki
elektrotlarin aktive edilmesi ile elektrotlarin aktive edilmesi ile
olusan elektrik alan gizgileri olusan elektrik alan gizgileri

[ S

Sekil 3.3. Farkli dogrultulardaki (x ve y eksenlerinde) elektrot ciftlerinin aktive edildikten sonra

olusturduklar1 elektrik alan ¢izgileri.

3.2.1. Elektro-Kiiltiir Plaka Birinci Tasarim ve Uretim Asamalar1
Bu asamada, ihtiya¢ dogrultusunda uygun elektro-kiiltiir plakanin iiretilmesi igin
uygulanan islemler ve asamalar detayli bir sekilde agiklanmustir. Uretim siirecinde kullanilan

malzeme listesi asagida sunulmustur:

Tablo 3.1. Elektro-kiiltiir plaka tiretiminde kullanilan malzemeler.

Sira Malzemeler
1 Seffaf pleksi levha, 9mm kalinlik
2 Seffaf pleksi levha, Smm kalinlik
3 Beyaz pleksi levha, 9mm kalinlik
4 Paslanmaz ¢elik elektrot: 304/316/316L (0,03mm kalinlik)
5 Paslanmaz ¢elik elektrot: 304/316/316L (0,3mm kalinlik)
6 Elektronik kart (PCB): Epoksi, 13cm x 9cm, tek katmanl
7 Elektronik kart (PCB): Epoksi, 13cm x 9cm, ¢ift katmanlt
8 Nikel serit levha: 0.15mm kalinlik (puntalama ve lehimleme igin)
9 Punta makinasi: DH20 Pro+ nokta kaynak punta makinasi
10 Standart 12-kuyucuklu hiicre kiiltiir plaka
11 Lehim
12 Konnektor, DB25, erkek

Tasarim ve tretim siirecinde, standart 12-kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasinin 6lgiileri

temel alinarak SolidWorks yazilimi (Dassault Systémes, Fransa) kullanilarak modelleme
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gerceklestirilmistir. Sekil 3.4'te, elektrotlarin yer aldig: iist pleksi kapak, paslanmaz celik
elektrotlar ve hiicrelerin yer alacagi (hiicrelerin tutunup cogalacagi) alt plaka tasarimlarina

ait teknik ¢izimler ve ii¢ boyutlu modeller sunulmustur.

00®)
OO0
OO0 E

| OO0

TTF Assembly | *

Sekil 3.4. (a) Standart bir 12-kuyucuklu hiicre kiiltliri plakasinin iiretim Olgiileri referans alinarak
tasarimi yapilan konkav yapili paslanmaz ¢elik elektrotlar ile elektro-kiiltiir plakanin Solidworks ¢izimi ve (b)
pleksiden imalat1 kararlastirilan iist plaka ve elektrotlarin goriiniimii ile birlikte standart bir 12-kuyucuklu

plaka.

12-kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarinin teknik ¢izimleri tamamlandiktan sonra,
elektrotlarin yerlestirilecegi {ist plaka i¢in pleksi levha (9 mm kalinlik) malzemesi tercih
edilmistir. Pleksi levha, lazer kesim cihazi (HD-F 3015 Fiber Lazer, Durma, Tiirkiye)
kullanilarak standart 12-kuyucuklu kiiltiir kab1 boyutlara uygun olarak kesilmistir (Sekil
3.5a). Ayrica, bu kesim islemi sirasinda, elektrotlarin yerlestirilecegi iist plakanin istenilen
ozelliklere (her bir kuyucuk i¢in 4 adet elektrotun yerlestirilecegi 14 mm uzunluga ve 1 mm
incelige sahip 4 adet delik) tam olarak uyumlu olmasi1 saglanmistir. Bu detaylar, {ist plakaya
elektrotlarin diizglin bir sekilde yerlestirilmesini ve deneylerin dogru bir sekilde
gergeklestirilmesini saglamak i¢in 6nemlidir.

Pleksi malzemeden {ist plakanin islenmesinden sonra, paslanmaz celik elektrotlarin
lazer cihazi ile kesim islemi gergeklestirilmistir (Sekil 3.5b). On calismalar kapsaminda, 0,03
mm kalinliginda paslanmaz ¢elik elektrotlar kullanilmistir. Farkli dogrultularda elektrik alan
polarizasyonunun hiicre cevaplarina etkisinin incelenebilmesi i¢in 12-kuyucuklu elektro-
kiiltiir plakanin (iist plaka) her bir kuyucugu karsilikl iki ¢ift-elektrot (toplam dort elektrot)
icerecek sekilde toplamda 48 adet paslanmaz celik elektrot (0,03 mm kalinlik) kesilmistir.
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Sekil 3.5. (a) 9 mm kalinlikta bir pleksi levhanin istenilen dlgiilerde kesimi, (b) paslanmaz gelikten

elektrotlarin lazer ile kesimi ve (c) operator ekraninda paslanmaz gelik elektrotlarin arayiiz goriintiisii.

Paslanmaz celik elektrotlar, iiretim, montaj ve kullanim kolaylig1 saglamak amaciyla
iki farkli u¢ Olgiisiine sahip olacak sekilde tasarlanmistir. Bu tasarim, elektrotlarin bir ucu
hiicre kiiltiirli ortamina uygun bir sekilde yerlestirilirken, diger ucunun pleksi levha ve devre
elemanlarina baglantisini kolaylastirmay1 hedeflemektedir.

Paslanmaz celik elektrotlar, liretim, montaj ve kullanim kolaylig1 saglamak amaciyla
iki farkli u¢ Olciisiine sahip olacak sekilde tasarlanmistir. Elektrotlarin kuyucuk igerisinde
yer alacak kism1 14 mm genisliginde olup, pleksi levha ve PCB’ye baglanti1 yapilacak kism1
ise 4 mm genisligindedir. Toplam elektrot uzunlugu, kuyucuk igerisinde 17 mm kalacak
sekilde 27 mm olarak belirlenmistir. Bu farkliliklar1 ve Slgiileri net bir sekilde gdstermek
amaciyla, Sekil 3.6'da elektrotlarin lazer kesim sonrasi demonte hali ayrintili olarak

sunulmustur.

Sekil 3.6. Lazer kesimi sonrasinda, paslanmaz ¢elik elektrotlarin demonte edilmis hali (bu sekil, paslanmaz

celik elektrotlarin yapisini gostermek i¢in kullanilmistir).
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Kesim islemleri gerceklestirildikten sonra, elektrotlarin pleksi-plakaya (iist plaka)
montaj islemi yapilmistir (Sekil 3.7). Ancak, montaj isleminde elektrotlar1 PCB’ye
lehimlemek icin gerekli olan elektrot-uzunlugu hesaba katilmadigindan, elektrotlar 12-
kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasinin tabanina tam oturmamustir (Sekil 3.7). Sekil 3.7°de

gosterilen boyut kesim hatalar1 yukarida bahsedilen durumlar dikkate alinarak diizeltilmistir.

Sekil 3.7. Elektrotlarin hatali kesim sonucu hiicrelerin tutunacagi alt ylizeye ulasamamasi veya askida

kaldiginin gorseli.

On calismalar kapsaminda tespit edilen bir diger durum, PCB iizerine paslanmaz gelik
elektrotlarin dogrudan lehimlenememesi olmustur. Bu sorunu ¢6zmek amaciyla, paslanmaz
celik elektrotlara (0,03 mm) nikel serit teller (0,15 mm) puntalama ydntemiyle
birlestirilmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. On galismalar kapsaminda, (a) puntalama islemi sirasinda punta makinasinin ve (b) paslanmaz

celik elektrotlarin, nikel serit tellerin ve pleksi levhanin gériiniimii.

19



Tasarim caligmalar1 sirasinda dikkate alinmasi gereken bir diger onemli faktor,
elektrotlarin dayanikliligidir. Elektrotlarin alt plakaya (12-kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasi)
takilip ¢ikarilmasi sirasinda yapisinin korunmasi (egilme, biikiilme gibi deformasyonlarin
onlenmesi) amaciyla bir kilavuz tasarlanmis ve lazer kesim islemleri uygulanmistir (Sekil
3.9). Bu kilavuz, elektrotlarin montaj ve kullanim sirasinda zarar gérmesini engellemek icin
gelistirilmistir. On ¢alismalar kapsaminda iiretilen 12-kuyucuklu elektro-kiiltiir plakasinin

alttan ¢ekilmis goriintiisii, PCB icermeyen haliyle Sekil 3.9d'de sunulmustur.

Sekil 3.9. (a) Pleksi yiiziik yapinin tasarim gorseli, (b) pleksi kilavuz yapinin tasarim gorseli, (c) kilavuz
ve yliziik yapinin paslanmaz celik elektrotlar tizerindeki gorseli, (d) 12-kuyucuklu plaka {izerinde, pleksi plaka,

paslanmaz gelik elektrotlar, pleksi kilavuz ve yiiziik yapinin gorseli.

Tasarim siirecinin  bir sonraki asamasinda, PCB'nin tasarimi ve {iretimi
gerceklestirilmistir. Bu agsamada, devre semasi tasarimi i¢in Proteus (V8.13) yazilimindan
faydalanilmistir. Tasarim, ihtiya¢ duyulan boyutlara (13 cm x 9 cm) uygun olarak
hazirlanmis ve PCB'ye aktarilmistir. Baski isleminin tamamlanmasinin ardindan, PCB
iizerinde elektrotlara puntalanmis nikel serit tellerin lehimlenecegi noktalar, metal bir
kilavuz tezgahi kullanilarak freze islemiyle delinmistir. Bu islemlerle ilgili gorseller, Sekil

3.10 ve Sekil 3.11°de sunulmustur.
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Sekil 3.10. a) Proteus V8.13 programi kullanilarak tasarimi ve ¢izimi yapilan PCB, (b) PCB’nin
simiilasyon goriintiisii (list yiizey).

Sekil 3.11. (a) PCB'nin freze ile delinmesi, (b) elektronik kart tasarimmin PCB’ye basildiktan sonra,
kartin nihai gériiniimii ve elektrot baglantilari igin agilan baglanti noktalarr.

Birinci tasarim ve liretim silirecinin ardindan ¢esitli ¢ikarimlar elde edilmistir. Bu
cikarimlar dogrultusunda, olasi hatalarin 6nlenmesi amaciyla elektro-kiiltiir plakasinin
tasariminda ve paslanmaz ¢elik elektrotlarin malzeme kalinliginda bazi degisiklikler
yapilmas1 kararlastirlmis ve bu degisiklikler uygulanmustir. Ilgili ¢ikarimlar ve yapilan

tyilestirmeler, tez caligmasinin bulgular kisminda ayrintili olarak ele alinmustr.
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3.2.2. Elektro-Kiiltiir Plaka ikinci Tasarim ve Uretim Asamalar

Birinci tasarim siireci sirasinda elde edilen ¢ikarimlar dogrultusunda, bu asamada
elektro-kiiltiir plakanin iiretimi i¢in gerceklestirilen islemler ve asamalar detayl bir sekilde

aciklanmustir. ikinci tasarim ve iiretim siirecinde kullanilan malzemelerin listesi asagida

sunulmustur.
Tablo 3.2. ikinci tasarim siirecinde kullanilan malzemeler.
Sira Malzemeler

1 Seffaf pleksi levha, Smm kalinlik
2 Paslanmaz gelik elektrot: 304/316/316L (0,3mm kalinlik)
3 Elektronik kart (PCB): Epoksi, 13cm x 9cm, ¢ift katmanlt
4 Nikel serit levha: 0.15mm kalinlik (puntalama ve lehimleme i¢in)
5 Punta makinasi: DH20 Pro+ nokta kaynak punta makinasi
6 Standart 12-kuyucuklu hiicre kiiltiir plaka
7 Lehim
8 Konnektor, DB25, erkek
9 Koruyucu Kapak (PORIMA PLA), 13 cm X 9 cm

Standart 12-kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakasi i¢in SolidWorks yazilimi1 kullanarak yeni
bir modelleme gerceklestirilmistir (Sekil 3.12). Bu teknik c¢izim; paslanmaz c¢elik
elektrotlarin PCB’ye montajina kilavuzluk eden pleksi plakay1 (5 mm kalinlik), elektrotlarin
hiicre kiiltiir ortamina kilavuzlugunu yapan pleksi plakayr (5 mm kalinlik), bu iki pleksi

plakanin sabitlendigi ¢erceveyi ve standart 12-kuyucuklu hiicre kiiltiir kabinin alt plakasin

(hiicrelerin ekildigi plaka) icermektedir (Sekil 3.12).
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-~ Elektrotlarin PCB'ye
~._ kilavuzlugunu yapan pleksi
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T kilavuziugunu
yapan pleksi

GORDIA A

Sekil 3.12. 12-kuyucuklu elektro-kiiltir plakanin tasarimi ve teknik ¢izimi; paslanmaz ¢elik
elektrotlarin PCB’ye montajina kilavuzluk eden pleksi plaka, elektrotlarin hiicre kiiltiir ortamina kilavuzlugunu
yapan pleksi plaka, bu iki pleksi plakay1 sabitleyici ¢ergeve (ortast bos) ve standart 12-kuyucuklu hiicre kiiltiir
kabinin alt plakas1 (hiicrelerin ekildigi plaka).

Teknik c¢izimler tamamlandiktan sonra pleksi levhanin kesilmesi ve elektrot
yuvalarinin islenmesi (Sekil 3.13b) lazer cihazi ile yapilmistir. Ayrica, 0,3 mm’lik paslanmaz
celik elektrotlarin (Sekil 3.13c) lazer kesim islemleri gerceklestirilmistir. Lazer kesim
islemleri sonras1 paslanmaz celik elektrotlar ve pleksi plaka bir araya getirilerek standart bir
12-kuyucuklu hiicre kiiltiir plaka {izerine montaj1 yapilmistir. Montaj sonrasi olusan yapinin

iist plaka goriintiisii (Sekil 3.14a) ve alt plaka goriintiisii (Sekil 3.14b) verilmistir.
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Sekil 3.13 (a) 0,3 mm lik paslanmaz celik elektrotlarin, yeni tasarim pleksi levhaya montaji, (b) seffaf
pleksinin lazer ile elektrot yuvalarinin dogrusal kilavuz yapida islenmesi (¢) 0,3 mm’lik paslanmaz celik

elektrotlarin lazer ile kesilmesi.

Sekil 3.14 (a) 0,3 mm’lik paslanmaz ¢elik elektrotlarin pleksi levhaya montaji (iistten gériiniim), (b) 0,3
mm’lik paslanmaz gelik elektrotlarin pleksi levhaya montaji sonrasinda 12-kuyucuklu alt plaka tizerindeki

goriintiisii (alttan goriiniim).

Ikinci tasarim ve 6n ¢alisma siirecinde iiretilen PCB, elektrot yapisindaki degisiklikler
nedeniyle revize edilmistir. PCB’nin boyutlarinda bir degisiklik yapilmamis ve ilk tasarimda
oldugu gibi 13 cm x 9 cm Slgiilerinde kalmistir. Tasarim, Proteus V8.13 yazilimi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Paslanmaz c¢elik elektrotlardaki yapisal degisiklikler, dikdortgensel
yapiya uygun olacak sekilde diizenlenmis ve Sekil 3.15'te gosterilmistir.

Elektrotlarin montajinin sorunsuz gergeklestirilmesi ve iletim giivenliginin artirilmasi

amaciyla, PCB lizerindeki montaj noktalari ¢ift kat kaplama ile gli¢lendirilmis, ayrica iletim
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yollar iizerindeki kisa devre riskini dnlemek i¢in korunakli bir yap1 ile kaplanmistir. Devre
tizerindeki atlama noktalar1 da ¢ift kat kaplama ile tasarlanarak, ek bir bilesen ihtiyaci
olmaksizin dogrudan kullanim i¢in hazir hale getirilmistir. Puntalama asamasinda, birinci
tasarimda oldugu gibi paslanmaz celik elektrotlar nikel seritler ile puntalanmis ve PCB
tizerine lehimlenmistir. Lehimleme sirasinda kullanilan nikel serit tellerin boyutlarinda veya
malzeme yapisinda bir degisiklik yapilmamis olup, paslanmaz ¢elik elektrotlar 0,3 mm
kalinliginda (birinci tasarimda 0,03 mm olarak belirlenmisti) ve nikel serit teller ise 0,15 mm
kalinliginda tercih edilmistir. Bu boyutlar hem elektrotlarin dayanikliligini artirmak hem de

iletkenligin sorunsuz bir sekilde saglanmas1 amaciyla secilmistir.

o
o
o
o
o
=3
o

Sekil 3.15 (a) Ikinci tasarim sonrast PCB'nin Proteus arayiiziindeki goriiniimii, (b) atlama noktalarinmn
kisa devre korumasi ve iletim kolaylig1 icin ¢ift katli olarak tasarlandigi noktalar ve (c) paslanmaz celik

elektrotlarin baglanti noktalari ile iletim yollarinin yapisi.

PCB tasariminda kullanilan malzemelerin yapisi, dlciileri ve baski devre kart1 iiretimi
sonras1 gerceklestirilecek montaj islemleri dikkate alinarak, Sekil 3.16'da PCB tasarim

Olciileri detayl bir sekilde belirtilmistir.
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Sekil 3.16. (a) PCB fiizerinde elektrotlarin baglant1 yapilacagi noktalarin boyutlar1 6 mm uzunlugunda
baglanti1 ucu, 1 mm elektrot kalinlig1 (0,3 mm kalinliktaki elektrotun montaj kolayligi i¢in), (b) karsilikli

elektrotlar aras1 mesafe.

Tasarim ve iiretim siireglerinin tamamlanmasinin ardindan, elektro-kiiltiir plakasinin
elektronik kisminin kullanim sirasinda (inkiibasyon, dezenfeksiyon, tasima, carpma ve
depolama kosullar1) korunmasi amaciyla, 3D yazici ile iretilen koruyucu bir kapak
tasarlanmistir. Bu koruyucu yapi, elektro-kiiltiir plakasimin tim kullanim kosullarinda

giivenligini saglamak i¢in gelistirilmistir (Sekil 3.17a ve Sekil 3.17b).

13

88

7

Sekil 3.17. Elektro-kiiltiir plakanin, (a) uygulamalar ve ¢alisma sirasinda korunmasini saglayacak

koruyucu kapak yapinin tasarimi ve (b) tiretimi.
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3.3. Hiicre Kiiltiir Calismalar:
Elektro-kiiltiir plakanin tasarim ve iiretim islemleri tamamlandiktan sonra hiicre
kiltlirii galismalarina gegilmistir. Hiicre kiiltiirti calismalarinda U87 glioblastoma hiicre hatti

kullanilmustir.

Hiicre agma islemi: -80°C’de dondurulmus olarak muhafaza edilen U87 hiicreleri, tekrar
aktif hale getirmek amaciyla 37°C su banyosunda ¢oziilmeye birakilmistir. Coziilme
tamamlandiktan sonra, hiicreler 1000 rpm hizda ve +4°C’de santrifiijlenmis, siipernatant

atilarak taze besiyeri ile hiicreler steril bir 25 cm?’lik flaska aktariimistr.

Hiicre Kkiiltiirii ekipmanlar1 ve elektro-kiiltiir plaka sterilizasyonu: Hiicre kiiltiirii
islemleri, biyogiivenlik kabininde gergeklestirilmistir (Class II Biyogiivenlik Kabini,
Thermo Scientific - MSC Advantage 1.2). Elektro-kiiltiir plaka, biyogiivenlik kabininde otuz
dakika boyunca UV 15181 ile sterilize edilmistir (Sekil 3.18a). Elektro-kiiltiir plakaya U87
glioblastoma hiicrelerinin ekim iglemlerinin gorseli Sekil 3.18b'de verilmistir. Ayrica,
hiicrelerin inkiibasyon islemlerinin gergeklestirildigi inkiibator (RWD-D180, Cin) Sekil
3.19°da verilmistir. Hiicrelerin ekiminden itibaren gelisimleri, inverted mikroskop (Nikon

Eclipse TS2, Japonya) ile diizenli olarak izlenmistir (Sekil 3.20).

Hiicre pasajlama ve 12-kuyucuklu elektro-kiiltiir plakaya ekme islemi: Calisma i¢in
gerekli hiicrelerin gogaltilmas1 ve uygun sartlarda yasatilmasi amaciyla hiicre pasajlama
1slemi gergeklestirilmistir. %80-%90 yogunluga (confluence) ulasan hiicreler, eski besiyeri
atilarak tripsin ile muamele edilmis ve 37°C, %5 CO:’li inkiibatorde 5 dakika boyunca
bekletilmistir. Bu siirenin sonunda, taze besiyeri eklenerek tripsinin etkisi notralize
edilmigstir. Hiicreler, 1000 rpm hizda ve +4°C'de santrifijjlenerek canli hiicreler
¢oktiiriilmiistiir. Ustte kalan siipernatant atilmis, elde edilen hiicre pellet'i taze besiyeri ile
homojenize edilmis ve elektro-kiiltiir plakaya her kuyucukta 2x10° hiicre olacak sekilde
ekilmistir. Hiicrelerin kiiltiir kabinin tabanina tutunmalarini saglamak amaciyla, 24 saat

boyunca 37°C ve %5 CO: igeren bir inkiibatorde inkiibe edilmistir.
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Sekil 3.18. (a) Class II- Biyogiivenlik Kabini (Thermo Scientific- MSC Advantage 1.2) iginde elektro-
kdiltiir plakanin otuz dakikalik ultraviole 151k altinda sterilizasyonu. (b) Class [I-Biyogiivenlik kabini i¢erisinde
hiicre (U87) ekimi.

Sekil 3.19. Hiicrelerin, 37°C, %5 CO: ve %95 nem ortaminda inkiibasyon islemlerinin gergeklestirildigi
inkiibatér (RWD-D180, Cin).

Sekil 3.20. inverted Mikroskop (Nikon Eclipse Ts2) altinda besiyeri igerisinde bulunan ve gogalmasi

beklenen U87 glioblastoma hiicreleri
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Hiicre ekimi tamamlandiktan sonra, hazirlanan U87 hiicrelerinin bulundugu standart
12-kuyucuklu hiicre kiiltlir plakasina, iiretilen elektro-kiiltlir plaka kullanilarak alternatif
elektrik alan wuygulamasi (200 kHz, 1,5 V/em ve 48 saat) inkiibatér icinde
gerceklestirilmistir. Hiicrelere uygulanan alternatif elektrik alan parametreleri Sekil 3.21'de,

uygulama sirasinda elektro-kiiltiir plakanin inkiibatérdeki konumlandirilmasi ise Sekil

3.22'de sunulmustur.

Sekil 3.22. U87 glioblastoma hiicreleri ekilen elektro-kiiltiir plakanin inkiibator igerisinde alternatif

elektrik alan maruziyeti

Alternatif elektrik alan uygulama gruplarinin belirlenmesi: Hiicrelere uygulanan
alternatif elektrik alanlarin gruplandirilmasit ve semasi, Tablo 3.3'te ayrintili olarak
sunulmustur. Deneyler sirasinda, 12-kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasinda 1. siituna kuzey-

giiney ekseni, 2. siituna dogu-bat1 ekseni, 3. siituna tekrar kuzey-giliney ekseni boyunca
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elektrik alan uygulanmis, 4. siitunda ise yalnizca paslanmaz ¢elik elektrotlarin daldirildigt
sham grubu olusturulmustur. Ayrica, farkli bir 12-kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakasinda
kontrol grubu (negatif kontrol) kullanilmistir. 48 saat boyunca uygulanan 1,5 V/cm ve 200
kHz frekansindaki elektrik alanin hiicreler iizerindeki etkileri, hiicre canlilig1 analizi ve

inverted mikroskop ile incelenmistir.

Tablo 3.3. U87 glioblastoma hiicre hattina alternatif elektrik alan uygulanma protokolii

AFF &Flektro-Kiiltiir Plaka

48 saat boyunca, 37°C, %5.0 CO2, %95 Nem
mkiibatdr ortammda

[

200 kHz frekans
1.50 V/em genlik
i

I Situn /1. Satr || 2 Sotun/1 Satr || 3. Sin/1 Sagr | - SUn/l.Satr
Kuzey-Giiney Dogu-Bat Kuzey-Gimey Elektrelsfhiilna; Yok
I Sttm /2 Satr || 2 Stmm /2 Sanr | 3. Stmm /2 Sawr | - oun/2.Sawr
Kuzey-Giiney Dogu-Bat Kuzey-Gimey EIEkUEIS{h‘:‘IJHE;I Yok
I Sitm /3. Satr || 2. Sunm /3 Sanr | 3. Sonm/ 3 Sawr | - oo /3.Sawr
Kuzey-Guney Dogu-Ban Kuzey-Giiney EIEkUEIS{h‘:‘IJHE;l Yok

#
/.
7~
s

Hiicre canhilik analizi: Alternatif elektrik alanlarin hiicrelere uygulanmasinin ardindan, bu
alanlarin hiicreler iizerindeki etkileri hiicre canlilig testi ile degerlendirilmistir. Canli

hiicrelerde, mitokondriyal dehidrogenaz araciligi ile tetrazolyum tuzlarinin formazan
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kristallerine doniismesine dayanan MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromiir) kolorimetrik bir test olup, 6l¢iilen absorbans degerleri dogrudan canli hiicre sayisi
ile orantilidir. Alternatif elektrik alan maruziyeti sonrasinda (200 kHz, 1,5 V/cm ve 48 saat),
her bir kuyucuga 1000 uL DMEM-F12 ve 100 ul MTT ¢ézeltisi eklenmistir. Ornekler, 37°C
sicaklik ve %5 CO: igeren nemli ortamda 3 saat inkiibe edildikten sonra, lizerlerindeki MTT
iceren ortam uzaklagtirllmistir ve her bir géze 1000 pL izopropanol ¢ozeltisi eklenerek

formazan kristallerinin ¢ézlinmesi saglanmistir.

3.4. Istatiksel Analiz

Hiicre kiiltiirii analizlerinde, veriler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur.
Calisma sonuglari, Graphpad Prism 8 (Graphpad Software, Inc., San Diego, CA) programi
kullanilarak farkli gruplarin istatistiksel agidan karsilastirilmasi tek-yonlii varyans analizi
(one-way ANOVA) kullanilarak yapilmistir. Anlamlilik dereceleri, p>0,05 (anlaml1 degil),
p<0,05%*, p<0,01**, p<0,001*** p<0,001**** olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Bu béoliimde, elektro-kiiltiir plakanin tasarim ve iiretim siiregleri sonrasinda elde edilen
test sonuglar1 ve deneysel bulgular detayl bir sekilde sunulmustur. {1k olarak, elektro-kiiltiir
plakanin tasarim ve {iretim asamalar1 ele alinmis, bu asamalar sirasinda ortaya cikan
yapilarin entegrasyon siiregleri agiklanmistir. Ardindan, olusan yapinin test Ol¢limleri
ayrintili olarak incelenmistir. Son olarak, alternatif elektrik alan kaynag: ile elektro-kiiltiir
plakanin birlikte kullanilarak gerceklestirilen hiicre kiiltiirii ¢alismalarina ve bu deneylerden

elde edilen bulgulara yer verilmistir.

4.1. Elektro-Kiiltiir Plaka

Elektro-kiiltiir plakasinin tasarim ve iiretim siireci iki asamadan olusmakta olup, bu
stirecler tez ¢alismasinin materyal ve metot boliimiinde (3. Bolim) ayrintili bir sekilde
aciklanmustir. i1k tasarim ve {iretim asamasinin ardindan, yapida karsilasilan eksiklikler ve
iyilestirilmesi gereken noktalar belirlenmistir. lk tasarimda elektrotlar, pleksi plaka,
paslanmaz cgelik elektrotlarin kilavuz yapilar1 ve baski devre kart1 konkav bir yapiya sahipti.
Bu tasarimin temsili gorselleri Sekil 4.1'de sunulmustur. Ilk asamada tespit edilen
eksiklikler, ikinci asamada yapilan iyilestirmeler i¢in bir temel olusturmus ve daha optimize

bir tasarimin gelistirilmesini saglamistir.

Konkav yapil
aslanmaz celik
kilavuz yap:

Conkav yapih
paslanmaz celik
elektrotlar

Sekil 4.1. (a) Konkav tasarima sahip kilavuz pleksi ve paslanmaz gelik elektrotlar, (b) konkav yapiya

sahip elektrotlarin montaj1 i¢in iiretilen baski devre karti.

[lk asama sonucunda, elektro-kiiltiir plakanin dayanikliligin1 artirmak ve kullanim
hatalarin1 minimize etmek amaciyla bazi tasarim degisiklikleri yapilmistir. Bu degisiklikler

kapsaminda, konkav pleksi kilavuz yapi yerine dogrusal kilavuz yapi tercih edilmis ve
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elektrotlar dikdortgen levha seklinde gilincellenmistir. Ayrica, pleksi kilavuz plaka ve baski
devre karti, bu yeni elektrot yapisina uygun sekilde revize edilmistir. Bu diizenlemeler,
elektrotlarin montaj sirasinda deformasyonunu onleyerek, hiicrelere daha homojen bir

elektrik alan uygulanmasini saglamistir.

Tasarim siirecinde, paslanmaz ¢elik elektrotlarin kalinligi 0,03 mm’den 0,3 mm’ye
artirllmustir. {1k tasarimda kullanilan daha ince elektrotlar, lazer kesimi sirasinda malzeme
ylizeyinde yanik izlerine ve kullanim sirasinda biikiilme gibi deformasyonlara neden
olmustur. Bu deformasyonlar, elektrotlar arasindaki mesafenin degismesine ve elektrik
alanin homojen dagilimini engellemistir. Homojen bir elektrik alan saglamak icin elektrot
kalinliginin artirtlmasi gerekli goriilmiistiir. Diger metot ve malzeme asamalarinda ise
herhangi bir degisiklik yapilmamustir. Iki tasarim arasindaki farklar Sekil 4.2°de gorsel

olarak sunulmustur.

Sekil 4.2. Elektro-kiiltiir plaka tasarimlari, (a) birinci tasarim ve iiretim siireci sonucu ortaya ¢ikan yapi,

(b) ikinci tasarim ve {iretim siireci sonucu ortaya g¢ikan yapi.

Elektrik alanlarmin farkli dogrultularda uygulanmasinin hiicre yanitlarina etkisini
arastirmak i¢in, her kuyucuga karsilikli yerlestirilmis toplam dort paslanmaz ¢elik elektrot
iceren bir yap1 tasarlanmistir. 12-kuyucuklu plakada olusturulacak elektrik alanin yonleri,
elektronik hizli anahtarlama yontemiyle kontrol edilerek farkli yonlerde uygulama
yapilmasina olanak taninmistir. Bu anahtarlama islemleri elektronik roleler kullanilarak
gerceklestirilmistir. Hiicre kiiltiiri deneylerinde kullanilan elektro-kiiltiir plakasinin son hali,

Sekil 4.3'te verilmistir.
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Sekil 4.3. Hiicre kiiltliri deneylerinde kullanilan elektro-kiiltiir plakasinin son hali, elektrotlarin

gosterimi ve eksen gosterimi

4.2. Uretim Siirecindeki Bilesenlerin Entegre Siireci

Elektro-kiiltiir plakanin tasarim ve iiretim siirecinde bir¢ok alt {inite bulunmaktadir. Bu

alt iinitelerin tamaminin bir araya gelmesi ile elektro-kiiltiir plaka olusturulmaktadir. Tiim

bu alt liniteleri ve entegre edilislerini Tablo 4.1°da agiklayici bir sekilde 6zetlenmistir.

Tablo 4.1. Elektro-kiiltiir plakanin {iretilen tiim alt {initelerin entegre edilmesi ve {iretim asamalari

Asama No Gorsel Uretilen Alt Unite Aciklama
1 Pleksi plaka yapimin Pleksi plaka yapimin
iretimi. (a) lazer kesim

cihazi ile kesilmesi
ve (b) ortaya gikan
pleksi plaka
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Paslanmaz ¢elik
elektrotlarin tiretimi.

Paslanmaz ¢elik
elektrotlarin, (a)
lazer kesim cihazli
ile kesilmesi, ve (b)
pleksi plaka {izerine
montaji.

Baski devre kartinin
tretimi.

Baski devre kartinin
(a) proteus tasartimi
ve (b) cift kaph
yiizey sahip sekilde
iiretimi.

Asama no 1 ve 2’ye ait alt

iinitelerin bir araya
getirilmesi.

Uretimi
gerceklestirilen alt
tinitelerden PCB,
pleksi plaka ve
elektrotlarin
birlestirilmis hali.
Nikel serit tel ile
paslanmaz geligin
ilk puntalamanin
denemesi (kirmizi
isaretli alan).

Lehimleme siireci.

Uretim asama no 1,
2 ve 3 sonrasi tim
alt linitelerin
lehimleme ile
birlestirilme iselemi
(islem stirecinde
nikel serit tel ve
lehim teli
kullanilmustir)
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Korucuyu kapak iiretimi.

PLA malzemeden
3D yazi ile elektro-
kiiltiir plakanin
elektronik kismini
koruyucu kapak
yapinin iretilmesi.

AEA kaynagi ile DB25
konnektor kullanilarak
entegre edilmesi.

Uretimi
tamamlanan tiim alt
iinitelerin
birlestirilmesi
sonrasi ortaya ¢ikan
elektro kiiltiir
plakanin
tamamlanmuis hali.

4.3. Uretimi Tamamlanan Elektro-Kiiltiir Plaka

Tasarimi ve iiretim siireci tamamlanan elektro-kiiltiir plakanin montaj islemlerinin

tamamlanarak birlestirilmis hali sunulmustur. PCB ile paslanmaz celik elektrotlarin

baglantisi, oncelikle nikel serit tel ile elektrotlarin puntalanmasi ve ardindan PCB yiizeyine

lehimlenmesi ile gergeklestirilmistir. Lehimleme islemi tamamlandiktan sonra 12-kuyucuklu

elektro-kiiltlir plakanin nihai goriintimii Sekil 4.4'te gosterilmistir. Lehimleme islemlerinin

ardindan, elektro-kiiltiir plakasinin kullanim ve depolama siireclerinde korunmasi amactyla

koruyucu kapak takilmis ve Sekil 4.5'te gosterilmistir. Uretim ve tasarim asamalar

tamamlanan elektro-kiiltlir plakasinin, alternatif elektrik alan kaynagina baglantis1 ve

standart 12-kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasina uygulanisi, tamamlanmis sistem ile Sekil

4.6'da sunulmustur.
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Sekil 4.4 (a) PCB ile paslanmaz ¢elik elektrotlarin lehimlenmesi sonrasi ve standart bir 12-kuyucuklu
plaka ile elektro kiiltiir plakanin goriiniimii, (b) paslanmaz celik elektrotlarin PCB ile lehimlenmesi sonrasi iist

ylizey goriintiisii, (c) pleksi levha ve PCB baglantisi sonrasi elektro-kiiltiir plakanin alt yilizey goriiniimii.

Sekil 4.5. Elektro-kiiltiir plakanin koruyucu kapak ile birlestirilmis gorseli. (a) Standart bir 12-

kuyucuklu hiicre kiiltiir plaka ile {ist yiizey goriiniimii, (b) alt ylizey goriiniimii.

Sekil 4.6. Elektro-kiiltiir plakanin, standart bir 12-kuyucuklu plakaya uygulanmasi sonrasi elektrik alan
kaynagma DB25 konnektorii ile baglantisi.
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4.4. Elektro-Kiiltiir Plakanin Testleri

Alternatif elektrik alan kaynaginin entegrasyonu tamamlandiktan sonra, bu
entegrasyon ve On panelde yer alan bilesenler Sekil 4.7'de gosterilmistir. Cihazin 6n
panelinde; LCD ekran ile parametre takibi, frekans ayarlamalar1 i¢in butonlar, elektrik alan
uygulanacak elektrotlarin se¢imi, elektrik alan genliginin ayarlanmasi i¢in potansiyometre
ve elektro-kiiltiir plaka baglantis1 i¢in DB25 konnektdrii bulunmaktadir. Uretilen elektro-
kiiltiir plaka, alternatif elektrik alan kaynagi ile entegre edilerek elektronik testlere tabi
tutulmus ve bu testler, elektro-kiiltlir plakanin dogru calistigini ve tiim bilesenlerin basarili

sekilde entegre edildigini dogrulamak amaciyla gerceklestirilmistir.

Sekil 4.7. Alternatif elektrik alan kaynagindan elektro-kiiltiir plakaya gelen sinyallerin dogruluk testleri.

Sekil 4.8’de belirtilen LED 1siklar1 yanarak, 1 ve 16 numarali rélelerin, iiretimi

tamamlanan elektro-kiiltiir plakanin 1. siitun kuzey-giiney (y-dogrultusunda) elektrotlarinin
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aktif oldugunu gostermektedir. Bu durumun dogrulugunu teyit etmek amaciyla, elektro-
kiiltiir plakanin 1. siitun kuzey-giiney elektrotlarina gelen sinyallerin genlik ve frekans
degerleri osiloskop ile dl¢iilmiistiir. Ornegin, mikrodenetleyici tarafindan 200 kHz frekansta
ayarlanan sinyal, elektro-kiiltiir plakasinda yapilan 6l¢timde 200 kHz olarak dogrulanmis ve
26 V genlik degerine yiikseltilmistir (Sekil 4.8b). Benzer sekilde, mikrodenetleyici
tarafindan 500 kHz frekansta ayarlanan sinyal, elektro-kiiltiir plakasinda 500 kHz olarak
dogrulanmis ve 26.4 V genlik degerine yiikseltilmistir (Sekil 4.8¢c). Ol¢iim sonuglari, sinyal
glizergahinin su sekilde 6zetlenebilecegini gostermektedir: Alternatif elektrik alan kaynagi
tarafindan belirlenen frekansta sinyal, rdleler araciligiyla elektro-kiiltiir plakasindaki farkli
dogrultudaki elektrotlara basariyla iletilmistir. 12-kuyucuklu elektro-kiiltiir plakanin
calismasi, elektrik alan kaynagi ile test edilmis ve bu testler, tasarim ve iiretimin basariyla

tamamlandigini ortaya koymustur.
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Sekil 4.8 (a) Uretimi tamamlanan elektro-kiiltiir plakanin 1. Siitun kuzey-giiney (y-dogrultusunda)
elektrotlarinin aktif oldugunun testi, (b) bu islem dogrulanmak icin elektro-kiiltiir plakanin 1. siitun kuzey-
giiney elektrotlarina gelen sinyallerin genlik ve frekans degerleri (200 kHz, 26 V) osiloskop ile dl¢iimil, (c)
mikrodenetleyici tarafindan 500 kHz frekansta ayarlanan sinyal, elektro-kiiltiir plakadan 500 kHz olarak

dogrulanist.
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4.5. Hiicre Kiiltiirii Deneyleri Sonuclari

Calisma kapsaminda, U87 insan glioblastoma hiicre hattina 48 saat boyunca alternatif
elektrik alan kaynagi ile iiretilen ve 12-kuyucuklu elektro-kiiltiir plakasina iletilen sinyal
(200 kHz, 1,50 V/cm) uygulanmis, hiicre canlilik analizleri MTT testi ve inverted mikroskop
kullanilarak gergeklestirilmistir. Hiicre kiiltiirii deneyleri sonucunda elde edilen canlilik
yiizdeleri degerlendirildiginde, sham grubunda hiicrelerde kontrol grubuna gore canlilik
oraninin %82,8’ye (p<0,05) diistiigii gézlemlenmistir. Alternatif elektrik alan uygulanan
gruplarda ise canlilik oranlarinda belirgin bir azalma meydana gelmistir. Kuzey-Giiney (K-
G) dogrultusunda uygulanan elektrik alan ile hiicre canlilik orant %30,26’ya (p<0,001),
Dogu-Bati (D-B) dogrultusunda ise %15,14’e (p<0,0001) kadar diigmiistiir ve istatistiksel
olarak anlamli azalmalar tespit edilmistir (Sekil 4.9). Ayrica, D-B yoniinde uygulanan
alternatif elektrik alanlarin, K-G yoniine kiyasla hiicre canliligini daha fazla azalttig: tespit
edilmistir (p<0,05). Bu bulgular, hiicre canlilig1 lizerinde uygulanan yonelime bagl farkli
etkilerin oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar, inverted mikroskop goriintileri ile
dogrulanmistir. Kontrol grubuna (Sekil 4.10a) ve sham grubuna (Sekil 4.10b) ait hiicrelerin
canlilif1 net bir sekilde gozlemlenmistir. U87 hiicrelerine K-G yoniinde 48 saat boyunca
uygulanan alternatif elektrik alan sonucunda elde edilen hiicresel goriintiiler Sekil 4.10¢’de,

D-B yoniindeki uygulama sonucunda elde edilen goriintiiler ise Sekil 4.10d’de sunulmustur.
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Sekil 4.9. Insan glioblastoma hiicre hattina (U87) 48 saat boyunca alternatif elektrik alan (200 kHz, 1,50
V/cm) uygulandiktan sonra elde edilen % canlilik grafigi, anlamlilik dereceleri; p<0,05*, p<0,01%*%*,
p<0,001*** p<0,0001**** n=5, (K-G: Elektrotlarin kuzey-giiney yoniinde D-B: Elektrotlarin dogu-bati

yoniinde konumlandirilmalart).
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Sekil 4.10. insan glioblastoma hiicre hattinin (U87) inverted mikroskop gériintiileri (10X), (a) kontrol
hiicreleri, (b) sham hiicreleri (elektrotlar hiicre i¢inde, elektrik alan uygulanmayan), (c) 48 saat boyunca K-G
yoniinde alternatif elektrik alan (200 kHz, 1,50 V/cm) uygulanan hiicreler, (d) 48 saat boyunca D-B yoniinde
alternatif elektrik alan (200 kHz, 1,50 V/cm) uygulanan hiicreler. (K-G: Elektrotlarin kuzey-giiney yoniinde,

D-B: Elektrotlarin dogu-bati yoniinde konumlandirilmalarr)
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5. TARTISMA

Tez calismasinda, elektro-kiiltiir plakanin iiretilmesi ve in vitro ortamda U87
glioblastoma hiicreleri iizerinde alternatif elektrik alan uygulanarak hiicre canlilik
deneylerinin gergeklestirilmesi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, ilk olarak TTFields
uygulamasinin gelistirilmesine yonelik yapilan in vitro ¢alismalar 6zetlenmistir. Ayrica,
alternatif olarak gelistirilen elektro-kiiltiir plaka caligsmalari ile bu tezde iiretilen elektro-
kiiltiir plakanin karsilastirmasi yapilmistir. Son olarak, tez kapsaminda gergeklestirilen
deneylerden elde edilen sonuglar “Bulgular” boéliimiindeki siralama izlenerek literatiir

esliginde tartisilmistir.

5.1. Elektro-Kiiltiir Plakanin Uretiminin Degerlendirilmesi

Elektro-kiiltiir plaka, paslanmaz ¢elik elektrotlar (304/316L), pleksi plakalar, ¢ift kat
kaplamali baski devre kart1 (PCB), DB25 konnektor, nikel serit tel, ribbon kablo ve koruyucu
kapaktan olusan bir sistem olarak tasarlanmistir. Kullanilan paslanmaz ¢elik elektrotlar,
hiicrelerle temas edecek ylizeyleri inert ve dayanikli olup, lazer kesim ve kullanim sirasinda
olusabilecek hasarlara karsi yiiksek direng gostermektedir. Pleksi plakalar ve paslanmaz
celik elektrotlar, %70 alkol dezenfeksiyonu ve UV sterilizasyonu ile uyumludur. Deneyler,
paslanmaz celik elektrotlarin standart 12-kuyucuklu plakaya yerlestirme sirasinda fiziksel
olarak dayanikli oldugunu ve baski devre kartinin ¢ift kapl yiizeyi sayesinde iletim yolu
hasar1 gibi sorunlarin yasanmadigini gostermistir.

Deneyler sirasinda paslanmaz ¢elik elektrotlar, ayarlanan elektrik alan yonlerinde (K-
G/D-B) sorunsuz sekilde elektrik alanini iletmistir. Bu elektro-kiiltlir plakanin, ticarilesme
potansiyeli olup, hiicre kiiltiirli deneylerinde kullanima uygun oldugu seklinde
degerlendirilmistir. Elektro-kiiltiir plaka standart 12-kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasi ile

uyumlu olup, ek bir aksesuar veya alt sistem gerektirmemektedir.
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5.2. Timor Tedavi Alanlarimin Klinik ve In Vitro Uygulamalarn ve Elektrot
Yapilarin Degerlendirilmesi

Tiumor Tedavi Alanlan (TTFields), kanser tedavisinde destekleyici bir yontem olarak
giderek 6nem kazanmaktadir. TTFields, diisilk yogunluklu (1-3 V/cm) ve orta frekansl
(100-300 kHz) elektrik alanlarinin, cilt yilizeyine yerlestirilen elektrotlar araciligiyla tiimor
bolgesine non-invaziv olarak uygulanmasiyla gergeklestirilen bir antikanser tedavisidir [46].
Bu yontem, 6zellikle glioblastoma ve malin plevral mezotelyoma hastalarinda uygulanmak
iizere ABD Gida ve ilag idaresi (FDA) tarafindan onaylanmis yeni bir tedavi yaklasimidir
[47]. TTFields uygulamasinda elektrotlarin dogru yerlesimi, tedavi etkinligi ve dozaji
acisindan kritik bir rol oynamaktadir [48].

Son yillarda, TTFields'in hiicre kiiltiirii uygulamalarinda farkli hiicre tipleri ve
mekanizmalar {lizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla in vitro ortamlara uygun cesitli
cihazlar gelistirilmistir [49-52]. Bu cihazlarda, elektrotlar, elektron degisimi ve toksik metal
iyonlarinin salinimini dnlemek amaciyla kaplanarak yalitilmistir [49]. TTFields sistemleri
arasinda temel fark, kullanilan elektrotlarin yalitim tiirii ile iligkilidir. Baz1 sistemlerde, metal
tellerden yapilmis ve ince bir yalitkan film ile kaplanmis elektrotlar [50] digerlerinde ise
yiiksek dielektrik sabitine sahip malzemeler (6rnegin, kursun magnezyum niyobat-kursun
titanat (PMN-PT)) ile kaplanmis elektrotlar tercih edilmektedir [53].

Yalitilmis tel elektrotlar, TTFields uygulamasi i¢in nispeten basit ve diisiik maliyetli
bir ¢6zlim sunmasina ragmen, etkili elektrik alan yogunluklarina ulagsmak i¢in yiiksek voltaj
gereksinimi ve elektrotlar arasindaki sinirli mesafe gibi dezavantajlara sahiptir. Buna
karsilik, daha karmagik tasarim ve {retim siirecleri gerektirse de, yiiksek voltaj
gerektirmemekte ve elektrotlar arasinda hiicre biiyiimesi i¢in daha genis bir alan
sunabilmektedir [54].

Bu calismada {iretilen elektro-kiiltiir plakada kullanilan paslanmaz c¢elik elektrotlara
kaplama islemi uygulanmamstir. Bu kaplama islemleri, ilerleyen iiriin gelistirme (UR-GE)
asamalarinda ve kullanim kosullarina bagh olarak, 6zellikle siklik ve yipranma pay1 goz
onlinde bulundurularak degerlendirilecektir. Ayrica, standart 12-kuyucuklu plakalar
kullanmamiz, hiicre biiylimesi i¢in genis bir alan saglayarak deneylerin etkin bir sekilde

gergeklestirilmesine olanak tanimaistir.
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5.3. Elektro-Kiiltiir Plakanin Alternatif Tasarimlar ve Yapilan Cahismalarla
Karsilastirmasi

Literatiir arastirmalar1 sonucunda, iiretilen elektro-kiiltiir plakalarin tasarimlar1 ve
fiziksel parametreleri Tablo 5.1'de ayrintili olarak sunulmustur. Bu tablo, farkli ¢aligmalarin

elektro-kiiltiir plaka tasarimlarint ve ilgili fiziksel 6zelliklerini karsilastirmali bir sekilde

gostermektedir.

Tablo 5.1. Literatiirde kullanilan baz1 elektro-kiiltiir plakalarin fiziksel ve teknik parametrelerinin

kararlagtirilmasi.
Hiicrelere | Hiicre | Kuyucuk | Elektrotlarin | Elektrotlar Elektrot Elektrotlar Kaynak
uygulanan | Kiiltiir basina cinsi arasi Boyutu ve arasinda olusan
frekans ve | plaka yiizey mesafe (cm) Sekli akim degerler
gerilim alam
degerleri (cm?/well)
100-200 6-well | 0,786 cm? Kursun 1 cm Bilgi yok 0-30 nA [47]
kHz; 1- plates magmezyum | araliklar ile araliginda bir
4V/em niobat / elektrotlar akim
kursun titanat | yerlestirilmis uygulanmakta
seramik ile
kaplt
0,1-7,0 Bilgi Bilgi yok Grafit, Bilgi yok lem 1 mA/cm? [55]
Hz; yok Titanyum, uzunlugunda,
0,5 V/ecm Paslanmaz 0,2 cm
Celik, capinda
Titanyum
Nitriir Kaplh
elektrotlar
denenmis.
200 kHz; 12-well | Kuyucuk Paslanmaz 15 mm 12 mm mA seviyesinde [56]
2,5 Vpp plates | basmna cap Celik genislik, 19
15 mm. mm uzunluk
Alan 1,76
cm?
50-500 12-well | Kuyucuk Seramik 35 mm Bilgi yok 155 mA [57]
kHz; plates | basmna cap inseert
1-3 V/em 15 mm. elektrot
Alan 1,76
cm?
100-300 5-8mm 1,33 cm? Comsol 50 mm 18 mm 31 mA/cm [58]
kHz, 1- capinda iizerinde capinda ve
3V/em plate Conductor 3,1 mm
Seramic uzunlugunda
Ve
hidrojelden
olusan bir
plate ve
elektrot
yapisl
tasarlanmig

45




Tablo 5.1'de belirtilen parametreler dogrultusunda, in vitro ortamda kullanilmak tizere
gelistirilen elektro-kiiltiir plakalarin elektrot yapilari, boyutlar1 ve malzeme sec¢imleri
incelenmis, bu tez c¢alismasinda paslanmaz celik elektrotlarin kullanilmasma karar
verilmistir. Literatiirde referans alinan c¢alismalar degerlendirildiginde su sonuglara
ulagilmistir: Titanyum elektrotlar, paslanmaz celige kiyasla tedarik agisindan oldukga
maliyetlidir ve grafit veya karbon elektrotlar [55] ise dayaniklilik ve yeniden kullanilabilirlik
acisindan paslanmaz celik kadar uygun degildir. Seramik kaplamali1 kursun elektrotlar [47]
ise yiiksek maliyetli olup iiretim siiregleri zaman alicidir. Sonug olarak, bu caligmada
kullanilan paslanmaz ¢elik elektrotlar, yliksek dayaniklilik, yeniden kullanilabilirlik ve kolay
dezenfekte/sterilize edilebilme 6zelliklerine sahiptir. Ayrica, paslanmaz ¢elik levhalar farkli
boyut ve kalitelerde kolayca temin edilebilmektedir, bu da {iretim siirecini daha pratik ve

ekonomik hale getirmektedir.

Literatiirde gelistirilen ve tiretilen elektro-kiiltiir plakalari, kanser hiicrelerine elektrik
alan uygulamak icin ¢esitli sistemler sunmaktadir, ancak her birinin belirli sinirlamalar
vardir. Ornegin, bazi tasarimlar sabit ve polarize elektrik alanlar kullanarak farkli siirelerde
uygulamalar yapmis, ancak etkili sonuglar yalnizca 48 ve 72 saatlik maruziyetlerde
gozlenmistir. Bu sistemler tek bir yonde elektrik alan uygulamakta ve farkli yonlerdeki
uygulamalarin etkilerini arastirma imkani sunmamaktadir [41]. Ayrica, kullanilan elektro-
kiiltiir plakalarinin malzeme bilgisi ve yeniden kullanilabilirligi konusunda sinirlt veri
bulunmaktadir. Buna karsin, bizim gelistirdigimiz elektro-kiiltiir plaka, her iki dogrultuda
istenilen seviyede ve tekrarlanabilir sekilde elektrik alan uygulayabilme yetenegine sahip

olup, alternatif elektrik alan maruziyet sistemleri i¢in daha esnek bir kullanim sunmaktadir.

Bagka bir ¢aligmada, krom/altin alasimindan iiretilmis elektrotlarla diisiik yogunluklu
elektrik alan uygulanarak kanser hiicrelerinin proliferasyonu incelenmis, ancak istenilen
anti-mitotik etkinin saglanamadig1 goriilmiistiir. Ayrica, kullanilan malzemelerin maliyetli
ve temininin zor olmasi, pratik kullanim agisindan bir dezavantaj olusturmustur [42]. Benzer
sekilde, platin elektrotlarin kullanildig1r bir sistemde de, elektrot konumlandirmasinin
homojen olmayan bir elektrik alan dagilimina neden oldugu ve bu durumun beklenen anti-
mitotik etkilerle uyumlu olmadig1 rapor edilmistir [43]. Bu ¢alismalarda karsilagilan bu
siirlamalarin aksine, bizim gelistirdigimiz plaka, 3 satir ve 4 siitunlu yapisiyla ayn1 anda
farkli dogrultularda elektrik alan uygulayarak daha homojen bir dagilim ve gesitli yonlerdeki

uygulamalarin karsilastirilmasina olanak tanimaktadir.
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Son olarak, ticari olarak {iretilmis bir elektro-kiiltiir plakasi, ndroblastoma hiicre hatti
tizerinde diisiik frekansli monofazik darbelerle elektriksel uyarim saglamis [44] ancak bu
sistem de darbe frekanslar1 ve dalga formu ¢esitliligi a¢isindan sinirlidir. Bizim tasarimimiz
da farkl1 yonlii elektrik alanlarini (K-G, D-B) ayni1 anda uygulama imkani sunmaktadir. Bu
sekilde, hiicre kiiltiir deneylerinde daha karmasik ve kapsamli elektriksel uyar1 protokolleri

uygulanabilmektedir.

5.4. Elektro-Kiiltiir Plaka Uretiminde Gelecekte Gelistirilebilecek Noktalar

Paslanmaz celik elektrotlarin baski devre kart1 (PCB) ile montaj asamalari, puntalama
ve lehimleme islemleri i¢in 6zel bir tezgah gereksinimi agiktir. Bu tezgah, paslanmaz celik
elektrotlarin konumlandirilmasini daha hassas ve verimli hale getirecek, bdylece iiretim
stirecinde hata olasiligin1 minimize edecektir. Ayrica, baski devre kart1 (PCB) iizerinde DB25
baglant1 konnektorleri icin alternatif bir tasarim, kullanim kolayligini artiracak bir sistem
tiretimini miimkiin kilacaktir. Buna ek olarak, standart 12-kuyucuklu hiicre kiiltiir kabina
kiyasla, tasarimi ve lretimi yapilan pleksi plaka yapisi, tek pargadan olusan yekpare
paslanmaz celik elektrotlarin dis yiizeylerini koruyan bir kilavuz ile desteklenerek

uretilebilir.

5.5. Karsilastirmah Analiz: Alternatif Calismalarin Deneysel Bulgular:

Bu bdliimde, literatiirdeki ve dnceki benzer ¢aligmalarin deneysel sonuglariyla yapilan
karsilastirma sunulmaktadir. Bu calisma cergevesinde, iiretilen elektro-kiiltiir plaka
kullanilarak inkiibator ortaminda uygulanan alternatif elektrik alaninin (1,5 V/cm genlik,
200 kHz frekans) U87 glioblastoma hiicreleri iizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Elde
edilen sonuglara gore, kontrol hiicre grubuna kiyasla, maruziyet gruplarinda hiicre canlilik
oranlar istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir. Benzer ¢alismalarin hiicre kiiltiir
deney sonuglariyla yapilan karsilastirmalarda, diisiik yogunluklu alternatif elektrik alaninin
apoptozu (programlanmis hiicre 6liimii) arttirdigi ve hiicre proliferasyonunu (bdliinmesini)

engelledigi dogrulanmistir [50-55] Bu sonuglar, ¢calismamiz ile uyumludur.

47



6. SONUCLAR

Bu tez caligmasinda, glioblastoma gibi yiliksek mortalite oranina sahip beyin
kanserlerinin tedavisinde yeni bir yaklagim olarak alternatif elektrik alanlarin kullanimin
inceleyen bir elektro-kiiltiir plakasinin tasarimi ve iiretimi gergeklestirilmistir. Gelistirilen
elektro-kiiltlir plakasi, standart 12-kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarina uyumlu olarak
tasarlanmig olup, paslanmaz ¢elik elektrotlar icerir ve AEA'larin hiicrelere es zamanli ve
kontrollii bir sekilde uygulanmasini saglar. Her kuyucukta, K-G ve D-B yonlerinde olmak
tizere toplamda kirk sekiz paslanmaz c¢elik elektrot kullanilmistir, boylece farkli yonlerde
elektrik alanlar uygulanmistir.

Yapilan deneylerde, ayni siitun icerisindeki ii¢ kuyucuk ile dogruluk ve
tekrarlanabilirlik saglanmig ve validasyon testleri ile istenen elektrik alan siddetinin
tiretildigi dogrulanmistir. Hiicre kiiltiirli 6n testlerinde, U87 glioblastoma hiicrelerine, 200
kHz frekansta ve 1,5 Vpk/cm genlikteki alternatif elektrik alanlar (K-G ve D-B yonlerinde)
48 saat boyunca uygulanmistir. Elde edilen sonuglara gore, kontrol grubuna kiyasla, sham
grubunda hiicre canlilik oran1 %82,8, Kuzey-Giiney (K-G) grubunda %30,26 ve Dogu-Bat1
(D-B) grubunda ise %15,14 olarak belirlenmistir. Bu sonugclar, istatistiksel olarak anlamli
azalmalar gostermektedir (K-G: p<0,001; D-B: p<0,0001). Ayrica, D-B y6niinde uygulanan
AEA’nm, K-G yoniine kiyasla hiicre canliligim1 daha fazla azalttigi gézlemlenmistir
(p<0,05).

Bu bulgular, alternatif elektrik alan uygulamalarinin hiicre canlilig1 tizerinde yonelime
bagl olarak farkl: etkiler yarattigin1 gdstermektedir. Bu sonuglar, gelistirilen elektro-kiiltiir

plakalarinin in vitro calismalar i¢in etkin bir sekilde kullanilabilecegini dogrulamaktadir.
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