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Ozet

Hiicre flizyonu organ biyofabrikasyonu calismalar1 i¢in hayati ehemmiyete sahiptir.
Hiicre fiizyonu sayesinde zarar gbrmiis olan hiicreler baska hiicrelerle birlestirilerek
ise yarar hiicrelere doniistiiriilebilir ve bozulmus olan organ fonksiyonlart
diizeltilebilir. Hiicre flizyonu arastirmalart noktasinda son derece net bir ihtiyag
bulunsa da, hiicre fiizyonu teknolojileri hala fazlaca geligsmis degildir. Bu ¢aligma yeni
nesil bir nanokanal tasarimi sayesinde gelistirilmis olan bir mikroakigskan hiicre
fizyonu platformu tasarimi iizerinde durmaktadir. Bu tasarim sayesinde hem
hiicrelerin daha kolay bir bicimde yoOnlendirilmesi hem de hiicre canliligina zarar
vermeden daha rahat bir bi¢imde flizyona ugramasi planlanmaktadir. Bu amaca
ulagmak i¢in bir nanokanal ve bu nanokanali ortadan dikey olarak ikiye ayiran birkag
nanometre kalinliginda bir bariyer iiretilmistir. Buna ilaveten bu bariyerin igerisinde
belirli araliklarla nanometre 6lgeginde bosluk yapilari olusturulmustur. Olusturulmus
olan bu iki kanala 1.929 fare fibroblast hiicreleri yerlestirilmis ve bariyere AC voltaj
uygulanmigtir. Bu bariyere voltaj uygulandik¢a, olusan elektriksel alan bariyer
tizerindeki bosluklarda yogunlasmustir. Hiicreler nanokanallar igerisinde hidrostatik
kuvvet ile yonlendirilmistir. Elektriksel voltaj sayesinde olusan dielektroforez ise
hiicreleri  bosluklara yonlendirmistir. Sonu¢ olarak hiicre flizyonu islemi
gerceklestirilmis ve L1929 fare fibroblasti hiicrelerinden olusan flizyon hiicreler
iretilmistir.
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Abstract

Cell fusion is vitaly imporant for organ biofabrication. It possesses a possibility to be
an alternative for restoring organ functions and replacing damaged cells. However,
even there is a clear need for cell fusion, the cell fusion techniques are still not too
much advanced. The study focuses on the fabrication of a new design microfluidic
chip. This chip provides easiness in leading cells to desired pathways and to increase
fusion yield without compromising cell viability. In order to achieve this mission, a
nanochannel and a thin barrier which is in only few nanometers that divides the
nanochannel into two different chambers were fabricated. In addition, this barrier had
numerous nanoslit structures embedded onto it. L929 Mouse fibroblast were injected
onto those chambers and then AC voltage applied to the channels. As the voltage
applied, electric field distribution concentrates among those nanoslit structures.
Hydrostatic force is used to manipulate cells into the channels and dielectrophoresis
(DEP) was used to lead and keep cells into the nanoslit structures. Finally, cell fusion
was initiated and fusants of .929 mouse fibroblast cells were generated.

1. Giris

Hiicre fiizyonu son derece Onemli bir hiicresel islemdir.
Hiicre fiizyonu sayesinde ¢ok sayida tek g¢ekirdekli hiicre
tekbir ¢ok ¢ekirdekli hiicreye doniistiiriilebilir [1-2].

Bu sayede hasar gormiis hiicreler saglikli hiicrelerle
birlestirilerek tamir edilebilir ve bozulmus olan organ
fonksiyonlar1 isler hale getirilebilir [3-4]. Bu durum hiicre
fiizyonunu organ transplantasyonu i¢in kayda deger bir
alternatif haline getirmektedir [5]. Buna ek olarak hiicre
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fiizyonu teknolojisi hibridoma iiretilmesi konularinda ya da
somatik hiicrelerin yeniden programlanmasi konularinda
fayda saglayabilir [6-7]. Bu teknik sayesinde somatik
hiicreler embriyonik hiicrelere doniistiiriilebilir [8]. Bu
durum ise smirli sayida elde edebildigimiz embriyonik
hiicreler gibi degerli hiicreler icin ciddi bir avantajdir. Her
ne kadar hiicre fiizyonu konusunda son derece agik bir
ihtiyac ortada olsa da bu konuda gergeklestirilmis ¢aligmalar
¢ok sinirhidir. Bunun en Onemli nedeni hiicreleri arzu
edildigi bigimde yonlendirmenin zor olmasi ve hiicreleri bir
araya getirerek flizyona ugratmanin teknik zorluklaridir [9].

Fiizyon hiicreler olusturmanin literatiirde ¢ok sayida yolu
vardir. Ancak elektriksel hiicre fiizyonunu gerceklestirmek
diger metotlara nazaran biraz daha dnde gelen bir metottur.
Elektriksel hiicre flizyonunun en Onemli avantaji bu
hiicrelerin normal hiicre fonksiyonlarina herhangi bir zarar
vermemesidir. Biyolojik veya kimyasal metotlarda bu
durum miimkiin degildir [10].

Hiicre fiizyonu basit iki adimda gerceklestirilir. ilk asamada
hiicrelerin ~ birbirlerine  yonlendirilmeleri ve  temas
ettirilmeleri ~ dielektroforez ile gerceklestirilir. Ikinci
asamada ise birbirlerine temas ettirilmis olan hiicrelerin
hiicre zarlar1 bir akim darbesi ile delinir. Bu delinmis hiicre
zarlart araciligy ile hiicreler arasinda sitoplazmik transfer
gerceklesir ve hiicreler fiizyona ugramig olur [11].

Son zamanlarda bazi arastirmacilar bu islemi basitlestirmek
ve siratlendirmek i¢in  mikroakigkan  platformlar
olusturmuslardir [12-13]. Bu c¢aligmalarda hidrodinamik
kuvvet hiicreleri arzu edilen istikametlere yonlendirmek ve
neticesinde diger hiicrelerle bir araya getirmek icin
kullanilmistir. Bazi ¢aligmalarda mikroakigskan kanallarda
elektrot diizenekleri kullanildigi zaman yiiksek verimli
hiicre flizyonunun miimkiin oldugu da gosterilmistir [14-15].

Bu c¢aligmalar 6nemlidir ve yiiksek verimli mikroakigkan
hiicre flizyonu platformu olusturma agisindan 6nemli
basamaklardir ancak bu c¢aligmalarda temel sorun hala
¢oziilememistir. Birincisi farkli yarigaplarda hiicreler
fiizyona ugratilmak istendigi zaman fiizyonun basarili olma
orani ¢ok diisiiktiir. Genel olarak hiicrenin ¢api, hiicre zarini
delmek i¢in gerekli olan akim darbesinin giicii ile dogru
orantilidir. Biiyiik bir hiicre i¢in daha gii¢lii bir akim darbesi
verildiginde bu kii¢iik ¢capa sahip olan hiicrede ¢ok ciddi bir
darbeye neden olabilmekte ve hiicre icinde sitoplazmik
transfer olusturmak yerine hiicrenin 6lmesine neden
olmaktadir [11]. Bu durumda nihayetinde ciddi oranda hiicre
Oliimlerine ve diisiik flizyon oranlarina neden olmaktadir.
Ikinci sorun ise hiicrelerin birebir eslestirilmesi ve fiizyona
ugratilmast meselesidir [12]. Hiicre flizyonu biiyiik
oranlarda gergeklestirildigi zaman istenmeyen fiizyon
hiicrelerde ortaya c¢ikabilmektedir. Hedeflenmedigi halde
ayni tiirden farkli hiicreler ya da ikiden fazla hiicrenin bir
araya gelip fiizyona ugramasi miimkiin olabilmektedir [16].
Iste bu calismanin amaci bu iki sorunu ¢dzmektir.

Bu ¢alismada ortaya konulan tasarimda olusturulacak olan
nanokanallarin ortasina bir bariyer konmus ve belirli
araliklarla bu bariyer yapisinda bosluklar olusturulmustur.
Bu bariyere elektriksel akim verildiginde bosluklar
sebebiyle akim darbesinin verecegi etkinin hiicrenin gapi ile
herhangi bir etkisinin olmadigi anlagilmistir. Bu durumunda

farkli hiicrelerin birbirleri ile flizyona ugratilabilmesi
acisindan bir avantaj yarattigi anlamina gelmektedir. Bu
sayede yiiksek fiizyon orani ve minimum hiicre 6liimii elde
edilmistir.

Gergeklestirilen bu tasarim sayesinde hidrodinamik kuvvet
ve dielektroforez vasitasiyla arzu edilen hiicrelerin arzu
edildigi gibi arzu edilen noktalara yonlendirilebilmesinin
mimkiin oldugu anlagilmistir. Bu durumun hedefe yonelik
ve planlanmis fiizyon hiicreleri olusturmak adina bir avantaj
oldugu anlamina geldigi diisiiniilmektedir. Bu sayede
istenmeyen ya da planlanmamis fiizyon hiicrelerin
olusturulmasina engel olunmustur. Bunun hiicre fiizyonu
caligmalart  igin kayda deger bir adim oldugu
diigiiniilmektedir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Yontem

Tasarlanmis olan mikroakiskan hiicre flizyonu platformu
Sekil 1a’da gosterilmistir. Uretim siireclerine yonelik teknik
gizimler Sekil 2’de sunulmustur. Bu platformda iki adet
nanokanal ve iki adet giris yapist vardir. Calisma
kapsaminda nanokanal olarak ifade edilen yapi hiicrelerin
icerisinde hareket ettikleri kanal yapisidir. Hiicrelerin bir
araya toplandiklart yerler bosluk ya da yarik olarak
isimlendirilmistir. Bu iki giris noktasinda iki farkli hiicre tipi
verilebilir. Bu ¢aligma kapsaminda sadece bir adet hiicre tipi
kullanilmistir. Ancak hiicreler ayni tip hiicreler olmakla
birlikte 6zdes degillerdir. Biitiin hiicreler 10pum ile 30um
arasinda farkli farkli boyutlardadir. Bu zaten alinan
goriintiilerden de anlasilabilir. iki nanokanalin ortasinda bir
bariyer yapist mevcuttur. Sekil 1b’de dretilmis olan
mikroakiskan platform iizerinde bulunan bariyer iistiindeki
yarik yapilart gdsterilmistir. Bariyere voltaj verildigi zaman,
olusan elektriksel alan bariyerde bulunan bosluklarda
yogunlagsmaktadir. Bu sayede dielektroforez olugmakta ve
hiicrelerin hedeflenmis olan bosluklara ydnlendirilmesi
temin edilmektedir. Sonrasinda da bir akim darbesi verilerek
birbirleri ile temas etmis olan hiicrelerin zarlarinda bosluklar
olusturulmakta ve hiicreler arasi sitoplazmik transfer temin

edilerek flizyona ugramis hiicrelerin olugmasi temin
edilmektedir.

2.2. Materyal

Fiizyon deneyleri igin L1929 fare fibroblast hatlar

kullanilmistir. Boyutlar1 genel olarak 10pum ile 30 um
arasindadir. Hiicreler DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) igerisinde kiiltiir edilmistir. DMEM yapist 10%
fetal sigir serumu ve penicillin-streptomycin ile
desteklenmistir. Monomolekiiler tabaka hiicre yogunlugu
%90’a ulaginca degistirilmistir. Hiicre fiizyonu i¢in tampon
¢oOzelti olmasi amaciyla da 0.5 mM Ca asetat, | mM Mg

asetat, 0.5 mg/ml sigir serum albumin, karistirilarak
kullanilmistir.  Polydimethylsiloxane =~ (PDMS),  SUS
fotorezist, ve hiicre i¢in boyar madde (calcein-

acetoxymethylester) deneyler esnasinda kullanilmistir. Bir
CCDC kamera igeren bir ters mikroskop (IX-71, Olympus,
Tokyo, Japan) deneyleri goriintiilemek i¢in kullanilmustir.



Akpek A, R]BB, 1, 1-9, 2020

Kullanilan objektif lensi UPlanApo 10X/0.4 Phl ve
UPlanApo 40X/0.85 0/0.11-0.23. Hiicrelerin takip
edilmesi icin 0zel olarak herhangi bir boyar madde
kullanilmamigtir. Bu diizenek hiicreleri takip etmek icin
yeterli olmustur. Sadece bir deneyde fiizyon sonuglarini
daha net goriintiileyebilmek admna calcein kullanilmistir

acetoxymethylester, Kumamoto, Japan). Programlanabilir
bir fonksiyon jeneratorii ihtiya¢ duyulan elektriksel alani
olusturabilmek i¢in kullanilmugtir. Yiiksek hizli ve ¢ift
kutuplu bir yiikselte¢ (WF 1974, NF Electronics, Kanagawa,
Japan) araciligr ile hiicre flizyonu i¢in gerekli olan akim
darbesi gergeklestirilmistir.

(Dojindo Molecular Technologies, calcein-
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@  Hicre Tipi2 \ Elelar
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Sekil 1. a) Mikroakigkan hiicre fiizyonu platformu,
b) Bariyer iistiindeki yarik yapilar
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2.3. Mikroakiskan Platform Uretimi

Mikroakiskan platform tretimi li¢ asamada
gergeklestirilmistir. Kalip hazirlanmasi, kalibin
diizenlenmesi ve PDMS dokiimiiniin gergeklestirilmesi.
Kalip bir spin kaplama cihazi araciligi ile iiretilmistir. SUS
fotorezist silikon bir wafer iizerine yerlestirilmis ve 50 pm =
10 um olacak sekilde kalinligi ayarlanmistir. Sonrasinda
sirastyla 75°C’de 5 dakika ve 100°C’de 7 dakika hafifce
sitilmistir. Sonrasinda hazirlanan kalip UV isinlarina maruz
birakilmistir. Nihayetinde SUS8 fotorezist kalibi bir kere
daha 75°C’de 3 dakika ve 100°C’de 5 dakika olacak sekilde
sitilmagtir.  Sekil 2°de bu  siire¢  agiklanmugtir.  Yarik
yapilariin ¢apt 1 pm olarak ayarlanmistir. Nano boyutun
simirlarina  dayandigi i¢in bu tasarim bir nano mimari
¢aligmasi olarak degerlendirilmistir.

Yarigmm bir mikronun altinda olmasi amaclanmistir ki
sitoplazma gegisi sonrasinda flizyona ugrayan hiicreler
yarig1 tikayabilsin ve ¢ok daha saglikli bir hiicre fiizyonu
gerceklesebilsin. Eger yarik daha biiyiikk olsaydi, bu
durumda hiicre duvari sadece azicik delinmekle kalmayacak,
tamamen parcalanacakti. Burada yarik cap1 ¢ok kiigiik
tutuldugu icin hiicre duvari delindikten sonra olusan
yariktan sitoplazma gegcisi saglanmig ve sonrasinda akim
darbesi kesildikten sonra yarik ¢ok kiigiik oldugu i¢in hiicre
duvar1 kendisini onarabilmistir. Ancak bu oldugu zaman da
hiicreler yeni sekli ile tek bir hiicre olarak sekilde birbirleri
ile kaynasmistir. Buna da hiicre flizyonu denmektedir.

Caligma kapsaminda hiicreler arasinda c¢ekirdek gegisi
amaglanmamigtir. Bu c¢aligmada amag¢ bu degildir. Bu
sebeple cekirdegin gecemeyecegi bir biyiiklik olan 1um
genislik yarik genisligi olarak birakilmistir. Eger yarik
genisligi daha biiyiik olsaydi, bu durumda hiicre duvar1 ¢ok
bliyllk delinecegi i¢in hiicre her zaman hayatta
kalamayacaktl. Bu hiicre fiizyonu calismalarinda fiizyon
verimliliginin  diismesinin en Onemli nedenidir. Bu
calismada ise tek tek hedeflenen biitiin hiicrelerin fiizyona
ugramast ve hedefe yonelik yiiksek hiicre fiizyonu orani
hedeflenmistir. Calismanin bu a¢indan orijinal ve referans
degerinde oldugu diisiiniilmektedir.

PDMS lg kiirleme ajan1 ve 15g prepolimerin karistirilmasi
sonucu {iretilmistir. Ortaya ¢ikan PDMS 1 saat boyunca
desikatér araciligi ile gazdan armdirilmistir. PDMS
hazirlanan SUS fotorezist kalibina dokiilmeden once bir lam
dort adet vida araciligi ile SUS8 fotoresist kalibinin tizerine
yerlestirilmistir. Bu vidalarin kalinligt 1 mm olarak
ayarlanmistir. Bu sayede PDMS dokiildiigli zaman
kalinligmim en fazla 1 mm olmast temin edilmistir. SU8
fotorezist tizerine yerlestirilen PDMS bir 1sitict aracilig ile
100°C’de 1 saat boyunca i1sitilmistir. Sonrasinda
mikroakigkan platform haline gelmis olan sertlesmis PDMS
sistemden  ayristirilmistir.  Son  olarak  aliiminyum
elektrodlarin baglandigt bir lam iiretilmis ve mikroakigkan
hiicre fiizyonu platformu bu lamin iizerine yerlestirilmistir.
Elektrotlarin  birbirinden uzaklign 1 mm  olarak
belirlenmistir. Bu durum Sekil 2c’de gosterilmistir.
Mikroakiskan hiicre fiizyonu platformunun son hali ise Sekil
2d’de gosterilmistir.

2.4. Hiicrelerin Yonlendirilmesi

Hiicreler sisteme hazirlanan bir enjeksiyon initesi
yardimiyla giris yapmaktadir. Hiicreler fiizyon igin
hazirlanan tampon ¢ozeltinin igerisine yerlestirilmis ve
toplam olarak 5 ml olacak bicimde hazirlanmistir. Bu 5 ml
lik hiicre stispansiyonu 2500 pl’lik iki bolime ayrilmis ve
sonrasinda iki enjeksiyon iinitesi yardimiyla iki farkl
kanaldan sisteme giris yapmuslardir. Hiicreleri i¢eren hiicre
stispansiyonu kanallar1 tamamiyla doldurduktan sonra daha
fazla besleme gerceklestirilmemistir. Sekil 3’°te gosterildigi

&
Sekil 2. a) SU8 kalibinin hazirlanmasi, b) PDMS yapisinin
SU8 kalibinin tizerine yerlestirilmesi ve sonrasinda
ayrilmasi, ¢c) PDMS yapisinin elektrot bulunan cam
tabakaya yerlestirilmesi d) Mikroakiskan hiicre fiizyonu
platformunun son hali
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gibi sistem bir defa hiicre siispansiyonu ile doldurulduktan
sonra hiicreler enjeksiyon iinitesi kontrol edilerek hidrostatik
basing sayesinde ileri ya da geri olacak sekilde arzu edildigi
bicimde ve arzu edildigi siiratte kontrol edilebilirler. Bu
diizenek sayesinde hiicrelerin ydnlendirilmesi konusunda
tam bir hakimiyet tesis edilmistir.

Sonrasinda elektriksel alan uygulanmis (AC, 10 Vp.p., 1
MHz) ve hiicreler arzu edilen bosluklara dielektroforez
yardimiyla yonlendirilmistir. Nihayetinde hedeflenmis olan
hiicrelerin bir araya geldiginden emin olunduktan sonra
elekelektriksel alan sona erdirilmis ve akim darbesi (DC,
5V, 100 ps) verilerek hiicrelerin birbirleri ile fiizyona
ugramasi temin edilmistir. Sonrasinda hiicrelere on dakika

@ HicreTipil
@ Hicre Tipi2

boyunca miidahale edilmemistir.
gosterilmistir.

Sekil 4’de bu durum

Hiicrelerin nanokanal icerisinde toplandiklar1
gozlemlenebilir. Ancak tasarlanan bariyer igerisindeki yarik
yapilar1 ¢ok kii¢iik oldugu icin birden fazla hiicrenin yarik
izerinde bulunabilmesi pratik olarak ¢ok zayif bir

ihtimaldir. Go6zlemlendigi kadariyla da bdyle bir durum
mevcut degildir. Bu baglamda bu kiimelenmelerin yarik
civarinda toplanmis olmasimin bir anlami yoktur. Bunun
deney sonuglarina bir tesiri olmamustir.

=
INIIIIIORIIIIIN

-HJE’ELEI’ emjeksivon sistemi sayesinds ﬂ.ai'jm Eery
arzu adildizi sekilda + 1nnlend:rﬂebulm.eliedﬂ'

Atk Tipd2

‘Daeleictroforests g{gﬂﬂ:.
AC-10Vpp. 1 MHz

Elektromanyetk alan dal=alan

Al darbesi
(DC. 3V, 100 15)

Al darbe:i peticesinde biicre zanmn delmmesi ve biicre
iperisindel sitoplazmik snalarm birbirine kamsmaz. Bir kanaldaki
| bricrelerin igerzinde calcein bubundufn iin hicreler yegike
boyanmaktadir.

Sekil 3. a) Uretilen mikroakiskan hiicre flizyonu platformunun hiicre siispansiyonu ile doldurulduktan sonra enjeksiyon
iinitesi kontrol edilerek hiicrelerin ileri ya da geri hareket etmelerinin temin edilmesi, b) AC voltaj verilerek hiicrelerin
dielektroforez ile bosluk yapilarina dogru yonlendirilmeleri, elektromanyetik dalgalar bosluklarda yogunlasmaktadir, ¢) Bir
araya gelen hiicrelere DC voltaj verilmesi, hiicre zarlarinin delinmesi ve hiicreler arasi sitoplazmik sivilarin birbirine
karigmasi
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Sekil 4. a, b, ¢) Bir enjeksiyon iinitesi yardimiyla hidrostatik
kuvvet ortaya ¢ikartilmasi ve hiicrelerin ileri veya geri
yonlendirilmesi, d, e, f) Dielektroforez yardimiyla hiicrelerin

bosluk yapilarina dogru yonlendirilmeleri

3. Bulgular

3.1. Hiicre Fiizyonunun Basari1 Orani

Hiicrelerin birbirleri ile flizyona ugramalarindaki basar1
orani dogrudan dogruya mikroskop altinda gerceklestirilen
gozlemlerden elde edilmistir. Sekil 5 deney sonucunda
birbirleri ile eslesen hiicreleri gostermektedir. Deney
sonucunda  hedeflenen  hiicrelerin %100  oraninda
yonlendirilerek birbirleri ile eslestigi gozlemlenmistir.
Eslestirilen hiicrelerin de %95 oraninda fiizyona ugradiklari
belirlenmistir. Bu fiizyon kabiliyeti benzer c¢aligmalarla
kiyaslandig1 zaman ¢ok yiiksektir.

3.2. Fiizyon

Deneyin baslangicinda enjeksiyon iinitelerinden bir tanesine
calcein eklenmistir. Bu sayede hiicrelerde calcein ile
boyanmigtir. Diger enjeksiyon iinitesindeki hiicrelere ise
herhangi bir boyar madde ilave edilmemistir. Hiicre flizyonu
neticesinde hiicrelerin igerisindeki sitoplazmik materyal iki
hiicreye de dagildigi i¢in hiicrelerin ikisi de calcein ile
boyanmistir. Hiicrelerin calcein ile boyanmasi hiicre
fiizyonunun basarisini  gostermektedir. Sekil 6 fiizyona
ugrayan hiicreleri gostermektedir. Sekil 7 flizyon sonrast
biitiinlesmis bir hiicreyi gostermektedir. Iki hiicrede de
calcein boyar maddeden kaynakli olan yesil renk
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goriilebilmektedir. Calisma neticesinde hedeflenmis olan
hiicreler arzu edildigi gibi bir araya getirilmis ve arzu
edildigi gibi fiizyona ugramigtir. Caligma sonrasinda
fizyona wugramis hiicreler on dakika bekletilmistir.
Sonrasinda ise PDMS Mikroakigkan hiicre fiizyonu
platformu elektrotlardan ayrilmistir. Bosluklarda birikmis
olan fiizyona ugramis hiicreler bu esnada birbirleri ile iyice
kaynastiklar1 igin hareketsiz bigimde kalmaktadirlar. Bu
nedenle hiicrelerin PDMS platformun hareketi neticesinde
dagilmasi ya da yer degistirmesi olduk¢a az bir olasiliktir.
Hiicreler arasinda olusmus olan boyun yapisinin yeteri kadar
sert oldugu kanaatine varilmistir. Bu platform sonrasinda bir
petri tabagina yerlestirilmis ve hiicre besi ortami igerisinde
fiizyona ugramig hiicrelerin ¢ogalmasi temin edilmistir.
Caligmanin bu kismu bir Simf II biyogiivenlik kabini
icerisinde  gerceklestirilmis ve steril kosullar temin
edilmistir. Sonrasinda hiicreler 37°C ve 1 atm basing altinda
%20 CO, inkiibator kabin igerisine yerlestirilmistir.
Caligmanin amact hiicrelerin  kendi aralarinda flizyona
ugrama oranlarini arttirmak oldugu igin hiicre kiiltiirii
igerisindeki hiicrelerin canlilik testleri
gergeklestirilmemistir.

Ly

Sekil 5.a) Platform iizerinde bir araya gelmis hiicreler, b)
yakindan goriiniis

Sekil 6. a, b, ¢, d) Platformun bosluklarinda toplanmis
fiizyona ugrayan hiicre yapilari
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Sekil 7. Hiicre fiizyonu islemi neticesinde ortaya ¢ikmis yeni
fiizyon hiicre

4. Sonuc¢

Projenin amaci yeni nesil nanomimari ile yiiksek verimli ve
hedefe yonelik mikroakigkan hiicre fiizyonu platformu
tiretmektir. Bu amaci gergeklestirmek igin hidrostatik kuvvet
ve dielektroforez teknolojilerinden faydalanilmis ve 6zel
tasarlanmis bir bariyer yapisi sayesinde birbirlerinden farkli
caplarda da olsalar hiicrelerin birbirleri ile basarili bir
bicimde fiizyona ugramalar1 temin edilmistir. Yine ortaya
konulan tasarim sayesinde hedeflenmis olan hiicreler
istenildigi gibi manipiile edilebilmis ve istenilen noktada
istenilen bagka bir hiicre ile flizyona ugramasi temin
edilebilmigtir. Bu 6zellikle istenmeyen fiizyon hiicrelerinin
oniine gecilebilmesi adina 6nemli bir bagaridir. Caligmanin
¢ozmek istedigi iki temel sorundan bir tanesi budur. Bu
kapsamda %100 oranin da arzu edilen hiicrelerin istenen
yariga yonlendirilmesi miimkiin olmus, %95 oraninda da
yariklarda toplanmis olan bu hiicrelerin flizyona ugranmasi
temin edilmigtir. Bu 6l¢ilide bir kontrol benzeri ¢alismalarda
gosterilememistir.

Coziilmesi amacglanan bir diger temel sorunda farkli
boyutlardaki hiicrelerin fiizyona ugramasindaki basari
oranint yiikseltmektir. Caligma kapsaminda farkli hiicre
tipleri kullanilmamakla birlikte kullanilan hiicreler geneli
itibari ile 10 mikron ile 30 mikron arasindadir. Bu hiicrelerin
farkli farkli 6lgeklerde oldugu Sekil 4, Sekil 6 ve Sekil 7°de
de rahatlikla goriilebilir. Bu agidan fiizyona maruz birakilan
%100 6lgeginde yonlendirilebilen ve %95 oraninda fiizyona
ugrayabilen hiicrelerin hemen hepsi birbirinden farkli
yarigaplara sahiptir. Ayni hiicre tipinde olmakla birlikte
0zdes degildir.

Bunun 6tesinde mikroakiskan hiicre flizyonu platformunun
tasarimi ve ¢aligmanin yontemide tamamen caligmaya 6zgii
olarak gerceklestirilmistir. Calismada kullanilan biitiin
biyolojik ve kimyasal ajanlarin oranlar1 ve biitiin elektriksel
degerler optimize edilmistir. Bu amagla ¢alisma defalarca
tekrar edilmis ve en ideal degerler kesfedilmeye
calistlmistir. Netice itibari ile bu ¢alismada belirtilmis olan
akim degerleri ve nanomimari tasarimlari kesfedilmistir. Bu
sebeplerle caligmanin alaninda 6zgiin oldugu ve yenilik
getirdigi diisiiniilmektedir. Hiicre fiizyonu teknigi ozellike
hiicre miithendisligi ¢aligmalarinda gittikge artan bir dneme
sahiptir. Bu durumunda ¢alismanin Onemini daha da

arttirdigt  diisinilmektedir. Bunun &tesinde c¢alismanin
ayrica Tirkiye’de alaninda Oncii olarak gerceklestirilen
biyomedikal ve biyomiihendislik c¢aligmalarini  da
giiclendirecegi on goriilmektedir [17-26] .
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Ozet

Bu c¢alismada elektrikli lineer akiiatér ve arduino programlanabilir kart aracilifiyla
elektromekanik bir sistem tasarlanmigtir. Tasarlanan bu diizenek aracilifiyla, hasta
tedavisinde kullanilan lineer hizlandirici cihazinin farkli enerji degerlerinde (6 MV ve
18 MV ) sonuglart alinmistir ve yapilan dl¢iimlerin sonuglari, TPR ;19 “un sonuglari
ile karsilagtirilarak Olgiim sisteminin daha etkin ve siirekli kullanilmasina olanak
saglanmast amaglanmistir. Elde edilen sonuglarin dogrulugunu kontrol edebilmek
icin, Olglim detektorii olan 0.13 cc’lik iyon odasi ve dose 1 elektrometre
kullanilmistir. 10 cm ve 20 cm derinlikte her bir enerji igin 20 defa bu 6l¢limler
alimmig ve ortalama deger olarak en yakin 5 sonu¢ tablo haline getirilerek,
kiyaslamalar yapilmistir. Elde edilen degerlerin uluslararasi kabul géren 6 MV ve 18
MYV foton enerjileri i¢in olan degerler ile karsilastirilmig ve %2’ lik hata paymin
altinda oldugu belirlenmistir. Yapilan g¢aligmanin sonucunda alinan sonuglarin,
standart kullanilan Sl¢iim sistemleriyle yakin degerlerde olmasi, kurulumu basit ve
kullanimi kolay olmasi bu sistemin radyoterapi iinitelerinde giinliik, aylik ve yillik
kontrol dlgiimlerinde ve klinik uygulamalar i¢in de kullanilabilecegi diistincesini
olusturmustur.

Realization of TPR¢/190 Dose Measurement by a Novel Electromechanical System Created with
Electric Lineer Actuator and Comparison with Standart Values
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Abstract

In this study, an electromechanical system was designed with electric linear
actuator and an arduino programmable card. By means of this designed system, the
measurements of the different values (6 MV and 18 MV) of the linear accelerator
device used in patient treatment were obtained. The results of the measurements
are compared with the results of TPR,g 0, and it is aimed to provide a more
effective and continuous use of the measurement system. In order to check the
accuracy of the results, 0.13 cc ion chamber and dose 1 electrometer were used. The
measurements were taken 20 times for each energy level at 10 cm, 20 cm depth and
the surface center and the closest 5 results were tabulated as the average value. The
obtained values were compared with the values of 6 MV and 18 MV photon energies
which are accepted internationally and it was found that the error rate is below 2%. It
was thought that the results obtained in the study were close to the standard
measurement systems that used, and the installation was simple and easy to use, and it
was thought that this system could be used easily in daily, monthly and annual control
measurements in radiotherapy units. It is also thought to be used for clinical
applications.
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1. Giris

Radyasyon bircok amagla tani ve tedavi de tercih edilen
yontemlerin baginda gelmektedir. Ayrica radyasyon tedavisi
(radyoterapi), kanser tedavisinde cerrahi miidahale ve
kemoterapi ile birlikte ii¢ ana tedavi yonteminden birisi
pozisyonundadir [1]. Radyoterapi ile tedavide baslica amac;
belirlenen tiimdr yapisinda, saglikli dokuya en az zarar
vermek ve aymi zamanda belirlenmis timor bdolgesini
tamamen kapsamaktir. Bunu yaparken de uluslararasi kabul
gormils doz degerleri baz alinarak dogrulugu kesin olarak
belirlenmis radyasyon degerleri hastaya verilmeli ve boylece
kanserli doku icinde bulunan hastalikli yapinin metastazi
durdurulmalidir [2, 3]. Radyoterapi alaninda farkli
radyasyon cesitleri kullanilmaktadir. Bunlar yapilarina gore;
elektromanyetik radyasyon (X-iginlari, y-i1ginlar) ve
pargacik seklindeki radyasyonlar (elektronlar, protonlar ve
ndtronlar) olmak iizere ikiye ayrilirlar [4]. Radyoterapi ile
tedavide ¢ogunlukla malign (ko6tii huylu) hastaliklar tedavi
edilirken, az sayida da benign (iyi huylu) hastaliklar tedavi
edilmektedir [2, 3]. Yiiksek teknolojiye sahip radyoterapi
cihazlarinin kullanimi, kanser tedavilerinde son derece
faydali olmakla beraber hala ¢esitli istenmeyen durumlarin
ortaya c¢ikabilme riski bulunmaktadir. iyonize radyasyon
tedavisinde ise bu istenmeyen durumlarin riskini ortadan
kaldirmak i¢in kalite giivence programlarinin olusturulmasi
ve uluslararasi diizenlemelere uyulmasi ¢ok 6nemli bir yer
tutmaktadir [5].

Radyoterapide, iyonize radyasyon kaynaklarmin hepsinde
monitdr iyon odasi bulunmaktadir. Lineer hizlandiricilar da
iyonize radyasyon iireten ve radyoterapide siklikla
kullanilan cihazlardir. Yiiksek teknolojiye sahip bir cihaz
kullanmak, iyi ve kusursuz bir radyoterapi uygulamasi i¢in
garanti degildir. Yeterli destek cihazlari, egitim ve 6gretim
ile yetistirilmis bilgili personel ve disiplinli bir yontem
radyasyon kazalarini1 6nlemede esastir.

Monitdr iyon odasi igin yapilan performans testi sonuglari
tolerans disi olmasi halinde, cihaz 6liimciil sonuglara yol
acabilmektedir. Bilinen ilk radyasyon kazasi 1974 yilinda
Amerika’da Kosta Rika’nin bagkenti San José’deki San Juan
de Dios Hastanesi’'nde Co-60 radyoterapi cihazi
degistirildikten sonra radyasyon kazast meydana gelmistir.
Cihaz kalibre edilirken doz hizinin %50-60 daha diisiik
olacak sekilde hesaplanmasi gerekirken hastalara verilmesi
gerekenden ¢ok daha yiiksek dozlar, daha uzun siirelerde
uygulanmistir. Bir ay boyunca tedavi goren toplam 115
hasta yiliksek doza maruz kalmistir. Bu hastalarin 42’si
dokuz ay icinde yiiksek doz verilmesinden dolay1 hayatim
kaybetmistir. Hasta dosyalarindan yapilan degerlendirmeler
sonucunda birgok hastanin ya yiiksek dozdan 6ldiigii ya da
6limiinde yiiksek doz verilmesinin biiyiik katkisi oldugu
saptanmistir [2, 6].

Uc boyutlu radyoterapi c¢aligmalart igin bilgisayarl
tomografi, pozitron emisyon tomografisi-bilgisayarli
tomografi (PET CT) ve manyetik rezonans (MR)

goriintiileme ile hastanin anatomisi {i¢ boyutlu olarak
modellenebilir ve {i¢ boyutlu olarak modellemeye ile
belirlenen tiimor hacmi ile saglikli doku arasindaki iligki net
bir sekilde ortaya konulabilme avantaji sunar. Bu sayede
hastanin korunmasi gereken saglikli dokusu ile yok edilmesi
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istenen timorli  dokunun alanlar1  kesin hatlar1 ile
belirlenmektedir. Diger taraftan dogrusal hizlandirict
modellerinde bulunan bilgisayar destekli coklu yaprakli
kolimatdrler araciligiyla tiimdr tedavisi i¢in verilen doz
dagilimi1 belirlenebilir ve sekillendirilebilir. Ayrica, hastaya
verilen 1s11n yogunlugu ve miktar bilgisayar destekli ¢oklu
yaprakli kolimatorler ile ayarlanabilmektedir. Bu hassas
hesaplamalar sayesinde hasta miimkiin olan minimum doz
miktarinda radyasyon alarak, miimkiin oldugunca saglikli
dokuya hasar vermeden tedavi edilmeye calisiimaktadir [7].

Radyoterapi sik olarak eksternal (harici) ve internal (dahili)
olarak uygulanabilmektedir. Bazi hastaliklarda nadir olarak
sistemik radyasyon da uygulanabilir. Sistemik radyasyon
tedavisi, radyoaktif iyot gibi kanser hiicrelerini Sldiirmek
icin kanda dolagan radyoaktif maddelerin kullanildigi
uygulama ¢esididir [8]. Harici radyoterapi ise en sik
kullanilan radyoterapi sekli olup, hastalikli bolgeye
radyasyon 1sin kaynagi olan bir cihaz yardimiyla disaridan
verilmektedir. Harici radyoterapi uygulamasinda, hedef
timor hacminin, tedavi uygulanacak toplam hacmin ve
dozun tamimlanmasi, "The International Commission on
Radiation Units and Measurements (ICRU)" tarafindan
1978°de yayinlanan rapor 29, 1993°de yayinlanan rapor 50
ve 1999°da yayinlanan rapor 62 ile belirlenmistir [9]. Ug
boyutlu (3-D) konformal radyoterapi; tiimérde olabilecek en
hassas ve en yiiksek dozun elde edilmesini saglayan ve
timore komsu organlarda olabilecek en diisiik dozun elde
edilmesini saglayan bilgisayar destekli modern bir
radyoterapi teknolojisidir. Bu sayede 2 boyutlu (2-D) tedavi
planlamalarinin eksikliklerini ti¢ boyutlu (3-D) konformal
radyoterapi tamamen ortadan kaldirmaktadir. Karmasik bir
teknoloji olmast sebebiyle de ¢ok basamakli yogun bir
¢alismay1 biinyesinde barindirmaktadir. Cihazlarda ortaya
cikabilecek ve zamaninda tespit edilemeyen kullanict
hatalar1, teknik aksakliklar ya da en c¢ok karsilagilan
kalibrasyon hatalar1 orta ve hatta kisa vadelerde dahi
hastalarin hayatlarin1 riske atabilmektedir. Bu nedenle
cihazlarin miimkiin olan en yiiksek siklikla kalibrasyona tabi
tutulmalar1 ¢ok dnemlidir [9, 10].

Bu amagla ii¢ boyutlu konformal radyoterapi i¢in kullanilan
en kritik iinite dogrusal hizlandiricilardir. Kalite kontroliinii
temin edebilmek adina birgok marka ve modelde su fantomu

tretilmistir ve bu su fantomlarimin amaci dogrusal
hizlandiricilarin+~ kalibrasyonlarini  saglamaktir.  Insan
dokusuna esdeger sonuclar elde edebilmek igin

tasarlanmistir ve insan dokusuyla es deger sonuglar elde
edebilmek amactyla sivi olarak insan viicudunun %70’e
yakin igerigi su oldugu i¢in dl¢iimler genelde su kullanilarak
gerceklesmektedir. Ancak ne yazik ki kullanilan bu 6l¢iim
fantomlar1 fiyatlar1 bakimindan son derece maliyetlidir,
onkoloji servisindeki diger biitiin ¢aligmalar1 engelleyecek
kadar fiziksel boyutlart bakimindan biiyiliktir. Tim bu
dezavantajlarinin yaninda ayrica kullaniminin zorlugu da bir
problem  olusturmaktadir.,  Bu  nedenle  dogrusal
hizlandiricilarin kalibrasyonu ve kalite kontrolii ¢gok uzun
zaman alabilmektedir [11].

Lineer aktiiatér sistemler ve ardunio kullanilarak
gelistirilmis ¢aligmalar literatiirde oldukca fazladir [12, 13,
14]. Ancak bu ekipmanlar kullanilarak lineer hizlandirict
cihazlar icin gelistirilmis bir doz o6l¢glim cihazinin
iiretilmesinin bir 6rnegine rastlanilmamistir.
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Sekil 1. TPR 5 19" un belirlenmesi igin deneysel kurulum
[15].

Yiizde derinlik dozu (PDD), doku fantom orani1 (TPR), doku
maksimum orani (TMR), doku hava orani (TAR) ve geri
sacilma faktorii (BSF) gibi adlandirilan birkag radyasyon
dozimetrisi miktar1 vardir. TPR, dokudaki derinlikli dozdaki
degisimi tarif etmek i¢in kullanilan bir parametredir [15,
16]. Bu durum Sekil 1°de gosterilmistir. Bu miktarin farkli
alan biiyiikliikleri i¢in elde edilen datalar genellikle tek bir
radyoterapi departmaninda referans degeri olarak kullanilir.
Elde edilen datalar genellikle, belirli bir alandaki derinlik ve
alan biiyiikligiiniin bir fonksiyonu olarak tablo halinde
gosterilmektedir. Tablo haline getirilen verilerin ¢ogu, tiim
bu dozimetri miktarlar1 ampirik olarak tespit edilebilmesine

ragmen, alan merkezi ekseninin oOlgiilen PDD'sinden
hesaplanmaktadir [17]. TPD degerlerine dayanan es
merkezli 1sm  kullanarak, PDD big¢imindeki Olgiilen

radyasyon 1sint verilerinden ziyade monitér birimi basina
dozu hesaplamak genellikle uygun bir yontemdir. TPR, iki
doz oranindan hesaplanabilmektedir ve formiilii asagida
gosterildigi gibidir:

TPR = Dd / Dref‘

Diets merkezi bir eksen Tlzerinde sabit bir referans
derinliginde belirli bir referans noktasindaki doz degerini
gostermektedir. Dy, TPR degerinin istege bagli bir derinlikte
Olgiilen doz miktaridir [18]. Referans noktasi genellikle
kaynaktan eksen mesafesine (SCD) 100 cm olarak
tanimlanir ve D, herhangi bir derinlikte secilebilir ama
genellikle 10 cm olarak tercih edilir [18, 19]. Her ne kadar
TPR verileri, bunlar yiizde derinlik dozundan tiiretmektedir
fakat bu durum ile ilgili belirsizlikleri 6nlemek igin
dogrudan Olgiilebilse de, pratikte, genellikle PDD
egrilerinden doniistiiriilmektedir. Ciinkii PDD'yi sabit bir
kaynaktan ylizey mesafesine 6l¢mek uygun bir yontemdir.
Bunun nedeni, birgok su tanki sisteminin, oday1 sabit bir
SSD'de birakirken suyun derinligini dogru bir sekilde
degistirme kabiliyetine sahip olmamasidir [23].

Bu g¢alismada elektrikli lineer akiiatér ve arduino
programlanabilir kart aracilifiyla elektromekanik bir sistem
tasarlanmistir. Tasarlanan bu diizenek araciligiyla, hasta
tedavisinde kullanilan lineer hizlandirict cihazimin farkli
enerji degerlerinde (6 MV ve 18 MV ) sonuglar1 alinmigtir
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ve yapilan 6l¢iimlerin sonuglari, TPR 20/10“un sonuglart ile
karsilastirilarak ol¢iim sisteminin daha etkin ve siirekli
kullanilmasina olanak saglanmasi amaglanmigtir. Baka bir
ifade ile su an i¢in kullanilan ve ciddi dezavantajlara sahip
bliyik ve pahali su fantomlari yerine ayni kalibrasyon
kabiliyetine sahip alternatif bir mekanizma gelistirilmeye
calisilmugtir.

2. Materyal ve Yontem

Yapilan c¢alismada, Varian marka lineer hizlandirict
kullanilmis ve bu cihazdan elde edilen 6 MV ve 18 MV
foton enerji degerleri ile c¢alisilmigtir. Ayrica, lineer
hizlandiricinin =~ disinda, su  terazisi, programlanabilir
elektronik kart (Arduino programlanabilir kart) ve giic
kaynag kullamlmustir. Olgiim islemlerini gerceklestirmek
icin ise iyon odast ve dozimetre kullanilmigtir. Bu
sistemlerin hassasiyet ve dogrulugunun tespiti, analiz igin
¢ok onemlidir. O yiizden de bu cihazlarin kalibrasyonlari
ilgili kurumlarca, dlgiimler islemleri ger¢ceklesmeden 6nce
yaptirilmistir. Insan viicudunun yaklasik olarak %70’i su
oldugu icin calismada sivi olarak su tercih edilmistir ve
calismada doku esdegeri olarak kullanilmistir. Normal
sartlarda bu enerjilerin kalite kontrolii son derece pahali ve
zor kullanima sahip su ya da kati fantomlar araciligiyla
6l¢iilebilmektedir [21, 22].

Hastalara verilecek olan radyasyonun doz igerigini 6lgmek
icin hastalarin tizerinde Slgiim yapilmasi miimkiin degildir,
bu sebeple dokuya esdeger su fantomlariyla Slglimler ve
kalibrasyonlar yapilmas1 gerekmektedir. Buradan elde
edilecek sonuglar bilgisayar kontrollii planlama sistemine
aktarilir ve gercek hasta iizerine verilecek olan radyasyon
dozu belirlenmektedir. Bu sistemler sayesinde hasta {izerine
hangi bolgeye ne kadar doz verilecegi yiiksek hassasiyetle
hesaplanir [11].

2.1. iyon Odas1 Performans Testleri

Lineer hizlandiric1 igin kalite kontrol testleri mekanik ve
dozimetrik testler olmak iizere iki sekilde yapilmaktadir. Bu
testler icin belirlenen siirlamalar ve yapilma sikliklari
(AAPM), The International Electrotechnical Commission
(IEC) gibi uluslararasi kuruluslar ve g¢esitli yayinlar
tarafindan bildirilmektedir. Burada amag kalite testlerinin,
kalite kontrol araglari, insan giicii ve hasta potansiyeli géz
oniinde bulundurularak optimum siklikta yapilabilmesini
saglamaktir. Medikal lineer hizlandiricilarda giinliik, aylik
ve yillik dozimetrik kalite temini igin gerekli testler,
toleranslar ve yapilma sikliklar1 Tablo 1’de verilmistir.

Bu calismada, olugturulan diizenek klinikte kullanilan lineer
hizlandiric1 radyoterapi cihazinda bulunan tedavi masasi
lizerine yerlestirilmistir. Sistemin hassasiyet ile ilgili gerekli
lazer ayarlari, SSD (kaynak cilt mesafesi) ayarlar1 ve su
terazisinin ayarlar1 hassas su terazisi ile gergeklestirilmistir.
Olgiim sistemi diizenedi, lineer hizlandiricinin merkez
eksenine, g¢apraz tellerin merkez eckseninin iz diisiimiine
karsihik gelecek sekilde hazirlanmustir. Olgiim verileri elde
etmek icin iyon odasi, tasarlanan sistemin iyon odasi tutucu
mekanizmasina yerlestirilmistir. Lineer hizlandiricinin
enerjisi 6 MV ve 18 MV foton olarak iki farkli sekilde
ayarlanarak tedavi doz oran1 300 MU/dak hizinda 100MU
doz olarak verilmistir. Her bir enerji i¢in 10 cm ve 20 cm



Esen D., Yesiltas G., Akpek A., R]BB, 1, 10-19, 2020

derinliklerde 6l¢limler alinmigtir. Alinan bu dl¢iim sonuglari
tablo haline getirilmistir ve sonuglar standart protokol
degerleriyle karsilastirilmistir.

Tablo 1. Medikal lineer hizlandiricilarda giinliik, aylik,
yillik dozimetrik kalite temini tablosu

degismeden yukar1 asag1 hareket edebilmektedir. Bu durum
Sekil 4 ve Sekil 5’te gdsterilmistir

L ]

_ii

Sekil 2. Kullanilan eyleyicinin pozisyonlandirilmasi igin
gerekli butonlar

Sikhik islem Tolerans
@
Yiizde
X-151n1 verimi 3
kalibrasyonu
Giinliik
. . Elektron verim 3
dozimetri .
kalibrasyonu
X-151m1 ve elektron verim 3
degismezligi
X-11m1 verimi 3
kalibrasyonu
Avlik Elektron verim 3
yi kalibrasyonu
dozimetri X-1s1n1 1510 diizglinligii ve 3
simetrisi
Elektron 1s1n diizgiinliigii 3
ve simetrisi
X-151n1 verimi 3
kalibrasyonu
Elektron verim 3
kalibrasyonu
Yillik X-151n1 1510 diizgiinliigii ve 3
dozimetri simetrisi
Elektron 151n diizgiinliigii 3
ve simetrisi
Monitor dogrusalligi 1
Son Etki <1 MU

Iyon odasi tutucusu hareketi icin dogrusal aktiiator,
pozisyon kontrolii i¢in arduino kart, aktiiatér motor voltaji
icin giic kaynagi ve kontrol butonlart uygun sekilde
konumlandirilmistir. Bu durum Sekil 2 ve Sekil 3’te
gosterilmistir.

Olgiim sistemi tedavi masasi iizerine yerlestirildikten sonra,
lineer hizlandirict ¢apraz telleri ve merkezi belirlemek
amactyla kullanilan lazerler ile 6l¢iim sistemi tek bir hizaya
getirilmistir. Lineer hizlandiricinin alan lambasi ile 6l¢im
diizeneginin merkezi birbiri iizerine oturtularak merkez
eslesmesi yapilmistir. Bu sekilde 6lgiim diizeneginin i¢inde
bulunacak olan iyon odasi tek bir hizada olabilecek ve
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Sekil 4. Olgiim sisteminin ¢apraz teller referans alinarak
merkezlenerek yerlestirilmesi
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Sekil 5. Olusturulan sistemin tedavi masasina lateral
yerlesimi

2.2, Demet
belirlenmesi):

Kalitesi (TPR20/10’un

Olgiim diizenegi, su yiizeyi SSD (kaynak cilt mesafesi) 100
cm olacak sekilde ayarlanmistir. Kolimatdrde alan genisligi
es merkezde 10 cm x 10 cm olacak sekilde ayarlanmustir.
Olgiim alabilmek i¢in diizenek dénce 10 cm asag1 sonra 20
cm asagi indirilmistir. 300 MU/da doz hizinda 100MU’luk
isinlamalar  gonderilerek  Olgtimler alinmistir. TAEA
(Uluslararas1t Atom Enerjisi Kurumu) TRS 398 protokoliine
gore yiiksek enerjili foton demetlerinde suda sogurulan doz
tayini i¢in referans kosullari; fantom materyali olan su,
silindirik iyon odas1 ve referans yiikseklikler (her enerji i¢in
farkli derinlik) g6z Oniinde bulundurularak ayarlanmistir.
Olgiim alinirken, iyon odasmin referans noktasi, merkezi
eksen lizerinde kavite hacminin merkezinde olacak sekilde
ayarlanmigtir.

2.3. Yapilan Ol¢iimler i¢in Referans Degerleri

Tablo 2°de TRS 398 protokoliine gére 6 MV i¢in Referans
ol¢timii degerleri gosterilmistir.

2.4. Yapilan Ol¢iimler ve Degerleri

Kullanilan &lgiim sisteminde, iyon odasi, olusturulan
fantomun i¢ine lineer hizlandirici sisteminde bulunan ¢apraz
teller yardimiyla merkezlenerek yerlestirilmis ve dose 1
elektrometreye baglanmistir ve elektrometre devreye
sokulmugtur. Olusturulan 6l¢iim fantomu tedavi masasinin
iizerine yerlestirilmis, merkezleme yapabilmek i¢in tedavi
odasinda bulunan lazerler kullanilmistir. Sistemin i¢i insan
doku esdegeri olarak kabul edilen su ile doldurulmus ve
merkezi sifir noktasi olacak sekilde ayarlanmistir. Bu
merkezi sifir noktasi, sistemde bulunan arduino kartin
programina yazilmistir. Ayrica, kod sistemi sayesinde hafiza
butonlariyla merkez hafizaya kaydedilmistir. Daha sonra
iyon odasi yine sistemde bulunan hafiza butonlar ile
sirastyla 10 cm ve 20 cm derinlige indirilip bu seviyelerde
de Olclimler gerceklestirilmis ve yine sistemde bulunan
farkli hafiza bélgelerine 6l¢tim sonuglart kaydedilmistir.
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Tablo 2. TRS 398 protokoliine gére 6MV referans dl¢timii

Radyoterapi cihazi ve referans kosullari

Nominal doz hiz1 300 MU/dak

Referans fantomu Su

Referans alan 10 x10 cm x cm

Referans derinlik 10.0 g/em®
Nominal hizlandirma potansiyeli 6 MV
Demet kalitesi (TPR,/10) 0.677
Kurulum SSD
Referans mesafe 100 cm

Yukarida bulunan parametrelere gore olusturulan diizenek
Olciim alinacak sekilde ayarlanmustir.

Tablo 3’de TRS 398 protokoliine gore 18 MV referans
Olciimii degerleri gosterilmistir.

Tablo 3. TRS 398 protokoliine gore 18 MV referans
Oletimii

Radyoterapi cihazi ve referans kosullari

Nominal doz hizi 300 MU/dak

Referans fantomu Su

Referans alan 10x10 cmxcm

Referans derinlik 10.0 g/em’
Nominal hizlandirma potansiyeli 18MV
Demet kalitesi (TPRyq10) 0.775
Kurulum SSD
Referans mesafe 100 cm

Yukarida bulunan parametrelere gore olusturulan diizenek
Olciim alinacak sekilde ayarlanmustir.
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Sistem hareket ettirilerek iyon odasinin kaydedilen set
degerlerine gidip gitmedigi kontrol edilmistir. Ardindan
iyon odas1 tekrar sifir noktasima cekilmis ve Ol¢iime hazir
hale getirilmistir. Lineer hizlandirici tedavi cihazinin gerekli
yapilandirma ayarlarin1 yaparak once foton 6 ve daha
sonrasinda foton 18 i¢in her bir enerji degeri ile 100 MU doz
verilerek Olglimler alinmigs ve sonuglarin Slglim tablosu
¢ikarilmigtir. Sirasiyla dnce foton 6 MV igin yiizey alaninda,
10 cm derinlikte ve 20 c¢cm derinlikte 6l¢iimler alinmistir.
Alian bu 6l¢iim sonuglari tablo haline getirilmistir. Sonra
ayni 6l¢im foton 18 MV igin yiizey merkezinde, 10 cm
derinlikte ve 20 cm derinlikte olacak sekilde tekrar
edilmistir. Her bir enerji i¢in 20 defa bu Ol¢limler
tekrarlanmigtir fakat ortalama deger olarak en yakin 5 sonug
tablo  haline  getirilerek  referans  degerleri ile
karsilagtirilmistir. Burada TPRy, o parametresi 10 x10 cm?
alan igin, 100 cm sabit kaynak-detektor mesafesinde ve
merkezi 151 eksenindeki suda 10 cm ve 20 cm derinlik
degerlerinde 6l¢iimler alinarak, degerler belirlenmistir.

TPRZO/IO degeri PDD20/10 degeri ile baglantllldlr ve bu
baglant1 Sekil 6’da gosterilmistir.

Sekil 6. TPR20/10 i¢in kaynak mesafesi, derinlik ve alan
boyutu

TPRyo10= 1,2661 x DDsg10 - 0,0595

TPRyg19 degeri ve PDD,g o degeri arasindaki baglanti ile
TPRy/19 degeri hesaplanabilmektedir.

2.5. Olusturulan Sistem ile 6 MV Doz Ol¢iim

Tablo 4’te olusturulan sistem ile 6 MV doz 6l¢iimii ile elde
edilen sonuglar gosterilmistir. Hesaplamalarda 6MV igin
TPRy1 referans degeri 0.677 olarak kabul edilmistir. Tablo
5’te 6 MV igin referans degerleri ile kiyaslanmasindan sonra
hata oranlar1 tablosu gosterilmistir

TPRy¢190 ve PDD»g o degerleri arasindaki baglanti ve DDy
Olciimiinden elde edilen sonuglar ile TPR, o degerleri
hesaplanmistir. Tablo 4’te, olusturulan sistem ile elde edilen
Olcim degerleri ve hesaplanan TPRyy degerleri
gosterilmigtir. Tablo 5°de 6 MV foton enerjisi igin
uluslararasi kabul goren degerler ile elde edilen sonuglar
karsilagtirilmistir ve elde edilen degerlerin %2’lik bir hata
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paymin altinda oldugu belirlenmistir. Hata hesab1 igin
kullanilan formiil asagida gosterildigi gibidir;

(Hesaplanan TPR,/;o / Ref TPRyp/10) x 100

Bu formiil temel alinarak 6MV enerjisi i¢in hesaplanan hata
oranlart Tablo 5°de  gosterilmistir.  Tabloda da
goriilebilecegi lizere referans sonuglari ile
karsilagtirildiginda gozlemlenen en biiyiik hata oran1 %0.89
olmustur. Gergeklestirilen bes 6l¢iim sonucunda ortalama
hata orani ise %0.30 olarak hesaplanmistir. Bu uluslararasi
Ol¢lim standartlarinin kabul ettigi hata orani olan %?2’nin
¢ok altinda bir hata oranidir [23].

2.6. Olusturulan Sistem ile 18 MV Doz Ol¢iim

Tablo 6’da olusturulan sistem ile 18 MV doz 6l¢iimii ve
elde edilen sonuglar gosterilmistir. 18 MV igin TPRyyq
referans degeri 0.775 olarak kabul edilmistir.

Tablo 7’de 18 MV igin referans degerleri ile
kiyaslanmasindan sonra hata oranlari tablosu gosterilmistir.

TPRyg/10 ve PDDyg, 9 degerleri arasindaki baglanti ile DD,y
Olciimiinden TPRyp,o degerleri hesaplanmistir. Tablo
6’da,olusturulan sistem ile elde edilen oOl¢iim degerleri
gosterilmektedir. Tablo 7°de ise 18MV foton enerjisi igin
uluslararast olarak kabul goren degerler karsilagtirilmis ve
elde edilen degerlerin %2’lik bir hata payimnin altinda oldugu
belirlenmistir.

(Hesaplanan TPRZO/]()/ Ref TPRZO/]O) x 100

Hata hesabi1 dl¢limlerinde yukaridaki formiil kullanilmis ve
hata oranlar1 hesaplanmustir.

Bu formiil temel alinarak 18 MV enerjisi i¢in hesaplanan
hata oranlart Tablo 7°de gosterilmistir. Tabloda da
goriilebilecegi lizere referans sonuglari ile elde edilen
degerler karsilastirildiginda, en biiylik hata orami %1.03
olarak bulunmustur. Gergeklestirilen bes 6l¢iim sonucunda
belirlenen ortalama hata oram1 ise %0.38 olarak
hesaplanmuistir.
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Tablo 4. Olusturulan sistem ile 6MV doz 6l¢limii elde edilen sonuglar

DDINGy) | | DDINGy) | | DDyw TPR:ws
Ll | 8655000 | | 38200 | | 038 Q87
Yilge | 672100 I HHIN 0.340 0474
Niloim | 662100 19100 0343 LT
dblchm | 6758100 | | 38R0 QT 447l
Sflcim | 67100 BIHIN ki Q67
Ortalams | 67006100 100 8.341 673

Tablo 5. 6 MV i¢in referans degerleri ile kiyaslanmasindan sonra hata oranlari tablosu

TPRa10 Ref TPRagqpile oram Hata oram (%)
L.élciim 0.676 09 85 0.15
2.6lciim 0.674 9955 0.45
3.élciim 0.678 100.14 0.14
4.6lciim 0.671 99.11 0.89
5.6lciim 0.679 100.29 0.29
Ortalama 0.675 99.70 0.30

Tablo 6. Olusturulan sistem ile 18 MV doz 6l¢iimii ve elde edilen sonuglar

DD10 DD20 DDagi0 TPR2p10
1.6lciim 77.2/100 5117100 0.6619 0.778
2. 6lciim 77.13/100 51/100 0.6612 0.777
3.6lciim 77.3/100 50.8/100 0.657 0.772
4.6lciim 76.9/100 51.23/100 0.666 0.783
5.6lciim 76.93/100 50.95/100 0.662 0.778
Ortalama 77.092/100 51.016/100 0.661 0.777

Tablo 7. 18 MV igin referans degerleri ile kiyaslanmasindan sonra hata oranlar1 tablosu

TPR:010 Ref TPRagqpile oram Hata oram (%)
Lilciim 0.778 100.38 0.38
2.6lgiim 0377 100.23 0.25
3.6lciim 0.772 99.61 0.39
4.6lciim 0.783 101.03 1.03
5.8lciim 0.778 100.38 0.38
Ortalama 0.778 100.38 0.38
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3. Sonug¢

Kanser tedavisinde, timori sonlandirabilecek nihai bir
sonuca ulasabilmek i¢in tedavide kullanilan lineer
hizlandiricilarin 1s1ma karakteristiklerinin kesin ve net bir
bigimde belirlenmesi ve doz miktarinin hassas bir sekilde
hesaplanmasi biiyiik bir énem tagimaktadir. Bu durum da
ancak gerekli ve belirli protokoller dogrultusunda yapilan
kalibrasyon olgtimleri ile miimkiin olabilmektedir. Bu
protokollerin uygulanmasi esnasinda kullanilan dozimetrik
ekipmanin hassasiyeti, dogrulugu, kurulum ve kullanim

kolayligt bu cihazlarin gelistirilmesinde en Onemli
parametrelerin basinda gelmektedir. Sistemin giivenirliligi
ve dogru dozun belirlenmesi ancak bu sekilde
saglanabilmektedir.

Bu amagcla gelistirilen mekanik diizenegin protokollere
uygunlugu, kurulum ve kullanim kolayligi, dogru
konumlandirilabilme kapasitesi ve dogru bir dlglim sonucu
temin edebilme konulari incelenmis, elde edilen sonuglar
standart protokollerle karsilastirilarak  hata  oranlari
hesaplanmis ve elde edilen hata oraninin uluslararasi
protokollere gore daha diisiik oldugu gézlemlenmistir.

Calismada kullanilan mekanik diizenek yardimiyla, iyon
odas1 ve elektrometre ile ger¢eklestirilen 6l¢limler sayesinde
6MV ve 18 MV gibi farkli foton enerjileri i¢in degerler elde
edilmistir. Bu Ol¢lim degerleri Tablo 4 ve Tablo 6’da
gosterilmektedir. Bu 6l¢iim sonuglart baz alinarak referans
degerleri ile karsilagtirilmis ve hata oranlari hesaplanmustir.
Hata 6l¢iim tablolar1 da Tabloe 5 ve Tablo 7°de verilmistir.
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Sekil 7. 6 MV foton enerjisi igin 10 cm* alanda derinlige
bagli derin doz egrisi ile 6l¢liim sonuglarinin karsilastiriimasi

Sekil 7 ve Sekil 8’te ise bu karsilastirma grafikler iizerinden
daha belirgin olarak gosterilmis ve yorumlanabilmistir.
Sekil 7°de BJR (British Journal of Radiology Supplement
25) yayminda bulunan 6 MV foton enerjisi i¢in uluslararasi
derin doz degerleri araciligt ile elde edilmis 6 MV igin 10
cm’ alanda derinlige bagl derin doz egrisi ile Tablo 4’de
bulunan 6l¢iim sonuglari karsilastirilmstir.

Sekil 7°de de goriildiigii gibi referans olan derinlik-doz
yiizdesi egrisinin denklemi;

y = -2,64x+97,4 (1)
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yukarida belirtildigi gibi iken ¢aligma sonucunda elde edilen
6lciim egrisinin denklemi;

y=-2,81x+95,2 2)
olarak bulunmustur.
: E".ﬁ Darinlik-Daz pirdes (%)
i :‘: # Oliien Dcc Ploden
m 100 ok
E 1] i : 5 W T i
E -I‘f'n AT.T
= 54,004 i TR |
é a0 ey
an
Diarindk o)

Sekil 8. 18MV foton enerjisi i¢in 10 cm” alanda derinlige
bagli derin doz egrisi ile 6l¢liim sonuglarinin

Sekil 8 icin ayni calisma gergeklestiginde referans olan
derinlik-doz yiizdesi egrisinin denklemi;
y =-2,54x+100,91 3)

yukarida belirtildigi gibi iken ¢aligma sonucunda elde edilen
6lciim egrisinin denklemi;

y =-2,60x+102,95 “)

olarak bulunmustur.

Elde edilen egri denklemlerinden (1) ve (2) numaral
esitlikler birbirlerine gore korelasyonu;

o X&) -EEy/m
JE) -0 /mME Y - 97 /m

Yukarida belirtilen formiilden hesaplanir.

Korelasyon hesabi iki dogru iizerinde bulunan bes noktanin
secilerek gergeklestirilmistir. Bu noktalar 5, 10, 15, 20 ve 25
noktalaridir. Olgiimler araciligi ile elde edilemeyen sonuglar
ise formiil (2) aracilig1 ile hesaplanmustir. Ol¢iim sonuglar
ile formiil (2)’den elde edilen sonug¢larin birbirleri ile g¢ok
uyumlu olduklart gézlemlenmistir.

Bu kapsamda n hesaba katilan nokta sayisi olmak {iizere, x
referanslardan alinan degerleri, y ise Ol¢limler aracilifiyla
elde edilen sonuglarini géstermektedir.

Boylelikle;

n=5, £x=265.25, Ty=275.3, (£x)*=70357.56, (Zy)*=75790.0
9, X(xy)=16602.57, Zx’=16045.53, Zy*=17219.25 olmustur.

Bu sayede formiil (1) ve formiil (2) arasindaki korelasyon r=
0,99 olarak hesaplanmustir.
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Ayn1 korelasyon hesabi formiil (3) ve formiil (4) arasinda
gerceklestiginde ise;

(x)’=102240.062,
¥x’=22138.01 ve

n=5,  Ix=319.75,  Zy=333.5,
(Ty)’=111222.25, Z(xy)=23082.32,
¥y*=24089.09 olmustur.

Boylelikle formiil (3) ve formiil (4) arasindaki korelasyonda
r = 0,99 olarak hesaplanmustir.

Calisma sonucunda olusturulan elektromekanik diizenek ile
elde edilen sonuglarin referans degerler ile ¢ok yiiksek
oranda benzestigi (r = 0,99) tespit edilmistir.

Calisma esnasinda elde edilen dl¢iimler 10 cm ve 20 cm
derinliklerden alinmistir. Standart su fantomu ile yapilan
Olciimlerde referans olarak kabul edilen ve TAEK (Tiirkiye
Atom Enerji Kurumu) kararlarina goére radyoterapide doz
kalibrasyonu i¢in kullanilan IAEA (International Atomic
Energy Agency) kurumunun TRS 398 (Technical Report
Series) protokolii TPR,gqo degerini belirlemek igin iki
noktadan Ol¢im alinmasini yeterli gérmiistiir. Bu sebeple
calisma esnasinda 10 cm ve 20 ¢cm derinliklerde her biri igin
beser kez olmak tlizere sadece bu noktalardan 6l¢iim alinmus,
farkli  derinliklerde  6l¢iim  gergeklestirmeye  ihtiyag
duyulmamustir. Korelasyon hesaplamasi i¢in ihtiya¢ duyulan
veriler ise elde edilen dogru denklemleri araciligr ile
belirlenmistir. Dogru denklemleri ile 6l¢iim sonuglarinin
tam olarak birbiri ile uyumlu olduklar1 gdzlemlenmistir.

Calismada gelistirilen elektromekanik diizenek yukarida
bahsedilmis ve kabul edilen bir protokol olan TRS 398’de
Onerilmis standartlarla da uyum igerisinde oldugu tespit
edilmistir.

Sonu¢ olarak  gelistirilen  elektromekanik  diizenek
araciligiyla elde edilen Ol¢iim degerlerinin, lineer
hizlandiricinin verdigi dozun kalite kontroliinde ve hastaya
verilen dozun Olgiilmesinde kullanilan, Tablo 3’de
gosterilmis olan standart su fantomundaki standart veriler ile
eslestigi gozlemlenmistir. Tiim bunlarin 6tesinde ¢ikan
sonuglarin uluslararast gegerli bir protokol olan ve TAEK
tarafindan kullanilmasi tavsiye edilen BJR (British Journal
of Radiology Supplement 25)’de verilen 6MV ve 18 MV
icin Olglilen degerlere yakin bir degerde oldugu tespit

edilmistir  [23]. Bunun 0&tesinde ¢aligmanin  ayrica
Tirkiye’de  alaninda  oncii  olarak  gerceklestirilen
biyomedikal ve biyomiihendislik c¢aligmalarini  da

giiclendirecegi on goriilmektedir [24-33].

Protokollerde belirtilen degerler ile dizaymini yaptigimiz
elektromekanik sistemden elde edilen degerlerin istatistiksel
karsilagtirilmasinda, aradaki farkin kabul edilebilir hata
orani olan %2 nin ¢ok altinda oldugu gézlemlenmistir.

Yapilan Ol¢iimlerin ve alinan sonuglar incelendiginde,
tasarlanan sistemin kullanilan standart 6l¢iim sistemleriyle
yakin degerde olmasi, pratik kullanima uygun olmasi,
kurulum ve kullanim kolayligi saglamasi, olusturulan bu
sistemin  radyoterapi  Unitelerinde = yogun  olarak
kullanilabilecegi izlenimini olusturmaktadir. Biitin bu
nedenlerden Otliri  gelistirilen diizenegin radyoterapi
protokolleri cercevesinde giinlilk, aylik ve 6 aylik kontrol
Olgiimlerinde rahatlikla kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
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Ayrica, tasarlanan sistemin diger ticari sistemlere gore ¢ok
daha ekonomik olmasi, maliyet bakimindan da biiyiik
avantaj saglayacagl diisiiniilmiistiir. Tasarlanan sistemlerin
diger kullanilan sistemlere nazaran daha pratik olmasi, kaba
bir sistem olmamasi, radyoterapi iinitelerinin biitiin bir giin
Olgim ve  kalibrasyon amaciyla  kapatilmalarinin
engellenmesini  saglayacaktir. Kurulum ve kullanim
kolayligina sahip olmasi, bunun iizerine de radyoterapi
protokollerine uygun olmasi ve diigiikk hata oranlarina sahip
Olgiim sonuglari elde edebiliyor olmasi tasarlanan bu
elektromekanik diizenegin klinik uygulamalar i¢in de
siklikla kullanilabilecegi olasiligini diisiindiirmektedir.
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Abstract

Four-dimensional (4D) bioprinting, is generally accepted as the future of
biofabrication technologies. 4D bioprinting develops dynamic and 3D based
biological materials which can shift their shapes or alter their behaviors when several
stimulants like electricity, temperature, humidity, magnetic etc. are applied. In this
review, we highlighted the important aspects of several smart materials for 4D
bioprinting that have been used recently for biofabrication researches. It is believed
that in immediate future, smart materials and 4D Bioprinting techniques will have an
excessive importance for designing of soft robotic systems and architecture of
hierarchial, compex, thick and vascularized tissue structures
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Anahtar Kelimeler: 4B Biyobaska,

3B Biyobaski, Biyofabrikasyon,
Doku Miihendisligi, Akill
Malzemeler

Ozet

Dért boyutlu (4B) biyobask: tekniklerinin biyofabrikasyon teknolojilerinin gelecegi
oldugu disiiniilmektedir. Elektrik, sicaklik, nem, manyetik vs. gibi uyaricilar araciligt
ile sekil degistiren akilli malzemeler kullanilarak ortaya ¢ikartilmis olan 4B biyobaski
teknigi, 3B biyolojik materyallerden olusmus ve zamanla sekil degistirebilen yapilar
iiretilebilmektir. Bu mini derlemede bu alanda son yillarda ortaya konmus olan pek
¢ok akilli malzeme ve bunlarin énemleri agiklanmigtir. Akilli malzemelerin ve 4B
biyoyazici tekniklerinin ¢ok yakin bir gelecek icerisinde yumusgak robotik sistemlerin
tasarimlarinda ve hiyerarsik, kompleks, kalin ve damar dokusu eklemlenmis doku
yapilarinin tasarimlanmasinda asir1 derecede 6nem kazanacagi diisliniilmektedir.

1. Introduction

change their morphology and functionality by external
stimuli such as temperature, pH, ion or internal ones i.e.
cells and their components. These biostructures, which can

Numerous useful information and applications have been
obtained from the structures obtained as a result of the
combination of living cells and biomaterials in many
different methodologies used by scientists. However, there
are significant problems in real applications of the obtained
cell and non-cell biostructures in the dynamic environment
of the human body. For this reason, 4D biofabrication have
recently emerged, especially by taking advantage of 3D
bioprinters with adding ‘time’ as the fourth dimension.
Here, the objects obtained from the 3D bioprinting can
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adapt to the dynamic environment in the human body, are
expected to bring significant advantages in tissue
regeneration, treatment of diseases and drug development.

Environmentally responsive biomaterials have a strong
potential to be used in 4D bioprinting which can be grouped
under two main headings. These are chemical stimuli that
alter molecular interaction, such as pH, CO,, salt and
various solvents. For example, pH-responsive hydrogels
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based on alginate can be used for this purpose. Furthermore,
physical stimuli for example heat, light, magnetic with
electrical field, ultrasound and mechanical strength play an
important role in altering polymer chain dynamics to guide
4D biostructures. For this purpose, various studies have
been conducted on biostructures that can be changed at
different temperature ranges [1-2]. In addition to external
stimuli, biochemical stimuli, such as cell traction forces,
enzymes, glucose, antigen, amino acid, nucleic acid,
polysaccharides, and etc. are important potentials to utilize
the actual functions of biological components. For example,
the mixtures obtained by inoculating the antigen and
antibody groups interacting with each other into different
polymer chains may form crosslinked structures, while the
free antigen added to the medium can be displaced by
breaking the existing antigen-antibody interaction yields gel
swelling behavior [3].

2. Limitations of 3D Bioprinting

3D-bioprinting is an additive manufacturing method for
rapid fabrication of large number of complex three-
dimensional constructs with precise control in an automated
manner. However, there are several drawbacks related with
3D printing. Presently printed constructs may not
completely mimic the hierarchical structure of living tissues
that have multiple layers [4]. For this reason, 3D-bioprinting
technology needs time-dependent behavior that can respond
to environmental stimuli. By the help of this, it may be
possible to form multiple layers that can accurately mimic
the hierarchial and complex structure of the various organ
tissues [4]. In the following section of the mini-review, the
type of stimuli-responsive biomaterials effectively used in
4D-printing technology is briefly summarized.

In addition, one of the other challenges of 3D-bioprinting
technology is non-homogeneous cell encapsulation within
the printed constructs that is due to the low-viscosity bioin
[5]. Bioink term is mainly used for cell encapsulated
biomaterials. Also, high-viscosity bioinks require higher
pressures during printing process, and that adversely affect
cell viability because of the increased shear forces during
the extrusion process [5]. To overcome these bottlenecks
among existing bioinks, many scientists are focusing on
designing the advanced bioinks with shear-thinning
(thixotropic) and rapidly self-healing characteristics. In that
way, the designed bioinks will have easy printability and
cell viability. This will hinder mechanically damaging
effects on the cells. After the extrusion, the viscosity rises,
resulting in high-precision printability [6, 7].

3D-Bioprinting technology has gained an enormous
attention to fabricate synthetic tissues and organs for
transplantation. Greatest current challenge of 3D-printed
constructs toward the clinical translation is the absence of
multifunctional vascular network for oxygen and nutrient
diffusion. Without vascularization, 3D-printed constructs
will have insufficient nutrient availability, growing up
incomplete tissue formation or necrosis [8, 9]. This is more
often due to the printing restrictions in resolution and speed
[8]. More time, effort, and multidisciplinary expertise will
be needed to fulfill shortcomings in clinical potentials of
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3D-Bioprinting technology. All these problems are also
needed to solve by 4D bioprinting techniques.

3. Novel smart materials for 4D Bioprinting

Thermo-responsive materials have gained great deal of
attention due to their potential application in drug delivery
and regenerative medicine [10, 11]. These materials can
exhibit significant changes in their physicochemical
properties following the change of temperature.

In particular, thermo-responsive material should have lower
critical solution temperature (LCST) close or below to
physiological temperature in order to manipulate them in
easiness [12]. Poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAM) is
probably the most widely employed material because of its
appropriate sol-gel behavior with its relatively low LCST
(=32-35 °C) [13, 14]. When the external temperature is
below its LCST, PNIPAM behave like a sol. However,
above this temperature, polymer solution returns into gel
due to sol-gel transition [12]. For instance, Liu et al.
designed a dual printed gel tubes using PNIPAM and
polyacrylamide. They show the printability of material as
well as a number of shape changes such as uniaxial
elongation, radial expansion, bending, and gripping [15].
Moreover, there are some attractive reports on printability
and cellular viability of printed cell laden thermos-
responsive materials to show potential usage of these
materials to print 4D structures [16, 17].

Humidity responsive materials are able to absorb or release
moistures with the variation in humidity [18, 19]. In
particular, the shape and size of the material can change due
to swelling up or shrinkage of material in a response to
humidity alteration. Herein, it is vital to certainly control the
swelling or shrinking rate of humidity responsive materials
to maintain the printed construct. Additionally, since cells
need a specific osmotic pressure to live, degree of alteration
in shape can be adjusted to osmotic pressure [20]. Lv et al.
humidity responsive 3D printed poly(ethylene glycol)
diacrylate hydrogel using two-photon photopolymerization.
They inspired from open and close the stomata of plants to
achieve nano-interconnected pores of the structure.
Humidity-driven swelling ability was controllable and
reproducible and obtained structure was stable even after
10000 cycles [18].

Light can also be used as stimulus to induce shape and size
changes of 3D printed devices. Yang et al. [21] generated
photoresponsive shape memory composites by incorporation
of carbon black into shape-memory polymer polyurethane
and printed using fused-deposition modelling (FDM)
sunflower like devices. The light illumination converted the
closed sunflower shape to opened state as the blooming of
the flowers. In a recent study, Cui et al. [22] incorporated
photothermal graphene into thermally responsive shape
memory polymer to create 4D printed near-infrared light
(NIR) responsive nanocomposite brain model. Thermal
energy is produced by the absorption of photons of the NIR
illumination by graphene. A great advantage of this method
is that NIR can efficiently penetrate tissues without
biological harm. Light responsive materials and 3D printing
can be also combined to release therapeutics. Gupta and
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colleagues 3D printed drug capsules containing therapeutics
in the core and covering the core with a poly(lactic-co-
glycolic) acid (PLGA) shell containing plasmonic gold
nanorods [23]. Using an irradiating laser, capsules can be
ruptured for a programmable and selective release of drugs.

The functionalization of polymers with magnetic
nanoparticles consisting of e.g. iron (Fe), cobalt (Co), or
nickel (Ni) enables the generation of magneto-responsive
polymeric systems [24]. Wei et al. [25] produced tubular 4D
shape-changing structures by incorporation of magnetic iron
oxide nanoparticles into poly(lactic acid) (PLA) polymer
and direct write printing and ultraviolet (UV) cross-linking
of PLA. Heating of iron oxide by alternating magnetic field
was able to create sufficient energy to induce the
transformation of the shape to the initial tubular
configuration. In another study, magnetically responsive
structures with a fast response time were created by
incorporation of Fe into poly(dimethylsiloxane) (PDMS)
and 3D printing [26].

Finally, electric fields can be applied to orientate cells to
defined directions or manipulate cells to desired positions.
Especially, muscle or nerve tissue engineering can be
improved by the electrical stimulation. Cvetkovic et al. [27]
developed stereolithographic 3D printed poly(ethylene
glycol) diacrylate (PEGDa) hydrogel. The electrical
stimulation triggered the contraction of skeletal muscle cell
laden strip. Sayyar and colleagues generated flexible
conductive composites by incorporation of graphene into
methacrylated-poly(thrimethylene  carbonate) and UV
crosslinking [28]. Thereby, the tensile strength and the
electrical conductivity of the polymer was significantly
increased. The electrical stimulation further improved the
osteogenesis of seeded mesenchymal stem cells.

4. Conclusion

With the exciting developments in the field of 4D
bioprinting, more intensive research is needed, especially in
order to predict the changes that may occur after printing in
a safe and predictable manner. In this sense, it is thought
that the development of mathematical models will contribute
positively. On the other hand, if live cells are used, changes
in the biostructure during and after bioprinting must have
minimal adverse effects on the cells, like cellular stress.
Particular attention should be paid to the structural design of
the biomaterials, rheological properties of the bioink,
crosslinkers, additives and etc. Therefore, it is expected that
the use of suitable hybrid structures containing soft and hard
materials which can adapt to multiple stimuli encountered in
vivo with not causing any negative reaction in the immune
system. As a result, inevitably total costs of production will
begin to rise more rapidly in short term. 4D biostructures,
which are expected to bring an advanced level to
biofabrication by enabling the realization of exciting real
applications in a short period of time, particularly
necessitating multidisciplinary studies [29-35].
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Ozet

Bu ¢alismada, tibbi ve aromatik bitkilerin tarladaki iiretiminden baglayan kalite ve
verimlilik siire¢lerinin énemini vurgulamak amaglanmaktadir. Bazi tibbi ve aromatik
bitkilerin kullanim alanlari, tarimsal iiretimi ve ekonomideki 6nemi ile beraber ugucu
yag bilesenleri, antioksidan aktivite, antimikrobiyal aktivite, fenolik madde icerikleri
ile ilgili bilgiler verilmeye calisilmigtir. Tibbi ve aromatik bitkiler bitkisel yag,
fonksiyonel gida, ilag etkin maddesi ve kozmetik {iriin olabilme potansiyellerinden
dolay1 yaygin olarak kullanilmaktadir. Gida sanayinde gida katki maddesi, baharat,
bitkisel ¢ay, gida takviyesi gibi lirinler igin tibbi ve aromatik bitkilerin uygun kalitede
ve standartlarda liretilmesi ve islenmesi dnemlidir.
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Abstract

In this study, it is aimed to emphasize the importance of quality and productivity
processes starting from the production of medicinal and aromatic plants in the field. It
is tried to give information about the usage areas of medicinal and aromatic plants, the
importance of agricultural production on the economy, essential oil components,
antioxidant activity, antimicrobial activity, and phenolic content. Medicinal and
aromatic plants are widely used because of their potential as vegetable oil, functional
food, pharmaceutical active substance, and cosmetic product. In the food industry, it
is important to produce and process medicinal and aromatic plants of appropriate
quality and standards for products such as food additives, spices, herbal tea, and food
supplements.

1. Giris

Ayrica, Hipokrat, kitaplarinda pek ¢ogu tibbi ve aromatik
400 bitkiden bahsetmistir. Giiniimiizde tibbi ve aromatik

T1ibbi ve aromatik bitkiler, yilizyillar boyunca tiim diinyada
giinliik yasamin ve kiiltiiriin ayrilmaz bir pargasi olmustur.
Gida olarak tiiketilen tibbi ve aromatik bitkilerin diinyada
10.000’den fazla oldugu bilinmektedir. Bu bitkiler
eczacilikta, kozmetikte, yemeklerde ve son yillarda
antioksidan olarak gida teknolojisinde kullanilmaktadir.
Tibbi ve aromatik bitkilerin toplanmasi ve ekimi tarih
boyunca devam etmistir [1].

Tarih Oncesi caglarda bitkilerin insanlar tarafindan tibbi
amacgla kullanimlarina dair pek c¢ok arkeolojik kanit
bulunmaktadir. Yapilan arastirmalar "Tibbin babasi" olarak
da bilinen Hipokrat'in, bitkilerin tatlar1 ile tedavi edici
ozelliklerini  birlestirdigini  gostermektedir.  Hipokrat
"Yiyecekleri ilaciniz yapin, ilacimizi yemeginiz" demistir.
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bitkiler ilaglar, baharatlar, renklendiriciler, koruyucular ve
diger bir¢ok benzer iirlin i¢in hammadde haline gelmistir.
Elde edilen veriler bugiine kadar, tibbi ve aromatik bitkilerin
en eski ve en yaygin ilaglar oldugunu kanitlamaktadir [2].

Tibbi ve aromatik bitkiler biyoaktif sekonder metabolitler

olan steroidleri, flavonoidleri, saponinleri, alkaloitleri,
terpenleri ve fenolik bilesikleri igerir. Bu sekonder
metabolitler  antimikrobiyal, antifungal, antialerjik,
antidiyabetik, kardiyovaskiiler sistemi koruyucu,
antioksidan, antikanser, antitiroid, antihistaminik,
antimalaryal, antihelmintik, antienflamatuvar,

antihipertansif, spazm ¢oziicii ve agri kesici Ozelliklere
sahiptir [3].Diinya niifusunun yaklasik %80°i tibbi bitkisel
iriinleri koruyucu ve hastalik sonrasi tedavinin ilk
asamasinda kullanmaktadir. Saglik bilincinin farkindaligiyla
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iligkili olarak tibbi ve aromatik bitki iriinlerinin pazardaki
payt artmaktadir. 2017 yilinda 107 milyar dolar olan bu
paym, 2020 yilinda 115 milyar dolara kadar artmasi
beklenmektedir [4]. Bitkisel ilaglar, ozellikle gelismekte
olan iilkelerde, insan sagliginda Onemli bir rol
oynamaktadir. Bu nedenle tibbi ve aromatik bitkilerden elde
edilen iirlinlerin kalite kriterleri belirlenerek standardizasyon
saglanmalidir [5].

Bu c¢aligmanin amaci, uzun yillardir gelencksel ve
endiistriyel yontemler ile toplanan ve tiiketilen tibbi ve
aromatik bitkilerin tarimsal {iretim ve ekonomideki
potansiyeli, insan saglig1 lizerindeki 6nemi ve endiistrideki
kullanim alanlarini degerlendirmektir.

2. Malzeme ve Yontem

Arastirma materyali Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) ve
Uluslararasi Ticaret Merkezi (ITC) kayitlari, sempozyum ve

kongre bildirileri, tez ve makalelerden olugmaktadir.
Kullanilan kurum verileri kayitlarindan tarama ve
gruplandirma yontemiyle ¢izelgelerde yillara gore iriinlerin
ekilis alan1 (da), iiretim miktar1 (ton), ithalat ve ihracat
degerleri ozetlenmistir. Ithalat ve ihracat degerleri dolar
cinsinden ifade edilmistir.

3. Tiirkiye’de Tibbi ve Aromatik Bitkilerde
Siirdiiriilebilir Tarmmin Onemi

Tibbi ve aromatik bitkiler tarimsal iiretim ya da dogadan
toplama yolu ile temin edilmektedir. Tarimsal olarak iiretimi
yapilan bitkiler genellikle iilkemizde nane, hashas, lavanta,
kimyon, rezene, papatya, maydanoz, sinameki, sar1 kantaron
gibi bitkilerdir [6]. Cizelge 1’de TUIK verilerinden segilmis
tibbi ve aromatik bitki grubundaki bitkilerin yillara gore
ekildigi alan ve  Uretim  miktarlar1  verilmistir.

Cizgelge 1 : Tirkiye’de 2016-2019 yillar1 arasinda iiretimi yapilan bazi tibbi ve aromatik bitkilerin ekildigi alan ve {iretim

miktarlar1 [7] Kaynak: TUIK, 2020

2016 2017 2018 2019

Ekilis Uretim Ekilis Uretim Ekilis Uretim Ekilis Uretim
Uriin (da) (ton) (da) (ton) (da) (ton) (da) (ton)
Hashas 299217 16550 237314 13836 451226 26991 677369 27288
Kimyon 268849 18586 267358 19175 361761 24195 321889 20245
Kirmizi Biber 122415 228531 101710 179264 119865 227380 119409 | 240656
Kekik 121127 14724 121472 14477 139061 15895 157074 17965
Anason 136552 9491 121833 8418 124455 8664 239171 17589
Gul (yaglik) 29753 12267 33277 13372 34205 14773 38457 16560
Corekotu 23160 2527 32560 3094 33864 3322 37085 3603
Rezene 17503 2464 16525 2022 23400 3067 33859 4655
Yonca 21478 1206 15848 922 18488 1204 30025 1513
Lavanta 5700 747 6606 845 8684 1040 11903 1462
Serbetci otu 3415 1846 3300 1785 3300 1785 3307 1800
Adacayi 3681 411 4123 557 3951 428 5602 1233
Kisnis 503 42 410 29 405 29 155 12
Melisa 213 108 207 106 172 84 209 93
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Iklim gesitliligi ve toprak zenginligi ile Tiirkiye ¢ok cesitli
bitki topluluklarmi i¢inde barindirmaktadir [1]. Tibbi ve
aromatik bitkiler, dogal zenginliklerin kullaniminda ve
biyogesitliligin  korunmasinda hayati O6neme sahiptir.
Aromatik bitkilerin icerdikleri ugucu yaglari nedeniyle
stirdiiriilebilir tarimdaki yeni uygulamalar i¢in kullanimi
konusunda, 6nemli bir potansiyeli vardir. Bu nedenle
aromatik bitkilerin kiiltiire alimmasi ile ilgili daha fazla
arastirma yapilmasi gerekmektedir [2]. Dogal yollardan iiriin
elde edilmesi ve siirdiiriilebilir tarimin 6nem kazanmasiyla
hayvan yetistiriciliginde de dogal friinlerin kullanimi

artmaktadir.  Antioksidan,  antiviral,  antibakteriyel,
antifungal vb. faydali o6zelliklerinden dolay1r tibbi ve
aromatik bitkiler tercih edilmektedir [8].

Tiirkiye, cografik konumu nedeniyle biiylik genetik ¢esitlilik
ve endemizme sahiptir. Tiirkiye, diinyanin en énemli tibbi
ve aromatik bitki ticaretini yapan iilkelerinden biridir fakat
Tirkiye'deki tibbi ve aromatik bitkilerin yiiksek ihracat
potansiyeline  ragmen, istenen  seviyeye  heniiz
ulasilamamustir [9]. hrag edilen farkli iiriin gruplarindaki
tibbi ve aromatik bitkilerin miktar1 2014'den 2018'e kadar 48
tondan 57.5 tona yiikselmistir. 2019 yilinda ise bu miktar
51.08 tona gerilemistir. Tiirkiye'de ithal edilen farkli {irin
gruplarindaki tibbi ve aromatik bitkilerin miktar1 2014
yilinda 59.9 ton iken, 2019 yilinda 121.651 tona ulagmustir
[10]. Tirkiye'den en fazla ihrag edilen tibbi ve aromatik
bitkiler defne yapragi, anason, kimyon, zencefil ve kekiktir
(Cizelge 2, 3).

Cizelge 2 : Yillara gore iilkemizde kahve, ¢ay, tibbi bitki ve baharatlarin ithalat degerleri (Amerikan Dolari, $) [10]

Uriin 2014 ($) | 2015($) | 2016 ($) | 2017 ($) | 2018 ($) | 2019 ($)
Kahve (kavrulmus veya kafeini alinmis olsun 109170 146799 | 130503 | 191808 186584 194729
olmasin); kahve kabuklar1 ve derileri; kahve
yerine kullanilanlar
Cay, aromal1 ve aromasiz 16045 17015 41089 59929 38911 39475
Kori, defne yapragi, kekik, zerdecgal zencefil, 11660 14348 14494 16112 13719 14472
safran ve diger baharatlar (biber harig)
Biber; Capsicum cinsinin kurutulmus veya 8869 10698 12710 32676 12009 16187
ezilmis veya 0giitiilmiis meyveleri
Anason, badian, rezene, kisnis, kimyon veya 6391 7430 10632 11596 10155 438
kimyon tohumu; ardi¢ meyveleri
Targ¢in ve tar¢in agaci gigekleri 1732 1265 2083 3396 1901 3177
Mate 350 724 3180 2048 1552 2606
Hindistan cevizi, kakule 160 588 774 1109 929 1078
Karanfil, biitiin meyve, saplar1 571 594 353 726 483 836
Vanilya 243 318 181 180 60 126

Kaynak: ITC, 2020

Tirkiye’de bircok iilkeye kiyasla kayith olan tibbi ve
aromatik bitki sayist kisithdir. Istenen kalitede iiriin
gesitlerinin gelistirilmesi i¢in ekim teknikleri belirlenmeli ve
ekolojik kosullara uygun bdlgelerde yetistirilmelidir [11].
Kaliteli hammadde bilesenlerine sahip tibbi ve aromatik
bitkilerin kimya, gida ve kozmetik gibi sektorlerde katma
degeri yiiksek irlinler {iretilmesi igin arastirmalar
yapilmalidir [12]. Kaliteli saglik hizmetlerine dogru erisimin
ve damigmanligin saglanmasi, planlamacilar tarafindan
dogru yonlendirilmelidir. Tibbi ve aromatik bitkilerin
stirdiiriilebilir bir bigimde iiretiminde dogal ¢evre, saglikli

toplumlar ve ekonomik canlilik birbirini tamamlayict
faktorlerdir (Sekil 1) [13].

26

4. Tibbi ve Aromatik Bitkilerin Kullanim
Alanlan

Tibbi bitkiler ve baharatlar eski ¢aglardan beri geleneksel
olarak ilaclarda ve gesitli gidalarda koruyucu madde olarak
kullanilir. Dogal saglik destek ve kisisel bakim iiriinlerinin
artan {retimi ve pazara sunulmasi, tibbi ve aromatik
bitkilere de artan bir endiistriyel talep yaratmustir [14]. Sabit
ve ugucu yaglar, gida endiistrisinde, alkolsiiz igeceklerde ve
sekerlemelerde, kozmetik endiistrisinde ise parfiimlerde, cilt
ve sa¢ bakim {riinlerinde ve aromaterapide kullanilir. T1bbi
ve aromatik bitkiler, taze, dondurulmus veya kuru formda
olabilir. Ilag endiistrisinde ise bu bitkiler tedavi edici
ozellikleri nedeniyle tercih edilir [15].
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Aromatik bitkiler, esansiyel yag, zamk, balsam ve oleoresin
iceren yaprak, cicek, dal, kok ve meyvelere sahiptir [14]. In
vivo ¢aligmalarda bazi bitkilerin, antiviral, antimetastatik,

Sekil 1: Tibbi ve aromatik bitkilerin iiretimi igin
stirdiiriilebilirlik dongiisii [13]

antitiimoral, antitrombik, antimutajenik, yaslanma karsit,
antimikrobiyal, antiiilser, antihipertansif ve antikarsinojenik
etkinligi oldugu tespit edilmistir [16]. Tibbi ve aromatik
bitkiler sentetik kemo-terapotik bilesiklere kiyasla daha az
yan etkiye sahip ve ucuz kaynaklardir [17]. Ulkemizde yerel
halk ihtiyaci olan bitkileri ¢evre dag ve ormanlardan
toplamaktadir. Bu gelenek kirsal bolgelerde giinlimiizde
varligint siirdiirmektedir. Pek ¢ok tibbi bitkinin toprak tstii
kisimlart ya da kok kisimlart sebze gibi kullanilmaktadir. Bu
bitkiler kurutularak, salamura halinde veya tursu olarak
tiketildigi gibi islem goérmeden veya pismis sekilde de
tilketilmektedir. Genellikle, Tiirkiye’de Ege ve Karadeniz
bolgelerinde gesitli tibbi ve aromatik bitkilerin bulundugu
bilinmektedir. Tibbi ve aromatik bitkiler tat ve koku
vermeleri sebebiyle siklikla kullanilmaktadir [18]. asagidaki
gibidir:

a) Uegucu yag  dliretiminde hammadde  olarak
kullanilmaktadirlar. Ugucu yag iiretimi en 6nemli kullanim
alanlarindandir [19].

Cizelge 3 : Yillara gore lilkemizde kahve, gay, tibbi bitki ve baharatlarin ihracat degerleri (Amerikan Dolari, $) [10]

Uriin 2014 (8) | 2015($) | 2016 ($) | 2017 ($) | 2018 () | 2019 (§)
Kori, defne yapragi, kekik, zerdegal zencefil, 105971 106714 113613 | 109656 113700 107502
safran ve diger baharatlar (biber haric)
Anason, badian, rezene, kisnis, kimyon veya 29730 23031 35813 22987 31994 22379
kimyon tohumu; ardi¢ meyveleri
Cay, aromal1 ve aromasiz 20414 23614 28585 24966 13090 15142
Kahve (kavrulmus veya kafeini alinmis olsun 7358 7162 9225 10704 12082 13299
olmasin); kahve kabuklar1 ve derileri; kahve
yerine kullanilanlar
Biber; Capsicum cinsinin kurutulmus veya 7455 7311 7887 9097 8896 8687
ezilmis veya ogiitiilmiis meyveleri
Vanilya 779 257 315 213 396 751
Targ¢in ve tar¢in agaci ¢gigekleri 178 164 203 189 265 267
Hindistan cevizi, kakule 81 119 91 109 144 189
Karanfil, biitiin meyve, saplar1 111 110 151 172 104 80
Mate 0 0 7 245 16 53

Kaynak: ITC, 2020
Ozetle, tibbi ve aromatik bitkilerin kullanim alanlari

b) Mutfaklarda baharat olarak kullanilmaktadir. Gida
endiistrisinde perakende baharat satisi yapan firmalar
tarafindan pazara arz edilmektedir [20].

c) Tibbi amagl kullanim alanlari vardir. Caylar, alkollii
ekstreler, pomat, tentiir, bitki 6zleri, krem, lavman, losyon,
soliisyon, parfiim, sampuan, surup, toz ve yag formlarinda
kullanilirlar [21]. Bitkisel c¢aylar begenilen lezzetlerinin
yaninda saglikli olmak i¢in tiiketilmektedir [22].
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d) Gida takviyesi olarak tibbi aromatik bitkilerden
faydalanilmaktadir. Tiirk Gida Kodeksi tarafindan Takviye
Edici Gidalar Tebligi’'nde (Teblig No0:2013/49) gida
takviyeleri “Normal beslenmeyi takviye etmek amaciyla,
vitamin, mineral, protein, karbonhidrat, lif, yag asidi, amino
asit gibi besin Ogelerinin veya bunlarin disinda besleyici
veya fizyolojik etkileri bulunan bitki, bitkisel ve hayvansal
kaynakli maddeler, biyoaktif maddeler ve benzeri
maddelerin konsantre veya ekstraktlarinin tek basina veya
karigimlarinin  kapsiil, tablet, pastil, tek kullanimlik toz
paket, sivi ampul, damlalikli sise ve diger benzeri sivi veya
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toz formlarda hazirlanarak giinliik alim dozu belirlenmis
iirlinler” seklinde tannmlanmaktadir.

e) Cesitli grup kozmetiklerin, boyalarin, oda spreylerinin,
dezenfektanlarin, bitkisel bdcek ilaglarinin, bocek
kovucularin iiretiminde kullanilirlar.

f) Kanath sektoriinde etlik pili¢lerin beslenmesinde, tibbi ve
aromatik bitkilerin 6nemli yeri vardir. Antibiyotik
kullaniminin ~ kisitlanmast  nedeniyle bunlarin  yerini
alabilecek kanatlinin gelisiminde rol alabilecek yeni
faktorler arastirllmaya baglanmistir. Bunun sonucunda
bitkilerden c¢ikarilan ugucu yaglarin ve bunlarin biyoaktif
bilesenlerinin antilipidemik, antioksidan, antimikrobiyal
ozellikleri, performans arttirict etkileri, yem verimliginin
artmasi ve hayvanlarin hayatta kalma giiclinii artirict etkileri
oldugu belirtilmektedir [8].

g) Alkollii yada alkolsiiz igeceklerde ve sigara endiistrisinde
de yine tibbi aromatik bitkilerden faydalanilmaktadir.

5. Tibbi ve Aromatik Bitki Ugucu Yaglar

Bitkilerin ¢i¢ek, meyve, aga¢ kabugu, yaprak, kok, sap,
recine ve agag kisimlarindan elde edilen ugucu yaglar bir¢ok
alanda farkli amagclar i¢in kullanilir [23]. Ugucu yaglarin
kimyasal yapilar1 ve biyolojik aktiviteleri iizerine ¢aligmalar
mevcuttur [24-28]. Ugucu yaglarin bilesenleri iizerine
yapilan ¢aligmalar, endiistriyel alanlarda kullanilabilecegini
belirtir. Giiniimiizde tibbi ve aromatik bitkilerin temel aktif
maddelerinin ve ugucu yaglarinin bilimsel ve ekonomik
olarak elde edilip degerlendirilmesi olduk¢a 6nemlidir [23].
Ugucu yag ihracatindaki artig, liretim tesislerinin sayisinda
da artisa neden olmaktadir. Akdeniz illerindeki iiretim
tesislerinde defne, kimyon, kekik, biberiye, limon yapragi,
melisa ve anason vb. tibbi ve aromatik bitkilerden esansiyel
yag tretilmektedir [29].

Esansiyel veya eterik yaglar olarak da adlandirilan ugucu
yaglar, bitkinin farkli kisimlarindan elde edilen aromatik
yaglt sivilardir. Ucucu yaglar, diisiik kaynama noktali
fenilpropenler =~ ve  terpenlerden  olusan  sekonder
metabolitlerin karmagsik karisimlaridir. Ozellikle
karakteristik bitki 6zleri ve kokularindan dolay1 “bitki ve
baharat” olarak tanimlanirlar [30]. Ugucu yaglarin kimyasal
bilesimi, ¢evresel ve genetik faktorler, tiirler ve alt tiirler,
cografi konum, toplanma mevsimi, kullanilan bitki kismi1 ve
izolasyon yonteminden etkilenebilir [23].  Ozellikle,
aromatik bitkilerin yetistirme kosullarina gére giibrelenmesi,
ucucu yagin miktarim1 ve kalitesini belirleyen 6nemli bir
yetistirme faktoriidiir. Tarimsal {iretim sonrasinda tibbi ve
aromatik bitkilerin minimum diizeyde islenip tiiketilmesi
gereklidir, ¢linkii biyoaktif bilesenlerini kaybedebilir [31].

Bazi tibbi ve aromatik bitkilerin, ugucu yaglari ve
komponentlerinin, antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
bilinmektedir. Kiiflere ve bakterilere karsi antimikrobiyal
etkinligi olan biberiye ve kekik ugucu yaglar1 yaygin olarak
kullanilmaktadir [32]. Giinimiizde ugucu yaglar, gida
sanayinde bozulmayi oOnlemek ve firlinlerin raf Omriini
artirmak i¢in biyokoruyucu olarak kullanilmaktadir [33]. Bu
yaglar kompleks karisimlar olduklari i¢in, etki dereceleri
icerdikleri maddelerin miktarina ve c¢esidine bagl olarak
degismektedir [34].
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Aromatik bitkiler ve ugucu yaglari, fenolik bilesikler,
ojenol, timol, karvakrol gibi dogal antioksidanlari igerir
[35]. Fenolik antioksidanlarin, kardiyovaskiiler hastaliklar,
kanser, enflamatuar barsak sendromu ve Alzheimer hastaligi
gibi kronik hastaliklarin geligimini geciktirmede dnemli rol
oynadigr gosterilmistir [36]. Fenolik antioksidanlar,
bitkilerde ikincil metabolizmanin {iriinleridir [37]. Insan
diyetlerinde tibbi ve aromatik bitkilerin tiiketimi az yer
aliyor olsa da igerisinde barindirdiklart biyoaktif
komponentler sebebiyle fonksiyonel gida uygulamalarinda
ya da dogal antioksidan kullanimlarinda bu bitkiler 6nemli
bir yer edinmektedir. Yapilan bir ¢alismada kullanilan tibbi
ve aromatik bitkilerden anason, adagayi, ¢emen, defne,
thlamur, melisa, nane, reyhan, rezene ve sinamekide, ferulik
asit, kafeik asit, klorojenik asit, protokatesuik asit, kersetin
ve kampferol bulunmustur [38].

Esansiyel yaglar lipit metabolizmasi, antioksidan enzimlerin
aktivitesi ve ¢oklu doymamis yag asitleri {izerinde faydali
etkiler gosterir [15]. Flavonoid tiirevlerinin antibakteriyel,
antiviral, antienflamatuar, antikanser ve antialerjik
aktivitelere sahip olduklar1 belirlenmistir [39].

Lipid oksidasyonu iiriin kalitesini ve kabul edilebilirligini
smirlayan faktdrlerden biri olarak kabul edilmektedir. Gida
endiistrisinde,  antioksidanlar  oksidasyonu  geciktiren
maddelerdir [40]. Yaglarin oksidatif stabilitelerini ve raf
Omiirlerini arttirmak amaciyla propil gallatlar (PG), biitil
hidroksitoluen (BHT), tersiyer biitil hidroksikinon (TBHQ),
ve biitil hidroksianisol (BHA) vb. sentetik antioksidanlar
kullanilmaktadir. Sentetik antioksidanlar etkin, stabil ve
ekonomik  olmalarma ragmen, bazi yan etkileri
bulunmaktadir.  Sentetik  antioksidanlarin  canlilarda
karsinojenik ve teratojenik etkisinin bulunduguna dikkat
cekilmektedir [41]. Son yillarda tiiketiciler dogal
antioksidanlar1 ve antimikrobiyal maddeleri tercih
etmektedirler. Bu sebeple tiiketici secimleri, endiistriyi
dogal antioksidan kaynaklart1 bulmaya ve kullanmaya
yoneltmistir. Boylece aromatik bitkilerin kullanimi1 daha da
onem kazanmaktadir [42].

6. Baz1 Onemli Yag Bitkileri

6.1. Lavanta (Lavandula spp.)

Lavanta, Lamiaceae familyasindan 6nemli bir ugucu yag
bitkisidir [43]. Tirkiye’de farkli lavanta tiirleri {izerinde
gesitli arastirmalar bulunmaktadir ve esansiyel yag
bilesenlerinin  yiizdesi tiir, iklim, genetik o&zellikler,
toplanma ve islenme sekilleri vb. faktorlere bagli olarak
degisiklik gostermektedir. Lavanta esansiyel yaginin kalitesi
linalool ve linalil asetat icerigine baglidir. Diger bilesikleri
arasinda borneol, a-terpineol, terpinen-4-ol, lavandulil
asetat, limonen, karyofilen, sineol, farnesen ve linalol
oksitler ~ bulunur.  Ana  bilesik  smifti  oksijenli
monoterpenlerden olusur ve biiyllk oranda monoterpen
alkoller bulunur [44]. Lavanta giceklerinden elde edilen
ugucu yagin genis bir kullanim alani bulunmaktadir.
Kozmetik endiistrisi i¢in 6nem tagimaktadir [45]. Lavanta
yagl, merkezi sinir sistemi iizerinde uyarici etkiye sahip
olup, sakinlestirici, stres Onleyici olarak kullanilir. Cilt
tedavilerinde yanik ve kizarikliga kars1 fayda saglamaktadir.
Aromaterapi uygulamalarinda lavanta yagi antiseptik,
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antibiyotik etkisi nedeniyle ve ucucu yagin karakteristik
ozelliklerinden dolay1 kullanilmaktadir [46]

6.2. Kekik (Origanum spp.)

Kekik gidalarda lezzet, aroma ve muhafaza edici
ozelliklerinden dolayr yaygin olarak kullanilir. Genellikle
yemeklere baharat olarak katilir [47]. Kekik, Lamiaceae
familyasindan 6nemli bir ugucu yag bitkisidir ve Origanum
cinsine ait diinyada 41 tiirii bulunur. Esansiyel yaglarimin
bilesenleri tiirlere gore farklilik gostermekle birlikte timol ve
karvakrol baskin bilesenleridir [48]. Kekik esansiyel
yaglarinin biyolojik aktivite sergiledigide bilinmektedir.
Cogunlukla timol, karvakrol gibi fenolik bilesiklerin
varligina ve y-terpinen, p-sikmen gibi hidrokarbonlara bagl
giicli antimikrobiyal aktivite sunduklar1 i¢in patojenik
mikroorganizmalarin biiylimesini geciktirmek veya inhibe
etmek icin kullanilirlar [47], [49]. Ayrica soguk algmligt ve
bogaz enfeksiyonlarinin tedavisinde rahatlatici olarak
kullanilir. Kekik bitkisinin ugucu yagi yaygin olarak kas
kramplari, burkulmalar, kas ezilmesi gibi durumlarda,
romatizmal agrilarin hafifletilmesinde, Oksiiriik, epileptik
nobetler ve zatiirre gibi hastaliklarin iyilestirilmesinde
kullanilir [46].

6.3. Kimyon (Cuminum cyminum)

Tek basma veya diger baharatlarla karigim halinde
kullanilan bir baharattir. Kimyonun iilkemizde en 6nemli
kullanim alani et ve et {rilinleridir. Ayrica et iriinlerinin
marinasyonunda kullanilan soslarda da bulunmaktadir.
Kimyon Avrupa iilkelerinden Norve¢ ve Hollanda’da bazi
6zel aromali peynirlerde, Almanya ve Fransa’da ekmek ve
kek gibi pastane iiriinlerinde yaygin olarak kullanilir [50].
Kimyon tohumu, sabit yag ve %1.5-4 arasinda ugucu yag
icerir. Kumin aldehit kimyonun en 6nemli aktif bilesigidir.
Ugucu yagmin en ¢ok kullanildigi alan kozmetik
endistrisidir [51]. Ugucu yagi c¢ikarildiktan sonra geriye
artan posa ise hayvan yemi olarak degerlendirilebilir [50].

6.4. Rezene (Foeniculum vulgare)

Rezene, Apiaceae familyasindan bir bitkidir. Rezene tibbi
olarak Onemli bir baharattir. Tedavi edici Ozelliginden
dolay: ilag gibi kullanilir. Halk arasinda siit artirici, gaz
giderici ve midevi Ozelliginden dolay1 yaygin kullanima
sahiptir [52]. Cesitli ¢alismalarda rezeneden elde edilen
ucucu yagin antioksidan ve antimikrobiyal etkileri de oldugu
belirlenmistir [53]. Rezene ugucu yaginin ana bileseni trans-
etanol’diir (%60-70). Diger bilesikleri anisaldehit estragol,
a-fenkon, limonen, karvon ve cis-anetol’diir [52], [54].

6.5. Reyhan (Ocimum basilicum)

Gida sanayisinde baharat karigimlarinda, sekerlemelerde,
sirkelerde, baz1 alkolsiiz igeceklerde ve baz1 ¢esni
karigimlarinda kullanilir. Reyhan %0.3-1.0 arasinda ugucu
yag icerir. Reyhandan kaliteli ve verimli bir {iriin elde etmek
icin hasat edildigi donem olduk¢a dnemlidir. Hasat donemi
biyoaktif bilesenleri iizerinde de etkilidir. Ugucu yaglari
antimikrobiyal etki gosterir [55].
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6.6. Papatya (Matricaria spp.)

Papatya farmasotik, kozmetik ve gida endiistrilerinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Alternatif tiptaki kullanimi halk
arasinda oldukca yaygindir [56]. Cigeklerin ana bilesenleri,
fenolik bilesikler ve apigenin, kersetin, patulin, lutein ve
glikozidleridir. Ciceklerden ekstrakte edilen ugucu yagin
temel bilesenleri a-bisabolol ve oksitleri, kamazulen ve
asetilen tlirevleri dahil olmak {izere oksit azulendir [57].
Papatya bitkisinden elde edilen biyoaktif bilesenler ile
yapilan ¢aligmalar papatyanin, antimikrobiyal, antioksidan,
kolestrol diisiiriicli, antienflamatuvar, antimutajenik, spazm
¢0Oziicii ve yatistiricr etkiye sahip oldugunu gostermektedir
[58].

6.7. Thlamur (7ilia cordata Miller)

Bitki cay1 olarak ozellikle kis mevsimlerinde ¢ok tiiketilen
bir bitkidir [59]. Thlamur ugucu yaglar bakimindan oldukca
zengindir. Iceriginde bulunan aromatik yaglar parfiimlerde
ve diger kozmetik iiriinlerinde, gidalarda, bazi ilaglarda ve
temizlik triinlerinde kullanilir [60]. Ugucu yagi sineol,
linalol, kafur, karvon, geraniol, timol, karvakrol, anetol,
farnesol ve farnesil asetat gibi bilesenleri icerir. Thlamur
flavonoidler (hiperozit, astragalin, izokersitrin gibi kemferol
ve kersetol heterozitleri ve bunlarin esterleri), klorojenik
asit, kafeik asit gibi fenolikler ve miisilaj maddeleri
bakimindan zengindir. Thlamur, antienflamatuar, sedatif,
antidepresan ve antimikrobiyal etkiye sahiptir [61].

6.8. Sinameki (Cassia angustifolia)

Sinameki ates diisiiriicii olarak kullanilir. Kabizlik igin
onleyici etkiye sahiptir. Igerisinde bulunan antrokinon
nedeniyle miisil o6zelligi gosterir. Ayrica p-sitosterol,
sennozid ile A, B, C ve D vitaminlerini igerir [62].

6.9. Anason (Pimpinella anisum)

Anason %]1-6 oraninda ugucu yag igerir. Anasona has
kokuyu veren trans-anetoldiir. Anason bitkisinde bulunan bu
ugucu yag sindirim uyarici, balgam soktiiriicii, iltihap
kurutucu ve antidepresan 6zellige sahiptir [63].

6.10. Cemen Otu (7Trigonella foenum-graecum)

Cemen, Fabaceae familyasinin, Trigonella cinsinde yer
almaktadir. Siklikla tipta, gida, eczacilik ve kozmetik
irlinlerinde kullanilir [64]. Cemen bir baharat bitkisidir.
Tirkiyede bir¢ok ilde tarimi ve ihracati yapilmaktadir [65].
Cemen otu tohumu gida endiistrisinde ekmek, alkollii
icecekler, sekerleme iiriinleri, ¢esniler, dondurma, jelatin,
surup ve sekerli soslar, sakizlar, pudingler ve sekerli
kremalar ve et iriinleri gibi iriinlerde kullanilir. Baharat
karisimlart ile birlikte tursular, gorbalar, salatalar, giivecler,
soslar ve etlerde kullanilir [66]. Cemen otu tohumu Onemli
miktarda protein, mineral madde ve vitamin igerir [67]. Agir
bir kokuya sahip olan ¢emen tohumu %6.5 oraninda sabit

yag icermektedir [61]. Cemenden iriinlerin {iretim
standartlarinin  iyilestirilmesi i¢in, en uygun iretim
parametrelerinin  belirlenmesi ve kullanim alanlarinin

genisletilmesi gerekmektedir [65].
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6.11. Sar1 Kantaron (Hypericum perforatum)

Son yillarda gerceklestirilen g¢aligmalarla bitkinin sedatif
etkisi tespit edilmistir. Karacigeri koruyucu etkinligi ve agri
giderici etkisi oldugu da belirlenmistir. Ozellikle yaniklarin
tedavisinde kullanimi1 ile ilgili yapilmig c¢aligmalar
literatiirde mevcuttur. Sar1 kantaron, %6.5-15 katesik tanen,
proantosiyanidinler, flavonoitler, rutin, kesretin, %0.05-1.0
oraninda ugucu yag, 9%0.05-0.15 naftodiantronlar,
ksantonlar, steroller ile A ve C vitaminlerini igerir [42]. Sar1
kantaron bitkisi kantaron ¢ayi, kantaron detoksu, kantaron
yagi1, kantaron tentiirii ve kantaron ekstresi olarak kullanilir.
Ozellikle bitkinin ¢igek, yaprak ve saplarindan elde edilen
ekstrelerin iiretimi yaygindir [68], [69].

6.12. Adacayi (Salvia officinalis)

Baharat, aromaterapi, parfiimeri, sabun, kozmetik, boya ve
gida  endiistrisinde  adacaymin  kullanim  alanlar
bulunmaktadir. Giive ve sinek kovucu etkisi vardir.
Antibakteriyel 6zelliginden dolayi tibbi amagli olarak da
kullanilmaktadir. Terleme karsitidir. Bitkisel deodorantlarin

iceriginde yer almaktadir. Menapoz  donemindeki
rahatsizliklarin hafifletilmesinde etkilidir [46]. Adagayinin
yaprakli  kisimlari  %0.5-2.5 oraninda ugucu yag

bulundurmaktadir. Adagay1 bitkisinin yagi, a-, B-thujon,
okaliptol, kafur, borneol, boril asetat gibi Dbilesenleri
icermektedir. Sineol, adacaymnin temel aktif bilesigidir.
Adagay1 nezle, soguk alginligi, bogaz rahatsizliklari gibi
hastaliklarda cay formunda kullanilmaktadir. Bogaz ve
solunum yollar1 enfeksiyonlarinda antiseptik ve fungusit

etkisi sebebiyle kullanilmaktadir. Tiirkiye’de  tibbi
adacayi’nin, bazi firmalar tarafindan tarimma da
baslanmistir [9].

7. Hammaddelerin  Kalitesi ve  Uriin

Standardizasyonun Belirlenmesi

Tibbi ve aromatik bitkilerin kalite ve standardizasyonu ile
ilgili faktorleri inceledigimizde bazi hususlar dikkat
¢ekmektedir. Bunlar dogru hammadde kaynag: iilke ya da
bolge, botanik isim, hasat zamani, duyusal testler,
makroskopik, mikroskopik ve kimyasal testlerdir.
Giliniimiizde kalite standardinin 6nemi giderek artmaktadir
[20].

Tiirk Standartlar Enstitlisii’niin bir takim tibbi ve aromatik
bitkiler hakkinda calismalar1 bulunmaktadir. Fakat bunlar
tiim bitkileri kapsamamaktadir [20]. Bu bitkilerin tiiketiciler
tarafindan giivenle kullanilabilmesi i¢in iiretilen iiriinlerin
standardize  edilmesi ve  denetim  standartlarinin
olusturulmasi da son derece onem arz etmektedir [29].

8. Sonu¢

T1bbi ve aromatik bitkiler fonksiyonel 6zellikleri sebebiyle
geleneksel olarak kullanimi ile birlikte farkli endiistri
alanlarinda da kullanilmaktadir. Dogadan toplama ve
endiistriyel iiretimi yapilan bazi tibbi ve aromatik bitkilerin
yetistigi bolge, iklim kosullari ve toprak ozellikleri bitki
bilesenlerini dogrudan etkilemektedir. Bu sebeple kayith
tohum ve tiir sayimizin arttirilmast hedeflenmeli, iyi tarim
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uygulamalar1 kullanilmali ve iiretim standardize edilmedir.
Endistride tibbi ve aromatik bitkilerin tarimsal tiretimi ve
kullanimi artirilmalidir.

Tibbi ve aromatik bitkilerin yaygin kullanimi insanlarin
saglik izerine farkindaliklarimin artmasi, hastaliklara karst
onlem alma ve kendi tedavilerini olusturma istekleri ile
ilgilidir. Bu yaklasimlar tibbi ve aromatik bitkilerin yeni
endiistriyel iriinlere doniistiirilmesinde tesvik edicidir. Gida
takviyeleri, baharatlar, bitkisel ekstreler ve bitki caylar1 gibi
tirtinler kodeks ve farmakopelere uygun, standart yontemler
uygulanarak {iiretilmelidir.

Ugucu yag bilesenleri potansiyel biyolojik aktiviteye
sahiptir. Ozellikle ugucu yag bilesenleri antimikrobiyal
aktivite ve antioksidan aktivite gostermektedir. Yaygin
olarak anason, defne, kimyon, melisa, kekik ve biberiye vb.
tibbi ve aromatik bitkilerden ugucu yag iretilmektedir.
Ugucu yagin aktif bilesen miktarlarinin artirilmasi, {iretim

asamalarinda bilesen kayiplarinin  yasanmamasi igin
onlemler alinmali ve yeni {retim  ydntemleri
geligtirilmelidir.

Sonu¢ olarak tibbi ve aromatik bitkiler gida katki

maddelerine, sentetik antioksidanlara ve sentetik ilag etkin
maddelerine alternatif olabilir.
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