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Kan beyin bariyeri (KBB), beyni potansiyel olarak toksik metabolitlere karsi
koruyan, beyin mikrovaskiiler endotel hiicrelerinin kilcal damarlarda olusturdugu
siki ve aderens baglantilardan olusan koruyucu bir yapidir. Bu yapi ilaglarin
merkezi sinir sistemine (CNS) taginmasinda da biiylik bir engel teskil etmektedir.
Merkezi sinir sistemi, uyku indiikleyiciler, sedatifler, anti-psikotikler ve
epileptikler gibi birgok ilag smifinin yani sira anti-inflamatuar ve noro-rejeneratif
ilaclar icin dnemli bir hedeftir. Bu nedenle, KBB geg¢irgenligini klinik ¢alismalara
gecmeden dnce tahmin etmek icin gilivenilir deneysel modeller gelistirmeye ihtiyag
vardir. KBB'yi modellemek ve ilag gecirgenligini belirlemek i¢in kullanilan in vivo
hayvan modelleri altin standart olarak kabul edilse de, hayvan modellerinde basarili
ila¢ adaylarinin %80'1 klinik deneylerde basarisiz olur. Bunun, hayvan modellerinin
insan fizyolojisine tam olarak uymamasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir. Bu
nedenle, insan hiicrelerine dayali giivenilir in vitro ve in silico KBB modellerine
ithtiyag vardir.

Bu ¢aligmada, insan beyin endotel hiicreleri (HBEC-5i) ile in vitro KBB modeli
gelistirilmigtir. Ayrica, makine O6grenimi bazli in silico KBB modelleri
gelistirilmistir. Modeller birbirleri ile permeabilite tahminlemesi iizerinden
karsilastirilarak avantaj ve dezavantajlar1 ortaya koyulmustur. In vitro ve in silico
modellerinin birlikte kullaniminin in vivo denemelere karsin iyi bir alternatif
olacagi onerilmektedir. Elde edilen permeabilite deney prosediirii ile klinik

deneylerde basar1 oranin arttirilmasi dngdrilmiistiir.
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The blood brain barrier (BBB) is a protective structure that shields the brain against
potentially toxic metabolites, which is composed of tight and adherens junctions
formed by the brain microvascular endothelial cells in the capillaries. This structure
poses a major obstacle for delivery of drugs to the central nervous system (CNS).
The central nervous system is an important target for many classes of drugs, such
as sleep inducers, sedatives, anti-psychotics, and epileptics, as well as anti-
inflammatory and neuro-regenerative medications. Therefore, there is a need to
develop reliable experimental models for predicting BBB permeability. Although
in vivo animal models used to model BBB and determine drug permeability are
considered the gold standard, 80% of successful drug candidates in animal models
fail in clinical trials. This is thought to be due to the inability of animal models to
fully match human physiology. Thus, there is an imminent need for reliable in vitro
and in silico BBB models based on human cells.

In this study, an in vitro BBB model was developed with human brain endothelial
cells (HBEC-5i). In addition, machine learning-based in silico KBB models have
been developed. The advantages and disadvantages are revealed by comparing the
models with each other on the basis of permeability prediction. The combined use
of the two models is presented as a good alternative to in vivo trials. With the
obtained permeability test procedure, it is anticipated to increase the success rate in

clinical trials.
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ONSOzZ

Kan Beyin Bariyeri merkezi sinir sistemini diger dokulardan ayiran ve
homeostazini koruyan segici bir bariyerdir. Bu bariyer bir¢ok merkezi sinir sistemi
hastaligi ile iliskilendirilmis, Kritik 6neme sahip en 6zellesmis dokularimizdan
biridir. Ayrica merkezi sinir sistemini hedefleyen ilag igin ge¢ilmesi gereken bir
bariyerdir. Kan Beyin Bariyeri in vivo, in vitro ve in silico modellenerek ¢esitli
ilaglarin geg¢isi, doku fizyolojisinin anlasilmasi, beyin metastazi vb. alanlarinda

caligmalar yapilmaktadir.

Bu tez calismasinin basarili bir sekilde sonu¢lanmasi ile kan beyin bariyeri
permeabilitesinin gelistirilen dinamik in vitro ve makine 6grenimi temelli in silico
modellerin birlikte kullanimiyla yiiksek dogrulukta diisiik maliyetlerle belirlenmesi
esas amacim olmustur. Ozellikle in silico modelin bize getirdigi yiiksek hiz ve
diisiik maliyet ve dinamik in vitro modelin permeabilite tahminlemesi disinda
fizyolojik kosullar1 en iyi sekilde modelleyerek merkezi sinir sistemi hastaliklarin
da birlikte modelleme imkani sunup tam bir hastalik fizyolojisi modeline

ulagabilme kapasitesi bu ¢alismay1 yaparkenki motivasyonum olmustur.
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1. GIRiS

Kan Beyin Bariyeri (KBB), kan dolagimindaki molekiillerin merkezi sinir
sistemine gecisini fiziksel ve metabolik bariyeri araciligr ile diizenleyen
dinamik ve organize bir yapidir (Phan et al., 2017, Giiltiirk vd., 2007). Kanda
dolasan toksin ve zararlt maddelerin beyne ge¢isini engellerken serebral hiicre
fonksiyonlart i¢in gerekli besinlerin gegisine izin verir (Giiltiirk vd., 2007). Bu
sebeple beyin homeostazinin korunmasinda kan-beyin bariyeri hayati bir rol
oynar (Chin et al., 2018). Ayrica normal sartlarda, 16kositler (Monositler, T, B
ve NK hiicreleri) kan damarlari i¢inde bulunur ve saglikli beyin dokusuna
erisemezler. Ancak, KBB bir hasar alirsa, bu hiicreler beyine girebilir ve orada
yaralart iyilestirmeye calisabilirler. Bu nedenle, KBB hasar1 durumunda,
I6kositler beyine girme yetenegine sahip olabilirler (Yin et al., 2017). Karmasik
yapisi nedeni ile in vitro olarak modellenmesi zordur (Phan et al., 2017, Giiltiirk
vd., 2007, Chin et al., 2018, Brown et al., 2015). Vaskiiler endotel hiicreler
madde gegirgenliginin diizenlenmesini siki baglantilar (tight junctions-TJ) ve
adherens baglantilar (Adherens junctions-Al) ile gerceklestirirler. Hiicrelerin
apikal kisminda yer alan TJ’ler iki hiicreyi birbirine sikica baglayarak suda
¢Oziinebilir madde gecisini siirlandirmaktadir. Hiicrelerin  bazolateral
kisminda yer alan AJ’ler ise TJ’ler kadar siki olmasa da yine iki hiicreyi
birbirine baglayarak madde gecirgenliginin azaltilmasinda TJ’lere destek
olmaktadir. TJ yapisinda rol alan proteinler, transmembran ve sitoplazmik
proteinler olmak iizere ikiye ayrilir. Transmembran proteinler okludin,
klaudinler ve baglant1 adhezyon proteinleridir (JAM). Sitoplazmik proteinler;
membran-iligkili guanilat kinazlar (MAGUK) ve zonula okludens 1-2 ve 3 (ZO-
1/2/3) proteinleridir (Testa et al., 2001; Campell and Delaney, 2017; Haas et al.,
2020; Citi, 2020). Ayrica aktin de vaskiiler endotel hiicrelerin fonksiyonel ve
yapisal biitiinliigiiniin korunmasini saglar. Kaderin ile aktine bagl katenin
arasindaki baglantilar1 olusturan AJ’lerin yapisi bozulursa bariyer yapisi da
bozulmaktadir. TJ ve AJ’lerin en ¢ok goriildiigii sistemlerden biri olan KBB,
merkezi sinir sistemi (MSS) homeostazinin korunmasinda biiylik 6nem tasiyan,

beyinde dinamik bir engel olarak gérev alan ve beyni kan dolagimindaki toksik



maddelerden koruyan bir sistemdir (Liu et al., 2013). KBB, temel olarak beyin
mikrovaskiiler endotel hiicrelerinden, bu hiicreleri ¢cevreleyen devamli bir bazal
laminadan, astrositlerden, perisitlerden ve bunlara komsu noéronlardan olusur
(He et al., 2014). KBB’nin en belirgin 6zelligi beyin mikrovaskiiler endoteller
arasinda bulunan TJ’lerin paraselliiler gecirgenligi sinirlandirarak bir ¢ok
molekiiliin gegisini engelleyici rol oynamasidir (Sharma, 2003; Irudayanathan
et al., 2017; Lochhead et al., 2020). Merkezi Sinir Sistemi ile iligkili
hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaglarin bu bariyeri agsmasi gerekmektedir.
In vitro ve in silico modelin gelistirilmesi terapdtik arastirmalarda kullanilan
hayvanlarin sayisin1 azaltacak ve fizyolojik farkliliklardan dogan sorunlar
ortadan kaldiracaktir. Dogru in vitro modeller, KBB’nin nasil olustugunun
yaninda ilag ve toksin penetrasyonunu degerlendirmek icin gereklidir. KBB’yi
modellemek ve ilag dagilimimi incelemek i¢in kullanilan in vivo hayvan
modelleri altin standart olarak kabul edilmesine ragmen hayvan modellerindeki
basarili ila¢ adaylarinin %801 klinik denemelerde basarisiz olmaktadir (Perrin
vd., 2014). Bunun sebebinin hayvan modellerinin insan fizyolojisini tam olarak
karsilayamamasi oldugu disiliniilmektedir. Dolayisiyla insan hiicrelerine
dayanan giivenilir in vitro KBB modellerine ve in silico KBB modellerine

acilen ihtiya¢ vardir.

in vitro KBB modelleri, beyin endotel hiicreleri, astrositler ve/veya perisitler,
dinamik veya statik sistemler, bazal lamine modeller veya bazal lamina
icermeyen sistemler gibi farkli yaklasimlarla yiiksek transendotelyal elektrik
direnci (TEER) elde etmek i¢in gelistirilmistir. Tiim bu yaklasimlarin
avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir ve daha ideal ve gercek¢i modeller heniiz

kesfedilmemistir.

In silico modelleri, bilesiklerin gecirgenligi ve fizikokimyasal yapilari ile
yapilan korelasyonlara dayanmaktadir. Matematiksel teoriler ve makine
ogrenimi destekli yaklasimlarla yiiksek dogrulukta gecirgenlik degerleri elde
etmek i¢in gelistirilmistir. Pasif olarak niifuz eden bilesikler ve tasiyici aracili
tasima ile iletilen bilesikler icin bu modellerin avantajlar1 ve dezavantajlar

degerlendirilmistir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Kan Beyin Bariyeri

KBB, yapisindaki siki baglant1 ve ge¢is mekanizmalari ile birgok molekiiliin alimini
kisitlayan segici gecirgen bir sistemdir. Bu segici gecirgenligi terapotik
molekiillerin beyne gecisi i¢in de bir kisitlama yaratir ve beyin hastaliklarinda ilag

gelistirmenin oniinde zorlu bir engel teskil eder.

KBB varlig1 1885 yilinda Paul Ehrlich tarafindan ileri siiriilmiistiir (Y1lmaz, 2006).
Paul Ehrlich, oksidatif dzelliklerine bagl olarak renk degistiren anilin boyalari,
memeli hayvanlarin i¢ organlarina enjekte ettiginde, boyalarin beyin ve omurilik
disindaki tiim organlara renk biraktigini kesfetmistir. Ehrlich’in 6grencilerinden
biri olan Edwin Goldmann ise 1913 yilinda, bu arastirmanin devami niteliginde
boyalar1 dogrudan hayvanlarin beyin omurilik sivisina (BOS) enjekte etmis ve
beynin boyandigini, ancak diger organlarin boyanmadigini goézlemlemistir.
Ehrlich, bu durumu beyin ve omurigilin diger organlardan izole edilmesi olarak
yorumlamamistir, ancak Ogrencisi Goldman, beyni ve BOS'u viicudun geri
kalanindan ayiran bir boliinme seklinin varligini agik¢a gostermistir (Chin ve Goh,

2018).

1900°li yillarda Max Lewandowsky, beynin kilcal damarlarinin belirli molekiilleri
gecirmedigini ve MSS mikrodolagiminin bu 6zelliklerini tanimlamak igin beynin
kilcal damarlarinda kan ve beyin arasinda bir bariyer oldugunu Onermistir

(Bentivoglio, 2014).

KBB'nin ana anatomik ve fonksiyonel yapisi beyin endotelidir. Fizyolojik olarak,
beyin kilcal endotel hiicrelerine ek olarak, hiicre dis1 bazal lamina, perisitler,
astrositler ve mikroglia, KBB destek sisteminin pargalaridir. Cevredeki noronlarla
birlikte, bu bilesenler karmasik ve islevsel bir “nérovaskiiler birim” olustururlar.
KBB’nin olduk¢a kompleks mikrogevresi sistemde yer alan endotel hiicrelerin,

astrosit ve perisit hiicrelerin fiziksel hiicre-hiicre etkilesimlerinden olusur. Segici ve



dinamik olan bu sistem normal néronal fonksiyonlarinin islevini ve homeostazinin

korunmasinda merkezi bir rol oynar.

KBB

astrosit

Sekil 1. Kan beyin bariyeri (KBB)’nin yapisi (Biorender ile olusturulmustur)

Norovaskiiler birim, néronlar, astrositler gibi noral destek hiicreleri, endotelyal
hiicreler, perisitler ve diiz kas hiicrelerinden olusan karmasik ve birbirine bagh bir
sistemdir. Norovaskiiler birimdeki her hiicre tipi, néral sinyallerin iletilmesinde ve
islenmesinde veya saglikli noral fonksiyon icin uygun mikrogevresel kosullarin
korunmasinda 6nemli bir rol oynar. In vitro nérovaskiiler modeller, ndrovaskiiler
birimi olusturan hiicrelerin farkli rollerini ve islevlerini anlamak ve ayn1 zamanda
endotel bariyerini gectikten sonra terap6tik bilesiklerin néral fonksiyonu iizerindeki

etkilerini degerlendirmek i¢in 6nemlidir.

KBB’nin c¢esitli sebeplerle sizdirmasi ve disfonksiyonu, ndrodejeneratif ve
otoimmiin hastaliklar, inflamasyon ve beyin tiimérleri gibi bir¢ok patolojik durumla
iliskilendirilmektedir. KBB zayiflamasinin bir dizi norodejeneratif hastaliga
onciiliik edebilecegini, hizlandirabilecegini bilinmektedir. Ornegin, hasarli bir kan-
beyin bariyeri, multipl sklerozlu (MS) insanlarin beyinlerine ¢ok fazla kan kaynakl
makrofaj gecisine izin verir. Beyne giren bu hiicreler, sinir hiicrelerinin koruyucu
tabakas1 miyeline saldirmakta ve hastaligin yikici semptomlarina yol agmaktadir

(Denes ve Lange, 2017; Rosenberg, 2012).



KBB'nin modellenerek fizyolojik o6zelliklerinin ve fonksiyonel tepkilerinin
olusturulmasi MSS hastaliklarina gelistirilen terapdtiklerin  Oniinli acan ve

hizlandiran platformlara imkan saglayacaktir.

2.2. KBB Gec¢is Mekanizmalari

Fiziksel ve metabolik bariyer sayesinde KBB se¢ici gegirgenlik 6zelliklerini alir.
MSS’ne yonelik gelistirilen ilag endiistrisinde, molekiiler agirligi (Ma) 400-500
Da’nin altinda olan ¢ok az sayida kii¢iik molekiil KBB'yi gecebilecegi ve 7000'den
fazla ilagtan sadece %5'nin KBB'yi gegerek MSS’yi etkileyecegi belirtilmistir
(Aday et al., 2016; Wang et al., 2018). Sadece molekiiller agisindan degil KBB ayni
zamanda immiinolojik bir koruma da saglar; 10kositlerin ve dogal immiin
hiicrelerinin alimin1 da 6zel olarak diizenleyerek otoimmiin hastaliklarin

olusumunu engeller.

Fiziksel bariyer, zonula okludens (ZO-1) ve claudin gibi siki baglanti proteinleri ile
baglanan endotel hiicreleri tarafindan olusturulur. Bu proteinler, iyonlarin ve
hidrofilik ajanlarin paraseliiler yollardan gecirgenligini sinirlayan kompleksler
olusturur. Aktif tasima bariyerini olusturan mekanizmalar; membran-vezikiil
yapilar, besin ve hiicresel atiklarin diflizyonu i¢in P-glikoprotein gibi ilaca direngli
tastyicilar ve spesifik mebran tagiyicilarin ekspresyonundan kaynaklanir. Metabolik
bariyer, hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 toksik bilesikleri metabolize eden

enzimlerden olusmaktadir.

MSS kapillerini olusturan endotel hiicreler arasinda siki baglanti protenleri (Tight
junction (TJ)) denilen siki1 baglant1 bdlgeleri bulunur. Bu baglantilar KBB endotel
hiicreleri arasinda yiiksek bir elektrik direnci olustururlar ve diger dokularda 333
Q/cm2 iken KBB’de 1500-2000 Q/cm2 olur. Bunun sonucunda paraselliiler
permeabilite diiser. Interselliiler araliklar 200 A genisligindedir. Dokularda
¢ozlinmiis olan maddelerin gecisine imkan saglar. Bir TJ membran proteini olan

okludin 65 Kda agirliginda ve temas bdlgelerinin karsisinda yer alirlar.
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Sekil 2. KBB yiizey belirtegleri ve sik1 baglanti proteinleri. (Biorender ile olusturulmustur)

Klaudinler, 20 izomerden olusan multigenik bir ailedir. TJ yapilarmin komsu
hiicrelerle temas ettigi baglamlarda bulunurlar ve birincil yapilardir. ZO-1/2/3,
okludin ile etkilesime giren sitoplazmik proteinlerdir. TJ bolgeleri i¢in tanima
proteinleri olarak islev goriirler. MAGUK protein ailesine ait ZO'lar, sitoselatinler
ve kinazlar ile iligki kurabilecegi ¢ok sayida bolgeye sahiptir. Aderent baglantiselii
molekiilii (Junctional adezyon molecule: JAM) ise TJ’da yerlesmis immunglobulin

stiper ailesinin bir tiyesidir (IgSF).

Endotelyal hiicrenin sitoplazmasi tek g¢esit bir yogunluktadir. Pinositik vezikiilleri

oldukea az ve fenestralar yoktur. Bu sebeple KBB’ni gegecek olan bir madde
I- kapiller endoteli,
- internal stoplazmik alani,
[1I-  Abluminal membran, perisit veya bazal laminay1 asmak zorundadir.

Bu konuda {i¢ ana teori kabul gérmektedir. Bunlar vezikiiler kanallar, birlesme-

boliinme , ve transitozis (makromolekiillerin vezikiiller olarak taginimi) teorileridir.

Patolojik durumda bazal membran devamlilii bozulur. Vezikiil sayisi artar, iyon
ve proteinler beyne gecer. Sicanlarin periferik endoteli ile karsilastirildiginda biiyiik

say1 ve voliimdeki mitokondriler besinlerin kandan beyne gegisinde gereklidir.



Mitokondrilerdeki ve dolayisi ile enerji potansiyelindeki bu artis besinlerin kandan
beyne aktif transportu sirasinda gereklidir. Oldendorf ve Brown sigan beyin
kapillerinin mitokondrileri igeriklerinin iskelet kasi kapillerininkinden 5-6 kati
fazla oldugunu hesap etmislerdir. Bu bulgular serebral fizyolojik fonksiyonlarin
enerji bagimli transkapiller madde tasinimi ile yakindan iliskili oldugunu
diistindiirmektedir. Bazt norotransmiterler ve ilaglar kapiller endotel hiicrenin
luminal yiizeyinden sitoplazmaya girince, buradaki bazi enzimlerle inaktif
fomlarina doniistiiriiliir ve boylece beyne gecisleri engellenir. Bu nedenle serebral
endotellerde besin ve ilaglar1 metabolize edebilen enzimatik bir bariyer vardir.
Gama glutamil transpeptidaz (GTP), alkalen fosfataz ve aromatik asit dekarboksilaz
gibi enzimler kan ile tasinan maddeleri metabolize ederler. Bu enzimler serebral
kilcal damarlarda yiiksek konsantrasyonlarda iken noronal olmayan dokularda ¢ok
az veya yoktur. Morfometrik ¢alismalarin sonuglari, beyin kilcal duvar kalinliginin
diger kilcal damar duvarlarina (kas vb.) gore yaklasik %39 daha ince oldugunu
gostermistir. Pinositik vezikiillerin sayis1 yedi kat daha azdir. Duvar kalinligindaki
bu degisikliklerin beyin parankimine girisi belirli sinirlar i¢inde tutacagi kabul

edilmistir.

Epitel hiicrelerinin luminal ve abluminal yiizeyleri farkli 6zelliklere sahiptir. Bir
niikleotit degisim enzimi olan g-GTP liiminal yiizeyde yer alirken, kalsiyuma
bagimli anyonik bir enzim olan alkalin fosfataz abluminal yilizeyde bol miktarda
bulunur. Ek olarak, glukoz reseptorleri abluminal ylizeyde dagilmistir. Ayrica
luminal membran ylizeyinde istenmeyen maddelerin disar1 ¢ikarilmasini saglayan
PGP’ler bulunur. PGP’ler ile endotelyal hiicreleri saran astrositlerler arasindaki
iligki halen tam olarak anlagilamamistir. Tiim bu yapilar; luminal ve abluminal
ylizeydeki reseptorlerin polarizasyonu, enzimler ve kanallar KBB’yi olustururlar.
Sonucta KBB beyin homeostazisinin temelini olusturan hareketli membranlardan

meydana gelmistir (Gultiirk vd., 2007).

Saglikli KBB modelinde, antidepresanlar, alkol, kokain ve birgok hormon dahil
olmak {izere, ¢ok kiiciik ve / veya yagda ¢oziinen bilesikler, kan-beyin bariyerini
olusturan endotel hiicrelerin arasindan difuze olabilirler. Buna karsilik, glukoz veya
insiilin gibi daha biiylik molekiiller proteinlerle araciliiyla beyin dokusu igerisine

alimir. Beynin kan damari1 duvarlarinda bulunan bu tasiyici proteinler, istenen



molekiilleri kandan beynin igine segici bir sekilde alir. KBB’ nin her iki tarafindaki
ve i¢indeki hiicreler, hangi molekiillerin ne zaman ve ne kadar gegecegi konusunda
siirekli iletisim halindedir. Ornegin, beynin bir bdlgesindeki sinir hiicreleri 6zellikle
cok calisiyorsa, besleyici besinlerin kandan gegisini hizlandiracak sekilde kan
damarlarinin yapisinda degisimler meydana gelir. Hiicreler arast bosluklarin
artmasi vb. KBB bozuldugunda; beyin tiimdrleri ve beyin enfeksiyonlarinda oldugu
gibi veya kan damarlarinda kiigiik yirtilmalar meydana geldiginde, normal olarak

beyinden uzak tutulan bazi maddeler giris yapar ve beyin icerisinde hasara neden

olur (Chin ve Goh,2018).

Spesifik maddelerin KBB yoluyla taginmasi birincil ve ikincil faktorlere baghdir.
Molekiiler agirlik, molekiiliin konformasyonel degisim yetenegi, hiicrenin
enzimatik stabilitesi, hiicresel sekresyon ve akima (PGP: P-glikoprotein) olan
afinite gibi birincil faktorler, birincil ilag iletimi i¢in Onemlidir ve gerektiren
ilaglarla tedaviye baglamadan once dikkate alinmalidir. sistem Oncesi temizleme.
Ikincil veya periferik faktorler, sistemik enzimatik stabiliteyi, plazma protein
baglayicilarinin afinitesini, serebral kan akisini ve hastanin genel saglik durumunu
igerir. Tagima sistemleri genellikle KBB'nin liimen kisminda bulunur. KBB, kan ve
beyin arasindaki tek bariyerdir. Sonug olarak, bu engeli asan ilaglarin diizgiin bir
sekilde tasinmasi ve etkili olabilmesi icin beyne verimli bir sekilde iletilmesi
gerekir. Tasiyicilarin KBB boyunca maddeleri tagimak i¢in kullandiklar1 basit
difiizyon, kolaylastirilmig diflizyon, aktif tasima ve vezikiiler tasima gibi ¢esitli
mekanizmalar vardir. Maddenin lipitlerdeki ¢oziiniirliigli, molekiil agirliklari, yiik,
secilen ilaglarin beyne verimli bir sekilde iletilmesinde 6nemli faktorlerdir (Gtiltiirk

vd., 2007).

Gecirgenlik, gozenekli bir malzemenin sivilarin ve diger molekiillerin i¢inden
ge¢mesine ne kadar kolay izin verdiginin bir faktoriidiir. Bu temelde gbézeneklilik
ile iligkilidir. Hiicresel bariyerler, pasif lipit ¢ift tabaka gecirgenligi, pasif hiicre dist
gecirgenlik ve iceri akis tasima gibi absorpsiyon mekanizmalarina sahiptir.
Gegirgenlik, siki baglantilar ve yapisik baglantilar nedeniyle viicudun diger
dokularma gore daha diisiiktiir. Ornegin KBB aktif oldugu beyindeki damar

gozenek boyutu 1 nm'den kiiciikken, kas ve yag gibi dokularin damarlarinda



gozenek capr yaklasik 5 nm'dir. Fareler, sicanlar, sinomolgus maymunlar1 ve
insanlar iizerinde yapilan arastirmalar, ¢esitli tastyicilarda kemirgenler ve primatlar
arasinda onemli farkliliklar oldugunu ortaya koymustur (Hoshi, Yutaro ve digerleri,

2013; Aday, S., ve digerleri, 2016; Uchida, Yasuo ve digerleri, 2011).

Molekiillerin gegirgenligini tahmin etmek i¢in in vivo, in silico ve in vitro yontemler
vardir. In vivo yéntemler, invaziv ve invaziv olmayan tiplere ayrilir. Invaziv bir
yontem Ornegi, Beyin/Plazma Orani, Kp'dir (log BB). Log BB, beyindeki bir
bilesigin kararli durum toplam konsantrasyonunun kan/plazmadakine oraninin
logaritmasidir, log(BB)=log(Cbrain/Cplasma) (Cory Kalvass, J., ve Tristan S
Maurer.; 2002, Liu ve digerleri, 2008). Noninvaziv yontemlere 6rnek olarak
Pozitron Emisyon Tomografisi (PET) ve Manyetik Rezonans Goriintiileme (MRI)
verilebilir. Bu yontemlerin her ikisi de beyindeki etiketli molekiillerin non-invaziv
tespiti ilkesine dayanmaktadir. In vitro ydntemler hiicresel ve hiicresel olmayan
tiplere ayrilir. Hiicresel yontemlere 6rnek olarak 1zole Beyin Kilcal Damarlar1 (Kim
etal., 2020), Birincil veya Diisiik Gegisli Beyin Kapiller Endotel Hiicreleri (Kim et
al.., 2022), U¢ Boyutlu i¢i Bos-Fiber KBB Modelleri (Mantecén-Oria et al., 2020),
Caco-2 Permeability Assay(Cabrea-Perez et al., 2018), KBB-on-Chip (Mir et al.,
2022; Palma-Florez et al., 2022) yontemleri verilebilir. Hiicresiz yontemlerden ikisi
Paralel Yapay Gegirgenlik Testi (PAMPA) (Zhang et al., 2019) ve Immobilize
Yapay Membran Kromatografisidir (IAM) (Tsopelas et al., 2018).

2.3. invivo KBB Modelleri

In vivo KBB modelleri, canli ve dinamik sistemin kullanildigi ve beyindeki
gecirgenligi dogrudan yansitan c¢alismalardir. Bu modellerde test edilen
molekiillerin daha kolay insan c¢aligmalarina g¢evrilebilecegi ve dolayisiyla
molekiillerin KBB'yi ge¢me davranigini tahmin etmek i¢in en iyi modeller olduklari

kabul edilir (Sharma et al., 2019).

Kemirgenler KBB ¢aligmalarinda en ¢ok kullanilan in vivo modellerdir. Erisim ve
kullanim kolaylig1 ile ilag dagitimini etkileyebilecek faktorleri degerlendirmek igin
kullanilan kemirgenler KBB ¢alismalarinda en ¢ok kullanilan in vivo modellerdir

(Avdeff, 2011). Sigan ve fare beyni morfolojik, fizyolojik ve patolojik olarak insan
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beynine benzer oOzellikler sergilemektedir. Kemirgen beyninde insanlardaki
GLUT]1 reseptorlerine benzer proteinler sentezlendigi i¢in KBB’nin benzer islevler

yerine getirdigi bilinmektedir.

In vivo sistemler, KBB'yi dogal ortaminda incelemenin faydasini saglar ama bunun
yaninda patolojik siireglerin incelenmesinde bir dizi zorluk getirir. In vivo modeller
in vitro’nun aksine lokal bir bakis a¢is1 saglamaz, sistemik bir yanit sonucu verir.
Insan fizyolojisini modellemek ve ila¢ dagitim etkinligini incelemek i¢in kullanilan
in vivo hayvan modelleri altin standart olarak kabul edilse de, hayvan
modellerindeki basarili ilag adaylarinin %80'1 klinik deneylerde basarisiz olur
(Perrin ve digerleri, 2014). Bunun, hayvan modellerinin insan fizyolojisini tam
olarak taklit edememesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bu nedenle, insan

hiicrelerine dayanan giivenilir in vitro modellere acil bir ihtiyag vardir.
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Tablo 1. in vivo ve in vitro KBB modellerinin karsilastirilmasi

In vivo in vitro
Gecirgen Mikro
Hayvanlar | Tek tabaka kuyulu akiskan
Karekteristik Kiltar Kuitur Cihazlar
dzellikler
& | 7
= -
Tekrarlanabilir
bl v p 4 Sinirht v
Kontrolli
mikrocevre x v v v
glregfn seviyesinde v Sinirh Sinirh Potansiyel
KBB dzellkilerinin
kantitatif
analizi(permabilite, Sinirh Sinirh Sinirh v
TEER vb)
Eszamanl
okumalar Sirrh Sirmrh Sinirh \/
Yiksek verim
velveya  paralel | X v v Potansiyel
test
Farmakodinamik
ve farmakodinamik \/ x X Potansiyel
testleri
Insan kaynakl
materyallerin X v’ v v
kullaniimasi
Kisiye Gzgi
tedavilerin X v v v
gelistirilmesi
Maliyet Yiksek Disuk Disik Makul

2.4. In vitro KBB modelleri

2.4.1. Statik KBB modelleri

In vitro KBB modelleri temelde bir membran {izerine endotel hiicrelerinin
ekilmesine dayanan yontemlerdir. Fizyolojinin en basitlestirilmis hali olduklar1 i¢in
popiiler olarak polikarbonat Transwell plakasina beyin endotel hiicrelerinin ekildigi
(Hatherell 2011).

KBB'nin dinamik mikrogevresinden ve karmasik

modeller tercih edilmektedir et al, Bununla birlikte,
basitlestirilmis modeller,

mimarisinden yoksundur.
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2.4.2. Dinamik KBB modelleri

Dinamik akisli KBB'yi modellemek igin literatiirde pek ¢ok farkli yaklasim

bulunmaktadir.

Fiber tabanli (hollow fiber) bir yaklagim olan DIV-KBB modeli siklikla kullanilmis
fakat hiicrelerin gorsellestirilmesi noktasinda basarili olamamistir ve endotel
hiicrelerdeki morfolojik degisimlerin incelenmesinde yetersiz kalmistir (Neahaus et

al., 2006; Mantecon-Oria et al., 2020).

Son zamanlarda mikro 6l¢ekli mikroakiskan sistemlerde uygulanan KBB modelleri
giindeme gelmistir. Mikroakigkan teknolojilerindeki gelismeler hem statik hem de
dinamik KBB mikrogevresini modellemek i¢in siklikla kullanilmaya baglanmistir.
Tez ¢alismasinda da uygulanan mikroakiskan sistemler fizyolojik parametreleri
yansitmasi agisindan avantaj saglayan sistemlerdir (Oddo et al., 2019; Jiang et al.,
2019).

Cip istii platformlar, numune toplama, hazirlama, isleme ve analiz dahil olmak
tizere tiim biyolojik analiz protokollerinin avug i¢i bityiikliigiinde bir platformda
gergeklestirilmesini  saglamak i¢in tasarlanmistir. Bu platformlar, kiigiik
miktarlarda (nanolitreden mikrolitreye kadar) numune ve ajanlarin kullanildigi 10-
100 mikrometre boyutlarindaki mikroakigkan kanallardan olusur (Burns et al.,
1998). 901 yillarin sonlarina dogru mikroakigkan c¢ipler giindeme gelmeye
baglarken, organ-on-chip (gip iistii organ) sistemleri ilk kez 2010 yilinda giindeme
gelmistir. Cip {istii organ platformlar1 fizyolojik ortami taklit edebildikleri igin
deney hayvani kullanimini azaltirlar. Bu platformlarin ortaya ¢ikmasiyla birlikte,
birgok ¢aligma tasarlanmis platformlarda insan fizyolojisini olabildigince yakindan

taklit etmeye ¢alisilmustir.

Memeli dokularinin ger¢ek hiyerarsik organizasyonunu taklit eden yapisal
baglantilar ve hiicre-hiicre etkilesimleri, doku fonksiyonlarini taklit etmek i¢in ¢ok
onemlidir. Bu oOzellikler agisindan, yiiksek hizli ve yiiksek verimli tarama

yeteneklerine sahip mikroakiskan ¢ip iizerinde beyin platformlar ve 3B kiiltiir
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kosullarini entegre eden sistemler daha in vivo benzeri bir yaklagim sergilemektedir
(Bang et al., 2019).

Basit kiiltiir modellerine bir alternatif olarak mikroakiskan sistemler, kontrollii bir
mikro ortam sagladiklari, hiicresel yapilar taklit ettikleri ve minimum calisma
hacmi gerektirdikleri i¢in doku sulandirmasi i¢in avantajli bir platform saglar
(Booth ve Kim, 2019; Oddo et al., 2019; Jiang et al., 2019; Musafargani et al.,
2020). Bu ihtiyac, bariyer fonksiyonlarina sahip dokular1 simiile etmek i¢in daha da
belirgindir, ¢linkii hepsi, spesifik gecirgenlik 6zelliklerine sahip bazal membranlara
ve/veya hiicre disi matrislere ve ayrica dogustan gelen dokuya oOzgi
gecirgenliklerini, segiciliklerini ve segiciliklerini korumada 6nemli roller oynayan

acik mekanik 6zelliklere sahiptir. tasima ozellikleri.

Xu et al. yaptiklar1 mikroakiskan KBB modelinde 1 pL/dak dinamik akisa maruz
birakilan endotel hiicrelerinde ZO-1 ve Klaudin-5 siki baglanti proteinlerinin ve
VE-Kaderin adezyon proteinin arttigin1 ve bunlarla birlikte 1300 Q x cm2 TEER
degerine ulagabildiklerini bildirmislerdir (chen et al.,2016). Yapilan bu ¢alisma
vaskiiler akisin KBB fizyolojisini modellemek i¢in onemli bir faktor oldugunu

vurgulamastir.

2.5. Membranh Mikroakiskan Sistemler

Bazal membranlar (BM'ler), endotel ve epitel hiicrelerinin altinda bulunan kas-yag
hiicrelerini ve periferik sinirleri ¢evreleyen esnek ve 40-120 nm kalinhiginda
ESM’dir. Filtre 6zelligiyle dokularda hiicresel maddelerin ve metabolik faaliyetleri
boliimlendirmede, epitel biitiinliiglinlin korunmasinda, hiicre ¢ogalmasi ve
farklilasmasinda katki saglar (Hamill et al. 2009; Kruegel ve Miosge, 2010).
KBB’nin gegirgenliginin diizenlenmesinde BM’ler 6nemli rol oynamaktadir.
KBB'in segici 6zellikleri, beyin parankiminin toksik maddelerden korunmasinda,
beynin immiinolojisinin kontroliinde, ndronal dokuya zarar verebilecek biiyiik
molekiillerin ve dolasimdaki kan hiicrelerinin gegisinin 6nlenmesinde, su-iyon
homeostazi ve glikoz/amino asitlerin tasinmasinda aktif rol almaktadir (Abbott,

2013).
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Doku bariyerlerindeki iki hiicre tabakasi arasindaki BM’nin modellenmesi,
gercekei in vitro modellerin olusturulmasi igin kritik 6neme sahiptir. BM’ler,
yapisal ve filtre edici rollerinin yani sira hiicre polaritesini, hiicre metabolizmasini,
hiicre yasamini, ¢ogalmasini veya farklilasmasini etkiler ve hiicre goc¢iine katilir
(Alberts et al., 2002; Rayagiri et al., 2018; Kalebic et al., 2020). . Buna gore
BM’lerin, viicut sivilarinda belirli bilesiklerin segici gegisine izin veren gozenekli
bariyerler olarak islev gérmesi beklenir. Membran teknolojisi islev agisindan ¢ok
yonliidiir ve biyouyumluluk, secici gecirgenlik, esneklik vb. gibi bircok avantaj

sunar.

Bazal membran olarak da adlandirilan dokular arasi arayiiziin ¢ip tlzerinde
modellenmesi, ¢ogunlukla mikroakiskan ¢ip tasariminin sinirlamalar1 nedeniyle
zordur. Cip lizerinde membran iceren mikroakiskan platformlarin sayist ¢ok
siirlidir ve ¢ip tizerinde bariyer modellemesinde bazal membran biyomimetigini

taklit eden bir zarin kullanilmas1 modelin gercekgiligini artiracaktir.

Dokular arasi arayiizlerin ve doku bariyer modellerinin olusturulmasina yardimci

olmak i¢in BM’lerin kullanilmas1 gereklidir.

Literatiirde mikroakiskan sistemlerde hiicrenin tutunabilecegi bir iskele gorevi
goren polikarbonat (PC), polidimetilsilizan (PDMS) veya polietilen tereftalattan
(PET) yapilmis gozenekli, kararli malzemeler kullanilmaktadir. Bu tez
caligmasinda ise alternatif olarak bakteriyel seliilloz ve polikaprolakton polinerleri

kullanilmastir.
2.5.1. PDMS

Literatlirdeki membran ¢iplerinin ¢ogu PDMS olmasina ragmen, PDMS membran
cip sistemleri doku bariyer fizyolojisinde BM yapisim1 tam olarak
karsilayamamaktadir. PDMS, yiiksek gaz gecirgenligi nedeniyle 20 yili agkin bir
stiredir membran teknolojisinde kullanilmaktadir (Ostuni et al., 2000; Chiu et al.,
2000; Griscom et al., 2002; Ostrovidov et al., 2004). Otoklavlanabilir ve gaz
gecirgen olmasi, hiicrelere toksik olmamasi ve optik seffafliga sahip olmasi
nedeniyle mikroakiskan platformlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. KBB
caligmalarinda doku bariyer ¢alismalarinin en yaygin uygulamasi ila¢ gegirgenligi

analizleridir. PDMS'nin ilaglar ve biyoaktif molekiiller gibi kiicik hidrofobik
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molekiilleri absorbe ettigi gosterilmistir (Toepke et al.,, 2006). Bdyle bir
absorpsiyon durumunda, analizin yanlis sonuglar vermesi ¢ok olasidir. PDMS
ayrica bir¢ok hidrokarbon bazli ¢6ziiciide sisme egilimindedir. Plazma maruziyeti
ile tistesinden gelinebilen ancak uzun siirmeyen hidrofobik bir yapiya sahiptir
(Gokaltun vd.., 2017). Bu hidrofobiklik protein absorpsiyonunu arttirdigi igin
biyolojik analizlerde sorun teskil eder. Ayrica baz1 ¢alismalarda bazal membran
yapisini yansitmasi i¢in gereken mekanik esneklik saglanamamistir (Heo et al.,

2007; Kadyrova et al., 2022).

PDMS vyiizeyi icinde elektrot entegrasyonunun zorlugu ve su buhari gecirgenligi
diger onemli dezavantajlardir. Ayrica disiik sicakliklarda veya yiizeyle kisa siireli
temasta elastik bir kat1 gibi davranmasi tasarim sinirlamalarina yol agmaktadir
(Wang et al., 2018). Kullanilan PDMS zarlar1 genellikle hiicrelerin zar boyunca
hareketini kisitlayan fizyolojik olmayan gozeneklere sahiptir. PDMS membranlari
iizerinde biiyliyen hiicrelerde istenmeyen patolojiler gelisebilir. Bu membranlar
boyut ve sekil kisitlamalari nedeniyle istenilen kalinlik ve esneklige sahip
olamamaktadir. Vakum uygulamasinin bir sonucu olarak, PDMS membranlar1 da

deforme olabilir (Lee et al., 2010).

BM c¢alismalarinda genellikle PDMS tabakalar1 arasinda non-PDMS membranlar
kullanilmaktadir. PDMS i¢in olusturulan yapistirma teknikleri, termoplastikler gibi
alternatif malzemelerle birlestirilebilir. Literatiirdeki baz1 ¢alismalar, PDMS'nin
biyouyumlulugunun yanlis oldugunu 1iddia ederek, PDMS membran
formiilasyonlarinda tiim hiicre tiirlerinin biiylimeyecegini 0One silirmektedir

(Sackmann et al., 2014).
2.5.2. Bakteriyel Seliiloz Membranlar

Bakteriyel seliilloz (BS) membranlari, bitki seliilozlar1 ile ayn1 molekiil formiile
sahip fakat BS lignin, hemiseliilozlar ve pektin icermeyen yiiksek kristaliniteye
sahip, ~1000 birim polimerizasyon derecesi ve <100 nm kalinligindaki nanolifleri,
yiiksek su tutma kapasitesi esneklik ve gerilme mukavemeti agisindan
degerlendirilebilir mekanik Ozelliklere sahip bir biyopolimerdir. Ayrica
biyouyumluluk, diisiik immiinojenik potansiyeli BS 'nin uygulanabilirligini
arttirmaktadir (Sekil 3.) (Gorgieva ve Tréek, 2019). BS’nin bu 6zellikleri ile birlikte

modifiye edilebilir olmasi doku mihendisligi uygulalamarinda yaygin
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kullanilmasimi saglamaktadir (Zhong, 2020). KBB’nin in vitro modellerinde

kullanim1 yaygin degildir. Fakat ozellikleri sebebiyle KBB modellemede BM

olarak kullanimi umut veren bir yaklasimdir (Gorgieva, 2020).

5/

Sekil 3. Bakteriyel seliiloz membran goriintiisii

2.5.3. Elektroegirilmis Membranlar

Elektroegirme son zamanlarda mikroakiskan ¢iplere entegre edilecek membranlarin
tiretiminde kullanilmistir. Hedeflenen membranlar, polimerin ¢oziiciisii, akis hizi
ve egirme voltaj1 gibi degiskenleri optimize ederek kontrol edilebilir. Uretilen ince
fiberler, yiiksek yilizey-hacim orani ve yiiksek gozeneklilik saglar. Bu nanofiberler,
dogal BM’yi taklit etmenin yani sira hiicre tutunmasini, ¢ogalmasini ve gogiinii
saglar ve ideal bir mikro ortam olusturur (Sell et al., 2010; Kadyrova et al., 2022;
Jain et al., 2022). Kadyrova et al., bir ¢alismasinda elektroegirme ile iiretilen
nanofiber membranlarin PDMS'den daha yiiksek mekanik giice sahip oldugunu
bildirmistir. Fizyolojik dokularda gereken mekanik kuvvet araligi, polimerin

modifikasyonu veya kompozit polimerlerin kullanilmasiyla elde edilebilir.

Elektroegrilmis membranlarin mikroakiskan cihazlara entegrasyonu sirasinda
sizintilar olusabilir, membran yiizeyine bagli hiicre tutunma oraninin azalma ve
goriinti alinmasinda sorunlar yasanabilir. Ancak elektroegirilmis membranlar,
mikroakigskan cihazlarda kullanilan diger membran tiirleri ile karsilastirildiginda,

iretim kolaylig1, nispeten diisiik maliyeti ve nanofiber yapilari sayesinde hiicrelerin
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tutunacag ylizey alanlarinin yiiksek olmasi ve fizyolojik mikrogevreyi modellemesi

nedeniyle daha avantajli gériinmektedir.

2.6. In silico KBB Modelleri

2.6.1. Hesaplamah Modeller

Hesaplamali model, bilgisayarlar kullanilarak incelenebilen bir sistemin, siirecin
veya olgunun temsilidir. Modellenen sistemin, siirecin veya olgunun davranigini
simiile etmek i¢in tasarlanmis bir dizi matematiksel denklem veya algoritmadir.
Hesaplamali modeller, fiziksel, biyolojik ve sosyal sistemler dahil olmak {izere ¢ok
cesitli sistem ve siirecleri incelemek icin kullanilabilir. incelenen sistemin davranisi
hakkinda verileri analiz etmek, tahminlerde bulunmak ve hipotezleri test etmek i¢in

kullanilabilirler.

Molekiiler dinamik (MD), atomlarin ve molekiillerin fiziksel hareketlerini
incelemek icin kullanilan bir hesaplama yontemidir. Bu parcaciklarin zaman
i¢indeki hareketini ve etkilesimlerini tahmin etmek i¢in matematiksel denklemlerin
ve bilgisayar simiilasyonlarinin kullanilmasini igerir. MD simiilasyonlar1 tipik
olarak proteinlerin yapisi ve islevi, kimyasal reaksiyonlarin dinamikleri ve
malzemelerin farkli kosullar altindaki davraniglar1 gibi atomik ve molekiiler
diizeyde malzemelerin ve biyolojik sistemlerin o6zelliklerini incelemek igin
kullanilir. MD modelleri, dengedeki ve dengeden uzaktaki sistemlerin davranislari,
kimyasal reaksiyonlarda entropinin rolii ve faz gegcislerinin mekanizmalar1 dahil

olmak tiizere ¢ok cesitli fenomenleri incelemek icin kullanilabilir.

2.6.2. Makine Ogrenimli KBB modelleri

Makine Ogrenimi Algoritmalari
a. Decision Trees (DT)

Decicion trees normal bir agacin tasidig1 gibi kok, dal ve yapraklari icermektedir.

DT de Oznitelikler digiimleri, baglantilar dallar1 ve tahmin edilmesi istenen
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degerler DT nin yapraklarini olusturmaktadir. DT algoritmasinda insanlarin karar
verme siirecine benzer bir yaklasim vardir (Patel and Prajapati, 2018). Her yeni
ornek, icerdigi ozniteliklerin 6zelliklerine gore agag tlizerinde hareket ettirilir ve

sonugta ait oldugu smif tespit edilir.

MR goriintiilerinin yonetilmesi (Estella et al., 2012), parkinson hastaliginin tedavi
slirecinin yonetilmesi, koroner kalp hastaligi risk tahminin (Kim et al., 2015)

yapilmasi gibi ¢alismalarda decision trees kullanilmaktadir (Canbay, 2020)

DT yaygin olarak uygulanan bir dizi giiclii ancak aldatici basit algoritmalardir.
Ayrica en iyi "hazir" makine 6grenimi algoritmasi olup ve genellikle kullanilmasi
gereken ilk algoritmalar arasindadirlar. DT yontemi, veriler "uzun" oldugunda, yani
birka¢ degisken icin ¢ok sayida gozlem oldugunda oOzellikle yararlidir. DT,
karmasik, dogrusal olmayan bir model olusturmak i¢in verilerin farkli alt
kiimelerini tekrar tekrar kullanir. Klinik bir 6rnekte, Weng ve ark. (Weng et al.,
2017) Birlesik Krallik'ta yaklagik 380,00 hastadan olusan bir Ornekte
kardiyovaskiiler olay riskini tahmin etmek i¢in bu teknigi kullandi. Bu
aragtirmacilar, 2 makine 6grenimi algoritmasinin, American College of Cardiology
ve American Heart Association risk algoritmasindan sirasiyla %1,7 ve %3,6 daha

iyi performans gosterdigini buldu (Johnson et al., 2018).

Decision trees basitce bir soru sorar ve cevaba gore (Evet / Hayir) agac alt agaclara
aywrir. Karar agaclariin, diger siniflama tekniklerine gore en 6nemli iistiin tarafi,
bilgiden ¢ikarilan kuralin anlasilir bir sekilde yazilabilmesidir (Karal ve Turan,
2021).

b. Random Forest (RF)

Random forest algoritmasi, siniflandirma ve regresyon problemlerinde yaygin
olarak kullanilan denetimli makine 6grenimi algoritmasidir. RF, decision trees
olusturmakta ve ortalama sonug almaktadir. Rastgele secim yapmakta ve herhangi
bir formiil seti kullanmamaktadir (Sruthi, 2021). RF da birden ¢ok modelin iiretilip
ortalamasindan elde edilen sonucun degerlendirildigi siniflandirmadir (Breiman,
2001). Adindan da anlasilacagi iizere random forest modelinde, rastegele decision
trees olusturularak problemlerin yapisina gére bu agaclarin siiflandirilmasi veya

regresyon analizinde kullanilmasina dayanmaktadir. Tek bir model yerine bir
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model toplulugunun ortak goriisiine dayali bir sonug liretir. Hastalik risk tahmini,
alzheimer hastaliginin teshisi ve saglik hizmetleri takip sistemi iizerine random

forest modeli kullanilarak ¢alismalar yapilmistir (Canbay, 2020).

Random forest, her bir agac i¢cin hem onyiiklemeyi (bir numune alt kiimesinin
secimi) hem de tahmin edici degiskenlerin bir alt kiimesinin se¢imi icermektedir.
Random forest, farkli agag tiirlerine sahip bir toplu decision trees siniflandiricisidir.
Boliinmeyi belirlemek i¢in her diiglimde rastgele bir 6zellik dizisi kullanilarak ayr1
bir decision trees tiretilir. Her agac, alinan rastgele bir vektoriin degerlerine dayanir.
Random forest, girdi 6zelliklerinden rastgele dogrusal kombinasyonlar: kullanir.
Ozelliklerin bir alt kiimesini rastgele se¢gmez, ancak ozelliklerin dogrusal bir

kombinasyonu olan yeni 6znitelikler olusturur (Karal ve Turan, 2021).
c. Artificial Neural Network (ANN)

Artificial neural network (ANN), biyolojik olarak ilham alan hesaplama aglaridir.
Yapay sinir aglari, beyin ve sinir sistemi ¢alismalarina dayanan bir teknoloji olup
beyin ve sinir sisteminin elektriksel aktivitesini simiile etmektedir (Park and Lek,
2016). Birbirine bagli ndronlara sahip insan beynine benzer sekilde, ANN de
aglarin ¢esitli katmanlarinda birbirine bagli noronlar bulunmaktadir. ANN
algoritmas1 insan beynine benzer yapiyr bilgisayarlarda olusturarak,
bilgisayarlarinda bir seyleri anlama ve insan benzeri bir sekilde kararlar almasini
saglamaktadir. Insan beynindeki ndronlarm isleyisi ve birbirleri ile baglantis1 rnek
alimarak tasarlanmistir. ANN yoOnteminde {retilen modellerin ilk katmani
Ozniteliklerin degerini alan girdi katmani, son katmani ise sinif veya regresyon
degeri tahmini yapan c¢ikti katmanidir. M tane Oznitelige sahip Orneklerin
bulundugu bir iki siniflandirmada girdi katmanda M tane noron, ¢ikt1 katmanda ise
1 tane (0 ve 1 degerlerinde ¢ikt1 iiretebilen) noron vardir. Noronlar girdi ve girdi
smirinin  degerini, belirlenen bir f fonksiyonundan gecirerek bir c¢ikti degeri
hesaplar. Girdi ve cikt1 katmanlar1 arasina istenen Olglilerde gizli katmanlar
eklenebilmektedir. Bu katmanlar girilen 6znitelikler arasi etkilesim ve iliskiye gore
ndronlar arast sinir aglarina atanacak agirligin hesaplamalarini detaylandirmaktadir

(Canbay, 2020).

d. Support Vektor Machine (SVM):
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Support vektor machine algoritmasi, siniflandirma ve regresyon problemleri igin
kullanilmakta olup en popiiler denetimli 6grenme algoritmalarindan biridir (Oguz
vd, 2021). SVM’nin amaci, veri noktalarii belirgin bir sekilde siniflandiran N
boyutlu bir uzayda bir hiperdiizlem olusturmaktir. SVM algoritmas: yiiz algilama,
goriintli siniflandirma ve metin siniflandirma gibi ¢aligsmalar i¢in kullanilmaktadir.
SVM, veri kiimesindeki siniflarin igerdigi 6rnekler arasi uzakliklar1 hesaplayarak
siniflari ayirt etmek i¢in diizlemler kullanan siiflandirma yontemidir (Cortes et al.,
1995). SVM yontemi, farkli 6n islemler ile birlestirilerek kanser hastaliklarinin
siniflandirilmasinda, uzaktan saglik hizmetleri uygulamalar1 i¢in anomalilerin
tespitinde, karaciger hastaliginin teshisinde, Hepatit hastaliklarinin teshisinde ve
daha bircok saglik verisi iceren ¢alismada yliksek basari ile kullanilmistir (Canbay,
2020).

Destek vektor makineleri, saglik alaninda yaygin olarak kullanilan bagka bir makine
ogrenme algoritmasini icermektedir. Klinisyenler SVM'leri yararli bulabilirler
clinkii nispeten basit olsalar da karmasik dogrusal olmayan iligkileri
yakalayabilirler. Bir ikili siniflandirma probleminde, SVM'ler girdi gozlemlerini
daha yiiksek boyutlu bir uzaya esler ve ardindan 2 sinifi dogrusal olarak ayiran bir
"hiper diizlem" olusturmaya c¢alisir. SVM'lerden olasilik sonuglarini hesaplamak
icin ikincil ydntemler mevcuttur. ikincisi, lineer regresyona benzer sekilde, ¢ok
yiiksek boyutlu bir uzayda (yani, bir¢ok degisken oldugunda) girdi gozlemlerinin

hesaplanmasi zor veya imkansiz olabilir (Johnson et al., 2018).
e. Convolutional Neural Network (CNN)

Convolutional Neural Network, dogrudan verilerden 6grenen ve manuel 6zellik
cikarma ihtiyacini ortadan kaldiran derin 6grenmeye yonelik bir ag mimarisidir
(Oguz vd, 2021). CNN'ler son derece dogru tanima sonuglari {irettigi i¢in derin
ogrenmede kullanimlar1 yaygindir. CNN'ler, goriintii ve zaman serisi verilerindeki
temel Ozellikleri ortaya ¢ikarmak ve Ogrenmek icin en uygun mimariyi
saglamaktadir. Tibbi goriintiilemede CNN’ler, goriintiilerdeki kanser hiicrelerinin
varligini veya yoklugunu gorsel olarak tespit etmek i¢in binlerce patoloji raporunu
inceleyebilmekte ve diger bagka hastaliklarin tesptini de saglamaktadirlar (Oguz vd,

2021). Bir CNN, her biri bir goriintiiniin farkli 6zelliklerini algilamay1 6grenen
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onlarca veya yiizlerce katmana sahiptir. Hatta CNN modeli igerisinde 23 milyondan

fazla parametre bulunmaktadir (Canbay, 2020).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Tasarimi

Yapilan tez ¢alismas1 Ege Universitesi Biyomiihendislik Boliimii
Biyomalzeme ve 3 Boyutlu Biyoarafazlar Laboratuvari’nda Dog. Dr. Aylin

SENDEMIR danismanliginda gerceklestirilmistir.

Hesaplamali akiskanlar dinamigi
ile fizylojik kosullari karsilayan

Hucre Kultard

mikroakiskan gipin tasarimi

l Mikroakiskan ¢ipin 3B
modellenmesi

Doku iskelelerinin Gretimi l
Mikroakiskan ¢ipin
Uretimi

l

Mikroakiskan dinamik

Statik in vitro KBB modeli . R .
modelin gelistirilmesi

\

Farkli kaynaklardan verilerin
elde edilmesi ve veri setinin
olusturulmasi

l

Verilerin islenmesi egitime
hazirlanmasi

l

Makine 6grenmesi ile in
silico KBB modeli
gelistiriimesi

J

Y

Sonuglarin karsilastiriimasi

Sekil 4. Calisma Akis Semasi

3.2. Gereg

25 cm?, 75 cm? ve 175 cm? yiizey alanina sahip filtreli ve filtresiz kiiltiir kaplari

(Greiner, Cellstar®, Almanya)

2,5, 10, 25 ve 50 mL hacimli steril serolojik pipetler (Sarstedt, Almanya)

1 mL ve 2 mL mikrosantrifiij tiipleri (Sarstedt, Almanya)

15 ve 50 mL santrifiij tiipleri (Sarstedt, Almanya)

24 kuyulu kiiltiir kabi (Greiner, Cellstar®, Almanya)

24 kuyulu kiiltiir kabina uygun insertler (Greiner, Almanya)

1.5-mL Eppendorf tiipler (ThermoFisher Scientific, ABD)
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Hemositometre (Neubuer, Almanya)
Tripan mavisi soliisyonu (Sigma, ABD)
Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Sigma, ABD)
L-glutamin (Capricorne, Almanya)

Tripsin- etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) soliisyonu (2,5 g/L tripsin, 0,5
mM EDTA) (Capricorne, Almanya)

Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) (Merck, ABD)

Dulbecco's modified Eagle’s medium (DMEM HG) 4,5 g/L glikoz, Capricorne,
Almanya)

Fetal s1g1r serumu (FBS) (Capricorne, Almanya)
Penisilin/Streptomisin (Pen/Strep) (Capricorne, Almanya)
Absolut Etil Alkol (Merck, ABD))

Hidrojen peroksit (H202) (Merck, ABD)

Glukoz (Merck, 1083421000, Almanya)

Na;HPO4 (Merck, 1065851000, Almanya)

Pepton (Lab M, MC024,Almanya)

Maya 6ziitii (Merck, 1037530500, Almanya)

Sitrik asit (Merck, 1370031000, Almanya)

NaOH (Merck KGaA, Almanya)
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3.3. Yontem
3.3.1 Hiicre kiiltiira

3.3.1.1. insan Beyin Mikrovaskiiler Hiicrelerin (HBEC-5i) Kiiltiirii

A. Hiicre Cozdirme

-196°C sivi azot tankindaki (Locator, Thermo Scientific, ABD) kriyotiipler
cikarilarak tiip igerigi 37°C’deki su banyosunda iigte ikisi siv1 hale gecginceye kadar
cozdiiriilmiistiir. Smif II biyogiivenlik kabini (MSC-11A-120, Metisafe, Tiirkiye)
icerisinde; HBEC-5i’ler 37°C’ye 1sitilmis DMEM:F12 besi ortami1 (Capricorn,
Almanya) besi ortamui ile toplanarak santrifiij tiiptine (Greiner Bio-One, Almanya)
aktarilmistir. Hiicreler 1000 rpm’de 4°C’de 5 dakika santrifiijlendikten (5810 R,
Eppendorf, Almanya) sonra siipernatant dokiilerek hiicre pelleti besi ortam ile
stispanse edilmistir. Uygun etiketlemeden sonra, %5 CO2 ve %95 nem igeren bir
inkiibatorde (HERA Cell 1501, Heraeus, Almanya) 37°C'de inkiibe edildi. Besiyeri
iki giinde bir degistirilerek hiicreler kiiltiir kab1 ylizeyinin %80'ini kaplayinca tripsin
(%0.25)/EDTA (etilendiamin tetraasetik asit) soliisyonu (T4049, Sigma Aldrich,
ABD) kullanilarak pasajlandi.B. Hiicre Pasajlama

Hiicreler iizerindeki medyum uzaklastirildiktan sonra hiicreler Ca+2, Mg+2
icermeyen 37°C'ye 1sitilmis fosfat tuzu soliisyonu (PBS) ile yikandi. Hiicrelerin
lizerini kapatacak miktarda tripsin (%0,25) - EDTA soliisyonu ilave edildi ve
37°C'de 3-5 dakika inkiibatorde bekletildi. Hiicrelerin yiizeyden ayrildig: ters fazli
151k mikroskobu ile gozlemlendi ve hiicreler, %10 cenin sigir serumu (FBS,
Capricorn, Almanya) i¢eren besleyici ortam igeren bir santrifiij tiipiinde topland.
Hiicreler 1000 rpm'de 4°C'de 5 dakika santrifiijlendikten sonra siipernatan ¢ikarildi
ve pelet taze besleyici ortamda silispanse edildi. Balondan ¢ikarilan hiicre
siispansiyonu 3 balona boliindii (1:3 oraninda pasajlandi) ve iizerlerine taze
medyum eklenerek kiiltiire devam edildi. Hiicre kiiltiirlerinin besi ortami 2 giinde
bir taze besi ortami ile degistirilmis ve hiicreler istenilen sayiya ulastiklarinda -

196°C'de s1v1 nitrojen tankinda stoklanmugtir.
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C. Hiicre Dondurma

Hiicreler tizerindeki ortam uzaklastirildiktan sonra hiicreler, Ca+2, Mg+2
olmayan onceden 37°C'ye 1sitilmis PBS ile yikandi. Hicrelerin iizerini
kapatacak miktarda tripsin (%0,25) - EDTA soliisyonu ilave edildi ve
37°C'de 4-5 dakika inkiibatorde bekletildi. Hiicrelerin yiizeyden
uzaklastirilmasi ters fazli 151k mikroskobu ile gozlemlendi ve hiicreler, taze
besleyici ortam igeren bir santrifiij tiiplinde toplandi. Hiicreler 1000 rpm'de
4°C'de 5 dakika santrifiijlendikten sonra siipernatan ¢ikarildi ve pelet taze
besleyici ortamda siispanse edildi. Askiya alinan hiicreler, %90 FBS + %10
dimetilsiilfoksit (DMSO) (276855, SigmaAldrich, ABD) iceren dondurma
ortami ile homojenlestirildi ve kriyotiiplere (Kirgen, Japonya) aktarild:.
Kriyotiipler -86°C'de kopiik kutu igerisine kaldirilmis ve hiicreler kontrollii
bir sekilde sogutulmustur. Bir gece -86°C'de bekletilen kriyotiipler -

196°C'deki s1v1 nitrojen tankina aktarildi.

3.3.1.2. Monositlerin (THP-1) Kiiltiirii ve Stoklanmasi

THP-1 hiicreleri, monosit hiicre modeli olarak kullanilmistir. E.U.
Biyomiihendislik Boliimii Biyomateriyal ve 3 Boyutlu Biyoarafazlar Laboratuvari
stoklarinda bulunan THP-1 hiicre hatt1 %10 FBS ve %0,1 penisilin-streptomisin
iceren RPMI besi ortami ile 37°C' de %5 CO2, %95 nemli ortamda kiiltive
edilmistir. Iki giinde bir besi ortanm1 degistirilen kiiltiirler hiicre konsantrasyonu 105
hiicre/mL oranina ulastiginda uygun pasaj oraninda pasajlanarak kiiltiiriin devami
saglanmigtir. Hiicrelerin bir kismi ise ¢alismalarin stirdiiriilebilirligi  i¢in
dondurulmustur. THP-1 hiicrelerinin dondurma ortami %90 serumlu besi ortami1 ve
%10 DMSO’dan olusmaktadir. Dondurma ortaminda siispanse edilen hiicreler
kriyotiiplere alinarak 24 saat -86°C’de bekletildikten sonra, uzun siireli saklama

kosullarini saglayacak olan sivi azot (-196°C) igerisine alinmuistir.
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Monositlerin Isaretlenmesi

THP-1 monositleri Cell Tracker Red Dye ile boyanarak cell crown’lara takilmig

olan por optimizasyonu yapilmis olan PCL ve BS membranlardan gegirilmistir.

Cell Tracker Red Dye oda sicakligina getirildikten sonra liyofilize iirtin DMSO ile
cozdiirilerek 10 mM'lik bir konsantrasyon olusturulmustur. 1 mM (1000X)
konsantrasyona seyreltilerek calisma stogu hazirlanmistir. Cozeltiden serumsuz
besi ortaminda 15 uM'lik son ¢alisma konsantrasyonuna olusturularak hiicrelerin
iizerine eklenmis ve 30 dakika hiicreler karanlik ortamda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda hiicreler PBS ile yikanarak boya kalintilari
uzaklagtirllmigtir. Taze besi ortaminda siispanse edilen hiicreler membranlarin
iizerinden gegirilerek saatlik kontroller yapilarak deneme 4 saat siiresince

incelenmistir (Sekil 5)

isaretli Monositler P <)
e, 8e
L4
Lo ol -~ L2
a% CellTracker™ Red Dye & | -
!Ie Hucrelerlq ’f ) Porlu membranlar
isaretlenmesi |

LAquminaI

Sekil 5. Monosit gecisi deneysel prosediiriiniin grafiksel gosterimi

3.3.1.3. Noron (SHSYS5Y) Model Hiicrelerin Kiiltiiri

SHSYSY hiicreleri, néron hiicre modeli olarak kullanmilmistir. E.U.
Biyomiihendislik Bolimii Biyomalzemeler ve 3 Boyutlu Biyoarafazlar
Laboratuvari stoklarinda bulunan SHSY5Y hiicre hatt1 %10 FBS ve %0, 1 penisilin-
streptomisin igceren DMEM yiiksek glikoz besi ortami ile 37°C' de %5 CO2, %95
nemli ortamda kiiltive edilmistir. iki giinde bir besi ortam1 degistirilen kiiltiirler
%70 konfluensiye ulastiginda uygun pasaj oraninda pasajlanarak kiiltiiriin devami
saglanmistir. Hiicrelerin bir kismi ise ¢alismalarin stirdiriilebilirligi  i¢in
dondurulmustur. SHSY5Y hiicrelerinin dondurma ortami % 90 serumlu besi ortami
ve %10 DMSO’dan olusmaktadir. Dondurma ortaminda siispanse edilen hiicreler
kriyotiiplere alinarak 24 saat -86°C’de bekletildikten sonra, uzun siireli saklama

kosullarini saglayacak olan sivi azot (-196°C) igerisine alinmustir.
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Apoptozun Indiiklenmesi Graney et al., 2020)

Kiiltirti devam ettirilen SH-SYS5Y hiicreleri Tripsin/EDTA uygulamasiyla
kaldirilip santriflij tiiplerine toplanarak hemasitometre ile sayilmigtir. Her
denemede hiicre canliliinin %85 ve lizeri olmasina dikkat edilmistir. Her hiicre
icin 105 hiicre/mL konsantrasyon hesaplanarak 24 kuyulu kiiltiir kaplarina
ekilmistir. Serumsuz besi ortaminda 800 pM H202 (Merck) hiicrelerin iizerine
eklenerek 1 saat inkiibasyon saglanmistir. Biitiin apoptotik hiicreler kullanilmadan

once PBS ile yikanarak H,O> kalintilar1 uzaklastirilmistir.

3.3.2 Doku iskelesinin aretimi

3.3.2.1 Elektroegrilmis PCL. membran iiretimi ve por

optimizasyonu

%12 Polikaprolakton (PCL) 1:1 oraninda dichloromethane DCM) /
dimethylformamide (DMF) iceren soliisyon icinde c¢ozdiiriilerek enjektore
alinmistir. PCL soliisyonunun egrilmesi i¢in elektroegirme 6n deneyleri sirasinda
toplayici ve polimer ¢ozeltisini i¢eren siringa ignesi ucu arasindaki mesafe 8-15 cm
arasinda, akis hiz1 0,1 — 0,3 mL/sa arasinda, uygulanan gerilim (voltaj) ise 10 — 25
kV arasinda degistirilerek, bu parametrelerin olusan nanofibr6z membran
tizerindeki etkileri gozlenmistir. Elektroegirme denemeleri 5x5 aliiminyum

toplayici plaka ve 10 mL siringa kullanilarak yapilmistir.



28

Gulg Kaynagi

%12 PCL
GCozeltisi

Aliminyum
Siringa Folyo
Pompasi

Sekil 6. PCL elektroegirme grafiksel gosterimi.

PCL elektroegirme Sekil 6’da grafiksel olarak gosterilmektedir. Siringa ucu ve
metal plaka arasinda yiiksek gerilim olusturularak elektroegirme islemi
gergeklestirilmistir. Bu sekilde liretilen membranlar egirme siiresinede bagli olarak
2 um’den kiigiik por ¢agina sahip olmaktadir. Por ¢ag1 nanometre 6l¢egine kadar
kiigiiltiilebilmektedir. immiin hiicrelerin go¢iinii gosterebilmek icin por ¢apinin 6
pm ile 10 pm arasina ¢ekilmesi hedeflenerek toplayici plakada lazer ile 50-100 um
capinda delikler olusturulmustur. Egirme islemi gergeklestirilirken bu porlarda
iletkenlik olmadigi icin kalan bolgelere daha ¢ok fiber isabet ederken bu bolgelere
daha az fiber isabet etmektedir. Bu sebeple Sekil 7°de gosterildigi iizere toplayicida

delikler agilarak egirme islemi gergeklestirilmistir.
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Sekil 7. Porlu PCL elektroegirme grafiksel gosterimi.

3.3.2.2 Bakteriyel seliilloz (BS) doku iskelesinin iiretimi,

saflastirilmasi ve por optimizasyonu

BS doku iskelelerinin, Glucanobacter xylinum kullanilarak (ATCC 700178, VA,
ABD) tiretilmistir. Hestrin&Schramn (Hestrin ve Schramm 1954) besi ortami (20
g glukoz, 2,7 g Na2HPOA4, 5 g bakteriyolojik pepton, 5 g maya 6ziitii, 1,15 g sitrik
asit, 1 L deiyonize su, pH: 5,0-5,5) hazirlanmis ve 121°C de 15 dakika
otoklavlanarak sterilize edilmistir. Tabaka formunda BS iiretmek i¢in, 250 mL’lik
Erlen Mayer’lere 100 mL c¢alisma hacminde %3 v/v oraninda bakteri inokulasyonu
yapilarak HS besin ortami ile 28-30°C’de ve 150 rpm ¢alkalama hizinda 24-36 saat

inkiibe edilerek hazirlanmistir.

Kiiltiirler 30°C’de 4-7 giin statik inkiibasyona birakilmigtir (Sekil 5). Hasat edilen
BS’ler saflastirilmak tlizere 1 giin boyunca 0,1 M NaOH ¢d6zeltisi i¢erisinde 80°C’de
bekletilmis ve yeni bir 0,1 M NaOH ¢o6zeltisine almarak 20 dk stireyle
kaynatilmistir. Bu islem distile su ile BS’nin rengi agarana kadar devam ettirrilmis

ve doku iskeleleri 121°C’de 15 dk otoklavlanarak steril hale getirilmistir.
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Membranlarin mekanik karakterizasyonlar1 i¢in taramali elektron mikroskobu

(SEM) ve dinamik mekanik analizi (DMA) yapilmistir.

h¢ Alkali
¢ Yikama
| Saflagtirma
[\
[/ — — —_—
/ \ [
/‘/“ Yl\‘y A \ (i
§ 4 L = — )
Gluconacetobacter : ! !
xylinus Hestrin & ‘ — ‘ m— Nanofiber
Shramm (HS) | ‘ s> Bakteriyel
- = l- - Seliiloz
Membran

Kltar Statik Kiiltiir
Aktivasyonu

Sekil 8. BS firetiminin grafiksel O6zeti. Glucanobacter xylinum HS ortaminda calkalayicili
inkiibatorde aktiflestirilerek aktif kiiltiir ile 250 mL’lik Erlen Mayer’e inokiile edilmistir.
5 gilin statik olarak kiiltiire edilerek iiretilen membran yapida BS Alkali yikama ile
bakterilerden arindirilarak otoklav ile sterilize edilmistir.

Klasik BS firetimi yontemi ile 1 um’den kiigiik ¢aplarda gézenekler olusmaktadir.
Immiin hiicrelerin gdgiinii inceleyebilmek i¢in por ¢apinin arttirilmasi gerekmistir.
Bu sebeple statik kiiltiire baglanirken elektro piiskiirtme yontemi ile elde edilen PCL
mikro kiireler ortama eklenerek 5 giin inkiibe edilmistir. Daha sonra membranlara
1s1l iglem uygulanmadan alkali yikama yapilmis membranlar kurutularak PCL
mikrokiirelerin uzaklastirilmasi igin asetik asit ile kaynatilmistir. Daha sonra 3 kez

0.1 NaOH ile 90°C’de alkali yikama yapilarak bakteri artiklarinin uzaklastirilmasi

ve notralizasyon islemi gerceklestirilmistir.

2 mL/hour
9.2kv Farkl mikrokiire konsantrasyonlariile
12em K. Xylinus'un kiltirlenmesi

Elektrosprey
—p

7 , P
PCL+Acetic Acid ° =1 Inkiibasyon . .
et oo
o0 000 L .
R M'tkmlk“re'e"" PCL mikrokiire
oplanmast gomiilii BS
membranlari

Toplayici plaka

Sekil 9. Por yapida BS iiretiminin grafiksel 6zeti. Elektrospreyleme ile iiretilen PCL mikrokiireler
hasat edilerek farkli konsantrasyonlarda K.Xylinus bakterisiyle kiiltive edilerek
membranlar statik kiiltiirde tiretilmistir.
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Ii l Ii I Ii | CeIICrown —_— fzi 3

Sterilizasyon
0.1 M NaOH PCL'nin Asetik Asit 90°C’de Notralize
3x Distile Su Kurutma 37°C ile Uzaklastiriimasi edilerek Saflastiriimasi
ile Saflagtirma 3x 0.1 M NaOH
3x Distile Su

Porlu
BS membran

Sekil 10. Por yapida BS yikama isleminin grafiksel 6zeti.

3.3.3 Statik in vitro KBB modelinin gelistirilmesi

Uretilen membranlar, membransiz CellCrown (Z742380-12EA, Scaffdex,
Finlandiya) insertler tizerine sabitlenerek statik KBB modeli olusturmak i¢in uygun
membranli insertler olusturulmustur. Olusturulan insertler 24 kuyulu kiiltiir kabina
alinarak besi ortami eklenmis ve 24 saat sartlandirmaya birakilmistir. 24 saat
sonrasinda besi ortami g¢ekilerek iskelenin luminal kismina 105 hiicre/iskele
konsantrasyonda hiicreler ekilerek 5 giin kiiltiir devam ettirilmistir. 1., 3. ve 5.
giinlerde TEER analizi yapilmis, 5. giinde kiiltiir sonlandirilarak IF analizi

yapilmistir (Sekil 7).

= ,‘_',7
— -, HBEC-5i/HUVEC
Cell Crown  e——p ;‘

Sterilizasyon \ LA A=)

=TT

inklibasyon ,._,,"o‘ao,a.,..,,, o 4
' L
‘o‘a‘a‘sz'a"a
Membranlar
Cell-crown'daki membranlar 24 kuyulu kltar
kabina tizerine yerlestirilir.

Sekil 11. Statik KBB modeli olusturulma basamaklar
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3.3.4 Bilgisayarh akiskanlar dinamigi ile fizyolojik kosulara uygun

mikroakiskan platformun modellenmesi, simiilasyonu ve

uretimi
- 2. Kalip imalati 3. PDMS Cihaz Uretimi
1. On iglem
Kaliplar Regine @ PDMS dokimii \ gso &
I @ Printer ve isil tavlama
Kullanilarak
CAD yazilimi {iretilir
kullanilarak gip
tasarimi ve multifizik S
similasyon yazilimi ile \\ \
analiz PDMS Gipi R
. Kesme ve b
Uretilen Kaliplar Cikarma
1zopropil Alkol lle :
@ 60 Dakika
Boyunca Yikanir it |
atmanlar ve
Membranlar
Birlegtirme
Yikanan Kaliplar %0 © 4. Uygulama
Kurutularak 60
Dakika Boyunca
UV isik ile \
Kiirlenir \ /

BN

Sekil 12. PDMS bazli mikroakigkan ¢ip iiretiminin gosterimi. 1) Comsol Multyphysics yazilimi
kullanilarak akis parametrelerinin simiilasyonu ve optimizasyonu ile ¢ip geometrisinin
belirlenmesi. Belirlenen geometrinin Cad yazilimlar: kaliplarinin tiretilmesi. Elde edilen
cizimlerin baskiya hazir hale getirilmesi. 2) Kaliplarin Formlabs 3B regine printer1
kullanilarak iiretimi. Uretilen kaliplarin regineden uzaklastirilmast igin izopropil alkol ile
60 dakika bryunca yikanmasi. Son kiirleme iglemi i¢in 60 dakika boyunca UV 1sik ile
kiirlenmesi. 3) Uretilen kaliplara PDMS dokiilere 80 °C’de 1s1l olarak tavlanmasi.
Uretilen PDMS plakalarin membrana ve birbieine yapisturilmasi. 4) Elde edilen
mikroakiskan platforma akis uygulanmasi.

3.3.4.1. Cip ustii platformun tasarimi

Cipin tasarimi 3B olarak Comsol Multyphysics yaziliminda olusturulmustur (Sekil
34). Tasarim 2 paralel kanaldan olusmaktadir. Kanallar birbirinden hiicre gecisine
izin verecek sekilde yerlesmis olan membranla ayrilmaktadir. Her iki yan kanalda
ise kullanim amacina bagl olarak (statik/dinamik) besiyeri eklenmesine imkan
veren kanal giris-¢ikis portlar1 bulunmaktadir. Platform boyut ve geometrisi yeterli

hiicreyi barindirabilecek goriintii almada kullanilabilecek ayni zamanda kullanilan
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hiicre miktarini minimize edecek ve fizyolojik kosullari en iyi oranda simiile edecek

sekilde belirlenmistir.

3.3.4.2. Comsol multiphysics vazilimi ile akisin simiilasyonu,

optimum cip-iistii platform bovutlarin belirlenmesi ve

dinamik akis modelinin optimizasyonu

Model oncelikle 3B olarak Comsol Multiphysics yaziliminda modellenmis “Giris-
Cikis capi, kanal derinligi, kanal ¢api, kanal uzunlugu,viskozite ve akis hiz1”
parametreleri ile optimum fiziksel kosullarin belirlenmesi i¢in g¢alistirilmistir.
Ancak bu islem ¢ok uzun vakit almis ve ¢éziimlenememistir. Bu sebeple calisma
stiresini minimize etmek i¢in 2 boyutlu olarak Comsol Multyphysics yaziliminda
yeniden modellenmistir. 2 Boyutlu model belirlenen araliklarla uygun olarak
geometrinin olugturulmasi i¢in ayri, akig hizinin ve viskozitenin belirlenmesi i¢in
ayr1 olarak optimize edilmistir. Elde edilen geometri, akis ve viskozite degerleri 3
boyutlu modelde denenerek gosterilmistir. Tiim modeller membran 6zelliklerinin
oldugu ve olmadigi durumlar i¢in degerlendirilmistir. Membranlarin porozite
ozelliklerinin belirlenmesi gerekliligi goriilmiistiir. Bu sebeple bir sonraki donemde
optimize porlu membranlarin porozite degerleri belirlenerek akis hizi ve viskozite
simiilasyonlar1  tekrarlanacaktir. Membran o6zelliklerinin dikkate alindig:
modellerde serbest ve gdzenekli ortam akisi ve Darcy’s Law kanunu kullanilmistir.
Membran 6zelliginin dikkate alinmadigi modellerde fizik laminer akis olarak
modellenmistir. Optimizasyon i¢in farkli algoritmalar kullanilarak geometri ve
fiziksel kosul deger araliklarinda model parametrik olarak giincellenerek optimize
edilmistir. Geometri optimizasyonu i¢in Monte Carlo metodu kullanilirken fiziksel
ozelliklerin optimizasyonunda MMA (Method of Moving Asymptotes) metodu
kullanilmistir. Geometri optimizasyonu sonucunda elde edilen binin iizerindeki
sonu¢ degerlendirilerek yeterli hiicre miktar1 ve goriintillemeye uygun olacak
sekilde ve belirlenen fiziksel 6zelliklere en yakin oranlar1 karsilayacak sekilde

model geometrisi belirlenmistir.
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Sekil 13. Comsol Multyphysics ile geometri parametreleri ve optimizasyonu.

3.3.4.3 3 boyutlu vazici ile kalip iiretimi

Cip tasarimi luminal, abluminal ve membran kismi 3 farkli katmana bdliinerek
kaliplar1 Formlabs Form 3B Reg¢ine printer ile lretilmistir. Kaliplarin ¢iziminde
Solidworks programi kullanilmistir. Cizimler Preform yazilimina yiiklenerek
baskiya hazirlanmistir. Kalip baskisinda Formlabs Clear V4 recine kullanilmistir.
Preform yaziliminda bu regine secilerek 0.050 mm katman kalinlig1 secilmistir.
Preform yaziliminda tasarimlara gerekli destekler atilarak baskiya hazir hale
getirilmistir. 3 Boyutlu yaziciya Clear V4 regine ve tanki takilmistir, Recinenin tist
kapag1 acilip baski platformu takilarak yazici hazir(“prime”) hale getirilmistir.
Preform yaziliminda hazirlanan model yliklenerek baski alinmistir. Baski
tamamlandiktan sonra baski platformu yazicidan ¢ikarilarak baski spatula yardimi
ile platformdan kaldirilmistir. Elde edilen baskilar desteklerden ayrilarak %99.9
izopropil alkole alinmistir. 10 dakika alkolle muamele edilmistir. Muamele sonrasi
elde edilen baskilar 2 saat boyunca oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.
Kurutulan baskilar Anycubic Wash & Cure 2.0 cihazina alinarak 2 saat boyunca
ikincil kiirleme (“Post Cure”) islemine tabi tutulmustur. Bu sekilde kaliplar elde
edilmistir. Hortum ara baglantilar1 da ayni yontem ile ancak biyouyumlu olan

Formlabs Biomed Clear Recine ile basilarak kaliba eklenmistir.
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3.3.4.4. Membranh cipin iiretimi

Sylgard 184; PDMS polimer ve capraz baglama bilesenleri 10:1 oraninda
karistirtlmistir. Hava kabarciklar1 desikatorde vakumlanarak ¢ikarilmis, ardindan
karisim regine kaliplar iizerine dokiilmiistiir. Desikatorde tekrardan vakumlanarak
inkiibatore alinmistir. 40°C’de 48 saat inkiibe edilerck PDMS yapilar kiirlenmistir.
Bistiiri yardimi ile PDMS yapilar kaliptan ¢ikarilarak ¢ip i¢in hazirlanmistir. PDMS
yapilar izopropil alkol (IPA), etanol ve distile su ile sirasiyla yikanarak

kurutulmustur.

Kiirlenmemis PDMS karisimi petrinin  ortasina damlatilarak sabit hizda
dondiiriilmiistiir. Bu sayede homojen bir PDMS karisimi tabakasi elde edilmistir.
Desikatore alinarak vakumlanmis ve hava kabarciklari ¢ikarilmistir. Sonrasinda bu
ylizey lizerine PDMS tabakalar yapistirilacaklart yilizeyleri denk gelecek sekilde
alinmistir. Tabakalar 6nce membrana sonra birbirlerine bu sekilde yapistirilmistir.
Ancak 4 ayr tabakanin bir birine yapistirtlmasinin giigliiklerinden (bulas,
standardizasyon, yliksek hata orani) 6tiirii PDMS’in iginde membran ile birlikte
kiirlenmesine imkan veren kalip tasarimi yapilmistir. Bu sayede 3 katmanda tiretim
saglanmistir. Bu kalip iki ayr1 pargadan olusmaktadir. Membran kalip ve ikinci
parca arasina miknatislar yardimiyla sikistirllarak PDMS’in bu alana girisi
kisitlanmistir. Sonrasinda PDMS kaliba dokiilerek desikatérde vakumlanmis ve
kiirlenmistir. Elde edilen 3 tabaka kimyasal yapistirma yontemi ile yapistirilarak

¢ip olusturulmustur.

Bakteriyel seliilloz membranl ¢ipler basartyla PDMS tabakalara entegre edilerek

tretilmistir.
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3.3.4.5. Ciplerin yikama siireci

Sekil 14. Ciplerin temizlenmesi: ¢ipler sirasiyla isopropil alkol, etanol ve su yikamalaria maruz
birakilarak kirlilikler ve kalintilar uzaklastirllmistir.

3.3.4.6 Sizdirmazhk deneyi

Cip Ustii platformda basing uygulandiktan sonra akis halinde 5 giin gézlemlenmistir
(Sekil 9).

Sekil 15. Sizdirmazlik denemesi; 5 giin akista birakilan ¢ipte bir sizint1 gézlemlenmemistir.

3.3.5 Dinamik in vitro KBB modelinin gelistirilmesi

Elde edilen mikroakigkan platform etilen oksit ile kimyasal olarak sterilize
edilmistir. Sterilizasyon sonrasinda 1 giin havalandirilmistir. Steril platformlar
Biyogiivenlik 2 kabinde aseptik kosullarda agilmistir. Platformun icine siringa
yardimiyla hazir ortam (DMEM-F12, %10 FBS, %1 L-Glutamin, %0,1 Pen-strep)
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eklenerek 1 gece inkiibatorde 37°C’de sartlanmaya birakilmistir. Ertesi giin
sartlanan platformlarin igindeki sartlanma ortami cekilerek 10° hiicre/ml
konsantrasyonda ortam eklenmis hiicre tutunmasini saglamak i¢in 1 gece 37°C
CO2’li inkiibatore birakilmistir. Ertesi giin platform siringa pompasina baglanarak
akis hiz1 0.02 mm/sn’den baslanip 3 saatlik periyotlarla 0.02 mm/sn arttirilarak
tablo 8°de belirlenen 2 mm/sn hiza getirilmistir. Hedef hiza ulagildiktan sonra kiiltiir

bir gece daha siirdiiriilmiis, in vitro KBB modeli elde edilmistir.

3.3.6 insilico KBB modelinin gelistirilmesi

Verilerin Matlab’a Aktarimi

S |
onug a’rPUb©hem ‘\ MATLAB

Verilerin islenmesi
PAMPA ANALIZI v
o)

- AX
R o<

Modelin Egitilmesi

Sekil 16. In silico modelin gelistirilmesinde izlenen adimlar.

3.3.6.1Verilerin elde edilmesi ve islenmesi

PAMPA analizi yapilmis molekiillerin kimyasal 6zellikleri ve analiz sonuglari
MATLAB programi ile PubChem fizerinden c¢ekilmistir. Pubchemde yer alan
2400’den fazla molekiilii iceren yaklasik 240 yaymn incelenmistir. Elde edilen
verilere veri madenciligi yapilarak “Hidrojen Bag Alicis1","Hidrojen Bag Donorii",
"XLogP3", "Tam Molekiiler Agirlik" ve "Kutup Yiizey Alan1” verileri ve
“Permeabilite” verileri elde edilmistir. Elde edilen veriler ile gerekli hesaplamalar
yapilarak es birimli ve tiim parametrelerin bilgisi mevcut olacak sekilde veriler
islenmistir. KBB gecirgenlikleride hedef molekiil ile eslestirilerek veri tablosuna

eklenmistir.
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3.3.6.2 Elde edilen verilerin egitimi

Elde edilen veri tablosu MATLAB programi iizerinden “Clasification
Learner” uygulamasi araciligi ile “Tree”, “Discriminant”, “Naive Bayes”,
“SVM”, “KNN”, “Ensemble”, “Neural Network”, “Kernel” yontemleri farkli
algoritmalar esliginde egitilmistir. Egitimler belirlenen 5 parametrenin 5’ine
karsilik ve yalnizca "XLogP3" ve "Kutup Yiizey Alan1” parametrelerine karsilik

olarak tekrarlanmustir.

a b
-1
0
=
=
@
2 1
o
S
m c d
0 4
~
0
1
-1 0 1 -1 0 1

Tahminlenen KBB gecirgenligi

Sekil 17. Elde edilen 3’1i confusion matrix’lerin gosterimi. A) Modelin Tanimsiz olarak
belirledigi grubun gosterimidir. B) Modelin tanimsiz olarak belirlemesi gereken grubun
gosterimidir. C) Modelin yaptig1 dogru tanimlamalarin gosterimidir. D) Modelin yaptigi
yanlig tanimlamalarin gosterimidir.



39

Sekil 18. Elde edilen 2°1i confusion matrix’lerin gosterimi sekilde mavi alan dogru tahminleri nbeyaz
alan ise yanlis tahminlerin gosterimidir.

3.3.7. Gelistirilen Modellerin Karsilastirilmasi

Gelistirilen in vitro ve in silico modeller literatiirde KBB permeabilitesi bilinen
molekiillere karsi analiz edilerek elde edilen sonuglar literatiirle ve modellerin
birbirleri ile karsilastirilmistir. In vitro modeller i¢in inflamasyon varliginda ve
yoklugunda monosit gecisi bakilmistir. Ayrica Lucifer Yellow, Dextran 70Kda,
Aspirin, Laktoz, Kafein ve Euthyrox molekkiilleri de bu modellere uygulanarak

birbirleri ile ve literatiir ile karsilastirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre kultiira

Tez galismasinda insan beyin endotel hiicre hatti (HBEC-5i,8-12 pasaj araliginda),
ve akut monositik 16semi insan monositik hiicre hatti (THP-1) kullanilmistir.
Hiicrelerin uygun kiiltiir kosullarindaki morfolojik goézlemleri, ters faz 1sik
mikroskobu (DMIL LED Fluo Mikroskop, CT90118000, Leica, Almanya)
kullanilarak yapilmistir.

HBEC-5i P5-10

HUVEC- P5-10

Sekil 19. Kullanilan morfolojilerinin 151k mikroskobunda gésterimi. Olgek ¢izgisi SHSY-5Y
hiicrelerinde 200 diger hiicrelerde 100 pm’yi gdstermektedir.

4.2. Doku iskelesi Uretimi

4.2.1. Elektroegrilmis PCL membran iiretimi ve por

optimizasyonu

PCL soliisyonunun egrilmesi i¢in elektroegirme 6n deneyleri sirasinda toplayici ve
polimer ¢dzeltisini igeren siringa ignesi ucu arasindaki mesafe 8 — 15 cm arasinda,

akis h1z1 0,1 — 0,3 mL/h arasinda, uygulanan gerilim (voltaj) ise 10 —25 kV arasinda

Cl-0ld AS-ASHS

S-¢d L-dHl
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degistirilerek, bu parametrelerin olusan nanofibr6z membran {izerindeki etkileri
gozlenmistir. Elektroegirme denemeleri 5x5 aliiminyum toplayici plaka ve 10 mL

siringa kullanilarak yapilmustir (Sekil 14).

Sekil 20. Elektroegirme diizenegi ve membranlarin iskele tutuculara yerlestirilmesi.

Stereomikroskopta biitiin parametrelerde homojen fiber dagilimi gdézlemlenmis
olup calisilan parametrelerin SEM analizi yapilmistir. SEM analizinde Tablo 2’de
goriildiigii gibi fiber yapilari; fiberlerin kalinliklari, fiberlerin birbirlerine benzer,
boncuk olusumu olmadan diizgiin fiberler elde edilebilme ve yapinin homojen
olusu kriterlerine gore degerlendirilmistir. Farkli parametreler uygulanarak
olusturulan PCL fiberlerin SEM fotograflarinin degerlendirilmesi sonucu, oda
sicakliginda, fiber yapisina gore en uygun sartlarin 0.5 mL/saat hiz, 15 kV voltaj
farki ve 15 cm toplayici-plaka uzakligi parametreleri oldugu belirlenmistir. Bu

egirme sartinda fiberlerin homojen ¢aplara sahip oldugu goriilmektedir.

Belirlenen sartta iiretilen PCL membranlar mekanik karakterizasyon amaciyla

DMA analizine gonderilmistir.
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Tablo 2. PCL elektroegirmesinin optimizasyonunda kullanilan parametreler

Malzeme Egirme Sartlar Fiber Yapisi
Uzaklik, Akus Steremikroskop SEM
Hizi, Voltaj
PCL 15 cm,1.5 mL/sa,
15 kV
PCL 15 cm, 3.25
mL/sa, 15 kV
PCL 15cm, 2.25
mL/sa, 15 kV
PCL 15 cm, 3.5 mL/sa,
15 kv
PCL 15 cm, 3.5 mL/sa,
20 kV
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PCL membranlarda por ¢ap1 optimizasyonu i¢in farkli polimerlerle karigimlarinin
egirilmesinin denemeleri yapilmistir. Ek polimerin se¢iminde dikkat edilen
parametreler;

e PCL’nin ¢oziindiigli ¢6zgende ¢coziinmemesi

e Secilen polimerin PCL ile etkilesime girmemesi

e Egirme sonrasinda PCL’den kolayca uzaklastirilabilmesi

e Uzaklastirilmas siirecinde PCL fiber yapisinda bozulmalara sebep olmamasi

Bu parametreleri saglayan PEO, PVA ve Sukroz (tanecik boyutu<100 um) ile PCL

karistirtlarak egrilmistir.

Tablo 3. PCL por elektroegirme optimizasyonunda kullanilan parametreler

Malzeme Cozgen Egirme Sartlar1 Fiber Yapisi

Uzaklik, Akis Hizi, Voltaj

PCL(%12)+ Asetik asit 20 cm, 2.55 mL/sa, 1.4 kV
Sukroz(%1)

Homojen fiberler ve por olusumlari

gbzlemlenmistir.

PCL(%12)+ Asetik asit 20 cm, 2.55 mL/sa, 1.3 kV
Sukroz(%?1)

Homojen fiberler ve por olusumlari

gozlemlenmistir.

PCL(%12)+ Asetik asit 15-20 cm, 0.5-2.55 mL/sa, Fiber olusumu goézlemlenmemis, polimer
Sukroz(%?1) 1.5-2.5kV piiskiirtme formunda toplayici levhaya
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ulagmustir.

Tablo 3’teki stercomikroskop fotograflarin membranlarda por olusumlarinin
gozlemlendigi goriilmektedir. 20 cm uzaklik, 2.55 mL/h akis hizi, 1.4 kV potansiyel
farkta egirilen PCL(%12): Sukroz (%1) karisiminda istenilen boyutlara yakin porlar
gozlemlendigi icin bu parametrelerde {iretilen membranlar SEM analizine

gonderilmis ve por boyut dagilimi analiz edilmistir.

Uretilen membranlarmn por olusumlarinin morfolojik olarak incelenmesi amaciyla
SEM analiz yontemi kullanilmistir. Membranlar Ege Merkezi Arastirma
Laboratuvar1 (Ege MATAL)’da SEM analizine gotiiriilmiis, altinla piiskiirtme-
kaplama yapilip SEM cihazinda incelenmistir. Tablo 4’de membranlarin dogal ve
por olusturulduktan sonraki SEM goriintiileri verilmistir. SEM analiziyle elde
edilen goriintiiler Image J goriintii isleme programinda islenerek, membranlarin

ortalama gozenek yapisi ve boyutlar belirlenmistir.

Tablo 4. PCL membranlarin dogal ve por olusturuldan sonraki SEM goriintiileri.

Malze | Dogal Por Olusturulan

me

PCL
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spot WD usecase mago det mode
7.50kV 9.0 17.4mm Standard 110x ETD SE

Sekil 21. Elektroegrilmis PCL membran SEM ile gésterimi.

4.2.2. Bakteriyel selilloz membran iiretimi ve por optimizasyonu

Sekil 22. BS iiretim agamalart a. As1 kiiltiirli b.7 giinliik inkiibasyon sonrasi sivi-hava arayiizeyinde

olusan bakteriyel seliiloz

30°C’de 4-7 giin statik inkiibasyona birakilan iskeleler (Sekil 16).
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Sekil 23. Saflastirma ve durulama sonrast BS membran

Membranlarin mekanik karakterizasyonlar1 i¢in taramali elektron mikroskobu

(SEM) ve dinamik mekanik analizi (DMA) yapilmistir.

BS membranlarda por olusturulmasi iiretim asamalarinda PCL mikrokiireler
kullanilarak saglanmigtir. PCL polimerinden mikrokiire olusturulmasinda
elektrosprey teknigi kullanilmistir. %12 oraninda glasial asetik asit icerisinde
cozdiiriilen PCL 9.2 kV, 2 mL/h akis hiziyla 12 cm mesafedeki %70 etanol bulunan
toplayict hazneye gonderilmis ve kiirecikler olusturulmustur. Mikrokiireler 1s1k
mikroskobu (Sekil 19) ve SEM’de (Tablo 5) incelenmis ve pargacik boyut dagilim

analizi yapilmistir.

Sekil 24. Mikrokiirelerin 151k mikroskobundaki gériintiileri. Mikrokiirelerin ortalama ¢aplarinin
15-30 um arasinda oldugu goriilmektedir. Olgek ¢izgisi 100 um’yi gostermektedir.



47

Sekil 25. Mikrokiirelerin SEM goriintiileri. Mikrokiirelerin ortalama ¢aplarinin 15-30 um arasinda
oldugu goriilmektedir.

ImagelJ programu ile yapilan analizde elektrosprey ile 2 mL/saat, 12 cm mesafe ve
9.2 kV kosullarinda tiretilen mikrokiirelerin partikiil boyutu dagiliminin 15-30 pm
araliginda oldugu gosterilmistir (Sekil 19).

60

L8] w £ ul
o o o o

Mikrokiire Sayisi

Jury
o

0

[5,8,5] (8,5 12] (12,15,5] (15,5, 19] (19, 22,5] (22,5, 26] (26, 29,5] (29,5, 33] (33, 36,5)

Partikiil boyutu (pm)

Sekil 26. Elektrosprey yontemiyle elde edilen mikrokiirelerin partikiil boyut dagilim grafigi.
Mikrokiirelerin partikiil boyutu dagiliminin 15-30 pm araliginda oldugu gosterilmistir.

BS membranlarda por olusturulabilmesi igin tabaka formunda BS iiretim
asamasinda HS besin ortami igerisine partikiil boyutu dagilimi 15-30 um olan
mikrokiirelerden 3 farkli konsantrasyonda (0,8 x 10* mikrokiire/mL, 1,6 x 10*
mikrokiire/mL, 3,2 X 10* mikrokiire/mL) PCL mikrokiireler eklenmis ve 28-
30°C’de, calkalamasiz ortamda 24-36 saat inkiibe edilerek hazirlanmistir (Sekil
21).
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Sekil 27. Porlu BC membran iiretim agamalari. Membran halinde BS’lere entegre olmus PCL
mikrokiireler gériinmektedir.

Sekil 28. PCL mikrokiireli BS membranlar. A)0,8 x 10* mikrokiire/mL, B)1,6 x 10* mikrokiire/mL
C) 3,2 x 10* mikrokiire/mL. Membran halinde BS’lere entegre olmus PCL mikrokiireler
goriinmektedir.

Hasat edilen BS membranlari saflagtirilmak {izere 1 giin boyunca 0,1 M NaOH
cozeltisi igerisinde 40°C’de opak goriinim kazanana kadar bekletilmistir. BS
membranin mikrokiirelerin etrafini sararak iiretildigi ve mikrokiirelerin zara entegre

kaldig1 goriilmektedir (Sekil 22).

Daha sonra PCL mikrokiirelerin uzaklastirilmasi i¢in membranlar glasial asetik asit
igerisinde kaynatilmis ve PCL mikrokiirelerin ¢6ziinmesi saglanmigtir. PCL’ler
uzaklagtirildiktan sonra tekrar 2 saat 0,1 M NaOH c¢ozeltisi igerisinde kaynatilmig
ve bu sekilde saflastirma asamasi tamamlanmistir. Durulama asamasinda ise

membranlar ultrasaf su ile yikanmustir.

Membranlar kurutulduktan sonra SEM analizi yapilmistir.
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Tablo 5. BS membranlarin dogal ve por olusturuldan sonraki SEM goriintiileri.

Malzeme | Dogal Por Olusturulan

BS

HY 2t WD usecase | mag det  m
M _5.00kV 7.0 12.0 mm Standard 20000 x ETD SE

Membranlarin por boyut dagilimlart SEM goriintiileri {izerinden Imagel
programiyla yapilmistir. PCL mikrokiirelerinin uzaklastirma isleminden sonra
Image J ile SEM iizerinde yapilan analizde, {i¢ farkli mikrokiire konsantrasyonunda
daolusan por ¢aplarinin ortalama 1-5 pm oldugu goriilmiistiir. Yogun porozite KBB
yapisini zayiflatabilecegi igin 0,8 x 10* mikrokiire/mL konsantrasyonda PCL
mikrokiire kullanilarak iretilen BC membranlarla devam edilmesine karar

verilmistir.

Porlu BS Membranda Por Capi Dagilimi

[1,138, 3,138] (3,138, 5,138] (5,138, 7,138] (7,138, 9,138] (9,138, 11,138] (11,138,13,138] (13,138, 15,138]

FPor Sayis
w
=1

0

Por Capi Boyutu (um)

Sekil 29. BS membranda PCL mikrokiirelerin uzaklastirilmasiyla olusturulan por ¢aplarinin
dagilimi. Ortalama por ¢ap boyutlarinin 1-5 pm arasinda oldugu goriilmektedir.
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4.3. Statik in vitro KBB modelinin Gelistirilmesi

Elde edilen iskeleler Cell Crownlara takilarak etilen oksit sterilizasyonuna maruz
birakilmigtir. Steril crownlar Biyogiivenlik 3 kabinde agilarak 24 kuyucuklu
tabakalara yerlestirilmistir. Cell Crownlarin oldugu kuyulara ve Cell Crownlar’in
iizerine hazir besi ortami eklenerek 3 saat sartlanmaya birakilmistir. Sartlanan
iskelelerin iizerinden sartlanma ortami g¢ekilerek 10° hiicre/mL konsantrasyonda
hiicre ekimi yapilmistir. Kiltiir 5 giin devam ettirilerek Occludin, Vimentin ve
Claudin 4 siki baglanti belirtecleri ile immiinoflorosan boyamalar yapilmistir.
Boyamalar HUVEC ve Hbec-5i hiicreleri igin ayr1 ayr1 yapilmustir. Sekil 30 ve Sekil

31°de hiicrelerin siki baglanti proteinlerini eksprese ettigi goriilmektedir.

Occludin Vimentin Claudin 4

Sekil 30. HUVEC hiicreleri kullanilarak olusturulan KBB modelinin IF gériintii boyamalar1. Olgek
cizgisi 100 pm’yi gostermektedir.



o1

Occludin Vimentin Claudin 4

Sekil 31. HBEC-5i hiicreleri kullanilarak olusturulan KBB modelinin IF goriintii boyamalari. Olgek
¢izgisi Claudin 4 igin 200 Occludin ve Vimentin i¢in 100 um’yi gostermektedir.

4.4, Bilgisayarh Akiskanlar Dinamigi ile Fizyolojik Kosulara

Uygun Mikroakiskan Platformun Modellenmesi ve Uretimi

4.4.1. Mikroakiskan platformun modellenmesi ve tasarim

Cipin tasarimi 3B olarak Comsol Multyphysics yaziliminda olusturulmustur (Sekil
25). Tasarim 2 paralel kanaldan olugsmaktadir. Kanallar birbirinden hiicre gegisine
izin verecek sekilde yerlesmis olan membranla ayrilmaktadir. Her iki yan kanalda
ise kullanim amacma bagl olarak (statik/dinamik) besiyeri eklenmesine imkan
veren kanal girig-¢ikis portlari bulunmaktadir. Platform boyut ve geometrisi yeterli
hiicreyi barindirabilecek goriintii almada kullanilabilecek ayni zamanda kullanilan
hiicre miktarini minimize edecek ve fizyolojik kosullari en iyi oranda simiile edecek

sekilde belirlenmistir.
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Sekil 32. Cip iistii platformun tasarimi.

4.4.2. Comsol multiphysics yazihm ile akisin simiilasyonu,
optimum ¢ip-iistii platform boyutlarin belirlenmesi ve

dinamik akis modelinin optimizasyonu

Model 6ncelikle 3B olarak Comsol Multiphysics yaziliminda modellenmis “Giris-
Cikis c¢api, kanal derinligi, kanal capi, kanal uzunlugu, viskozite ve akis hiz1”
parametreleri ile optimum fiziksel kosullarin belirlenmesi i¢in c¢alistirilmistir.
Ancak bu islem ¢ok uzun vakit almis ve ¢oziimlenememistir. Bu sebeple ¢alisma
stiresini minimize etmek i¢in 2 boyutlu olarak Comsol Multyphysics yaziliminda
yeniden modellenmistir. 2 Boyutlu model belirlenen araliklarla uygun olarak
geometrinin olusturulmasi i¢in ayri, akis hizinin ve viskozitenin belirlenmesi i¢in
ayr1 olarak optimize edilmistir. Elde edilen geometri, akis ve viskozite degerleri 3
boyutlu modelde denenerek gosterilmistir. Tiim modeller membran 6zelliklerinin
oldugu ve olmadig1 durumlar i¢in degerlendirilmistir. Membranlarin porozite
ozelliklerinin belirlenmesi gerekliligi goriilmiistiir. Bu sebeple bir sonraki donemde
optimize porlu membranlarin porozite degerleri belirlenerek akis hiz1 ve viskozite
simiilasyonlar1 tekrarlanacaktir. Membran o6zelliklerinin  dikkate alindigi
modellerde serbest ve gdzenekli ortam akist ve Darcy’s Law kanunu kullanilmaistir.
Membran 6zelliginin dikkate alinmadigi modellerde fizik laminar akis olarak
modellenmistir. Optimizasyon i¢in farkli algoritmalar kullanilarak geometri ve
fiziksel kosul deger araliklarinda model parametrik olarak giincellenerek optimize
edilmistir. Geometri optimizasyonu i¢in Monte Carlo metodu kullanilirken fiziksel
ozelliklerin optimizasyonunda MMA (Method of Moving Asymptotes) metodu
kullanilmistir. Geometri optimizasyonu sonucunda elde edilen binin iizerindeki

sonug¢ degerlendirilerek yeterli hiicre miktar1 ve goriintiilemeye uygun olacak
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sekilde ve belirlenen fiziksel 6zelliklere en yakin oranlart karsilayacak sekilde

model geometrisi belirlenmistir.

Membran
Giris = ! ] Cikis
1 — — —
Kanal kalinhg Akig

Sekil 33. 2B Modelin tasarimi. Gosterilen degerler parametrik olarak girilerek optimizasyona
imkan saglamistir. Nihai iiriin boyutlarini yansitmamaktadir

Giris Cikig
— Merfbran —
 ——
Kanal kalinligi Akis

Sekil 34. 3B modelin tasarimi. Gosterilen degerler parametrik olarak girilerek optimizasyona
imkan saglamistir. Nihai iiriin boyutlarini yansitmamaktadir.

4.4.3. Geometri optimizasyonu icin gerceklestirilen simiilasyon

Tiim parametrelerin kullanimiyla 1000’in {izerinde simiilasyon caligtirilmistir.
Optimizasyon i¢in amag¢ fonksiyonu olarak shear, akis hiz1 ve basincin fizyolojik
degerlerinin simiilasyon degerlerinden fark: alinarak karelerinin toplami minimize
edilmistir. Bu sayede fizyolojik degerlere en yakin sonuglarin elde edilmesi
amaglanmistir. Sayisal olarak farklilik oldugu icin shear ve akis hizi parametreleri

i¢in 4. kuvveti kullanilmistir (Tablo 6).
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Tablo 6. Model optimizasyonunda kullanilan parametreler. vO0:hiz(m/s), eps_p:porozite,
Cf:Siirtiinme katsayisi, membw:membran kalinligi(m), membl:membran uzunlugunu,
cw:kanal kalinligi(m), cl:kanal uzunlugu(m), vis: viskozite(Pa*s), memblg:kanal giris
uzunlugu(m), memblc:kanal ¢ikis uzunlugu’dur. Burada yer alan geometri degerleri
optimizasyon sonucunda elde edilen degerleri temsil etmektedir. Ancak viskozite ve akis
hiz1 degerleri nihai degerleri temsil etmemektedir.

¥ Parameters

44

Name Expression Value Description
v0 0.0025267 0.0025267 Inlet velocity
eps_p 0.1 0.1 Porosity
Ccf 1.75/s5qrt(150%eps_p*"3) 45185 Friction coefficient
fs 1 1 Switch for Forchheimer t...
membw 0.1e-3[m] 1E-4m
membl 10e-3 0.01
cw le-4 1E-4
cl 35e-3 0.035
vis 0.84090 0.8409
memblg Je-3 0.003
memblc 1.4e-3 0.0014

Tablo 7. Model optimizasyonunda kullanilan degiskenler. Amp: Ortalama membran basinci
(avarage membrane pressure), Ams: ortalama membran kayma gerilimi (Avarage
membrane shear stress), Aah: ortalama akis hizi, Bgopt: optimizasyon formiilii. Model
optimizasyonunda bgopt degeri minimize edilmeye c¢alisilmistir. 0’a yakin olmasi
modelin dogrulugunu gosterir. Buradaki amp degeri kanalin i¢indeki ortalama basing
degerini, ams ve aah degerleri sirasiyla membran yiizeyindeki ortalama kayma gerilimi
ve akis hizint géstermektedir.

v Variables
13 _
MName Expression
amp aveop1{p)[1/Pa]-2000
ams aveopl(fp.srfp.mu)[1/Pa]-1.5
aah aveop3(fp.UW)[s/mm]-1.5

bgopt ((amp)*2+(ams)*4+(aah)"4)



Tablo 8. Modeldeki geometrik parametrelerin optimizasyonu. Kontrol degiskenleri ve
parametreleri. Degiskenler “Lower bound” ve “Upper bound” arasinda yazilimsal olarak
degistirilerek amag parametresi hesaplanmaktadir. Minimum deger istenilen kosullara
en yakin degeri temsil etmektedir.

* (Control Variables and Parameters

13
Lower bound

0.5[mm/s]

Initial value | Scale

2[mmys] 1

Parameter ne Upper bound

vO (Inlety - 10[mmy/s]

1e-3 1 0.1[mm] 2[mmi]

* 09 1 0.001 0.9

1e-3 1 0.1[mm] 7Imm]

1e-3 1 0.05[mm] 5[mm]

Tow

& w0 (m/s) viz memblg (m} menblc (m) Objective
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Sekil 35. Cip gelistirilmesinde kullanilan geometrik 6zellikler optimizasyon sonuglari (Devami
sekil 36)
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Sekil 36. Cip gelistirilmesinde kullanilan geometrik 6zelliklerin optimizasyon sonuglari (Sekil
40’m devami) Sekil 39 te verilen tablo Monte Carlo metodu ile taranarak 1000’in
tizerinde simiilasyon yiriitiilmiistiir. Elde edilen sonuglar Objective siitununda
bulunmaktadir. Diger siitiinlar da bu degere karsilik gelen parametreleri ifade
etmektedir.

Geometri optimizasyonunda elde edilen degerler Tablo 9 ve Tablo 10°da
verilmistir. Sekildeki tablodaki objective siitunu modelde kullanilan amag
fonksiyonudur (Sekil 29). Objective parametrelerinin minimum oldugu durumlar
incelenerek ve hiicre Kkiiltlirlinlin gerektirdigi fiziksel kosullar goéz Oniinde
bulundurularak model geometrisi belirlenmistir. Model optimizasyonu sonucunda
giris-cikis capi, kanal derinligi, kanal capi, kanal uzunlugu,parametrelerine karar

verilmis viskozite ve akis hizi parametreleri i¢in tekrardan optimizasyona

gidilmistir.
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Tablo 9. Yapilan optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda belirlenen geometrik parametreler

Kanal Kalinlig1 0.1 mm
Kanal Giris Cap1 3 mm

Kanal Cikis Cap1 1.4 mm
Kanal Uzunlugu 35 mm

4.4.4. Akis parametrelerinin optimizasyonu icin gerceklestirilen

simiilasyon

Elde edilen geometrik parametreler dogrultusunda kanal ve membran boyutlari
sabit tutularak viskozite ve akis hiz1 i¢in optimizasyon tekrarlanmigtir. Kanal girig
ve ¢ikislari da bu model igin sabit tutulmustur. Hipertansiyonun modellenmesinde
yapilan ara baglantilar aracilig: ile ¢ikis boyutlar1 degistirilerek igerideki basincin

hedeflenen araliga ulagsmasi saglanacaktir. MMA metodu kullanilmigtir.



58

Tablo 10. Modeldeki akis parametrelerinin optimizasyonu. Kontrol degiskenleri ve parametreleri.
Baslangi¢ hiz degeri 10 mm/s; viskozitesi 0.9 Pa*s olarak belirlenmistir. Amag
fonksiyonu olarak ayni fonksiyon kullanilmistir.

* Control Variables and Parameters

4
Parameter nam | Initial value Scale Lower bound Upper bound
v0 (Inlet veli = | 2[mm/s] 1 0.5[mm/s] 10[mm/s]
vis ~ |09 1 0.001 0.9

Tablo 11. Yapilan simiilasyonlara karsilik gelen ortalama akis hizi basing ve kayma gerilimi
degerleri

Optimization solution | Velocity magnitude (m/s) ~ Optimization solution | Pressure (Pa) ~Optimization solution | fp.sr*fp.mu (Pa)

0.0000 0.015428 0.0000 2.1038E5 0.0000 317.01
1.0000 0.0081317 1.0000 1.1123E5 1.0000 167.61
2.0000 0.0081317 2.0000 99029 2.0000 149.22
3.0000 0.0081317 3.0000 83229 3.0000 12541
4.0000 0.0081317 4.0000 62096 4.0000 93.569
5.0000 0.0081317 5.0000 32070 5.0000 48.325
6.0000 0.0081317 6.0000 3746.8 6.0000 5.6449
7.0000 0.0081317 7.0000 2156.1 7.0000 3.2481
8.0000 0.0081317 8.0000 2014.9 8.0000 3.0352
9.0000 0.0081317 9.0000 2000.5 9.0000 3.0135

Tablo 12. Akis parametrelerinin belirlenmesi amag fonksiyonu sonuglar1. Burada yapilan son
simiilasyon 2B model i¢in optimum olarak belirlenmistir.

v0 (m/s) vis Objective
0.0020000 0.90000 4.5200E11
9.3729E-4 0.86972 5.3333E10
5.0000E-4 0.86200 1.2693E10
5.0000E-4 0.76743 9.8908E9
5.0000E-4 0.64499 6.8340E9
5.0000E-4 0.48121 3.6834E9
5.0000E-4 0.24853 9.0903E8
5.0000E-4 0.029031 3.0541E6
5.0000E-4 0.016704 27022
5.0000E-4 0.015610 2858.5
5.0000E-4 0.015498 2637.0

Tablo 13. Yapilan optimizasyon g¢alismalari sonucunda 2B simiilasyonda belirlenen akis
parametreleri

Akis Hizi 2 mm/s

Viskozite 0.015498044008705546 Pa*s
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45. 2B Simulasyonda Belirlenen  Parametrelerin 3B

Simiilasyonda Degerlendirilmesi

Pressure (Pa)
1901.3

B 0l

Sekil 37. Membranda olusan ortalama basincin belirlenmesi; hesaplamalar sonucunda ortalama
basing 1901.3 Pa olarak belirlenmistir

Velocity magnitude (m/s)
0.0062257

Sekil 38. Kanalin icerisindeki ortalama akis hiz1 hesaplamalar sonucunda 6.225 mm/s olarak
belirlenmistir.

slice: Velocity magnitude (mjs) Surface: Velocit

Sekil 39. Kanalin i¢indeki akis hizinin gdsterimi



Sekil 40. Kanalin igindeki basmcin gosterimi

a

- —8 — I : spf.sr*spf.mu (Pa)
29672

Slice: sph sresph.ma (9a) Volume: spfseesphm (ba)

Sekil 41. Kanalin i¢indeki ve ylizeydeki kayma geriliminin gosterilmesi

Tablo 14. Yapilan optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda 3B simiilasyonda belirlenen parametreler

Akis Hizi 6.225 mm/s
Basing 1901.3 Pa
Shear Stress 2.9672 Pa

Elde edilen parametreler 3 boyutlu simiilasyonda sinanarak Tablo 10. daki degerler
elde edilmistir. Fizyolojik kosullara en yakin ve in vitro uygulamalara elverisli

model bu sekilde belirlenmistir.
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4.6. Mikroakiskan Platformun Uretimi

Cip tasarimi luminal, abluminal ve membran kismi 3 farkli katmana boliinerek
kaliplar1 Formlabs Form 3B Regine printer ile iiretilmistir. Kaliplarin ¢iziminde
Solidworks programi kullanilmistir. Cizimler Preform yazilimina yliklenerek
baskiya hazirlanmistir. Kalip baskisinda Formlabs Clear V4 regine kullanilmistir.
Preform yaziliminda bu recine segilerek 0.050 mm katman kalinlig1 secilmistir.
Preform yaziliminda tasarimlara gerekli destekler atilarak baskiya hazir hale
getirilmistir. 3 Boyutlu yaziciya Clear V4 regine ve tanki takilmistir, Reginenin st
kapag1 acilip baski platformu takilarak yazici hazir(“prime”) hale getirilmistir.
Preform yaziliminda hazirlanan model yiiklenerek baski alinmistir. Baski
tamamlandiktan sonra baski platformu yazicidan ¢ikarilarak baski spatula yardimi
ile platformdan kaldirilmistir. Elde edilen baskilar desteklerden ayrilarak %99.9
izopropil alkole alinmistir. 10 dakika alkolle muamele edilmistir. Muamele sonrasi
elde edilen baskilar 2 saat boyunca oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.
Kurutulan baskilar Anycubic Wash & Cure 2.0 cihazina alinarak 2 saat boyunca
ikincil kiirleme (“Post Cure”) islemine tabi tutulmustur. Bu sekilde kaliplar elde
edilmistir. Hortum ara baglantilar1 da ayn1 yontem ile ancak biyouyumlu olan
Formlabs Biomed Clear Regine ile basilarak kaliba eklenmistir. Bakteriyel seliiloz

membranli ¢ipler basariyla PDMS tabakalara entegre edilerek iiretilmistir.

Sekil 42. Solidworks ile elde edilen kanallar1 igeren ve PDMS’i membran ile birlikte kiirleyecek
kalip ¢izimlerinin gosterimi.
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Sekil 43. 3 Boyutlu Baski sonucu elde edilen kalip ve ara bagmtilarin gosterimi. Sekilde goériilen
piriizler baski sirasinda kullanilan desteklerden kalan izlerdir. Kalibin alt yilizeyinde
bulunup ¢ip kalitesini etkilememektedir.

Sekil 44. Kimyasal yapistirma siirecinde membran sabitlenmesi miknatis yardimiyla kalip ve
membrani sikistiran parga sikistirilarak membranin PDMS’le birlikte kiirlenmesine
olanak verilmistir.
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Sekil 45. BS membranin ¢ipe entegrasyonu. Membran kuyucugun iizerinde goériilmektedir;
membran bir hasara ugramamistir.

Sekil 46. BS membranli ¢ipin biitiin katmanlariin yapistirtlmis hali.

Sekil 47. PDMS tabaka; kanal girintisi goriilmektedir.
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Si1zdirmazhik Deneyi

Cip Ustii platformda basing uygulandiktan sonra akig halinde 5 giin gozlemlenmis
ve herhangi bir sizdirma gergeklesmemistir (Sekil 9. Uygulanan basing sonrasinda
>20 mmHg basing araliginda ¢ip {istli platformunda kalict bir deformasyon

olugsmamastir.

4.7. Insilico KBB modelinin Gelistirilmesi

4.7.1. Verilerin elde edilmesi ve islenmesi

Elde edilen veriler belirlenen parametreleri ve KBB+ ya da KBB- bilgisini
icerecek sekilde tablo haline getirilmistir. Tabloda “-1”” molekiiliin kan beyin
bariyerinden geg¢medigini, “1” ise gectigini gostermektedir. Elde edilen
tablolar ekte verilmistir (Tablo 21, 22, 23). Veriler iki ayr1 kaynaktan alinmis
olup Pubchem’de yer alan PAMPA KBB assay sonuglarina dayanmaktadir.
Kan beyin bariyerinden gegip gegmedigini belirlemek i¢in farkli birimlerde
belirlenen permeabilite degeri 10-°cm/s birimine doniistiiriilerek logaritmasi
almmis LogBB degerleri elde edilmistir.Bu degerin 0’dan kii¢lik olmasi
molekiilin KBB’den gecemedigini 0’dan biiyiik olmas1 ise gecebildigini
gostermektedir. Ancak baz kaynaklarda Log3’den biiylik ise gecebildigini
Logl ve Log3 degerlerinin arasinin dogru sonug¢ vermedigi gosterilmistir. Bu
sebeple bu aralik i¢in ayr1 bir tablo yapilarak ara degerler ayrica “0” olarak

tabloya eklenmistir.



4.7.2. Elde edilen verilerin egitimi

Veriler

islendikten sonra kaynaklarma gore,
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tahminlenecek c¢iktiya

gore(KBB-,KBB+, Tanimsiz) ve capraz katlama sayilarma gore ayri

egitimlere tabi tutulmus bu egitimlerin sonucunda elde edilen modeller

egitimde kullanilmayan veriler aracilidi ile test edilerek sonuglar alinmistir.

Test verisinin biiylikliigii ana veri miktarinin %10’u olarak belirlenmistir.

Ancak iki farkli kaynak veri ile egitilen modeller egitimde kullanilmayan

kaynak tarafindan da sinanarak sonugclar elde edilmistir.

Tablo 15. PAMPA verileri ile yapilan KBB-, KBB+ ve Tanimsiz verilere gore egitilmis modeller.
Egitim verisi 690 kimyasali icermekte olup ¢apraz katlama degeri 10’dur. Belirlenen 5
molekiil 6zelligine kullanilmisgtir.

Model
Numb

er

2.1
2.2
2.3
2.4

2.5

2.6
2.7
2.8
2.9
2.10
211

Model Type Status

Tree

Tree

Tree

Tree
Discriminan
t
Discriminan
t

Naive Bayes
Naive Bayes
SVM

SVM

SVM

SVM

Tested
Tested
Tested
Tested
Tested

Tested

Tested
Tested
Tested
Tested
Tested
Tested

Accuracy %
(\Validation)

88,4058
88,4058
88,7279
88,8889
80,0322

87,9227

83,8969
87,4396
85,9903
89,2110
89,8551
89,8551

Total
Cost
(Validatio
n)

72

72

70

69

124

75

100
78
87
67
63
63

Accuracy
% (Test)

92,7536
92,7536
92,7536
89,8551
81,1594

89,8551

84,0580
88,4058
91,3043
89,8551
89,8551
91,3043

Total
Cost
(Test)

~N o1 o1 o1

OO N N o o
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2.13
2.14
2.15
2.16
2.17
2.18
2.19
2.20
2.21
2.22
2.23
2.24
2.25

2.26

2.27

2.28

2.29

2.30
231

SVM
SVM
KNN
KNN
KNN
KNN
KNN
KNN
Ensemble
Ensemble
Ensemble
Ensemble
Ensemble
Neural
Network
Neural
Network
Neural
Network
Neural
Network
Neural
Network
Kernel

Kernel

Tested
Tested
Tested
Tested
Tested
Tested
Tested
Tested
Tested
Tested
Tested
Tested
Tested
Tested

Tested

Tested

Tested

Tested

Tested
Tested

66

89,5330
80,9984
89,2110
89,5330
77,9388
88,7279
88,8889
89,5330
89,2110
89,0499
82,7697
90,1771
87,6006
89,0499

88,5668

89,0499

87,9227

87,9227

88,7279
88,0837

65
118
67
65
137
70
69
65
67
68
107
61
77
68

71

68

75

75

70
74

89,8551
79,7101
91,3043
88,4058
76,8116
85,5072
88,4058
91,3043
92,7536
92,7536
82,6087
94,2029
91,3043
86,9565

91,3043

89,8551

92,7536

91,3043

89,8551
89,8551

14

16
10
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Model 2.23 Model 2.23

1 98 16 7 =1 12 2
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Predicted Class Predicted Class

Sekil 48. Ensemble-Subspace KNN makine 6grenimi ile egitilmis, egitime katilmamis verilerde
%94.2 dogruluk elde etmis modelin validasyon ve test matrisleri.

Model 2.11 Model 2.11

1 90 21 10 -1 10 4
» ©»
w w
K K
O 9 12 62 14 © 9 9 1
3 3
= =

1 3 5 1 1

0

Predicted Class

0
Predicted Class

Sekil 49. SVM-Fine Gaussian makine 6grenimi ile egitilmis, egitime katilmamis verilerde %91.3

dogruluk elde etmis modelin validasyon ve test matrisleri.



Model 2.14

68

Model 2.14

True Class
(=]
©

60

-1

Sekil 50.

0
Predicted Class

1

True Class
o

-1

dogruluk elde etmis modelin validasyon ve test matrisleri.

[¢]

1

Predicted Class

KNN-Fine KNN makine 6grenimi ile egitilmis, egitime katilmamis verilerde %91.3

Tablo 16. PAMPA verileri ile yapilan KBB- ve KBB+ verilere gore egitilmis modeller. Egitim verisi

690 molekiilii igermekte olup ¢apraz katlama degeri 10’dur. Belirlenen 5 molekiil 6zelligine

kullanilmistir.

Model

Number

3,1

3,2

3,3

3,4

3,5

Model
Type

Tree
Tree
Tree
Tree

Discrimina
nt
Discrimina

nt

Status

Tested

Tested

Tested

Tested

Tested

Tested

Accuracy %

(\Validation)

93,2367

93,2367

93,2367

93,0757

88,7279

89,211

Total Accuracy %

Cost (Test)

(Valida

tion)
42 88,405797
42 88,405797
42 86,956522
43 86,956522
70 84,057971
67 81,15942

Total
Cost
(Test)

11

13



3,6

3,7

3,8

3,9

3,1
3,11
3,12
3,13
3,14
3,15
3,16
3,17
3,18
3,19

3,2
3,21

3,22

3,23

3,24

3,25

3,26

3,27

3,28

Logistic
Regression

Naive
Bayes
Naive
Bayes
SVM
SVM
SVM
SVM
SVM
SVM
KNN
KNN
KNN
KNN
KNN
KNN

Ensemble
Ensemble
Ensemble
Ensemble
Ensemble

Neural
Network
Neural
Network
Neural

Network

Tested

Tested

Tested

Tested
Tested
Tested
Tested
Tested
Tested
Tested
Tested
Tested
Tested
Tested
Tested
Tested

Tested

Tested

Tested

Tested

Tested

Tested

Tested

69

92,9147

87,7617

91,6264

88,2448
92,5926
93,2367
93,7198
92,7536
90,9823
92,7536
93,0757
85,9903
92,4316
92,9147
92,9147
93,2367

93,3977

88,8889

93,2367

89,533

93,5588

93,3977

93,5588

44

76

52

73
46
42
39
45
56
45
43
87
47
44
44
42

41

69

42

65

40

41

40

86,956522

82,608696

86,956522

82,608696
86,956522
85,507246
86,956522
86,956522
86,956522
89,855072
86,956522
79,710145
85,507246
86,956522
89,855072
88,405797

88,405797

84,057971

89,855072

88,405797

88,405797

88,405797

88,405797

12

12

10

© N ©O© O ©o
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3,29 Neural Tested 93,2367 42 88,405797
Network

3,3 Neural Tested 93,5588 40 84,057971
Network

3,31 Kernel Tested 90,8213 57 86,956522

3,32 Kernel Tested 91,6264 52 85,507246

Sekil 51. SVM-Fine Gaussian makine 6grenimi ile egitilmis, egitime katilmamis verilerde %87
dogruluk elde etmis modelin validasyon ve test matrisleri.

True Class

Sekil 52. SVM-Fine Gaussian makine 6grenimi ile egitilmis, egitime katilmamis verilerde %87
dogruluk elde etmis modelin sirasiyla validasyon ve test dogru pozitif ve yanlis negatif

Predicted Class

Model 3.12

1
Predicted Class

matrisleri.

True Class

Predicted Class

Model 3.12

1
Predicted Class

11

10
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Model 3.15 Model 3.15

True Class
True Class

Predicted Class Predicted Class

Sekil 53. KNN-Fine KNN makine 6grenimi ile egitilmis, egitime katilmamis verilerde %89.9
dogruluk elde etmis modelin validasyon ve test matrisleri.

Model 3.15 Model 3.15

23.1%

True Class
True Class

7.1%

FNR

1 1
Predicted Class Predicted Class

Sekil 54. KNN-Fine KNN makine dgrenimi ile egitilmis, egitime katilmamis verilerde %89.9
dogruluk elde etmig modelin sirasiyla validasyon ve test dogru pozitif ve yanlig negatif
matrisleri.

Tablo 17. PAMPA verileri ile yapilan KBB-, KBB+ ve Tanimsiz verilere gore egitilmis modeller.
Egitim verisi 690 kimyasali icermekte olup ¢apraz katlama degeri 5°dur. Belirlenen 5 molekiil

ozelligine kullanilmistir.

Model Model Status  Accuracy Total Accuracy  Total
Number Type % Cost % (Test) Cost
(Validation) (Validati (Test)

on)
1 Tree Tested 89,5330 65 92,7536 5

2,1 Tree Tested 89,5330 65 92,7536 5



2,2

2,3

2,4

2,5

2,6

2,7

2,8
2,9
2,1
2,11
2,12
2,13
2,14
2,15
2,16
2,17
2,18
2,19
2,2

2,21

2,22

2,23

2,24

Tree
Tree

Discrimin
ant
Discrimin
ant

Naive
Bayes
Naive
Bayes
SVM
SVM
SVM
SVM
SVM
SVM
KNN
KNN
KNN
KNN
KNN
KNN

Ensemble
Ensemble
Ensemble
Ensemble

Ensemble

Tested

Tested

Tested

Tested

Tested

Tested

Tested
Tested
Tested
Tested
Tested
Tested
Tested
Tested
Tested
Tested
Tested
Tested
Tested

Tested

Tested

Tested

Tested

72

89,8551

88,4058

80,0322

86,4734

82,4477

86,1514

81,1594
88,2448
88,7279
90,0161
88,5668
80,0322
87,9227
88,5668
73,2689
87,4396
88,0837
88,7279
90,1771

88,2448

79,5491

89,5330

87,4396

63

72

124

84

109

86

117
73
70
62
71

124
75
71

166
78
74
70
61

73

127

65

78

91,3043

94,2029

84,0580

94,2029

86,9565

94,2029

94,2029
94,2029
92,7536
92,7536
95,6522
84,0580
95,6522
94,2029
81,1594
95,6522
94,2029
97,1014
92,7536

92,7536

84,0580

95,6522

88,4058

11
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2,25

2,26

2,27

2,28

2,29

2,3
2,31

Neural
Network
Neural
Network
Neural
Network
Neural
Network
Neural
Network
Kernel

Kernel

Tested

Tested

Tested

Tested

Tested

Tested
Tested

Model 2.23

73

88,8889

88,7279

87,9227

89,2110

88,7279

88,8889
87,7617

69

70

75

67

70

69
76

92,7536

88,4058

91,3043

89,8551

89,8551

92,7536
92,7536

Model 2.23

21

17

True Class
o

62

10

Sekil 55. Ensemble-Subspace KNN makine 6grenimi ile egitilmis, egitime katilmamis verilerde
%95.7 dogruluk elde etmis modelin validasyon ve test matrisleri.

0

Predicted Class

True Class
o

0
Predicted Class
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1

Predicted Class
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Sekil 56. Ensemble-Subspace KNN makine dgrenimi ile egitilmis, egitime katilmamig verilerde
%95.7 dogruluk elde etmis modelin sirasiyla validasyon ve test dogru pozitif ve yanlis
negatif matrisleri.

Model 2.19 Model 2.19
1 90 26 5 -1 14
[ 123
& @
O 0 15 62 12 O 0 8 1
@ a
=] =
= =
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Predicted Class Predicted Class

Sekil 57. KNN-Weighted KNN makine 6grenimi ile egitilmis, egitime katilmamuis verilerde %97.1

dogruluk elde etmis modelin validasyon ve test matrisleri.




75

Model 2.19 Model 2.19

-1 0 1 TPR FNR
Predicted Class Predicted Class

88.9% NEENE

True Class
True Class

VOl 22%

TPR  FNR

Sekil 58. KNN-Weighted KNN makine 6grenimi ile egitilmis, egitime katilmamig verilerde %97.1
dogruluk elde etmis modelin sirasiyla validasyon ve test dogru pozitif ve yanlis negatif
matrisleri.

Tablo 18. PAMPA ve SwissADDme verileri ile yapilan KBB-, ve KBB+ verilere gore egitilmis
modeller. Egitim verisi 930 molekiilii icermekte olup ¢apraz katlama degeri 25°tir.
Belirlenen 5 molekiil 6zelligine kullanilmistir.

Model Model Type Status Accuracy % Total Accuracy @ Total

Number (Validation)  Cost % (Test)  Cost
(Valida (Test)
tion)

1 Tree Tested 83,8095 136 73,1183 25
2,1 Tree Tested 83,8095 136 73,1183 25
2,2 Tree Tested 86,0714 117 81,7204 17
2,3 Tree Tested 85,5952 121 83,8710 15
2,4 Discriminant = Tested 82,9762 143 81,7204 17
2,5 Discriminant = Tested 80,9524 160 77,4194 21
2,6 Logistic Tested 83,0952 142 81,7204 17

Regression
2,7 Naive Bayes  Tested 80,5952 163 77,4194 21
2,8 Naive Bayes  Tested 84,5238 130 83,8710 15
29 SVM Tested 82,6190 146 81,7204 17
2,10 SVM Tested 85,0000 126 83,8710 15

2,11 SVM Tested 85,4762 122 77,4194

21



2,12
2,13
2,14
2,15
2,16
2,17
2,18
2,19

2,2
2,21

2,22

2,23

2,24

2,25

2,26

2,27

2,28

2,29

2,3

2,31
2,32

SVM
SVM
SVM
KNN
KNN
KNN
KNN
KNN
KNN

Ensemble

Ensemble

Ensemble

Ensemble

Ensemble

Neural
Network
Neural
Network
Neural
Network
Neural
Network
Neural
Network
Kernel

Kernel

Tested
Tested
Tested
Tested
Tested
Tested
Tested
Tested
Tested
Tested

Tested

Tested

Tested

Tested

Tested

Tested

Tested

Tested

Tested

Tested
Tested

76

86,6667
85,9524
82,8571
84,1667
85,1190
81,4286
85,3571
85,7143
85,4762
86,5476

86,0714

83,0952

84,5238

82,6190

85,7143

82,6190

84,8810

85,7143

85,5952

85,3571
85,3571

112
118
144
133
125
156
123
120
122
113

117

142

130

146

120

146

127

120

121

123
123

81,7204
82,7957
81,7204
76,3441
82,7957
82,7957
81,7204
82,7957
79,5699
81,7204

77,4194

81,7204

78,4946

72,0430

78,4946

77,4194

76,3441

77,4194

77,4194

82,7957
83,8710

17
16
17
22
16
16
17
16
19
17

21

17

20

26

20

21

22

21

21

16
15
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4.8. Gelistirilen Modellerin Karsilastirilmasi

4.8.1. Statik Modelde Monosit Gegisinin Incelenmesi

Por olusturulan ve olusturulmayan membranlar olmak {izere biitiin
membranlarindan monosit gegisi dogrulanmis ve 5. giinde en yiikksek TEER
degerine sahip BS membranda HBEC-5i hiicreleriyle KBB modeli olusturularak

monosit gegisi incelenmistir.

Sekil 59. THP-1 hiicrelerinin 151k mikroskop goriintiisii, hiicrelerin siispanse monositik yapida
oldugu goriilmektedir. Olgek ¢izgisi 50 um’yi gostermektedir

Monosit ve makrofaj fonksiyonlariin modellenmesinde siklikla kullanilan THP-1
hiicrelerinin Sekil 31°de monositik hiicre morfolojisinde oldugu goriilmektedir.
THP-1 hiicrelerinin siispanse yapida oldugu ve tek cekirdekli kiiciik hiicre
morfolojisini gostererek monositik  6zellikleri tasidigr  gozlemlenmektedir

(Daigneault et al., 2010, Chanput at al., 2014).

THP-1 monositleri Cell Tracker Red Dye ile boyanarak cell crown’lara takilmig

olan por optimizasyonu yapilmis olan PCL ve BS membranlardan gegirilmistir.

Iskelelerde 1. saatten itibaren monosit gegisi gdzlemlenmistir. Tablo 19°da 4. saat
sonunda gecen monositlerin fotograflar1  goriilmektedir. Iskelelerde por
optimizasyon dncesi monosit gecisi goriillmezken; sonrasindaki monosit gegisi por
cap1 optimizasyonlarinin bagarili bir sekilde gergeklestirildigini gostermektedir. Bu
noktada porlardan monosit gegisi herhangi bir indiikleyici faktér bulundurmadan

gerceklesmistir.
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Tablo 19. Dogal ve porlu membranlarda monosit gegisi.

Dogal BS Membran

Porlu BS Membran

200 pm -
—_—

Dogal PCL Membran

Porlu PCL Membran

400 pm -
—_—

Dogal Jelatin Kapli PCL Membran

Porlu Jelatin Kapli PCL Membran

200 pm -
—_—
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BS membran {izerinde statik KBB modeli olusturulup en yiiksek TEER degerine
ulasilan 5. giinde monositler 10° hiicre/mL olacak sekilde endotel hiicrelerin
tutundugu luminal kisimdan kiiltire dahil edilmistir. Abluminal kisimda
kemotaksik bir indiikleyici olarak apoptosis olusturulmustur. Apoptotik hiicrelerin
bariyerden monosit gegisini tetiklemesi beklenmistir. 4 saat sonrasinda
monositlerin gecisi celltracker ile gozlemlenmis ve KBB modeli boyunca gecen
monositlerin ImagelJ analiz yontemi kullanilarak floresan yogunluklari 6l¢iilmiistiir

(Rouhiainen et al., 2004; Goetze et al., 2011; Matuszak et al., 2018).

Tablo 20. Porlu BS membranda HBEC-5i hiicreleri ile olusturulan KBB modelinde monosit
gegisinin incelenmesi

Porsuz BS Membran Porlu BS Membran ve Apoptotik SHSY5Y

Hiicreleri

Porlu BS Membran+KBB+ Saglikli SHSYS5Y Porlu BS Membran+KBB+Apoptotik SHSY5Y

Hiicreleri Hiicreleri
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Sekil 60. Monosit migrasyon miktarmin floresan yogunluk grafigi. Monositlerin porsuz dogal BS
membrandan gegmedigi, porlu membrandan ise apoptotik hiicre varliginda gectigi, KBB
modelinde ise bu gec¢isin kismen siirlandirildigr goriilmektedir. (*p<0,05, **p<0,01)

Tablo 20°de dogal porsuz BS membrandan ve porlu membran iizerine HBEC-5i

hiicreleriyle olusturulan KBB’den isaretli monositlerin gegmedigi goriilmektedir.

Apoptotik hiicre varliginda ise porlu BS membrandan da KBB olusturulan porlu BS

membrandan da apoptotik hiicre gecisi gozlemlenmistir. Gorsellerin floresan

yogunlugu Imagel] programi ile analiz edildiginde apopototik indiikleyici faktor
varliginm monosit gecisini anlamli derecede arttrdig1 gériilmektedir. Indiikleyici

faktor bulunmadiginda ise monosit gegisinin gerceklesmedigi goriilmektedir.

Bu sonu¢ KBB varligmin monosit migrasyonunu dogrudan etkiledigini

gostermektedir.
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Tablo 21. Porlu PCL membranlardan HBEC-5i hiicreleri ile olusturulan KBB modellerinden ve
sadece porlu PCL membrandan monosit gegiginin incelenmesi ve Imagej programi ile

sayilmast.
Porlu PCL Membrandan Gegen Monositlerin Sayilmasi
1404 -
Porlu PCL Membran + KBB Gegen Monositlerin Sayilmasi
22

Porlu PCL Membran + KBB + Saglikli SHSYSY = Gegen Monositlerin Sayilmasi

Hicreleri

17




Porlu PCL Membran + KBB + Apoptotik SHSY5Y = Gegen Monositlerin Sayilmasi

Hiicreleri

175

2000.00-
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Sekil 61. Monosit migrasyon miktarmin sayim grafigi. Monositlerin KBB olusturulmus porlu
membrandan gecemedigi ancak apoptotik hiicre (AH) varhiginda gegebildigi
goriilmektedir. (***p<0,005, ****p<0,001)
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Tablo 22. Porlu PCL membranlardan HUVEC hiicreleri ile olusturulan KBB modellerinden
monosit gecisinin incelenmesi ve Imagej programi ile sayilmasi

Porlu PCL Membran + KBB Gegen Monositlerin Sayilmasi

14

Porlu PCL Membran + KBB + Saglikli SHSYSY = Gegen Monositlerin Sayilmasi

Hiicreleri

Porlu PCL Membran + KBB + Apoptotik SHSY5Y | Gegen Monositlerin Sayilmasi

Hicreleri

315
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Sekil 62. Monosit migrasyon miktarinin sayim grafigi. Monositlerin KBB olusturulmus porlu

membrandan gegcemedigi ancak apoptotik hiicre varliginda migre edebildigi
goriilmektedir. (****p<0,001)
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Sekil 63. Monosit migrasyon miktarinin sayim grafigi. Monositlerin HBEC-5i kullanilarak yapilan
KBB modelinde migrasyonunun istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi
goriilmektedir.(****p<0,001)
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5. TARTISMA

5.1. Hiicre Kiiltiiri

HBEC-5i hiicreleri serebral korteksten izole edilen serebral mikrovaskiiler damar
endoteli hiicreleridir. Monolayer halinde biiyiiyen hiicreler, siki baglanti ve
adherens proteinlerini ifade etmesi sebebiyle literatirde KBB c¢aligmalarinda
siklikla kullanilan bir hiicre hattt olmustur (Puech et al., 2018; Aykar vd., 2023).
Kullanilan HBEC-5i hiicreleri mekanik hasara duyarli hiicreler olup pasajlama
islemi yaparken mekanik bir stres uygulanmamasi gerekmektedir (Avril, 2015).
Ayrica bu c¢alismada dondurulmus hiicreyi agarken de ayni sebepten dolayi
kriyoprotektan olarak kullanilan DMSO santrifiij yolu ile uzaklastirilmayip ortamla
konsantrasyonu diisiiriilmiis bir gece sonra ortam yenilenmistir. Son olarak hiicreler
konfluent olmalari durumunda stok olarak kullanilamamaktadir. Hiicrelerin
morfolojik ozellikleri degiserek sonraki pasajlarda yiizeyden kalkmaktadir. Tiim

hiicre kiiltiirii uygulamalar1 buna uygun olarak yapilmistir.

Gobek kordonu toplar damarindan izole edilmis olan HUVEC damar endotel
hiicreleri HBEC-5i hiicrelerinin aksine in vitro olarak daha sizdiran bariyerler
olusturur (Oddo et al., 2019). Aslinda KBB'yi modellemek i¢in tam olarak uygun
degildir yine de siki baglanti proteinlerini ifade etmesi sebebiyle literatiirde pek ¢ok
calismada KBB modelinde kullanilmistir (Adriani et al., 2017; Kuruca et al., 2017;
Singh et al., 2022). Tez ¢alismasinda HUVEC hiicrelerinin literatiire benzer
morfolojide oldugu ve endotel hiicrelerine karakterize olarak kaldirim tasi
yapisinda morfoloji sergiledigi goriilmistiir. Ek olarak floresan boyamalarda
Occludin, Vimentin ve Claudin-4 yiizey belirteclerini gézlemlenmis, beklenen siki

baglant1 6zelliklerini gostermistir.

Insan monosit hiicre modeli olarak kullanilan THP-1 hiicreleri siispanse sekilde
kiiltive edilen hiicrelerin monositik hiicre morfolojisinde oldugu goriilmiistiir. THP-
1 hiicrelerinde tek ¢ekirdekli kii¢iik hiicre morfolojisi gézlemlenmistir (Daigneault
et al., 2010, Chanput at al., 2014; Bosshart et al., 2016).
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Noroblastoma hiicre hatt1 olan SHSY-5Y hiicreleri, monolayer kiiltive edilen ve
norit benzeri yapilar sergileyen néron model olarak kullanilan hiicrelerdir. SHSY -
5Y hiicrelerinin literatiirle parallel dogrultuda néronal hiicre morfolojisi gosterdigi
gozlemlenmistir (Kovalevich and Langford, 2013, Teppola et al., 2016). Calismada
ndroinflamasyonun modellenmesinde  kullanilan bu  hiicrelerin  apoptoz
karakterizasyonu daha once laboratuvarimizda yapilan bir yiiksek lisans tezinde
tamamlanmistir (Mor¢imen, 2020). Benzer protokol tekrarlandigi igin tekrar

apoptoz karakterizasyonuna gidilmemistir.

5.2. Doku Iskelesi Uretimi

KBB’de bazal membrani taklit eden biyomalzemeler iizerine sinirl ¢calisma vardir
(Bayir vd., 2019). Bazal membranin 6zelligi KBB fonksiyonelligi agisindan
onemlidir. Bazal membrani taklit edecek biyomalzemelerde hiicre tutunmasini,
cogalmasin1 ve migrasyonunu desteklemesi, biyomolekiillerin gecisine imkan
tanimast gibi Ozellikler aranir. Migrasyonu desteklemedeki en temel faktor
kullanilan membranin por capidir. Bu tez caligmasinda bazal membrani taklit
edebilecek iki farkli polimerle c¢alisilmis ve iiretilen bu membranlara monosit

migrasyonuna izin verecek boyutta porlar agilmistir.

Nano 6lgekli ¢aplarda fiberli yapilara sahip elektroegrilmis membranlar mekanik
dayanimi ve genis yiizey alani/hacim orani 6zellikleri sebebiyle hiicre kiiltiiriinde
ve mikroakigskan platformlarda umut vadeden malzemelerdir. Calismada PCL
polimeri kullanilarak elektrogirilmis membranlar elde edilmistir. Membranda por
optimizasyonu i¢in PEO, PVA ve Sukroz (tanecik boyutu<100 um) ile PCL
egirilmesi ve delikli aliiminyum folyo iizerine PCL egirmesi denemeleri
gerceklestirilmistir. Delikli aliiminyum folyo ile egirilen membranlarin monosit
gecisine izin verecek olan 4-10 um capta porlara sahip olduklart gosterilmistir.
Ayn1 zamanda elektroegrilmis PCL membranlar statik kiiltiirde hiicre tutunmasini

ve ¢cogalmasini destekleyen sonuglar vermistir.

Bakteriyel seliilloz membranlan basari ile tliretilerek istenen gézeneklerin agilmasi

icin PCL mikropartikiiller kullanilmistir. Yin ve arkadaslari gézenek agmak igin
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parcalanmis agar kullanmistir. Benzeri bir yontem denendiginde por capinin
hedeflenenden ¢ok daha az oldugu belirlenmis(<lpum) bu sebeple bu yontem
kullanilmamistir. PCL mikrokiirelerle yapilan membranlarin por ¢ap1 dagilimi ise

1-7 um olarak elde edilmis; monosit migrasyonu saglayabilecek boyutta olmustur.

5.3. Statik in vitro KBB Modelinin Gelistirilmesi

KBB Modelleri, mono, iki veya daha fazla hiicre tipi kullanilarak gelistirilebilir.
Monokiiltiirde olusturulan KBB modellerinde endotel hiicreleri genellikle
Transwell'in st (liiminal) bolmesinde hiicreye 6zgii biiyiime ortaminda kiiltive
edilir. Bu tez ¢alismasinda da HUVEC ve HBEC-5i endotel hiicreleri kullanilarak
PCL ve BC membranlarda monokiltir KBB modeli olusturulmustur. KBB
modellerindeki siki  baglanti  proteinlerinin immunofloresan boyamalarla
karakterize edilmesi literatiirde siklikla kullanilmaktadir (Wolf et al., 2015; Gomes
etal., 2016).

Sik1 baglant: proteinleri KBB’deki diisiik permabiliteyi kontrol eden, hiicreler arasi
paraseliiler yolu kapatan membran proteinleridir. Bu proteinlerden biri olan
Occludin'in siki baglant1 proteinlerinin diizenlenmesi ve fonksiyonlarinin yerine
getirilmesinde rol oynar (Lochhead et al., 2020). Occludin yapilarindaki
bozulmalarin KBB gecirgenligini arttirdigi gosterilmistir. Sekil 30 ve 31°de hem
HUVEC hem de HBEC-5i hiicrelerinin occludin proteinini ifade ettigi
goriilmektedir. Bu da hiicrelerin siki baglantilar1 olusturmaya baglayarak

paraseliiler gecis yolunu kapatmaya baglamasi olarak degerlendirilebilir.

Claudinlerin, siki baglanti omurgasin1 olusturan ve KBB hiicreleri arasindaki
paraseliiler "sikiligin" kritik belirleyicileri olduklart diisiiniilmektedir. Bugiine
kadar 27 farkli claudin proteini tanimlanmistir (Lochhead et al., 2020). Spesifik
olarak claudin-4 ifadesinin seviyesi siki baglant1 proteinlerinin biitiinliigiini
belirler. Sekil 30 ve 31°de hem HUVEC hem de HBEC-5i hiicrelerinin Claudin-4

proteinini ifade ettigi goriilmektedir.
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Endotel hiicreleri arasindaki siki baglantilara ek olarak adherens baglantilar1 KBB
gecirgenliginde rol oynayan bir diger faktordiir. Adherens baglantilarin hiicre
iskelet proteinleriyle etkilesimi, Ozellikle aktin filamentiyle vimentin proteinin
etkilesimi endotel gegirgenligin diizenlenmesinde rol oynar. Yapilan ¢calismalarda
vimentin eksikliginin endotel biitiinligii bozdugu ve Vimentin filamentlerin endotel
bariyeri hipoksi durumuna karsi korudugu rapor edilmistir (Osmanagic-Myers et
al., 2015). Occludin ve Claudin 4’e benzer olarak Sekil 30 ve 31°de hem HUVEC
hem de HBEC-5i hiicrelerinin vimentin proteinini ifade ettigi goriilmektedir. Bu
baglamda tez calismasinda siki baglant1 ve adherens baglanti proteinlerini ifade
eden monokiiltiir KBB modeli olusturularak karakterize edilmis olup, monosit gecis

calismalarinda kullanilmstir.

Model sadece endotel hiicreleri kullanilarak gelistirilmistir. Ancak literatiirde
astrosit ve perisit hiicrelerininde birlikte kullanimmin daha dogru ve daha yiiksek
sitki  baglantili model gelistirmekte kullanildigi  goriilmektedir. Burada
kokiiltiivasyonun zorlugu sebebi ile astrosit ve perisit hiicreleri eklenmemis olup
ilerleyen ¢aligmalarda eklenmesi hedeflenmektedir. Campisi ve arkadaslar1 3 hiicre
grubunu ve mikroakigkan platformiizerinde perfiizyon sistemini kullanarak
geleneksel in vitro KBB modellerine gore daha giivenilir modeller elde etmistir.
Ayrica pek ¢ok calismada iPSC kullanarak diisiik permeabilite degerleri elde
edilerek in vivo degerlere yakin modeller olusturulmustur (Delsing et al.,2020;
Appelt-Menzel et al.,2020).

5.4. Gelistirilen Modellerin Karsilastirilmasi

Hiicre gogii (migrasyonu), oOzellikle inflamasyon sirasinda en temel hiicre
fonksiyonlarindan biridir. 1841'de Addison ve 1873'te Cohnheim, kandan
enfeksiyonlu dokuya go¢ eden hiicreleri gézlemleyerek hiicre hareketliligi tizerine
ilk goézlemleri bildirmistir (Rumianek and Greaves, 2020). Monosit gogiliniin
calisildig: transwell analizleri ilk olarak 1960'larda tasarlanmistir (Boyden, 1962).
Boyden analizi olarak da bilinen transwell analizleri, hiicre go¢ii ¢alismalarinin

hizla artmasinin yolunu agan en popiiler migrasyon testi olmustur (Sekil 64).
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Sekil 64. Hiicre migrasyon testlerinin illiistrasyonu (Rumianek, and Greaves, 2020).

bolmeden ayiran bir membran ve kemoatraktan ¢ozeltisi ile doldurulmus bir dis
kuyu bulunmaktadir. ki kuyuyu birbirinden ayiran porlu membran hiicrelerin
tutunmasini  saglayan ve dis kuyuya konveksiyon akimlartyla gegislerini
engelleyebilecek ama ayni1 zamanda bir kemoatraktan varliginda membranda
bulunan uygun c¢aplarda porlardan istemli migrasyona izin verecek yapida

olmalidir.

Tez c¢alismasinda KBB’nin monosit gegisine etkisi transwell analizle
gozlemlenmistir. Notrofiller ve monositler, yaralanmadan sonra 6-12 saat icinde
KBB'den MSS dokusuna sizar. Yaralanmadan 1-2 giin sonra monositlerden
farklilagan proinflamatuar makrofajlar maksimum seviyelerine ulagir. Monositlerin
MSS'den KBB'ye sizmasi, doku hasar1 ve iltihabinin ¢dziilmesinde temel adimi
olusturur (Yao et al., 2014; Troletti et al., 2015; Katsi et al., 2020). Bununla birlikte,
kontrolsiiz sizint1 olabilir, bu da néroinflamasyonu arttirir ve hastaligin

kroniklesmesine neden olur.

Klasik transwell membranlara alternatif olabilecek 2 farklt membran kullanilmistir.
PCL ve BC membranlarda monosit migrasyonuna izin verebilecek por caplari
optimize edilmistir. Por olusturulan ve olusturulmayan membranlar olmak {izere
biitiin membranlarindan monosit gecisi test edilmis ve HBEC-5i hiicreleriyle KBB
modeli olusturularak monosit gegisi incelenmistir. BS ve PCL membran iizerinde
statik KBB modeli olusturulup 5. giinde monositler 10° hiicre/mL olacak sekilde
endotel hiicrelerin tutundugu luminal kisimdan kiiltiire dahil edilmistir. Abluminal

kisimda kemotaksik bir indiikleyici olarak apoptosis olusturulmustur. Apoptotik
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hiicrelerin bariyerden monosit gegisini tetiklenmistir (Rouhiainen et al., 2004;
Goetze et al., 2011; Matuszak et al., 2018).

Noroinflamasyon, noronlar, mikroglia, astrositler ve perisitler gibi MSS hiicreleri
ile MSS’de yerlesik immiin hiicreleri ve sizan periferik immiin hiicreleri arasindaki
etkilesimin sonucu olarak olusur. Aslinda temelde bu mekanizma kan-beyin
bariyeri ile iligkilidir. KBB, MSS’yi dolasim sisteminden ayiran, segici yari
gecirgen bir bariyer gorevi goriir (Carson et al., 2006). KBB nedeniyle, dolagimdaki
l16kositler (Monositler, T, B ve NK hiicreleri) normalde kan damarlarinin i¢inde
kalir ve KBB bir hasar almadig siirece saglikli beyine girmez (Yin et al., 2017).
Immiin ayricaliga ragmen inflamasyon, hipertansiyon, otoimmiinite, kanser gibi
sebeplerle KBB’nde fiziksel bir bozulma olusabiliyor ve bu da dolasimdaki diger

immiin hiicrelerin de bolgeye gelmesine ve inflamasyonu arttirmasina sebep olur.

Dogal porsuz BS membrandan ve porlu BS membran tizerine HBEC-5i hiicreleriyle
olusturulan KBB’den isaretli monositlerin gegmedigi goriillmektedir. Apoptotik
hiicre varliginda ise porlu BS membrandan da KBB olusturulan porlu BS
membrandan da hiicre gegisi gézlemlenmistir. Porlu PCL membran ile HBEC-5i ve
HUVEC hiicreleri ile olusturulan KBB modelinde de apoptotik hiicre varliginda
monosit hiicre gecisi gézlemlenirken, normal sartlarda gecis gozlemlenmemistir.
Gorsellerin floresan yogunlugu ve isaretli monosit sayis1 ImageJ programu ile analiz
edildiginde apoptotik indiikleyici faktor varliginin monosit gecisini anlamh
derecede arttirdig1 goriilmektedir. Indiikleyici faktdr bulunmadiginda ise monosit
gecisinin  gergeklesmedigi goriilmektedir. Bu sonu¢ KBB varliginin monosit

migrasyonunu dogrudan etkiledigini gdstermektedir.

Farkl1 endotel hiicreleri ile yapilan denemelerde apoptotik hiicre varliginda HBEC-
5i ile yapilan KBB modelinin monosit migrasyonunu istatistiksel olarak anlamli
sekilde HUVEC ten ¢ok sinirladigi belirlenmistir. Bunun sebebi olarak hiicre orjini
ve bundan kaynakli siki baglanti, hiicre boyutlar1 vb. biyolojik ve morfolojik

Ozelliklerin sebep oldugu diisiiniilmektedir.
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5.5. Bilgisayarh Akiskanlar Dinamigi ile Fizyolojik Kosulara

Uygun Mikroakiskan Platformun Modellenmesi ve Uretimi

5.5.1. Mikroakiskan Platformun Modellenmesi

Mikroakigkan platform luminal ve abluminal olmak {izere iki kanaldan olusacak
ve bu iki kanal1 doku iskelesi ile ayiracak sekilde modellenmistir. Model de doku
iskelesinin porozitesi dikkate alinarak fizyolojik degerleri saglayacak fiziksel ve

geometrik parametreler optimize edilmistir.

5.5.2. Mikroakiskan Platformun Uretimi

Platform 3 boyutlu yazicida iiretilen kaliplara PDMS dokiilerek iiretilmistir. Kalip
iiretiminde Formlabs Clear V4 regine kullanilirken platform igine gomiilen
arabaglanti elemanlar1 Formlabs Bioclear V” recine ile iiretilmistir. Bu sayede ara
baglantilarin biyouyumlu olarak iiretimi saglanmistir. 3 boyutlu yazici ile lireitmin
avantajlarindan biri ara baglantilar ile birlikte tiretim yapabilmekken bir digeri ise
yliksek hizda prototipleme imkanidir. Bu sayede Comsol Multyphysics uygulamasi
kullanilarak gelistirilen modeller hizlica kaliplanarak gerekli degisiklikler yapilip

tekrar kaliplar tiretilmistir.

5.6. Dinamik in vitro KBB modelinin Gelistirilmesi

Dinamik in vitro KBB modeli statik kiiltiire kiyasla fizyolojik kosullar1 daha iyi
saglamakla beraber literatiirdeki benzerlerinden farkli olarak gelistirilen modelde
hali hazirda kullanilan doku iskelelerinin kullanimiyla basal membranin
dokumiihendisligi iirlinii olmasina imkan tanimistir. Literatiirde benzer ¢ok az
calisma bulunum alternatiflerinde siklikla PDMS membranlar kullanilmaktadir.
Wang et al. in vitro dinamik KBB modeli gelistirmis hiicreleri porlu polikarbonat
iizerine ekmistir. Yiiksek TEER degerleri elde eden grup modelin permeabilite

analizlerinde kullanilabilir bir alternatif oldugunu 6nermektedir.

Elektro egrilmis PCL membranlar statik kiiltiirde olumlu sonuglar vermistir. Ancak
dinamik kiiltiir i¢in ayn1 durum séz konusu degildir. Oncelikle mikroakiskan

platforma entegre etme isleminde PDMS’in kiirleyicisi iginde ¢Oziinerek



93

parcalanmistir. Yapistirma teknigi degistirilerek yar1 kiirlenmis PDMS’ler {lizerine
entegre edilebilmis olsa da yapilan akis denemelerinde tekrar pargalanmis; bu

sebeple ¢alismanin devaminda kullanilamamuistir.

5.7. Insilico KBB modelinin Gelistirilmesi

Gelistirilen in silico modelin dogruluk degeri maksimum %97.1°¢ ulasmaktadir. Bu
deger oldukga yiiksek bir deger olu verilerin arttirilmasi ve bu modelin molekiiler
dinamik ya da statik in vitro modeller ile paralel olarak kullanilmasi durumunda in
vivo deneylere iyi bir alternatif olacagi onerilmistir. Wang et al. 2018 yilinda
yaptiklar ¢calismada %96.6 dogruluk ile permeabilite degerlerini tahminlemektedir.
Ayni veri setinin egitilmis modelde sinanmasi ile %89.9’luk dogruluk oranlar
goriilmiistiir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda kii¢iik molekiiller i¢in %90 ve
tizerinde permeabilite tahminlemesi gergeklestirilirken bu oranin KBB+, KBB- ve
Tanimsiz grubu i¢eren modellerde yiikseldigi gosterilmistir. Bu sebeple daha biiyiik
veri setleri ile Tanimsiz grubunuda i¢eren egitimlerin yapilmasi ve bu gruba ait test
sonuglarinin in vitro testler ile desteklenmesi onerilmektedir. In vitro testler ile
karsilastirildiginda hiicre gocii gibi ya da biliyilkk molekiillerin tasinimi gibi
durumlarda in silico testlerin heniiz in vitro testlerin yerini alamayacagi ancak
kiiclik molekiiller konusunda hizli ve ucuz bir alternatif oldugu gdsterilmistir.
Tanimsiz grubunun eklenmesi ile dogruluk oranlari arttirilarak in vitro testlere
paralel yiiksek dogruluklu KBB permeabilite protokolii gelistirilmistir. Daina et al.
2017 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 260 KBB gecirgen ve gegirgen olmayan
molekiilden olusan bir egitim seti ile egitilerek %88 dogrulukla calisan bir web
uygulamasi gelistirmistir. Bu calismada Daina et al. verilerininde kullanimiyla
yapilan egitimlerde %86,67 e varn dogruluk elde edilmistir. Ayrica farkli veri
gruplariyla yapilan egitimlerde %97,1’e kadar ulagilmaktadir. Bu da gelistirilen
modelin literatiirdeki alternatiflerine paralel olarak yiiksek dogrulukla ¢alistigini
gostermektedir. Literatiirde birden ¢ok tahminleme algoritmasimin ortak
kararlarindan ya da bu algoritmalarin  birlikte kullanimindan da
faydalanilmaktadir(Wang et al., 2018). Bu ¢aligmada buna alternatif olarak nihai

sonuca in vitro ve in silico sonuglarin ortak kullanimi ile ulasilmasi 6nerilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yiiksek lisans tezi kapsaminda yapilan ¢alismada, in vitro ve in silico KBB
permeabilite tahminleme modelleri gelistirilmistir. Modeller birbirleri ile
permeabilite tahminleme iizerinden kiyaslanarak benzerlikleri ve farkhiliklari,
avantaj ve dezavantajlar1 ortaya konmustur. In silico modeller biiyiik
molekiillerin hatta ekstraseliiler vesikiil, monosit vb. hiicresel yapilarin
gecisinde kullanmlamamaktadir. Kiiciik molekiiller i¢in ise in silico modeller ile
cok diisiik maliyetlerle ve yiiksek dogruluka saniyeler icinde sonuglar elde
edilebilmektedir. Gelistirilen modelde Kkiiciik molekiillerde de hata paymni en
aza indirmek i¢in verilerin bir kismu “Tanimsiz” olarak egitilmis bu sayede
hata payr en aza indirilmistir. in silico modellerde kullanmilamayan ya da
tanimsiz olarak isaretlenen molekiillerin bu sonuca paralel olarak in vitro
modeller ile desteklenerek daha genis ve daha dogru molekiil permeabilite

tayini yapilabilecektir.

Calismalarin devaminda molekiiler dinamik simiilasyonlar1 aracilig ile hiicre
zarmin ve transmembran protenlerinin modellenmesi ve makine 6grenmesine
dayalh modelle birlikte kullanilmasi 6nerilmektedir. In vitro modeller icin ise
endotel hiicreleri ile birlikte astrosit ve perisit hiicrelerinin Kkokiiltiirii
onerilmektedir. Ayrica iPSC hiicrelerinin kullanimiyla yiiksek siki baglantih
KBB modellerinin gelistirilebilir. Hiicre gociinii modellemek icin kullanilan
porlu membranlarin molekiiler testlerde porsuz formda kullaninminin daha

uygun olacag diisiiniilmektedir.
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EKLER

Tablo 23. Pubchem iizerinden elde edilen PAMPA analizi yapilmig molekiillerin modelde kullanilan
fiziksel ve kimyasal 6zellikler.

Hidrojen Kutup KBB
Hidrojen Bag Alicisi | Bag XLogP3 | Tam Molekiler Agirhk | Yiizey Permeab
Donéri Alani ilitesi
4 3 0,2 266,163 84,6 -1
2 1 4,9 266,1783 15,3 1
6 1 4,9 432,2161 76,6 1
8 1 -0,4 361,1438 73,3 -1
7 2 -1 319,1332 72,9 -1
2 0 4,8 280,1939 6,5 1
4 3 0,4 252,1157 114 -1
2 1 4,9 266,1783 15,3 1
6 2 31 331,0627 108 0
2 0 3,9 314,2246 34,1 1
8 2 -0,8 351,1394 72,9 -1
3 0 4,5 284,1347 31,8 1
1 2 1,6 229,0174 36,4 1
3 1 3,7 276,1725 46,5 1
4 2 1,9 346,2144 74,6 1
2 1 3,7 284,108 38,9 1
6 0 3,8 454,2832 64 1
2 1 3,3 288,2089 37,3 1
5 3 1,6 362,2093 94,8 0
5 2 6,8 530,2336 71,4 1




7,6 578,2336 71,4 1
7,4 635,2915 74,7 1
-1 153,079 66,5 -1
3,1 331,0627 108 0
3,9 314,2246 34,1 1
1,6 229,0174 36,4 1
4 272,1776 40,5 1
1,9 346,2144 74,6 1
3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
1,6 362,2093 94,8 0
4,2 438,2519 60 1
3,8 424,2362 71 1
3,4 380,21 72,8 1
3,9 394,2256 61,8 1
-1 153,079 66,5 -1
3,1 331,0627 108 0
3,9 314,2246 34,1 1
1,6 229,0174 36,4 1
4 272,1776 40,5 1
1,9 346,2144 74,6 1
3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
1,6 362,2093 94,8 0
1,4 244,0306 87 1
2,3 248,0619 74,7 1




3,2 260,9918 99,7 1
2,2 288,0569 85,6 1
2,3 248,0619 74,7 1
-1 153,079 66,5 -1
5,2 318,0957 31,8 1
4,9 266,1783 15,3 1
0 180,0647 69,3 -1
3,8 454,2832 64 1
4,2 349,1954 50,9 1
3 332,2001 63,8 1
3,9 315,2111 42,2 1
3,3 283,2048 50,9 1
v 153,079 66,5 |
5,2 318,0957 31,8 1
4,9 266,1783 15,3 1
0 180,0647 69,3 -1
3,8 454,2832 64 1
-1 319,1332 72,9 -1
4,8 280,1939 6,5 1
3 284,0716 32,7 1
3,1 331,0627 108 0
0,1 |194,0804 58,4 0
2,2 286,0509 61,7 1
1,6 229,0174 36,4 1
0,2 [320,1285 85,8 -1
0 180,0647 69,3 -1




3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
-1 319,1332 72,9 -1
4,8 280,1939 6,5 1
3 284,0716 32,7 1
3,1 331,0627 108 -1
0,1 |194,0804 58,4 0
2,2 286,0509 61,7 1
1,6 229,0174 36,4 1
0,2 |[320,1285 85,8 -1
0 180,0647 69,3 -1
3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
6,5 489,1619 47,8 1
3,5 276,1029 41,6 1
2,8 316,1059 93 1
3 245,1027 28,8 1
3,2 330,1216 93 1
04 |361,1438 73,3 -1
0,2 266,163 84,6 -1
5,2 318,0957 31,8 1
4,9 266,1783 15,3 1
3,1 331,0627 108 -1
3,9 314,2246 34,1 1
-0,8 [351,1394 72,9 -1
4,5 284,1347 31,8 1




1,6 229,0174 36,4 1
0 180,0647 69,3 -1
3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
1,6 362,2093 94,8 -1
7,9 562,2832 69,7 1
9 590,3145 69,7 1
8 550,2632 60,4 1
7,5 548,2675 69,7 1
7,9 564,2988 69,7 0
8,5 566,2336 60,4 0
-0,4 361,1438 73,3 -1
0,2 266,163 84,6 -1
5,2 318,0957 31,8 1
4,9 266,1783 15,3 1
3,1 331,0627 108 0
3,9 314,2246 34,1 1
-0,8 351,1394 72,9 0
4,5 284,1347 31,8 1
1,6 229,0174 36,4 1
0 180,0647 69,3 -1
3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
1,6 362,2093 94,8 0
4,3 379,2147 38,8 1
-0,1 194,0804 58,4 0




0 180,0647 69,3 -1
4,3 379,2147 38,8 1
0,1 [194,0804 58,4 0
0 180,0647 69,3 -1
4,1 365,1627 59 1
4,1 365,1627 48 1
4,4 379,1784 48 1
3,5 282,0892 44,8 1
4,4 379,1784 48 1
4,4 439,1995 66,5 1
4,9 464,2311 68,3 1
5,1 413,1394 48 1
0,2 266,163 84,6 -1
4,9 266,1783 15,3 1
3,1 331,0627 108 0
4,5 284,1347 31,8 1
0,1 |194,0804 58,4 0
0,2 [320,1285 85,8 -1
3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
1,6 362,2093 94,8 0
0,2 266,163 84,6 -1
4,9 266,1783 15,3 1
3,1 331,0627 108 -1
4,5 284,1347 31,8 1
0,1 |194,0804 58,4 -1




0,2 [320,1285 85,8 -1
3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
1,6 362,2093 94,8 -1
1,5 273,1365 52,9 -1
1,4 331,142 52,7 1
04 |361,1438 73,3 -1
-1 319,1332 72,9 -1
4,8 280,1939 6,5 1
0,4 252,1157 114 -1
4,9 266,1783 15,3 1
3,1 331,0627 108 0
3,9 314,2246 34,1 il
0,8 [351,1394 72,9 -1
4,5 284,1347 31,8 1
1,6 229,0174 36,4 1
1,9 346,2144 74,6 1
3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
1,6 362,2093 94,8 0
5,1 366,1135 51,2 1
3,8 437,1739 72,4 1
5,9 480,2049 68,7 1
4,6 351,1502 37 1
6,7 486,171 51,7 1
5,5 470,1397 59,5 1




6 4,7 494,1842 85,8
4 2,9 318,1844 49,8
4 6,7 456,1605 42,4
3 6,1 455,1764 45,2
5 3,4 333,1477 64,1
3 4,5 365,1295 54

4 4,3 379,2147 38,8
3 -0,1 194,0804 58,4
4 5,3 392,1525 65,2
3 54 356,1412 35,5
2 5,4 326,1307 26,3
2 6,6 376,1463 26,3
4 -0,5 204,111 98,7
3 2,3 335,1634 57,5
12 6,2 604,3207 164
4 2,3 251,1158 67,8
8 -0,4 361,1438 73,3
6 3,1 331,0627 108
8 -0,8 351,1394 72,9
1 1,6 229,0174 36,4
2 4 272,1776 40,5
4 1,9 346,2144 74,6
6 3,8 454,2832 64

2 3,3 288,2089 37,3
5 1,6 362,2093 94,8
4 2,9 272,0849 35,5




3,2 331,0208 38,3 1
3,6 270,1056 26,3 1
3,6 300,1162 35,5 1
3,6 260,0849 46,5 1
3,6 260,0849 46,5 1
4,1 276,0553 46,5 1
04 |361,1438 73,3 -1
3,1 331,0627 108 0
0,8 [351,1394 72,9 0
1,6 229,0174 36,4 1
4 272,1776 40,5 1
1,9 346,2144 74,6 1
3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
1,6 362,2093 94,8 0
6 399,2077 37,4 0
5,6 432,1717 40,6 -1
6 399,2077 37,4 0
5,6 432,1717 40,6 -1
6 399,2077 37,4 1
5,6 432,1717 40,6 -1
6 399,2077 37,4 1
5,6 432,1717 40,6 -1
-1 153,079 66,5 -1
3,1 331,0627 108 0
3,9 314,2246 34,1 1




1,6 229,0174 36,4 1
4 272,1776 40,5 1
1,9 346,2144 74,6 1
3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
1,6 362,2093 94,8 0
-1 153,079 66,5 -1
3,1 331,0627 108 0
3,9 314,2246 34,1 1
1,6 229,0174 36,4 1
4 272,1776 40,5 1
1,9 346,2144 74,6 1
4,6 393,2304 38,8 1
3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
1,6 362,2093 94,8 0
3,6 394,2256 51,7 1
4,2 446,2206 71,9 1
3,6 394,2256 51,7 1
4,4 397,2053 38,8 1
4,4 397,2053 38,8 1
4,2 446,2206 71,9 1
4 415,1784 55,8 1
4,2 401,1991 46,6 1
3,6 452,1503 81,9 1
04 |361,1438 73,3 -1




0,2 266,163 84,6 -1
5,2 318,0957 31,8 1
4,9 266,1783 15,3 1
3,1 331,0627 108 -1
3,9 314,2246 34,1 1
0,8 [351,1394 72,9 -1
4,5 284,1347 31,8 1
1,6 229,0174 36,4 1
0 180,0647 69,3 -1
3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
1,6 362,2093 94,8 -1
3,2 323,1998 37,4 il
3,6 307,2048 28,2 1
3,9 308,1889 35,5 1
3,9 338,1994 44,7 1
4 351,2311 38,7 1
3,5 324,1838 55,7 1
-1 319,1332 72,9 -1
4,8 280,1939 6,5 1
3 284,0716 32,7 1
3,1 331,0627 108 -1
-0,1 |194,0804 58,4 0
2,2 286,0509 61,7 1
1,6 229,0174 36,4 1
0,2 [320,1285 85,8 -1




0 180,0647 69,3 -1
3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
4,4 337,1314 70 1
4,7 351,1471 59 1
-1 319,1332 72,9 -1
4,8 280,1939 6,5 1
3 284,0716 32,7 1
3,1 331,0627 108 0
0,1 [194,0804 58,4 0
2,2 286,0509 61,7 1
1,6 229,0174 36,4 1
0,2 [320,1285 85,8 -1
0 180,0647 69,3 -1
3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
3,1 331,0627 108 -1
3,9 314,2246 34,1 1
0,8 [351,1394 72,9 -1
1,6 229,0174 36,4 1
0 180,0647 69,3 -1
3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
1,6 362,2093 94,8 -1
4,5 440,2675 71 1
-1 153,079 66,5 -1




3,1 331,0627 108 0
3,9 314,2246 34,1 1
1,6 229,0174 36,4 1
4 272,1776 40,5 1
1,9 346,2144 74,6 1
3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
1,6 362,2093 94,8 0
4 375,2311 48,1 1
4,2 389,2467 48,1 1
4,2 419,2573 57,4 1
4,1 389,2467 48,1 1
4 375,2311 48,1 il
3,9 405,2416 57,4 1
04 |361,1438 73,3 -1
3 284,0716 32,7 1
3,1 331,0627 108 0
3,9 314,2246 34,1 1
0,8 [351,1394 72,9 0
0,1 |194,0804 58,4 0
1,6 229,0174 36,4 1
4 272,1776 40,5 1
0,2 [320,1285 85,8 -1
6 458,2482 42,3 1
1,9 346,2144 74,6 1
3,3 288,2089 37,3 1




1,6 362,2093 94,8 0
04 |361,1438 73,3 -1
3 284,0716 32,7 1
3,1 331,0627 108 -1
3,9 314,2246 34,1 1
0,8 [351,1394 72,9 -1
0,1 |194,0804 58,4 0
1,6 229,0174 36,4 1
4 272,1776 40,5 1
0,2 |[320,1285 85,8 -1
6 458,2482 42,3 1
1,9 346,2144 74,6 0
3,3 288,2089 37,3 1
1,6 362,2093 94,8 0
1 343,1579 103 1
0,9 343,1579 112 1
0,1 315,1266 112 0
0,6 329,1423 103 1
0,6 329,1423 112 1
1,4 357,1736 103 1
04 |361,1438 73,3 -1
-1 153,079 66,5 -1
3,1 331,0627 108 0
3,9 314,2246 34,1 1
4 272,1776 40,5 1
1,9 346,2144 74,6 1




3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
1,6 362,2093 94,8 0
-0,4 361,1438 73,3 -1
-1 153,079 66,5 -1
3,1 331,0627 108 0
3,9 314,2246 34,1 1
4 272,1776 40,5 1
1,9 346,2144 74,6 1
3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
1,6 362,2093 94,8 0
-1 153,079 66,5 -1
3,1 331,0627 108 1
3,9 314,2246 34,1 1
1,6 229,0174 36,4 1
4 272,1776 40,5 1
1,9 346,2144 74,6 1
3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
1,6 362,2093 94,8 1
4,1 402,1943 61,8 1
4,3 416,21 50,8 1
3,7 390,1943 72,8 1
3,6 390,1943 61,8 1
3,9 388,1787 72,8 1




3,3 376,1787 72,8 1
-1 319,1332 72,9 -1
4,8 280,1939 6,5 1
3 284,0716 32,7 1
3,1 331,0627 108 -1
0,1  |194,0804 58,4 0
2,2 286,0509 61,7 1
1,6 229,0174 36,4 1
0,2 [320,1285 85,8 -1
0 180,0647 69,3 -1
3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
4,7 458,2239 76,5 1
4,7 428,2134 67,3 1
-1 319,1332 72,9 -1
4,8 280,1939 6,5 1
3 284,0716 32,7 1
3,1 331,0627 108 0
0,1 |194,0804 58,4 0
2,2 286,0509 61,7 1
1,6 229,0174 36,4 1
0,2 [320,1285 85,8 -1
0 180,0647 69,3 -1
3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
7,3 494,3309 52,6 1




0 180,0647 69,3 -1
3,8 454,2832 64 1
2,6 273,0714 57,8 1
3,7 319,0279 46,9 1
3,7 319,0279 46,9 1
3,1 303,0575 46,9 1
3,1 303,0575 46,9 1
0 180,0647 69,3 -1
3,8 454,2832 64 1
0 180,0647 69,3 -1
3,8 454,2832 64 1
0 180,0647 69,3 -1
3,8 454,2832 64 1
-1 319,1332 72,9 -1
4,8 280,1939 6,5 1
3 284,0716 32,7 1
3,1 331,0627 108 0
0,1 |194,0804 58,4 0
2,2 286,0509 61,7 1
1,6 229,0174 36,4 1
0,2 [320,1285 85,8 -1
0 180,0647 69,3 -1
3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
-1 319,1332 72,9 -1
4,8 280,1939 6,5 1




3 284,0716 32,7 1
3,1 331,0627 108 -1
0,1 [194,0804 58,4 0
2,2 286,0509 61,7 1
1,6 229,0174 36,4 1
0,2 [320,1285 85,8 -1
0 180,0647 69,3 -1
3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
6,7 538,3195 42 1
-1 319,1332 72,9 -1
4,8 280,1939 6,5 1
3 284,0716 32,7 1
3,1 331,0627 108 -1
0,1 |194,0804 58,4 0
2,2 286,0509 61,7 1
1,6 229,0174 36,4 1
0,2 [320,1285 85,8 -1
0 180,0647 69,3 -1
3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
5,2 420,2777 41,6 1
-1 319,1332 72,9 -1
4,8 280,1939 6,5 1
3 284,0716 32,7 1
3,1 331,0627 108 -1




0,1 |194,0804 58,4 0
2,2 286,0509 61,7 1
1,6 229,0174 36,4 1
0,2 [320,1285 85,8 -1
0 180,0647 69,3 -1
3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
2,9 332,1525 40,6 1
04 |361,1438 73,3 0
-1 153,079 66,5 0
0,8 [351,1394 72,9 1
1,6 229,0174 36,4 1
4 272,1776 40,5 il
1,9 346,2144 74,6 1
3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
3,4 293,1052 58,9 1
3,7 313,0506 58,9 1
4 376,9454 58,9 1
04 |361,1438 73,3 0
-1 153,079 66,5 -1
0,8 [351,1394 72,9 0
1,6 229,0174 36,4 1
4 272,1776 40,5 1
1,9 346,2144 74,6 1
3,8 454,2832 64 1




3,3 288,2089 37,3 1
04 |361,1438 73,3 -1
4,8 280,1939 6,5 1
5,2 318,0957 31,8 1
4,9 266,1783 15,3 1
3,1 331,0627 108 0
3,9 314,2246 34,1 1
0,8 [351,1394 72,9 0
4,5 284,1347 31,8 1
0,1 [194,0804 58,4 0
1,6 229,0174 36,4 1
0,2 [320,1285 85,8 -1
1,9 346,2144 74,6 1
3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
1,6 362,2093 94,8 0
2 265,1215 58,7 1
2 290,1531 54 1
2,7 271,1685 58,7 1
3,4 277,2154 58,7 1
3,3 394,2005 101 1
3,2 374,2107 41,4 1
3,6 388,2263 41,4 1
3,8 373,2154 28,5 1
4,4 407,1764 28,5 1
4,4 407,1764 28,5 1




4,4 407,1764 28,5 1
4,4 424,2263 41,4 1
5,6 429,0582 80,9 1
5,4 395,0971 80,9 1
5,8 453,0623 80,9 0
0,4 |361,1438 73,3 0
0,2 266,163 84,6 -1
4,9 266,1783 15,3 1
3,1 331,0627 108 0
4,5 284,1347 31,8 1
0,1 |194,0804 58,4 0
0,2 |320,1285 85,8 0
3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
1,6 362,2093 94,8 0
3,8 345,9776 64,4 1
3,4 270,0285 79,4 1
5,2 721,3639 103 1
5,4 717,389 103 1
5,7 829,27 103 0
4,2 368,126 67,1 1
5,3 457,3093 20,6 1
12,2 | 648,3959 49,8 1
12,8 |682,3569 49,8 1
10,5 |586,4035 49,8 1
11,6 |614,4348 49,8 1




11,1 620,3646 49,8 1
12,2 648,3959 49,8 1
4,7 336,1362 55,8 0
3,2 368,126 93,1 0
4 308,1049 77,8 1
5,8 428,1624 76 1
4,7 336,1362 66,8 1
6,2 412,1675 55,8 1
7,7 488,1988 55,8 1
-1 319,1332 72,9 -1
4,8 280,1939 6,5 1
3 284,0716 32,7 1
3,1 331,0627 108 -1
-0,1 194,0804 58,4 0
2,2 286,0509 61,7 1
1,6 229,0174 36,4 1
-0,2 320,1285 85,8 -1
0 180,0647 69,3 -1
3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
6,8 475,2159 66,8 1
6,1 447,1846 66,8 0
-1 319,1332 72,9 -1
4,8 280,1939 6,5 1
3 284,0716 32,7 1
3,1 331,0627 108 0




0,1 |194,0804 58,4 0
2,2 286,0509 61,7 1
1,6 229,0174 36,4 1
0,2 [320,1285 85,8 -1
0 180,0647 69,3 -1
3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
3,3 497,1032 89,9 1
2,8 448,1823 78 1
3,2 423,1495 74,8 1
3,8 444,1209 71,2 1
2,5 455,1315 89,9 1
3,2 418,1617 71,2 il
2,2 399,1695 84 1
3 441,1413 84 1
2 391,1445 84 1
2,9 427,1245 74,8 1
2,3 387,1695 84 1
2,9 372,1586 71,2 1
2,7 445,1162 84 1
3 284,0716 32,7 1
0,2 266,163 84,6 -1
-1 153,079 66,5 -1
5,2 318,0957 31,8 1
3,9 314,2246 34,1 1
-0,8 [351,1394 72,9 -1




3 2,2 286,0509 61,7 1
3 2,1 308,0829 43,1 1
6 3,8 454,2832 64 1
8 1,3 454,0505 144 1
8 4,6 606,1131 166 1
6 6,7 731,9422 126 1
8 4 578,0818 166 1
8 0,1 |424,0511 178 1
6 2,6 461,9514 126 1
6 6,1 703,9109 126 1
6 6,1 703,9109 126 1
10 4,4 636,0621 217 1
6 1,3 394,0293 126 1
10 5 664,0934 217 1
6 6 614,014 126 1
6 2 422,0606 126 1
8 3,3 576,1137 178 1
6 6,7 731,9422 126 1
6 2,7 551,8483 126 1
6 5,4 574,1232 126 1
8 1,5 430,0105 126 1
6 5,4 574,1232 126 1
6 6,5 642,0453 126 1
6 2,6 461,9514 126 1
6 0 326,0606 126 -1
8 4,6 606,1131 166 1




6 0,7 354,0919 126 0
3 3 259,1572 41,5 1
1 2,5 236,095 46,3 1
8 0,2 |283,0739 145 -1
12 -1,8  |454,1713 211 -1
2 3,3 288,2089 37,3 1
7 8,4 596,4652 116 -1
3 3 259,1572 41,5 1
3 0,1 |194,0804 58,4 0
12 -1,8  |454,1713 211 -1
2 3,3 288,2089 37,3 1
6 1,9 392,1999 94,8 -1
2 3,3 288,2089 37,3 il
7 0,3 314,1413 112 -1
4 2,6 363,2522 82,6 -1
4 2,7 308,1049 63,6 1
4 2,2 284,2001 63,8 -1
4 4,2 349,1954 50,9 -1
4 3 332,2001 63,8 -1
4 3,9 315,2111 42,2 1
3 3,3 283,2048 50,9 1
7 0,3 314,1413 112 0
4 2,6 363,2522 82,6 1
4 2,7 308,1049 63,6 1
4 2,2 284,2001 63,8 -1
4 4,2 349,1954 50,9 1




3 332,2001 63,8 1
3,9 315,2111 42,2 1
3,3 283,2048 50,9 1
0,4 |361,1438 73,3 0
0,8 [351,1394 72,9 0
4 272,1776 40,5 1
1,9 346,2144 74,6 1
3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
1,6 362,2093 94,8 1
0,4 [361,1438 73,3 -1
-0,8 [351,1394 72,9 0
4 272,1776 40,5 1
1,9 346,2144 74,6 1
3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
1,6 362,2093 94,8 0
04 |[361,1438 73,3 -1
0,2 266,163 84,6 -1
5,2 318,0957 31,8 1
4,9 266,1783 15,3 1
3,1 331,0627 108 0
3,9 314,2246 34,1 1
0,8 [351,1394 72,9 0
4,5 284,1347 31,8 1
1,6 229,0174 36,4 1




1,9 346,2144 74,6 1
0 180,0647 69,3 -1
3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
1,6 362,2093 94,8 0
0,4 |361,1438 73,3 -1
4,8 280,1939 6,5 1
5,2 318,0957 31,8 1
4,9 266,1783 15,3 1
3,1 331,0627 108 0
3,9 314,2246 34,1 1
0,8 [351,1394 72,9 0
4,5 284,1347 31,8 1l
0,1 [194,0804 58,4 0
1,6 229,0174 36,4 1
0,2 [320,1285 85,8 -1
1,9 346,2144 74,6 1
3,8 454,2832 64 1
3,3 288,2089 37,3 1
1,6 362,2093 94,8 0




Tablo 24. Boiledegg uygulamasmin gelistirilmesinde kullanilan molekiillerin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerinin Pubchem iizerinden ¢ekilen verileri

Kutup | KBB
Hidrojen Bag Tam Molekiler
Hidrojen Bag Alicisi XLogP3 Yiizey | Permeabili
Donorii Agirlik
Alani |tesi
1 2 2,3 208,1034| 56,2 1
2 0 4,8 372,1063 6,5 1
4 1 0,9 324,0778| 63,3 -1
2 0 3,8 344,075 6,5 1
1 1 1,6 88,08882| 20,2 1
1 1 2,3 133,0891 12 1
2 0 2,1 142,0994 | 18,5 1
1 0 1,4 102,1045 9,2 1
3 2 0,5 122,0314| 75,2 -1
1 0 1,6 102,1045 9,2 1
2 2 0,6 193,1103| 63,3 1
4 1 1,6 324,0778| 63,3 -1
2 1 3,5 198,0681| 37,3 -1
6 3 0,9 286,1542| 102 -1
1 0 0,2 53,02655| 23,8 1
5 3 -1,9 225,0862| 115 -1
6 0 2,2 416,2536 81 -1
3 3 2 302,2107| 57,7 -1
5 2 -0,3 244,0859| 78,9 -1
3 0 2,1 308,0829| 43,1 1
3 2 3,1 249,1729| 41,5 -1
3 0 1 231,1372| 26,8 1
1 0 5 277,183 3,2 1
3 1 2,6 313,0982| 36,9 1
8 3 2,9 505,2247| 140 -1
3 1 34 264,1263 52 1
4 1 2,2 318,1692| 86,4 -1
3 0 3,3 275,1885| 21,7 1




2 0 3,8 285,002 12,5 1
5 1 6 458,2482 | 42,3 -1
4 0 4,4 389,2016| 38,9 1
4 1 3 327,1205| 55,2 1
3 0 3,7 323,1798| 21,1 1
3 1 2,5 307,1685| 39,1 1
4 1 2,2 311,1434| 39,1 1
4 3 0,2 266,163 | 84,6 -1
4 1 1,8 289,1678| 49,8 1
7 0 5,7 524,1916| 114 -1
5 0 3,1 473,2348| 80,2 -1
2 0 41 391,2624| 28,5 -1
3 1 2,8 295,1572| 32,7 1
1 0 1,3 177,1154| 28,8 1
4 2 2,8 307,2147| 50,7 1
2 1 4,3 311,2249| 23,5 1
7 2 3 380,1341| 134 -1
3 2 3,9 315,2198| 43,7 1
4 0 31 417,0688| 64,4 1
5 0 2,4 357,0993| 77 -1
6 1 1 373,0942| 97,3 -1
7 2 0 389,0891| 118 -1
1 0 5,2 293,2143| 3,2 1
2 1 3,2 239,1077| 29,1 1
3 1 2,9 193,1103| 52,3 1
5 0 5 409,2188| 52,1 1
2 0 1,8 116,0837| 26,3 1
5 1 1 348,111 79,7 -1
2 0 2,1 75,94414| 64,2 1
3 1 1,5 213,0072| 61,8 1
4 3 1 292,1787| 70,6 -1
4 3 3,6 316,1587| 57,3 1
7 3 3,6 459,2421| 99,9 -1




3 0 5,2 318,0957| 31,8 1
2 0 2,1 300,0666| 40,6 1
1 2 1,8 189,1266| 36,4 -1
1 2 2 318,9143| 36,4 1
3 2 0,9 197,0765| 36,4 -1
3 1 3,1 326,1298| 30,9 1
5 0 2,3 303,1471| 55,8 1
5 3 1,6 362,2093| 94,8 -1
3 0 3,1 326,1298| 23,8 1
4 2 2,5 254,0579| 66,8 1
2 1 2,5 304,145| 35,4 1
7 3 2,4 456,1944| 119 -1
3 1 4,7 304,0801| 40,6 1
2 1 4,9 266,1783| 15,3 1
2 0 3,4 271,1936| 12,5 1
2 0 3 284,0716| 32,7 1
4 1 4,1 405,9791| 85,6 -1
5 2] 1,2 236,0009| 88,7 -1
3 1 4,2 290,0644| 54,6 1
2 1 4,4 252,1626| 29,3 1
2 0 3,3 255,1623| 12,5 1
1 1 2,8 221,1204| 12 1
4 0 4,3 379,2147| 38,8 1
2 0 4,3 279,1623| 12,5 1
3 0 2,5 270,1732| 25,4 1
6 1 7,6 524,408 | 74,2 -1
6 1 2,5 304,1059| 101 -1
8 1 3,9 343,1031| 64,6 -1
4 1 3,3 293,0819| 55,4 1
1 1] 01 46,04186| 20,2 1
2 0 0,7 88,05243| 26,3 1
3 2 2,8 287,1521| 62,3 -1
3 1 6,5 454,2984| 24,5 1




2 0 4 336,2202| 23,6 1
7 1 0,4 306,1041| 81,6 -1
6 1 0,1 219,0655| 93,1 -1
4 0 1,9 126,0292 9,2 1
3 0 0,8 106,023 9,2 1
4 2 3,7 367,948 87,4 1
3 2 -1,1 171,1259| 63,3 -1
4 1 1,8 287,1521| 41,9 1
4 1 0,8 273,1365| 41,9 1
7 0 2,3 370,198 | 39,7 1
3 1 2,8 312,195| 50,2 1
4 2 2,1 341,031 98,4 -1
3 2 1,8 218,0626 106 -1
4 3 1,1 233,0735 132 -1
5 4 1,2 314,1062 166 -1
4 3 0,9 275,0841 135 -1
6 0 4,9 441,1623| 89,9 -1
5 0 4 350,1201 77 -1
4 1 4,3 454,2369| 59,4 -1
5 1 4,3 410,1397| 50,8 -1
3 1 0,3 128,0408| 67,2 -1
3 1 2 204,0721| 67,2 -1
4 1 3,7 374,1761| 35,9 1
5 4 1,2 314,1062 166 -1
3 2 1,2 156,047 106 -1
5 2 2,6 379,2008 | 88,5 1
2 0 4,8 280,1939 6,5 1
2 0 3,9 398,1219 6,5 1
2 0 1,8 116,0837| 26,3 1
2 0 2 130,0994| 26,3 1
2 0 0,9 102,0681| 26,3 1
3 2 2 294,1368| 52,6 -1
9 2 51 580,1347 115 1




2 1 2,3 234,1732| 32,3 1
3 2 2,4 320,0119| 61,7 1
2 0 3,8 272,9627| 30,7 1
3 0 3,1 327,1138| 28,1 -1
6 2 1,5 413,1885| 108 -1
5 2 3,6 326,1379| 90 -1
5 2 3,4 448,1933| 95,2 -1
6 3 1,1 413,1885| 131 -1
6 6| -31 182,079| 121 1
1 1 4,6 277,183 12 1
3 1 7 468,3141| 24,5 1
4 0 4,6 437,2842| 26,8 1
5 2 4,4 384,1353| 62,4 1
4 1 5 394,1448| 41,6 1
6 2 3,7 380,1848| 71,6 1
6 0 5,2 481,1227| 82,6 -1
4 2 0,7 218,1267| 105 1
4 0 3,3 285,1841| 28,6 1
2 0 3,9 309,2093| 20,3 1
3 0 2,2 163,9607 | 9,2 -1
2 0 0,2 74,03678| 26,3 -1
2 2 0,2 90,02517| 75,2 1
1 0 0,9 88,08882| 9,2 1
6 0 3,1 343,1467| 80,3 1
3 0 2,5 325,0782| 30,2 -1
7 1 1,8 263,043| 85,3 1
3 0 3,3 265,1579| 19,4 -1

10 0 5,4 716,266 126 1
3 1 4,1 270,1191| 40,6 1
6 0 3,9 434,2118| 489 -1
5 1 1,4 232,0848| 70,5 1
3 1 3,3 230,0943| 46,5 1
3 1 2,4 247,1572| 32,7 1




7 3 3 405,1752 71 -1
6 1 -0,5 238,0338 121 1
2 1 1,9 286,0509| 49,4 1
1 1 3,2 168,0687 | 28,7 1
4 1 5,4 356,1381| 65,9 1
4 1 2,9 312,1409| 59,1 -1
6 1 2,2 345,1147| 96,3 -1
7 1 2,2 426,2067 | 82,2 1
2 1 3,3 285,2093| 23,5 1
2 0 1,9 130,0994| 26,3 1
2 1 4,2 314,1817| 44,3 1
5 1 4,2 403,1485| 55,2 1
5 2 3,6 379,1718| 74,4 1
5 2 3,8 367,1718| 74,4 1
5 2 3,2 351,1947| 59,3 1
4 2 3,7 390,242| 51,1 1
5 2 51 409,2188| 74,4 1
5 2 5 429,1875| 74,4 1
5 2 3,9 393,1875| 74,4 1
3 1 5,4 412,2515| 24,5 1
3 2 2,9 296,1889| 33,3 1
3 2 4 338,2358| 33,3 -1
5 2 2,2 374,1664 | 75,8 -1
6 2 2,5 429,2086 79 -1
4 2 2,3 379,226| 53,6 -1
8 2 3,8 500,1916 120 1
1 0 3,6 243,1987 3,2 -1
2 0 3,2 308,1525| 40,6 1
4 1 0,7 275,1634| 44,8 -1
3 0 0,7 194,1055| 46,4 -1
4 3 0,8 266,163 | 70,6 -1
8 1 2 383,1594 107 -1
5 3 1,6 360,1937| 94,8 -1




5 1 3,2 285,1035| 83,1 1
4 1 1,9 236,1525| 55,6 1
3 0 4,5 284,1347| 31,8 1
1 1 3,8 178,1358| 20,2 1
1 1 3,5 155,1674| 12 1
5 1 2,1 383,1667| 73,6 1
2 1 31 257,178| 23,5 -1
7 4] -1,8 244,0808| 144 -1
8 1 3,9 366,1191| 71,8 1
3 1 2,4 179,0946 | 52,3 1
3 0 2,3 250,1681| 32,8 -1
1 2 1,2 195,0563| 50,4 1
3 2 2,5 259,0688| 36,4 -1
5 0 1,9 319,0991| 92,7 1
4 0 2,3 314,0613| 68,8 1
3 1 2,2 275,1521| 47,6 1
7 1 4,6 415,173| 77,1 -1
4 3 0,9 195,0532| 86,6 1
4 1 3,2 276,1096| 54,6 1
1 1 4,8 305,0738| 12 -1
5 2 0,9 204,1123| 83,7 -1
5 3 0,2 272,1195| 86,8 -1
4 2| 08 224,0797| 78,9 -1
9 3] 07 398,0685| 150 1
2 1 5,9 380,1889| 42 1
2 1 4,3 311,1708| 37,3 -1
4 2 3,7 441,1164| 79,3 1
1 1 0,5 74,07316| 20,2 1
3 0 3 359,1419| 29,5 1
2 1 3,3 288,2089| 37,3 1
5 0 3,2 355,1784| 40,2 1
2 2 2,4 292,1722| 76 1
2 1 2,4 312,2089| 37,3 -1




5 3 0,8 313,1193| 85,6 -1
6 4 -0,4 312,0939 191 1
2 1 3,5 321,1066| 50,6 -1
3 2 2,3 270,1038| 83,6 1
3 2 1,9 223,1572| 41,5 -1
9 1 -0,8 339,0988 124 1
3 1 2,6 263,1885| 32,7 1
2 1 1,6 151,0797 26 1
3 0 2,4 342,0439| 43,1 1
2 0 5,8 294,2096 6,5 -1
1 2 -1,4 60,03236| 69,1 1
1 0 1,3 70,04186 9,2 -1
3 2 -1,3 211,0957| 88,2 -1
4 3 -2,1 241,1063 108 -1
4 3 0 222,0688 134 1
3 1 4,9 376,2515| 32,3 -1
5 1 5,4 381,1875| 65,6 1




Tablo 25. Boiledegg calismasi ve Pubchem fiizerinden elde edilmis PAMPA analizi yapilmig
molekiillerin KBB+ ve KBB- olarak igaretlenmis fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Hidrojen | Hidrojen Tam Kutup
KBB
Bag Bag XLogP3 Molekiler |Yizey
Permeabilitesi
Alicisi Dondru Agirlik Alani
c 3 0,2 266,163 84,6 -1
2 1 4,9 266,1783 15,3 1
6 1 4,9 432,2161 76,6 1
8 1 -0,4 361,1438 73,3 -1
7 2 -1 319,1332 72,9 -1
2 0 4,8 280,1939 6,5 1
4 3 0,4 252,1157 114 -1
2 1 4,9 266,1783 15,3 1
6 2 3,1 331,0627 108 1
2 0 3,9 314,2246 34,1 1
8 2 -0,8 351,1394 72,9 -1
3 0 4,5 284,1347 31,8 1
1 2 1,6| 229,0174 36,4 1
1 3,7 276,1725 46,5 1
4 2 1,9| 346,2144 74,6 1
2 1 3,7 284,108 38,9 1
6 0 3,8 454,2832 64 1
2 1 3,3 288,2089 37,3 1
5 3 1,6 362,2093 94,8 1
5 2 6,8 530,2336 71,4 1
5 2 7,6 578,2336 71,4 1
6 2 7,4 635,2915 74,7 1
3 3 -1 153,079 66,5 -1
6 2 3,1 331,0627 108 1
2 0 3,9 314,2246 34,1 1
1 2 1,6 229,0174 36,4 1




2 2 4| 272,1776 40,5 1
4 2 1,9 3462144 74,6 1
6 0 3,8| 454,2832 64 1
2 1 33| 288,2089 37,3 1
5 3 16| 362,2093 94,8 1
5 1 4,2  438,2519 60 1
5 2 3,8| 4242362 71 1
4 3 3,4 380,21 72,8 1
4 2 3,9 394,2256 61,8 1
3 3 -1 153,079 66,5 -1
6 2 3,1 331,0627 108 1
2 0 39| 3142246 34,1 1
1 2 16| 229,0174 36,4 1
2 2 4| 272,1776 40,5 1
4 2 1,9| 346,2144 74,6 1
6 0 3,8| 454,2832 64 1
2 1 3,3| 288,2089 37,3 1
5 3 1,6] 362,2093 94,8 1
4 2 1,4  244,0306 87 1
4 1 2,3| 248,0619 74,7 1
4 1 32| 2609918 99,7 1
4 1 2,2|  288,0569 85,6 1
4 1 2,3| 248,0619 74,7 1
3 3 -1 153,079 66,5 -1
3 0 52| 318,0957 31,8 1
2 1 49| 266,1783 15,3 1
3 1 0| 180,0647 69,3 -1
6 0 3,8| 454,2832 64 1
4 2 42| 349,1954 50,9 1
4 2 3| 332,2001 63,8 1
4 1 39| 3152111 42,2 1
3 2 3,3| 283,2048 50,9 1




3 3 -1 153,079 66,5 -1

0 52| 318,0957 31,8 1
2 1 49| 266,1783 15,3 1
3 1 0| 180,0647 69,3 -1
6 0 3,8 4542832 64 1
7 2 -1 319,1332 72,9 -1
2 0 4,8 280,1939 6,5 1
2 0 3|  284,0716 32,7 1
6 2 3,1 331,0627 108 1
3 0 0,1 194,0804 58,4 1
3 2 2,2|  286,0509 61,7 1
1 2 1,6 229,0174 36,4 1
8 2 02| 320,1285 85,8 -1
3 1 0| 180,0647 69,3 -1
6 0 3,8| 4542832 64 1
2 1 3,3| 288,2089 37,3 1
7 2 -] 319,1332 72,9 -1
2 0 4,8| 280,1939 6,5 1
2 0 3| 284,0716 32,7 1
6 2 31| 331,0627 108 -1
3 0 0,1 194,0804 58,4 1
3 2 2,2|  286,0509 61,7 1
1 2 1,6 229,0174 36,4 1
8 2 02| 320,1285 85,8 -1
3 1 0| 180,0647 69,3 -1
6 0 3,8 4542832 64 1
2 1 3,3| 288,2089 37,3 1
5 1 6,5 489,1619 47,8 1
2 0 35| 276,1029 41,6 1
5 0 2,8| 316,1059 93 1
4 0 3| 245,1027 28,8 1
5 0 32| 3301216 93 1




8 1 04| 361,1438 73,3 -1
4 3 0,2 266,163 84,6 -1
3 52| 318,0957 31,8 1
2 1 49| 266,1783 15,3 1
6 2 31| 331,0627 108 -1
2 0 39| 3142246 34,1 1
8 2 -0,8| 351,1394 72,9 -1
3 0 45| 284,1347 31,8 1
1 2 1,6 2290174 36,4 1
3 1 0| 180,0647 69,3 -1
6 0 3,8| 454,2832 64 1
2 1 33| 288,2089 37,3 1
5 3 16| 362,2093 94,8 -1
6 1 79| 562,2832 69,7 1
6 1 9| 590,3145 69,7 1
6 1 8| 550,2632 60,4 1
6 1 75| 548,2675 69,7 1
6 1 79| 564,2988 69,7 1
5 1 85| 566,2336 60,4 1
8 1 04| 361,1438 73,3 -1
4 3 0,2 266,163 84,6 -1
3 0 52| 318,0957 31,8 1
2 1 49| 266,1783 15,3 1
6 2 3,1 331,0627 108 1
2 0 39| 3142246 34,1 1
8 2 -0,8| 351,1394 72,9 1
3 0 45| 284,1347 31,8 1
1 2 1,6| 229,0174 36,4 1
3 1 0| 180,0647 69,3 -1
6 0 3,8| 454,2832 64 1
2 1 33| 288,2089 37,3 1
5 3 16| 362,2093 94,8 1




4 0 43| 379,2147 38,8 1
3 0 0,1 194,0804 58,4 1
3 1 0| 180,0647 69,3 -1
4 0 43| 3792147 38,8 1
3 0 0,1 194,0804 58,4 1
3 1 0| 180,0647 69,3 -1
5 1 41| 365,1627 59 1
5 0 41| 365,1627 48 1
5 0 44|  379,1784 48 1
4 0 3,5 282,0892 44,8 1
5 0 44| 379,1784 48 1
7 0 4,4  439,1995 66,5 1
6 0 49| 464,2311 68,3 1
5 0 51| 413,1394 48 1
4 3 0,2 266,163 84,6 -1
2 1 49| 266,1783 15,3 1
6 2 3,1 331,0627 108 1
3 0 45| 284,1347 31,8 1
3 0 0,1 194,0804 58,4 1
8 2 02| 320,1285 85,8 -1
6 0 3,8 4542832 64 1
2 1 33| 288,2089 37,3 1
5 3 1,6 362,2093 94,8 1
4 3 0,2 266,163 84,6 -1
2 1 49| 266,1783 15,3 1
6 2 3,1| 331,0627 108 -1
3 0 45| 284,1347 31,8 1
3 0 0,1 194,0804 58,4 -1
8 2 02| 320,1285 85,8 -1
6 0 3,8| 4542832 64 1
2 1 33| 288,2089 37,3 1
5 3 1,6 362,2093 94,8 -1




4 2 1,5 273,1365 52,9 -1
6 0 1,4 331,142 52,7 1
8 1 04| 361,1438 73,3 -1
7 2 1| 319,1332 72,9 -1
2 0 4,8  280,1939 6,5 1
4 3 04| 2521157 114 -1
2 1 49| 266,1783 15,3 1
6 2 3,1 331,0627 108 1
2 0 39| 314,2246 34,1 1
8 2 -0,8| 351,1394 72,9 -1
3 0 45| 284,1347 31,8 1
1 2 16| 229,0174 36,4 1
4 2 19| 346,2144 74,6 1
6 0 3,8| 454,2832 64 1
2 1 33| 288,2089 37,3 1
5 3 1,6| 362,2093 94,8 1
4 1 51| 366,135 51,2 1
5 0 3,8 437,1739 72,4 1
6 0 59| 480,2049 68,7 1
3 2 46| 351,1502 37 1
5 0 6,7 486,171 51,7 1
4 0 55| 470,1397 59,5 1
6 0 4,7  494,1842 85,8 1
4 2 2,9 318,1844 49,8 1
4 0 6,7| 456,1605 42,4 1
3 1 6,1| 4551764 45,2 1
5 1 3,4 3331477 64,1 1
3 2 45| 3651295 54 1
4 0 43| 3792147 38,8 1
3 0 -0,1| 194,0804 58,4 1
4 1 53| 392,1525 65,2 1
3 0 54| 356,1412 35,5 1




2 0 54|  326,1307 26,3 1
2 0 6,6| 376,1463 26,3 1
4 4 -0,5 204,111 98,7 1
3 2 2,3|  335,1634 57,5 1
12 0 62| 604,3207 164 1
4 2 2,3| 251,1158 67,8 1
8 1 04| 361,1438 73,3 1
6 2 3,1 331,0627 108 1
8 2 -0,8| 351,1394 72,9 1
1 2 1,6 2290174 36,4 1
2 2 4| 272,1776 40,5 1
4 2 1,9 346,2144 74,6 1
6 0 3,8| 4542832 64 1
2 1 3,3| 288,2089 37,3 1
5 3 1,6 362,2093 94,8 1
4 0 2,9 272,0849 35,5 1
2 1 32| 331,0208 38,3 1
3 0 3,6/ 270,1056 26,3 1
4 0 3,6/ 300,162 35,5 1
4 1 36| 260,0849 46,5 1
4 1 36| 260,0849 46,5 1
3 1 41| 276,0553 46,5 1
8 1 04| 361,1438 73,3 -1
6 2 3,1 331,0627 108 1
8 2 -0,8| 351,1394 72,9 1
1 2 1,6 229,0174 36,4 1
2 2 4| 272,1776 40,5 1
4 2 1,9 346,2144 74,6 1
6 0 3,8 4542832 64 1
2 1 33| 288,2089 37,3 1
5 3 1,6 362,2093 94,8 1
4 1 6| 399,2077 37,4 1




5 1 56| 432,1717 40,6 -1
4 1 6| 399,2077 37,4 1
5 1 56| 432,1717 40,6 -1
4 1 6| 399,2077 37,4 1
5 1 56| 432,1717 40,6 -1
4 1 6| 399,2077 37,4 1
5 1 56| 432,1717 40,6 -1
3 3 -1 153,079 66,5 -1
6 2 3,1 331,0627 108 1
2 0 3,9 314,2246 34,1 1
1 2 1,6 2290174 36,4 1
2 2 4| 272,1776 40,5 1
4 2 19| 346,2144 74,6 1
6 0 3,8| 454,2832 64 1
2 1 33| 288,2089 37,3 1
5 3 1,6| 362,2093 94,8 1
3 3 -1 153,079 66,5 -1
6 2 3,1 331,0627 108 1
2 0 3,9 314,2246 34,1 1
1 2 16| 229,0174 36,4 1
2 2 4| 272,1776 40,5 1
4 2 19| 346,2144 74,6 1
4 0 46| 393,2304 38,8 1
6 0 3,8| 454,2832 64 1
2 1 33| 288,2089 37,3 1
5 3 1,6] 362,2093 94,8 1
5 0 3,6/ 394,2256 51,7 1
6 1 42|  446,2206 71,9 1
5 0 36| 394,2256 51,7 1
5 0 44|  397,2053 38,8 1
5 0 4,4  397,2053 38,8 1
6 1 42|  446,2206 71,9 1




5 0 4|  415,1784 55,8 1
4 0 42|  401,1991 46,6 1
5 1 3,6/ 452,1503 81,9 1
8 1 04| 361,1438 73,3 -1
4 3 0,2 266,163 84,6 -1
3 0 52| 318,0957 31,8 1
2 1 49| 266,1783 15,3 1
6 2 3,1 331,0627 108 -1
2 0 3,9 314,2246 34,1 1
8 2 -0,8| 351,1394 72,9 -1
3 0 45| 284,1347 31,8 1
1 2 1,6 229,0174 36,4 1
3 1 0| 180,0647 69,3 -1
6 0 3,8| 4542832 64 1
2 1 3,3| 288,2089 37,3 1
5 3 1,6 362,2093 94,8 -1
4 1 3,2 323,1998 37,4 1
3 1 36| 307,2048 28,2 1
3 2 39| 308,1889 35,5 1
4 2 3,9 3381994 44,7 1
4 2 4| 3512311 38,7 1
4 3 35| 324,1838 55,7 1
7 2 -1 319,1332 72,9 -1
2 0 4,8\ 280,1939 6,5 1
2 0 3| 284,0716 32,7 1
6 2 3,1| 331,0627 108 -1
3 0 0,1 194,0804 58,4 1
3 2 22|  286,0509 61,7 1
1 2 1,6 229,0174 36,4 1

2 02| 320,1285 85,8 -1
3 1 0| 180,0647 69,3 -1
6 0 3,8 4542832 64 1




2 1 33| 288,2089 37,3 1
5 2 4,4| 337,1314 70 1
5 1 4,7| 351,1471 59 1
7 2 1| 319,1332 72,9 -1
2 0 4,8  280,1939 6,5 1
2 0 3| 284,0716 32,7 1
6 2 31| 331,0627 108 1
3 0 0,1 194,0804 58,4 1
3 2 2,2|  286,0509 61,7 1
1 2 1,6 2290174 36,4 1
8 2 02| 320,1285 85,8 il
3 1 0| 180,0647 69,3 -1
6 0 3,8 454,2832 64 1
2 1 33| 288,2089 37,3 1
6 2 31| 331,0627 108 -1
2 0 39| 314,2246 34,1 1
8 2 -0,8| 351,1394 72,9 -1
1 2 1,6 2290174 36,4 1
3 1 0| 180,0647 69,3 -1
6 0 3,8| 454,2832 64 1
2 1 33| 288,2089 37,3 1
5 3 16| 362,2093 94,8 -1
5 2 45|  440,2675 71 1
3 3 -1 153,079 66,5 -1
6 2 3,1 331,0627 108 1
2 0 39| 3142246 34,1 1
1 2 1,6| 229,0174 36,4 1
2 2 4| 272,1776 40,5 1
4 2 19| 346,2144 74,6 1
6 0 3,8| 454,2832 64 1
2 1 33| 288,2089 37,3 1
5 3 16| 362,2093 94,8 1




2 2 4| 3752311 48,1 1
2 2 42|  389,2467 48,1 1
3 2 42|  419,2573 57,4 1
2 2 4,1| 389,2467 48,1 1
2 2 4| 3752311 48,1 1
3 2 39| 405,2416 57,4 1
8 1 04| 361,1438 73,3 -1
2 0 3|  284,0716 32,7 1
6 2 3,1 331,0627 108 1
2 0 3,9 314,2246 34,1 1
8 2 -0,8| 351,1394 72,9 1
3 0 0,1 1940804 58,4 1
1 2 1,6 229,0174 36,4 1
2 2 4| 272,1776 40,5 1
8 2 02| 320,1285 85,8 -1
5 1 6| 458,2482 42,3 1

2 1,9 3462144 74,6 1
2 1 3,3| 288,2089 37,3 1
5 3 1,6 362,2093 94,8 1
8 1 04| 361,1438 73,3 -1
2 0 3| 2840716 32,7 1
6 2 31| 331,0627 108 -1
2 0 39| 3142246 34,1 1
8 2 -0,8| 351,1394 72,9 -1
3 0 0,1 194,0804 58,4 1
1 2 1,6 229,0174 36,4 1
2 2 4| 272,1776 40,5 1
8 2 02| 320,1285 85,8 -1
5 1 6| 4582482 42,3 1
4 2 1,9 346,2144 74,6 1
2 1 33| 288,2089 37,3 1
5 3 1,6 362,2093 94,8 1




5 2 1| 343,1579 103 1
5 3 09| 343,1579 112 1
5 3 0,1 315,1266 112 1
5 2 06| 3291423 103 1
5 3 06| 3291423 112 1
5 2 1,4] 357,1736 103 1
8 1 04| 361,1438 73,3 -1
3 3 -1 153,079 66,5 -1
6 2 3,1 331,0627 108 1
2 0 3,9 314,2246 34,1 1
2 2 4| 272,1776 40,5 1
4 2 1,9| 346,2144 74,6 1
6 0 3,8 454,2832 64 1
2 1 33| 288,2089 37,3 1
5 3 1,6| 362,2093 94,8 1
8 1 04| 361,1438 73,3 -1
3 3 -1 153,079 66,5 -1
6 2 3,1 331,0627 108 1
2 0 3,9 314,2246 34,1 1
2 2 4| 272,1776 40,5 1
4 2 19| 346,2144 74,6 1
6 0 3,8| 454,2832 64 1
2 1 33| 288,2089 37,3 1
5 3 16| 362,2093 94,8 1
3 3 -1 153,079 66,5 -1
6 2 31| 331,0627 108 1
2 0 39| 3142246 34,1 1
1 2 1,6| 229,0174 36,4 1
2 2 4|  272,1776 40,5 1
4 2 19| 346,2144 74,6 1
6 0 3,8| 454,2832 64 1
2 1 33| 288,2089 37,3 1




5 3 1,6 362,2093 94,8 1
4 2 41|  402,1943 61,8 1
4 1 4,3 416,21 50,8 1
4 3 3,7 390,1943 72,8 1
4 2 3,6/ 390,1943 61,8 1
4 3 39| 388,1787 72,8 1
4 3 33| 376,1787 72,8 1
7 2 -1|  319,1332 72,9 -1
2 0 4,8\ 280,1939 6,5 1
2 0 3|  284,0716 32,7 1
6 2 3,1 331,0627 108 -1
3 0 0,1 1940804 58,4 1
3 2 2,2|  286,0509 61,7 1
1 2 1,6 229,0174 36,4 1
8 2 02| 320,1285 85,8 -1
3 1 0| 180,0647 69,3 -1
6 0 3,8 4542832 64 1
2 1 3,3| 288,2089 37,3 1
6 0 4,7\  458,2239 76,5 1
5 0 4,7| 4282134 67,3 1
7 2 -1 319,1332 72,9 -1
2 0 4,8 280,1939 6,5 1
2 0 3| 2840716 32,7 1
6 2 3,1 331,0627 108 1
3 0 0,1 194,0804 58,4 1
3 2 2,2|  286,0509 61,7 1
1 2 1,6 229,0174 36,4 1
8 2 02| 320,1285 85,8 -1
3 1 0| 180,0647 69,3 -1
6 0 3,8| 4542832 64 1
2 1 33| 288,2089 37,3 1
4 2 73|  494,3309 52,6 1




3 1 0| 180,0647 69,3 -1
6 0 3,8| 454,2832 64 1
4 2 2,6 273,0714 57,8 1
2 1 3,7 319,0279 46,9 1
2 1 3,7 319,0279 46,9 1
3 1 3,1 303,0575 46,9 1
3 1 3,1| 303,0575 46,9 1
3 1 0| 180,0647 69,3 -1
6 0 3,8| 454,2832 64 1
3 1 0| 180,0647 69,3 -1
6 0 3,8| 454,2832 64 1
3 1 0| 180,0647 69,3 -1
6 0 3,8 454,2832 64 1

2 1| 319,1332 72,9 -1
2 0 4,8  280,1939 6,5 1
2 0 3|  284,0716 32,7 1
6 2 31| 331,0627 108 1
3 0 -0,1| 194,0804 58,4 1
3 2 2,2|  286,0509 61,7 1
1 2 16| 229,0174 36,4 1
8 2 02| 320,1285 85,8 -1
3 1 0| 180,0647 69,3 -1
6 0 3,8| 454,2832 64 1
2 1 33| 288,2089 37,3 1
7 2 1| 319,1332 72,9 -1
2 0 4,8 280,1939 6,5 1
2 0 3| 284,0716 32,7 1
6 2 31| 331,0627 108 -1
3 0 -0,1| 194,0804 58,4 1
3 2 22|  286,0509 61,7 1
1 2 16| 229,0174 36,4 1
8 2 02| 320,1285 85,8 -1




3 1 0| 180,0647 69,3 -1
6 0 3,8 4542832 64 1
2 1 3,3| 288,2089 37,3 1
4 0 6,7| 5383195 42 1
7 2 -1 319,1332 72,9 -1
2 0 4,8 280,1939 6,5 1
2 0 3| 284,0716 32,7 1
6 2 3,1 331,0627 108 -1
3 0 0,1 194,0804 58,4 1
3 2 2,2|  286,0509 61,7 1
1 2 1,6 2290174 36,4 1
8 2 02| 320,1285 85,8 -1
3 1 0| 180,0647 69,3 -1
6 0 3,8| 4542832 64 1
2 1 3,3| 288,2089 37,3 1
3 1 52| 4202777 41,6 1

2 -] 319,1332 72,9 -1
2 0 4,8| 280,1939 6,5 1
2 0 3| 284,0716 32,7 1
6 2 31| 331,0627 108 -1
3 0 0,1 194,0804 58,4 1
3 2 2,2|  286,0509 61,7 1
1 2 1,6 229,0174 36,4 1
8 2 02| 320,1285 85,8 -1
3 1 0| 180,0647 69,3 -1
6 0 3,8 4542832 64 1
2 1 3,3| 288,2089 37,3 1
3 0 2,9 332,1525 40,6 1
8 1 04| 361,1438 73,3 1
3 3 -1 153,079 66,5 1
8 2 -0,8| 351,139 72,9 1
1 2 1,6 229,0174 36,4 1




2 2 4| 272,1776 40,5 1
4 2 1,9 3462144 74,6 1
6 0 3,8| 454,2832 64 1
2 1 33| 288,2089 37,3 1
4 1 3,4 293,1052 58,9 1
4 1 3,7| 313,0506 58,9 1
4 1 4|  376,9454 58,9 1
8 1 04| 361,1438 73,3 1
3 3 -1 153,079 66,5 -1
8 2 -0,8| 351,1394 72,9 1
1 2 1,6 2290174 36,4 1
2 2 4| 272,1776 40,5 1
4 2 19| 346,2144 74,6 1
6 0 3,8| 454,2832 64 1
2 1 33| 288,2089 37,3 1
8 1 04| 361,1438 73,3 -1
2 0 4,8 280,1939 6,5 1
3 0 52| 318,0957 31,8 1
2 1 49| 266,1783 15,3 1
6 2 31| 331,0627 108 1
2 0 39| 3142246 34,1 1
8 2 -0,8| 351,1394 72,9 1
3 0 45| 284,1347 31,8 1
3 0 0,1 194,0804 58,4 1
1 2 16| 229,0174 36,4 1
8 2 02| 320,1285 85,8 -1
4 2 1,9| 346,2144 74,6 1
6 0 3,8| 454,2832 64 1
2 1 33| 288,2089 37,3 1
5 3 16| 362,2093 94,8 1

1 2| 265,1215 58,7 1
2 1 2| 290,1531 54 1




2 1 2,7  271,1685 58,7 1
2 1 3,4 277,2154 58,7 1
4 2 3,3| 394,2005 101 1
3 0 32| 3742107 41,4 1
3 0 3,6/ 3882263 41,4 1
2 0 3,8 3732154 28,5 1
2 0 4,4  407,1764 28,5 1
2 0 44| 407,1764 28,5 1
2 0 44| 407,1764 28,5 1
3 0 4,4  424,2263 41,4 1
5 1 56| 429,0582 80,9 1
5 1 54| 395,0971 80,9 1
5 1 58| 453,0623 80,9 1
8 1 04| 361,1438 73,3 1
4 3 0,2 266,163 84,6 -1
2 1 49| 266,1783 15,3 1
6 2 3,1 331,0627 108 1
3 0 45| 284,1347 31,8 1
3 0 0,1 194,0804 58,4 1
8 2 02| 320,1285 85,8 1
6 0 3,8 4542832 64 1
2 1 33| 288,2089 37,3 1
5 3 1,6 362,2093 94,8 1
2 1 3,8| 3459776 64,4 1
2 1 3,4 270,0285 79,4 1
7 1 52| 721,3639 103 1
6 1 5,4 717,389 103 1
6 1 5,7 829,27 103 1
6 0 4,2 368,126 67,1 1
3 0 53| 457,3093 20,6 1
4 2 12,2| 648,3959 49,8 1
4 2 12,8 682,3569 49,8 1




4 2 10,5| 586,4035 49,8 1
4 2 11,6 614,4348 49,8 1
4 2 11,1 620,3646 49,8 1
4 2 12,2| 648,3959 49,8 1
4 1 47|  336,1362 55,8 1
6 2 3,2 368,126 93,1 1
4 3 4| 308,1049 77,8 1
5 2 58| 4281624 76 1
4 2 4,7\  336,1362 66,8 1
4 1 62| 412,1675 55,8 1
4 1 7,7| 488,1988 55,8 1
7 2 1| 319,1332 72,9 -1
2 0 48| 280,1939 6,5 1
2 0 3| 284,0716 32,7 1
6 2 31| 331,0627 108 -1
3 0 -0,1| 194,0804 58,4 1
3 2 2,2|  286,0509 61,7 1
1 2 1,6 2290174 36,4 1
8 2 02| 320,1285 85,8 -1
3 1 0| 180,0647 69,3 -1
6 0 3,8| 454,2832 64 1
2 1 33| 288,2089 37,3 1
6 1 68| 475,2159 66,3 1
6 1 6,1| 447,1846 66,8 1
7 2 1| 319,1332 72,9 -1
2 0 4,8 280,1939 6,5 1
2 0 3| 284,0716 32,7 1
6 2 31| 331,0627 108 1
3 0 -0,1| 194,0804 58,4 1
3 2 22|  286,0509 61,7 1
1 2 16| 229,0174 36,4 1
8 2 02| 320,1285 85,8 -1




3 1 0| 180,0647 69,3 -1
6 0 3,8 4542832 64 1
2 1 3,3| 288,2089 37,3 1
9 0 33| 497,1032 89,9 1
7 0 2,8| 4481823 78 1
5 0 32| 423,1495 74,8 1
8 0 3,8 444,1209 71,2 1
6 0 2,5 455,1315 89,9 1
7 0 32| 4181617 71,2 1
5 0 2,2|  399,1695 84 1
8 0 3| 441,1413 84 1
6 0 2| 391,1445 84 1
6 0 2,9 427,1245 74,8 1
5 0 2,3| 387,1695 84 1
4 0 2,9 372,1586 71,2 1
9 0 2,7|  445,1162 84 1
2 0 3| 2840716 32,7 1
4 3 0,2 266,163 84,6 -1
3 3 -1 153,079 66,5 -1
3 0 52| 318,0957 31,8 1
2 0 39| 3142246 34,1 1
8 2 -0,8| 351,139 72,9 -1
3 2 22|  286,0509 61,7 1
3 0 2,1| 308,0829 43,1 1
6 0 3,8 4542832 64 1
8 0 1,3  454,0505 144 1
8 2 46| 6061131 166 1
6 0 67| 731,9422 126 1
8 2 4| 578,0818 166 1
8 2 0,1 4240511 178 1
6 0 2,6| 461,9514 126 1
6 0 61| 703,9109 126 1




6 0 6,1| 703,9109 126 1
10 0 4,4  636,0621 217 1
6 0 1,3 394,0293 126 1
10 0 5| 664,0934 217 1
6 0 6 614,014 126 1
6 0 2| 422,0606 126 1
8 2 33| 576,1137 178 1
6 0 6,7| 731,9422 126 1
6 0 2,7| 551,8483 126 1
6 0 54| 574,1232 126 1
8 0 1,5  430,0105 126 1
6 0 54| 574,1232 126 1
6 0 6,5 642,0453 126 1
6 0 2,6| 461,9514 126 1
6 0 0| 326,0606 126 -1
8 2 46| 6061131 166 1
6 0 0,7| 354,0919 126 1
3 2 3|  259,1572 41,5 1
1 1 2,5 236,095 46,3 1
8 3 02| 283,0739 145 -1
12 5 -1,8|  454,1713 211 -1
2 1 33| 288,2089 37,3 1
7 4 84| 596,4652 116 -1
3 2 3| 259,1572 41,5 1
3 0 0,1 194,0804 58,4 1
12 5 1,8  454,1713 211 -1
2 1 33| 288,2089 37,3 1
6 3 1,9] 392,1999 94,8 -1
2 1 33| 288,2089 37,3 1
7 2 03| 314,1413 112 -1
4 4 2,6| 3632522 82,6 -1
4 1 2,7| 308,1049 63,6 1




4 2 2,2|  284,2001 63,8 -1
4 2 42|  349,1954 50,9 -1
4 2 3[  332,2001 63,8 -1
4 1 3,9 3152111 42,2 1
3 2 3,3| 283,2048 50,9 1
7 2 03| 314,1413 112 1
4 4 2,6 363,2522 82,6 1
4 1 2,7| 308,1049 63,6 1
4 2 2,2  284,2001 63,8 -1
4 2 42|  349,1954 50,9 1
4 2 3| 332,2001 63,8 1
4 1 3,9 3152111 42,2 1
3 2 3,3| 283,2048 50,9 1
8 1 04| 361,1438 73,3 1
8 2 -0,8| 351,139 72,9 1
2 2 4| 272,1776 40,5 1
4 2 1,9 3462144 74,6 1
6 0 3,8 4542832 64 1
2 1 3,3| 288,2089 37,3 1
5 3 1,6 362,2093 94,8 1
8 1 04| 361,1438 73,3 -1
8 2 -0,8| 351,139 72,9 1
2 2 4| 272,1776 40,5 1
4 2 1,9 346,2144 74,6 1
6 0 3,8 4542832 64 1
2 1 3,3| 288,2089 37,3 1
5 3 1,6 362,2093 94,8 1
8 1 04| 361,1438 73,3 -1
4 3 0,2 266,163 84,6 -1
3 0 52| 318,0957 31,8 1
2 1 49| 266,1783 15,3 1
6 2 31| 331,0627 108 1




2 0 39| 314,2246 34,1 1
8 2 -0,8| 351,1394 72,9 1
3 0 45| 284,1347 31,8 1
1 2 1,6| 229,0174 36,4 1
4 2 1,9| 346,2144 74,6 1
3 1 0| 180,0647 69,3 -1
6 0 3,8| 454,2832 64 1
2 1 33| 288,2089 37,3 1
5 3 16| 362,2093 94,8 1
8 1 04| 361,1438 73,3 -1
2 0 4,8  280,1939 6,5 1
3 0 52| 318,0957 31,8 1
2 1 49| 266,1783 15,3 1
6 2 31| 331,0627 108 1
2 0 3,9 3142246 34,1 1
8 2 -0,8| 351,1394 72,9 1
3 0 45| 284,1347 31,8 1
3 0 -0,1| 194,0804 58,4 1
1 2 1,6 2290174 36,4 1
8 2 02| 320,1285 85,8 -1
4 2 19| 346,2144 74,6 1
6 0 3,8| 454,2832 64 1
2 1 33| 288,2089 37,3 1
5 3 16| 362,2093 94,8 1

1 2 2,3|  208,1034 56,2 1

2 0 48| 372,1063 6,5 1

4 1 09| 324,0778 63,3 -1

2 0 3,8 344,075 6,5 1

1 1 1,6| 88,08882 20,2 1

1 1 2,3| 133,0891 12 1

2 0 2,1|  142,0994 18,5 1

1 0 1,4 102,1045 9,2 1




3 2 05| 122,0314 75,2 -1
1 0 1,6 102,1045 9,2 1
2 2 06| 193,1103 63,3 1
4 1 1,6| 324,0778 63,3 -1
2 1 3,5 198,0681 37,3 -1
6 3 09| 286,1542 102 -1
1 0 02| 53,02655 23,8 1
5 3 1,9  225,0862 115 -1
6 0 2,2| 416,2536 81 -1
3 3 2| 3022107 57,7 -1
5 2 0,3 244,0859 78,9 -1
3 0 2,1| 308,0829 43,1 1
3 2 31| 249,1729 41,5 -1
3 0 1| 231,1372 26,8 1
1 0 5 277,183 3,2 1
3 1 2,6/ 313,0982 36,9 1
8 3 2,9 505,2247 140 -1
3 1 3,4 264,1263 52 1
4 1 2,2|  318,1692 86,4 -1
3 0 33| 275,1885 21,7 1
2 0 3,8 285,092 12,5 1
5 1 6| 4582482 42,3 -1
4 0 4,4  389,2016 38,9 1
4 1 3| 327,1205 55,2 1
3 0 3,7 323,1798 21,1 1
3 1 2,5 307,1685 39,1 1
4 1 2,2  311,1434 39,1 1
4 3 0,2 266,163 84,6 -1
4 1 1,8 2891678 49,8 1
7 0 57| 524,1916 114 -1
5 0 31| 473,2348 80,2 -1
2 0 41| 391,2624 28,5 -1




3 1 2,8|  295,1572 32,7 1
1 0 1,3 1771154 28,8 1
4 2 2,8 307,2147 50,7 1
2 1 43| 311,2249 23,5 1
7 2 3|  380,1341 134 -1
3 2 39| 3152198 43,7 1
4 0 31| 417,0688 64,4 1
5 0 2,4|  357,0093 77 -1
6 1 1| 373,0942 97,3 -1
7 2 0| 389,0891 118 -1
1 0 52| 293,2143 3,2 1
2 1 32| 239,1077 29,1 1
3 1 2,9 193,1103 52,3 1
5 0 5| 409,2188 52,1 1
2 0 1,8| 116,0837 26,3 1
5 1 1 348,111 79,7 -1
2 0 2,1 7594414 64,2 1
3 1 1,5 213,0072 61,8 1
4 3 1| 292,1787 70,6 -1
4 3 36| 316,1587 57,3 1
7 3 36| 4592421 99,9 -1
3 0 52| 318,0957 31,8 1
2 0 2,1| 300,0666 40,6 1
1 2 1,8] 189,1266 36,4 -1
1 2 2| 3189143 36,4 1
3 2 09| 197,0765 36,4 -1
3 1 31| 326,1298 30,9 1
5 0 2,3| 3031471 55,8 1
5 3 16| 362,2093 94,8 -1
3 0 31| 326,1298 23,8 1
4 2 2,5 254,0579 66,3 1
2 1 2,5 304,145 35,4 1




7 3 2,4  456,1944 119 -1
3 1 4,7\ 304,0801 40,6 1
2 1 49| 266,1783 15,3 1
2 0 3,4 271,1936 12,5 1
2 0 3| 284,0716 32,7 1
4 1 41| 4059791 85,6 -1
5 2 1,2 236,0009 88,7 -1
3 1 42| 290,0644 54,6 1
2 1 44|  252,1626 29,3 1
2 0 33| 255,1623 12,5 1
1 1 2,8 221,1204 12 1
4 0 43| 3792147 38,8 1
2 0 43| 279,1623 12,5 1
3 0 2,5 270,1732 25,4 1
6 1 7,6 524,408 74,2 -1
6 1 2,5 304,1059 101 -1
8 1 3,9 343,1031 64,6 -1
4 1 3,3| 293,0819 55,4 1
1 1 -0,1| 46,04186 20,2 1
2 0 0,7| 8805243 26,3 1
3 2 2,8 287,1521 62,3 -1
3 1 6,5 4542984 24,5 1
2 0 4| 336,2202 23,6 1
7 1 04| 306,1041 81,6 -1
6 1 0,1 219,0655 93,1 -1
4 0 1,9 126,0292 9,2 1
3 0 0,8 106,023 9,2 1
4 2 3,7 367,948 87,4 1
3 2 1,1 171,1259 63,3 -1
4 1 1,8 287,1521 41,9 1
4 1 08| 273,1365 41,9 1
7 0 2,3 370,198 39,7 1




3 1 2,8 312,195 50,2 1
4 2 2,1 341,031 98,4 -1
3 2 1,8] 218,0626 106 -1
4 3 1,1  233,0735 132 -1
5 4 1,2| 314,1062 166 -1
4 3 09| 2750841 135 -1
6 0 49| 441,1623 89,9 -1
5 0 4| 350,1201 77 -1
4 1 43|  454,2369 59,4 -1
5 1 43|  410,1397 50,8 -1
3 1 03| 128,0408 67,2 -1
3 1 2|  204,0721 67,2 -l
4 1 37| 3741761 35,9 1
5 4 1,2| 314,1062 166 -1
3 2 1,2 156,047 106 i)
5 2 2,6/ 379,2008 88,5 1
2 0 4,8 280,1939 6,5 1
2 0 3,9 3981219 6,5 1
2 0 1,8] 116,0837 26,3 1
2 0 2| 130,0994 26,3 1
2 0 09| 102,0681 26,3 1
3 2 2| 294,1368 52,6 -1
9 2 51| 580,1347 115 1
2 1 2,3 2341732 32,3 1
3 2 2,4  320,0119 61,7 1
2 0 3,8 272,9627 30,7 1
3 0 31| 327,1138 28,1 -1
6 2 1,5| 413,1885 108 -1
5 2 36| 3261379 90 -1
5 2 3,4 448,1933 95,2 -1
6 3 1,1 413,1885 131 -1
6 6 -3,1 182,079 121 1




1 1 4,6 277,183 12 1
3 1 7| 4683141 24,5 1
4 0 46| 437,2842 26,8 1
5 2 4,4 384,1353 62,4 1
4 1 5| 394,1448 41,6 1
6 2 3,7 380,1848 71,6 1
6 0 52| 481,1227 82,6 -1
4 2 0,7| 218,1267 105 1
4 0 3,3| 285,1841 28,6 1
2 0 3,9 309,2093 20,3 1
3 0 2,2|  163,9607 9,2 -1
2 0 02| 74,03678 26,3 -1
2 2 02| 90,02517 75,2 1
1 0 09| 88,08882 9,2 1
6 0 31| 343,1467 80,3 1
3 0 2,5 325,0782 30,2 -1
7 1 1,8 263,043 85,3 1
3 0 33| 265,1579 19,4 -1

10 0 5,4 716,266 126 1
3 1 41| 270,1191 40,6 1
6 0 39| 4342118 48,9 -1
5 1 1,4| 232,0848 70,5 1
3 1 33| 230,0943 46,5 1
3 1 2,4  247,1572 32,7 1
7 3 3| 405,1752 71 -1
6 1 0,5 238,0338 121 1
2 1 1,9 286,0509 49,4 1
1 1 32| 168,0687 28,7 1
4 1 54| 356,1381 65,9 1
4 1 2,9 312,1409 59,1 -1
6 1 22|  345,1147 96,3 -1
7 1 2,2|  426,2067 82,2 1




2 1 33| 2852093 23,5 1
2 0 1,9  130,0994 26,3 1
2 1 42| 314,1817 44,3 1
5 1 42| 403,1485 55,2 1
5 2 36| 3791718 74,4 1
5 2 3,8 367,1718 74,4 1
5 2 32| 351,1947 59,3 1
4 2 3,7 390,242 51,1 1
5 2 51| 409,2188 74,4 1
5 2 5| 429,1875 74,4 1
5 2 39| 393,1875 74,4 1
3 1 54| 412,2515 24,5 1
3 2 2,9 296,1889 33,3 1
3 2 4| 3382358 33,3 -1
5 2 2,2| 374,1664 75,8 i)
6 2 2,5 429,2086 79 -1
4 2 2,3 379,226 53,6 -1
8 2 3,8 5001916 120 1
1 0 3,6 243,1987 3,2 -1
2 0 32| 308,525 40,6 1
4 1 0,7| 275,1634 44,8 -1
3 0 0,7| 194,1055 46,4 -1
4 3 0,8 266,163 70,6 -1
8 1 2| 383,1594 107 -1
5 3 16| 360,1937 94,8 -1
5 1 32| 285,1035 83,1 1
4 1 1,9 236,1525 55,6 1
3 0 45| 284,1347 31,8 1
1 1 3,8 178,1358 20,2 1
1 1 35| 155,1674 12 1
5 1 2,1| 383,1667 73,6 1
2 1 3,1 257,178 23,5 -1




7 4 -1,8|  244,0808 144 -1
8 1 39| 366,1191 71,8 1
3 1 2,4  179,0946 52,3 1
3 0 2,3| 250,1681 32,8 -1
1 2 1,2|  195,0563 50,4 1
3 2 2,5 259,0688 36,4 -1
5 0 1,9 319,0991 92,7 1
4 0 2,3|  314,0613 68,8 1
3 1 2,2 275,1521 47,6 1
7 1 4,6 415,173 77,1 -1
4 3 09| 1950532 86,6 1
4 1 32| 276,109 54,6 1
1 1 4,8| 305,0738 12 -1
5 2 09| 2041123 83,7 -1
5 3 02| 2721195 86,8 -1
4 2 0,8 224,0797 78,9 -1
9 3 -0,7| 398,0685 150 1
2 1 59| 380,1889 42 1
2 1 43| 311,1708 37,3 -1
4 2 3,7 4411164 79,3 1
1 1 05| 74,07316 20,2 1
3 0 3| 359,1419 29,5 1
2 1 3,3| 288,2089 37,3 1
5 0 32| 355,1784 40,2 1
2 2 2,4 292,1722 76 1
2 1 2,4  312,2089 37,3 -1
5 3 0,8 313,1193 85,6 -1
6 4 04| 312,0939 191 1
2 1 3,5 321,1066 50,6 -1
3 2 2,3| 270,1038 83,6 1
3 2 1,9 223,1572 41,5 -1
9 1 0,8 339,0988 124 1




3 1 2,6 263,1885 32,7 1
2 1 1,6 151,0797 26 1
3 0 2,4 342,0439 43,1 1
2 0 5,8 294,2096 6,5 -1
1 2 -1,4 60,03236 69,1 1
1 0 1,3 70,04186 9,2 -1
3 2 -1,3 211,0957 88,2 -1
4 3 -2,1 241,1063 108 -1
4 0 222,0688 134 1
3 1 4,9 376,2515 32,3 -1
5 1 5,4 381,1875 65,6 1
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