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HT-29 KANSER HUCRELERININ METASTAZ TAKIBI iCIN MIKRO
KANALLARDA TESPITi VE SAYILMASI

Sila YILMAZ

Baskent Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi

Biyomedikal Muhendisligi Anabilim Dali

Kanserden dlumlerin sebebi bir ok durumda metastazlar olup, temel olarak timorler
degildir. Primer timor disina yayllmadan 6nce hastaya kanser teshisi konuldugu
zaman hastanin hayatta kalma sansi artar. Metastazin ne zaman ve nasil basladigi,
acik degildir. Tumor hucrelerinin lenf bezi sistemi ile yayildigi ve kan dolagimina
katildigi bilinmektedir. CTC’ler timoérden ayrilip kan dolasimi igerisinde az sayida
bulunan tumoér hucreleridir ve CTC’leri ayirmak zor bir hedeftir. Piyasada bulunan,
CTC’lere yonelik tek kan testi sadece hucrelerin sayiminda kullaniimaktadir. Ancak
doktorlarin uygun tedavi seklini segmek igcin analiz edecegi kadar hucre
saptanamamaktadir. Bu ¢alismada, tasarlanan sistem sayesinde milyarlarca saglikh
hicre arasinda tek bir CTC tespit edilebilmektedir. Bir ¢esit sivi biyopsi olarak da
dusundlebilecek bu sistemde bir mikrogip kullaniimaktadir. Mikrogip ylzeyi tumor
hicrelerine 6zgun olarak baglanan antikorlarla kaplanmistir. HT-29 hucre kaltaru
kullanilmis ve kan ile kanistirimigtir. Kan ¢ip yuzeyi ile etkilestiginde icerisindeki
kanserli hucreler alikonulmaktadir. Tasarim sayesinde CTC’ler tespit edilebilir ve
sayilabilmektedir. Deney sonuglarinda 1.5 dakika boyunca uygulanan oksijen plazma
suresinin hucre yakalama etkinligi acgisindan en yuksek degeri goOsterdigi
belirlenmistir (%66+8). Kan igerisinde 5, 10, 25, 50, 100, 500 konsantrasyonlarinda
bulunan HT-29 hdcrelerinin yakalanma etkinligi genel olarak %6516 olarak
belirlenmistir. CTC’lerin metastaz olusturmadan énce tespiti ve sayilmasi; hastaligin
seyrinin takibinde, kisiye 6zel tedavi protokollerinin gelistirimesinde ve metastazik
tumorleri hedefleyecek yeni ilaglarin geligtirimesinde faydali olacaktir. Bdylece
geleneksel kemoterapinin yikici ve maliyetli tedavi yontemine alternatif saglanarak,

bireylerin saglikli yasam suresini uzatilabilir.
Anahtar Kelimeler: Kanda dolasan tumor hucreleri, metastaz, mikrogip

Danisman: Prof. Dr. Mustafa KOCAKULAK, Baskent Universitesi, Biyomedikal
Muhendisligi Anabilim Dall.



ABSTRACT

DETECION AND COUNTING OF HT-29 CANCER CELLS IN MICRO CHANNELS
FOR METASTASIS FOLLOW-UP

Sila YILMAZ
Baskent University Institute Of Science And Engineering
The Department Of Biomedical Engineering

In many cases metastases is the reason of death not tumors itself. When a patient is
diagnosed with cancer before primary tumor spreads out chance of survival of patient
increases. It is not clear when and how the metastasis starts, which factors trigger it.
However it is known that tumor cells spread through adenoids and as a result they
enter into blood circulation. These tumor cells are called circulating tumor cells
(CTC). The only available blood test for CTC in the market is used for cell count but
since the CTC’s are rare there is not enough cells for Doctor's to analyze and to
choose appropriate treatment method. In this thesis work a system that can detect a
few CTC’s among billions of healty cell is designed. Amicrochip is used in this test
that can be considered as a kind of fluid biopsy. Surface of microchip is coated with
antibodies, which bind to tumor cells. HT-29 cell line is used and cell are spiked in
blood in order to simulate CTC in blood. When blood interacts with the microchip
surface cancerous cells with in the blood are withheld so both cancerous blood cells
and their count can be determined. In the test results it showed that applying 1.5
minutes of oxygen plasma treatment has the maximum cell capture efficiency with
the value of 66%=8. For HT-29 cells spiked in blood at 5,10,25,50,100,500, cells in
uL concentrations the CTC capture efficiency was determined as 65%+8 overall.
Detection and counting of CTC’s before causing metastases can be useful; in follow
ups, developing personel treatment protocols and developing new medicine targeting
metastatic tumors. By this there can be alternative for destructive and costly
traditional chemotherapy while prolonging the life of individuals and enhancing the

life quality of society.

Keywords: Circulating tumor cells, metastasis, microchip

Advisor: Prof Dr. Mustafa KOCAKULAK, Bagkent University, Department Of
Biomedical Engineering.
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1. GIRIiS

Kanser dunyada gorulen olumlerin Ggluncu sebebi olup ekonomik olarak gelismis
ulkelerde 6limun birinci sebeplerindendir [1]. Kanserden oAluimlerin sebebi bir ¢ok
durumda metastazlar olup, temel olarak tumdrler degildir. Primer tiumor disina
yayllmadan o6nce hastaya kanser teshisi konuldugu zaman hastanin hayatta kalma
sansi artar. Ancak metastaz olmadan once primer tUumorld se¢gme iglemi zordur.
Fiziksel muayene, MRI, PET, CT, Rontgen ve ultrason gibi geleneksel gorintileme
yontemleri daha klUguk metastazlar algilamak igin yeterli olmayan algilama
sinirlarina sahiptir. Bu algilama siniri, kiguk lezyon veya mikrometastazlari se¢cme
islemini zor hale getirir. Metastazin kesin olarak ne zaman ve nasil bagladigi ve
hangi faktorlerin islemi tetikledigi acik degildir. Ancak tUmor hicrelerinin lenf bezi
sistemi ile yayildigi ve bunun sonucunda kan dolagsimina karigtigi veya dogrudan
kana dokuldugu bilinmektedir. Dolagsan tumor hdcreleri (CTC), primer tUmorden
damarlara dokulen ve kan akisinda dolagan hucrelerdir. Dolayisiyla CTC'ler, uzak
organlarda ek tumorlerin daha sonra blyumeleri igin (metastaz) tohumlari
olustururlar ve kanserle ilgili limlerin cogunlugundan sorumlu olan bir mekanizmayi
tetiklerler. Dolayisiyla kanda dolasan tumor hucrelerini tespit edip sayimini

gerceklestirmek onemlidir.

ilgili biyolojik kavramlarin daha iyi anlasiimasina yardimci olmak icin, kanser
olusumu, diger organlara yayilmasi ve CTC’lerin bu surece nasil katkida

bulundugunu basitlestiriimis bir sekilde anlatilmistir.

Tez raporunun ilk kisminda mikrogip tasarimi ve uretiminden, ikinci kisimda yuzey
kimyasi uygulanmis kanallarda HT-29 hucrelerinin yakalanabilirliginden, son kisimda
ise kanallarin mikroskopta géruntilenmesinden, elde edilen géruntilerden hicrelerin

sayllmasindan ve goruntuleme sonuglarinin degerlendiriimesinden bahsedilmistir.



1.1 Calismanin Amaci

Gunumuzde kanser tedavisinin dnundeki en buyuk engellerden biri kandaki ‘ender’
kanser hucrelerinin tespitidir. CTC’lerin biyolojik 6zelliklerinin anlasiimasi i¢in ortaya
koyulan c¢abalar, karsinomanin metastatik yayiliminda, dolasan tUmor hdcrelerinin
rolinl ortaya koymustur. Ancak bu dolasan tumaor hicrelerinin, timor kitleleri igindeki
hucrelerin molekuler 6zelliklerini yansittigi sadece son zamanlarda gosterilmistir.
Dolayisiyla CTC’ler metastazin faaliyetteki halini ortaya koyan, hastanin hastalik
durumu hakkinda canh bilgi saglayan, “sivi biyopsi” olarak disunulebilir. Kanin
erigilebilirligi ve alinmasinin kolayligindan dolayi, CTC’lerin analizi, kanserin erken
safha belirlenmesinde, neoplastik ilerlemede ve hastaligin nuksetmenin izlenmesinde

onemli bir arag olabilir.

Tezin hedefi kanda CTC varligini tespit edebilen bir mikrogip tasarlanmasidir.
Tasarlanan mikrogipin en 6nemli 6zelligi, guvenilir olmasi ve hastaligin birgok
noktasinda uygulanabilir olmasidir. Bunun aksine, kati tUmorlerin analizi hastalarin

uyumunu siddetle sinirlayan invazif prosedurleri gerekli kilar.

Tasarlanacak sistem ile metastazin engellenmesi, hali hazirda uygulanan kemoterapi
ve diger tedavi yontemlerinin olumsuz etkileri ortadan kaldirilarak hastanin yasam
suresini ve kalitesini artirmak, uzun vadede Ulke genelindeki kanserli hasta sayisinin

artisini engellemek amacglanmaktadir.

Ayrica, hastaligin gelisiminin zaman iginde gdzlemlenmesi olasihdi, uygun tedavi

degisikliklerinin geligtiriimesine de olanak saglayacaktir.

Tez 3 asamadan olugmaktadir. 1. asamada mikrokanallardan olusan mikrogip
uretilmig, 2. agsamada olusturulan mikrokanallarda NeutrAvidin tabanh ylzey kimyasi
olusturulmus, 3. asamada mikrokanallara verilen hlicre 6rneklerinden kanallarda
tutunan CTC hucreleri florasan mikroskobu yardimiyla goérintlilenmis ve cekilen
goruntilerden yizeye tutunan CTC’lerin sayilari ve kanallarda yakalanma etkinlikleri

hesaplanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Kanser

Kanser; bir hiicre hastaligidir. Insan viicudu milyonlarca hiicreden olusur.
Blyuyebilmek, 6lU hicreleri yenilemek ya da yaralanma sonucu zedelenmis hucreleri
onarmak amaciyla vicudumuz surekli yeni hlcreler Uretmektedir. Kanser en kisa
tanimiyla, hucrelerin kontrolsiz gekilde g¢ogalmalari demektir. Anormal sekilde
¢ogalmaya baslayan bu hucreler bulunduklari yerdeki ve hatta uzaklarinda bulunan
doku ve organlar isgal eder ve bu bodlgelerde iglevsel bozukluklara yol acarlar.

Kanserden 6lUum oranlarinin yiksek olmasi konunun énemini daha da artirmaktadir.

Genler, hucrelerin iglevlerini yonlendiren parcalardir. Hicreler, bazi genlerden aldigi
bilgi ve komutlara uygun olarak gogalirlar. Kansere bozuk genler yol agar. Genlerin
yapilari asiri gunes isinlari, sigara igme ya da yedigimiz yiyecekler gibi faktorler
sebebiyle degisir. Hlcrelerin godalacagi ve dlecedi zamani normal genler belirler. Bu,
viucudumuzda surekli olan bir olaydir. Ancak bozuk genler bazen hucrelerin asiri
¢ogalmasina neden olur ya da dlmesi gereken hucrelerin 6lumunu engeller. Bu fazla
olan hucreler, c¢ogalmaya devam ederek timor olarak adlandirilan Kkitleleri

olustururlar [129].

Normal hucre dongusu, hucrenin birebir kopyasinin olustugu kritik bir igslemdir. Birgok
kanser turinde hucrenin buyime ve bolinme slrecinde ortaya ¢ikan mutasyonlar
etkin rol oynar. Yaslanan hucrelerin 6lumua Uzerine hicre boélinmesi zorunlu hale
gelir. Apoptoz (programlanmis hicre 6lumu) ve hicre ¢ogalmasi arasindaki denge
kansere yol agan genler (onkogen) tarafindan bozulabilir. Onkogenler; hucre
¢ogalmasi, hiucre bolunmesi ve hicre olumu gibi olaylart kontrol eden ve
protoonkogen olarak bilinen normal hicresel genlerin mutasyona ugramis halleridir.
Tumor baskilayici genler, normal bir hdcrenin timdér hdcresine dontisme ihtimalini

azaltir.

Kanser tedavisinde kullanilan baglica mevcut yontemler; cerrahi iglemler,
radyoterapi, kemoterapi, immunoterapi, hormon tedavisi ve lazer tedavisi olarak
siralanabilir. Kanser tedavisinde en sik basvurulan tedavi sekli; tUmordn

uzaklastiriimasini saglayan cerrahi yontemleri kapsar. Bu, yayilim yapmamis birgok



kanser icin iyi bir tedavi segcenegidir. Eger kanser ilerlemigse ya da c¢evre dokulara
yayllmissa; cerrahi mudahale, radyoterapi ve kemoterapi birlikte uygulanabilir.
Radyasyon tedavisi; kanser tedavisinde X isinlari, gama isinlari ve elektronlar gibi
iyonize isinlarin kullanilmasini igerir. Bu 1sinlar; kanserli hicreyi tahrip ederek etki
etmektedirler. Imminoterapi, BCG asisi, interlokin ve interferonlar gibi biyolojik
molekuller kullanilarak bagisiklik sisteminin uyariimasidir. Hormon tedavisi ise;
hormon sekresyonuna bagli gelisen meme ve prostat kanseri gibi kanserlerde 6zel
bazi hormonlarin kullanimiyla uygulanan tedavidir. Lazer tedavisi ise, cerrahi
mudahalelerde vyararli olabilmektedir. Kemoterapi ise, kanserin ilagla tedavisi
demektir. Kanser kemoterapisi, yerlesmis bir tedavi yontemidir. Kemoterapide
kullanilan ilaglar, kanserli hicrelerin gogalmalarini durdurmakta ve yok etmektedir.
Ancak; bu ilaglar vucuttaki normal hicrelere de etki edebilir ve ciddi yan etkilere yol

acabilirler.

2.2 Kolon Kanseri

Kolon ve rektum sindirim sisteminin bir pargasidir; kalin bagirsak denilen uzun ve
kash bir tipU olustururlar (Sekil 2.1). Kolon, kalin bagirsagin ilk 140-150 cm’si ve
rektum geri kalan 15 cm’sidir. Kismen sindirilmis yiyecek kolona ince bagirsaktan
girer. Kolon yiyecekten suyu ve besinleri alir ve geri kalanini atik (digki) haline getirir.
Besinlerin blyuk bir bolumu sindirildikten sonra geriye kalan atik kolona ulasir.
Kolonun temel islevi difizyondur. Atik kolondan gecgerek rektuma varir ve daha sonra

vucuttan ands yoluyla atilir.

Kolorektal kanser kolonun ya da rektumun disina yayildiginda, kanser hucreleri
siklikla lenf digumlerinin yakinlarinda bulunur. Eger kanser hucreleri bu nodullere
ulastiysa, diger lenf dugumlerine ya da organlara da yayilmis olabilir. Kolorektal

kanser hicreleri buylk siklikla karacigere yayilabilir.

Kolorektal kanserin gelisim nedenleri tam olarak bilinmemektedir. Arastirmalar, belli
risk faktorlerinin kansere yakalanma olasiligini artirdigini gostermistir. Kolorektal
kanserlerin %95 i poliplerden olusur.

Polipler bagirsagin i¢ yuzeyini déseyen mukoza olarak adlandirilan yapidan gikan

tomurcuklardir. Cogu polip iyi huyludur genellikle kansere doénusmez, ancak



kolonoskopi ile c¢ikartilmalari, kolorektal kanser gelisimini belirgin  olarak
azaltmaktadir. Bu nedenle kolon kanseri 6nlenebilir bir hastaliktir.

transvers
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Sekil 2.1 Kolon

50 yas ustu olmak, kolorektal polipler, kolorektal kanserde aile Oykusu, genetik
degisiklikler, kigisel kanser 6ykusu, ulseratif kolit ya da crohn hastaligi, diyet, sigara

kullanimi kolorektal kanser icin ¢alismalarda belirtilen risk faktorleridir.
Doktorlar kolorektal kanseri su evrelerde tanimlamaktadir (Sekil 2.2);

Evre 0 Kanser kolon ya da rektumun sadece en i¢ tabakasinda bulunmustur.
Karsinoma in situ bu evredeki kolorektal kanserin bir diger adidir.

Evre 1 Tumor kolonun ya da rektumun i¢ duvarinda gelismigtir. Tumor duvari

gecmemistir.

Evre 2 Tumor kolon ya da rektum duvarinda ve duvarin iginde daha derin bir sekilde
hatta duvar boyunca yayilmigtir. Yakinlarindaki dokulari ele gecirmis olabilir fakat

kanser hucreleri lenf nodullerine sigramamistir.

Evre 3 Kanser yakinlarindaki lenf nodullerine sigramis fakat vicudun diger

bolimlerine sigramamistir.



Evre 4 Kanser vucudun diger bolgelerine sigramigtir, 6rnegin karaciger ve akciger
gibi.
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Sekil 2.2 Kolorektal kanseri evreleri.

Tez calismasinda insan kolon kanseri hicre hatlarindan biri olan HT29 (ATTC No:
HTB-38) (Sekil 2.3) hucreleri ile ¢alisilmistir. Bu hicre dizisi 1964 yilinda, kolorektal
adenokarsinomas! olan 44 vyasindaki beyaz bir kadinin primer tUmorinden
olusturulmustur. HT-29, epitelyum morfolojisi ile insan kolorektal adenokarsinoma
hicre dizisidir. Kolorektal kanser igin ksenograft timér modeli olmaya ilaveten, HT-29
hicre dizisi, bagirsak hucreleri tarafindan emilim, transport ve sekresyonu ¢alismak
icin in vitro model olarak da kullanilir. Standart kaltir kosullari altinda, bu hucreler
polarize olmamis, farkhlastiriimamis ¢oklu tabaka olarak buyurler. Kultar kosullarinin
degistirilmesi veya hucrelerin gesitli indukleyici ile muamelesi, farklilasmis ve polarize

olmus morfoloji ile sonuglanir.

Sekil 2.3 Kolon kanseri hiicreleri (HT-29)
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2.3 Metastaz, Dolagan tumor hucreleri

Metastaz, kanserin bir organdan, dogrudan baglantisi olmayan diger bir organa
tasinmasi olarak tanimlanir. Kétl huylu kanserin en belirgin klinik 6zelliklerindendir.
Kanser hucreleri birincil bdlgeden kan yoluyla ya da lenf sistemi araciligiyla gevre
dokulara yayillim yapar. Yayilan tumorler artik metastatik tUmordar. Ama kokeni
birincil dokudaki hucrelerdir. Bu tumorlerin yayiligi siklikla birincil bolgedeki lenf
dugumleri aracih@iyla olur. Yeni damar olusumunu takiben birincil timaor bdlgesindeki
hicre tutunmasi azalir ve hicrelerden bazilari serbest kalir. Serbest kalan bu
hdcreler, tumoru gevreleyen stroma igine invaze olarak dolagima veya lenf sistemine
katillirlar. Sisteme giris sonrasi, dolagsimda hayatta kalabilen hucreler uzak
bdlgelerdeki organlarin kapiller yataginda tutulma gercekleslestirirler. Bu asamadan
sonra, serbest hicre penetre olur ve bulundugu kan veya lenf damarindan disariya
dogru akigi gergeklesir. Son olarak, yeni olusan tumor, gelismek igin yeni kan

damarlari olusumunu tetikler ve ikincil kanseri olugturur.

Dolasan tumor hicreleri (CTC) primer timoérden damarlara dokulen ve kan akisinda
dolasan hucrelerdir. Dolayisiyla CTC’ler, 6nemli uzak organlarda ek timorlerin daha
sonra buyumeleri i¢cin metastaz tohumlari olustururlar. Kanserle ilgili olumlerin

¢ogunlugundan sorumlu olan bir mekanizmay: tetiklerler.

CTC’ler ilk defa 1869 yilinda Thomas Ashworth tarafindan metastatik kanseri olan bir
hastanin kaninda gdézlemlenmistir. Modern kanser arastirmalari, CTC'lerin, temel
tumorde klonlardan ortaya ciktigini gostermistir. CTC'lerin biyolojik 6zelliklerinin
anlasilmasi igin ortaya koyulan c¢abalar, karsinomanin metastatik yayiliminda,
dolasan timaor hucrelerinin 6nemli rolinlU ortaya koymustur. Ancak bu dolasan tiumor
hdcrelerinin, timor kitleleri icindeki hicrelerin molekuler 6zelliklerini yansittigi sadece
son zamanlarda gosterilmistir. Dolayisiyla CTC’ler, metastasin faaliyetteki halini
ortaya koyan, hastanin hastalik durumu hakkinda canli bilgi saglayan, “sivi biyopsi”
olarak dugunulebilir. Kanin erisilebilirligi ve alinmasinin kolayligindan dolayi
CTC'lerin analizi kanserin erken safhada belirlenmesinde, neoplastik ilerlemesinde

ve nuksetmenin izlenmesinde 6nemli bir arag olabilir.



Kan igerisinde dolasan tumor hucreleri prensip olarak vicudun ¢ogu bodlgelerine
ulagabilirler. Ancak farkl kanser tlrleri farkli bélgelerde metastaz olugturur. Ornegin
meme kanseri genel olarak karaciger, akciger ve kemiklerde metastaz olur iken,
prostat kanseri genel olarak kemik igerisinde metastaz olur. Bu tercih iki proses ile
yonetilir. ilki mekanik dogadan kaynaklanmakta olup CTC'ler karsilastiklari ilk kilcal
yataklarda tutulmaktadir. ikincisi ise daha gok biyolojik kaynakl olup, CTC’ler kan
akisinin digsina cikabilir ve c¢iktiklari ortam onlarin blylimesi igin uygun olursa

metastaza ugrayabilir.
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Sekil 2.4 Metastazin olusumu [129]

CTC’lerin belirlenmesi énemlidir. Fakat sayilari ¢ok dusuk olabildiginden dolayi, bu
hacreler kolaylikla belirlenemezler [2]. Aslinda temel tumdrden ayrilabilen hucreler
arasinda sadece %0.01’inin metastaz yapabildigi hesaplanmistir [3].

Dolasan timor hucreleri, metastatik hastaligi olan hastalarin tam kaninda mililitre
basina 1-10 katlarinda bulunmustur [4]. Karsilastirma igin, bir mm? kanda 7 bin
beyaz kan hucresi ve 5 milyon kirmizi kan hdcresi bulunur (Sekil 2.5’e bakiniz). Bu
duguk siklik, kanser hucrelerinin tanimlanmasinda gugluk yaratir. CTC'lerin biyolojik
Ozelliklerinin anlasiimasindaki temel 6ge, bunlarin dnemli sayilarda izole edilmesidir
(zenginlestirme basamagi). Bu da CTC'lerin molekuler, morfolojik ve fonksiyonel
analizi i¢in ileri duzey teknolojilerin ve yaklasimlarin gelistiriimesini vurgular.
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Sekil 2.5 Metastatik karsinoma hastalarinin kani igerisinde timor hicrelerinin
kimulatif dagilimi[127]

Simdiye kadar, CTC’ler birka¢ epitelyum kanserinde belirlenmistir (meme, prostat,
akciger ve kolon) [5][6][7][8] ve Klinik kanitlar, metastatik lezyonlari olan hastalarin

CTC’lerinin izole edilmesinin daha kolay olduguna isaret ederler.

2.4 CTC Belirlenmesi Ve izole Edilmesi: Yontemler Ve Aletler

CTClerin belirlenmesi ve izole edilmesini iki faktor zor kilar:
i) CTC’ler kanser hastalarinin dolagsiminda nadirdir

ii) bu hucreleri diger kan hucrelerinden guvenilir ve verimli sekilde ayirt etmek igin bir

isaretleyici yoktur.

Burada, belirleme kelimesi bir o6rnekte CTC’lerin dogrudan veya dolayli
tanimlanmasini ifade ederken, izolasyon kelimesi bir Oornekte CTC’lerin diger
hucrelerden verimli sekilde ayriimasini ifade eder. CTC belirleme ve izolasyon

yontemleri U¢ ana kategoride siniflandiriimistir.



Bunlar;

e nukleik aside dayall,
o fiziksel 6zelliklere dayali ve

e antikora dayali yontemlerdir.

Bu genis siniflama altinda, birka¢g dnemli sistem tanimlanabilir ve bunlar bu kismin

sonunda anlatilacaktir.

CTC'lerin, kan hucreleriyle karsilastirildiginda asin derecede dugsuk sikligindan
dolayr (6rnegin beyaz kan hicreleri (7x103hicre/mm3), kirmizi kan hucreleri
(5x108hiicre/mm?3) ve plateletler (3x10%hiicre/mm?3)) bazi CTC belirleme ve izolasyon
yontemlerinden dnce bir zenginlestirme basamagi gerekebilir. Zenginlestirme bir 6n
ornek hazirlama basamagi olarak dusundlmelidir. Bu basamakta CTC’lerin
konsantrasyonunu érnekte gelistirmek igin kan hlcrelerinin blyuk kismi ¢ikariimistir.
Zenginlestirilen 6rnek daha sonra CTC’lerin belirlenmesi veya izolasyonu igin daha

bir cok islemden gegirilecektir.

Ornek zenginlestiriimesi icin genel yéntemlerin arasinda

santrifigasyonun yogunluk gradyani,

kirmizi kan hucresi lizisi (hemoliz),

pozitif veya negatif immunomanyetik ayirma ve

bayukluge dayali filtrasyon vardir.

Ik iki yontem 6rnekten kirmizi kan hiicrelerini ve trombositleri elimine eder ve sonraki

basamaklarda CTC’leri ve beyaz kan hucrelerini birakir.

Santrifigasyonun yogunluk gradyani, CTC’lerin ve c¢ekirdekli kan hdcrelerinin
(6rnegin beyaz kan hicresi) dusik yogunluguna dayalidir. Benzer yogunlugu olan bu

hucreleri diger kan yapilarindan ayirmak igin kullanir.

Santrifugasyonla bir diger 6rnek zenginlestiriimesi, érnekten kirmizi kan hucreleri ve
beyaz kan hucrelerini ¢ikaran RosetteSep ile mimkundir (STEMCELL TEch., BC,
Kanada). Kirmizi kan hdcrelerini  ve beyaz kan hucrelerini birbirine 6zel olarak
baglayan antikor karisimi, birgcok kirmzi kan hucresi ve beyaz kan hucresi iceren

hicre rozetlerini (topluluklari) olusturmak igin kullanihr.
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Bu topluluklarin yogunlugunun yliksek olmasindan dolay! bunlar CTC’lerden verimli
sekilde ayrilabilirler.

Ornek zenginlestirilmesi ayrica kirmzi kan hiicresi lizisi ile de yapilabilir. Ancak bu
sure¢ sirasinda CTC kayiplari olmasi santrifigasyonun yogunluk gradyani ile kirmizi
kan hucresi lizisi arasindaki bir kargilagtirmada ikinci yaklagimin tercih edilmesine yol
acar [9].

Hem kirmizi kan hicrelerini hem de beyaz kan hicrelerini elde etmek i¢in uygulanan
immunomanyetik ve buylklige dayali yobntemlerin kullaniimasiyla da Ustln

zenginlestirme sonuglari elde edilebilir.

Tipik bir CTC belirleme ve izolasyon sisteminin performansi asagida belirtilen

parametrelerin kullaniimasiyla ideal olarak degerlendirilebilir. Bunlar:

e Kurtarma orani (veya belirleme/izolasyon hassasligi): bir 6rnekte belirlenmis
veya izole edilmig CTC'lerin mevcut olan butin CTC’lere oranidir. Ayrica
belirlenebilen veya izole edilebilen CTC’lerin 6érnek basina en kuguk sayisini
belirlemek de gereklidir. Bu o6zellikle, temel tumérin ve metastazin erken
tanisiicin 6nemlidir.

e Saflik orani (veya belirleme/izolasyon 6zelligi): bir érnekten belirlenmis veya
izole edilmis CTC’lerin batln belirlenmis veya izole edilmis hlcrelere oranidir.

e Zenginlegtirme orani: CTC zenginlestirimesinden onceki ve sonraki CTC
sayllarinin kan hicrelerine oranidir.

e Verimlilik: 6rnegin iglendigi hizdir. Verim, asil olarak birim zaman icin iglenen
hdcrelerin sayisi olarak rapor edilmistir. Mikroakiskan biyogipler gibi surekli
akiskan sistemler igin verim, volimetrik akis orani olarak rapor edilir. Bu
orandan ayrica islenmis hlcrelerin sayisi da hesaplanabilir.

e Canlilik: Bir érnekten canli olarak elde edilmis CTC’lerin izole edilmis butun

CTC'lere olan oranidir.

2.4.1 Nukleik aside dayali yontemler

Nukleik aside dayali yontemler, CTC’lerin varligini dolayli olarak belirlemek igin
ornekte belli DNA veya mRNA molekullerini tanimlar. Bu amagla, zenginlestiriimis
ornekten elde edilen ve sozde CTC’ye 6zel genlerle ilgili, bilinen DNA veya mRNA
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(yani cDNA) molekullerini hedeflemek igin belli primerler polimeraz zincir
reaksiyonunda uygulanir. Bu genler doku, organ veya tumore 6zel proteinler veya
polipeptidleri kodlar veya daha 6zel olarak, kanser hucrelerinde bulunan bilinen

mutasyonlari, translokasyonlari ve metilasyon kaliplarini igerirler [10;11].

Polimeraz zincir reaksiyonun temel ¢ogaltma ilkesi sayesinde, nukleik aside dayal
yaklagim, CTC belirlenmesi icin en yuksek hassashgdi sunar. Polimeraz zincir
reaksiyonu, ornekte asiri derecede klguk miktardaki isaretleyicilerden sinyali verimli
sekilde alabilir. Bu da tek bir CTC’nin buyuk bir 6rnek hacminde belirlenebilecegi
anlamina gelir (6rnegin, 5-10x108 gekirdekli kan hiicresinde veya >5mL kanda 1
CTC). CTC belirlenmesi, mMRNA molekullerini kullanarak daha etkindir.

Benzer sekilde, reverz transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR),
CTC’lerin nukleik aside dayali belirlenmesi i¢in uygulanan temel tekniktir. Coklu RT-
PCR analizleri, 6rnegin ayni anda ¢oklu transkriptlerin ekspresyonunun olgulebildigi
tekniktir. AdnaTest kitleri (AdnaGen, Almanya) bu amag igin kullaniimaktadir [12].
CTC’lerin genetik heterojenligi dusunuldiginde, ¢oklu polimeraz zincir reaksiyonu

analizi gelismis hassaslik ve 6zgunlik oranlari saglayabilir.

Nukleik aside dayali yaklasimin verimini belirleyecek onemli bir faktor, segilmis
isaretleyicinin 6zgunlugudur. Karsinomalar veya epitel dokularin kanserleri, butun
kanser olumlerinin %85’ini olugturur. Epitele 6zgun genler, érnegin tam kanda normal
olarak olmamasi gereken farkh sitokeratin alt tirlerini (epitele 6zel intrasitoplasmik
protein) ve EpCAM’I (hicre yuzu glikoproteini) kodlayan genler, dokuya Ozel

isaretleyicilerin kullanilanlari arasindadir.

Nukleik aside dayali CTC belirlemesi etkileyici hassaslik sunar. Ancak 6zgunligu bu
yaklasimin genel dogrulugunu azaltir. Doku ve organa Ozel isaretleyicilerden gelen
yanls pozitif sinyaller; enflamasyon, invazif tani biyopsileri ve timor rezeksiyon
ameliyatlari sirasinda dolagima girmis olan az sayidaki kanser olmayan huicrelerden
kaynaklanabilir [13]. Ayrica, simdiye kadar uygulanmig isaretleyicilerden higbiri tam
olarak CTC’ye 6zgun degildir ve arastirmalar bunlarin ayrica kan hucrelerinde de
belirlenebilecegini teyit etmistir. Ornegin, CTC belirlenmesi igin kullanilan temel bir
isaretleyici olan CK-19 ekspresyonu immun hucrelerde de gozlenmigtir [14]. Bu
yontemlerin 6zgunligunu etkileyen diger bir konu yuksek hassasliklarindan ortaya
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cikar. Ornekteki kiiglik miktardaki mMRNA veya DNA bu teknikle olasi olarak
belirlenebildiginden dolayi, mesru olmayan transkripsiyonlar yanlis pozitif sonuglara

yol acgabilir.
2.4.2 Fiziksel ozelliklere dayali yontemler

Kandan CTC’lerin izole edilmesinde yogunluk, boyut, mekanik esneklik ve dielektrik
Ozellikler gibi fiziksel 6zelliklerden yararlanilabilir.

2.4.2.1 Boyut ve mekanik esneklige dayali olarak CTC’ lerin izole edilmesi

Boyuta dayali izolasyon, kan hucreleriyle karsilastiriidiginda (~ 8-12 pm), CTC’lerin
bayuk boyutlarina (~ 20-30 ym) dayanir.

En basit sekilde, boyuta dayali CTC izolasyonu, ticari ISET’lerde (Rarecells, Paris,
Fransa) sabit CTC izoloasyonu igin, ScreenCell sistemlerinde (ScreenCell, Paris,
Fransa) ise canli CTC izolasyonu igin kullanilir. Bu isem iz daglama (track-etched)
polikarbon filtrelerinin kullanimiyla yapilir [15;16]. Filtre rastgele dagitiimig 8 pm
capinda delikleri olan bir zardir. Bu delikler kan bilesenlerinin gegmesine izin verirken
s6zde daha buyuk olan CTC'leri tutarlar. Hlcreler siklikla yapilari bozulmamig olarak
kalirlar. Bu daha sonra yapilacak olan morfolojik veya molekller analizlerine
yardimci olur [15;17;16]. Ancak iz daglama membranlarinin Uretilmesinde kullanilan
sure¢ nedeniyle membranlardaki deliklerin dagiima kalibi rastlantisaldir ve CTC'ler
icin kagma yollarini olusturmak Uzere deliklerin birlesmesiyle sonuglanabilir (Sekil
2.6A’ya bakiniz). Deliklerin kontrolli dagilimi, boyutu ve geometrisi ile mikro filtreler
inga etmek Uzere mikrofabrikasyon (mikro Uretim) teknikleri kullaniimaktadir. (Sekil
2.6) [18;19;20].

Basit ve kullanimi kolay olsa da membran filtreleri ylksek saflik saglamaz. Ayni
sekillde birgok kan hicresinin elde edilmesine de izin vermez (6rnegdin 1-mL drnekten
3000 beyaz kan hucreleri [18]).
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Sekil 2.6 Membranlarin taramali elektron mikroskop goérintileri [19]

Boyut farklihgina ilaveten, CTC’lerin ve kan hucrelerinin mekanik 6&zelliklerindeki
farkhlik da bu ayrim metodunda siklikla kullanilir. Kan hucrelerinin kalitsal olarak
sekillerini degistirmesi ve daha kugluk boyutlarda olmalari, onlarin  mikron
blayukligundeki engellerden (yani kilcal damarlardan) kolaylikla gegmesine izin verir
[21;22]. Daha buylk ve saglam olan CTC’ler bu sekilde yakalanabilir. Bu ilkenin
gergeklestirilmesi igin birkag yontem onerilmistir (Sekil 2.7'ye bakiniz). Ornegin,
mikron buyuklugundeki bosluklarla birbirine baglanmis olan bir dizi havuz i¢ceren bir
pool-dam sisteminde (Sekil 2.7A), her boslugun genisligi tasarlanabilir. Boylece
beyaz kan hucreleri ve kirmizi kan hlcreleri kurulu baraj tarafindan filtrelenir ve CTC

ler ilgili havuzlarda yakalanir [23].

Caligmalardaki umut verici sonuglara ragmen bu yaklasim kanda dislUk sayida
bulunan kanser hucrelerinin izolasyonu i¢in daha fazla arastiriimalidir. Bir bagka
arastirmada, genis bir mikro kanaldan yapilmig mikro sivi gipinin (60mm x 30mm x
20um) tabani, birbirini izleyen azalan agiklklarla (yani 20, 15, 10 ve 5um)
tasarlanmistir (Sekil 2.7B) [24]. Farkli boyutlari olan farkli kanser hicrelerinin, alet
boyunca farkli yerlerde yakalanabilecegi ve kan hucrelerinin ¢ogunlugunun bu

aciklilardan gecebilecegi gosterilmistir.

Tam kandan CTC’ lerin elde edilmesi igin daha verimli bir yéntem olan buyuklige
dayali mikro sivi yaklagiminda, ¢ komsu mikro sutundan yapilmis ay sekilli tuzaklar
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kullaniimaktadir (Sekil 2.7C’ye bakiniz) [25;26]. Bu tir bir tasarim, daha ylksek akis
oranlarina izin verir. Hucrelerin ve diger birikintilerin birikmesiyle kanalin tikanmasini

engeller.

Daha onemlisi, Onerilen tasarim her tuzak basina tek veya cift CTClerin
izolasyonunu saglar. Akig yonunu degistirerek, yakalanan hucreler geri elde edilir ve
bunlarin  kaltiri basariyla yapilabilir. Bu da bu aletin canh CTC'lerin izole
edilmesindeki becerisini gosterir. Bu teknoloji, 5 kanser hastasinin kiuguk bir
grubundan CTC'lerin izole edilmesinde basariyla kullaniimaktadir ve son zamanlarda

Clearbridge Biomedics tarafindan CTChip® adi altinda pazarlanmistir.
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Sekil 2.7 Pool dam ¢ipinin semasi [126].

Bir mikro kanalda hucrelere isleyen, boyuta dayali hidrodinamik guglerden de, CTC
izolasyonunda da yararlanilabilir. Ornegin, bir mikro kanalin her iki yaninda yan
haznelerde vortekslerin olusumu, CTC’lerin izolasyonu igin arastiriimaktadir [27].
Ornek mikrokanalda akarken iki temel hidro dinamik glciin etkilesimi (yani kayma
gradyan itme etkisi ve duvar itme etkisi ) blylk kanser hicrelerini vortekslerin igine
iter. Fakat kiguk kan hucrelerinin yorungesini etkilemez. Bu yontem igin geri kazanim
orani, teorik olarak hedef hicrenin blayukluguyle ve mikro kanaldaki Reynold sayisi

ile ilgilidir. Bu alet oldukga yuksek bir verimlilik (4 mL/dak), kabul edilebilir bir saflik
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(%85) saglar. Mikro kanal genigliginin Reynolds sayisi ile ayarlanmasiyla (yani akig
hizi), mikro kanalin genisligi boyunca farkl yerlere farkli hicreler go¢ edecektir. Daha
sonra, belirtiimis cikislarda izole edilebilirler (Sekil 2.8 A ve B). Bu yaklasimin
kullanimi ile, sulandiriimig kan orneklerinden sirasiyla %96 kanser ve %92 kan
hdcreleri izole edilmigtir [28]. Bu yontem ayrica klinik bir aragtirmada uygulanmistir.
CTC’ler metastatik akciger kanseri olan 20 hastanin tamamindan izole edilmigtir ve

20 saglikh 6érnek igin sonuglar negative ¢ikmistir [29].

Eylemsizlik kaldirma kuvveti hucreler Ustinde, bir dizi kasiima-genisleme
Ozellikleriyle birlikte, kuiguk kan hucreleriyle buyuk kanser hucrelerinin yakininda kisik
akis olusturmak icin etkide bulunur (Sekil 2.8 C). Kisik akis V-sekilli bolgeye
girdiginde, eylemsizlik kaldirma kuvveti, daha klguk kan hulcrelerini yan duvarlarda
tutar. Daha buylk olan CTC ler eylemsizlik hidrodinamik glclinun etkisiyle belirtilen
cikista toplanincaya kadar duz bir hatta devam ederler (geri kazanim orani: %80-90)
[30;31]. Hedef kanser hucreleri bu yaklagimda fiziksel olarak yakalanmadigindan
(Sekil 2.8 C’ye bakiniz) izolasyonun safligini gelistirmek igin seri olarak baglantili
olan cihazlarda yeniden islemden gegcirilebilir [30]). Bu yaklagsimin kullanimiyla,
CTCler %79’luk hassaslikla klinik kan drneklerinden izole edilmistir (n=24) [31].

CTC’lerin boyuta dayall izolasyonu basit ve etiketsiz olsa da, bir biyoisaretleyici
olarak buyukligun 6zel olmamasi, bu yaklasimin verimliligini etkileyebilir. CTC’lerin
morfolojik analizi, bu hdcrelerin yuvarlak veya oval sekilleri ile morfolojik olarak

heterojen oldugu ve 4 um ile 30 um arasinda buyuklukte oldugunu gostermistir [32].

Boyuta dayali yontemlerin gogunlugu deneysel olarak optimize edilmigtir ve kanser
hicresi dizisinin buyUkligline dayahdir. Ancak bu hucreler morfolojik olarak daha
homojendir ve genelikle CTC' lerden daha buyuk olma egilimleri vardir [33]. Yanlis

pozitif oranlari da artabilirler.

Cunku Iokositler CTC’ ler kadar buyuk olabilir [34]. Ayrica, temel tumor hdcreleri ve
metastatik tumor hucreleri Ustindeki biyomekanik arastirmalar, sert sitoskeletin
yikilmasi dolayisiyla (asil olarak EMT sirasinda) kanser hicrelerinin daha esnek hale
geldiklerini  belitmektedir [35;36;37;38]. Dolayisiyla, boyut/deformasyona dayali
yontemlerde CTC’lerin izole edilmesi igin kullanilan temel ilke, daha invazif belki de
metastaz baglatan CTC’leri veya CSC’leri g6z ardi etmektir [39].
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Sekil 2.8 (A-B) Spiral mikro kanalin plani, (C) Boyuta dayali izolasyon icgin kullanilan
aletin plani [128]

Son olarak, boyuta dayali yontemlerde yakalanan CTC’ler olduk¢a yuksek mekanik
strese maruz kaldigindan izole edilmis CTC’lerin incelenmesinde bu mekanik stresin

hdcrelerin normal islevlerini degistirdigi gozlemlenmistir[40].

Son zamanlarda, CTC’lerin buyUklik heterojenligini ve beyaz kan hucreleri ile
ortismesini ele almak igin, kanser hucreleri yuzey antijenlerine (6rnegin EpCAM)
bagh olan mikro boncuklarla etiketlendirilir. Bu etiketleme, hucre yuzeyinde bir mikro
boncuk tabakasi olusturarak kanser hucrelerinin buyukluguna arttiracak ve hedef
olmayan hucrelerin bayUkligu i¢in acgik bir ayrim olusturmada yardimci olacaktir.
Ayrica kanser hucrelerinin  kati mikro boncuklarla etiketlendirmesinin hcre
deformasyonunu azaltacagi ve geri kazanim oranini arttiracagi onerilmistir (6rnegin,
%20'ye karsi %92). Ancak, hedef hucrelerinin Uniform yluzey etiketlenmesi
uygulamada basarilamayabilir. Bu da bu yaklagimda uygulanan ana varsayimi

etkileyebilir.
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2.4.2.2 CTC lerin elektrokinetik olarak izolasyonu

Hucreler dielektrik partikuller olarak dusunulebilir. Bu hucrelerin elektrik olarak notr fakat
polarize olabilir oldugu anlamina gelir [41]. Dolayisiyla, bir elektrik alanda
bulunurlarken (DC veya AC), elektrik dipol momentlerinin yonu, hlcrelerin dielektrik
Ozelliklerine baghdir. Fenotiplerine, fizyolojik durumlarina ve morfolojilerine bagh
olarak farkli hdcrelerin farkli dielektrik 6zellikleri olacaktir. Bu da CTC’lerin elektro
kinetik izolasyonu igin uygulanan temel ilkedir [42;43;44]. Uygulamada, farkli hicreler
mekaniksel olarak homojen olmayan AC alanina maruz kaldiginda, hucrelerin ve
tasiyan medyumun dielektrik 6zelliklerine ve alanin genligine ve frekansina bagli
olarak, farkl elektronik gugleri yasayacaklardir. Bu gugler, elektrorotasyon ile (yani
doner bir AC alaninda hucrelerin donme hareketi) ve dielektroforez (DEP); (yani,
uniform olmayan AC alaninda itici veya g¢ekici dontisimsel hareket) ile hicrelerin

nitelendiriimesi ve izolasyonu igin kullanilabilir [45;46].

DEP gucu, uzunluk oOlgegine ters orantilidir. Entegre mikro sivi elektronik aletlerinin
kullanimi ile mikro Olgekte hicre izolasyonu igin daha etkilidir [47;48].

Buna godre, kanser hucrelerinin DEP dayali izolasyonunda kullanilan cihazlar igin
genel bir tasarim, mikro Olgekli hazne veya uniform olmayan AC alanini olugturmak
icin tabaninda elektrot dizileri olan kanali igerir. izolasyon ya gekici DEP giici
tarafindan elektrotta kanser hucrelerinin yakalanmasi ile veya itici DEP gucu ve yer
¢ekimi ve hidrodinamik guglerin (DEP/G-FFF) dengelenmesi ile medyum iginde
kanser hucrelerinin immobilize hale getiriimesi ile yapilabilir (Sekil 2.9’A bakiniz)
[49;50]. Bu vyontemlerin kullanimi ile, karmasik hucre oOrneklerinden kanser
hucrelerinin  DEP dayali izolasyonu gosterilmistir ve farkli kanser hucresi
konsantrasyonlari ile (6rnegin, bir kanser hiicresi, 3x10° kan hcresi ile
karistirldiginda) ornekler icin ylksek geri kazanim ve saflik oranlari (N %95) rapor
edilmistir [49;51;50]. Canlilik testleri, bu yontemde uygulanan, oldukga yuksek
glicteki elektrik alanlarinin (N 2.5 x 10% V/m) invazif olmayisini onaylamistir. Yine de,
yukaridaki yontemlerle ilgi temel dezavantaj, bunlarin dusik verimliligidir. Farkl
hicreler DEP’in toplu etkisi ve yercekimi ile belirlenmis (FDEPz ve Fgrav), ve farkh

yuksekliklere kaldiriimiglardir.
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Sekil 2.9 Elektrorotasyon ve dielektroforez [50]

Hucreler esitliklerine ulastiktan sonra, farkli yuksekliklerde (VFFF2 N VFFF1) farkli
velosite profillerine sahip olan parabolik laminar akig, ayni verimde fakat farkli
zamanlarda hucreleri toplar. Daha hizli profilin igindeki hucreler (VFFF2) énce

toplanir, ardindan daha yavas profilin icinde bulunan hucreler gelir (VFFF1).

Bu konuyu ele almak igin, daha buyluk hacimleri (4.5mL’ye kadar) islemeye
kapasitesi olan, daha buyuk bir haznesi olan bir alet geligtiriimistir [52]. Ancak, bu
aletin hassash@i yiiksek hacimler icin énemli élciide azalmistir. Ornegin, ~ 5 x 10°
kan hacreleri ile karistirilmis kanser hucreleri igeren 4.5 mL 6rnek icin (1:1000 oran),
geri kazanim orani %10’a dugmustur. Clunkd kanser hicrelerinin gogu, kan hucreleri
ile birlikte ayrismistir. Ornek hacmi 9 kat azaldiginda (yani, 100 kanser hiicresi ~2 x
10° kan hiicresi ile karismis), geri kazanim orani %92’ye ¢gikmistir. Daha verimli olan
surekli akis mikro sivi yaklagimlari son zamanlarda rapor edilmistir. Bir ¢alismada,
DEP modulu, buyukluge dayali hidrodinamik adimla entegre olmustur. Bu, fazla kan
hicrelerinin ortadan kalidirimasi igin zenginlestirme safhasi olarak uygulanmaktadir
[53]. Kan hucrelerini ortadan kaldirmak igin ayri bir ayrisma akisini uygulayan bir diger
yaklagimda da, kanser hucreleri haznenin iginde dusuk agirliklarda cekici DEP
alaninda kalmis ve ayri bir ¢ikista toplanmislardir [54]. Bu tasarima dayal olarak,
ticarilesmis alet ApoStreamTM (ApoCell Inc., TX, ABD) cgesitli konsantrasyonlarda

kan ile karistirlmis kanser hicrelerinin ~ %70’i geri kazaniimigtir.
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CTC’lerin DEP dayali izolasyonu etiketsizdir ve canh hucreleri saglar. Fakat
uygulamada bazi faktérler uygulanmalarini etkileyebilir. Ornegin, hiicrelerin dielektrik
Ozellikleri iyon sizintisi dolayisiyla giderek dedisebilir ve bu da izolasyonun, ornek
islemi bagladiktan sonra kisa bir sure icinde tamamlanmasi gerektigi anlamina gelir
[52]. CTC izolasyonu ve analizleri i¢cin buyuk ornek hacimleri gerekli oldugundan,
simdiye kadar basarilan oldukca yavas ornek igsleme oranlarindan dolay bu kolay bir

is degildir.
2.4.3 Antikora dayali yontemler

Antikora dayali yontemler tek bir biyokimyasal ilkeye dayali olarak, yani antikor-
antijen 6zel baglanmasi olarak belirlenmistir. Bu yontemler, hem CTC belirlenmesi ve
hem de izolasyonu igin en genel ve etkin yaklagimlardir. Antikora dayal belirleme,
asil olarak hucrelerin gorsel incelenmesi ile ICC’yi kasteder. Ancak diger gorsel
olmayan belirleme teknikleri, drnedin Raman spektrokopisi, fotoakustik flowmetri ve
NMR (nUklear manyetik rezonans) de arastiriimistir. Antikora dayali CTC izolasyonu
antikor-yoneltilmis bir “matris” kullanarak yapilir. CTC’ ler matrise 0zel olarak
baglanir. Matris iki temel sekilde olabilir: manyetik partiklller veya bir kivet icinde
(cogunlukla bir mikro kanal) degistirilmis yUzey. Literatlrde, izolasyon matrislerinin
genel sekilleri rapor edilmigtir. Ornegin, yiizeyleri antikorlar ile kaplanmis kimyasal
olarak guglendirilmis nanomotorlar (yani matrisler) kanser hucresi izolasyonu igin
arastirilmistir. ilke olarak, nanomotor bir kiivet olarak davranir ve dolasan bir kanser
hlcresini segici olarak alir ve belirli bir varis noktasina tasir. Ancak, kanin kimyasal
kompozisyonu ve hedef olmayan hucrelerin  yuksek izolasyonu igin
kullanilabilmesinden o6nce daha fazla gelistiriimesi gereklidir. Antikora dayal
izolasyon yontemlerinin uygulandigi ilkenin 6zgunlugu ele alindiginda, bunlar teorik
olarak CTC’lerin belirlenmesi ve izolasyonunu basarir. Ancak, CTC’ler igin gergekten
O0zel yuzey antijeninin olmamasi dolayisiyla, bu uygulamada guvenilir olarak
basariimamistir. Burada, CTC'lerin belirlenmesi ve/veya izolasyonu igin antikora
dayali yontemler immunositokimya, immunomanyetik ve adezyona dayal yontemler

olarak siniflandirilir ve asagidaki alt bolimlerde incelenmisgtir.

Herhangi bir antikora dayali yontemin uygulanmasi, genis 6l¢ide kullandigi antijene
dayanir. CTC'lerin belirlenmesi veya izolasyonu igin gesitli antijenlerden yararlanilir.
Bunlarin arasinda EpCAM ve Sitokeratinin farkl alt tdrleri en sik kullanilan
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isaretleyicilerdir. Ancak ¢ogu arastirmalar, EMT surecinin bir sonucu olarak CTC'lerin
hepsinin bu isaretleyicileri ekspres etmediklerini teyit etmistir. EMT sdrecinin
CSCllerle ilgili oldugu g6z 6nunde bulunduruldugunda, bu isaretleyicilere dayali olan
herhangi bir ydntemin bu énemli CTC alt populasyonunu yok saydidi olasidir. Ancak,
bu tlr epitelyum igaretleyicilerini kullanarak belirlenen CTC'lerin seyir degeri birkag
klinik arastirmada gosterildiginden dolayi, bu hicrelerin (yani EpCAM+ ve/veya CK+)
daha 6nemli metastaz baslatan hucrelerin veya CSC’lerin yerini tutuculari oldugu
varsayilabilir. Birka¢ organ veya timore 6zel isaretleyiciler, drnedin CEA, EGFR,
PSA, HER-2, MUC-1, EphB4, IGF-1 R, cadherin-11 ve TAG-72 da CTC’lerin antikora
dayali belirlenmesi ve izolasyonunda rapor edilmistir. Kisacasi, mevcut literatur
simdiye kadar rapor edilen isaretleyicilerden higbirinin, butin CTC’lerin etkin
belirlenmesi ve izolasyonu igin gerekli olan ideal performansi (yani, yuksek

ekspresyon ve 6zgunluk) gostermedigini ileri surer.

2.4.3.1 Immunositokimyasal (ICC) yontemler

ICC ile CTC belirlemesi antikor etiketli hedef hucreleri bulmak igin zenginlestirilmis
ornegin dogrudan gorsel incelenmesini saglar. CTC c¢ogunlukla CK+/DAPI+/CD45-
intakt hiicre olarak tanimlanir. Ozellikle, CD45 negatifligi CTC belirleme 6zgiinliigini
arttirmak igin kullanilir. Nikleer boya olarak DAPI kullanilir. llke olarak, CTC
belirlemesi icin ICC en guvenilir ve 6zel yontem olarak dusunulebilir, ancak ideal
performans uygulamada basarilamayabilir. Isaretleyicilerin hassashgina ve
O0zgunligline ek olarak, hucreleri sorgulamak igin uygulanan optik tekniklerin
verimliligi ICC yontemlerinin performansini etkiler. Genel olarak, bu amag igin iki

temel yaklasim dusundlebilir, bunlar flow sitometri ve imaj sitometrisidir.

Floresens aktive edilmis hucre ayirma (FACS) iceren flow sitometrinin ilkesi,
genellikle immunofloresen olarak etiketlendiriimis CTC’lerin belirlenmesi, sayimi ve
ayrimi igin uygulanmistir. Ancak flow sitometri CTC’lerin belirlenmesi igin gerekli olan
yuksek hassasligi tutarli bicimde sunmamistir. Bu durum teknik sinirlamalar ve

antijen ekspresyonundaki varyasyonlardan kaynaklanabilir.

imaj sitometrisi ile CTC belirlemesi daha popiilerdir ve asil olarak immunofloresens
mikroskopisine bagvurur [55]. imaj sitometrisinin asil avantaji, birkac isaretleyiciyi

icermesi olasihgidir. Ayrica bir diger avantaj belirleme 6zgunlugunu gelistiren farkl
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molekuler (yani FISH) veya sitomorfolojik (yani N/C orani) analizlerin prosedure dahil
edilmesidir [56].

Dolayisiyla, gesitli ADM sistemleri bu amag i¢in uygulanmistir. Manuelden daha fazla
verim ve tekrarlanabilirige ek olarak, ADM sistemleri imaj verilerinin bilgisayarli

proses sonrasi analizini sunabilir (Bakiniz sekil 2.10) [57;58;59].
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Sekil 2.10 Kolorektal ve ovariyan kanser hastalarindan, belirlenen CTC’ lerin
otomatik kantitatif FISH analizi [58]

Sekil 2.10 da, sol kolon, EpCAM (yesil), CK-7/8 (Cy5) ve DAPI (mavi) icin
etiketlenmis, 100x buyutmede, belirlenen CTC’leri tanimlamaktadir. Orta kolon, her
CTC’nin nukleusu iginde kromozom (noktalar) i¢in FISH sonuglarini gdsterir.
Noktalarin otomatik sayimina dayanarak sistem, belirlenen CTC’lerin kimligini

onaylar.

imaj sitometrisi ile CTC belirlemesi, CellSearch sistemi (Veridex, NJ, ABD) tarafindan
da uygulanan populer bir yaklasimdir ve CTC belirlemesi igin klinik olarak
onaylanmis tek analizdir. Zenginlestirme basamagini atlayarak ve ornekteki butin
cekirdekli hucreleri inceleyerek, bir diger imaj sitometri sistemi, HD-CTC analizi son
zamanlarda yaklasik olarak %99 belirleme hassaslgini bagarmigtir [60]. Metastatik

karsinomasi olan 15 hastayi iceren basa bas bir kargilastirma, sirasiyla 14 ve 5
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hastada 7.5mL kan orneginden HD-CTC ve CellSearch analizlerinin 22 CTC
belirleyebilecegini gostermistir. Ayrica, HD-CTC analizi tarafindan belirlenen
ortalama CTC sayisi CellSearch sisteminkinden ¢ok daha yuksek olmustur (100 kata
kadar). Ornek higbir zenginlestirme siirecine tabi olmadigindan, bu yéntem ayrica
bazi orneklerde CTC kumelesmelerini belirleyebilmigtir [61]. Bu dolagan kimelerin
tumor yapisindan mi ayrildigi veya CTC’lerin kan damarlarinin endotel duvarina
baglanmasindan sonra mi olustugu bilinmemektedir. Ancak, bunlarin ylksek klinik

onemi olabilir [61].

2.4.3.2 immunomanyetik yontemler

Deoksihemoglobin kirmizi kan hdcreleri harig, neredeyse butin hucreler ya
diamanyetik ya da ¢ok zayif manyetiktir [62]. Dolayisiyla manyetik bir alan, manyetik
Ozellikleri secici olarak degistiriimisse, CTC’lerin kandan verimli sekilde izole edilmesi
icin kullanilabilir. Bu amagla, antikor-konjuge manyetik mikro boncuklar (¢ap: 0.5-
5um) veya belli bir yluzey antijenine siklikla baglanan nanopartikuller (¢cap: 50-250
nm) kullanarak CTC’ler etiketlendirilebilir. Kisa bir inkibasyon suresinden sonra (~ 30
dk) 6rnek, Uniform olmayan bir manyetik alana maruz kalir. Bu da etiketlenmis
hicrelerin daha yuksek MFD bdlgelerine dogru go¢ etmelerini ve burada
yakalanmalarini saglar. Membran gegirgenligine neden olan intraselller etiketleme
disinda, immuno manyetik yontemler canli ve yapisi bozulmamig hucreler saglar.
Cunku manyetik etiketler biyolojik fonksiyona (6rnegin, gen ekspresyon profili) [63])
veya hucrelerin optik 6zelliklerine (nano partikiller kullanildiginda) karismazlar.
Gerektiginde immuno manyetik etiketler, enzimatik veya immunolojik yontemler
kullanarak iptal edilebilir [64;65].

Bir immuno manyetik yontemin performansi, ug faktorle belirlenir. Bunlar

a) hedef antijenin ekspresyonun 6zgun olmasi ve baglandigi antikora baglanma kalitesi,
b) immuno manyetik etiketleme sirecinin ve manyetik partiktllerin verimliligi

c) etiketlenmis hicrelerin izole edilmesi igin tasarlanan ayrim mekanizmasidir.

Asiri ekspres olmus yluzey antijeni, immuno manyetik partikillerin alimini arttirabilir.
Bu da hucreler Ustinde etkili olan manyetik gucu yaratir ve izolasyonlarini

kolaylastirir. EpCAM siklikla bu amag igin kullanilmaktadir. Ancak, daha 6nce de
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aciklandigi gibi, EpCAM’in ekspresyonu CTC alt populasyonlari arasinda degisiklik
gOsterebilir [66]. ideal bir isaretleyici bulunmadigindan, bu konunun Ustesinden
gelecek bir yaklasim, hedef ¢oklu antijenlerine bir “kokteyl” antikorlarin kullanimidir
[67;68; 69;70;71]. CTC’lerin fenotipinden bagimsiz olan diger bir yaklagsim, érnekten
beyaz kan hucrelerinin manyetik olarak uzaklastiriimasi igin 6zgun isaretleyicilerin
(6rnegin CD45 veya CD61) kullanimi ve kirmizi kan hdcrelerinin pargalanmasi ile
CTC lerin negatif olarak izole etmektedir [72;73;74]. Bu tur bir yaklagsim CTC'leri
dokunulmamis halde birakir. Ancak, beyaz kan hucreleri CTC’leri sayisal olarak
gectiginden, kabul edilebilir bir saflik elde etmek igin, ayrim yonteminin ¢ok yuksek bir
geri kazanim orani olmalidir. Diger bir deyigle, kazaniimamis beyaz kan hucrelerinin
kUguk bir orani bile, arka plandaki hucrelerin fazla sayisi demek olacak ve safligi

azaltacaktir.

Hedef antijene ve onun antikoruna ilaveten, hem etiketleme protokolu (yani dogrudan
veya dolayl etiketleme ve reaktifler) hem de manyetik partikiller (yani buyuklukleri ve
kompozisyonu), immuno manyetik yontemlerin performansini etkileyecektir [75;76;73].
Birincil antikor ile manyetik partiklllerin arasindaki baglanti, ikincil antikorlar
araciligiyla dogrudan veya dolayll olarak basarilabili. Bu antikorlar manyetik
partiktllere zaten baglanmigtir ve birincil antikorda 6zgun bir epitopa Ozel olarak
baglanabilir (Sekil 2.11°e bakiniz). Dogrudan (tek adim) yoéntemi ile
kargilastirildiginda, dolayh (iki adim) yaklasimi, potansiyel olarak daha yuksek
etiketleme verimi saglayabilir (yani, hiicre basina manyetik partikil). Ornegin,
etiketleme veriminde 15 kata kadar bir artig, uygun kimya uygulandiginda dolayli bir
yaklasim igin goézlemlenmistir [77]. Dolayli bir ydontemin gelismis performansi, birincil
antikora baglanan birkag ikincil antikor araciligiyla, bir manyetik partikile baglanan
her birincil antikorun becerisi ile ilgili olabilir (Sekil 2.11 C’ye bakiniz). Manyetik
partikullerin boyutu da genel verimi etkileyebilir [75]. Daha buyuk partikiller (~ 4.5
pm) de yaratabilecekleri daha buyuk momentum nedeniyle membrani parcgalayarak

hlcrelere zarar verebilirler [76].

A ve D protokolleri, manyetik olarak etiketlendirilmis birincil antikorlarin kullanimi ile
dogrudan etiketlenmeyi gostermektedir. B ve C protokolleri, bir yluzey antijenine
baglanmis olan haptene konjuge birincil antikora baglanan, manyetik olarak

etiketlendirilmis  ikincil  antikorlarin  kullanimi  ile  dolayli  etiketlendirmeyi
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tanimlamaktadir. E ve F protokolleri, ylzey antijenine ve manyetik partikullerde bir
reseptore (siklikla dekstran) baglanan tetramerik antikor kompleksi (TAC) yapilarinin

kullanimi ile diger bir dolayli etiketleme yaklasimini temsil etmektedir.
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Sekil 2.11 immuno manyetik etiketleme igin direk ve dolayli yéntemler [73]

Makro-olcekte ayrim yapilari

Immuno manyetik bir yaklagimin performansini énemli dlglide etkileyen Gglnci bir
faktor, etiketli hucreleri izole etmekte kullanilan manyetik ayrim mekanizmasidir.
Genel olarak, ayrim makro veya mikro 6lgeklerde yapilabilir. Makro olgek yontemleri
daha yuksek Uran sunar ve siklikla zenginlestirme amaglari igin uygulanmaktadir.
Kumeye yonelik yaklagimda, etiketlenmig butun ornek manyetik alana tabi tutulur ve
bu da etiketlenmis hlcrelerin daha yiksek MFD bdlgelerine gégu ile sonuglanir [78].
Bu kavrama dayal olarak farkli mekanizmalar tasarlanmistir, kalici bir miknatisin

yanina yerlestirilen basit bir test tipunden, (6rnegin, EasySep™, STEMCELL Tech.,
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BC, Kanada) daha karmasik yapilmig platformlara kadar (6rnegin, CellSearch®
sistemi). Daha yuksek hacimleri verimli olarak isleyen bir diger alternatif yaklagim,
surekli akig ayrimidir. Burada érnek surekli olarak ayrim moduline verilir. Bu moddl,
etiketli hicreleri yakalamak ve tutmak icin (MACS®, Miltenyi Biotec Ltd., Almanya) ya
manyetik olarak aktive olmusg filtreyi igerir (yani, c¢elik yln kolonlar) ya da
manyetoforez ilkesini kullanarak akis iginde etiketli hucreleri segici olarak saptirir.
Bunlar belirlenmis c¢ikiglarda toplar [74]. Bu iki genel moda dayali olarak, birkag
manyetik zenginlegtirme sistemi geligtiriimis ve pazarlanmistir. Bunlar Zborowski ve

Chalmers tarafindan incelenmigtir [79].

CellSearch sistemi immuno manyetik O6rnek zenginlestirme ve imaj sitometrisini
birlestirerek, FDA tarafindan onaylanmis tek platformdur. Bu platform CTC’lerin
meme, prostat ve kolorektal kanser hastalarinda belirlenmesi ve sayimi igindir
[80;81;82]. Bu sistemde ornek hazirlanmasi ve hucre etiketlendirmesi otomatik bir
modulun kullanimiyla yapilir. Zenginlestiriimis etiketli ornek (6rn., 7.5 mL kan
orneginden ekstre edilmis ~ 300 L) , dort renkli ADM’ye yuklenmis manyetik
kartusa aktarilir. YUklendiginde, manyetik kartus aktive olur ve manyetik olarak
EpCAM-etiketli hucrelerin go¢ etmesine ve kartusun yuzeyine baglanmasina neden
olur. Kartus daha sonra farkli etiketler igin ayri olarak taranir. Son dogrulama igin
belirleme sonuglari bir operator tarafindan incelenmelidir. Bu sistem igin yuksek
derecede tekrarlanabilirlik ve inter veya intra analiz uyumu bildirilmigtir [80;83].
CellSearch® sistemi blUyuk Olgekte klinik arastirmalarda kullaniimaktadir. Bu
arastirmalar, CTC'lerin klinik kullanimi hakkinda mevcut verilerin gogunlugu ile ilgilidir
[81;84;85;86;87;82].

CellSearch® analizi genel olarak CTC’leri sagdlikli kan érneklerinde belirlemez. CTC-
pozitif hastalarin sayisi ve bu hastalarda belirlenen CTC’ lerin frekansi dusuktir.
Ornegin, farkli metastatik karsinomasi olan 808 hasta arasindan, sadece
%41.7’sinde 7.5 mL ornek basina 5 CTC vardir [82]. Bu azalmis belirleme hassashgi
sadece EpCAM’i segcen immuno manyetik zenginlestirme basamaginda ortaya cikar
[87;88]. 48 meme kanseri hastasini ele alan kargilagtirmali bir aragtirmada, immuno
manyetik zenginlestirme basamagi icin EpCAM ile birlikte CK kullaniminin, geri

kazanim oranini %20’ye kadar arttirilabilecegi bildirilmistir [89]. Immuno manyetik
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zenginlestirmenin hem anti EpCAM ve hem de anti CD146 antibadilerinin

kullanimiyla yapilmasi hakkinda benzer sonuglar bildirilmistir.

Mimimum 1 mL kan hacminde bulunan tek kanser hucresinin izole edilmesi bu tur
makro Olcekli yontemlerle basarilsa da, ortalamasi yaklasik %50-60 olan rapor
edilmis geri kazanim oranlarida (%10-90) 6nemli degisiklikler gdzlemlenebilir
[90;91;92].

Mikro olcekte ayrim yapilari

CTC’lerin mikro Olgcekte immuno manyetik yakalanmasi, bir dizi kalici miknatisin
ustine dikdortgen sekilli mikro kanalin basitgce yerlestiriimesiyle yapilabilir (Sekil
2.12'ye bakiniz) [93]. Ornek, mikro kanalda akarken, traktlarda komsu miknatislar
arasinda MFD gradyani olusur ve mikro kanal tabaninda EpCAM etiketli kanser
hicrelerini sabitler (Sekil 2.12 B'ye bakiniz). Akis oranini ve etiketleme surecini en iyi
dizeye getirerek, bu basit yontem 10 hidcre/mL bagsina kadar dusuk
konsantrasyonlarda tam kanda kanser hlcrelerinin ~% 86’sini izole etmistir [93]. Bir
diger tasarim, CTC’leri murin kanser modellerinden izole etmek igin, yan duvarlarinda
birka¢ kare sekilli girintileri olan duz bir mikro kanali igerir [94]. Cipin yaninda
yerlestirilen kalici bir miknatisla yaratilan manyetik alan gradyani, EpCAM etiketli
hicreleri yan duvara dogru ceker ve burada hucreler mikro olarak olusturulmus
girintilere girerler ve takilirlar. izole edilmis hiicrelerin hapsedilmesi icin bu yan
haznelerin kullanimi, onceki alette yakalanmis hucreler tarafindan yasanan, genel

olarak istenmeyen kesme gerilimini engeller.

Kanser hucrelerinin mikro manyeto foretik izolasyonu, akan etiketli hicrelerin segici
olarak saptiriimasi ve toplanmasi igin gerekli olan MFD gradyanini Uretmek igin, bir
mikro kanalin iginde mikro olarak olusturulmus miknatis yogunlastiricilarin dahil

edilmesiyle yapilabilir [95;96].

Bu yaklagsimda manyetik ve hidro dinamik guglere hikemeden esitlik ylzinden, bu
yaklasim, yuksek akis oranlarinda isleyebilir (6rn. 270 pL/dk) [97]). Bu tdr bir
tasarimin kullanimiyla, alti hastanin olusturdugu kuguk bir grupta, kanser hucrelerinin
ve ayrica CTC’lerin %90'inin yuksek 0zgunlukle izolasyonu (N %95 saflik) son

zamanlarda rapor edilmistir [96].
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Sekil 2.12 Kanser hucrelerinin immune manyetik izolasyonu igin kullanilan mikrosivi
Gip [93]

Her iki tarafinda iki akim tasiyan telin oldugu duz bir mikro kanali iceren alternatif bir
manyetik foretik yaklasim, Plouffe ve arkadaslari tarafindan bildiriimigtir [97] (Sekil
2.13). Mikro kanallarda laminer akisi kullanarak, mikro kanalin merkezinde bir
tamponu verimli sekilde kaplayarak, ornek iki akintiya verimli sekilde ayriimistir.
Tellere akim verildiginde, manyetik bir alan yaratilir ve bu da etiketli htcreleri, her iki
ornek akintisindan tampon toplama akimina hareket etmesine zorlar (sirasiyla geri

kazanim ve saflik oranlari ~ %88 ve ~% 81).

CTC’lerin verimli sekilde izolasyonuna ilaveten, immuno manyetik partikillerin izole
edilmis CTC’lerin sayimi ve nitelendiriimesi i¢in bir ara¢ olarak kullanilabilecegini
belirtmek gerekir. Ornegin, CTC'lerin yiiksek verimde (107 hiicre/dk) belirlenmesi,
sayimi ve nitelendiriimesi, Micro-Hall Dedektér (uHD) adi verilen entegre bir ¢ipin
kullanimiyla yapilir (uHD) [98]. immuno manyetik olarak etiketlendirilmis hiicreler,
mikro kanal tabaninda entegre olmus mikro Hall dedektorlerinin siralari Ustinden
akar, her bir sensor araciligiyla bir Hall voltaj pulsu (titresimi) yaratilir. Her bir
sensorden toplanan sinyallerin iglenmesi ile, sadece CTC'ler belirlenip sayillamaz,
ayrica bir veya daha fazla isaretleyicinin ekspresyonu ile ilgili olabilecek, hcre

basina manyetik partikul yuku de tek hlcre seviyesinde sayilabilir.
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CTC’lerin immuno manyetik mikro sivi belirlemesi ve izolasyonu, gelecekte CTC'lerin
verimli sekilde belirlenmesi, sayimi, nitelendiriimesi ve izolasyonu igin entegre

aletlerin gelismesi icin buyuk bir potansiyele sahiptir.[99]
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Sekil 2.13 Bir mikrokanalda manyeto foretik olarak yer degistirme ile kanser
hlcrelerinin izole edilmesi[97]

2.4.3.3 Adezyon temelli yontemler

Adezyona dayali yontemler, biyokimyasal ve nadiren topografik ozellikleri
degistirilmis olan yuzeylerde CTC leri yakalama ilkesine dayanir. Antikor kaplanmig
bir ylzeyin topografik 6zelliklerinin degistiriimesinin, hicre adezyonunu 10 kata kadar
gelistirdigi gosterilmistir. Bunu, hiicre canliligini tehlikeye atmadan, nano yapi yluzeyi
ile membran &zellikleri arasindaki yerel etkilesimlerle yapar [100]. immuno manyetik
yontemlerin tersine, CTC’lerin adezyona dayali izolasyonu, izolasyon surecinden
once hucrelerin etiketlendiriimesini gerektirmez. Adezyona dayali CTC izolasyonu,
statik (kimesel) veya surekli akis mikro sivi modlar tarafindan yapilabilir. Ancak
ikinci yaklagim daha verimli ve yaygindir [101;102]. Statik adezyona dayali
analizlerde, ornek ilk dnce belli bir sure igin yakalama ylzeyinde inkube edilir. Daha

sonra, yapismayan s6zde hedef olmayan hucreler akip giderler ve yuzeye baglanmis
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CTC'leri geride birakirlar. Bu yaklagimda, CTC’lerin belirlenmesi ve izole edilmesi igin
Ozel kollajen kapli yuzey uygulanmaktadir [103;104;105].

Adezyona dayali ydntemlerin hassasligi ve segciciligi, surekli akis mikro sivi
yaklasimlarinin kullanimi ile gelistirilebilir. Bu yaklagsimlarda akis dinamikleri dyle
sekilde ayarlanir ki hedef hucreler yakalama ylzeyi ile etkin sekilde etkilesimde
bulunabilsinler. Bu arada 6zgun olmayan etkilesimler hidro dinamik gug tarafindan
engellenir. Bir mikro sivi aletin yakalama ylzeyine hedef hulcrelerin adezyonu,
hidrodinamik gug ile ligand-reseptor baglanmasinin ilgisi ve dinamikleri arasindaki
denge ile nitelendirilir [106;107;102].

Benzer gekilde, siklkla birbiriyle ilgili parametreler adezyon verimini etkiler. Bunlar:
mikro kanalin Reynolds numarasi (yani akis orani), hicre-ylzey c¢arpisma frekansi
ve bir carpismanin ardindan hicre adezyon olasilhigi [101;108;109;110]. Akis orani,
carpisma suresini, ayrica frekansini etkiler. Bunlarin ikisi de yakalama ylzeyinin etkin
alanini genisleterek arttinlabilir [111;112]. Akis orani hem hedef ve hem de hedef
olmayan hiicreler Ustiinde etkili olan hidrodinamik kesimi de etkiler. ideal olarak,
bunun makul bir verim ve saflik elde etmek igin yeterince ylksek olmasi gerekir. Bu
arada geri kazanim orani ve hucre canlihdi tehlikeye atilmamalidir [113;108]. Bir
carpismanin ardindan bag olusumunun olasiligi, reseptor-ligand baginin ilgisi ve
dinamiklerine bagldir. Reseptériin CTC’lerin Ustinde ekspresyonuna ve yakalama
yuzeyini kaplayan ligandlarin konsantrasyonuna ve baglanma yerlerinin yonelislerine
de baglidir [109;114;110].

CTC’lerin mikro sivi adezyonuna dayall izolasyonu, ornegin duz bir mikrokanaldan
akitilmasiyla basarilabili. Bu kanalin i¢ yuzeyi, CTC’ lere kargi antikor ile
kaplanmigtir. Ancak bu tlr bir mikrokanalda olusturulan ylksek orandaki laminar
akintilar, hicre ylzeyi ¢arpismasini engeller (Sekil 2.14 A’ya bakiniz). Dolayisiyla,
mikrokanalin antikor kaph ylzeyinde hucrelerin dusmesini ve yuvarlanmasini
saglamak icin akis orani 6nemli dlgude azaltilmalidir (6rn. 0.5 pL/min) [115]. Ancak
bu tlr distk akis oranlari uygulamada kullanilamaz. Bu konuyu ele almak igin, duz
bir mikrokanalda laminar akigi bozmak ve pratik akis oranlarinda difize hareketi
arttirmak igin pasif bir karigtirma mekanizmasi uygulanabilir (Sekil 2.14 B) [116].
EpCAM’e kargi bir antikorun kullanimiyla, bu tasarim igin yuksek geri kazanim orani
(%91.8) elde edilir.
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Carpigmalarin frekansini arttirmak igin bir diger yaklagsim, mikrokanal i¢in egrisel
(yani sinus bigimli) tasarim uygulamaktir [113]. Akis oranina bakmaksizin, bu tur bir
tasarimda akisa hikmeden dinamikler, hlcreleri antikor kaplanmis yan duvarlara
dogru saptirir ve hassasliktan vazgegmeden yuksek verime izin verir. Bu tasarima
dayal olarak, duvarlari anti EpCAM antikoru veya anti PSMA aptameri ile kaplanmig
olan, birkag paralel mikro kanaldan olusmus mikro sivi gipi gelistirilmistir. Karistirilan
kan orneklerinden farkli kanser hucresi dizilerini izole etmek icin kullaniimaktadir
[117;118]. Butun hucre dizileri igin bu yontem >%90 yakalama verimi ve ~ %100
saflik saglamistir. Adezyon verimi, eger mikro kanalda duz bir ylzey yerine nano
yapili antikor kapl yuzey kullanilirsa daha fazla gelistirilebilir [119]. Bu tar bir
substratin kullanimiyla, kan hacreleri ile karistirlan kanser hucrelerinin >%95’i

yeniden kazanilir.

CellSearch sistemi ile karsilastirildiginda, bu alet, hem yerel ve hem de metastatik
karsinomlari olan hastalarin birgogunda daha fazla CTC belirlemistir (ortalama 4’e
kargl 7.5 mL basina 24 CTC) (siraslyla, 8’e kars1 26 hastadan 20’si) [119].

Carpisma frekansi da mikro kanal igindeki 3D yapilarinin (yani mikropostlarin)
kullanimi ve etkin yuzey alaninin genisletiimesiyle arttinlabilir (Sekil 2.14 C). Bu
yaklasim ilk once CTC-Cipte tanitiimistir. Bu, EpCAM’e karsi aktive edilmis olan
78,000 tane mikropost dizisini iceren genis bir silikona bagli mikrokanaldir [120]. Bu
tasarimin kullanimi ile, karistirlmis tam kan orneklerinden ~ %60 kanser hicresi
geri kazanilmigtir. Mikropostlarin hizalanmasini daha fazla geligtirilerek, kan hacreleri
ile  mikropostlar arasinda minimum c¢arpma basariimis ve CTC-mikropost
carpismalarinin frekansi en yuksek hale getirilmistir (Sekil 2.14 D’ye bakiniz) [121].

Mikropost saglanmig immuno elde etmenin diger varyasyonlari son zamanlarda
geligtiriimigtir. Bunlarin arasinda farkli malzemeler (6rn, a PDMS-dayal ¢ip [122]),
farkh mikropost buyuklugu ve dagilimlari [109], veya farkli ligandlar ve reseptorler
(6rn. antikorlarin yerine oligonucleotide aptamerleri kullanarak veya streptavidin-

biotin ilgisinin kullanimi [109]) vardir.

Ozellikle, CTC’lerin adezyona dayali izolasyonu igin streptavidin—biotin ilgisi, yeniden

kazanim oranini potansiyel olarak arttirabilir.
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Cunku hedef hucreleri, biotinlestirilmis antikorlarin bir kokteylinin kullanimi ile ¢oklu
yuzey antijenlerine kargi etiketlendirilebilir.

A)

B)

-

Sekil 2.14 (A) Laminar akis dizenegdi, (B) Pasif karistirma mekanizmasi akis
dizenegi, (C) Mikropostlarin dahil edilmesiyle etkin yakalama ytzeyinin
artirlmasi, (D) Mikropostlarin degistiriimis geometrik ve konumsal
konfiglrasyonu [116;121]

Antikorlarin karisiminin ve boyle bir yuzey tureviendirmesinin kullanimi, sadece geri
kazanim oranini birkag kat arttirmamis ayrica CK negatif CTC’ler de verimli sekilde
elde edilmesini saglamistir [123]. OnQChip™ (On-Q-ity, MA, ABD) ve CEE™ c¢ip
(Biocept Laboratories, CA, ABD), CTC'lerin adezyona dayall izolasyonu igin

mikropost tasarimi uygulayan iki ticari mikro sivi cihazidir.
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Cizelge 2.1 Kanser hastalarinda test edilen segili CTC belirleme teknolojileri [124]

Hiicre yiizeyi antijenlerinin
kullanimi ile pozitif segim

CTC zenginlestirme ve belirlemenin temelleri

Deney ornekleri (Uretici)

immunomanyetik boncuklar

EpCAM’e dayali immunomanyetik secim; bir seri
gen i¢cin (MUC1, HER2, EPCAM) CK+/CD45—
hicreleri veya RT-PCR igin immuno floresens

CellSearch® (Veridex, ABD),37
AdnaTest (AdnaGen, Almanya)46

Mikro sivisal mikropost ¢ipi

EpCAM’e dayali veya PSMA’ya dayali secim;
CK+/CD45—, PSA+/CD45—, veya PSMA+/CD45—
hicreleri icin immUnofloresens, veya segili genler
icin RT-PCR

upCTC-Chip (MGH, ABD),51 GEDI
(Cornell Universitesi, USA)54

Mikro sivisal karistirma ¢ipi

EpCAM veya diger timore 6zel markirlara dayali
olarak se¢im; segcili timér markirlari igin
immunofloresens (6rnegin CK, PSA, ve PMSA),
veya secili genler icin RT-PCR

HBCTC-Chip (MGH, ABD)52

Mikro sivisal durgun odaklanma
Gipi

EpCAM’e dayali segim; segili timdr markirlari igin
immiuno floresens (CK, PSA, ve PSMA)

posCTC-iChip (MGH, ABD)36

Kalipli silikon nanowire mikro
sivisal ¢ip

EpCAM’e dayali segim; CK+/CD45- hiicreleri igin
immunofloresens

NanoVelcro (UCLA, ABD)53

imminomanyetik stipUrici

EpCAM’e dayali immunomanyetik segim;
CK+/CD45- hicreleri icin immunofloresens, veya
secili genler icin RT-PCR

MagSweeper (Stanford
Universitesi, ABD)47

Karismayan faz filtrasyonu

EpCAM’e dayali imminomanyetik se¢im;
CK+/CD45- hucreleri icin immunofloresens

VerlFAST (University of Wisconsin,
ABD)50
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Hiicre yiizeyi antijenlerinin kullanimi ile negatif se¢im

Mikro sivisal durgun odaklanma
Gipi

CDA45+ hicrelerinin tuketimi; segili timor
markirlari igin (CK, PSA, ve PSMA)
immiunofloresens; secili genler igin RT-PCR

negCTC-i Cip (MGH, ABD)36

Mikro sivisal negatif segim

Toplu hematopoetik hlicrenin ortadan
kaldiriimasi, ardindan CD45+ hucrelerinin
tiketimi; CK+/CD45— hiicreler icin
immunofloresens

Microfluidic Cell Concentrator55

Diger biyolojik yaklagimlar

Canli CTC’lerden birakilan
proteinlerin belirlenmesi

CD45+ hucre tuketiminden sonra kisa streli hiicre
kalturd; MUC1, PSA, veya CK-19 igin
immunofloresens

EPISPOT (CHU, France & UKE,
Germany)56

CAM alinimi

Density-gradient santrifigasyonu, kisa sureli
kultdr; hicre ylzeyi markirlari igin
immunofloresens

CAM Vita-Assay™ (Vitatex,
ABD)57

Tam kan nukleuslu hiicrelerde RT-
PCR

Gen panelleri (6rnegin KLK3, KLK2, HOXB13,
GRHL2, ve FOXA1) igin RT-PCR

PAXgene Kan RNA tlpu ve
RT-PCR69

Blyuklige dayali ayrim

Hucre buyudkligine dayali filtrasyon;
immunofloresens veya FISH

ISET® (RARECELLS, France),61
CTC Membran Mikro filtresi
(University of Miami, ABD)63

Dielektrik alan akis fractionation
(DFFF)

izole edilmis hiicrelere elektrik alaninin
uygulanmasi; timaore 6zel markirlar igin
immunofloresens

ApoStream® (ApoCell, ABD)60
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Diger yaklasimlar

Fibre-optik array sken teknolojisi
(FAST) sitometrisi

RBC lizisi ve density-gradient santrifligasyonu;
CK, PSMA, veya diger timor hlcresi markirlari
icin immunofloresens

Epic HD-CTC Analizi (Epic
Sciences, ABD)71

Lazer-sken sitometrisi

RBC lizisi; EpCAM+/CD45— hicreleri igin
immunofloresens

Maintrac® (Simfo, Almanya)72

Hastanin damarina
islevsellestiriimis nanodetektor
verilmesi

EpCAM’e dayali segim; EpCAM veya CK igin
immunofloresens

CellCollector™ (GILUPI,
Almanya)73
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Deneyde Kullanilan Kimyasallar

Deneyin gercgeklestiriime asamalarinda kullanilan kimyasallar ; PBS (Phoshate
buffered saline-100 tablet) ( Sigma ALDRICK), DMSO(Dimethyl Sulfoxide 950 ml)
(Thermo Scientific) , Paraformaldehit (16% Formaldehyde solutin(w/v)-Methanol free-
10x10 ml ampudl (Thermo Scientific), Ethanol (Sigma Aldrick), 3MPS (3-
Mercaptoproply)Trimethoxylane-95% (Sigma Aldrick), Alexa Flour 488 anti-human
CD326,Ep-CAM(Biolegend), 4-6 Diamino-2-Phenylindole dihyrochloride hydra(Sigma
ALDRICK), NeutrAvidin 10 mg( Thermo Scientific), Epithelial specific antigen
monoclonal antibody 500 uL(Thermo Scientific), GMBS 50 MG( Thermo Scientific),
RBS Lsying Buffer 100 mL (Sigma ALDRICK), NeutrAvidin Florescein Conjugated
(Thermo Scientific) , Edta Molecular Biology Reagent Disodium 500 gr( Applichem),
Albumin Bovine Serum( Merck).

3.2 Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Tez calismasi boyunca kullanilan cihazlar ve kullanim amagclari su sekilde
aciklanabili. PMMA ve cam slaytlarin temizligi icin Ultrasonik Banyo (Dandelin
Sonaex, Almanya), ylzey kimyasi icin hazirlanan ¢ozeltilerin  karigim degerlerini
ayarlamak i¢in Hassas Terazi (Sartorius, Almanya), Ultra Saf Su Cihazi (Milipore,
Fransa), cam slaytlarin yuzeyinde OH gruplar olusturmak igin kullanilan Plazma
Uygulama Cihazi (Diener Pica modeli, Almanya), kanallara sivi pipetleme islemi igin
Otomatik Pipetler (Eppendorf, Aimanya), kanallarin gértnttlenmesi igin Floresan ve
Isik Mikroskobu (Olympus, IX70-S8F), PMMA ve DSA kesimi Lazer kesim cihazi (
HS-Z1590) , hucre kimelenmelerini engellemek icin Vortex (Labnet, Almanya)

kullaniimistir.
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3.3 Yontem

Tez calismasinda antikora dayali CTC belirleme yontemi tercih edilmigtir. Tasarlanan
mikrokanallarda antikor tabanlh ylzey kimyasi uygulanmig ve kanallarda hicre
yakalanma etkinligine bakilmigtir. Cam slaytlarin, DSA ve PMMA ile birlikte, CTC
teshisinde kullanilabilecek bir mikrogip haline gelebilmesi igin birtakim iglemlerden
gecmeleri ve yuzeylerinin modifiye edilmesi gerekmektedir. Bu iglemler yuzey
temizligi, yuzey aktivasyonu ve yuzeyde fonksiyonel gruplar olusturulmasi olarak
siralanabilir. Fonksiyonel gruplarin olugsurulmasini takiben taniyici ligand yuzeye
immobilize edilir. Bu iglemlerin gerceklestirimesine ait izlenecek iglemler su

sekildedir:

3.3.1 Mikrokanal tasarimi ve uretimi

Mikrokanal teknolojisi ¢cok cesitli kimyasal iglemler ya da analiz igin kullanilan bir
teknolojidir. Analitik kimyanin yagsam bilimleri igin ince tanimlanmis 6zellikleri, diguk
hacimle son derece hassas Olgcim ve otomatik analiz gerektiren Ozelliklerdir.
Mikrokanal teknolojisi dlgide tarama ve cesitli kimyasal reaktifler ve parametreleri
dogrularken analiz suresinin ve maliyetinin daha dusuk tutulabildigini gostererek bu
ihtiyaci kargiladigini kanitlamigtir. Tipik olarak, mikrogiplerde mikro kanallar tag baski
islemi kullanilarak imal edilmektedir.

Bdyle mikrogiplerde mikrokanallar ve ana bilesenleri, reaksiyon bodlmeleri ve
dizenleyici bilesenlerin sirayla tepkime, ayirma ve saptama surekli bir sireg

saglamak igin tek bir gipte sirali entegresiyle imal edilmektedir.

Geleneksel MEMS cihazlar gelistirmek icin , silikon ve cam gibi inorganik malzemeler
kullaniimaktadir, organik alt-tabaka malzemeleri cogu zaman doékim ve kaliplama
kullanilarak c¢esitli sekillerde olusturulabilir. Ancak projede mikrokanal tasariminda
kullandigimiz Poli Metil Meta Akrilat (PMMA) malzemenin yuksek seffaflik ve
parlaklik sahibi olan, yuksek kalite standartlarina sahip gcekme akrilik levha olmasi,
optik saydamlik gOstermesi, mekanik deforme olmamasi, non-toksisitesi,
termoforming ve vakum ic¢in uygunlugu, UV dayaniklili§i ve lazer CNC ve sicak
kesme gibi uygulamalarda sorunsuz kullanilabilirligi, ¢atlama yapmamasi

mikroakigkan cihazlar igin oldukg¢a uygun o6zellikte oldugunu gostermektedir.
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Mikrogip yapilirken hem katmanlari birbirine yapistirmak hemde mikrokanallar
olusturmak igin cift tarafli bant 6zelligi gosteren DSA purizsiuz veya seffaf ylzeyleri
yapistirmak igin optik olarak kullanilan seffaf bir yapistiricidir. Temiz oda kaplama
sureci yaygin yapistirici hatalarini ortadan kaldirir (6rnegin, kabarcik, kir veya jel
olmaz), %99+ 1sik iletimi (yansima kayiplari i¢cin duzeltildiginde) saglar, uzun sure
dayanikli uygulamalar igin yuksek sicaklik, nem ve UV is1g1 dayanimi gosterir. Bu
Ozellikleri ve ince olusu mikrokanallarin olusturulmasi igin en uygun Ozellikte

oldugunu gostermektedir.

Lazer kesim cihazinin verdigi hatalarin tespiti icin dncelikle cihazin optimizasyonu
yapilmistir. Asagidaki sekilde bir tasarim gergeklestiriimis ve PMMA (zerinde
denenmigtir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 Cip tasarimi igin Coreldraw programi kullanimi

Cipler U¢ kanall olarak tasarlanmistir. Kanal uzunluklari 15 mm; geniglikleri 3 mm

olarak belirlenmistir. (Sekil 3.2)
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24x32 mm, Ix1Smm

Sekil 3.2 Cip tasarimi

3.3.1.1 PMMA icin Lazer kesici parametre optimizasyonu

PMMA ve DSA kesimleri icin Universitemiz biinyesinde is Etiidii laboratuvarinda
bulunan lazer kesim cihazi kullaniimistir. ilk olarak PMMA U(zerinde delik kesimleri
denenmigtir. Delik kesimini standardize etmek igin c¢esitli kesim parametreleri

kullaniimistir.

Delik kesimlerinde karsilasilan problemlerden bir tanesi duz aci ile kesilen deliklerin
eliptik olarak go6zlenmesiydi. Bu problemi gidermek icin delik ¢izimlerinin
acgllandiriimasi  denenmistir (20-30-45 derecelik acgilar). Kesilen PMMA ler
incelendiginde 45 lik agi verilmig eliptik deligin pipetleme islemi igin istenilen
Ozelliklerde oldugu goézlenmistir. Bu igslemlerden sonra deliklerin geometrik olarak
optimizasyonu igin ¢ahsilmigtir. Sonuglar goérsel olarak degerlendirildiginde 0.8mm;

0.5mm gapinda 45 derecelik eliptik delik segenegine karar verilmistir.

3.3.1.2 DSA icin Lazer kesici parametre optimizasyonu

PMMA kesiminde belli bir standarda ulasildiktan sonra DSA kesimine gegcilmistir.
DSA icin yapilan galismalarda dusuk hizlar segildiginde kanal gevresinde yaniklar
olustugu goérulmustir. Yuksek hiz degerlerinden baslayarak dustk hiz degerlerine

kadar birgok deger denenmistir.
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Karar verilen parametlerde PMMA ve DSA lar kesildikten sonra c¢ip yapimi
asamasina gecilmistir. Ancak ¢ip yapimi oncesinde kesilen PMMA larin ve cam

slaytlarin temizlenmesi gerekmektedir.

3.3.2 Temizlik

Cip yapimina baslanmadan once PMMA ve cam slaytlarin temizlenmesi
gerekmektedir.

3.3.2.1 PMMA temizligi

PMMA larin teker teker yerlestirilebilecegi cam bir kap olan sale igcerisine 4 adet
PMMA dizilmis ve Uzerine %70 Etil alkol ¢ozeltisi PMMA larin tim yuzeyini
kaplayacak sekilde eklenmigtir. 15 dakika sure ile 35 kHz frekansta en yuksek
seviyede ultrasonik banyoda yikanmigtir. Temizlenen PMMA lar ici saf su dolu ile
doldurulmus beherler igcerisine daldirip ¢ikarilarak durulanmistir. Durulanan PMMA

lar N2 gazi ile kurutulmustur ve petri kaplarina yerlestirilmistir.

3.3.2.2 Cam slaytlarin temizligi

Sale igerisine 4 adet cam slayt diziimis ve Uzerine %70 Etil alkol ¢bzelti cam
slaytlarin tim yuzeyini kaplayacak sekilde eklenmigtir. 15 dakika sire ile 35 kHz
frekansta en ylksek seviyede ultrasonik banyoda yikanmistir. Temizlenen cam
slaytlar i¢i saf su dolu ile doldurulmus beherler icerisine daldirip c¢ikarilarak
durulanmigtir. Durulanmig cam slaytlar N2 gazi ile kurutulmustur ve petri kaplarina

yerlestirilmigtir.

PMMA ve cam slaytlarin temizlenmesinin ardindan ¢ip yapimina gegilmistir. DSA nin
tek ylzindeki koruyucu cikarilmistir (Sekil 3.3). PMMA in yazilari tavana bakacak
sekilde DSA nin koruyucusunun gikarildigi tarafa yapistirilir.

Olusabilecek hava kabarciklari el yardimiyla engellenmeye c¢aligiimistir.
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Sekil 3.3 DSA koruyucusunun gikartiimasi

3.3.3 Cam slaytta ylizey kimyasi

Mikro kanallarin hicre yakalama amaci ile kullanilabilmesi i¢in kanalin son bolumunu
olusturan cam slaytlarin birtakim iglemlerden gegirilmeleri ve ylzeylerinin modifiye
edilmesi gerekmektedir. Bu islemler; yluzey temizligi, ylzey aktivasyonu ve ylzeyde
fonksiyonel gruplar olusturulmasi olarak siralanabilir. Fonksiyonel  gruplarinin
olusturulmasini takiben taniyici ligand yuzeye immobilize edilir. Bu iglemlerin
gerceklestirimesine ait yontem su sekildedir; hidroksil gruplarinin olusturulmasi

(plazma aktivasyonu ile), 3MPS immobilizasyonu olarak alt bélimlere ayrilabilir.

3.3.3.1 Hidroksil gruplarin olusturulmasi

Yuzey modifikasyon calismalarinin ilk asamasinda cam slayt tzerinde fonksiyonel
OH gruplarinin olusturulmasi amaciyla cam slaytlar oksijen plazma muamelesine

tutulmustur.

Plazmadan gelen aktif oksijen turleri ve UV radyasyonu ylzeyde bulunan silikon

baglarini ayirir. Bunlar vakum sistemi ile pompalanarak atilir. Plazmadan gelen aktif
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oksijen turleri metaryelin aktif ylizey alanlarina baglanarak oldukga aktif bir ylzey
olustururlar (Sekil 3.4).

K S ferce Erergy
Diffcult b Bord

 —

Plasma Sarface Activation 01

Sekil 3.4 Plazma ylzey aktivasyonu islem basamaklari [130]

Bu islem DeltamedArge firmasinda bulunan, Diener elektronik e ait Pica modeli,

dusuk basing yuksek frekans plazma sistemi (Sekil 3.5) ile yapiimigtir.
islem su sekilde gergeklestiriimektedir:

Oncelikle O2 gazi tOplnin vanasi agilir. Cam tutacaklar (izerine cam slaytlar
yerlestirilir ve plazma odasina konulur (Sekil 3.6 ve Sekil 3.7). Once cihazin kapagi

kapatilir ve valf sikigtirilir ve pompa agilir.

Reaktor ici basincin 0.18 mbar a kadar dusmesi beklenir. Bu igerdeki havanin
bosalmasi anlamina gelir. Basinci dusirmek igin ortama sivi azot gazi eklenir (Sekil

3.8). Daha sonra Oz, cihaz i¢i basing 0,2-0,3 mbar olacak sekilde sisteme beslenir.

Oksijen plazma parametreleri olan glu¢ ve frekans sirasiyla 30 watt ve 13,56 Mhz

olarak ayarlanmigtir.
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Sekil 3.5 Duslk basing, ylksek frekans plazma sistemi

Sekil 3.6 Cam slaytlarin cam tutucaklar Gzerine yerlestirilir.
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Sekil 3.8 Plazma oda basincinin dismesi igin ortama sivi azot gazi eklenmesi

Yaklasik 15 saniye sonra, plazma acilir ve beyaz 1sik gérene kadar beklenir (Sekil
3.9). Beyaz 15131 gordukten sonra cam slaytlari 1.5 dakikaligina inklibe edilir. Daha
sonra pompa ve plazma kapatilir. Kapak agilir ve camlar alinir (muamele edilen
yuzeyi unutulmamalhdir). Muamele edilen ylzey tavana bakacak sekilde cam slaytlar
petri kabinin bdlmelerine yerlestirilir. Plazma muamelesinden sonra, derhal ylzey
kimyasina baglanmaldir.

44



Sekil 3.9 Plazma baslama ani

3.3.3.2 3MPS immobilizasyonu

Cam slaytlarin  ylzeyinde olusturulan fonksiyonel OH gruplarina, 3MPS
immobilizasyonu ile yuzeyde yeni fonksiyonel gruplar olusturulmustur. Deney
oncesinde hazirlanan ve etil alkol ile seyreltilen 8mL lik 3MPS c¢ozeltisi, 4 bdlmeli
petri kabinin her bir bolmesine 2 mL oraninda cam slaytlarin iglenen ylzeylerine
eklenmigtir. Hava almayan ayni zamanda karanlik bir ortama sahip olmak igin petri
kap seffaf film ve aliminyum folyo ile kaplanmistir. Bir saat oda sicakliginda
bekletilmistir. Bekletilen cam slaytlar 1 mL saf EtOH ile yikanmistir. 2-3 dakika cam

slaytlarin kurumasi igin beklenir.

3.3.4 Cip yapimi

DSA filminin ikinci tarafi soyulur ve cam slaytin plazma muamelesi gérmus yuzu
DSA'nin yapigkan yuzeyine gelecek sekilde birlegtirilir. Olusabilecek hava

kabarciklari ortadan kaldirilir.
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3.3.5 Kanallarda yuzey kimyasi

Bu iglemlerin gerceklestiriimesine ait yontem su sekildedir: NeutrAvidin
immobilizasyonu, antikor immobilizasyonu, bovine serum albumin ile bloklama,

pzaraformaldehit ile sabitleme ve son olarak boyama olarak belirlenmigtir.

3.3.5.1 GMBS immobilizasyonu

Cip yapimi tamamlandiktan sonra kanallar PBS ile yikanir, bdylece kanallarin
calistigindan emin olunur. Herbir kanala 20uL GMBS ¢ozeltisi doldurulur. Bu islem
karanlikta yapilmalidir. Petri kutularina yerlestirilen gipler 45 dakika inkube edilir.

3.3.5.2 NeutrAvidin immobilizasyonu

GMBS ile islenen kanallar PBS ile yikanir. 20 uL NeutrAvidin ¢ozeltisi oda
sicakliginda kanallara yavasga doldurulur. Asagida tanimlanan (Sekil 3.9) yuzey
islevsellestiriime protokolu NeutrAvidin’in mikro akigkan kanal yuzeylerine kovalent
bir sekilde baglanmasidir. Proteinin ylzeye kovalent olarak baglanmasi cihazin
ylzeyine biyotinlenmis antibodinin baglanmasi i¢in ¢ok kararl bir ydontem olusturur.

Petri kutularina yerlestirilen gipler +4°C’de 1 gece sabaha kadar bekletilir.
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Sekil 3.10 Yuzey kimyasi basamaklari (3MPS-GMBS-NeutrAvidin)

46



3.3.5.3 Antikor immobilizasyonu

NeutrAvidin ile islenen ve bir gece bekletilen kanallar yikanir. Bu islem basamaginin
amaci CTC lerin kanallarda yakalanmasidir. Anti-HT29 antikor ¢ozeltisi yavasca
kanallara doldurulur. Petri kutularina gipler yerlestirilir ve aliminyum folyo ile kapatilir.
+4°C’de 45 dakikaligina inkube edilir. Yine yavasga kanallara 10uL Anti-HT29 antikor
gozeltisi doldurulur. 30 dakika oda sicakliginda inkibe edilir. inkiibasyon stresinin

sonunda kanallar yikanir.

3.3.5.4 Bovine Serum Albumin bloklamasi

Yakalama antikorunun tutunmadigi yerleri bloklamak i¢in kanallara BSA doldurulur.
20 pL %1wl/v luk BSA kanallara yavasga doldurulur. Oda sicakliginda 30 dakikaligina
inkube edilir. Kanallar yikanir. Kanallarda buharlagsma olmamasini garanti etmek icin

cipler PBS’e kismen batirilir.

3.3.5.5 Mikrokanallara hiicre verilmesi

Bu asamada Baskent Universitesi Gen Bilimleri Enstitiisi'nden 1milyon/mL
konsantrasyonda alinan HT-29 hdcreleri kanallara doldurulacaktir. 20 uL HT-29
hdcresi kanallara doldurulur. Cipler oda sicakliginda 30 dakika inkube edilir. Kanallar

yikanir.

3.3.5.6 Paraformaldehit ile sabitleme

Hucre sabitleme icin, kanallara yavasga 20 pL %2 lik Paraformaldehit ¢ozeltisi pipet
ile konulur. Oda sicakliyinda 20 dakika inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra kanallar

yikanir.

3.3.5.7 Boyama

Yakalanan hucrelerin gortntulenebilmesi igin kanallara boyama antikoru doldurulur.
10 pL hicre boyama ¢ozeltisi kanallara doldurulur. Bu islem karanlikta yapilmaldir.
En az 90 dakika +4°C’de inkube edilir (1 gece bekleme daha iyi boyama sonucu

saglar). Cipler goruntilemeye gitmeden once yikanir.
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3.3.6 Floresan ve Isik Mikroskobu ile goriintilleme ve hiicre sayimi

Baskent Universitesi Mihendislik Fakultesi biinyesinde istenilen &zellikelere ve
filtrelere sahip bir mikroskop bulunmadigindan Hacettepe Universitesi Biyoloji

Bolumu laboratuvarinda bulunan floresan mikroskobu kullaniimistir.

Cihaz amaca uygun olarak Floresan mikroskobu veya normal i1sik mikroskobu olarak

kullanilir.

Istk mikroskobunun sahip oldugu Ozelliklere ek olarak normal isik mikroskobu
teknikleri ile goruntilenemeyen obijelerin, floresan 6zelligi olan boya maddeleri

kullanilarak (DAPI, FITC, Rhodamine, Texas red v.b.) incelenmesine olanak saglar.

Floresan boyamanin yapildigi preparat Uzerine uygun dalga boyunda sk
gonderilerek floresan maddenin uyarilmasi ve yansiyan isigin analiz edilmesi

prensibi ile galigir. (Sekil 3.10)
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Sekil 3.11 Floresan mikroskobu galisma prensibi

Filtreler aracihdi ile calisilacak uygun filtre secilir. (Alexa488 ,FITC igin mauvi;
CY3,TRITC i¢in yesil, DAPI icin UV) Deneyler igin 2 dalga boyu 6nemlidir.

WU filtresi :(acik mavi)ile DAP| boyamalar gozukecektir.

WB filtresi :(koyu mavi) ile AlexaFlour488 boyamalar gézukecektir.
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Hucre sayma islemi icin ornekleme metodu kullaniimistir. Toplamda bir kanal 100x
bayutmede 15 sutun, 5 satirdan olugsmaktadir. Bu ytuzden batin kanali temsil eden 3
sutun secilmistir. Bu 3 sutun genel olarak htcrelerin homojen dagildigi: kanal girisi,
kanalin orta bolimlu ve kanal cikisi olarak secilmistir. Bu 3 sutundan cekilen
goruntulerden hucreler sayllmis ve tum kanalda olabilecek hlcre sayisi
hesaplanmistir. incelemelerde sayma islemleri igin goritiler 100x buyltmeye

getirilerek alinmistir. Ozel gekim goriintiiler ise 200x buyitmede gekilmistir.
Hesaplama su sekilde yapilmaktadir:
Kanaldaki olasi hucre sayisi=

3 stitunun cekilen goriintiilerinden sayilan hiicre sayis1 X15
3

Bu iglem bir kanalda bulunmasi gereken hucre sayisini vermektedir.

Yapilan deneylerin timunde hucrelerin kanallarda yakalanma etkinligine bakilmistir.

Etkinlik degeri hesaplamasi ise su sekilde yapilmaktadir:

Ornegin ilk deney igin kanala 1 milyon/mL hiicre basilmistir. Ancak kanala basilan
sivi miktart 20 ul dir. Bu yuzden 1milyon/mL hicrenin bulundugu besiyerli tlipten

¢ekilen 20 ul igin de yaklasik 20 bin hicrenin bulunmasi beklenmektedir.

Bir kanal hacmi:

Kanal uzunlugu 15 mm, kanal genisligi 3 mm ve DSA kalinhdi 50 um dir. Ancak lazer
kesim cihazinin hassas olmayigsindan dolayr kanal uzunlugu 15,3 mm genigligi ise
3,3 mm olarak olgulmustur. Dolayisiyla hacim:

15,3 mm X 3,3 mm X 0,05 um
olarak hesaplanmisgtir.
Kanallarin hacmi 2,52 uL oldugundan
20 uL de 20 bin/mL hucre
2,52 uL de 2520 hicre

bulunmasi gerekmektedir.
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Yakalanma etkinligi ise su sekilde hesaplanmistir:

Eger %100 etkinlik olmug olsaydi 2520 hucre olacaktl. Dogru orantidan % olarak
etkinlik hesaplanmigtir.

4. DENEY ASAMASI

4.1 Yuzey Kimyasi Optimizasyonu

Yuzey kimyasinda kullanilan malzemelerin uygulanma miktari, sureleri ve
kosullarinin  optimize edilmesi gerekir. Bu nedenle optimizasyon deneyleri

planlanmistir. Oncelikle plazma aktivasyonu optimizasyonu gergeklestirilmistir.

4.1.1 Plazma aktivasyonu deneyi

Deneylere ilk olarak, yuzey kimyasinin ilk adimi olan, cam slaytlar Uzerinde
olusturulacak plazma aktivasyonunun (hidroksil gruplari olugturmasi) uygulanma
suresi ile baslanmistir. Bu yontemle uygulanan plazma surelerine karsilik
kanallardaki hicre yakalama oranlarina bakilmig, optimum plazma suresinin kag

dakika olduguna karar verilmigtir.

0.5, 1, 1.5, 2 dakika olmak Uzere 4 farkl islem suresi igin cam slaytlar plazmaya
maruz birakilmistir. Toplamda 4 ¢ip (12 kanal) Uzerinde ¢alisiimistir. Kanallara 100
bin/mL konsantrasyona sahip HT-29 hucreleri doldurulmustur. 100 bin/mL hicre
konsantrasyonun basildig1 kanallarda, kanal hacmine goére uL de 252 hucre

bulunmahdir.
Yapilan deneylerden elde edilen sonuglar asagidaki gizelgededir (Cizelge 4.1).

Kanallardaki hiicreler daha énceden bahsedildigi gibi florasan mikroskobu yardimiyla
cekilen goruntulerden sayilmistir. Her bir plazma suresi i¢in kanallarda yakalanan
hdcre sayilarinin etkinlik degerlerinin ortalamasi ve standart sapmasi hesaplanmistir.
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Cizelge 4.1 Uygulanan plazma surelerine karsilik kanallarda yakalanan hucre
sayllari( 100 bin/mL HT-29 hlicre konsantrasyonu)

Plazma Siiresi | Kanal No | Yakalanan Hiicre Sayisi| Etkinlik(%)
Kanal 1 50 20
Kanal 2 125 50
0,5 dk. Kanal 3 80 32
Ortalama 34
Standart Sapma 15
Kanal 1 110 44
Kanal 2 130 52
1 dk. Kanal 3 110 44
Ortalama 46
Standart Sapma 5
Kanal 1 180 71
Kanal 2 145 58
1,5 dk. Kanal 3 165 65
Ortalama 65
Standart Sapma 7
Kanal 1 120 48
Kanal 2 140 56
2 dk. Kanal 3 180 71
Ortalama 58
Standart Sapma 12

(o)
o

~
o

(o))
o

vl
o

N
o

Etkinlik (%)

=N W
o o o

o

0,5 1 1,5 2
Plazma siireleri (dakika)

Sekil 4.1 Plazma aktivasyon surelerine karsilik hiicrelerin yakalanma etkinligi

(n=calisilan kanal sayisi)
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41.2 Hicre yakalama ve sayim deneyleri

4.1.2.1 PBS icinde farkli hiicre konsantrasyonlarinda yapilan calismalar

Plazma sulresi belirlendikten sonra kanallarda farkli hicre konsantrasyonlarinin
yakalanma etkinligine bakilmistir. Deneyde toplamda 10 c¢ip (28 kanal) Uzerinde
cahsilmigtir. Ancak kanallardan iki tanesi caligmamistir. (Glass slayt, DSA ya
yapistiriima esnasinda kirilmistir.)

Bu 10 ¢ipin bir tanesi kontrol ¢ipi olarak segilmis ve ylzey kimyasi protokolunun
asamalarindan biri olan antikor immobilizasyonu adimi uygulanmamigtir. Bu
kanallarda hi¢ hucre gorulmemesi beklenmektedir. Butun kanal taramasi sonucu hi¢
hicre gozlenmedigi dogrulanmistir. Calisilan 25 kanaldan 9 tanesine 1milyon/mL
konsantrasyona sahip HT-29 hucresi doldurulmustur. Diger konsantrasyon degerleri
ise ( 500 bin/mL HT-29 hucresi, 250 bin/mL HT-29 hicresi, 100 bin/mL HT-29
hacresi, 50 bin/mL HT-29 hucresi) 4 er kanalda olacak sekilde pipetlenmistir.
Kanalda bulunmasi gereken hucre sayilari ilk deneydeki hesaplamalardan

yararlanilarak bulunmusgtur.

mL de 1 milyon hicrenin dolduruldugu kanalda, kanal hacmimize goére yaklasik
olarak 2520 hucre,

mL de 500 bin hucrenin dolduruldugu kanalda, kanal hacmimize gore yaklasik olarak
1260 hucre,

mL de 250 bin hucrenin dolduruldugu kanalda yaklasik olarak 630 hucre,
mL de 100 bin hucrenin dolduruldugu kanalda yaklasik olarak 252 hucre,

mL de 50 bin hlcrenin dolduruldugu kanalda yaklasik olarak 126 hicre bulunmasi

gerektigi hesaplanmigtir.

Yapilan 6zel ¢cekimler asagida verilmistir. Genel olarak kanallardaki yakalanma

oranlarina bakildiginda
1milyon hicre igin etkinligin %8816 arasinda oldugu
500 bin hicre igin %7313 oldugu

250 bin hicre igin %7319
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100 bin hicre igin %62+4
50 bin hicre igin %6019 oldugu goézlenmistir.
Asagidaki gizelgede sonuglar verilmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2: PBS ile seyreltilmis farkli hlcre konsantrasyonlarinin kanallarda
yakalanma etkinligi

Hicre Sayisi Kanal No | Yakalanan hiicre sayisi | Etkinlik(%)
Kanal 1 2285 91
Kanal 2 2280 90
Kanal 3 2170 86
Kanal 4 2355 93
Kanal 5 1980 79
1milyon/mL hiicre Kanal 6 2098 83
Kanal 7 2480 98
Kanal 8 2185 87
Kanal 9 2160 86
Ortalama 88
Standart sapma 6
Kanal 1 890 71
Kanal 2 914 73
500 bin/mL hiicre | —<anal 3 980 /8
Kanal 4 905 72
Ortalama 73
Standart sapma 3
Kanal 1 425 67
Kanal 2 480 76
250 bin/mL hiicre  |—<anal 3 400 63
Kanal 4 525 83
Ortalama 73
Standart sapma 9
Kanal 1 145 58
Kanal 2 150 60
100 bin/mL hiicre |20l 3 165 65
Kanal 4 160 63
Ortalama 62
Standart sapma 4
Kanal 1 90 71
Kanal 2 75 60
50 bin/mL hiicre Kanal 3 70 26
Kanal 4 65 52
Ortalama 60
Standart sapma 9
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Sonuglara ait grafik (Sekil 4.2) verilmigtir.

100
90
80
70 (n=4)
60
50
40
30
20
10

0

(n=9)

Etkinlik (%)

100 250 500 1000
Kanallara verilen hiicre sayilari (bin/mL)

Sekil 4.2 PBS ile seyreltilmis hlicre konsantrasyonlarina karsilik hicrelerin kanallarda

yakalanma etkinligi

Hucre goruntuleri

1 milyon /mL HT-29 hicre konsantrasyonuna sahip karisimin dolduruldugu kanaldan

cekilen goruntuler Sekil 4.3 te gosterilmistir.

o @ G

&
6o 4

Sekil 4.3 200x buyutmede (A) DAPI filtresi ile gekilmig goruntu, (B) AF-488 filtresi ile
¢ekilmis gorumta, (C) Isik mikroskobu goruntusu, (D) Cakistiriimis gorintu.
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500 bin/mL HT-29 hicre konsantrasyonuna sahip karigsimin dolduruldugu kanaldan
cekilen goruntuler Sekil 4.4 te gosterilmigtir.

Sekil 4.4 200x buyutmede (A) DAPI filtresi ile ¢ekilmis gorunta, (B) AF-488 filtresi ile
¢ekilmis goruntd, (C) Isik mikroskobu gorintisu, (D) Cakistirilmig goérunta.

100 bin/mL HT-29 hlcre konsantrasyonuna sahip karisimin dolduruldugu kanaldan
cekilen gorantiler Sekil 4.5 te gosterilmigtir.

Sekil 4.5 200x buyutmede (A) DAPI filtresi ile ¢ekilmis goruntu, (B) AF-488 fiiltresi ile
¢ekilmis goruntd, (C) Isik mikroskobu gorintisu, (D) Cakistiriimis goruntu
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50 bin/mL HT-29 hicre konsantrasyonuna sahip karigsimin dolduruldugu kanaldan
cekilen goruntuler Sekil 4. 6 da gosterilmigtir.

Sekil 4.6 200x buyutmede (A) DAPI filtresi ile ¢ekilmis gorunta, (B) AF-488 filtresi
ile ¢ekilmis goruntu, (C) Isik mikroskobu goéruntusu (D) Cakistiriimis
gorunta.

4.1.2.2 Kan icinde farkli hiicre konsantrasyonlarinda yapilan galismalar

Bu deneyde toplamda 9 ¢ip (27 kanal) Uzerinde galisiimistir. Ciplerden 8 tanesinde
farkl konsantrasyonlarda HT-29 hicre konsantrasyonuna sahip kan ile karigimlar

denenirken, geriye kalan 1 tanesi ise kontrol gipi olarak kullaniimigtir.

Kontrol ¢ipinde ylzey kimyasi protokolinin 5. asamasi olan kanallara yakalama
antikorunun basimi gercgeklestiriimemigtir. Kontrol c¢ipinin kullanilma amaci yuzey
kimyasinin etkinligini ortaya koymaktir. Kanallara antikor uygulama basamagi
atlanmis ve kanallara 250 bin/mL HT-29 hlicre konsantrasyonuna sahip kan ile
karistinimis  hdcreler doldurulmustur.  Gorlintlileme esnasinda kontrol gipinin

kanallarinda hlcreye rastlanmamigtir.
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Her bir konsantrasyon degeri 4 kanala uygulanmak kosulu ile toplamda 5
konsantrasyon degeri denenmistir (250 bin/mL HT-29 hucresi, 100 bin/mL HT-29
hicresi, 50 bin/mL HT-29 hacresi, 20 bin/mL HT-29 hucresi, 10 bin/mL HT-29
hdcresi, 5 bin/mL HT-29 hlcresi)

Kanalda bulunmasi gereken hucre sayilari ilk deneydeki hesaplamalardan

yararlanilarak bulunmustur.

mL de 250 bin hicrenin dolduruldugu kanalda kanal hacmimize goére yaklasik olarak
630 hucre,

mL de 100 bin hicrenin dolduruldugu kanalda yaklasik olarak 252 hicre,
mL de 50 bin hicrenin dolduruldugu kanalda yaklasik olarak 126 hcre,
mL de 20 bin hdcrenin dolduruldugu kanalda yaklasik olarak 50 htcre,
mL de 10 bin hdcrenin dolduruldugu kanalda yaklasik olarak 25 hcre,

mL de 5 bin hdcrenin dolduruldugu kanalda yaklasik olarak 12 hicre bulunmasi

gerektigi hesaplanmigtir.

Deney sonucu her bir konsantrasyon degeri i¢in kanallarda gorilen hlcre sayilari,
etkinlik degerli, etkinlik degerleri ortalamasi ve standart sapmalari hesaplanmistir
(Cizelge 4.3).

Hucre sayimlarinda ylksek konsantrasyonlar (250 bin/mL ve 100 bin/mL) igin ilk iki
deneyde kullanilan &rnekleme yoéntemi kullaniimistir. Ayni sekilde 3 sltunun
goruntuleri c¢ekilmis ve daha sonra goruntulerden hicreleri sayma iglemi
gerceklestiriimistir. Daha dusik konsantrasyon degerlerinde ise butin kanal taranmig
ve oz ile sayim gerceklestiriimistir. Bir 6nceki deneyden farkli olarak burada
hicrelerin hem DAPI hem de AF-488 filtreleri ile gorUntlleri ¢ekilmigtir. Gortntuler
birbirleri ile eslesmektedir. Diger kan hdcrelerinin kanallarda goruntilenmemesi kanal

yikamasinin iyi yapildiginin bir gostergesidir.
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Cizelge 4.3 Kanallarda goruntilenen hucre sayilari, etkinlik degerleri

Hiicre Sayisi Kanal No [Yakalanan Hiicre sayisi | Etkinlik(%)
Kanal 1 560 89
Kanal 2 360 57
250 bin/mL hiicre Kanal 3 495 9
Kanal 4 445 71
Ortalama 74
Standart sapma 13
Kanal 1 196 78
Kanal 2 146 58
100 bin/mL hicre Kanal 3 188 7>
Kanal 4 158 63
Ortalama 68
Standart sapma 9
Kanal 1 65 52
Kanal 2 55 44
50 bin/mL hicre Kanal 3 >2 41
Kanal 4 68 54
Ortalama 48
Standart sapma 6
Kanal 1 20 40
Kanal 2 25 50
. . Kanal 3 18 36
20 bin/mL hicre Ganald 3 el
Ortalama 48
Standart sapma 12
Kanal 1 11 44
Kanal 2 9 36
10 bin/mL hicre Kanal 3 14 26
Kanal 4 12 48
Ortalama 46
Standart sapma 8
Kanal 1 5 42
Kanal 2 7 58
5 bin/mL hiicre Kanal 3 4 33
Kanal 4 5 42
Ortalama a4
Standart sapma 10

100 " mmmmm e e e e oo

Etkinlik (%)

Kanallara verilen hiicre sayisi (bin/mL)

Sekil 4.7 Kan igerisinde farkli konsantrasyonlarda bulunan hucrelerin kanallarda
yakalanma etkinligi
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250 bin /mL HT-29 hucre konsantrasyonuna sahip kan ile karigtiriimis hucrelerin
dolduruldugu kanaldan ¢ekilmig goruntuler Sekil 4.8 de gosterilmistir.

Sekil 4.8 200x buyutmede (A) DAPI filtresi ile gekilmig goruntu, (B) AF-488 filtresi ile
cekilmis goruntd, (C) Isik mikroskobu goruntusu (D) Cakistiriimig goruntu.

100 bin/mL HT-29 hicre konsantrasyonuna sahip kan ile karigtiriimis hicrelerin
dolduruldugu kanaldan ¢ekilmig goruntuler Sekil 4.9 da gosterilmistir.

Sekil 4.9 200x buayutmede (A) DAPI filtresi ile ¢ekilmis gorunta,(B) AF-488 filtresi ile
cekilmig goruntu, (C) Isik mikroskobu goruntusu, (D) Cakistiriimig gorunti
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5. SONUC VE YORUM

Tez galismasi 3 farkli deney asamasindan olugmaktadir. Birinci deney olan plazma
aktivasyonu deneyinde 4 farkli plazma slresi denenmis ve 1.5 dakika boyunca
uygulanan oksijen plazma suresinin hlcre yakalama etkinligi agisindan en yuksek
degeri gosterdigi belirlenmistir (%66+8). Bu yuzden bundan sonra yapilan deneylerde
plazma suresi 1.5 dakika olarak kabul edilmigtir.

Ikinci deney olan PBS ile seyreltme deneyinde yakalama etkinliginin, HT-29 hiicre
konsantrasyonunun ylksek oldugu degerlerde daha ylksek oldugu, konsantrasyon
degeri dustikce etkinligin de dustiglu gobzlenmektedir. Ancak genel olarak
konsantrasyonlar kendi icinde degerlendiginde kanallardaki etkinlik degerleri
arasinda uyumluluk gozlenmistir. Tum konsantrasyonlar g6z onune alindiginda

etkinligin %60-%85 arasinda oldugu gdzlenmisgtir.

Kan ile seyreltme deneylerinde de konsantrasyonla birlikte etkinliginde dustugu
gOzlenmigtir. Ancak 5 bin/mL HT-29 hicre konsantrasyonuna sahip degerde
kanallarda hicreye rastlanmasi bu ender hucrelerin dugsuk konsantrasyon
degerlerinde de yakalanabildigini gdstermistir. Daha dusuk konsantrasyon

degerleride ileride denenecektir.

Kan ile seyreltme deneylerinde kanallari 40 uL ile 3 defa yikkanmanin kanalda
tutunmasi beklenen diger kan hucrelerinin (6rnegin eritrositlerin) tutunmadigi, bu

yikama degerinin optimum deger oldugunu gdstermistir.

Her U¢ deneyde de hucrelerin kanallarda yakalanma etkinliginin ortalamasina ve

standart sapmasina bakilmigtir.

Tasarimin 3 kanalli olmasi ¢oklu seyreltme serilerinin analizi i¢in yuksek

tekrarlanabilirlik saglamistir.

Her iki seyreltme deneyinde de konsantrasyon degerlerinin hazirlandi§i eppendorf
tiplerin  kanallara  doldurulmadan 6nce vortexte karistirlmasinin  htcre

kimelenmelerini engelledigi gorulmugtur.

Kontrol c¢iplerinde hlcreye rastlanmamasi kullanilan ylzey kimyasinin dogru

cahstiginin bir gostergesidir.
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Sonug olarak CTC sayimi anti metastaz terapilerin verimliligini degerlendirmek igin
kullanilabilir. Diger bir deyisle, gerekli hassasiyet ve 6zellikten genellikle yoksun olan
serolojik belirteclerin kullaniimasi yerine veya radyografik goruntileme kullanarak
belli bir tedaviye yaniti belirlemek icin birka¢g aya kadar bekleme yerine, CTC
miktarlarinin duzenli izlenmesi, tedavi yanitinin degerlendirilmesi icin hizli ve dogru

bir yontem olarak onerilmistir.
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