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MCF-7 KANSER HUCRELERININ ANTIKOR TABANLI MIKROKANALLAR
ICERISINDE YAKALANMASI VE INCELENMESI

Gozde DI;RELi
Bagkent Universitesi Fen Bilimleri Enstitusu
Biyomedikal Muhendisligi Anabilim Dali

Kanser Dunya’da oldugu gibi Turkiye’de de dlumlerin baglica sebebidir. Dinyadaki
nufus artigina ve nufustaki yaglanmaya bagl olarak kanser artis hizi ylikselmistir.
Uluslararasi Kanser Ajansi Ozellikle meme kanserindeki artisa dikkat ¢cekmigtir.
Meme kanseri kadin kanserleri igerisinde en fazla gorulen ve en fazla 6lime
sebep olan kanserdir. Bugun Dunya’da kadin kanser hastalarinin 4’'unden 1’i
meme kanseridir. Bu nedenlerle, kanserin erken teshisi; metastaz gergceklesmeden
kanser hucrelerinin kanda veya vucut sivilarindaki dolagimlari esnasinda tespit
edilmesi ¢gok dnemlidir. Dolasimdaki kanser hucrelerinin tespiti igin bir test yapmak
diger klasik yontemlere gore daha az invaziv, daha duyarli, hizli, az maliyetli ve
daha az zaman alici bir yontem olabilir. Bu amaglar dogrultusunda, ¢alisma
kapsaminda, dolasimdaki kanser hucrelerinin tespitinin arastirilmasi igin
mikrogipler Uretilmis, bu mikrogipler igerisine yluzey modifikasyonu uygulanarak
meme kanseri hucrelerinde bulunan EpCAM yuzey belirtecine 6zgul anti-EpCAM
antikorsi ile kaplanmistir. Meme kanseri hucre hatti olan MCF-7 hucrelerinin PBS
ve kan ile kangtirilarak mikrogipler igerisinde yakalanmasi hedeflenmigtir. Yapilan
deneyler sonucunda, mikrogipler Fluoresan mikroskobu ile incelenmistir.
Mikrokanallar icerisinde MCF-7 hucreleri yakalanmigtir. Deneyler tekrarlanarak
yontemin galigma amacina 6zgul oldugu ve guvenilirligi dogrulanmigtir. Yakalama
etkinligi ortalamalarinin PBS igin %76+11, kan igin % 6515 oldugu, yapilan
istatistik calismasiyla farkli hicre konsantrasyonlari deneylerinin mikrokanallar
icerisinde hucre yakalama etkinlikleri Uzerinde anlamli bir degisiklige neden

olmadigi gorulmustar.

Anahtar Kelimeler: CTC, meme kanseri, MCF-7, mikrogip, anti-EpCAM
Danigsman: Prof. Dr. Mustafa KOCAKULAK, Baskent Universitesi, Biyomedikal
Muhendisligi Anabilim Dal..



ABSTRACT

ANTIBODY BASED CAPTURE AND DETECTION OF MCF-7 TUMOR CELLS
USING MICROCHANNELS

Gozde DERELI _
Baskent University Institute Of Science And Engineering
The Department Of Biomedical Engineering

Cancer continues to be the leading cause of death in Turkey as in the World. The
incidence of cancer has increased depending on population growth and populatin
aging in the World. The International Cancer Agency has drawn attention in
particular to the increase in breast cancer. Breast cancer is the most common in
women cancers and the first reason of death. Today, in the World, 1 of 4 female
cancer patients is a breast cancer patient. For these reasons, early diagnosis of
cancer and detection of cancer cells in blood or body liquids are very important. A
test for detection of circulating tumor cells can be much more sensitive, fast; less
invasive, costly and less time consuming. In this study, microchips have been
produced to investigate the detection of circulating tumor cells. A surface
modification has been applied in microhip channels and these microchannels have
been coated with an anti-EpCAM antibody which is spesific to the biomarker of
breast cancer cells. Capturing MCF-7 breast cancer cells, a cell line of breast
cancer, in microchannels is the aim of this study. For this purpose, MCF-7 cells,
spiked in PBS and blood, were injected into the channels. At the end of the
experiments, the microchips were examined by Fluorescence microscopy. It is
found that MCF-7 cells have been captured in microchannels and capture
efficiences are %76+11 (in PBS concentrations) and %655 (in blood
concentrations). The study reliability and specifity have been verified by repeating
the experiments. ANOVA Test (SPSS) has been applied for the study reliability
and it is also found that the experiments with different concentrations have not

caused a significant effect on capture efficiency.

Keywords: CTC, breast cancer, MCF-7, microchip, anti-EpCAM
Advisor: Prof Dr. Mustafa KOCAKULAK, Baskent University, Department Of
Biomedical Engineering.
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1. GIiRIS

Turkiye'de yaklasik 400 bin kanser vakasi bulunmakta ve bu rakam ginden gine
artmaktadir. Saglik Bakanhgr'nin verilerine gore her yil 140 bin kigsi kanserden
hayatini kaybetmektedir. Bu rakamin 6nimuzdeki 20 yilda 500 bine gikacagi tahmin
edilmektedir. Her yil ortalama 150 bin yeni kanser tanisi konulmaktadir. Kayitli
verilerin tam olarak gercedi yansitmadigdi, insidansin aslinda ¢ok daha yuksek
oldugu ve kanserli hasta sayisinin artisinin her yil %1-2 oldugu kabul edildiginde bu
sayinin onumuazdeki 20 yil igerisinde 1,5 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir.
Rakamlar dusundldugunde kanser hastalarinda erken teshisin, hicrelerin kanda
veya vulcut sivilarindaki dolagimlari esnasinda tespit edilmesinin ne denli dnemli

oldugu ortaya ¢gikmaktadir.

Tum c¢abalara ragmen kanser hala dinya genelindeki olumlerin baslica nedeni
olmaya devam etmektedir. 2008 yilindaki verilere gore 7.6 milyon kanser vakasi
gorulmus (%13 G oOlumle sonuglanmig) ve bu sayinin 2030°'da 13 milyonu
gececegi tahmin edilmektedir [1][2]. 2013 yili igerisinde Amerika Birlesik Devletleri’
nde 1.660.290 yeni kanser vakasi gorulurken bunlarin 580.350°si olumle
sonuglanmigtir. Yine Amerika Birlesik Devletleri’ nde 2014 yil igerisinde 1.665.540
yeni kanser vakasi gorulurken olumle sonuglanan 585.720 kanser vakasi vardir.
[3]. Dinya Saglik Orgiitii'ne gore bu dlimlerin en az %30’ u dnlenebilirdir. Ikincil
metastazlari onleyebilecek birincil tmoran erken teshisi ve metastatik kansere
kargi daha etkili tedavilerin gelistiriimesi kanserle savasin kazanilmasinda anahtar
faktorlerdir. [4]

Kanser hastalarinin tedavisinde 6nemli kaygilardan biri de kanser hucrelerinin
diger dokulara olasi yaylliminin (metastaz) hemen tespit edilmesi sorunudur.
Metastatik lezyonlar belirlenebilir ve anatomik olarak ulasilabilir olsalar dahi bu
lezyonlara duzenli birgok biyopsi uygulamak pratik bir yontem degildir. Bu nedenle;
birincil ya da metastatik timorlerden orijin alip, yumusak dokuya atlayarak
buradan dolasima katilan dolagimdaki kanser hucrelerinin (CTC-Circulating Tumor
Cells) tespiti kanserin teghisi ya da prognozu igin énemli bir basamaktir. CTClerin



varligi meme, prostat ve kolorektal kanser de dahil olmak Uzere birgok onemli

kanser turiinde kotu prognoz ile iligkilendirilmistir. [5]

Dolagimdaki tiumor hucrelerini tespit igin bir kan testi yapmak, doku biyopsileri ve
kemik iligi aspirasyonlari gibi daha klasik yontemlerle kanserin olasi yayilma
derecesini belirlemeye gore hastaya daha az rahatsizlik veren bir iglemdir.
Dolasimdaki kanser hlcrelerinin dlgumu mamografi ve kemik taramalari benzeri
diger prosedurlere gore daha duyarl, hizli, daha dusuk maliyetli ve daha az
zaman alici bir yontem olabilir.



1.1 Calismanin Amaci

Dolagimdaki kanser hucrelerine iligkin en genis c¢apli ¢alisma meme kanseri
hastalarinda yuratilmus olmasina ragmen arastirmacilar melanomlar, prostat,
kolorektal ve akciger kanserlerinde de bu hucreleri aramaktadir. Bu galismalar bu
hdcrelerin kan duzeylerinin yukselmesinin metastatik kanseri 6ngérmede 6nemili
bir rol oynayabildigini gostermistir. Bu tip testlerin yeni tani konmus hastalarda
gidisati(prognoz) tahminde yararli olabildigine iliskin kanitlar da mevcuttur.

Kanda cok az sayida kanser hiicresi bulunmaktadir (107 kan hiicresinin icerisinde
10’ dan daha az kanser hucresi). Bu hucreleri tespit ve izole etmek igin gesitli
teknikler gelistirilmistir. Bu teknikler karmagik bir filtreleme sistemi kullanarak
hacrelerin fiziksel yontemlerle ayristiriimasi, monoklonal antikorlarin kullanildigi
degisik immunolojik teknikler, immunolojik tekniklerle mikrodizilim teknolojisinin
kombinasyonu, ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) benzeri
molekuler prosedurleri icermektedir. Tez Onerisinin hedefi mikroakiskan ¢ip
teknolojisi ile antikor tabanli ayristirma yontemlerini bir araya getirip CTC leri
kandan izole ederek analiz etmektir. Tez calismalari baglica dort ana bdlimden

olusmaktadir:

(i) Mikroakigkan ¢ip yapimi

(i)  Ciplerin yuzey modifikasyonu

(iii) Hducrelerin, kanin c¢ipler igerisinde islenerek fluoresan boyama ile
isaretlenmesi

(iv) izole edilip isaretlenen hiicrelerin goérintileme teknikleri ile sayimi ve

incelenmesi
Tez calismalari kapsaminda CTC lerin kandan ayristiriimasi ile:

i) Kanserin tekrarlamasi ya da ilerlemesi riskinin tahmini

i) Terapilerin siniflandirilmasi ve gercek zamanli izlenmesi

iii)  Terapotik hedeflerin ve direng mekanizmalarinin tanimlanmasi

iv) Kanser hastalarinda metastatik gelisimi anlamak gibi sonuglar

saglanacaktir.[6]



2. GENEL BILGILER
2.1 Kanser

Kanser, hucrelerde DNA hasari sonucu hdcrelerin kontrolsiiz, anormal bir sekilde
bliyimesi ve c¢ogalmasidir. Kanser hucreleri gogalarak kana ve lenf sivisina
karisip vucudun diger kisimlarina yayilir ve yeni tumor odaklarinin olugmasina yol
acarlar. Bagska doku ve organlarda olusan bu tumor odaklari metastaz olarak

isimlendirilir. Baglica iki timor tara vardir:

1. lyi Huylu TUmérler: Bu tip timérlerin metastaz yetenegi yoktur. Bunlar
ilerlemeyen hastaliklardir. Bir¢ok iyi huylu tumor insan sagligina zararsiz olsa
da negatif saglik etkileri hala gériilmektedir. lyi huylu timérler tipik olarak
etraflarinda, kotu huylu davranma yeteneklerini inhibe eden fibroz bir kilif ile
kaplhdirlar.

2. Kotu Huylu Tumorler: Bu tumorler hizla gogalir ve bulunduklari bolgeden yan
dokulara gecisler yaparlar. Vucudun bagka bodlgelerine atlama ve metastaz
gergeklestirebilirler. Bulunduklari doku kosullari, hicre tipi ve orijinlerine gore

isimlendirilirler.

Kanserin olusumu ve vyayllmasi karmasik bir suregtir ve tamamen
anlasilamamigtir. Kanser, kalitsal mutasyonlar, hormonlar gibi i¢ uyaranlarla veya
tutun, radyasyon gibi cevresel, edinilmis faktorlerden kaynaklanarak malign
hdcrelerin iginde bulundugu mutasyonlarin kumdulatif birikimi sonucu olusur.
Vakalarin gogunda mortalite ile iligkili gorulen primer tumor degil, metastazlardir.
Ornegin, lokalize ve metastatik prostat kanseri olan hastalar igin ortalama 5 yillik
sagkalim orani %100 ve %28 dir (Amerikan Kanser Dernegi, 2013). Genellikle
primer timor olugsumu ve sonraki metastazin dahil oldugu karsinogenez, dort genis

kategoride 6zetlenebilen Darwinci sureci olarak kabul edilebilir.

1) Primer tumor formasyonu ve buyumesi: Primer tumor formasyonunda,
mutasyonlar apopitozu-programl hicre olumund- baskilayarak mitotik hlcrelerin

anormal bir sekilde bolinmesine ve hicre dlumunin kagiriimasina veya kati tumor



formasyonuna sebep olan otofajik ve nekrotik mekanizmalarin regulasyonuna
sebep olur. Buyuyen primer tumor kesin bir boyuta ulastigi zaman bolinen mutant
hacreler hizli bir sekilde ulasilabilir besin kaynagi ve oksijen oranini agar ve HIF
ler ile tetiklenen neovaskularizasyona sebep olur. HIF ler tumor hucrelerinde diger
kontrol yolaklariyla beraber GF ekspresyonunu kontrol eder; VEGF, anjiopoetin 1
ve 2 gibi anjiogenezisi uyaran faktorlerin sentezini tetikler [7], [8].

2) Epitel-mezenkimal donlisum ve intravazasyon-damar igine girme: HIF
aktivasyonu, anjiogenin ekspresyonu ve diger faktorlerin, gesitli pleiotropik etkiler
yoluyla E-kaderin’in azaltiimis ifadesine neden oldugu gosterilmistir. E- kaderin
seviyesinin dusmesi hicre-hucre adezyonunu azaltir ve tumor hucresinin hareket
yetenegini artirir [8], [9]. Bu, tumor hucrelerinde fenotipik bir degisime sebep olan
ve metastatik kaskadda onemli bir asama olan epitel-mezenkimal dontusimde
kritik bir olaydir. Kanser hucrelerindeki bu goreceli fenotipik degisiklikler tam olarak
anlasilmasa da hucre-ekstraselliler matriks yapisma molekullerinin degigken
ekspresyonu (6rnegin, integrinler), epitelyal belirteclerin (6rnegin, sitokeratin)
baskilanmasi ve mezenkimal belirteglerin (6rnegin, vimentin) uyariimasi ile

karakterize edilir [10].

Metastatik kanser hicrelerindeki epitel-mezenkimal transizyon oldukga kompleks
ve hala tam olarak anlasilamamasina ragmen bu donisumuin metastaz igin dnemli
bir gésterge olduguna ve CSC ve belki de ¢oklu ilag direnci (CiD) ile yakin iliskide
olduguna inanilmaktadir [11]-[14]. Epitel-mezenkimal donisumun CSC olmayan
turlerde CSC'yi uyardigi ileri surilmektedir [15].

Epitel-mezenkimal transizyon surecinin ardindan kanser hucreleri tUmor
dokusundan ayrilip komsu dokulara go¢ eden (lokal invazyon) hareketli ve invaziv
bir fenotip sergiler. Bazi kanser hucrelerinin bu invaziv fenotipi, bazal membrani,
hdcreler arasi mesafeyi ve anjiogenez sonucu olusmus yeni damarlarin endotel
bariyerini asarak dolagima katiimasina yardim eder. intravazasyon olarak bilinen
bu sure¢ kanser hucrelerinin lokalize veya uzak metastazi baglatmasina izin verir.
Bu kotu vurgulayici durum, intravazasyonun primer tumor tespit edilmeden once

olusabilecegini gosterir. Son zamanlarda epitel-mezenkimal transizyon ve
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yayllimin kanser dncesi donemde primer tumor tespit edilmeden 6nce olustugu bir

pankreatik kanser modelinde gosterilmigtir [16].

3) Kanserin Hematojen Yayilimi: Kanser hucreleri bir kez dolagsima
katildiginda anoikis olarak bilinen uygunsuz hucre-matriks etkilegsimine sebep olur.
Dolagimda c¢ogalmadiklari dugsunualen CTC’lerin degisik boyut ve molekuler
adezyona sahip olmalarina bagli olarak 6zgul organlarin kapiller yataklarinda
durdurulana kadar dolagimda kaldiklari dugunulur. Cogu ikincil (seconder)
tumorun kanser hucrelerinin - yuzdugu lenf damarlarinin  bulundugu lenf
nodlarindan bagimsiz olarak organlarda (kemik, karaciger ve akciger) olugstuguna
dikkat edilmelidir. Bu, eger kanser hucreleri sadece lenf damarlari girer, bir lenf
dugumune ulasir ve orada sinirli metastazi kurar ise bu lezyonlar daha sonra kan
dolagimi igine diger tumor hucrelerini doker anlamina gelmektedir. Dolayisiyla, kan
dolagimi ile tasinan kanser hucreleri (CTC) olumcul metastatik malignansilerin

bayuk ¢ogunlugu ile iligkilidir.

4) Ekstravazasyon- damar disina gikma- ve ikincil tumor formasyonu: Kapiller
yatakta yakalanan tumor hucreleri endotelyal hucre tabakasini penetre eder ve
interstisyum-hucreler arasi bogluk ve parankimi gecerek konak hicreye ulasir [17],
[18]. Ardindan kanser hucreleri epitel-mezenkimal transizyonun aksine epitelyal
hdcrelerin tekrar goruldigu ve konak organin invaze edildigi anlamina gelen
mezenkimal-epitelyal donusum olarak adlandirilan baska bir fenotipik degisime
gider. EMT’de oldugu gibi MET de tam olarak anlagilamamistir ve farkh molekuler

mekanizmalar 6ne surilmus olup hala arastiriimaktadir.
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Sekil 2.1 Kanserin olusumu ve metastaz

Kanser hucresinin ikincil organda yeni bir ¢cevrede ¢cogalma yetenegini yeniden
kazanmasi hdcrenin molekller yapilanmasi, yeni gevresi ve cgevre ile iletisimini
iceren, bilinen ve bilinmeyen birgok sarta baghdir. Bu ug faktor toplu olarak kanser
hdcresinin yerlestigi organda buyume faktorlerinin sentezi ile 0.2 mm den buyuk
ancak 2 mm den kuguk olan ikincil mikrometastazlarin olusup olugmayacagini
belirler. Bazi in-vivo fare galismalarinda mikrometastazin, kanser hucresi damar
yataginda durduruldugunda intravaskuler alanda iken basladigi gosterilmigtir. Bir
mikrometastaz, anjiogenezin olugsumu ile yeterli oksijen ve besin kaynagina

ulastiginda makrometastaza (2 mm den buyuk) donusebilir [19].

2.2 Dolagsimdaki Kanser Huicreleri (CTC-Circulating Tumor Cell)

Dolasimdaki kanser hicreleri (CTC) birincil timor hicresinden ayrilarak dolagsima
katilan ve diger organlara ulagabilen hucrelerdir. CTClerin varligi ilk olarak
Avustralyali fizikgi Thomas Ashworth tarafindan 1869 yilinda, meme kanseri erkek
bir hastanin kani mikroskopla gozlenerek tanimlandi. 20 yil sonra, Steve Paget,
Lancet’in ilk sayisinda “tohum ve toprak hipotezi” ni, yillar sonra Fidler tarafindan
yeniden gozden gegirilen “Metastaz, secilmis kanser hucreleri (tohum) ve belirli
organ mikrogevreleri (toprak) arasindaki gecgise baghdir.” hipotezine goére agikladi.
[20].



Birincil TUmor

Kan Damari

Sekil 2.2 Dolagimdaki kanser hucresi

Operasyon oncesi birincil ve ikincil timor dokusundan dolasima kanser hucresi
sacllabildigi gibi operasyon sonrasi kalan minimal rezidiel dokudan (MRD) da
dolasima CTC ler gegmeye devam edebilir. Dolasima katilmalarindan ve daha

once anlatilan gergeveden bagimsiz olarak CTC lerin farkli bir kaderi de olabilir:

1. Dolagsimda iken anoikis, bagigiklik duzenlenmesi ile dagiima veya atil
duruma donusebilir.

2. Damar digina ¢ikmanin ardindan hucre 6lumu gergeklesebilir.

3. Agresif proliferasyon haricinde gizli mikrometastaz formuna dénusup uzun
yillar sessiz kalabilir.( 5-25 yil )

4. Basarili malign makrometastaz geligtirebilir.

Kanser hastalarinin periferik kanindan ya kemik iliginden izole edilmis tUmor
hdcrelerinin degerlendiriimesi onkoloik arastirmalarda ¢ok énemli bir odak noktasi

olmustur. Metastatik kaskattaki hematojen yayilimin dnemine 19. yuzyilda birgok
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arastirmaci tarafindan deginilmigtir. 1889’ da, Paget tohum ve toprak hipotezini
geligtirerek kanser hucreleri ve ikincil yerlesim bodlgelerinin  mikrogevreleri
arasindaki iliskiye dikkat ¢cekmistir. Son yillarda kemik iligi, periferal kan ve lenf
nodlarindaki tek kanser hucrelerini belilemek ve karakterize etmek amaciyla
bircok protokol belirtiimis ve meme kanserindeki bu hicrelerin klinik iligkilerini
arastirmak igin klinik galismalar yapilmaktadir.

2.3 Kanserin Biyokimyasal Belirtecleri

Kanser biyobelirtecleri DNA, mRNA, proteinler, metabolitler olabilir. Bunlarin
disinda apoptozis, anjiogenesis ve ¢gogalma gibi surecler de biyobelirtecler olarak
adlandirilabilir.

Belirtecler, kanser ya da inflamasyon gibi ilgili diger kosullarin varliginda, timaorun
kendisi tarafindan ya da diger dokular tarafindan uretilebilir. Bu biyobelirtecler
sivilarin, dokularin ya da hucre dizilerinin igerisinde ¢esitlilikle bulunabilirler.
Kanser belirtecleri su amaglarla kullanilabilir:

Genel populasyonu goruntulemek
Semptomatik hastalarda teshislerde degiskenlik
Kanserin klinik olarak siniflandirilmasi

TUmoran hacmini tahmin etmede

Tedaviye cevabin olgulmesinde

Goruntuleme sayesinde hastaligin tekrarlanmasinin tayini

N o O R 0N~

Hastaligin ilerlemesinin prognostik indikatoru olarak kullanilabilir.

Cok sayida degisik tipte ve formda tumor belirteci mevcuttur. Hormonlar;
enzimler, glikoproteinler, onkofetal antijen ve reseptorler gibi proteinlerin
fonksiyonel altgruplar belirteclerdir. Bunlarin yaninda, kanserlerdeki genetik
mutasyonlar, yukselmeler veya vyer degisiklikleri, genetik isaretler olan
mikrodizilimlerdeki degisiklikler gibi diger degisiklikler de belirteg olarak
adlandirilabilir. [21]



ideal bir timér belirteci kolaylikla 6lgiilebilmeli, yliksek hassasiyet ve 6zgiilliikle
caligilabilmeli ve guvenilir olmalidir. Klinik ¢alismalarda az sayida belirte¢ rutin
kullanima girmig olup, kisith sayida kanser tipi igin c¢ahgilmaktadir. Kanser
vakalarinda bu belirtecler goruntileme sonuclariyla konjuge olup, klinik karar

verilmeden once biyopsi ve klinik patolojik bilgilerle beraber degerlendirilir.

Tablo 2.1 Kanserin biyokimyasal belirtecleri

Tiimor Belirteci Kanser Tipi Kesif Yili
Alfa-fetoprotein Karaciger Kanseri 1963
Kalsitonin Tiroid Kanseri 1970
CA125 Yumurtalik Kanseri 1981
CA15-3 Meme Kanseri 1984-5
CA19-9 Pankreas Kanseri 1979
Karﬂsmoembnyomk Kolon Kanseri 1965
antiyjen

ER ve PgR Meme Kanseri 1970
HER2 Meme Kanseri 1985-6
Insan koryqn Testis Kanseri 1938
gonadotropin-3

Prostat spesifik antijen )

(PSA) Prostat Kanseri 1979
Tiroglobulin Tiroid Kanseri 1956
EPCAM Kolon, Prostat, 1979

Meme kanseri

2.3.1 Epitel hiucre adhezyon molekuli-EpCAM (epithelial cell adhesion

molecule)

EpCAM (epitel hucresi yapisma molekull), kolon ve diger epitelyal karsinomlarda
yuksek ifade edildigi bilinen bir hiucre yuzey molekuludur. EpCAM, hicre-hucre
adhezyonu ile ilgili olup ¢ok sayida klinik ¢alismada antikor tedavisinin hedefi

olmustur.

Yapilan bir calismada, meme kanseri gen terapisinde yeni bir hedef olarak EpCAM
degerini degerlendirmede, normal meme dokusunda, primer ve metastatik meme
kanserlerinde, EpCAM mRNA ekspresyonu seviyesini 6lgmek i¢in gercek zamanli
bir ters transkripsiyon-PCR uygulanmistir. Sonu¢ olarak primer ve metastatik
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meme kanserinde EpCAM in 100-1000 kat fazla eksprese edildigi saptanmigtir
[22].

EpCAM iki epidermal buyume faktorl benzeri hicre digi alandan, bir sisteinden
fakir bolge, bir transmembran alani ve kisa bir sitoplazmik kuyruktan olusan Mr
40,000, tip | transmembran glikoproteinidir. Bu, kromozom 4'Un uzun kolunda yer
alan GA733-2 geni tarafindan kodlanir [23].

EpCAM in proliferasyonu artirma mekanizmasi ve invaziv potansiyel artigi hentuz
tam olarak anlasilamamigtir. Adezyon molekullerinin, hicre kaderi, farklilagsma ve
diger biyolojik 6zelliklerin belirlenmesinde 6nemli bir rol oynadidi bilinmektedir.
EPCAM kalsiyumdan bagimsiz bir homotipik hucreler arasi yapisma molekilu
olarak islev gorur. Hucre, hucreler arasi yapisma etkilesimi, hicre agregasyonu,
hdcre saciimasinin dnlenmesi ve hucre ayrimi asamalarinda eksik olan yapisma
ozelliklerini, EpCAM hucre iginde sentezlendiginde sergilemektedir. Bu yapisma
ozelliklerine bagl olarak EpCAM in metastazi inhibe ettigi ve daha iyi bir prognozla
iligkili oldugu dusunulebilir [24].

2.4 Meme Kanseri

Meme kanseri kotu huylu bir timor olup memeteki hiucrelerden koken alir. Meme
kanserinin en yaygin turi, meme loblarindan meme ucuna sut tasiyan ince
kanallar olan sut kanallarinda baglayan tumorlerdir. Meme kanallarindan
kaynaklanan bu kanser turune duktal kanser adi verilmigtir. Diger bir yaygin tipi
sut dreten bezlerde olugsan lobuler tumdrlerdir. Ayrica diger dokulardan
kaynaklanan, daha nadir gortulen meduller, tubuler, musindz gibi tipleri de vardir.
invaziv meme kanseri, meme kanallarinda ya da loblarda olusarak cevredeki
normal dokuya atlayan tumor taradur. Yag doku veya loblarin olmadigi bolgelerde
tumor olusumu ¢ok nadir bir olaydir. Meme kanseri erkeklerde nadir olmak Uzere

kadin ve erkek cinsiyetlerinde gorulebilen bir kanser turudur.

Meme kanserinin klinik asamalari vardir. Bu klinik asamalar original tumaorun
boyutu (T), lenf nodlart (N) ve metastaz (M) kriterleri ile sniflandiriir ve
derecelendirilir. Buna “TNM Kiriteri” denir.[25]
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1. T= Birincil Tumor
Tis= Hucre igi karsinom
T1= 2cm gapindan kuguk
T2= Capi 2-5 cm arasinda
T3= 5 cm’den buyuk ¢aph
T4= Herhangi bir boyutta; ancak tum cilde veya meme duvarina
yaylmis

2. N= Bolgesel lenf nodu
NO= Herhangi bir bolgeyle iligkili degil
N1= Yakin bolgedeki lenf nodlarina metastaz
N2= Fikse/gruplasmis metastaz

N3= internal mammaryal lenf nodlarinda metastaz

3. M= Uzak Metastaz
MO= Uzak metastaz yok
M1= Uzak metastaz var

12



Tablo 2.2 Kanser evreleri

Evre T(Tumor) N(Nod) | M(Metastaz)
Evre 0 Tis NO MO
Evre | T1 NO MO
Evre Il 10 NO MO

A T1 N1 MO
T2 NO MO
Evre I T2 N1 MO
B T3 NO MO
T0 N2 MO
T1 N2 MO
Evre lll T2 N2 MO
A T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
T4 NO MO
E"E i T4 N1 MO
T4 N2 MO

Evre lll
C TO/T1/T2/T3/T4 N3 MO
Evre IV | TO/T1/T2/T3/T4 | NO/N1/N2 M1

Meme kanseri olusumu ¢ok hizl bir sure¢ degildir. Tumor ortalama 5-7 yilda 1 cm
bayukluge ulagir. Yayilimi oncelikle lenf kanalari ile koltuk alti lenf bezlerine ve
buradan daha sonar kan yoluyla kemik ve karaciger gibi uzak dokulara dogru
gerceklesir. Tumorun yayilimini tespit etmek i¢in evreleme yapilip tedaviye karar
verilir. Tablo 2.2’ye gore 4 evreden bahsedilebilir. Evre |, Il ve bazi evre Ill timorler
erken evre hastaliktir. Evre Il timorlerlerin bir kismi ve evre IV tiumorleri ileri evre

olarak siniflandirilir.

2.41 Meme kanseri teghis yontemleri

* Elle Muayene
* Mamogram

e Sonogram

* Termografi

* Transiluminasyon Zeromamografi
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* Bilgisayarli Aksiyal Tomografi
* Manyetik Rezonans Goruntileme

* Biyopsi

2.4.2 Meme kanseri hiicre hatlari

Meme kanseri hicre hatlari, kanserin ilerleme surecinde gergeklesen ¢ogalma,
apoptozis ve goc¢ gibi mekanizmalarin daha iyi anlasilabilmesi igin arastirma
amacli kullanilirlar. Bu modellerin kullanimi genler ve s6z konusu mekanizma

sureglerini dizenleyen sinyal yollari hakkinda birgok bilgi edinilmesini saglamistir.

Daha oOnceden belirlenmig hucre hatlar kolaylikla c¢ogaltilabilmekte, genetik
muamelelere goreceli olarak uyumlu, iyi tanimlanmis deneysel kosullar altinda
tekrar Uretilebilir ve gorllebilir, sayilabilir sonuglar ortaya ¢ikarmaktadir.
Kemirgenlerden alinan hucrelerle karsilastirildiginda, organizmalar arasindaki
temel farkliliklardan oturd insan hucreleri insan hastaliklariyla daha ilgili
oldugundan daha siklikla tercih edilirler.

MCF-7 Hucre hatti 1970 yilinda, 69 yasinda Frances Mallon isimli Beyaz Avrupali
bir kadindan izole edilmistir. Hlcreleri meme kanseri hakkinda yapilan birgok

arastirma i¢in buyuk bir bilgi kaynagi olusturmaktadir. [26]

MCF-7 adlandirmasi, Michigan Kanser Kurulugu’nun (Michigan Cancer
Foundation) bas harflerinden olusturulmustur. [27] MCF-7 hicre hattindan 6nce
kanser arastirmacilari igin, birka¢c aydan fazla sure yasayabilen bir memeli hicre
hatti elde etmek pek mumkin olmamistir. Bu hidcre hatti sitoplazmik estrojen
reseptorleri araciligiyla estradiol isleyebilmek gibi bir ozellige sahip olmasini
saglayan memeli epitellerinde bulunan birgok karakteristik 6zelligi kaybetmemistir.
Tumor nekroz faktor alfa (TNF Alpha) MCF-7 meme kanseri hucrelerinin
buylimesini engellemektedir; ancak anti-estrojenler ile muamele insulin buylime

faktoru baglanma proteinlerinin salgisini duzenleyebilir.
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2.5 CTC izolasyon Yontemleri

CTC izolasyon yontemleri CTC'lerin diger hemotopoetik hucrelerden farkl
olan oOzelliklerine dayanan genig bir teknoloji paneli igerir. Bunlar, CTC’lerin
isaretlendirme gerektirmeyen fiziksel Ozelliklerine ve immunolojik prosedurlerin

kullanildigi biyolojik 6zeliklerine dayali yontemlerdir.

Manyetik Pargacik

TAVAVAVA
Manyetik Alan
e

Kan Damari
Neovaskiler
Endotelyum
Hicreleri
CTC

Immunomanyetik

Lokosit

2
S
\ Boyuta Dayall

Nanotiip Biyosensor

Mlkropost

Yogunluk Farki
CTC-¢ip

Sekil 2.3 CTC izolasyon yontemleri

2.5.1 Fiziksel 6zelliklere dayali yontemler

Fiziksel O0zelliklere dayali yontemler CTC’lerin boyut, esneklik, mekanik ozellikler,
dielektrik Ozelliklerden faydalanarak CTC'lerin ylzeyden bagimsiz olarak

ayristirilmalarini saglayan yontemlerdir.

2.5.1.1 Yoqunluk farki ile izolasyon

Bu yontemde hastalarin kan oOrnekleri igerisindeki hedef hucreler hicre ayirma

medyumu kullanilarak santrifujleme ile ayriir. CTC’leri ayirmak icin genellikle
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kullanilan medyum “Ficoll”dur. [28] Antikoagulanli tim kan direkt santrifij tiplerine
eklenir. Santrifijden sonra eritrosit, notrofil; epitel hucreler, tumor hucreleri,
monosit ve lenfosit gibi tek gekirdekli hicreler test tupleri igerisinde hiucre yogunluk
farklarindan dolay farkli katmanlara ayrilir. Tumor hucreleri, bu hicrelerin iginde

yogunluklari en dusuk hucreler oldugundan en Ust katmanda birikecektir.

OncoQuick Plus kitlerinin kullanimi bu yontemde ¢ok yaygin olup, ayirma
etkinligini geligtirir ve hassasiyeti artirir. Kit bir steril sanrifuj tupu, bir poroz bariyer
ve ayirma medyumundan olusur. Her ikisinde de tUmor hacrelerinin elde edilmesi
%70-%90 oraninda verimlidir. [29] Hucreleri ayirmadaki goreceli dusuk hassasiyet,
diger hicrelerin kontaminasyonu ve tumor hucrelerinin dnemli bir kisminin kaybi
bu methodun baglica kisitlamalaridir. Yine de bu method floresan ile aktive edilmis
hiacre  siralanmasi  (FACS-Fluoresans  Activated Cell Sorting) veya
immunomanyetik kureler kullanarak hicre ayrilmasi gibi daha 6zgul yaklagimlara

oncu bir adim olarak kullanilabilir.

2.5.1.2 Boyut ve mekanik esneklige dayali izolasyon

Dolagim igerisindeki kanser hucrelerinin (CTC) boyutlari ~20-30 ym dir. Diger
hdcrelerin boyutlarinin ~8-12 ym oldugu dusunuldigunde CTC’ler bu hucrelerden

daha buyuktur. Hucreler arasidaki bu farktan yararlanarak:
» Membran Filtreler
» Mikroakiskan Cipler
» Hidrodinamik Metodlar

kullaniimaktadir.

Membran filtreler

iz-oyma (Track-etched) teknolojisi ile retiimig, genellikle polikarbonat malzeme
kullanilan filtrelerdir. Filtrenin avantaji tasarimin basit olup kullaniminin kolay

olmasidir. Bu yontem kapsaminda kullanilan bir cihaz ISET (Isolation by size of
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epithelial tumor cells) bulunmaktadir. Bu cihaz epitel timor hicrelerinin

blayuklUklerine gore izolasyonuna olanak vermektedir. [30]

Sekil 2.4 ISET cihazi

Kanin filtrasyonu ile CTC sayimi yapilmaktadir. iz oyma tipi membran (Track-etch-
type membran) kullanilan yéntemde 8 pm c¢aph silindirik porlar bulunmaktadir.
Belirtilen gdzenek ¢apindan daha buytuk partikiller i¢in bu filtre bir tutulma gdsterir.
Tasarimin dezavantajilizerinde bulunan 8 pm c¢apli porlarin fizyonu sonucu bu
boyutlarin buylyerek CTC ler igin bir kagis yolu olusturmasidir. Bu nedenle bu
yontem CTC yakalama yontemleri igerisinde yuksek saflik saglayamamaktadir.

Sekil 2.5 z-Oyma tipi membran [4]
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Mikroakiskan cipler

Bu yontemde laminar akig saglayan mikrokanallar bulunmaktadir. Kan hucreleri
kuguk ve sekil degistirebilir oldugundan mikrokanallar igerisindeki bariyerleri
asarken CTC’ ler diger hucrelerden daha buyuk ve sert olduklarindan kanallar

icerisindeki tasarim sayesinde yakalanirlar.

Giri iki
\ ¥ Tepecikler v 5/

Havuzlar

Sekil 2.6 Mikroakigkan gip [4]

Kanallarin Ust yuzeylerinde kalan agikliklari mikron dizeyindeki engellerle giderek
daraltilirsa degisik buyukluklerdeki degisik kanser hucreleri cihazin farkli yerlerinde
yakalanabilirler.
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Sekil 2.7 Mikroakiskan igerisinde daralan kanal yapisi [4]

Uglli mikro situnlar kullanilarak yarim ay seklinde olusturulmus yapilar ile daha
efektif bir yakalanma saglanabilir. Bu yapi daha yuksek akis hizi saglar. Boylece;
hdcrelerin yigilmasi sonucu kanalin ttkanmasi ve ¢ok yakin yerlestirilen engellerin
olusturdugu yigin yapilardan kaginiimis olunur. Ayrica dizayn, her engelde bir ya
da iki CTC takildigindan gorsel olarak sayima ve pratik analize izin vermektedir.
Akigi ters yone gevirerek CTC’ ler kolayca sokullp kultire edilebilir. [31]
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Sekil 2.8 Uglu mikrositunlar ile olusturulmus yarim ay yakalama yapilari [4]

Mikrosivi akis ayristirmasi

Hidrodinamik fokus etkileriyle kisith akisi kombinleyen bir ydontemdir. Mikrokanalin
daralip genisleyen vyapisiyla beraber pasif kuvvetler, akis igerisinde kuguk
hdcrelerin kanalin duvarlarina yakin; buyuk hucrelerin ise orta hatta hareket

etmesine neden olur.
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Sekil 2.9 Mikrosivi akis ayristirmasi [4]

20



Akis once V-sekilli daha genis bir bolgeye girer. Pasif kuvvetler kiguk hucreleri
kanal duvarlarina yakin tutarken hidrodinamik kuvvetler CTC'lerin duz
yorungelerinde kalmalarini saglar. Boylece CTC’ler 6zel dizayn edilmis ¢ikislarda
toplanirlar. izolasyon safligini artirmak icin bu gikislara seri baglanmis cihazlarla

ornek yeniden iglenebilir.

Yeni gelistirilen bir teknoloji olan mikrofiltrasyon cihazi dolagimdaki kanser
hdcrelerinin hem yakalanmasina hem de genetik analizinin yapilmasina olanak
saglamaktadir. ScreenCell isimli mikrocihaz hucrelerin %80-82 oraninda geri
donusunu saglamaktadir. [30] Avantaji; izole edilen huacreler, daha sonraki
morfolojik ve genetik analizler icin gerekli olan 06zgul ylzey antijen veya
markerlarinin zarar gérmemesidir. Dezavantaji ise iglenen tUmor hucrelerinin

yaklagik %26’ si kaybedilmektedir.

Antikor destekli boyuta dayali yaklasim

Bu vyaklagimda kanser hucreleri o6zgul yuzey antijenlerine baglanabilen
mikrokureler ile kaplanmigtir. Boylece boyutlar buyuatulmus olan hucrelerin diger
hacreler ile karigmasinin onune gegcilmigtir. Yontemin diger bir avantaji ise
inceleme yapabilmek igin kati mikrokurelerle kaplanan kanser hucrelerinin
deformasyonunun onune gecilmesidir. Yakalanan hucreler Uzerindeki, boyuta
bagh olarak hidrodinamik kesmeler azaldigindan hicre izlenebilirligi
artirlmigtir.[32]

Coklu orifis akis ayristirma (multi-orifice flow fractionation (MOFF))

Bu yontemde partikuller, daralip genisleyen bir seri mikro yapi ile olusturulan
mikrokanal duvarlari boyunca, eylemsizlik kuvvetine bagli olarak buyukluklerine
gore yogunlasmaktadir. Sistemin galigmasi yuzeyden bagimsiz olarak dizayn
edilmistir. Bu amagla yapilan bir ¢calismada operasyonel akis hizi 100-300 pl/dk
arasinda ayarlanabilmektedir. 4 adet coklu orifis akis ayrigtirma kanali yan yana
getirilerek paralel MOFF olusturulmustur. Amag; 30 dakika igerisinde ,7.5 ml’den
daha fazla 6rnekle galisip 0.6 ml/dk gibi yuksek bir ¢gikis elde etmektir. [33]
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Sekil 2.10 Coklu orifis akis ayristirma [34]

Standart MOFF cihazinda ¢aligma siresi uzun oldugundan ve c¢ok &rnekle
calisilamamasindan dolayi sistem geligtirilerek birden fazla kanal paralel olarak
baglanmigtir. Sistem genel olarak bir girig, bir filtre, 4 paralel ¢oklu orifis bolimu ve
cikislardan olugmaktadir. Coklu orifis boélumleri daralan kanallar ve genigleyen
bolmeler icermektedir. Yapilan calisma kapsaminda Hyun ve arkadaslari kritik
kanal uzunlugunu 80 orifis uzunluguna esit kabul etmistir. [34] Kanallar
icerisindeki pargacigin davranisi partikilin Reynolds sayisi ile iligkilidir. (Akigskanin

eylemsizlik kuvvetlerinin viskozite kuvvetlerine oranidir.)
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® Rec = kanalin Reynolds sayisi
e d = partiktlin gapi
e Dh = kanalin hidrolik ¢api

e Um = kanaldaki maksimum akis hizi

p = akigskanin yogunlugu
¢ u = akiskanin dinamik viskozitesi

Yapilan bir calismada ; Rec = 70, daralan kanallarin kalinhgr 60, uzunlugu 150
um, genigleyen kanallarin kalinhdi da uzunlugu da 300 ym, mikrokanal derinligi 60
um olarak belirlenmistir. [35] Cihazin ayirma etkinliginin tespiti icin hematolojik
hucrelerle meme kanseri hucreleri kullaniimistir. Saglikli hastalardan alinan
kandan hematolojik hicreler yogunluk farki ile ayrigtiriimistir. Beyaz kan hucreleri,
MCF-7 ve MDA-MB-231 hucreleri PBS igerisinde ayni konsantrasyonda
karistirlmigtir. Hucrelerin  bUyuklik ve konsantrasyonlari hicre sayaci ile
Olctiimektedir. (Scepter 2.0,MilliporeCo.)

Sistemin tasariminda iki siringa pompasi mikrokanal igerisindeki surekli ve stabil
akisi saglamak icin kullaniimigtir. Siringalar silikon tapler kullanilarak biri
hazirlanan Ornegin verilmesi igin girise digeri de geri ¢ekme igin c¢ikisa
baglanmistir. Girig akis hizi, daralan kanalin Reynolds sayisi 70 alinarak 600 pl/dk
olarak belirlenirken, ¢ikis hizi CTC geri donusunu artirmak igin giris akis hizinin
%40’ 1na ayarlanarak 240 pl/dk olarak belirlenmigtir. Ornek , epitel hicreleri
belirlemek igin pan-cytokeratin ile; IOkositleri belirlemek icin anti-CD45 ile
isaretleniyor. Cekirdek DAPI (diamino fenilindol-¢ift sarmalli DNA boyama) ile
isaretlenmistir.

S-MOFF, buyuk ornekler ile kisa surelerde yuksek cikislarla calisamamaktadir.
CTC ayrimi yaklagik 52 saat surmektedir. Bu durumu ortadan kaldirmak ve ayrimi
etkin hale getirmek icin 4 adet s-MOFF’'u birbirine paralel baglarken cikisi

zenginlestirmek icin de kirmizi kan hucrelerini kimyasal olarak uzaklagtirma amagli
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hemoliz tamponu kullanilmistir. ik olarak filtre tasarimi yapilimis, filtresiz calisma
omru yaklasik 5 dakika olarak belirlenmistir. Kanal dizayni lineer hizi dusurarken
90 derecelik donusler yabanci atiklarin akiga katilmasini engellemektedir. Filtre
kullanimi 1 saatten fazla sire higbir hidcre hasarina yol agmadan sistemin
calismasini saglamaktadir. Her bir MOFF kanali Ug ¢ikisa bolinmustar. Ortadaki
kanal CTC’ ler diger ikisi ise WBC’ ler igindir. CTC cikiglari tekrar tek bir ¢ikis
olacak sekilde toplanmistir. Kanallardan ayrilan dallar akis direncini dusurmek
amaciyla cihazin disinda cihazin igindekinden daha kisa tutulmustur. Gelistirme
icin bilgisayar simulasyonlari yapilmis ve kanal uzunlugu ile akig direnci
ayarlanarak akis hizinin kanalin iki tarafinda da ayni olmasi saglanmistir. WBC’ler
CTC’lerden kuguk oldugundan eylemsizlik kaldirma kuvvetinden daha az etkilenip
direk c¢ikiga giderken CTC’ler kanalin orta noktasina fokuslanmaktadir. Girigsten 10
ml 6rnek enjekte edildiginde gikista 4 ml CTC ve 6 ml artik hacim gorulmektedir.
islem kosullar optimize edildikten sonra metastatik meme kanseri hastalarindan
alinan kan ornekleri ile ¢galisiip p-MOFF’'dan gegen 6rnek ince bir cam Uzerinde
toplanarak boya ile isaretleniyor. Analiz igin kriter: DAPI +, EpCAM +, CD45 — bir
boyanma gorulmesidir. Hyun ve arkadaslari tarafindan sonuglarda farkhlik
arastirmasi icin EpCAM vyerine cytokeratin kullaniimig ve ayni sonuglar elde
edilebilmistir. Hlcre buyuklukleri ve sekilleri de karsilagtiriimigtir.

2.5.1.3 Dielektrik ozelliklere dayali izolasyon

Hucreler dielektrik olarak adlandirilabilir. Bu, elektriksel olarak notr ancak polarize
olabilirler anlamina gelmektedir. Bir elektrik alan icinde, hucrelerde elektrik dipol
momentleri olugur. Bu momentlerin buyukluk ve yonleri hicrelerin elektrokinetik

ozelliklerine baghdir.

Degisik hucreler uzaysal homojen olmayan bir AC alana maruz kaldiklarinda
alanin frekans ve genligine, hucrenin ve tasiyici alanin dielektrik 6zelliklerine bagh
olarak degisik elektrokinetik kuvvetlere maruz kalacaklardir.
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Elektrorotasyon ve dielektroforez

Dielektroforez kuvveti mesafe skalasiyla ters orantilidir; ki bu durumda mikrosivi
elektronik cihazlariyla entegre olarak ¢ok etkilidir. Bu yontemi gelistirebilmek adina
tabaninda duzenli bir AC alan olusturabilmek igin elektrot dizilerinin bulundugu bir
kanal ile dielektroforeze dayali bir izolasyon sistemi olusturulmustur. izolasyon iki
yontemle olabilir :

1. Aktif dielektroforez kuvveti ile CTC’leri elektrotlar Uzerinde yakalamak.

2. Ortam igerisinde itici dielektroforez kuvvetini , yergekimini ve hidrodinamik

kuvvetleri balanslamak.

2.5.2 Niikleik asit temelli yontemler

Aragtirmacilar bu yontemlerden farkli olarak kanser hucrelerindeki ters
transkripsiyon polimer zincir reaksiyonunda (RT-PCR) eksprese edilen 6zgul
MRNA’ yI tespit etmiglerdir. Sonuglar pozitif ise bu durumun indirekt olarak CTC

varhigina isaret ettigi dugunulmustar.

Yapilan bir ¢alisma kapsaminda karaciger kanseri CTC belirtecleri olarak segilen
MRNA primerlerinin  6zgullugu sonuglarin guvenilirligi agisindan ¢ok onemli
gorulmastur. Bu belirtegler: a-fetoprotein (AFP), glypican-3 (sitotoksik T lenfosit),
sitokeratin 18-19, snail, insan telomeraz ters transkriptaz (hTERT) dir. Hicreden
bagimsiz DNA’larin (cf-DNA) serum seviyelerinin, serum aminotransferaz
seviyeleriyle ve HCC’li Hepatit C hastalarinin (HCV) kanindaki nétrofil ve I0kosit
sayllari ile baglantili oldugu gorulmustir. Bu nedenle kur tedavisi alan HCC’li HCV
hastalarindaki cf-DNA miktarinin 6nemli bir belirte¢ oldugu dusunulmektedir. [36]

Bu yontemde kan dolasimindaki serbest DNA’lar ve RT-PCR dizilimlerinin varligi
nedeniyle yanlis bir pozitiflik gorulebilir; ancak AFP varligi ileri bir metastaz ya da
transplantasyon sonrasi kanserin tekrarlandigini gostermektedir. miRNA’lar
hastaligin ilerlemesi ya da gerilemesi, metastaz ve prognozunda belirtegtir.
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Nukleotid saptanmasi metastaz ve prognozun belirlenmesi agisindan 6nemli bir
klinik degere sahip olsa da CTC’lerin saptanmasi igin yeterli bir yontem degildir.
CTC’ler diger yontemlerle saptandiktan sonra mRNA seviyelerinin takibi daha
sonraki prognozu ve izole edilen tumor hicrelerinin fenotipik 6zelliklerini belirlemek

igin kullanilabilir.

2.5.3 Antikor temelli yontemler

Antikor-antijen 6zgul baglanma temeline dayanir. CTC’lerin baglanip yakalandigi
0zel bir matriks kullanilir. Bu matriks iki sekilde olabilir :

1. Manyetik parcaciklar
2. Mikrokanal igerisinde modifiye edilmis bir yuzey

2.5.3.1 immunomanyetik methodlar

Yuzeyine antikor konjuge edilmis manyetik mikrokureler ile CTC'ler etiketlenir. Bu

yontemde Ug faktor onemlidir:
1. Hedef antijenin 6zgullugu ve ilgili antikor ile baglanma kalitesi
2. Manyetik pargaciklarin ve immunomanyetik etiketlemenin etkinligi
3. Etiketli hucrelerin izolasyonu igin ayirma mekanizmasi

Makro diizey ayirma yapilari

Makro duzey yapilar yuksek bir ¢ikis sunar ve genellikle zenginlestirme adimi
olarak kullanilirlar. Etiketlenmis tum ornek bir manyetik alana maruz birakilir.
Boylece etiketlenmis olan hucreler manyetik akis yogunlugunun yuksek oldugu
O0zgul bir bolgede toplanirlar. Bu yonteme alternative olarak surekli akista ayirma
methodu kullanilabilir. Ornek ayirma modiili igerisinde siirekli olarak islenir. iki

tarlt olur:

1. Manyetik olarak aktive edilmis bir filtre ile, etiketlenmis hucreler yakalanir ve

alikonur.
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2. Magnetoforez prensibi kullanilarak akis igerisinde etiketlenmig hucreler saptirilir
ve dizayn edilmig 6zel ¢ikislarda toplanir. [37]

CellSearch

FDA (Food and Drug Administration) onayl tek CTC sayma sistemidir. Hassaslik,
dogruluk ve tekrar dretilebilirlik agisindan analitik olarak dogrulanmigtir. CTC
sayiminin, CellSearch kullanilarak metastatik meme [38], [39], prostat [40] ve
kolon [41] kanseri igin prognostik belirte¢ oldugu birgok prospektif calismada
belirtiimigtir. CellSerach ile CTC sayimi en c¢ok kullanilan method olmasina
ragmen Ozellikle yakalama hassasiyeti ve klinik bulgularla beraber tedavi
kararlarini etkileyen bilgiler igermesi yontemin sinirlamalarindandir. Ornegin kiglk
olmayan akciger kanseri hucrelerine sahip hastalarinin sadece %10’ unun kaninda
(7.5 ml) 5ten fazla CTC hucresinin varligina rastlanmasi kotu prognoz ile
iligkilendirilir. Bu durum hasta yoOnetiminde etkili olmaktan c¢ok uzak bir
hassasiyettir. [42]
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Sekil 2.11 CellSearch cihazi

immunomanyetik érnek zenginlestirme ile sitometre yontemlerini kombinleyen
sistem, Ornek hazirlama ve hucre etiketlemesi icin otomatik bir modul kullanir.
Epitel hucre kaynakli timor hucrelerinin ylizeyinin EpCAM igin pozitif olmasindan
yararlanir. Manyetik kureler EpCAM antikor ile kaplanir.  Floresan-konjuge
antikorler ile isaretlenir. Bu method, meme, kolon ve prostat kanseri icin standart
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bir yontem olarak belirlense de HCC gibi diger kanser turleri igin 6zgul dedgildir.
Kolorektal ve akciger kanserleri i¢in klinik gcalismalar devam etmektedir.

CTC’ ler igin sitokeratin; lokositler icin CD45; hicre gorunurligu i¢in DAPI (4,6-
diamidino-2-phenylindole) gibi 6zgul belirtegler kullanilir. Zenginlegtirilmis ornek
manyetik bir kartusa transfer edilir. Bu kartus da dort renkli otomatik dijital
mikroskoba yuklenir. Yukleme yapildigi anda kartus aktive olur ve manyetik
EPCAM isaretli hiucrelerin kartugsun yuzeylerine dogru gogu saglanir. Floresan
aktive oldugu icin yari otomatik, 4 renkli floresan mikroskobu ile epitel hicreler

belirlenerek izlenebilir. [43]

Dolagimdaki kanser hucrelerini tespit etmek igin kullanilan CellSearch sisteminin
calisilabilirligi yogun bir klinik test programiyla dogrulanmistir. Bu teknoloji meme
kanserinde CTC’ nin prognostik baglantisini agiklayan klinik datalarin ¢cok buyuk

bir bolimuna olusturmaktadir.

MagSweeper

Manyetik gubuklarin bagh oldugu robotik kollu bir sistemdir. Cubuklar diger kan
hdcrelerinin yapisma olasiligini azaltmak i¢in ¢ok ince bir plastikle kaplanmigtir.
Sistem birka¢ kuyudan olusur ve manyetik cubuk bu kuyular icinde hareket eder.
Hedeflenmeyen hucrelerin uzaklastirlmasi ylkama ve salinim kuyularinda
hidrodinamik kuvvetler etkisiyle gergeklesir. Cubuklarin bu kuyular igindeki hizi ve
yorungeleri optimize edilerek kisa surede yuksek hacimlerde calisma, yuksek

donus ve saflik gibi avantajlar saglanmistir. [44]

Mikro diizey ayirma yapilari

Bu yontemde mikrofabrikasyon ve mikrosivi teknolojilerinin avantajlarindan
faydalaniimistir. Calisma igin kiguk bir alan yeterlidir; ¢gunkli manyetik kuvvete
yakin bolgede olusturulan kuvvetli manyetik akis yogunlugu kullanilarak efektif bir
izolasyon saglanir. immunomanyetik mikrosivi ¢ip icerisindeki izolasyonun
etkinligi, etiketli hucrelerin Uzerindeki manyetik ve hidrodinamik kuvvetlerin

dengelenmesi ile saglanmaktadir. Mikrokanal igerisindeki laminar akisin
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dinamikleri kontrol edilebilirdir. Boylece isaretli hucreler yuksek manyetik akis
yogunlugunun oldugu bdlgede yakalanirken de akis igerisinde 6zgul bir bolgeye
yonlendirilip orada toplanirken de Uzerine etkiyen net kuvvet ayarlanabilirdir.

Mikrosivi gip

Sabit bir miknatis tzerindeki dikdértgen bir mikrokanaldan olusur. Ornek kanalda
ilerlerken bitisik miknatis, EPCAM igaretli kanser hucrelerini geker ve mikrokanalin
tabaninda sabitler. [45]

Diger bir yontem ise; ¢ipin duvarlarinda kuguk kare kuyucuklar olusturup sabit
miknatisi yan duvarlardan uygulamaktir. BOylece isaretli hicreler manyetik alan
etkisiyle akis icerisinde duvar kenarlarina yonlenerek bu kuyucuklarda
yakalanabilir. Diger yontemden avantaji yakalanan hucrelerin hedeflenmeyen

kesme gerilimlerinin burada olmamasidir.
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Sekil 2.12 immunomanyetik tabanli mikrosivi gip [30]

Micro hall dedektor

Mikrokanal tabanina entegre edilen dedektorler var. Bunlar hicreler akis igerisinde
ilerlerken her bir sensor tarafindan bir voltaj degeri olugturuluyor. Bagimsiz

dedektorlerle toplanan sinyaller incelendiginde yalniz CTC’ler sayiimiyor. Ayni
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zamanda hdcre basina dusen manyetik parcaciklar da belirleniyor. Bu sayede
hlcre yuzeyindeki bir veya daha fazla belirte¢ de belirlenmis oluyor.[46]

Sivi biyopsi (Liquidbiopsy)

CTClerin hizli ve saglam olarak elde edilerek dogrudan molekuller analizini
saglayan otomatik sivibiyopsi platformudur. Bu platform hedef populasyonlarin
molekuller analiz i¢in yeterli saflikta elde edilmesini birtakim araclar kullanarak
gerceklestirir. Molekuler analiz; CTC analizini acileyete goére siralayan basit
diagnostik bir aragtan genetik materyale erisim saglayarak molekuler profilini

citkaran ve gerekli tedaviyi uygulamayi yonlendirebilecek bir kapasiteye sahiptir.

Sistemin akiskan geometrileri elektromanyetik a sinifi baskilama cihazi ile
olusturulmustur. Katmanlar hidrofilik polyester film ve yapistirici ile bosluklar
olusturularak elde edilmistir. Katmanlar daha sonra uUst Uste yigilarak ve belli
noktalardan hizalanarak mikrosivi kanallar elde edilmistir. Polyester ¢ok az
duzeyde otofloresans ve optik olarak transparandir. Her bir akig hicresi cam slayt
Uzerine yapistirilir ve slaytlarin yerlesimi kontrol edilir. [47]
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Sekil 2.13 LiquidBiopsy platformu [47]

Hucre kulturld deneylerinde sabitlenmig MCF7, HCC1419, H1650, BT20 veya SK-
Mel-28hucreleri kontrol kanina eklenir. Manyetik sivi, imag streptavidin kurelerinin
titre edilmis %10 FBS (Fetal Bovine Serum) iceren EMEM (Eagle's Minimal
Essential Medium) besiyerine biotinlenmis anti-EpCAM, anti- Her2, anti-MelCAM,
anti-Muc1 veya anti-Trop2 eklenmesi ile hazirlanir.
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Sivi biyopsi platformunda CTC eldesi tum kanin sivi fazda manyetik sivi ile
isaretlenmesi ve CTC’ lerin akig hucresinde yluksek hizda ayriimasi ile
gerceklestirilir. Hedef olan nadir hicrelerin verimli olarak ayrilabilmesi igin:

* Kan alma veya kirmizi kan hucresi eliminasyonu gibi elde edilme
basamaklar kisaltiimali

* isaretlenmis hedef hiicrelerin ayristirilmasi maksimize edilmeli

* Cihaz yuzeylerine hedef olmayan hucrelerin 6zgul olmayan baglanmasi
azaltilmal

e Ornegin transferinde meydana gelebilecek kayiplari engellemek igin
ayristirma ve siniflandirma ayni odacikta gergeklestiriimeli

* Elde edilen bu az sayida hucrenin daha sonra tekrar analiz edilebilmeleri

icin kolaylikla kullanimi mumkudn olmalidir.

Bu sebeplerle CTC akig hlcresi standart patoloji slaytina yakin bir formda ve
goruntilemeye olanak verecek sekilde tasarlanmigtir. Yogunluklari ayarlanmig
tampon ¢ozeltilerin ¢ok katmanli sekilde akigi ile hedef olmayan hucrelerin odacik

yuzeylerine 6zgul olmayan baglanmasi engellenmigtir. [47]

Bu magnetoforetik ayristirmanin hedef hucreleri eldesinin degerlendiriimesi igin
birgok kontrol 6rnegi islenmis ve Epcam antikorlari kullanarak tam kandan hedef
hacrelerin ayristiriima verimlilikleri ve saflik dereceleri incelenmigtir. EpCAM
reseptorlerinin yuksekligi sebebiyle MCF7, HCC1419 ve A549 tUmor hacre hatlarn
secilmistir. Akig sitometrisi epcam reseptorlerinin 30 kat daha fazla oldugunu
gostermigtir. TUmor hucre hatlari saglikli donorin kani (NHD kan-Normal Healty
Donor) igerisine mililitrede 10, 50 ve 100’er EpCAM eksprese eden hucreler
olarak hazirlanmis ve 2 ml Ornekler ile CTC akig hucresinde denenmistir.
HCC1419 ve MCF7 gibi orta ve yuksek duzeyde EpCAM eksprese eden
hdcrelerde antijen yogunlugu hedef hicreleri yakalamak igin yeterli olmus ve test
edilen yogunluklarda ortalama %98 verimlilik elde edilmigtir. A549 hicreleri MCF7
den 30 kat daha az EpCAM eksprese eder ve %19-%29 verimlilik ile
yakalanmiglardir. Bir partikilin manyetizasyon doygunlugu degiskendir ve sahip

oldugu reseptor sayisi ve buralara baglanabilecek manyetik akigkan ile orantilidir.
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CTC yakalamak i¢cin EpCAM en c¢ok tercih edilen antikordur ancak buatun epitel
kanser turlerinde ylUksek oranda eksprese edilmez ve melanoma gibi epitel
olmayan kanser turlerinde hucre yakalamak igin kullanilamaz. Sistemin ¢ok yonlu
olmasi i¢in bu platform manyetik kureler ile yakalayici antikor arasinda strepavidin/

biotin bagi kullanmaktadir.

Otomatiklestiriimis birkag platformun Uretilmesi ile sivibiyopsi platformunun perifer
kandan CTC izolasyonun ve sayillmasinin, performans karakterizasyonunun titiz
bir sekilde validasyonunun gergeklestiriimesi mumkuin olmustur. Bu validasyonun
gerceklestirilebilmesi icin CTC’ler EpCAM, CK, CD452 hucreleri olarak
belirlenmistir. Validasyonda kullanilan hiucre hattit MCF7 (breast adenocarcinoma)
ve H1650 (lung adenocarcinoma) dir. Platformun en ylksek performansinin
belirlenebilmesi icin ylksek miktarda epcam ve sitokeratin eksprese eden bu iki

hdcre hatti secilmigtir.

Sivi biyopsi platformunun bazal performans karakteristigi NHD kana ml’de 3ten
900 hdcreye 3’er kat artan konsantrasyonlarda MCF7 ve H1650 hucrelerinin
eklenmesi ile yuzde hata varyasyon katsayilari olgulmustir. Bu araligin secgilme
nedeni, suregelen kanser hasta Orneklerinde goOzlenen test edilen araligi
asmasidir. 9-90 hucre/ml konsantrasyonunda MCF7 hucreleri i¢in % hata, %30’
dan azdir ancak dogrulugun bir Olgimu olan %cv (coefficient of variation-
varyasyon katsayisi), 90 hiucre/ml disinda butin konsantrasyonlar igin %30dan
yuksektir. YUksek %hata ve %cv MCF7 hucrelerinin  kimelenmesinden ve
konsantrasyonlar hazirlanirken meydana gelebilecek %10’ luk varyasyondan
kaynaklanmigtir. [47]

MCF7 kumelenmesinden olusabilecek sayim hatalari daha monodispers olan
H1650 hicre hatti ile arastirimis; sonugta hem dogruluk hem hassasiyette gozle
gorulur geligsim gorualmustur. % hata %20’ lere ve 9-90 hucre/ml daha da asagilara
%cv tum konsantrasyonlarda %25’ ten asagilara dugsmustur. Bu gostermigtir ki
hedef hucrelerin kimelenme yonelimi platformun dogruluk ve hassasiyetinde
oldukga etkilidir. Sivi biyopsi platform minimum iglem ile CTC’ leri tam kandan
izole edebilen ve saflagtiran yuksek verimli bir sistemdir.
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Sivi biyopsi akis hucresi, standart bir mikroskop ile analiz edilebilir ve hucreler
kolayklikla diger yontemlerle analiz i¢in elde edilebilir. Platform monodispers
H1650 hucrelerinin ortalama %70’ ini, %20’ den dusuk %hata ve NHD kanda 9-
300 hdcre/ml konsantrasyon araliginda %25 den az %cv ile elde edebilir.
Kimelenen MCF7 hucreleri icin ise 9-90 hucre/ml konsantrasyon araliginda
ortalama %78’ ini %30’ dan dusuk %hata ile elde edebilir. Her iki hicre tipi icin de
belirtilen aralikta elde edilmeleri yiksek oranda dogrusaldir.

2.5.3.2 Baglanma-yapismaya dayali izolasyon

CTCllerin, biyokimyasal ve topografik olarak modifiye edilmis baglanma
yuzeylerine afinite Ozelliklerine dayal bir yontemdir. Bu yontemler kapsaminda
antikor kaph yuzeylerin topografik modifiyeleri ile ylizeylere hicre yapismasinin 10
kata kadar artirilabildigi gériimustir. immunomanyetik methodlara karsin bu
yontemde izolasyon islemi Oncesi hucrelere herhangi bir igaretleme yapmak
gerekmemektedir.

Calismalar statik ve surekli akis icerisinde yapilabilmektedir. Duragan modelde;
ornek yakalanma yuzeyinde bir sdre inkube edilir. YlUzeye yapismayan,
hedeflenmeyen hucreler yikandiginda CTC’ler yuzeye yapismis olarak kalacaktir.
Surekli akig yaklagimi ile hassasiyet ve secicilik artirlabilir. Akis dinamikleri
ayarlanarak hedef hucrelerin yakalanma yuzeyi ile etkili temasi saglanirken
hedeflenmeyen hucrelerin yapismasi hidrodinamik kesme kuvveti ile onlenir.

Bir mikrosivi ¢ip icerisindeki hedef hucrelerin yakalanma yuzeyine yapismasi
hidrodinamik kuvvetler, bagdlayici-reseptor baglarinin dinamikleri ve afinitesi
arasindaki dengeye baghdir. [48], [49]

Yapisma etkinligi u¢ kosula daha baglidir:
1. Mikrokanalin Reynolds sayisi
2. Hucre-yuzey garpisma frekansi

3. Carpigsmay takiben olabilecek yapisma
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Akis hizi ve carpigsma hizi izolasyon siirecini etkiler. ikisi de yakalanma yiizeyinin
efektif bolgelerini genigleterek artirilabilir. Ornek, igi CTC’lere karsi bir antikor ile
kaplanmig diz mikrokanalda ilerler. Burada yuksek hizli laminar akiglar yuzey-
hicre garpismasini engeller. Hiz dugurulerek hucrelerin dismesi ve antikor kapl
yuzeye oturmasi saglanir. Ancak ¢ok dusuk hizlar da izolasyonun etkinligini
dusureceginden, pasif karistirma mekanizmasi ile mikrokanaldaki laminar akis
kesilerek hucrelerin difuzyon hareketleri artiriimistir. Carpisma frekansi iki
yontemle daha artirilabilir:

1. Mikrokanal i¢in sinozoidal bir tasarim olusturmak.

2. 3 boyutlu yapilar kullanarak efektif yizey bolgesini genisletmek. [4]
CTC-cip

Bu yaklasimla avidin kaplanmis mikrokureler bir mikrokanal igerisine gonderiliyor
ve biotinlenmis antikor isaretli hiicrelere baglaniyor. Ornek gipin lzerinden aktigi
zaman buradaki antikorler yuzey antijenlerini taniyor ve bunlara baglaniyor.

Sonuglar gipe baglanan hucre sayilari ile dlgultyor.

Nagrath ve galisma arkadaslarn [50], direk tam kan iglenmesini saglayan, 78000
silikon  mikropilar  dizisi iceren, EpCAM’i hedefleyen antikorler ile
fonksiyonlandiriimis bir mikrogip gelistirdiler. Mikropilar geometrisi 2.5 mL / saat 'lik
bir verim ile iglenirken 2%60 bir yakalama etkinligi ve yaklasik %50’ lik saflikta bir
son ornek ile sonuglanan, potansiyel temas (970 mm2) i¢in buyuk bir toplam yuzey
alani saglar. Bu CTC c¢ip, cesitli metastatik kanser tiplerindeki hastalarin
116’sindan alinan kan orneklerinin 115’ indeki CTCleri zenginlestirmek ve tespit
etmek igin kullanildi.

Benzer bir mikropilar yaklasim prostat spesifik zar antijeni (PSMA) hedefleyen
antikorlar ile kaplanmis "geometrik olarak gelistiriimis bir diferansiyel immunolojik
yakalama" mikrogipi Uzerinde uygulanmigtir. Bu mikrogip ile %85 yakalama verimi
ve %68 saflik elde edilmigtir ve CTCleri 18-20 prostat kanseri hastasi 6rneginden
belirlenmistir. [51]
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ik nesil CTC-cipin fabrikasyon zorluklarinin Gistesinden gelmek icin, Stott ve
digerleri [52], girdaplar olusturularak mikroakigskan karigimini yukselten,
gelistirilmis ikinci nesil baliksirti ¢ipi (Herringbone Chip) tretmislerdir. Burada, s6z
konusu yakalama antikorlar cihazin alt ylzeyi boyunca balik sekilli oluklara
konjugedir ve akis desenleri artan ylzey-hicre temasi ile sonuglanmigtir. CTC’ler
ve mikrokimeler ve EPCAM igin 6zgul antikorler kullanilarak %91,8’ e ylkselitilen

yakalama verimliligi 15 prostat kanseri hastasinin 14’ inde belirlenmistir.
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Sekil 2.15 HB ¢ip [52]

Daha yakin zamanlarda, daha fazla analiz icin CTC alinmasini kolaylastirmak
amaciyla, Ozkumur ve digerleri [53], hidrodinamik odaklama ve boyuta dayali bir
zenginlestirme asamasinin ardindan I6kosit tUkenmesi ya da pozitif anti-EpCAM
CTC aynistirmasini saglayan bir “CTC-iChip” gelistirdi. Bu g¢alisma sonucunda
%0,02-42 araliginda degisen saflik ile, en fazla %98.6 yuksek yakalama verimi
bildirdiler. CTCler CellSearch kullanilarak 42 drnegin 29’ u ile karsilastirildiginda

42 metastatik kanser hastasi orneginin 29’ unda tespit edilmistir.
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Cip Uretiminin Cesitlendiriimesi:

» Silikon yerine PDMS gibi degisik malzemeler kullanilabilir.

* Mikropost sayilari ve dagihmlari degigtirilebilir.

* Degisik baglayici ve reseptorler kullanilabilir.

» Streptavidin-biotin afinitesinden yararlanilarak hucreler biotinlenmis kokteyl
antikorlar ile yakalanabilir.

* Ylzeyi cesitlendirirken uzun islemlerden kaginmak icin mikrokanal
icerisinde mikrokireler ile yakalama yataklari olusturulabilir.(Ornegin
mikrokanalin tabanina dikey olarak istiflenmig mikrokureler kullanilabilir.)

AdnaTest

Ticari olarak temin edilebilen diger sistem, yar nicel RT-PCR tabanl
AdnaTestBreastCancer (AdnaGen AG, Langenhagen, Germany) dir. CTCler anti-
MUC1 ve anti-EpCAM antikorlar ile igsaretlenmis immunomanyetik kureler ile
zenginlestirilmigtir. Zenginlestirme agsamasindan sonra, 3 belirtegin (GA 73.3,
EpCAM and HER2) mRNAsiI multipleks bir PCR yapilarak artiriimigtir. CellSearch
ve AdnaTest sonuglari arasinda %70—-%90 bir uyum orani bildirilmistir. CTC tespiti
ve karakterizasyonu igin farkli yontemleri karsilastirmak igin ileriye donuk c¢ok
merkezli bir galigma baglatiimistir. [54] Aktas ve digerleri [20], ticari olarak temin
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edilebilen bu kiti kullanarak, CTC’lerdeki EpCAM, mucin-1 (MUC1) ve HER2
kopyalarini tespit ettiler ve metastatik meme kanserli hastalarda CTClerin 6nemli
bir kisminin EMT ve kok hucre tumoru karakteristigi gosterdigini buldular.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Deneyde Kullanilan Kimyasallar

Deneyin gerceklestirime agsamalarinda kullanilan kimyasallar ; PBS tablet
(Phosphate Buffered Saline-100 Tablet) (Sigma Aldrich, ABD), DMSO (Dimethyl
Sulfoxide 950 ml) (Thermo Scientific, ABD), 3-MPS (3-Mercaptoproply
Trimethoxylane-%95) (Sigma Aldrich, ABD), BSA (Albumin Bovine Serum)(Merck,
ALMANYA), Paraformaldehit (%16 Formaldehyde solution(w/v)-Methanol Free-
10x10 ampule) (Thermo Scientific, ABD), DAPI (4,6 Diamino-2-Phenylindole
dihydrochloride hydra)(Sigma Aldrich, ABD), GMBS (N-gamma-Maleimidobutyryl-
oxysuccinimide ester, 50 mg) (Thermo Scientific, ABD), Neutravidin Protein
(Thermo Scientific, ABD), Alexa Fluor 488 Anti-Human CD326(Epcam) Antibody
(Biolegend, ABD), Epithelial specific Antigen Monoclonal Antibody (Abcam, ABD)

3.2 Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Deney asamalarinda kullanilan cihazlar; lazer kesim cihazi (laser cutter-
PARTNER HS-Z1590), biyolojik guvenlik kabini (NUve, Turkiye) , ultrasaf su cihazi
(Millipore ,Fransa) , ultrasonik banyo (Kudos, Cin) , terazi (Sartoriusi Almanya),
vortex (DragonLab, Cin), otomatik pipetler (eppendorf , Almanya), plazma
uygulama cihazi (Diener Pica, Almanya), Fluoresan ve 1sik mikroskobu (Olympus
IX70-S8F)

Deneylerde kullanilan diger malzemeler: PMMA (polymethilmetachrilate), DSA
(double sided adhesive), cam slaytlar, otomatik pipet uglari, beherler, saleler ve

cimbizlardir.

3.3 Mikrokanal Tasarimi

Mikrokanallar icin dnce PMMA (polymethilmetachrilate) ve DSA (double sided
adhesive-¢ift tarafli yapiskan) kanal tasarimina uygun olarak hazirlanir. PMMA ve

DSA kesimi igin lazer kesici cihaz kullaniimigtir.
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24x32 mm, 3x15mm

Sekil 3.1 Deneylerde kullanilan mikrokanal tasarimi (DSA)

Cipler U¢ kanalli olarak uU¢ katmanli tasarlanmistir. Kanal uzunluklart 15 mm;
geniglikleri 3 mm olarak belirlenmigtir. Kanallarin derinligi PMMA ve cam slaytlar
arasinda bulunan ¢ift tarafli yapigtinci olarak bilinen DSA’in kalinhgi ile
belirlenmistir. Calismada kullanilan DSA kalinhigi 50 ym’ dir.

ilk olarak PMMA lazer kesici cihazin igerisine uygun konumda yerlestirilir.
CoralDraw’da yapilan gizimler cihaza yuklenir ve kesim iglemi yapilir. PMMA
Uzerindeki delik kesimini standardize etmek ig¢in g¢alisma kapsaminda birgok

parametre denenmistir.

Tablo 3.1 Lazer kesim PMMA delik parametreleri

Deney Donme Normal
No Hiz Glcu Gug
1 15 40 40
2 20 40 40
3 30 40 40
4 15 20 20
5 30 20 20
6 20 60 60
7 30 60 60
8 4 30 30
9 2 20 20
10 4 20 20
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Sonuglar gorsel olarak degerlendirilerek en uygun parametre degeri secilmistir.

Gorsel degerlendirme, delik c¢evrelerinde yanik veya sigramalarin  olusup
olusmadigi, kesimin duzgin ya da trasli olup olmadigi gibi sonuglar incelenerek
yapilmistir. Delikler i¢in “hiz-déonme gucu-normal gug” icin sirasiyla “4 30 307

degerlerine karar verilmigtir (Deney No: 8).

Tablo 3.2 Kazima igin kesim parametreleri

Deney
No Hiz Gug Derinlik
1 150 10 0.1
2 150 10 0.05

PMMA Uzerine yazilan belirleyici yazilar i¢in “engrave” modu segilmistir. Hizi ve
gucu sirasiyla “150 10" olacak sekilde ayarlanmistir. Derinlik “0.05" olarak

ayarlanmigtir (Deney No: 2).

PMMA cergeve kesimi i¢in hiz, gu¢ ve donem gucu parametreleri sirasi ile “25 60
60" olarak segcilmigtir. (Dusluk hizlarda lazerin PMMA'y: istenilen sekilde ve

duzgunlukte kesemedigi gorulmustur.)

72mm

187mm

Sekil 3.2 DSA’ nin yerlestirildigi bogluklu PMMA yuzeyi

PMMA kesiminde belli bir standarda ulagildiktan sonra DSA kesimine gegilmigtir.
DSA kesiminde cihaz 1zgara yuzeyi duzgun olmadigi igin PMMA dan olusan DSA
cercevesi yapilmistir.(Sekil 3.2)
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Sekil 3.3 DSA kesimi i¢in ¢oklu CoralDraw ¢izimi

DSA'’ lar ayni panel Uzerinde ¢ok sayida caligildiginda hafif bir malzeme olmasi
nedeniyle birbirlerinin Uzerine dugserek yanmaya sebep olmaktadir. Bunun igin

mumkun oldugunca az sayida c¢aligiimalidir.

Tablo 3.3 DSA i¢in kesim parametreleri

Deney Donme Normal
No Hiz Glcu Gug
1 80 20 20
2 40 20 20
3 40 10 10
4 30 20 20
5 30 15 15
6 20 20 20
7 20 15 15
8 20 10 10

DSA igin yapilan ¢alismalarda dusuk hizlar segildiginde kanal ¢evresinde yaniklar
olustugu gorulduginden yuksek hiz degerlerinden baglayarak dugsuk hiz
degerlerine kadar birgok deger denenmistir. DSA ince bir malzeme oldugundan
uzerinde olugsan yaniklar ve hizdan kaynaklanabilecek yamuk kesimler g6z
onunde bulunduruldugunda DSA ic¢in en uygun kesim parametrelerinin , “Hiz-
Donme gucu-Normal Gug” sirasi ile, “20 10 10” olmasi gerektigi belirlendi.(Deney
No: 8)

42



T 75 20 3045 7 74 20 30 45 10 10720 30 45 10 106 20 30 45

85 20 3045 8 84 20 30 45 11 1720 3045 11 115 20 30 45

0 ) o 0 o o0 © 0 O o o o
o o e o © o o o e O o o © o 0 e o o
( e o o o o e @ O oo ¢ o0 0 o© o
0 © e 0 o « o 0o ©° 0 ( © -

o < o o e O oo o v 0O o o o 0

C o o o 0 (o] o o o [~ O o 0o ©o o0 O o -~ o o
o o 0 0 « 0 0 o ov¢ QO © o o
o o © o o0 O o o o e O > 0 o 0 Q o o c

Sekil 3.4 0.7-1.2 mm ebatlarinda eliptik deliklerin coreldraw gizimi

Delik kesimlerinde kargilagilan problemlerden bir tanesi duz aci ile kesilen
deliklerin eliptik olarak gozlenmesiydi. Bu problemi gidermek igin delik gizimlerinin
acilandiriimasi denendi (20-30-45 derecelik acilar). Kesilen PMMA ler
incelendiginde 45 lik agi verilmis eliptik deligin pipetleme iglemi igin istenilen
Ozelliklerde oldugu go6zlendi. Sonuglar gorsel olarak degerlendirildiginde

0.8mm;0.5mm c¢apinda 45 derecelik eliptik delik segenegine karar verildi.

3.4 Cip Yapimi

PMMA ve DSA’ler karar verilen optimizasyon parametrelerine uygun olarak

kesildikten sonra ¢ip yapim agsamasina gegcilmistir.
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Sekil 3.5 Cip yapimi

Kesilen DSA, bir tarafi soyularak ¢ip yapimi igin hazirlanan iskelenin Uzerine
yerlestirilir. Hazirlanan PMMA DSA ile hizalanarak Uzerine yapistirilir. Birbirine
yapistinimis PMMA ve DSA iskeleden kaldirilarak DSA'in diger tarafi soyulur.
Bolim 3.5'te anlatilan ylzey kimyasina uygun olarak hazirlanmis cam slayt DSA'’in
diger tarafina yapistinilarak 3 katl ve 3 boyutlu olarak tasarlanmis ¢ip hazir hale
getirilir. Hazirlanan giplerde deneyler gergeklestiriimeden o6nce kanallarin
calisirhdini kontrol etmek amaciyla boya ve PBS ile boyama-ylkama deneyleri
yapilmistir. (Sekil 3.6 ve Sekil 3.7)
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Sekil 3.6 Kanal calisirligi boyama deneyleri

Boyama deneyleri esnasinda herhangi bir problemle karsilasilmamigtir. Otomatik
pipet uglari PMMA Gzerindeki giris deliklerine tam olarak oturmus, sivinin kanalda
ilerleyisi sirasina DSA ile olusturulan U¢ boyutlu kanalin disina tasma

gordlmemigtir.
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Sekil 3.7 Kanal ¢alisirligi yikama deneyleri

Hazirlanan giplerde boyama deneylerinden sonra yapilan yikama deneylerinde de
herhangi bir problemle karsilasilmamigstir. Kanal PBS ile yikandiginda igerisindeki
boyama sivisit PMMA (zerindeki ¢ikis deliklerinden g¢ikmistir. Yikama adimlar
tekrarlanarak boyanin ¢ip igerisinden tamamen temizlendigi yikama tekrari

sayisina karar verilmigtir.
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3.5 Yiuzey Kimyasi

PMMA'ler kesildikten sonra temizlik asamasina gegilir. PMMA’ler etanol ile
ultrasonik banyoda sonike edilerek temizlenir ve N2 gazi ile kurutulur. DSA filminin
yapigkan iki yizunden biri soyulur ve PMMA’in temiz kismina kanal girigleri PMMA
uzerindeki giris ve ¢ikis delikleri ile denk gelecek sekilde yapistiriir. Cam slaytlar
sale igerisine yerlestirilerek ultrasonik banyo ile sonike edilir. Sonikasyon sonrasi
saf su ile durulanir, N2 gazi ile kurutularak petri kaplarina dizilir. Kurutulan cam

slaytlar yluzeyinde, oksijen plazma cihazi kullanilarak OH gruplari olugturulur.

Plazma muamelesi sonrasinda yuzey kimyasina gegilir. Petri kaplarina yerlestirilen
cam slaytlarin plazma muamelesi uygulanan yuzeyine 3MPS c¢o6zeltisi dokalur.
Gerekli inkiibasyon suresi sonunda etanol ile yikanan yuzeyler, PMMA Uzerine
yapistirilan DSA’in diger ylzeyi soyularak birbirine yapistirilir. Bu islem sonrasinda
hazir hale gelen mikrokanallara GMBS ¢dzeltisi mikropipetler yardimi ile enjekte
edilir. inkiibasyon siiresi sonunda kanallara Neutravidin ¢ozeltisi enjekte edilerek
1(bir) gece beklenir. Yapilan bu iglemler sonrasinda mikrokanallar, biotinlenmis
antikorler ile MCF-7 hicrelerinin yakalanmasi icin ylzey kimyasi uygun hale

getirilmig olur.

Sekil 3.8 Yuzey kimyasi uygun hale getirilen gipler
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3.6 Kanallara Antikor ve Hucre Enjeksiyonu

Yuzey kimyasi gergeklestirilen kanallara biotinlenmig anti-EPCAM antikorsi enjekte
edilir. Neutravidin-biotin baglanmasi igin gerekli inkibasyon suresi sonunda
kanallar yikanarak yuzeye baglanmayan tum kimyasalin kanal digina c¢ikisi
saglanir. Kanallara hicre enjeksiyonu oncesinde, yuzeyde kalan bogluklarin 6zgul
olmayan baglanmalara neden olmamasi amaciyla kanallar BSA ile muamele edilir.
BSA, yuzey Uzerindeki bu bogluklari doldurarak hucrelerin, yuzey belirteclerine
0zgul olmayan bolgelere baglanmalarini engelleyecektir.

Kanal igerisinde antikorler ile kaplanmig yuzey olusturulduktan sonra MCF-7
meme kanseri hucreleri kanallara mikropipet yardimiyla enjekte edilir. Hucre
yuzeyinde bulunan belirtegler ile antikorlerin tanima ve baglanmasi igin gerekli
inkibasyon suresi beklenir. Bu slire sonunda kanallar PBS ile yikanarak
baglanmayan hucreler kanal digina c¢ikarilir. MCF-7 hlcre yuzeyinde bulunan
EPCAM’e 6zgul biotinlenmis antikor ile kaplanan ylzeyde gerceklesen hicre
tutunmalarini  sabitlemek amaciyla, kanallara paraformaldehit muamelesi
uygulanir. Paraformaldehit, ylzeye tutunan bu hucreleri sabit tutarak hicre
boyama ve goruntuleme, sayim asamalarinda hucrenin kanal disina ¢ikisini

engelleyecektir.

3.7 Hucre Boyama, Goruntileme ve Sayim

Kanal ylzeyine tutunan hucreler paraformaldehit kullanilarak sabitlendikten sonra
hicre boyama c¢ozeltisi hazirlanarak kanallara enjekte edilir. Hucre boyama
cOzeltisi icerisinde MCF-7 hucre yuzeyinde EPCAM’e 6zgul Alexa Fluor anti-
EPCAM antikorsi ve hiicre gekirdeklerini boyamak icin DAPI bulunmaktadir. iki
ayri boyama kullaniimasinin nedeni goruntileme esnasinda dogrulama yapilarak
calismanin guavenilirligini artirabilmektir. Hlicre boyama ¢ozeltisi muamelesinden

sonra boyama etkinligini artirabilmek igin mikrokanallar 1(bir) gece inkube edilir.

Mikrokanallar icerisinde hlcre boyama isleminden sonra hucreleri goruntuleme

asamasina gegilir. Kanallar Fluoresan atagmanli bir arastirma mikroskobu
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yardimiyla goruntulenir. Mikroskop Uzerinde bulunan 4(dort) adet filtreden ikisi
(DAPI ve Alexa Fluor 488) ve mikroskobun normal 1gik mikroskobu modu
kullanilarak goruntuler alinmaktadir. Kanal yuzeyine tutunan hucrelerin ¢ekirdekleri
DAPI ile boyanmig ve hucre zari Alexa Fluor 488 ile boyanmis oldugundan

beklenildigi gibi bu iki filtrenin goruntuleri birbiri ile drtismektedir.
Kanallar igerisinde bulunan hicrelerin sayimi igin u¢ yontem vardir:

1. Kanali boydan boya tarayarak eszamanli olarak hucreleri saymak

2. Kanalin her iki filtre ile(dogrulama yapabilmek amaciyla) tum
kolonlarindan fotograf alinarak daha sonra bu fotograflar Uzerinden
saymak

3. Kanal icindeki hucre dagilimlari homojen gozleniyorsa kanal boyunca
birbirine esit uzaklhklarda noktalarda kanalin kolon fotograflarini
cekerek daha sonra bu fotograflar Gzerinden saymak (Kanalin basi
ortasi ve sonu olarak 3 kolon ya da bu noktalardan ikiger kolon
alinarak 6 sutunluk veri toplanabilir.)

Kanallarda hucre yakalanmasi, goruntulenmesi ve sayimi detayll olarak
DENEYLER boélumunde anlatilarak SONUGC bolumuande tartigilacaktir.
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4. DENEYLER

4.1 PBS igerisinde Farkh Hiicre Konsantrasyonlarinda Deneyler

MCF-7 hucreleri 1000000 hucre/ml olacak sekilde besiyerleri eklenmig tupler
icerisinde Baskent Universitesi Tibbi Genetik A.B.D.’den temin edilmistir. Temin
edilen hucreler PBS ile seyreltilerek 500000 hucre/ml, 250000 hicre/ml, 100000
hdcre/ml ve 50000 hucre/ml olmak tzere dort farkli konsantrasyon galisiimistir.

Her bir ¢ip 3(U¢) kanaldan olugsmaktadir; ancak her bir konsantrasyon degeri igin
4(dort) kanal kullanilmigtir. (Dogrulama igin 3(U¢) kanal yeterli olmasina ragmen
yasanabilecek deney aksakliklarina karsin her bir konsantrasyon degeri igin bir
kanal fazladan galisiimistir.)

Deneylerde 1(bir) adet kontrol gipi kullaniimigtir. Yapilan kontrol deneyinde kanal
icerisine yuzey modifikasyonu yapilmis; ancak yluzey anti-EpCAM antikor ile
kaplanmamigtir. MCF-7 hucreleri kanal igerisine gonderilerek inkibasyon suresi
beklenmis, kanallar yikanmis ve paraformaldehit ile muamele edilmigtir. Deney
sonucunda alinan goruntulerde kanallarda higbir hiucreye rastlanmamis olup
yontemin antikor tabanli bir yontem olmasi sebebiyle ¢alismamiza 6zgul oldugu

dogrulanmistir.

Yapilan hesaplamalar sonucu (Kanal hacmi 2.52 pl'dir) kanallarda yakalanmasi
beklenen MCF-7 hucre sayilari agagida belirtilmistir (%100 etkinlik i¢in):

* 500000 hucre/ml konsantrasyon igin bir kanalda: 1260 MCF-7 Hucresi
* 250000 hucre/ml konsantrasyon i¢in bir kanalda: 630 MCF-7 Hucresi
* 100000 hucre/ml konsantrasyon i¢in bir kanalda: 252 MCF-7 Hucresi
* 50000 hucre/ml konsantrasyon igin bir kanalda : 126 MCF-7 Hucresi
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Tablo 4.1 PBS igerisinde farkli konsantrasyonlarda MCF-7 hucre yakalama

etkinlikleri

konsantrasyon kanal hticre

¥ no sayisi etkinlik(%)

c27/k1 800 64
c27/k2 965 77

00000 h |

500000 hucre/ml =~ 5 710 56
c33/k3 940 75
cl4/k1 510 81
c14/k2 220 35

250000 hi |

50000 hiicre/ml =7\ 2 475 75
c30/k1 420 67
c28/k1 177 70

100000 hiicre/ml | c28/k2 168 67
c28/k3 192 76
c44/k1 130 103
c44/k2 105 83

0000 hij |

50000 hiicre/ml =0 3 120 95
c30/k3 105 83

Farkli konsantrasyonlarda galigilan ¢iplerin her bir kanalinda yakalanan MCF-7
hdcre sayisi tabloda gorulmektedir. Yakalanan hdcre sayisi hesaplamalari
Fluoresan atacmanli arastirma mikroskobunda DAPI ve Alexa Fluor filtreleri
kullanilarak, bu goranti modlarinda c¢ekilen fotograflar Uzerinden sayilarak
yapilmistir. Kanallarin fotograflari c¢ekilmeden oOnce boydan boya incelenmisg,
kanallardaki MCF-7 hucre dagilimlarinin homojen olmasi sebebiyle U¢ kolon
fotograf cekilmesine karar verilmigtir. Bir kanalda toplam 15 (onbeg) adet kolon
vardir. 3 (ug¢) kolon olarak cekilen fotograf uUzerinde yapilan hicre sayimi
neticesinde bulunan sayi 15 (onbeg) kolon icin oranlanip tekrar hesaplanarak
Tablo 4.1°e yazilmigtir. Tablo 4.1’de etkinlik degerleri %70’ in Uzerindedir (her bir
konsantrasyon igin ortalama etkinlik degerleri %72-87 arasinda).
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Sekil 4.1 MCF-7 hucreleri 1sik filtresi goruntuleri (1000 buyutme)

Sekil 4.2 Kanallarda yakalanan MCF-7 hucrelerinin DAPI filtre ile goruntuleri
(200 buyutme)
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Sekil 4.3 Kanallarda yakalanan MCF-7 hucrelerinin Alexa Fluor 488 filtre ile
goruntuleri (200 blyutme)

Sekil 4.4 Kanallarda yakalanan MCF-7 hicrelerinin 1s1k mikroskobu goértntuileri
(200 buyutme)
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Sekil 4.5 Ortlstirtulmis hiicre gérintileri (200 biyitme)

Sekil 4.4’te kanalin ayni noktasinda DAPI, Alexa Fluor ve 1sik mikroskobunda elde
edilen Ug farkli fotograf ortUstartlmustir. Agikga goéruldigu Uzere kanalin ayni
noktasinda Ug farkli filtre ile alinan gortntuler birbirleri ile ayni olup kanal igerisinde
6zgul olarak MCF-7 hicrelerinin yakalandigina kuvvetli bir isarettir. Gortintllerden
herhangi biri Uzerinde bagka bir hiicre gorulmemektedir. Yani DAPI ile ¢ekirdekleri
boyanmis olan hicrelerin, EpCAM 6zgul boyama antikoru ile boyanmis oldugu
Alexa Fluor filtresi ile dogrulanmis ve 1sik mikroskobuyla bakildiginda yine MCF-7
hdcrelerinden bagka bir htcreye rastlanmadigi gorulmustur.
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Grafik 4.1 PBS igerisinde farkli hiicre konsantrasyonlarinda yakalama
etkinlikleri

Tablo 4.1’ deki etkinlik degerlerinin ortalamalari alinarak hazirlanan Grafik 4.1’de
de acikgca gorulmektedir ki hlcre konsantrasyonlarini degistirmek kanallarda
yakalanan hucre sayilari i¢in etkinlik degerlerini 6nemli dlglide etkilememektedir.
Grafik Uzerindeki barlar standart hatayi gdstermektedir. Sonuglar arasindaki
farklliklarin incelenmesi icin SPSS bilgisayar programi kullanilarak ANOVA testi
uygulanmistir. Coklu karsilastirmalarin yapilmasi icin ANOVA’ dan sonra Tukey
testi uygulanmis ve p degeri 0,05’ ten buyuk c¢ikmistir (p=0,06>0,05). Farkli
konsantrasyonlarda yapilan deneylerin yakalama etkinlikleri Gzerinde yarattigi

farkhliklarin anlamsiz oldugu sonucu degerlendirilmigtir.
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Sekil 4.6 500000 hucre/ml konsantrasyonda DAPI-Alexa Fluor-isik filtreleri ile
cekilen kanal goruntuleri (200 Buyutme)
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Sekil 4.7 250000 hucre/ml konsantrasyonda DAPI-Alexa Fluor-isik filtreleri ile
cekilen kanal goruntuleri (200 buyutme)
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Sekil 4.8 100000 hucre/ml konsantrasyonda DAPI-Alexa Fluor-isik filtreleri ile
cekilen kanal goruntuleri (100 buyutme)
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4.2 Kan igerisinde Farkli MCF-7 Hiicre Konsantrasyonlarinda Deneyler

MCF-7 hucreleri 1000000 hucre/ml olacak sekilde besiyerleri eklenmig tupler
icerisinde Bagkent Universitesi Genetik Bilimler A.B.D.’ndan temin edilmigtir.
Temin edilen hicreler, kanser hastasi olmayan saglikli kadin bireylerden alinan
kan kullanilarak seyreltilip 250000 hiucre/ml, 100000 hucre/ml, 50000 hucre/ml,
20000 hacre/ml, 10000 hucre/ml ve 5000 hicre/ml konsantrasyon degerleri elde

edilmistir.

Her bir konsantrasyon degeri igin yine 4 (dort) kanal galigilarak 8 ¢ip ile deneyler
gerceklestiriimigtir. Deneyde 1 (bir) adet kontrol gipi kullaniimigtir. Kontrol ¢ipinde
yuzey modifikasyonu gergeklestiriimis ancak anti-EPCAM antikor kullaniimamisgti.
Sonuclar beklendigi Uzere kanallarda MCF-7 hucrelerine rastlanmamasidir. Isik
mikroskobu ile yapilan kontrollerde de kanallardan birkag tanesinde duvarlarina

yakin bolgelerde az sayida (birkag¢ tane) eritrosit gorulmustur.
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Sekil 4.9 Kontrol deneyi yapilan gipten DAPI ve 1sik filtresi ile bir géruntu
(200 bluyutme)

Kanallarda yakalanmasi beklenen MCF-7 hucre sayilari asagida belirtiimigtir
(%100 etkinlik igin):

* 250000 hucre/ml konsantrasyon i¢in bir kanalda: 630 MCF-7 Hucresi
* 100000 hucre/ml konsantrasyon i¢in bir kanalda: 252 MCF-7 Hucresi
* 50000 hucre/ml konsantrasyon icin bir kanalda: 126 MCF-7 Hucresi
* 20000 hucre/ml konsantrasyon i¢in bir kanalda: 50 MCF-7 Hucresi
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* 10000 hucre/ml konsantrasyon i¢in bir kanalda: 25 MCF-7 Hucresi
* 5000 hucre/ml konsantrasyon igin bir kanalda: 12 MCF-7 Hucresi

Tablo 4.2 Kan igerisinde farkli konsantrasyonlarda MCF-7 hucre yakalama

etkinlikleri
kanal hiicre

konsantrasyon no sayisl etkinlik
c20/k1 450 69
. c20/k2 335 53
250000hucre/ml 20/k3 375 58
c47/k1 258 41
c45/k1 159 63
100000hUcre/ml | c45/k2 176 70
c45/k3 182 72
c3/k1 87 69
. c3/k2 78 62
50000hucre/ml c3/k3 36 29
c47/k3 90 71
c6/k1 32 64
. c6/k2 35 70
20000hucre/ml 6/k3 29 58
c7/k1 30 60
c4/k1 16 64
. c4/k2 17 68
10000hucre/ml ca/k3 18 75
c7/k2 20 80
c8/k1 8 67
. c8/k2 2 17
5000hucre/ml 8/k3 3 67
c7/k3 7 58

Calisilan konsantrasyonlarda ciplerin her bir kanalinda yakalanan MCF-7 hucre
sayllari Tablo 4.2°de gorulmektedir. Kanallarda hiucre sayimi mikroskop ile analiz
esnasinda gorsel olarak sayilmigtir. Yuksek konsantrasyon degerlerinde orneklem
yontemiyle segilen kanallarin batin satun ve satirlarinin fotograflari ¢ekilmis, g6z

ile yapilan sayim fotograflar Uzerinden tekrar yapilarak dogrulanmistir.
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Sekil 4.10 Kan igerisinde kanallarda yakalanan MCF-7 hucreleri DAPI filtre
goruntaleri (200 buyutme)

Sekil 4.11 Kan igerisinde kanallarda yakalanan MCF-7 hlcrelerinin Alexa

Fluor filtre gorantuleri (200 bayutme)
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Sekil 4.12 Kan igerisinde kanallarda yakalanan MCF-7 hicrelerinin 11k
mikroskobu goéruntileri (200 buyudtme)
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Grafik 4.2 Kan igerisinde degisik hiicre konsantrasyonlarinda yakalama
etkinlikleri

Grafik 4.2’de kanla karistinimis farkh MCF-7 hicre konsantrasyonlarinda
mikrokanallar igerisinde yakalanan hicre sayilarinin ortalama degerleri alinarak
olusturulmus yakalama etkinlikleri gérilmektedir. Grafik Gzerindeki barlar standart
hatayr gostermektdir. Etkinlik degerleri %60-68 arasinda olup farkhh hucre
konsantrasyonlariyla yapilan deneylerin yakalama etkilikleri Gzerinde onemli bir
degisiklik yaratmadidi gézlenmistir. Sonuclar arasindaki farkhliklarin incelenmesi
icin SPSS bilgisayar programi kullanilarak ANOVA testi uygulanmistir. P degeri
0,05’ ten buyuk ciktigindan (p=0,18>0,05) farkli konsantrasyonlarda yapilan

deneylerin yakalama etkinlikleri Gzerindeki farki anlamsiz olarak yorumlanmigtir.
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Sekil 4.13 50000 hucre/ml konsantrasyonda DAPI-Alexa Fluor-isik filtreleri ile
cekilen kanal goruntuleri (100 buyutme)
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Sekil 4.14 20000 hucre/ml konsantrasyonda DAPI-Alexa Fluor-isik filtreleri ile
cekilen kanal goruntuleri (200 buyutme)
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Sekil 4.15 10000 hucre/ml konsantrasyonda DAPI-Alexa Fluor-isik filtreleri ile
cekilen kanal goruntuleri (200 buyutme)
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5. SONUC VE TARTISMA

Dolagimdaki ender kanser hucrelerinin mikrokanallar igerisinde antikor tabanli
yontemler ile yakalanmasi amaciyla yapilan deneyler biyomedikal arastirma
laboratuvarinda gerceklestiriimigtir. Deney asamalari c¢evresel faktorleri sabit
tutmak amaciyla ayni laboratuvarda, biyolojik guvenlik kabini igerisinde
gerceklestiriimigtir. Calisma suresince, kanser hucreleri ve kan ile ¢alisildigindan,
kisisel korunma amacli eldiven, go6zluk, oOnlik ve maske gibi ekipmanlar
kullaniimigtir. Deneyler kapsaminda uretilen c¢ipler, bu g¢iplerin PMMA’lerin
temizlenme asamasindan arastirma mikroskobu ile inceleme ve hicre sayimi
asamasina kadar ortam kosullarindan etkilenmemesi icin steril petri kaplarn
icerisinde karanlik ortamda saklanmistir.

Calisma kapsaminda yapilan deneylerde, mikrokanallar igerisinde meme kanseri
hdcre hatti olan MCF-7 hucreleri yakalanmigtir. Deneyler, temin edilen 1000000
hdcre/ml konsantrasyondaki suspansiyonlar seyreltilerek gergeklestiriimistir. PBS
ile seyreltiimis farkli hicre konsantrasyonlarinda (50000 hudcre/ml ila 500000
hdacre/ml), kanallar igerisinde %70’'in Uzerinde yakalama etkinlikleri goralmugtur
(%72-%87). 1000000 hdcre/ml konsantrasyonda gercgeklestirilen deneylerde
kanallar icerisinde MCF-7 hucrelerinin agregasyona meyilli oldugu, kanallarin farkli
noktalarinda MCF-7 hucre yigin yapilari  bulundugu gozlenmistir. Tek
konsantrasyon degerinde yapilan bu ilk deneylerde kanallarin arastirma
mikroskobu ile incelenmesi ve kanallardaki hdcre sayimi sonuglarinin
degerlendiriimesi ile MCF-7 hucre suspansiyonu icerisinde hucrelerin birbirine
yapismasinin ¢alismanin énemli bir kisiti olduguna karar verilmistir. Bu kisitlamayi
ortadan kaldirmak amaciyla ilk suspansiyon ve her bir seyreltme asamasi
sonrasinda elde edilen suspansiyonlar kanallara enjekte edilmeden Oonce vortekste
karigtirilarak, hucrelerin suspansiyon igerisinde ve kanallara enjeksiyonu sirasinda
homojen dagilimlari saglanmaya calisiimistir. Kan ile seyreltiimig farkli hucre
konsantrasyonlarinda(5000 hucre/ml ila 250000 hucre/ml) ise yakalama etkinlikleri
%60’ In Uzerindedir(%60-%68). Literatur ile yapilan karsilastirmalarla elde edilen
bu etkinlik degerleri oldukga basarilidir.
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Mikrokanallar icerisindeki MCF-7 hucre yakalama etkinlikleri ile olusturulan veri
setleri SPSS bilgisayar programi ile iglenerek istatistik galismalar
gerceklestiriimigtir. Elde edilen verilere ANOVA testi uygulanmistir. Sonug
ciktisinda kan ve PBS igerisinde farkli konsantrasyonlarda gergeklestirilen
deneylerin yakalama etkinlikleri Gzerinde anlamli bir degigiklige neden olmadigi
gorulmustar (p>0,05).

Mikrokanallarin Fluoresan atagmanh arastirma mikroskobu ile incelenmesi
sonucunda kanallarda MCF-7 hducreleri disinda herhangi bir hucre turine
rastlanmamigtir. Calisma sonucunda kanallarda %100 saflikta MCF-7 hucreleri
yakalanmigtir. Yakalanan MCF-7 hucrelerinin mikroskop ile alinan DAPI, Alexa
Fluor ve sk filtresi goruntuleri karsilastinldiginda ¢ekirdekleri boyanan
hdcrelerinin  Alexa Fluor boyama ile goruntilenen hucrelerle ayni oldugu
gorulmastur. Dogrulama amaciyla ug filtre ile alinan goruntuler ortusturulerek
MCF-7 hucre goruntulerinin Ust uste cakistigi, herhangi bir filtre ile alinan

goruntide ortigmeyen bir htucrenin bulunmadigr gozlenmigtir.

Farkli konsantrasyonlarda yapilan her bir deney grubunda bir kontrol gipi
kullaniimigtir. Kontrol parametresi olarak kanallara MCF-7 hulcre yluzey belirteci
olan EpCAM’e 6zgul anti-EpCAM antikor enjeksiyonu yapiimamis, deneyin diger
tum  asamalari  gergeklestiriimistir.  Kanallara  enjekte  edilen  hulcre
konsantrasyonlari, gercgeklestirilen deney grubunun en ylksek konsantrasyonu
secilerek bu konsantrasyonda suspansiyonlar ile gergeklestiriimigtir. Hazirlanan
kontrol c¢iplerinin Fluoresan atagmanl arastirma mikroskobu ile incelenmesi
neticesinde kanallarda MCF-7 hucresine rastlanmamigtir. Bu veri ile, galisma
kapsaminda kanallarda hicre yakalamak igin kullanilan bu ydntemin cgalisma
amacina 6zgul oldugu sonucu elde edilmigtir. Kanallar igcerisinde hedef olan MCF-
7 hucreleri yuksek saflik ve etkinlik degerlerinde yakalanmis; MCF-7 hucreleri
digindaki hedef olmayan diger hucrelere kanallarin incelenmesi esnasinda

rastlanmamigtir.

Literatur taramasi yapildiginda CTC izolasyon yontemlerinin iginde en efektif olani
antikor tabanli yontemlerdir. Bu yontemin mikrosivi teknolojileri kullanildiginda
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daha ¢ok geligtirilebilir oldugu elde edilen sonugclar arasindadir. Afinite ve antikor-
antijen Ozgullugu gibi kavramlar izolasyonda yuksek saflik ve hassasiyeti
beraberinde getirmistir. Ornek hazirlanmasi sirasinda adimlarin azaltiimasi ile
hidcre kayiplari engellenmistir. Gergeklestirilen caligsmalar geligtirilerek kanserin
erken tanisinda ve tedavi surecinin daha hassas takibinde efektif bir yontem
olacagl ongorulmektedir. Ancak bilinen CTC altgruplarinin da ¢ok fazla olmasi
nedeniyle daha yuksek bir yakalanma orani ve guvenilirlik i¢in kokteyl antikor

karisimlari kullaniimasi 6nerilmektedir.
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