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OZET

HUCRE GOCU VE ISGALINI BELIRLEME YONTEMI

Bulus, bir mikroakiskan aygit (1) kullanarak hiicre gigii ve isgalini siirekli veya aralikli olarak

belirleme yontemi ile ilgilidir.
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ISTEMLER

HUCRE GOCU VE ISGALINI BELIRLEME YONTEMI

1) Hiicre gogli ve isgalini belirleme yontemi olup dzelligi;

i. Bir mikroakiskan aygitin (1) orta kanalina (2) matriks (3) yliklenmesi,

ii.  Ayni mikroakigskan aygitin (1) test kanalma (4) bir etkenin (5) yiiklenmesi,

iii. Aym mikroakigskan aygitin (1) kontrol kanalina (6) hiicrelerin (7) ylklenmesi,

iv. Aym mikroakigkan aygitin (1) kontrol kanali (6) Ustte olacak sekilde tutularak,
hiicrelerin (7) kontrol kanali (6) ve orta kanal (2) arayliziine ¢Okmelerinin
saglanmasi ve uygun kiiltiir kosullarinda kiiltiirlenmeleri,

v. Hiicrelerin orta kanalda (2) gbclerinin ve isgallerinin belirlenmesidir.

2) Istem 1°deki matriks (3) olup 6zelligi; matrijel, kolajen, laminin, agaroz, fibrin,
puramatriks, alginat, biyouyumlu matriksler veya bunlarin bir kombinasyonu olmasidir.

3) Istem 1°deki etken (5) olup 6zelligi; hiicreler, hiicreli veya hiicresiz matriks, polimer,
kiiltiir ortam, fizyolojik tampon ¢ézeltisi, hiicrelerin kosullandirdign kiiltiir ortam, bir
veya daha ¢ok biyolojik veya kimyasal molekiil veya bunlarin bir kombinasyonu
olmasidir.

4) Istem 1’deki hiicreler (7) olup &zelligi; hiicre hatlari, primer kiiltiir hiicreleri, biyopsi
hiicreleri, kdk hiicrelert veya bunlarin bir kombinasyonu olmasidir.

5y Istem 1’deki ydntem olup 6zelligi; orta kanalda (2) hiicre gégii ve isgalinin mikroskopi
veya spektroskopi ile incelenmesidir.

6) Istem 1°deki mikroakiskan aygit (1) olup dzelligi; cam, polidimetilsiloksan (PDMS),
polistiren (PS), polimetilmetakrilat (PMMA), sayklik olefin kopolimer (COC) veya
bunlarin bir kombinasyonundan yapilmis olmasidir.

7) Istem 1’deki mikroakiskan aygit (1) olup dzelligi; orta kanalin (2), test kanali (4) ve
kontrol kanali (6) arasinda olmasidir.

8) Istem 1°deki mikroakiskan aygit (1) olup dzelligi; orta kanalin (2), test kanal (4) ile ve
kontrol kanali (6) ile olan araylizlerinin birden fazla siitundan (8) olusmasidir.

9) Istem 1’deki kanallar (2, 4, 6) olup 6zelligi; her birinin yiiklemeler icin en az bir
deliginin (9) olmasidir.

10) Istem 1°deki kanallar (2, 4, 6) olup dzelligi; 50 mikrometre ve 5 santimetre arasinda bir

yiikseklige sahip olmasidir.
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11)Istem 1°deki kanallar (2, 4, 6) olup dzelligi; 50 mikrometre ve 5 santimetre arasinda bir
genislige sahip olmasidir.

12) istem 1°deki kanallar (2, 4, 6) olup &zelligi; 500 mikrometre ve 20 santimetre arasinda
bir uzunluga sahip olmasidir.

13)istem 7’deki siitunlar (8) olup &zelligi, en uzun yatay ekseninin 50 mikrometre ve |
santimetre arasinda bir uzunluga sahip olmasidir.

14)Istem 1’deki mikroakiskan aygit (1) olup 6zelligi; Giretimi i¢in kullanilan kalibin UV
litografi, G¢ boyutlu baskilama, metal dokiim veya bunlarin bir kombinasyonu ile

olusturulmasidir.
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TARIFNAME

HUCRE GOCU VE ISGALINI BELIRLEME YONTEMI

Bulusun ilgili oldugu teknik saha

Bulus, hiicre gocii ve iggalini belirleme yontemleri ile ilgilidir.

Teknigin bilinen durumu

Mikroakigskan teknolojisi, kesin uzamsal ve zamansal kontrol, yiiksek-¢iktili analiz, distik
iretim masraflar1 ve tagmabilirlik saglamaktadir. Kullanilan malzeme ve atik hacimleri
pikolitre kadar diisiik olabilir. Bilinmeyen veya toksik malzemelerden kiiclik hacimlerin
kullanilmast giivenli deneysel caligmay1 saglamaktadir. Ayrica, mikroakigkan teknolojisi,
fizyolojik mikrocevreleri taklit edebilmenin yollarini saglayabilir. Bu dzellik, hiicreleri hem
saghk hem hastahk durumlarinda daha gercekci cahisabilmemize ve ilag, ajan testi
yaklasimlarini iyilestirmemize yardime1 olabilir. Hayvan testlerinin azaltilmasina da yardimci

olabilir.

Hiicre gogli ve isgali en yaygin sekilde Boyden Chamber olarak adlandirilan yontem ile
incelenmektedir. Fakat bu yontem son-nokta (end-point} yontemidir. Hiicre gbcii ve isgalinin
sirekli incelenmesine olanak vermez. Kullanilan diizenekte belli delik biiyiikliiklerine sahip
zarlar vardir. Farkli hiicrelere gore bu delik biliviikliiklerinin se¢ilmesi gerekmektedir. Ayrica

zar kullanilmasi fizyolojik bir ortam saglanmasini olumsuz etkilemektedir.

Hiicrelerin kemotaktik yonelimleri igin mikroakigkan aygit tabanli aygitlar ve yontemler
mevcuttur. Fakat Boyden Chamber yontemini taklit edebilen, ondan daha kullamgh olan,
fizyolojik ortami daha iyi taklit edebilen ve daha ¢ok veri elde edilmesini saglayabilecek

mikroakigkan tabanli bir yontem mevcut degildir,

Bulusun ¢dziimiinii amacladig teknik problemler

Bulusun amaci, bir mikroakigkan aygit kullanarak hiicre gogii ve isgalini zaman i¢inde aralikli

veya slirekli inceleyebilmektir.

Belirtilen 6zellikleri olan yontem basamaklarn asagidaki sekilde gésterilmektedir.

Cizimler gerekmedikge 6lgekli degillerdir.
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Sekillerin aciklamasi

Sekil 1: Yéntem basamaklari.

a)Mikroakiskan aygitin (1) Gistten gdriintimil.

b) Orta kanala (2) matriks (3) yiiklenir.

¢) Test kanalina (4) etken (5) yiiklenir,

d) Kontrol kanalina (6} hiicreler (7) yiiklenir.

¢) Mikroakiskan aygit (1) dik tutularak hiicrelerin (7) orta kanal (2) ve kontrol kanali (6)
arayiiziine ¢okmeleri saglanir.

f) Uygun kiiltiir kosullarinda tutulan diizenekte hiicre go¢ti ve isgali belirlenir.

Sekillerdeki referanslarin aciklanmasi

1. Mikroakiskan aygit
Orta kanal

Matriks

Test kanali

Etken

Kontrol kanah
Hiicre

Siitun

Delik

e e A R el

Bulusun aciklamasi

Bulus, hiicre gociinii ve isgalini belirleme yontemidir. Bu yontem, mikroakigkan aygitin (1) orta
kanalina (2) matriks (3) eklenmesi, mikroakiskan aygitin (1) test kanalma (4) bir etkenin (5)
cklenmesi, mikroakiskan aygitin (1) kontrol kanalina (6) hiicrelerin (7) eklenmesi,
mikroakigkan aygitin (1) kontrol kanali (6) iistte kalacak sekilde, uygun kiiltiir kosullarinda
tutularak, hiicrelerin (7) test kanali (4) ve orta kanal (2) arayiiziine ¢okmelerinin ve
kiiltiirlenmelerinin saglanmasi, hiicrelerin (7) matriks kanalinda goglerinin ve isgallerinin

belirlenmesi asamalarindan olusur.

Orta kanala yiliklenen matriks (3), matrijel, kolajen, laminin, agaroz, poliakrilamid, biyouyumlu
matriksler, puramatriks, alginat, fibrin veya bunlarin bir kombinasyonundan olusabilir. Matriks

(3) cesidine gore gerekirse yiiklemeden sonra polimerlesmesi i¢in gerekli ortam saglanir.

2
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Omegin matrijel soguk halde orta kanala (2) yiiklenir sonra mikroakiskan aygit (1) 37 C de
tutularak matrijelin polimerlesmesi saglanir. Puramatriks ise tuzlu ¢ozeltide hizla polimerlesir,
bu yiizden tuzlu c¢oézeltive eklendigi anda orta kanala (2) yiiklendiginde polimerlesmesi

tamamlanabilir.

Etken (5), hiicreler, hiicreli veya hiicresiz matriks, polimer, killtiir ortami, fizyolojik tampon
¢ozeltisi, hiicrelerin kosullandirdig: kiiltiir ortamz1, bir veya daha ¢gok biyolojik veya kimyasal
molekiil veya bunlarin bir kombinasyonu olabilir. Kontrol kanalindaki hiicreler (7) ile etken (5)

olarak kullanilan hiicreler ayni veya farkl: olabilir.

Hiicreler (7) hiicre hatlari, primer kiiltiir hiicreleri, biyopsi hiicreleri, kok hiicreleri veya
bunlarin bir kombinasyonu olabilirler. Omegin kanserli veya normal hiicre hatlar kullanilabilir,

hastalardan alinan timdér biyopsileri kullanilabilir.

Hiicreler (7) orta kanal (2) ve kontrol kanali (6) arayiiziine yerlestikten sonra mikroakiskan
aygit (1) uygun kiiltiir kosullarinda dik tutulmaya devam edilebilir veya yatay olarak da

tutulabilir.

Ornek bir uygulamada, orta kanala (2) matrijel yiiklenir. Matrijel polimerlestikten sonra, hiicre
gd¢ii ve isgalini arttirdigi tahmin edilen bir etken (5), 6rnegin bir biiyiime faktori, test kanalina
(4) eklenir. Ardindan hiicreler (7) ornedin kanser hiicreleri, kontrol kanalina (6) eklenir.
Mikroakiskan aygit (1} dik ve kontrol kanali (6) yukarida kalacak sekilde kiiltiir ortaminda
tutularak, kanserli hiicrelerin kontrol kanali (6) ve orta kanal (2) arayiiziine ¢okmeleri ve
kiiltiirlenmeleri saglamir. Zaman iginde siirekli veya aralikli olarak kanser hiicrelerinin orta
kanalda (2) gogleri ve iggalleri incelenebilir. Eger biiylime faktorii beklenildigi gibi etkili ise,

biiylime faktorii olmadanki kosula gére hiicreler daha ¢ok gde ve iggal gostereceklerdir,
Hiicre gocii ve isgali mikroskopi veya spektroskopi ile incelenebilir.
Hiicreler (7) floresan sinyal verecek sekilde genetik olarak degistirilebilir veya kimyasal

boyalarla boyanabilir. Hiicreler floresan sinyal vermedikleri durumlarda standart 151k

mikroskobu teknikleri ile de incelenebilir.
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Hiicre gogli ve isgali orta kanala gecen hiicreler (7) sayilarak, hiicrelerin (7) orta kanalda (2)
ilerledikleri mesafeler bir veya daha ¢ok zaman noktasinda 6lgiilerck, hiicrelerin (7) orta

kanaldaki (2) sekilleri, hizlari, yénlenme kararliliklan élgiilerek belirlenebalir.

Orta kanala (2) hiicrelerce pargalandigi zaman floresan sinyalinde artma veya azalma gdsteren

bir matriks (3) yiiklenebilir. Boylece hiicrelerin (7) matriksi (3) parcalamalan incelenebilir,

Orta kanala (2) gegen hiicreler (7) mikroakigkan aygit (1) tan ¢ikarilarak polimeraz zincir
reaksivonu, ELISA gibi aygit disi1 incelemeler igin de kullanilabilir. Orta kanala (2) gecen
hiicreler (7) i¢cinde bulunduklari matriks (5) ile birlikte veya ayri olarak sabitlenip kesitleri
alinarak, elektron mikroskobu, histolojik boyama gibi aygit dist incelemeler icin de

kullanilabilir.

Bu yontem i¢in kullanilan mikroakiskan aygit (1), cam, polidimetilsiloksan (PDMS), polistiren
(PS), polimetilmetakrilat (PMMA), sayklik olefin kopolimer (COC) veya bunlarin bir
kombinasyonundan olusabilir. Mikroakiskan aygitin (1) tiretimi igin kullanilacak kaliplar, UV
litografi, ic boyutlu baskilama, metal dékiim veya bunlarin bir kombinasyonundan olugan

yontem ile yapilabilir.

Hiicre gocii ve isgalini belirleme yoéntemi i¢in kullanilan miroakiskan aygitta (1) orta kanal (2),
test kanali (4) ve kontrol kanali (6) arasindadir. Kanallar (2, 4, 6) birbirlerinden birden fazla
stitun (8) ile aynlirlar. Boylece hiicreler (7) ve drmegin difiizyon ile yer degistirebilen diger
etkenler (5) kanallar (2, 4, 6) aras1 gecis yapabilir.

Kanallar (2, 4, 6) 50 mikrometre ile 1 santimetre arasinda bir yiikseklikte ve genislikte
olabilirler, Kanallar (2, 4, 6) 500 mikrometre ile 20 santimetre arasinda bir uzunlukta olabilirler,
Stitunlarm (8) vyatay kesitleri iiggen, yamuk, daire, elips gibi farkli sckillerde olabilirler.
Siitunlarin (8) vatay en uzun ekseni 50 mikrometre ile 1 santimetre arasinda bir uzunlukta
olabilir.

Kanallara (2, 4, 6) yiikleme yapilabilmesi i¢in her birinde en az bir delik (9) vardir.

Bulusun sanayiye uygulama bicimi

Bulus, ilag sektoriinde hilicre gocli ve isgalini etkileyebilecek etkenlerin belirlenmesi igin

kullanilabilir.
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