OZET

Bir mikroakiskan cihaz kullanilarak ilag¢ etkilerinin belirlenmesi igin bir yontem

Bulus, bir mikroakiskan cihaz kullanilarak bir etkenin (6), Grnegin bir ilacin, farkli hiicrelere (7, 8)
5  etkilerinin ayn1 anda belirlenmesine imkan vermektedir. Bulus, bir etkenin (6) farkli miktarlarinin

etkilerinin ayn1 anda belirlenmesine de imkan vermektedir.
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ISTEMLER

Bir veya daha fazla etkenin (6), bir veya daha fazla farkl hiicrelere (7, 8) etkisini ayn1 anda
belirleyen bir yontem olup 6zelligi;
i.  Ana kanali (4) degisken genislige sahip bir mikroakigkan cihaz kullanmasi,
ii. Anakanala (4) bir veya daha fazla etkenin (6) yiklenmesi,
ili. Ana kanalin (4) bir tarafindaki test kanalina (3) matriks i¢inde olan veya olmayan
bir veya daha fazla ¢esit hiicrelerin (7), ana kanalin (4) diger tarafindaki test kanalina
(3) matriks i¢inde olan veya olmayan farkli bir veya daha fazla ¢esit hiicrelerin (8)
yuklenmesi,
iv. Sivi haznelerine (5) kiiltiir ortamu veya fizyolojik tampon ¢6zeltilerinin yiiklenmesi,
V. Cihazin uygun hiicre kiiltiirii kosullarinda tutulmasi olup ézelligi;
bir veya daha fazla etkenin (6) test kanallarindaki (3) farkli hiicrelerin (7, 8) bir
ozelliklerine etkilerinin ayn1 anda belirlenmesidir.
Istem 1°deki etken (6) olup 6zelligi, matriks iginde olan veya olmayan hiicreler veya
parcaciklar, hiicreler veya parcaciklar iceren veya igermeyen matriksler, seliiloz, matrijel,
kolajen, laminin, agaroz, poliakrilamid, toz malzeme, delikli malzeme, polimerler,
biyouyumlu matriksler, tozlar, delikli malzemeler, kiiltiir ortamu, fizyolojik tampon ¢dzeltisi,
bir veya daha fazla biyolojik veya kimyasal bir molekiil veya bunlarin bir birlesimini
icermesidir.
Istem 1'deki yontem olup 6zelligi, yiiklemelerin,
i. ana kanal (4) ardindan test kanallar1 (3) ardindan siv1 hazneleri (5) veya
ii. test kanallar1 (3) ardindan siv1 hazneleri (5) ardindan ana kanal (4) veya
iii. test kanallar1 (3) ardindan ana kanal (4) ardindan s1v1 hazneleri (5) sirasiyla ve/veya
bu adimlar bir birlesimde tekrarlanarak yapilmasidir.
Istem 1'deki yontem olup dzelligi, istenildiginde farkli yiiklemeler arasinda cihazin uygun
hiicre kiilturil kosullarinda tutulmasidir.
Istem 1'deki yontem olup &zelligi, etkenin (6) cihazdaki dagiliminin simiilasyonlar ile
belirlenmesidir.
Istem 1'deki yontem olup 6zelligi, etkenin (6) cihazda dagilimmin floresan mikroskop,
esodakl1 floresan mikroskop, 151k mikroskobu veya bunlarin bir birlesimi ile gorintiilenerek
belirlenmesidir.
Istem 1'deki farkli hiicrelerin (7, 8) bir dzellikleri olup, 6zelligi genlerin RNA ve/veya
protein seviyesindeki ifadeleri, canlilik, cogalma, hareketlilik, yonelme, isgal, hiicre sekli
geometrik 6zellikleri, hiicre igindeki molekiil ve/veya makromolekiillerin miktarlari ve/veya

dagilimlari, hiicre zarindaki molekiil ve/veya makromolekiillerin miktarlart ve/veya
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8)

9)

dagilimlari, hiicre disindaki molekiil ve/veya makromolekiillerin miktarlar1 ve/veya
dagilimlari, veya bunlarin bir birlesimini igermesidir.

Istem 7°deki molekiil ve/veya makromolekiiller olup dzelligi, floresan veya diger boyali olan
veya olmayan ilag, DNA, RNA, protein, yag, seker, molekiil, polimer veya bunlarin bir
birlesimini igermesidir.

Istem 1°deki yontem olup 6zelligi, ana kanalin (4) degisken genislikte olmasi sebebiyle,
etkenin (6) ana kanal (4) boyunca farkli miktarlarda bulunmasi ve bdylece etkenin (6) farkh

miktarlarinin etkilerinin aym1 anda belirlenmesidir.
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TARIFNAME

Bir mikroakigkan cihaz kullanilarak ilag etkilerinin belirlenmesi igin bir ydontem

Bulusun ilgili oldugu teknik saha

Bulus, bir mikroakiskan cihaz kullanilarak ilag veya diger etkenlerin farkli hiicrelere etkilerinin

belirlenmesini saglayan bir yontem ile ilgilidir.

Teknigin bilinen durumu

Ilag ve diger etkenlerin farkli hiicrelere etkilerinin ayni1 anda incelenmesi, ilag kesfi i¢in 6nemlidir.
Etkenin hedeflenen hiicreler disindaki hiicrelere etki etmesi istenmez. Ayrica etkenin etkili oldugu

en disik dozda kullanilmasi istenir.

Etken, matriks icinde olan veya olmayan hiicreler veya parcaciklar, hiicreler veya parcaciklar
igeren veya igermeyen matriksler, selilloz, matrijel, kolajen, laminin, agaroz, poliakrilamid, toz
malzeme, delikli malzeme, polimerler, biyouyumlu matriksler, tozlar, delikli malzemeler, kiiltir
ortamu, fizyolojik tampon ¢6zeltisi, bir veya daha fazla biyolojik veya kimyasal bir molekiil veya

bunlarin bir birlesimini igerebilir.

Hicreler, otokrin, juxtakrin, parakrin, endokrin sinyalleme, kemotaktik, haptoktik, durotaktik

tepkiler verebilirler.

Kanser, kok hiicreler, immiinoloji, gelisim, endokrinoloji, sinirbilim vb. {izerine tiim arastirmalar,
hiicrelerin yukarida belirtilenler gibi faktérlerle etkilesimlerini arastirabilecek daha iyi cihazlar ve

yontemler gerektirmektedir.

Saglik ve hastalik durumlarinda hiicrelerin veya parcaciklarin, ayni ya da farkl tipte diger hiicreler
veya pargaciklar, ¢oziiniir faktorler ya da bir matrikse baglanan ¢oziiniir faktorler gibi gesitli
faktorlerle etkilesimleri, dnemlidir. Ornegin, epidermal biiyiime faktdrii (EGF) alicisini ifade eden

meme kanseri hitcreleri EGF kaynagina dogru hareket ederler.

Mikroakiskan teknolojisi, kesin uzamsal ve zamansal kontrol, yliksek-¢iktili analiz, diisiik {iretim
masraflar1 ve tasinabilirlik saglamaktadir. Kullanilan malzeme ve atik hacimleri pikolitre kadar
diisiik olabilir. Bilinmeyen veya toksik malzemelerden kii¢iik hacimlerin kullanilmas: giivenli

deneysel ¢alismay1 saglamaktadir. Ayrica, mikroakiskan teknolojisi, fizyolojik mikrogevreleri
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taklit edebilmenin yollarini saglayabilir. Bu 6zellik, hiicreleri hem saglik hem hastalik
durumlarinda daha gercekgi calisabilmemize ve ilag, ajan testi yaklagimlarini iyilestirmemize

yardimet olabilir. Hayvan testlerinin azaltilmasina da yardimci olabilir.

Giintimiizde kullanilan cihazlar genelde ¢oziiniir faktérlerin dereceli degisen konsantrasyonlarini
saglamaya odakhdir (Kamm, R. D. et al. Device for High Throughput Investigations of Cellular
Interactions. PCT/US2011/0540212 2011). Fakat canlida dereceli de@isen konsantrasyonlar, tepki
verecek faktorler ile etkenlerin kaynaklarinin farkli uzakliklarda olmasu ile yaratilir. Diger bir cihaz
farkli uzakliklar: ayni anda test etmek {izere tasarlanmistir (Pesen Okvur, Devrim,. Microfluidic
Device for Investigation of Distance Dependent Interactions in Cell Biology, US 2016/0243551).
Bu cihaz DDI chip olarak adlandirilir.

Bu patent bagvurusunun yontemi, DDI chip kullanilarak, incelenen etkenin farkli hiicrelere

etkisinin ve bu etkinin doza baghlhiginin belirlenmesini saglar.

Bulusun ¢éziimiinii amagladifi teknik problemler

Bulusun amaci, ilag ve benzeri etkenlerin farkl hiicrelere etkilerinin ayni anda tespit edilmesidir.

Bulus ayrica bir etkenin farkli miktarlarimin etkilerinin ayni anda belirlenmesini amaglamaktadir.

Sekillerin aciklamalari

Sekil 1: Bulus yonteminin kullandigi cihazin ¢izimi, fistten ve kesit ¢izimleri
Sekil 2: Bulus yontemini uygulamak {izere yiiklenmis cihazin iistten ¢izimi

Cizimler gerekmedikge 6lcekli degillerdir.

Sekillerdeki referanslarin aciklanmasi

Sekillerdeki pargalar numaralandirilmis olup, agiklamalari asagida verilmektedir:

1. Is181 gegiren yiizey
2. Yap
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3. Test kanal
4. Ana kanal
5. Sivt haznesi
6. Etken

7. Hucreler

8.

Farkli hiicreler

Bulusun agiklamasi

Bulus, bir mikroakiskan cihaz kullanilarak ilag ve benzeri etkenlerin ayni anda birden fazla farkli

hiicreye etkilerinin belirlenmesini saglayan bir yontem ile ilgilidir.

Mikroakigkan cihazda orta kanala etkisi belirlenecek etken (6) yiiklenir. Orta kanala komsu
kanallara incelenecek hiicreler (7, 8) yitklenir. Hilcrelerin canliliklari, hareketlilikleri, ¢ogalmalar1,
yapismalar1 veya isgalleri gibi dzellikleri incelenir. Etken (6) soliisyon veya matriks i¢inde
yuklenebilir. Huicreler (7,8) soliisyon veya matriks iginde yitklenebilir: Hiicreler (7,8) iki boyutlu
veya U¢ boyutlu yliklenebilir. Etken (6), matriks iginde olan veya olmayan hiicreler veya
pargaciklar, hiicreler veya parcaciklar igeren veya igermeyen matriksler, selliloz, matrijel, kolajen,
laminin, agaroz, poliakrilamid, toz malzeme, delikli malzeme, polimerler, biyouyumlu matriksler,
tozlar, delikli malzemeler, kiiltiir ortami, fizyolojik tampon ¢dzeltisi, bir veya daha fazla biyolojik

veya kimyasal bir molekiil veya bunlarin bir birlesimini i¢erebilir.

Mikroakiskan kanalda ana kanalin (4) genisligi degistigi icin etken (6) miktari ana kanal (4)
boyunca farkhidir. Boylece farkli miktarlardaki etkenin (6) farkli hiicrelere (7,8) etkileri ayni anda

belirlenebilir.

Kontrollii ilag salinimi bu yontem ile calisilabilir. Tlaglarm yan etkileri bu yontemle belirlenebilir.

Tlaglarin etkili olduklar1 IC50 gibi esik degerleri bu yontemle belirlenebilir.

Bir somut drnekte, test edilecek etken (6), 6rnegin bir ilag, ana kanala (4) eklenir. Ardindan test
edilecek hiicreler (7) ana kanalin (4) bir tarafindaki bir test kanalina (3) eklenir, test edilecek farkl
hizcreler (8) ana kanalin (4) diger tarafindaki bir test kanalina (3) eklenir. Hiicre 6liimii zaman

icinde incelenir.

Diger bir somut drnekte, test edilecek etken (6), 6rnegin bir ilag, ana kanala (4) eklenir. Ardindan
test edilecek hiicreler (7) ana kanalin (4) bir tarafindaki bir test kanalina (3) eklenir, test edilecek
ikinei ve ii¢iincii hiicre cesitleri birlikte karistirilarak ana kanalin (4) diger tarafindaki bir test

kanalina (3) eklenir. Hiicre 6liimil zaman i¢inde incelenir.
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Diger bir somut drnekte, test edilecek hiicreler (7) ana kanalin (4) bir tarafindaki bir test kanalina
(3) eklenir, test edilecek farkli hiicreler (8) ana kanalin (4) diger tarafindaki bir test kanalina (3)
eklenir. Ardindan test edilecek etken (6) ana kanala (4) eklenir. Hiicre 6limil zaman iginde

incelenir.

Diger bir somut érnekte test kanallarindan (3) birine EGF alicisini yiiksek seviyede ifade eden
hiicreler, diger test kanalina (3) bu alicty1 ifade etmeyen hiicreler yiiklenir. Ana kanala (4) ve sivi
haznelerine (5) EGF igermeyen veya diisiik miktarda igeren kiiltlir ortami eklenir. Hiicreler 4 saat
veya daha uzun stire kitltirlendikten sonra, ana kanala (4) EGF igeren kiiltiir ortami yiiklenir,
Hiicrelerin ana kanala (4) dogru yonelimli hareketleri 151k mikroskobu ile incelenir. EGF alicisini
yiiksek seviyede ifade eden hiicrelerin, diger hiicrelerden daha ¢ok ana kanala (4) dogru yonelme

gostermesi beklenir.

Diger bir somut drnekte, ana kanala (4) sert bir malzeme yiiklenir. Test kanallarinin (3) her birine

farkly hiicreler (7, 8) yuiklenir, Hiicrelerin sekilleri ve ana kanala (4) yonelmeleri zaman igin incelenir,

Yontemde, mikroakiskan cihaza yiiklemeler,

1. ana kanal (4) ardindan test kanallar1 (3) ardindan siv1 hazneleri (5) veya
ii. test kanallar1 (3) ardindan s1vi hazneleri (5) ardindan ana kanal (4) veya
1ii. test kanallar1 (3) ardindan ana kanal (4) ardindan sivi hazneleri (5) sirasiyla ve/veya bu

adimlar tekrarlanarak yapilabilir.

Istenildiginde, farkh yiiklemeler arasinda cihaz uygun hiicre kiiltiirii kosullarinda tutulabilir.

Test edilecek etkenin (6) cithazda dagilim simitlasyonlar (benzetimler) ile hesaplanabilir. Ayrica
etkenin (6) cihazda dagilimi floresan mikroskop, esodakl floresan mikroskop, 151k mikroskobu veya

bunlarin bir birlesimi ile goriintillenerek belirlenebilir.

Hiicrelerde incelenecek ozellikler, genlerin RNA ve/veya protein seviyesindeki ifadeleri, canhilik,
¢ogalma, hareketlilik, yonelme, isgal, hiicre sekli geometrik ozellikleri, hiicre i¢indeki molekiil
ve/veya makromolekiillerin miktarlar1 ve/veya dagilimlari, hiicre zarindaki molekiil ve/veya
makromolekiillerin  miktarlart  ve/veya dagilimlari, hiicre disindaki molekiill ve/veya

makromolekiillerin miktarlar1 ve/veya dagilimlar1 veya bunlarin bir birlesimi olabilir.

Molekiil ve/veya makromolekiiller, floresan veya diger boyali olan veya olmayan ilag, DNA, RNA,

protein, yag, seker, molekiil, polimer veya bunlarmn bir birlesimi olabilir.
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