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OZET
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Ayse Feyza KELES

Yiiksek Lisans, Biyoloji Boliimii
Tez Damismani: Dog. Dr. Isik Percin Demircelik

Mayis 2022, 128 sayfa

Kanser, 6liim nedenleri siralamasinda ikinci sirada yer alan, buna bagl olarak erken tanm
ve tedavinin hayati onem tasidig1 bir hastalik grubudur. Klinikte gelecek vaad eden, bir
yontem olan sivi biyopsi ile hastadan alinan basit bir kan 6rnegi lizerinden, etkin bir
sekilde gerceklestirilen dolagan tiimor hiicreleri (DTH) saptama, yakalama ve ayrigtirmasi
yapilabildigi takdirde, kanserin profillendirilmesinin ve gidisat takibinin yapilabilmesini
miimkiin kilabilmektedir. Bu hedef dogrultusunda, pek ¢ok farkli prensiplere sahip DTH
ayristirma teknigi denenmis ve teknolojiler gelistirilmistir. Tez ¢alismasi kapsaminda,
bulunduklart birincil tiimor bolgesinden ayrilarak dolasima karisan ve dolasimda
taginarak uzak organ metastazina sebep olabilen DTH’lerini yakalayip ayrigtirmak amaci
ile; Concanavalin A (Con A) lektinini ligand olarak igeren, poli(2-hidroksietil metakrilat)
PHEMA-BSA (sigir seum albiimin) kriyojellerin kullanimima dayali affinite sistemi
gelistirilmistir. Con A lektininin, MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin,
normal hiicrelerden farkli olarak, degisen yilizey molekiillerini ve artan seker yapisin
etkin bir sekilde tanima ve baglanma Ozellikleri, bu ¢alismadaki affinite
kromatografisinin temelini olusturmaktadir. Hedeflenen sistemin etkin bir sekilde

caligabilmesi adina, ideal kriyojel materyalinin secilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu

i



amacla; iceriginde degisen BSA konsantrasyonlari igermesi ve BSA’nin capraz
baglayicisi olan gluteraldehiti bulundurup bulundurmamasi gibi degiskenlere bagh
olarak, farkli oOzelliklere sahip kriyojel gruplart olusturulmustur. S6z konusu
degiskenlerin kriyojellerin lizerinde yaptig1 etkiler; cesitli karakterizasyon analizleri olan
sisme deneyleri, Taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiileme, Mikro bilgisayarli
tomografi (Mikro-CT) ve Fourier doniistimlii transform kizilétesi (FTIR) ve in-vitro
hiicre deneyleri olan tripan boyast ile hiicre saymmi, 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) ve hiicreli 6rneklerde SEM goriintiilemesi sonucunda
elde edilen veriler 15181nda, kriyojel gruplarinin basarilarinin birbirleri ile kiyaslanmasi
yoluyla degerlendirilmistir. Yapilan tiim deneysel ¢alismalarin ve analiz ¢aligsmalarinin
sonunda (% 681.4 sisme orani, % 77.6 makrogdzenek miktari, 1 gram polimer basina
4478 mg Con A lektini baglamasi ve in-vitro deneylerde inkiibasyon siirelerinde
ortalama en fazla % canlilik oranina sahip), en basarili kriyojel grubunun: yapisinda en
yiiksek konsantrasyonda BSA’y1 ve onun ¢apraz baglayicisi gluteraldehiti iceren, Con A
bagli, PHEMA-G-BSA100-ConA oldugu ortaya cikmistir. Gelistirilen bu sistem,
ozellikle metastatik karakterdeki bir meme kanseri hiicre hattt olan MDA-MB-231
hiicrelerini canli bir sekilde basariyla tutuklamasi sayesinde, sz konusu kanser gruplari
ile kanser profillendirmesi, kanserin gidisatinin belirlenmesi gibi ¢esitli tan1 ve tedavi

caligmalarinda kullanim potansiyeli tagimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, Dolasan Tiimér Hiicreleri, DTH, MCF-7, MDA-MB-231,
Poli (2-hidroksietil-metakrilat), PHEMA, Sigir Serum Alblimin, BSA, Lektin,
Concanavalin A, Con A, Affinite Kromatografisi, Lektin Affinite Kromatografisi.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF LECTIN BOUND CRYOGELS FOR REMOVAL OF
BLOOD CIRCULATING TUMOR CELLS

Ayse Feyza KELES

Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Dog. Dr. Istk PERCIN DEMIRCELIK

Mayis 2022, 128 pages

Cancer is a group of diseases that ranks second in the list of causes of death and
therefore early diagnosis and treatment are of vital importance. Liquid biopsy, which is
a promising method in the clinic, makes it possible to profile the cancer and following
its prognosis, if effective detection, capture and separation of circulating tumor cells
(CTCs) can be performed on a simple blood sample taken from the patient. Cause of
this goal, many different principles of CTC separation techniques have been tried and
technologies have been developed. In this thesis study, with the aim of catching and
separating CTCs that leave the primary tumor region, carried in the blood stream and
cause metastasis: An affinity system based on poly(2-hydroxyethyl methacrylate)
PHEMA cryogel containing Concanavalin A (Con A) lectin as ligand has been

developed. The ability of Con A lectin, MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer cells
iii



is the basis of the affinity chromatography in this study. In order for the affinity system
to work effectively, the selection of the ideal cryogel material is great importance. For
this purpose: Cryogel groups with different properties were created depending on
variables such as varying bovine serum albumin (BSA) concentrations in its content and
whether it contains glutaraldehyde, which is the crosslinker of BSA. The effects of these
variables on cryogels; Comparison of the success of cryogel groups with each other in the
light of data obtained as a result of various characterization analyzes (Swelling
experiments, SEM imaging, Micro-CT and FTIR) and in-vitro cell experiments (cell
counting with Trypan blue, MTT and SEM imaging in cellular samples). Evaluated
through at the end of all experimental and analysis studies, the most successful cryogel
group, so the ideal material is: PHEMA-G-BSA100-ConA with Con A bound, containing
the highest concentration of BSA and its crosslinker glutaraldehyde in its structure.
(Swelling rate of 681.4%, macropore amount of 77.6%, binding of 4.478 mg Con A lectin
per 1 gram polymer, and having the highest average % viability in in-vitro experiments
in incubation times). This developed system has the potential to be used in various

diagnostic and therapeutic studies such as cancer profiling with these cancer groups.

Keywords: Cancer, Circulating Tumor Cells, CTCs, MCF-7, MDA-MB-231, Poly(2-
hydroxyethyl methacrylate), PHEMA, Bovine Serum Albumin, BSA, Lectin,
Concanavalin A, Con A, Affinity Chromatography, Lectin Affinity Chromatography.
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1. GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii’niin tanmimma gére, kanser; viicutta herhangi bir organ veya
dokudan baglayabilen, anormal hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde cogalarak, komsu
yapilara veya uzak organlara yayilimi (metastaz) ile karakterize, tedavi edilmez ise
oliimle sonuglanabilen genis bir hastalik grubudur. Kanser tiim diinyadaki 6liim nedenleri
arasinda ikinci sirada yer almaktadir. 2018 yilindaki verilere gore, her alt1 6liimden birinin
nedeni olarak, toplam 9.6 milyon kisinin hayatin1 kaybetmesine neden olan bir hastaliktir
[1]. Bu nedenle toplum saglig1 ve saglik harcamalar iizerine etkisi ¢ok biiyiiktiir. Kanser
tedavisindeki en Onemli problemler; taninin yeterince erken konamamasi, kanser
tiplendirilebilmesi i¢in birgok detayli testlerin gerekliligi ve risk altindaki kisiler igin
uygun tarama testlerinin olmamasidir. Dolasiyla giiniimiizde, bu kisitliliklarin
giderilerek, kanserin erken tanisini koymada, risk altindaki 6zel gruplari taramada, kanser
tiplerini ve tedavi duyarliliklarin1 belirlemede, tedavi edilmis kisilerde niiksleri
saptamada hasta i¢in herhangi bir risk tagimayan, yeterince duyarli ve 6zgiil laboratuvar

testlerine biiyiik bir ihtiya¢ vardir.

DTH, timoér kitlelerinden kan dolasimina gegen hiicrelerdir. Tiimoérden dolasima
gectikten sonra DTH, c¢ok kisa bir siire i¢erisinde (1-2,5 saat) mekanik etkiler veya immun
sistemin etkisiyle yok olurlar [2]. Bununla birlikte DTH’nin kii¢iik bir boliimii canliligin
devam ettirir ve uzak organ metastazlarina neden olur. Glinltimiiz teknolojisi molekiiler
ve fonksiyonel diizeyde DTH nin saptanmasina olanak veren metodlar gelistirmistir [3].
Onplana ¢ikan metodlar; hiicre zenginlestirmesi, izolasyonu ve analizi ile iliskilidir [4].
Bu metodlar kanser biyolojisi ile ilgili bilgileri gelistirmeye yardim etmektedir. DTH’ nin
dolasimdaki diger hiicreler arasindan yakalanip saptanmastyla ilgili pek ¢ok farkli teknik
vardir. Ornegin; arastirmalarda kullanilan, kismen standartlasnus DTH tespit
tekniklerinden CellSearch, AdnaTest ve ISET teknikleri tiimor hiicrelerinde ekspresyonu
artan molekiillerden EpCAM (epitelyal seliiler adezyon molekiilii) araciligiyla DTH izole
etmektedir [5]. Bu nedenle bu testler EpCAM bagimlidir ve EpCAM eksprese etmeyen
hiicreleri saptayamaz. Bu da bu yontemlerin kisitliligidir. Biyofiziksel 6zelliklere dayali
olan diger testlerin de sadece hiicre morfolojisindeki farkliliklara dayali izolasyon yaptig1

icin duisiik 6zgiilliik, yliksek kontaminasyon riski ve DTH kayb1 gibi bir¢ok kisitliliklar



vardir. Literatiirde meme kanserinde, prostat kanserinde ve kolorektal kanserlerde DTH
saptanmastyla ilgili ¢calismalar mevcuttur [6]. DTH nin dogru ve duyarli bir bigimde
saptanabilmesi; kanserin erken taninmasinda, hizli ve kolayca karakterize edilmesinde,
tedavi seceneklerinin degerlendirilmesinde, klinik gidisati belirlemede ve niikslerin
ongoriilmesinde biiylik potansiyele sahiptir. Fakat yeterli duyarliliga sahip bir metodun
heniiz bulunamamis olmasi, rutin pratige girmesini engellemekte ve halen ¢aligma konusu

olmaktan 6teye gidememesine neden olmaktadir [7].

Metastatik kanseri olan bir hastada 7.5 mL kanda 5-50 adet DTH bulunmaktadir [8].
DTH’nin dolasimda bu kadar diisiik diizeyde bulunmalar1 nedeniyle milyarlaca periferik
kan hiicresi arasindan saptanmalar1 ¢ok zor olmaktadir. Bu diisiik sayilar, DTH nin klinik
kullaniminm1 kisitlamaktadir. Bu kadar ¢ok sayidaki kan hiicresi igerisinden, ¢ok az
sayidaki DTH nin 6zgiil bir sekilde ayristirilarak izole edilmesini saglayacak yontemlere
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amagla kan gibi viskoz viicut sivilartyla ¢calisma imkani sunan

genis gozeneklere sahip kriyojeller, potansiyel bir kullanim alan1 saglayabilir.

Hidrojel siifinin {iyelerinden olan kriyojel; birbirleriyle baglantili genis gozenekli,
hidrofilik yapida, elastik fakat mekanik olarak dayanikli, sekil hafizasina sahip jellerdir
[9]. Bu ozellikleri sayesinde kromatografi, biyomedikal terapi, doku miihendisligi gibi
pek cok farkli alanda kullanim olanagina sahiptir. Kriyojellerin fiziksel 6zellikleri
(yapiminda kullanilan polimerler, ¢6ziicii se¢imi, ¢capraz baglayict mekanizmasi, sicakligi
ve dondurma siiresi/hiz1 gibi cesitli parametreleri) degistirilerek kullanilacak alana ve

hedeflenen amaca uygun hale getirilebilmeleri miimkiindiir [10].

Kriyojellerin yapisina katilan polimerler; dogal ve sentetik polimerler olarak ikiye ayrilir.
Dogal Polimerler; bitki, hayvan ve mikroorganizmalardan elde edilir. Ekstraseliiler
matriksin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine benzer olusuyla kullanim avantaji saglar.
Kollajen, jelatin, kitosan, alginat, nisasta, ipek fibroini dogal polimerlere Ornektir.
Sentetik Polimerler; laboratuvar ortaminda sentezlenir. Fiziksel 6zelliklerinin

ayarlanabilir olusu en biliylik avantajlarindandir. Poli (2-Hidroksietil-Metakrilat)



(PHEMA), Poli Vinil Alkol (PVA), Poliglikolitik Asit (PGA) sentetik polimerlere
ornektir [9, 10].

PHEMA Kiriyojel; elastik olmasinin yaninda mekanik olarak da saglam ve biyouyumlu
olusu ile birgok alanda (implantlar, kontak lens yapimi gibi) tercih edilen bir malzemedir.
Literatiirdeki ¢esitli caligmalarda, PHEMA kriyojel, birbiriyle baglantili genis
gozenekleri ve ince polimer duvarli elastik yapisi sayesinde, kan hiicrelerinin ve kan
proteinlerinin kolayca gecisine izin veren bir malzeme olup, ligand olarak kullanilan
cesitli molekiillerle fonksiyonlandirilarak kandaki c¢esitli maddelerin kandan izole
edilmesinde kullanilmigtir. Ornegin; insan plazmasindan bilirubinin adsorbe edilerek
temizlenmesinde [11] ve yine insan plazmasindan immunoglobulin G’nin

ayristirilmasinda PHEMA kriyojel basariyla kullanilmastir [12].

Lektin, Latince’de se¢mek, ayirmak anlamima gelen “legere” kelimesinden kdken
almaktadir [13]. Lektinler, hiicre yiizey molekiillerini 6zgiil bir sekilde tanima ve onlara
baglanma potansiyeline sahip glikoproteinlerdir [14]. Bu 6zellikleri sayesinde lektinler,
bu hiicrelerin kiimelenmesine neden olurlar. Tiim canl tiirlerinde (hayvan, bitki, bakteri,
viriis) birgok farkli lektin tipleri bulunmaktadir. Cok genis bir araliktaki biyolojik
aktiviteler ile lektinleri iligkilendiren ¢alismalar vardir [14]. Bunlardan bazilari; savunma
mekanizmalari, hiicre c¢ogalma/kontrollii hiicre Oliimii, hiicre taninmasi, hiicre

farklilagmasi ve hiicre-hiicre etkilesimleridir.

Lektinlerin insan diyetindeki ana kaynag: bitkilerdir. Cogu lektin sindirilmeye direngli
olup, gastrointestinal sistem ylizeyindeki hiicrelere baglanarak dolasima girer.
Lektinlerin, dolasim sisteminde lenfosit, eritrosit, trombosit, bakteri ve timor
hiicrelerinin 6zgiil kiimelesmesi gibi biyolojik aktivitelere sahip oldugu bilinmektedir
[15]. Bu nedenle, baz1 bitki lektinlerinin farkli kanser hiicre tiplerine karsi, sahip oldugu
kendine 6zgli karakteristik 6zelliklerinden 6tiirli, normal ve degisime ugramis hiicreleri
ayirt edebilmektedir. Ayrica bazi lektin tipleri, tiimor hiicrelerinin, birlikte bulundugu
diger hiicrelerden ayirt edilerek izole edilmesinde kullanildigina dair literatiirde 6rnek

caligmalar da mevcuttur.



Tez calismasi kapsaminda, lektinlerin kanser hiicrelerini ayirt edebilme 6zelliginden
yararlanilarak, kriyojel temelli bir affinite sisteminin gelistirilmesi planlanmistir. Bu
amag dogrultusunda; degisen BSA konsantrasyonlarinda hazirladigimiz PHEMA temelli
kriyojel gruplarina, Concanavalin A (Con A) adl1 lektini baglanmig ve bunu takip eden in
vitro hiicre kiiltiirii caligmalari ile kriyojellerin, kanser hiicrelerini, bulunduklari ortamdan

tutuklayarak uzaklastirmasini saglayan bir sistemin gelistirilmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hidrojeller

Hidrofilik yapidaki jeller olan hidrojeller, en basit anlatimla, su ile sisen polimer ag
yapilaridir. Hidrojeller i¢in yapilan en yaygin tanim: “Bir veya birden fazla monomerin
basit reaksiyonu sonucunda olusan capraz bagli ve ii¢ boyutlu polimerik ag yapis1”
seklindedir. Hidrojeller, her ne kadar biinyesinde 6nemli miktarda suyu hapsederek sisme
ozelligine sahip olsalar da suda erimezler [16]. Ayrica hidrojellerin kimyasal yapilari,
mekanik kuvvetlerini belirlemenin yaninda, hiicre i¢i ve hiicre dis1 tasima 6zelliklerini

belirlemede etkin bir rol oynar [17].

Ideal bir hidrojel materyalinin, yiiksek absorbsiyon yani su tutma kapasitesine sahip
olmasinin yaninda, kullanim alanima bagl olarak arzu edilen absorbsiyon hizini da
gosterebilmesi beklenmektedir. Ayrica ucuz, mekanik olarak dayanikli, renksiz, kokusuz,
notral pH olmali ve toksik olmamalidir [18]. Fakat ne yazik ki, herhangi bir hidrojel
orneginin bu ideal 6zelliklerin hepsine ayn1 anda ve tam olarak sahip olmasi miimkiin
degildir. Bu yilizden degiskenlerin uygun bir dengeyi saglayacak sekilde optimize
edilmesi gerekir, fakat bu da oldukca zorlu bir siirectir. Bir 6rnek iizerinden agiklanacak
olursa; bir hidrojelin, ¢ok yiiksek oranda emici 6zellige sahip olmasi beklenirken ayni
zamanda absorbe ettigi soliisyonu da bilinyesinden salmaksizin hapsedebilmelidir. Oysa
ila¢ salim1 amaci ile kullanilan hidrojellerin gézenekli olmasi ve pH, 1s1 gibi uyarilara da

yanit vererek salim gerceklestirmesi gerekmektedir.

Porozite ve partikiil ag tipi, hidrojellerin simiflandirilmasinda 6nde gelen kriterlerden
ikisidir. Bu agidan bakildiginda, hidrojellerin gdzeneklerinin boyutlari, gerek kesintisiz
bir akima izin vermesi, gerek de biyomolekiiller ile etkilesimlerini miimkiin kilmasi
acisindan olduk¢a 6nem tasimaktadir [10]. Fakat hidrojellerin birbirleriyle baglantil
makrogdzeneklerinin olmamasi ve elastikiyetleri, onlarin bir¢ok farkli biyomedikal

alanda kullanimin1 engellemektedir [19].



2.2. Kriyojeller

Hidrojellerin alt sinift olan, kriyojellere duyulan ilgi 1980°1i yillarda artmaya baglamis
olup, o zamandan bu yana da kriyojeller sayesinde pek ¢ok farkli ¢alisma alaninda 6nemli
gelismeler saglanmistir. Asagidaki gorselde kriyojellerin, hidrojellere kiyasla sahip

olduklar1 avantajlar gosterilmistir (Sekil 2.1.).

Hidrojel Kriyojel

Elastikiyetleri daha fazla

Porlari daha genis

Mekanik olarak daha
dayanikl

Sekil 2.1. Kriyojellerin, hidrojellere karst sahip oldugu avantajlar [20,21].

Kriyojeller; birbirleri ile baglantili genis gézeneklere sahip, hidrofilik yapida, yiiksek su
tutma kapasitesine sahip, yumusak/elastik yapida, mekanik olarak dayanikli, sekil
hafizasina sahip olma 6zelliklerinin yani sira, yiiksek biyouyumluluklar ve ekstraseliiler
matriks (ECM) yapisina benzerlikleri nedeniyle de oldukg¢a genis bir uygulama alanina
sahiptirler [9, 20, 21]. Kriyojellerin bazi kullanim alanlar1 asagida sema haline

getirilmistir (Sekil 2.2.).
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Sekil 2.2. Kriyojellerin bazi kullanim alanlar1 [21].

2.2.1. Kriyojellerin Stmiflandirilmasi

2.2.1.1. Polimer kaynaklarina gore kriyojeller
Dogal ve sentetik polimerler kullanilarak sentezlenen kriyojeller olmak {izere ikiye

ayrilirlar. Cizelge 2.1.’de dogal ve sentetik polimerler ve kullanim alanlar1 6zetlenmistir.

2.2.1.1.1. Dogal polimerler ile sentezlenen kriyojeller

Bitkiler ve hayvanlar gibi dogal kaynaklardan elde edilen polimerler; biyouyumlu,
biyobozunur ve ekstraseliiler matriksi (ECM) taklit edebilme 6zelliklerinden o6tiirii doku
miihendisligi gibi alanlarda oldukca dikkat cekmektedir [22-26]. Jelatin, agaroz, pektin

caligmalarda siklikla kullanilan dogal polimerlere drnektir.



2.2.1.1.2. Sentetik polimerler ile sentezlenen kriyojeller

Dogal polimerlerin smirli kaynaklari, kolayca denatiire olabilmeleri, yetersiz mekanik
ozellikleri ve kontrol edilebilirliklerinin diisiik olmasi1 gibi kisithliklarin iistesinden
gelecek yeni materyal arayiglart baglamistir. Boylece 1960’11 yillardan itibaren, sentetik
polimerler ilgiyi iizerlerine ¢cekmeyi basarmistir [27-29]. Bu durum kriyojellerin tamamen
sentetik polimerlerle ya da dogal polimerlerle birlikte sentezlenebilmesini miimkiin
kilmigtir. Sentetik kriyojeller, ayarlanabilir fiziksel ve par¢alanma &zelliklerine sahip
olmalarmin yaninda, artan su tutma kapasitesileri ve yiiksek jel kuvvetine sahip olmalar1
sayesinde ortam sicakligindaki ani ve belirgin dalgalanmalara karsi da dayanikli
materyallerdir [30]. Bu sebeplerden 6tiirli biyomedikal alanda biiyiik bir ilgi gormiistiir.
Fakat kullanimlarina dair kisitliliklar mevcuttur. Bunlardan en bariz olant; biyoadeziv ve
biyoaktivite Ozelliklerinin olmayisi ve iskele amagli kullanimlarda doku reddi gibi
sorunlarla karsilagilma riskidir [31, 32]. Poli (2-hidroksietil-metakrilat) (PHEMA) ve Poli
etilen glikol diakrilat (PEGDA) calismalarda siklikla kullanilan sentetik polimerlere

Ornektir.



Cizelge 2.1. Dogal ve sentetik polimerler [22, 23, 33-49].

Polimer Tipi Temel Ozellikleri
IDogal Polimerler
Protein ve Peptit.
Temelli
ECMnin ana bilesenidir. ECMyi taklit edebilir, hiicre | Doku miihendisligi
Kolaien, ¢ogalmasini ve farklilagmasini uyarabilir. Asidik (kemik, sinir, kikirdak) ve
soliisyonlarda eriyebilir. Dogal olarak pargalanabilir. Yara ortiisii materyali
Denatiire bir kollajen analogudur. Kollajens kiyasla Doku miihendisligi
Jelatin diisiik maliyet, stabilite, etiyebilitlik, saflik, kararlilik | (kemik, kikirdak, kalp,
ve daha az immunoignik 6zellik gibi avantajlari cilt), Ilag salim sistemleri
vardir. ve Bivoreaktor.
Kandan elde edilen gtglog, bir iirtindiir. Yeni damar
. olusumu ve yara iyilestirmesinde faydal olabilen o .
Platelet Lizat énemli miktarda biiyiime faktorii ve sifkin,igerir. Yara ortiisii materyali
Hemostatik, ve antibakterivel 6zelliktedir.
o Ipek, esas olarak serisin ve fihrigin, materyallerini . . e
ipek Eibrigini, icerir. Kemik doku miihendisligi
Elastik, biyouymoaly, hiicrelerin tutuklanmasim Hiicre kiiltiirii, Molekiiler
Albumin, destekler nitelikte ve nispeten ucuz olmasi ile de biyoloji ve Saptama
tercih edilen bir materyaldir. teknikleri
Polisakkarit, Temelli
Lineer bir polisakkarittit. 65 santigrat derecenin Doku miihendisligi
Agaroz, tizerinde suda erir, 17-40 derece arasinda jellesebilir. (kikirdak, sinir) ve Ilag
Rivanyyimly, bir materyaldir. tagima materyali
Kalinlagtiric: ve jgllgstirici 6zelliklerinin yaninda ayn1 | Yara ortiisii materyali ve
Korragenan, zamanda aptinukrabiyal bir materyaldir. Kemik doku yenilenmesi
Kikirdak ECMCsinde bulunan glikozaminoglikenlarn | Doku miihendisligi
. analogudur, bu nedenle ECMyi, taklit edebilir. (kemik, sinir, cilt),
Kitosan, Yiiksek biyouyumbiluk ve absorbsiyon ozelliklerine | Affinite, sistemleri, Yara
sahiptir. Lizozomlar tarafindan kolayca pargalanabilir. | grtiisii ve Kontak lens
Suda eriyebilen, bakteriyel kokenli bir polisakkarittit. | Besin endiistrisi, Biyotip
Dekstran, Diger polimerler igin toksik.olmayan ozelliktedir. ve Nanotin,
Suda eriyebilen ve pek ¢ok bitkinin hiicre duvari Besi dilstrisi
Pektin yapisinda bulunan bir polisakkasitsic, Diistik toksisie, | oo oS P Y
ve yiiksek bivouxumbuliga.sahiptir. Biyomedikal
Glikezamin, Temelli
Eklem kikirdaginin 6nemli bir bileseni olup
e sikistirmaya direng 6zelliginin 6nemli miktarindan Kk . .
Kondroitin Siilfat sorumludur. Jelatin ve kitosan.gibi polimerlerle bir LA L
arada kullanilabilir.
Cilt ve goz lensindeki bag dokusunun ana Doku miihendisligi (sinir,
Hyaliironik Asit bilesenlerinden biridir. Yiiksek adsorbsiyon, Kalp, cilt, kemik,
kapasitesine sahip ve dayamklidir. kikirdak) ve Biyomedikal
Sentetik Polimerler
Yiiksek biyowosmlbik, maktogdzseneklere sahip Doku miihendisligi
PEGDA olma ve kuvvetli mekanik glasfisiftg nedeniyle enjekte | (kikirdak, kemik, cilt,
edilebilir uygulama sistemleri olarak uygundur sinir) ve Ilag tasima
Yiksek biyouyumluluk ve su tutabilme kapasitesine Dokn mihendiglisi
hiptir. Toksik ol snemli bi tajidir. iy
PHEMA Ugand olarak cesit molekiilerle | Galardak, kemik) ve
fonksivenlanduabilic O3uite sistemlerd




2.2.1.2. Polimerik iceriklerine gore kriyojeller

Homopolimerik (tek bir monomer tiiriinden iiretilen polimer agina sahip), Kopolimerik
(en az biri hidrofilik karakterde olan iki veya daha fazla farkli monomer tiiriinden tiretilen
polimer agina sahip) ve Multipolimerik (iki bagimsiz ¢apraz bagl sentetik veya dogal

polimer igeriginden iiretilen polimer agina sahip) kriyojeller olarak tige ayrilirlar [50-52].

2.2.1.3. Capraz baglanma tiiriine gore kriyojeller
Kimyasal capraz bagli ag yapisina sahip (kalic1 baglantilar iceren) ve Fiziksel ¢apraz bagh
ag yapisina sahip (gecici baglantilar igeren) kriyojeller olarak ikiye ayrilirlar [50].

2.2.1.3.1. Fiziksel ¢capraz baglanma

Hidrojen baglari, protein etkilesimleri, hidrofobik polisakkaritler, iyonik etkilesimler,
kristalizasyon gibi zayif etkilesimlerle olusturulurlar. Bu sekilde olusturulan polimer ag1
yapisi, tamamen fiziksel oldugu ig¢in, bu jeller geri doniisiimlidiir [53]. Fiziksel
kriyojellerin sentezi i¢in polimer se¢ciminde dikkat edilmesi gereken baglica kriterler:
Polimer ag yapisinin arasinda kurulacak kuvvetli fakat kovalent olmayan etkilesimler ve
onemli miktar su absorblayarak biinyesinde tutabilen, kararli yapida, 3 boyutlu hidrofilik

jel yapisiin olusturulabilmesidir [50].

Fiziksel kriyojellerin sentezinde, buz kristalleri olusumunu takiben fiziksel c¢apraz
baglanma veya oOnceden olusturulmus fiziksel c¢apraz bagli hidrojelin dondurulup
eritilmesi yontemlerine bagvurulur [10]. Her ne kadar kriyojel iskeleler, fiziksel ¢apraz
baglanma aracilif1 ile olusturulabilseler de, genellikle gbzenek boyutlar1 10 mikrondan
daha kiigiik olacagindan, bu sekilde sentezlenen jellerin doku miihendisliginde

kullanimlart sinirhidir.
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2.2.1.3.2. Kimyasal ¢capraz baglanma

Her ne kadar fiziksel ¢apraz baglanma, kriyojel {iretimi i¢in oldukg¢a basit ve hizli bir
islem olsa da, fiziksel kriyojellerin jel 6zellikleri zayif ve giivenilmez oldugundan bazi
kullanim kisithiliklar: vardir. Bunun aksine kimyasal ¢apraz bagl kriyojeller, genellikle
fiziksel olarak daha kararli olmalarmin yani sira, daha Ongoriilebilir 6zelliklere de

sahiptirler.

Mevcut olan farkli metodlarin arasindan, serbest polimer radikalizasyonu son yillarda en
cok dikkat ceken metoddur [54]. Bu yontem, Oncii polimer veya monomerlerin
reaksiyonuna yol agarak, buz kristallerinin ¢evresinde siirekli bir polimer ag1 gelisimini
saglayan serbest radikallerin olusturulmasini esas alir [ 10]. Foto-polimerizasyon bir diger
radikal polimerizasyon yolu ile kriyojel sentezi yontemidir. Bu yontemde, baslatici 1518a
maruz kaldiginda yapis1 bozulur [55]. Fakat kompleks ve zahmetli bir deney ortamina
ihtiya¢ duyulur, 6yle ki 0’1 altindaki sicakliklarda bir 151k kaynagi kullanmak gerekir.
Bu kisitliliktan 6tiirii olmalidir ki, bu yontem ile kriyojel sentezine dair literatiirde yeterli

miktarda dokiiman bulunmamaktadir [56].

Kimyasal capraz baglanma mekanizmasi i¢in bahsedilecek son yontem, Michael tip
reaksiyonlarini esas alir [57]. Bu yontem kullanilarak sentezlenen kriyojeller oldukca
elastik ve dayanikli olmalarimin yani sira, pH bagimli olarak sisip parcalanabilirler.
Ayrica farkli sicakliklarda depo ve salim amacgh kullanilabilirler [57-59]. Tim bu
ozellikler, bu kriyojelleri, doku miihendisligi ve ila¢ salim1 i¢in uygun secenekler haline

getirmektedir.

2.2.1.4. Fiziksel goriiniimlerine gore kriyojeller
Kriyojeller polimerizasyon ve sentezlenme siireglerine bagli olarak hedeflenen kullanim
alanlarma gore farkli sekil ve boyutlarda olusturulabilirler: Cubuk, matriks, film, disk,

mikrokiire bunlara 6rnektir.
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2.2.1.5. Mekanik ozelliklerine gore kriyojeller

Kriyojelin hedeflenen alanda kullaniminda mekanik 6zellikleri de biiyiilk 6nem tasir.
Ornegin; Doku miihendisligi uygulamalarinda iskele materyali olarak kullanilacak ideal
kriyojelin, sikistirict kuvvetlere karsi dayanikliliginin yiiksek olmasi arzu edilir.
Damarsal doku miihendisligi gibi alanlarda kriyojellerin elastikiyet 6zellikleri biiyiik

onem tasir [54].

2.2.2. Kriyojellerin Sentezi

Aslinda “kriyojel” kelimesinin bizzat kendi kokiine ve anlamina bakmak, bizlere
kriyojellerin sentezi hakkinda bir tanim sunabilmektedir. Oyle ki, “kryos” Yunanca’da
“donmus” anlamina gelirken, “jel” ise “yari-kat1 materyal olusturmada kullanilan madde”
anlammna gelmektedir. Yani kriyojeller, 0’ altindaki sicakliklarda, kontrollii
polimerizasyon yolu ile birbirleriyle baglantili makrogdzenekler agi olusturarak

sentezlenen jellerdir [16, 60, 61].

—~ |Capraz baglanan pollmerler‘ IBirbirleriyle baglantih makrogozenekler
. @ ‘ Buz kristalleri
Capraz / \
Baglayici 1 ‘ > < 2
— A ...
3 QU , .
Dondurma % Eritme
-18°C 25°C
(Oda sicakh)
— = Polimer

Sekil 2.3. Kriyojellerin sentezlenme basamaklar1 [61].

Makrogozenekli  kriyojellerin  farklt  teknikler kullanilarak sentezlenebilmeleri
miimkiindiir. Bunlar arasinda en sik kullanilanlar: Gaz Kopiirtme, Tuz/Gozenek
Olusturucu, Dondurma-Kurutma, Dondurma-Eritme teknikleridir. Bu teknikler, agagida

verilen Cizelge 2.2.’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.2. Kriyojel Sentezi Teknikleri [43, 62-66].

Kriyojel

Sentezleme

Teknikleri

Genel Bilgi

- Makrogozenekli jellerin tiretiminde kullanilan yontemlerden biridir.

Gaz - Yontem, gaz baloncuklari etrafinda polimer ag1 olusturulmasina dayanar.

Kopiirtme - En sik kullanilan gaz olusturan ajan, asidik ortamda karbondioksit olusumunu
saglayan, sodyum bikarbonattir.

Teknigi SHyam, SOYH
- Bu yontemin kisithiligi; kontrolsiiz, diizensiz ve birbirleri ile baglantilar1 zayif
gozenekler olusturmasidir.

. - Gerek basitligi gerek de diisiik maliyetli olusu nedeniyle iskele hazirlamada

Tuz/Gozenek . o
yaygin olarak kullanilan yontemlerden biridir.

Olusturucu - Yontem, uygun bir ¢oziiciiye daldirilarak ¢ozdiiriilen tuz partikiillerinin ve

Teknik polimerik mikrokiirelerin, mikro veya makro boyuttaki gdzenekli ag yapisinin
olusturulmasina dayanir.

- Yontem, onceden olusturulmus hidrojele, birden fazla dondurma-kurutma
dongtisii uygulanmasina dayanir.

Dondurma- 5 : L
- Dondurulma sicakliklari, gézeneklerin boyut ve seklini belirlemede biiyiik 6nem

Kllrlltma tasn‘.

Teknigi - Bu yontem ile olusturulan kriyojeller, genellikle katidir, mekanik olarak zayif
olmasinin yaninda sekil degistirememekte ve yapisal biitiinliigiinii de kolayca
kaybedebilmektedir.

- Yontem, baslangigtaki ¢ozelti karigimi 6nce dondurulup ardindan olusan ¢oziicii
kristallerin eritilmesine dayanir. Bu yontem ile olusturulan ¢apraz bagl polimer
duvarlan sayesinde bu islemin sonucunda, elastik ve sekil hafizasina sahip siinger
benzeri yapidaki kriyojeller olusturulur. Formiilasyonu iyi ayarlanabilirse bu
kriyojeller, herhangi bir kalic1 hasara ugramaksizin biiyiik hacimsel
deformasyonlara kars1 oldukca dayaniklidirlar. Bu 6zellikleri sayesinde de enjekte

Dondurma- | ¢dilebilmeleri miimkiindiir.

Eritme - Bir bagka dondurma-eritme yontemi, her bir dondurma basamagindan sonra
yiiksek ve diisiik sicakliklarin tekrarlanmasini esas alan dongiisel kriyojelasyondur.

Teknikleri

Bu yontemde her bir dongii, polimer agi1 igerinde hidrojen baglarinin artisina neden
olmasinin sonucunda, mekanik olarak daha kuvvetli, 1s1 iletebilen, homojen polimer
agia sahip kriyojeller olusturulabilmesini miimkiin kilar.

- Son dondurma-ertime yontemi ise, kriyojelasyon i¢inde kriyojelasyon teknigi olup
onceden olusturulan kriyojel materyalinin gdzenekleri igerisinde kriyojelasyonun
gergeklestirilmesini esas alir. Bu yontemin kullanilmasi sonucunda ise, mekanik
olarak daha kuvvetli kriyojeller tiretilebilmektedir.
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Kriyojelasyon, jel soliisyonun dondurulduktan sonra ¢oziicii kristallerin eritilme veya
kurutulma yollari ile ayristirilmasi islemini tarif eder. Kriyojelasyon islemi (0’1n altindaki
sicakliklarda jellesme) i¢in ¢oziicii kristaller kullanilir ve bu donmus kristallerin
cozlinmesiyle genis ve birbirleriyle baglantili genis gdzenekler olusur. Diger sentez
yontemleri ile kiyaslandigi takdirde kriyojelasyon, farkli 6zellikteki kriyojel
materyallerin sentezine olanak saglayan kolay, zaman ve kaynaklarin kullanim1 agisindan
da oldukg¢a avantajli bir yontemdir [67]. Gozenek boyutlar1 ve aralarindaki baglantilar,
ozellikle doku miihendisliginde kriyojellerin kullanim1 agisindan 6nemli iki 6zelliktir. Bu
ozellikler; jelden, metabolit ve oksijen transportunu kolaylastirirken, hiicrelerin jel

materyale yerlesmesini ve kan damarlarinin olusumunu da destekler [54, 65, 68].

Dahasi, kriyojelin sentezlenme asamasinda, bazi parametreler degistirilerek kriyojellere
farkl1 6zellikler kazandirilabilmesi de miimkiindiir. Ornegin: Capraz baglama teknikleri
degistirilerek jelin gbézenek yapilari, baslangic polimer soliisyonu degistirilerek jelin
gozenek boyut ve baglantilari, kriyojelasyon sicakligi degistirilerek jelin gdzenek
boyutlari, dagilimi, oryantasyonu, goézeneklerin birbirleriyle baglantilar1 ve duvar
yapilari, polimer molekiil agirliginin viskoziteye etkisinden 6tiirii, degistirilmesi ile jelin
fiziksel ozellikleri, kriyokonsantrasyonun degistirilmesi ile jelin fiziksel 6zellikleri,
sogutma hiz1 degistirilerek jelin gézenek boyutlar1 ve dagilimi gibi degiskenler sayesinde
kriyojeller, hedeflenen alana ve kullanima uygun modifiye edilebilmektedirler [54, 69-
75]. Yukarida bahsedilen degiskenlerin, kriyojeller iizerindeki etkileri, Cizelge 2.3.’te

Ozetlenmektedir.

Kriyojelasyon tekniklerinin bir diger gelecek vaad eden dnemli 6zelligi ise, bu sekilde
sentezlenen iskelelerin, 64 mm? hacmine kadar standart bir siringadan enjeksiyonunun
miimkiin olmasidir. Tiim bu nedenler, kriyojelasyon teknigini, pek ¢ok biyomedikal
uygulama i¢in siklikla tercih edilen bir sentez teknigi kilmaktadir [10].
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Cizelge 2.3. Kriyojellerin sentez kosullarinda yapilan degisiklikler ve bunlarin
kriyojeller iizerindeki etkisi [54, 69-75].

Degiskenler

Capraz baglama teknigi

Kriyojellere Etkisi

Fiziksel ¢apraz baglantilar, ¢cok biiyiik olmayan ve
yiiksek erime hiziyla ters orantili olan gézeneklere
sahip jeller olusturur.

Kimyasal ¢apraz baglantilar, oldukca genis gézenekli

fakat potansiyel sitotoksisiteye sahip jeller olusturur.

Baslangic polimer soliisyonu

Coziiciiniin kompozisyonu degistirilebilir. Suyun
yaninda farkli ¢oziiciiler veya az miktarda tuz
eklenerek sollisyonun donma noktasi ayarlanabilir.

Polimerin tipi degistirilebilir.

Kriyojelasyon sicakhgi

Kriyojelasyon sicaklig1 arttirilirsa; gdzenek boyutu,
gozeneklerin duvar kalinligi ve yogunlugu artar.
Kriyojelasyon sicaklig1 azaltilirsa; gozenek boyutu,

gozeneklerin duvar kalinlig1 ve yogunlugu azalir.

Polimerin molekiil agirhig:

Polimer molekiil agirlig arttirilirsa; soliisyondaki
serbest su igerigi azalacagindan daha kalin duvarli, sert
ve kiiclik gozenek yapisina sahip bir jel olusumu
gozlenecektir.

Polimer molekiil agirlig1 azaltilirsa; soliisyondaki
serbest su igerigi artacagindan daha esnek ve biiyiik

gbzenek yapisina sahip bir jel olusumu gozlenecektir.

Kriyokonsantrasyon

Kriyokonsantrasyon arttirilirsa; elastisite artar.

Kriyokonsantrasyon azaltilirsa; jelasyon zamani uzar.

Sogutma hiz

Sogutma hiz1 arttirilirsa; polimerizasyon, porojen ya da
buz kristali heniiz yokken ya da yetersizken
gerceklesecegi icin gozenek boyutlart azalacaktir.
Sogulma hiz1 azaltilirsa; daha biiylik porojen yani buz
kristali olusumunu saglayarak daha genis ve birbirleri
ile baglantili gézenekler ve elastik bir jel yapisi

olusacaktir.
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2.3. PHEMA temelli kriyojeller

PHEMA kriyojeller, 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) monomerinin ¢apraz baglanmasi
yolu ile elde edilen sentetik polimer temelli materyallerdir. Elastik olmasinin yaninda
mekanik olarak da saglam olusu, yiiksek miktarda suyu biinyesinde hapsederek
sisebilmesi, biyouyumlu ve kararli yapida olmasi sebebiyle biyomedikal alan basta olmak
iizere (Ornegin; kontakt lens, kontrollii ilag salimi, estetik cerrahi operasyonlari, dis
implant1) pek ¢ok alanda tercih edilen bir materyaldir [76-78]. Literatirde, PHEMA
kriyojellerin, birbiri ile baglantili genis gozenekleri ve ince polimer duvarli elastik yapisi
sayesinde, kan hiicrelerinin ve kan proteinlerinin kolayca ge¢isine izin veren bir malzeme
olduguna ve ligand olarak kullanilan ¢esitli molekiillerle fonksiyonlandirilarak kandaki
cesitli maddelerin kandan izole edilmesi amaciyla kullanildigina dair pek ¢ok ¢aligmaya
rastlamak miimkiindiir [79]. Ornegin; Insan plazmasindan bilirubinin adsorbe edilerek
temizlenmesinde [11], yine insan plazmasindan immunoglobulin G’nin ayristirilmasinda,

PHEMA kriyojeller basartyla kullanilmistir [12].

2.4.  Albiimin temelli kriyojeller

Alblimin, esas olarak karacigerde hepatositler tarafindan sentezlenen endojen bir
proteindir. 585 amino asitten olusur. Molekiil agirligi 60.4 kDa’dir. Albiimin, viicutta
olduk¢a kararli bir molekiildiir. Ciinkii metabolize olmaz, immiinojenik degildir ve
bobrek glomeriillerinden de ¢ok az siiziiliir. Bu sayede, albiimin, 19 giin gibi bir yarilanma
omriine sahip olup diger 6nemli proteinleri, hormonlari, metal iyonlarini, nanopartikiilleri

ve ilaglart stabilize edebilme 6zelligine sahip olan ¢ekici bir biyomateryaldir [80].

Biyomedikal arastirmalarda albiimin temelli jellerin kullanimi gittik¢e artmaktadir. Dogal
bir polimer olan albiimin kullanilarak sentezlenen, alblimin temelli jeller ile yapilmis
caligmalarin 6nemli bir kisminda s1gir serum albiimini (BSA) kullanilmaktadir [81]. BSA,
s18ir kanindan elde edilen bir plazma proteini olup c¢esitli enzimlerin stabilizatorii olarak
etki etmektedir. Bu 6zelligi sayesinde hiicre kiiltiirli, molekiiler biyoloji ve saptama
teknikleri gibi alanlarda kullanilmistir [82-85]. Ayrica BSA igeren jeller, oldukga elastik
oluslarinin yaninda, biyouyumlu, hiicrelerin tutuklanmasini destekler nitelikte ve

nispeten ucuz olmasi ile de tercih edilebilir bir materyaldir.
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2.5. Biyoayrim araci olarak kriyojeller

Tip, biyoteknoloji, molekiiler biyoloji ve biyokimya gibi pek ¢cok alanda biyomolekiillerin
ayristirilmasi adina etkili, giivenilir ve maliyet-etkin teknolojilere ihtiya¢ duyulmaktadir.
Kriyojeller sergiledikleri yiiksek kararliliklari, genis ve birbirleri ile baglantili
gozenekleri ile iistiin transport potansiyeline sahiptirler [19]. Simdiye kadar saglanan
ilerlemeler, kriyojelleri, ticari olarak kullanilabilir hale getirmis ve ona aktif calisma
alanlar1 saglamistir. Ornegin; affinite kromatografi ve molekiiler isaretleme gibi
alanlarda, kriyojellerin; nanopartikiilleri (plazmitleri, hiicre organellerini, viriisleri) ve
mikropartikiilleri (proteinleri, bakteriyel hiicreleri, memeli hiicrelerini) iceren oldukca
genis bir biyomolekiil spektrumunu ayristirmada kullanim potansiyelleri tasidiklari

bilinmektedir [86].

2.6. Kromatografi

1903°te botanik alaninda ¢alisan Mikhail Tsvet adli bilim insan1 tarafindan gelistirilen,
“renk” anlamina gelen “chroma” ve “yazmak” anlamina gelen “graphein” kelimelerinin
birlesiminden olusan kromatografi, ilk olarak renkli bitki pigmentlerini ayirmak amaciyla
kullanilmistir. Ardindan hedeflenen Ornegin saflastirilmasina ve analizine olanak
sagladig1 kesfedilerek biyokimya alaninda, biyomolekiilleri ayristirma amaciyla yaygin

olarak kullanilan tekniklerinden biri olmustur [87].

Kromatografi, biyoayrim amaci ile gozenekli partikiiller iceren ve duragan fazi kullanan
bir teknik olup, farkl: hiicre molekiillerin ortamdan ayristirilmasi amaci ile kullaniminin
pek ¢ok avantaji vardir [88]. Fakat bu teknik, icerdigi bazi kisithiliklardan 6tiirti sahip
oldugu potansiyele ragmen, genis bir kullanim alan1 bulamamistir. S6z konusu
kisitliliklardan bazilari: Etkin bir kromatografik ayristirma islemi i¢in gerekli 6zelliklere
sahip adsorbanlarin yoklugu; Molekiillerin, gozenekler igerisine difiize olmasiyla,
ortamin difiizyon direnci gostermeye baslamasi ve buna bagli diisen ayrigtirma hizi;
Partikiiller aras1 bosluklarin ayristirma etkinligini azaltmasidir [60, 89]. Cizelge 2.4.’te
baz1 kromatografik teknikler, onlarmm kullanim avantaj ve dezavantalar1 kisaca

Ozetlenmistir.
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Cizelge 2.4. Kromatografik tekniklerin bazi avantaj ve dezavantajlari [90, 91].

- Yiiksek secicilik
Affinite i¢in - Yiiksek
Affinite Kolon - Maliyetli olabilen
) . ligand saflastirma .
Kromatografisi ~Kromatografisi ligandlar
kullanimi kapasitesi
- Hizh ayrim
- Tampona ihtiyag
duyar
Elektrostatik - Diisiik maliyet - Yalmzca yiiklii
fyon Degisim Kolon baglantilara - Gérece yiiksek molekiilleri
Kromatografisi Kromatografisi  bagh degisen saflastirma ayirabilir
pH kapasitesi - Tekrar
kullanimlarda
kisithiliklar olabilir
- Molekiillerde
bozunma ya da
degisiklige neden
Kolon olmaz - Yavas ayrim
Jel Filtrasyon ~ Boyut
Kromatografisi - Biiyiik - Diisiik hassashik
miktarlarda
karigimla
calisilabilir
- Diisiik hassaslik
. - Diisiik maliyetli
Ince Tabaka Diizlemsel Polariteye bagh Kol Srmek - Kiigiik miktarda
Kromatografisi ~ Kromatografi  adsorbsiyon - oy orme karisimla
hazirlanimi
caligilabilir
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2.6.1. Kromatografik alanda kriyojellerin kullaniminin avantajlari

Kriyojeller, 10 ile 100 mikron arasinda degisen gézenek boyutlarina sahiptirler, bu da
diger jellere kiyasla 100 ile 1000 kat daha genis bir boyut anlamina gelmektedir [92]. Bu
nedenle kriyojellerin makrogdzenekli yapida olduklarini belirtmek miimkiindiir. Bu genis
gozenek boyutlarindan 6tiirti, kriyojeller; plazma, kan, hayvan ve bitki oziitleri gibi saf
olmayan viskoz materyallerle de g¢alisilma potansiyeline sahiptir [31, 93, 94]. Oysa
geleneksel kromatografi ortamlarinin, bu gibi viskoz ortamlarla, yiiksek basin¢ olmadan

veya tikanmadan ¢alismalar1 beklenemez.

Kriyojellerin, kromatografik alandaki kullanimlar1 ile ilgili olarak diger Onemli
avantajlari ise, oldukca elastik ve sikistirilabilir olmalaridir. Bu durum, yiiksek akim hizi
ve diislik basing altinda, laboratuvar iglemlerinin daha kisa siirede gerceklestirilmesine
olanak saglamaktadir: Oyle ki kriyojeller sikistirildiginda gdzenekler acik kalacagindan
geriye dogru basing olusumunu engellenmektedir [70]. Yapilan bir c¢aligmada
poliakrilamid kriyojelin %60 oraninda sikistirilincaya dek ¢ok kiigiik bir deformasyon
gosterdigi, oysa ki klasik poliakrilamid hidrojelin %30’un altinda bile deformasyona
ugradigr goriilmiistiir [10]. Yine ayni calismada, poliakrilamid kriyojelin %50-60
oraninda sikistirilincaya kadar geriye dogru yansiyan bir basing artisinin olusmadigi

gorilmiistiir.

Daha 6ncede bahsedildigi tlizere, kriyojellerin, polimerlerinin hidrofilik 6zelliklerinden
otiirii, kimyasal olarak kararli olma 6zellikleri sayesinde de istenmeyen etkilesimlerin

gerceklesme olasilig diistiktiir [93].

Kriyojellerin gozenek duvarlarindaki yiiksek polimer konsantrasyonlari, onlar1 mekanik
olarak daha kuvvetli kilmaktadir [94]. Bu siirecin isleyisi: Kriyojelasyon sirasinda
porojenin (¢o6ziicii olan suyun) donmasi ile polimerin gozeneklerin duvarlarina dogru
itilmesi seklindedir. Boylece gézenek duvarlarindaki polimer konsantrasyonun artmasi

ile dogru orantili olarak, mekanik kuvvet de artmis olmaktadir [95].
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Buna ek olarak, kromatografik ortamlar i¢in gdzenekli yap1 ne kadar fazla ise gdzenek
duvarlarindaki ylizey alani da o kadar artacagi bilinmektedir. Normal sartlarda kriyojeller,
0,9’a kadar gozeneklilige sahip olabileceklerinden, fonksiyonel liganlarla etkilesimleri ve
hedef molekiillerin absorbsiyonunu gerceklestirmeleri i¢in sinirli bir yiizey alam
mevcuttur [92, 96]. Bu nedenle, kriyojellerin hidrodinamik 6zellikleri degistirilmeksizin,
fonksiyonel yiizey alanimi arttirabimek adina, ideal bir soliisyonun hazirlanmasi biiyiik
onem tasimaktadir [97-100]. Boylelikle kriyojellerin, hedef molekiillere baglanma
kapasiteleri de belirgin derecede arttirilmig olacaktir. Kriyojeller, yapilarinda herhangi bir
bozulma olmaksizin kurutularak saklanabilmektedirler. Ustelik tekrar kullanimlar igin
zahmetli protokoller gerektirmeksizin, yalnizca kriyojellere su emdirilerek sisirilmesi
yeterlidir [95]. Ayrica kriyojeller, yeniden kullanima da uygun materyallerdir [93]. Baz1
caligmalar gostermektedir ki, art arda 10 kez adsorbsiyon-desorbsiyon dongiisiinden
sonra bile kriyojellerin adsorbsiyon kapasitesinde herhangi bir kayip yasanmamaktadir

[39, 98, 99, 101].

2.6.2. Kromatografik uygulamalar icin kriyojellerin fonksiyonlandirilmasi

Kriyojeller, kimyasal olarak kararli ve inert olduklari i¢in 6zel kromatografik kullanimlar
icin fonksiyonel hale getirilmeleri sarttir [96]. Bu amag ile genellikle, iki yontem
kullanilmaktadir: Bunlardan ilki, ligandin fiziksel olarak hapsedilmesi iken; diger yontem
ise, ligandin, kriyojele (kimyasal olarak eklenmesi) kovalent olarak baglanmasi yani

immobilizasyonudur [93].

Fiziksel yéntemin baz1 kisithiliklar1 mevcuttur: Oncelikle kriyojelasyon i¢in uygun olan
siirli sayida fonksiyonel monomer mevcut oldugunu belirtmek gerekir. Ek olarak, bu
yontemle hazirlanan yiiksek konsantrasyonlardaki fonksiyonel monomerlerin, elastik
olmayan yani kirilgan yapida kriyojellerin olusumuna neden oldugu da bilinmektedir.
Yontemle iligkili son kisithilik ise, siv1, kriyojelden gegerken yani mobil fazda iken, tim

fonksiyonel gruplar ulagilabilir durumda olamamaktadir [95].
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2.7.  Affinite kromatografisi

Herhangi bir biyospesfik veya affinite temelli ayristirmanin temel konsepti, adsorban
yiizeye, hedeflenen molekiiliin, proteinin veya hiicrenin adsrobsiyonu i¢in bir biyolojik
reseptor ile onun tamamlayict ligandinin etkilesimini kullanmaktir [102]. Ardindan,
baglanma gerceklestikten sonra yikama islemi yapilarak, baglanmamus, spesifik olmayan
kisimlar uzaklagtirilmaktadir [103]. Boylece hedefe yonelik, segici bir saflagtirma

gerceklestirilmektedir. Bahsedilen asamalar Sekil 2.4.’te gdsterilmektedir.
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Sekil 2.4. Affinite kromatografisi [103].
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Bu ayristirmanin performasi tipik olarak {i¢ parametre tarafindan belirlenmekte olup,
bunlar: Belli bir zamanda ne kadar fazla sayida hedef molekiiliin ayristirilabildigi,
ayristirma sonrasi elde edilen 6rnekte hedef molekiiliin oran1 ve baslangic 6rneginde
mevcut olan hedef molekiile kiyasla, ayrigtirma sonrasi elde edilen hedef molekiiliin orani

seklindedir [104].

Affinite temelli ayrigtirma sistemlerinin ¢gogunda, hedef molekiillerin sistem tarafindan
adsorbe edilmesinin ardindan, eliisyonu i¢in iki ana yaklagim mevcuttur. Biyospesifik
elisyonda; tutuklanan hedef molekiilii serbestlestirmek adina, yarismaci bir serbest ligand
kullanilmaktadir. (Cizelge 2.5.’te bu amagla kullanilan bazi ligandlar ve hedef molekiiller
verilmistir.) Biyospesifik olmayan eliisyonda ise; biyospesifik etkilesimi bozmak amaci
ile ortam kosullarinin degistirilmekte ve bu amagla degisen tuz konsantrasyonlari, pH ve

1sidan yararlanilmaktadir [102].

Cizelge 2.5. Affinite temelli ayristirma sistemlerinde kullanilan ligandlar ve hedef

molekiilleri [102, 103].

Ligandlar Hedef Molekiilleri
Lektinler Glikanlar, hiicre ylizey proteinleri
Protein Antikorlar
Antikorlar Antijenler, viriisler, hiicreler
Enzim Substrat, inhibitor
Hormon ve Vitaminler Tastyan proteinler, reseptorler
Sekerler Lektinler, enzimler
Hiicre Lektinler, hiicre ylizeyi spesifik proteinler
Niikleik Asit Tamamlayici sekanslar
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2.7.1. Affinite kromatografisi ile protein ayristirma uygulamalar:

Kriyojelleri kullanarak protein ve peptitleri ayristirmak amaci ile bazi metodlar
gelistirilmistir. Fakat, anlasilmistir ki, kriyojellerin fonksiyonlandirilmasi, yiiksek
ayristirma verimliligine ulasmak i¢in izlenecek en uygun yoldur. Bu amagcla, affinite
kromatografisi gibi kriyojel fonksiyonelizasyonu temeline dayanan farkli yaklasimlar,

etkin protein saflagtirmasi amaci ile kullanilabilir.

Affinite kromatografisi, ilgi duyulan hedef biyomolekiilleri (protein, niikleik asit),
adsorbe edecek gozenekli bir destek yardimiyla (kriyojel) ve ligandin immobilizasyonu

yolu ile selektif bir sekilde izole etmektedir [105].

Affinite kromatografisinde yaygin olarak kullanilan peptit ligandlar ile yapilan islemlerin
komplike olmasinin yaninda maliyetinin de yiiksek olmasi, bilim insanlarini yeni
alternatifler aramaya sevk etmistir. Bu amacla bulunan alternatiflerden biri de, hedef
proteine selektif olarak baglanmak icin iiretilen bakteriyofajlar olmustur. Fakat
bakteriyofajlarin, biiyiik boyutlar1 (1 mikron) nedeniyle, standart geleneksel ortamlarda
immobilize edilememeleri de bir baska problem olmustur. Tiim bu problemleri ¢6zmek
adina, literatiirde kriyojellere basvuruldugu goriilmektedir [106]. Kriyojel temelli affinite
ortamlari, gerek maliyeti daha diisiik, gerek de daha basit bir yaklasim oluslarindan 6tiirii
tercih edilir hale gelmistir. Bu durumu bir 6rnek iizerinden agiklayacak olursak: Saf
immunoglobulin G (Ig), cesitli tanisal ve tedavi edici islemler icin ihtiya¢ duyulan bir
ajandir. Insan plazmasindan Ig saflastirilmasi, ticari olarak etanol kullanilarak
gerceklestirilmektedir. Fakat bunun selektivitesinin diisiik olmast ile birlikte
denatiirasyona da neden olmasi s6z konusudur [107]. Buna alternatif bir metod olarak,
yapilan ¢aligmada, protein A’y1 PHEMA kriyojele, kovalent bag ile baglayarak %85 gibi
cok daha ytiksek bir adsorbsiyon kapasitesine ulasmay1 basarmislardir [12].
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2.7.2. Affinite kromatografisi ile hiicre ayristirma uygulamalar

Hiicre tanimlama ve simiflandirma uygulamalariin biiyilik bir 6neme sahip olmasindan
otiirii; ayrigtirma teknolojilerinin gelisimi; kok hiicre, antijen-spesifik B ve T hiicreleri ve
az sayida bulunan dolasan tiimor hiicreleri (DTH) gibi nadir bulunan hiicrelerin
ayristirllmasina yonelik metodlara odaklanmistir [108, 109]. Aslinda bu olduk¢a zor bir
islemdir. Ciinkii ayristirilmak istenen hedef hiicreler, bulunduklar1 ortamlarda milyonda
birden bile daha seyrek oranlarda bulunmaktadirlar [110]. Ornegin; herhangi bir antijene

spesifik olan B hiicrelerinin siklig1 genellikle %1°den daha azdir [111].

Hiicre ayristirma teknolojileri; hedeflenen belirli bir hiicre popiilasyonunun, analiz ve
cogaltilmasina olanak saglayan, hiicre biyolojisi, immiinoloji, kok hiicre aragtirmalar1 ve
kanser aragtirmalar1 gibi yeni ve etkili klinik tan1 ve tedavi yontemlerine ihtiya¢ duyan,
oldukg¢a genis bir ¢alisma alaninda kullanim potansiyeli tasiyan metodlardir [112-115].
Ornekler iizerinden anlatilacak olursak: Dogum oncesi donemde, bebek ile iliskili gesitli
tanilarin konabilmesi, anne kanindaki fotal hiicrelerin izole edilerek {izerinde ¢alisilabilir
hale gelebilmesi ile miimkiin olacaktir [116]. Ayrica, kok hiicreleri, kendi kendini
yenileyebilme ve farklilagsabilme kapasitelerinden otiirii, ¢esitli kan hastaliklarinin ve
immiin yetmezlik durumlarinin tedavisinde gelecek vaat etmektedirler [117, 118]. Tam
da bu nedenden otiirli, hiicresel tedavilerde kok hiicrelerin ayristirilabilmesi oldukca
onemlidir. Bunun yani sira, kanser hastalarindan elde edilen normal hiicrelerin, malign
yani kotil seyirli timor hiicrelerden ayrigtirilmasi ve karakterizasyonu da olduk¢a 6nemli
bir ihtiyagtir [119]. Biyomedikal ve immiinolojinin haricinde, hiicre ayrigtirmasi
tekniklerinin kullanilabilecegi bir baska alan da, farkli yiyecek orneklerinden ve klinik
veya cevresel mikrobiyoloji Orneklerinden, hastalik yapict mikroorganizma ve

parazitlerin izolasyonu ve saptanmasidir [120].

Simdiye kadar mevcut olan hiicre ayristirma metodlarimin iki ana grup altinda
smiflandirilabilmesi miimkiindiir. Bunlar: Fiziksel 6zelliklere dayali hiicre ayristirma

metodlar1 ve Affinite temelli hiicre ayristirma metodlaridir.

Fiziksel oOzelliklere dayali hiicre ayrigtirma; sekil, boyut, yogunluk farkliliklar1 gibi

fiziksel kriterlere dayali ayristirma yapan, filtrasyon ve santriflij tekniklerini iceren
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metodlardir [60]. Boyut temelli hiicre ayrigtirma metodlarinda, tanimlanmis araliktaki
gozenek capina sahip olan materyaller kullanilmaktadir. Boylece sadece tekli hiicrelerin
gegmesine izin verdigi i¢in, dokulardan ayrilan hiicre kiimelerini uzaklagtirarak,
hiicrelerin ve organellerin izolasyonuna izin verdikleri i¢in on filtreler olarak
kullanilabilmektedir. Santrifiij yOntemi ise, biyopartikiillerin ayristirilmas: amaciyla
yogunluk gradiyentini kullanmaktadir [121, 122]. Boylece hiicrelerin biitlinliiglinii
koruyacak sekilde uygun pH ve ozmolalite kolaylikla ayaralanabilmektedir. Kan 6rnegi
gibi 6rnekler ile santrifiij yontemi ile ¢alisildiginda, diisiik yogunluklu hiicrelerin, yiiksek
yogunluklu hiicrelerden ayrigtirilabilmesi miimkiindiir [123]. Yogunluk temelli hiicre
ayristirma metodlarinda ise, oldukga seyrek bulunan hiicre alt tiplerinin, affinite teknikleri
ile ayristirilma islemi 6ncesi, 6rnegin kiiciiltiilmesi (debulking) amaciyla bir 6n islem

olarak siklikla yararlanilmaktadir.

Ideal bir hiicre ayristirma metodunun; miimkiin oldugunca yumusak olmasi, etkilesime
girebilecek maddelerin kullanimindan kag¢inmasi ve en 6nemlisi, hiicre fonksiyonlarinda
herhangi bir kayip olmaksizin ¢ok yiiksek bir saflik elde edilmesi beklenmektedir. Buna
ulagmak i¢in, hiicre yiizeyindeki molekiilleri hedef alan affinite temelli bir yaklagim
oldukeca 1ilgi cekicidir. Affinite temelli hiicre ayristirmast metodlari; biyofiziksel ve
biyokimyasal hiicre yiizey ozellikleri farkliliklarina dayali ayrigtirma yapmaktadir [124-
127]. Affinite temelli metodlar, olduk¢a seyrek bulunan hiicre popiilasyonlarinin
izolasyonu i¢in siklikla kullanilmaktadir. Bu amagla, farkli hiicre yiizey antijenlerine
kars1 gelistirilen antikorlarin kullanimima dayanmaktadir. Ornegin; CD34 antijeni, insan
hematopoietik kok hiicrelerinin ve endotelyal hiicrelerinin bir¢ogunda eksprese olan bir
transmembran glikoprotein olup, olgun kan hiicreleri ve tiimor hiicrelerinin ¢ogunda
bulunmamaktadir. Bu nedenle, hematopoietik kok hiicrelerinin zenginlestirilmesinde,
yiizey CD34 antijenlerine karsi gelistirilmis antikorlarin kullanildig1 calismalara
literatiirde rastlamak miimkiindiir. Floresan ile aktive edilmis hiicre ayristirilmasi (FACS)
ve manyetik kiirecik ayristirma affinite metoduna Ornektir. Fakat, ne yazik ki, bu

yaklagimlar, uzun zaman alan ve maliyetli yaklagimlardir [128].
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Tanisal, biyoteknolojik ve biyomedikal uygulamalar icin saf hiicre popiilasyonlarini elde
etme amaciyla etkin bir kromatografik hiicre ayristirma isleminde; hiicrelerin genis
boyutlari, difiizyon ozelliklerinin kisithiligi, kompleks ylizey yapilar1 ve kimyast goz
onlinde bulundurulmali ve maliyeti diisiik, arastirmacilar i¢in erisilebilir nitelikteki
tekniklerle hedef hiicrelerin ayristirilabilmesi gerekmektedir. Hiicreleri alt tiplerine gore
ayrrmak icin kullanilabilecek etkili metodlara gittikce daha fazla ihtiya¢ duyulmasina
ragmen, var olan tekniklerin hicbiri arzu edilen diizeyde performans sergilemeyi
basaramamaktadir: Geleneksel teknikler, mikro-filtrasyon, ultra-filtrasyon ve ultra-
santrifiij diisiik spesifiteye sahiptir [113-115]. Manyetik kiirecik ayristirma teknolojisi,
hiicre biyolojisi ve tibbi mikrobiyoloji alanlarinda ilgi ¢ekici bir teknik olmasina ragmen,
spesifik olmayan hiicre-yiizey etkilesimleri ve geri doniigiimsiiz hiicre adrobsiyonu gibi
kisithiliklart mevcuttur [115]. Hedef hiicrelerin immiinofloresan ile isaretlenmesine
dayanan akis sitometrisi, dogrulugu yiiksek olmakla birlikte, maliyetli ve goérece hizli
sonu¢ vermeyen bir tekniktir [60]. Makrogozenekli kiirecikler, akimin %95 kadarinin
kiireciklerin etrafindaki bosluklardan ge¢mesi ve kiirecik ylizeylerine baglanan
hiicrelerin, gozeneklerin igerisine girememesi (penetre olamamasi) gibi diflizyonel

kisitliliklarindan 6tiirii ideal bir sistem olmaktan uzaktir [129, 130].

Su ana kadar bahsedilen tiim bu metodlara alternatif bir yol ise; 10-100 um genisliginde,
birbirleriyle  baglantili  makrogézenekler iceren kromatografik  matrikslerin
gelistirilmesidir. Boylelikle hiicreler, monolitik kolonlardan gegebileceklerdir. En
onemlisi de, hiicre ayristirilmast amaci ile kromatografik metodlarin kullanmanin
karsisindaki ana kisithiliklar olan; partikiillii materyal tarafindan kolonlarin tikanmasi ve
biyopartikiillerin diisiik difiizyon kapasitesi gibi problemlerin, monolitik makrogozenekli

kolonlarin kullanimi ile listesinden gelinmis olacaktir.
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Affinite kromatografisi ile hiicre ayristirma; maliyet-etkin, etkili ve ayarlanabilir bir
hiicre ayristirma metodudur. Daha 6nce de bahsedildigi gibi, sistemin etkin bir sekilde
kullanilabilmesi adina, genis gdzenek boyutlari, yliksek akim hizlar ve hiicreler tizerinde
diistik gerilim stresi saglayacak, uygun affinite matrikslerine duyulan ihtiya¢ biiyiiktiir
[102, 128, 131, 132]. Sistemin talep ettikleri ve kriyojellerin dogal olarak sahip olup
sundugu ozellikleri bu ihtiyaglara yanit vermektedir. Bu potansiyeli fark eden bilim
insanlar1 tarafindan da hiicre ayristirilmas: uygulamalarinda caligilarak etkinlikleri
gosterilmis ve halen de lizerinde calisilmaya devam etmektedir. Buna bir Ornek
niteliginde yapilan bir ¢aligmada, ticari polisiren-gekirdekli kiirecik (TentaGel), PVA
kriyojel kiirecikleri ve N,N’-dimetilakrilamid (DMAAm) monolitik kriyojellerinin hiicre
ayristirma performansi iizerine ¢alisilmistir [133]. Materyallerin hepsinin protein A ile
kovalent bagli oldugu bilinen, ¢caligmanin ilk asamasinda insan periferik kanindan, B ve
T lenfositlerin ayrigtirilmasi i¢in bahsi gecen ii¢ materyal de test edilmistir. Arzulanan
ideal sistemde: Immunoglobulin G eksprese ettikleri bilinen B hiicrelerinin
yakalanmalar;; T lenfositlerinin ise, akip giden kisimda konsantre olmalar
beklenmektedir. Caligmanin sonucunda bu ii¢ materyalinde de sirasiyla (TentaGel
kiirecikleri, PVA kriyojel kiirecikleri ve DMAAm monolitik kriyojelleri) %60, %74 ve
%91 hiicre baglama oranina ulastiklar1 rapor edilmistir. Calismanin devam eden ikinci
kisminda ise, baglama orani yliksek olan PV A kriyojel kiirecikleri ve DMAAm monolitik
kriyojelleri ile c¢alisilmis ve bu materyaller, CD34" insan akut myeloid losemi
hiicrelerinin yakalanmasi icin test edilmistir. Burada da sirasiyla %76 ve %95 hiicre
baglama oranlarina ulagilmistir. Bu iki deney de kriyojel kiireciklerinin ve monolitlerinin,
hiicre ayristirma uygulamalarindaki potansiyelini gostermeleri agisindan olduk¢a dnem

tagimaktadir [133].
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2.8. Lektinler

Bundan yaklasik 140 yil 6nce, Peter Hermann StillMark adli bilim insaninin, bazi tohum
oziitlerinin hemagliitinasyon 6zelligini kesfetmesi ile birlikte lektin donemi de baslamigtir
[134]. Lektinler, her ne kadar tohum o6ziitlerinden kesfedilseler de bitkilerin yani sira;
hayvan, alg, fungus, bakteri ve wviriis gibi pek c¢ok farkli kaynaktan da
tiiretilebilmektedirler [14, 15, 135]. Lektinlerin en 6nemli 6zelliklerinden biri, spesifik
olarak hiicre ylizey seker/glikan yapilarini taniyip, onlara kovalent olmayan ve bundan
otiri de geri doniisiimlii olarak baglanabilme yetenegine sahip glikoproteinler

olmalandir [135, 136].

Genel olarak lektinler, sahip olduklar1 biyokimyasal 6zellikler ve sekerlere baglanabilme
ozellikleri sayesinde affinite kromatografisinde, glikoproteinlerin saflagtirilmasi amaci
ile ligand olarak kullanima olduk¢a uygundurlar [136]. Lektinlerin baz1 kullanim alanlari
Sekil 2.5.te Ozetlenmistir. Lektinlerin, kullanim alanlarindan biri olan affinite
kromatografisinde sagladiklari en biiylik avantajlarindan biri; glikoproteinler ile herhangi

bir reaksiyona girmemeleri ve onlari modifiye etmemeleridir [137].

Ayrica lektinlerin, glikoproteinlere kovalent olmayan ve geri doniisiimlii bir sekilde
baglanmalar1; spesifik serbest seker veya seker analoglari kullanilarak yarigmali eliisyon
ile affinite kolonundan kolaylikla ayrilabilmelerini de miimkiin kilmaktadir. Bu teknik,
birden fazla lektin kolonlar1 kullanilarak ve diger analitik metodlar ile kombine edilerek
daha da gelistirilebilmektedir. Dahasi, hem lektinler hem de hedef glikoproteinleri
genellikle stabil olduklarindan, eliisyon asamasinda asir1 pH kosullari olusturulmasindan
veya iyonik kuvveti kullanan eliisyon tekniklerinin kullanimindan olumsuz bir sekilde

etkilenmezler [138, 139].
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Sekil 2.5. Lektinlerin kullanim alanlar1 [135, 136].
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2.8.1. Concanavalin A (Con A)

Concanavalin A (Con A), bezelye (Canavalia ensiformis) bitkisinde yiiksek
konsantrasyonlarda bulunan bir lektin olmasinin yani sira, saf formda izole edilen ilk
lektindir [134]. Con A; gikoz ve mannoza baglanma yeteneginden, ilk izole edilen lektin
olmasindan, ucuz, stabil ve genis bir spesifite spektrumuna sahip olmasindan Gtiiri,
giiniimiize kadar, bilim insanlar1 tarafindan iizerinde en fazla ¢aligilan lektin olmustur.
Boylelikle Con A, c¢ok ¢esitli ¢aligmalarda kullanilmis olup, yakin gecmiste yapilan bir
caligmada da glikoenzimlerin immobilizasyonu (sabitlestirip ayristirilmasti) i¢in etkin bir
ligand olarak faydali oldugu bildirilmistir [140]. Ligand olarak Con A kullanan affinite
kromatografi tekniginin, klinik 6rneklerden farkli glikoproteinleri ayristirma ve analiz
etmede oldukcga etkili oldugunu sdéylemek miimkiindiir [104, 141]. Ayrica seri lektin
affinite kromatografi teknigi de glikopeptitlerin %85’ini yakalama kapasitesine sahiptir
[142].

2010 yilinda Li ve arkadaglart DTH’nin kandan ayristirilmasi i¢in Con A’y1 kullanmistir
[143]. Bu calismada, arastirmacilar, gelistirdikleri bir cihaz ile birlikte DTH’ne baglanip
kiimeler olusturarak kandan izole etmek i¢in Con A’nin farkli derisimlerini
denemislerdir. Bu lektin tipi, hiicre membranindaki glikoprotein ve glikolipidlere
baglanabilmektedir. Timor hiicrelerinin saglikli hiicrelere gore ¢ok daha fazla
glikoprotein sentezledikleri bilinmektedir. Arastirmacilar, uygun Con A derigimi
kullanildiginda secici olarak tiimor hiicrelerinin kiimelendigi, saglikli hiicrelerin ise
kiimelenmedigini gostermislerdir. Boylece lektin ve gelistirdikleri cihaz ile birlikte
kullanildiginda DTH’ nin ayristirilmasindaki basar1 %84’e kadar ulagabilmistir [143].
Dolayistyla bazi lektin tipleri tiimor hiicrelerinin, birlikte bulundugu diger hiicrelerden

ay1rt edilerek izole edilmesinde kullanilabilmektedir.
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2.9. Lektin affinite kromatografisi

Belli seker gruplarina secici affinitesi olan lektinlerin, ¢esitli kromatografi desteklerine
immobize edilmesine dayanan lektin affinite kromatografisi; ligand olarak lektinleri
kullanarak, protein ve lipitlere baglh halde bulunan, farkli glikanlar1 (glikoprotein ve
glikolipitleri) ve ¢esitli hiicre tiplerini ayristirmada siklikla kullanilan bir yontemdir [138,
139, 144, 145]. Bu metodlar, glikan analizine ¢ok daha kapsamli bir yaklagim saglama
potansiyeli tasimakla birlikte, heterojen seker karisimlarimi ve kompleks orneklerden
sekerleri ayristirmada basari ile kullanilabilmektedir (Sekil 2.6.). Ayrica bu metodun
ozgilligiini arttirmak amaciyla serbest sekerler kullanilarak, spesifik eliisyon yapmak da

muimkiindiir [137].
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Sekil 2.6. Lektin affinite kromatografisi [146].



2.10. Kanser

Glinlimiizde, gelismis lilkelerde kanser ve kanser ile iliskili 6liimler 6nde gelen saglik
problemlerinden biridir. Her y1l yaklasik 8 milyon insan, kanser nedeni ile hayatini
kaybetmektedir [147]. Bu saymin onlimiizdeki yillarda da siirekli bir artis halinde
olacagini 6ngérmek zor degildir. Bu nedenle kanserin erken teshisi ve tedavisi ile iligkili
yontemlerin arastirilmasi biiyiik O6nem tagimaktadir. Son donemlerdeki gelismeler
sayesinde kanserli hastalardaki tani1 ve tedavi yontemleri, geleneksel standartlardan

kisisellestirilmis tekniklere dogru kaymaktadir [1, 148].

Kontrollii hiicre boliinmesi, tiim dokularda goriilen fizyolojik bir olaydir. Normal kosullar
altinda hem hiicre boliinmesi hem de hiicre 6liimii olaylari, her bir organ ve dokunun
biitiinliigiinii devam ettirebilmesi adina sik1 kontrol mekanizmalarina sahiptir. Bununla
birlikte, kontrol mekanizmalarindan kagan baz1 hiicreler, kontrolsiiz bir sekilde boliinerek
kotii huylu (malign) tiimorlerin gelisimine sebep olabilmektedir [149]. Fakat bahsedilen
kanser gelisimini bir anda gelistigini sdylemek miimkiin degildir. Aksine, kanser gelisimi
sirasinda normal hiicreler, basamak basamak kanser hiicreleri haline doniisiirler ve bu
doniistim sadece normal hiicre boliinmesini etkilemekle kalmayip, hiicrenin metabolik
durumunu da etkiler. Bununla birlikte, DNA mutasyonlarinin kanser gelisiminin
nedenlerinden sadece biri oldugunu unutmamak ve her DNA mutasyonunu da kanserle
iliskilendirmemek gerekir. DNA mutasyonlarinin ¢ogu kanser gelisimine yol agmaz fakat

bazi DNA mutasyonlar1 kanser gelisimine sebep olabilmektedir [150].

Sekil 2.7.”de 6rnek gorsel tizerinden gosterildigi gibi, kotii huylu kanser hiicresinin yiizey
biyokimyasal o6zellikleri, normal hiicreninkinden farklidir. Kanser hiicrelerinde
gerceklesen, yeni ylizey antijenlerinin, mukusun, proteoglikanlarin ve glikolipitlerin
olusumu gibi ¢esitli degisiklikler, onlarin, normal hiicrelerden ayirt edilebilmesini
miimkiin kilar. Hiicresel diizeyde goézlenen bu degisiklikler, esas olarak genetik

modifikasyon ve gen ekspresyonundan kaynaklanmaktadir [151].
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Kanser hiicresi
tarafindan sentezlenen
yeni ylizey antijeni

Normal Kanser
Hiicre Hiicresi

Sekil 2.7. Kanser hiicrelerinin degisen yiizey 6zellikleri.

Normal hiicreler, kanser hiicresine doniistiiklerinde, bulunduklari kendi mikrogevrelerini
de belirgin bir bigimde degistirirler. Ornegin; Sekil 2.8.’de goriildiigii gibi, kanser
hiicreleri kendi besinlerini liretemediklerinden, biiylimeleri ve yayilmalar: i¢in gerekli
olan yeterli kan akimini elde edebilmek i¢in yeni damar olusumunu (anjiyogenezis)
bagslatabilirler [152, 153]. Yine de anjiyogenezis yolu ile kan dolasimina gecen kanser
hiicrelerinin biiytik bir kismi, immiin hiicreler, dogal dldiiriicti (NK) hiicreler ve vaskiiler
endotel tarafindan dolagimdan uzaklastirilirlar. Boylece dolasan tiimdr hiicrelerinin
sadece ¢ok kiiglik bir kismi, metastaza yani kanserin uzak yayilimina neden

olabilmektedir [154-157].

% Yeni damar
,, \,o' olusumu

- faktorleri
L

.

ot < el

Metastaz ile tmﬁr yayilimi

Kapiller Damar Biiyiimesi . e = .
Tiimor Biiytimesi

Sekil 2.8. Tiimor kitlesinin yeni damar olusumu ve metastaz ile uzak organlara yayilimi

[158].
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2.10.1. Meme Kanseri

Meme kanseri, meme bezinden kdken alan ve pek ¢ok alt tipi bulunan bir kanserdir.
Meme bezi: Epitelyal hiicreler, fibroblastlar, adipositler ve immiin hiicreler olmak {izere
pek c¢ok sayida farkli hiicre tipini i¢ermesine ragmen, klinik olarak Onemli meme
kanserleri tipik olarak epitelyal hiicrelerden koken aldigi bilinmektedir. Sekil 2.9.’da
verildigi gibi, meme epitelyumu, ¢ift katli liminal hiicreler ve bazal (miyoepitelyal)
hiicrelerin, kanallar ve lobiiller seklinde diizenlenmesinden ibaret olan bir yapidir [159-

161].

Saghkh Hiicre Tiimor Hiicresi

» Kanserlesen "

Bazal ™. ) hiicreler ~ Degisime
(Miyoepitelyal) Liiminal ugramis bazal

Hiicreler Hiicreler hiicreler

Ekstraseliiler e 2o 30,0974
Matriks — =" 8 XN > /
(ECM) r _“/’ . IMembran X /r/’,

‘? B . \ \ '
2 ¥a ; Makrofajlar  Fibroblastlar e | Aktive-fibroblastlar
Adipositler

Degisime Kan
ugramis  Damarlary Tiimorle
adipositler iligkili
makrofajlar

Sekil 2.9. Saglikli meme kanseri hiicresi ve tiimor hiicresinin karsilagtirmasi [161].
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Meme kanseri, diinyada en sik tan1 konulan kanser olup, kadinlardaki kansere bagh
oliimlerin 6nde gelen nedenlerinden biridir [162]. Diinyada her y1l, iki milyon yeni meme
kanseri tanis1 konmaktadir. Meme kanser tanisi kondugunda, kanserin baslangictaki
yaygiligini yani evresini belirlemek biiyiik 6nem tasir. Ciinkii kanserin tan1 kondugu
stradaki yayilimi, hekimin verecegi tedavi kararlarini direkt olarak etkilemektedir [163].
Meme kanserinin mortalitesi (0liim oranlari), 1970’lerden bu yana azalmaktadir [164].
Mortalitedeki bu azalmanin, hem meme kanseri taramasindaki hem de tedavisindeki
olumlu gelismeler sayesinde oldugunu sdylemek miimkiindiir. Yani s6z konusu kanser
oldugunda, tan1 ne kadar erken konur ve tedaviye de ne kadar erken baslanirsa, 6liim
oranlarinin da o kadar diisiik olacag1 6ngdriilmektedir. Meme kanserinin tanisi, histolojik
degerlendirmeyi gerektirir. Kanserin klasik bulgusu: Sert ve diizensiz kenarl kitledir.
Hastalik daha ileri evrelere gectiginde; koltukalti lenf bezlerinde biiylime veya kitlenin
iizerindeki ciltte kizariklik, kalinlagsma gibi bulgulara rastlanmaktadir. Ayrica meme
kanserinin en sik yayilim gdsterdigi organlar: Kemikler, karaciger ve akcigerdir [165,

166].

2.10.1.2. Meme kanserinin molekiiler alt tipleri ve klinik gidisati

Kanserin gelisimi; epitel hiicrelerindeki genetik ve epigenetik degisimlerle, epitel
hiicreleri ile mikrogevrelerinin kompleks etkilesimlerinin sonucunda olur. Bu nedenle
ortaya ¢ikan kanser oldukc¢a heterojen ve farkl alt tipler igeren bir kanserdir [167]. Meme
kanserlerinin alt tiplerinin klinik seyir ve tedavileri farkli oldugundan dolay1 alt tipleri
arasinda ayrim yapabilmek hayati bir 6neme sahiptir [168]. Farkli kanser alt tipleri:
Tiimdr hiicrelerinin histopatolojik 6zelliklerine, genomik profillerine, orijinine ve klinik
gidisatina gore tanimlanmaktadir. Bu sekilde tanimlanan alt tipler: Liiminal, insan

epidermal biiytime faktorii 2 (HER2)’den zengin ve bazal’dir [169].
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Hiicre Morfolojisi Goriilme Sikligy Klinik Gidigat

Epitelyal

/\ Liiminal A 9%40-45

ER+, PR+, HER2-

Liiminal B

ER+, PR+, HER2+ e

HER2'den zengin
ER-, PR-, HER2+

%10-15

Bazal (Uglii-Negatif) __ ..
\/ ER-, PR-, HER2- %15-20

Mezenkimal -

Sekil 2.10. Meme kanseri alt tipleri.
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2.10.1.2.1. Liiminal alt tipler

Liminal A ve B seklinde karakterizedir. Meme kanseri vakalarinin en sik rastlanan alt
grubudur. Ostrojen (ER) reseptorii pozitif (ER+) olan, meme kanserlerinin biiyiik bir
cogunlugunu olustururlar. “Liiminal” ismin verilmesinin nedeni: Bu timor alt tipi ile
memenin liminal epitelyumunun arasindaki gen ekspresyonu benzerliginden
kaynaklanmaktadir. Bu alt tipteki tiimor hiicrelerinin, tipik olarak sitokeratin 8 ve 18

(CKS8, CK18) eksprese ettigi bilinmektedir [170].

2.10.1.2.2. HER2’den zengin alt tipler
HER2’den zengin olan bu alt grup, tiim meme kanserlerinin %10-15’ini olusturur.
Yiiksek HER2 ekspresyonu ile karakterize olan bu tiimoérler siklikla, ER ve progesteron

reseptorii (PR) negatiftir [170].

2.10.1.2.3. Bazal alt tipler

Bu alt grup, tiglii-negatif (triple-negative) olarak adlandirilan meme kanserlerini kapsar.
Yani ER, PR ve HER2 reseptorlerinin hepsi negatiftir (ER-, PR-, HER2-). Bu alt grup,
tiim meme kanserlerinin yaklasik %15’ini olusturur [171]. Diger hormon reseptorii pozitif
olan meme kanserlerine kiyasla, liglii-negatif meme kanserlerine, 40 yasin altindaki
kadilarda daha sik rastlanir. Uclii-negatif meme kanserleri hizl1 biiyiirler ve bu nedenle

tan1 konuldugunda genellikle klinik olarak da bulgu verirler [169].

2.10.1.3. Meme kanserinin alt tiplerinin tedavisi

Insanlardaki meme kanserlerinin %60-70’inde ER+ ve PR+’tir [172]. Daha az siklikta
rastlanan, ER- ve PR-, fakat HER2+ olanlarin, genellikle daha kotii seyirli olduklari
literatiirde belirtilmektedir. ER+ veya PR+ tlimorler, hormon tedavisi; HER2+ tiimorler
ise, trastuzumab gibi hedefe yonelik tedavilere cevap verirler. Hem hormon (ER ve PR),
hem de HER2 icermeyenler ise yani liglii-negatifler, sistemik kemoterapotik ilaglar ile

tedavi edilmektedir [173].
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2.10.14. Meme kanserinin evrelemesi

Meme kanserinin evrelemesi, “American Joint Committee on Cancer and the
International Union for Cancer Control” siniflama sistemi kullanilarak tiimér, nod ve
metastaz (TNM) olarak yapilir. Bu sistemde, hastalar, cerrahi oncesi klinik olarak

(cTNM) ve cerrahiyi takiben patolojik olarak (pTNM) evrelendirilirler [174].

Klinik timér (T), fizik muayene ve goriintiilleme yontemleri ile degerlendirilir. Timor
boyutunu belirlemek i¢in mamografi, meme ultrasonu ve gerekirse manyetik rezosans
goriinleme (MRI) kullanilir. Bélgesel lenf nodlarinin durumu ise, erken evredeki meme
kanserlerinde klinik gidisat1 (prognozu) belirleyen en 6nemli faktorlerden birisidir [175].
Metastaz durumu (yapmis veya yapmamis olusu) klinik gidisati ve tedaviyi belirler.

Metastaz yapmis olan tiimorlerin klinik gidisatinin daha kotii olmasi beklenmektedir.

2.10.2. MCF-7 meme kanseri hiicreleri

MCF-7 hiicreleri ilk kez, doktor Soule ve ¢alisma arkadaslar tarafindan, 69 yasindaki
metastatik meme kanseri olan bir kadin hastanin akciger zar1 sivisindan izole edilmis olup
“MCF” ismini bu c¢alismanin yapildigi yer olan “Michigan Cancer Foundation’dan
almaktadir [176]. O giinlerde tamoxifen adl1 ila¢ heniiz olmadigindan, bahsi gecen hasta,
yiiksek dozda sentetik Gstrojen hormonu ile tedavi edilmistir ve hastaligin beklenenden 3
kat daha uzun siire kontrol altinda tutuldugu gézlenmistir. Bu durum, tiimoriin hormona
yanit verdiginin bir kaniti niteligindedir. Boylece MCF-7 hiicrelerindeki Ostrojen
reseptorlerinin tanimlanmasi gergeklesmistir ki bu da meme kanseri adina oldukg¢a 6nemli
bir gelismedir. Bu gelismeyi takiben, iki yil sonra anti-Ostrojen etkili “tamoxifen”
ilacinin, MCF-7 hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe ettigi ve bu inhibisyonun &strojen ile

ortadan kaldirildig1 gosterilmistir [177].

MCF-7, ER ve PR pozitiftir (ER+, PR+). Hormon pozitif bir kanser hiicresi olmasinin
yanindan, liiminal A, molekiiler alt tipine aittir [178]. MCF-7 hiicreleri, ostrojen (E2)
duyarl: hiicreler oldugundan, hiicre gogalmalari E2 baglimlidir [179]. Ote yandan PR
ekspresyonu, parental hatlarda kuvvetliyken; tamoxifen ilacina direngli alt hatlarda zayif
veya yoktur. MCF-7 hiicreleri, ER bulunmadigi durumlarda, ER ekspresyonunu

arttirirlar. Fakat unutulmamalidir ki, meme kanseri hiicrelerinin biiyiimesi sadece ER ve
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PR ile ilgili olmay1p, plazma membrani iligkili biiylime faktorii reseptdrleri ile de kontrol
edilmektedir. Bahsi gecgen, genis reseptor ailesinin iki 6nemli iiyesi: Epidermal biiyiime
faktorii reseptorii (EGFR) ve insan epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 (HER2) olup
her iki reseptor de, MCF-7 hiicrelerinde bulunmaktadir [180]. Ayrica MCF-7 hiicreleri,
farklilagmis memeli epitelyumu dzelliklerini sergilerler. Oyle ki, E-kaderin, B-katenin ve
CK18 gibi epitelyal isaretlemeleri pozitifken; vimentin ve diiz kas aktini (SMA) gibi

mezenkimal igaretlemeleri negatiftir [181].

Sonug olarak, E2, MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini hizlandirirken; anti-ER
etkili bir ilag olan tamoxifen, MCF-7 hiicrelerinin ¢ogalmasini durdurmaktadir. MCF-7,
cok saldirgan bir timor hiicresi olmadigindan, yayilimi da nispeten daha yavastir ve buna
bagl olarak metastaz yapma potansiyelleri de diistiktiir [178]. Bunlara ek olarak, farkl
tedavilere daha iyi yanit veren bir meme kanseri tipi oldugunu da sdyleyebilmek

miimkiindiir [182].

Buraya kadar bahsedilen tiim bu sebeplerden otiiri, MCF-7, diinyada kanser hiicresi
arastirmalart i¢in Ozellikle de ER+ meme kanseri ile ilgili aragtirmalar i¢in siklikla
caligilan bir timor hiicresi olmustur [180]. Ayrica MCF-7’nin, 6zelliklerinin iyi bilinir
olmasi, kolaylikla kiiltiirde cogaltilabilmeleri ve bir hedef tedavi ile muamele edildiginde
de ER ekspresyonunu korusumasi, onu anti-hormon tedavisinde, anti-kanser ilaglarin
aragtirtlmasi adina, uygun bir model haline getirmistir [180, 182]. O zamandan bu yana,
MCF-7’ye dair, diger tiim meme kanseri hiicrelerine kiyasla ¢ok daha fazla veri ve bilgi

mevcuttur [182].

2.10.3. MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri

Patolojik 6zelliklerine ve klinik gidislerine gére meme kanserlerini basitce ii¢ ana gruba
ayrilabilmek miimkiindiir. Bunlar: Yayilimci olmayan, yayilimer olan ve metastatiktir.
MDA-MB-231 hiicreleri, olduk¢a yayilimci, az farklilagsmas, tiglii-negatif yani ER, PR ve
HER2’den yoksun (ER-, PR-, HER2-) ve metastatik karakterde olan bir meme kanseri
hiicre hattidir [168, 183]. MDA-MB-231 gibi tglii-negatif meme kanserlerinde,
antthormonal veya hedefe yonelik gelistirilmis tedaviler maalesef c¢ok etkili

olamamaktadir [184]. Ayrica MDA-MB-231 meme kanseri hiicresi hatti, tiglii-negatif
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olmasmin yaninda, total hiicre popiilasyonun %90’indan fazlas1 CD44"/CD24dustk-
eksprese eden, mezenkimal fenotipte kanser hiicreleridir [185]. Yiizey profili
CD44%/CD2445s%- olan hiicrelerin belirgin 6lgiide daha yiiksek kotii huylu potansiyele
sahip oldugu bilinmektedir [186, 187].

2.10.4. Dolasan Tiimor Hiicreleri (DTH)

Dolagan tiimor hiicreleri, birincil (primer) tiimdr kaynagindan ayrilip kan damarlari i¢inde
tiim viicudu dolasarak metastaz ile ikincil (sekonder) uzak organlara ulasma potansiyeline
sahip hiicrelerdir (Sekil 2.11.). Bu yiizden DTH, metastaz olusumunda 6nemli bir rol
oynamaktadir [188-190]. Kan dolasimindaki kanser hiicrelerinin yakalanmasi hem
kanserin erken tanisinin kolayca yapilarak erkenden tedaviye baslanabilmesi hem de
kanser oldugu bilinen hastalarin klinik seyrinin éngoriilerek olas1 yayilim durumlarinin

saptanabilmesi acisindan oldukca dnemlidir [188, 191-194].

3) Kan damarindan ¢ikig

@) Epitelyal-benzeri DTH

“ Mezenkimal-benzeri DTH

Sekil 2.11. Dolasan tiimér hiicresinin uzak organ metastazi [190].
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2.11. Tam kan orneklerinden DTH’ni saptama, yakalama ve ayristirma

Yakin zamanda, geleneksel klasik biyopsi yontemine alternatif olarak ‘“sivi biyopsi”
olarak isimlendirilen ve hasta i¢in herhangi bir risk tasimayan bir tan1 yontemi ortaya
cikmistir [2, 4]. DTH ile iliskili ¢alismalar adina gelecek vaad eden bu yontem: Basit bir
kan 6rneginden, DTH’nin ayrigtirilip, taninmasi ve analiz edilmesi yolu ile hastanin
kanser evresi (heniiz metastaz yapip yapmadigi) ve timoriin molekiiler profili hakkinda
bilgi sahibi olunmasini saglayarak, kanserin gerek tani gerekse tedavisine ciddi katkilar
saglamasini hedeflemektedir [7, 195-198]. S1v1 biyopsi yontemi, tiimor dokusundan bir
ornek parca almay1 gerektiren klasik biyopsi yontemine kiyasla, hasta i¢in ¢ok daha kolay
ve risksiz nitelikte olmasinin yaninda, siklikla ve kolaylikla tekrarlanabilir bir yontem
olmasiyla da gerek tlimoriin ilerlemesinin gerekse hastanin tedaviye yanitinin takip

edilebilmesini miimkiin kilabilme potansiyeli tagimaktadir [197, 198].

S1v1 biyopsi yonteminin ortaya c¢ikisi ile son donemlerde DTH’nin, kan 6rneklerinden
saptanmasi, ayristirllmast ve sayilmasi ile ilgili tekniklere duyulan ilgi gittikce
artmaktadir [2]. Buna bagh olarak, kanserli hastalarinin kaninda, diger kan hiicrelerine
oranla nispeten ¢ok daha az sayida bulunan DTH ni, onlarin biyolojik ve/veya fiziksel
ozelliklerini hedef alarak ayirt eden farkli teknikler, cesitli ticari ve teknolojik
platformlarda gelistirilmekte ve yayginlastirilmaya calisilmaktadir [195, 198].

Geleneksel
Biyopsi

Si1v1 Biyopsi

- Tiimor kitlesinin
bulundugu bolgeden
alinmasi gerekir
- Hasta igin zor ve riskli
- Tekrarlanmasi zor

- Yalnizca basit bir kan
ornegine ihtiya¢ duyar
- Hasta i¢in nispeten
kolay ve risksiz
- Tekrarlanabilir

Sekil 2.12. Siv1 biyopsi ve geleneksel biyopsinin karsilastirilmast
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Immiinoaffinite
Mikrofluidik
Immiinoaffinite Nanomateryaller ile
Temelli Teknikler Mikrofluidik
Pozitif Zenginlestirme,
Immiinomanyetik
Negatif Zenginlestirme
Immiinomanyetik
Mikrofluidik Siralama
Mikrofiltre
Boyut Temelli
Teknikler
Yogunluga bagh ayrim

DTH Yakalama

Teknikleri

Kombine Yontemler

Sekil 2.13. DTH saptama, yakalama ve ayristirma teknikleri

Glinlimiizde mevcut olan DTH saptama, yakalama ve ayristirma teknolojileri Cizelge
2.6.’da 0zetlenmistir. Bu teknolojiler, immiinoaffinite temelli ve boyut temelli teknikleri
kullanmaktadir [199]. Bu teknikleri kullanan yeni cihazlar daha yiiksek performans
amaglanarak gelistirilmis olup, simdiye kadar hastaligin klinik gidisatin1 degerlendirmede
(prognozunu belirlemede), FDA tarafindan onaylanan tek teknik, immoaffinite temelli bir

teknik olan “CellSearch” olmustur [192].
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Cizelge 2.6. DTH saptama, yakalama ve ayristirma amaciyla gelistirilen teknolojiler

[200,224].

Teknigin Tipi

Immiinoaffinite Temelli Teknikler

Immiinoaffinite

Mikrofluidik

Nanomateryaller
ile Mikrofluidik

Pozitif
Zenginlestirme,
Immiinomanyetik

Pozitif
Zenginlestirme,
Immiinomanyetik

Pozitif
Zenginlestirme,
immﬁnomanyetik
Negatif
Zenginlestirme,
Immiinomanyetik

Mikrofluidik
Siralama

Mikrofiltre

Mikrofiltre

Yogunluga bagh
ayrim

Ad1

CellSearch

HTMSU

GO chip

MagSweeper

MACS

IMS

EasySep

Parsortix

FMSA

FAST

OncoQuick

Teknolojinin Yakalama

Kriteri

EpCAM

EpCAM

EpCAM

EpCAM

EpCAM

EpCAM

CD45

4.5-10 um
boyut

8 um
boyut

8 um
boyut

Yogunluk

Klinik
Basari
Orani

Teknigi Onplana Cikaran
Ozellik

- FDA onayh

- Tam kanda uygulamaya %71.4

elverigsiz

- Diisiik hacimli kan

ornekleriyle galigilmaya Test

uygun edilmemis

- Tek basamakta ayrim saglar

- Uretimi kolay

- Grafen oksit nanotabaka

y %67-100

icerir

- Yiiksek saflikta

- Ihtiyag duyulan 6rnek hacmi

yiiksek %100

- Canl1 hiicre saflig1 yiiksek

- Yiizey/Hacim oram yiiksek

- Tam kanda uygulamaya Test
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Gelistirilen diger teknolojilerin, avantaj ve dezavantajlari, FDA onayli CellSearch teknigi

ile karsilagtirilarak degerlendirilmektedir. Ayrica farkli teknolojilerinin etkinliklerini

karsilagtirmak ve cihazlarin performansini degerlendirmek i¢in pek ¢ok parametreden

yararlanilmaktadir. Bunlar: Yakalama etkinligi, Zenginlestirme, Saflik, Hiicre canlilig1

ve Salim etkinligi olup, Sekil 2.14.’te 6zetlenmistir [192, 199].
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Zenginlestirme; Cihazin
zi?(li(l?lli%lil}a Yakalama ’ arkaplanda ée);li';;til.rma Salim
Cihazn% ’ etkinligine et}dleser} Cihazn; birim etlfinligi;
s . benzer olmak ile hiicrelerin Eliisyon
ornekteki TE S zamanda
timar birlikte 6rnek icerisinden avristirabildisi sonucunda
hiicrelerini hacminde tiimor ozellikle h?icrselerin sagl birakilan
akalavabil- hiicrelerinin timor ve/veva Y hiicrelerin
Elnesiniyifa de say1sinin hiicrelerini hacm%/ni ifade say1sini ifade
eder arttirtlmasini yakalayabilme eder eder.
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_J

Sekil 2.14. DTH yakalama teknolojilerinin karsilastiriimasinda yararlanilan parametreler.
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DTH ayristirma c¢alismalarinda, kanser hiicresi hatti iceren kan veya tampon
orneklerinden siklikla yararlanilmaktadir, fakat bu durum, bir hata kaynagi
olabilmektedir. Oyle ki, bu hiicrelerin boyutlar1 ve antijen yapilar1 (ekspresyonlari),
DTH’ninki ile birebir ayni degildir. Bu yiizden bu teknik, hastadan elde edilen kan
orneklerini kullanarak kanser teshisi yapan 6zel tekniklerin test edilmesi ve dogrulugunun
teyit edilmesi i¢in bir 6n degerlendirme olarak kullanilmaktadir [200]. Boylece ideal bir
caligmada, dncelikle kanser hiicrelerini iceren yapay ornekler ile teknigin dogrulugu teyit
edilmekte ve bunu takiben, bu tekniklerin, klinik uygulamalarda kullanilabilirligini
degerlendirebilmek amaciyla kanserli hastalardan alinan kan 6rnekleri (s1v1 biyopsiler)
ile caligilarak, teknigin etkinliginin dogrulanip standardizasyonu gerceklestirilmektedir
[201]. Fakat erken DTH saptama, yakalama ve ayristirmada kullanilan teknik
ekipmanlarinin verdikleri sonuglar standardize olmadigindan, kullanilan ekipmanlara
bagli olarak elde edilen veriler de degisim gosterebilmektedir. Standardizasyon
probleminin iistesinden gelinmesi; aragtirmacilarin bu yeni teknolojiye siipheyle
bakmasinin Oniine gecebilmesi ve buna bagli olarak da gelecekte DTH temelli
teknolojilerin giivenle klinikte kullanilabilir hale gelebilmeleri adina olduk¢a 6nem
tasimaktadir. Ayrica DTH nin, klinik pratikte rutin olarak kullanilabilir bir test olabilmesi
icin hizl1 ve kolay bir sekilde 6rnegin degerlendirilip sonug elde edilebilmesi de oldukca
onemlidir. DTH nin tespit edilip sayilmasinin yaygin bir kullanim alani bulabilmesi
adina, bu isi gerceklestirecek cihazin; daha basit basamaklar ile herhangi bir 6n hazirlik
basamagina gerek duymaksizin, direkt kan 6rneklerini kullanabilmesi, insan kaynakli
hatalarin en aza indirilebilmesi adina islemlerin cogunlukla otomatiklestirilmis olmas1 ve
cok ozellikli laboratuvar elemanlarina ihtiya¢ duyulmaksizin ¢alismasi hedeflenmektedir.
Ancak bahsedilen kosullar saglandigi takdirde; Ol¢lim Oncesinde santrifiij, eritrosit
ve/veya lokosit lizisi gibi ¢esitli 6n hazirlik basamaklart uygulanmasinin sonucunda
gozlenen, kan 6rneklerindeki zaten az sayida bulunan DTH sayisinin, dnemli miktardaki
azalisiin dniine gegilebilmesi miimkiin olabilecektir. Oyle ki, 1 mL kanda, 10° eritrosit
varligina karsilik, yalnizca birka¢ adet DTH bulundugu g6z 6niinde bulunduruldugunda,
kan Orneklerindeki tiimor hiicrelerinin kayipsiz bir sekilde yakalanmasinin ne denli
onemli oldugu daha iyi anlasilabilmektedir [5, 192]. Tiim bu ihtiya¢lar dogrultusunda,
stirekli yeni teknikler ve gelismis cihazlar ortaya ¢ikmaktadir ve arastirmacilarin bu amag

dogrultusunda ¢aligmalar1 halen stirmektedir.
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2.11.2. immiinoaffinite temelli ayristirma teknikleri

Immunoaffinite temelli DTH ayristirma teknikleri, DTH’lerini yakalamak (tutuklamak)
amaci ile ilk gelistirilen teknikler arasinda yerini almaktadir. Bu teknikler, DTH nin
ylizeyinde bulunurken, diger hiicrelerde bulunmayan, antijenleri hedefleyen spesifik
antikorlarin kullanimini esas almaktadir [116]. Sekil 2.15.’te 6zetlendigi gibi, eger direkt
olarak DTH hedefleniyorsa, pozitif zenginlestirme teknigi olarak smiflandirilirken;
arkaplanda kalan diger kan hiicrelerinin hedeflenerek ortamdan uzaklastirilmasi yolu ile
dolayli bir ayrim s6z konusu ise de, negatif zenginlestirme teknigi olarak

siniflandirilmaktadir [192].

X antijeni
(Hedef
molekiil)

=

/4
0

Ormekte bulunan
. ‘ biyomolekiiller
Pozitif Negatif
Zenginlestirme Zenginlestirme

Sekil 2.15. Immiinoaffinite tekniklerinden pozitif ve negatif zenginlestirmenin

karsilastirilmasi.
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2.11.2.1. Immiinoaffiniitede pozitif zenginlestirme teknikleri

Pozitif zenginlestirme tekniklerinde, DTH ni yakalamada kullanilan antikorlar, cihazin
icindeki ylizeye baglh halde bulunmaktadir. Bu durum, yakalanan hiicrelerin
zenginlestirilmesinden sonra, eliisyonunda veya immiinomanyetik tekniklerde manyetik
partikiillerden serbest birakilmasinda giigliiklere sebep olabilmektedir [202-204]. Genel
olarak pozitif zenginlestirme tekniklerinin ¢cogunda, hedeflenen antijen, epitelyal yiizey
timor isaretleyicisi (EpCAM) olmaktadir. Fakat bu teknik ile yalnizca meme, kolon,
prostat ve akciger kanserlerinde oldugu gibi epitelyalden koken alan DTH’nin
yakalanabildigi bilinmektedir [205]. Son ¢alismalarda, DTH ile oldukca benzer antijenik
ozelliklere sahip olan, fakat kanser hiicresi olmayan epitel hiicrelerinin, ¢esitli kanserdisi
iyi huylu (belign, malignant olmayan) hiicrelerin; kolon, pankreas ve meme
hastaliklarinda da saptanarak yanlis pozitif sonuglarin ortaya ¢ikmasina sebep olabildigi
gosterilmistir [205-208]. Bu nedenle DTH’ne yonelik gelistirilen teknolojilerde, epitel-
mezenkimal farklilagmasi (EMT) ve kok hiicresi isaretleri gibi faktorlerin mutlaka
degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu zorlugu asabilmek ve daha spesifik DTH alt
gruplariin ayristirilabilmesi i¢in: Epidermal biiyiime faktori reseptorii (EGFR), insan
epidermal biliytime faktorii reseptorii 2 (HER2) ve mucin 1 (MUC1) gibi yiizey isaretlerini
kullanan yeni alternatif teknikler gelistirilmistir, ayrica bu amagla birden fazla antikor ile

birlikte calisildig1 da bilinmektedir [209].

Pozitif zenginlestirme teknikleri, 6n hazirlik basamaginda kan Orneklerinin santrifiij
edilmesini veya kan hiicrelerinin lizisini gerektirdiginden, negatif zenginlestirme
tekniklerine kiyasla, drnekte mevcut olan DTH kaybina sebep olma riski tasisa da; bu

tekniklerin 6nemli bir avantaji, daha yiiksek saflikta sonug¢ vermesidir [192].
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2.11.2.1.1. Mikrofluidik sistemler

Mikrofluidik temelli teknolojiler, hiicre-antikor etkilesimine dayali ve 6rnek akiminin

uzerinde daha ince kontrole izin veren cihazlardir.

Mikrogip kullanimini esas alan HTMSU teknolojisi, yiizey proteinlerini hedeflemesi
amaci ile monoklonal antikorlari kullanarak, kandan DTH’ni yakalayarak ayristiran
mikrofluidik bir cihazdir. Mikrokanallarin antikor kapli duvarlarinda tutuklanan DTH’ nin
tripsin ile eliie edilmektedir. HTMSU teknolojisi ile MCF-7 hiicreleri iizerinde ¢aligilmis
ve %97’ye ulasan oranda bir basari1 elde edilmistir [210, 211]. Fakat bu teknoloji
kullanilarak kanserli hastalardan alinan kan 6rnekleri lizerinde yapilan klinik bir ¢alisma

bulunmamaktadir.

2.11.2.1.1.1. Nanomateryaller ile mikrofluidik sistemler

DTH’nin, antikorlar ile etkilesimi, hiicre yakalanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir.
Nanomateryal kullanimi gibi yeni teknikler, immunoaffinite tekniklerinin etkinligini
arttirmaya yardime1 olmustur [212]. Oyle ki, bu nanopartikiillerin, DTH i¢in spesifik olan
antikorlar ile kaplanmasi, yakalamak istenen DTH’nin baglanabilecegi yiizeyi arttirmakta

ve buna bagl olarak teknigin DTH yakalama basarisin1 da arttirmaktadir.

Nanomateryal kullanimin1 esas alan Grafen oksit (GO) ¢ip teknolojisi, daha duyarli DTH
yakalama islemi i¢in, genis ylizey alanina sahip ve biyouyumlu bir nanomateryal olan GO
cipler ile ¢alismaktadir [213]. Bu teknolojinin pankreas, meme ve akciger kanserli
hastalardan aliman kan Orneklerinden DTH’nin izolasyonunda kullanilabildigi
bilinmektedir [214]. GO ¢ip teknolojisi basarili bir sekilde DTH izole etmesine ragmen,
immunoaffinite temelli tekniklerin ¢ogunda oldugu gibi tutuklama yiizeyinden canli
hiicrelerin eliisyonu ile ilgili zorluklar1 mevcuttur. Bu problemi ¢6zmek i¢in GO ¢ipleri,
1stya yanit veren polimerler kullanilarak iyilestirilmis, boylelikle tutuklanan hiicrelerin

canliliklar1 korunarak daha nazik bir DTH eliisyonu saglanabilmistir [215, 216].
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2.11.2.1.2. immiinomanyetik ile pozitif zenginlestirme

Immunomanyetik stratejiler, yiizeye baglanma seklindeki immunoaffinite teknilerinde,
hiicrelerin eliisyonu basamaginda yasanan zorlugu asmayi hedefleyen tekniklerden
biridir. Diger cihazlarda, tripsin kullanim1 olmaksizin hiicrelerin eliisyonu oldukca
zorludur [214, 215]. Bu problemi asabilmek i¢cin DTH’nin, manyetik kiirecikler
tarafindan tutuklandigi immunomagnetik tekniklere bagvurulmustur. Daha oOnce de
bahsedildigi gibi, santrifiij veya eritrosit lizisi gibi 6n hazirlik islemlerinin, DTH’nin etkin
bir sekilde tutuklanmasinda azalmaya ve DTH’nin kaybina sebep olma kisitliliklar1 s6z
konusudur. Tam kan ornekleri ile ¢alisan yeni immunomanyetik teknikler bu kisitlilig

giderme konusunda dikkat ¢ekmektedir [192, 217].

Immunomanyetik ile pozitif zenginlestirme teknolojilere verilebilecek bir &rnek,
manyetik hiicre ayristirma sistemi (MACS)’tir [218]. MACS, EpCAM antikorlar1 ile
birlestirilmis manyetik nanopartikiillerle isaretlenmis DTH’ni yakalamada kullanilan bir
teknolojidir. Fakat MACS’1n, tam kan Orneklerini analiz etmede baz1 zorluklar bildirilmis
oldugundan, tam kan Ornekleri yerine, doku oOrnekleri ile ¢alisgilmaya daha uygun

bulunmustur [219].

MACS’in tam kan ornekleri ile ¢alisilmasiyla ilgili kisithiligin iistesinden gelebilmek
adina, biyomimetik immuno-magnetozom (IMSs) teknolojisi gelistirilmistir [219]. Bu
teknolojide de DTH saptamada antikor olarak EpCAM kullanilmasinin yaninda, ytliksek
manyetik alan olusturabilmek i¢in de manyetik nanokiimecikler (MNCs) kullanilmis ve
bu manyetik nanokiimecikler, 16kosit membran pargaciklari ile kamufle edilmistir.
Boylece tam kan 6rneklerinden, spesifik olmayan l6kosit adsorbsiyonu baskilanmig ve
DTH’nin de ortamdaki diger hiicrelerle etkilesimi azaltilmistir [220]. Sonug olarak IMSs
teknolojisinin, epitelyal DTH tanimada yiiksek etkinlik gosterdigi goriilmiistiir [219]. Bu
teknoloji ile 15 dakika gibi bir siirede, tam kan 6rneginde bulunan DTH’ nin %70-90"1
yakalanabilmektedir [219]. Fakat bu cihaz sadece deneysel orneklerle test edilmis olup
heniiz klinik olarak test edilmemistir. Bu nedenle, klinik kan 6rnekleri kullaniminda
kontamine 16kosit sayisinin ¢ok daha yiiksek olacagi arastirmacilar tarafindan

ongoriilmektedir.
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Immunomanyetik ile pozitif zenginlestirme teknolojilere verilebilecek bir diger drnek,
“MagSweeper”dir. Bu teknoloji ile tam kan Ornekleri herhangi bir santrifiij veya kan
hiicresi lizisi basamagi gerektirmeksizin, DTH’ ni yiiksek saflikta izole edilebilmektedir.
Bu cihaz, DTH ni, ¢ok ince, plastik tabaka ile kapli neodivium manyetik ¢ubuklarin
kullanarak tutuklamaktadir [212, 221]. Bunu takiben, Ornekteki DTH disindaki,
isaretlenmemis hiicrelerin uzaklastirilmasi i¢in yikama yapilir. Manyetik ¢ubuklarin,
eksternal bir manyetik alan bulunduran kuyucuklara sokulmasi ile de tutuklanan
isaretlenmis DTH nin eliisyonu saglanmis olur [221]. EpCAM antikorlarini kullanan bu
teknoloji, metastatik meme kanseri olan 17 hastada ve DTH olmayan 5 saglikli kisiden
alman kan ornekleri ile klinik olarak test edilmistir. Metastatik meme kanseri olan
hastalarda DTH izole edilirken, saglikli bireylerde herhangi bir DTH ne rastanmamistir
[221]. Boylelikle bu teknolojinin, sadece epitelyal tipteki kanser hiicrelerini yakaladig,
saglikli kisilerde veya epitelyal tipte olmayan kanser hiicrelerine sahip lenfomali

hastalarda herhangi bir DTH yakalayamadigi goriilmiistiir [201].

2.11.2.2. Immiinoaffinitede negatif zenginlestirme teknikleri

Negatif zenginlestirme teknikleri, DTH’nde bulunmayan, fakat diger kan hiicrelerinin
yilizeyinde bulunan antijenleri (6rnegin; CD45 ve CD66b) hedefleyen, direkt olmayan,
dolayli bir yaklagimdir [212].

Negatif zenginlestirme teknikleri, pozitif zenginlestirme tekniklerine kiyasla, daha diisiik
saflikta sonu¢ verse de; bu tekniklerin O6nemli avantajlari, isaretlenmemis, serbest
DTH’nin tiim alt gruplarmin yakalanmasina imkan vermesi ve herhangi bir eliisyon

basamagina ihtiya¢ duyulmaksizin eliisyonunun miimkiin olmasidir [202-204].

2.11.2.2.1. immiinomanyetik ile negatif zenginlestirme

Immunomanyetik ile negatif zenginlestirme teknolojilere verilebilecek bir &rnek,
StemCell™ tarafindan gelistirilen, EasySep™ adli teknolojidir. Bu teknoloji, CD45
antikoru igeren zenginlestirme soliisyonu ve farkli boyutlarda manyetik kiireciklerin
kullanim1 esasina dayanmaktadir. Bu teknoloji, DTH igeren kan 6rnekleri iizerinde test
edilmis; yakalanan ortalama kanser hiicresi yilizdesinin %42+23’iken, eritrosit

kontaminasyonun ise mL basina 9.000 eritrosit seklinde oldugu raporlanmigtir [212].
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Fakat bu cihaz sadece deneysel ornekler ile test edilmis olup, heniiz klinik olarak test

edilmemistir.

2.11.3. immiinoaffinite temelli tekniklerinin avantaj ve dezavantajlar

Immuiioaffinite temelli DTH izolasyon tekniklerinin en biiyiik avantaji, yiiksek
spesifiteleri yani 6zgiillikkleridir. Boylelikle belli antijenleri iceren DTH, antikorlar ile
etkilesime girerek tutuklanma yoluyla yakalanabilmektedir. Fakat giiniimiize kadar, tiim
DTH alt gruplar1 i¢in gegerli olan, ortak bir antijen tespit edilebilmis degildir ve her yeni
calisma, DTH nin yiizey 6zelliklerinin gosterdigi farkliliklarin, tahmin edilenden bile
daha fazla oldugunu ortaya koyar niteliktedir [116, 192]. Bu ¢ok sayida, farkli tiimor ve
DTH tiplerinin varlig1 géz oniine alindiginda, yiiksek 6zgiilliikten faydalanarak yalnizca
(hedeflenen antijeni bulunduran) tek bir alt grubun yakalanmasina imkan tanimaktadir.
Buna karsilik, ortamda bulunan, diger alt gruplara ait farkli DTH nin yakalanamama
ihtimali teknigin 6nemli bir dezavantaj1 olup, bu durum, kanserin ve DTH’nin diger alt
gruplar1 hakkinda bilgi sahibi olunmasinin 6niinde biiyiik bir engel teskil etmektedir. Bazi
caligmalarda, bu kisitliliginin iistesinden gelebilmek i¢in, birden fazla farkli antikorlarin
birlikte kullanimi yoluna bagvurulmustur. Bu fikir olumlu sonuglar vermis, fakat mevcut
teknolojilerin halen gelistirilmeye ve iyilestirilmeye ihtiyaglarinin oldugu asikardir [222-
225].

Kisaca 6zetleyecek olursak, immiinoaffinite temelli DTH izolasyon tekniklerinin iki ana
dezavantajinin: Yakalama ve zenginlestirme islemleri sirasinda, DTH alt gruplarinin
kaybina neden olabilen DTH heterojenitesi ve DTH’nin baglandig1 cihazin yiizeyinden
eliisyonunda yasanabilen olast zorluklar oldugunu sdyleyebilmek miimkiindiir [116].
Mevcut teknolojilerin birbirleri ile karsilastirilarak eksiklerinin giderilmesi, bu
teknolojilerin iyilestirilebilmesi ve tekniklerin etkinliginin arttirilabilmesi adina 6nemli

bir adim olacaktir.
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2.11.4. Boyut temelli ayristirma teknikleri

Boyut temelli zenginlestirme teknikleri gibi fiziksel metodlar, hiicre yiizeyindeki antijen
ekspresyonundan bagimsiz olarak ¢alistiklar1 icin, DTH’nde gdzlenen heterojen antijen
ekspresyonunundan kaynakli problemlerden etkilenmezler [226]. Sekil 2.16.’da da
goriilecegi gibi, bu teknikler, kan O6rnegindeki DTH’nin ve ortamda bulunan diger

hiicrelerin fiziksel ve mekanik farkliliklarini kullanirlar [227].

Fiziksel tekniklerden biri olan boyut temelli teknikler; DTH nin, kandaki diger hiicrelere
kiyasla, artan boyutlar1 (9-19 um) sayesinde DTH nin izolasyonunu gerceklestirmektedir
[192, 227]. Bu tekniklerin ana amaci; isaretlenmemis ve modifiye edilmemis canli
hiicrelerin, hizl1 ve basit bir metod ile yiiksek tutuklama etkinligiyle basarili bir sekilde
elde edilmesidir [226-233]. Bu sayede hedeflenen hiicreler, bir sonraki islemde de
kolaylikla kullanilabileceginden, tek bir 6rnekten birgcok veri elde edilebilmesini miimkiin

kilabilmektedir.

Yogunluga
Boyuta dayah dayah
ayristirma ayristirma

\ Kirmizi kan s—. Beyaz kan
O 9 e hiicreleri ./ hiicreleri

Sekil 2.16. Boyut temelli ayristirma teknikleri [234].
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2.114.1. Mikrofiltreler ile DTH ayristirma teknikleri

Mikrofiltreler yardimiyla DTH ayristirma tekniklerinde; ince, kontrollii, nano/mikron
boyutlarda gdzenekler igeren, polikarbonat filmler kullanilmaktadir [235].
Mikrofiltrelerin kullaniminda saflik olduk¢a Onemlidir. Ciinkii 16kositler, filtreleri
tikayabilmekte ve floresan goriintilleme kullanildiginda zemin giiriiltiisiinii arttirarak

yanlis pozitif sonuglara neden olabilmektedirler.

FMSA, DTH’nin boyut ve sekil bozukluklarina bagl ayristirmasimi hizli bir sekilde
gerceklestiren bir cihazdir [228, 236]. Bu cihazda, olduk¢a gozenekli ve esnek yapilar
kullanildigindan &tiirii; yliksek hacimdeki kan oOrneklerini, herhangi bir membran
tikanmasi olmaksizin, 10 dakika gibi kisa bir siire icinde isleyebilmektedir [229, 232].
Ayrica bu cihaz ile MCF-7, MDA-MB-231, C8161, WM35 hiicre hatlarini igeren kan
orneklerinde calisilmis ve %90 yakalama etkinligine karsilik, %80’den fazla hiicre
canliligina ulastig1 rapor edilmistir [228, 231]. Bu cihaz ile yapilan klinik ¢aligmalarda
ise, 21 kan Orneginden, 16’sinda DTH saptanmis olup %76 oraninda DTH saptama

basarisi elde ettigi rapor edilmistir.

FAST (Fluid-Assisted Separation Technology), boyut temelli DTH izolasyonunu hizla
yapabilen bir bagka cihaz olup sivi yardimiyla ayristirma islemini gerceklestirmektedir
[237]. Bu cihazda, 8 pm boyutunda gozeneklere sahip polikarbonat membranlar
kullanilmaktadir. FAST ile MCF-7, MDA-MB-231 gibi meme kanseri hiicreleri iceren
kan ornekleri ile calisilmis ve teknoloji test edilmistir. Klinik testler i¢in kanser
hastalarindan alinan tam kan 6rnekleri ile herhangi bir diliisyon veya kan hiicresi lizisi
yapilmaksizin calisilmis ve 18 kan Orneginden, 15’inde DTH saptanmis olup %83
oraninda DTH saptama bagarisi elde ettigi rapor edilmistir [237]. Fakat bu teknigin
vurgulanmasi gereken asil basarisi, normal sartlarda kan 6rnekleri ile ¢alisildiginda en sik
rastlanan kisithiliklardan biri, membran tikanmasi sorununu ihmal edilebilir diizeylere

kadar diisiirebilmis olmasidir.
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2.11.4.2. Yogunluk temelli DTH ayristirma teknikleri

Eritrosit, 16kosit ve kanser hiicrelerinin kendilerine 6zgli yogunluklarini hedef alan
santrifiij yontemi, DTH izolasyonu i¢in ilk kullanilan yontemlerden biri olmustur [238].
Son zamanlarda farkli partikiilleri, kendi yogunluklarini temel alarak ayristiran, gradiyent

santrifiijii olarak isimlendirilen yontem ortaya ¢ikmustir [192].

OncoQuick®, DTH’nin yogunlugunu temel alan bir ayrigtirma teknolojisi olup, bu cihaz
ile yapilan klinik calismalarda, metastatik kanseri olan 61 hastanin kan 6rneginden,
14’tinde DTH saptamis ve %23 oraninda DTH saptama basarisina sahip oldugu rapor
edilmigtir [239].

2.11.5. Boyut temelli tekniklerinin avantaj ve dezavantajlar

Boyut temelli teknikler gibi fiziksel 6zelliklere dayali ayrigtirma yapan tekniklerin en
bliylik avantaji; herhangi bir ajan ile isaretlenmemis, modifiye edilmemis, canli hiicreleri
yakalayabilmeleridir. Ayrica bu teknikler, immiinoaffinite tekniklere kiyasla, daha kisa

zenginlestirme zamaninda, daha diisiik maliyet ile ¢calisabilmektedirler [240].

Boyut temelli tekniklerin en 6nemli kisithiliklarindan biri; 16kosit gibi, DTH’ne benzer
boyutlardaki diger hiicrelerle muhtemel etkilesimlerdir. Boyutlar1 7-9 um olan I6kositler,
9-19 um boyutlarindaki DTH ile etkilesebilmektedirler [212]. Bunun yaninda, bazi
kanser vakalarinda, daha kiigiik boyutlarda DTH tespit edilebilmekte olup, boyut temelli
teknikler kullanildigr takdirde, bu durum DTH saptama etkinligini azaltabilmektedir
[241]. Ayrica, kanser hiicresi hatlar1 kullanilarak yapilan 6n degerlendirme testlerinde,
DTH ile kanser hiicresi hattindaki hiicrelerin, boyut farklar1 da bu yontemlerin bir diger
onemli kisitliliklarindan olup, bu durum, in-vitro ve in-vivo testlerin farkli sonuclar
vermesine neden olabilmektedir. Bu tekniklere dair bahsedilecek son kisitlilik ise, DTH
ayristirma caligmalarinda, 6rnek materyali olarak tam kanin kullaniminin bir sonucu
olarak, 6zellikle de mikrofluidik cihazlarda siklikla gézlenen, yiiksek konsantrasyondaki
kan hiicreleri tarafindan, membranin tikanmasi durumudur [226, 228, 242].
Arastirmacilar tim problemlerin iistesinden gelebilmek adina farkli gézenek boyut ve

sekillerinde cihazlar gelistirmeye caligmaktadir.
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2.12. DTH’ni saptama, yakalama ve ayristirmann gelecek potansiyelleri

Daha 6nce de bahsedildigi lizere, s1v1 biyopsi; arzu edildigi kadar tekrarlanabilen, DTH ni
saptama, yakalama ve ayristirma teknikleri ile c¢alisildigi takdirde tiimor ilerlemesini
gercek zamanli olarak takip edebilmeyi miimkiin kilma potansiyeline sahip, hastalar i¢in
risk tagimayan bir yontemdir [195, 198]. DTH’nin izolasyonu ve sayimi; kanserin erken
evrede saptanmasi, kanser ilerlemesinin, olast metastaz durumunun monitdrize edilmesi
ve bunlara bagli olarak hasta i¢in uygun tedavinin belirlenebilmesi adina olduk¢a umut
verici bir yontemdir. Ayrica, kandan ayristirilan DTH nin analiz edilmesi ile de kanserin
alt tiplerinin ve ila¢ direncinin saptanmasi konularinda da gelecek vaat etmektedir [193,
194, 243]. Bu nedenle, giiniimiizde gittikce dnem kazanan, her hastanin kendine 6zgii
degerlendirildigi ve tedavi edildigi, kisisel tip alaninda da kullanilma potansiyeline
sahiptir [188, 244]. Ayrica bu yontem ile tek bir tiimor hiicresinin DNA analizlerinin

yapilmasi ve tiim genomunun tanimlanmasi da miimkiindiir [245].

Giliniimiizde DTH ayristirma tekniklerinin klinik pratikte rutin olarak kullanim1 heniiz son
konusu degildir. Fakat on degerlendirilmesi yapilan ¢alismalar, DTH ayristirma
tekniklerinin, molekiiler ¢alismalar ile kombine edilmesinin, kanserli hastalarin klinik
gidisatinin gerek tahmini gerek ise tedavi kararlarmin daha dogru verilmesi tizerindeki
potansiyellerini ortaya koymaktadir. Oyle ki, hayvan deneylerinde, DTH’ nin kandan
ayristirilarak uzaklastirilmasinin - bir sonucu olarak, yasam siirelerinde iyilesme
saglanabildigi gosterilmistir [246]. Glinlimiizde mevcut bulunan immunoaffinite ve boyut
temelli tekniklerin birbirleriyle avantaj ve dezavantajlarinin karsilastirilarak,
tyilestirilmesinin, gelecekte: Tam kan ornekleri ile herhangi bir 6n hazirlik basamagi
olmaksizin c¢alisilmasini, boylelikle DTH’nin hasar gormesi ve kaybi gibi kisitliliklart
ortadan kaldirilarak, daha giivenilir DTH analizleri yapilmasina olanak saglayacagi

ongoriilmektedir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan materyaller

Sentezlenen siiper-makrogdzenekli kriyojellerde: Monomer olarak kullanilan HEMA,
capraz baglayici olarak kullanilan N,N’-metilen-bis-akrilamid (MBAAm) ve BSA’nin
capraz baglayicist olarak kullanilan gluteraldehit (G) (%25)Sigma (St Louis, USA)
firmasindan, reaksiyon baslatici olarak kullanilan amonyum persulfat (APS) ve reaksiyon
hizlandirici olarak kullanilan ultra saf su (UPS), N,N,N',N'-tetrametilen diamin (TEMED)
Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan, Sigir Serum Albiimin (BSA) Capricorn SCI

(USA) firmasindan temin edilmistir.

Hiicre kiiltiir caligmalar1 kapsaminda kullanilan MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri
hiicre hatlariin ikisi de Amerikan Tip Kiiltiir koleksiyonu’ndan (ATCC®, Amerika
Birlesik Devletleri) temin edilmistir. Hiicreler i¢in besiyeri olarak kullanilan Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) Merck (Berlin, Almanya) firmasindan; Fetal Sigir
Serum (FSS) Cegrogen (Stadtallendorf, Almanya) firmasindan; penicilin, streptomisin,
tripsin/EDTA ¢ozeltisi Sigma (St Louis, USA) firmasindan temin edilmistir. Son olarak
hiicre pasajlanmasi ve deney kosullarinin saglanmasi amaci ile kullanilan etiiv de Sanyo,

MCOI18AC, Japonya firmasina aittir.

Kriyojellerin karakterizasyonu amaciyla yapilan SEM analizinde, 6rneklerin hazirlanma
asamasinda ve hiicre canlilik testlerinde kullanilan kimyasallar olan: hekzametildisilazan
(HMDS), 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]difenilterazolyum bromiir (MTT), Fosfat tamponlu tuz
cozeltisi (PBS) (0,01M, toz formunda), dimetil stilfoksit (DMSO) Sigma (St Louis, USA)
firmasindan; amonyak Merck (Berlin, Almanya) firmasindan; tripan mavisi boyasi
Biochrom (Berlin, Almanya) firmasindan; alkol Riedel de haen (Seelze, Almanya)

firmasindan temin edilmistir.

Tez calismasi kapsaminda gergeklestirilen kriyojel sentezi, karakterizasyon amacli deney

ve analizlerin genel bir 6zeti Sekil 3.1.’deki semada bulunmaktadir.
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3.2. PHEMA-BSA kriyojellerin sentezlenmesi ve Con A baglanmasi

@ l‘:{ p
"

Polimer ¢ozeltisinin hazirlanmast

AN

@ Krizo!‘elaszon

-18°C
24 saat

>3

Sisme deneyleri

Sekil 3.1. Karakterizasyon caligmalarinin genel oOzeti: 1) ve 2) PHEMA temelli
kriyojellerin sentezlenmesi; 3) Kriyojellerin yiizey aktivasyonu ve Con A

baglanmast; 4) Kriyojellerin karakterizasyon analizleri.
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3.2.1. PHEMA-BSA Kkriyojellerin sentezi

Kriyojel sentezi asamasinda, manyetik karistirict iizerinde ¢6zdiirme ve buz banyosunda
sogutma tlizerine bir sistem kurularak kriyojellerin genis gozeneklere sahip olmasi
hedeflenmistir. Bu amagla, bir erlende hazirlanacak kriyojelin icerigindeki BSA oranina
gore: 0, 25, 50, 75, 100 mg BSA, 3 mL ultra saf su igersinde ¢ozdiirtildiikten sonra 1.3
mL monomer olan HEMA, ardindan da 20 pL BSA’nin ¢apraz baglayicisi olan
gluteraldehit eklenerek c¢ozdiiriilmiistiir. Bu sirada bagka bir erlende 0.283 gr capraz
baglayicit olan N,N’-metilen-bis-akrilamid (MBAAm), 8.0 mL ultra saf su igerisinde
¢ozdiiriilmiistiir. Iki erlende de ¢dzdiirme islemleri tamamlandiktan sonra erlendeki
cozeltiler karistirtlmistir. Homojen bir ¢ozelti elde edildikten sonra polimerizasyon
baslaticist olan 20 mg APS ve reaksiyon hizlandiricist olan 25 pL TEMED sirasiyla
eklenip ¢ozelti, onceden sogutulmus iki cam arasi ylizeye aktarilmis ve -18°C sicaklikta,
24 saat boyunca polimerizasyonun gerceklesmesi amaci ile dondurucuya kaldirilmistir.
Polimerizasyon i¢in gerekli olan siirenin tamamlanmasinin ardindan kriyojeller,
dondurucudan ¢ikarilarak, bir sonraki asama olan, erime basamagina geg¢ilmesi i¢in oda
sicakliginda bekletilmistir. Erime asamasinda, hazirlanan polimer ¢ozeltisi icerisindeki
donarak buz kristallerini olusturan ¢oziicliniin eriyerek birbirleriyle baglantili siiper-
makrogo6zeneklerin olusumu gergeklesmektedir. Erime asamasi tamamlandiktan sonra
yapiya katilamayan gerek capraz baglayicilarin, gerekse monomer/polimer onciillerinin
ortamdan uzaklastirilmas1 amaci ile kriyojeller birkag kez distile su ile yikanmustir. Iki
cam arasina, 2.5 mm kalinlikta hazirlanmis kriyojel tabakasindan, deney asamasinda
kullanilacak olan kartus sistemine uyumlu boyutlarda, 2.2 cm ¢apinda diskler kesilmistir.
Yapiya katilamayan ya da pargalanan kisimlarin uzaklastirilmasi amaci ile distile su ile
yikama islemi tekrarlanmistir. Bu yontem ile sentezlenen kriyojeller, deneyde
kullanilacaklar1 zaman gelene dek, +4°C’de sodyum azid (NaN3) ¢ozeltisi (208/1, %0.02,
(w/v)) icerisinde deneyde kullanilacagi zamana kadar muhafaza edilmistir. Asagida

verilen Sekil 3.2.°de kriyojel sentezine katilan kimyasal materyaller gdsterilmistir.
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Sekil 3.2. Kriyojel sentezine katilan kimyasal materyaller.

Tez calismasinda kullanilmak amaci ile, gluteraldehit (G) igeren ve icermeyen kriyojeller
(PHEMA, PHEMA-G), degisen BSA oranina gore (PHEMA-BSA0/25/50/75/100,
PHEMA-G-BSA0/25/50/75/100) toplamda on farkli kriyojel grubu olacak sekilde
hazirlanmistir. Bu gruplarin isimleri, iceriklerindeki degiskenlere ve degisen iceriklerin
kullanildiklart miktarilara uygun olarak verilmistir. Tiim kriyojel gruplari, yukarida
bahsedilen PHEMA kriyojel sentezleme metoduna gore hazirlanmistir. Asagida verilen
Cizelge 3.1.’de tez calismasi kapsaminda sentezlenen tiim kriyojel gruplarinin igerikleri

+ ve — isaretleri kullanilarak 6zetlenmistir.
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Cizelge 3.1. Sentezlenen kriyojel gruplarinin igerikleri.

Kimyasal I¢erikleri
Kriyojel Gruplar:

’WW BSA
T — —
+ - +
+ - +
+ - +
+ = +
+ + -
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +

Kriyojellerde degisen miktarlarda kullanilan BSA’nin, jellerin yapisinda katilma
basarisin1 6lgmek igin; kriyojellerin yikama suyundan alinan Ornekler, Bradford

yontemine gore, spektrofotometrik olarak 595 nm’de analiz edilmistir.

3.2.2. PHEMA-BSA Kkriyojellerin yiizey aktiflestirmesi

Sentezlenen PHEMA-BSA kriyojellerine, Con A lektinin baglanma islemi
gergeklestirilmeden once, daha etkin bir etkilesim ve baglanmanin saglanabilmesi adina
bir 6n hazirlik basamagi olarak; her ii¢ kriyojel diski basina, 25 mL gluteraldehit ¢ozeltisi
(%5 v/v; pH 7.0 fosfat tamponunda) kullanilarak 6 saat boyunca rotatorda muamele
edildi. Kriyojellerin yiizey aktiflestirme islemi tamamlandiktan sonra, fazla

gluteraldehitin uzaklastirilmasi i¢in yikama islemi gerceklestirilmistir [257].
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3.2.3. PHEMA-BSA kriyojellere Con A baglanmasi

Gluteraldehit ile yiizey aktiflestirilmesi gergeklestirilen kriyojellere, Con A baglanmasi
icin kullanilacak Con A ¢ozeltisi hazirlandi. Cozeltiyi hazirlamak i¢in: 1 mg/mL Con A,
fosfat tamponunda 6 saat ¢ozdiiriildii. Coziilme gergeklestikten sonra 100 uM CaCl,
(kalsiyum klorid) ve 100 uM MnCl> (mangan kloriir) iyonlar1 eklendikten sonra, son
olarak %2 glukoz da eklenerek homojen bir ¢6zelti elde edilmistir [255].

Yukaridaki protokole uygun bir sekilde hazirlanan Con A ¢6zeltisinden, her bes kriyojel
disk basmma, 20 mL kullanilarak 2 saat boyunca rotatorda baglama islemi
gerceklestirilmistir. PHEMA-BSA kriyojellerin, Con A baglama basarisini dlgmek i¢in

spektrofotomede 280 nm’de analiz yapilmistir.

3.3. PHEMA-BSA kriyojellerin karakterizasyon ¢calismalar:
Kriyojellerin karakterizasyon calismalarinda; sisme Ozellikleri, yapisal ozellikleri ve

yiizey Ozellikleri incelenmis ve birbirleriyle karsilastirilmistir.

3.3.1. Sisme deneyleri

Kriyojellerin sigsme Ozellikleri; polimerizasyon ig¢in kullanilan monomer/polimer
onciillere, tercih edilen c¢apraz baglama yoOntemine, icerigindeki ¢apraz baglayiciya,
sentez yontem ve ortam kosullar1 gibi pek c¢ok parametreye baghidir [76]. Bu
degiskenlerin hedefe uygun ayarlanmasi, sisme deneyleri sonrasi elde edilen sonuglar ile

dogrulanmis olacaktir.

3.3.1.1. Jellesme verimi (%)

Kriyojellerin jellesme verimlerinin incelenebilmesi icin Oncelikle jellerin kuru
agirliklarinin (mkury) bulunmasi gerekmektedir. Bu amagla, su ile sismis kriyojeller, 40°C
sicaklikta inkiibatorde kurutulmus ve hassas terazide tartilmistir. Denklemdeki bir diger
parametre olan “m;” ise, polimer ¢ozeltisindeki monomerlerin gram cinsinden toplam
kiitlesini ifade etmektedir. Boylece kriyojellerin jellesme verimleri, asagida verilmis olan

Esitlik 3.1.’e gore hesaplanmistir [247].

Jellesme Verimi (%) = (Mkura / m¢) x 100 (Esitlik 3.1.).

61



3.3.1.2. Sisme oram (%)

Kriyojellerin sisme oranlarinin incelenebilmesi i¢in dncelikle jellerin su ile sismis ve kuru
agirliklarinin bulunmasi gerekmektedir. Bu amagcla, kriyojellerin su igerisinde tamamen
sigsmesi saglandiktan sonra sismis agirliklart (msismis) hassas terazide tartilmistir. Ardindan

yukarida bahsedildigi yontemle myur da bulunmustur.

Boylece kriyojellerin sisme oranlari, asagida verilmis olan Esitlik 3.2.°ye gore

hesaplanmistir [247].

Sisme Orani (%) = (Mgigmis — Mkuru) / Miury X 100 (Esitlik 3.2.).

3.3.1.3. Makrogozenek miktar: (%)

Kriyojellerin makrog6zenek miktarinin incelenmesi ve baglantilarinin derecelendirilmesi
icin Oncelikle sismis ve sikilmig jellerin agirliklarinin bulunmasi gerekmektedir. Bu
amagla, kriyojeller su icerisinde bekletilmis ve tamamen sismesi saglandiktan sonra
(mgismis) hassas terazide tartilmistir. Denklemdeki bir diger parametre olan sikilmig
kriyojel agirliklarint (mgxums) bulmak igin ise, sismis halde bulunan kriyojellerin
yapisindaki serbest ¢oziicliniin (suyun) mekanik olarak kuvvet uygulanarak (sikma
yontemi ile) uzaklastirilmis ve (mskums) hassas terazide tartilmistir. Bu teknik,
kriyojellerden uzaklagtirilan serbest suyun total hacminin, birbirleriyle baglantili olan

gozeneklerin hacmine esit oldugu varsayimina dayanmaktadir [248].

Boylece kriyojellerin makrogdzenek miktari, asagida verilmis olan Esitlik 3.3.’e gore

hesaplanmistir [247].

3.3.2. Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Sentezlenen farkli kriyojel gruplarmin yiizey morfolojilerinin degerlendirilmesi i¢in
taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiilemesi gergeklestirilmis ve elde edilen

sonuclara bagl olarak deneyin in vitro hiicre kiiltiiri asamalarinda hangi kriyojel
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disklerinin daha basarili olacagina dair Ondegerlendirme yapilmasin1i ve deney

sonuglarinda da bunun dogrulanmas1 miimkiin kilmistir.

3.3.2.1. SEM goriintiilemeleri icin kriyojel 6rneklerinin hazirlanmasi

SEM 0rnegi hazirlama asamasinda, oncelikle kriyojel gruplarinin iginde bulunduklar
besi ortam1 uzaklastirilmis ve bunu takiben, fiksasyon asamasina geg¢ilmistir. Bu amagla,
kriyojel gruplari, 1 mL gluteraldehit ¢ozeltisinde (%2.5’luk v/v), karanlik bir ortamda,
+4°C’de, 30 dakika boyunca bekletilmistir. Ardindan fiksasyon asamasini takiben,
dehidrasyon asamasina gegilerek, kriyojeller, konsantrasyonlar1 kademeli olarak artan;
%30, %50, %70 ve %100 etanol ¢ozeltileri ile oda sicakliginda, 5’er dakika boyunca
muamele edilmis ve son olarak da hekzametildisilazan (HMDS) ile 10 dakika boyunca
muamele edilerek, dehidrate edilmistir. Tiim bu islemler tamamlandiginda, kriyojeller,
oda sicakliginda kurumaya birakilmigtir. SEM 06ncesi son agsamada, kuruyan ve kesitleri
alinarak hazirlanan kriyojel Orneklerinin goriintiileri, altin-paladyum ile kaplanarak,

HUNITEK ’te (JEOL, JEM, 1200 EX, Tokyo, Japonya) alinmustir.

3.3.3. Mikro bilgisayarh tomografi (Mikro-CT)

Tez kapsaminda sentezlenen kriyojellerin sahip olduklar farkli 6zelliklerin sonucunda
degisen, gozenek boyut ve dagilimlarinin degerlendirilebilmesi amaciyla, PHEMA-G ve
PHEMA-G-BSA100 kriyojel gruplari i¢cin Mikro-CT taramasi (SkySkan1272, Bruker,
ABD) gerceklestirilmistir. Mikro-CT taramasinda kullanilmak amaci ile hazirlanan
kriyojeller, siringaya dokme yontemi ile kolon seklinde sentezlenmis olup, 6n hazirlik
olarak liyofilizatorde (Christ Alpha 1-2 LD, Maryland, ABD) dondurma-kurutma
islemine tabi tutulmustur. Bu islem, 0.031 mbar basing altinda, -61°C’de, 48 saat
stirmiistiir. Ardindan orneklere, 40 kV voltajda ve 160 pA (mikroamper) giiciinde
isinlamalar uygulanmigtir. Elde edilen sonuglar CT Analyser programi (1.20.3.0

versiyonu) ile analiz edilmistir.
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3.3.4. Fourier transform infrared (FTIR) spektrometresi ile yap1 analizi

PHEMA temelli kriyojellerin yapisina, BSA ve gluteraldehitin katilip katilmadigim
analiz edebilmek i¢cin PHEMA, PHEMA-BSA, PHEMA-G-BSA kriyojellerinin yapilar
FTIR Spektrometresi (Thermo Fisher Scientific, Nicolet Is50, Waltham, MA, ABD) ile
incelenmis ve elde edilen veriler birbirleri ile karsilastirilmistir. Analiz isleminden 6nce,
on hazirlik agamasinda, ornekler etiivde 40°C’de kurutulmustur. Ardindan 6rneklerin

650-4000 cm™! dalga sayis1 araliginda spektrumu alinmustir.

3.3.5. Bradford deneyi ile kriyojellerin yapisina katilan BSA’nin analizi

Burada, ozelliklerdeki kriyojel gruplarinin BSA’y1 yapilarina katabilme basarilarinin
analiz edilmesi amaglanmistir. Bu amacla, BSA i¢in bradford deneyi yapilmis ve standart
grafigi olusturulmustur. Bradford deneyi kapsaminda, BSA stok ¢dzeltisi hazirlanmigtir.
Ornekler, stok ¢ozeltisinden protokole uygun konsantrasyonlarda almip eppendorf
tiiplerine alinip iizerlerine 1,5 mL Bradford soliisyonu eklenerek, oda sicakliginda, 25
dakika boyunca bekletilmistir. Ardindan spektrofotometrede BSA’nin 595 nm’de
Olciimleri gergeklestirilmistir [256].

Sentezlenen farkli 6zelliklerdeki kriyojel gruplarinin, igerigindeki degisen BSA
konsantrasyonlar1 ve BSA’nin c¢apraz baglayicist olan gluteraldehitin  kullanilip
kullanilmamasina bagl olarak, BSA’y1 yapilarina katabilme basarilarini inceleyebilmek
hedeflenmistir. Bu amacla sentezlenen kriyojel gruplari, 1 gece +4°C’de muhafaza
edildikten sonra, yikama sularindan &rnekler alinmistir. Orneklere bradford deneyinin

yapilmasini takiben, spektrofotometrik 6l¢iimleri gergeklestirilmistir.

3.3.6. PHEMA-BSA kriyojellerin Con A baglama basar1 analizi

Sentezlenen farkli 6zelliklerdeki kriyojel gruplarinin, igerigindeki degisen BSA
konsantrasyonlar1 ve BSA’nin c¢apraz baglayicis1 olan gluteraldehitin  kullanilip
kullanilmamasina bagli olarak, Con A’y1 yapilarina katabilme bagarilarini inceleyebilmek
hedeflenmistir. Bu amacla, Con A baglama islemi gergeklestirilen kriyojel gruplari, 1
gece +4°C’de muhafaza edildikten sonra, yikama sularindan 6rnekler alinmis ve 280

nm’de spektrofotometrik dlgiimleri gergeklestirilmistir.
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3.4. Hiicre kiiltiirii cahsmalari

Tez kapsaminda, igeriginde degisen miktarlarda BSA bulunan ve ylizeylerinde ConA
lektini baglh olmasi agilarindan farkli 6zelliklerde hazirlanmig olan kriyojellerin, kanser
hiicrelerini yakalama ve ayristirma etkinliklerinin, arastirilmasi amaciyla; MCF-7 ve
MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri ile ¢alisilmistir. S6z konusu hiicreler, ATCC’den
temin edilmis olup, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri sirastyla, 25-30 ve 5-10 pasaj

araliginda iken kullanilmistir.

Tez calismast kapsaminda gerceklestirilen hiicre kiiltiirii ¢alismalarindaki deney ve

analizlerin genel bir 6zeti Sekil 3.3. de sematize edilmis halde bulunmaktadir.

K
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Kriyojel diski Kriyojel diski
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slispansiyonu Siispansiyonu
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Sekil 3.3. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinin 6zeti: MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerinin ¢ogaltilmasi, hiicre siispansiyonu hazirlanarak kriyolellerle
muamele edilmesi ve hiicre silispansiyonundan kanser hiicrelerinin
baglanmasi1 amaci ile kriyojellerin kullanilabilirliginin kontrolii amacli test

ve analizler.



3.4.1. MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin ¢ogaltilmasi

MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri; DMEM besiyerinde, %10 FSS ve 100
U penisilin/ 100 pg streptomisin antibiyotik ile hazirlanan besi ortaminda ¢ogaltilmistir.

Bu amag ile 75 cm?’lik flasklarin igerisindeki besi ortaminda bulunan hiicreler, sicakligi

37°C olan ve %5 CO2’li etiive kaldirilmistir.

Hiicreler, bulunduklar1 flasklarda %80-90 kapasiteye ulastiklarinda besi ortamlar
degistirilerek tazelenmistir. Ardindan besi ortamindaki atik besiyeri aspire edilip, ortam
3 mL PBS ile yikandiktan sonra, hiicreleri gerek flasktan gerek ise birbirlerinden ayirmak
icin 2 mL Tripsin/EDTA ile 2 tekrarli muamele etme islemi gergeklestirilmistir. Bu
islemleri takiben bulunduklari ortamdan kaldirilan hiicreler, énceden su banyosunda
wsitilarak 37°C olan taze besi ortamlarina konmus ve sicakligi 37°C olan ve %5 CO2’li

etlive kaldirilmastir.

3.5. PHEMA-BSA Kkriyojeller ile In vitro hiicre kiiltiirii deneyleri
3.5.1. Sterilizasyon

Sentezlenen kriyojel gruplari, hiicre kiiltiiri deneylerinde kullanilmadan 6nce, sterilize
edilmek amaciyla; oncelikle 21 rpm’de 5’er dakika boyunca PBS ile rotatorda ii¢ defa
yikanmis, ardindan da, (deney sirasinda hiicre baglanmasini engellemek amaci ile) tim
yiizeyleri hi¢ bosluk kalmaksizin parafilm ile kaplanan 12 kuyucuklu steril hiicre kiiltiir
kaplarinin kuyucuklarina yerlestirilerek, her iki yiizii de 30’ar dakika boyunca mor 6tesi
(UV) 1s1inina maruz birakilmasi ile sterilizasyon basamagi tamamlanmistir (Sekil 3.4.).

Boylelikle steril hale getirilen kriyojeller, deneyler i¢in kullanima hazir hale getirilmistir.

66



Sekil 3.4. Sterizilasyon amacl kriyojel gruplarinin UV’de bekletilmesi.

3.5.2. Kiriyojellerin hiicre siispansiyonu ile muamele edilmesi

Farkli 6zelliklerde hazirlanan ve sterilize edilmis olan kriyojeller, hiicre siispansiyonu
ile muamele edilmeden Once, deney sirasinda hiicrelerin bulunduklar1 ortama adapte
olabilmeleri adma; kriyojeller, %10’luk FSS ve %]1°lik penisilin/streptomisin igeren
DMEM besi ortami igerisinde, etiivde bir saat boyunca bekletilmistir. Ardindan besi
ortam1 uzaklagtirilmis, kriyojeller hiicre kiiltiir plagindan alinarak devamli sistem igin

kullanilacak kartus diizenegine alinmistir.

Sentezlenen farkli 6zellikteki kriyojel gruplari igin: Her bir kriyojel diski basina, 5x10°
hiicre gelecek bigimde, fosfat tamponunda (pH 7.0), 5 mL’lik hiicre siispansiyonu
hazirlanmistir. Deney peristatiltik pompa kullanilarak (0.5 mL/dk akis hizinda), devamli
sistemde yapilmis, belirlenen inkiibasyon siireleri boyunca (30, 60, 90, 120 dakika),
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in vivo ortamu taklit edebilir bir ortam olabilmesi adina 37°C sicakliktaki, %5 CO?’li ve

uygun nem kosullarini saglayan etiivde ¢alisilmistir (Sekil 3.5 ve 3.6).

Sekil 3.5. a) Devamli sistemde kullanilacak kartus sisteminin hazirlanmasi, b) Kartus

sistemine caligilacak kriyojel grubunun yerlestirilmesi.
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Sekil 3.6. a) Devamli sistem icin kartus ve peristaltik pompanin kurulmasi, b) Deney

diizeneginin kurularak hiicre siispansiyonunun kartustan gegirilmesi.
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3.5.3. Tripan mavisi ile canlilik testi ve hiicre sayim

Tripan mavisi ile canlilik testi, canli ve 6lii hiicrelerin tespit edilerek sayilabilmesi adina
caligmalarda siklikla tercih edilen bir yontemdir. Normal sartlarda bir hiicre eger canliysa
membran biitiinliigiinii korumakta, fakat hiicre O6ldiigiinde membran biitiinliigii de
bozulmaya baslamaktadir. Hiicreler, tripan boyasi ile muamele edildiginde, membrani
gecirgen hale gelen 6lii hiicreleri koyu mavi renge boyanirken; membran biitiinliiglini

koruyan canli hiicreler boyanmadan kalmaktadir.

Belirtilen her inkiibasyon siirelerinin sonunda, kriyojel diskinden devamli akista gecirilen
hiicre siispansiyonundan 450 pL alinip, {izerine 50 uL tripan mavisi boyasi eklenerek
besiyerinde kalan hiicrelerin sayimi, burker laminda gergeklestirilmistir. Boylece zamana

bagli, kriyojellerin kanser hiicresi baglama basarilarindaki degisim gozlenebilmistir.

3.5.3.1. PHEMA-BSA kriyojellerin hiicre siispansiyonundan MCF-7 ve MDA-MB-

231 meme kanserleri hiicrelerini baglama kapasitelerinin arastirilmasi

Sentezlenen farkli oOzelliklerdeki kriyojellerin, MCF-7 ve MDA-MB-231 meme
kanserleri hiicrelerini baglama kapasiteleri peristaltik pompa ile devamli sistemde
incelenmistir. Baglanma devam ederken belirlenen zaman araliklarinda (30, 60, 90, 120
dakika), hiicre siispansiyonundan ornekler alinarak, kriyojellerin degisen zamana bagl

s0z konusu hiicreleri baglama kapasiteleri degerlendirilmistir.

1 g kuru kriyojel diski basina, baglanan MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerinin miktar1, asagida verilen Esitlik 3.4.”e gore hesaplanmis olup, formiilde, “Q”
kriyojel diskinin birim kiitlesi basina baglanan kanser hiicresi miktarini (hiicre/g); “Co ve
C” sirasiyla, baslangicta ve inkiibasyon siirelerinin sonlarinda hiicre siispansiyonunda
bulunan kanser hiicresi derisimini (hiicre/mL); “V” hiicre siispansiyonu hacmini (mL);

“m” ise kriyojel disklerinin kuru agirligini (g) ifade etmektedir.

Q Degeri = [(Co-C) x V] /m (Esitlik 3.4.).
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3.54. 3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir = (MTT) hiicre

canhlik analizi

3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir =~ (MTT) testi  hiicrelerin
canlilifini dlgen kantitatif ve kolorimetrik bir yontemdir. Testin ¢aligma prensibi; canli
hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan mitokondriyel dehidrogenaz enziminin, mor renkte
formazan kristalleri olusturmasina dayanmaktadir. Canli hiicrelerde mitokondriyel
aktivite gozleneceginden, formazan kristallerinin miktarinin hiicre sayisityla dogru oranti
gostermesi beklenmektedir. Sekil 3.7.’de goriilecegi gibi, kriyojel disklerin degisen
tonlarda mor/kahve renklere boyanmasini heniiz sonuglar1 almadan 6nce bile, ¢iplak
gozle gorebilmek ve bu dogrultuda hiicre canliligma dair fikir sahibi olabilmek
miimkiindiir [249]. Bu test sayesinde, sentezlenen farkli 6zellikteki kriyojellerin, degisen

zamana bagli canli hiicre tutuklama basarilar1 degerlendirilmistir.

MTT testini uygulamak amaciyla, yukarida bahsedilen protokolle hazirlanmais kriyojeller;
30, 60, 90, 120 dakika olmak iizere, belirlenmis dort inkiibasyon siiresi igin
gerceklestirilmis ve tiim inkiibasyon siirelerinin sonunda izlenen yontem ayni olmustur.
Inkiibasyon siiresi dolan kriyojeller, dncelikle yiizeyi parafilmle kaplanmis 12 kuyucuklu
steril hiicre kiiltiir plaklarina alinmis ve icinde bulunduklar1 besiyerleri uzaklastirilmistir.
Ardindan, kriyojel diski basina, 1 mL serumsuz DMEM besiyeri ve iizerine de 100 uL.
MTT soliisyonu eklenerek, 37°C’de, karanlik ortamda, 3 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon isleminin sonunda, kuyucuklarda bulunan DMEM besiyeri ve MTT
uzaklagtirilmis ve olusan formazan kristallerini ¢6zebilmek adina; kriyojel diski basina
600 pL. DMSO/Amonyak ¢ozeltisi (%95 DMSO, %5 Amonyak) eklenerek, oda
sicakliginda, karanlik ortamda, 15 dakika boyunca shakerda ¢alkalanmistir. Ciplak gozle
dahi goriilebilen, icerigindeki canli hiicre sayisina bagh degisen tonlarda mor/kahve
renkteki ¢ozeltiden 100 uL alinarak, en az ii¢ tekrarli olacak sekilde, 96 kuyucuklu hiicre
kiiltiir plaklarina alinmis ve mikroplak okuyucuda (BIOTEK, pQuant), 550 nm’de
spektrofotometrik 6l¢iimii gergeklestirilmistir Sekil 3.8.). MTT testi sonrasi elde edilen
verilerdeki, optik dansite (OD) degerleriyle kriyojel disklerine baglanan canli hiicre %’si,
asagida verilmis olan Esitlik 3.5.°¢ gore hesaplanmis ve sonuclar birbirleri ile

kiyaslanarak degerlendirilmistir.

% Hiicre Canlilik = Olciilen OD Degeri x100

Kontrol Grubunun OD Degeri
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Sekil 3.7. Farkli kriyojel gruplarinin, tutukladiklart meme kanseri hiicrelerinin
canliliklarinin  bir gostergesi olarak mor renkte formazan kristalleri olugturmasi

sonucunda mor/kahve renklere boyanmasi.

Sekil 3.8. % Canlilik analizi i¢in Orneklerin, 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plaklarinda,

mikroplak okuyucuda spektrofotometrik 6l¢iime hazir hale getirilmesi.
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3.5.5. SEM Analizi

Farkl1 6zellikteki kriyojel gruplari ile yapilan cesitli test ve analizlerin degerlendirilmesi
sonucunda se¢ilen, PHEMA-G ve PHEMA-G-BSA100-ConA kriyojelleri ile MCF-7 ve
MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin etkilesimlerini incelemek, s6z konusu
hiicrelerin  kriyojellere  baglandigini  dogrulayabilmek amaciyla SEM analizi

tekrarlanmustir.

3.5.5.1. Hiicreli kriyojel orneklerinin SEM i¢in hazirlanmasi

SEM analizinde kullanilan hiicre tipleri ve kriyojel tipleri asagida Cizelge 3.2.’de
gosterilmistir. Soz konusu kriyojel gruplarmm, hiicre siispansiyonu (5x10°
hiicre/kriyojel), 120 dakika boyunca muamele edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda,
kriyojel ornekleri SEM protokoliine uygun bir sekilde hazirlanmistir. Bu islem,
karakterizasyon c¢alismalarinda bahsedilen SEM 06rnegi hazirlama protokoliindeki
basamaklarin aynen uygulanmasi seklinde gerceklestirilmistir. Boylelikle, elde edilen
SEM goriintiileri ile daha once ¢ekilen; hiicre ekilmemis kriyojeller 6rneklerinin SEM

goriintiileri, birbirleriyle kiyaslanarak degerlendirilmistir.

Cizelge 3.2. SEM analizi i¢in kullanilan hiicrelerin ve kriyojellerin tipleri.

HUCRE TiPi KRIiYOJEL TiPi
MDA-MB-231 PHEMA-G
MDA-MB-231 PHEMA-G-BSA100-ConA
MCEF-7 PHEMA-G

MCE-7 PHEMA-G-BSA100-ConA
Hiicresiz PHEMA-G

Hiicresiz PHEMA-G-BSA100
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3.6. Istatistiksel Analiz

Bu tez calismasinda, MTT sonuglarmin istatistiksel analizi, Phyton 3 uygulamasi
kullanilarak yapilmistir. Degiskenler, Shapiro-Wilk testi ile normal dagilima uygun
oldugu i¢in gruplar arasindaki karsilastirmalar, Student t testi ve Anova testleri ile
yapilmistir. Yanilma diizeyi olarak % 5 belirlendiginde, p degeri 0.05’ten kii¢lik oldugu

durumlarda, gruplar arasindaki fark, istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. PHEMA-BSA kriyojellerin karakterizasyonu

Tez calismamizdaki amacimiz; sentetik bir polimer olan PHEMA’nin ayarlanabilir
ozellikleri ile dogal bir polimer olan BSA’nin bir arada kullanilmas: ile kriyojel temelli
kromatografik bir sistem tasarlamakti. Bu amagcla, iceriginde degisen konsantrasyonlarda
(0, 25,50, 75, 100 mg) BSA bulunan bes grup ve yine degisen konsantrasyonlarda (0, 25,
50, 75, 100 mg) BSA bulundurmasina ek olarak iceriginde BSA’ ’nin ¢apraz baglayicisi
olan gluteraldehiti de iceren bes grup olmak iizere, toplam on gruptan olusan PHEMA
temelli kriyojellerin Ozellikleri incelenmistir. Calisma kapsaminda sentezlenen tiim
PHEMA temelli kriyojel gruplarinin sismis ve kuru hallerinin optik fotograflar1 Sekil

4.1.’de verilmistir.

Yapilan morfolojik incelemelerin sonucunda, yapisinda BSA’nin ¢apraz baglayicisi
gluteraldehiti iceren kriyojel gruplarinin; hem daha esnek siinger benzeri bir yapida hem
de daha mekanik olarak dayanikli olduklar1 gézlenmistir. PHEMA temelli kriyojellere,
degisen konsantrasyonlardaki BSA nin etkisi ise bu agsamada morfolojik olarak biiyiik bir
fark olusturmamakla birlikte, ilerleyen kisimlarda deginilecegi iizere, Con A lektini

baglama asamasinda 6nem tagimaktadir.
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PHEMA-G-B3A25

PHEMA-G-BSASD

PHEMA-BSATS

PHEMA-G-BSATS

PHEMA-BSAL00 PHEMA-G-BSA100

—| PHEMA

PHEMA-G

PHEMA-BSA2S

PHEMA-G-BSAS0

PHEMA-BSAS0

PHEMA-G-BSATS

PHEMA-BSATS

PHEMA-BSAL00 - PHEMA-G-BSA100

Sekil 4.1. PHEMA-BSA kriyojel gruplarinin, a) su alarak sismis; b) sikilmis; ¢) kuru

gorlintiileri
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4.1.1. PHEMA-BSA kriyojellerin sisme davramislari
Kriyojellerin sisme 6zellikleri, onlarin biinyelerinde maksimum miktarda suyu tutabilme

kapasitesini ifade etmekte olup, kriyojellere genis bir ¢caligma alani imkan1 sunmaktadir

[79].

Tez kapsaminda hidrofilik karakterdeki PHEMA kriyojellerin sentezinde, tiim gruplara
capraz baglayici olarak MBA Am kullanilmis olup, bahsi gecen bes gruba da MBAAm’a
ek olarak, bir diger ¢apraz baglayici olan gluteraldehit de kullaniralarak, kriyojel daha
dayanikli bir hale getirilmistir [251]. Ardindan, sentezlenen farkli 6zelliklere sahip
PHEMA temelli kriyojel gruplarinin, i¢erigindeki (gluteraldehit icermesi ve degisen BSA
konsantrasyonu gibi) degiskenlerin, kriyojelin agst gbzenek yapilari ve buna bagli sisme
ozellikleri tizerine etkisi, yapilan sisme deneylerinin sonuglarina gore degerlendirilmistir

(Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. Sisme deneyleri sonuglari.

o Sisme ~  Sjgme Oram  Makrogozenek Miktar1  Jellesme Verimi
Kriyojel Deneyleri

Tipleri (%) (%) (%)
PHEMA

PHEMA-BSA25

PHEMA-BSAS0

PHEMA-BSAT75

PHEMA-BSA100

PHEMA-G

PHEMA-G-BSA25

PHEMA-G-BSAS0

PHEMA-G-BSAT75

PHEMA-G-BSA100
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4.1.1.1. Jellesme verimi (%) sonu¢larin degerlendirilmesi

Sisme deneyleri kapsaminda incelenen parametrelerden biri olan jellesme verimi,
polimerizasyonun etkin bir sekilde gerceklesme durumu hakkinda bilgi vermektedir.
Sentezlenen farkli 6zellikteki kriyojellerin, jellesme verimleri, gruplarin basarilarinin
birbirleri ile daha iyi kiyaslanabilmesi adina grafik haline getirilmistir (Sekil 4.2.).
Grafikte de goriildiigii gibi, iceriginde BSA’ nin ¢apraz baglayicisi, gluteraldehit bulunan
kriyojel gruplarinda, ¢apraz baglanma etkinliginin artmasinin bir sonucu olarak, daha iyi
bir jellesme verimi gdzlenmistir. Bununla beraber en diisiik jellesme verimine sahip olan;
PHEMA-BSA75 ve PHEMA-BSA100 igeriklerinde BSA’nin ¢apraz baglayici olan
gluteraldehit bulunmamasina karsilik, en yiiksek konsantrasyonda BSA igeren gruplar

olusuyla dikkat cekmektedir.
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ekil 4.2. Kriyojel gruplarinin jellesme verimi (%) grafigi.
yojel grup J gralig
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4.1.1.2. Sisme oram (%) sonu¢larmin degerlendirilmesi

Sentezlenen farkli 6zellikteki kriyojellerin, sisme orani, gruplarin basarilarinin birbirleri
ile daha iyi kiyaslanabilmesi adina grafik haline getirilmistir (Sekil 4.3.). Grafikte de
goriildiigii gibi, iceriginde BSA’nin ¢apraz baglayicisi, gluteraldehit bulunan kriyojel
gruplarinda, su tutma kapasitesindeki artigin bir sonucu olarak, daha iyi bir sisme orani
gozlenmistir. Ustelik bu artist artan BSA konsantrasyonlar1 ile iliskilendirmek
miimkiindiir. Bununla beraber en diisiik sisme oranina sahip olan, PHEMA, PHEMA-
BSA25, PHEMA-BSA50, PHEMA-BSA75, PHEMA-BSA100, birbirlerine oldukga
yakin sonuglar vermis olup, bu gruplarin ortak noktalari ise, higbirinin igeriginde,

BSA’nin ¢apraz baglayici olan gluteraldehitin bulunmamasidir.
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Sekil 4.3. Kriyojel gruplarinin sisme orani (%) grafigi.
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4.1.1.3. Makrogozenek miktari (%) sonuclarinin degerlendirilmesi

Sentezlenen farkli 6zellikteki kriyojellerin, makrogdzenek miktari, gruplarin basarilarinin
birbirleri ile daha iyi kiyaslanabilmesi adina grafik haline getirilmistir (Sekil 4.4.).
Grafikte de goriildiigii gibi, en yiiksek jellesme verimine sahip olan, PHEMA-G-BSA75
ve PHEMA-G-BSA100 kriyojel gruplari iken; en diisiik makrogdzenek miktaria sahip
olan ise, PHEMA-BSA25 ve PHEMA-BSAS50 kriyojel gruplart olmustur. Kriyojel
gruplar1 arasindan, igeriginde BSA’nin c¢apraz baglayicisi, gluteraldehit bulunan
gruplarda, ¢apraz baglanma etkinliginin artmasinin bir sonucu olarak, daha iyi bir
makrogo6zeneklilik derecesi gozlenmistir. Ayrica gluteraldehit varliginda artan BSA

konsantrasyonunun da makrogdézenek miktar1 iizerinde olumlu bir etki gosterdigini
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Sekil 4.4. Kriyojel gruplarinin makrogdzenek miktari (%) grafigi.
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4.1.2. PHEMA-BSA kriyojellerin SEM ile yiizey ozelliklerinin degerlendirilmesi

Kriyojellerin birbirleri ile baglantili genis gdzeneklere sahip olmalari, kurulan deney
diizeneginde geri basing sorunu ile karsilagilmamasi adina olduk¢a 6nemlidir. Bu amagla,
PHEMA temelli kriyojellerin birbirleri ile baglantili gozeneklerinin incelenmesi amaciyla
SEM analizi yapilmis ve kriyojel gruplar1 goriintiilenmistir. SEM goriintiilemesi; hem
kriyojeller sentezlendikten sonra (Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.), hem de in-vitro deneylerde
kriyojeller, hiicre siispansiyonu ile muamele edildikten sonra (Sekil 4.7.) yapilmistir.
Boylelikle, hem degisen kriyojel iceriklerinin gézenek yapisina etkisi hem de in-vitro
deneyler sonrast MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin, kriyojelin
gozeneklerinde baglanip baglanmadigini analiz edebilmek miimkiin olmustur.
Karakterizasyon amagli yapilan SEM goriintiilemelerinde, igeriginde gluteraldehit
bulunan gruplar, bulunmayanlara kiyasla, gézenekleri daha genistir. /n-vitro deneylerin
sonrasinda yapilan SEM goriintiilerinde, kontrol grubu olan PHEMA-G kriyojellerinin
gozeneklerinde ve ylizeyinde hiicrelere oldukca az ya da hi¢ rastlamazken; ylizeyine Con
A lektini baglanmasi sonucunda sentezlenen PHEMA-G-BSA100-ConA kriyojellerinin
gozeneklerinde ve Ozellikle yiizeyinde hiicrelere rastlanmistir. Bu da hem boyut hem
affinite temelli DTH ayrimi yapmay1 hedefleyen sistemimizin, affinite temelli ayrimda

daha basarili oldugunu gostermektedir.

DTH ayristirma tekniklerinden olan immiinoaffinite temelli pozitif zenginlestirme
yontemlerinden CellSearch, MACS, IMS gibi teknolojiler basta olmak {izere pek ¢ok
teknik DTH’1 ayrigtirmak adina EpCAM antikorunu kullanmaktadir. Bu durum, bu
teknolojileri EpCAM bagimli olmasina sebep olup, DTH ylizeyinde EpCAM antikoru
bulunmadig: takdirde bu teknolojiler DTH yakalamasi yapamamaktadirlar. Bizim
gelistirdigimiz affinite sisteminde ligand olarak Con A lektinini kullanmamiz, kanser
hiicrelerinin yiizeyinde artan glikolipid tabakasini hedeflediginden boyle bir kisitlilik s6z
konusu olmamakla birlikte farkli DTH ile ¢alisabilmeyi miimkiin kilmasinin yan sira,
ozellikle metastatik tipteki DTH’nin yakalanmasi konusunda sergiledigi basarilara

literatiirde rastlanmaktadir [201, 218, 219, 221].
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Date{midy): 070621 Det: SE Date(midly): 070621 Det: SE Date{midy): 070621 Det: SE
View field: 830 ym Bl: 400 200 pm \7 TR View field: 830 ym Bl: 400 200 pm 7 TR View fied: 830 ym Bl: 400 200 pm
SEM MAG: 250 x WD: 2,06 mm ) SEMMAG: 250 x WO: 3.07 mm ! SEM MAG: 250 x WD: 3.3 mm

n

[ ’ g . i x .
Date{midiy): 0710621 Det: SE GAIA TESCAN Date{midly): 0710621 Det: SE GAIA3 TESCAN

View flold: 830 ym Bl 400 20 m F View flokd: 830 ym Bl 400 00 ym ‘7
SEMMAG: 250x  WD: 329 mm HUNTeX( !/ SEM MAG: 250 x WD: 3.2 mm HUNIT!([‘

Sekil 4.5. a)PHEMA, b)PHEMA-BSA25, c)PHEMA-BSA50, d)PHEMA-BSA75,
¢)PHEMA-BSA100 tez calismasi kapsaminda sentezlenen kriyojel gruplarinin SEM

goriintiileri: 200 pum.
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Date{midyy): 0710621 Det: SE Date(midiy): 0710721 Det: SE | Date{midiy): 07006121 Det: SE
View fiokd: 830 ym B4 View field: 830 ym Bl:4.00 200 pym 1 View field: 830 ym Bl 4.00 200 ym
SEMMAG: 250x _ WD: 2.67mm { SEMMAG: 250 %  WD: 439 mm b SEMMAG: 250x  WD:5.33mm

Date{midy): 07106121 Det: SE Date{midiy): 07106121 Det: SE ‘
View fiekd: 830 ym BI: 4.00 200ym i1 View fiekd: 830 ym BI:4.00 200 ym
SEMMAG: 250x | WD:7.42mm ) SEMMAG: 250x | WD: 6.38 mm

Sekil 4.6. a)PHEMA-G, b)PHEMA-G-BSA25, ¢c)PHEMA-G-BSA50, d)PHEMA-G-
BSA75, e)PHEMA-G-BSA100 tez c¢alismasi kapsaminda sentezlenen kriyojel
gruplarinin SEM goriintiileri: 200 pm.
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»r‘ kk : e
e L5, 2
SEM HV: 10.0 kV Det: SE GAIA3 TESCAN|

SEMMAG: 500 x  View field: 415 ym 100 pm
View field: 415 ym Scan speed: 6 HUNITEK

o

-

SEM HV: 10.0 kV Det: SE GAIA3 TESCAN SEM HV: 7.0 KV Det: SE GAIA3 TESCAN
SEM MAG: 500 x  View field: 415um | 100 ym SEMMAG: 5.00 kx | View field: 41.5pm | 10 ym
View field: 415 ym Scan speed: 6 HUNITEK View field: 41.5 ym Scan speed: 6 HUNITEK

Det: SE | GAIA3 TESCAN SEM HV: 7.0 kV. Det: SE
SEM MAG: 500 x  View field: 415 ym 100 ym SEM MAG: 5.00 kx  View field: 41.5 ym | 10 ym
View field: 415 ym Scan speed: 6 HUNITEX View field: 41.5 ym Scan speed: 6 HUNITEK

SEM HV: 7.0 KV Det: SE GAIA3 TESCAN| SEM HV: 7.0 KV Det: SE GAIA3 TESCAN
SEMMAG: 1.00 kx  View field: 207 ym | 50 pm SEM MAG: 5.00 kx | View fleld: 41.5 ym | 10 pm
View field: 207 pm Scan speed: 6 HUNITEK View field: 41.5 pm Scan speed: 6 HUNITEK

Sekil 4.7. SEM goriintiileri: a) MDA-MB-231, PHEMA-G, b,c) MCF-7, PHEMA-G, d,e)
MDA-MB-231, PHEMA-G-BSA100-ConA, f,g) MCF-7, PHEMA-G-BSA100-ConA.
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4.1.3. PHEMA-BSA kriyojellerin Mikro-CT sonug¢lar:

Tez ¢aligmasi kapsaminda, PHEMA-BSA kriyojeller ile DTH ayristirilmas1 hedeflenen
sistemin etkin bir sekilde DTH tutuklayabilmesi i¢in genis ve birbirleri ile baglantili
makrogdzenek yapilarinin 6nemine siklikla vurgu yapilmistir. Bu amagla, kriyojellerin
gozenek durumlari hakkinda bilgi sahibi olabilmek adina yapilan sisme deneyleri, Mikro-
CT analizileri ile desteklenmis ve g¢ikan sonuglar birbirleri ile kiyaslanarak

degerlendirilmistir.

PHEMA-G ve PHEMA-G-BSA 100 kriyojel Orneklerinden, X 1sinlar1 gegirilerek,
kriyojellerin gézenek boyutlar1 ve gézeneklerin dagilimlarinin modellenmesini miimkiin
kilan Mikro-CT analizi sonucunda elde edilen goriintiler Sekil 4.8.’de verilmistir.
Yapilan Mikro-CT analizi kapsaminda, PHEMA-G (Sekil 4.9.) ve PHEMA-G-BSA100
(Sekil 4.10.) kriyojellerinin verdikleri goriintiiler karsilastirilmis ve kriyojelin igeriginde
BSA bulunmasinin jelin gozenekleri tizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Elde edilen
sonuclar degerlendirildiginde PHEMA-G kriyojelin gézenek boyutunun 15-173 pm
arasinda degistigi, gozenek yiizdesinin %79.7 oldugu bulunmustur. PHEMA-G-BSA100
kriyojelin gézenek boyutunun 15-145 um arasinda degistigi, gdzenek yiizdesinin %84.8
oldugu bulunmustur. Gozenek yiizdesinin kontrol grubu olan PHEMA-G kriyojelden
yiiksek ¢ikmast PHEMA-G-BSA100 kriyojelin basarisin1 gostermektedir. Elde edilen
sonuclar literatiirde hazirlanmis, icerikleri farkli PHEMA temelli kriyojeller ile
karsilastirildiginda bagarili bulunmustur. Calismada PHEMA temelli kriyojelin gbzenek

yiizdesi bizim ¢alisgmamiz ile benzer olarak %80 bulunmustur [253].

Sekil 4.8. a) PHEMA-G; b) PHEMA-G-BSA100 kriyojellerinin Mikro-CT goriintiileri.
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Sekil 4.9. PHEMA-G kriyojelinin Mikro-CT analiz sonuglarina baghh goézenek

boyut/dagilim analizi.
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Sekil 4.10. PHEMA-G-BSA100 kriyojelinin Mikro-CT analiz sonuglarina bagl gézenek
boyut/dagilim analizi.
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4.1.4. PHEMA-BSA kriyojellerin FTIR ile yap1 analizi sonuc¢lar

Tez calismasi kapsaminda sentezlenen PHEMA, PHEMA-BSA ve PHEMA-G-BSA
kriyojellerin infrared spektrumlar1 alinmistir. Boylelikle, PHEMA temelli kriyojellerin
yapisina katilmasi amaglanan BSA’nin, ¢apraz baglayici olan gluteraldedehit kullanarak
hazirlanmis PHEMA-G-BSA ve capraz baglayici kullanilmadan hazirlanan PHEMA-
BSA kriyojellerin yapisina katilip katilmadigi infrared spektrumlari ile incelenmistir.
Elde edilen sonuglarin kiyaslanabilmesi amaci ile, BSA’nin infrared spektrumundan
yararlanilmigtir. FTIR analizi sonucunda PHEMA, PHEMA-BSA, PHEMA-G-BSA
kriyojelleri ve BSA’ya ait elde edilen spektrumlar; sirasiyla Sekil 4.11., 4.12., 4.13,

4.14.’te verilmistir.

Grafikte verilen spektrumlar incelendiginde, BSA’ya ait verilen dalga boylar
goriilmektedir. Literatiire gore, 3284 cm™’de O-H gerilme bandi, albiiminin protein
yapisindan kaynakli amid I ve amid II bantlar1 1641 cm'’de ve 1521 cm’de
goriilmektedir [252]. PHEMA kriyojelin yapisinin karakteristik bantlart olan O-H
gerilme bandi 3301 cm™’de C=0 gerilme band1 1722 cm!”de goriilmektedir. O-H gerilme
bandi PHEMA-BSA kriyojelde 3338 ¢cm™’e PHEMA-G-BSA kriyojelde 3332 cm™’e
kaymigtir. C=0 gerilme band1 ise PHEMA-BSA kriyojelde 1718 cm™'’e PHEMA-G-BSA
kriyojelde 1720 cm!’e kaymustir. BSA’nin yapisinda yer alan amid bantlarina PHEMA-
BSA ve PHEMA-G-BSA kriyojelin yapisinda da rastlanmaktadir [253]. Amid bantlar
sirastyla PHEMA-BSA kriyojelde 1653 ve 1528 cm'’de, PHEMA-G-BSA kriyojelde
1654 ve 1526 cm’de goriilmektedir. PHEMA kriyojelin infrared spektrumu
incelendiginde amid I ve II bantlarinin 1658 ve 1531 cm™’de pik verdigi goriilmekte olup,
bu durum, capraz baglayict olarak kullanilan metilen bisakrilamitin varligindan
kaynaklanmaktadir. PHEMA-BSA ve PHEMA-G-BSA kriyojellerde amid I ve II’de
dalga boylarinda kaymanin gergeklesmesi BSA’nin PHEMA-BSA ve PHEMA-G-BSA
kriyojellerin yapisina bagarilt bir sekilde katildigini gostermektedir.
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Sekil 4.11. PHEMA kriyojelin FTIR analizi sonucu.
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Sekil 4.12. PHEMA-BSA kriyojelin FTIR analizi sonucu.
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Sekil 4.14. BSA’nin FTIR analizi sonucu.
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4.1.5. Bradford deneyi ile kriyojel yapisina katilan BSA’nin analiz sonugclar:

Sentezlenen farkli 6zelliklerdeki kriyojel gruplarinin, igerigindeki degisen BSA
konsantrasyonlar1 ve BSA’nin ¢apraz baglayicis1 olan gluteraldehitin  kullanilip
kullanilmamasina bagl olarak, BSA’y1 yapilarina katabilme bagarilarini inceleyebilmek
amaciyla; Kriyojel gruplarinin yikama sularindan 6rnekler alinarak spektrofotometrik

analiz yapilmistir. Elde edilen sonuglar, BSA standart grafigi 1s1ginda hesaplanmastir.

Sekil 4.15.’te kriyojellerin sentezlendikten sonra 1 gece bekletilen yikama sularindan elde
edilen drneklerin dl¢tim sonuglari olup, kriyojellerin BSA sizintis1 yapma davranislarini
ifade etmektedir. Grafikte goriildiigii gibi, iceriginde BSA’ nin ¢apraz baglayicisi olan
gluteraldehit bulunan kriyojel gruplari, artan BSA konsantrasyonlarina ragmen BSA’y1
etkin bir sekilde yapilarina katarken; iceriginde gluteraldehit bulunmayan kriyojel
gruplart BSA’y1 yapilarina katmakta nispeten basarisiz olmustur. Bu durum, kriyojellerin

yapisina BSA’nin daha etkin bir sekilde katilabilmesi i¢in ¢apraz baglayici gluteraldehitin

N 5
R

kullanilmasinin yararli olacagin1 gostermektedir.
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Sekil 4.15. Kriyojel gruplarinin BSA sizintis1 sonuglart.
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4.1.6. Con A baglanmasinin degerlendirilmesi

Sentezlenen farkli 6zelliklerdeki kriyojel gruplarinin, igerigindeki degisen BSA
konsantrasyonlar1 ve BSA’nin ¢apraz baglayicis1 olan gluteraldehitin  kullanilip
kullanilmamasina bagli olarak, Con A’y1 yapilarina katabilme bagarilarini inceleyebilmek
amaciyla; Con A baglama islemi gerceklestirilen kriyojel gruplarinin yikama sularindan
ornekler alinarak spektrofotometrik analiz yapilmistir. Elde edilen sonuglar, Con A
standart grafiginden yararlanilarak, farkli kriyojel gruplarinin Con A baglama kapasiteleri

degerlendirilmistir. Boylece 1 g polimer bagina ka¢ mg Con A baglandigi bulunmustur.

Kriyojel gruplarinin, Con A lektininin baglayabilme basarilar1 Sekil 4.16.’da verilmistir.
Grafikte de goriildiigii gibi, iceriginde BSA’ nin ¢apraz baglayicisi olan gluteraldehitin
bulundugu kriyojel gruplari, iceriginde gluteraldehit bulunmayanlara kiyasla Con A
lektinini baglayabilmede daha basarili olmustur. Ayrica gluteraldehit varliginda artan
BSA konsantrasyonunun da, Con A’nin kriyojele baglanmasina katki sagladigim

sOyleyebilmek miimkiindiir.

5
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1,5

0,5

Kriyojel Gruplari

Sekil 4.16. Kriyojellerin ConA’y1 yapilarina katma basarilari.
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4.2. Hiicre kiiltiir calismalar:

4.2.1. MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin morfolojik goriintiileri
Tez ¢aligmasi kapsaminda, gelistirilen kriyojel temelli affinite sisteminden gecirilerek
ayristirtlmasi hedeflenen MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicresi hatlarinin, 151k
mikroskobunda cekilen goriintiileri, sirastyla Sekil 4.17. ve Sekil 4.18.”de verilmistir.

MCF-7 meme kanseri hiicreleri, liiminal A alt tipte, epitelyal fenotipte hiicrelerken [178];
MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri, bazal (iiglii-negatif) alt tipte, mezenkimal
fenotipte hiicrelerdir. [184].

Demircan ve arkadaglari, 2019 yilinda yayinladiklari ¢alismada, bugday agliitinin
lektinini, MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hatt1 hiicrelerinin degisen yiizey glikan
degisimlerine bagl ayrimini iki saat gibi kisa bir siirede yapmay1 basarmislardir [254].
Biz de calismamizda, maksimum inkiibasyon siiremizi 2 saat (120 dakika) olarak
belirledik. 1k inkiibasyon siiremiz olan 30. dakikada dahi ¢alismamizda kullandigimiz
kriyojel gruplarimiz hiicre baglamaya baslamis, 90. dakikada ve deney sonlanana kadar
gecen slirede en yiksek MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri baglama basarisi elde

edilmistir.
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Sekil 4.17. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin 1s1k mikroskobu goriintiisii.
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Sekil 4.18. MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin 151k mikroskobu goriintiisii.

4.3. PHEMA-BSA Kkriyojeller ile in-vitro hiicre Kkiiltiirii deneyleri sonuclari

4.3.1. Tripan mavisi boyasi ile hiicre sayimi sonug¢lari

Farkli ozellikteki kriyojel gruplarinin, devamli sistemde, MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicreleri ile muamelesi kapsayan deney sisteminde, daha 6nce de bahsedildigi 30, 60, 90,
120 dakika olmak iizere 4 inkiibasyon siiresinin, her birinin sonlarinda hiicre
siispansiyonundan 6rnek alinip, tripan mavisi boyasi ile boyanmistir. Bu yontemle sayimi
gergeklestirilen hiicreler, kriyojelde baglanamayip, hiicre siispansiyonunda bulunan

hiicreleri ifade etmektedir.

Sekil 4.19. ve Sekil 4.20.’de verilen grafiklerde goriildiigii tizere, PHEMA-G-BSA100-
ConA kriyojeli, her iki hiicre grubu (MCF-7 ve MDA-MB-231) ile de oldukga basarili
sonuclar vermeyi basarmistir. Buna karsilik kontrol grubu olan PHEMA-G kriyojel, her
ne kadar iceriginde BSA ve ConA bulunmadigindan affinite temelli bir ayrigtirma
yapamasa da, sahip oldugu makrogdzenekli yapisi sayesinde, PHEMA-G-BSA100-ConA
grubu kadar olamasa da belirli bir diizeyde hiicre baglamay1 basarabilmistir. Bu a¢idan

bakildiginda hem boyut hem affinite temelli kanser hiicresi ayrimi yapabilme
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potansiyeline sahip olan deney diizenegimizin, affinite temelli ayrimi1 daha etkin bir

sekilde yapmay1 basardigini sdyleyebilmek miimkiindiir.

30. dk 60. dk 90. dk 120. dk
inkiibasyon Siireleri

6x10°

5x10°

4x10°

3x10°

Hiicre Sayisi

2x105

0

m PHEMA-G = PHEMA-G-BSA100-ConA |

Sekil 4.19. Tripan mavisi boyasi ile hiicre siispansiyonundan MCF-7 meme kanseri

hiicresinin sayimu.

30. dk 60. dk 90. dk 120. dk
Inkiibasyon Siireleri
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| u PHEMA-G = PHEMA-G-BSA100-ConA |

Sekil 4.20. Tripan mavisi boyasi ile hiicre silispansiyonundan MDA-MB-231 meme

kanseri hiicresinin sayimi.
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4.3.1.2. PHEMA-BSA kriyojellerin hiicreleri baglayabilme basarilarimin

degerlendirilmesi

Yapilan hiicre sayiminin 1s1¢inda, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin, PHEMA-BSA
kriyojel ve kontrol amach kullanilan PHEMA kriyojel tarafindan baglayabilme
kapasiteleri degerlendirilmistir. Bu dogrultuda, 1 g polimer basma ka¢ mg hiicre
baglandig1r Sekil 4.21.’deki grafik lizerinden gosterilmistir. Bu sayede, tez ¢alismasi
kapsaminda hedeflenen PHEMA-BSA kriyojel affinite sistemi diizeneginin basarisinin

degerlendirilmesi miimkiin olmustur.

Sekil 4.21.’de verilen grafiklerde goriildiigii lizere, heniiz ilk inkiibasyon siiresi olan 30.
dakikada dahi PHEMA-BSA kriyojel basarili bir sekilde hiicre baglamay1 basarmis ve
ilerleyen inkiibasyon siirelerinde baglanan hiicrelerde salima rastlanmamakla birlikte,

sistem MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerini baglamaya devam etmistir.

Daha saglikli bir kiyaslama yapabilmek adina, kontrol grubu olarak PHEMA-G kriyojel
kullanilmistir. PHEMA-G: Iceriginde BSA bulunmayan ve Con A baglanmasi
gerceklestirilmeyen bir grup olmasina ragmen, sahip oldugu genis gézenekler sayesinde
belli Olciide hiicre yakalamayi basarabilse de, MCF-7 hiicrelerine karsi sergiledigi
basartyi, MDA-MB-231 hiicrelerine karsi sergilemeyi basaramamistir. Bu, affinite
temelli sistemimizde ligand igermeyen materyal i¢in goérmek istedigimiz sonuglardir.
Ayrica MDA-MB-231 hiicrelerinin, kriyojeller tarafindan baglanmasi, tez kapsamimizda
belirttigimiz DTH yakalama hedefimizin gerceklestirilmesi adina daha biiyiik 6nem
tasidigini da belirtmemiz gerekir. Bunun nedeni, genel bilgiler baglig1 altinda detayli bir
sekilde bahsedildigi gibi, MDA-MB-231, {i¢lii-negatif karakterde, tedavilere zor cevap
veren, uzak organ metastazina egilimli bir meme kanseri tipiyken; MCF-7, hormon
bagiml karakterde, tedavilere daha iyi cevap veren, daha 1limli seyreden ve uzak organ

metastazina egilimi gérece daha diisiik bir meme kanseri tipi olmasidir.

Sekil 4.21.’de gorildigi gibi, PHEMA-G-BSA100-ConA kriyojel grubu, hem MCF-7
hem de MDA-MB-231 hiicrelerini baglamada basarili olmakla birlikte, MDA-MB-231

hiicrelerini baglamada hentiiz 30. dakikada dahi baglamada oldukca basarili olmustur.
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Sekil 4.21. a) MCF-7, b) MDA-MB-231 hiicrelerinin kriyojel gruplar1 tarafindan

baglanma basarilari.



4.3.2. MTT ile canhlik analizi sonuclari
Iki farkli amaca yonelik, iki MTT analizi gergeklestirilmistir. Yapilan ilk MTT analizi ve
diger analiz deneylerinin 15181inda diger MTT analizi gergeklestirilerek yapilan yorumlar

dogrulanmustir.

4.3.2.1.Con A’nin kanser hiicresi yakalama basarisimmn MTT analizi ile
degerlendirilmesi

Ilk asamada yapilan MTT analizinin amaci: Tez kapsaminda gelistirilmesi hedeflenen

kriyojel temelli affinite sisteminde segilen ligand olan Con A lektininin hiicreleri

yakalama bagarisin1 test etmektir. Bu dogrultuda, MCF-7 ile hazirlanan hiicre

slispansiyonu, Cizelge 4.2.’de verilen, farkli 6zelliklere sahip 9 kriyojel grubundan,

devaml sistemde gecirilmis ve 30, 60, 90, 120 dakika seklinde segilen dort inkiibasyon

siiresinin, her birinin sonunda MTT analizi ger¢eklestirilmistir.

Cizelge 4.2. Kriyojel gruplar

KRiYOJEL GRUPLARI

PHEMA

PHEMA-G-BSA25

PHEMA-G-BSAS0

PHEMA-G-BSA75

PHEMA-G-BSA100

PHEMA-G-BSA25-CONA

PHEMA-G-BSA50-CONA

PHEMA-G-BSA75-CONA

PHEMA-G-BSA100-CONA
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Sekil 4.22.°de 9 farkli kriyojel grubunun MTT analizi sonucunda, kriyojel tarafindan
tutuklanan MCF-7 hiicrelerinin % canliliklar1 verilmistir. Grafikte goriildiigii gibi, Con A
lektini baglanan gruplar, kanser hiicrelerine affinite gostermis ve belirgin bir yakalama
basarist sergilemistir. Canlt hiicre tutulmasi ylizdeleri karsilastirildiginda, 30. dakikada
tim kriyojel gruplarmin PHEMA-G kriyojele kiyasla, canli hiicre baglanmasi
ylizdelerinin anlamli olarak daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<0.05). 60. dakikada
PHEMA-G-BSA50/75/100 kriyojel gruplari, PHEMA-G-BSA kriyojele gore canli hiicre
baglanmasi agisindan anlamli bir fark gdstermemistir (p>0.05). Diger tiim kriyojel
gruplari ise 60. dakikada anlamli olarak daha yiiksek canli hiicre baglanmasi sergilemistir
(p<0.05). 90. dakikada PHEMA-G-BSA?75 ile 120. dakikada PHEMA-G-BSAS50 kriyojel
gruplar1 canli hiicre baglanmasi acisindan PHEMA-G kriyojele kiyasla anlamli bir fark
gostermemistir (p>0.05). Buna karsilik, diger tiim gruplar ile anlamli olarak daha ytiksek
canli hiicre baglanmasi saglanmistir (p<0.05). Con A ¢ozeltisi hazirlama basamaginda da
protokoliinden yararlandigimiz Yavuz ve arkadaslarimin 2008’te yayinladiklari
calismada, miyolama hiicrelerini ayristirmada Con A baghh PHEMA kiirecikleri
kullanilmis ve bizim de MTT sonuglarinda gézlemledigimiz gibi, calismada da artan Con
A konsantrasyonunun s6z konusu kanser hiicrelerini yakalamada daha iyi bir basar1 elde

ettigi bildirilmistir [255].

Zaman

Canlilik Oran1

<
Kriyojel Tipleri

Sekil 4.22. Kriyojel gruplarinin degisen inkiibasyon siiresine baglt % canlilik analizi

sonugclari.
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4.3.2.2. PHEMA-BSA kriyojel affinite sisteminde MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicrelerinin baglanma basarisinin degerlendirilmesi icin MTT analizi
Ikinci asamada yapilan MTT analizinin amaci: Tez kapsaminda analiz amach yapilan
deneylerde en iyi sonug verdigi gézlenen, PHEMA-G-BSA100-ConA kriyojel grubunun,
ideal affinite materyali olarak se¢ildigi deneyde, kontrol grubu olarak da PHEMA-G ile
caligtlmigtir. Deney kapsaminda, ayr1 ayr1 MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre
siispansiyonlari, devamli sistemde, bahsedilen 2 kriyojel grubundan gegirilmis ve 30, 60,
120 dakika seklinde secilen dort inkiibasyon siiresinin, her birinin sonunda MTT analizi
gerceklestirilmistir. Boylece farkli alt gruplara ait ve farkli fenotipik 6zellikler sergileyen
iki farkli meme kanseri hiicresinin, sdz konusu kriyojel gruplar tarafindan baglanma

basarilarinin karsilagtirilmasint miimkiin kilmistir.

Sekil 4.23. ve Sekil 4.24.°te sirasiyla, MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerinin MTT analizi sonucunda % canlilik grafikleri verilmistir. MCF-7 meme
kanseri hiicre grubuyla iligkili Sekil 4.22.’te verilen grafikte goriilecegi gibi PHEMA-G-
BSA100-ConA kriyojel grubunun sergiledigi en yiiksek canlilik %335 ile 30. dakikada
gbzlenmis olup, 60. dakikada % canliliginda diisiis gézlense de 120. dakikada tekrar artig
s0z konusu olmustur. Bir diger ¢alisma grubu olan MDA-MB-231 meme kanseri hiicresi
ile iligkili Sekil 4.23.’te verilen grafikte goriilecegi gibi, baglanan hiicrelerin canliliklari,
gecen inkiibasyon siirelerine dogru orantili olarak artis gostermis olup PHEMA-G-
BSA100-ConA kriyojel grubunun sergiledigi en yiliksek canlilik ise %146 ile 120.
dakikada gozlenmistir. Her iki hiicre tipi i¢in de gecerli olmak tizere, PHEMA-G-
BSA100-ConA kriyojel ile ylizde canlilik oranlari, 30, 60 ve 120. dakikalarda, PHEMA -
G kriyojele kiyasla anlamli olarak daha yiiksektir (p<0.05). Bu veriler, PHEMA-G-
BSA100-ConA kriyojel grubunun yalnizca iki farkli kanser hiicresini baglamakla
kalmay1p, hem bir kere baglama gergeklestirdikten sonra hiicreleri tekrar birakmadigini
hem de hiicreleri canli bir sekilde yakalamay1 basardigini gostermektedir. Bu durum,
baglanarak ayrigtirillan tiimor hiicrelerinin incelenebilmesini ve {izerinde c¢alisma

yapilabilmesini miimkiin kilabilme konusunda da umut vaad etmektir.

99



400

350

N w
(%) o
o o

Canlilik Orani
N
o
o

150

100

5

o

30. Dk 60. Dk 120. Dk
inkiibasyon Siireleri

B PHEMA-G  ®m PHEMA-G-BSA100-ConA

Sekil 4.23. PHEMA-G ve PHEMA-G-BSA100-ConA kriyojel gruplarinda baglanan
MCF-7 hiicrelerinin, degisen inkiibasyon siirelerine bagli % canlilik analizi sonuglari

(Tiim inkiibasyon siireleri i¢in p<0.05).
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Sekil 4.24. PHEMA-G ve PHEMA-G-BSA100-ConA kriyojel gruplarinda baglanan
MDA-MB-231 hiicrelerinin, degisen inkiibasyon siirelerine bagli % canlilik analizi

sonuclar1 (Tlim inkiibasyon siireleri i¢cin p<0.05)
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5. YORUM

Tez ¢alismasi kapsaminda; igeriginde ligand olarak Con A lektininin bulundugu,
PHEMA-BSA kriyojellerin, birincil dokudan ayrilip dolasima karisarak uzak organ
metastazina sebep olabilen meme kanseri hiicrelerini baglayarak bulundugu ortamdan
uzaklastiracagi bir affinite sistemi gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu amacla hazirlanan
PHEMA-BSA kriyojellerin, kriyojelasyon islemleri; dondurma (-18°C’de) - eritme
teknigi (oda sicakliginda) kullanilarak gerceklestirilmis olup, se¢ilen bu sentez teknigi
sayesinde birbirleri ile baglantili genis go6zeneklere sahip kriyojeller elde

edilebilmistir.

Hedeflenen affinite sistemi icin en ideal kriyojel materyalini tespit edebilmek adina;
kriyojellerin sentezlenme teknigi degistirilmeksizin, yalnizca igeriklerinde bazi
degisiklikler yapilarak, farkli o6zelliklere sahip on dort farkli kriyojel grubu
olusturulmustur. Bunlar: PHEMA, PHEMA-BSA25, PHEMA-BSA50, PHEMA-
BSA75, PHEMA-BSA100, PHEMA-G, PHEMA-G-BSA25, PHEMA-G-BSAS50,
PHEMA-G-BSA75, PHEMA-G-BSA100, PHEMA-G-BSA25-ConA, PHEMA-G-
BSA50-ConA, PHEMA-G-BSA75-ConA, PHEMA-G-BSA100-ConA seklindedir.
Adlandirilmalarini etkileyen s6z konusu degiskenler ise, igeriklerinde; dogal bir
polimer olan BSA’nin degisen konsantrasyonlarda bulunmasi veya bulunmamasi,
BSA’nin ¢apraz baglayicisi olan gluteraldehitin bulundurmasi veya bulundurmamasi,
MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin affinite gosterdigi bir ligand

olan Con A lektinini bulundurmasi veya bulundurmamasi durumlaridir.

Olusturulan farkl 6zelliklerdeki kriyojel gruplarina, ¢esitli karakterizasyon analizleri
yapilarak kriyojel yapilar1 incelenmis ve kriyojel-hiicre in-vitro deneylerinde
kullanim potansiyelleri degerlendirilmistir. Bdylece, baslangicta bulunan farkli
Ozelliklere sahip on kriyojel grubuna, elde edilen analiz sonuglari dogrultusunda
cesitli elemeler gerceklestirilerek, gelistirilmesi hedeflenen sistem igin en uygun,

ideal kriyojel grubunun tespit edilebilmesi miimkiin olmustur.
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e Sentezlenen farkli 6zelliklerdeki PHEMA-BSA kriyojel gruplarinin, karakterizasyon

analizleri yapilmis ve ¢ikan sonuglar birbirleriyle karsilastirilarak degerlendirilmistir.

FTIR analizinin sonucunda, PHEMA-BSA ve PHEMA-G-BSA kriyojellerin,
iceriklerine eklenen BSA’y1 yapilarma etkin bir sekilde katabildikleri,
BSA’nin karakteristtk amid 1 ve 2 bantlarma dogru dalga boylarinin

kaymasinin gdzlenmesi sonucunda dogrulanmustir.

Kriyojel gruplarinin yikama sularindan, sentezlendikten 1 gece sonra alinan
orneklerin spektrofotometrik Ol¢iimleri sonucunda gergeklestirilen BSA
s1zint1 sonuglarida: Icerigine BSA’nin ¢apraz baglayicisi olan gluteraldehit
eklenerek  dayaniklilastinlan PHEMA-G-BSA  kriyojel  gruplarinin,
iceriklerinde gluteraldehit bulunmayan PHEMA-BSA gruplarina kiyasla;
BSA’y1 herhangi bir s1zint1 olmaksizin yapilarina dahil etmede daha basarili

olduklar1 gézlenmistir.

Sisme deneylerinin sonucunda, PHEMA-BSA kriyojellerin, PHEMA-G-BSA
kriyojellere kiyasla, genis ve birbirleri ile baglantili gdzenekler olusturma
acisindan gorece daha basarisiz olduklari ortaya ¢ikmigtir. Ayrica, PHEMA-
BSA kriyojellerin, PHEMA-G-BSA kriyojellere kiyasla, daha dayaniksiz ve
buna bagli olarak da jel biitiinliigiinii korumada goérece daha basarisiz

olduklar1 da gézlenmistir.

SEM ile goriintiileme analizinde, kriyojel gruplarinin gézenek durumlart ve
yiizey Ozellikleri incelenmis, sisme deneylerinde elde edilen sonuglari
dogrular nitelikte sonuglara rastlanmistir: PHEMA-G-BSA kriyojellerin, artan
BSA konsantrasyonu ile birlikte, birbirleri ile baglantili genis gézenekler
olusturma basarilarinin da artti§1 goézlenmistir. Buna karsilik PHEMA-BSA

kriyojellerde diizensiz gbzenek yapisi gozlenmistir.

e Mikro-CT analizinde, sisme deneylerinde ve SEM goriintiilemesinde en iyi gozenek

ozellikleri sergileyen PHEMA-G-BSA100 kriyojel grubunun ve kriyojel-hiicre in-

vitro deneylerinde kontrol grubu olmasina karar verilen PHEMA-G kriyojel grubunun
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gozenek boyutlar1 ve dagilimlar incelenmis, boylece BSA varliginin kriyojellerin
gozenekleri {lizerindeki etkisi degerlendirilmek istenmistir. Analiz sonucunda,
PHEMA-G-BSA100 kriyojelinin gézenekliliginin %84.8, gozenek boyutunun ise 15-
145 pm arasinda oldugu; PHEMA-G kriyojelinin gozenekliliginin %79.7, gézenek
boyutunun ise 15-173 pm arasinda oldugu tespit edilmistir. Boylece BSA varliginin
kriyojel gozeneklerini olumlu bir sekilde etkiledigi anlagilmigtir. Normal sartlar
altinda gozeneklerden makrogdzenek olarak bahsedebilmek icin gézeneklerinin 10
pm’den genis olmasi gerekmektedir. PHEMA gbzenek genisligi ve gézeneklerinin
arasindaki baglantilarinin zenginligi ile bilinen ve literatiirde bu 6zellikleri sayesinde
pek cok caligmada yer alan bir materyal olmasina ragmen, PHEMA-BSA gbzenek
genisligi ile onu gegmeyi basararak oldukca tatmin edici bir basar1 sergilemistir.
Ayrica ¢alisma kapsaminda akis calisildigi icin bu genis gozenekler negatif basing

probleminin de oniine ge¢mesi ile olduk¢a 6nem tagimaktadir.

Con A’nin ligand olarak kriyojellere baglanmasinin degerlendirilmesinin sonucunda,
PHEMA-G-BSA kriyojellerin, PHEMA-BSA kriyojellere kiyasla, ¢cok daha etkin bir
sekilde Con A’y1 baglayabildikleri gozlenmistir. Bunun sebeplerinden biri de
BSA’nin Con A lektininin baglanmasi i¢in ortami daha kararli hale getirerek
baglanmay1 desteklemesi ve BSA’nin ¢apraz baglayici olan gluteraldehitin varliginin
kriyojel yapisina BSA’nin daha etkin baglanmasini saglayarak bu durumu
desteklemesidir. Bu dogrultuda, karakterizasyon analizlerinde de gore basarisiz olan
PHEMA-BSA kriyojel gruplant (PHEMA, PHEMA-BSA25, PHEMA-BSAS5O0,
PHEMA-BSA75, PHEMA-BSA100) ile deneyin ilerleyen kisimlarinda hiicre-

kriyojel in-vitro deneylerinde ¢alisilmamaya karar verilmistir.

Karakterizasyon analizleri tamamlanan kriyojel gruplarindan, basarili olduguna karar
verilen, PHEMA-G-BSA kriyojel gruplarinin (PHEMA-G, PHEMA-G-BSA25,
PHEMA-G-BSA50, PHEMA-G-BSA75, PHEMA-G-BSA100), dncelikle yiizeyleri
gluteraldehit ile aktive edilmis, ardindan ligand olan Con A lektini baglanarak
gelistirilen kriyojel temelli affinite sistemi, kriyojel-hiicre in-vitro deneyleri igin

kullanilabilir hale getirilmistir.
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PHEMA kriyojellerle yapilan in-vitro deneylerde, meme kanseri olarak MCF-7 ve
MDA-MB-231 hiicreleri kullanilmistir. Her bir kriyojel grubunun tek bir diski basina,
5x10° MCF-7 veya MDA-MB-231 meme kanseri hiicresi gelecek sekilde, 5 mL’lik

hiicre siispansiyonlar1 hazirlanarak deneyin 6n hazirliklari tamamlanmistir. Deney

kapsaminda, meme kanseri hiicreleri, kriyojellerden, devamli sistemde, 0.5 mL/dk

akis hizinda gecirilmis ve degisen inkiibasyon siirelerinde (30, 60, 90, 120 dakika),

hiicre slispansiyonu Ornekleri alinarak analizler gerceklestirilmistir.

Inkiibasyon siirelerinin sonlarinda hiicre siispansiyonundan alinana rnekler,

tripan mavisi boyasi ile boyanarak burker laminda, 151k mikroskobu altinda

sayimlart gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler 1s1i§inda PHEMA-G-
BSA100 kriyojel grubunun, kontrol grubu olan PHEMA-G’ye kiyasla, hem
MCF-7 hem de MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerini baglamadaki

basarisinin belirgin bir dl¢lide daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu durum

Con A lektini kullanilarak kurulan affinite sisteminin hiicre baglamadaki

basarisini kanitlar niteliktedir.

Ayrica tripan mavisi ile hiicre sayimi sonuglarinin 1s18inda 1 g polimer
basina ka¢ mg hiicre baglandig1 hesaplanmistir. Bunun sonucunda:
MCF-7 hiicre hatti ile yapilan deneyde 60. dakikadaki kiigiik sapma
goz ard1 edildiginde, PHEMA-G-BSA100 kriyojel grubunun, kontrol
grubuna kiyasla oldukga kiiciik bir oranla daha basarili hiicre bagladigi
gozlenmigtir. Calismamiz kapsaminda hedefimiz dolasan tiimor
hiicrelerinin  kandan uzaklastirilmast oldugundan, bizim igin
metastatik karakterdeki MDA-MB-231 hiicrelerinin hiicre baglama
basaris1 olduk¢a 6nemli olup, MDA-MB-231 hiicreleri ile yapilan
deneylerde gecen zamana bagli, PHEMA-G-BSA100 kriyojel
grubunun, kontrol grubuna kiyasla belirgin bir hiicre baglama basarisi

elde ettigi gdzlenmistir.

Yapilan iki asamali MTT analizleri sonucunda, PHEMA-BSA kriyojellerinin

hiicrelerin tutunabilnesi adina gerekli biyouyumlu ortami olusturabilmesi ve MCF-7,
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MDA-MB-231 hiicrelerinin PHEMA-BSA kriyojellere baglanma basarilar

degerlendirilmistir.

[k asamada, iceriginde ligand olarak Con A lektini bulunan ve bulunmayan
kriyojel gruplar1 arasindaki meme kanseri hiicresi tutuklama basarist test
edilmis ve igeriginde Con A lektini bulunan kriyojel gruplarinin, Con A
bulundurmayanlara karsi oldukca belirgin bir {stiinlilk sagladiklar
gozlenmistir. Boylece hedeflenen kriyojel temelli affinite sisteminin, ligand
varliginda basariyla calistigi kanitlanmistir. Ayrica bu veriler 15181nda,
kriyojellerin sahip olduklar1 genis gozenek yapilari sayesinde bir diger
ayristirma teknigi olan boyut temelli ayrimi da belli bir diizeyde yapabildikleri
fakat asil ayrigtirma basarisini ligand varliginda affinite yolu ile basardiklar

yorumunu yapabilmek de miimkiindiir.

Ikinci agsamada ise, hedeflenen affinite sistemi icin yapilan analizlere en iyi
yanitt veren, PHEMA-G-BSA100-ConA kriyojel grubunun, degisen
inkiibasyon siirelerine bagli MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanserlerini
canli olarak tutuklama basarisi, kontrol grubu olarak secilen PHEMA-G ile
kiyaslanarak degerlendirilmis ve iki hiicre tipi i¢in de sergiledigi basari ile tez

kapsaminda hedeflenen materyal oldugu dogrulanmuistir.

Tiim analizlerin sonucunda, igeriginde en yliksek konsantrasyonda BSA ve onun

capraz baglayicist gluteraldehit bulunan ve ligand olarak Con A lektini baglanan

PHEMA-G-BSA100-ConA kriyojelin metastatik karakterdeki MDA-MB-231

hiicrelerini canli olarak baglamada heniiz 30. Dakikada dahi yiiksek basar1 sergiledigi

ve literatlirde bu iki meme kanseri hiicre hattini ¢alisan Demircan ve arkadaslarinin

2019 yilinda yaptig1 ¢alismada bu basarinin 120. Dakikada saglandigi goz Oniinde

bulunduruldugunda bu baglama islemini kisa bir siirede etkin bir sekilde

gerceklestirmeyi basarmistir. Ayrica hiicrelerin canli bir sekilde yakalanmis olmast,

ilerleyen agamalarda tiimoriin profillendirilmesi gibi kanser hiicreleri ile ¢alismak

isteyen arastirmacilar i¢in de potansiyel bir arastirma alani saglamaktadir.
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