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Bu proje kapsaminda, kanser ve kanserde ¢oklu ila¢ direngliliginin gelisimini hizli ve hassas
bir sekilde tespit edebilecek MEMS tabanli bir biyosensorin gelistiriimesine yonelik
calismalar yapilmistir. Calisma, ODTU Elektrik Elektronik Mihendisligi, ODTU MEMS

Merkezi ve ODTU Biyolojik Bilimler Baliimi’'niin ortak ¢alismalari ile gerceklestiriimistir.

Proje kapsaminda gercgeklestirilen c¢alismalarin sonugclari birgok uluslararasi konferansta
sunularak ve bilimsel dergilerde yayinlanarak literatire dnemli katkilar saglanmistir. Bu
calismanin sonugclarinin, kanserde erken teshise yonelik cip-usti-laboratuvar sistemlerinin

gelistiriimesine bir temel olusturmasini amacliyoruz.

Bu proje, 111E194 numarasi ile 1001 arastirma projeleri programi gercevesinde TUBITAK

tarafindan desteklenmistir.



ICINDEKILER

2.

][ 13 13
LITERATUR OZET I ..uiiieiteeeeeeeee oottt ettt ateaaeenans 15
2.1 Kanser ve Coklu [1ag DIrenGliligi.............ccceeevereeirieeeeeeieeee e 15
2.2 DICIEKITOTOIEZ ...ttt a e e e e 20
2.3 ElEKIrOorotasyOn.........coooiiiiiiiiiee e 25
GEREC VE YONTEM ...ooiviiiiiieeccte ettt ettt ettt aae et e ateaneanens 29
3.1 Elektrorotasyon ile Dielektrik Karakterizasyonlar ...................eeeeevmmiiiieiiiiiiiiiiiiiiii. 29
3.1.1 Birinci Nesil ER Ciplerinin Tasarim ve Uretimleri............c.cccooeeiiiiiicieceirecenee, 29
3.1.2 ikinci Nesil ER Ciplerinin Tasarim ve UretimIeri...........ccoveeveveeieeeeeeeecee e 30
3.1.3 Uglincii Nesil ER Ciplerinin Tasarim ve Uretimleri............c.coovevvveeeeeeeceeieesveennnn 30
3.1.4 ER Cipleri Yuzeyinde Dongusel Tork (ROT-T) Dagiliminin Karakterizasyonu ..... 34
3.1.5 TESt DUZENEQF ... 42
K I 0 Ted =YY/ T [ 1= o = 44
3.3 COMSOL SimUIASYONIAIT.......ccuuuiiiiieeeeeieeeiii e e et e e e e e e e e e e 46
3.4 BirinCi Nesil DEF Cipleri.........cccouiiiiiiiiiii 47
3.4.1 Kan Hucrelerinin Kanser Hucrelerinden Ayristirilmasi .............eeeevviviiiiiiiiiiiiinnnn. 47
3.4.2 Direncli ve Hassas Kanser Hucrelerinin Ayristirilmasi ............cccvviiiiiiiinieeenieenn, 54
3.5 1KINCI NESII DEF CIPIEIT ...ttt ettt eeaeesreeereeeee e 60
3.5.1 Kan Hucrelerinin Kanser Hlcrelerinden Ayristirilmasi .........ocooieviiiiiiicciiee e, 60
3.5.2 Direngli ve Hassas Kanser Hucrelerinin Ayristirllmast .......ccccoooovvvveiiiiiiniieeeeceiins 66
3.6 UgUNCU NESIl DEF CIPIETi .....veeueeieeeeeeecte et ettt ete e enee e e ereeeteenee e 70
3.6.1 Kan Hucrelerinin Kanser Hucrelerinden Ayristirilmasi ..., 70
3.6.2 Direncli ve Hassas Kanser Hucrelerinin Ayristirllmast ...........ccvviiiiinieeenenes 81
3.7 Entegre Sistemin Tasarim, Uretim ve Testleri............cccoveeeiieeicceceieeeeceee e 83
3.8 Hucre Hatlarinda Direngliligin Gelistirilmesi .............ciiiiiiiiiiiice e, 87
3.8.1 HUCre KURUE Ortaml......uuei e e et e e e e e et s e e e e e e eeanees 87
3.8.2 Direngli Hiicre Hatlarinin Gelistirilmesi.............cooiiiiiiiiiiiie e, 87
3.9 Direngli Hatlarda P-gp ifadesinin Belirlenmesi .............c.cccoovovveeeeeeeeeieceeeeeeeeee 88
3.10 Parilen mikrokanallarin heparin ile kaplanarak biyo-uyumlulugunun saglanmasi ..... 91
BULGULAR ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt e e et e eeeeeateeeaeteaeeeeaeeeeeees 93
4.1 Hucrelerin Elektrorotasyon ile Dielektrik Karakterizasyonlari .............cccccccvvviiiiinnnnnn. 93
4.1.1 Direncli ve Hassas K562 Hiicrelerinin Dielektrik Karakterizasyonu ...................... 93
4 1.2 Direngli ve Hassas MCF-7 Hucrelerinin Dielektrik Karakterizasyonu ................... 97
4.2 HUCIE MOAEIIEBIME ... 98
4.3 BirinCi NeSil DEF Cipleri......uuciiiiiiiieiee it e e e aaaees 100



© N o 0

4.3.1 Kan Hucrelerinin Kanser Hicrelerinden Ayristirilmasi ...........cccoevvviiiiiieeeeceeinns 100

4.3.2 Direngli ve Hassas Kanser Hucrelerinin Ayristirilmast ..........ccccvvvvviciiiiieeeeeeenns 100
4.4 TKINCIi NESII DEF CiPIBTT ....veeveeeeeeeeeete ettt ettt eereeae s 102
4.4.1 Kan Hucrelerinin Kanser Hlcrelerinden Ayrigtirilmast ..., 102
4.4.2 Direngli ve Hassas Kanser Hucrelerinin Ayristirilmasl ...........cccvvvvvviiiiiieeeneeenns 105
4.5 UgUNCU NESIl DEF CIPIEI ..c.veiveiveeeeeeeeete ettt eae et eae e ane e 112
4.5.1 Kan Hucrelerinin Kanser Hlcrelerinden Ayrigtirilmast ..., 112
4.5.2 Direncli ve Hassas Kanser Hucrelerinin Ayristirilmasi ...........ccccevvviiiiiiieeeeneennns 115
4.6 Entegre Sistem ile CiD gelistirmis kanser hiicrelerinin tespiti..............ccccoveevveenenen.n. 116
4.7 Hicre Hatlarinda Direngliligin Gelistirilmesi ..........ccoviiiiiiiiiiiii e 118
4.8 Direncli Hatlarda P-gp ifadesinin Beliflenmesi .........cc..ccoovveeveeiicn i 119
4.9 Parilen mikrokanallarin heparin ile kaplanarak biyo-uyumlulugunun saglanmasi ..... 121
TARTISMA/SONUG ... 123
EKLER oo 125
KAYNAKLAR. ....cooiiieeeeeeeee ettt ettt et ettt e e et e et e e e et et et eaeetaaaaaaetaaaeeaaaaees 126
PROUJE CIKTILARI ..ottt 130



TABLO LIiSTESI

Tablo 1. Farkh 3D elektrorotasyon ciplerinin elektrotlar arasi uzakhgi, ayrilan segment ve
rotasyonu OIGUIEN NUCKE SAYISI. ......uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiieiiiiieitee bbb eseennnnnnnne 37
Tablo 2. Farkl elektrot geometrileri icin x-y ekseninde EEF’in sabitliginin kiyaslamasi.
Karsilagtirmalar toplam dairesel élcim alanina gore EEF’in merkezi degerinin %5, %10 ve
%20 degistigi dairesel alanlar g6z énunde bulundurularak yapimistir. ........ccccoooeevvvveiiinnnnnn. 41
Tablo 3. FEM modellemeleri ve deneysel olarak elde edilen sonuclarin farkl elektrot
geometrileri icin dikey eksende kiyaslamasi. *Simulasyonlar icin degisim degeri z=5 ym’deki
EEF degeri baz alinarak hesaplanmistir. Deneysel sonuglar i¢in degisim miktari z<30

pm’deki deger baz alinarak hesaplanmiIStir. ... 41
Tablo 4. Hlcre ve akiskan dielektrik ozellikleri bilgileri.............o 45
Tablo 5. Kan ve kanser hicrelerinin ayristiriimasi igin tasarlanan birinci nesil ¢ipin 1. DEF
alanini olusturan kanal ve elektrotlarin boyutlar...........cccoooeriii i, 48
Tablo 6. Direncli ve duyarli kanser hiicrelerinin ayristiriimasi igin tasarlanan birinci nesil DEF
giplerinin kanal ve elektrotlarinin boyutlar. ..o 56
Tablo 7. CiD gelistirmis ve direngsiz kanser hicrelerinin ayrismasinin saglanacagi 4 farkl
DEF cipi dizayni i¢in belirlenmis basing ve hiz degerleri.............cccovviiiiiiiiiiiiiiee, 57
Tablo 8. ikinci Nesil DEF Alani Parametreleri. .........c.oovivieeeeeeeieieeie e, 61
Tablo 9. Eritrosit ve K562 Kanser Hucrelerinin Akis Formullne Eklenen Degerleri.............. 62
Tablo 10. Ugiincii Nesil DEF Cipleri igin Parametreler— Tasarim...........cccoovevveeveeeeeinnenenn, 72
Tablo 11. Ugiincii nesil DEF gipleri igin parametreler— Tasarm 2..........cccccceevveeeeeveeveennenne. 75
Tablo 12. ikinci alternatif tasarim icin kanallar arasi filtre parametreleri. ...........cc.cccveevenee.e.. 76
Tablo 13. Ugiincii nesil DEF ¢ipi icin tasarlanan 4 geside ait tasarim parametreleri............. 82
Tablo 14. Entegre sistemde 1. ve 2. DEF alanlarina ait parametreler. ...........ccccovvvvceeneennn. 85
Tablo 15. K562 hicrelerinden izole edilen RNA’larin konsantrasyon ve safliklari (NanoDrop
Lo [o10] 0 g IK=To] o 18 o1 F=1 o | AR 89
Tablo 16. gPCR’de kullanilan primer Giftleri. ..........ccooiiiiiiiiicie e 90
Tablo 17. gRT-PCR reaksiyon KOSUIAI. ..o, 91
Tablo 18. K562 hcrelerinin hassas ve ilag (Doxorubicin ve Imatinib) direngliligi gelistirmis
hatlarinin ER yontemi le belirlenmis dielektrik 6zelliKleri. .............ccovvveiiiiriiii e, 95
Tablo 19. MCF-7 hucrelerinin hassas ve ila¢ (Doxorubicin) direncliligi gelistirmis hatlarinin
ER yontemi le belirlenmig dielektrik OzelliKIEri. .......... ..., 97
Tablo 20. Eritrosit ve K562 hicrelerinin farkh akis hizlarindaki nDEF veya pDEF kuvvetinden
L= [=T g 1= [0 10T 1= T R 105
Tablo 21. ikinci nesil ciplerinin farkli konsantrasyonlarda ve farkli akis hizlarinda hiicre
yakalama performansi analiz sonuglari (f=48.64 MHz, voltaj=15 Vpp). ..cvvvveiiiiiiiiiiiieeee 107

Tablo 22. ikinci nesil DEF ciplerinin, MCF7/dox1000 hiicrelerinin hapsolma testlerindeki
voltaj ve akis hizi performans sonuglari (+, hucrelerin hapsedildigini; -,hdcrelerin
hapsedilemedigini gdstermektedir). Akis hizi performans testlerinde voltaj (20 V), voltaj
performans testlerinde akis hizi (5 pl/dk) sabithir. ..............eveeiiiiiiiiiiiiies 109
Tablo 23. Doxorubicin direngliligi gelistiren K562 ve MCF-7 hiicrelerinin 1Cs, degerleri. .... 119



SEKIL LISTESI

Sekil 1. Homojen olmayan elektrik alan etkisindeki bir dielektrik pargacik Gzerinde olusan
dielektroforetik kuvvet. (a) pozitif DEF, (b) negatif DEF. ...........ccccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis 21
Sekil 2. Farkli boyut ve/veya dielektrik 6zelliklere sahip parcaciklarin DEF ile ayristiriimasi.
(a) elektrik alan uygulanmadi§i durumda pargaciklar Gzerinde dielektroforetik kuvvet
olusmamaktadir. (b) elektrik alan altinda pargaciklarin maruz kaldigi kuvvetlerin yonu (Uggen

ve yuvarlak parcaciklar) ya da siddeti (yuvarlak ve yildiz parcaciklar) farkl olabilir. ............ 21
Sekil 3. Iki farkh hicrenin CM faktér dagilimi ve DEF kullanilarak ayrilabilecekleri frekans
AFAIIG L e 22

Sekil 4. Farkh timor hiicresi ve bazi memeli hiicrelerinin CM faktér-frekans analizleri sonucu
ile belirlenmis Re(fcm) degderlerini sifirlayan frekans (gecis frekansi) degerleri (Gascoyne ve
VYKOUKAL, 2004)......cccceeeeeeeeeeee e 23
Sekil 5. Canli ve 6li maya hicrelerinin 8 V,, sinizoidal voltaj altindaki DEF tepkileri. Parlak
renkteki bolgeler elektrotlari, koyu renktekiler cami géstermektedir. (a) 10 kHz’'de canli maya
hicreleri , (b) 5 MHZz'de canli maya hicreleri, (¢) 10 KHz'de 6li maya hucreleri, (d) 5 MHz'de
0lu maya hucreleri (Doh ve Cho, 2005). .......coooiiiiie 24
Sekil 6. Maksimum rotasyon frekansinin akigkan iletkenligine bagh degisimini gosteren lineer
bagdinti grafigi. Farkli iletkenlikteki akiskanlar icinde yapilan ER testleri sonucu elde edilen bu

baginti ile hiicre zari kapasitansini ve total efektif hiicre zari iletkenligi hesaplanabilir......... 26
Sekil 7. Elektrorotasyon testlerinde kullanilan Gggen, dértli elektrot yapisi ve sinls voltaj
uygulandiginda olusan dongusel elektrik alan. ..o, 27
Sekil 8. Birinci nesil ER ¢ipi Uretim SEmasl. ......oovvvviiiiiii e 29
Sekil 9. Birinci ve ikinci nesil ER cipleri (a), K562/IMA hucreleri ile yapilan testler (b).......... 30

Sekil 10. 2D ve 3D elektrotlarda elektrik alan dagihmini gésteren sematik. 3D elektrot
yapisindaki ER ciplerinde, hicreler z-ekseninde homojen bir elektrik alan dagihmi etkisinde

1= ][ F= 1 4 =T T S 30
Sekil 11. Ug boyutlu elektrot yapisi igeren, tiglincli nesil ER cipi Gretim semasi. ................. 31
Sekil 12. Tasarlanan 3. nesil ER ¢iplerinin maske ¢izimleri (a), elektrik alan degisim siddeti
simulasyonlari (b) ve elektrik alan norm dagihmlart (C). ..o, 32
Sekil 13. Uglincii nesil ER ¢iplerinin 4 inglik pul Gzerindeki maske Gizimi..........cc..ccoceveeveae.. 33
Sekil 14. Uglincii Nesil ER cipleri (a) polinomik, (b) piramid, (c) yassi, (d) yuvarlak, (e)
yayvan elektrot yapisina sahip ER GipPi. cccoooeeiiiiiiiiii e 33
Sekil 15. 3D ER c¢iplerinin SEM fotograflart................cccooiiiiiiiiiiiis 34

Sekil 16. ER ¢iplerinin calisma prensibi. Elektrotlara 90° faz farki ile elektriksel sinyal
uygulandiginda, frekansa bagli olarak dielektrik pargacik elektrik alan yoninde veya tersi
178 ] 1o [T [0 1= 34
Sekil 17. Z-ekseninde EEF dagihminin belirlenmesi icin yapilan FEM similasyonlari. ........ 36
Sekil 18. Dikey eksendeki EEF dagihminin. (a) Yayvan, (b) yassi, (c) yuvarlak, (d) polinomik,
(e) piramit elektrotlar. Simllasyon sonuclarina gére, maksimum EEF komsu elektrotlar
arasindaki bolgelerde olusmaktadir. ... 36
Sekil 19. Ucgen (polimomial) elektrot yapisindaki ER ¢iplerinin EEF karakterizasyonu igin
elektrotlar arasi bolgenin segmentlere ayriimasi ve deneysel verilerin degerlendiriimesinde
KUllanilan @lgoritMa. ..........eeeeieiieeeee e 38
Sekil 20. Test sirasinda hucrelerin (a) z<30 um ve (b) z>30 um’deki géruntdleri. ................ 38
Sekil 21. Deneysel olarak dlgulen hiucre dénus hizlarinin gip yluzeyine MATLAB Surface
Fitting Toolbox kullanilarak haritalandiriimasi. (1a-e) Yayvan, (2a-e) yassi, (3a-e) yuvarlak,
(4a-e) polinomik ve (5a-e) piramit elektrot yapisi. (1-5a) Elektrotlarin SEM géruntuleri.
Elektrotlarin pozisyonlari ile haritalandirma goruntuileri birebirdir. (1-5 b) ve (1-5 c) hicrelerin
z<30 ym’deki dénusu, (1-5 d) ve (1-5 e) hicrelerin z=100 ym’deki donUsU. .......ccceeeeeeeenenes 40
Sekil 22. ER cipleri test dUzZeNegi. ......ooovvvvniiii i 42
Sekil 23. Hicre dielektrik 6zelliklerinin hesaplanmasi igin gelistirilen MATLAB algoritmasi.. 43



Sekil 24. MATLAB algoritmasi ile hesaplanan hicre dielektrik 6zelliklerini gosteren ara yuz

o o4 81 a1 U] ¥ PSS 44
Sekil 25. Cekirdekli bir memeli hicresinin tekli tabaka hicre modellemesi yontemi ile
Lo Lo 11T o g1 S 44
Sekil 26. Kan hicrelerinin kanser hicrelerinden ayristiriimasi igin tasarlanan birinci nesil DEF
Lo ] o TI=T= .4 = 1o | U 48
Sekil 27. DEF alaninda parcacigin maruz kalacagi elektrik alanin karesinin alansal
degisiminin 3 boyutlu FEM (COMSOL Multiphysics) simUlasyonu. .........ccccooeevvvveiiiiiinnneenn. 49
Sekil 28. Birinci nesil DEF alanindan geciste kan ve kanser hucrelerinin izleyecegi yolu
goSteren SIMUIASYONIAT..........oo oo 50
Sekil 29. Kan hucrelerinin kanser hucrelerinden ayristiriimasinda kullanilan birinci nesil DEF
GIPINE @It MASKE SEFIMI. ...t e e e e et e e e e aar e e e eaaans 51
Sekil 30. Birinci nesil DEF ciplerinin Gretim akiSl. ......ccoooiiiiiiiiiie e, 52
Sekil 31. Kan hucrelerinin kanser hucrelerinden ayristirilmasinda kullanilan birinci nesil DEF
o o PP 53
Sekil 32. Elektrokaplama litografisi sirasinda fotorezistte olusan kirilmalar.......................... 54
Sekil 33. CIiD gelistirmis ve direngsiz kanser hiicrelerinin ayrismasinin gergeklestiriimesi
amaci ile tasarlanan birinci nesil DEF Gipinin YapISI. ......ooouuiiiiiiiieiiieeieee e 55

Sekil 34. CiD gelistirmis kanser hiicrelerini ilaca duyarli olanlardan ayirmak igin tasarlanan 4
farkh ¢ip icin 2 boyutta parcacigin maruz kaldigi elektrik alanin karesinin alansal degisiminin
SIMUIASYONU. ... 57
Sekil 35. CID gelistirmis ve duyarli K562 l6semi kanser hiicrelerinin ayrismasinin
saglanacagi 4 farkh DEF cipi dizayni icin ayrismanin gerceklestigini gosteren hlicre hareketi
simulasyonlari. Bu simulasyonlar sirasinda minimum 3.7 Vpeak maksimum 10 Vpeak voltaj
degerleri kullaniimistir. Basing ve hiz degerleri Tablo Z'de verildigi gibidir. Kirmizi ¢izgiler
CiD gelistirmis hlcrelerin, mavi ¢izgiler ise direngsiz hiicrelerin izleyecedi yolu

GOSEEIMEKIEAIN. ..o 58
Sekil 36. 2. DEF alani igin tasarlanan birinci nesil DEF ¢ipine ait maske setleri. .................. 59
Sekil 37. CID gelistirmis kanser hiicreleri ile ilaca duyarli olanlarin ayriimasi igin
tasaranlanmig birinCi NEeSil DEF GIPIEI. .....cocvuiiiie e e 59
Sekil 38. ikinci Nesil DEF Ciplerinin Sematigi. ..........c.covoeeeeieeeeeieceeeeeee et 61

Sekil 39. K562 ve eritrositler igin farkh frekanslarda elektrik alan karesinin alansal degisimi t¢
boyutlu simllasyonu ile akis gizgisi simllasyonlari. (a) Eritrositler i¢in 5 kHz'deki U¢ boyutlu
benzetim, (b) Eritrositler icin 26.3 kHz'deki G¢ boyutlu benzetim, (c) K562 kanser hticreleri
icin 5 kHz'deki U¢ boyutlu benzetim, (d) K562 kanser hucreleri igin 26.3 kHz'deki Ug boyutlu
01T 4] 1 0 63
Sekil 40. ikinci nesil DEF gipinin maske ¢izimi ve DEF alani yakin gériinim (Tasarim 1). ... 63
Sekil 41. ikinci nesil DEF gipinin maske cizimi ve DEF alani yakin gériiniim (Tasarim 2). ... 64

Sekil 42. ikinci nesil DEF giplerinin tiretiminde izlenen retim semasi. ...........ccccceeeeveenee... 65
Sekil 43. Uretilen ikinci Nesil DEF CIPIEIi. ........cviviveeeeeeeceeeeceece e, 65
Sekil 44. CID gelistirmis kanser hiicreleri ile ilaca duyarli olanlarin ayriimasi igin tasarlanmis
IKINCI NESII DEF GIPIEII. ... e e e e e e e e e eeaean s 66
Sekil 45. ikinci nesil tasarimin elekirik alan degigiminin similasyonu. ..............ccccccoceveueane.. 67

Sekil 46. Ikinci nesil ¢iplerde hiicre hareketlerinin simiilasyonu. (A) ila¢ direngliligi gelistirmis
kanser hucrelerinin DEF kuvvetinden etkilenmeden cikisa ydnlenmesi. (B) Ayni simulasyon

sartlari altinda ilag direngliligi gelistirmis hlcrelerin elektrotlar Gzerinde hapsedilmesi. ........ 68
Sekil 47. ikinci nesil DEF gipi tasarimina ait maske serimleri.............c.cccoevevieeeveeeeeeannennn, 68
Sekil 48. Uretimi tamamlanan ikinci nesil DEF gipi, V sekiili engeller ve 3 boyutlu elektrotlarin
mikroskop altinda alinmig goriNtUleri. ... ... 69
Sekil 49. ikinci nesil DEF giplerinin testi sirasinda kullanilan test diizenegi. ........................ 70
Sekil 50. Uglincii nesil DEF ¢iplerinin semati@i — Tasarim™. .......c.cocveeviveeiiecieceeeesee e 71
Sekil 51. Ucu acik ve kapali elektrotlar arasindaki DEF alani karsilastirmasi. ..................... 73
Sekil 52. Toprak hatlari yokken (a) ve varken (b) elektrotlardan yayilan gerilim alanlart. ..... 74
Sekil 53. Uglincii nesil DEF ¢iplerinin sematigi — Tasarim 2. ........cccveeviveeiieeeeeeeeeeeeaeenes 75

7



Sekil 54. ikinci alternatif igin sivi akis yénelim gizgilerinin ve basing degisimlerinin gésterildigi

(0TS a1 T=T0] o1 T U 77
Sekil 55. Ucgiincii nesil DEF ciplerine ait maske cizimleri ve kanal gegislerinin yakin
GOrUNUMU (TASAIM 1) 77
Sekil 56. Uciincii nesil DEF ciplerine ait maske cizimleri ve kanal gegislerinin yakin
(o Lol a1 o o TW I IE= T 3= 1o . 22 TSP 78
Sekil 57. Uglincii nesil DEF ¢iplerinin Gretim SemMas! ............cecveeeeeeeeceeceee e e, 79
Sekil 58. Uretilen iglincii nesil DEF gipleri (Tasarim 1). .......c.cceeeieeeeieeeeeeeseeeeeeeeeve e, 79
Sekil 59. Uretilen tigiincli nesil DEF Gipleri (TASarm 2). ......coveoveeeeeeiee e ereeeeeee e enes 80
Sekil 60. Uglincii nesil DEF ciplerine ait ¢ farkli tasarimin hiicre yakalama verimliligini
gosteren SiMUIASYON SONUGIATIT. .......oooiiee e 82
Sekil 61. Ugiincii nesil DEF cipleri icin yapilan 4 farkli tasarimin retiminde kullanilacak
P TS N ET= T ] = o 83
Sekil 62. Uretimi tamamlanan Uglinct nesil DEF cipi, damla sekilli engeller ve 3 boyutlu
elektrotlarin mikroskop altinda alinmig gortntlleri............ocooiiiieiiin e, 83
Sekil 63. Entegre sistemde damla sekilli engellere sahip DEF alani sayisinin COMSOL
simulasyonlari ile 2 olarak beliflenmesi. ... 84
Sekil 64. Entegre sistemin Maske Seti. ..............uuiiiiiiiiiiiiiii 86
Sekil 65. Uretilen iki asamall entegre DEF CiPi. ......cvoouiiieieieieeceeeeee et 86
Sekil 66. K562, K562/dox ve K562/ima hiicrelerinden izole edilen RNA’larin kalite analizleri
icin agaroz jel elektroforezi ile ayriStirimasl. .............uueueeieeiiiiiiiiiiiiii e 90

Sekil 67. Hassas K562 hicrelerinin ER testleri sirasinda elde edilen farkh iletkenlikteki
akiskanlarda frekansa bagli maksimum rotasyon hizi grafigi (a) ve pik rotasyon frekansinin
akigkan iletkenligi ile bagintisini veren lineer grafik (D). ..., 94
Sekil 68. Doxorubicin direngli (0.1, 0.3 ve 0.5 uM) K562 hicrelerinin ER testleri sirasinda
elde edilen pik rotasyon frekansinin akiskan iletkenligi ile bagintisini veren lineer grafik (a) ve
farkli iletkenlikteki akigskanlarda frekansa bagli maksimum rotasyon hizi grafikleri (b-d). ..... 94
Sekil 69. Imatinib direncli (0.2, 0.3 ve 0.5 uM) K562 hucrelerinin ER testleri sirasinda elde
edilen pik rotasyon frekansinin akiskan iletkenligi ile bagintisini veren lineer grafik (a) ve
farkl iletkenlikteki akiskanlarda frekansa bagl maksimum rotasyon hizi grafikleri (b-d). ..... 95
Sekil 70. ER testleri sonucunda elde edilen dielektrik 6zellikler kullanilarak hassas ve direngli
K562 hicrelerinin MATLAB similasyonu ile olusturulmus DEF spektrumu. (Akiskan iletkenligi
=1 mS/m, elektriksel gegirgenlik = 78). .........uuuuuiiiiiiiiii e 97
Sekil 71. Doxorubicin direngli (1 uM) MCF-7 hicrelerinin ER testleri sirasinda elde edilen pik
rotasyon frekansinin akigkan iletkenligi ile bagintisini veren lineer grafik (a) ve farkli
iletkenlikteki akigskanlarda frekansa bagl maksimum rotasyon hizi grafikleri (b-c)................ 98
Sekil 72. 10 mS/m iletkenlige sahip sivi icinde hucreler icin Re(fcw)- frekans grafigi. ........... 99
Sekil 73. Hucre sitoplazmik iletkenligi ve hiicre zari gecirgenlik katsayisi degiskenlerinin
ortalama degerleri alinarak K562 (solda-mavi)-K562AR (solda-kirmizi) ve MCF-7 (sagda-
yesil)-MCF7/dox (sagda-pembe) hucreleri igin olusturuimus Re(fCM)-frekans grafigi ve
ayrisma frekanslari (48.64 ve 47.97 MHZ). .........ouiiiiiiiii e 99
Sekil 74. Canli ve 6l maya hucreleri ile yapilan testler sonucunda birinci nesil DEF
ciplerinde hicre ayristirmanin gerceklesebildigi gosterilmektedir. Kanal girisinde canh ve 6lu
maya hucreleri karigik halde iken, DEF alaninda sadece canli maya hucrelerinin bulundugu,
OlU hacrelerin akis kuvveti ile kanal disina ¢iktigi gézlenmistir. Canl maya hicrelerinin DEF
kuvveti etkisiyle elektrotlara dogru cekilerek “pearl chain” yapisini olusturdugu gérilmektedir.

.......................................................................................................................................... 101
Sekil 75. Voltajin uygulanip kesilmesi ile maniplle edilen maya hucreleri.......................... 101
Sekil 76. Sabit gerilim (20 V,,) ve akis hizi (0.2 pl/dk) altinda eritrositler. (a) 5 kHz, (b)
26.3KHZ. ...t e et e e e e e e e e aa s 103
Sekil 77. Sabit gerilim (20 V,,) ve akig hizi (0.2 pl/dk) altinda K562 kanser hicreleri (a) 5 kHz
(D) 26.3 KHZ. ..o 103
Sekil 78. Sabit gerilim (20 V) ve akis hizi (10 pl/dk) altinda eritrositler — 10MHz. ........... 104



Sekil 79. Sabit gerilim (20 V) ve akis hizi (10 pl/dk) altinda K562 kanser hiicreleri — 10MHz.

.......................................................................................................................................... 104
Sekil 80. imatinib (A) ve Doxorubicin (B) direncli K562 Idsemi hiicrelerinin 48.64 MHz frekans
ve 9 V, 'te elektrotlarda yakalanmasi. Akig hizi = 10 pl/dK...........coooiiiii 106
Sekil 81. 48.64 MHz frekans ve 9 V'te, 10 pl/dk akis hizi ile gelen direngsiz K562
hicrelerinin kanal iGindeki YOIU. .........cooiiiiiiii e e e e e aannes 106
Sekil 82. Farkh voltajlarda yakalanan imatinib direngli K562 I6semi hicreleri (f=48.64 MHz,
akis hizi=10 PI/AK) (VIAEOT). e e e e e e e e e an s 107

Sekil 83. Direngsiz ve imatinib (A)- doxorubixin (B) direncli K562 hiicrelerinin 2.nesil DEF
cipleri kullanilarak 6.67 pl/dk akig hizinda 9 V,, voltaj kullanilarak ayrigtiriimasi (f = 48.64
MHz). Kirmizi ile renklendirilmis imajlarda hapsolmus halde gérilen hicreler, 31002 TRITC
(Chroma) filtresi ile goruntilenmis “cell tracker red” isimli boya ile kirmizi renge boyanmis
direngli K562 hucreleridir. Yesil renklendiriimis imajlar GFP filtresi altinda alinmis
gorintilerdir. Direngsiz K562 hicreleri hapsolmadigindan bu imajlarda herhangi bir hiicre
gorulmemektedir. (C) Direngsiz ve imatinib direngli K562 hiicrelerinin 2.nesil DEF ciplerinin
akis hizi performansinin belirlenmesi amaciyla 10 pl/dk akis hizinda 9 V, voltaj kullanilarak
ayristirimasi (f = 48.64 MHz). (D) 48.64 MHz ve 6.67 pl/dk akis hizinda ilaca duyarli
hicrelerin kanal igindeki davranislari. 45 s’lik denge durumuna gelindiginde kanalda ilaca

duyarli hiicre kalmamistir (VIAE02). .......ciiii i e 108
Sekil 84. Sabit voltajda (20 V), farkli akig hizi (10 pl/dk (solda) ve 20 ul/dk (sagda)) altinda
hapsolan MCF7/doX1000 hUCKEIENI. ........eeeeeiiiie e e e e e e e eeaeees 109
Sekil 85. 47.97 MHz frekans ve 9 V,,/de, 5 pl/dk akig hizi altinda kanala gelen direngsiz
MCF7 hucrelerinin kanal iGindeki YOIU. ..............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 110

Sekil 86. Direngsiz ve doxorubicin direngli MCF7 hlcrelerinin ayristiriimasi sirasinda farkh
zamanlarda alinmis ve “false coloring” ile renklendirilmis imajlar (f = 47.97 MHz, voltaj = 9
Ve, @kis hizi = 5 pl/dk). Kirmizi ile renklendirilmis imajlarda hapsolmus halde gdérilen
hicreler, 31002 TRITC (Chroma) filtresi ile gérintilenmis, “cell tracker red” isimli boya ile
kirmizi renge boyanmis doxorubicin direnc¢li MCF7 hicreleridir. Yesil renklendirilmis imajlar
GFP filtresi altinda alinmisg goérintulerdir. Direngsiz MCF7 hucreleri hapsolmadigindan bu

imajlarda herhangi bir htcre goriimemektedir (VIAE03). ..........uuuuuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieens 111
Sekil 87. V sekilli engeller sebebi ile olusmus hava kabarciginin hapsolan hicrelere zarar
1YL= 0 0TS PP 111

Sekil 88. Farkli sekillerde engeller kullanilarak, imatinib direngli K562 hucrelerinin DEF
kuvveti ile elektrotlarda hapsedilmesi simulasyonlari: (A) V sekilli engeller, (B) Damla sekilli

(=T To =1 =T R 112
Sekil 89. 10 ms/m iletkenlige sahip sivi igcinde hicreler igin Re(f..) & frekans grafigi......... 113
Sekil 90. Hucrelerin ikinci DEF bolgesinde gordukleri 51 MHz frekansla hareketleri. (a)
Yénlenmeyen K562 kanser hicreleri ve (b) merkeze dogru yonlenen eritrositler............... 114
Sekil 91. Sabit Gerilim (20 Vy,) ve Akis Hizi (16 pl/dk) altinda a) Eritrositler b) K562 Kanser
HUCTEIEr — 1 MHZ (VIOBOZ). ...ttt 114

Sekil 92. Direngsiz ve doxorubicin direngli K562 hicrelerinin ayristiriimasi sirasinda farkh
zamanlarda alinmis ve “false coloring” ile renklendirilmis imajlar (f = 48.64 MHz, V = 9 Vpp,
flow rate = 10 pl/dk). Kirmizi ile renklendirilmis imajlarda hapsolmus halde goérilen hcreler,
31002 TRITC (Chroma) filtresi ile goéruntilenmis, “cell tracker red” isimli boya ile kirmizi
renge boyanmis doxorubicin direngli K562 hucreleridir. Yesil renklendiriimis imajlar GFP
filtresi altinda alinmig goéruntilerdir. 30 s’lik denge durumuna gelindiginde kanalda ilaca
duyarli hicre kalmamistir. Ayrica damla sekilli engeller kullanildigindan kanalda hava
kabarcigl olugumu gorUIMEMISTIr. .........uuueeiiiiiiiiiiiiiiieii bbb eebeeeenee 115
Sekil 93. Entegre sistem kullanilarak kirmizi kan hiicreleri (5x10° hiicre/ml) ve K562 I6semi
hiicreleri (1x10° hiicre/ml) karisiminda CiD gelisiminin tespiti. (A) 2.DEF alani 1. bdlgede
hapsolmus CID gelistrmis K562 hiicreleri (FDA ile boyanmis ve GFP filtre ile
goruntulenmigstir). Ayni elektrot bolgelerine ayni anda kirmizi filtre ile bakildigindan herhangi
bir kirmizi kan hiicresi gézlemlenmemistir (voltaj = 18 V,, frekans = 48.64 MHz, akig hizi =
10 pl/dk). (B) Hapsolan CID gelistirmis K562 hiicreleri gdzlemlendigi anda 1.DEF alanina

9



bakildiginda kirmizi kan hucrelerinin 8 pym'lik filtrelerde elendigi gorulmektedir (voltaj = 20
Vpp, frekans = 1 MHz, akis hizi = 10 pl/dk). (C) Entegre sistemde yesil renk ile boyanan ilaca
duyarli ve kirmizi renk ile boyanan CID gelistirmis K562 hiicrelerinin 1. ve 2. DEF
alanlarindaki hareketleri (voltaj = 20 V,,, frekanslar = 1 ve 48.64 MHz, akis hizi = 10 pl/dk).
.......................................................................................................................................... 117
Sekil 94. Entegre sistem kullanilarak kirmizi kan hiicreleri (5x10° hiicre/ml) ve MCF7 gogiis
kanseri hiicreleri (1x10° hiicre/ml) karisiminda CID gelisiminin tespiti. (A) 2.DEF alani 1. ve
2. bélgede hapsolmus CiD gelistirmis MCF7 hiicreleri (FDA ile boyanmis ve GFP filtre ile
gorintilenmistir). Ayni elektrot boélgelerine ayni anda kirmizi filtre ile bakildigindan herhangi
bir kirmizi kan hucresi gozlemlenmemistir (voltaj = 20 V,, frekans = 47.97 MHz, akig hizi = 5
ul/dk). (B) Hapsolan CID gelistirmis MCF7 hiicreleri gdzlemlendigi anda 1.DEF alanina
bakildiginda kirmizi kan hcrelerinin 8 umflik filtrelerde elendigi gorilmektedir (voltaj = 20
Vpp, frekans =1 MHz, akig hizi = 5 PIAK).......ooooiiiiiiii e 118
Sekil 95. Doxorubicin direngli K562 hucrelerinin direng seviyeleri ve DEF tepkileri arasindaki
bagdinti. Hapsolmus hicre sayilari (ortalama), hapsolmus 100 nM doxorubicin direngli K562
hicrelerinin sayisi ile normalize edilerek KMDR (y ekseni) katsayisi hesaplanmistir. Her

direng seviyesi igin, her testte kullanilan hiicre konsantrasyonu 2.5x105 hicre/ml’dir. ...... 120
Sekil 96. Sayilan hucre hatlarinda P-gp MRNA ifadesi. .............uuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieens 120
Sekil 97. 10 s O, plazma yapilmis parilen mikro-kanalda platelet hareketlerini gosteren
Mikroskop gorUuntlleri (20X IENS). .....uuuuuuiiieiiiiiiiiiiitiiiiiieeeeie bbb sbeeeeeeneennee 122
Sekil 98. 30 s O, plazma yapilmis parilen mikro-kanalda platelet hareketlerini gésteren
Mikroskop gortntlleri (20X I€NS). .....cciiiiiieecee e e e et e e e e e eannes 122
Sekil 99. O, plazma yapilmamis kontrol kanalinda platelet tutunumunu gosteren mikroskop
GOrUNLUIETT (20X IENS). e 122

10



Ozet

Kanser tum dinyada en 6nemli ikinci 6lim sebebi olup, her yil 8.2 milyon insan kanser
nedeniyle hayatini kaybetmektedir. Kanser tedavisinde basarinin en énemli etkenlerinden biri
erken teshistir. Metastaz ve goklu ilag direngliligi (CID) ise 6lim oraninin artmasina neden
olan en énemli iki sebeptir. Bu nedenle metastaz ve CIiD gelisiminin tedavi éncesi ve
suresince takip edilmesi, uygun tedavi yonteminin segilebilmesi agisindan oldukga dnemilidir.
Ancak, klinikte metastaz ve CiD gelisiminin tespitine yénelik yaygin olarak kullanilabilen bir

yontem bulunmamaktadir.

Onerilen projenin temel amaci siiphelenilen dokuda kanser hiicrelerinin varhgini tespit
eden ve bu kanser hiicrelerinin ¢oklu ilag direnci (GiD) mekanizmasi gelistirip
gelistirmediginin kontroliinii saglayan, dielektroforez (DEF) tabanli bir hlcre ayrigtirma
sistemi gelistiriimesidir. Bu iki asamali DEF sisteminin, ilk asamada kanser ve normal doku
hicrelerini boyut farkliliklarina gére, ikinci asamada ise CiD gelistirmis kanser hiicrelerini

diger kanser hucrelerinden dielektrik 6zelliklerindeki farkhliga gore ayirmasi beklenmektedir.

Proje suresince, simulasyon ve test sonuclarina bagl olarak her iki DEF alani i¢in 3 farkh
nesil DEF c¢ipi geligtirilmistir. Projenin son asamasinda, son tasarimlar birlestirilerek ikKi
asamall bir DEF c¢ipi tasarimi yapilmis ve MEMS dretimleri gerceklestiriimis. Tasarimlarin
testleri hassas ve direncli MCF-7 meme kanseri ve K562 I|osemi hicreleri ile
gerceklestiriimistir. Kan hiicrelerini K562 kanser hicrelerinden ayristirmasi planlanan birinci
asama DEF cipinin 1000 kat seyreltiimis kirmizi kan hiicresi (5x10° kan hiicresi/ml) iginde
1x10° hiicre/ml kanser hiicresini ayristirabildigi gézlenmistir. ikinci asama DEF gipi ise 100

hassas kanser hucresi igcinden 1 direncli kanser hlcresini ayrigtirabilecek hassasiyettedir.

Proje kapsaminda kullanilan hiicrelerin hassas bir sekilde dielektrik karakterizasyonlarini
yapabilecek 6zgun bir elektrorotasyon (ER) cipi gelistiriimis ve farkl ilag direnglilik seviyesine

sahip MCF-7 meme kanseri ve K562 16semi hiicrelerinin dielektrik ézellikleri belirlenmisgtir.

Sonug olarak, DEF ydnteminin herhangi bir biyolojik isaretlemeye gerek duyulmaksizin
hassas ve hizli bir sekilde kanser ve kanserde CiD gelisimini tespit edebilecek bir platform
olabilece@i gosterilmistir. Proje siresince elde edilen veriler, kanserde metastaz ve CiD
gelisiminin erken tespitini saglayabilecek MEMS-tabanli bir gip-Usti-laboratuvar sisteminin

geligtirilmesi igin temel olusturacak niteliktedir.
Anahtar kelimeler:

Dielektroforez, elektrorotasyon, I6semi, meme kanseri, BoMEMS
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Abstract

Cancer has the 2™ rank in the mortality all over the world. 8.2 million people die due to
cancer every year. Early diagnosis is one of the most crucial parameter in the cancer
therapy. Metastasis and multidrug resistance (MDR) are the two reasons, causing to
increase of death rate in cancer. Therefore, the observation of the metastasis and the
development of MDR in cancer patient is crucial to determine the accurate therapy.
However, there are not any method to detect metastasis and MDR in the clinic.

The main objective of the proposed project is to develop a dielectrophoresis (DEP) based
cell separation system (i) to detect cancer cells obtained from the suspected tissue, and
also (ii) to separate the MDR cancer cells from non-resistant ones. The proposed two-
stage DEP system is supposed to separate cancer cells from normal tissue cells due to their
size differences at the first stage, and separate MDR cells from non-resistant ones due to

differences in their dielectric properties at the second stage.

Three generations were developed for both DEP stages based on the simulations and test
results. At the last stage of the project, last generations were merged and two-stage DEP
device was designed and fabricated. MDR and sensitive K562 and MCF7 cell lines were
utilized in the tests of integrated DEP devices. At the first stage, K562 cancer cells
(1x10°cells/ml) were separated from blood cells (5x10°cells/ml). The second DEP stage has

the selectivity to detect one MDR cancer cell inside 100 sensitive ones.

During the project, an electrorotation (ER) device was developed to characterize the cells
dielectrically. The dielectric properties of MCF7 and K562 cells, having different drug

resistance levels, were determined by utilizing ER devices.

In conclusion, results prove that DEP can provide an efficient and rapid platform for the
detection of cancer and MDR in cancer, in a label-free manner. These results form a basis
for the development of a MEMS based lab-on-a-chip system to provide early diagnosis of

metastasis and MDR in cancer.
Keywords:

Dielectrophoresis, electrorotation, leukemia, breast cancer, BIoMEMS
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1. GIRIS
MEMS tabanh biyomedikal sistemler basta hiicre tanima ve ayristirma olmak Uzere kan
analizi, vicut ici otomatize ilag dagitimi, gida analizi gibi pek c¢ok uygulamada
kullanilabilmektedir. Dlinyada degisik arastirma kurumlari ve sirketler farkl yaklagimlar ile
yuksek performansli MEMS tabanh hicre tanima ve ayristirma sistemleri (zerine
calismaktadir. Bu calismalar arasinda ¢ip duzeyinde dielektroforez (DEF) sistemleri, optik
sistem gerektirmemeleri ve teorik olarak en hassas ayrigtirmayi saglayabilmeleri nedeniyle,

hicre ayristirma uygulamalari i¢in etkin bir ydntem olarak gortlmektedir.

DEF, boyutlar ve/veya dielektrik 6zellikleri farkli pargaciklari ayristirmakta kullanilan temel
bir tekniktir. Bu teknikte homojen olmayan elektrik alan uygulanan pargaciklar boyutlarina ya
da dielektrik 6zelliklerine bagli olarak farkli buytklikte dielektroforetik kuvvete maruz kalirlar
ve bu sayede ayrisma gergeklesir. DEF prensibi, hicrelerin de farkli boyut ve dielektrik
Ozelliklerde olabilmesi nedeniyle hicre ayristirma gerektiren biyomedikal uygulamalarda da
kullanilabilir. Kanser hticreleri yapi ve buyukltkleri itibariyle normal doku hticrelerinden farkh
olduklarindan DEF sistemleri kanser hastaliklarinin erken teshisinde etkin bir ¢ozim yolu
olma potansiyeline sahiptir. DEF yodntemi kanser hucrelerinin normal hicrelerden
ayrigtirilmasinda kullanilabilecedi gibi, boyutlari birbirine ¢ok yakin olan ¢oklu ilag direnci
(CID) gelistirmig, kanser hicrelerinin ayristiriimasinda da kullanilabilir. CID bir timérin bir
ilaca karsi direng gelistirmesinin ardindan, o ilagla ayni yapisal ve fonksiyonel 6zelliklere
sahip olmayan baska ilacglara karsi da capraz diren¢ gelistirmesi olarak tanimlanir. Bu tip
vakalarda hastalar kemoterapiye cevap vermemektedir. Bu sebeple kanser hicrelerinin
icinde CID gelistirenlerin tespit edilebilmesi, kullanilacak tedavi yéntemini belirlemek ve

tedavi surecini hizlandirmak agisindan oldukg¢a dnemlidir.

Bu proje kapsaminda, literatiirde ilk kez, sliphelenilen dokuda kanser hiicrelerinin varhgini
tespit eden ve bu kanser hiicrelerinin goklu ilag direnci (CiD) mekanizmasi gelistirip
gelistirmediginin kontroliinii saglayan, DEF tabanh bir hiicre aynstirma sistemi
gelistirilmesi ¢alismalar gergeklestirilmistir. iki asamall bir DEF sisteminden olusan
MEMS-tabanli yapida, ilk asamada kanser ve normal doku hucrelerini boyut farkliliklarina
gére, ikinci asamada ise CiD gelistirmis, kanser hiicrelerini diger kanser hiicrelerinden
dielektrik 6zelliklerindeki farkliliga gore ayriimasi saglanmaya calisiimistir. Proje kapsaminda
MCF7 meme kanseri ve K562 I6semi hicrelerinin farkli ila¢ direncliligi seviyelerine sahip alt
tipleri ile calismalar yapiimistir. Bu hicrelerin modellemeleri icin gerekli dielektrik 6zelliklerini
belirleyebilmek igin, elektrorotasyon (ER) ydntemi kullaniimis, bu kapsamda 6zgiin, MEMS-
tabanli ER gipleri gelistiriimistir. Geligtirilen farkh DEF gipleri ile optimum verimin elde

edilebilecegi, o6zgin c¢ipler tasarlanmistir. Yapilan c¢alismalar c¢esitli uluslararasi
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konferanslarda sunulmus, bilimsel dergilerde yayinlanmis ve iki adet ylksek lisans tezi

tamamlanmistir.

Bu proje raporunda, proje kapsaminda yapilan calismalar detayli sekilde anlatiimaktadir.
Bolim 2'de kanser, kanserde CiD gelisimi, teshis yéntemleri, ve proje kapsaminda kullanilan
yontemler ile ilgili literatir bilgisi ile beraber teorik bilgiye yer veriimektedir. Uglincii béliimde,
kullanilan gere¢ ve yontemler (hiicre modellemeleri, ER giplerinin gelistiriime slrecleri ve
dielektrik karakterizasyonlar, DEF ciplerinin geligtiriime surecleri, biyolojik testler) detayli
olarak anlatiimigtir. Dordincl bolumde elde edilen bulgular ayrintilari ile sunulmustur.
Besince bodlimde calismanin sonuglari genel olarak tartisilmis ve gelecekte bu alanda

yapilabilecek ¢alismalara yonelik dngoruler verilmeye calisiimistir.
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2. LITERATUR OZETi

2.1 Kanser ve Goklu ilag Direngliligi

Kanser, mutasyona ugramis huicrelerin kontrolstiz bir sekilde ¢ogalmasidir. Dinya saglik
orgutindn 2014 verilerine gore kanser dinyada ikinci en énemli 8lim sebeplerinden olup,
her yil 8.2 milyon kisinin 6lumune neden olmaktadir. Saghk Bakanhgi verilerine gore
Turkiye’de her yil 90.000’den fazla insan kanser nedeniyle 6lmekte, ve her yil yaklasik
145.000-160.000 (toplam populasyonun %0.2’si) yeni kanser vakasi kaydedilmektedir.
Ulkemizde, kadinlarda en sik rastlanan kanser tir(, toplam kanser vakalarinin %25’ini
olusturan meme kanseri iken, erkeklerde sigara tlketimine bagl olarak solunum yolu
kanserleri en sik rastlanan kanser turtdur. Cocuklarda ise kan kanseri (lenfoma ve myeloma)

en sik gorulen kanser tartaddar.

Kanser tedavisinin basarisi bluyik oranda erken tani ve uygun tedavi yonteminin hastaligin
erken safhalarinda belirlenmesine baglidir. Metastaz ve c¢oklu ilag direncliliginin (CiD)
gelisimi, 6lum oraninin artmasina neden olan en 6nemli iki sebeptir. Metastaz, kanserli
hicrelerin bulunduklari doku disina dogrudan veya kan/lenf damarlariyla baska bolgelere
sigramalarina verilen isimdir. Metastatik gelisim kanser hucrelerinin birincil organdan
endotelial-mezankimal degisim ile kana veya lenf dokusuna gec¢cmesi ile baslar. Kanda
dolasan kanser hcreleri (Circulating Tumor Cells, CTCs) baska dokulara yerleserek burada
yeni tiumdrlerin olusumuna neden olma potansiyeli tasirlar. Dolayisiyla, kanda CTC tespiti
metastatik gelisimin takibi ve hastaligin tedavisinin dogru sekilde ydnlendirilebilmesi
agisindan buyldk 6nem tasimaktadir. Sagkalim oranin artmasinda ve tedavi strecinin
kisalmasinda, CTC’nin erken tespiti olduk¢ga 6nemlidir. Dolayisiyla, metastatik kanser
hastalarinda tedavinin etkinliginin belirlenebilmesi agisindan kantitatif ve gergcek zamanl
CTC tespitinin hastalik suresince rutin bir sekilde yapilmasi gerekmektedir. Ancak, kanda
CTC oranin oldukga diisiik olmasi nedeniyle (1-5 CTC/10° hiicre), CTC bir kanser biyo-
markori olarak kullanilamamaktadir. Metastazin gerceklestigini gosteren kritik CTC sayisi
kanser tlrline gore degisiklik gostermektedir. Ornedin metastatik meme kanserinde ve
prostat kanserinde 7.5 ml'de 5, metastatik kolon kanserinde ise 3'ten fazla CTC bulunmasi
durumda hastanin yasama sansinin azaldigina kanaat getirilir (Miller, 2010; Knoll, 2011).
FDA tarafindan anlamli bir parametre olarak kabul gérmis, olmasina ragmen, CTC sayisi,
teknolojik kisitlamalar nedeni ile klinik uygulamalarda metastatik biyo-isaret olarak heniz

yaygin olarak kullanilamamaktadir.

Metastazin disinda, kanser 6zellikle tekrar ettigi durumlarda élimcul sonuglar dogurmaktadir.
Kanserin tekrar etmesinin altinda yatan en blylk neden, kanser hicrelerinin coklu ilag

direncliligi (CiD) gelistirmesidir. CiD kanser hiicrelerinin farkl kimyasal yapi ve fonksiyondaki
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kemoterapi ilaglarina karsi ¢apraz direng gelistirmesi olarak tanimlanir (Wu vd., 1987). Bu
mekanizma hdcre zarinda bulunan ve ABC transport familyasi proteinlerinden olan cesitli
tasiyici proteinlerin (P-glikoprotein, MRP1, BCRP gibi) asir ifadesi ile iligkilendiriimektedir.
Bu proteinler hiicre i¢i ilag konsantrasyonunu hizli bir sekilde azaltarak, ilacin hiicreye etki
etmesini 6nlemektedirler. Bazi hastalarda CiD kemoterapi sonrasi gelisirken (kazaniimis ilag
direnci), bazilarinda kanserin baglangicindan itibaren, tedaviye baglanmadan énce (de novo
ilag direnci) var olabilir. Dolayisiyla CiD, sadece kanserin tekrar ettigi durumlarda degil,
baslangicindan itibaren de gelisebiimektedir. Bu nedenle, CID gelisiminin belirlenmesi igin
kemoterapi 6ncesi ve sirasinda tarama yapilmasi dogru tedavi yonteminin belirlenmesi

acisindan buyuk énem tasimaktadir.

GinUmuzde CID igin hizli bir teshis ydntemi bulunmamaktadir. CiD genellikle hastalarin ilaca
tepki vermedigi ve tumoran bluyumeye devam ettigi gozlendiginde tespit edilir. Bu durumda,
modulator terapisi uygulanarak direnclilie yol agan hucre zari proteinlerinin inhibe edilmesi
saglanir. Ancak, bu tedavi sUrecini uzatan ve sag kalim sansini azaltan bir ydontemdir, gunku
direnclilik bu siire¢ icinde artar. Dolayisiyla, CID gelisiminin hastaligin basinda ve tedavi
siireci boyunca rutin olarak test edilmesi oldukga 6énemlidir. CID’in erken tespiti tedavi
suresini ve dolayisiyla tedavi masraflarini, kemoterapinin yan etkilerini azaltirken, tedavinin

basari sansini ciddi sekilde arttiran bir parametredir.

Klinikte CID tespiti icin kullaniimakta olan gesitli riinler bulunmaktadir. eFluxx-ID® (ENZO
Life Sciences, Farmingdale, New York, UK), Multi-Drug Resistance Assay Kit-Calcein AM
(Cayman Chemical, Michigan, USA), Multi-Drug Resistance quantitation kit (Sigma- Aldrich,
USA), MarkerGeneTM Multidrug resistance Microtiterplate Assay Kit (Marker Gene
Technologies Inc. St. Louis Missouri, USA), and VybrantTM Multidrug Resistance Assay Kit
(Molecular Probes®, Life Sciences, USA)) gibi Urinler floresan isaretleme, sitometrik sayim
ve qantifikasyon yontemlerini kullanmaktadirlar. Hucre icgi floresan degeri, ABC transport
proteinlerinin (MDR, BCRP ve MRP) aktivitesi ile iligkilendirilerek, direnclilik seviyesi
belirlenmektedir. CTC sayimi igin de benzer sekilde sirekli akis sitometresi prensibine dayall
cesitli yuksek maliyetli ydntemler kullanilarak yapilmaktadir. FACS (fluorescent activated cell
sorting) ve MACS (magnetic activated cell sorting) olarak adlandirilan bu yoéntemlerde
hucrelerin floresan veya manyetik olarak isaretlenmesi gerekmektedir. Bu teknikler yiuksek
ciktili (high throughput) tarama saglasa da, hicrelerin canli kalmamasi, biyolojik isaretleme
gerektirmeleri, taginabilir olmamalari, ekipman maliyetleri ve uzman personel ihtiyaci
nedeniyle kisith kaynaklara sahip bdlgelerde uygulanamamaktadir. Bu nedenle, disuk
maliyetli, CTC tespiti i¢cin kullanimi kolay, tasinabilir, ylksek c¢iktili ve guvenilir bir gip Ustu

laboratuvar (Lab-on-a-chip, LOC) sisteminin gelistiriimesi gerekmektedir.
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CTC tespitinde karsilagilan en buydk zorluk milyarlarca kan hdcresi iginden birka¢ CTC’nin
segici olarak yakalanmasidir. Ancak, CTC'ler onlari diger kan hucrelerden ayiran bazi
biyolojik ve fiziksel farkliliklara sahiptir ve bu sayede ayrigtirma saglanabilir. Ornegin, epitel
doku kaynakli CTC’lerin hiicre zarinda epitel hlicre tutunma proteini (Epithelial Cell Adhesion
Protein — EpCAM) bulunmaktadir. EpCAM epitel doku kdkenli CTC'lerin algilanmasinda biyo-
isaret (biomarker) olarak kullaniimaktadir. Ancak, epitel doku kaynakh olmayan CTC’lerde
(melanoma, beyin kanseri, sarkoma gibi) EpCAM bulunmadigindan, CTC’lerin tespitinde tek
basina kullanilamamaktadir. Ayrica, metastaz olusumunun ilk asamasinda gergeklesen ve
hlcrelerin  tumoérden ayrilarak kan dolasimina karisimini saglayan epitel-mezenkimal
donusum (epithelial to mesenchymal transition - EMT) sirasinda EpCAM ifadesi tamamen
yok olabilmektedir. Bu nedenle CTC tespitinde sitokeratin (Cytokeratins (CK) 8, 18, 19)
ifadesi, hiicre cekirdegi varligi ve CD45 (l6kosit spesifik antijen) yoklugu gibi, CTC’leri kan
hicrelerinden ayiran farkli isaretlere de bakilir [5]. Bu dort kriter (EpCAM(+), CK(+), CD45(-)
ve hicre c¢ekirde@i varligi) mevcut teknoloji ile CTC tespiti icin FDA tarafindan onaylanan
altin standartlar olarak kabul goérmektedir. Bunlarin yani sira, hicre buyuklugd,
dielektrik/manyetik farkhliklar gibi CTC’leri kan htcrelerinden ayiran diger 6zellikler herhangi

bir antijenik isaretleme olmaksizin CTC ayristirmasinda kullanilabilir.

Gunumuzde FDA onayl tek bir CTC algilama metodu mevcuttur. CellSearch (Veridex LLC,
Huntingdon, PA, USA) olarak bilinen bu sistemde CTC’ler anti-EpCAM isaretli manyetik
parcaciklarla isaretlenerek immuno-manyetik olarak ayristirma saglanir. Daha sonra hicreler
immuno-floresan boyama ile sitokeratin ve CD45, floresan boyama ile hiicre ¢ekirdegi tespiti
icin boyanir. EpCAM(+), CK(+), CD45(-) ve hucre c¢ekirdegi bulunan hucreler floresan
mikroskop altinda bir operatér tarafindan gézle belirlenir ve sayilir (Miller ve Doyle, 2010).
CellSearch c¢esitli kanser turlerinden kaynaklanan metastazin tespiti igin etkili bir metot olarak
gérilse de, operatérden kaynaklanan farkliliklar olusabilmektedir. Bunun yani sira, metot
sadece EpCAM(+) hucrelerin tespitinde kullanilabilmektedir ¢lnkl ilk asamadaki manyetik
ayristirma yontemi EpCAM varligina baglidir. Ayrica, metot ¢ok fazla floresan boyama iglemi
gerektirmekte, bu da maliyeti arttirmakta ve metodu pratiklikten uzaklastirmaktadir.
CellSearch ile ayristinlan hacreler canliigini kaybettiginden, kanser hucrelerinin ileri
molekuler analizine olanak saglamamaktadir. Bu nedenlerle, daha guvenilir ve hassas bir

CTC ayristirma ve sayma yonteminin gelistiriimesi gerekmektedir.

Son yillarda oldukga ilgi géren mikroakiskan platformlar dusuk maliyetli, hizli ve hassas CTC
tespitinde kullanilabilecek platformlar olarak goérilmektedir. 1990’ yillarin baslarinda LOC
sistemlerinin (Manz vd, 1990) gelistiriimesini takiben hizl, hassas ve guvenilir molekiler

teshis ve tedaviye yonelik bircok mikroakiskan LOC platformlari gelistiriimeye calisiimistir.
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Mikro-boyutlu Klinik/laboratuvar analiz cihazlari digstk maliyetli olmalari, egitiimis insan
glcuine gereksinimi azaltmalari, ve analiz hizi ve hassasiyetini arttirmalari nedeni ile makro

orneklerine goére ciddi avantajlar saglamaktadir.

CTC yakalamaya yonelik son on yilda gelistirilen mikroakigskan platformlar temel olarak
antikor-antijen iliskisine bagh afinite bazli sistemler ve hicre buyukligine bagh filtrasyon
sistemleri veya her ikisini birlikte kullanan sistemlerdir. FACS, manyetik, dielektroforetik,
elektroforetik, akustik veya optik gibi harici kuvvetler uygulanarak yapilan ayrigtirmalar da
literatirde goOsterilmistir. Tum kriterleri karsilamada yetersiz kalsalar da bu metotlardan
bazilari ticarilesme asamasina getirilebilmis ancak henuz higbiri FDA onayi almamistir. Bu

g¢alismalardan basariya ulasan birkagindan burada bahsedilecektir.

Filtrasyon sistemleri CTC’lerin (16-20 um) normal kan htcrelerinden (RBC~8 uym, WBC ~10-
15 um) blyik olmasini kullanarak bir ayristirma saglamaktadir. Ornegin, Harvard-MIT
HST'den Prof. Tonerin grubu mikroakigkan sistem icinde EpCAM kapli mikro ¢ikintilar
kullanarak kanser htcrelerinin ayristiriimasini saglayan PDMS (poly-dimethyl-silixane) bazli
bir sistem gelistirmistir (Nagrath vd., 2011). Bu sistemde, mikro ¢ikintilar buyuklige bagh
filtrasyon ve yuzey alaninin artmasini saglarken, yuzeylerine immobilize edilen EpCAM
antikorlari sayesinde de kanser hicrelerinin ylzeye tutundurulmasi saglanmaktadir. Ayni
grup kanal i¢i karistirma ve antijen-antikor iligkisinin daha etkin olabilmesi igin balik sirti
(herringbone) kanal yapisi kullanmiglardir (Stotta vd., 2010). Bagka bir calismada, mikro
gOzenekli parilen membran filtresi kullanilarak CTC’lerin buyuklige bagh ayristiriimasi
saglanmistir (Lin vd., 2010). On-Q-ity (Waltham-Massachusetts) sirketi ise CTC’lerin
baylklik ve EpCAM-afinite bazli ayrigtirmasini  saglayan mikroakigkan bir chip
geligtirmiglerdir (OnQChip). Mikroakiskan kanal icine belli bir geometrik dizen iginde
yerlestirilen EpCAM kapli mikro-gikintilar iceren bu sistem sayesinde Veridex CellSearch
sisteminden daha etkin bir CTC ayrigtirma ¢ipi geligtirilebilmistir (Smirnov vd., 2012). EpCAM
(-) CTCller icin EMT belirtecleri kullaniimis ve bu sayede %70 ayristirma saglanmistir. EMT
belirteclerinin yoklugunda CTC yakalama orani %5 olarak belirlenmistir (Waltham, 2012).
Benzer bir strateji Biocept firmasinin gelistirdigi OncoCEE-BRTM platformunda da
kullaniimigtir. Antikor ile kaplanan mikro-¢ikintilar iceren mikroakigkan kanal ile 8 mL kandan
CTC yakalama saglanmistir. Sistem ayrica CTC’lerin sayilabilmesini ve HER2/neu antijenik
belirtecin (meme kanseri belirteci) varliginin FISH (fluorescence in situ hybridization) yontemi
ile tespit edebilebilmesini saglamaktadir. Farkli yuzey antijenlerine karsi geligtirilen
antikorlardan olusan bir kokteyl kullanilarak EpCAM(-) ve CK(-) CTC’lerin tespit edilebilmesi

saglanmigtir (Mikolajczyk vd., 2011). Bu teknolojilerin bir kismi var olan CellSearch
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sisteminden daha iyi bir ayristirma saglamakta olsa da, floresan boyama, optik gérintileme

ve yetismis teknik personel ihtiyaglarini ortadan kaldiramamislardir.

Dielektrik, akustik ve manyetik gibi aktif kuvvetler kullanarak, isaretleme olmaksizin CTC
ayristirmasi  saglayabilen sistemler de gelistiriimistir. Kanser hucrelerinin dielektrik
Ozelliklerinin  normal hucrelerden farkh olmasi 6zelliginden faydalanilarak CTC’lerin
dielektroforez (DEF) (dielectrophoresis, DEP) yéntemi ile ayristiriimasi, zenginlestiriimesi
veya yakalanmasi yonunde cesitli sistemler onerilmistir. CTC’ler gerek buyukluk gerekse
dielektrik farkliliklari nedeniyle normal kan hicrelerinden DEF kullanilarak yeterince segici ve
etkin bir sekilde ayrilabilirler (Shim vd., 2013). Bu yéntemden faydalanarak ApoCell Inc.
(Huoston) firmasi tarafindan surekli akis altinda CTC ayristirmasi saglayan ApoStream
cihazi gelistirilmistir. Konvansiyonel DEP-Field Flow Fractionation (DEP-FFF) sisteminin bir
versiyonu olan bu metot ile hucreler sirekli akis altinda frekansa baglh dielektrik
Ozelliklerinden faydalanilarak ayristirilabilmistir. Sistem birden fazla kanser tipi igin
kullanilabilmis ve aynistirlan hdcreler canl  kaldiklarindan ileri  molekller analizler
yapilabilmigtir. Bu sistem ile prostat, meme, kolon ve karaciger kanseri hastalarindan alinan
orneklerden kanser hucrelerinin %68 geri alim ve %95 saflikla ayristinilabildigi gosterilmistir
(Gupta vd., 2012). Ancak, oérnek On islem suregleri (eritrositlerin ayristirilmasi, hicrelerin
DEP tamponuna aktarilmasi gibi) ve hicrelerin sayimi igin yetismis teknik eleman ihtiyaci,
sistemin hasta-bagsi analiz sistemi olarak uygulamasini sinirlamaktadir. Hucreleri akustik
veya manyetik kuvvetlerle ayirmaya calisan diger sistemlerde de benzer problemler

yasanmaktadir.

Bahsi gecen mikroakiskan platformlar CTC’lerin belli olgllerde ayristirilabilmesini
saglamasina ragmen, hasta basi analiz (POC) sistemi olarak uygulamalarina gegiste cesitli
zorluklar icermektedir. Ornegin, kanin eritrositlerden ayristirimasi ve hicrelerin  uygun
tampon ¢ozelti icine aktariimasi gerekir. Eritrositlerin ayristiriimasi santrifij veya eritrositlerin
tahribi ile gerceklestirilir ki bu yontemler diger hlcrelerde deformasyona sebep olabilir veya
sagkalim sansini azaltabilir. ideal bir CTC ayristirma sisteminin islem gérmemis tim kan
ornegi ile galisabilir olmasi, kullaniminin kolay olmasi ve istenilen giktiyr direkt olarak
saglamasi (kandaki toplam CTC sayisi, gibi) beklenir. Ayrica, ayristirilan hicrelerden genetik
veya biyokimyasal analizler yapilabilmesi icin hucrelerin sistemden canli olarak ¢ikmasi
gerekir. Yakin zamanda ABD’de gelistirilen bir CTC izolasyon cihazi bu anlamda umit
vaadetmektedir (Dharmasiri vd., 2013). Bu sistemde CTC zenginlestirme icin EpCAM ile
kaplanmigs mikro c¢ikintilar kullaniimigtir. Kanser hcreleri bu yapilar Uzerine tutunarak
yakalanirken, kan hucreleri mikroakiskan kanal iginde akigla birlikte atilmaktadir. Daha sonra

enzimatik yontemlerle antikorlardan ayrilan CTC’ler mikrokanal icine yerlestirilen Pt
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elektrotlar sayesinde iletkenlik degisimine bagl olarak sayilmaktadir. Sayilan hucreler
elektroforetik olarak sividan ayristirilir, bir rezervuarda toplanir ve ileri molekuler analizler i¢in
kullanilabilir. Bu sistemle 10 ml kanin 40 dakikada islenebildigi ve %96 * %4 ayristirma
verimi ile calistigi gosterilmistir. Sistem, BioFluidica Technologies (Chapel Hill, North
Carolina) tarafindan ticarilestiriime asamasindadir. Polimer bazl bir malzeme kullanilarak
geligtirilen bu sistem basit olmasi, ¢ip-Usti sayim yapabilmesi ve yuksek c¢iktili olmasi
acisindan oldukca Umit vericidir ancak seri Uretime uygun degildir ve sadece EpCAM(+)

hicreleri tespit edebilmektedir.

Bu projede, kandan CTC ayrimini herhangi bir molekiler isaretlemeye gerek duymaksizin
sadece elektriksel yontemlerle yapabilecek, ve CTC’lerin CIiD gelistirmis tiplerini ayni
platform Uzerinde direngsiz CTC’lerden ayirabilecek bir MEMS-tabanli LOC siteminin
geligtiriimesi hedeflenmistir. Bunun icin kanser hicrelerinin dielektrik 6zelliklerindeki
farkliliklardan faydalanan DEP yéntemi kullaniimistir. iki asamali bu DEP cipinde, birinci
asamada kan hiicrelerinin kanser hiicrelerinden ayristiriimasi, ikinci asamada ise, CiD
gelistirmis kanser hucrelerinin direngsiz kanser hiicrelerinden ayristiriimasi hedeflenmistir.
Ayrica, proje suresince hucrelerin dielektrik 6zelliklerini hassas bir sekilde belirleyebilecek
MEMS-tabanli elektrorotasyon ¢ipleri gelistiriimis, farkli hticre tiplerinin dielektrik 6zellikleri

belirlenmig ve literatlre bu anlamda ciddi bir katki saglanmigtir.
2.2 Dielektroforez

Dielektroforez, boyutlari ya da dielektrik dzellikleri farkli pargaciklari ayrigtirmakta kullanilan
temel bir tekniktir. Bu teknikte homojen olmayan elektrik alan uygulanan pargaciklar
boyutlarina ya da dielektrik 6zelliklerine bagli olarak farkl buyUklikte dielektroforetik
kuvvetlere maruz kalirlar. Bu kuvvet agagidaki gibi formule edilebilir.
Fppr = 2meo&mr > Re(fom)VEfms (1)

Esitlik 1'de gorulen g, ve ¢, sirasiyla havanin ve parcaciklarin icinde bulundugu akigkanin
elektriksel gegirgenligini (permittivity), r pargcaci§in yarigapini, VEZ2,, pargacigin maruz
kaldigi homojen olmayan elektrik alanin degisimini ifade etmektedir. Re(f,,,) ifadesi ise
parcacik ve icinde bulundugu akiskanin dielektrik 6zelliklerine gore belirlenen ve Clausius
Mossotti (CM) faktori diye adlandirilan bir parametrenin reel sayi kismini goésterir. Bu
faktériin reel sayl kisminin degeri -0.5 ile 1 arasinda degismektedir. ifade igerisindeki diger
tim degerler pozitif blyuklikler oldugundan, dielektroforetik kuvvetin yonuna belirleyen
Re(f.n,) ifadesinin isaretidir. Bir pargcacik dielektrik 6zelliklerine gore, dielektroforetik kuvvetin
glcli oldugu (pozitif dielektroforez- pDEF) ya da zayif oldugu tarafa dogru yonelebilir (negatif
dielektroforez- nDEF) (Sekil 1 a,b).

20



Electric
Field

. Electric

Dielectric 4
Particle

Dielectric 1
Particle

Electrode Electrode
Fogp - Positive DEP force

Fag s Negative DEP force
(@) (b)

Sekil 1. Homojen olmayan elektrik alan etkisindeki bir dielektrik parcacik Uzerinde olusan
dielektroforetik kuvvet. (a) pozitif DEF, (b) negatif DEF.

Yukaridaki agiklamalara ve dielektroforetik kuvvet ifadesine (Esitlik 1) gbre, boyutlari velveya
dielektrik Ozellikleri farkli olan parcaciklar DEF ile birbirinden ayrilabilir. Boyutlari farkli
parcaciklarin ayrilmasinda DEF kuvvetinin buyUklik farki kullanilirken, boyutlari ayni

parcaciklar ayrilirken DEF kuvvetinin buyuklik ve/veya yon farki kullanilir (Sekil 2 a,b).

.{.

Foerp2

Foer.n

Pib

A
A
A
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Sekil 2. Farkli boyut ve/veya dielektrik 6zelliklere sahip parcaciklarin DEF ile ayristiriimasi.
(a) elektrik alan uygulanmadigi durumda pargaciklar Uzerinde dielektroforetik kuvvet
olusmamaktadir. (b) elektrik alan altinda parcaciklarin maruz kaldigi kuvvetlerin yonu (Uggen
ve yuvarlak parcaciklar) ya da siddeti (yuvarlak ve yildiz pargaciklar) farkli olabilir.

Eger boyutlar ayni, dielektrik 6zellikleri farkli iki pargacik birbirinden ayrilacaksa oncelikle
frekans spektrumunda CM faktéri degisimleri incelenmeli ardindan ayrilmanin
gergeklesecegi frekans arali§i belirlenerek dielektroforez uygulanmalidir. Ornek olarak Sekil

3’te iki farkli hicrenin CM faktort dagihmi ile dielektroforez kullanilarak ayrilabilecekleri
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frekans aralid1 goriimektedir. Bu araligin disinda CM faktérintn buydkligunin farkh oldugu
yerler bulunmaktadir. Teorik olarak bu alanlarda da ayristirma yapmak mumkindur. Ancak
bu fark ¢cok az oldugundan ayni buyuklikteki pargaciklari hiz farkindan yararlanilarak
ayristirmak olduk¢a zordur. Bu sebeple bu tip parcaciklar ayristirilirken CM faktorin zit

isaretlere sahip oldugu frekans araliklarinin kullanimi tercih edilir.

Ayrilma frekansi aralig

Re (fcm)

10° 104 10° 10° 107
Frekans (Hz)

---  T-lenfositler
— kanser hicresi

Sekil 3. iki farkli hiicrenin CM faktér dagilimi ve DEF kullanilarak ayrilabilecekleri frekans
araligu.

Pargaciklarin ayrigtirilabilmesi igin gerekli elektrik alan degisiminin (VE?,,) cok yiksek
degerlerde (>10% kg’m/s®A? ) olmasi, bunun igin de potansiyel uygulanacak elektrotlar
arasindaki uzakliklarin mikrometre seviyesine kadar inmesi gerekmektedir. Bu sebeple
teorisi 1950’lerde gelistiriimis olan DEF sistemlerinin gergceklenebilmesi ancak MEMS

teknolojisindeki gelismeler sayesinde yakin zamanda mumkin olabilmistir (Pethig, 2010).

DEF prensibi, hucrelerin de farkli boyut ve dielektrik 6zelliklerde olabilmesi nedeniyle hiucre
ayristirma gerektiren biyomedikal uygulamalarda da kullanilabilir (Pethig vd., 2010; Demircan
vd., 2011; Jones, 1995). Bu amagla yapilan c¢alismalarda farklh tip hicreler dielektrik
Ozelliklerine bagli olarak modellenmistir. Hlcreler kiresel ve homojen kabul edilerek iki temel
modelleme tipi olusturulmustur: tek tabaka modellemesi (single shell modelling) ve coklu
tabaka modellemesi (multiple shell modelling) (Shim vd., 2013). Bu modellemeler kullanilarak
pek cok doku, bakteri ve timodr hicresinin CM faktor-frekans analizleri yapilmistir. Bu
analizlerin yardimiyla DEF prensibi, biyolojik ve yapay parcaciklarla denenmis ve olumlu
sonuglar alinmigtir (Gascoyne vd., 1992; Wang vd., 1993; Markx vd., 1994, 2001; Chui ve
Holmes, 2001; Gascoyne ve Vykoukal, 2004; Pethig, 2010). Sekil 4’te 9 farkli timdr hucresi
ve bazi memeli hicrelerinin CM faktor-frekans analizleri sonucu belirlenmis Re(fem)

degerlerini sifira esitleyen frekans (gecis frekansi) degerleri verilmektedir. Gegis frekansi
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farkl olan hicrelerin zit isaretli CM faktére sahip oldugu bir ayriima frekansi araligi mutlaka
olacagindan DEF ile ayriimalari mimkunddr. Sekil 3 incelendiginde, érneklerin bulundugu
akigkana 50 kHz frekansinda bir voltaj uygulandidinda MDA-468 insan meme kanseri
hicresi ve T-lenfositlerin zit isaretli CM faktére sahip olduklari goérilmektedir. Bu iki tip

hucreye ait ayrilma frekansi araligi ise 15 ile 75 kHz arasidir (Gascoyne ve Vykoukal, 2004).
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Sekil 4. Farkli timor hiicresi ve bazi memeli hicrelerinin CM faktor-frekans analizleri sonucu
ile belirlenmis Re(fcm) degerlerini sifirlayan frekans (gegis frekansi) degerleri (Gascoyne ve
Vykoukal, 2004).

Kanserin erken teshisi i¢cin analiz sonuglarin hizh bir bicimde elde edilmesi etkili tedavide
blylk édneme sahiptir. Fakat bu hastaligi erken safhada tespit etmek, hlicre sayilarinin iginde
bulunduklari dokuya gére azligi sebebiyle olduk¢a hassas sistemlerle muimkin
olabilmektedir. Var olan makro sistemlerle bu hassasiyete erisme basarisi disiktiur. DEF
sistemleri boyutlar farkli hiicreleri ayirmada olumlu sonuglar vermektedir (Kang vd., 2006,
2007). Tumdr hacreleri ile normal doku hucrelerinin  boyut farkliliklari g6z ©6ninde
bulunduruldugunda, DEF ayrigtirma sistemleri ile kanser hastaligi teshisi yapilabilir (Huang
vd., 1997; Wang vd., 2000; Kang vd., 2006; Broche vd., 2007).

DEF prensibi boyutlari farkli hicreleri ayirmada kullanildig1 gibi boyutlari ayni, dielektrik
Ozellikleri farkli hicrelerin ayristinimasinda teorik olarak kullanilabilir (Huang vd., 1997;
Markx vd., 1997; Gascoyne ve Vykoukal, 2004; Pethig, 2010; Yang vd., 2010). Yapay
parcaciklarla hicrelerin dielektrik 6zelliklerinin taklit edilmesi mimkin olmadigindan bu

ayristirma c¢esidinde gergek hucreler kullanilmak zorundadir. Dielektrik 6zellik farki
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kullanilarak ayristirma yapabilmek adina oncelikle sadece tek tip hicrenin bulundugu
akiskan ortamdaki hdcrelerin canlilik durumu tespit edilmeye ¢alisiimistir. Bu konuda olumlu
sonuglar alinmistir (Markx vd, 1994; Huang vd., 1992; Hakoda vd., 2010; Doh ve Cho, 2005).
Sekil 5te canli ve cansiz maya hicrelerinin ayni frekanslardaki elektrik potansiyeline
verdikleri tepkiler goérulmektedir. Sekil 5 incelendiginde 10 kHz'de canh hucrelerin elektrot

kenarlarinda toplandigi ama 6lu hucrelerin elektrot Uzerine yayildigi gorulebilir.

i : R 5
5

, s Ay iy
| I T

Sekil 5. Canli ve 6li maya huicrelerinin 8 V,, sinlizoidal voltaj altindaki DEF tepkileri. Parlak
renkteki bolgeler elektrotlari, koyu renktekiler cami géstermektedir. (a) 10 kHz'de canli maya
hicreleri , (b) 5 MHz'de canli maya hicreleri, (¢) 10 KHz'de 6l maya hiicreleri, (d) 5 MHzZ'de
0lU maya hacreleri (Doh ve Cho, 2005).
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Bu sonuglardan yola cikilarak, DEF yonteminin boyutlari birbirine ¢ok yakin, dielektrik
dzellikleri farkli olan CiD gelistirmis kanser hiicrelerinin hassas kanser hiicrelerinden
ayristinimasinda da kullanilabilecegi 6ne surulebilir. Direngli ve hassas kanser hucreleri
arasindaki dielektriksel farlligin, direngli hiicrelerde asiri derecede ifade edilen ve direnglilige
neden olan P-glikoprotein (P-gp) ile iliskili oldugu dusinudlmektedir. Yapilan galismalar, P-gp
proteinin hiicre zarina bagh klor (Cl-) pompalarini modiile ettigini (Assef ve Kotsias, 2002;
Assef vd., 2005), dolayisiyla, direngli hicrelerde hicre zari ve sitoplazmik iletkenligin
degistigini gostermistir. Yapilan bir calismada yapisi ve ebatlari neredeyse ayni olan bir gesit
kanser hucresi ve onun direng gelistirmis tipi arasinda sitoplazmik iletkenlikleri agisindan

yaklasik olarak 2 kat fark tespit etmiglerdir (Duncan vd., 2008).
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2.3 Elektrorotasyon

Dielektroforetik hiicre ayristirma sistemlerinin tasarimi asamasinda hicre modellemelerinin
yapilmasi, bunun igin de, hicre zari ve sitoplazmanin dielektrik 6zelliklerinin bilinmesi
gerekir. Dielektrik 6zelliklerin belirlenmesinde elektrorotasyon (ER), DEF, ve impedans akis
sitometrisi (IFC) gibi cesitlii metotlar kullanilmaktadir. Bunlar arasinda ER, hiicre zari ve
sitoplazmik dilelektrik karakterizasyonu en dogru ve pratik sekilde yapan metot olarak 6ne
cikmaktadir. Bu metot, homojen bir sekilde dénen elektrik alanin varliginda Uzerlerinde
induklenen dipol moment sebebiyle parcaciklarin donmesi ilkesine dayanir. Parcaciklarin
donus hizi, uygulanan elektrik alan kuvveti, frekansi, parcacigin dielektrik 6zelligi ve
parcaciklarin icinde bulundugu c¢ozeltinin iletkenligine ve akiskanligina bagl olarak degisir.
ER teknigi ile hiicre zar kapasitansi (C,,), total efektif hiicre zar 6z iletkenligi (G',) ve hiicre
ici iletkenligi (o;) degerleri belirlenebilmektedir. Bu metot uygulanirken DEF prensibinin
tersine Re(fcy) degil, Im(foym) yani imgesel foy kullanilir.  Eger bu deger sifirdan biylkse,
uygulanan elektrik alan, periyodunun yarisindan az bir slire sonra pargacik icinde dipol
moment olusmasini saglar ve pargacik tzerinde elektrik alan yoninln tersi ydnde bir tork
olusur. Bu deger sifirdan kiglk oldugunda ise, uygulanan elektrik alan, periyodunun
yarisindan fazla bir stire sonra pargacik icinde dipol moment olusmasini saglar ve pargacik
Uzerinde elektrik alan donlis ydéninde bir tork olusturur (Jones, 1995; Griffith ve Cooper,
1998) (23, 30). Bu torkun degeri asagidaki gibi ifade edilebilir (Arnold ve Zimmermann,
1982).

T = _47TgmedR3Im(fCM)E2 (2)

Bu formilde T doéngusel torku, &,.; akiskanin elektrik alan gegirgenligini, R pargacik
yarigapini, Im(fcm) Cluasius Massotti (CM) faktoriin imgesel kismini, E ise elektrik alan

kuvvetini ifade etmektedir. CM faktéri asagidaki sekilde formuile edilir:

] & — Emea (3)
Fey = Re(Fey) + jIm(Fey) = ﬁ

Burada j=+v—-1, g Ve &p.q Sirasiyla parcacik ve akiskanin kompleks elektriksel

gegcirgenligini ifade eder. Kompleks elektriksel gecirgenlik asagidaki sekilde formule edilir:
0.
En = €&p —j;n 4)

Burada n parcacik (p) veya akigkani (med), o iletkenligi, w ise uygulanan elektrik sinyalin

acisal frekansini ifade etmektedir.
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Yari gapi R ve hicre zar kalinhdi § olan bir biyolojik hicrenin tek tabakali modellemesinde,
&, kompleks hicre elektriksel gegirgenligine (€3) donisir ve asagidaki formiille ifade edilir
(Jones, 1995).

L RIR= 6P+ 2el — e/l + 26m) (5)
e e T (EH B CET A CES

Burada ¢;,, kompleks hlcre zari gegirgenligini ve & kompleks hiicre i¢i gegirgenligini ifade
eder. Ancak tek tabakall hiicre modellemelerinde hicre igi (sitoplazma, g¢ekirdek ve diger

organeller) tek bir tabaka olarak modellenir. Pargacigin maksimum rotasyon frekansi (fyx),

dmew) — ¢ kabul edilerek asagidaki sekilde hesaplanabilir.
0, + 20,
Wpk = 2Tfpy = 2 med (6)
&+ 2&8med

Dusuk frekans (DC-limit) yaklagimlari kullanilarak, esitlik 6 asagidaki sekilde basitlestirilebilir
(Arnold ve Zimmermann, 1982; Pethig vd, 2005; Lei vd, 2011).

Omed + GT*YLR (7)

Rfpg = —=£
frx nCy,  21C,,

Burada C,, hicre zari kapasitansini ve Gy, total efektif hlcre zan iletkenligini ifade eder.
Esitlik 6 maksimum rotasyon frekansi ve hicre yari ¢api ile akiskan iletkenli§i (opneq)
arasinda, Sekil 6'da 6rneklendirildigi gibi, lineer bir baginti sunar. Rfpx Ve 0,4 grafigi

y = mx + c gibilineer olmalidir. Dolayisiyla;

1 R 2K;
TTCm 2nCp \ 1
0.4
2 & MCF?
~l?é° 035
- B MCF7/DOX-1000
é 0.3 —
= ;
& s inear (MCF7)
£ 025 3~ |
8 0.2 | = | inear (MCEF7/DOX-1000)
* N | - X
z
£ 0.5 _ * Yyop= 0.0321x + 0.0407
g_ R* =0.9893
2 o1 i
B | A = 9.{? T4x + 0.0524
P | . . . R = 0.9906
1 2 3 4 5 G 2 8 9
Medium Conductivity (mS/m)

Sekil 6. Maksimum rotasyon frekansinin akiskan iletkenligine bagl degisimini gosteren lineer
baginti grafigi. Farkli iletkenlikteki akiskanlar iginde yapilan ER testleri sonucu elde edilen bu
baginti ile hiicre zari kapasitansini ve total efektif hiicre zari iletkenligi hesaplanabilir.
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Bircok memeli hiicresi igin R degeri birkag um, § ise 8-10 nm araligindadir. Ayrica, DC limit
yaklagsimlari kullanilarak, maksimum rotasyon frekansinin 1 MHZin altinda, akiskan
iletkenliginin de 100 mS/m’nin altinda tutulmasi ile, esitlik 5 asagidaki gibi sadelestirilebilir
(Lei vd, 2011).

2
0" (&m0 (9a)
6 wiale)®
o &m)? 0?2 8.,
(SQ) +Wzgg (R)
ve
O 0;2 (Q) (9b)
N w2el \R
0, = 2

(&) +35 @)

Esitlik 9a ve 9b esitlik 5’e yerlestirildiginde, esitlik 10 elde edilir.

o7 C 62 N 2¢; (ﬁ)z_ Gnd®  20med (g)z . (Cm5>2] (10)
"wpredR T wpre \R Wk 2€5R Wy 2e5 \R "\ g
20,Cp 252 , C 282
T e—— S —
g g

Cm Ve G, degerleri lineer grafigin egim ve kesisim noktasindan belirlenir. w,, Ve 0,04

elektrorotasyon deneyleri sonucunda elde edilir. Dolayisiyla, hicre igi o6ziletkenlik (a;)

degerleri esitlik 10’dan hesaplanabilir.

Elektrorotasyon metodunun uygulanabilmesi i¢in bircok ¢alisma yapilmis ve bir¢ok elektrot
konfiglrasyonu kullaniimigtir. En etkin ve yaygin konfigirasyon “quadruple” elektrot yapisidir
(Sekil 7). Bu yapida, elektrik alan sinyali elektrotlara 90 derece faz farki ile uygulanir ve

elektrotlar arasindaki boélgede ddngusel elektrik alan kuvveti olusturulur.

Sekil 7. Elektrorotasyon testlerinde kullanilan Gggen, dortli elektrot yapisi ve sinUs voltaj
uygulandiginda olugsan doéngusel elektrik alan.

ER biyolojik hiicrelerin dielektrik karakterizasyonunda basari ile uygulanan bir metotdur. Bu
glne kadar yapilan gesitli galismalarda eritrositlerin (Gims vd., 1996, Georgieva vd., 1998),
I6kositlerin (Xun vd., 1990; Griffith vd., 1998; Yang vd., 1999; Han vd., 2009), fibroblastlarin
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(Berardi vd., 2009), gesitli kanser hicrelerinin (Becker vd., 1995; Christofanilli vd., 1995;
Labeed vd., 2003) ve bakterilerin (Holzel, 1999) dielektrik karakterizasyonlari ER ile
gerceklestirilmistir.
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3. GEREG ve YONTEM

3.1 Elektrorotasyon ile Dielektrik Karakterizasyonlar

Kanser hucrelerinin dielektrik 6zelliklerinin belirlenmesi icin elektrorotasyon (ER) yontemi
kullaniimistir. Proje slresince dizlemsel (iki boyutlu (2D)) ve ¢ boyutlu (3D), dortla
(quadropol) elektrot yapilarina sahip farkli ER gipleri tasarlanmigtir. Bu ¢iplerin tasarim ve

simullasyonlarina yonelik calismalar asagida 6zetlenmektedir.
3.1.1 Birinci Nesil ER Giplerinin Tasarim ve Uretimleri

Birinci nesil ER ciplerinin Uretim semasi ve Uretilen cipler sirasiyla Sekil 8 ve Sekil 9'da
verilmektedir. Bu cipte silisyum pul Gzerine iglenmig iki boyutlu duzlemsel Au elektrotlar
kullanilmistir. Uretim tek bir maske kullanilarak silisyum pul tzerine Ti/Au (200/400 nm)
sekillendirme iglemi ile gergeklestiriimistir. ER dlglimlerinin yapilacadi, elektrotlar arasindaki
alana kuyucuk olusturacak sekilde polydimethylsiloxane (PDMS) port yerlestiriimis ve epoxy

ile ¢ip Uzerine yapigtiriimigtir.
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Sekil 8. Birinci nesil ER ¢ipi Uretim semasi.

Uretilen ciplerle kanser hiicrelerinin ER testleri yapilmis, ancak tekrar edilebilir sonuglar elde
edilememistir. Bunun nedeni, elektrot ylksekliginin (400 nm) hlicre ¢apina gére (~12 um)
¢ok dusik kalmasi, dolayisiyla, hicrelerin dénlstine yol acan elektrik alanin hiicre capi
boyunca homojen dagimamasindan kaynaklanmaktadir. Hucreler, elektrotlar arasinda
olusan fringing field nedeniyle dénmekte, bu da test sonuglarinin farklilik géstermesine yol

acmaktadir.
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Device Witﬁ
/3D electrodes

Sekil 9. Birinci ve ikinci nesil ER cipleri (a), K562/IMA hucreleri ile yapilan testler (b).

3.1.2 ikinci Nesil ER Ciplerinin Tasarim ve Uretimleri

Birinci nesil ER giplerinde karsilagilan problemleri agsmak igin, hicreler Gzerinde homojen bir
dongusel elektrik alan olusturabilecek, 3D elektrot yapisina sahip ikinci nesil ER cipleri
tasarlanmistir. Bu 3D ER ciplerinde elektrot yiksekligi 30 um’ye kadar ¢ikartilarak, hicrelerin
fringing field etkisinden kurtulmasi hedeflenmistir (Sekil 10).

Fringing Field Uniform Field

Sekil 10. 2D ve 3D elektrotlarda elektrik alan dagiimini gdsteren sematik. 3D elektrot
yapisindaki ER ciplerinde, hlcreler z-ekseninde homojen bir elektrik alan dagihmi etkisinde
kalmaktadir.

ikinci nesil ER giplerinde, elektrotlar Cu-elektrokaplama yéntemi kullanilarak ylkseltilmis,
daha sonra tiim yiizeyler parilen ile kaplanmistir. Ustteki parilen tabakasi dlgtim alaninin
oldugu yerlerde kaldirilarak, PDMS port monte edilmistir. Ancak, élgim alanin ¢ok kuigik
olmasi ve parilen ve PDMS’in hidrofobik olmasi nedeniyle, hlicre slispansiyonunun ¢ipe
yuklenmesinde problem yasanmistir. Birinci ve ikinci nesil ER ¢ipi fotograflari ve testler

sirasinda elde edilen goéruntiler Sekil 8’de verilmektedir.
3.1.3 Ugiincii Nesil ER Giplerinin Tasarim ve Uretimleri
Birinci ve ikinci nesil ER c¢iplerinde karsilagilan problemleri agmak igin, t¢incu nesil ER cipi

tasarlanmis ve Sekil 11°'de verilen Uretim semasina goére, tek bir maske kullanilarak
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uretilmistir. Uglincl nesil ER ciplerinde, Si pul Gizerine Ti/Au tabakasi islendikten sonra, Cu-
elektrokaplama ile 3 boyutlu, 30 um yiiksekliginde elektrotlar elde edilmistir. ikinci nesil ER
ciplerinde kullanilan yalitkan parilen tabakasi yerine, bu ¢ipte Cu elektrotlarin tampon ¢ozelti
(PBS sollisyonu) ile temasini ve elektroliz problemini dnlemek igin, elektrotlarin Gzeri,
Electroless Au Deposition yontemi ile, Au kaplanmistir. Elektrotlar arasindaki 6lgim alanina

kuyucuk olusturacak sekilde PDMS port yerlestirilmistir.

Bu Uretimde, 6lcim alaninda olusan tork dagiliminin homojenligini arttirmak amaciyla, 6
farkli elektrot yapisina sahip ER ¢ipi Uretilmisti. Homojen tork dagilimi, &lgimlerin
tekrarlanabilirligini ve dolayisiyla guvenilirligini arttiracaktir. Bu elektrot yapilarina ait gizimler
ve elektrik alan degisimi ve dadihmina yoénelik simulasyonlar Sekil 12'de verilmektedir.
Tasarimlarda, elektrot geometrileri dlgim alanindaki dielektroforetik kuvveti ve dolayisiyla,

hicrelerin yanal hareketini minimuma indirecek sekilde degistirilmistir.

Si Ml Si,N, B Ti Ml Au L Cu [ PDMS

' I
a. Ti/Au sputtering. b. Lithography to pattern
Ti/Au seed layers.

¢. Cu electroplating and d. PDMS port mounted on
electroless Au deposition. the electrodes to form
reservoir.

Sekil 11. Ug boyutlu elektrot yapisi igeren, tigiincii nesil ER gipi tretim semasi.
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a) Maske (b) Elektrik alan degisimi (c) Elektrik alan dagihmi

Tasarim-4 Tasarim-3 Tasarim-2 Tasarim-1

Tasarim-5

Tasarim-6

. ‘

Sekil 12. Tasarlanan 3. nesil ER giplerinin maske gizimleri (a), elektrik alan degisim siddeti
simulasyonlari (b) ve elektrik alan norm dagilimlari (c).
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Uclinci nesil ER cipi tretiminde kullanilan maske Sekil 13'te verilmektedir. Farkl elektrot
yapilarina sahip toplamda 89 c¢ip, 4 inc¢lik pul kullanilarak tek bir Gretimle elde edilebilmistir.

Uretilen giplere ait gérsel ve SEM fotograflari sirasiyla Sekil 14 ve Sekil 15'te veriimektedir.

Sekil 13. Uglinci nesil ER giplerinin 4 inglik pul Gizerindeki maske gizimi.

a

Sekil 14. Uclincu Nesil ER cipleri (a) polinomik, (b) piramid, (c) yassi, (d) yuvarlak, (e)
yayvan elektrot yapisina sahip ER ¢ipi.
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Sekil 15. 3D ER ciplerinin SEM fotograflari.
3.1.4 ER Gipleri Yuzeyinde Dongiisel Tork (ROT-T) Dagiliminin Karakterizasyonu

ER testlerinde, indlklenen déngusel tork sonucu olugan hucre donusu, cihaz ylzeyindeki
etken elektrik alan (effective electric field, EEF) dagilimina bagh olarak degisir. Bu elektrik
alan dort kutuplu elektrot yapisina 90° faz farkli dort sinyal uygulanarak olusturulur (Sekil 16).

Sekil 16. ER ciplerinin galisma prensibi. Elektrotlara 90° faz farki ile elektriksel sinyal
uygulandiginda, frekansa bagli olarak dielektrik pargacik elektrik alan yoninde veya tersi
yonde doéner.

Literatirde dongusel elektrik alan olusturmak igin farkli elektrot geometrilerinden
faydalaniimaktadir. Elde edilen sonuglarin guvenilirligi, cesitli deneysel kosullara baghdir.
Ornegin, kullanilan sollisyonun iletkenligi, sicaklik, parcacik Uzerine etki eden dénglsel
torkun sabitligi, parcacigin dlgim sirasindaki konumu gibi etkenler analiz sonuglarini
etkileyebilir. Dolayisiyla, dlgimler sirasinda homojen bir EEF dagiliminin saglanmasi veya
tim oOlcimlerin homojen EEF dagiliminin oldugu elektrotlar arasi bolgelerde yapilmasi

zorunludur.
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Uglincii nesil ER cipleri, i¢ boyutlu elektrot yapilari ile 6zglin bir yapiya sahiptir. Literatiirde
iki boyutlu elektrot yapisindaki ER cipleri icin detayli karakterizasyonlar goésterilmesine
ragmen, (¢ boyutlu elektrotlarda déngiisel torkun detayll karakterizasyonu yapilmamistir. iki
boyutlu elektrotlarla yapilan ¢aligmalarda, parcacigin yuzeye olan uzakhginin sabit kaldigi
varsayllmistir. Ancak, z-ekseninde akigkanin kaldirma kuvveti ve EEF dagihimindaki
farkhliklar nedeniyle, parcacidin pozisyonu ve maruz kaldigi ROT-T ciddi &l¢ide
degismektedir. Bunlarin yani sira, elektrik alanin homojen dagiimadid: elektrotlar arasi
bélgelerde, parcaciklar DEF kuvvetine de maruz kalmakta, bu da pargaciklarin x-y ekseninde
hareket ederek olgumler sirasinda pozisyonlarinin dedismesine neden olmaktadir. Bu
calismanin amaci, proje kapsaminda gelistirilen farkh elektrot geometrilerindeki ER ciplerinin
elektriksel karakterizasyonunu yaparak, optimum elektrot yapisinin elde edilmesini
saglamaktir. Bu nedenle, bu ¢alismada ROT-T dagihminin ¢ boyutlu karakterizasyonu, FEM
simulasyonlari ve biyolojik deneylerle gerceklestiriimistir. ROT-T dagiliminin x, y ve z
eksenlerinde en homojen oldugu elektrot tasarimi ve dlgumlerin yapilmasi gereken elektrotlar

arasi alan, similasyon ve deneysel yontemlerle belirlenmistir.

EEF similasyonlari FEM (Finite Element Modeling) analizi kullanilarak gerceklestirilmistir
(COMSOL Multiphysics®, generalized electrostatic module). Modellemede Uretilen elektrot
yapilarinin birebir kopyasi kullaniimig, ayrica, subdomain ve boundary kosullari gergek test
kosullarini yansitacak sekilde secilmistir. Elektrotlar 30 pm ylkseklikte ve 100 pm
yukseklikteki akigkan sivi icinde kabul edilmistir. Akiskanin iletkenlik ve goérece elektriksel
gegcirgenligi sirasiyla 8.5 mS/m ve 78 olarak kabul edilmistir. Déngusel elektrik alan
olusturmak igin, elektrotlara 50 kHz frekansta, 90° faz farki ile sinds sinyal uygulanmistir.
EEF dagihmini maksimum hassasiyetle belirleyebilmek igin simllasyonlarda mesh boyutu
500 nm’nin altinda tutulmustur. z-eksenindeki EEF dagilimi simalasyonlarinda, x-y ekseninde
sabit bir nokta belirlenmistir. Bu nokta, x-eksenine 45° agi yapacak ve merkezden elektrot
ucuna olan uzakhgin “2’ine denk gelecek sekilde secilmistir. Bu nokta boyunca z = 5, 15, 25,
50, 75 ve 100 ym’de simulasyonlar yapilmistir (Sekil 17). Dikey eksendeki her noktada elde
edilen EEF degeri z=5 upm’deki degerle kiyaslanmigtir. Dolayisiyla, elektrot ylksekligi
boyunca ve elektrot yuksekliginin Uzerindeki EEF degisimi, farkh elektrot geometrilerindeki
ciplerle kiyaslanabilmistir. x-y eksenindeki EEF degisimi similasyonlari z=15 pm’de
gerceklestirilmistir. Her bir ¢ip icin, elektrotlar arasi bélgede dairesel bir alan belirlenmistir. Bu
bdlge, merkezdeki EEF dederinin %5, %10 ve %20’si ile sinirli olacak sekilde secilmistir.

Bunun igin, merkezden itibaren 1 ym adim boyutuyla ¢ boyutlu simllasyonlar yapilmistir.
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Sekil 17. Z-ekseninde EEF dagiliminin belirlenmesi icin yapilan FEM simulasyonlari.

FEM analizleri sonucu elde edilen z-eksenindeki EEF degisiminin similasyon sonuglari Sekil
18'de verilmektedir. NUmerik analizler icin FEM (COMSOL) sonuglari MATLAB’a
aktariimistir. EEF degerleri, elektrotlar arasi alanin merkezindeki EEF degeri ile
karsilastiriimistir. FEM analizi sonuglari, EEF dagiliminin elektrot yuksekliginin Gzerindeki
bdlgede ciddi miktarda degistigini gostermektedir. Bu, elektrik alanin sigrayan elektrik alan
(fringing field) etkisi nedeniyle homojen dagilim gdstermemesinden kaynaklanmaktadir.
Yassl ve yuvarlak elektrotlarda degisim en az miktarda (%32) iken, yayvan elektrot yapisinda
EEF degisimi en yuksek miktardadir (%60). Bu durum, hicrelerin donds hizinin z-

eksenindeki (dikey eksendeki) konumlarina bagl oldugunu géstermektedir.

Electric Field [VZ/m?3] o Electric Field [Vm?] .8 Electric Field [V2/m? Electric Field [VZ/m?] o Electric Field [Vm?]

Sekil 18. Dikey eksendeki EEF dagihminin. (a) Yayvan, (b) yassi, (c) yuvarlak, (d) polinomik,
(e) piramit elektrotlar. Similasyon sonuclarina gére, maksimum EEF komsu elektrotlar
arasindaki bdlgelerde olugsmaktadir.

Modelleme sonucu elde edilen verilerin dogrulanmasi igin, K562/IMA-0.3 kanser hlcreleri
kullanilarak farkli elektrot yapisindaki ciplerle ER testleri yapilmistir. Elektrotlar arasindaki
bdlgede, hicrelerin dénus hizi hesaplanarak, bir ROT-T haritasi elde edilistir. Bu analizlerin
gerceklestiriimesi icin ER c¢iplerinin elektrotlar arasi boélgesi Tablo 1'de bahsedildigi gibi

segmentlere ayriimisgtir. Tablo 1'de de belirtildigi gibi, elektrotlar arasi uzaklik, tasarimlar
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arasinda farklihk gostermektedir. Bu nedenle, segment sayisi (64-88), testler sirasinda
uygulanan voltaj (5-12.5 V), ve Olgim yapilan hicre sayisi farklilik gostermektedir.
Segmentlerin blyUkligl hicre buydkliga géz 6nunde bulundurularak ayarlanmigtir. Sekil
19'da Uggen (polinomik) elektrot yapisindaki ER ¢ipinin EEF karakterizasyonu igin yapilan
segmentasyon ve deneysel sonuclarin degerlendiriimesinde kullanilan algoritma
gosteriimektedir. Olgiimler sirasinda hiicre her zaman sabit kalmamakta, x-y ekseninde
hareket edebilmektedir. Dolayisiyla, komsu segmentlerin EEF dagilimlarindan
etkilenebilmektedirler. Analizlerin ve elde edilen ROT-T haritasinin dogrulugunu arttirmak
icin, komsu segmentlerin EEF etkilerini de iceren bir algoritma geligtiriimistir. Her bir
segmentin EEF degerinin bulmak icin, o segmentin ve yakinindaki diger 4 segmentin
deneysel sonuglarinin ortalamasi alinmistir (6rn. Segment 28 igin 20, 27, 28, 29 ve 36
numarali segmentlerin deneysel verilenin ortalamasi alinmistir). Analizlerin guvenilirligini
arttirmak icin, her bir segmentte en az iki hiicrenin donus hizi élguimastur. Ayrica, yakindaki
hlcrelerin dipol momentinden etkilenmemeleri igin, dlgumler diger hicrelere en az Ug¢ hucre
boyutu uzaklhkta duran hucrelerle sinirlandiriimistir.  Kaydedilen dénts hizlari, dlgumler
sirasindaki ¢ip Uzerindeki pozisyonlarina gére, MATLAB Surface Fitting Toolbox kullanilarak

haritalandiriimigtir.

Tablo 1. Farkli 3D elektrorotasyon ciplerinin elektrotlar arasi uzakhgi, ayrilan segment ve
rotasyonu Olculen hicre sayisi.

Elektrotlar arasi Segment sayisi Olgiilen hiicre
uzaklik (um) sayisl
Yayvan 200 64 421
Yassi 300 81 652
Yuvarlak 300 81 551
Piramit 200 64 232
Polinomik 500 88 395
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Sekil 19. Ucgen (polimomial) elektrot yapisindaki ER ciplerinin EEF karakterizasyonu icin
elektrotlar arasi bdlgenin segmentlere ayrilmasi ve deneysel verilerin degerlendiriimesinde
kullanilan algoritma.

Testler sirasinda K562/IMA-0.3 hucreleri (ortalama R = 7.65 pum) kullaniimig ve hucrelerin
icinde bulundugu sivinin iletkenligi (8.5 mS/m) ve uygulanan frekans (50 kHz) sabit
tutulmustur. 3-boyutlu karakterizasyon igin hticrelerin dikey eksendeki (z-ekseni) pozisyonlari
da dikkate alinmistir. Bunun igin, mikroskobun odaklama 6zelliginden faydalanilarak, yizey
alana uzakliklari 30 um alti veya 30 um ustu olan hicreler ayri ayri incelenmigtir. Sekil 20°de

farkli odaklama uzakliklari kullanilarak goéruntilenen kanser hicreleri gosterilmektedir.

Sekil 20. Test sirasinda hcrelerin (a) z<30 um ve (b) z>30 um’deki goruntdileri.

Test sonucunda elde edilen verilerin MATLAB Surface Fitting Toolbox kullanilarak
haritalandiriimis hali Sekil 21°de verilmektedir. Gerek FEM analizleri, gerekse deneysel
sonuglar, eliptik ve dairesel elektrotlarin ¢ipin merkezinde daha homojen bir EEF ve ROT-T
dagilimini sagladigini géstermektedir. EEF ve ROT-T kuvveti komsu elektrotlar arasindaki
bélgelerde artmaktadir. Deneylerde, dongusel elektrik alan kuvvetindeki disls nedeniyle,

hiicre déniis hizinin elektrot uglarina yaklastikga, , azaldi§i gézlenmistir. Bu durum, E?
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bilesenlerinden birinin (Ex veya E,) elektrot uglarina yaklastikca ihmal edilebilecek kadar
dismesinden kaynaklanmaktadir. Bu durum, FEM analizi sonugclari ile de ortiusmektedir.
Ayrica, elektrot ucglarinda DEP kuvveti artmaktadir. Bu hicrelerin hizla elektrotlara
yaklasmasina veya elektrotlardan uzaklagsmasina neden olmaktadir. Elektrik alandaki
degisimler nedeniyle bu bdlgelerde hicreler homojen olmayan yari déngusel bir hareket
sergilemektedirler. Bu nedenle, &lgumlerin, EEF’in homojen dagildigi merkeze yakin
bdlgelerde yapilmasi gerekmektedir. EEF miktarinin x-y eksenindeki sabitligini belirlemek
icin, yluzeyin 15 ym Uzerindeki dikey pozisyonda, x-y ekseni boyunca 1 ym adimlarla FEM
analizleri yapilmistir. Tablo 2’de, EEF degisimin merkezi EEF miktarina gére %5, %10 veya
%20 degistigi alanlarin toplam 6lgim alanina orani gosteriimektedir. Sonuglar, sivri uglu
elektrotlarin, yuvarlak veya eliptik elektrotlara gore daha homojen bir EEF dagilimi
sagladigini géstermektedir. EEF’in merkeze gore %5 veya %10 degistigi alan Gggen elektrot
yapisinda diger elektrotlara gére daha fazladir. Ugcgen elektrotlar merkezde daha homojen bir
EEF dagilimi saglamasina ragmen, olusan ROT-T kuvvetinin degeri diger elektrot yapilarina

gore daha azdrr.

FEM analiz sonuclari ve deneysel veriler, dikey eksende (z-ekseni) oldukca tutarli sonuglar
vermigtir (Tablo 3). Deneysel sonuglar degerlendirilirken, ROT-T’nin z=100 ym’deki degeri
z<30 pm’deki degerle, EEF sonuglari degerlendirilirken ise, z=100 pym’deki deger, z=5
pm’deki deger ile kiyaslandiginda, FEM analiz sonuglari ile deneysel sonuglarin birbirine
oldukc¢a oldugu gozlenmektedir. Deneysel sonuglar, dikey eksende ROT-T'deki maksimum
degisimin yayvan elektrot yapisinda (%49), minimum degisimin ise polinomik, yassi ve
dairesel elektrot yapilarinda (%28-32) oldugunu gdstermektedir. Burada, elektrotlar arasi
uzakhgin da dikkate alinmasi gerekmektedir. Clnkl, bu uzaklik arttikgca 3D elektrotlarin

sagladi etki, elektrot ylksekliginin uzakliga orani distiglinden, azalmaktadir.

Sonug olarak, piramit yapilh, sivri uglu Gggen elektrotlarin en homojen ve sabit EEF ve ROT-T
dagihmini sagladigi gorulmustur. Dairesel veya polinomik elektrot yapilarinda ise, olusan
EEF kuvvetinin degeri daha yuksektir. Hicre donus hizi dlgumleri elektrot yuksekligi boyunca
yapildiginda, 3 boyutlu elektrotlarin 2 boyutlu elektrotlara gore oldukga avantajli oldugu
anlasilmistir. Sigcrayan elektrik alan etkisinin minimal dizeyde kaldigi bu alanda, z-ekseninde
oldukge homojen bir elektrik alan dagilimi gozlenmektedir. Bu durum hem FEM analizleri ile
gosterilmis, hem de deneysel sonuglarla ispatlanmistir. Ayrica 3D elektrotlar, akim
yogunlugunu azalttigindan, elektrotlar Uzerinde 1s1 olusumunu, dolayisiyla, 6lgim sirasinda
sividaki I1s1 degisimini en aza indirgemektedir. Isinma sivinin iletkenligini degistireceginden

ER deneylerinde 6nemli bir parametredir.
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Sekil 21. Deneysel olarak oélgllen hiicre dénls hizlarinin ¢ip ylizeyine MATLAB Surface
Fitting Toolbox kullanilarak haritalandiriimasi. (1a-e) Yayvan, (2a-e) yassi, (3a-e) yuvarlak,
(4a-e) polinomik ve (5a-e) piramit elektrot yapisi. (1-5a) Elektrotlarin SEM goruntileri.
Elektrotlarin pozisyonlari ile haritalandirma goérintileri birebirdir. (1-5 b) ve (1-5 ¢) hicrelerin
z<30 ym’deki dénusu, (1-5 d) ve (1-5 e) hicrelerin z=100 pm’deki donusu.
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Tablo 2. Farkh elektrot geometrileri icin x-y ekseninde EEF’in sabitliginin kiyaslamasi.
Karsilastirmalar toplam dairesel dlgim alanina gére EEF’in merkezi degerinin %5, %10 ve
%20 degistigi dairesel alanlar géz 6éniinde bulundurularak yapilmistir.

Merkezi EEF’in %5 degigm Merkezi EEF’in %10 degigm Merkezi EEF’in %20 degism

Elektrot Elektrot uglart

- Toplam dairesel Toplam dairesel Toplam dairesel
geometrisi | arasi uzakhik VTG Merkezden Merkezden
6lgiim alanina 6lgtim alanina gore 6lgiim alanina gore
(um) radyal uzaklik . radyal uzaklik . radyal uzaklik .
gore % dairesel % dairesel 6lgiim % dairesel 6lgiim
(km) _ (nm) (nm)
6lgiim alant aam adam

Yayvan
28 7.84% 36 12.96% 46 21.16%
elektrot
Yassi
46 9.40% 57 14.44% 70 21.78%
elektrot
Yuvarlak
46 9.40% 57 14.44% 70 21.78%
elektrot
Polinomik
90 12.96% 105 17.64% 120 23.04%
elektrot
Piramit
41 16.81% 70 49% - -
elektrot

Tablo 3. FEM modellemeleri ve deneysel olarak elde edilen sonuglarin farkli elektrot
geometrileri icin dikey eksende kiyaslamasi. *Simulasyonlar icin degisim degeri z=5 pm’deki
EEF degeri baz alinarak hesaplanmistir. Deneysel sonuglar i¢in degisim miktari z<30
um’deki deger baz alinarak hesaplanmigtir.

EEF simulasyon sonuclari [V2/m? Deneysel sonuglar
Ortalama 1/donus hizi

Z <30 um Z >30 um

5 15 25 50 75 100 Z<30pm z:urlnoo
Yayvan
W0l 155E00 152E+09 144E+09 118E+09 9.60E+08 8.98E+08 3.66 0.92
; 0.02 0.07 0.24 0.38 0.42 . 0.49
Yassi
S| 143E+09 141E+09 1.38E+09 125E+09 115E+09 1.10E+09 2.78 1.92
; 0.01 0.04 0.12 0.20 0.23 ; 0.31
Yuvarlak
1.45E+09 1.43E+09 1.40E+09 1.28E+09 1.16E+09 1.12E+09 2.64 1.80
; 0.01 0.04 0.12 0.20 0.23 ; 0.32
Piramit
1.02E+09 1.00E+09 9.71E+08 8.57E+08 7.57E+08 7.21E+08 1.40 0.88
; 0.02 0.05 0.16 0.26 0.29 ; 0.37
Polinomik
2.01E+09 1.98E+09 1.92E+09 1.70E+09 1.52E+09 1.44E+09 2.68 1.92

- 0.02 0.04 0.16 0.25 0.28 = 0.28
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3.1.5 Test Diizenegi

Direncli ve hassas K562 I|osemi ve MCF7 meme kanseri hucrelerinin dielektrik
karakterizasyonlari, polinomik yapidaki ER c¢ipleri kullaniimistir. Hucreler, kaltar
sollisyonundan alinarak santrifiij ile ¢oktlrilmus (oda sicakliginda 1000 rpm doénis hiziyla 5
dk.) ve ER testlerinin yapilacagi izotonik sollisyonda iki kez yikandiktan sonra ayni sollisyon
icinde slispanse edilmistir. ER izotonik solisyonu 1 - 8 mS/m iletkenlikte (10X PBS ile
ayarlanir) hazirlanmistir ve %8.5 (w/v) sukroz ve %0.3 (w/v) dekstroz icermektedir. Hicre
konsantrasyonu 5x10° hiicre/ml olacak sekilde seyreltildikten sonra testlerde kullanilmistir.
Test dlizenegi Sekil 22'de verilmektedir. Hicre sollisyonu (3 ul) PDMS port yapistirimis ER
ciplerinin haznelerine enjektor yardimi ile konularak, sinyal jeneratoriinden (Agilent 81150A)
90° faz farki ile, BNC baglantili 50Q koaksiyal kablolar kullanilarak, 10-12.5 V,, voltaj, 1-100
kHz frekans araliginda (5 kHz artislarla) sinUs sinyal uygulanmigtir. Sinyalin gucu, manuel
Olcime olanak saglamasi igin, hiicre dénds hizini 180-240 rpm’de tutacak sekilde optimize
edilmigtir. Olglmler sirasinda uygulanan elektrik alan nedeniyle hiicrelerin dielektrik
Ozelliklerinin  degisebilecegi g6z ©onunde bulundurularak, kuyucuk icindeki hicre
suspansiyonu her dlgim sirasinda birka¢ kez yenilenmigtir. Bélim 3.1.4'te bahsedilen
dongusel torktaki degisimi minimize etmek igin, 6lcim alani FEM analizleri sonucunda
belirlenen bolge ile sinirlandiriimigtir. Bu baglamda, hicrelerin dielektrik karakterizasyonuna
yonelik olgimler, ¢cip merkezinden 50 um radyal uzakliktaki dairesel alanda yapilmistir. Bu

alan icinde ROT-T degisimi %15’in altinda kalmaktadir. Hiicre dénusleri video mikroskobu ile

kaydedilmis ve bir sayag¢ yardimi ile yavaglatilmig videolardan donus hizlari dlgulmusgttr.

Computer Video Microscope

Sekil 22. ER ¢ipleri test diizenegi.

Her bir frekans degerinde, en az 12 hicrenin dénus hizi belirlenen dairesel alan iginde

Olcllerek ortalama degerler kaydedilmigtir. Hiicre dénts hizlarinin yakindaki hicrelerin dipol
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momentinden etkilenmemesi igin, dlcimler birbirinden en az 3 hicre boyutu ayri duran
hicrelerle sinirlandiriimistir. Her bir test 5 kHz'lik araliklarla ,1 kHz’den 100 kHzZ'e artan ve
100 kHz'den 1 kHz’e azalan frekanslarda en az iki kez tekrar edilmistir. Her bir iletkenlik
degerinde elde edilen maksimum rotasyon hizi, d&lgimlerin ortalamasi alinarak
hesaplanmistir.  Elde edilen doénds hizlarindan Boélim 2.3’te bahsedilen yaklagsim ve
hesaplamalarla hiicre zari kapasitansi (C,,), total efektif hiicre zari iletkenligi (G',) ve hiicre
ici 0z iletkenligi (o;) de@erlerine ulasiimigtir. Hucre dielektrik 6zelliklerinin deneysel olarak
elde edilen maksimum rotasyon frekansindan otomatik olarak belirlenmesi icin MATLAB
tabanli bir algoritma gelistiriimistir (Sekil 23). Bu program pik rotasyon frekansi, sivi iletkenligi
ve hicre yarigapini girdi olarak alip hicre zari sigasi ve 6z iletkenligi ile sitoplazmik iletkenligi
otomatik olarak hesaplayabilmektedir. Bunun yani sira gelistirilen algoritma, hiicre yari capi
veya pik rotasyon frekansindaki degisimlerden kaynaklanan standart sapmalari da otomatik

olarak hesaplayabilmektedir. Sekil 24'te érnek bir program c¢iktisi gériintisu verilmektedir.

)] Vigui - o
— Rutton Gy
Medium 1 Medium 2 Medium 3 Wedium 4 Wedium 5 - |
Cel Radius
Medium (um)
Conductivities
(mS/m) Radius Start®
Peak Rotation Varieces
Frequency (um)
(Hz}
Frequency Variences
H;
a Inputs
Slope of Line | Intercept of Line Membrane Capacitance (mFlm?_]‘Mambrane Conductance (Sfm?_]‘Mambrane Permittivity,
3 F 0 0 0
F+df F+df 0 o o
F-df F-df
Average Cel I
Deviation
< | Membrane
Medium 1 | Medium?2 | Medium3 | Medium4 | Medium5 |Average fora Frequency |5TD fora Frequancy‘ Proper“ es
F
Fedf
F-df
Average for a Medium \ Cel I
STD for a Medium I Cytopl sma
; ; Properties
Fitted characterization Changesincells
ws|  line based on input data 0s| Cytoplasmic conductivity
based on changesin
,L_medium conductivity |
00 0.2 04 0.6 0.8 1 0 0.2 0.4 0.6 08 1

Sekil 23. Hicre dielektrik 6zelliklerinin hesaplanmasi igin gelistirilen MATLAB algoritmasi.
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Sekil 24. MATLAB algoritmasi ile hesaplanan htcre dielektrik 6zelliklerini gosteren ara ylz
go6rintasu.

3.2 Hiicre Modelleme

Elektrorotasyon yontemi ile dielektrik dzellikleri belirlenen hicrelerin DEF parmak izlerinin
¢ikarilabilmesi icin modellenmeleri gerekir. Bu modelleme sonucunda Re(fcu)-frekans
degisimi elde edilir. Proje kapsaminda kullanilan kanser htcreleri tekli tabaka hicre
modellemesi yontemi ile modellenmigstir. Bu yéntemde hlicre zari ile sitoplazmanin dielektrik
Ozelliklerine ihtiyag vardir. Sekil 25 gekirdekli bir memeli hucresinin tekli tabaka hucre

modellemesi yontemi ile modellenmesini gostermektedir.

*

HE,H, ~

Sekil 25. Cekirdekli bir memeli hicresinin tekli tabaka hicre modellemesi yontemi ile
modellenmesi.

Sekil 25'te gorildigu gibi hicrelerin tekli tabaka modeli kullanilarak modellenebilmesi igin
hem sitoplazmanin hem de hiicre zarinin elektriksel iletkenlik ve gegirgenliginin bilinmesi
gerekmektedir. Modellemenin yapilmasiyla esitlik 11'de bulunan &p;... degeri elde edilir.

Kanser hucrelerini modellemede kullanilan formul asagidaki gibidir (Huang vd., 1992).
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ek =g {[(T + d)/T']3 + 2[(€;ito — &1ar)/ Esito T Zg;ar]} -
mere T LG + d) /11 = [(edieo — Erar)/ Eiito + 285ar]

Bu esitlikte r hiicre yari ¢capini, d ise hiicre zari kalinhgini ifade etmektedir.

Kan hiucrelerinin modellenmesinde ise, hicrelerin hiicre zari kalinhgi ve iletkenligi
degerlerine ulasilamadigindan, formilde modifikasyona gidilmesi gerekmistir. Buna goére
hiicre zan iletkenligi sifir varsayilmistir (nétrofiller igin bu deger 1e-10'dur). Hicre zari
kalinhg1 degerine ulasilamadigindan, Ol¢ilen birim alana disen siga degeri ile iglem
yapilimigtir (Esitlik 12).

WPy T = Teth) + W (T — Ty—Tp) — 1 (12)
w2 (Tt T + 2T1Ty) — jW(Ty + 271+ Ty ) — 2

fem =

Bu esitlikte,
T. = CmR T = 2
m O_C Cc O_C
g , _CnR
T, = o1 Tm = o

Yukaridaki egitliklerde C,, birim alana dusen hicre zarn sida degeri, o, sitoplazmik

Oziletkenlik, g, akigkan gecirgenligi, o; akigkan iletkenligini gdstermektedir.

Formuller MATLAB yazilimina, moduler bir program yazilarak aktariimistir. Kullanilan kod

ekler bolimande (Ek 1) sunulmaktadir.

Kod girdisi olarak kullanilan hicre ve akiskan dielektrik Ozellik bilgileri Tablo 4te
verilmektedir. Modelleme sonucu, MATLAB’dan elde edilen Re(fcy)-frekans degisim grafikleri

“Bulgular” bélimunde sunulmaktadir.

Tablo 4. Hicre ve akiskan dielektrik 6zellikleri bilgileri.

Ohiicrezan(S/M) Eniicrezan
Akigkan 2.5x10° 78 - -
K562 0.23 40 1.8x10° 8
K562AR 0.5 40 2x10° 9
MCF7 0.23 40 3.4x10° 14
MCF7/dox 0.4 40 2.57x10° 14
Eritrositler 0.5 106 1x10°® 9.06
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3.3 COMSOL Simulasyonlari

COMSOL similasyonlarinda, mikro-akiskanlar teorisinden yararlanilarak akiskan icindeki
direng kuvveti DEF kuvvetine esitlenmis ve parcacik hizi icin asagidaki formule ulasilmistir.

g9emT2Re 13
vy = v+ 0€m (fCM)VlElZ (13)
3u

Esitlik 13’te verilen g, ve g, sirasiyla havanin ve pargaciklarin i¢cinde bulundugu akiskanin
elektriksel gecirgenligini (permittivity), r parametresi pargacigin yarigapini, Re(f¢y) ifadesi
parcacik ve icinde bulundugu akiskanin dielektrik 6zelliklerine gére belirlenen ve Clausius
Mossotti (CM) faktéri diye adlandirilan parametrenin reel sayr kismini géstermektedir. u
parametresi hiicrelerin icinde bulundugu sivinin akiskanligini ifade etmektedir ve 8.92x10™

Pa.s olarak alinmistir. v ve v, sirasiyla pargacigin iginde bulundugu sivinin ve pargacigin

hizini ifade etmektedir. V|E|? ise pargacigin maruz kaldigi homojen olmayan elektrik alanin
degdisimini gostermektedir. Bu parametrenin katsayisina katsayr DEF denilerek COMSOL

simullasyonlarda ortak bir isim olusturulmustur.

DEF testleri sirasinda sinus sinyali kullanilacaktir. Bu sebeple o6ncelikle zamana bagh
simulasyon yapilip elektriksel alanin degisimi gdzlemlenmektedir. Ardindan toplanan
simulasyon sonuglari kaydedilerek, elektriksel alan kuvvetinin en yuksek oldugu an segilip
denge durumu simulasyonlari yapilarak hicrelerin izleyecedi yol bulunup simulasyon
tamamlanmaktadir. Bu kapsamda COMSOL Multiphysics igerisindeki “Electrostatics,
generalized” ve MEMS moduli altindaki “Incompressible Navier-Stokes” alt modiillerinin

kullaniimasina karar verilmistir.

Zamana bagl simulasyon tamamlandiktan sonra “Postprocessing” bolumunden elektrik alan
kuvvetinin en yuksek oldugu an segilip 2 ya da 3 boyutta pargacigin maruz kaldigi homojen
olmayan elektrik alanin degisimi (V|E|?) simile edilir. Simile edilen bu degerin 10"

kg’m/s®A?den biiyiik olmasi ayrismanin gériilmesi icin yeterlidir.

Elektrik alan kuvvetinin yeterli oldugunun simulasyonla gergeklenmesi ve elektrot boylari,
sayilari ve aralarindaki uzakliklar ile kanal genisliklerinin belirlenmesinin ardindan toplanan
simulasyon sonuglarinin kaydedilmesi icin COMSOL programinda “Solver Manager” agilip
“store solution” butonu tiklanir. Elektrik alan kuvvetinin maksimum oldugu an segilir.

Ardindan, mikroakigkan simulasyonlari ¢ipin amaci ¢gergcevesinde gerceklestirilir.
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3.4 Birinci Nesil DEF Cipleri

Proje kapsaminda iki asamali bir DEF cipi gelistirimesi hedeflenmistir. Bu ¢ipin ilk
asamasinda kan hicrelerinin kanser hicrelerinden ayristirilmasi, ikinci asamada ise direngli
ve duyarli kanser hiicrelerinin birbirinden ayristirilmasi diistinilmustir. Her iki agsama icin de
uc farkh tasarim proje slresince gelistiriimis ve ayristirma kosullari optimize edilmistir. Bu
tasarimlarin simulasyonlari ve Uretim surecleri, test asamalarinda kullanilan ydntemlerle

birlikte asagida anlatilmaktadir.
3.4.1 Kan Hucrelerinin Kanser Hucrelerinden Ayristiriimasi

Kan hucrelerinin kanser hicrelerinden ayrigtirildigi alan projenin son Urtn ¢ipinin 1. DEF
alani olarak isimlendirilmigtir. 1. DEF alani olarak tasarlanan birinci nesil DEF ¢ipinin tasarimi
ve COMSOL simulasyonlari ile optimize edilen parametreleri ve dretim akisi asagida

verilmigtir.
Tasarm:.

ilk DEF cipinin tasarimi igin oncelikle kan ve kanser hiicrelerinin dielektrik dzellikleri
literatirden derlenmis ve ayrisma frekanslari belirlenmistir. Yapilan simulasyonlar sonucunda
160 MHz'de kan hucrelerinin pDEF kuvvetine maruz kaldigi, hassas ve direngli K562
hicrelerinin ise nDEF kuvvetine maruz kaldigi goériimustur. Bu bulgulardan yola c¢ikilarak
tasarlanan birinci nesil DEF ¢ipinin yapisi Sekil 26'da gosteriimektedir. Bu tasarimda
mikrokanal duvarina yerlestiriimis, kanal yuksekligi boyunca uzanan Ug¢ boyutlu 5 adet
elektrot kullaniimaktadir. Ayrica, ayrisma igin uygulanmasi gereken voltaji disiurmek adina,
ana elektrotlar arasina yerlestirilecek 3’er adet serbest elektrot sisteme eklenmistir. Serbest
elektrotlar voltaja bagl olmayan elektrotlardir. Kanal genigsligi yapilan optimizasyonlara gore
75 um olarak segilmistir. Kanal yiksekligi birinci nesil tretimi icin 25 um olarak segcilmistir,
cunku, akan bir sivi icerisinde boyutu maksimum 20 uym olan hicreleri odaklayabilmek kanal
yuksekligi arttikga zorlagsmaktadir. Mikrokanal ve elektrotlarin boyutlari ile ilgili bilgiler Tablo
5’te verilmektedir. Sekil 26’da goruldiga gibi 3'lG kanal girisi ve 2’li kanal ¢ikisi kullaniimigtir.
Ortadaki giris hlcre karisimi i¢in yanlardaki 2 giris ise tampon ¢ozeltinin girisi igin
kullaniimaktadir. iki adet tampon ¢dzelti girisinin amaci orta giristen gelen hiicre karisimini
kanalin tam merkezinden gececek sekilde hizalamaktir. Bu amag¢ icin tampon c¢oézelti
girisinden gelen akigkanlar COMSOL similasyonlari sonucu belirlenen basing degerleri ile
basing kontrolori yardimi ile sisteme verilir. Giris 1 ve 2 igin belirlenen basing degerleri
sirasiyla 31 kPa ve 35.7 kPa’'dir. Akis hizi ise 0.00077 m/s’dir.
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Sekil 26. Kan hucrelerinin kanser hucrelerinden ayristiriimasi igin tasarlanan birinci nesil
DEF cipi sematigi.

Tablo 5. Kan ve kanser hicrelerinin ayristirilmasi icin tasarlanan birinci nesil ¢ipin 1. DEF
alanini olusturan kanal ve elektrotlarin boyutlari.

Parametre Boyutlar
Kanal genisligi 75 ym
Kanal yuksekligi 30 um
Ana elektrot uzunlugu 150 pm
Ana elektrot ylksekligi 25 um
Ana elektrotlar arasi uzaklik 150 um
Serbest elektrot uzunlugu 10 pm
Serbest elektrot yuksekligi 25 um
Serbest elektrotlar arasi uzakhk 10 ym

Simiilasyonlar:

Uygulancak olan voltajin blUyUkliglu yapilan similasyonlar ve optimizasyonlar sonucu
minimum 6 V,, maximum 9 V, olarak belirlenmigtir. Frekans degeri ise yapilan MATLAB
simulasyonlari sonucu 160 MHz olarak segcilmistir. Belirlenen bu frekansta segilen tim kan
hicreleri pozitif DEF kuvveti gortp ¢ikis 1°den sistemi terk ederken, kanser hcreleri negatif
DEF kuvvetine maruz kalacak ve ¢ikis 2’den sistemi terk edeceklerdir. Kanal iginde olugacak
elektrik alanin ¢ boyutlu COMSOL simulasyonu (Sekil 27) tasarlanan ¢iple yeterli DEF
kuvvetinin saglanabildigini gostermektedir. Sekil 28’de verilen ve kan hucrelerinin izleyecegi
yolu gobsteren similasyonlara gore kan hucreleri Ust ¢ikisa ydnlenirken, kanser hicreleri alt

cikiga yonlenerek %100 ayristirma saglanabilmektedir.
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Gradient of Electnc Field Infensity [V¥m?]

Max: 10.0e14

Floating electrodes Min: 4.00e13

Sekil 27. DEF alaninda pargacigin maruz kalacagi elektrik alanin karesinin alansal
degdisiminin 3 boyutlu FEM (COMSOL Multiphysics) simulasyonu.
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Sekil 28. Birinci nesil DEF alanindan gegiste kan ve kanser hicrelerinin izleyecedi yolu
gOsteren simulasyonlar.

Uretim:

Tasarlanan gipe ait maske gizimi (CADENCE) Sekil 29'da verilmektedir. Birinci nesil DEF

cgiplerinin Uretim surecinin gelistirimesi sirasinda daha 6nce grubumuz tarafindan yapilmis
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mikrokanal projelerinde kullanilan Ti/Au puskurtme sdreleri, voltajlari ve yukseklikleri,
fotorezist serme hizlari ve sureleri, fotorezist UV maruziyet ve geligtirici suresi, belirlenen
kalinlikta parilen kaplanabilmesi icin gerekli parilen miktarlari, Ti ve Au kimyasal asindirmada
gerekli sureler, Cu elektrot kaplama sirasinda kullanilacak akimin buyuklugu ve kaplamanin
suresi, acikliklarin olusmasi igin gerekli RIE iglemi siresi degerleri DEF ¢ipi dizaynina uygun

olarak yapilan hesaplamalar ve Uretim denemeleri ile optimize edilmigtir.
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Sekil 29. Kan hiicrelerinin kanser hiicrelerinden ayristiriimasinda kullanilan birinci nesil DEF
¢ipine ait maske serimi.

Buna gore gelistirilen dretim semasi Sekil 30'da verilmektedir. Farkh mikroskop cesitleri
(normal veya ters) ile gbzlem yapilabilmesi adina taban malzemesi olarak cam segcilmistir.
Elektrotlarin kanaldan gecgecek sivi ile temasini engellemek igin izolasyon materyali olarak
ince bir Parilen tabakas! kaplaniimasina karar verilmigtir. Au yizeye tutunmadigindan tutucu
olarak Ti kaplanir. Ti Ustine yine puskurtme teknigi ile Au tabaka kaplanir. Kaplanan Ti ve
Au’nun sekillendiriimesi igin yapilacak kimyasal asindirma islemi igin fotorezist kaplama, UV
maruziyeti ve fotorezist gelistirici ile 1. maske kullanilarak sekillendirilir (fototlitografi).
Ardindan Au ve Ti asindiricilar kullanilarak, Ti ve Au tabaka sekillendiriimesi tamamlanir.
Yizeyde kalan fotorezist aseton ile tamamen yikanir. Parazitik kapasite olusumunun
engellenmesi adina ince bir parilen kaplamasi yapilir. Ardindan Cu elektro-kaplamanin
yapilabilmesi icin 3 boyutlu elektrotlarin olusturulacagi bdlgeleri belirlemek adina 2. maske ile
litografi islemi gercgeklestirilir. Belirlenen yerler RIE islemi ile acilir. YUlzeydeki fotorezist
aseton ile tamamen temizlenir. Au iletkenligi kullanilarak elektro-kaplama yapilabilmesi igin
bu kaplamanin yapilacagi bélgeleri sekillendirmek adina 2. maske tekrar kullanilarak litografi
islemi gerceklestirilir. Elektro-kaplama ydntemi ile kanal yuksekligi boyunca 3 boyutlu
elektrotlar olusturulur. Bu teknikte Cu elektro-kaplama igin CuSQO, ¢ozeltisi kullanilr. Yizeyde

kalan fotorezist aseton ile tamamen yikanir. Kanallarin olusturulmasi igin 3. maske
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kullanilarak litografi islemi gergeklestirilir ve ardindan kalin bir Parilen tabakasi ile yuzeyin
kaplanmasiyla kanallarin duvarlari ve tavani olusturulur. RIE islemi ile olusturulacak
acikliklarin yerinin belirlenmesi icin; 4. maske kullanilarak litografi islemi yapilir ve RIE iglemi

uygulanir.

Hem kan hiicrelerini kanser hiicrelerinden ayiran hem de CiD gelistirmis ve direngsiz kanser
hicrelerini ayiran DEF c¢iplerinin Gretim semalari; iki ¢ipin birbirine entegrasyonu sirasinda
sorun yasamamak adina ayni olacak sekilde tasarlanmigstir. Her ¢ipin tek tek test edilebilmesi
icin pulun kesilmesi gerekmektedir. Kesilme islemi bittikten sonra gipler asetona konulur ve
kanal icini koruyan fotorezist yikanir. Daha sonra ince bir Parilen tabakanin kanal igini
kaplayabilmesi icin tekrar Parilen kaplama yapilir ve (retim sonlandirilir. Uretilmis cipe ait

gorsel Sekil 31'de verilmektedir.

cam parilen Ti Au WS PR:fotorezist (AZ9260) mmmmm Cu
a. Parilen kaplamave Ti/Au b. Fotolitografi c. Parazitik kapasite
tabakalaninin plskirtme ile ve kimyasal metal asindirmasi  alusumunun engellenmesi icin
olusturulmasi parilen kaplama
d. Fotolitografi e. Cu elektro-kaplama igin f. Cu elektro-kaplama
ve parilen asindirmasi fotolitografi ile kalip
olusturma

g. Kanal ve kanal ici yapilanin b, Agikhiklanin olusturulmasi igin
olusturulmasi icin fotolitografi fotolitografi ve parilen
ve parilen kaplama asindirma

i. Fotorezistin kanal icinden

aseton ile temizlenmesi ve

elektrot lzerinin parilenle
kaplanmas!

Sekil 30. Birinci nesil DEF c¢iplerinin Gretim akisi.
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Sekil 31. Kan hucrelerinin kanser hicrelerinden ayristirimasinda kullanilan birinci nesil DEF
Gipi.

Birinci nesil DEF ciplerinin Uretimi agsamasinda gesitli problemlerle karsilasiimistir. Ornegin,
iki ana elektrot arasinda bulunan serbest elektrotlarin bazilarinin Cu-elektrokaplama
sirasinda birlestigi gézlenmistir. Bu durum, kanal iginde tahmin edilenden daha az bir DEF
kuvvetinin olugsmasina neden olsa da, kanser hucreleri ile yapilan testlerde hucrelerin
yonlendirilebildigi gdzlenmigstir. Ayrica, giris ve ¢ikis portlarinin sayica fazla ve blyuk olmasi
nedeniyle, 4 inglik pul Gzerinde ancak 7 adet ¢ip Uretilebilmistir. Ciplerin tekrar Gretimi
sirasinda elektrokaplama litografisinin daha dizgun yapilarak serbest elektrotlarin birbirine
yapismasi problemi ¢ézilmeye calisiimis, ancak 6nemli bir gelisme kaydedilememistir.
Elektrokaplama igin yapilan fotolitografi agamasinda kalin serimler igin uygun olan AZ9260
fotorezisti kullaniimaktadir. Bu fotorezist ile tek seferde 15 um’ye kadar c¢ikilabilmektedir.
Tasarlanan ug¢ boyutlu elektrotlar kanal ylksekligi boyunca (30 um) uzanmaktadir. Bunu
saglamak icin AZ9260 kimyasalinin ylzey Uzerine iki asamada (double spin) kaplanmasi
gerekmektedir. Ayrica serbest elektrotlar arasi uzakhgin disik (10 pum) olmasi, rezist
sekillendirilmesi sirasinda bu alanda yeterli ¢dzinlrligin saglanmasi zorlastirmaktadir.
Rezistin ¢ift katman olarak serimi sirasinda isil islemler uygulanmakladir. Bu islemlerin,
elektrokaplama icin kullanilan metal hatlar ve fotorezist arasindaki isinma farkliliklarindan

dolayi, rezist kalinhi§i boyunca kirlimalara yol actigi gézlenmistir. Uretimin bu agsamalarinda
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gOzlenen problemler Sekil 32’de gosterilmistir. Bu kirilmalar sirasinda olusan bosluklar, Cu-
elektrokaplama asamasinda elektrotlarin birbirine yapismasina, ve kisa devre olugsmasina

neden oldugundan istenen DEF etkisi gozlenememektedir.

Elektrotlar
arasinda
fotortezist
kirilmas

Sekil 32. Elektrokaplama litografisi sirasinda fotorezistte olusan kirilmalar

3.4.2 Direngli ve Hassas Kanser Hiicrelerinin Ayrigtiriimasi

CiD gelistirmis kanser hiicrelerinin ilaca duyarli kanser hiicrelerinden ayristirildigi alan
projenin son Urtn ¢ipinin 2. DEF alani olarak isimlendirilmistir. 2. DEF alani olarak tasarlanan

birinci nesil DEF ¢ipinin tasarimi ve COMSOL simulasyonlar ile optimize edilen

parametreleri, Gretim akisi ve test edilme prosedirl asagida verilmistir.
Tasarim:

CiD gelistirmis olan kanser hiicrelerini ilaca duyarli olanlardan ayirmak igin énerilen, 3
boyutlu elektrot yapisinda DEF teorisi kavraminin ispati igin oncelikle Sekil 33'te sematik
olarak verilen kanal ve elektrot yapilari tasarlanmistir.
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Sekil 33. CiD gelistirmis ve direngsiz kanser hiicrelerinin ayrismasinin gergeklestiriimesi
amaci ile tasarlanan birinci nesil DEF ¢ipinin yapisi.

Elektrot yapisi, boyutlari ve ayristirici icindeki konumlari: Homojen olmayan elektrik alan elde

edilebilmesi adina, elektrotlardan bir tanesi kisa bir tanesi uzun olacak ve kanalin iki yaninda
karsilikll duracak sekilde tasarlanmistir. Ayrica DEF kuvvetinde kayip olmamasi igin
elektrotlar kanal yiksekligi boyunca uzatiimigtir. Hicre c¢api maksimum 20 pm olup en
azindan iki hiicrenin yan yana gecgebilmesi i¢in elektrotlar arasi uzaklik, yani kanal genisligi,
minimum 50 ym; DEF kuvveti elektrik alan kuvveti ile dogru orantili oldugundan bu uzakhk
maksimum 75 pm olarak belirlenmigtir. Bu nedenle 2 farkhh kanal genigligi ile dizayn
yapilmistir. Kanal yiksekligi tim ciplerde sabit tutulmus ve birinci nesil Gretimi igin 25 um
olarak secilmigtir cinkl akan bir sivi igerisinde boyutu maksimum 20 ym olan hucrelere

odaklama yapmak kanal yiuksekligi arttikga zorlagsmaktadir.

Kisa ve uzun elektrotlarin boyunu belirlemek igin uzun elektrotlarinki 600, 900 ve 1000 ym
degerlerinde sabit tutulmus ve kisa elektrotlarin boyuna, kanal genigligi ve uzun elektrot boyu
g6z 6ndne alinarak, simulasyonlar sonucu 40 ve 60 ym olarak karar verilmistir. Buna gore
tasarlanan farkli giplerin elektrot ve kanal genigligi parametreleri Tablo 6’da verilmigtir. Uzun
elektrot ve kisa elektrotlarin boyutuna goére yapilan bu 4 farkli dizaynin amaci daha duisik
voltajlar kullanilarak da ayrismanin gerceklestirilebilecegini gostermektir. Clnkd kullanilan

voltajin diusik olmasi DEF c¢iplerinin hasta bagi analizlerde kullaniimasini saglamaktadir.
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Tablo 6. Direncli ve duyarli kanser hlcrelerinin ayristirilmasi i¢in tasarlanan birinci nesil DEF
giplerinin kanal ve elektrotlarinin boyutlari.

cw5_|e9_se6 50 900 60 1
cw5_le6_se4 50 600 40 1
cw75_le9_seb 75 900 60 1
cw75_lel_3se40w20 75 1000 40 3

Mikro kanalin yapisi ve boyutlari: Hlucreler kanala girdiklerinde hizlari degisken olabilir. Bu

sebeple denge durumuna ulasma surelerinin belirlenmesi icin MATLAB simulasyonlari
yapilmis ve bu sire zarfinda almalari gereken yol 250 pym olarak belirlenmigtir. Hlcre ve
tampon ¢odzelti girigleri minimum 250 ym uzunlugunda tasarlanmigtir. Hicrelerin kanal
icerisinde akisa kapilip rastgele dagilmamasi igin kanala ilk girdikleri sirada hidrodinamik
olarak odaklanmalari saglanacaktir. Bu sayede kanala gelen tim htcreler DEF kuvvetinin en
yogun oldugu bélgeden gecgerek alt tarafta bulunan ¢ikisa yoénlendirilecektir (Sekil 33). Bu
nedenle kanal girisi Y-kanal yapisi seklinde tasarlanmigtir. Gelen siviyi yari yariya ayirip akis
Uzerinde kanal c¢ikiginin etkisini sifilamak adina kanal c¢ikigi ise T-kanal seklinde
tasarlanmistir. Duyarl kanser hiicreleri alt tarafta bulunan cikisa yonlendirildikleri halde CiD
gelistirmis olanlar DEF kuvveti sayesinde Ust tarafa dogru cekileceklerinden Ust cikista
toplanacaklardir (Sekil 33).

Uyqgulanacak olan voltajin buytikligd ve frekansi: “Bulgular” boliminde bahsedildigi gibi,

MATLAB simiilasyonlarina gére CID gelistirmis kanser hicreleri ile duyarl olanlarin
ayristirilabilecegi frekans 48.64 MHz olarak belirlenmistir. Belirlenen frekansta CiD gelistirmis
hicreler pozitif DEF kuvveti goérirken, duyarli olanlar negatif ve ¢ok kiguk bir DEF kuvvetine
maruz kalacaklardir. Uygulanacak voltajin buyukligu yapilan simulasyonlar ile minimum 3.7

Vpeak maksimum 10 Vpeq Olarak belirlenmistir.

COMSOL simulasyonlari gercgeklenirken UGglncu boyuta, yani kanal derinligi boyunca,
simulasyona gerek gorulmemigtir, cinku, elektrotlar kanal yuksekligi boyunca uzanmakta ve
elektriksel alan kuvvetinde 3. boyutta degisim olusmamaktadir. Bu nedenle 2 boyutta
pargacigin maruz kaldigi homojen olmayan elektrik alanin degisimi (V|E|?) simile edilmistir.
Sekil 34 pul Uzerinde yer alan 4 farkli dizayn igin simile edilen bu degeri kisa elektrot
etrafina odakli bir gsekilde renk/deger skalasi ile birlikte gdstermektedir. COMSOL

simulasyonlari ile optimize edilen deney degerleri 4 farkli dizayn igin Tablo 7’de verilmigtir.
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Sekil 34. CiD gelistirmis kanser hiicrelerini ilaca duyarli olanlardan ayirmak icin tasarlanan 4
farkh ¢ip icin 2 boyutta parcacigin maruz kaldigi elektrik alanin karesinin alansal degisiminin
simulasyonu.

Tablo 7. CID gelistirmis ve direngsiz kanser hiicrelerinin ayrismasinin saglanacagi 4 farkli
DEF ¢ipi dizayni i¢in belirlenmis basing ve hiz degerleri.

Cip kodu Hiz (m/s) Basing (Pa)
cw5_le9 _seb 0.008 17500
cwb5_le6_se4d 0.008 18500

cw75_le9_seb 0.008 10000
cw75_lel_3se40w20 0.008 10000

“Bulgular’ béliminde aciklanan MATLAB similasyonlarina gére CiD geligtirmis kanser
hacreleri ile direngsiz olanlarin ayristirilabilecegi frekans 48.64 MHz olarak belirlenmistir.
Sekil 73'te gorildiugi gibi bu frekansta CID gelistirmis hiicrelerin Re(fey) degeri 0.3619 iken
direngsiz olanlarinki -0.01752'dir. Bu degerler kullanilarak, katsayr DEF CID gelistirmis ve
direngsiz kanser hiicreleri icin sirasiyla 4.574x10™® ve -2.21x10™ olarak hesaplanmistir.

Belirlenen frekans 48.64 MHz oldugundan simiilasyon siiresi 2.056x10® s seklinde, zaman
artis adimi ise maksimum elektrik alan kuvvetinin olustugu noktalari yakalamak adina
5.14x10° s olarak belirlenmistir. Frekans degerinin ¢ok yiiksek olmasi sebebiyle simiilasyon

suresi ve elektrik alan kuvvetinin olustugu zaman araliklari nanosaniye seviyesindedir. Bu
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sebeple parcacik DEF alanindan gegerken >2000 defa maksimum elektrik alana maruz

kalmakta bu deder de DEF kuvvetinden etkilenmesi igin yeterli olmaktadir.

Sekil 35, 4 farkh dizayn igin ayrigmanin gergeklestigini gosteren hucre hareketi
simUlasyonlarini icermektedir. Direngsiz hicreler hidrodinamik olarak asagidaki c¢ikisa
yonlendirilirken DEF kuvveti ile cekilen CID gelistirmis hiicreler yukaridaki ¢ikisa dogru
gitmektedirler.
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Sekil 35. CID gelistirmis ve duyarll K562 l6semi kanser hiicrelerinin ayrismasinin
saglanacagi 4 farkl DEF cipi dizayni icin ayrismanin gercgeklestigini gésteren hicre hareketi
simulasyonlari. Bu simulasyonlar sirasinda minimum 3.7 Vpeak maksimum 10 Vpeak voltaj
degerleri kullaniimistir. Basing ve hiz degerleri Tablo Z'de verildigi gibidir. Kirmizi gizgiler
CiD gelistirmis hicrelerin, mavi gizgiler ise direngsiz hicrelerin izleyecedi yolu
gOstermektedir.

Uretim:

2. DEF alani igin tasarlanan birinci nesil DEF ¢ipinin maske setlerinin serimleri Sekil 36’'da

verilmektedir. Cipler, kan hicrelerinin kanser hiicrelerinden ayrilmasi igin tasarlanan 1. DEF
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alani cipleri ile ayni sekilde retilmistir (Boliim 3.4.1, Sekil 30). Uretilen ciplere ait gorseller

Sekil 37°de verilmektedir.

= = =» Kontakt pedi

2. DEF alam

=
S S e cikislar
=

1.9cm

o

1 1
¥
Kontakt pedi

1.46 cm

Sekil 36. 2. DEF alani i¢in tasarlanan birinci nesil DEF ¢ipine ait maske setleri.

Kisa
clektrotlar

Lizun
clektrot ;"

Uretilmis

sip

Sekil 37. CID gelistirmis kanser hiicreleri ile ilaca duyarli olanlarin ayriimasi igin
tasaranlanmis birinci nesil DEF cipleri.

Testler:

Birinci nesil giplerin testleri maya hicreleri ile kapiler akis altinda yapilmistir. Akis kapiler

oldugundan ylUksek hizli kamera yerine normal kamera kullaniimistir.
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Birinci nesil DEF ciplerinin ilk testleri canh ve 6lG maya hucreleri kullanilarak yapilistir.
Oncelikle 1 g yas maya 2 ml suya glikoz ile eklenerek 2 saat 37°C’de, maya hiicrelerinin
canlanmasi ve gogalmasi icin bekletilmistir. Ardindan bu solisyonun yarisi ayrilip diger yarisi
95°C’de 20 dakika tutulmustur ve hicrelerin dlmesi saglanmistir. Sonra bu iki populasyon
karistirlmis ve trypan blue isimli 6lU hicreye eklendiginde hlcrenin rengini koyu maviye
ceviren boya ile boyanmigtir. Canli ve 6l0 maya hucrelerinin dielektrik 6zellikleri farkli
boyutlari neredeyse aynidir. Bu sebeple DEF ile ayristirilabiliyor olmalari gerekmektedir.
Hucreler literatlrdeki bilgilere gére modellenmis ve 6lU hicrelerin sifir DEF kuvveti goérdugu
frekans 1.45 MHz olarak belirlenmistir. Ayni frekansta canli hicrelerin pozitif DEF kuvveti ile
elektrotlara dogru cekilmeleri gerekmektedir. Elde edilen test sonugclari “Bulgular” boliminde

sunulmaktadir.

3.5 ikinci Nesil DEF Gipleri

3.5.1 Kan Hiicrelerinin Kanser Hiicrelerinden Ayristiriimasi
Tasarim:

Tasarimda, genel negatif dielektroforez prensibi hlicrelerin ayristiriimasi igin tercih edilmistir.
Tasarim, bir adet giris ve U¢ adet c¢ikis kanalina sahiptir. Duzlemsel elektrotlarin kanal
tabanindaki yerlesimi negatif dielektroforez prensibinin isleyisine goére tasarlanmistir. Girig
yolundan verilen eritrosit ve K562 kanser hucreleri karisimi ilk olarak birincil elektrot
bolgesine ulasacak ve burada tim hicreler “Bulgular’ béliminde agiklanan MATLAB
simulasyon sonucundan segilen 5 kHz frekansa goére ana kanalin yan duvarlarina dogru
yonelecek ve ikincil elektrot bolgesine hiicreler iki kanaldan verilmis gibi ulagacaklardir. ikincil
elektrot bolgesinde elektrotlarin frekanslari, 26.3 kHz olarak uygulanacak ve hicreler ayni
MATLAB simulasyonuna gore farkh tepkiler olusturacaklardir. Eritrositler bu frekans
degerinde negatif dielektroforetik dzellik gbrip, elektrot geometrisi boyunca ilerleyerek orta
¢ikis kanalina yéneleceklerdir. K562 kanser hiicreleri ise bu frekansta dielektroforetik alan
etkisi altinda kalmadan normal akiglarina devam ederek, Ust ve alt c¢ikis kanallarina

yoneleceklerdir.

Tasarimin 6zelligi, htcre karigiminin ana kanala verilmesi sirasinda tampon siviya ihtiyag

duyulmaksizin, sadece dielektroforez etkisiyle aktif yonlendirmenin saglanabilmesidir.

Sekil 38 ikinci nesil DEF ¢iplerinin sematigini gostermektedir. Tasarimdaki DEF alaniyla ilgili

tim parametreler Tablo 8’de belirtilmistir.
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Sekil 38. ikinci Nesil DEF Ciplerinin Sematigi.

Tablo 8. ikinci Nesil DEF Alani Parametreleri.

Parametre Ana Kanal Elektrotlar Cikis Kanallari
Uzunluk 8970 um 320 um -
Genislik 1000 pm 20 ym 500 pm,

2x300 ym
Yukseklik 40 pym 0.4 ym 40 pym
Malzeme Turii Parilen C Altin Parilen C
Malzeme Kalinhgi 20 ym - 20 ym
Yalitim Tabakasi Kalinhgi - 0.5 um -
Giris&Cikis Kanali Agilan - - -45°,0°, 45°
Elektrot Turu - Duzlemsel -
Elektrot Acilari - 15° -
Elektrot Araliklar - 3 um (paralel) -

4 um (sirali)

Ana Kanal ile Elektrotlar 5um 5 um -
Arasi Mesafe
Elektrot Sayisi - 20 -
Gerilim Genligi - >10 Vyp -
Gerilim Frekanslari - 5 kHz & 26.3 kHz -
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MATLAB benzetimleri yapilirken, testlerde kullanilacak siviya uygun olarak, kanal igindeki
sivinin iletkenligi 10 mS/m ve gegirgenlik katsayisi 78 olarak alinmistir. MATLAB’dan elde

edilen Re(fcyw)-frekans degisim grafikleri “Bulgular” béliminde sunulmaktadir.

Bu tasarimin calisabilirliginin gésterilmesi i¢in ¢ boyutlu benzetimlere ihtiyag duyulmustur.
Bunun sebebi, dizlemsel elektrotlarin ana kanalin tabaninda kullaniimasi ve bu nedenle z
yéninde elektriksel alan degdisiminin olusmasidir. Kanal ylUkseklikleri, bu parametrenin

degismedigi seviyeye gore ayarlanmistir.

Simulasyonlar sirasinda, testlerde kullanilacak siviya uygun olarak, kanal igindeki sivinin

iletkenligi 10 mS/m, gegirgenlik katsayisi 78 ve akiskanligi 8.92x10™ Pa.s olarak alinmistir.

Elektrik alan simulasyonlarina ek olarak hicrelerin kanal igindeki hareketini temsil edecek
akis cizgisi simllasyonlari da gergeklestirilmistir. Akis gizgisi simulasyonlari eritrositler ve

K562 kanser hicrelerinin sahip olduklari dielektrik 6zelliklere gére olusturulmustur.

Negatif dielektroforez alani hesaplamalar akis ¢izgisi simulasyonlarina uygulanirken,
formdullerin U¢ boyuta uyarlanmasi saglanarak COMSOL’da kullaniimak Uzere hiz akis

formulleri guncellenmistir ve Tablo 9°’da kullanilan degerler gosterilmektedir.

Tablo 9. Eritrosit ve K562 Kanser Hucrelerinin Akis Formuline Eklenen Degerleri.

ng'carg‘a g?f'gmik Medium 5kHz 26.3KHz
gegirg akigkanhgi seviyesindeki seviyesindeki
Yaricapi katsayisi : :
(Pa.s) sabit sabit
(Mm) (Em)
Eritrositler 3.20 78 8.92x10™ 1.188x108 9.464x10™"°
K562
Kanser 8.70 78 8.92x10™ 7.043x107'8 2.595x10%
Hiicreleri

Elektrik alan karesinin alansal degisimi similasyonu ile akis cizgisi simuilasyonlari ayni
sistemde ¢ozullerek hlcrelerin akis boyunca yonelimlerini gdsteren sekiller olusturulmustur
(Sekil 39).
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Sekil 39. K562 ve eritrositler icin farklh frekanslarda elektrik alan karesinin alansal degisimi
u¢ boyutlu simalasyonu ile akis ¢izgisi simulasyonlari. (a) Eritrositler icin 5 kHz'deki Ug¢
boyutlu benzetim, (b) Eritrositler igin 26.3 kHz'deki ¢ boyutlu benzetim, (c) K562 kanser

hicreleri icin 5 kHz'deki U¢ boyutlu benzetim, (d) K562 kanser huicreleri icin 26.3 kHz'deki l¢
boyutlu benzetim.

Uretim:

ikinci nesil DEF ciplerinin Gretimi icin kullanilan maske setlerine ait cizimler Sekil 40 ve Sekil
41’de verilmektedir. Dizlemsel elektrot sistemi igin iki farkli tasarim yapiimistir.

Flan hBereler ve
R T
Rapigrr girigi Ender hders gikigi
Kan Frierelen gl
T

Fontak pedier

DEF Alam

|
I

Jfl

1. Elsdmrot Biigesi

Sekil 40. ikinci nesil DEF ¢ipinin maske ¢izimi ve DEF alani yakin goériinim (Tasarim 1).
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Sekil 41. ikinci nesil DEF ¢ipinin maske ¢izimi ve DEF alani yakin gériiniim (Tasarim 2).

Dizlemsel elektrot sistemi tasarimi igin planlanan Uretim semasi Sekil 42'de
gOsterilmektedir. Farkl mikroskop cesitleri (normal veya ters) ile gdézlem yapilabilmesi adina
taban malzemesi olarak cam secilmistir. Au yuzeye tutunmadigindan, tutucu olarak Ti
kaplanip kullanilmigtir. Ti Ustine yine puskidrtme teknigi ile Au tabaka kaplanmigtir. Ti ve
Au’nun sekillendiriimesinde kullanilacak kimyasal asindirma islemi igin fotorezist kaplama,
UV maruziyeti ve fotorezist gelistirici ile sekillendirme islemleri uygulanmistir. Ardindan Au ve
Ti asindiricilar kullanilarak, Ti ve Au tabaka sekillendiriimesi tamamlanmigstir. Ylzeyde kalan
fotorezist aseton ile yikanmigtir. Elektrotlarin olusumu bu sekilde tamamlanmistir. Dizlemsel
elektrotlar ¢ boyuta ihtiyagc duymadiklan igin elektro kaplama tekniginin uygulanmasina
gerek kalmamigtir. Ti ve Au kaplamalarinin ardindan, yuzey ince bir Parilen tabakasi
kaplanmistir. Bu ara basamak uretim sirasinda Au tabakanin altinda agikta kalmis olan Ti
materyalinin sivi ile temasini yok ederek, baloncuk olusumunu engellemesi saglanmistir.
Ardindan kanal olusumu icin litografi islemi tekrarlanmistir. Olusturulan kanalin kalin bir
Parilen tabakasi ile kaplanmasiyla, duvarlari ve tavani olusturulmustur. RIE islemi ile
olusturulan acikliklarin yeri belirlenerek kanal giris cikislari ve elektrot kontaklarinin agiimasi
saglanmistir. Son islemde fotorezist kanal icinden asindirilarak kanallar agiga ¢ikartilmigtir.

Uretilen ikinci nesil DEF gipleri Sekil 43'te sunulmaktadir.
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Cam Parilen - Ti Au Fotorezist

1. Cam Pulun Parilen ile Kaplanmasi 4. Elektrotlanin Parilen ile Kaplanmasi 7. Kontaklar icin Fotolitografi ve
RIE islemleri
2. Parilen Ustiine Metal (Ti/Au) Serimi 5. Kanal Fotolitografisi 8. Fotorezistin Kanal iginden

Asindirilmasi

3. Elektrotlar igin Fotolitografi ve 6. Kanalin Parilen ile Kaplanmasi
Metal Asindirma

Sekil 42. ikinci nesil DEF giplerinin tiretiminde izlenen (retim semasi.

Tam Kan Encler
Girigi Hiicra g

Aktif DEF Bilgesi Secic DEF
Kk Elektrotlan

Kontak Kan Hicreler
pedleri Cikige

Sekil 43. Uretilen ikinci Nesil DEF Cipleri.

Testler:

ik Gretim semasina gore Uuretilen tasarimlarin testleri, farkh frekanslarin eritrositler ve K562

direngsiz hicrelerine uygulanmasi ile gergeklestirilmistir.

ikinci DEF alani ikinci nesil DEF giplerinin test asamalarinda belirlenen test siireci kandan
kanser hucrelerinin ayristiriimasi ¢alismalarinda ana hatlariyla korunmustur. Sadece testler
sirasinda kullanilan iletkenligi 2.5 mS/m olan ve 8.5 % sukroz ile 0.3 % dekstroz igeren

sivinin iletkenligi 10 mS/m olarak degistirilmistir. Bunun sebebi, MATLAB’ta yapilan frekans
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karsilastirmalarinda 10mS/m seviyesindeki ayristirmanin 2.5mS/m seviyesine gore daha
belirgin olmasidir. Hucrelerin kanal icinde ayri ayri gézlemlenebilmesi igin, eritrositler normal
Isik altinda ve K562 direngsiz hlcreleri de FDA ile boyanarak test edilmistir. Hicrelerin
hareketleri K562 direngsiz hicreleri icin GFP filtresi kullanilarak floresan mikroskop altinda,
eritrositler ise filtresiz olarak yuksek ¢ozunurllklu hizli kamera (Evolve 128) ile gozlenmigtir.

Test sonuglar “Bulgular’ béliminde sunulmaktadir.
3.5.2 Direngli ve Hassas Kanser Hiicrelerinin Ayrigtiriimasi

“Bulgular” ve “Tartisma/Sonug¢” bolimlerinde detaylica aciklandigi sekilde; birinci nesil DEF
giplerinin testleri asamasinda karsilasilan sorunlar sebebi ile ikinci nesil DEF ciplerinin
tasarimina karar verilmigtir. Birinci nesil DEF ciplerinin testleri sirasinda basing surimla sivi
ile test yapildiginda 2 farkh basing¢li sivi siren cihaz kullanildigindan bu iki cihazin uyumlu
c¢alismasinin dzellikle dielektrik 6zellik temelli ayristirmalarda sorun ¢ikaracagi fark edilmigtir.
Ayrica, bu DEF alani 2. DEF alani olacagindan 1. DEF alanindan gelen siviya basing
surimld basgka bir sivi ile midahale etmek test asamasini karmasik ve hata orani ylksek
hale getirmektedir. Bundan dolayi, ikinci DEF alani igin, sivi yénlendirmesini pasif olarak
kanal icinde yapabilecek bir tasarim yapilmistir. ikinci nesil DEF cipinin tasarimi ve COMSOL
simllasyonlari ile optimize edilen parametreleri, Uretim akigi ve test edilme prosediri

asagida verilmisgtir.
Tasarim:

ikinci DEF alaninda, herhangi bir basingl sivi akisi kontroliine ihtiyag duymaksizin hiicre
ayristirmasi yapabilecek bir DEF cipi tasariminin yapilmasi hedeflenmistir. Bunun igin, Sekil

44’te sematigi verilen 2. nesil DEF cipi tasarlanmistir.

Ardisik olmayan

elektrotiarin temasi R Wi )
igin kullamilan @H“"l“” ___________ s Kotk v |“2{“”®
kanal altindan Kanal disindan gt

gecen Au hat i gegen Au hat

Hiicre — Direngsiz
girisi iy = =gy hiiere ¢ikisi

| pmpaiemtat

it
Farkh 15 um
boyutln ¥ e
sekilli kanal .
ici engeller 40 pm Cu

Au
Parilen

Sekil 44. CiD gelistirmis kanser hiicreleri ile ilaca duyarl olanlarin ayriimasi igin tasarlanmig
ikinci nesil DEF cipleri.
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Bu tasarimin temel amaci direngli kanser hicrelerinin elektrotlarda DEF kuvveti ile
hapsedilmesi, direngsiz hicrelerin ise surekli akan ve siringa pompasi ile akis hizi ayarlanan
sivi ile gikisa yonlenmesidir. Bunun ic¢in, 300 um genisliginde, 1.5 mm uzunlugunda (DEF
alani) ve 25 um ylksekliginde, kanal duvarlari boyunca pargali 3 boyutlu elektrotlardan
olusan bir mikro-kanal yapisi tasarlanmistir. iceride kullanilan farkh boyutlardaki V sekilli
parilen engeller kanal derinligi (25 um) boyunca uzanmaktadir ve gelen hicreleri DEF
alanina pasif olarak yonlendirmektedirler. Ardisik olmayan 3 boyutlu (40x40x25 um)
elektrotlar kanal alti ve kanal disindan gegen Au hatlar ile temas eder hale getirilerek, tek
kontaktan hepsinin ayni voltaji alabilmesi saglanmistir. Bu sayede, ardisik elektrotlara 180°
faz farkli voltaj ile surllebilmekte ve homojen olmayan elektrik alan olusumu saglanmaktadir.
Numerik simulasyonlarla yapilan tekrarlar ve Gretim limitleri géz alinarak; elektrot genislikleri
40 pm, aralarindaki uzaklik ise 15 ym olarak optimize edilmigtir. Parilen engellerin boyut ve
sayllarina da yine nimerik ¢dzimler ile ulasiimistir. CézUmler sirasinda sivi akigi igin
kullanilan “Incompressible Navier-Stokes” esitlikleri DEF esitlikleri ile birlikte c¢ozllerek

sonuglara ulagiimistir.

Asagidaki sekillerde sonlu element modellemesi ile COMSOL yazilimi kullanilarak yapilmig
simulasyon sonuglari goérulmektedir. Sekil 45’'teki simulasyon elektrik alanin degisiminin DEF

kuvveti ile canli hiicre manipiilasyonu igin yeterli oldugunu (>10*2 kg’m/s®A?) géstermektedir.
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e | fﬂ /"1 x10**

'f T W ) r———— - - e———— e —— i — .I | !I:I

» NS oA o0 o o o e oo 60 e e o 9

-]

"\_\ 5

.1.

; - e - e 3

| MU L 1 U % e e LS 3 ?

Min: 5.00=12

Sekil 45. ikinci nesil tasarimin elektrik alan degisiminin similasyonu.

Sekil 46A’daki simulasyon ilag direngliligi gdstermeyen kanser hicrelerinin dncelikle V sekilli
engeller sebebi ile DEF alanina yonelisini daha sonra DEF kuvvetinden etkilenmeden ¢ikisa
yoneldiklerini gdéstermektedir. Sekil 46B ise ayni frekans ve voltajda, ilag direncliligi
gelistirmis kanser hucrelerinin elektrotlar (Gzerinde DEF kuvveti ile hapsedildigini

go6stermektedir. Bu simullasyona gore bazi direng gelistirmis hicrelerin de ¢ikisa yoneldigi
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gérilmektedir. ikinci nesil DEF cipleri revize edilerek retilen (iglincii nesil DEF ¢iplerinde bu
durum gz énlinde bulundurularak, ¢ip performansi %100’e ¢ikarilmaya calisiimistir.

K562 | M A mm e e m e a2z

0.06
0.05
A L ) 0 g g o oy 0.04

K562/IMA| 5] [t o [ [0y e ol (e ol do e o A s
s : =T j 0.02
0.01

Min: 7.625-9
B

Sekil 46. ikinci nesil giplerde hiicre hareketlerinin similasyonu. (A) ilag direngliligi gelistirmis
kanser hucrelerinin DEF kuvvetinden etkilenmeden cikisa yonlenmesi. (B) Ayni simulasyon
sartlari altinda ilag direngliligi gelistirmis hlcrelerin elektrotlar Gzerinde hapsedilmesi.

Uretim:

ikinci nesil DEF giplerinin Uretim akisi birinci nesil DEF gipleri ile aynidir (Sekil 30). ikinci
nesil DEF cipi tasarimina ait maske serimleri Sekil 47°de verilmektedir ve Sekil 48 Uretilmis

ikinci nesil DEF ciplerini gostermektedir.

Sekil 47. ikinci nesil DEF c¢ipi tasarimina ait maske serimleri.
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Elektro-kaplama Elekiro-kaplama sonris
Bncesi (38 elektrotiar)

Sekil 48. Uretimi tamamlanan ikinci nesil DEF c¢ipi, V sekiili engeller ve 3 boyutlu elektrotlarin
mikroskop altinda alinmig goéruntuleri.

Testler:

Uretilen ikinci nesil cipler CID gelistirmis kanser hiicreleri kullanilarak test edilmistir. Bu
testler sirasinda hicreler besi ortamindan alinip 6ziletkenligi 2.5 mS/m olan ve 8.5 % sukroz
ile 0.3 % dekstroz iceren siviyla 2 kez yikanmistir. Hlcre sayimi yapilarak testlerin amacina
uygun olarak ayarlanmistir. Hicrelerin kanal icinde gozlemlenebilmesi igin, canh hicreleri
boyayan bir floresan boya (Fluorescein diacetate, FDA) kullanilmistir (1 pl/10° hiicre). Hiicre
hareketleri GFP filtre kullanilarak floresan mikroskop altinda ylksek ¢6zUndrlUklia hizl

kamera (Evolve 128) ile gdzlenmisgtir.

Sekil 49 testler sirasinda kullanilan deney dizenegdini géstermektedir. FDA floresan bir boya
oldugu icin testlerin karanlikta yapilmasi gerekmektedir. Surekli kanal igi akigi ylksek
hizlarda yapildigindan hdcreler yiksek hizla hareket etmektedir. Bu sebeple disuk

yogunluktaki i1sikta yliksek hizla gérintl alabilen Evolve 128 kamera kullaniimigtir.
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“ Test edilen ¢ip
Sekil 49. ikinci nesil DEF giplerinin testi sirasinda kullanilan test diizenegi.
3.6 Ugiincii Nesil DEF Gipleri

3.6.1 Kan Hiicrelerinin Kanser Hiicrelerinden Ayristiriimasi

Tasarim:

Son tasarimda bir dnceki tasarimda karsilasilan problemler géz énunde bulundurularak iki
yeni alternatif gelistirilmistir. ik alternatif, bir énceki tasarimda gdzlenen elektrotlarin orta
bdlgelerindeki bosluklardan hicre kagiglarinin engellenmesi icin elektrot uglarinin
birlestiriimesi, farkli DEF bdlgeleri arasi frekans karisimini engellemek icin toprak hattinin iki
DEF bodlgesi arasina eklenmesi ve elektrot sayilarinin  verimliligin artinimasi igin
cogaltiimasini iceren tasarimdir. ilk DEF bélgesi icin 5 adet ve ikinci DEF bélgesi igin de yine
5 adet elektrot yapisi, uglari birlestirilip, simetrik ve asimetrik olarak kanala yerlestirilerek
(asimetrik olanlar icin, elektrot uglari kanal orta gizgisinden y ekseninde 20 ym asagi ve
yukari gelecek sekilde) hicrelerin bir édnceki tasarimda agik ug¢ bélgelerinden kagislarinin
engellenmesi amacglanmaktadir. Ayrica, farkli frekanslarin birbirleriyle olan etkilesimini
engellemek icin farkli DEF bdlgeleri arasina iki adet toprak hatti yerlestirilerek frekans
karisiminin 6nune gegilmesi planlanmaktadir. Bu tasarimda hem nDEF hem de pDEF
frekanslan kullanilabilmektedir. pDEF frekanslari, genel anlamda hicre tutuklanmasi igin
kullaniliyor olsa da, sivi akigi ve DEF alani etkilesiminin hassas sekilde ayarlanmasiyla
elektrotlar Uzerinde hucrelerin zarar gérmeden kaymalari ve yonlendirilmelerinin mumkun
oldugu yapilan testlerde gdézlemlenmistir. Ana kanalin ylksekligi, hicrelerin kanaldaki
hareketlerine engel olmayacak sekilde, 40 ym’den 20 ym’ye indirilmistir. Bdylece, Uretim
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asamasindaki kanal olusum basamaginin kolaylastirimasi ve kanal icindeki sivi akiginin
hizlanmasi saglanmistir. Sekil 50 Gglncu nesil birinci alternatif DEF ¢iplerinin sematigini
gOstermektedir. Son tasarimin birinci alternatifiyle ilgili tim parametreler Tablo 10’da

belirtilmistir.

Kan Hicreberd Cikig Ender Hﬁf"“ g

i i : Bpurn arabik !
Tami Kan Girigi | b dpm arahk s 2 =T / |
Kontak Pedleri (= 230pm 230um |
b frmn iy — e — j
o . / 2oy, 20Am 740pm i
Birinci DEF Bolgesi I \_\_ |

! wy

Toprak Hatlan

Sekil 50. Uglinci nesil DEF giplerinin sematigi — Tasarim1.

Bu tasarimlar yapilirken olusturulan alternatiflerin caligabilirliginin  gosterilmesi igin
simulasyonlarina yeni parametreler i1siginda devam edilmigtir. Birinci tasarimda ilk olarak
elektrotlarinin uglarinin kapatilmasinin DEF alanini nasil etkiledigi incelenmigtir. Sekil 51 agik

ve kapali elektrot uglari arasindaki DEF alani degisimini gostermektedir.

Ucu kapal elektrotlarda DEF alaninin surekliligi saglanmistir. Boylece testlerde elektrot
ortalarindan hucre kaciglarinin engellenmesi 6ngérulmektedir. Bu simulasyonlardan sonra,
ayni tasarimda farkli elektrot bolgeleri arasina yerlestirilen toprak hatlarinin frekans
karisimini engelleyip engellemedigi kontrol edilmistir. Sekil 52(a) toprak hatlari yokken ve
Sekil 52(b) de toprak hatlari varken ana kanal iginde elektrot bdlgelerindeki gerilim degisimini

gOstermektedir.
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Tablo 10. Ugiincii Nesil DEF Cipleri icin Parametreler— Tasarim1.

Ana Elektrotlar Cikis

Kanal Kanallari
Uzunluk 13720 um 320 ym -
Genislik 1000 pm 20 ym 1000 pm,

2x500 uym
Yiikseklik 20 ym 0.4 ym 20 uym
Malzeme Turi Parilen C Altin Parilen C
Malzeme Kalinhgi 20 ym - 20 ym
Yalitim Tabakasi Kalinhgi - 0.5 um -
Giris&Cikis Kanali Agilari - - -45°, 0°, 45°
Elektrot Turi - Duzlemsel -
Elektrot Acilan - 15° -
Elektrot Araliklar - 3 ym (paralel) -
4 um (sirali)

Elektrot Sayisi - 220 -
Gerilim Genligi - >10 Vp -

Gerilim Frekanslari

nDEF: 5 kHz & 26.3 kHz -
pDEF: 1 MHz & 51 MHz
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a) Ucu agik elektrotlar
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b) Ucu kapalielektrotlar

Sekil 51. Ucu acgik ve kapali elektrotlar arasindaki DEF alani karsilastirmasi.
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Sekil 52. Toprak hatlari yokken (a) ve varken (b) elektrotlardan yayilan gerilim alanlari.

Ikinci tasarim, sadece pDEF frekans araliginda bir frekans belirlenerek hicrelerin elektrotlar
uzerinde kaymasini saglamak ve ana kanaldan yeni tasarlanan yan kanallara kan hucrelerini
gecirecek ama K562 hucrelerini gegiremeyecek buyuklikte gegislerden ayrigtirmanin
(filtreleme) yapilmasini saglama prensipleri Uzerine tasarlanmistir. Elektrot sekilleri birinci
alternatifte oldugu gibi uglari kapal olacak sekilde ve simetrik ve ana kanalin orta gizgisinden
y ekseninde 20 um asagdi ve yukari asimetrik olarak tasarlanmistir. Tek bir frekans
kullanilarak yonlendirme ve filtreleme yapilacagi igin topraklama hatlarina veya ikinci DEF
bdlgesine ihtiyag duyulmamasi saglanmistir. Sekil 53 Ugutnct nesil ikinci alternatif DEF
ciplerinin sematigini gostermektedir. Son tasarimin ikinci alternatifiyle ilgili tim parametreler
Tablo 11’de belirtilmistir.
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Sekil 53. Uglincii nesil DEF giplerinin sematigi — Tasarim 2.

Tablo 11. Ugtincl nesil DEF cipleri icin parametreler— Tasarim 2.

Ana Kanal Elektrotlar Yan Kanallar
Uzunluk 11650 pm 320 ym -
Genislik 1000 pm 20 ym 500 ym
Yiikseklik 20 ym 0.4 ym 20 ym
Malzeme Turii Parylene-C Altin Parylene-C
Malzeme Kalinhig 20 ym - 20 ym
Yalitim Tabakasi Kalinhgi - 0.5 um -
Yan Kanal Acilari - - 45°
Elektrot Turu - Duzlemsel -
Elektrotlar Acilari - 15° -
Elektrot Araliklar - 3 ym (paralel) -

4 pym (sirali)

Elektrot Sayisi - 220 -
Gerilim Genligi - >10 Vpp -
Gerilim Frekansi - 1 MHz — 50 MHz -
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ikinci alternatifin benzetimleri yapilirken ana kanal ile yan kanallar aras filtrelerin agilari,
geniglikleri ve bu bolgelerdeki sivi akis hizlari incelenmistir. Benzetimler igin, dort ayri

¢alisma olusturularak belirlenen parametreler Tablo 12°de belirtilmigtir.

Tablo 12. ikinci alternatif tasarim icin kanallar arasi filtre parametreleri.

Birinci Calisma ikinci Gaisma Ugiincii Dérdiincii
Calisma Calisma

Filtre Agisi 45° 15° 30° 90°
Filtre Genisligi 10 um 10 um 10 ym 10 ym
Filtre Girig Genisligi 14.1 ym 38.6 ym 20 ym 10 um
Ana Kanal Genigligi 1000 pym, 500 - - -

pum
Duvar Derinligi 20 ym, 50 - - -

pUmM,100 pym
Duvar Genisligi 20 ym, 100 pym -

Tablo 12’de belirtilen parametrelerde ikinci ve Uglncu caligsmalarin filtre giris genislikleri,
planlanan filtre genigliginin 10 um olmasiyla, sirasiyla 38.6 ym ve 20 um olarak
hesaplandigindan, bu filtrelerin kendilerine yodnelen K562 kanser hucrelerini dahi
gecirecekleri 6ngoérulmustir. Bu nedenle, bu galismalarin simulasyonlarindan vazgegilmigtir.
Birinci ve dordincu galismalarda ise filtre giris genislikleri filtrelemeye uygundur. Bu nedenle
simulasyonlara bu parametrelere gére devam edilmistir. Filtrelerin ¢cevrelerindeki basing ve
sivl akis yonelim gizgileri incelenerek en uygun ¢alismanin birinci ¢alisma olduguna karar
verilmistir. Birinci ¢alismanin da kendi i¢cinde ana kanal genisligi, duvar derinligi ve duvar
genisligi icin cesitli parametreler denenmis olup, en uygun sonuglar 1000 um ana kanal
genigligi, 20 ym duvar derinligi ve 20 pm duvar genisgligi ile alinmigtir. Sekil 54’te bu
parametrelere gore yapilan sivi akis yonelim cizgilerinin ve basing degisimlerinin goésterildigi
simllasyon sonucu goésterilmektedir. Yeni tasarimlara ait maske serimleri Sekil 55 ve Sekil

56’da gosterilmektedir.
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Sekil 54. ikinci alternatif igin sivi akis yonelim gizgilerinin ve basing degisimlerinin gosterildigi
benzetim sonucu.

Hontak pedbert Han hdlereber Gl
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Toprak Hatt

Sekil 55. Ugiincii nesil DEF ciplerine ait maske cizimleri ve kanal gegislerinin yakin
g6rindmda (Tasarim 1).
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Sekil 56. Uglincli nesil DEF ciplerine ait maske gizimleri ve kanal gegislerinin yakin
gOrinimu (Tasarim 2)

Uretim:

Bir Onceki Uretim semasina benzer basamaklar iceren, ancak tasariminda farkliliklar
go6steren Ucglncl nesil DEF cipinin Uretim semasi Sekil 57°de gosterilmektedir. Farkli
mikroskop cesitleri (normal veya ters) ile gbzlem yapilabilmesi adina taban malzemesi olarak
ikinci nesilde oldugu gibi cam segilmistir. Ti, tekrar cam Usttine kaplanip Au igin tutucu amagh
kullanilmigtir. Ti Ustine yine puskirtme teknigi ile Au tabaka kaplanmigtir. Ti ve Au’nun
sekillendiriimesinde kullanilacak kimyasal asindirma iglemi igin fotorezist kaplama, UV
maruziyeti ve fotorezist gelistirici ile sekillendirme iglemleri uygulanmigtir. Ardindan Au ve Ti
asindiricilar kullanilarak, Ti ve Au tabaka sekillendiriimesi tamamlanmigtir. Ylzeyde kalan
fotorezist aseton ile yikanmistir. Elektrotlarin olusumu bu sekilde tamamlanmigtir. Ti ve Au
kaplamalarinin ardindan, yuzey elektroliz olayini engellemek igin, ince bir Parilen tabakasi
kaplanmistir. Ardindan kanal olugsumu igin litografi islemi tekrarlanmistir. Olusturulan kanalin
kalin bir Parilen tabakasi ile kaplanmasiyla, ana duvarlar, araliklarin duvarlari ve kanal
tavani olusturulmustur. RIE islemi ile olusturulan agikliklarin yeri belirlenerek kanal giris

cikiglari ve elektrot kontaklarinin agilmasi saglanmistir. Son islemde fotorezist kanal icinden

78



asindirilarak kanallar agiga ve kanallar arasi araliklar agiga c¢ikartiimistir. Uretilen (iglinci

nesil birinci alternatif DEF cipleri Sekil 58’de sunulmaktadir.
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Sekil 57. Uglincii nesil DEF ciplerinin Uretim semasi

Birlpgtinifmi=
Elelctrat Uglan
¥

Toprak Hatlan
—

[

Toarak Hatlan

Sekil 58. Uretilen Gglncl nesil DEF gipleri (Tasarim 1).



Uglincli nesil DEF ciplerinin Uretiminde kanal litografisi yapilirken birinci tasarim igin
hassasiyet birinci nesil DEF cipleriyle ayni olmasina ragmen, 6zellikle ikinci alternatif igin
yapilan kanal litografisinde ana kanal ile yan kanallar arasindaki bosluklar olusturulurken, bu
bdlgelerin kiglk boyutlari géz éninde bulundurularak Uretim asamasinin bu basamaginda
hassas galisma gerceklestiriimistir. Uretilen Ggiincli  nesil ikinci alternatif DEF gipleri Sekil

59’da sunulmaktadir.

Tam Kan Ender
Girigi Hiicre Cikist

Filtre araleklarn
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Odaklama & Segicl
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Sekil 59. Uretilen Gglincl nesil DEF gipleri (Tasarim 2).
Testler:

Ucglincli nesil DEF ciplerinin testleri, farkli frekanslarin eritrositler ve K562 direngsiz

hlcrelerine uygulanmasi ile gergeklestirilmistir.

ikinci nesil DEF ciplerinin testlerinde kullanilan iletkenligi 10 mS/m olan siviyla galigiimaya
devam edilmigtir. Hucrelerin kanal icinde ayni anda goézlemlenebilmesi icin, eritrositler
kirmiziya (CellTracker™ Red), K562 direngsiz hucreleri yesile (FDA) boyanmistir. Hicrelerin
hareketleri GFP ve 31002 TRITC, Chroma filtreleri kullanilarak floresan mikroskop altinda
yuksek ¢6zunurlukli hizli kamera (Evolve 128) ile gézlenmisgtir.
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3.6.2 Direngli ve Hassas Kanser Hiicrelerinin Ayristiriimasi
Tasarim:

ikinci nesil DEF giplerinde V sekilli parilen engeller kullaniimistir. V seklin dogasi sebebi ile;
bu engellerin iki kolu arasinda bosluk bulunmaktadir. Bu durum, iceriye mikro akiskan
verildiginde havanin hapsolmasi ile hava kabarcigi olusumuna sebep olmaktadir. Hava
kabarcigi mikro akigskan sebebi ile hareket etmekte; kanalin tikanmasina sebep olabildigi
gibi, elektrotlarin Gzerini kapatarak ya da hapsolmus hicrelere hizla ¢arpip dagiimalarini
saglayarak DEF hassasiyetinin azalmasina ve akis rejiminin bozulmasina sebep olmaktadir.
“Bulgular” bolimiinde bu durum deneyler sirasinda elde edilmis bir gorsel ile agiklanmistir.
Bu sorunun ¢6zUmu igcin damla sekilli engeller onerilmistir. Hava kabarcigi sorununun yani
sira ikinci nesil DEF c¢iplerinde kullanilan elektrotlar tim htcreleri hapsetmek igin yeterli
degildir. Uglincii nesil DEF giplerinde bu sayinin arttirimasi ile tasarim parametreleri

glncellenmisgtir.

Tasarimlar damla sekilli engellerin birbirine ve duvarlara olan uzakliklarini degistirilerek
cesitlendirilmigtir. Simudlasyon programlari yardimi ile yapilan iterasyonlar sonucu 10 adet
tasarima ulasilmig, bunlar arasindan belirlenen 4 tanesinde V-sekilli engellerin verimliliginden
daha yiksek verim elde edilmigtir. Sekil 60 bu tasarimlarda hicrelerin kanal igindeki
hareketinin similasyon sonuglarini gostermektedir (voltaj = 20 V,,, akis hizi = 10 pl/dk, f =
48.64 MHz). Ara basamaklarda itere edilen parametrik analizler ayrintili olarak
sunulmamaktadir. Bu 4 adet tasarimin son tasarimlar olmasina karar verilmistir. Tasarim 1
ve 3'te DEF alaninda V-sekilli engellerde oldugu gibi 27’ser adet, tasarim 2’de 29’ar adet
karsilikl yerlestirilmis 3 boyutlu elektrot bulunmaktadir. Elektrot yuksekligi, kanal yuksekligi
ve genigligi birinci ve ikinci nesil ¢iplerinde ayrintili olarak anlatildig1 gibi tasarlanmig olup,
sirasiyla 25 pym, 30 ym ve 300 ym olarak belirlenmiglerdir ve dort tasarim i¢in de aynidir.
Tablo 13, dort tasarim i¢in tim tasarim parametrelerini 6zetlemektedir. Tasarim 1, 2 ve 3’te
damla sekilli engeller ve damla sekilli engeller ile duvarlar arasi mesafeler optimize edilmistir.
Tasarim 4’te ise tasarim 3’teki parametreler ayni sekilde kullaniimig; fakat, damla sekilli
engeller lamine edilmistir. Bu tasarimda akig Uzerindeki stres azaltilarak hicrelerin hapsolma

verimliliginin arttirlmasi hedeflenmistir.
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Sekil 60. Uciincli nesil DEF ciplerine ait Ui¢ farkli tasarimin hiicre yakalama verimliligini
gb6steren simllasyon sonuglari.

Tablo 13. Ugtincl nesil DEF cipi igin tasarlanan 4 geside ait tasarim parametreleri.

Tasarim 1 Tasarim 2 Tasarim 3 Tasarim 4 ‘

Kanal yuksekligi (um) 30 30 30 30
Kanal genisligi (um) 300 300 300 300
Elektrot yliksekligi (um) 25 25 25 25
Her DEF alaninda bulunan 27 29 27 27
karsilikh elektrot sayisi
Damla sekilli engeller arasi 260, 260 85, 85 155, 100, 155, 100,
uzakliklar (sirasi ile) (pum) 100 100
Damla sekilli engeller ve kanal 70, 55, 40 40, 40,40 100, 90, 40, 100, 90, 40,
duvarlar arasi uzaklik (sirasi ile) 40 40
(um)
Uretim:

Sekil 61 Uretim sirasinda kullanilacak maskeleri gdstermektedir. Ugtincii nesil DEF giplerinin
uretim sematigi ikinci nesil DEF gipleri ile ayni olup Sekil 30’da verilmektedir. Sekil 62

Uretilmis Gguincl nesil DEF ¢iplerini géstermektedir.
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Sekil 61. Ugiinci nesil DEF gipleri igin yapilan 4 farkh tasarimin Gretiminde kullanilacak
maske serimleri.

kanal ve damla sekilli engeller

Q S ’;ZIJEFa!am
Lamine Edilmig_darnla sekilli engeller W\ﬁ%ﬁ#ﬁﬁﬁﬁﬁ\w i . f;iﬁ“ “%

Sekil 62. Uretimi tamamlanan Uglinci nesil DEF cipi, damla sekilli engeller ve 3 boyutlu
elektrotlarin mikroskop altinda alinmig goéruntuileri.

Testler:

Uretilen Ggtincti nesil gipler, ikinci nesil giplerde oldugu gibi, CID gelistirmis kanser hiicreleri
kullanilarak test edilmigtir. Hucrelerin DEF solUsyonuna aktariimasi ile ilgili uygulanan
prosedur ve test dizenegi ikinci nesil DEF ¢iplerinde sunuldugu haliyle kullaniimistir.

3.7 Entegre Sistemin Tasarim, Uretim ve Testleri
Tasarim:

Birinci DEF alani igin son olarak yapilan 3.nesil tasarimlar test edildiginde filtre boyutlarinin
kanser hdcrelerini tutmak icin yeterli miktarda kiglk olmadiginin anlasiimasi Uzerine
(“Bulgular” bélimiinde detayl olarak anlatiimaktadir.), 14 pm olan yatay genisliklerinin 10 ve

8 um’ye dusirilmesine karar verilmigtir. Ayrica asimetrik olarak tasarlanan elektrot yapisinin
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da simetrik olana gore daha iyi sonug verdigi goézlemlendiginden; birinci DEF alani elektrotlar

entegre sistemde asimetrik tasarlanmistir.

ikinci DEF alani igin ise damla sekilli engeller, “Bulgular’ béliimiinde sunuldugu (izere hava
kabarcigl sorununu ¢ézmdistir. Ayrica, 29 elektrotlu ve V sekilli engeller ile ayni yerlerde
konumlanmis damla sekilli engellere sahip tasarimlar yapilan testlerde optimum sonucu

veren yaplilar olmustur.

Birinci ve ikinci DEF alanlari i¢cin Uger nesil olmak Uzere yapilan tasarimlardan alinan
sonuglar ile iki DEF alani i¢in de gelistirilen son Urln tasarimlari, entegre sistemde bir araya
getirilerek; amaci kan hlcrelerinden kanser hucrelerini ayirip ardindan kanser hicrelerinde
CiD gelisimini tespit etmek olan projenin son Uriini tasarlanmistir. Entegre sistem icin, birinci
DEF alani olarak Sekil 55-56'da verilen ve boélim 3.6.1'de aciklanan tasarimlar, ikinci DEF
alani olarak Sekil 61'de verilen ve boélim 3.6.2°de aciklanan damla sekilli engellere sahip
tasarimlarla birlestirilerek, 5 farkh cip tasarimi elde edilmistir. Bu tasarimlara ait bilgiler Tablo
14’'te sunulmaktadir. Birinci ve ikinci DEF alanlarinin entegrasyonu sirasinda optimize
ciplerin tasarim parametreleri haricinde iki farkli parametre ortaya cikmistir. Birincisi, birinci
ve ikinci DEF alanlar arasi uzaklik olup Uretim limitleri, akis stabilizasyonu ve mikroakigkan
baglantilari dikkate alinarak 3750-4000 um olarak belirlenmistir. ikincisi ise 2. DEF
alanindaki seri olarak baglanan elektrot dizilerinin sayisi ve aralarindaki uzakliktir. Bu elektrot
dizileri sayist COMSOL simulasyonu ile 2 adet olarak belirlenmigtir (Sekil 63). Aralarindaki
uzaklik ise akis stabilizasyonu ve kontakt pedlerin uygun yerlesimi icin 850-900 um olarak

tasarlanmigtir.
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Sekil 63. Entegre sistemde damla sekilli engellere sahip DEF alani sayisinin COMSOL
simulasyonlari ile 2 olarak belirlenmesi.
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Tablo 14. Entegre sistemde 1. ve 2. DEF alanlarina ait parametreler.

1.DEF alani parametreleri 2.DEF alani parametreleri
Elektrot Elektrot Filtre Topraklama Kanal Elektrot Damla sekilli Damla sekilli Kanal  1.ve 2. DEF
T acisl araliklari genisligi eni araliklari  engeller arasi engeller ve eni alani arasi
asarim
uzakliklar kanal duvarlari mesafe
arasi uzaklik
1 15° 3 um (paralel) 10 um YOK 1000 15 um 155, 100, 100, 90, 40,40 300 uym 3750 um
4 pym (sirali) Hm 100 (um) (bm)
2 15° 3 um (paralel) 8 um YOK 1000 15 um 155, 100, 100, 90, 40, 40 300 ym 3750 pm
4 pym (sirali) Hm 100 (um) (bm)
3 15° 3 um (paralel) YOK VAR 1000 15 um 155, 100, 100, 90, 40, 40 300 ym 4000 pm
4 pym (sirali) Hm 100 (um) (bm)
4 15° 3 um (paralel) 10 um YOK 1000 15 um 260, 260 70, 55, 40 300 um 4000 pm
4 pym (sirali) Hm (bm) (bm)
5 15° 3 um (paralel) 8 um YOK 1000 15 um 260, 260 70, 55, 40 300 ym 4000 pm
4 ym (sirali) Hm (bm) (bm)
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Uretim:

Birinci ve ikinci DEF alani igin Uretilen giplerin Gretimi birbiri ile uyumlu olup, ikinci DEF alani
icin optimize edilen Gretim semasi birinci DEF alani i¢in olan Uretim akisini kapsamaktadir.
Cunkd, birinci DEF alaninda dizlemsel elektrotlar kullaniimakta ve ikinci DEF alani igin
yapillan 3 boyutlu elektrotlar da sekillendirilmis altin ylzeylerden kontakt alinarak
buyutulmektedir. Bu iglem sirasinda dizlemsel elektrotlar fotorezist ile korunarak elektro-
kaplama ile 3. boyuta blyimeleri engellenmektedir. Uretim sirasinda kullanilan maske

cizimleri Sekil 64°'te verilmektedir. Sekil 65 Uretilmis entegre sistemi gostermektedir.

Kan ve kanser Kan hucreleri

) . ilaca duyarh
hicreleri
kanser hiicreleri cikisi

karisimi girisi l

kigi
e

1.DEF alani

Sekil 64. Entegre sistemin maske seti.

88 pm'lik parilan
fhiltreler

Yizeyse | elektrotlar

Sekil 65. Uretilen iki asamall entegre DEF ¢ipi.

Testler:

Entegre sistem testleri Sekil 49'da verilen deney duzenegi kullanilarak, 2. ve 3. Nesil DEF
ciplerinde oldugu gibi yapilmistir. Farkh testler icin; farkli akis hizi, voltajlar, farkh hicreler ve
boyama malzemeleri kullanildigindan “Bulgular” bolimunde sonuglar aciklanirken bu bilgiler

her test igin ayrintili olarak sunulmaktadir.
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3.8 Hiicre Hatlarinda Direngliligin Gelistirilmesi

Testler sirasinda kullanilan kanser hticrelerinde (K562 I6semi ve MCF-7 meme kanseri) ilag
direngliliginin gelistiriimesi calismalari ODTU Biyolojik Bilimler Boéliimii, Kanser Arastirma

Laboratuvari (Prof. Dr. Ufuk Gunduz) tarafindan yurGtalmustar.
3.8.1 Hiicre Kiiltiir Ortami

K562 l6semi ve MCF-7 meme kanseri hiicre hatlari 75 cm? kiiltiir yizeyli filtre kapakli
flasklarda %10 fetal bovin serum (FBS) ve %0,2 gentamisin iceren 15 mL RPMI 1640 besi
yeri ortaminda, 37°C'de , %5 CO,li nemlendirmis ortamda (CO, inklibatorii kullanilarak)
cogaltiimigtir.  Hucreler her 3-4 gunde bir agagida anlatildig1 gibi pasajlanarak yeni besi

yerine aktariimistir.

K562 l6semi hicreleri stispansiyon hicre olduklari igin flask ylzeyine yapismazlar. K562
hicrelerinin bulundugu ortam pipet ile ¢ekilerek santriflij tlptne aktarilir. Hicreler 1000
rom’de 5 dakika santriflj edildikten sonra supernatan uzaklastirilir ve pelet yeni besi yeri
icinde pipetlenerek ¢dzdurulur. Hlcre sayimi yapilarak galisilan K562 hicre hatti icin uygun
ekim yogunlugunda hiicre yeni flaska ekilir ve taze besi yeri eklenerek ortam hacmi 15 mL’ye

tamamlanir. Daha sonra hucreler inktUbatore yerlestirilir.

MCF-7 meme kanseri hicreleri yapigkan hucreler olduklari igin flask yuzeyine yapisir
durumda bulunurlar. MCF-7 hdcrelerinin bulundugu flasktan eski besi yeri pipet yardimi ile
uzaklastinihr. Hucreler PBS (Phosphate Buffered Saline) ile yikanir. Hucrelerin flask
yuzeyinden ayrilmasi icin Trypsin-EDTA eklenip 5 dakika CO, inkubatorinde bekletilir. Flask
yuzeyinden kalkan hucreler taze besi yeri eklenerek pipetlenir. Hicre sayimi yapilarak MCF-
7 hicre hatti igin uygun ekim yogunlugunda hicre yeni flaska ekilir ve taze besi yeri

eklenerek ortam hacmi 15 mL’ye tamamlanir. Daha sonra hicreler inklbatore yerlestirilir.
3.8.2 Direngli Hiicre Hatlarinin Gelistirilmesi

Hucreler dusik konsantrasyonda kanser ilaglarina maruz birakilip, pasajlamalar sirasinda
ilag konsantrasyonu kademeli olarak arttirildiginda kanser hucreleri ilag direngliligi
kazanabilmektedir. Bunun igin, hicreler pasajlandiktan sonra besi yeri ortamina dusuk
konsantrasyonda ila¢ eklenir ve hucreler bu ilag konsantrasyonuna aligincaya kadar ayni
dozda ilag verilmeye devam edilir. Hicreler bulunduklari ilagli ortama uyum sagladiklari
tespit edildikten sonra bir sonraki pasajlama isleminde ilag konsantrasyonu arttirilir. ilag
konsantrasyonundaki bu dizenli artis, farkli ilag dozlarina direngli hiicrelerin elde edilmesini
saglar. Hucrelerin belirli bir ila¢c konsantrasyonuna diren¢ kazandiginin saptanmasi, ilk
olarak, hucrelerin Tryphan Blue (0.2 mL tryphan blue / mL hiicre slispansiyonu) ile boyanip

mikroskop altinda canli ve 6lU hiicre sayilarinin belirlenmesi ile saglanir. Eger 6li hicreler
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toplam hicre populasyonunun %10’undan az ise, hicreler verilen ila¢ dozuna direncli hale
gelmigtir. Daha sonra ilag direngliliginin kesin olarak belirlenmesi igin duyarli ve direngli
hucrelerin XTT hicre ¢ogalma tayini testi ile ICso (hlcre proliferasyonu inhibisyonunun
%50’si olusturan ila¢ konsantrasyonu) degerleri belirlenir. Bdylece, hlcrelerin ilaca karsi

duyarli hiicrelere goére kag kat direng kazandigi belirlenmis olur (Esitlik 14).

K562 /Dox'un IC50Degeri (14)
K562'nin IC50Degeri

Kat Direngliligi =

Proje kapsaminda K562 I6semi hucrelerinin 0.1 — 1 uM doxorubicin (DOX) ve 0.1 — 1 pyM
imatinib (IMA) direncli hatlari ile MCF-7 meme kanser hicrelerinin 1 yM DOX direngli hatlar
gelistirilmistir.

3.9 Direngli Hatlarda P-gp ifadesinin Belirlenmesi

Bolim 3.8'de bahsedildigi gibi farkli direnglilik miktarlarina sahip hiicre hatlari geligtirilmistir.
“Bulgular” béliminde de elektrorotasyon yontemi ile farkh dielektrik &zelliklere sahip
olduklari kanitlanarak sunulmustur. Bilindigi gibi, K862 hucrelerinde ilag direncliligi, ayni
zamanda bir CI" kanali modulatéri olan P-gp ifadesinin artigi ile gerceklesmektedir. P-gp
ifadesindeki artis hicrelerin sitoplazmik iletkenliginin artmasina, dolayisiyla DEF tepkilerinin
degismesine neden olmaktadir. Ancak, ER analizlerinde ve dielektroforez testlerinde bu
tepkinin ilag direnglilik seviyesi ile paralel olarak lineer bir sekilde artmadidi “Bulgular’
bolimunde ayrintili olarak agiklanmaktadir. Bu durumda, yiksek ilag direncliligi olan hucreler
icin direnglilik mekanizmasinin P-gp ifadesinden bagimsiz farkh bir mekanizma ile olabilecegi
veya hucrelerin sitoplazmik o6ziletkenliklerini kontrol eden farkli bir mekanizmay! devreye
sokuyor olabilecegi sorulari gindeme gelmigtir. Bu sorulara yanit bulabilmek adina, ilag
direncgliligi gelistiren hucrelerin P-gp ifadesinin molekiler tespitinin RT-PCR yontemi ile
yapillmasina karar verilmistir. Bu calismalar, DEF ile elde edilen verileri saglamlastiracak
olmasinin yani sira, hucrelerin ilagc direncliligi gelistrme mekanizmalarini aydinlatmaya
katkida bulunacak yeni bilgilere ulagiimasinin 6ntinu a¢gmigtir. Bu ¢alismalari yapabilmek igin

K562 I6semi hiicrelerinden RNA izolasyonu protokoll asagidaki sekilde optimize edilmistir.

RNA izolasyonu icin TRI Reagent (Sigma) protokolii uygulandi. Oncelikle T75 flasklarda
suspansiyon halinde bulunan K562 hicreleri falkon tuptne alindi ve 1000 rpm’de 5 dakika
santriflj edildi. TUpdeki supernatant atildi ve pelet Uzerine 1 mL TRl Reagent eklenip
karistinihp ependorf tipune tasindi ve oda sicakliginda 5 dakika bekletildi. Sonraki asamada
tipun igine 200 ul kloroform eklenip iyice calkaladiktan sonra 15 dakika buzun iginde
bekletildi ve daha sonra 15 dakika, 12000 rcf'de, 4°C‘de santrifilj edildi. Santriflijden sonra
tipte 3 tabaka meydana geldi. Ust tabakada RNA, ortada tabakada DNA ve alt tabakada
protein ve lipitler bulunmaktadir. Pipetle Usteki tabaka (RNA tabakasi) alinip baska tlpe
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aktarilip tzerine 500 pl isopropanol eklenip iyice karistirildiktan sonra 10 dakika oda
sicakliginda bekletildi ve 10 dakika, 12000 rcf'de, 4°C‘de santrifij edildi. TGpun dibinde pellet
olusumu goéruldid ve supernatant dokulip pellet Gzerine buzda bekletilen %75 etanolden
1000 pl koyulup 15 dakika, 12000 rcf'de, 4°C'de santrifij edildi. Sonraki asamada etanol
disari alinip RNA pelleti oda sicakhdinda 5-10 dakikaligina kurumaya birakildi. Kurutulan
RNA peleti ¢ozilmesi icin 50-100 pl RNase Free su koyulup 55°C’de 10-15 dakika bekletildi.
Elde edilen RNA’larin konsantrasyonu, Nanodrop olgimleri ile belirlendi (Tablo 15).
Nanodrop sonuglari RNA konsantrasyonlarini ve A260/280 degerlerini goéstermektedir.
A260/A280 degerlerinin 2'ye yakin olmasi RNA'nin saf ya da safa yakin oldugunu

gostermektedir.

Tablo 15. K562 hucrelerinden izole edilen RNA’larin konsantrasyon ve safliklari (NanoDrop
Olgum sonuglart).

Konsantrasyon (ng/uL) A260/A280

K562/S 2667.8 1.96
K562/100 IMA 1877.8 1.99
K562/300 IMA 1540.6 1.96
K562/500 IMA 1526.6 1.95
K562/1000 IMA 697.2 1.92
K562/100 Dox 1133.3 2.00
K562/300 Dox 1495.2 2.00
K562/500 Dox 824.7 1.98
K562/1000 Dox 1097.2 2.03

RNA'larin kalite durumlari agaroz jel elektroforezi yontemi ile gdsterildi. izole edilen RNA’lar
%Z2’'lik agaroz jelinde High Range RIBORuler RNA ladder solisyonu ile ayni anda, 80 voltta
60 dakika yudrutildi ve UV jel gorintileme sistemi ile analiz edildi (Sekil 66). Gerek
NanoDrop, gerekse agaroz jel elektroforezi sonuclari RNA’larin basarili bir sekilde, herhangi

bir kirlmaya ugramadan izole edilebildigini gostermektedir.
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Sekil 66. K562, K562/dox ve K562/ima hucrelerinden izole edilen RNA’larin kalite analizleri
icin agaroz jel elektroforezi ile ayristiriimasi.

Gercek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR):

izole edilen RNA’lardan sentezlenen cDNA'lar 1:50 oraninda niikleaz igermeyen su ile
seyreltiimigtir. cDNA’lar FastStart SYBR Green qPCR Master Mix ile (Roche, Almanya)
Rotor Gene Q (Qiagen, Almanya) cihazinda ¢ogaltiimig; gen ifadelerindeki degisimler 2AACt
yontemi ile analiz edilmistir. Asagida qPCR’da kullanilan MDR1 (P-gp, ABCB1) ve B-actin
(ATCB) primer ciftlerinin dizileri ve bu dizilerin alindid1 kaynaklar verilmektedir (Tablo 16).
Ayrica, hucre hatlarindaki MDR1 geninin ifadesinin belirlenmesi icin kullanilan malzemelerin

miktarlari ve reaksiyon kosullari Tablo 17°de verilmektedir.

Tablo 16. gPCR’de kullanilan primer ciftleri.

Primer Sekans 5' - 3' Amplikon Referans
boyutu (bp)

ABCB1 GGGAGCTTAACACCCGACTTA 154 Harward PrimerBank,
forward ID: 318037598¢c2
ABCB1 GCCAAAATCACAAGGGTTAGC

reverse TT

ATCB CCAACCGCGAGAAGATGA 97 Kaplan ve Gunduz
forward (2012)

ATCB CCAGAGGCGTACAGGGATAG

reverse
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Tablo 17. gRT-PCR reaksiyon kosullari.

Bilesenler MDR1 B-actin ‘
Master Mix 10 L 10 uL
Forward Primer 10 uM 0,2 uL 0,2 uL
Reverse Primer 10 uM 0,2 uL 0,2 uL
Su 5,6 uL 5,6 uL
cDNA 4 uL 4 uL
ilk Denaturasyon 95°C ; 10 dk 95°C ; 10 dk
Denaturasyon 95°C ;15s 95°C; 15s
Anneal Sicakligi 60°C :60 s 55°C:45s
Ekstensiyon Sicakhgi 72°C:60s 72°C: 45 s
Tekrar Sayisi 36 32

3.10 Parilen mikrokanallarin heparin ile kaplanarak biyo-uyumlulugunun saglanmasi

Geligtirilen mikrogiplerde parilen kanal yapisi kullaniimaktadir. Parilen biyouyumlu bir
malzeme olmasina ragmen, zamanla hidrofobik yapi kazanarak kanallarin ytuzey direncinin
artmasina yol agabilmektedir. Bu durum mikrokanalin akis dinamigni etkileyerek kanallarin
tikanmasina yol agmaktadir. Bunun yani sira, kan testleri sirasinda parilen mikrokanallarin
pihtilasmaya yol acabildigi bilinmektedir. Bu sorunu ¢6zmek igin, diger polimer bazl
biyosensorlerde veya vucut icine yerlegtirilen implantlarda siklikla kullanilan heparin kaplama

yonteminin parilen yuzeyler icin gelistiriimesine karar verilmigtir.

Heparin kanda dogal olarak bulunan ve kan damarlarinda pihtilasmayi (trombogenez)
engelleyen negatif yuklu bir karbonhidrattir (glikozaminoglikan). Heparin, kanda anti-trombin
molekiline baglanarak trombini inaktive eder ve bodylece pihtilasma mekanizmasini

durdurur.

Heparin kaplama biyomedikal implantlarda siklikla kullanilan bir metottur. Poliiratan (PU)
polymetilmetakrilat (PMMA), polydimetilsiloksan (PDMS) gibi malzemelerin ylzeylerinin
heparin ile kaplanmasina yonelik metotlar literatirde mevcuttur. Ancak, parilen yuzeylerin
heparin kaplanmasina yonelik literatir bilgisine rastlanmamistir. Bu nedenle, literatlrdeki
parilen ylizey modifikasyonu ve farkli yizeyler icin heparin kaplama metodlari incelenerek
derlenmis ve asagidaki protokol hazirlanmistir. Oncelikle hazirlanan diiz ylzeylerde daha

sonra da parilen mikrokanallarda bu protokol uygulanmistir.
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1. Parilen yuzeyler (1-20 um) O, plazmaya maruz birakilir (0.8 mbar, 50100 W, 1-5 dk).
Bu iglem parilen ylzeyinin hidrofilik ve fonksiyonel hale gelmesini saglamaktadir.

2. Plazma uygulamasinin hemen ardindan yizeye %30’luk akrilik asit (H,C=CHCOOH)
uygulanir ve kurumaya birakilir. Bu islem sonrasinda yuzey negatif yukli —COOH
aktif hale gelir.

3. Daha sonra yuzey 10 g/L EDC ((N-3-(dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimide
hydrochloride) igeren sitrat tamponu (0.2 M, pH 5.0) icinde 4 °C’de 2 saat bekletilir.
Bu iglem yuzeyde fonksiyonel amin gruplarinin olusmasini saglar. Alternatif olarak
yuzey APTES’e maruz birakilabilir, bu durumda da ylzeyde pozitif yOkld amin
fonksiyonel gruplari olugur.

4. Sitrat tamponu (0.2 M, pH 5.0) icinde hazirlanmis olan 1.25 g/L’lik heparin sollisyonu
ylizeye uygulanir ve 4 °C’de 24 saat bekletilir.

5. Yuzey dH,O ile yikanir ve oda sicakliginda, desikatér icinde kurumaya birakilir.

Bu protokolun uygulanmasina ait sonuglar “Bulgular” béliminde sunulmaktadir.
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4. BULGULAR
4.1 Hucrelerin Elektrorotasyon ile Dielektrik Karakterizasyonlari

Kanser hicrelerinin dielektroforez ile ayristirimasinda ayrisma frekanslarinin belirlenebilmesi
ve uygun DEF cipi tasarimlarinin yapilabilmesi igin hiicre modellemelerine ihtiya¢ vardir.
Bunun i¢in hucrelerin dielektrik 6zelliklerinin bilinmesi gerekmektedir. Literatirden derlenen
bilgilerin tutarsizligi nedeniyle, proje kapsaminda kullanacak hicrelerin daha guvenilir
yontemlerle dielektrik karakterizasyonlarinin yapilmasina karar verilmistir. Bun kapsamda
yapllan arastirmalar sonucunda en guvenilir yontemin ER oldugu anlasiimistir. Ancak
literatlirde var olan doértll elektrot yapisina sahip 2D (iki boyutlu) elektrot yapilari ile yapilan
ilk ER testlerinde, homojen bir elektrik alan kuvvetinin olusmadidi, ve 6lgimlerin degisken
sonuglar verdigi gézlenmistir. Bunun Uzerine, literatlrde ilk kez 3D elektrot yapilarina sahip
ER cipleri tasarlanmistir. Bu sayede dikey eksende, hicreleri icine alan homojen bir elektrik
alan saglanabilmis ve tekrarlanabilir sonuclar elde edilmistir. Farkl elektrot geometrilerinde
tasarlanan bu ¢iplerle detayli EEF ve ROT-T karakterizasyonlari yapilarak, en uygun elektrot
geometrisine karar verilmistir. EEF ve ROT-T karakterizasyonlarina yonelik galismalarin

detaylari Bolim 3.1.4’te verilmektedir.

Direncli ve hassas kanser hucrelerinin dielektrik karakterizasyonlari polinomik 3D elektrot
yapisina sahip ER c¢ipleri kullanilarak ile gergeklestiriimistir. Bunun icin, hicreler farkli
iletkenlikteki akiskanlar iginde, déngusel tork kuvvetine maruz birakiimis ve pik rotasyon
frekanslari belirlenmigtir. Bolim 2.3'de bahsedilen yaklasim ve Bolim 3.1’de bahsedilen

gereg ve yontemlerle hiicrelerin dielektrik karakteristikleri belirlenmistir.
4.1.1 Direngli ve Hassas K562 Hiicrelerinin Dielektrik Karakterizasyonu

K562 hucrelerinin pik rotasyon frekanslari, iletkenlikleri 1.16 ile 8.1 mS/m arasinda degisen
dort farkh akigkan iginde, 1kHz — 0.1 MHz araliginda sinus sinyal uygulanarak belirlenmigtir.
Sekil 67, 68 ve 69'da K562 hiicrelerinin sirasiyla hassas, doxorubicin direngli (0.1, 0.3 ve 0.5
pMM) ve imatinib direncgli (0.1, 0.3 ve 0.5 yM) hatlarinin dielektrik karakterizasyonlari igin
yapilan ER testlerinin sonuclar verilmektedir. Sekil 67-69 (a)da verilen grafigin x ve y
ekseninin kesisim noktalarindan K562 hucrelerinin hiicre zar kapasitansi (C,) ve total
efektif hicre zari iletkenlidi (Gy,) hesaplanmistir. Daha sonra, DC limit yaklagimi kullanilarak
(Bolum 2.3) sitoplazmik 6ziletkenlik degerlerine ulagiimigtir. Elde edilen degerler Tablo 18’de

verilmektedir.
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Sekil 67. Hassas K562 hucrelerinin ER testleri sirasinda
akigkanlarda frekansa bagli maksimum rotasyon hizi grafigi
akigkan iletkenligi ile bagintisini veren lineer grafik (b).
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Sekil 68. Doxorubicin direncli (0.1, 0.3 ve 0.5 uM) K562 hiicrelerinin ER testleri sirasinda
elde edilen pik rotasyon frekansinin akigkan iletkenligi ile bagintisini veren lineer grafik (a) ve
farkl iletkenlikteki akiskanlarda frekansa bagli maksimum rotasyon hizi grafikleri (b-d).
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Sekil 69. Imatinib direngli (0.2, 0.3 ve 0.5 uM) K562 hucrelerinin ER testleri sirasinda elde
edilen pik rotasyon frekansinin akiskan iletkenligi ile bagintisini veren lineer grafik (a) ve
farkl iletkenlikteki akiskanlarda frekansa bagl maksimum rotasyon hizi grafikleri (b-d).

Tablo 18. K562 hucrelerinin hassas ve ilag (Doxorubicin ve Imatinib) direncliligi gelistirmis
hatlarinin ER yéntemi le belirlenmis dielektrik 6zellikleri.

| Hiicre hatti

Dielektrik
ozellik

Hiicre zari
kapasitansi
[m Fm'z]

Etken hiicre
zari iletkenligi
[Sm*?]

Hiicre zari
elektriksel

gecirgenligi

Sitoplazmik
oziletkenlik
[Sm™]

Hiuicre yarigapi

[um]

Hassas DOX-0.1 | DOX-0.3  DOX-05 IMA-0.2 | IMA03 | IMA-05
K562 [uM] [uM] [uM] [uM] [uM] [uM]
999+14 | 12204215 | 11.0241.93 | 8704171 | 1563£3.02 | 9194152 | 8.1041.69
336173 | 1810414 | 1895460 | 1377422 | 205382 |450£20 | 11318
10.00%1,

I 13.89£3.21 | 12.45¢2.17 | 9.82¢1.93 | 17.66:3.41 | 10.38£2.59 | 9.15:2.81
0-3240 | 0141001 | 0.41200

08 14+0. 41£0.07 | 0.2610.04 | 0.60+0.10 | 0.27+0.10 | 0.78+0.19
61 6+1 61 6+1 6+1 6+1 6+1

Hicre zari, hucrelerin farkli cevresel streslere karsi ilk tepkilerinin olustugu, ve hicre igi

ikincil sinyal iletim mekanizmalarinin baslatildigi  boélgedir. Hicrelerin - canhligini

koruyabilmesinde hiicre zari butlinligu ve cevresel streslere karsi gelistirdigi direng 6énemli
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bir rol oynamaktadir. Kemoterapatik ilaglara karsi kanser hicrelerinin gelistirdigi diren¢ de
hucre zarinda yer alan ila¢c atim pompalarinin (P-gp, MRP1, BCRP gibi) agir1 ifadesi sonucu
olusmaktadir. Bu sayede hicre, sitoplazmik ila¢ konsantrasyonunu hizli bir sekilde
dusurerek, hudcrenin toksik ila¢ etkisinden kurtulmasini saglar. K562 hicrelerinde ilag
direngliligi P-gp’nin asiri ifadesi ile ortaya ¢cikmaktadir. P-gp ilag atim pompasi olmasinin yani
sira, hucre zarindaki Cl-kanallarinin da aktivitesini module etmektedir (Idriss vd., 2000; Assef
vd., 2005). Bu nedenle, direncli hiicrelerin dielektrik 6zellikleri farklilik géstermektedir. Ancak,
ilagc direncliligi seviyesindeki artisin hicre dielektrik 6zelliklerine nasil yansidigina dair

literaturde bir veri bulunmamaktadir.

Bu proje kapsaminda, ER testleri ile elde edilen sonugclar, hassas ve dlsuk ilag direncligi (0.1
-0.2 uM) gelistirmis hiicre hatlari arasinda sitoplazmik 6z iletkenligi ciddi miktarda degistigini
gostermektedir. Ancak, ilag direnclilik seviyesi ile sitoplazmik oziletkenlik arasinda lineer bir
baginti bulunmadigi gézlenmistir. Dasuk ilag direncliligine sahip hucre hatlarinda, hicre zari
kapasitansi ve etken hilicre zari iletkenligi hassas hlicrelere goére daha fazla iken, ilag
direnclilii fazla olan hicre hatlarinda, hassas hicrelerle yakin dielektrik 6zellikler
belirlenmistir. Bu sonuglar, disik ve yuksek ilag direngliligi gelistiren hicrelerin, bunu farkh
mekanizmalar kullanarak sagladiklarini gosteriyor olabilir. Bunu anlayabilmek igin, P-gp ve
CI" kanali ifadeleri gibi daha detayli molekiler analizler yapilmalidir. Sonuglar ayrica, IMA ve
DOX direngliligi gelistirmis hicrelerin etken hlicre zarin iletkenligindeki degisimlerin de farkh
oldugunu goéstermektedir. K562/IMA hcreleri dusik ilag direncliligi seviyesinde hiicre zari
iletkenliginde hizli bir artis gostermekte, ila¢ direnclilik seviyesi artinca iletkenlik hizli bir
sekilde hassas hicrelerdeki seviyeye dismektedir. K562/DOX hcrelerinde ile hlcre zari
iletkenligindeki artis yiksek ilag konsantrasyonlarinda da blytk o6lcide korunmaktadir. Her
ne kadar IMA ve DOX ilag direngliligi benzer mekanizmalar ile olusmakta ise de, sebep
olduklari hlicre zari protein ifadesi artigi ve dolayisiyla hucre zari iletkenligindeki degisim
farkllik gosterebilmektedir. Ote yandan, yapilan calismada hem DOX hem de IMA direnglilii
gelistirmis K562 hucrelerinin sitoplazmik iletkenlik ile ilag direncliligi seviyesi degisimleri
arasinda her hangi bir iligki gozlenememistir. ER analizleri sonucunda elde edilen dielektrik
Ozelliklere bagli olarak DEF spektrumu olusturulmus, ve bu hucrelerin dielektroforetik

yontemlerle birbirinden ayristirilabilecegi gosterilmigtir (Sekil 70).
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Sekil 70. ER testleri sonucunda elde edilen dielektrik 6zellikler kullanilarak hassas ve direngli
K562 hucrelerinin MATLAB simulasyonu ile olusturulmus DEF spektrumu. (Akiskan iletkenligi
=1 mS/m, elektriksel gecirgenlik = 78).

4.1.2 Direngli ve Hassas MCF-7 Hucrelerinin Dielektrik Karakterizasyonu

MCF-7 meme kanseri hucrelerinin hassas ve doxorubicin direngli (1 yM) hatlarinin pik
rotasyon frekanslari iletkenlikleri 1.98 ile 8.34 mS/m araliginda degisen dort akiskan iginde, 1
kHz ile 0.1 MHz araliginda sinUs sinyal uygulanarak elde edilmistir. Hicrelerin farkli
iletkenlikteki akiskanlarda frekansa bagh rotasyon hizlari ve pik rotasyon hizlarinin akigkan
iletkenligi ile bagintisi Sekil 71'de, bu sonuclardan elde edilen hicre dielektrik 6zellikleri
Tablo 19'da verilmektedir.

Tablo 19. MCF-7 hucrelerinin hassas ve ilag (Doxorubicin) direngliligi geligtirmis hatlarinin
ER ydntemi le belirlenmis dielektrik dzellikleri.

' Hiicre hatti
Dielektrik 6zellik MCF-7 MCF-7/DOX-1 [uM]

Hiicre zar kapasitansi [mFm™] ‘ 9.92+0.29 11.76+1.56

Etken hiicre zan iletkenligi [Sm™] ‘ 25312 387150

Sitoplazmik 6ziletkenlik [Sm™] ‘ 0.50+0 .03 0.431£0.05

Hiicre yarigapi [um] 101 101
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Sekil 71. Doxorubicin direngli (1 uM) MCF-7 hucrelerinin ER testleri sirasinda elde edilen pik
rotasyon frekansinin akigkan iletkenligi ile bagintisini veren lineer grafik (a) ve farkl
iletkenlikteki akiskanlarda frekansa bagh maksimum rotasyon hizi grafikleri (b-c).

4.2 Hiicre Modelleme

Tdm MATLAB simulasyonlari yapilirken, testlerde kullanilacak siviya uygun olarak, kanal
icindeki sivinin dziletkenligi 2.5 mS/m ve gecirgenlik katsayisi 78 olarak alinmistir. Ayrica
Bolum 3.2°de belirtildigi gibi, “Function” 6zelligi kullanilarak kod modul haline getirilmis ve tek
satirhk bir kod ile ¢gagrilarak, girilecek her girdiye karsilik Re(fcyv)-frekans grafigi olusturabilir
hale getirilmigtir.

Kan ve kanser hicrelerinin Esitlik 11 ve 12 kullanilarak modellenmesi sonucu elde edilen
MATLAB simulasyonu Sekil 72’de gosterilmektedir. Hucrelerin ayristiriimasi icin frekanslar,
asagidaki MATLAB grafigindeki degerlere bakilarak belirlenmistir. 5 kHz'ten dusuk
frekanslarda tum hicreler nDEF ile itiimekte, 26.3 kHz'de de kanser hicreleri (hem ilaca

duyarli hem de CiD gelistirmis) pDEF ile gekilmektedir.
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Sekil 72. 10 mS/m iletkenlige sahip sivi iginde hlcreler icin Re(fcw)- frekans grafigi.

2. DEF alaninda ise CiD gelistirmis hiicreler ilaca duyarli olanlardan ayrilaca@ icin ¢alisma
frekansi degisiklik gostermektedir. Sekil 73'teki MATLAB simulasyonlarina gore K562 |6semi
hicreleri igin bu deger 48.64 MHz, MCF7 gogdus kanseri hicreleri igin ise 47.97 MHz olarak

belirlenmistir.
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Sekil 73. Hicre sitoplazmik iletkenligi ve hiicre zari gecirgenlik katsayisi degiskenlerinin
ortalama degerleri alinarak K562 (solda-mavi)-K562AR (solda-kirmizi) ve MCF-7 (sagda-
yesil)-MCF7/dox (sagda-pembe) hicreleri igin olusturulmus Re(fCM)-frekans grafigi ve
ayrisma frekanslari (48.64 ve 47.97 MHz).
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4.3 Birinci Nesil DEF Cipleri

Proje kapsaminda her iki DEF alani icin similasyon ve deneysel sonuglara bagh olarak lg¢
farkh nesil DEF cipi tasarimi gelistirilmistir. Bu ciplerden elde edilen bulgular asagida

Ozetlenmektedir.
4.3.1 Kan Hiicrelerinin Kanser Hiicrelerinden Ayristiriimasi

Kan hicrelerini kanser hicrelerinden ayiracak olan birinci nesil DEF giplerinde, yuksek bir
pDEP kuvveti sadlayabilmek icin G¢ boyutlu elektrotlarin arasina serbest elektrotlar
yerlestiriimis, bu elektrotlar arasindaki uzaklik da DEF kuvvetini yiksek tutmak igin 10 um
olarak belirlenmistir. Ancak, t¢ boyutlu elektrotlarin tretiminde kullanilan Cu elektrokaplama
asamasinda, serbest elektrotlarin birbirine yapistigi goézlenmistir. Bu nedenle yeterli DEF
kuvveti olusturulamamis ve bu ciplerle biyolojik testler gergeklestiriiememistir. Bunun yani
sira, uretim asamasinda Bolim 3.3.1°de bahsedilen cesitli zorluklarla karsilasiimis ve

tasarimda degisiklige gidilmigtir.
4.3.2 Direngli ve Hassas Kanser Hiicrelerinin Ayrigtiriimasi

Birinci nesil DEF c¢iplerinde 3 boyutlu elektrot kavraminin c¢alistiginin ispatlanmasi igin
oncelikle calisiimasi daha kolay olan maya hucreleri ile testler yapilmistir. Test dncesi

hazirliklar Bélim 3.4.2'de agiklanmistir.

Yaplilan testler sonucunda DEF kuvveti etkisi altina girmis canli maya hlcrelerinin gostermesi
gereken pearl chain (Sekil 74) yapilarinin DEF alaninda olustugu gézlemlenmistir. Oli maya
hicreleri ise kilcal (kapiler) akis ile ¢ikisa dogru gitmiglerdir. Bu testler sirasinda 16 V,, voltaj
kullanilmigtir. Ayrica uygulanan  voltajin kapatilip agilmasi ile yakalanan canli maya
hicrelerinin manipule edilebilecedi de goésterilmistir. Sekil 75’te ilk olarak uygulana voltaj
sayesinde yakalanmis 4 canli maya hucresinin olusturdugu zincir gorulmektedir. Ardindan
voltaj kesilmis ve bu 4 hiicreden 2’si koparak akis ile saga dogru hareket etmeye baslamistir.
Sonrasinda voltaj tekrar uygulanmig ve bu 2 hucre elektrota baska bir bdlgesinden tekrar

hapsolmustur.
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Hapsedilmis canh maya
Canh maya hiicreleri Kisa elektrotlar  hiicreleri (pear! chain

A M vapisinda)

v

o e ; Uzun elektrot
Olii maya hiicreleri

DEF alan: girisinde DEF alaninda canhi
karisik haldeki canli ve maya hiicrelerinin
olii maya hiicreleri hapsedilmesi

Sekil 74. Canli ve 6li maya hucreleri ile yapilan testler sonucunda birinci nesil DEF
ciplerinde hicre ayristirmanin gerceklesebildigi gosterilmektedir. Kanal girisinde canh ve 6lu
maya hucreleri karisik halde iken, DEF alaninda sadece canli maya hiicrelerinin bulundugu,
Ol hacrelerin akis kuvveti ile kanal disina ¢iktigi gézlenmistir. Canl maya hucrelerinin DEF
kuvveti etkisiyle elektrotlara dogru cekilerek “pearl chain” yapisini olusturdugu gorilmektedir.

Kisa elektrotlar — Kapiler akis yonii

Uzun elektrot
=0s t=1s t=4s t=5s
(voltaj kapali) (voltaj acik) (voltaj agik)

{voltaj acik)

Sekil 75. Voltajin uygulanip kesilmesi ile manipule edilen maya hicreleri.

Bu testler sonucunca dielektrik 6zellikleri farkli, boyutlari birbirine yakin htcrelerin farkli DEF
tepkisi gosterdikleri ve tasarlanan ciplerle ayristirilabilecekleri kanitlanmistir. Fakat testler
sirasinda basin¢g surimld sivi ile test yapildiginda 2 farkh basingh sivi siren cihaz

kullanilacagindan bu iki cihazin uyumlu c¢alismasinin Ozellikle dielektrik 6zellik temelli
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ayristirmalarda sorun c¢ikaracagd: fark edilmigtir. Ayrica, bu DEF alani 2. DEF alani
olacagindan 1. DEF alanindan gelen siviya basing surimli baska bir sivi ile mudahale
etmek test asamasini karmagiklastirarak hata orani yuksek hale getirmektedir. Bundan
dolayi, ikinci DEF alani i¢in, sivi ydnlendirmesini pasif olarak kanal icinde yapabilecek, ikinci

nesil tasarim yapiimistir.

4.4 ikinci Nesil DEF Gipleri

4.4.1 Kan Hiicrelerinin Kanser Hiicrelerinden Ayristiriimasi

Bolim 3.4.1’de de bahsedildigi gibi ikinci nesil DEF cipleri ardisik iki DEF elektrot
bdlgesinden olusmaktadir. Bu tasarimda, U¢ boyutlu elektrotlar yerine, Uretimi daha basit
olan duzlemsel elektrotlar kullaniimistir. Duzlemsel elektrot kullanildiginda, tim hucrelerin
DEF kuvvetine maruz kalabilmesi icin kanal yUksekliginin hidcre boyutu ile sinirlanmasi
gerekir. Ote yandan, kanal genisligi arttirilarak (parilen ¢cokme limitine kadar, yaklasik 1000
um) akis hizi (throughput) arttirilabilir. ikinci nesil tasarimda, hiicrelerin nDEF kuvvetine
maruz birakilarak akis sirasinda yonlendirilmesi, béylelikle eritrositlerin orta ¢ikis kanalindan,
kanser hicrelerinin ise yan c¢ikis kanallarindan cikarak ayristiriimasi hedeflenmistir. Giris
yolundan verilen eritrosit ve K562 kanser hucreleri karigimi ilk olarak birincil elektrot
bdlgesine ulasacak ve burada tim hlcreler “Bulgular’ boliminde acgiklanan MATLAB
simllasyon sonucundan (Sekil 72) secilen 5 kHz frekansa gére ana kanalin yan duvarlarina
dogru yoénelecek ve ikincil elektrot bdlgesine hicreler iki kanaldan verilmis gibi
ulagacaklardir. Ikincil elektrot bdlgesinde elektrotlarin frekanslari, 26.3 kHz olarak
uygulanacak ve hicreler ayni MATLAB similasyonuna gdére farkli tepkiler olusturacaklardir.
Eritrositler bu frekans degerinde negatif dielektroforetik 6zellik gérip, elektrot geometrisi
boyunca ilerleyerek orta c¢ikis kanalina yodneleceklerdir. K562 kanser hicreleri ise bu
frekansta dielektroforetik alan etkisi altinda kalmadan normal akislarina devam ederek, Ust

ve alt ¢ikis kanallarina yoneleceklerdir.

Belirlenen bu frekanslara gore uretilmis olan ikinci nesil DEF giplerinin eritrositler ve K562
kanser hucreleri ile elde edilen test sonuglari, sirasiyla Sekil 76’da ve Sekil 77°de verilmistir.
Mikroskobun gérintu alani (field of view) sinirlamasindan dolayi, sadece birinci elektrot
bolgesinde gerceklesen yonlendirmeler gosterilmektedir. Eritrositler igin yapilan testler,
eritrositlerin normal 1sik altinda opak olmalarindan dolayi filtre kullanilmadan gergeklestiriimis
olup, 5 kHz ve 26.3 kHz frekanslarinda yonlendirilen hilcreler isaretlenerek gdsterilmektedir.
Eritrositlerin  mikrokanal icindeki hareketleri kime halinde olduklarinda rahatca

g6zlemlenmektedir. nDEP frekanslari sisteme uygulanirken kanal igindeki akis hizi yavas
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oldugundan hdcrelerin yogun olmalarina ragmen toplu sekilde gézlemlenememelerine neden

olmustur.

K562 kanser hiicreleri igin yapilan testlerde, goérintileme yesil floresan isik altinda yapilmis
olup, mikrokanal icindeki akigin eritrositlerde oldugu gibi yavas olmasindan kaynaklanan

kume halinde hicre hareketi yerine hucrelerin yonelimleri ayri ayri gézlemlenmisgtir.

H F

t=0s t=0.55 t=1s 1=1.55 t=25

Sekil 76. Sabit gerilim (20 V) ve akis hizi (0.2 pl/dk) altinda eritrositler. (a) 5 kHz, (b)
26.3kHz.

R

Yonlenan

K562 kanser Hutreler

-hilerefar]

Ak

K362 kanser
hiicres!

Hilera

Akis ¥onlenmes Yok

t=0s t=0.55 t=1s t=1.5s t=2s

Sekil 77. Sabit gerilim (20 V,,) ve akig hizi (0.2 pl/dk) altinda K562 kanser hucreleri (a) 5 kHz
(b) 26.3 kHz.
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Testlerin devaminda nDEF frekanslari olan kHz seviyelerinden (5 — 26.3 kHz) pDEF
frekanslar olan MHz seviyelerine (1 -10 MHz) gegis yapilarak elektrotlar Uzerindeki hicre
hapsoluslari incelenmistir. Sonuglar Sekil 78’de ve Sekil 79'da verilmistir. Eritrositler ve K562
kanser hucreleri Uzerinde yapilan pDEP testlerinde, hiicrelerin elektrotlar Gzerine tutunarak
hapsolduklari agikga goérllmektedir. Elektrotlar Gzerindeki hapsolus miktarlari kullanilan
hdcre konsantrasyonuna goére degismektedir. Testler sirasinda kanal iclerinde bazi
bdlgelerde, kullanilan mikrosiringadan gelen hava kabarciklari tespit edilmistir. Bu hava

kabarciklari elektrotlarin  ¢evresinde kaldiklarinda, hiicre akislarini  bozmaktadirlar.

TN
. Eritrosit
' klimelenmesi

t=48s

Sekil 78. Sabit gerilim (20 V,,) ve akis hizi (10 pl/dk) altinda eritrositler — 10MHz.

t=4s t=6s t=8z

Sekil 79. Sabit gerilim (20 V,) ve akis hizi (10 pl/dk) altinda K562 kanser hicreleri — 10MHz.

K552
kanser, hiicreleri
hapeolus baglangso

t=0s t=2s

Elektrotlar boyunca
hilcre hapsalusy

t=10% t=12s

Yapilan testler sonucunda, pDEF frekanslarinda htcrelerin daha iyi ydnlendirilebildigi
gOzlenmistir. Tablo 20, farkli akis hizlarinda her iki elektrot bélgesinde pDEF veya nDEF
kuvvetinin olusup olusmadigini géstermektedir. Buna goére, nDEF kuvveti, 1 pl/dk ve Uzeri
akiglarda etkisiz hale gelirken, pDEF kuvveti 20 pl/dk’ya kadar etkili olabilmektedir.
Dolayisiyla nDEF kuvveti, bu sistemde yuksek akig hizlarinda ayrigmayi saglayabilmek icin
yeterli degildir.
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Tablo 20. Eritrosit ve K562 hiicrelerinin farkli akis hizlarindaki nDEF veya pDEF kuvvetinden
etkilenme durumlari.

Hiicre Cesidi Hiicre Uygulanan
Konsantrasyonu DEF
(hiicre/ml)
Eritrositler nDEP + +
pDEP + + + + + +
K562 Kanser 1x10° nDEP + + - - - -
Hucreleri pDEP + + + + + +

Ayrica, ikinci nesil tasarimlarda, elektrotlarin agik olan ug bolgelerinde DEF alaninin etkisinin
dusmesiyle hucre kagislari gozlenmistir. Bu sonuglar, duzlemsel elektrotlar kullanilarak pDEP
ile hucreleri elektrotlar Uzerinde kaydirmak suretiyle yonlendirme yapilabilecegini
gostermektedir. Bu sonuclar dogrultusunda tasarimlar revize edilerek tglnclu nesil cipler
gelistirilmistir.

4.4.2 Direngli ve Hassas Kanser Hiicrelerinin Ayrigtiriimasi

Uretilen ikinci nesil gipler CID gelistirmis K562 I6semi ve MCF7 meme kanseri hiicreleri

kullanilarak test edilmistir. Asagida bu iki hiicre hatti ile alinan test sonuglari sunulmaktadir.

K562 I6semi hiicreleri ile yapilan testler ve sonuclari:

Bolum 4.2’de belirtildigi Uzere, hiicre modellemeleri sonucu direngsiz K562 hucrelerinin sifir
DEF kuvveti gérdugu frekans 48.64 MHz olarak belirlenmistir. Doxorubicin direnci gelistirmis
K562 |6semi hucrelerinin bu frekansta pozitif DEF kuvveti ile elektrotlara dogru cekilip
yakalanmasi gerekmektedir. Imatinib direnci gelistirmis K562 hicrelerinin de ayni frekansta
benzer tepkiyi vermesi beklenmektedir, ¢unkl, hdcrelerin imatinib ve doxorubicin direnci
gelistirme mekanizmalari aynidir. Iki tip ilaca karsi da direng P-glycoproteinin (P-gp) yiksek
miktarli ekspresyonu sonucu olusmaktadir. ilk test sonuglari her iki hiicre tipinin de 48.64
MHZz'de elektrotlarda hapsoldugunu, direngsiz hicrelerin ise siringa pompasi ile surtlen sivi
ile cikisa dogru aktigini gdstererek imatinib direncli hiicreler ile doxorubicin direngli olanlarin
benzer dielektrik 6zellik gosterdigi varsayimini dogrulamistir. Sekil 80’de elektrotlar Gzerinde
yakalanmis imatinib (A) ve doxorubicin (B) direngli hicreler gorilmektedir. TUm deneylerde
48.64 MHz frekans ve 9 V., buyukliginde voltaj uygulanmistir. Sivi akig hizi 10 pl/dk’dir.
Sekil 81 ayni deney kosullari altinda sifir DEF kuvveti gérdugu icin yakalanmayip akis ile
¢ikisa yonelen direngsiz K562 hicrelerinin kanal igindeki yolunu gdstermektedir. Bu testler
sayesinde ayni deney kosullari altinda direngli ve direngsiz hicrelerin DEF kuvvetine karsi

farkl tepkiler verdigi gosterilerek, bu iki tip hticrenin DEF ile ayristirilabilecegi kanitlanmistir.
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Elektrot
dizis Yakalanan

hiicreler

t=0s t=72s t=9.3s t=12.6s

t=0s t=8.79 s t=10.41s t=12s

Sekil 80. imatinib (A) ve Doxorubicin (B) direngli K562 I6semi hiicrelerinin 48.64 MHz
frekans ve 9 V,,'te elektrotlarda yakalanmasi. Akis hizi = 10 pl/dk.

Elektrot dizis

Hava
kabarcigi

S1y1 akis yonu

Elektrot dizis

Sekil 81. 48.64 MHz frekans ve 9 Vy,'te, 10 pl/dk akig hizi ile gelen direngsiz K562
hucrelerinin kanal igcindeki yolu.

Ayrica imatinib direncli K562 hicreleri kullanilarak ikinci nesil ¢iplerin performans analizleri
yapilmistir. Yapilan cip performans testleri 6.25x10° hiicre/ml konsantrasyonlu hiicrelerin
minimum 5 V,,'e kadar yakalanabildigini gostermistir. Sekil 82 farkli voltajlarda yakalanmig
imatinib direncli hucreleri gostermektedir. Test sonuglarina gore 20 V,, voltajda hucreler
yakalanmaktadir. Fakat bu voltaj degerinde parilenin elektrik alana karsi dayanikliligi

yetmemekte ve hicreler patlayarak dlmektedirler.

Voltaj performans analizlerinin ardindan akis hizi performans analizleri de yapiimistir. Bu
testler icin Tablo 21'de gériilen farkli akis hizlari 2 farkl (6.25x10° ve 3x x10° hiicre/ml) hiicre
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konsantrasyonu icin denenmistir. Test sonuglarina goére 20 pl/dk hizda dahi hicre

yakalanmasi gdértulmektedir.

V=12V, V=9V, V=5V,
Sekil 82. Farkl voltajlarda yakalanan imatinib direncli K562 I6semi hiicreleri (f=48.64 MHz,
akis hizi=10 pl/dk) (videol).

Tablo 21. ikinci nesil ¢iplerinin farkli konsantrasyonlarda ve farkli akis hizlarinda hiicre
yakalama performansi analiz sonuglari (f=48.64 MHz, voltaj=15 V).

Konsantrasyon Akis Hizi (pl/dk)

1 3 6.67 10 20
6.25x10" hiicre/ml + + + + n
3x10° hiicre/ml + + + - -

Ayristirma testlerinde, direngsiz ve imatinib direngli K562 hicreleri ayni anda kanal igine
verileceginden ikisinin farkli renklerde boyanmasi ve bir boyanin goérilebildigi dalga boyunda
digerinin gorilemez olmasi gerekmektedir. Bu sayede 2 farkh filtre kullanilarak, 2 farkl
renkteki hicre ayirt edilebilmektedir. Bu sebeplerle ve tum sitoplazmay boyayarak hicrelerin
gorulmesini kolaylastirdiklari i¢cin “cell tracker red” (kirmizi renk) ve “FDA” (yesil renk)
boyalari kullaniimigtir. Testler sirasinda direngli K562 hticrelerinin gérintilenmesi igin 31002
TRITC (Chroma) filtresi kullaniimistir. Direngsiz K562 hucreleri ise GFP filtresi ile
goruntulenmiglerdir. Ancak, testler sirasinda kullanilan Evolve 128 yuksek hizli florasan
goérintileme yapabilen kamera monokromatiktir. Bu sebeple alinan goérintller islenerek
“false coloring” metodu ile renklendirilmis ve analizler igslenmis goéruntuler Uzerinden

yapilmigtir.

Optimize edilmis deney kosullari altinda (akis hizi = 10 pl/dk, voltaj = 9 V,,, K562
hicrelerinin direngli ve direngsiz hiicre hatlari farkli konsantrasyonlarda karisgtirilarak, giplerin
spesifik hiicre yakalamadaki etkinligi test edilmistir. Bunun igin, 2.5x10° hiicre/ml direncli
hiicre ile 2.5x10° hiicre/ml direngsiz hiicre (100 kati) kullanilarak tekrarli testler yapilmistir.
Sekil 83 bu testler sirasinda alinan imajlarn gostermektedir. Sekil 83'te, 31002 TRITC

(Chroma) filtresi ile alinan imajlar kirmizi skala ile, GFP filtresi ile alinanlar ise yesil skala ile
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renklendirilmiglerdir. Sekil 83(A)da gorulen hucreler hidcre karigimindan DEF  kuvveti
sayesinde, 6.67 pl/dk akis hizi altinda, hapsedilen imatinib direngli K562 hcreleri, $ekil
83(B)’dekiler ise doxorubicin direngli K562 hicreleridir. Sekil 83(C), ¢iplerin akis hizi
performansini belirlemek igin 10 pl/dk akis hizi altinda da imatinib direncli K562 hicrelerinin
ilaca duyarli olanlardan ayrilabildigini géstermektedir. Ayrica, Sekil 83(A) ve 83(C) denge
durumu sureleri de (45s ve 30 s) akis hizlari ile tutarhlik gostermektedir. Sekil 83(D)’deki
imajlar, kanala sadece ilaca duyarl hicrelerin verildigi testlerin sonuglarini géstermektedir.
Bu sonucglara goére ilk 12 s, ilaca duyarh hicreler elektrotlarda tutunmazken; 19-25 s
araliklarinda hidrodinamik olarak elektrot Ustliinde tutuklanmis olan ilaca duyarli hicreler
gorulmektedir. Fakat, denge durumuna gelindiginde (45 s), kanal iginde herhangi bir ilaca

duyarli htcre kalmamistir.

el g ted5g

1= 4

Liywar ierig dlikirolla
.
.

i1ald 5 el 4 =43 tadS &

t=ld s
Liyaibimeg ebiktrollar

=
) - .
Hiauoleiy B dinikt Dmge dupiumunda, Lach

HapEsimug e duyhl damyerly Fcrelerin
Fidtiwlaf whektrotl@rdan ourfulmad

Sekil 83. Direngsiz ve imatinib (A)- doxorubixin (B) direncli K562 hcrelerinin 2.nesil DEF
cipleri kullanilarak 6.67 pl/dk akis hizinda 9 V,, voltaj kullanilarak ayristiriimasi (f = 48.64
MHz). Kirmizi ile renklendirilmis imajlarda hapsolmus halde gérulen hucreler, 31002 TRITC
(Chroma) filtresi ile goruntilenmis “cell tracker red” isimli boya ile kirmizi renge boyanmis
direngli K562 hicreleridir. Yesil renklendiriimis imajlar GFP filtresi altinda alinmis
gorintilerdir. Direngsiz K562 hiicreleri hapsolmadigindan bu imajlarda herhangi bir hiicre
gorulmemektedir. (C) Direngsiz ve imatinib direngli K562 hicrelerinin 2.nesil DEF giplerinin
akis hizi performansinin belirlenmesi amaciyla 10 pl/dk akig hizinda 9 V, voltaj kullanilarak
ayristirlmasi (f = 48.64 MHz). (D) 48.64 MHz ve 6.67 pl/dk akis hizinda ilaca duyarli
hicrelerin kanal igindeki davraniglari. 45 s’lik denge durumuna gelindiginde kanalda ilaca
duyarli hiicre kalmamistir (video2).
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MCFE7 meme kanseri hiicreleri ile yapilan testler ve sonuclari:

Direngsiz ve doxorubicin direngli MCF7 hicreleri MATLAB’da modellenmis ve calisma
frekansi 47.97 MHz olarak belirlenmistir. Bu modelleme c¢ergevesinde belirlenen frekansta,
doxorubicin direngli MCF7 hiicreleri elektrotlar Gizerinde hapsolacak direngsiz olanlar ise DEF

kuvvetinden etkilenmeden c¢ikisa ydnlenecektir.

Optimum voltaj ve akis hizi degerlerini belirleyebilmek adina, farkl akis hizlarinda sabit voltaj
degerindeki hapsolma testleri sonuglari Sekil 84te sunulmaktadir. Ayrica Tablo 22 yapilan

tim voltaj ve akis hizi performans testlerinin sonuglarini 6zetlemektedir.

10 pl/dk 20 pl/dk

t=1s

Sekil 84. Sabit voltajda (20 V), farkh akis hizi (10 pl/dk (solda) ve 20 pl/dk (sagda)) altinda
hapsolan MCF7/dox1000 hticreleri.

Tablo 22. ikinci nesil DEF giplerinin, MCF7/dox1000 hiicrelerinin hapsolma testlerindeki
voltaj ve akis hizi performans sonuglarn (+, hicrelerin hapsedildigini; -,hucrelerin
hapsedilemedigini gostermektedir). Akis hizi performans testlerinde voltaj (20 V), voltaj
performans testlerinde akis hizi (5 pl/dk) sabittir.

Akis hizi (pl/dk) Voltaj (Vpp)
Konsantrasyon 1 3 6.67 10 20 7 12 15 20
(hticre/ml)
6.25x10° + + + + + + + + +
2.5x10° + + + + - + + + +

Ayni akig hizi ve voltaj degerlerinde direngsiz MCF7 hucreleri ile de testler yapimis ve
hapsolmadan ¢ikisa yonlendikleri goralmustir. Sekil 85’te hapsolmadan ¢ikisa yonlenen
direngsiz MCF7 hucrelerinin kanal igindeki yolu goértlmektedir. Bu testler sayesinde ayni
deney kosullari altinda direngli ve direngsiz MCF7 hcrelerinin DEF kuvvetine karsi farkh
tepkiler verdigi gosterilerek, bu iki tip hicrenin de K562 |6semi hucrelerinde oldugu gibi ikinci
nesil DEF cipleri ile ayristirilabilecedi ispatlanmigtir.
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Sekil 85. 47.97 MHz frekans ve 9 V,,de, 5 pl/dk akig hizi altinda kanala gelen direngsiz
MCF7 hucrelerinin kanal igindeki yolu.

Ayristirma testlerinde, direngsiz ve doxorubicin direngli MCF7 hucreleri de I6semi
hucrelerinin testlerinde oldugu ve yukarida anlatildigi gibi iki farklh renkte, sirasiyla yesil ve
kirmizi, boyanmistir. Boyanmadan 6nce I6semi hiicrelerinden farkli olarak, MCF7 hcreleri
yuzeye tutunan hicreler oldugundan éncelikle tripsin enzimi ile ylzey ve hlicre arasinda
olusan bagdlar kesilmistir. Ardindan, hicreler 1000 rpm’de 5 dakika santrifijlenerek

¢Oktlralmas ve iginde bulunduklari RPMI 1640 sollsyonu atiimistir.

Yukarida belirtildigi sekilde hazirlanan direngsiz ve doxorubicin direncgli MCF7 hlicre karigimi
mikro-siringa pompasi kullanilarak 2. nesil DEF ciplerine verilmistir. Sekil 86, surekli akis
altinda (5 pl/dk) test edilen DEF alaninin farkli zamanlarda alinmig imajlarini géstermektedir.
Sekilde gorildigu tzere MCF7/dox1000 hicreleri 5. saniyeden itibaren elektrotlar zerinde
hapsolmaya baglarken (kirmizi ile renklendiriimis imajlarda), konsantrasyonu 100 kat daha
fazla olmasina ragmen, tum direngsiz MCF7 hucreleri akigla birlikte c¢ikisa ydnlenmistir.
Yesil renklendiriimis imajlarda hapsolan herhangi bir hdcrenin goérilmemesi bunu

kanitlamaktadir.
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hapsolmus

t=0s t=5s t=10s t=49 s t=50s

Sekil 86. Direngsiz ve doxorubicin direngli MCF7 hicrelerinin ayristiriimasi sirasinda farkl
zamanlarda alinmis ve “false coloring” ile renklendirilmis imajlar (f = 47.97 MHz, voltaj = 9
Ve, akis hizi = 5 pl/dk). Kirmizi ile renklendirilmis imajlarda hapsolmus halde gorilen
hicreler, 31002 TRITC (Chroma) filtresi ile gérintilenmis, “cell tracker red” isimli boya ile
kirmizi renge boyanmis doxorubicin direncgli MCF7 hicreleridir. Yesil renklendirilmis imaijlar
GFP filtresi altinda alinmis goérintilerdir. Direngsiz MCF7 hiicreleri hapsolmadigindan bu
imajlarda herhangi bir hiicre gérilmemektedir (video3).

ikinci nesil DEF ciplerinde karsilasilan sorunlar ve cbéziimleri:

ikinci nesil DEF giplerinde V sekilli parilen engeller kullaniimistir. V seklin dogasi sebebi ile;
bu engellerin iki kolu arasinda bogluk bulunmaktadir. Bu durum, iceriye mikro akigkan
verildiginde havanin hapsolmasi ile hava kabarcigi olusumuna sebep olmaktadir. Hava
kabarcidi mikro akigkan sebebi ile hareket etmekte; kanalin tikanmasina sebep olabildigi
gibi, elektrotlarin Uzerini kapatarak ya da hapsolmus hucrelere hizla ¢arpip dagilimalarini
saglayarak DEF hassasiyetinin azalmasina ve akis rejiminin bozulmasina sebep olmaktadir.

Sekil 87°de hizla gelen hava kabarciginin hapsolan hiicrelere verdigi zarar gérilebilmektedir.

t=58.68 s t=58.76 s t=58.80 s t=58.88 s 1=58.96 s

Sekil 87. V sekilli engeller sebebi ile olusmus hava kabarcidinin hapsolan hicrelere zarar
vermesi.

Bu sorunun c¢6zimi icin damla sekilli engeller 6nerilmistir. Damla seklinde havanin
hapsolacagd! yer olmadigindan hava kabarcigi olusumunun engellenecegi én goérulmugstar.
Burada amag, V sekilli yerine damla sekilli engeller kullanarak, DEF hassasiyetini

dusurmeden hava kabarcigi olusumu engellenerek; pasif olarak hicreleri DEF alanina
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odaklamaktir. V sekilli engeller ile ayni boyutta ve ayni yerlere yerlestiriien damla sekilli
engeller ile similasyonlar yapilmis ve beklenildigi gibi DEF hassasiyetinde dists olmadigi
gosterilmistir.  Sekil 88'de yapilan similasyonlarin  sonuglari  karsilastirmali  olarak

g6rilmektedir.

Elektrotlar V sekilli engeller

]
| SEees s e

—

e P

Hapsolan hiicreler Damla sekilli engeller

Sekil 88. Farkli sekillerde engeller kullanilarak, imatinib direngli K562 hucrelerinin DEF
kuvveti ile elektrotlarda hapsedilmesi simulasyonlari: (A) V sekilli engeller, (B) Damla sekilli
engeller.

4.5 Ugiincii Nesil DEF Gipleri
4.5.1 Kan Hicrelerinin Kanser Hiicrelerinden Ayristiriimasi

Uglincli nesil DEF ciplerinde, ikinci nesilde karsilagilan problemleri agsmak Uzere iki farkli
DEF ¢ipi tasarimi gergeklestiriimistir. Hlcrelerin ayristiriimasi igin ikinci tasarimdaki
elektrotlar Gzerinde hicrelerin kayisindan yola cikilarak belirlenen pDEF frekans degerleri
Sekil 89’daki MATLAB grafiginden belirlenmistir.
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Sekil 89. 10 ms/m iletkenlige sahip sivi icinde hiicreler icin Re(f..) & frekans grafigi.

Uglincli nesil DEF cipleri icin gelistirilen iki farkli tasarimda kullanilan frekanslar degisiklik
géstermektedir. ilk tasarimda, ikinci nesil DEF ciplerin genel anlamda toprak hatli olani
geligtirildigi icin bu ¢iplerde hem ikinci nesil i¢in kullanilan nDEF frekanslari hem de yeni
belirlenen pDEF frekanslari kullanilabilmektedir. Testler yapilirken ilk olarak 5 kHz ve 26.3
kHz frekanslari denenmistir. Yeni olusturulan topraklama hatlarinin, sisteme uygulanan
frekanslarin karigmasini 6nledigi goézlemlenmigstir. Ancak, hicrelere uygulanan nDEF
kuvvetinin hucrelerin akis hizlarina goére dusik kalmasi nedeniyle ayni ciplerde yeni
belirlenen 1 MHz ve 51 MHz frekanslari denenmigtir. Birinci DEF bdlgesine uygulanan 1 MHz
frekansi tim hucrelerin elektrotlar Uzerinde kayarak kanal duvarlarina ydnlenmelerini
saglarken, ikinci DEF bdlgesine uygulanan 51 MHz frekansi ise eritrositleri pDEF etkisiyle
elektrotlardan kaydirarak ortaya toplamakta ve K562 kanser hucrelerinin yonlenmeden
devam etmelerini saglamaktadir. ikinci DEF bdlgesindeki hiicre hareketlerini gésteren
sonuglar Sekil 90’da paylasiimistir.
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ranleneneriirost

Sekil 90. Hucrelerin ikinci DEF bdlgesinde gordikleri 51 MHz frekansla hareketleri. (a)
Yénlenmeyen K562 kanser hicreleri ve (b) merkeze dogru yonlenen eritrositler.

ikinci tasarim, DEF etkisiyle ana kanal duvarlarina ydnlenen hiicrelerin duvardaki filtrelerden
gecip gegmemesi Uzerine tasarlandidi i¢in, Sekil 89’daki iki hiicre grubunun da pDEF alanini
en fazla hissedecegi 1 MHz frekansi uygulama frekansi olarak secilmis ve uygulanmistir.

Sonuglar Sekil 91°de verilmektedir.

t=0s t=3s5 t=ds

t=1s t=25
Sekil 91. Sabit Gerilim (20 V,,) ve Akis Hizi (16 pl/dk) altinda a) Eritrositler b) K562 Kanser
Hucreleri — 1 MHz (video4).

ikinci tasarim giplerde, eritrositler ve K562 kanser hiicrelerinin karisimi igin yapilan testler,
g6zlem kolayhgi agisindan iki hiicre grubu da farkh renkteki floresan boyalarla boyanarak

gercgeklestirilmigtir.  Eritrositler kirmizi floresan boya, K562 kanser hucreleri igin dnceki
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testlerde oldugu gibi yesil floresan boya kullanilarak isaretlenmistir. Eritrositlerin hicre
konsantrasyonlari 5 milyon hiicre/ml olarak hazirlanip uygulanirken, K562 kanser hticreleri 1
milyon hicre/ml olarak denenmistir. iki hiicre grubu da 1MHz frekans etkisiyle elektrotlar
uzerinden kayarak duvarlardaki filtrelere yonlendirilmis ve boyutlan filtrelerden gegmesine
engel olan K562 kanser hilcreleri ana kanal i¢inde kalarak yollarina devam etmigtir.
Eritrositler ise ayni filtrelere yodnlendikten sonra, kig¢lk boyutlari sayesinde yan kanallara
gecerek ve bir kismi filtrelerde tutunarak, ana kanaldaki eritrosit yogunlugunun dasurulmesi
saglanmistir. Bu ciplerde, eritrositlerin yan kanallara gegtikten sonra tekrar ana kanala
doénememeleri ve bu sayede K562 hicre grubunun hareketlerini engellememeleri 6nemli bir

avantaj saglamaktadir.

4.5.2 Direngli ve Hassas Kanser Hiicrelerinin Ayrigtiriimasi

V sekilli engellere sahip 2. nesil giplerinde optimize edilmis deney kosullari altinda (akig hizi
= 10 pl/dk, voltaj = 9 V), K562 hicrelerinin direngli ve direngsiz hucre hatlari farkli
konsantrasyonlarda karistirilarak, damla sekilli engellerle Uretilmis, elektrot agisindan V
sekilli engeller ile ayni Ozelliklere sahip ciplerin spesifik hiicre yakalamadaki etkinligi test
edilmistir. Bunun icin, 2.5x10% hiicre/ml direncli hiicre ile 2.5x10° hiicre/ml direngsiz hiicre
(100 kati) kullanilarak tekrarli testler yapilmistir. Sekil 92 bu testler sirasinda alinan imajlari
go6stermektedir. V sekilli engellere sahip 2. nesil giplerde oldugu gibi yesil imajlar ilaca duyarli
hiicrelere, kirmizi imajlar CID gelistirmis hiicrelere aittir. Toplam deney denge siiresi, akis
hizi 10 pl/dk oldugundan, 30 s’dir.

t=3s t=14s t=26s t=30s

Damla sekilli engeller
Ve S O

Uyarilmis elektrotlar

¥ ¥
O OO Denge durumunda, ilaca
Hapsolmus CID duyarl hiicrelerin

Akis yonu gelistirmis hiicreler elektrotlardan kurtulmasi

—_—

Sekil 92. Direngsiz ve doxorubicin direngli K562 hucrelerinin ayristirilmasi sirasinda farkli
zamanlarda alinmig ve “false coloring” ile renklendirilmis imajlar (f = 48.64 MHz, V = 9 Vpp,
flow rate = 10 pl/dk). Kirmizi ile renklendirilmis imajlarda hapsolmus halde gérulen hicreler,
31002 TRITC (Chroma) filtresi ile goéruntilenmis, “cell tracker red” isimli boya ile kirmizi
renge boyanmig doxorubicin direngli K562 hucreleridir. Yesil renklendiriimis imajlar GFP
filtresi altinda alinmis goérintilerdir. 30 s’lik denge durumuna gelindiginde kanalda ilaca
duyarli hdcre kalmamistir. Ayrica damla sekilli engeller kullanildigindan kanalda hava
kabarcigi olugumu gorulmemistir.

Damla sekilli engellere sahip cipler, V sekilli engellere sahip gipler ile ayni segicilige sahip
olup hava kabarcigi olusumunu tamamen ortadan kaldirmiglardir. Ayrica tasarim 4 olarak

gecen sivi akigini stabil hale getirmek icin tasarlanmig, lamine edilmis damla sekilli engelli
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cipler hava kabarcidi olusumunu engellememis aksine kdseli yapilar sebebi ile arttirmigtir.
Tasarim 2 100% segicilik i¢in tasarlanmistir; fakat, damla sekilli engeller kanal duvarina ¢ok
yakin oldugundan fazla konsantrasyonda hlcre igeren solisyonlarda kanal tikanmasi
engellenememistir. Bu test sonuglar ¢ergcevesinde; entegre sistemde tasarim 1 ve 3’Un

kullaniimasina karar verilmistir.

4.6 Entegre Sistem ile GiD gelistirmis kanser hiicrelerinin tespiti

Entegre edilmis sistem ile testlere baslanmis ve farkli hiicre gruplari ve tasarimlar icin farkl
deney kosullari olusturulmustur. Asagida kan hiicrelerinden CiD gelistirmis K562 ve MCF7

hlcrelerinin tespitini gosteren testler, parametreleri ve sonuglari ile sunulmaktadir.

K562 I6semi hiicreleri ile yapilan testler ve sonuclari:

Bu testler sirasinda 5x10° hiicre/ml konsantrasyona sahip kirmizi kan hiicresinden 1x10°
hicre/ml konsantrasyondaki K562 kanser hicresi ilk DEF alaninda ayristiriimis, ikinci DEF
alaninda ise CiD gelistirmis K562 hiicreleri hapsedilmistir. Gézlemleme amaci ile kirmizi kan
hiicreleri kirmizi renkte (cell tracker red), CiD gelistirmis K562 hiicreleri ise yesil renkte
(FDA) boyanmigtir. Testler sirasinda ikinci ve Uguncu nesil giplerin test edilmesi sirasinda
oldugu gibi iki gesit filtre ile kanalin ayni boélgesi incelenmis ardindan “false coloring” metotu
ile renklendirilmis imajlar Sekil 93’te sunulmustur. Bu imajlarda kirmizi renkli olanlar kirmizi
kan hicrelerinin gériilmesi gereken anlara, yesil renkli olanlar ise CiD gelistirmis K562
hucrelerinin gordlmesi gereken anlara aittir. 2. DEF alaninda kirmizi renkli imajlarda herhangi
bir hucre gorilmezken, vyesil imajlarda ayni alanlarda hapsolmus K562 hcreleri
gorilmektedir (Sekil 93A). Ayni anlarda 1. DEF alani incelendiginde kirmizi kan hicrelerinin

filtrelerde hapsoldugu goérulmektedir (Sekil 93B).

Bu testler ayni sekilde ilaca duyarli (FDA ile yesil renkte boyanmistir Jve CID gelistirmis K562
hiicreleri (cell tracker red ile kirmizi renkte boyanmigtir) karisimi ile de yapiimis olup; 1.DEF
alaninda, 1 MHz frekansta iki hicre gesidinin de, MATLAB modellemelerine uygun olarak,
filtrelerden kagmadan ylzeysel elektrotlar boyunca yodnlendidi goézlemlenirken, 2.DEF
alaninda ise, 48.64 MHz frekansta, ikinci ve Uguncl nesil DEF ciplerindeki sonugclar ile

uyumlu olarak herhangi bir ilaca duyarli K562 hicresi tutunumu goérdlmemigtir (Sekil 93C).
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Sekil 93. Entegre sistem kullanilarak kirmizi kan hiicreleri (5x10° hiicre/ml) ve K562 l6semi
hiicreleri (1x10° hiicre/ml) karisiminda CiD gelisiminin tespiti. (A) 2.DEF alani 1. bélgede
hapsolmus CID gelistirmis K562 hicreleri (FDA ile boyanmis ve GFP filtre ile
goruntulenmigtir). Ayni elektrot bolgelerine ayni anda kirmizi filtre ile bakildigindan herhangi
bir kirmizi kan hilcresi gbzlemlenmemigtir (voltaj = 18 V,, frekans = 48.64 MHz, akis hizi =
10 pl/dk). (B) Hapsolan CiD gelistirmis K562 hiicreleri gézlemlendigi anda 1.DEF alanina
bakildiginda kirmizi kan hicrelerinin 8 umflik filtrelerde elendigi gérilmektedir (voltaj = 20
Vpp, frekans = 1 MHz, akis hizi = 10 pl/dk). (C) Entegre sistemde yesil renk ile boyanan ilaca
duyarli ve kirmizi renk ile boyanan CID gelistirmis K562 hicrelerinin 1. ve 2. DEF
alanlarindaki hareketleri (voltaj = 20 V,,, frekanslar = 1 ve 48.64 MHz, akig hizi = 10 pl/dk).
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MCF7 meme kanseri hiicreleri ile yapilan testler ve sonuclari:

Bu testler sirasinda 5x10° hiicre/ml konsantrasyona sahip kirmizi kan hiicresinden 1x10°
hicre/ml konsantrasyondaki MCF7 kanser hiicresi ik DEF alaninda ayristirilmig, ikinci DEF
alaninda ise CID gelistirmis MCF7 hiicreleri hapsedilmistir. Gézlemleme amaci ile kirmizi
kan hicreleri kirmizi renkte (cell tracker red), CID gelistirmis MCF7 hiicreleri ise yesil renkte
(FDA) boyanmigtir. Testler sirasinda ikinci ve Uguncu nesil giplerin test edilmesi sirasinda
oldugu gibi iki gesit filtre ile kanalin ayni bolgesi incelenmis ardindan “false coloring” metotu
ile renklendirilmis imajlar Sekil 94’te sunulmustur. Bu imajlarda kirmizi renkli olanlar kirmizi
kan hiicrelerinin goériilmesi gereken anlara, yesil renkli olanlar ise CID gelistirmis MCF7
hlcrelerinin gorulmesi gereken anlara aittir. 2. DEF alaninda kirmizi renkli imajlarda herhangi
bir hicre gorilmezken, yesil imajlarda ayni alanlarda hapsolmus MCF7 hicreleri
gorulmektedir (Sekil 94A). Ayni anlarda 1. DEF alani incelendiginde kirmizi kan hicrelerinin

filtrelerde hapsoldugu goérilmektedir (Sekil 94B).

(A)

Damla sekilli engeller
OMFN © _~
‘ / \

Hapsolmus CiD gelistirmis Bos elektrotlar

| MCF7 hiicresi
2.DEF alani 1. bolge

2.DEF alani 2. bolge 2.DEF alani 1. bolge 2.DEF alani 2. bolge

(B)
1.DEF alani

— Filtrelerde hapsolmus

Akis yonii kirmizi kan hiicreleri

Sekil 94. Entegre sistem kullanilarak kirmizi kan hiicreleri (5x10° hiicre/ml) ve MCF7 gogiis
kanseri hiicreleri (1x10° hiicre/ml) karisiminda CID gelisiminin tespiti. (A) 2.DEF alani 1. ve
2. bolgede hapsolmus CiD gelistirmis MCF7 hiicreleri (FDA ile boyanmis ve GFP filtre ile
goruntulenmistir). Ayni elektrot boélgelerine ayni anda kirmizi filtre ile bakildigindan herhangi
bir kirmizi kan hucresi gozlemlenmemistir (voltaj = 20 V,, frekans = 47.97 MHz, akig hizi =5
ul/dk). (B) Hapsolan CID gelistirmis MCF7 hiicreleri gdzlemlendigi anda 1.DEF alanina
bakildiginda kirmizi kan hucrelerinin 8 uym'lik filtrelerde elendidi gorulmektedir (voltaj = 20
Vpp, frekans = 1 MHz, akig hizi = 5 pl/dk).

4.7 Hiicre Hatlarinda Direngliligin Gelistirilmesi

Proje kapsaminda K562 I6semi ve MCF-7 meme kanseri hlicrelerinin doxorubicin (0.1-1 pM)
ve imatinib (1 uM) direncli hatlari gelistirilmigtir. Hlicre hatlarinda direngliligin belirlenmesi

icin, dncelikle hicreler Trypan Blue ile boyanip mikroskop altinda canli ve 6l hicre sayilari
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belirlenmigtir. Daha sonra, XTT hlcre ¢odalma analizleri ve 1Cs, (hlcre proliferasyonu
inhibisyonunun %50’si olusturan ilag konsantrasyonu) testleri gerceklestirilmistir. [1Cs
degerleri ve direngli hiicrelerin duyarli hiicrelere gore kag kat direnglilik kazandigini gésteren

veriler Tablo 23’te verilmektedir.

Tablo 23. Doxorubicin direngliligi gelistiren K562 ve MCF-7 hicrelerinin 1Csq degerleri.

Hiicre Hatti Ortalama ICso (MM)XOSH Direnglilik Artisi (Kat)
K562 0.048 + 0.001 -

K562/100Dox 1.00 £ 0.07 21

K562/300Dox 2.02+0.32 42

K562/500Dox 4.35+0.14 91

K562/1000Dox 10.28 + 0.15 214

MCF-7 1.84+0.07 -

MCF-7/1000Dox 202.57+6.7 110.21

4.8 Direngli Hatlarda P-gp ifadesinin Belirlenmesi

Direncli hticrelerin DEF tepkilerinin ilac direnclilik seviyesi ile iliskisi:

CiD gelistirmis kanser hiicreleri farkli miktarlarda ilaca karsi direngli olabilirler. Bu durumda
aktif ilac atilimini saglayan P-gp ifadelerinde farklihk gosterebilirler. Ayrica bu degisim
hiicrenin dielektrik 6zelliklerini, dolayisiyla da DEF tepkisini degistirmelidir. ilag direnclilik
seviyesinin hucrelerin dielektrik 6zelliklerine etkisini gdzlemlemek igin 100, 300, 500 ve 1000
nM doxorubicine direngli K562 hicreleri kullanilarak, hiicre hapsetme testleri yapiimis (akis
hizi = 5 pl/dk, voltaj = 9 V,,, hlcre konsantrasyonu = 2.5x10° hicre/ml); hapsolan hicreler
floresan parlaklik 6lgimG yapilarak (Image J) sayillmis ve Sekil 95'te gorulen grafik elde
edilmistir. Elde edilen bu grafige gore, hicrelerin ilag direnci seviyesi ve DEF tepkileri
arasinda lineer olmayan bir iligki vardir. 100 nM doxorubicin direngli K562 hucreleri ile
karsilastiriidiginda, 300 nM’a direncli olanlarin elektrotlarda 2 kat daha fazla hapsoldugu;
fakat, 300 ve 500 nM’a direngli olanlar karsilastirildiginda bu katsayinin 1.1°e, 500 ve 1000
nM’a direngli olanlar karsilastirildijinda ise bu katsayinin 1.08'e dustigu gdzlemlenmistir.
Bu sonuclar, P-gp ifadesinin ilag direnglilik seviyesi ile lineer olarak artmadigini ya da P-gp
ifadesi arttigi halde hucrenin sitoplazmik iletkenliginin degdismedigini gdsteriyor olabilir.
Gunkd, sitoplazmik iletkenligin surekli artmasi hicrenin metabolizmasina zarar vererek hicre
icin 6lumcul olabilir. Hucrelerin DEF tepkisindeki bu karakteristigin gercek sebebinin
bulunabilmesi i¢in biyolojik testlerle (RT-PCR) dogrulama yapilmasi adina RNA izolasyonu

ve RT-PCR calismalari yapiimis olup asagida sonuglar sunulmaktadir.
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Sekil 95. Doxorubicin direngli K562 hicrelerinin direng seviyeleri ve DEF tepkileri arasindaki
baginti. Hapsolmus hicre sayilari (ortalama), hapsolmus 100 nM doxorubicin direngli K562
hdcrelerinin sayisi ile normalize edilerek Kypr (v ekseni) katsayisi hesaplanmistir. Her direng
seviyesi icin, her testte kullanilan hiicre konsantrasyonu 2.5x10° hiicre/ml’dir.

gRT-PCR ile direncli hatlarda P-gp ifadesinin belirlenmesi:

ilag direncliligi ve P-gp iliskisinin incelendigi bu calismada, farkli konsantrasyonlarda
doxorubicin ilacina direng gelistiriimis K562 kanser hicre hatlari P-gp ifadesi igin
incelenmistir. qRT-PCR analizi sonucunda hucrelerdeki ilag direngliligi ile P-gp ifadesi
arasinda iligki oldugu tespit edilmistir. ilag direncliligin artmasiyla birlikte hiicrelerdeki P-gp
ifadesinin mMRNA duzeyinde arttigi gézlemlenmistir (Sekil 96).
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Sekil 96. Sayilan hiicre hatlarinda P-gp mRNA ifadesi.
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4.9 Parilen mikrokanallarin heparin ile kaplanarak biyo-uyumlulugunun saglanmasi

Protokollarin uygulanmasina dncelikle parilen kapli cam diz ylzeylerde baglanmistir. Testler
icin 4 inclik cam pullar Gzerine 10 um kalinlikta parilen kaplanmis ve pullar 1x1cm ve 2x2 cm
boyutlarinda kesilerek testler ve gerekli ylizey analiz dlgiimleri (XPS, kontak acgisi, AFM ve
SEM) icin hazirlanmistir. Parilen ylzeyin reaktif hale getiriimesi agsamasinda gergeklestirilen
O, plazma uygulamasi optimizasyonu igin 10 saniye ve 30 saniye stre ile 50 W O, plazma
uygulandi. Daha sonra yuzeyler akrilik asit solisyonuna (%30) maruz birakilarak kurumaya
birakildi. Sitrat tamponu (0.2 M, pH 5.0) icinde ¢ozulen EDC (10 g/L) ylzeylere 2 saat
sureyle 4°C’de uygulanarak ylzeyde reaktif amin gruplarinin olusmasi saglandi. Son olarak
yuzeyler sitrat tamponu icinde ¢6ziulmuis heparin (1.25 g/L) solisyonda 24 saat slireyle 4°’de
bekletilerek heparin kaplamasi gergeklestirildi. Heparin ile kaplanan ylzeyler kandan izole
edilen platelet bakimindan zengin plazma (PRP) hlcre slispansiyonuna 5, 15 ve 30 dakika

siure ile maruz birakilarak hicre tutunmasi mikroskop altinda gézlemlendi.

Yaplilan testler sonucunda, heparin kaplamasi yapiimayan yuzeylerde yuksek miktarda htcre
tutunmasi goézlenirken, heparin ile kaplanan yuzeylerde disuk duzeyde hicre tutunmasi
gerceklesmistir. 10 saniye slreyle O, plazma uygulanan ylzeylerin platelet yapisma
testlerinde 15 ve 30 dakika sonrasinda az miktarda hucre tutunmasi gozlenirken, 30 saniye
O, plazma uygulanan yuzeylerde hicre yapismasina rastlanamamistir. Bu durum ylzeylerin

basaril bir sekilde heparin ile kaplanabildigini gdstermektedir.

Yuzey testlerinin ardindan parilen mikrokanallarin heparin ile kaplanip test edilmesi
asamasina gegilmistir. 300 um genisligindeki mikro-kanallar, kandan izole edilen platelet
bakimindan zengin plazma (PRP) hilicre suspansiyonuna maruz birakilmistir. Mikro-kanal
¢alismasi igin diz parilen ylzey testlerinde uygulanan O, plazma sureleri (10 saniye ve 30
saniye) tekrarlanip, kontrol kanalindan (O, plazma uygulanmayan) alinan sonugclarla
karsilastiriimistir. Mikro-kanallardaki hicre tutunumu goézlemi PRP hicre suspansiyonunun
akigkan oldugu durumda mikroskopla yapilarak goéruntiler alinmigtir. O, plazma yapilmig
olan mikro-kanallarda platelet tutunumlari nerdeyse hi¢ gézlemlenmemistir, ancak O, plazma
yaplimamis olan kontrol kanalinin bir ¢ok bélgesinde platelet tutunumlari tespit edilmistir.
Gozlemler sirasinda PRP hicre slspansiyonunda az miktarda eritrosite de rastlanmistir ve
sonugclar Sekil 97, Sekil 98 ve Sekil 99'da sunulmaktadir. Bu sonugclar, uygulanan protokol ile
heparinin parilen mikro-kanal iclerinde de duz parilen yuzeyler kadar basarili sekilde

kaplanabildigini gostermektedir.
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Sekil 97. 10 s O, plazma yapilmis parilen mikro-kanalda platelet hareketlerini gdsteren
mikroskop goruntuleri (20X lens).

Hareketh o
Plateletler

Sekil 98. 30 s O, plazma yapilmis parilen mikro-kanalda platelet hareketlerini gésteren
mikroskop goruntileri (20X lens).
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Sekil 99. O, plazma yapilmamis kontrol kanalinda platelet tutunumunu gésteren mikroskop
goruntileri (20X lens).
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5. TARTISMA/SONUG

Bu proje kapsaminda, kanser ve kanserde ¢oklu ila¢ direngliliginin gelisimini hizli ve hassas
bir sekilde tespit edebilecek MEMS tabanli bir biyosensdrin geligtiriimesine yonelik
calismalar yapilmistir. Calisma, ODTU Elektrik Elektronik Mihendisligi, ODTU MEMS

Merkezi ve ODTU Biyolojik Bilimler Baliimi’'niin ortak ¢alismalari ile gerceklestiriimistir.

Proje kapsaminda gercgeklestirilen c¢alismalarin sonuglari birgok uluslararasi konferansta
sunularak ve bilimsel dergilerde yayinlanarak literatire 6nemli katkilar saglanmistir. Bu
calismanin sonugclarinin, kanserde erken teshise yonelik cip-usti-laboratuvar sistemlerinin

gelistiriimesine bir temel olusturmasi amaglanmistir.

Proje baslangicinda literatiir taranmis, DEF ile CiD tespitinde bazi ¢alismalar yapilarak temel
birtakim sonuclarin bulundugu gdzlemlenmis; fakat, CID gelistirmis hiicrelerin dielektrik
Ozellik bilgilerinde eksiklikler oldugu fark edilmistir. Bu sebeple, projenin baslangicindan
itibaren farkli konsantrasyondaki ilaca direncglilik gosteren K562 ve MCF7 hicre hatlar
gelistiriimeye ve ER yontemi ile dielektrik 6zellikleri belirlenmeye baslanmigtir. Literatlrde
100 nM Doxorubicin’e direncli ve ilaca duyarli K562 hicreleri ile 1000 nM Doxorubicin’e
direngli ve ilaca duyarli MCF7 hucrelerinin dielektrik 6zellik bilgleri bulunmakta iken proje
kapsaminda hem bu hUcrelerin dielektrik ézellikleri belirlenerek literatir ile uyumlu oldugu
ortaya ¢ikarilmis hem de 300, 500 ve 1000 nM doxorubicin direncli ve 100, 300, 500 ve 1000
nM imatinib direncli K562 hicrelerinin dielektrik karakterizasyonlari yapiimistir. Bu kapsamda
tasarlanan 6zgin ER ciplerinin EEF ve ROT-T karakterizasyonlari da tamamlanarak projenin
temel amaci olan DEF ile 6zel hlicre tespiti yaninda ER metodunda da 6énemli 6él¢clide asama

kaydedilmistir.

Literatlr incelendiginde teorik olarak olduk¢a doygunluga ve dogruluga ulasmis olan hicre
modelleme teknikleri goéruldr. Proje kapsaminda tek tabaka hlicre modelleme teknigi
kullaniimigtir. Bu kapsamda yazilan moduler MATLAB kodlari sayesinde hicre bilgisi
girilerek her hucre icin spesifik grafikler kolayca elde edilebilmigtir. Bu graifklerden elde

edilen frekans ve Re(fcu) bilgileri ¢ip tasarimlarinda ve testlerinde etkin olarak kullaniimigtir.

Proje kapsaminda ongorulen ug nesil Uretim proje ciktilarinin yerine getirilebilmesi igin yeterli
olmustur. Her iki DEF alani i¢in de birinci nesil dretimler; hatalarin anlagiimasi, test
duzeneklerinin olusturulmasi, hdcrelerin hazirlanip mikroakigkan iginde test edilebilmesi ve
optimum test parametrelerinin elde edilebilmesi igin temel olusturmustur. ikinci nesil tretimler
birinci nesil temelinde gérilemeyen ama kritik olan sorunlarin gdézlemlenmesi ve sonuglarinin
tartisilarak optimum tasarima yaklasilmasi igin yol gdstermistir. Uglincii nesil Uretimler iki

DEF alaninin entegrasyonunun saglanmasi i¢in son noktalara 1sik tutmuslardir.
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Kanser hdcrelerinin kan hdcrelerinden yiksek oranda temizlenerek ikinci DEF alanina
goénderilmesinin amaglandigi birinci DEF alaninda, 1x10° hiicre/ml konsantrasyona sahip
kanser hiicreleri, 5x10° hiicre/m| konsantrasyona sahip kirmizi kan hiicrelerinden yiiksek
oranda temizlenmigtir. Birinci DEF alaninda literatirde daha 6nce uygulanmamis asimetrik
elektrot yapisi kullanilarak DEF etkinligi arttiriimigtir. Ayrica, filtreleme teknigi uygulanarak
mekanik olarak elektriksel ayristirmanin etkinligi de arttiriimistir. ikinci DEF alaninda ise
damla sekilli engeller ve amaca yonelik sayida elektrot dizilerinin kullaniimasi ile CiD
gelistirmis kanser hicrelerinin ilaca duyarl kanser hticrelerinden 100 kat daha az sayida iken
dahi yakalanmasi saglanmistir. Entegre sistemde kullanilan akis hizlari ve voltaj de@erleri
literatirde, 1. ve 2.DEF alanlari kendi 6zellerinde dederelendirildiginde, parilen kullanimi ve

MEMS Uretim yetenekleri sayesinde 6ncli yere sahip olmustur.

DEF teknigi hacre tespit etme sistemi olmasinin  yaninda sayisal degerler
saglayamamaktadir. Bu sebeple oncelikle Uretilen bu entegre sisteme bir sayma sistemi
eklenmelidir. Bu amacla, proje kapsaminda 6grenilen Uretim yetenekleri ile paralel olarak
Coulter sayaci diye adlandirilan teknik kullaniimis olup grubumuzda bu konuda bir ylksek
lisans tezi yazilmil olup, calismalarina devam edilmektedir. CiD gelistirmis hiicreler analiz
edilirken farkli seviyelerdeki ila¢ direngliliklerinin DEF tepkilerinin de farkh oldugu fark
edilerek P-gp ekspresyonu farkliliklarini anlayabilmek adina biyomolekller analizler de

baslatiimigtir.

Ayrica, ileride bu entegre sistemin klinikte kullanilacak ¢ip-Usti analiz sistemine dénidsmesi
planlandigindan, tam kan c¢alismalarina yonelik olabilmesi igin yan g¢alisma olarak heparin

kaplama denemeleri baglatiimis olup devam edilmektedir.

Tdm sistem, suanki haliyle minyatir bir cip-tsti analiz sistemidir. Bu sebeple, tam kan
c¢alismalari sirasinda kanallar paralelize edilerek daha ¢ok analitin daha kisa zamanda test
edilmesi saglanabilir. Bu kapsamda proje 6nerisinde 6éngoérildigu gibi; Uretilecek ve klinikte
kullanilacak ¢ip-Ustlu analiz sistemi icin ¢ok dnemli bir yere sahip ve literatlrde ilk olan bir

sistem Uretilmigtir.
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6. EKLER

EK 1:

function
out=CM with effective final(a_|long,a short,eps i,eps_o0,s i,s o,eps_ms_n

r=(a_l ong/ a_short)"3;

f =l ogspace(0, 9, 100000);
w=2*pi *f;

for k=1:100000

eps_1 comp=(eps_i-(i*(s_i/Wm1,k))));
eps_2 conmp=(eps_o-(i*(s_o/wmM1,k))));
eps_ned_conmp=(eps_m (i *(s_mMw1,k))));
num=(eps_1 conp-eps_2_conp);
den=(eps_1 conmp+(2*eps_2_conp));

par =( nuni den) ;

eps_eff _p=(eps_2_conmp) *((r+(2*par))/(r-par));

CMereal ((eps_eff _p-eps_med_conp)/ (eps_eff_p+(2*eps_ned_conp)));

out (1, k) =CM
end

p=plot (1 ogl0(f(1,:)),o0ut(1,:));
x|l abel (' Frequency 107x (Hz)');
yl abel (' Re(f _C M");

title(' Frequency vs Re(f_C M');
set(p, Color'," 'blue');

end
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