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Onsoz

Bu projede minimal rezidiel hastahigin (MRD) guvenilir ve basit bir yolla izlenmesi igin
geligtiriimesi planlanan MRD Biyogip ¢alismalari gergeklestirilmistir. Cocukluk ¢aginda en sik
gorulen kanser olan akut lenfoblastik I6semi hastalarinda tedavi baslangicinda ve kemoterapi
sirasinda kanserli hiicreleri tespit edip nicel dlgimler yapabilmesi amaglanan MRD Biochip i¢in
gercgeklestirilen calismalar bu raporda sunulmustur. Bulunan sonuglar ile 3 adet SCI makale
yayinlanmis olup, 2 tane makale daha hazirlik asamasindadir. 4 adet uluslararasi konferansta
s6zIU bildiri Uretilmistir. Ayrica bu proje destegiile 1 6grencinin (Tayyibe Gergek) yiksek lisans
tezi tamamlanmigtir, 1 8grencinin  (Unal Akar) yiiksek lisans tezi 2019 yazinda
tamamlanacaktir, 1 6grencinin (Fatma Uslu) de doktora tezi devam etmektedir. Ayrica projemiz
ACT Venture Partners risk sermayesi tarafindan ticarilestirebilecek teknoloji adayi olarak
secilmis ve projemize 30000 TL destek verilerek “Kavram ispati ve Teknoloji Ticarilestirme
Fizibilite Calismas!” kapsaminda yatirim almistir. Bu yatirrmin bir parcasi olarak Erciyes
Universitesi Teknoloji Transfer Ofisi tarafindan MRD Biyogip’in patentlenebilir olduguna dair

patent incelenmesi gerceklestiriimistir.

Ulkemizdeki elim olaylar nedeniyle maalesef elimizde olmayan nedenlerle projemiz belli bir
stire dondurulmus, kurumlardaki karisikliklar projeye yansimistir. Projemiz ilk hedeflenen
tarihte bitirilememis daha sonra TUBITAK’tan talep edilen sire uzatmasi kullanilarak proje
basvurusunda belirlenen hedeflere ulasiimistir. Bltge aktariimasi yapiimadigi i¢in bursiyerlere
6deme yapilamamis proje basindan itibaren 4 bursiyer projeyi tamamlayamadan ayriimistir.
Bitln bu sikintilara ragmen tim ekip olarak 6zveri ile elimizden gelenin en iyisini yapmaya

calistik.

Bu proje 1003 Oncelikli Alanlar destegi kapsaminda TUBITAK tarafindan desteklenmistir.
Basta destek saglayan kurum olarak TUBITAK'a daha sonra da emegi gecenlere ve

degerlendirenlere tesekkir ederiz.
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Ozet
Turkiye Halk Saghgi Kurumu verilerine gore Turkiye’de gocukluk g¢aginda en sik gorilen

kanser turl 16semidir ve I6semi turleri arasinda Akut Lenfoid Lésemi (ALL) 15 yas altindaki
cocuklarda gézlenen lI6semilerin %80’inini olusturur. L6semiden korunmanin kesin bir yontemi
su an igin bilinmemektedir ve I6semi hastalarina uygulanan kemoterapi (ila¢ tedavisi),
radyoterapi, kemik iligi nakli ve immunoterapi gibi farkli tedaviler mevcuttur. Akut lenfoblastik
I6semi hastalarinin tedavi sitrecinde uygulanan kemoterapi her hastaya ayni sekilde etki
etmemekte; bazi hastalar tedaviye yanit verirken bazi hastalarda 16semik hicreler (blastlar)
kemoterapiye direng gdstermektedir. Sonugta tedaviden kagan bu l6semik blastlar hastalik
tekrarlarina (relapslara) neden olabilmektedirler. Tedavinin 15. guntnde incelenen minimal
rezidiel (kalinti) hastalik (minimal residuel disease, MRD) akut l6semi hastalarinda sag
kallmin en 6nemli gostergesi olup uluslararasi tedavi protokollerinde standart olarak
kullaniimaktadir. Bu protokollere gére MRD pozitif tespit edilir ise kemoterapi tedavisi daha da
yogunlastiriimaktadir. MRD o6lgimi gunimizde akim sitometrisi (flow cytometry FC) ve
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile yapilabilmektedir. Her iki yontemde de sonug¢ almak uzun
vakit almakta, her iki ydntemin de maliyeti ylksek olup, sadece uzman kullanicilar tarafindan
akredite olmus referans laboratuvar ortamlarinda gerceklestirilebilmektedir. Alt yapi
yetersizligi ve yliksek maliyetlerden dolayi tedavi edilen ALL hastalarinin gogunlugunda
MRD tespiti miimkiin olamamaktadir. Oysa kemoterapi goren hastalarda, relapslara neden
olan hicreler icin MRD taramasi ile, tedavinin seyri degisebilecek, her hastaya uygun ilag
dozaji ayarlanabilecek ve ileri ddnemde relapslar azaltilabilecektir. Glinimuzde MRD testi icin
kullanilan laboratuvar yoéntemleri kadar hassas, fakat maliyeti daha dislk biyosensoér
cihazlarin gelistiriimesi 16semi tedavisinde c¢i§ir acacak potansiyele sahiptir. Mikro/nano
teknoloji tabanl biyogipler Ureterek alternatif bir metot gelistirerek, hastalarin tedavi strecini
iyilestirmek, hekimlere biylk kolaylik saglamak, llkemize katma degeri yuksek bir UGrln
kazandirmak mimkuindur. Gelistiriimek istenen biyogip ile B 6ncul ALL hastalarindaki kanserli
hicrelerin kemoterapi stirecindeki durumlari ve tedaviye gosterdikleri yanit izlenebilecek, bu
da hastalara en uygun ila¢ dozajinin ayarlanarak kisiye 6zel tedavi uygulanmasini mimktn

kilabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Minimal Rezidlel Hastalik, Biyocip, Mikro akiskan Cihazlar, BioMEMS,

Manyetik Parcaciklar, Losemi
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Abstract

According to the data from Public Health Agency of Turkey, leukemia is the most common type
of cancer in childhood and acute lymphoid leukemia (ALL) is observed 80% among all types
leukemia for the children under the age of 15. At the moment there is no absolute way to
prevent leukemia; but there are different treatments for patients such as drug therapy
(chemotherapy), bone marrow transplantation, radiation treatment and immunotherapy.
Among these methods chemotherapy is a widely used first line treatment but results differs
from patient to patient. Some of the treated patients with chemotherapy achieve remission
however the cancer cells of some patients are resistant to treatment. The resistant cancer cells
(blast cells) can cause relapses and repeat the cancer. Current international treatment
protocols aimed to monitor the minimal residual disease (MRD) of the involved patients with
ALL on the 15" day of chemotherapy treatment, which is an important indicator for survival
rate. According to these protocols in the case of positive MRD detection, intensive
chemotherapy is applied. Today Flow Cytometry (FC) and Polymerase Chain Reaction (PCR)
are two laboratory techniques used for MRD detection. Both methods are time and cost
consuming and require trained personnel to operate in a certified lab environment. It is not
possible to use these techniques for most of the children with ALL due to lack of infrastructure
and high costs. On the other hand the screened patients for MRD should be switched to more
intensive treatment arms. Personalized drug dosing should be adjusted which can ultimately
change the disease course by reducing the estimated relapses. Developing low cost but highly
sensitive biosensor systems for MRD screening can open a new era in leukemia treatment;
this method can be an alternative to current techniques. By fabricating micro/nano technology
based biochips, it is possible to establish an alternative method, improve the treatment
process, enable an efficient tool for medical doctors and add value to economic growth of
medical market in Turkey. The MRD biochip would allow monitoring B ALL blast cells during
the chemotherapy treatment and their response to drugs, which would enable adjusting drug

doses for personalized treatment.

Keywords: Minimal Residual Disease, Biochip, Microfluidic Devices, BioMEMS, Magnetic

particles, Leukemia
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1. Giri
Projenin temel amaci ¢gocukluk ¢aginda en sik gbrsijlen kanser olan B 6ncll akut lenfoblastik
I6semi hastalarinda tedavi baslangicinda ve kemoterapi sirasinda kanserli hiicreleri tespit edip
nicel dlguimler yapabilmek igin biyogip/biyosensor cihazlar (MRD Biochip) Uretmek ve bu
biyosensorlerin kullanildigi élgim sistemi gelistirmektir. Hedeflenen sistem, dustuk maliyetli
olma (pahali ekipmanlara gereksinim duymama), kullanimi kolay olma (uzman kullaniciya
ihtiyac duymama) ve kisa stirede netice elde etme gibi avantajlara sahip olacaktir. Ginimuzde
MRD tespiti icin kullanilan akim sitometrisi maliyeti yiksek, uzun zaman ve uzman kullanici
gereksinimi olan bir yontemdir. Bu yizden her bir hastanin durumunu akim sitometrisi ile
izlemek mumkun degildir. Projenin basarili olabilmesi igin ulagiimak istenen hedefler:
1) Mikro/Nano elektromekanik sistemlerin, mikroakigkan sistemlerin ve mikro manyetik
parcaciklarin kullanildigi biyogip tasarimi ve prototip uretimini gerceklestirmek,
2) Goriintu isleme metotlan gelistirilerek biyogip ile uyumlu ¢alisacak hiicre ve manyetik
parcacik tespit yazilimlarini hazirlamak,
3) Geligtirilen sistemi (hastalardan alinacak 6rneklerden 6nce) hiicre kiiltiirlerinden elde
edilen hiicreler kullanarak test etmek,
4) Hastalardan alinacak kan veya kemik iligi 6rneklerinde kanserli hiicrelerin biyogip ile
tespit edilmesi ve sistemin performansinin referans laboratuvar yontemleri ile
karsilagtinlarak belirlemek,

5) Gelistirilen sistemin klinik kullanim igin optimize etmektir.

Hedeflenen calismalarin blytk bir cogunlugunu proje kapsaminda gergeklestiriimis olup bu

rapor hazirlandigi tarihte 5.hedef lizerinde ¢alismalar tamamlanmak tGzeredir.

Danigsman Gorislerine Dair Agiklamalar:

2. gelisme raporunda danisman tarafindan iletilen gorislere dair kisa aciklamayi burada
yaparken, ayrintilarin raporumuzun ilgili bélimlerinde yer aldiginiz belirtmek isteriz.

- Cam uzerinde olusturulan altin yiizeylerin fonksiyonel hale getirilmesi ile hiicre yakalanmasi
calismalarinin yapildigi is paketi 4 kapsaminda gercgeklestirilien nihai tasarimin detaylarinin
rapor edilmesi (bir dnceki raporda yapilan modifikasyonlarin devam ettigi belirtiimis, ancak

nihai yontem sunulmamistir),

Bu alandaki calismalarimizi “Quartz-Crystal Microbalance Measurements of CD19 Antibody
Immobilization on Gold Surface and Capturing B Lymphoblast Cells: Effect of Surface
Functionalization”, doi: 10.1002/elan.201700789 makalesi ile yayinladik. Ozetle optimize



edilen nihai teknikte sirasiyla altin yluzeyler temizlendikten sonra sirasiyla 11-
Mercaptoundecanoic asit (MUA) daha sonra N-Ethyl-N’-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide
hydrochloride (EDC) / N-hydroxysulfosuccinimide (NHS) baglayici molekuli, antikor
oryantasyonu igin Protein G, antikor, istenmeyen baglanmalari énlemek igin bovine serum
albumin (BSA) uygulanmistir

Altin >> MUA >> EDC=NHS >> ProteinG >> Antikor (CD19) >> BSA >> B lymphoblast huicreler

- Hasta orneklerindeki hedef hiicrelerin yakalanmasinda kullanilan manyetik partikillerin

Ozelliklerinin verilmesi (ticari olup olmadiginin, degilse hazirlama prosedurlerinin),

Bu alandaki galigmalarimizi “Capturing B Type Acute Lymphoblastic Leukemia Cells Using
Two Types of Antibodies” doi: 10.1002/btpr.2737 makalesi ile yayinladik. Ozetle mikro ve nano
boyutta ticari Grtnler kullaniimigtir. 120 nm boyutuntaki partikiller Miltenyi firmasindan, 4,5 um

boyutuntaki partiktller Dyanbeads Thermo Fisherden temin edilmigtir.

- Yeni tasarlanacak ¢ip ile yapilacak ¢galismalarda karsilasilacak problemler (etkin ayirma
yapilamamasi, [6semi hicreleri diginda diger hiicre yiginlari ile karsilagiimasi vb.) g6z éniinde
bulundurularak hizli denemeler yapilarak tasarimin iyilestirilmesi,

Hasta orneklerindeki hedef hiicrelerin manyetik partikiller ile ayristirimasi akim sitometrisi
Olcumleri ile karsilastirilarak incelemistir. Bu dlgimler gostermistir ki manyetik partikiller hire
kultirinde galistigi verimlere yakin verimlilikte hasta ornekleri icinde calismaktadir. Detaylar

raporumuzda yer almaktadir.

- Kan orneklerindeki 16semi hicrelerinin yakalanmasinin goérintilenmesi; raporda cip ici
gorintilenme yapilacagi belirtilse de henliz yapilmamis olmasi ve bu goérintilerin, hazirlanan
aktif yizey ile hasta érneklerinin etkilesimi sonrasinda veriimesi gerektigi, gériintl elde
edilmedigi takdirde, baglanmanin spesifik olduguna karar vermek Uzere baska kontrol
analizlerinin yapilmasina ihtiyag oldugu,

Hasta 6rnekleri ile hem manyetik ayristirmanin verimliligi hem de ¢ip ile hiicre tespiti deneyleri
gerceklestiriimistir. Manyetik partikiller ile ayrilan hcreler cipe iletilerek ylzeyde
yakalanmalari saglanmistir. Ayrica kontrol deneyleri gerceklestirilerek hicrelerin spesifik

baglanma oranlari ya da farkli antikora baglanma oranlari irdelenmistir.



2. Literatiir Ozeti
Akut Lenfoid Losemi (ALL) hastalarinda tedavi oranlarinin son yillarda artmasina ragmen,

yogdunlastiriimis ila¢ tedavisi; ikincil kanserler, kardiyomiyopati, néropsikolojik problemler gibi
ciddi doku ve islev bozukluklarina yol agabilmektedir (Basso et al. 2009) (Campana and
Coustan-Smith 1999) (Gaipa et al. 2013)(Lipshultz et al. 1991). Maalesef tedavinin tesirini
arttirmak ve ila¢ toksisitesini disurmek igin kullanilan klinik ve biyolojik parametreler yeterli
degildir ve bu yuzden bazi hastalar gereksiz yere yogdunlastirimis ila¢ tedavisine maruz
kalirken bazi hastalarda da ise bu yogun tedavilere ragmen relapslar (hastalik tekrari)
gorilebilmektedir (Campana and Coustan-Smith 1999)(Gaipa et al. 2013). L6semi hastalarinin
minimal kalnti hastalik icin takip edilmesinin klinik énemi; hastaya uygulanacak tedavinin
seyrini belirlemede ve sonraki agsamalari planlamada 6énemli katkilar saglayabilecegi yapilan
calismalar ile gdsterilmistir (Ratei et al. 2009)(Basso et al. 2009)(Gaipa et al. 2013)(Nyvold et
al. 2002)(Szczepanski 2007). Ozellikle yiiksek relaps riskine sahip hastalar erken teshis
ederek gerekli tedaviye yonlendirmede, uygulanan ila¢ tedavilerinin etkinligini erken
gostermede MRD c¢alismalari kullaniimaktadir (Gaipa et al. 2013)

MRD tayininde Akim Sitometrisi ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu:

MRD tayininde, kemoterapi bagladiktan 15 giin sonra kemik iliginden alinan érnekteki

blastik hiicre sayisinin tiim gekirdekli hiicre sayisina orani tespit edilmektedir.

Ginumizde MRD tayini icin akim sitometrisi (Flow Cytometry-FC) ve polimeraz zincir
reaksiyonu (Polimerase Chain Reaction- PCR) metotlar kullaniimaktadir (Basso et al. 2009).
Akim sitometrisi metodu immunofenotipleme esasina dayali olup, 16semik hicrelerin fenotip
farklihklarini algilamaya calisir. Lésemi hcreleri normal hicrelerden farkh belirleyicileri
(marker) ekspresyonlar, FC metodunda farkli antikorlardan olusan algilayici paneller
yardimiyla bu farkh belirleyiciler algilanmaya caligilir. PCR yénteminde |6semik hicrelerde
bulunan kromozomal anormallikler ve flizyon genlerinin, zincirleme reaksiyonlar ile gogaltilarak

algilanmasi esasina gore galisir (Patiroglu 2011).

Tablo 2. 1: MRD y6ntemlerinin karsilastirmali 6ne ¢ikan 6zellikleri (Patiroglu, 2011)

Akim Sitometrisi PCR (Ig/TCR gen | PCR (Fuzyon genlerinin
dlzenlenmesi) incelenmesi)
Hassasiyet | 103 -10** (binde bir on binde | 10* -10° (on binde bir- | 10* -10° (on binde bir-yiiz
bir) yuz binde bir) binde bir)




Avantajlar Hizli (1-2 gun) Yuksek oranda DNA | Nispeten hizli (2-3 giin)

Nispeten teknigi kolay | stabilitesi Nispeten basit
Dezavantajlar | immiinofenotipik Oldukga karisik ve | Kontaminasyon riski
kaymalar yavas yuksek

RNA degiskenligi

Tablo 2.1’de goruldigu Uzere akim sitometrisi ve PCR teknikleri yiiksek oranda
hassasiyete ulagmakla beraber uzun siire almasi gibi 6nemli dezavantajlara sahiptir.
Ayrica bu metotlar sadece uzman personel tarafindan gercgeklestirilebilmektedir ve
maliyetleri de hayli yliksektir (hasta basina PCR igin 5000 TL, akim sitometrisi i¢in 750-
1000 TL). iki metodun dogruluklarinin birbiri ile kargilastirimasi igin hastalardan alinan
ornekler Uzerinde yapilan ¢alismalar gostermigstir ki, test sonuclari birbiri ile yiksek oranda
mutabiktir, fakat MRD tayini igin PCR yonteminin kullaniimasi akim sitometrisine gbre en az
2-3 kat daha pahahdir (Kerst et al. 2005).

ALL hastaligina sahip gocuklarin %85’i B tipi lenfosit hiicrelerine (B tipi ALL), %15’i de T tipi
lenfosit hiicrelerine (T tipi ALL) sahiptir. Akim sitometrisi ydnteminde her iki ALL tipi i¢in tek bir
antikor kullaniimasi I6semik hicreleri tespit etmede yeterli olmamaktadir. Bu yuzden farkli
antikorlarin bir arada kullanildigi kombinasyonlar tercih edilmektedir (Tablo 2.2 (Dworzak et al.
2008) (Ratei et al. 2009)(Campana and Coustan-Smith 2002).

Tablo 2. 2: Akim sitometrisi ydonteminde ¢ogunlukla kullanilan immuinofenotipik belirleyiciler (Campana &
Coustan-Smith, 2002)

ALL Fenotip Frekans (%)
B tipi CD19/CD34/CD10/TdT 30-50
CD19/CD34/CD10/CD22 | 20-30
CD19/CD34/CD10/CD38 | 30-50
CD19/CD34/CD10/CD45 | 30-50
CD19/CD34/CD10/CD58 | 40-60
T tipi TdT/CD3 90-95
CD34/CD3 30-50
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(Gaipa et al. 2013) (Dworzak et al. 2008)

Sekil 2. 1: ALL B tipi i¢in kullanilan belirleyiciler ve akim sitometrisi ile yapilan MRD ¢aligsmasina bir 6rnek

Sekil 2.1 A)’da ve tablo 2.2°de ALL B tipi igin akim sitometrisinde kullanilan belirleyici antikorlar
gOsterilmistir(Gaipa et al. 2013). Goriildugu uzere CD19, CD10 ve CD34 belirleyicileri ALL-
B tipi icin ana belirleyicilerdir. Sekil 2.1 B)'de ise akim sitometrisi ile CD 10 ve CD 19
belirleyicileri beraber kullanilarak yapilan MRD tayini ¢alismasi goérilmektedir (Dworzak et al.,
2008). Lésemi hicreleri kirmizi ile gosterilmistir. Hastalarin MRD igin takip edilmesi ve ileride

relapslarin olup olmadiginin kontroli akim sitometrisi ile nicel olarak mimkuanddr.

MRD tespiti igin akim sitometrisi ve PCR teknikleri gelistiriimeden énce Flioresan mikroskop
kullaniimig, daha sonra yerini ¢ok uzun sure almasindan dolay1 daha duyarli olan bu iki teknige
birakmistir (Bradstock et al. 1981)(van Dongen et al. 1992). Hucrelerin flioresan mikroskop
ile cekilmis goruntaleri incelendiginde 2 antikorun kullanildigi durumda elde edilen yanit daha

net gozlemlenebilmektedir.

Sekil 2. 2: Fliioresan mikroskop ile MRD tespiti (Campana & Coustan-Smith, 2002).



Sekil 2.2’de goruldigu Uzere ALL T tipi bir hastanin kemik iliginden alinan 6rnegin anti-TdT
(kirmizi) ve anti CD-3 (yesil) antikorlar ile flioresan etiketlenmesi sonucu bir hticrenin her iki
etiketi de (kirmizi ve yesil) tasidigi gortilmektedir. Bu hicre T tipi I16semik lenfoblasttir
(géruntinun ortasinda yer alan hucre).

Akim sitometrisi ve flioresan mikroskop teknikleri gostermektedir ki Il6semik hiicrelerin
yluzeyinde bulunan antijenlere baglanan antikorlar ile hiicrelerin isaretlenmesi,
yakalanmasi ve saglikh hiicrelerden ayirt edilmesi miimkiindiir.

Akim sitometrisi yontemini kullanan laboratuvarlar genellikle tek bir lazer kullanarak 3 adet
belirleyiciyi algilarlar (Lucio et al. 2001), bununla beraber 2 adet lazer kullanimi, sisteme UV
lazer eklenmesi gibi ekstra cihazlar ile algilanan belirleyici sayisi arttirilarak daha hassas fakat
yuksek maliyetli 6lgiimler yapan laboratuvarlar da vardir. Gelismis akim sitometrisi cihazlari ile
Tablo 1’de verilen hassasiyet degerlerini arttirmak, MRD igin 10° (yliz bin) hiicrede 1 hiicreyi
tespit etmek mimkundir (Neale et al. 1999). Akim sitometrisi metodunu kullanan bazi
arastirma gruplari B tipi ALL hicreleri igin dncelikle immunofenotipleme yapilmasini gerekli
gormektedir. Boylece her bir hasta icin tim isaretleyiciler kullaniimak zorunda kalinmaz. Fakat
bu islem tim analizi daha da maliyetli ve uzun sure alan bir hale getirir. ALL B tipi i¢in genellikle
CD19, CD10 ve CD34 antikorlarinin kombinasyonlari kullanihr, bunlara CD38, CD45, CD22
ve CD58 gibi antikorlar eklenebilir (Campana & Coustan-Smith, 2002; Gaipa et al., 2013).

Mikroakiskan sistemler ve manyetik parcaciklar:

Tdm dinyadaki BioMEMS/Biyosensor arastirma gruplar arasinda tibbi uygulamalar igin
mikroakigkan tabanli sistemler tasarlama mikro ve nano Uretim tekniklerindeki gelismelerin
yardimi ile yayginlagsmaktadir. Mikroakiskan sistemlerin glinimuizde kullanilan standart
makroakiskan sistemlere gére 6nemli avantajlari vardir : 1) mikroakiskan sistemlerde akis
laminer ve deterministik 6zellikler gosterir, 2) mikroakiskan sistemlerde tek bir hicre
boyutunda fiziksel yapilar Uretilebilir, 3) mikro pompalar, mikro valfler gibi sivi akigini kontrol
edecek mekanizmalar mikroakiskan sisteme entegre edilerek uretilebilir, 4) Uretimi disuk
maliyetlidir, 5) makroakiskan sistemlere goére daha az reaktif malzeme kullanilir ve daha az
atik olusturulur ve 6) mikroakiskan sistemler ile tasinabilir, az yer kaplayan analiz yontemleri
olusturulabilir (Folch 2012).

Manyetik parcaciklar sahip olduklari énemli avantajlardan dolayi manyetik ayristirma ve
algilama (Chang et al. 2012)(Neuberger et al. 2005)(Olsvik et al. 1994), manyetik rezonans
goruntileme (MRI) (Gleich and Weizenecker 2005) ve gen iletimi (Plank et al. 2002) gibi farkl
biyomedikal ve biyolojik uygulamalarda kullaniimaktadir. Manyetik parcaciklarin tercih sebebi
olmasinda en 6nemli 6zellikler: 1) manyetik pargaciklarin disaridan manyetik alan uygulanarak

hareketleri kontrol edilebilir, 2) manyetik pargaciklar farkli biyomolekdiller ile kaplanarak baska



biyomolekiillere baglanabilir ve biyo-uyumlu hale getirilebilir, 3) boyutlari kontrol edilerek
uygulamalara 6zel uretilmeleri mimkindir (Pankhurst et al. 2003)(Osaka et al. 2006)(Zacco
et al. 2006)(Yin et al. 2005). Manyetik parcaciklarin ayni zamanda mikroakiskan ciplerde
(Suzuki, Ho, and Kasagi 2004), kanser hucrelerinin Urettigi proteinlerin

(Lee et al. 2010) ve kanser hicrelerinin (Chang et al. 2014)(Lim et al. 2012)(Allard et al. 2004)
algilanmasinda kullanildigi érnekler bize bu parcaciklarin biyosensorlerdeki potansiyelini
gostermektedir.

Mikroakigkan sistemler kullanarak nadir kanser hiicrelerin tespit edilmesi (Nagrath et al. 2007)
farkl metotlar kullanarak flloresan, manyetik veya her ikisinin de yardimiyla gosterilmigtir
(Chen, Li, and Sun 2012)(Li et al. 2013).

A)
Nadir kanser hucrelerini

antikorlar ile yakalamak

icin gelistirilen
mikroakigkan tabanl
biyosensor

(Nagrath et al. 2007)

B)

Mikro-elekleri  kullanarak
tumor hicrelerini filtreleme
(Zheng et al. 2007)

C)
Manyetik parcaciklar
kullanarak kanser

hdcrelerini algilamak igin
geligtirilen  mikroakigkan
ve mikro-elek tabanl




biyosensér (Chang et al.
2012)
N
Manyetik parcaciklar 100
kullanarak kanser m ‘
hicrelerinin urettigi o Y m_\ Y
proteinleri algilamak igin | “* L~ 2N
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Sekil 2. 3: Mikroakigkan tabanli kanser hiicrelerini veya kanser hiicrelerine 6zgii proteinleri algilamak igin
gelistirilen farkli biyosensoér sistemler

Goruldugu uzere mikroakigkan sistemler ve manyetik parcaciklar kullanarak yeni nesil 6zgiin
biyosensér cihazlar tasarlama ve gelistirmek birgok arastirma grubu tarafindan
gercgeklestiriimektedir (Sekil 2.3). Yapilan literatir galismasi, taranan akademik ve endustriyel
kaynaklar gostermistir ki MRD igin halihazirda gelistirilmis, mikro/nano teknoloji tabanli Gretim
tekniklerinin sagladigi avantajlari kullanan bir biyogip/biyosensér cihaz bulunmamaktadir.
Literatur taramasinda karsilastigimiz bir arastirmada PCR tekniginin uygulamadaki zorluklarini
azaltmak igin gelistirilen biyogip tabanh MLL geni tespitini ve boylece MRD takibini hedefleyen
bir sistem geligtiime asamasinda olup, bu sistem PCR metodunun en o&nemli
dezavantajlarindan olan stre konusunda ¢ok 6nemli bir iyilesme saglamamakta, sadece PCR
icin gerekli olan uygun primer segimini kolaylastirmaktadir (Giusiano et al. 2010) (Maroc et al.
2004).

3. Gereg¢ ve Yontem
MRD Biyogip igin yapilan ¢alismalari manyetik boncuklar ile hiicre yakalama, altin kapl

yuzey modifikasyonu, mikroakigkan ¢ip tasarimi ve liretimi ile goriinti isleme ile hiicre

sayimi alt caligmalari olarak acgiklanacaktir.



3.1 Altin Kaph Yiizey Modifikasyonu:
Proje 6nerisinde yer verilen altin kapli alanlari antikorlar ile fonksiyonel hale getirme metodu

olarak literatirde bulunan (Kato, Toda, & Ilwata, 2007) Sekil 3.1’de 6zetlenen metot;
Altin yizey + 11-mercapto-1-undecanoic acid (COOH- sonlu grup) + N-hydroxysuccinimide
(NHS ester) + Antikor

P Antikor
NHS ester ¢Ozeltisi Antikor

T T il

Sekil 3. 1: Altin ylizeylere antikor sabitleme yontemi (Kato et al., 2007)

denenmistir fakat istenen miktarda hicre tutulmasi yuzeyde gerceklesmeyince yuzey
calismalarinin detayh bir sekilde irdelenmesi gerekmigtir. Proje dnerimizde 6ngoremedigimiz
bu sorun igin Quartz Crystal Microbalance (QCM) ile dlgiimler yapilarak hicre yakalayacak
optimum ytzey modifikasyonu metodu belirlenmigtir. QCM deneyleri ile kargilastirnilan yizey
modifikasyonu igin kullanilan thiol molekdiller ve ara baglayici linker molekdller sunlardir:
Thiol: 3-mercaptopropyltrimethoxysilane (MPS), 11-Mercaptoundecanoic acid (MUA)

Linker: 4-(N-Maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxylic acid 3-sulfo-N-hydroxysuccinimide
ester sodium salt (Sulfo-SMCC), N-Ethyl-N’-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide
hydrochloride (EDC),/ N-hydroxysulfosuccinimide (NHS),

Ylzey bloklama: Bovine Serum Albumin (BSA).

QCM cihazi ile kargilastiriimasi yapilan 6 farkli yizey modifikasyon metodu:

Metot A: Altin >> Protein G >> CD19 >> BSA >> B lymphoblast hucreleri

Metot B: Altin >> MPS >> Sulfo-SMCC >> CD19 >> BSA >> B lymphoblast hicreleri

Metot C: Altin>> MPS >> Sulfo-SMCC >> Protein G >> CD19 >> BSA >> B lymphoblast
hacreleri

Metot D: Altin >> MUA >> EDC/NHS >> Protein G >> CD19 >> BSA >> B lymphoblast hiicreleri
Metot E: Altin >> MPS >> EDC/NHS >> Protein G >> CD19 >> BSA>>B lymphoblast hiicreleri
Metot F: Altin >> MPS >> EDC/NHS >> CD19 >> BSA >> B lymphoblast hiicreleri

Protein G antikorlarin ylizey Uzerinde oryantasyonunu etkileyerek fonksiyonel guruplarinin
yluzeyde dik durmalarini saglamakta boylece hiicre yakalama oranlarini arttirmaktadir. CD19

antikoru ylzeye sabitlenerek B lymphoblast hiicreleri yakalanmistir.

3.2 Manyetik Boncuklar ile Hiicre Yakalama
Antikor kapli manyetik boncuklar ile hicreleri yakalamak icin gelistirilen deneyler sekilde

Ozetlendigi Uzere ug farkh gurup olarak gergeklestiriimistir. Hicre kultirinden manyetik
boncuklar ile yakalanan htcreler QCM sensér yuzeyine baglanmis farkh tipte antikor ile
yakalanarak sandivi¢ yapisi olusturulmustur. Manyetik boncuklar ile yakalanan hucreleri

saymak icin baslangictaki hlcre sayisi ve yikama solusyonlarindaki hucreler sayilarak



yakalama oranlari belirlenmigtir. Bu yontemin takip edilmesinin nedeni ise manyetik
boncuklarin hicre sayim cihazlarini tikayabilecek olmasidir. Yakalama oranini arttirmak ve
ikinci antikorun hucrede varhgdini test etmek icin yakalanan hucreler ikinci bir antikor kapli
manyetik boncuk ile yakalanarak “double sorting” gergeklestiriimistir (sekil 3.2). Manyetik
boncuk deneylerinde Uretici firmalarin tavsiye ettigi protokollerin verimini belirlemek ve
suregleri optimize etmek icin gergeklestirilen deneylerde kullanilan malzemeler tablo 3.1'de

gOsterilmigtir.

Tablo 3. 1: Deneylerde kullanilan hiicre, manyetik boncuk ve antikorlar

Hucre Kultari Manyetik Boncuk Uretici | Manyetik Boncuklarin kapli
Firmalar (parcaciklarin | oldugu antikorlar
gaplan)
ATCC Dynabeads (4.5 ym) CD19
CCRF-SB Miltenyi (120 nm) CD45
B lymphoblast CD34
CD10
CD38

CD38 ve CD10 ile yapilan deneyler sonucunda hiicre yakalama oranlarinin gok duisuk oldugu
belirlenmistir. Kullanilan sarf malzemeden kaynakli bir durum olabilecegi disunulerek yeni
malzemeler siparig edilip deneyler tekrarlanmistir. Fakat sonu¢ degismemistir bu durumda
akim sitometrisi dlgimleri yapilarak hicrelerin CD38 ve CD10 antijeni taslyip tagimadiklar
incelenmistir. Hucreler CD38 ve CD10 antijeni barindirmamaktadir, bu durum literatir ile

celismektedir ilerde incelenmesi gereken bir konudur.
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Sekil 3. 2: Manyetik boncuklar ile baglanma deneyleri; yakalanan hiicreler yiizeyi fonksiyonel hale getirilmis
QCM yiizeyine aktarilarak sandivi¢ yapisi olusturulmustur. Yikama soliisyonlarindaki hiicreler sayiimistir.

ikinci manyetik boncuklar ile double sorting deneyleri gergeklestirilmistir.

Hucre sayimlari hem manuel olarak hem de MUSE hiicre sayim cihazi ile gergeklestiriimistir.

3.3 Goriintii isleme Teknikleri ile Hiicre Sayimi

Mikroskobun 20X ve 40X objektifleri kullanilarak ¢ekilen géruntilerden manyetik boncuklarin
ve hicrelerin sayimi gergeklestirilmistir. Sekil 3.3’de yer alana gérintilerde mavi oklar hig bir
hicreye baglanmamis fazla miktardaki manyetik boncuklari géstermektedir. Pembe oklar hig
boncuk baglanmamis hicreleri veya hilicre pargalarini gostermektedir. Yesil oklar manyetik

boncuk baglanmis hicreleri, kirmizi oklar ise manyetik boncuklar ile tamamen kaplanmig

hicreleri gdstermektedir.

A

Sekil 3. 3: Kayit edilen 40X ve 20X goriintiiler.

B
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Tablo 3.2’de kullanilan kayit sisteminin en 6énemli 6zellikleri sunulmustur. 40X objektifin
¢O6zUnurligu daha yuksek iken gorus alani daha disuktir. Goruntileme sistemi ile gip ylzeyi

taranacagi icin dusik goéris alanin daha uzun sire tarama olarak neticelenecektir.

Tablo 3. 2: 20X ve 40X objektif 6zellikleri.

Objektif 20X Objektif 40X
Numerik aperture 0.40 0.65
Calisma Mesafesi (mm) 1.2 0.56
Gériis Alani (mm?) 0.278 0.069
Piksel ¢6zunarliga (um/pixel) | 0.46 0.23

Hem 20X hem de 40X igin ayn algoritmalar geligtiriimistir. 40X objektifler ile kayit edilen
gorintilerin ¢bzunurligu daha ylksek oldugu igin hiicre ve manyetik boncuk sayimi daha
kolay gerceklestiriimistir. 40X objektif ile kayit edilen goéruntiler i¢in renk degisimlerini temel
alan algoritmalar hucreleri ve manyetik boncuklari algilamak icin yeterli olmaktadir. Renk
temelli metotlarda goruntu once YUV renk uzayina gevrilmekte daha sonra uygulanan esik
degerler ile renkler belirginlestirimekte en son olarak goérintiler siyah beyaz goruntulere

cevrilerek sayim iglemi gergeklestiriimektedir (Sekil 3.4).

> — —> >
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Sekil 3. 4: 40X goriintiilerden manyetik boncuk ve hiicre sayimi igin kullanilan algoritmalar

Hicre sayiminda ise manyetik boncuklar gérintiden c¢ikariimakta ve morfolojik islemler ile
hdcre yapilari elde edilmektedir. Bu metotlar 20X igin istenen dogrulukta sonu¢ vermedigi igin
makine 6grenmesine dayall daha gelismis metotlari kullanmak gerekmektedir (Sekil 3.5).
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Sekil 3. 5: 20X goriintiilerden hiicre sayimi igin gelistirilen algoritmanin ana basamaklari

Bunun igin Support Vector Machine (SVM) temelli makine 6grenmesi metodu 20X goruntilere
uygulanarak hicre, manyetik boncuk ve manyetik boncuk kimelerinin algilanmasi ve
hdcrelerin sayillmasi gergeklestiriimigtir.

Ayrica geligtirlen ve MRD Biyogipten alinan goruntuler igin gorintu igleme
algoritmasina yapilan eklemeler bulgular kisminda acgiklanmigtir.
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3.4 Cip Uretimi ve Hiicre Kiiltiirii Testleri
Proje kapsaminda farkli ¢ip tasarimlar test edilmis olup sonuglari bulgular kisminda

aciklanmistir. Projede su ana kadar drettigimiz ve hicre kaltird ile denemeler yaptigimiz
tasarimlar 3 gurup olarak siniflandirilabilir. Altin padler/karolar temiz odada (ODTU MEMS)
dretilmistir (Sekil 3.6).

altin I fotoresist silikon

T fotoresist uygulanmasi

P I Altin depozit edilecek ylzeye desen
verilmesi

_ — Yuzeyin altin kaplanmasi

S Fotoresist kaldirma “lift-off” teknigi ile

altin  kaplanmayacak  kisimlarin
yuzeyden ayrimasi ve desenin
olusturulmasi

Sekil 3. 6: Altin padlerin/karolarin tretim agsamalari

Padlerin bulundugu ortamda bulunan hiicrelere baglanmamis fazla miktardaki manyetik
parcaciklari filtrelemek icin 2. Dénemde DLD (Deterministic Lateral Displacement) yontemi ve
tek sira PDMS sutiin yontemi denenmistir. Bu 2 tasariminda Uretim asamalari proje 6nerisinde
ongorilen her bir filtrenin DRIE metodu ile Uretilmesi ydntemine gére ¢ok ucuz ve kolaydir,
cunku bir kere kalip “mold” Uretildikten sonra ayni kalip kullanilarak PDMS malzemeden birgok
cihaz Uretmek mumkdndir. Ayrica PDMS malzeme 1sik geciren yapida oldugundan 1sik
mikroskobu ile incelenmesi daha kolaydir. DLD ¢ipi Bilkent UNAM’da dretilmigtir. DLD
sistemlerin kan akiginda yer alan kirmizi ve beyaz kan hucrelerini ayirmada basaril bir sekilde
kullanildigi gosterilmistir, elimizdeki hiicreleri manyetik pargaciklardan ayirmak i¢in bu yontem
denenmis akis hizi, kanal basinci gibi parametrelerin degistirildigi bircok denemeden sonra
basarili sonu¢ elde edilememistir. Bunun en 6nemli nedeni DLD sistemlerin ¢alismasi igin
gereken sabit basing ve akisim I6semi hiucrelerinin mekanik yapilarini bozmasi ve bozulan
hicre yapisinin sutunlar etrafinda toplanmasidir (Sekil 3.7). Yani akisa dayanikli kan hicreleri
DLD sistemler ile ayrilabilirken 16semi hicreleri daha narin yapida olduklarindan yapilari
bozulmaktadir. Benzer goézlem tek sutun filtrelerde de goézlenmistir. Hucrelerin yapisi
uygulanan basing nedeniyle kolayca bozulmaktadir. Lésemi hicrelerinin - mekaniksel

Ozelliklerinin incelenmesi ayri bir arastirma projesi olabilecek niteliktedir. Bu mekaniksel olarak
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narin hdcrelerin mikroakiskan kanallarda harekati disik basing ve distk hizlarda
saglanmalidir. DLD ve tek sUtun prototiplerden edindigimiz bilgiler 1siginda disuk basing ve
dusuk akis hizi gerektiren yeni tasarimimiz yapilmis olup denemelerine baslanmistir (Sekil
3.7). Bu tasarimda sivi akisi ile beraber manyetik alan da kullanilarak hlcrelere baglanmayan
manyetik boncuklarin ortamdan uzaklastiriimasi denenmektedir. Altin alanlarin metot D ile
fonksiyonel hale getiriimesi ile hucrelerin yakalandigi goésterilmigtir. Proje &nerisinde
amaglanan DRIE ile silisyum Uzerinde delikler hazirlanmasi bu metodun uygulanmasinda
karsilasilan zorluklardan dolayi iptal edilmistir. Yizeyde yakalanan hicreler sabitlenirken fazla
miktardaki manyetik boncuklar sivi akigi ile ortamdan uzaklastirilacaktir. Boylece hucreleri
yuzeyde yakalamanin 6nemli bir avantaji ortaya c¢ikmaktadir DRIE kullanimina gerek

kalmamaktadir ve Uretim kolaylasmaktadir.

Yéntem ip Tum Gérintisi Cip gi

Deterministic
Lateral
Displacement

PDMS situnlar

Manyetik Parcacik

B-ALL Hicresi

PDMS  tek —
sira sutunlar e [ — PDMS sUtunl*a %

a Manyetik
Parcacik

, \ B-ALL
) Hiicresi
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Sekil 3. 7: Su ana kadar uretilen biyogip prototipleri, mikro manyetik parcacik ¢api 4,5 pm’dur.

4. Bulgular
4.1 Yiuzey fonksiyonellestirme metotlari
Bu alanda yapilan caligmalar Electroanalysis (IF 2.85) dergisinde yayinlanmistir:

Quartz-Crystal Microbalance Measurements of CD19 Antibody Immobilization on Gold
Surface and Capturing B Lymphoblast Cells: Effect of Surface Functionalization,

Kutay Icoz, Mehmet Cagri Soylu, Zeynep Canikara, Ekrem Unal, Electroanalysis, 2018, 30,
DOI: 10.1002/elan.201700789

Karsilastirilan alti metot igin protein G, CD19 ve B lymphoblast hicreler igin QCM dlgim
sonuglari sekil 4.1°de gdsterilmigstir.
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[ B lymphoblast
18 1 [ ]cb19
. [ protein G

Method A Method B Method C Method D Method E Method F
(bare) (mua)

Sekil 4. 1: Test edilen metotlar igin B lymphoblast, CD19 antikoru ve protein G icin QCM frekans kaymalari

Bu Olciimler bize metot D’nin en ylksek oranda hlcre yakalama oranina sahip oldugunu
goOstermektedir. QCM sonuglarini atomik kuvvet mikroskobu (AFM) dlgiimleri ile kontrol etmek
icin yapilan olgiimlerde ilk olarak protein G katmani hem MUA hem MPS (zerinde analiz
edilmigtir (Sekil 4.2).

500 I20.0 nm
10.0 nm

0.0 nm

250

Sekil 4. 2: Protein G tabakasinin AFM analizi A) MPS ve B) MUA kaplamalari.

AFM olgimleri QCM olgimleri ile tutarli olup protein G katmani MPS Uizerine daha ¢ok

baglanmaktadir. Fakat hiicre baglanmasi MUA (izerinde daha ¢oktur. Olgiimler sonucu gikan
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bu durumu incelemek ve farkin neden kaynaklandigini arastirmak icin bazi ek deneyler
yapilmistir. YUzeyleri pasiflestirmek igin kullanilan BSA'in hiicre baglanmasina etki edebilecegi
dustnllerek MUA ve MPS kapli yuzeyler igin AFM ve QCM olgtmleri yapilmigtir (Sekil 4.3).

I B lymphoblast|

14 -

-
N
1

Z
-t
o

1

Frequency Shift (Hz)

Method E Method E (no BSA)

Sekil 4. 3: Metot E’nin BSA ve BSA olmadan QCM frekans kaymalan

BSA olmadigi durumda daha ¢ok hticre baglandigi gérilmektedir bu durum BSA’nin MPS kapli
yuzeyde MUA kaplh ylzeye gore antikorlarin hiicrelere baglanma etkisini azalttigi sonucunu
ctkarmaktadir. Bu durumu AFM ile de kontrol etmek icin BSA katmani MUA ve MPS kapli
yuzeylerde olgulmustir (Sekil 4.4).
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Sekil 4. 4: BSA katmaninin AFM analizi A) MPS and B) MUA kaplamalari

Bu ol¢iimler sonucunda MPS kapli ylizeyde BSA’larin daha cok girintili ¢cikintil bir ylzey
olusturdugu bu ylizden de hiicre baglanmasini zorlastirdigi sonucu gikariimigtir. Optimum
metot olarak belirlenen MUA yizeyinde konsantrasyon deneyleri de gergeklestirilmistir (Sekil
4.5). Boylece metot D ile kaplanmig QCM sensorii ile minimum 6lglilebilen hiicre sayisi 10°

hicre/mL olarak bulunmustur.
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Sekil 4. 5: Metot D nin farkli hiicre konsantrasyonlar i¢in uygulanmasi sonucu QCM frekans kaymalari

Yuzeyi fonksiyonel hale getirmek igin kullanilan metot D’nin farkli hiicre konsantrasyonlar ile

test edilmesi ile biyogip igin gerekli olan ylzey kaplama metodu belirlenmigtir.

4.2 Manyetik Boncuklar ile Hiicre yakalama deneyleri
Bu alanda yapilan ¢caligmalar Biotechnology Progress (IF 1.94) dergisinde yayinlanmistir:

Capturing B type Acute Lymphoblastic Leukemia Cells Using Two Types of Antibodies,
Kutay Icoz, Tayyibe Gercek, Aysegul Murat, Servet Ozcan, Ekrem Unal, Biotechnology
Progress, 2018, DOI: 10.1002/btpr.2737

Ayrica altin yuzeylere sabitlenmig ylzey reseptorlerine baglanma ve igaret kuvvetlendirme
deneyleri icin farkl manyetik platformlar yapimistir. ilk olarak nano boyutlu manyetik
parcaciklarin hiicre yakalama oranlari incelenmis hem toplam (total) hiicre sayilari hem de
canli (live) hicreler igin dlgimler gergeklestiriimistir. Canh hlcrelerde %98 civari yakalama
oranlarina ulagiimistir. Sekil 4.6’da CD 19 ve CD 45 kaph nano boyutlu manyetik boncuklar ile
sure¢ optimizasyonu yapildiktan sonra gergeklestirilen hiicre kagirma oranlari yer almaktadir.
%2’den daha az kacirma orani ile hiicreler yakalanabilmektedir. Sekil 4.7°de ise ayni deneyleri
mikro boyuttaki manyetik boncuklar ile gergeklestiriimistir. CD45 icin %2 den biraz fazla
kacirma orani bizlere hucreleri yakalamak igin nano boyutlu manyetik boncuklarin biraz daha

iyi performans gosterdigini kanitlamaktadir.
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Sekil 4. 6: CD19 ve CD45 kapli nano boyutlu manyetik boncuklarin hiicre kagirma orani

Mikro boyutta boncuklarin kagirma orani(%)
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Sekil 4. 7: CD19 ve CD45 kapl mikro boyutlu manyetik boncuklarin hiicre kagirma orani

Nano boyutlu boncuklar optik mikroskop altinda gérilememektedir, projenin amaci hicreleri
optik mikroskop yardimiyla saymak oldugu i¢in mikro boyutlu boncuklarin hiicrelere baglanma
oranlar irdelenmelidir. Bu amagla yapilan deneylerde hiicre yakalama oranlar %96-%98

olarak belirlenmigtir.
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Sekil 4. 8: Nano ve mikro boyutlu manyetik boncuklarin cift yakalama (double sorting) hiicre kagirma
oranlari

MRD’nin takip edilmesi i¢in hedefimiz (¢ adet antikorun ayni anda hticrede olup olmadigi
kontrol etmekti bunlardan iki tanesi manyetik boncuklar ile bir tanesi de altin ylzeylere
tutturulmus olarak hiicrelere baglanacaktir. iki adet manyetik boncuk ile hiicreleri yakalamak
icin double sorting deneyleri gergeklestiriimistir (Sekil 4.8). ilk olarak nano boyutlu manyetik
boncuklar ile hicreler yakalanmis daha sonra farkh antikor ile kapli mikro boyutlu manyetik
boncuklar hucrelere baglanarak hicrelerin iki tip antikor ile tespit edilmesi saglanmigtir.

QCM Frekans Kaymalari

Ll

ProG CD19 CD45 Labeled Cells

Value of Frequency (Hz)
R, NN W W
92} o (62} o (62} o (62}

Sekil 4. 9: Nano manyetik boncuk ile yakalanan hiicreleri QCM yiizeyde sabitlenmis antikorlar ile
yakalanmasi sonucu frekans kaymalari.
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Manyetik boncuklar ile yakalanan hucrelerin ylzeyde sabitlenmis antikorlar ile yakalanmasi
deneyleri QCM cihazi ile test edilmigstir (Sekil 4.9). Bu amagla nano boncuklar ile yakalanmis
hicreler, ylzeyi metot D ile fonksiyonel hale getirilmis QCM sensdriine aktariimis ve baglanma
frekans degisimi olarak incelenmistir. Yizeyde olusturulan sandivi¢ yapisi QCM o&lglmleri

kanitlanmigtir.

4.3. Goriintii isleme Metotlari ile Hiicre Sayimi
Bu alanda yapilan galismalar Biomedical Signal Processing And Control (IF:2.78) dergisinde

yayinlanmistir:

Automated quantification of immunomagnetic beads and leukemia cells from optical
microscope images,

Fatma Uslu, Kutay Icoz, Kasim Tasdemir, Bulent Yilmaz, Biomedical Signal Processing and
Control, 49(2019), 473-482

Hlcre sayimi ve manyetik boncuk sayimi igin hata orani (error rate)
‘N - N

N
olarak tanimlanmistir. Sonuglar tablo 4.1’de 6zetlenmistir. Manyetik boncuk tespiti yliksek

dogruluk ile yapilabilmektedir.
Tablo 4. 1: Ortalama manyetik boncuk hata orani 40X ve 20X objektifler.

40X Images 20X Images

E 0.0171 0.0384

Hicre sayimi igin yapilan analizler sonucu 40X ve 20X obijektifler igin gorintl isleme
metotlarinin  performansini  6lgmek i¢cin gereken Onemli parametreler tablo 4.2' de

Ozetlenmistir.

Tablo 4. 2: Algoritmalarin ortalama hiicre sayimi performansi

40X Objektif 20X Objektif
Precision 0.916 0.797
Recall 0.815 0.883
Specificity 0.749 0.358
False Negative Rate 0.184 0.116
F-Measure 0.861 0.833
Detection Error 0.134 0.159
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Algoritmalarin 40X i¢in daha iyi sonug¢ vermesi 40X gdéruntllerin daha net olmasindan
kaynaklanmaktadir. Support Vector Machine (SVM) yerine alternatif metotlar Neural Networks
(NN) ve Random Forest (RF) metotlarinin performansi elde edilen gériintulerle beraber WEKA

programina uygulanarak karsilastiriima yapilmistir (tablo 4.3).

Tablo 4. 3: SVM, NN ve RF metotlarinin performanslarinin karsilastiriimasi

Hucre Algilama

SVM (Support Vector | NN (Neural [ RF (Random

Machine) Network) Forest)
Ortalama Accuracy 82.5372 76.6250 87.4058
Ortalama TP Rate 0.825 0.766 0.874
Ortalama FP Rate 0.174 0.233 0.126
Ortalama Precision 0.833 0.789 0.879
Ortalama Recall 0.825 0.766 0.874
Ortalama F-Measure | 0.823 0.758 0.873
Ortalama MCC 0.658 0.556 0.753
Ortalama ROC Area | 0.825 0.848 0.927
Ortalama PRC Area | 0.778 0.842 0.921

Random Forest metodu SVM ve NN metotlarina gére daha dogru sekilde hucreleri algilama
oranina sahiptir. Bu 6lcumler bize RF metodunun ilerisi i¢in kullanilabilecegini gostermektedir.
RF metodu ile 20X objektiflerden dogruluk %87 seviyesindedir. Eger ¢ip ylzeyi tarama hizi
sorun olmayacak nitelikte ise 40X objektif kullanilarak %90 tzeri dogrulukta algilama ve sayim
yapilabilmektedir. Bu oranlari iyilegtirmenin mumkdn oldugu goruntulerin incelenmesi ile
ortaya cikmaktadir. Dogruluk oraninin dusik oldugu goruntilerde net olmayan kdseler
mevcuttur. Gelistirilen algoritmalar bu net olmayan kisimlarda distuk performans

gOstermektedir. Bunun dnlenmesi i¢in goruntulerin standart olarak netlik sorunu olmayacak
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sekilde kayit edilmesi gerekmektedir. Netlik sorunu olan goérintaleri, gérintl isleme teknikleri
ile hata oranini azaltacak sekilde isleme tabi tutmak su an tzerinde durdugumuz bir konudur.
Manyetik pargaciklarin ve hicrelerin mikroskop gdrintilerinden algilanmasi igin yapilan
calismalarin bir sonraki asamasi ¢ip igindeki gorunttlerin iglenmesidir. Cip igerisinde kare
seklindeki karolarin tespiti yeni bir problem olarak gérintilerde yer almaktadir. Buradaki temel
amag, uzman yardimi olmadan tam otomatik bir sekilde imminomanyetik parcaciklarin tum
resimdeki sayisini ve karolara gore konumunu tespit etmektir.

Mikroskoptan alinan tipik bir biyogip goérintl parcasi 6rnegi Sekil 4.10’da g0Osterilmistir.
Goriuldagu gibi mikro karolar diizenli ve sirali bir sekilde dizilmis olarak bulunmaktadir. Fakat
immunomanyetik pargaciklar resmin geneline sagiimis olarak goérulmektedir. Gorintu isleme
acisindan bu parcgaciklar tg farkli sekilde incelenebilir:

1-) Tek basina izole sekilde bulunan pargaciklar (mavi ok ile gosterilen),

2-) Diger birgok pargaciklarla birleserek bir yumak seklinde bulunanlar (yesil ok ile gosterilen),

3-) Karolara yapisik halde bulunanlar (kirmizi ok ile gésterilen).

n=ue
"Wy

Sekil 4. 10: Biyogip goruntii 6rnegi. Mavi ok izole seklindeki parcacigi, yesil ok yumak seklinde bulunan
parcacigi ve kirmizi ok karoya yapisik halde bulunan pargacigi géostermektedir.

Goruntl isleme agisindan bu analizin gesitli kolayliklar ve zorluklari bulunmaktadir. Kolaylik
olarak gunlar sayilabilir:

1-) Gorlntulerin arka planinin 6n plan nesnelerine goére oldukga agik renkte olmasi ve yiksek
bir karsitlik olusturmasi,

2-) Goéruntunldn aydinlatiimasinin dengeli ve oldukga diiz olmasi,

3-) immiinomanyetik pargaciklarin yuvarlak sekilde ve esit boyutta olmalari; karolarin da egit
boyutta ve pargaciklardan farkh olarak duzenli dagiimis olmalari,

4-) Goruntulerde sorun olusturabilecek ciddi bir bulaniklik ya da girdltintn bulunmayisidir.
Bunlara karsilik, kimelenen parcaciklarin sekillerinin kaybolmasi, karolara yapisan
parcaciklarin bir kisminin gérinmemesi, bazi hicre parcaciklarinin olduk¢a opak ve koyu
renkte olup pargaciklarla karistirilabilecek Ozellikte olmalari, az sayida olsalar da bazi
parcaciklarin daha bozuk yapida olup hicre pargaciklarina ya da kabarciklara benzemeleri,
resmin gercevesiyle kesisen karolarin farkli boyutlarda olmalari zorluklar olarak sayilabilir.
izole olarak bulunan pargaciklarin konumlarinin tespiti igin diizgin sekilli ve yuvarlak

goérunmeleri sebebiyle akla ilk gelen ydntem olarak Hough Dontsum tabanl bir yuvarlak tespiti
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yontemi (Meyer 1994) kullanmak olacaktir. Géruntller Gzerinde denenen bu yoéntem, izole
parcaciklarda iyi sonuglar verse de hicrenin parcaciga baglanmasi, kimelenme olmasi,
parcacigin karolara yapismis olmasi gibi durumlarda pargaciklari kagirmaktadir.

Pargaciklarin duzgun yuvarlak sekilde olmalarinin yaninda gozlenen bir diger ozellikleri ise
merkezlerinin acik renkte, ¢ceperine yakin kisimlarin ise koyu renkte olmasidir (Sekil 4.11 a).
Bu da goruntu G¢ boyutlu topoloji olarak disunildiginde Sekil 4.11b'deki gibi etrafinda
cember seklinde cukur olan kiglk tepeciklerin oldugunu gostermektedir. Bu bulgudan

faydalanarak Havza Sinirlama (Watershed) yénteminin yararli olacagdi disuntlmustur.

. %

(@) (b)

Sekil 4. 11: Pargacik resminin (a) li¢ boyutlu topolojik goriintiisii cukur iginde bir tepecik olusturuyor (b).

Asagidaki Sekil 4.12, kullanilan algoritmanin genel yapisini vermektedir.

A)Renkli ojinal) il Y 1
resim @ e
"

B) Renkliresmingri [} '. . .
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C) ‘Otsu’ boliitleme
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elde etme
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D) Gri 6lgekli resmi, C
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maskeleme

!
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E) Gri 6lgekli resme
Top-hat doniistimii

F) Top-hat
doniisiimiinden sonra
resmi ikili resme
doniistiirme

G) Ikili resimde
nesneler arast uzaklik
hesaplama algoritmasi

uygulama

H) Havza Sinirlamaile
pargaciklart boliitleme

!

K) F basamagindaki
resme H
basamagindaki resim
ile maske uygulama

l

L) Morfolojik
yontemler kullanarak
istenmeyen nesnelerin

elenmesi

M)ikili resimde
nesneleri  bulma
sayma ve orijinal
resimde gosterme

‘T
e

Sekil 4. 12: Resimdeki yalniz ve kiimelenmis immiinomanyetik parcaciklari bulma algoritmasinin akis
diyagrami ve ilgili goriintler

20x obijektif ile alinan mikroskop gérintileri G¢ kanalll RGB resimlerdir. Sekil 4.12’deki
semada verildigi gibi ilk olarak, resim gri seviye resime (I4,;) donustirildd. immiinomanyetik
pargaciklar ve karolar, agik renkteki arka plan gértntistinden oldukga farkl tonda oldugu igin

evrensel egikleme ile bolutleme uygulandi.
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1, eger Totsu > Igri(x' y)}

Imaske(xvy) = { 0 diger (1)

Denklem (1) de Otsu metodu (Otsu 1979) uygulanarak bulunan esik degeri Ty, olarak,
piksel pozisyonlari (x,y) olarak gdsterilmistir. Elde edilen ikili resimde (I,q5ke (X, y)) sadece
karo alanlar ve imminomanyetik par¢aciklar bulunmaktadir (Bkz. 4.12C). Bdylece istenmeyen
nesneler (hicreler, hicre pargalari, arka plan, vs.) maske uygulanarak atilabilecektir.
Sonrasinda bu ikili resim maske olarak kullanilip gri élgekli resme uygulandi ve 4.12D 'de
goraldugu gibi gri Olgekli resimde sadece karo alanlar ve imminomanyetik parcaciklarin
oldugu alanlar elde edildi.

Karo alanlari da goriuntiden atabilmek igin, parcaciklarin karolardan ¢ok daha kuguk
nesneler olusundan faydalanildi. Morfolojik islemlerden Top-Hat dénlisimuinde, yapilandirma
elemani (Structuring Element) olarak parcaciklarin yari ¢api (~10 piksel) ile karolarin igine
sigabilecek en buylk dairenin yari ¢capi (~50 piksel) arasinda bir buytklikte (20 piksel) disk
sekli secildi. Boylece uygulanan Top-Hat dontisumu Error! Reference source not found.'deki
gibi karolarin biyik kismini elemis oldu (Itopnat)-

Gereksiz nesnelerin ve karolarin buyuk kisminin resimden atildigi, resmin genelde Havza
sinirlama yontemi (Meyer 1994) ile bélutleme yapmadan dnce uygulandidi gibi uzakhk haritasi
cikanldi.( I akik) Uzaklik 6lgimi olarak Euclidean yéontemi kullanildi. Devaminda uygulanan

Havza sinirlama bolitleme yontemi ile resimdeki nesneler (0,) etiketlendi.

0, < Havza Sinirlama (I zaxik) (2)

Budenklemde I = {1, 2,..., N} etiketlenen nesnenin indeksini gdstermektedir. Havza sinirlama
uygulamanin amaci, resimde birlesik olarak gériinen parcaciklar arasina sinir gekebilmektir.
CGunku cok fazla sayida pargacik birlestiginde karodan daha fazla yer kaplayarak morfolojik
islemlerle elemeyi zorlastirmaktadir.
Etiketli nesnelerin (0,) oldugu yerlerde olan ve BryHat resminde pozitif olan pikseller alinarak,
pargaciklarin birbirinden ayriimis oldugu Sekil 4.12K 'de goriilen B,y resmi elde edilmistir.

Bayrk = BropHat N {04|1={1,2,...,N}} 3)
Elde edilen B,y ikili resimde istenmeyen karo kenarlari hala mevcuttur (Sekil 4.12K). Bu
kugik istenmeyen nesneleri ve diger guriltileri temizlemek icin erozyon morfolojik islemi
uygulandi ve B ikili gérintiisii elde edildi (Sekil 4.12L). izole olarak bulunan yalniz
parcaciklarin konumlar bu yéntemle bulundu.
Yukarida anlatilan algoritma, bazi karo alanlara yapismis olan bazi immuinomanyetik
parcaciklari bulamamaktadir (Sekil 4.12M). Bu sorunu gidermek igin karoya yapisik pargacik
kimesini tespit eden yeni bir kisim eklendi. Karoya yapisik pargacik kimesini tespit eden

algoritmanin akis diyagrami Sekil 4.13’de verilmistir.
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2. Morfolojik 3. Karo ve
islemlerle parcacik ozellik
karoyu ¢ikarma kestirimi

1. Otsu
bolutleme

4., Yalniz nesnelerin 5. Kalan alanin
alanimin kestirimi kestirimi

7. Toplam manyetik 6. Karoya yapisik
pargacik sayisinin manyetik pargacik
kestirimi sayisinin kestirimi

Sekil 4. 13: Resimdeki karolara baglanmis toplam immiinomanyetik pargaciklarin sayisinin ve konumunun
kestirimi

°
-
Sekil 4. 14: Karoya bagh immiinomanyetik parcacik 6rnegi

Birinci basamakta Otsu ile bélitleme yapilarak yine én plan nesneleri elde edildi. ikinci
basamakta elde edilen ikili resme, sadece karolar ve karolara bagli immunomanyetik
parcaciklari (Sekil 4.14) elde etmek igin karo alanlarin boyutundan kugtk, immunomanyetik
parcaciklarin alanindan buyik 20 piksel yarigapinda bir disk yapi elemani ile agma ile yeniden
olusturma (opening by reconstruction) morfolojik islemi uygulandi. Uglincli basamakta
resimdeki nesneler bulunarak her birinin konumu, alani ve toplam sayisi kestirildi. Dorduncu
basamakta tek bir karo alanin ve tek bir imminomanyetik parcacigin alani hesaplandi ve
besinci basamakta resim Uzerinde bulunmus her bir nesneden tek bir karonun alani ¢ikarildi
ve kalan alan hesaplandi. Bdylece kalan alan yapigik parcaciklarin alanini géstermekteydi.
Altinci basamakta kalan alan tek bir imminomanyetik parcanin alanina boélinerek ortalama
olarak karoya baglanmis imminomanyetik pargacigin sayisi kestirildi. Son basamakta ise ilk
kisimda verilen algoritma ¢iktisi ile bu kisimdaki giktilar toplanarak bir resimdeki toplam
immunomanyetik pargacik sayisi kestirildi. Gelistirilen algoritmanin deney sonuglari Tablo
4.4'de verilmigtir. Goruldugl Uzere butun resimlerde %90 Uzerinde bir hassasiyet ve %94
Uzerinde hatirlama orani yakalanmistir. Kullanilan teknikler ile resimde yalniz bulunan, birbiri

ile baglanarak kiime olusturan ve resimdeki karolara baglanarak bulunan immunomanyetik
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parcaciklarin toplam sayisi bulunmus ve Tablo 4.4'de verilen sonugclara gore, verilen ¢ip resmi
Uzerinde bulunan toplam imminomanyetik pargacik sayisi ortalama %93 F-6l¢utl basarisiyla

ve %2 yanhs negatif tespit orani ile bulunabilmektedir.

Tablo 4. 4: MANYETIK PARGACIK SAYMA SONUGLARI

Dogru | Yanhs | Yanlhs | Hassasiyet | Hatirlama | Yanhs | F-
Pozitif | Pozitif | Negatif negatif | 6lgiim
orani

Resim1 | 496 25 16 0.95 0.96 0.03 0.95
Resim2 | 529 39 18 0.93 0.96 0.03 0.94
Resim3 | 575 37 23 0.93 0.96 0.03 0.94
Resim4 | 563 48 11 0.92 0.98 0.01 0.94
Resimb5 | 51 3 3 0.94 0.94 0.05 0.94
Resim6 | 73 12 2 0.85 0.97 0.02 0.90
Resim7 | 56 6 2 0.90 0.96 0.03 0.92
Ortalama | 334 24 10 0.91 0.96 0.02 0.93

Arastirmanin geri kalan kisminda goérintl Gzerindeki hicre sayisi, konumu ve g¢esidinin
otomatik olarak tespit edilmesi galismalari gergeklestirilmis ve hasta érneklerine uygulanmistir.
Sekil 4.15'te goruldigu Uzere ¢ip igerisinden alinan Ornekler gelistirilen gorinti isleme
teknikleri ile analiz edilmis ve hicreler tespit edilmistir. Mavi ¢cerceve icerisine alinan hucreler
ve hiicre parcalari tespit ediimektedir. Onceki gelistirilen algoritmalardan farkl olarak varyans

hesaplamasini iceren yontem sekil 4.16’da sunulmustur.
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Sekil 4. 15: Cipten elde edilen goriintiideki hiicrelerin tespiti

Threshold Bead ve karelerin bulundugu
Orijinal gorunti goriinti

im2double .
Genigletme

Double goérintu
Varyans uygulanan gorintu
ile ayni boyutta olan bead ve
Varyans alma kareler

y

Bead,kare ve hiicrelerin

bulundugu gorinti
Cikarma

Threshold

. . Cikarma Bead,kare ve hiicrelerden,
Bead,kare ve hticrelerin )
o bead ve kareleri ayirarak
bulundugu gorinti

hucreleri elde etme

Sekil 4. 16: Varyans Hesaplamasini igeren Hiicre Tespit Algoritmasi
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Renkli original resim

Varyansini alabilmek icin
double hale getirdigimiz resim.

Bead ve kareler

Sinirlari genislemis
bead ve kareler

Bead, kare wve hiucreler

Sekil 4. 17: Varyan hesabi igeren algoritmanin uygulamasi
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Sekil 4. 18: 20X objektif ile elde edilen goriintii ve uygulanan varya

Bu galismada hicre bulma igin kullandigimiz yéntem Sekil 4.18’deki orijinal (renkli) gériintiye
varyans uygulamaktir. Bu islemi goruntu Gzerinde belirli bir blyukte olusturdugumuz pencere
boyutlari ile yaptik. Olusturdugumuz pencereleri goérintinin tamamini tarayacak sekilde
gezdirerek her pencere igin ayri varyans hesabi yaptik. Bu pencereleri Sekil 4.18’ teki renkli
kareler gibi resmin tamami igin her satir ve sutun boyunca ayni igslemin tekrarlanmig hali olarak

dusunebiliriz. Farkl boyutlarda pencereleri deneyerek en iyi sonug¢ veren pencere boyutunu

sectik.
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Sekil 4. 19: Varyans uygulanmasi ve ara goriintuler

Pencereleme kismini matris boyutunda dusinerek ele alirsak, 5x5 boyutunda bir deneme

gorintimadz olsun. Bunun Uzerinde 3x3 boyutunda bir pencereyi her piksel icin giincelleme
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yapacak sekilde dolagtirirsak sonug¢ olarak deneme goruntimizum varyansini agagidaki gibi
buluruz. Ayni sekilde 10x10 boyutlarinda bir deneme gorintisine 3x3 boyutunda pencere
uygulayarak da varyansini bulmus oluruz. Bu sayede gorintideki streklilik olmayan noktalar

tespit ederek bead, kare ve hucreleri tespit etmis oluruz (sekil 4.19 ve Sekil 4.20).

Deneme gorinti

0 0 0 0 0

0 0 0 0 0

0 0 1 0 0

0 0 0 0 0

0 0 0 0 0

Deneme varyans 1

0 0 0 0 0

0 0.111 0.111 0.111 0

0 0.111 0.111 0.111 0

0 0.111 0.111 0.111 0

0 0 0 0 0

Deneme goriunti

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 1 0 0 0 0 1 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 1 0 0 0 0 1 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Deneme varyans 2

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0.1110.1110.1110 0 0.1110.1110.1110
0 0.1110.1110.1110 0 0.1110.1110.1110
0 0.1110.1110.1110 0 0.1110.1110.1110
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0.1110.1110.1110 0 0.1110.1110.1110
0 0.1110.1110.1110 0 0.1110.1110.1110
0 0.1110.1110.1110 0 0.1110.1110.1110
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Her pencere icin hesaplanan varyans degerlerini bir matriste depolayarak sekil 4.20°de
go6rinddgu gibi varyans goruntisuni elde ettik. Bu goérintideki detaylar daha net gérebilmek
icin belirli bir esik degerinin Uzerini gorintiledik ve sekil 4.20°de gorilen sonucu elde ettik. Bu
goérintide bead, kare ve hicreleri arka plandan ayirt etmis olduk. Bead, kare ve hicreleri
beyaz kisimlar; arka plani ise siyah kisimlar olarak etiketledik. Hucreleri de bu bead ve
karelerden ayirt etmek igin orijinal gortiintimaze farkli bir esik dederi uygulayarak sekil 4.21°de

gorilen sadece bead ve karelerden olugsan gorintiyu elde ettik.
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Sekil 4. 21: Varyans uygulamasmd hicrelerin tesiti

Sekil 4.21’te bead,kare ve hicreleri elde ettigimiz gorintiden, bead ve kareleri elde ettigimiz
goruntiyu cikarma islemi yaptik. Sonu¢ olarak elimizde sadece hucrelerin oldugu sekil

4.21°deki goruntiyu elde ettik. Goruntlideki guriltilerden kurtulmak igin bagli olmayan

nesneleri boyutlarina gére temizleme islemi yaptik ve morfolojik islemleri uyguladik.
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Morfolojik islemler ile elde ettigimiz hiicrelerin sinirlarini belirleyerek orijinal gérinti Gzerinde
cizdirdik. Hucreleri tespit ettikten sonra hicre sayma kismina gegctik ve burada 3 gruba ayirdik.
Karelere yapisik hiicreler, boncuga yapisik hiicreler, tek basina olan hiicreler. Karelere yapisik
hdcreleri bulmak igin bead ve kareleri buldugumuz ikili resmi yeniden yapilandirdik. Daha énce

bahsettigimiz yontemleri tekrar uygulayarak karelere yapisik hicreleri elde ettik.

4.4 MRD Biyogip Kontrol Deneyleri
Hasta drneklerine gegmeden 6nce CCRF-SB hiicre hatti ile MRD biyogip’in ylzeyine antikor

yerlestiriimeyen durum ve CD10 antikoru vyerlegtirilen durum kontrol deneyleri olarak
gerceklestiriimistir. Buradaki amag¢ uygulanan hicre sayisini yiksek tutup MRD biyogip
icerisindeki spesifik ve nonspesifik baglanma oranlarini incelemektedir. Bu amagla 600000
hicre MRD biyogip’e aktariimigtir. 33040 karo alan bulunan durumda karolara birden fazla
hicrenin baglandigi gézlenmigtir. Antikor kaplanmayan durum ile CD19 kaplanan durumun

karsilastiriimasi sekil 4.22’de sunulmustur.

Chart Title
60000
49728
50000
40000
S
3
o 30000
s}
i3
I
20000
9728 11600
o - -
0
No Antibody CD10 CcD19

Sekil 4. 22 Antikor kontrol deneyleri

Goruldugu Uzere antikorun varligi 5 kat daha fazla hicrenin tutunmasini saglamaktadir.
Bununla beraber yaklagik on bin hicrenin arzulanmayan gekilde baglanmasi dikkat edilmesi
gereken bir noktadir. Bunun sebeplerinden biri de giriste ¢ok fazla hicre (600000)
uygulanmasidir, gercek oOrneklerde bu kadar c¢ok hucre uygulanmayacaktir. Hasta
orneklerinden 6nce gerceklestirilien bu deneyler ile yuzeylerin pasifize edilmesinin 6nemi,

ylkama ve inkibasyon surelerinin optimizasyonun dnemi ortaya ¢cikmaktadir. Ayrica CCRF-SB
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hicrelerinin akim sitometrisi ile analizi géstermistir ki CD10 antijeni bu hicrelerin ancak %8’in

de CD19 ise %99unda mevcuttur. Bizlerde yluzeye CD10 antikoru koyarak, CD19 ile

kiyaslamasini gergeklestirdik. Ayrica giristeki hicre sayilari azaltilarak ¢ip igerisinde

yakalanan hlcre miktarlari da deneysel olarak incelenmigtir. Bu amacla 500000 hucreden

bagslayarak giristeki hiicre sayilari azaltilmig her biri durumda ¢ip icerisinde yakalanan hiicreler

sayllarak korelasyon bulunmustur (Sekil 4.23).

A

600.000

500.000

400.000

300.000

200.000

100.000

10000
9000
8000
7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000

10000

9000

8000

7000

6000

5000

4000

3000

Cells Captured in the Chip

2000

1000

-1000

Initial Number of Cells

500.000

250.000

100.000

. 30.000
|

Exp-1 Exp-2 Exp-3 Exp-4
Captured cells in the chip

8810

2263
1749

220

Exp-1 Exp-2 Exp-3 Exp-4

Corelation

L]
y =0,0176x - 609,01
R?=0,9269 .-

100.000 200.000 300.000 400.000 500.000 600.000
Input Cells

Sekil 4. 23 MRD Biyocip karakterizasyon olgiimleri A) Giristeki hiicre miktari, B) Cip icerisinde yakalanan
hiicre sayisi C) aradaki korelasyon
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4.5 Hastalara uygulanan tedavi protokoli

Proje igin 6rnek alinan hastalar Akut Lenfoblastik Losemi Inter Continental Berlin Frankfrurt
Munster 2009 (ALL-IC BFM 2009) protokolu ile tedavi edilmistir. Bu protokolde hastalar yas,
tani ani1 beyaz kure yuksekligi, genetik mutasyon ve tedaviye yanit 6zellikleri baz alinarak
relaps geligtirme olasiligina gore risk gruplarina ayrilir. Yuksek riskli hastalar daha yogun
kemoterapi ile tedavi edilirler. Tedavi dort fazdan olusur: remisyon induksiyonu (htcum),
konsolidasyon (pekistirme), idame ve merkezi sinir sistemi (MSS) profilaksisi icerir. Kemik iligi
15.gun M1 (kemik iliginden blast sayisi <%5) olan hastalardan Minimal rezidlel hastalik (MRD)
degeri <10-4 olanlarin neredeyse hi¢ niks etmedigi, ancak MRD = 10-3 olan hastalarin kot

seyrettigi gordlmastar (Sekil 4.24).

ALL IC-BFM 2009 CLASSIFICATION

Age 1-5y and Age<1 or>=6y N
Diagnosis | WBC<20,000 or WBC>=20,000 ?'g?’ztz a8 >t 41_3(1)0 or
Day 8 And blasts d8<1,000 | | And blasts d8<1,000 H(ip,o di‘))’lgizj}f = 43[ o

BM Day 15 [M1/M2 -\M1IM M1/M2/M3

Day 15 BM All of them

FCM-MRD

Day 33

Risk groups

Distribution of pts 13% 66% 21%

Est.distribution of relapses 5% 22% 40%

Sekil 4. 24: ALLIC BFM 2009 protokoliine gore risk gruplari 6zellikleri ve niiks oranlari (Campbell et al. 2009)

Baslangi¢ hicum tedavisinde ilk on bes glin ortak ilag aldiktan sonra tedaviye yanitlarina gére
hastalar t¢ gruba ayrilip standart risk grubu, orta risk grubu, yuksek risk grubu olarak tedavi

kol seklinde tedavi uygulandi (sekil 4-25).
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ALL IC-BFM 2009 : TREATMENT

Version approved after Bergamo on August 2009

1 11111

T-ALL M5
SR IB } wl 6-MP / MTX |
Bep-ALL M2

dx d15 d33

VL

IA/IA’| IR R1\

> 1 1 1 111

II ’_’[ 6-MP /MTX I

*
Sy 0
HR R1 R

|14 1

s L N !
0 10 12 52 104 W
‘ BM sampling 1 IT MTX (in maintenance) IR: presymptomati cranial irradiation 12 Gy only for TALL-WBC > 100.000
. 2 % < g * HR :presymptomatic cranial irradiation 12 Gy for all EXCEPT Bep-ALL HR only
Protocol IA' DNR 30mg/m? x2 only for SR patients with BCP-ALL due to PPR

Sekil 4. 25 Risk gruplarina goére ALL IC BFM 2009 protokoliinii risk gruplarina gore genel tedavi semasi
(Campbell et al. 2009)

Hicum tedavisinde (protokol-IA): Predniziolon , vinkristin, daunorubisin, L-asparaginaz icerir.
Prednizolon 60 mg/m2/gin hastanin durumuna gore agizdan veya damar igi olarak (steroid
dozu ilk 5 glin doz artirllip baglanir, ilk 28 giin sonrasi Gger giin ara ile %50 doz azaltilarak
kesilir). Vinkristin 1.5 mg/m2/gin 4 doz (8.,15., 22., 29. glinlerde) damar igi olarak verildi.
Daunorubisin 30 mg/m2/gin 1 saatte damar igine infizyon seklinde uygulandi. Dusuk risk
grubundan 2 doz seklinden (8. ve 15. glinde) uygulanirken orta ve ylksek risk grubunda 4
dozda (8., 15., 22., 29. glnlerde) uygulandi. L-asparajinaz 5000 unite/ m2/ gun, damar igi 1
saatte inflzyon seklinde (12., 15., 18., 21., 24., 27. gunlerde) uygulandi.

Hicum tedavisinin ikinci kisminda ise (protokol-1B) ise siklofosfamid (1000 mg/m2/giin) damar
ici 1 saatte inflizyon seklinde (36., 64. Gunlinde) uygulandi. 6-Mercaptopurine 60 mg/m2/gin
dozunda agiz yoluy ile (36. ile 63. Ginler arasindan verildi. Sitarabin 75 mg/m2/giin dozunda
4 gunluk bloklar halinde 4 blok halinde (38.-41.gln, 45-48. gun, 52.-55.g4n, 59-62.giin) damar
ici 1 saatte infuzyon olarak uygulandi.

Bu protokolde tanimlanan 15. guin érneklerinin incelenmesi ile MRD tayini yapilmaktadir. Bu
nedenle MRD Biyogip i¢in 15. gun 6rneklerine yogunlasiimig, hasta 6rnedi oldukca ilerleyen

gunlerin 6rnekleri de incelenmistir.
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4.6 Hasta Orneklerinin Akim Sitometrisi ve MRD Biyogip ile incelenmesi

Hasta oOrneklerinin manyetik boncuklar ile yakalanmasi ve ayristiriimasi islemleri akim
sitometrisi Olgiimleri ile analiz edilerek hiicre kultirinde elde edilen sonuglardan farkliliklar
olup olmadidi ve MRD biyogip ile hasta dlgimlerinin yapilarak karsilagtirmali analizler
gergeklestirilmigtir. Bir 6nceki rapor doneminde gergeklestirilen dlgimler 6zetle sekil 4.26'de
gOsterilmistir. Toplam 41 kemik iligi 6rnegi, 10 periferik kan éregi toplam 51 hasta 6rnegi
deneylerde kullaniimigtir. Hastalarin hepsi ¢cocukluk ¢agi 16semi hastalari olup érneklerin bir
kismi sadece manyetik parcaciklarin baglanma ve ayrigtirma deneylerinde ve optimizasyon
calismalarinda, bir kismi da ¢ip deneylerinde kullaniimigtir. Hasta deneylerinin hepsinde
referans sistem olarak akim sitometrisi verileri kullaniimistir. Akim sitometrisinde “event-
olay” sayimi yapilmakta ve 10000 event lizerinden degerlendirilmektedir. Omegin tani
aninda cok fazla hicre akim sitometrisine verilmesine ragmen sadece 10000 event igindeki
yuzdesi veri olarak elde edilmektedir. Bizde bu nedenler cipdeki hlicre sayilarini akim
sitometrisindeki event yizdeleri ile karsilatirmayr uygun bulduk. Raporun bundan sonraki
kisimlarinda ayni verileri tekrarlamamak adina tim hasta verileri yerine anlamli bilgiler iceren
veriler yer almaktadir.

Hasta Ornekleri (MRD S9) ile planlanan/gerceklestirilen deneyler-iki tip
manyetik boncuk

N Dosya isimleri
Hasta Ornegi F1

d d U &4
CD 10 nanobead ile inkiibasyon ‘ F2
manyetik ayinm yapmadan

CD 19 microbead ile inkiibasyon
manyetik ayirnm yapmadan

]
CD 10 (+)

CD 10 nanobead ile inkiibasyon ]
manyetik ayirm CD10(-)

CD 19 microbead ile
inkubasyon

CD 10 nanobead ile inkiibasyon
manyetik ayinm

CD 10 nanobead ile inkiibasyon
manyetik ayinm

inktibasyon manyetik
ayinm (double sorting)

]
€D 19 (+)
| -

CD 19 (-)
Sekil 4. 26: Hasta ornekleri ile gergeklestirilen akim sitometrisi deneyleri
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MRD biyogip deneyleri Sekil 4.26’de (F6-1) gosterilen CD10+ ve CD19+ ayristirma ydntemi ile
gergeklestirilecek olup 6nce hedef hiicreler CD10 kapli manyetik boncuklar ile ayristiriip daha
sonra CD19 kapli manyetik boncuklar ile 2. ayristirma gercgeklestirilecek ve CD45 ile kapli altin
kapli pedlerin oldudu ciplere iletilecektir. Boylece ¢ip i¢erisinde yakalanan hucrelerin CD45,
CD10 ve CD19 antikorlara ayni anda sahip olup olmadigi analizi gergeklestirilecektir. Yapilan
Olctimlerin sonuclari Tablo 4.5 ve Tablo 4.6’da sunulmustur.

Tablo 4. 5: Hasta Orneklerinin manyetik partikiiller ile inkiibasyonu/ayristirimasi deneylerinin akim
sitometrisi ile analizi-1

Ornekler: | F1 (Hasta Ornegi- | F2 (CD10 nano | F3 (CD 19 mikro | F4-1 (CD10+ nano

islenmemis) partikullere partikdiller ile | pargaciklar ile
baglanmig hiicreler- | baglanmig hiicreler- | ayrigtirma)
ayristirma yok) ayristirma yok)

Akim %70 CD19+ ve CD | %36 CD19+ ve | %80 CD19+ ve | %93 yakalama orani

Sitometrisi | 10+ CD10+ CD10+

Olgumleri:

Sonug: Ornekteki hiicrelerin | %70 den %36 olan | Akim sitometrisinde | F2 deneyi ile uyumlu
%70’i hedef hiicre | gerileme akim | cok fazla kayma | nano parcaciklarin
niteliginde (pembe | sitometrisinde CD10 | gézlenmedi, CD19 | akim sitometrisine
renkli veriler) hucrelerinin sadece | mikro partikiiller | olan etkisi benzer

nano parcgaciklar ile | hiicrelerin yilizeyini | sekilde kayma olarak

inkiibe edilmesinin | satiire gozlemlendi (mavi

neticesi, akim | edemediginden renkli yogun veriler).

sitometrisi nano | boya molekilleri

partikillii hicreleri | hiicrelere

analiz ettiginde | baglanabilmis  ve

CD10 okumasinda | akim sitometrisi

sayl azalmasi | etkilenmemis

aslinda sadece

kayma meydana

geldigini

gostermektedir.

Nano partikuller

hiicre yuzeylerini

belli odlgiide satiire

etmis.

ekrern-servet-#1F 001 — ekrem-servet#2F 001 - ekrerm-servet-#3F_001 — ekrem-servet-#4F +1-1
o - Ay 3 |
£ 2 23 g '
=% @ E =% |
7180 ot ot T'fssou w ottt 7';‘56011 w oot §M: R M
cd10 APC-A cd10 APC-A cd10 APC-A 50 0 oy 8pdt, 10

Tablo 4. 6 Hasta Orneklerinin

manyetik partikiiller ile inkiibasyonu/ayrigtiriimasi deneylerinin akim
sitometrisi ile analizi-2

Ornekler: F4-2 (CD10- nano | F5 (CD10+ nano | F6-1 (double sorting | F6-2 (double sorting
parcaciklar ile | partikiiller ile | CD10+ ve CD19+) CD10+ ve CD19-)

ayrigstirma ve CD19+

mikro  partikiillere
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ayristinlmayan kalan | baglanmis hiicreler-
hucreler) CD19+ ayristirma
yok)

Akim %5.5

Sitometrisi

Olgiimleri :

Sonug: Ayristirma CD10+ nano | CD10+ nano | CD10+ ve CD19-
sonucunda kacan | partikillerin etkisi | partikiillerin etkisi | hiicreler arasinda
hiucreler, yakalama | F2 ve F4-1 dekiler ile | benzer sekilde | CD19+ hucreler
oraninin hasta | uyumlu mavi renkli | gorilmektedir. gozlenmektedir, bu
orneginde %94 | verilerde kayma s6z | Hucrelerin CD 19+ | durum bazi
seviyesinde konusu hucrelerin varligi F6-2 | hucrelerin bu
oldugunu ile uyumlu ornekte iyi
gostermektedir. F4-1 ayristirllamadigini
ile uyumlu. gostermektedir.

ekrerm-servet#4F -2 | ekrem-servet#5F_001 — - ekrem-servet-#6F_+1-1 ekrem-servet-#B6F_-2-L

R "3 " =
<y <, 7 Ly 3 <. 3 P3
8% 0% A 0
., Lo, ., = 3
@ @ = ooy g;m 7
— o = =7
B ° B 3 3
b2 M . ;||;l.lllln| llnlqs gcf . .
M a 5 < o 00 q0* 10 = g [T Ty 3 3

o ow? w0 B0 cd10 APC-A o 10® 10t 108 "M o
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Hasta ornekleri ile yapilan detayli akim sitometrisi galismalari gdstermistir ki manyetik
parcaciklar ile %94-95 seviyesinde hiicre yakalama oranina erismek mimkindir. Bunun yani
sira literatirde yer almayan manyetik parcaciklarin akim sitometrisi analizlerine etkisini de bu
dlglimler ile gostermis bulunmaktayiz. Ozellikler nano boyutlu pargaciklar hiicre ylzeyini
sature etmekte ve kaymalara neden olmaktadir. Bu bilgi ile akim sitometrisi verileri
degerlendiriimedigi takdirde yanlis yorumlarin yapilmasi mumkudndur. Akim sitometrisi ile
yapilan bu analizlerden sonra MRD biyogip’in hasta drnekleri ile denenmesi galismalarina
gegcilmistir. Bu deneyler igin ylzeylere CD45 antikoru kaplanmis hasta érneklerindeki hedef
hicreler CD10+ ve CD19+ (double sorting) ile ayristirilarak biyogipe iletilmigtir. YUzeyde

yakalanan hucreler goruntl isleme teknikleri ile analiz edilerek hastanin akim sitometrisi
verileri ile karsilastiriimistir.
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4.4.1 35x35um karolar

Hasta Kodu: HG, 16 yasinda erkek hasta, tani ani ve 15. Gun kemik iligi drekleri gelistirilen
yontemler kullanilarak MRD Biyogip ile incelendi (Sekil 4.27 ve Sekil 4.28).

Captured Cells in The Chip Flow Result
8000 100,00%
7000 6831 90,00%
80,00%
o000 70,00% 65%
5000 . 60,00%
4000 50,00%
0 40,00%
30,00%
2000 20,00%
1000 10,00% 5%
0 0,00% —
Patient 2-Diagnosis Patient 2-Day15. Patient 2-Diagnosis Patient 2-DayL5.

Sekil 4. 27 Hasta HG’nin MRD biyocip sonuclari ve akim sitometrisi 6lgiimleri

Sekil 4. 28: Hasta HG’nin 6rneklerinin MRD biyogip icerisindeki ornek goriintileri A) Tani ani B) 15. Giin
ornegi

HG hastasinin hem MRD biyogip ve hem de akim sitometrisi verilerinde hiicre sayilarindaki

azalma gozlenmektedir. Akim sitometrisinde azalis daha yuksek iken MRD biyogipte azalma

daha azdir. Kare alanlar 35x35 um oldugu icin hucreler karolarin Uzerine gelebilmekte bu da
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sayim hatasina neden olabilmektedir. Bu nedenle daha kiglk karolarin oldugu cipler
hazirlanmistir ve testleri yapiimistir.

4.4.2 15x15pm karolar

Hasta Kodu: MEB, 2 yasinda erkek hasta tani ani, 15. Gin, 90. Gun ve 105. gun kemik iligi
Ornekleri incelendi (sekil 4.29 ve Sekil 4.30).

Captured Cells in The Chip Flow Result

30000 27.879 100,00%
90,00%
80,00% 73,20%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%

25000
20000

15000

8,669
10000 30,00%

20,00% 12,70%
0,00%

Patient 3-Diagnosis Patient 3-Day 15. Patient 3-Diagnosis Patient 3-Day 15.

5000

Sekil 4. 29: Hasta MEB’in MRD biyogcip sonuglari ve akim sitometrisi élgtimleri
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Sekil 4. 30 Hasta MEB’in 6rneklerinin MRD biyocip icerisindeki 6rnek goériintiileri A) Tani ani B) 15. Giin
ornegi

MEB hastasinin hem MRD biyogip ve hem de akim sitometrisi verilerinde tani ve 15. Gln
orneklerindeki hlcre sayilarindaki azalma gozlenmektedir.
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4.4.3 24x24pm karolar

Hasta Kodu: YKA, 12 yaginda erkek hasta tani ani ve 15. gun gun kemik iligi ornekleri

incelendi.

kemoterapinin etkisini gostermektedir (Sekil 4.31 ve Sekil 4.32).

Akim sitometrisine giden o6rneklerde mavi noktalarin yogunlugunun azalmasi

A) Tani Ani B) 15. Gun
Specimen_014-YKA_ T Specimen_014-YKA_1
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Sekil 4. 31 Hasta YKA’nin o6rneklerinin akim sitometrisi verileri ve MRD biyocip igerisindeki 6rnek
goruntileri A) Tani ani B) 15. Giin 6rnegi

Captured Cells in The Chip

8982

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0 0%

Patient 1-Diagnosis Patient 1-Day 15.

10000

8000 66%

5139

6000

4000

2000

Patient 1-Diagnosis

Sekil 4. 32 Hasta YKA’nn MRD biyocip sonugclari ve akim sitometrisi 6lgtimleri
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Hasta Kodu: SNG kiz hasta tani ani, 15. gin, 90. gin, ve 150. gin kemik iligi 6rnekleri

incelendi. Akim sitometrisine giden 6rneklerde pembe noktalarin yogunlugunun azalmasi
kemoterapinin etkisini gdstermektedir (Tablo 4.7 ve Sekil 4.33).

Tablo 4. 7: MRD Biyocip Hasta Verisi hasta kodu: SNG

Hasta Kodu / Ornek Bilgisi

Akim Sitometrisi

MRD Biyogip/ 6rnek goriintii

SNG/Tani Ani, kemik iligi SNG-SNG-1 - = o = “am SR
- =
1 - !r -
g a5 =0 N
% o T 0 "- - o
b
i a m® - ’ - =
550 0 ~n 10 0% 0% ‘ -
CD10 APC-A o‘
- - ‘ -
- 3” -
%84 oraninda CD19+ ve a Wi =
CD10+ - _— wm W

SNG /15. Gun, kemik iligi

ekrem-servet-#3

cd19 FITC-A

-139

103

o 10 1ot
SE0 T od10 APC-A

%2 oraninda CD19+ ve
CD10+

Yeterli 6rnek olmadigi icin MRD biyocip
ile test edilemedi

SNG/ 90. Gin NG ¥ T
o SNG:sNGZ o !('.".n,’-‘
- ‘. O.'. {
e ..; '.. .o -.
B ﬂr.
. f’.t -
g gl -m: e W
s b fRoat WS A
- w. o'
‘b S o ‘3 :.‘
%12,6 oraninda CD19+ | [ %" S35 .c-‘-
ve CD10+ ie aa? e ®e mm o
SNG/150. gun SNG-5NG-3 = Jm E)
P3 -
S E -
] =1 -
- _ wm ~“
g1 - -
%14,1 oraninda CD19+ | mm - -
D10+ =
ve CD10 — -
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Captured Cells in The Chip Flow Result

16000 100,00%
14,302 7%

14000 90,00%
80,00%

12000
70,00%

9213

10000 60,00%
8000 50,00%
6000 40,00%
o
o 3153 30,00%

2000% 12,60% 14,10%
H - - =
0 0,00%

Patient 4-Diagnosis Patient 4-Day 90. Patient 4-Day 150. Patient 4-Diagnosis Patient 4-Day 90. Patient 4-Day 150.

Sekil 4. 33 Hasta SNG’nin MRD biyocip sonuclari ve akim sitometrisi 6l¢limleri

SNG kodunu verdigimiz hastanin MRD biyogip ile yapilan élgiimleri akim sitometrisi ile uyumlu
olup hicre sayilarindaki azalma gézlenmektedir. Akim sitometrisinde sadece 2 antikor verisi
veriimekte bu da MRD biyogip ile gergeklestiriien 3 antikorlu élgimler ile bazi farklihklara
sebebiyet vermektedir. Ornegin bazi hastalarda CD45 antijeni hiicre zarinda diger hastalara
gbre daha c¢ok veya daha az bulunabilmektedir. Bu da yakalanan hicre miktarlarini
etkileyebilmektedir. Tani ani ve 15. Gun érneklerinde CD10, CD19, CD45 antijenleri dnemli rol
oynarken, kemoterapinin etkisiyle ylzey antijenlerinin ekspresyonu degismekte ve saglikli
hicrelerde de CD45 gorilebilmektedir. Bu durumda farkl antijenlerin algilamasina gidilebilir.
Bu bilgi bizim proje suresinde 6grendigimiz ve farkli mekanizmalarin oldugunu gdsteren
literatirde ¢ok irdelenmemis bir alandir. Bu projenin devami olabilecek projelerde ylzeylere
farkli antikorlar yerlestirilerek htcrelerin hangi bdlgede yakalandigi ve dolasiyla hangi
antijenlerin hiicrede bulundugu tespiti yapilabilir. Oregin bir yiizeye CD45 farkli bir ylizeye
CD34 yerlestirilerek hiicreler seri/paralel halde her ikisinden de gegirilerek algilama yapilabilir.
Elde edilen deneyim gdstermektedir ki MRD arastirmalarinda kesfedilecek ¢cok daha fazla bilgi
mevcuttur. Tabi bu galismalarin yapilabilmesi icin disiplinler arasi bir ekibin kurulmasi ve maddi
olanaklarin bulunmasi gerekmektedir. Bizler 1003 projesinde bu alanda ilk defa biyogip
uygulamasi yaparak 6énemli bir adim attigimiza inaniyoruz. Goriinti islemedeki hata oranlarini
inceledigimizde hasta orneklerinin degerlendiriimesine etkisinin kabul edilebilir dizeyde

oldugu gérulmistir bu konudaki detaylar ek kisminda yer almaktadir.
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5. Tartisma/Sonug

Su ana kadar gercgeklestirilen galigmalar ile altin ylizeyleri fonksiyonellestirme metotlarinin
optimum olani Metot D: Altin >> MUA >> EDC/NHS >> Protein G >> CD19 >> BSA >> B
lymphoblast hiicreleri olarak tespit edilmistir. Hiicre 6nerisinde yuzeyleri fonksiyonel hale
getirmenin daha kisa surede gerceklestirilecedi 6n gérulmustu fakat takip edilen literattrdeki
metot istenen oranda hicre yakalama sonucunu vermeyince bu konuya daha c¢ok vakit
ayirmak gerektigi ortaya ¢ikmistir. Baslangigta sarf malzemelerde sorun oldugu dusinulerek
yeni malzemeler siparis edilmis ve denemeler tekrarlanmigtir. Malzemelerin yurt disindan
gelmesi deney sureglerini yavaglatmaktadir. Daha sonra QCM cihazi ile yapilan deneyler ile
detayh bir sekilde her katmanin bir dncekine baglanip baglanmadigi gézlemlenebilmigtir.
Boylece etraflica bir ylzey fonksiyonellestirme c¢alismasi yapilarak optimum metot
bulunmustur.

Manyetik boncuklar ile hiicre yakalama oranlar tespit edilmis ve double sorting ile %98
oraninda baglanma orani elde edilmistir. Farkl firmalarin farkl antikorlar ile kapl manyetik
boncuklari test edilerek sure¢ optimizasyonlari gergeklestiriimistir. Nano boyutlu manyetik
boncuklar ile ayrilan hicreler QCM sensoérlu Uzerinde yakalanarak MRD Biyogip igerisinde
gerceklestiriimek istenen senaryo test edilmistir.

20X ve 40X goéruntllerden hicre sayimi gergeklestiriimis olup makine égrenmesi metotlari
geligtirilmistir. 40X goruntilerde %90 Uzerinde dogruluk ile hiicre sayimi yapilabilmektedir. Bu
oranin arttirlmasi da goérinti kayit esnasinda netlik sorununa neden olabilecek durumlarin
giderilmesi ile mumkindur. Ayrica gorintli isleme teknikleri ile arka planin homojen hale
getirilmesi ¢calismalari devam etmektedir. Yapilan Weka testi ile Random Forest metodunun
daha iyi performans gosterdigi ortaya cikmistir. Yapilanan iyilestirmelerden sonra makine
0grenmesi metotlarinin  performansi  karsilastinlmistir.  Cip icerisindeki goérintilerin
incelenmesinde makine 6grenmesinin disinda hesaplama hizinda avantaj saglayan varyans
degisimini temel alan metotlar kullanilarak hiicrelerin, karolarin, manyetik boncuklarin tespiti
gerceklestiriimis ve hasta érneklerinin analizinde kullaniimistir.

Farkli ¢ip Uretimleri gerceklestiriimis olup farkli metotlar ile serbest manyetik boncuklarin
ortamdan ayrilmasi denemeleri gerceklestirilmistir. Cipler PDMS yada PMMA malzemelerden
uretilmis olup filtre siitunlar, DLD yapilar test edilmistir. Uretimin kolay olmasi ve maliyeti
azaltmasi icin altin padlerin/karolarin kullanilmasina karar verilmistir.

Hasta 6rnekleri ile yapilan ¢alismalar sonucunda bu deneyler ile 6nemli bilgilere ve sonugclara
ulasiimistir. Hasta 6rneklerindeki hiicreler, sistemin testlerinin yapildigi hicre kilttirindeki
hicrelere gore ¢cok daha kiglk boyutta olmaktadir bu da kiglk karolarin daha verimli

calistigini géstermektedir. Gergeklestirilen dlgtimlerin dnemli bir bélimadnde 15. Gin érnekleri
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akim sitometrisi ve ¢ip verileri 6rtismektedir. Hasta 6rneklerindeki kemoterapi neticesinde
hedef hiicrelerde gorilen azalma verisine MRD biogip ile ulasilabilmektedir. Olumlu verilerin
yaninda yeni sorular ve sorunlarda bu proje ile ortaya ¢ikmistir. Bunlardan en énemlisi ¢ipin
hassasiyetinin ¢cok dusuk hedef hicre sayilari icin nasil olacadi hasta verileri ile
incelenememigstir giinkd hasta érneklerindeki hedef hicrelerin sadece 1000 hiicrede 1 tane
olmasi gibi bir durumla kargilasiimamistir. Boyle bir durum hucre kulturunde yapay olarak
gerceklestirilebilir. Ayrica hastalarin tibbi durumlar ve 6rnek verip vermemeyi istemeleri
arzulanan érnek alimini engellemistir. Ornegin bazi hastalarin tani ani érnekleri alinamamis
fakat diger guinlerdeki 6rnekleri alinabilmistir. Bazi hastalardan alinan érnekler igerisinde ¢ok
az kemik iligi elde edilmis olup hastaya rahatsizlik vermemek ve kemik iligini zorlamamak i¢in
daha fazla 6rnek temin etmek igin girisimde bulunulmamistir.

Bizi sevindiren bir haber de MRD biyogip ile 6lgimu yapilan hastalarin kemoterapiye yanit
vermeleri ve iyilesme sirecine girmis olmalaridir. MRD biyogip ile hiicre sayilarindaki azalma
kemoterapinin ise yaradigini ve tekrar ila¢ verilmesine gerek olmadigini sonucunu MRD
biyogip icin ortaya koyabilmistir.

Hasta drneklerinde manyetik parcaciklarin bazi hastalar igin ¢ok iyi galistigi gézlemlenmisken
bazi durumlarda daha duslk yakalamalar goézlenmisti. Bu durumun incelenmesi ve
irdelenmesi gerekmektedir. Muhtemelen hastalarda CD19/CD10 antijeni tretimi ve dagilimi
farkhilik gosteriyor. MRD calismalari bilim diinyasinda hala tartismalarin oldugu aktif bir alan
daha farkli kombinasyonlar farkh hastalar icin daha iyi sonug verebilir. MRD biyocip agisindan
sistemin farkli antikorlar ile adaptasyonu ve calismasi mimkindir. Proje ile elde ettigimiz
veriler yeni bilimsel sorulari ortaya ¢ikarmistir ve farkli projelere teskil edebilecektir.

MRD biyogip ile elde edilen bilgiler/lkazanimlarin detaylarn raporda a¢iklanmisti kisaca
ozetleyecek olursak:

-B-ALL hiicrelerini ylizeyde yakalamak i¢in optimum yiizey fonksiyonellestirme metodu
tespit edilmistir.

-2 farkhh manyetik pargacik/bead/boncuk ile hedef hiicrelerin yakalanmasi optimize
edilmis olup hasta drneklerinden yakalama oranlari akim sitometrisi ile

-Farkh biyoc¢ip tasarimlar gerceklestirilip test edilmistir, cam {izerine altin kaph
padlerin/karolarin hem diigsiikk maliyetlle tretilmeleri hem de mikroskop altinda
incelemeye miisait olmalari nedeniyle tercih edilmistir.

-Goriinti isleme tekniklerinde farkli metotlar denemis makine 6grenmesi, varyans
degisimi gibi teknikler hem 20X hem de 40X goéruntilere uygulanmis ve %5 hata ile
hicrelerin, manyetik parcaciklarin tespit edildigi ortaya konmustur.

-Manyetik pargaciklarin yakalama orani biyogip ile yakalanan hiicre oranlari ayni eglimi

gostermektedir. Bu da manyetik parcaciklar hiicre yakalamada iyi ¢aligsiyorsa biyogip
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de benzer sonu¢ vermektedir.
-Hasta ornekleri ile gelistirilen sistemler test edilmis ve MRD biyogip ile test edilen tiim

orneklerde biyog¢ip’in dogru okuma yaptigi gézlenmistir.

Projede ortaya gikan yeni projelere kaynaklik edebilecek sorunlar 6zetle:

-MRD biyogip’in goreceli/kargilastirmali  6lgiimlerde basanlh bir ara¢ oldugu
gosterilmistir fakat ¢ok diisiik hedef hiicre durumunda hasta ornekler ile test
yapilamamistir. Bu durumda olan bir hasta 6rnegi ile karsilagsamadik.

-Antikor kombinasyonu olarak CD19/CD10/CD45 kullaniimigtir fakat her hasta da bu
kombinasyonun ayni sonucu vermedigin gézlemledik, en iyi sonug icin belki hastalarin
fenotiplerinin belirlenmesi ve ona gore antikor seg¢imi yapilmasi gerekmektedir. Bu
durumun incelenmesi ayn bir proje olarak yerinde olur.

-Goruntu islemeyi Matlab ile yaparken donanim ve yazilim tasarimi tekrar distliniilerek
dijital goriinii igleme kartlari ile goriintilleme sistemi tasarimina gidilebilir

-MRD biyog¢ip’in altin alanlar disindaki kisimlarinin pasifizasyonu icin BSA’dan farkh

yeni tekniklerin denenmesi MRD’nin nicel 6l¢ciimlerdeki performansini arttirabilir.

Proje kapsaminda 3 adet SCl'da taranan makale yayinlanmistir, 3 adet makale hazirlik
asamasindadir, 4 adet konferansta sozli sunumu gerceklestiriimistir. Bir ylksek lisans
ogrencisinin (Tayyibe Gercek) tezi olup tez (IMMUNOMAGNETIC SEPARATION AND
IMMOBILIZATION OF LEUKEMIA CELLS USING CELL SURFACE MARKERS) YOK
sistemine ylklenmistir.

Ayrica projemiz risk sermayesinden 6n yatirim alarak teknolojik gelistirmelerin ticari Grine
donusebilme potansiyeli icin fizibilite raporu hazirlanmistir. Bu raporun bir pargasi olarak
patentlenebilir triin oldugu Erciyes Uni. ETTO tarafindan raporlanmistir.

Proje bltcesi ¢cogunlukla sarf malzeme alimi ve dgrenci burslan icin kullaniimistir ve bu
olanagin saglanmasinda katkisi bulunanlara tesekkiir ederiz. Ulkemiz de Tibitak'in sagladidi
destekler olmasa bilimsel calismalari gergeklestirmek mimkin olamaz, bu ylzden Tlbitak
desteklerine tesekklr etmekle beraber hizli yanit verme ve akademisyene olabildigince
esneklik taninmasi konusunda isteklerimizi belirtmek isteriz.

Ulkemizde yasanan sikintilar direkt olarak projeye etki etmistir. Ornegin projemizin beklemeye
alinmasi ve taleplerimize cevap verilmemesi projenin akisini ciddi olarak etkilemistir. Burs
bltgcemiz aktariimadidi icin 6grencilere burs 6demesi yapilamamis bu da sikintilara neden
olmustur. Proje baslangicindan itibaren 6zellikle bursiyer bulma konusundaki sikintilar ve
malzeme tedariklerinde yasanan gecikmeler istenen sonuglara arzulanan slrede ulasmamizi

engelleyen faktérlerden olmustur. Proje basvuruldugu yillarda dolar 2.9 TL iken 2018 yazinda
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7 TL'den malzeme almak durumunda kaldik ve kurum bitcesinden faydalandik. Bitin
olumsuzluklara ragmen yapilan galismalar dnemli bir bilgi birikimine neden olmustur ve énemli
kazanimlar elde edilmistir. Projenin yeni projelere kapi acacak potansiyelde olmasi ve
teknolojik ilerlemelerin  kaydedilmesi ulkemiz ve bizler agisindan kazang olarak
degerlendiriimektedir. Tum aksakliklara ragmen projemize Ozveri ile katl saglayan herkese ve
her kuruma bir kere daha tesekkur ederiz.
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EK

CGalismalarimiz sonucunda elde ettigimiz fakat rapor igindeki akisi bozmamak igin verilerin bir
kismi burada sunulmustur.

Hasta Ornekleri ile planlanan/gerceklestirilen deneyler-tek tip manyetik boncuk

Hasta Ornegi
(MRD 512)

Hasta Ornegi
(MRD 59)

Hasta Ornegi
(MRD 511)

Hasta Ornegi (mro s9) o0

CD 10 nanobead ile inklibasyon
manyetik ayirrm

Hasta Ornegi (vro s11)
CD 10 nanobead ile inklibasyon
manyetik ayirim

CD 10 (+)

CD10 ()

Hasta Ornegi (vrob sp 10)
CD 10 nanobead ile inkiibasyon
manyetik ayirm

Hasta Ornegi (mro sb 24)
CD 10 nanobead ile inkiibasyon CD10(-)
manyetik ayirim
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Yakalama

Hasta Kodu Ornek tipi Oranlar % Antibody Referans Cihaz
. Muse/Kan
MRD_S1 Kemik Iligi 92 CD19 Sayim Cihazi
Muse/Kan
MRD_S2 Peripheral 78 CD 19 Sayim Cihazi
) Muse/Kan
MRD_S3 Kemik Iligi 47,50 CD19 Sayimi Cihaz
. Muse/Kan
MRD_S4 Kemik Iligi 91 CD19 Sayim Cihazi
Muse/Kan
MRD_S5 Peripheral 53 CD19 Sayim Cihazi
Muse/Kan
MRD_S6 Peripheral 89 CD19 Sayim Cihazi
Muse/Kan
MRD_S7 Peripheral 68 CD19 Sayim Cihazi
) Muse/Kan
MRD_S8 Kemik Iligi 82 CD19 Sayim Cihazi
. 84 CD19/CD10 Akim
MRD_S9 Kemik Iligi Sitometrisi
. 95 CD19/CD10 Akim
MRD_S10 Kemik Iligi Sitometrisi
81 CD19/CD10 Akim
MRD_S11 Peripheral Sitometrisi
65 CD19/CD10 Akim
MRD_S12 Peripheral Sitometrisi
57 CD19/CD10 Akim
MRD_S13 Peripheral Sitometrisi
. 87 CD19/CD10 Akim
MRD_S24 Kemik Iligi Sitometrisi
Muse/Kan
MRD_S25 Peripheral 90 CD10 Sayim Cihazi
Muse/Kan
MRD_S26 Peripheral 40 CD10 Sayim Cihazi
. 99 CD19/CD10 Akim
MRD_YKA Kemik Iligi Sitometrisi
. 99 CD19/CD10 Akim
MRD_YKA_15.glin Kemik Iligi Sitometrisi
. 50 CD19/CD10 Akim
MRD_AKC Kemik Iligi Sitometrisi
. 88 CD19/CD10 Akim
MRD_AKC_15.glin Kemik Iligi Sitometrisi
. 43 CD19/CD10 Akim
MRD_HG Kemik Iligi Sitometrisi
) 66 CD19/CD10 Akim
MRD_HG_15.gun Kemik Iligi Sitometrisi
) 33 CD19/CD10 Akim
MRD_HG_33.gun Kemik Iligi Sitometrisi
. 99 CD19/CD10 Akim
MRD_CYB_15.gln Kemik Iligi Sitometrisi
. 99 CD19/CD10 Akim
MRD_CYB_33.glin Kemik Iligi Sitometrisi
90 CD19/CD10 Akim
MRD_CYB_49.gln Peripheral Sitometrisi
. 90 CD19/CD10 Akim
MRD_KIA Kemik Iligi Sitometrisi
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. 100 CD19/CD10 Akim
MRD_KIA_15.gln Kemik Iligi Sitometrisi
. 66 CD19/CD10 Akim
MRD_KIA_36.gln Kemik Iligi Sitometrisi
. 95 CD19/CD10 Akim
MRD_MEB Kemik Iligi Sitometrisi
. 99 CD19/CD10 Akim
MRD_MEB_15.giin | Kemik Iligi Sitometrisi
. 89 CD19/CD10 Akim
MRD_MEB_90.giin | Kemik Iligi Sitometrisi
. 50 CD19/CD10 Akim
MRD_MEB_105.glin | Kemik Iligi Sitometrisi
. 99 CD19/CD10 Akim
MRD_ESO_15.gln Kemik Iligi Sitometrisi
. 68 CD19/CD10 Akim
MRD_ESO_36.gln Kemik Iligi Sitometrisi
. 20 CD19/CD10 Akim
MRD_ESO_150.giin | Kemik Iligi Sitometrisi
. 70 CD19/CD10 Akim
MRD_ESO_176.gin | Kemik Iligi Sitometrisi
. 99 CD19/CD10 Akim
MRD_ESO_196.glin | Kemik Iligi Sitometrisi
yeterince
) kemik iligi
MRD_EG_33.gun Kemik Iligi yok
yeterince
) kemik iligi
MRD_EG_36.gun Kemik Iligi yok
Hedef hiicre
. yok denecek
MRD_AA Kemik Iligi kadar az
Hedef hiicre
. yok denecek
MRD_EYDT Kemik Iligi kadar az
yeterince
. kemik iligi
MRD_AKC Kemik Iligi yok
Hedef hiicre
. yok denecek
MRD_AKC_18.gun Kemik Iligi kadar az
. 79 CD10 Muse/Kan
MRD_UK_kontrol Kemik Iligi Sayim Cihazi
. 87 CcD10/CD19 Muse/Kan
MRD_UK_kontrol Kemik Iligi Sayim Cihazi
. 75 CD10 Akim
MRD_EQO_15.gin Kemik Iligi Sitometrisi
. 67 CcD10/CD19 Akim
MRD_EQO_15.giun Kemik Iligi sitometrisi
. 30 CD10 Akim
MRD_GA_15.gun Kemik Iligi Sitometrisi
. 57 CcD10/CD19 Akim
MRD_GA_33.gun Kemik Iligi sitometrisi
Hedef hiicre
. yok denecek
MRD_GA_150.gun Kemik Iligi kadar az
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Gérintii islemenin Hata oranlari

Hasta 6rneklerinin incelendigi MRD biyogip deneylerinde 22 ¢ip deneyindeki gorintiler uzman
yardimiyla incelenerek hata oranlan tespit edildi. Buna gore toplam algilanan 2024 hicrede
programin kagirdigi hiicre sayisi 100 hiicrenin altinda olup hata oraninin %5’in altinda oldugu
tespit edilmistir. Bu da 4000 civari olan hasta 6rneklerindeki en disik hiicre sayisi géz 6nune
alindiginda 200 hucreye tekabul etmektedir ki bu say1 su asamada kabul edilebilir duzeydedir.
Daha hassas hiicre sayilarinin tespiti gerektigi durumlarda algoritmada yapilacak iyilestirme
calismalari ve farkini daha énce gosterdigimiz 40X objektife gecilerek hata oranini digtirmek,

mumkunddr.

Ornek Resimler ve Tespit Edilen hiicreler

Toplam hiicre = 66 tane
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Toplam hiicre = 30 tane
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Toplam hiicre = 34 tane
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