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OZET

INVASiIV MEME KANSERi HUCRESI TAYINi iCIN KUVARS KRISTAL
MIKROTERAZI SENSORLERIN HAZIRLANMASI

SEDA ATAY
Yiuksek Lisans, Nanoteknoloji ve Nanotip A.B.D
Tez Danismani: Prof. Dr. Handan YAVUZ ALAGOZ

Eylul 2014, x sayfa

Yapilan gcalismanin amaci yuksek oranda invaziv insan meme kanseri hucresi tayinine
yonelik kuvars kristal mikroterazi sensor hazirlanmasidir. Sensoérin segiciligi icin meme
kanseri hucresi yuzeyindeki asiri eksprese olmus transferrin reseptoru ile transferrin
etkilesiminden faydalaniimistir. QCM biyosensdr, QCM c¢ipin altin ylzeyine tutturulan
Poly(2-hidroksietil metakrilat) (pPHEMA) partikillerin transferrin ile modifiye edilmesiyle
hazirlanmigtir.  Nanopartikuller etilen glikol dimetakrilat (EDMA) ve 2-hidroksietil
metakrilat (HEMA) nin miniemdlsiyon polimerizasyon reaksiyonu ile hazirlanmigtir.
Nanopartiklller zeta boyut analizi ile karakterize edilmistir. Daha sonra hazirlanan
nanopartikuller, az miktarda nanopartiktl ¢ozeltisinin altin ylzeye damlatiimasiyla ve

sonra 37°C’da 6 saat kurutulmasiyla tutturulmustur. QCM c¢ipin yuzeyine yerlestirilen



p(HEMA) partikuller transferrin ile modifiye edilmistir. Bunun igin, aktivasyon ajani olarak
karbodiimit kullaniimigtir. pH si1 7.4’e ayarlanmig fosfat tamponu icine ylzeyinde
p(HEMA) partikal bulunan ¢ip, karbodiimit ve transferrin konulmustur. QCM gip
yuzeyindeki p(HEMA) partiklllerin transferrin ile modifiye olmasi i¢in 24 saat ¢calkalamali
etlvde, oda sicakhiginda bekletilmistir. Transferrinsiz QCM sensér hazirlanirken
p(HEMA) partikiller modifiye edilmemigtir. Hazirlanan QCM sensoérler atomik kuvvet
mikroskobu (AFM), elipsometre, FTIR-ATR ve temas agisi Olgumleri ile karakterize
edilmistir. Kalinlik dlgimleri ve AFM goéruntuleri, nanopartikullerden olusan ince filmlerin
hemen hemen tek tabakali oldugunu gostermektedir. Karakterizasyon caligsmalari
ardindan hazirlanan transferrinli ve transferrinsiz sensérler QCM sistemine baglanarak
yuksek oranda invaziv meme kanseri hucresine ait kinetik ve afinite baglanma
calismalari yapiimistir. Adsorbsiyon kinetikleri farkh derigsimlerdeki insan meme kanseri
hicre hatti olan MDA-MB-231 ‘den hazirlanan hicre c¢ozeltisinin QCM sisteminden
gegciriimesi ile belirlenmistir. Langmuir- Freundlich adsorbsiyon modeli, bu afinite sistemi
icin en uygun model olarak bulunmustur. Transferrin modifiyeli sensorun segiciligini
gostermek icin insan meme kanseri hucre hatlarindan olan MDA-MB-231(Yuksek
oranda invaziv), MCF-7 ( daha az oranda invaziv) ve serum ve medyumdan yoksun
birakiimis MDA-MB-231 (hicre vyuzey vyapisi bozulmus) hucrelerinin  yarigsmall
adsorbsiyonu arastiriimistir. Sonuglar sensoérun, yiksek oranda invaziv olan MDA-MB-

231 hucre soyu igin yuksek segicilige ve duyarliliga sahip oldugunu gostermektedir.

Anahtar Sozcukler: Meme kanseri, MDA-MB-231, MCF-7, invasiv meme kanseri,

kuvars kristal mikroterazi



ABSTRACT

PREPARATION OF QUARTZ CRYSTAL MICROBALANCE
SENSORS FOR DIAGNOSIS OF INVASIVE BREAST CANCER
CELL

SEDA ATAY

Master of Science, Department of Nanotechnology and
Nanomedicine

Supervisior: Prof. Dr. Handan YAVUZ ALAGOZ
September 2014,106 pages

The aim of this study is to prepare a quartz crystal microbalance (QCM) biosensor for
the detection of high-invasive breast cancer cells. For the selectivity of the sensor, the
interaction between transferrin receptors overexpressed on the surface of breast cancer
cells and transferrin was used. The QCM biosensor was prepared by modifiying
poly(HEMA) particles which, along with transferrin, attached on the gold surface of the
QCM sensor. In the first step, nanoparticles were prepared by a miniemulsion
polymerization reaction of 2-hydroxyethyl methacrylate HEMA and ethylene glycol
dimethacrylate (EGMA). The nanoparticles were characterized by zeta-sizer
measurements. After that, the nanoparticles were immobilized by dropping a small
amount of nanoparticle solution onto the gold surface and then drying at 37 C° for 6
hours. P(HEMA) particles which attached on the surface of the QCM sensor were
modified with transferrin. Carbodiimide was used as an activation agent for modification.

For the modification of p(HEMA) particles that attached on the surface of the sensor



with transferrin, a QCM chip with p(HEMA) particles, transferrin and carbodiimide were
put into pH 7.4 phophate buffer solution and kept in an agitated incubator, at room
temperature for 24 hours. When preparing the QCM sensor without transferrin,
p(HEMA) particles were unmodified. The prepared QCM sensor was characterized with
atomic force microscopy (AFM), elipsometer, fourier transform infrared spectro-
photometry (FTRI) and contact angle measurement. The thickness measurement and
AFM observation indicated that the nanoparticle thin films were almost monolayer. After
the characterization studies, the sensors with and without transferrin were connected to
a QCM system to carry out kinetic and affinity studies on the high-invasive breast
cancer cells. A cell solution of human breast cancer cell line MDA-MB-231 with diffirent
concentrations were applied to the QCM system to determine the adsorption kinetics.
The Langmuir- Freundlich adsorpsiton model was found as the most suitable model for
this affinity system. In order to show the selectivity of the modified sensor with
transferrin, competitive adsorption of MDA-MB-231 (high invasive), MCF-7 (low
invasive) and serum and medium starved MDA-MB-231 was investigated. The results
showed that the nanosensor with transferrin had high selectivity and sensitivity for cells

which belong to high invasive human breast cancer cell line MDA-MB-231.

Key Words: Breast cancer, MDA-MB-231, MCF-7, invasive breast cancer, quartz crystal

microbalance
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1.GIRIS

Meme kanseri kadinlarda en sik tani konulan kanserdir ve kanser nedenli 6lumlerde
meme kanseri (% 15) akcigerden (% 26) sonra 2. sirada yer almaktadir [1]. 2008
yilinda, dunyada yaklasik 1.38 milyon kadina meme kanseri tanisi konuldugu ve bu
hastalarin Ggte birinin (460.000 kisi) 6ldagu bilinmektedir [2].

Avrupa’da yilda 180.000, ABD’de yilda 211.000 yeni olgu saptanmaktadir [3].
Ulkemizde en giincel meme kanseri istatistigi 2005 yilinda saglik bakanh§i tarafindan
yapiimistir ve bu istatistiklere gére meme kanseri %35.47’lik oranla tlkemiz kadinlari
arasinda en yaygin gorulen kanser tipidir. Meme kanseri, tim jinekolojik timdorlerden
3 kat daha yaygindir. Ginimuzde meme kanserinin olus nedeni tam olarak
bilinmemektedir. Erkeklerde kadinlar kadar sik olmasada gorulme sikligi vardir. Her
meme kanseri olan 100 kadina karsilik 1 erkekte de ayni hastalik olusmaktadir [4].

Dunya c¢apinda olum orani bu kadar yuksek olan meme kanserinin erken asamada
tanisinin konulabilmesi, tedavi slrecinin biran 6nce baslatilabilmesi icin oldukga

onemlidir.

Gunumuzde meme kanseri tanisi icin erken tani uygulamalarina baktigimizda, kendi
kendine muayene, doktor muayenesi, ultrasonografi, mamagrofi, MRI ve diger
radyoaktif isaretleyicilerin kullanildigi goérintileme sistemleri kullaniimaktadir [5].
Ancak kullanilan bu géruntuleme yontemlerinin higbirisi timorun bening ya da malign
oldugu hakkinda bilgi saglamaz ve kesin tani konulamaz. Cesitli klinik testler;
sitolojik, patolojik, kan testleri ile birlikte kesin tani konulabilir. Bu ytzden klinik dncesi
test calismalarinda yuksek hassasiyet ile kanser hucrelerinin saptanmasi icin hizli ve
basit tekniklerin gelistirimesi buyuk 6nem kazanmigstir [6]. CUnkl geleneksel
yontemler genellikle uzun ve karmasik prosesler, karmasik enstrimantasyon
gerektirir ve kullanilan malzemeler yuksek maliyet igerebilir. Bu nedenle kanser hicre
tespiti igin yeterli duyarliiga sahip uygun bir yontemin gelistiriimesi toplum igin bir
ihtiyactir [7-8].

Kanserli bir hucrenin en 6nemli Ozelligi surekli bolunme ve c¢ogalma egiliminde
olmasidir. Hucrelerin bdélinlip yeni bir hicre olusturabilmesi igin ihtiya¢g duydugu
baslica elementlerden biri de demirdir. Demir bdolinme ve ¢ogalma igin hicre

icerigindeki birgcok enzim ve proteinin yapisina katilir [9].



Vicut igi sirkilasyonda transferrine bagli olarak tasinan demir hiicre icine transferrin
reseptord ile alinir. Kanserli bir hiicrede bdlinme igin sirekli aktif olan bir hicredir.
Yuksek oranda yayilma egiliminde olan kotlu huylu tumorlerin ise daha aktif oldugu
dugunulurse demire olan ihtiyaglarinin artmasi ve bundan dolayida hicre ylzeyindeki

demiri hicre igine alan transferrin reseptort sayisinin artmasini bekleriz [10].

Yapilan c¢alismalar da gosteriyor ki hicre vylzeyi transferrin reseptorleri
karsinomalarda, sarkomalarda, l6semi ve lenfomalarda c¢ok yaygin olarak tespit
edilebilmektedir [11]. Bu reseptorlerin hem normal hem de neoplastik hucrelerde,
hidcre ¢ogalmasi ile ilgili olmasindan dolayi, icinde meme kanserinin de bulundugu,
bircok kanserin izlenmesinde kullaniimasi olduk¢a fayda saglayabilecektir [12].
Ozellikle yiuksek metastazik 6zellik gosteren kot huylu meme kanseri hiicreleri
yuksek oranda transferrin reseptoru sentezlerken, iyi huylu ve normal meme

hlcrelerinde daha az oranda transferrin reseptor sentezi saptanmistir [13].

Meme kanserinde yuksek oranda invaziv olan tdrlerinin bagka doku ve organlara
sigrayarak yayllmasi meme kanseri 6lumlerinin baglica nedenidir. Bu ylizden dogru,
hizlh ve basit bir gsekilde yuUksek oranda yayilma oOzelligindeki malign kanser

hiucresinin erken asamada tanisinin konulmasi oldukg¢a onemlidir [14].

Yapilan bu tez calismasinda yuksek oranda invaziv olan insan meme kanseri
hdcresinin tayini icin transferrin ile modifiye edilmis kuvars kristal mikroterazi
sensorlerin hazirlanmasi amaclanmistir. QCM sensorler basitligi, uygulanabilirligi,
dusuk fiyatt ve es zamanh o&lgim gerceklestirebilme 6zelligine sahipti. QCM
sensorlerin teknigi, kuvars kristale bagli elektrotlardan elektrik akimi gegcirilerek
olusturulan titresim frekansinin, yuzeye baglanan herhangi bir analitle kutledeki
artisin frekansin degismesiyle olgulmesidir. QCM sensor ylzeyine tutturulan
p(HEMA) nanopartikullerin yizeyinin, transferrin ile modifiye edilerek yiksek oranda
invaziv olan insan meme kanseri hicre hattt MDA-MB-231 ‘in yuksek hassasiyetli ve
secimli tayininin saglanmasi g¢alismanin temel amacidir. p(HEMA) partikuller ise

yuzey alanini arttirmak igin kullaniimigtir.



2.GENEL BILGILER

2.1. KANSERIN BiYOKiIMYASI

Kanser, tek bir hiucredeki coklu molekuler iglemlerin etkilegsiminden kaynaklanan
kompleks bir hastalik olup hicre ¢ogalmasi ile hlicre 6limua arasindaki dengenin
kontrolstz bir sekilde gergceklesmesi ile ortaya c¢ikan bir hastaliktir. Bulunduklar
dokudan diger dokulara yayllmasiyla karakteristik bir hastalik. 100 den fazla kanser
cesidi tanimlanmis olmakla birlikte her kanser, orjinlendigi dokuya ve bireye gore
farkli karakteristik 6zellik gosterir. Epitelyal hicrelerinden kéken alanlar “karsinom”,
mezoderm hucrelerinden (kemik, kas gibi) kdken alanlar “sarkom”, meme hucreleri
gibi salgi bezi hucrelerinden koken alanlar ise “adenokarsinom” olarak isimlendirilir.
Tamorler, iyi huylu (bening) veya kotl huylu (maling) timor olarak kdken aldigi hiicre,
doku ve organ dzelliklerine gére adlandirilir. iyi huylu timérler (bening) élimciil
degildirler. Herhangi bir dokuda olusabilirler. Cevrelerindeki dokulardan bir zar ile
izole durumda olduklar igin g¢evre dokularda yayllim gdstermezler ve metastaz
yapma yetenekleri yoktur. Kota huylu tumaorler (malign) ise kanser olarak adlandirilir,
invazyon ve kan damarlari ya da lenf damarlari araciigi ile uzaktaki dokulara

metastaz yapma yeteneklerinden dolayi organizmanin élimine sebep olurlar [15].

Kanserli bir hicrede genlerin ekspresyon (ifade) kaliplarinda degisimler olur ve
metastaz yapma 06zelligi gosterirler. Normal bir hicredeki bolinme ve farklilasma
mekanizmalarindaki bilgi, sinyal ve enerji akislarindaki bozulmalar kansere yol acar.
Kanserin basladigi hucrede gerceklesen bir diger olay ise hucrelerin ¢gogalma ve
apoptozise gitmesini  (programli  hdcre oliumund) gergeklestiren  denge
mekanizmalarinin ~ (apoptotik ve antiapoptotik mekanizmalarin)  dizeninin

bozulmasidir.

Normal bir dokuda hlcre ¢odalmasi ile apoptozise bagh hicre kayiplari arasinda
uyumlu bir denge varken, kanserli bir doku hucresinde genetik bilginin kontrol
mekanizmalarinda gergeklesen farkhlasmalardan dolayr gen ekspresyonlarinda
anormallikler buna bagli DNA’nin yapisinda degisiklikler gézlenir. Genetik bilgideki

tim bu degisiklikler, hicre c¢ogalmasinin ve/veya apoptozisinin igleyisinin



bozulmasina, apoptozisden kacan tumor hicrelerinin kontrolsuz ¢ogalmasina sebep
olur [16].

Farkli molekuler mekanizmalardaki duzensizlikler her hucre tipinde kansere yol acar.
Hanahan ve Weinberg 2000 yilinda kanser hucresinin karakteristik 6zelliklerini su

sekilde tanimlamiglardir:

1) Disardan gelen ¢ogalma sinyaline bagimli olmadan boélinme 6zelligi kazanmalarr,

- Kanser hucreleri gogalma sinyallerine ihtiyag duymaksizin bélunme potansiyeli
kazanirlar.

- Hucrede olusan mutasyonlar hucrenin ¢ogalmayi aktive edici yolaklarinda gorev

alan molekdullerin fonksiyonunu etkileyerek kontrolstiz cogalmaya sebep olur.

2) Cogalma sinyallerinin inhibisyonunu saglayan yolaklardaki molekillerde olusan

mutasyonlar ise;

-Cogalma sinyallerinin kesintisiz devam etmesine dolayisiyla surekli bélinmeye

neden olur.

3) Apoptozisten (Programli hiicre 6lumu) kagabilmeleri;
- Kanser hucreleri apoptotik sinyallere duyarsizlagirlar.

- Apoptozis mekanizmasini duzenleyen yolaklardaki molekullerde olusan

mutasyonlar kanser hlcrelerini apoptotik sinyallere kargi duyarsiz hale getirir.

4) Limitsiz bélunme potansiyeli kazanmalart;

- Kanser hucrelerinde, bolinmeye paralel olarak telomerlerin kisalmasi s6z konusu
olmadigindan bolunme 6zellikleri devam eder.

- Telomerlerin uzunlugunun duzenlenmesini kontrol eden mekanizmalari bozan

degisimler, kanser hicrelerine sinirsiz bélinme potansiyeli kazandirir.



5) Yeni kan damarlarinin olusumu (Anjiyogenez );
- Kanser hicreleri, artan besin ve oksijen ihtiyaclarini yeni kan damarlari olusturarak

saglarlar.

6) invazyon ve metastaz yapmalari;
- Kanser hucrelerinin vicudun diger bolgelerine gogu, vicudun genel homeostazisini

bozarak 6lime yol acar.

2.2. Meme Kanseri

Meme kanseri tum dinyada kadinlarda en sik rastlanan malignitedir ve kanserden

Olim sebepleri arasinda énemli bir yer tutmaktadir [17].

Memede salgi yapan hucreler tarafindan olusturulan lobullerin birlesmesiyle loblar
olusur. Lobduller birbirlerine sut kanallari ile baglanir ve bu sut kanallari da meme
basina dogru birlegirler. Meme kanseri, lobllleri ya da sut kanallarini olusturan
hdcrelerin kontrolsliz ¢ogalmalari ve vucudun cesitli yerlerine giderek ¢ogalmaya
devam etmeleriyle gelismektedir [18].

Genel olarak sit kanallarindan kaynaklanan kansere duktal karsinom, lobullerden
kaynaklanan kansere de lobuler karsinom adi verilmektedir. Buglnku bilgilere gore
meme kanseri (invaziv duktal kanser) gelismeden 6nce duktus epiteli, atipik duktal
hiperplazi, duktal karsinoma insitu gibi evrelerden gecger ve sonunda meme kanseri
gelisir. Baslangicta st aktaran kanal sistemi (duktus) icinde sinirli olan kanser
hicreleri sonradan kendi bazal membranlarindan ilerleyip bag dokusu igine gegerler.
Bu asamada tumor hdcreleri kan damarlari ve lenfatiklerle karsilasarak metastaz
yapma yetenegine sahip olurlar. Bir gram meme kanseri dokusunun ortalama sekiz

yilda gelistigi tahmin edilmektedir. Ancak bu tum timorler i¢in gegerli olmayabilir [19].

Meme kanseri heterojen bir hastaliktir ve meme epitelinden kaynaklanan kotu huylu
tumorlerdir. Meme kanseri dinyada yillik 1 milyon yeni tani ve yaklagik 373.000 6lum
vakaslyla kadinlarda en 6nemli kanser nedenleri arasindadir.(1). Kadinlarda yasam
boyu gelisme riski 1/12 ile 1/20 arasinda degismektedir (2).Deri kanserleri harig,
meme kanseri kadinlarda en sik tani konulan kanserdir ve kanser nedenli 6lumlerde

meme kanseri (% 15) akcigerden (% 26) sonra 2. sirada yer almaktadir (3) [20].



Meme kanserinin gorulme sikhigi, son yillarda giderek artmistir. Bu artisin ekzojen
hormonlar, mensturasyon durumu (erken menars, ge¢ menopoz), kilo, beslenme

bigimi ve alkol tuketimi ile iligkili oldugunu gosteren galismalar mevcuttur [21].

2.2.1. Meme Kanserine Yakalanmada Etkili Olan Risk Faktorleri

Meme kanserinin halen yeni bilgilerin ortaya c¢iktigi ve gelismelerin  yasandigi
oldukga genis bir alan oldugu ifade edilmektedir. Bununla birlikte meme kanserinin
hangi nedene bagli olarak ortaya c¢iktigi tam olarak bilinmemekte, tUum dinyada
yapilan arastirmalar sonucunda bazi 6zelliklere sahip olan kadinlarda meme kanseri
gOrulme riskinin daha yuksek oldugu belirtimekte ve bu 6zelliklere de kisaca “risk

faktord” adi verilmektedir [22].

Bircok risk faktort ile iligkili olan meme kanserinin, risk faktorlerinin azalmasina ve

artmasina goére, gorulme sikhgi da farkhlik géstermektedir [23].

Kadinlarda meme kanseri gorllme riskini ylkselten bu faktorler de su sekilde

siralanmaktadir [24].

1.Yas: Meme kanseri tanisi konan kadinlar Uzerinde yapilan galismalarda, %70 ’inin
yasinin 50 yas ve Uzerinde oldugu ifade edilmekte ve yasi 50 yas ve Uzerinde olan
kadinlarin meme kanseri gorulme sikhdinin, yasi 50 yasin altinda olan kadinlara

nazaran 4 kat daha fazla oldugunun alti gizilmektedir [25].

2. Kisisel Meme Kanseri Hikayesi: Daha once meme kanseri gegiren ve tedavi olan
kadinlarin, diger memelerinde kanser gelisme olasiliginin meme kanseri teshisi

konulmamis kadinlara gére 3-4 kat daha fazla oldugu ifade edilmektedir [26].

3.Fertil Cag Sdiresi: Kadinlarin adet gérmeye erken yasta baslamalari, bununla
birlikte ilerleyen yaslarda menopoza giriimesi fertil ¢cagl uzatmaktadir. Bu sirada
kadinin daha uzun sire Ostrojen hormonu etkisi altinda kaldigi bunun da meme

kanseri gelisme riskini yukselttigine isaret edilmektedir [27].

4. Ailede Meme Kanseri Hikayesi: Aile bireyleri arasinda meme kanserine yakalanmig
kimse bulunmasinin, kadinlarin meme kanserine yakalanma olasiligini yukselttigi

ifade edilmektedir. Ozellikle kiz kardesi veya annesi meme kanserine yakalanan bir



kadinin, meme kanserine yakalanma riski, diger kadinlara nazaran 2 ila 5 kat

oraninda daha fazladir [28].

5. Dogurganlik Hikayesi: Kadinlarin ilk ¢ocugunu dogurma yasi meme kanserine
yakalanma agisindan énemlidir. ilk gocugunu 30 yasindan sonra doguran kadinlarda
meme kanseri gorulme orani 20 yagindan 6nce doguranlara gore 2 kat daha fazladir.

Hi¢ cocuk dogurmayan kadinlarda ise risk daha da yukselmektedir [29].

6. Sosyo-ekonomik Seviyenin Yuksekligi: Varlikli ve sosyo-ekonomik duzeyi yuksek
olan kadinlarda, meme kanseri gorulme sikhdginin daha fazla oldugu ifade
edilmektedir. Bu 6zellige sahip olan ailelerin kizlari daha iyi beslendikleri igin daha
erken yasta gelismekte ve bunun sonucu olarak da daha erken yasta adet gérmeye
baslamaktadir. Ayrica bu ¢ocuklar buyudukleri zaman egitim ve is nedeniyle daha
ge¢ yasta evlendikleri igin daha gec¢ yasta c¢ocuk sahibi olmalari s6z konusu
olmaktadir [30].

7. Ostrojen Alinmasi ve Dogum Kontrol Hapi Kullaniimasi: Menopoz nedeniyle uzun
sure (10 yildan fazla) 6strojen tedavisi goren kadinlarda meme kanseri gorulme

riskinin yukseldigi ifade edilmektedir [31].

8. Sismanlik ve Yagl Beslenme: Bazi ¢alismalarda sismanhgin 6zellikle 50 yas ve
Uzerindeki kadinlarda meme kanserine yakalanma riskini yukselttigine igaret
edilmektedir [32].

Yukaridaki maddelere ek olarak bazi kaynaklarda Kkisilerin, yetersiz fiziksel aktivite
yapmasinin, beyaz irktan olmasinin, gégus bdlgelerinin yogun radyasyona maruz
kalmasinin, bebeklerin emziriimemesinin rahim ve yumurtalik kanseri gecirilmesinin
kirmizi et yoninden zengin beslenme aliskanliginin benimsenmesinin ve uygun
pisirme yontemlerinin kullaniimamasinin da meme kanserine yakalanma agisindan
risk faktorleri arasinda sayilacagina deginilmektedir. Bu agiklamalarda da goéruldagu
gibi, meme kanserine neden olan tek bir faktér bulunmamakta, birtakim risk
faktorlerinin bu hastaliga yakalanma ve gelisim surecini hizlandirdigi belirtiimektedir
[33].



2.2.2 Meme Kanserinin Biyolojisi

Normal meme dokusunun kanser hucresine donismesi ¢ok asamall ve karmasik bir
surectir. Baglangigta, normal hucrelerde gergeklesen ve gekirdek ya da sitoplazmik
onkogenleri  aktiflestiren, transkripsiyonu duzenleyen mekanizmalari, sinyal
molekullerini etkileyen, buyime faktori ve reseptor etkilesimini bozan veya tUmor
baskilayici genlerin aktivitesini baskilayan cesitli degisiklikler bu hcrelerin
¢ogalmasini sadlar. Buna paralel olarak ortaya ¢ikan yeni degisiklikler cok asamali
meme karsinogenezinde komsu dokulara yayilabilen, immin denetimden kagan ve
metastaz yapabilen hucreler olugsturur. Bu hucreler, normal hicre g¢ogalmasini
dizenleyen dogal sinyallere yanit verme yetenegini de kaybederek kontrolslizce
cogalmaya baslar [34].

Meme kanserinin karsinogenez sureci, sirasiyla bening proliferatif meme lezyonlari,
karsinoma in situ, erken ddonem meme kanseri (evre 1- 2), lokal ileri evre meme

kanseri (evre 3) ve invaziv kanser evrelerinden olugsmaktadir [35].

(o )
/ N\

~
Atipik lobuler Genel hlperpla2|
hiperplazi
S

Atipik duktal J

hiperplazi

. \
Lobuler
karsinoma in situ

W

invaziv lobdler Duktal karsinoma
karsinoma in situ
[ invaziv duktal J

karsinoma

Sekil 2.1. Meme kanseri gelisim basamaklari [36].
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Farkli kisilerde davranisinin dedisken olmasi ve diger bazi kanser tlrlerine gore
¢ogalmasinin daha yavas gerceklesmesi meme kanserinin en 6nemli iki 6zelligidir
[37].

Preklinik donemde meme kanserinin logaritmik ve surekli bir buyime gosterdigi
tahmin edilmektedir. Memedeki kitle 1 cm c¢apa ulastiginda palpe edilebilir timor
boyutlarindadir ve bu captaki bir kitle yaklasik 10° timér hiicresi icerir. Malignite
gelisiminin tek hiicreden basladigi kabul edildiginde, bu tek hiicrenin 10° hiicre olmasi
icin 30 bolinme gerekmektedir. Meme kanserinde preklinik tumor ikilenme suresi
ortalama 100 gun ise bu durumda meme kanseri olgularinda yaklasik 10 yillik bir
preklinik evre s6z konusudur. Meme kanserinde tani konulduktan sonraki dogal seyir
de oldukga yavastir. Tedavi edilmeyen olgularda ortalama yasam suresi 2.7 yildir
[38].

2.2.3 Meme Kanserinin Siniflandiriimasi

Meme kanserlerinin siniflandiriimasi klinik veya histopatolojik olarak yapilir. Meme
kanser tipleri kanser hucrelerinin yerlesim yerine ve vyayginhgina gore
isimlendirilmektedir. Genel olarak hcreler sut kanallarinda lokalize ise duktal,
lobillerde lokalize ise lobuler, medullada ise mediller meme kanseri olarak
adlandiriir. Kanser hucreleri, c¢evresindeki bazal hucreleri astiginda invazif,
agmadiginda in situ olarak isimlendirilirler. Invazif duktal karsinom en fazla gérilen
meme kanseri tipi olup tim meme kanseri vakalarinin yaklasik %75’ini olusturdugu
bildirilmistir [39].

En yaygin olarak kullaniimakta olan siniflandirma, Diinya Saglik Orgiti’nin Meme

Tamorleri Siniflamasidir. Bu siniflama gizelge 2.1’de gosterilmistir [40].



Cizelge 2.1. Meme kanserinin Histopatolojik Siniflandiriimasi

A. Noninvasiv Karsinomlar

1.

intraduktal Karsinomlar

2.

Lobuler Karsinoma In situ

B. invasiv Karsinomlar

1.

invasif Duktal Karsinoma

. Intraduktal Komponent Belirgin invasif Ductal Karsinoma

. Invasif Lobuler Karsinoma

. Misinoz Karsinoma

. Meduller Karsinoma

. Papiller Karsinoma

. Tubuler Karsinoma

. Adenoid Kist Karsinoma

O |0 (N |0~ |WI|N

. Sekretuar Karsinoma

10. Apokrin Gland Karsinoma

11. Metaplazi ile Birlikte Olan Karsinomalar

a.SquamozTip

b. Spindle Hicre Tipi

c. Ossedz ve Kartilajindz Tip

d. Miks Tip

e. Digerleri

f. Memenin Paget Hastaligi

2.2.4 Meme Kanserinin Belirtileri

Meme kanserinin belirtileri hastaligin vucuttaki yayilim derecesine ve kisiden kisiye
gore farkhhk gbéstermektedir. Kadinlarin gogunda meme kanseri ilk baslarda agrisiz
olarak ortaya clksa da asagida yer alacak olan belirtilerin gorulecedi de ifade

edilmektedir. Bu nedenle yapilan meme muayenesi sirasinda bu degisiklikler fark

edildiginde gecikmeden bir hekime basvurulmasi gerekmektedir.

Meme kanserinin belirtileri konusunda unutulmamasi gereken nokta, memede
meydana gelen degisikliklerin bircok nedeni oldugudur. Bu degisikliklerin buyuk
cogunlugu zararsiz olmakla birlikte kliguk bir ihtimalle meme kanserinin ilk isaretleri

olabilecegi de unutulmamalidir. Bu nedenle kadinlarin kendileri i¢in neyin normal
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oldugunu bilmeleri memelerinin dogal yapisini incelemeleri, degisikliklerin neler
oldugunu tespit etmeleri ve gecikmeden rapor etmeleri tavsiye edilmekte ve yaslari
ile orantili meme tarama programlarina katilmalarinin énemine dikkat gekilmektedir
[41].

Yukaridaki bilgiler 1siginda literatirde meme kanserinin belirtileri ile ilgili olarak yer

alan ifadeler incelendiginde;

e memede bir kitlenin varliginin,

¢ memenin portakal kabugu seklinde bir goruntu almasinin,

e dogumsal nedenlere bagli olmaksizin meme basinin ige ¢cekilmesinin,

e meme bagindan kanli ya da kansiz akinti gelmesinin,

e meme derisinde Ulser, kizariklik ve 6dem meydana gelmesinin,

¢ lenf bezlerinde sislik olmasinin ve kolda sislik ve 6dem olugmasinin vb.nin

onemli oldugu gorulmektedir [42].

Memede ele gelen kitlelerin ¢cogu kanser olmamakla beraber, kadinlar tarafindan
memede farkh bir kitle veya sertlik fark edildiginde yeterli 6nlemlerin alinmasi
gerekmektedir. Meme kanseri 6ncelikle bdlgesel lenf bezlerine yayllmakta ve siklikla
da koltukalti lenf bezlerini tutmaktadir. Bolgesel lenf bezlerini agsan kanser hucreleri
kan dolagsimina katilarak sirasiyla akciger, plevra (akciger zari), kemik (kaburga, bel
omurlari, kafatasi, kol kemikleri), karaciger, periton (karin zari), bobrek Ustl bezleri,
beyin ve yumurtaliklara yayilma gosterebilmektedir. Meme kanserinin ileri evrelerinde
kanserin meme disindaki bagska organlara yayllmasina da metastaz denilmektedir.
Bu da meme kanseri hastalarinda siklikla goérilen durumlardan biri olarak ifade edilir
[43].
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2.2.5 Meme Kanserinde Prognostik Faktorler

Prognostik faktor terimi, kanserde tani aninda var olan ve bir timérin dogal seyrini
onceden belirlemek icin kullanilabilmektedir. Meme kanserinde bu amacla kullanilan
standart prognostik faktorler aksiller lenf nodu tutulumu ve sayisi, histolojik alt tip,
tumor buyuklugu, nukleer ve histolojik derece, ER (Ostrojen reseptor) ve PR
(progesteron reseptér) durumunu igermektedir. Yas, menapoz durumu, Irk,
onkogenler, timoér supresor genler, buyume faktorleri gibi isaretleyiciler muhtemel
diger prognostik faktorlerdir.

Uzerinde daha ¢ok calisiimasina ve yenilerinin bulunmasina acik olan prognostik

faktorler asagida gosterildigi gibi ¢esitli alt gruplarda siniflanmistir [44].

1-Fiziksel etkenler: Yas, Irk, kilo

2-Klinik etkenler: Tumér boyutu, deriye, kasa invazyon, c¢evre dokuya fiksasyon,

aksiller lenf nodu tutulumu

3-Patolojik ozellikler:

-Lenf nodu metastazi: En énemli prognostik parametredir. Lenf noduna yayilmamis
hastalarda 10 yilhk yasam %75 iken, yayllmis hastalarda bu oran %25-30’a
dlismektedir.

-TUumor boyutu: Uzak metastazi olmayan ve lenf noduna yayllmamis hastalarda en
gucli prognoz belirleyicisi timoér bayuklGgudir. Tumor boyutu arttikca aksiller lenf

nodu metastazi artmakta ve sagkalim orani dugsmektedir [45].
-TUumorun histolojik tipi

-Histolojik derecelendirme: GuUnumuizde morfolojik tipine bakilmaksizin invaziv
karsinomlarin tUmunun derecelendiriimesi Onerilmektedir ve en c¢ok kullanilan
derecelendirme sistemi modifiye Bloom-Richardson sistemidir. Bu derecelendirme
sisteminde tUmor hdcrelerinin nukleer 6zellikleri, olusturduklari tubulus yapilarinin
orani ve mitoz sayisi ayri ayri degerlendirilerek elde edilen toplam degere gore

derece belirlenmektedir.
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-Lenfovaskuler invazyon: Tumor ¢evresindeki lenfatik ve kan damarlarinin limeninde

tumor hicrelerinin gértlmesi durumunda lenf nodu metastazi olasiligi yluksektir.

4-Evre
5-Kemik iligi metastazlari

6-Biyolojik belirleyiciler (Proliferasyon belirleyicileri, DNA icerigi, Litik enzimler,

Steroid hormon reseptorleri, Tumor baskilayici genler ve onkogenler)

-Ostrojen ve progesteron reseptorleri: Meme kanserlerinin lgte birinde dstrojen ve
progesteron reseptorleri  kaybolmustur. Bu tumodrler icin kot prognozu
g6stermektedir. Iyi huylu timérlerde reseptér seviyesi daha yiiksek diizeydedir ve ER
(+) timorlerin prognozu daha iyidir. ER (+) ve PR (+) timorlerde yasam suresi daha
uzundur [46].

-p53: Tumodr baskilayici gendir. Meme karsinomlarinin %50’sinde mutant p53 gen
ifadesi vardir. Yuksek histolojik derece ve Klinik agresiflik ile birliktedir. Nod (-)

hastalarda kullanilan bir prognostik belirtectir [47].

7-HER-2/neu: Epidermal growth faktér reseptor ailesinden bir protoonkogendir.
Meme karsinomlarinin %10-30’'unda FISH “fluorescent in situ hybridization” ile
saptanan HER-2/neu gen amplifikasyonu ve immunhistokimyasal yontemle saptanan
protein asiri ekspresyonu vardir. HER-2/neu asiri ekspresyonu koétu prognostik
parametredir ve genellikle histolojik derecesi yuksek, lenf nodu metastazi olan ve

hormon reseptorleri negatif timorlerde gorulmektedir [48].

2.2.6 Meme Kanseri Tumor Belirtegleri

Meme kanseri tanisinda en cok kullanilan timor belirtegleri: CA 15-3, MCA, CEA,
TPA, TPS ve Cyfra 21.1°dir [49].

Serumda CA 15-3, CEA, CA549, MCA, CA 27.29 testlerinden ikisine ilaveten, dokuda
Ostrojen, progesteron reseptorleri ile onkogen c-erbB-2, serumda c-erbB-2
ektodomen Olgimleri teshisi yasam suresini % 90’lara ¢ikartabilmektedir. Hatta

tumaorun cevreye ya da lenf dugumlerine yayilimi yok ise % 100’ lere ¢ikabilir [50].
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1) Karbonhidrat Antijen 15-3 (CA 15-3)

Meme dokusunun epitel hucreleri tarafindan Uretilen yuksek molekdl agirlikli
glikoprotein yapisinda bir antijendir. GUnumuzde meme kanserinin yayginhgini
saptamada kullaniimaktadir. Organa veya tUmdre 6zgun degildir. Duyarlihgi % 77°dir.
Diger tumor belirtecleriyle birlikte kullanildiginda duyarlihdr % 12-25 oraninda
artmaktadir [51].

Tedaviye cevabi izlemede de sadece CA15-3 kullanimi onerilmemekle beraber,
yuksek CA15-3 seviyesinin tedavinin yetersizliginin gostergesi oldugu kabul
edilmektedir [52]

2) MCA “Mucin-like Carsinoma Associated Antijen”

MCA bir serum glikoproteinidir. Normal dokuda MCA dulzeyleri ¢ok disuk olmasina
karsin timor sitozoliinde yuksektir . Horgan ve ark.in galismasinda, benign meme
hastaligi olan hastalarda, MCA seviyesinde yukselme olmadigi gosterilmigtir. Ayni
calismada meme kanserli hastalar arasinda evre Ill ve evre IV olan hastalarda

anlaml bir artis saptanmistir [53].

3) Karsino Embriyonik Antijen (CEA)

Glikoprotein yapisinda tumor belirtecidir. Yetigskin insanlarin serumunda yuksek
duzeyde olmasi malignite bulgusudur. Primer olarak kolorektal kanserlerde kullanilir.
Ayrica meme, akciger, pankreas, mide, serviks, mesane, bdbrek, tiroid, karaciger ve
over kanserlerinde de yukselmektedir. Erken evre meme kanserinde duyarlihdr dusuk
olmasina ragmen metastatik meme kanserlerinde % 40-50 olguda yukseldigi

gosterilmigtir [54].

4) Doku Polipeptid Antijen (TPA)

Sitokeratin 8, 18, 19 iceren sitokeratin kompleksidir. TUmor hdcrelerinin
membraninda ve epitel hucrelerinde bulunan doku polipeptid antijenidir [55]. Serum
dizeyindeki dusuklik, hicrelerdeki artmis proliferasyonu goésterir. Yuksek sitozolik

TPA duzeyleri meme kanserinde iyi prognozu gosterir [56].
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5) Epidermal Blyume Faktori Reseptort (EGFR)
6000 kDA agirhginda bir peptidtir. Bircok calisma EGFR’nin meme kanserinde
prognostik ve prediktif degeri oldugunu ortaya koymustur [57].

6) Katepsin D
52 kDA agirliginda, asidik lizozomal bir proteaz olan fosfoglikoproteindir. Katepsin D

geni meme kanserli hastalarda asiri ekspresyon gosterir [58].

7) c-erb B-2 (HER-2)
185 kDa agirliginda transmembran proteindir. Meme kanserli hastanin Herseptin ile
tedavisinin yapilip yapilamayacagini belirlemede, Herseptin tedavisinin izlenmesinde,

timorgenezin erken dénemini belirlemede kullanilabilir [59].

8) p53

p53, tumor baskilayici genlerdendir. Asiri ekspresyonu meme kanserinde Kkotu
prognozun gostergesidir. p53 proteini, transkripsiyon faktéri olarak DNA'nin 6zgil
bdlgesine baglanarak, diger genleri dlizenler. Gen hlicreyi DNA hasarina kargi korur
ve hasar olustugu zaman hicre c¢ogalmasini G1/S sinirinda durdurarak, DNA
onarimini baslatir. Onarimin basari ile tamamlanamadigi durumlarda ise apoptotik
hucre olumunun gerceklesmesini saglar. Mutant p53 proteini meme, hemotopoetik

sistem, bas-boyun, endometrium, akciger, kolon kanserlerinde belirlenmistir [60].

9) CA 27.29

Breast carcinoma associated antijen, cancer antijen 27.29 isimleri ile de bilinir. Meme
kanseri nukslerini belirlemede kullanilir. Il veya lll evre meme kanserli olgularda
niksu belilemek igin yararli olan CA 27.29, tarama ve rutin izlemede

onerilmemektedir [61].

10) Karbonhidrat Antijen 549 (CA 549)
Normal meme ve epitelyal dokularda bulunabilen bir glikoproteindir. Meme, akciger,
prostat, kolon kanseri olan hastalarin serum duzeylerinde artis goérulmustir. Tedavi

izlemi ve progresyon izlemi igin kullanilmaktadir [62].
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Metastazi olan meme kanserli hastalarin izlenmesinde kullanilir. Hassasligi ve

segiciliginin disuk olmasi nedeni ile tarama ve teshiste kullaniimaz.

2.3 Kanser hiicresi ve demir metabolizmasi
2.3.1 Vucut ici demir dongusii

Demir insan igin esansiyel bir elementtir ve insan vicudunda ki en bol bulunan gecis
metalidir. Demir insan viicudunda ferrik (Fe*®) veya ferréz (Fe*?) demir olarak iki
formda bulunur. Ferrik Fe** ve ferrdz Fe*? formlarina déniisim sirasinda elektron
alma ve verme Ozelliklerinden dolayr demir, tasima ve depolamada goérevli
molekullerin ve enerji Uretiminde gorevli enzimlerin temel elemanidir. Demir ayrica
hicre bolinmesi sirasinda deoksiribonukleotid sentezinden sorumlu ribonukleotid
rediktaz enziminin sentezi sirasinda da olduk¢a ©onemli rol oynar. Demir
mitokondrideki hem’in ve demir-sulfir badli proteinlerin sentezinde de oldukga
onemlidir. [63]

Demirin elektron degisimi, (Fe™®) ve (Fe*?), redoks aktivitesi icin gereklidir. Demir
fazlaliginda olusan serbest demir, prooksidan olarak serbest oksijen radikallerinin
ortaya ¢ikmasina yol acar. Bu nedenle demir hi¢bir zaman serbest birakilmamaya
cahsilir [64-65].

Organizmada bulunan demirin  %60-70’i hemoglobinde, %10’u  miyoglobin,
sitokromlar ve demir iceren enzimlerde bulunur. Kalan %20-30’u baglica karaciger ve
makrofajlarda depolanir. Organizmadan demiri atan fizyolojik bir mekanizma yoktur.
Gastrointestinal sistemden dokullen epitelial hicreleri ve kanamalar disinda demir

kaybi olmaz [66].

Demir duodenumdan ve proksimal jejunumdan emilir. Besinlerle alinan demirin %90
kadari non-hem demiridir. Non-hem demirinin ancak %5’i emilir. Non-hem demiri
gidalarda Fe™ kompleksler seklindedir, emilimi diyetteki faktdrlerden ve kisinin
vucudundaki demir durumundan etkilenir. Hem demiri ise ylksek emilim oranina
sahip olup, diyetteki faktorlerden ¢ok az etkilenir. Hem demiri diyetle alinan demirin
%10 kadaridir [67].
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Musin demir molekulinu baglayabilme yetenegi olan bir proteindir. Musin-demir
kompleksi duodenumun alkali ortaminda emilim igin gereklidir. Boylece demir ince
bagirsak hucrelerin yuzeyinde bulunan “integrinler” aracihgi ile membrandan gecer
ve sitoplazmik bir demir baglayici protein olan “mobilferrin® ile baglanir. Her bir
molekll mobilferrin bir molekll demir baglar. Mobilferrin, demiri hiicrenin bazolateral
yiizeyine tasir. Diyetle alinan Fe*3, duodenumun fircamsi kenarinda duodenal ferrik
rediiktaz (Dcytb) ile Fe*? ye indirgenir ve divalent metal transporter 1 (DMT1) aracili§i
ile fircamsi kenar membranindan enterositlere alinmaktadir. Fe*? hiicrede ferritin
olarak depolanip, dokilen enterositlerle birlikte atilmakta ya da ferroportin araciligi ile
basolateral membrandan plazmaya gecmektedir. Fe* hephaestin (Heph) araciligi ile

% yiikseltgenir ve transferine baglanarak tasinir. Demir, ihtiyaci olan hiicrelerin
yuzeyinde bulunan transferrin reseptorta 1 (Tfr1) aracihigi ile hicrelere alinmaktadir
(Sekil 2.2) [68].

Fe"’ [ +Z |
: . Duodenal Ferrik

Rediiktaz DMTI
i £ , (divalan metal tagiyic1 1)
Fircamsi |
~ kenar | )

Ferrik reduktaz

Mobilferrin

' Ferritin |
Enterosit
Bazolateral |
membran Ferroportin
Hephaestin
ee 3.‘\"_/ .a PLAZMA
HOLO-TF (Diferrik transferrin) | F | | Fe™ |

Sekil 2.2. Demir metabolizmasi
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2.3.2 Demirin hiicreler tarafindan alinmasi

Demir vicut igi sirkllasyonda transferrine baglanarak hucrelere tasinir. Vicut
demirinin yaklasik % 0,1’i sirkilasyonda bulunur ve tamamina yakini transferrin (Tf)'e

baglanir. Bunun organizma igin yararlari [69] ;

1. Fizyolojik durumlarda ¢dzunebilir demir saglar.
2. Demire bagli serbest radikal toksisitesini onler.
3. Demirin hucre igine transportunu kolaylastirir.

Htcre icine demir alimi hiicre membran proteini olan transferrin reseptér 1 (TfR 1)
tarafindan diuzenlenir. Transferrinin reseptoriine baglanip kompleks bir form almasi
reseptor aracili endositozis ile saglanir ve igeri alinmasi klatrin kapli endozomla

gerceklesir [70].

Proton pompolari araciligiyla ortamin pH’1 5.5 civarina dusurulerek Tf-TfR kompleksi

konformasyonel degisiklige ugratilir.

Fe*® endozomal ferrorediiktaz enzimi ile Fe*? e rediiklenir ve DMT 1 (divalent metal
transporter) araciigiyla sitosole salinir. Sitosolde ki demir ya Fe-S bagi iceren
proteinlerin yapisina katilir ya da hucre igi demir depolama proteini olan ferritinde
depolanir. Demir ayrica ferritinin degregasyonu sonucu ortaya ¢ikan yikim trtnu olan

haemosiderin kompleksinde de depo edilir [71].

Asidik ortamda (pH 5,5 altinda), demir Tfden ayrildiktan sonra ya hucre tarafindan
kullanilir veya ferritin seklinde depo edilir. Endozomal asidifikasyon sonucu demirsiz
kalan apotransferrin (ApoTf)in TfR'e afinitesi ylksektir. ApoTf/TfR kompleksi
endozom ile birlikte tekrar hiicre ylzeyine transfer edilir. Hicre ylzeyinde nétral pH
ile temas sonucu ApoTf, TfR'ne olan afinitesini kaybeder ve membrandan ayrilir ve

boylece reseptor yuzeyi tekrar kullanim igin hazir olur [72].
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Sekil 2.3. Hucre igine demir alinmasi sematik gdsterimi [73].

2.3.3. Transferrin-Transferrin Reseptor Kompleksi
2.3.3.1. Transferrin

Tf, 80 kDa agirhginda 679 aminoasitlik diziden olusur ve kanda demiri tasiyan
glikoproteindir. Tf geni 3. kromozomda lokalizedir. Jel elektroforezi ile 21 farkh
genetik varyant belirlenmis olup aralarinda en yaygini transferrin C’dir. Serumda 200
mg/dl duzeyinde bulunur. Gunde 30 mg demirin plazma ile demire ihtiyaci olan
hacrelerin TfR’'ne transportundan sorumludur. Plazma ile ekstravaskiler alanda
bulunan tek zincirli glikoproteindir. Depo demiri, Tf sentezinin regulasyonunu saglar.
Plazma Tf konsantrasyonu demir eksikliginde artarken, vicutta demir birikiminde
azalir. [74-75)].

Tf polipeptid zinciri iki homolog yaridan olusur. N- ve C- terminal loblar iki tane
domain icermektedir. (N1,N2 ve Cy, C)( Sekil 2.4).

Demirin Tf ile baglanmasi genellikle karbonat (COs?) gibi sinerjistik bir anyonla

saglanir. Karbonat iyonu, 2 Tirozin, 1 Histidin ve 1 Aspartik asit ile transferrinin her iki
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lobuna 2 tane Fe*® ‘in yiiksek afiniteyle baglanmasi saglanir. pH 7.4 ‘te Tf iki tane

ferrik demiri (Fe*®) baglayarak dimerik formdaki TfR ‘ye baglanir.pH ‘nin diismesiyle

Tf konformasyonel degisiklige ugrar ve demir salinmis olur [76].

(a) (b)

Sekil 2.4. a) Transferrinin kristal yapisi b) Transferrin N-Lop demir baglama bdlgesi
[77-78].

2.3.3.2 Transferrin reseptori

Demir tasiyan transferinle kompleks olusturarak demirin hiicre igine alinmasini
saglar. 760 aminoasitten olusan, homodimerik yapida transmembran proteinidir.
Sitoplazmik domaini, tek gecisli zar domaini ve buylk dis domaini vardir [79-80].
Kelebek benzeri dimerik TfR’ nin dis domainin her monomeri 3 belirgin domainden
olusur. Bunlar; proteaz benzeri domain, apikal domain ve helikal domaindir [81].

2.3.3.3. Transferrin-reseptor kompleksi

Daha 6ncede belirtildigi gibi demirin hicre igine alinabilmesi igin transferrin ile
transferrin reseptdrin birbirine baglanarak bir kompleks olusturmasi gerekir. Diger
reseptor ligand iligkilerinden farkli olarak dimerik formdaki transferrin transferrin

reseptorune ugtan degil lateral olarak baglanarak kompleks olusturur [82].
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Membran arasina uzananan Tf nin C- lobu ile reseptdrin dis domainindeki helikal
domainler etkilesime girer. N- lobu ise TfR dis domaini ile membran arasinda

sandvi¢ pozisyonunu alir [83].

Bir transferrin, reseptoruandn iki alt Gnitesiylede etkilesime girer. TfR’ nin apikal
kisiminin  Tf-TfR kompleksine tek katkisi ise diger proteinlerin komplekse

baglanmasini saglamaktir. Ornegin; ferrorediiktazi baglayabilir [84].

Tf, reseptorine baglaninca duz bir yapi alir. Bu sayede C- terminal heliks uglarinin
daha iyi baglanir ayrica reseptore baglanan transferrinin C terminalindeki alfa
helikslerin dlizlesmesi Fe salinimina yardimci olur. Demir salindi§i zaman ise C- lobu

membran ile paralel hale gelir. Distk pH’da diferrik Tf ‘den demir salinir [85].

(@) (b) (€)

Sekil 2.5. a) Transferrinin C- lobunun reseptorin alfa 1, 2 ve 3 ile etkilesimi
b) N- lobun proteaz benzeri domain ve alfa 1, 2 ile etkilesimi c) Transferrin reseptdru

ile transferrin kompleksi [86].

2.3.4. Transferrin reseptoru sentezinin kontrolu

Hucresel dizeyde demir duzenlenmesinin molekuller kontroll; demirin tasinmasi,
depolanmasi, kullanimi ile ilgili tim ana proteinlerin sentezi post-transkripsional
duzeyde hucre i¢i demirle duzenlenmektedir. Bu duzenlenme sitoplazmada bulunan

ve hicre icinde demiri hisseden, hucresel demir sensdr proteinleri olan iron

21



regulatuar proteinler (IRP) ile demir proteinlerinin mRNA’lari Gzerinde 30 nukleotidlik
bdlgeyi iceren iron responsive elementler (IRE) arasindaki iliskiye baghdir. Hicre
icinde demir eksikligi oldugunda IRP’lerle IRE’ler baglanirlar. Bu baglanma transferrin

reseptoru (TfR) ve diger demir ile ilgili proteinlerin sentezini dizenler [87-88-89].

Demiri tikenmis hidcrenin hicresel demir sensor proteinleri (IRP), RNA Uzerindeki
iron responsive elementler (IREs) bolgesine ylksek afiniteyle baglanir. Buda
transferrin reseptor proteininin sentezinden sorumlu mRNA’'nin degregasyonunu
engelleyerek reseptorin sentezini saglar. E§ger demir hicre igeriginde fazlaysa bu

IRP’leri inaktive eder. IRP 1 ve 2 ‘nin IREs’lere baglanamamasi TfR mRNA’sinin

degregasyonuna sebep olur. Buda hicreye daha fazla demir alimini onler [90].

IRP-1 ve IRP-2 ile Transferrin Reseptor mRNA’nin etkilesimi

Dusuk demir yogunlugu

—>| IRP-1
n IRP2

—» | IRE

a) Transferrin reseptor mRNA’ si kararl
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Yuksek demir yogunlugu

b) Transferrin reseptor mRNA’ si kararli degil

Sekil 2.6 a) Dusuk demir yogunlugunda transferrin reseptor bdlgesini kodlayan
MRNA Uzerindeki demir duyarli elementler kismi (Iron Responsive Elements)(IREs)
ile demir dizenleyen RNA baglayici protein IRP-1 ve IRP-2 birbirine baglanir. Stabil
tutulan mRNA Uzerinden transferin reseptor proteini sentezi yapilir. b) Yuksek demir
yogunlugunda ise IRP-1 ve IRP-2 ile IREs baglanamaz. Stabil tutulamayan mRNA

degrage olur. Reseptdr sentezi yapilamaz [91].

2.3.4.1. Kanser hiicresinde transferrin reseptoru

Demir hicre bélinmesi ve farklilagsmasi icin olduk¢ca 6énemli bir elementtir. Bolinme
kontrol mekanizmasini kaybetmig, surekli bolinme egdiliminde olan kanserli bir
dokuda ise demir, malignant hicrelerin kitlesel yayiliminda énemli bir yere sahiptir ve
tumor proliferasyonunu arttirildigi bilinmektedir [92].

Kanser hucreleri surekli demir eksikligi olan bir hicre fenotipi gostermektedir. Bu
yuzden kanser hucrelerinde transferin reseptérinin ekspresyonu ve diger demir
alimiyla iligkili proteinlerin eksprsyonu, hulcre proliferasyonu ile dogru oranti
gostermektedir [93].

Meme kanseri Uzerine yapilan galigmalarda yuksek malignansi gosteren kotu huylu
meme kanseri hlcresinin (2. ve 3.derece) ylksek oranda transferrin reseptoru

sentezledigi, iyi huylu olanlarda ve normal meme hiicresinde ise daha az TfR sentezi
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yapildigi gosterilmigtir. Bu arastirmalar su sonucu gosteriyor ki kanserli bir hucrenin
bolinme hizinin artis1 ve ylksek proliferasyon 6zelligi géstermesiyle demire olan
yuksek ihtiyacindan dolayl transferrin reseptor sayisini arttirmasi, bu tUmorin
malignansi derecesi hakkinda bize énemli ipuglari verir [94].

Yuksek hassasiyet ile kanser hucrelerinin saptanmasi igin hizli ve basit tekniklerinin
gelistiriimesi klinik éncesi test ¢alismalarinda buylk énem tasimaktadir. Su anda
klinik oncesi test ve kanser hucre biyolojisi i¢in kullanilan geleneksel yontemler
sitolojik test, floresan goruntileme ve radyoaktif algilama ozelligi icerir [95].

Bu teknikler genellikle genis deneysel islemler, karmasik enstrimantasyon ve yuksek
maliyetler icerebilir [96].

Yapilan bu tez galismasinda yuksek oranda invaziv meme kanseri hucresinin teghisi
igin bir sensodr tasarlanmasi amaglanmistir. Bunun i¢cin meme kanseri hucresi
yuzeyinde transferrin reseptor sayisindaki artistan [97] yararlaniimistir.
Hazirladigimiz sensorle asir artmis transferrin reseptér ekspresyona sahip meme
kanseri hiucresini [98] segici, hizli ve oldukga basit bir sekilde taniyarak invaziv meme
kanseri potansiyelinde ki bir hicreyi erken safhada teshis edebiliriz.

Sensor ayni zamanda kanser hicresinin malignansi derecesi hakkinda bilgi vererek
uygun tedavinin verilebilmesi i¢in kanserin evresi hakkinda bilgi edinebilmemizi
saglar. Calismamizda 6rnek hlcre olarak insan meme kanseri hucre hatti MDA-MB-

231 secilmistir ve sensor uygulamalarinda oldukga iyi sonuglar vermistir [99-100].

2.4. Biyosensorler

Canlilar teknologlarin hayal bile edemeyece@i duyarlik performansi gosterirler.
Ornegin bazi képeklerin koku almalari insanlardan 100.000 kat daha duyarhdir. Yilan
baliklari tonlarca su igerisine ilave edilen birkag damla yabanci maddeyi derhal
algilarlar. Kelebekler eglerinin yaydigi birkagc molekull bile hissederler. Algler ise
zehirli maddelere karsi ¢ok duyarlidirlar [101].

Canlilarin, cevrelerindeki degisimi algilama ve yanit verme sistemleri,
biyosensorlerin gelistiriimesi icin temel teskil etmekte ve siklikla biyolojik analizler i¢in
kullaniimaktadir [102].

Biyosensdrlerin tarihi 50’li yillarin ortalarinda Clark’in Cincinnati Hastanesi’nde (Ohio,
ABD) ameliyat sirasinda kanin O2 miktarini bir elektrot ile izlemesiyle baslar. 1962

yilinda Clark ve Lyons Glukoz oksidaz (GOx) enzimini O2 elektrodu ile kombine
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ederek kanin glukoz duzeyini olgmeyi basardilar. Boylece yeni bir analitik sistem
olustu. Bu sistem bir yandan biyolojik sistemin ylksek spesifikligini (enzim) diger
taraftan ise fiziksel sistemin (elektrot) tayin duyarlihdini birlestirmis ve genis
spektrumlu bir uygulama olanagi bulmustur. Klinik elektrokimya ile sadece anyon ve
katyonlar belirleyen sensorler hazirlanabilirken sisteme biyomateryalin de katilmasi
ile diger bircok organik ve biyolojik maddenin tayini mumkundur. Boylece hazirlanan
analiz sistemlerine biyosensorler adi verilir [103].

Biyosensorler; bilgiyi algilayabilen, saklayabilen ve iletebilen biyolojik aliciya ve
fizikokimyasal ceviriciye sahip cihazlardir. Biyolojik alicilar; enzimler, dokular,
mikroorganizmalar, antikorlar, hucre reseptorleri gibi biyolojik tabanli malzemelerden
olusmaktadir. Baska bir deyisle, biyomalzemeler biyolojik malzemeleri taniyabilme
Ozelligine sahip analitik cihazlardir. Bu tanima iglemi sonrasinda ise yapisinda
bulunan cgevirici mekanizma ile algilamis oldugu malzemeyi biyokimyasal sinyale ya

da elektrik sinyaline gevirme yetenegine sahiptir [104].

Biyosensorler biyobilesenler (reseptdr) ile fiziksel bilesenlerden (transduser)

olusurlar. Biyosensorun galisma prensibi Sekil 2.7°’de sematize edilmistir [105].

TAYIN YONTEMI
BIVOBILESENLER
Elektrokimyasallar

¢ Enzimler * Potensiyometrik

* Doku kesitleri * Amperometrik

*  Organeller e  Konduktometrik

e Tutucu ajanlar * Transistorler

® Niikleik asitler Optik

e Mikroorganizmalar * Fotometri ELEKTRONIK
NUMUNE . . .

* Reseptor ¢ Florimeltri

molekiilleri * [uminesans

Kiitle Degisimi

e Piezoelektrik
Is1 Degisimi

o Termistorler

Sekil 2.7. Biyosensorlerin ¢galisma prensibi
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Biyoreseptor bir analitin taninmasinda biyosensorin biyolojik hassasiyete sahip
kismidir ve biyosensorun hassasiyeti ile segiciliginde etkilidir ve bu reseptorler tek bir
partikuler substrati baglayacak ve diger substratlara baglanmayacak Ozellikte
olmalidir; temel olarak biyoreseptorler 3 grup (biyokatalitik, biyoaffinite ve hibrit

reseptorleri) altinda toplanirlar.

) Cl‘Enzim Reaksiyonlan

Ab A 7 PR
—— <@ immino. Reaksiyonlan < ORNEK | /]

o |
3 \!_

~ “siyal_|[]] | Gevirici

-SSONA, .., DNA Hibridizasyonu
T

Sekil 2.8. Biyoreseptorlerin sematik gosterimi [106].

Biyokatalitik reseptorler, analiti belilenmeyen formdan belirlenebilir forma
donustirerek transdiserle kaydedilebilir ve belirlenebilir kilar [107].

Biyokatalitik tanima elementleri enzim (mono veya multi enzim) iceren sistemler,
hdcreler (mikroorganizmalar, orn; bakteriler, mantarlar, okaryotik hicreler, mayalar),
hlcre organelleri ve bitki, hayvan doku pargalarindan olusur [108].

Affinite reseptorler, etkilesimleri antikor-antijen veya nukleik asit gibi biyolojik
affiniteye sahip elementlerin etkilesimlerine dayanan reseptoérlerdir. Bu gruptaki
antikor-antijen bazli biyosensorler ise immunosensorler olarak adlandirilirlar [109].
Hibrit reseptorlerin  biyosensor uygulamalarinda ise nukleik asit kullanimi rapor
edilmistir . Bu sensorlerin kullanim alanlari DNA’da meydana gelen zararlari kimyasal
olarak Dbelirleme ve DNA’nin ture 06zgu diziliminin  hibridizasyonuyla
mikroorganizmalarin belirlenmesidir [110].

Genel olarak biyolojik komponent uygun bir sekilde immobilizasyonla geviriciye

baglanir. immobilizasyon metodu immobilize edilecek biyokomponentin yapisina gére
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belirlenir. Kullanilan gevirici elementi ve analitin fiziksel durumu da secilecek metod
icin 6nemli faktorlerdir.

Genel olarak 5 yaygin metot bulunmaktadir. Bunlar;

1-Adsorbsiyon
2-Mikroenkapsulasyon
3-Tutuklama

4-Capraz baglama
5-Kovalent baglama’dir [111].

Biyosensorler ¢ok cesitli sekillerde, boyutlarda tasarlanabilir [112]. Transdiksiyon
mekanizmasi sonucunda optik, elektokimyasal, piezoelektik, termometrik, manyetik
sinyaller analit analizinde kullaniimak Uzere sinyallere gevirilebilirler. Donusturiculer

temelde dort grup altinda toplanirlar [113];

1-Elektrokimyasal dénusturtculer
- Amperometrik
- Potansiyometrik

- Konduktometrik

2-Optik donustartculer

- Absorbans olgimunu temel alanlar

- Floresans veya fosforesans dlgcimunu temel alanlar

- Kirilma indisini temel alanlar

3-Kultle degisimini temel alan donusturuculer

4-1s1 deg@isimini temel alan donusturuaculer

Biyosensodrlerin 6rnek  hazirlama igleminin basit olmasi, 6rnek kullaniminin az

olmasi, kompleks karisimlardan analizin yapilabilir olmasi, kiigik olmasi, hizli olmasi

gibi bir cok avantaji vardir [114].
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En 6nemli avanta;ji, biyofizik teknikleri, floresan isaretleme, kimyasal yontemler gibi
bir cok yardimci teknige ihtiyag duymadan olgum yapilabilen bir sistem olmasidir
[115].

2.4.1 Piezoelektrik Kristalli Biyosensorler (Kutle Duyarl Biyosensorler)

Piezoelektrik sensodrler en genel anlamda karakteristik rezonans frekansindaki
farklanmayi belirleyerek bir piezoelektrik kristal yuzeyinde toplanan érnegin kutlesinin
Olclilmesi esasina goére calisan, gravimetrik aygitlardir. Sensoér secimliligi, kristal
yuzeyindeki madde ile spesifik bir etkilesime sahip analitin birikimiyle iligkilidir. Sensér
yuzeyinde bir madde adsorblandidi veya biriktigi zaman piezoelektrik kristalin
rezonans frekansindaki farklanmanin Olgulmesiyle sonuca ulasihr [116]. Kutle

hassas biyosensoérlerin ¢calisma prensibi piezoelektrik etkiye dayanir.

2.4.1.1. Piezoelektrik etki

Piezoelektrik etki ilk defa 1880 yilinda Curie Kardesler tarafindan kesfedilmistir.
Piezoelektrik etkiye sahip bir kristal mekanik olarak deforme oldugunda, ylzeyinde
elektriksel bir potansiyel olusur [117]. Capraz sapmadan dolayi, bukulme, kirilma,
basin¢g ya da egdilmeden kaynaklanan elektriksel yuk meydana gelir [118]. Bu etki
materyeldeki iyon degisimi ile aciklanir. iyonlarin yer degistirmesi elektriksel
polarizasyona sebep olur. Sekil 2.9.da piezoelektrik etkinin sematik gdsterimi
verilmigtir Kristale mekanik basin¢ uygulandiginda elektrik potansiyelinin degisimi,
elektriksel alan uygulandiginda ise kristalin sikisma ve uzamasi gosterilmistir. [119-
120].

() (#)
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Sekil 2.9. Piezoelektrik Etki
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Kuvars; piezoelektrik 6zellik gdsteren bir tastir. Uzerine uygulanan belli bir mekanik
basing etkisiyle (sikisma, esneme, burulma) kristal ylzeyleri arasinda bir elektriksel
gerilim uretilir.

Kuvars kristali, silikon ve oksijenden elde edilir ve SiO, kimyasal formultine sahiptir.
Piezoelektrik ve mikroelektronik yapilarin kombinasyonuyla cihaz tasarimlari
1960’larda baslamistir. Ticari olarak kullanilan baslica piezoelektrik malzeme kuvars
kristalidir (silikon oksit) [121].

Kuvars kristaller kimyasal dogasina, sekline, boyutuna ve kitlesine bagl olan dogal
bir titresim frekansina sahiptir. Kristalin kirilma seklinin rezonans frekansi Gzerinde bir
etkisi vardir. YUksek kaliteli mekaniksel ve piezoelektrik 6zelliginden dolayr QCM
uygulamalarinda alfa-kuvars kristalleri tercih edilmektedirler. Kristal oryantasyonu ile

birlikte kesilme acisi da salinimin seklini belirlemektedir [122].

Ticari sistemler kitle élgim duyarliligi minumum 1 ng/cm? olan ve 100 mg’a kadar
Olcim alinabilmesini saglayan guvenilir dizenekler olarak tasarlanmislardir. Kristalin
hazirlanmasinda en buyuk zorluk, istenilen Ozelliklerde kesmeye calisirken kutle

dedektorunun mikroterazi faktorunu gozardi etmesidir [123].

Kuartz kristallerin sensor uygulamalarinda kullanilmalari igin Y- kesme ailesine bagli
AT- kesme ve BT- kesme kristaller kullaniimaktadir. Sekil 2.10. 'da gosterildigi gibi
AT- kesmede, kuartz tabaka, z ekseninden +35°15’ aglyla, BT- kesmede ise z
ekseninden -49,00° acgiyla kesilmistir (O’ Sullivan et. al., 1999). AT kesme kristallerde
sicaklik katsayisi, kesme seklinden dolayr 10-50°C araliginda 1 ppm/°C civarinda
sifira oldukga yakindir ve bu da kristalin genis bir frekans araliginda rezonans

frekansinin kararh olarak kalmasina olanak tanir [124].

L\ .'/'
Sekil 2.10. a)Kuvars kristalinin mineral yapisi b) AT-Kesim ve BT-Kesim kuvars
kristal duzlemleri [124]
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Bir kristalde piezoelektrik 0zelligin gozlenmesi, yluzey yuklerinin olusmasina baghdir.
Fakat simetri 6zellikleri bu yuklerin olusmasi icin gerekli kosullari kisitlamaktadir. Bu
nedenle simetri merkezi olmayan kristaller bu is i¢in en uygun malzeme grubunu
olusturmaktadir.

Sonug olarak,

Elektriksel olarak yuksuz ve yapisal simetri merkezi bulunmayan bir kristale
uygulanan basing ile;

1) Art1 yUk ve eksi yUklerin merkezleri birbirinden hafif¢e ayrilir,

2) Kristalin kargsilikli yGzlerinde zit yukler olusur,

3) Kristalin karsilikli ylzleri arasinda elektrik alani olugur,

4) Kristalin kargilikl yGzleri arasinda olgulebilir bir potansiyel farki olugur (Sekil 2.11)
[125].

& = Silicon atom
& = Oxigen atom

® & ]
- - \ 'i_l_;'._ =) )
@& @
® e

Sekil 2.11. Piezoelektrik bir kristalin yapisal simetri merkezi

2.4.1.2. Ters Piezoelektrik Etki

Curie kardesler yaptiklarn calismalarda, piezoelektrik kristalinin iki ylzeyi arasina
uygulanan elektriksel gerilim farkinin kristallerde boyut degistirmeye ve gerilime yol
actigini gostermislerdir. Bagka bir ifadeyle, “ters Piezoelektrik etki” olarak bilinen bu
etkiyi kullanarak, kristal yuzeyleri arasina uygulanan elektriksel gerilimin giddetini
degistirerek piezoelektrik kristalin boyutlarini bununla orantili olarak degistirmek
muUmkun olmaktadir. Sonug olarak terspiezoelektrik etkide, karsilikli ylzeyleri arasina

elektrik gerilimi uygulanan bir kristalde boyutsal bir sekil degisimi olusmaktadir [126].
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Kristallerde titresim s6z konusudur. Titresim, kristal icindeki atomlarin belli bir zaman
icinde orijinal konumlarindan deforme olmus konuma ge¢meleri, buradan yine orijinal
konuma donmeleri ve devam eden surekli ayni sekilde tekrarlanan bir davranis
gOstermektedir. Bu dongulerin birim zamanda tekrarlanma sayisi kristalin rezonans
(temel) frekansi olarak tanimlanir. Piezoelektrik kristallerde pozitif ve negatif yuklu
iyonlar vardir. Titresim sonucu yuk dagilimi degisir, baska bir ifadeyle polarizasyon
olusur. Dolayisiyla bu salinim frekansina karsi salinan elektrik alan olusumu s6z

konusudur. Elektrik alan salinim frekansi rezonans frekansi ile aynidir [127].

2.4.2. Kuvars Kristal Mikroterazi (QCM)

Kuvars kristal mikroterazi (QCM), kutlesel degisiklikleri, elektrik sinyaline ¢evirebilen
bir cihazdir. Her iki yizu metal elektrotlarla kapl olan ince bir kuvars kristalinden
olusmaktadir. Kuvars kristalinin belirli agilarda kesilmesiyle farkl kayma modlarindaki
QCM’ler elde edilir. En yaygin olarak kullanilani ise AT-kesim modlu kuvars kristalidir
AT-kesimli kuvars kristali, kuvarsin Z-ekseninden 35°15°lik bir agiyla kesilmesinden
elde edilmektedir [128]. Bu kuvars kristalleri piezoelektrik etkiye sahiptir. QCM'’in
Uzerine alternatif, yiksek akimli bir elektrik alan uygulanmasiyla, QCM mekanik
rezonans modunda salinim yapar. Kiutle hassasiyeti kristalin toplam kutlesi Uzerindeki
titresim frekansina bagli olarak ortaya g¢ikar [129]. Cozelti ile temas eden rezonator
(ki bu genellikle kuvars kristaldir) oldukca kararh sinyal veren bir elektronik devreye
baglidir. Rezonatdr Uzerindeki herhangi bir degisiklik titresim frekansinda ani bir
degisime neden olur. Elektrot Gzerindeki kuatle birikiminin neden oldugu frekans
degisimi Sauerbrey (1959) esitliginden elde edilir [130].

QCM'’in yonteme adini veren en yaygin uygulamasi, sensor elektrotlari Gzerindeki
katle birikimlerinin dlgimudir. QCM igin kullanilan kuvars elektrot Sekil 2.12’de
gorulmektedir [131].

On ve Arka

Yiizevdeki Metal
FElektrotlar

Kuvars Tabakas:

Tutucu Teller

Sekil 2.12. QCM igin kullanilan kuvars elektrot
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Kuvars Kristal mikroterazi (QCM) ylksek duyarlilikla katle élgumlerini yapabilen
akustik dalga mikrosensorlerinin bir ¢esididir. Uygun kosullar altinda, tipik bir QCM
0.1-1 ng/cm? lik bir kitle degisimini 6lgebilir. Kimyasal maddelerin veya
biyomolekullerin spesifik tayinleri i¢in yapilan uygulamalarda kristal elektrotlar,

molekdillerin baglanmasi veya adsorbsiyonu icin ince filmlerle kaplanir [132].

Sensor yuzeyindeki saf kutleler igin, dogrusal esitlik ilk kez Sauerbrey tarafindan
turetildi. Kuvars kristal rezonatorun frekansindaki degisim (Af) ve katle birikimi (Am)
Sauerbrey (1959) esitliginden elde edilir [133].

2.1. Denklem

f02 _ foz Ams

Af,., = — m. = —
m Fqpq  ° Fgpq Ael

Af frekans degisimi; fo temel frekans; A, kuvars yuzeydeki metal elektrot alani; yq ve
pq kesme modiilii (2.95.10™ dyn/cm?) , kuvars yogunlugu (2.65 g/cm®). Kiitle birikimi
ve rezonans frekansindaki degisim arasinda dogrusal baglanti kullanilir, Am
nanogram araliginda kutle degdisimini verir. Kutlenin kuvars ylzeye baglanmasi ile

kristalin salinimi frekansi azalir [133].

Sauerbrey esitligi sadece rezonatér Uzerinde biriken ince kati tabakalar icin gecerlidir.
Baslangigta QCM olgumleri igin kati faz kullanilmasina karsin daha sonra uygun
salinim devrelerinin gelistiriimesi ile sivi fazda da 6lgim yapmak mumkuin olmustur.
Konash ve Nomura salinim dénglsunu modifiye etti ve sivi igindeki salinimi segici

olmayan sensor yluzeyini QCM sisteminin algilamasini sagladi [134].

Sivinin yogunlugu (p,), viskozitesi (n;), ve kuvars kristalin frekansi arasindaki iligkiyi

aciklayan esitlik Kanazawa ve Gordon tarafindan turetilmistir [135].
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2.2. Denklem

Af — —f 3/2 P1T]1
0 TPquq

iki tabakal bir sistemde frekans degisimi, tim degisimlerin toplanmasi ile hesaplanir.

2.3. Denklem

B _ 2 Amg ’ Ping
Af— Afm + Afl - fo (ququl T foT[PClHQ)

fo (Hz), rezonans frekansi; Fq (Fq= 1/4 fo.dg) (Hz.cm?/ng), frekans sabiti; dg (mm),

kristalin kalinlig1 ; pq (g/cm®), yogunlugu; A« ( mm? | kristalin rezonatér elektrot

boyutu; g,(g/cm?), sivinin yogunlugu; n1 (kg/m/s), sivinin viskositesi.
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3. DENEYSEL YONTEMLER

3.1 Kimyasal Maddeler

Transferrin, poli(vinil alkol) (PVA), sodyum dodesil sulfat (SDS), amonyum persulfat
(APS), sodyum bikarbonat , karbodiimit ve sodyum bisulfit Sigma firmasindan temin
edilmistir (St. Louis, ABD ). Nanopartiktllerin hazirlanmasinda temel bilesen olarak
kullanilan etilen glikol dimetakrilat (EDMA) ve monomer 2-hidroksietil metakrilat
(HEMA) Fluka A.G (Buchs,isvigre) firmasindan temin edilmistir. HEMA
polimerizasyon inhibitorinl uzaklastirmak igin dusik basingta (100 mmHg)
damitiimis ve kullanilana kadar 4°C muhafaza edilmigtir. Deneylerde kullanilan butun
kimyasal maddeler analitik safliktadir. Deneylerde kullanilan su, ylksek akisli seliiloz
asetat membran (Barnstead D2731 ) ile ters ozmoz Barnstead ( Dubuque, IA )
ROpure LP® birimi ve ardindan Barnstead D3804 NANOpure ® organik/kolloid
uzaklagtirma birimi ve iyon degigtirici dolgulu kolon sistemi kullanilarak
saflastinimistir. Elde edilen saf suyun ( deiyonize su ) direnci, 18 MQ/cm’dir.
Deneylerde kullanilan cam malzemeler, bir gece boyunca 4 M nitrik asitte

bekletilmistir.

3.2. Hiicrelerin Hazirlanmasi

Calismamizda iki gesit hiicre hatti kullanilmistir. Ticari olarak Amerika Hicre Kaltur
Koleksiyonunda satilan fakat bizim Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya
A.B.D’dan temin ettigimiz MDA-MB-231 ve MCF-7 insan meme kanseri hucre hatlari
kullaniimigtir. Bu hucrelerin kulturd ve sayim iglemleri yapildiktan sonra elimize
gecmistir. Hucreler sayimi yapilarak 1 ml besiyeri icinde bize verilmistir. 1 ml
besiyeri icindeki hucre suspansiyonu 15 ml’lik steril polipropilen konik dipli tipe
yavasca aktarilmigtir. Tip 800 rpm’de 5 dk santrifij (Hettich Rotina 35R, Almanya )
edildikten sonra Ust sivi kismi atilmistir. Hicre pelleti 1 ml pH 7.4 PBS ( Phosphate
Buffered Saline) tampon iginde iyice karistirilarak sispansiyon haline getirildikten
sonra, bu stoktan diger hiicre konsantrasyonlari hazirlanmistir. iki hiicre hatti icin de

ayni islemler gergeklestirilmistir. Yarismali adsorbsiyon igin ylzeyde transferrin
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reseptor yapilarini bozmak adina bir de serum ve medyumdan yoksun birakilmis, 2

gun yalnizca PBS iginde bekletiimis MDA-MB-231 kullaniimigtir.

Kullanilan Hucre Soylari

1. MDA-MB-231 Hucre Soyu

e insan epitelyal meme adenokarsinomu hiicre soyu
« Ostrojen reseptort (-)

e Epidermal growth factor (EGF) (+)

e Transforming growth factor alpha (TGF alpha) (+)
e E-kaderin (-)

e Kaspaz 2: (+), Kaspaz 3: (+)

e Plevral eflizyondan elde edilmistir.

e YUksek oranda invazif

2. MCF-7 Hucre Soyu

e insan epitelyal meme adenokarsinomu hiicre soyu
o Ostrojen reseptori (+)

e Kaspaz 2: (+/-), Kaspaz 3: (-)

e Plevral eflizyondan elde edilmistir.

e Daha az oranda invazif

3.3. Kuvars Kristal Mikroterazi Sensor Yuzeyine Tutturuilmus P(HEMA)

Nanopartikullerin Transferrin ile Modifiye Edilmesi
3.3.1. Poli(HEMA) Nanopartikullerin Hazirlanmasi

Poli(HEMA) nanopartikullerin hazirlanmasinda asagidaki yontem izlenmigtir
Polimerizasyon ikili sivi faz karisiminda gergeklestiriimigtir. Birinci sivi faz, PVA
(93,75 mg), SDS (14.425 mg) ve sodyum bikarbonat (11.725 mg)’ in sulu ¢ozeltisidir
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(5 ml). Ikinci sivi faz, PVA (0,05 g) ve SDS (0.05 g)’ nin sulu g¢ozeltisidir (100 ml).
Monomer fazi ise; HEMA monomeri (0.45 ml) ve EDMA (1.05 ml) kullanilarak
hazirlanmistir. Hazirlanan monomer fazi, birinci sivi faza eklenmigtir. Karigim,
miniemulsiyon elde etmek igin 25.000 rpm’de 30 dk homojenize (T10, Ika
Labortechnik, Almanya) edilmistir. Hazirlanan miniemilsiyon manyetik karistirici
Uzerinde  ikinci sivi faz icine yavasca eklenmistir. Daha sonra karisim cam
polimerizasyon reaktorine aktariimigtir. Reaktor mekanik olarak karigtiriimis (600
rom) ve 40° C’ ta isitiimistir. (Radleys Carousel 6, Essex, ingiltere). Son olarak,
sodium bisulfit (57.3 mg) ve amonyum persulfat (063 mg) karisima eklenmistir.
Polimerizasyon 40° C’ ta 24 saat slreyle devam ettiriimistir. Elde edilen
nanopartikuller 5 kez deiyonize su, 5 kez etil alkol ve tekrar deiyonize su ile yikanarak
reaksiyona girmeyen monomer, yuzey aktif madde ve baglatici uzaklastiriimistir. Her
bir ylkama basamagi icin ¢ozelti 14000 rpm’ de 1 saat sureyle santrif(ij edilmis
(Allegra-64R Beckman Coulter, ABD) ve nanopartikiller yikama ortamindan
ayrilmistir. Temizlenen nanopartikiller, deiyonize su igerisinde tekrar dagitiimis ve

4°C’ de saklanmistir.

3.3.2. Nanopartikullerin Karakterizasyonu
3.3.2.1. Zeta Boyut Analizi

Sentezlenen poli(HEMA) nanopartikullerin boyut analizi, Nano Zetasizer (NanoS,
Malvern Instruments, Londra, ingiltere) ile belirlenmistir. Zeta boyut analizi, 1k
sacglimasi teknigi ile 6lcim yapan nanopartikillerin hidrodinamik boyutu (0.6 nm-6.0
pum araliginda), zeta potansiyeli (maksimum iletkenlik 200 mS) ve molekull agirliginin
(1x10° — 2x10 araliginda) tayinine olanak saglayan bir sistemdir. Zeta boyut analizi
igin izlenen deneysel yontem su sekildedir: nanopartikil ¢ozeltisi (3 ml) nanoboyut
analizérinin ornek yuvasina yerlegtiriimigtir. Isik saciimasi 90°’lik gelis agisinda
25°C’da tayin edilmistir. Veri analizi igin, deiyonize suyun yogunlugu (0.88 mPa.s) ve
kirlma indeksi (1.33) kullaniimistir. Isik sacgiima sinyali birim saniyedeki partikil
sayisi (partikll sayisi/s) olarak hesaplanmistir. Burada su not edilmelidir ki; drnekteki
nanopartikil derisimi dlclim icin yeterli yogunluktadir. Olctimler, 3 kere tekrarlanmistir
ve sonuglar zeta boyut analizorinin yazilimi ile incelenmis ve standart sapma

degerleri ile birlikte rapor edilmigtir.
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3.4. Kuvars Kristal Mikroterazi Sensorler

3.4.1. Kuvars Kristal Mikroterazi Sensor Yizeyine Nanopartikiillerin
Tutturulmasi

Nanopartikullerin kuvars kristal mikroterazi sensor yuzeyine tutturulmasindan o6nce
QCM sensorun altin yuzeyi asidik pirana ¢ozeltisi (3:1 HSO4:H,0,, Viv) ile
temizlenmistir. Asidik pirana ¢ozeltisi (20 ml) icerisine daldirilan sensor, 20 saniye
¢cozelti icerisinde bekletilmistir. Cdzeltiden cikarilan sensoér, deiyonize su ve saf etil
alkol ile yikanmis ve vakum etivinde (200 mmHg, 40°C) 3 saat kurutulmustur.
Ylzeyi temizlenen QCM sensoérin altin ylizeyine 100 kat seyreltiimis (% 4.2, v/v)
nanopartikil ¢ozeltisi damlatilmigtir (7 ul). Tozsuz ortamda 37°C’de 6 saat
kurutulmustur. Nanopartiktllerle kaplanmis QCM sensor yuzeyi deiyonize su ve saf

etil alkol ile yikanmis ve vakum etivinde (200 mmHg, 40°C) kurutulmustur.

(@) (b) (©)

Sekil 3. 1. QCM sensor yuzeyine partikullerin tutturulmasi (a) pirana ¢ozeltisi ile
yikanmis QCM sensorin yluzey goruntiusu (b) partikal ¢ozeltisinin sensoér ylzeyine
damlatiimasi (c) nanopartikil kaplanmis QCM sensor
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3.4.2. Nanopartikil ile Kaplanmigs Sensor Yiizeyinin Transferrin ile Modifiye
Edilmesi
Kuvars kristal mikroterazi sensoér yuzeyine yerlestiriimis p(HEMA) nanopartikullerin

yuzeyini transferrin ile modifiye edebilmek igin karbodiimit kullaniimigtir. Bunun igin
0.1 M, 10 ml, pH 7.4 te fosfat tamponu i¢cinde 50 mg karbodiimit ve 5 mg transferrin
proteini ¢ozulmusgtur. Hazirlanan bu ¢ozelti igine, ylzeyinde nanopartikullerin
bulundugu QCM sensoér batirilmigtir. QCM  sensor, yuzeyindeki p(HEMA)
partikullerin OH- gruplariyla, transferrin proteinin karboksil gruplarinin baglanabilmesi
icin calkalamal inkUbatdorde oda sicakhdinda 24 saat boyunca ¢ozelti iginde
calkalanmigtir (100 rpm). Sure sonunda sensér 0.5 M NaCl ve yine pH 7.4 fosfat

tamponu ile yikanmistir.

Yuzeyi transferrin ile modifiye edilmis, p(HEMA) nanopartikilli QCM sensoérin
karakterizasyonu icin FTIR-ATR spektrofotometrisi, atomik kuvvet mikroskobisi,
temas agisisi olgimleri ve elipsometre kullaniimistir. Yine ayni sekilde transferrin ile

modifiye edilmemis sensorin karakterizasyonu igin de ayni yontemler kullaniimistir.

3.4.3. Kuvars Kristal Mikroterazi Sensorlerin Karakterizasyonu
3.4.3.1. FTIR-ATR Spektrofotometre Analizi

QCM  sensorlerin - altin yUzeylerinin  karakterizasyonu icin  FTIR-ATR
spektrofotometresi (Thermo Fisher Scientific, Nicolet iS, Waltham, MA, ABD)
kullanilmistir. Olglim yapilan érnek haznesinden 10 dk azot gazi gegirilerek havadan
kaynaklanan nem ve karbondioksit uzaklastiriimistir. QCM sensor, cihazin ornek
yuvasina yerlestirilmis 400-4000 cm™ dalga sayisi araliginda ylizeyde gerceklesen

toplam yansima miktari olgulerek spektrumlar alinmisgtir.

3.4.3.2. Elipsometre

Hazirlanan sensorlerin  ylzeyindeki kalinlik olgimleri  Nanofilm EP3-Nulling
Elipsometre (Gottingen, Almanya ) cihazi ile karekterize edilmistir. Kalinhk olgimleri
532 nm dalga boyunda, 62°lik bir gelis agisinda gergeklestiriimistir. QCM sensor
lazer 151k kaynagi altina yerlestiriimigtir. Ytzey kalinligi hesaplama program igin BK7

+ 50 nm altin + 70 nm polimer katmani veri olarak éngoriimustir. Olglimler sensor
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yuzeyinde 6 farkli noktada 3 kere tekrarlanmis ve sonuglar bu degerlerin ortalamasi

alinarak rapor edilmigtir.

3.4.3.3. Temas Agisi Olgiimleri

Temas agisi lgiimleri igin KRUSS DSA100 (Hamburg, Almanya) cihazi kullanilmigtir.
Kuvars kristal mikroterazi (QCM) sensoérlerin yuzeyine 1 damla su damlatilarak
yapisik damla (Sessile Drop) yontemi ile temas agisi belirlenmistir. Cip yuzeyinin
farkl bolgelerine su damlatmak suretiyle 10 ayri fotograf ¢cekilmis ve her biri igin ayri
temas acisi belirlenmistir. Belirlenen temas acisi degerleri damlacigin kati ile sol
temas noktasindan alinan soldan temas acisi; sag temas noktasindan alinan sagdan
temas acgisi olarak belirlenmigtir. Ayrica her iki noktanin ortalamasi olan ortalama
temas acisi degerleri elde edilmistir. Modifiye edilmemis ve edilmis sensoér yulzeyleri

igin temas agisi1 degerleri alinan 10 6lgimun ortalama degerleri hesaplanmigtir.

3.4.3.4. Atomik Kuvvet Mikroskopisi

QCM sensorlerin altin yuzeylerinin karakterizasyonu igin yari degen modda atomik
kuvvet mikroskobu (Nanomagnetics Instruments, Oxford, ingiltere) kullaniimigtir.
Atomik kuvvet mikroskobu, serbest kantileverli interferometre 6zellidi ile 4096x4096
piksel gibi ¢ok yuksek ¢ozunurlikte 6lcim alabilmektedir. QCM sensor cift yizlu
karbon bant ile 6rnek tutturucuya vyerlestiriimistir. Goéruntlileme calismalari hava
ortaminda, yari degen modda gercgeklestiriimigtir. Salinim rezonans frekansi, 341.30
kHz olarak uygulanmistir. Titresim genligi, 1 Vrsu ve bos titresim genligi ise 2 Vgsw’
dir. Ornek 2 pym/s tarama hizinda, 256 x 256 piksel ¢ozinirlikte, 5x5 um’lik bir

alanin goruntusu alinmigtir.
3.4.4. QCM Sensorle Kinetik Analizler

Kuvars kristal mikroterazi sensér yuzeyine tutturulmus p(HEMA) partikdllerin
transferrin ile modifiye edilmesinden sonra kinetik gcalismalara gecilmistir. Kinetik
calismalar, farkli derigsimlerdeki MDA-MB-231 hlcre c¢o6zeltileri ile gergceklesmistir. Bu
cozeltler 10 mM pH 7.4 fosfat tamponuyla (phosphate buffer saline-PBS)
hazirlanarak QCM sistemine verilmisti. QCM sistemi; frekans sayaci, gerilim
kaynagi, osilator devre, peristaltik pompa, yalitim kabini ve bilgisayardan
olusmaktadir. Ylzeyi transferrin ile modifiye edilen, p(HEMA) partikilli QCM

sensorler, kinetik analiz ¢alismalarinda kullaniimistir. Bu baslik altinda uygulanan

39



deneysel islem su sekildedir: QCM sensor yuzeyi deiyonize su (50ml) ile yikanmistir.
Daha sonra transferrin ile modifiye edilmis sensor, fosfat tamponu ile (pH 7.4) oda
sicakliginda dengelenmis ve rezonans frekansi (fp) belirlenmistir. Rezonans
frekansinin belirlenmesinden sonra QCM sisteminden 3 dakika sure ile fosfat
tamponu (pH 7.4) gecirilmistir. Bu dengeleme basamadinin ardindan farkli
derisimdeki MDA-MB-231 hlcre ¢ozeltileri teker teker (5 ml, 1.0 ml/dakika akis hizi)
sisteme verilmigtir. Rezonans frekansindaki kayma degerleri anlik olarak gozlenmis
ve denge durumuna geldiginde (yaklasik 20 dk) sisteme pH 7.4 fosfat tamponu i¢inde
¢6zinmus 1 M NaCl c¢ozeltisi verilerek desorpsiyon gercgeklestiriimistir. Desorpsiyon
isleminden sonra, QCM sensoér su ve fosfat tamponu (pH 7.4) ile tekrar yikanarak
dengelenmistir. Farkli derisimdeki MDA-MB-231 ¢ozeltileri sisteme verilmeden dnce
adsorpsiyon-desorpsiyon-temizleme asamalari tekrarlanmistir. Elde edilen veriler,

RQCM (Maxtek) yazihimi kullanilarak analiz edilmigtir.

(a)

Sekil 3. 2. Deneylerde kullanilan Maxtek marka QCM sistemi a) akis hucresi, b)

kuvars kristal mikroterazi,c) baglanti kanal

3.4.5. Yanigmali Kinetik Analizler

Yuzeyindeki p(HEMA) partikulleri transferrin ile modifiye edilmis QCM sensdrun
yuksek oranda invaziv meme kanseri hucre hatti olan MDA- MB-231’e olan
seciciligini gostermek icin MDA-MB-231, MCF-7 ve tamponda bekletiimis MDA-MB-
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231 hiucre ¢ozeltileri QCM sistemine gonderilerek yarigsmali adsorpsiyon ¢aligsmalari

gergeklestiriimistir.

MCF-7 ve tamponda bekleyen MDA-MB-231 hicre ¢ozeltileri 75.000 hitcre/ml
derisiminde pH 7.4 fosfat tamponu (PBS) ile hazirlanarak QCM sistemine

gonderilmistir.

3.4.6. invaziv Meme Kanseri Hiicresinin Transferrin ile Modifiye Edilmig
Nanosensore olan Segiciliginin Belirlenmesi

Hucrelerin ylUzeyindeki p(HEMA) nanopartikilleri transferrin ile modifiye edilmis
nanosensore olan segiciliginin belirlenmesi i¢in yuzeyinde transferrin ile modifiye
edilmemis p(HEMA) partikal bulunan sensor hazirlanmisgtir. MDA-MB-231, MCF-7 ve
tamponda bekletims MDA-MB-231 hicre hatlarindan olusan c¢ozeltiler QCM
sistemine gonderilmistir. Bu ¢dzeltiler 75.000 hicre/ml derisiminde hazirlanmistir.
Secicilik deneyleri igin de yukarida anlatildigi gibi rezonans frekansi belirlenmistir.
Cozeltiler QCM sensorle etkilestirilmis ve kinetik veriler alinarak RQCM (Maxtek)

yazilimi ile analiz edilmigtir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Nanopartikillerin Karakterizasyonu
4.1.1 Nanopartikullerin Boyut Analizi
Sekil 4.1"de EGMA capraz baglayict ve HEMA monomeriyle hazirlanmis

nanopartikillerin zeta boyut analizi sonuglari goérulmektedir. Nanopartikillerin

ortalama boyutu 58 nm ve polidispersitesi 0.229 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.1. p(HEMA) partikullerin zeta boyut analizi
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4.2. Nanosensoriin Yizey Karakterizasyonu

4.2.1. Nanosensor Yiizeyindeki p(HEMA) Partiliillere Transferrin Tutturulmasi
ve Sensorun FTIR-ATR Analizi

Daha 6ncede bahsedildigi gibi p(HEMA) nanopartikiller sentezlendikten sonra QCM
sensor yuzeyine tutturulmustur. QCM sensérin MDA-MB-231 invasiv meme kanseri
hlcre hattinin hicresini yliksek segicilikte baglayabilmesi icin transferrin ile modifiye
edilmistir. Modifikasyon islemi igin karbodiimitten yararlaniimistir. p(HEMA)
partiktllerin molekul formult sekil 4.2’de ve transferrin ile modifikasyonu sekil 4.3’ te
gosteriimektedir. QCM sensoérun altin ylzeylerinin karakterizasyonu igin ise FTIR-
ATR spektrofotometresi (Thermo Fisher Scientific, Nicolet iIS10, Waltham, MA, ABD)
kullaniimistir. QCM sensér, cihazin érnek yuvasina yerlestirilmis 400-4000 cm™ dalga

sayisi araliginda yuzeyde gerceklesen toplam yansima miktari dlguimagtur.

PHEMA

Sekil 4.2. p(HEMA) partikulin molekdl formali
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Sekil 4.3. QCM sensor yuzeyine tutunmus p(HEMA) partikillerin transferrin ile

modifikasyonu

Sekil 4.4. yuzeyine p(HEMA) nanopartikillerin tutturuldugu QCM sensorine ait
FTIR-ATR spektrumunu gdstermektedir. 1730 cm™ de gériilen band HEMA'nin ester
grubundaki karbonil grubu’nun (-C=0) gerilme bandina aitken, 3000-3700 cm™
arasindaki genis band HEMA molekuilinde bulunan hidroksil (-OH) grubuna aittir.
1633 cm™ deki HEMA monomerine ait C=C cift baglarini belirten bandin p(HEMA)’ ya
ait spektrumda gozlenmemesi yapinin polimerlestigini gostermektedir.
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Sekil 4.4. Yuzeyine p(HEMA) nanopartikillerin tutturuldugu QCM sensoérine ait
FTIR-ATR spektrumu.

Sekil 4.5 yuzeyindeki p(HEMA) partikilleri transferrin ile modifiye edilen QCM
sensorune ait FTIR-ATR spektrumunu gdstermektedir. Karbodiimit molekull ile
aktive edilen transferrin proteinin p(HEMA) nanopartikiline baglanmasina ait FTIR-
ATR bandlarini gostermektedir. 1107 cm™ deki band transferrin molekiliinin
PHEMA’nin yapisina katiimasi sonucu olusan ester grubundaki C-O-C gerilme
bandina aittir. HEMA molekiiliine ait 1730 cm™ deki (-C=0) gerilme bandi yapiya
transferrin baglanmasi sonucu 1654 cm™ ne kaymistir. Ayrica 3000-3700 cm™ deki
HEMA molekdline ait hidroksil (-OH) grubunun sinyal siddeti yapiya transferrin
katiimindan kaynaklanan artan —OH ve —NH gruplarinin sayisi ile artmaktadir.
Transferrrin proteinine ait amid | bandinin sinyali 1640 cm™ civarinda, amid ||
bandina ait sinyal 1577 cm™ de bulunmaktadir. Bu bandlar protein molekiilinde
oldukga fazla bulunan amid gruplarinin fazlaligi sebebi ile genis band seklindedir. Bu
durum transferrin proteininin p(HEMA)' nin yapisina katildigini géstermektedir.
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Sekil 4.5. Yuzeyindeki p(HEMA) partikulleri transferrin ile modifiye edilen QCM
sensoOrune ait FTIR-ATR spektrumu

4.2.2. Elipsometre Analizi

Yuzeyindeki p(HEMA) partikulleri transferrin ile modifiye edilmis QCM sensorlerin
ortalama ylzey kalinli§i elipsometre cihazi kullanilarak incelenmistir. Elipsometrik
Olcimler 532 nm dalga boyunda, 62°lik bir gelis agisinda gerceklestirilmistir.
Transferrin modifiyeli ve modifiyesiz p(HEMA) partikulli QCM sensorlerin ortalama
kalinlik deg@eri sirasiyla 64.2 + 3.06 nm (Sekil 4.6) ve 59.1 + 2.04 nm (Sekil 4.7)

olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.6. Transferrin modifiyeli QCM sensdorun 3B elipsometre goruntisu

Sekil 4.7. Transferrin ile modifiye edilmemis QCM sensdrin 3B elipsometre

goruntusu
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4.2.3. Temas Agisi Olgiimleri

Modifiye edilmemis QCM sensoérin ve ylzeyinde p(HEMA) partikillerin bulundugu
QCM nanosensorlerin ylizey karakterizasyonu KRUSS DSA100 (Hamburg, Almanya)
temas agisi cihazi kullanilarak gerceklestiriimigtir. Temas acisi degerleri DSA2
yazilimi kullanilarak hesaplanmistir. Cizelge 4.1‘de modifiye ediimemis QCM
sensorin ve yuzeyinde p(HEMA) partikdllerin bulundugu QCM nanosensorlerin

yuzey temas acilari gozetlenmistir

Cizelge 4. 1. Temas acisi sonuglari

Ylzey Temas Agisl, °
Modifiye edilmemis altin ylzey 84.0+1.2
Transferrinli p(HEMA) partikilli QCM sensor 73.6+3.2
Transferrinsiz p(HEMA) partikilli QCM sensor 78.3%+25

Temas acisi Olgimlerinden goéruldigu gibi modifiye edilmemis QCM c¢ip yuzeyinin
temas acisi degeri (84°), Transferrinli p(HEMA) partiktlld QCM ¢ip ylUzeyinde
73.6%ye ve Transferrinsiz p(HEMA) partikulli QCM sensor ¢ip yuzeyinde 78.3° ‘ye
dismastir. Yizeyin temas acisinin 6nemli miktarda azalmasi, yuzeyin hidrofilik
Ozelliginin arttigini géstermektedir. Bu durum su sekilde aciklanabilir. QCM ciplerine
p(HEMA) kullaniimistir. p(HEMA) hidrofilik karakterde bir malzeme oldugundan
dolayi, yuzeye hidrofilik bir polimerin tutturulmasi ylzey hidrofilitesini arttirmis ve
temas acisi degerini disurmustir. p(HEMA) partikillerinde transferrin ile modifiye
edilmesi proteinin hidrofilik 6zelligi arttirmasindan dolay! ag¢i daha da dusmustur.
Sekil 4.6, 4.7 ve 4.8 de temas agisi dlgumleri alinan modifiye edilmemis, transferrinli
partiktlli ve transferrinsiz partikilli QCM sensorlere ait temas acgisi goruntuleri

verilmigtir.
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Sekil 4.8. Modifiye edilmemis QCM sensor yuzey temas agisi dlgum fotografi.

Sekil 4.9. Transferrinli p(HEMA) partikalli QCM sensor
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Sekil 4.10. Transferrinsiz p(HEMA) partiktlli QCM sensor

4.2.4. Atomik Kuvvet Mikroskobu Analizi

Modifiye edilmemis QCM sensoérin ve ylzeyinde p(HEMA) partikullerin bulundugu
QCM nanosensorlerin yuzey morfolojisi yari degen modda atomik kuvvet mikroskobu
ile karakterize edilmistir. Asidik pirana ¢ozeltisi ile temizlenmis modifiye edilmemis
QCM sensoérun ylzey derinligi, 10.01 nm olarak belirlenmigtir (Sekil 4.9). Transferrin
modifiyeli p(HEMA) partikilli QCM nanosensoérin ortalama partzlGlugu 59.95 nm
(Sekil 4.10) ve transferin modifiyesiz p(HEMA) partikilli nanosensoérin ortalama
puarazlaligu 41.05 nm olarak bulunmustur. Bu sonuglar; p(HEMA) nanopartikillerin
QCM altin yuzeyine basarili bir sekilde tutundugunu gdstermektedir.Ylzeyine
p(HEMA) partikdllerin tutunmus oldugu QCM nanosensoérlerin yari degen modda
AFM goruntuleri $Sekil 4.10. ve 4.11.'de verilmigtir.

Cizelge 4. 2. Atomik kuvvet mikroskop sonuglari

Yuzey Derinlik, nm
Modifiye edilmemis altin ylzey 10 nm

Transferrinli p(HEMA) partikilli QCM sensoér 59.95 nm
Transferrinsiz p(HEMA) partikiilli QCM senso6r 41.05 nm
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Sekil 4.11. Modifiye edilmemis QCM sensorin yari degen modda alinan AFM 3B
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Sekil 4. 3. Transferrinli p(HEMA) partikallt QCM sensoérun yari degen modda alinan
AFM ylzey goruntusu
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4.3. QCM Nanosensorlerle Kinetik Analizler

Bu calisma kapsaminda secici MDA-MB-231 invasiv meme kanseri hlcresi igin,
yuzeyinde transferrin ile modifiye edilmis p(HEMA) partikullerin bulundugu QCM
sensorler hazirlanmigtir. QCM sinyali ile MDA-MB-231 meme kanseri hucresi derigimi
arasindaki iligskinin degerlendiriimesi igin farkh derisimlerde, 500 hicre/ml- 125.000
hidcre/ml araliginda hicre c¢oézeltileri hazirlanmistir. Cozeltiler peristaltik pompa
aracihgi ile QCM sensorlerle etkilestiriimistir. RQCM (Maxtek) yazilimi elde edilen
veriler es zamanl olarak izlenmis ve kinetik veriler alinmigtir. Sekil 4.15°te farkl
derisimlerdeki MDA-MB-231 hicre ¢ozeltisinden elde edilen sensorgramlar

verilmistir.

Sekil 4.17'de farkh derisimlerde MDA-MB-231 hilcre ¢ozeltisinin  sensoére
uygulanmasiyla elde edilen zamana karsi Af degisim dederini gosteren ve Sekil
4.18'de zamana karsi Am degisim degerini gosteren grafikler verilmistir. Bu sekilde
farkl derisimlerde MDA-MB-231 hlicre ¢ozeltilerine ait tum grafikler birlikte verilmistir.
Standart bir dlgimde; sistemden dncelikle denge tamponu (3 dakika suresince), daha
sonra, sistem yeniden dengeye ulasana kadar hicre ¢ozeltisi gegirilmis (yaklasik 30
dk slresince) ve son asamada desorpsiyon ¢ozeltisi kullaniimistir (yaklasik 15 dakika
suresince). Tum O&lgimlerde sistemin dengeye ulasmasi icin yaklasik 60 dakika
beklenmistir. Sekilden de goruldigu gibi artan derisimle birlikte sensorgramdaki Af

(Am) degisimleri dogru orantilidir.
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Sekil 4. 6. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre ¢ozeltileri ile QCM sensoér arasindaki
etkilesimlere ait zamana kargi Af degerini gosteren sensorgramlar. (a) 500 hucre/ml
(b) 1000 hucre/ml (c) 5000 hicre/ml (d) 25.000 hicre/ml (e) 75.000 hicre/ml (f)
100.000 hicre/ml (g) 125.000 hucre/mi
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Sekil 4. 7. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre ¢ozeltileri ile QCM sensor arasindaki
etkilesimlere ait zamana karsi Am degerini gosteren sensorgramlar (a) 500 hucre/ml
(b) 1000 hucre/ml (c) 5000 hicre/ml (d) 25.000 hicre/ml (e) 75.000 hiucre/ml (f)
100.000 hucre/ml (g) 125.000 hucre/ml.
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Sekil 4. 19. MDA-MB-231 meme kanseri hicre ¢ozeltileri ile QCM sensoér arasindaki
etkilesimlere ait sensorgramlar. (a) zamana karsi Af degerini gésteren sensorgram;

(b) zamana karsi Am deg@erini gosteren sensorgram.
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Sekil 4.20. Ylzeyine transferrin ile modifiye edilmis p(HEMA) partikillerin
tutturuldugu QCM sensorden gegirilen MDA-MB-231 meme kanseri hilcresine ait

derisim (Chicre) ile Am arasindaki iligki.

Sekil 4.20." de goruldugu gibi Am degeri artan htcre derigimiyle artmaktadir. QCM
sensor 500 hdcre/ml- 125.000 hucre/ml derisim araliginda derisim sinyal dogrusalligi

gostermektedir. 500 hucre/ml- 125.000 hucre/ml arahgindaki alinan veriler
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degerlendirildiginde elde edilen dogrunun denklemi (y = 0,0039x + 0,0518 ve
dogrusalligi (R?) 0,96730 olarak hesaplanmistir. Bu elde edilen verilerle, hazirlanan

QCM sensor %96 dogrulukta 6lgiim yapmaktadir.
Denge Analizi

Toplam ligand miktari ([B]o), yuzeyin maksimum analit baglama kapasitesi olarak
tanimlanirsa; diger tum derigim degerleri QCM sinyali olarak ifade edilebilir. Boylelikle
kiutlenin derisime donuastirilme isleminin yapilmasina gerek kalmayacaktir. Serbest
analit derisiminin akis hiicresinde sabit kaldigi yalanci-birinci derece kosulu altinda

baglanma su sekilde ifade edilir:

Burada, dAm/dt, QCM sinyalinin derigsim hizi; m ve Ampas baglanma ile dlgllen ve
kiitle artisindan kaynaklanan maksimum sinyal ( hiicre/mlcm?); C, analit derigimi
(htcre/ml); ka, baglanma hiz sabiti (hlcre/mis) ve kq, ayrilma hiz sabiti (1/s)'dir.
Baglanma sabiti Ka (hlicre/ml), k, ve kq sabitlerinin oranindan hesaplanir. (Ka=Ka /Kg).

Denge durumunda, dAm/dt=0 alinarak esitlikler basitlestirilir:
AMgenge/C = KaAMmaks - KaZAMgenge (4.2)

Bundan dolayi, baglanma sabiti Ka AmMgenge/C’ye kargl Amgenge grafiginden

hesaplanir. Ayrilma sabiti Kp ise; 1/ Ka esitligi ile hesaplanabilir.
Baglanma Kinetik Analizi

Esitlik 4.1 tekrar duzenlendiginde;

dAmM/dt = KaCAMpaks — (KaC+kg) Am (4.3)

esitligi elde edilir. Buradan etkilesim kontrolli kinetikler icin gizilen d Am/dt'ye karsi
Am grafiginin, egimi —(koC + kq) olan bir dogru verdigi goértlmektedir. Baslangig
baglanma hizi analit derisimiyle dogrusal bir iligki icerisindedir ve kantitatif olarak
derigim belirlenmesinde kullanilir. EGer Amnaks degeri biliniyorsa, tek bir sensorgam
kullanilarak k, ve kq de@erleri hesaplanabilir. Ylzeyi tamamen doygunluga erigtirmek

icin ¢cok yuksek analit derigsimleri gerekli oldugu icin Ampnas 1IN deneysel olarak
belirlenmesi zordur. Tercih edilen yaklagsim, birgcok farkh analit derigsimlerinde
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baglanma sensorgramlarinin alinmasidir. ileri ve geri yéndeki hizlarin analizi icin
cizilen dAm/dt'ye karsi Am grafikleri, ileri ve geri yondeki hiz sabitleri ile iligkili bir

egim degeri (S) vermektedir.
S = kaC + kg (4.4)

S’ye kargi C grafigi, edimi k, olan bir dogru vermektedir. Teorik olarak kesim noktasi
kq de@erini vermektedir. Fakat k,C >> k4 oldugu durumlarda ky hesaplamasi igin bu
yontem c¢ok guvenilir degildir. Daha guvenilir yontem, ayrilma kinetiginin

incelenmesidir.

In (Amo/ Amy) = kg (t—to) (4.5)

Burada; Amg ve Am; ayrilma egrisindeki to ve t anlarindaki QCM sinyal degerleridir.
Sekil 4.20° de denge analizi ve baglanma kinetik analizi icin ¢izilen dogrular
verilmistir. Bu dogrulara ait denklemlerden hesaplanan ARmaks , Ka ,Kg ,Ka Ve Kp

degerleri gizelge 4.3’te 6zetlenmisgtir.

Cizelge 4. 3. Kinetik hiz sabitleri

Denge Analizi (Scatchard) Baglanma Kinetik Analizi

A Mpaks, 0,12 Ka, , hucre /ml's  0,0009

Ka , hucre/ml 1,005 Kg, , 1 /s 0,0594

Ko , ml/hicre 0,99 Ka , hucre/ml 0,018

R 0,93 Ko, ml/hiicre 55,55
R? 0,92
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Sekil 4. 21. Kinetik hiz sabitlerinin belirlenmesi. (a) Denge analiz yaklagimi

(Scarthard) (b) Baglanma kinetik yaklagimi
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4.4. Denge izoterm Modelleri

Transferrin ile modifiye edilmis p(HEMA) partikilli QCM sensér ile MDA-MB-231
meme kanseri hucresi arasindaki etkilesim modelini belilemek amaciyla dort farkl
izoterm modeli uygulanmistir: Scarthard, Langmuir; Freundlich ve Langmuir-
Freundlich (LF) modelleri.

Scarthard AMgenge/[C] = Ka(AMmaks -AMgenge)
Langmuir Am ={ AMmaks/[C/( Kp+[C])}
Freundlich AM = AMmaks[C]"
Langmuir-Freundlich AM = {AMmas[C]" / Ko+[CT'" }

Burada; Ammas (hiicre/mlcm?), maksimum QCM sinyal kaymasi; AMgenge, denge
halindeki QCM sinyal kaymasi; [C], analit derigimi (htcre/ml); Ka (hucre/ml),
baglanma denge sabiti; Kp(ml/hiicre), ayriima denge sabiti; 1/n, Freundlich ylzey

heterojenite indeksidir.

Langmuir adsorpsiyon modeli homojen, Frendlinch adsorpsiyon modeli ise heterojen
baglanma varsayimina dayanir. Sekil 4.21°’de Langmuir, Frenudlich ve Langmuir-

Freundlinch modellerine ait grafikler verilmigitir.
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Sekil 4. 22. Adsorpsiyon modelleri. (a) Langmuir; (b) Freundlinch; (c) Langmuir-

Freundlich
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Cizelge 4. 4. Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich parametreleri

Langmuir Freundlich Langmuir-Freundlich
A Mpaks 0,14 A Mpaks 1.4 A Mpaks 0,12
Ka, hucre/ml 0,8 1/n 1.23 1/n 0,1272
Kp, mli/hiicre 1,21 R? 0,95 Ka, hiicre/ml 1,4
R® 0,986 Kp, 1ml/hiicre 0,7
R® 0,99

Sekil 4.21°’e gbre deneysel olarak elde edilen veriler Langmuir-Freundlich modeli ile
uyumludur (R? = 0.99). Hicreler arasi etkilesimler oldukca karmasiktir. Bu model
hdcreler igin uygunluk gostermektedir. Hem dusuk hem yuksek derigimler igin uygun

olan bu adsorbsiyon modeli hicreler i¢cinde oldukga uyumludur.

4.5. Yanigsmal Kinetik Analizler
MCF-7 ve tamponda bekletiimis MDA-MB-231 hucre hatlari igin invaziv MDA-MB-231
hicre hattina gore dagilma ve secicilik katsayilari asagidaki esitlige gore

belirlenmistir:
Kg = [(Ci = C)/Cq] x VIm (4.6)

Esitlikte K4, dagilma katsayisini (ml/g); C; ve Cs, biyomolekdllerin baslangi¢ ve sonug
derisimlerini (nM); V, kullanilan ¢6zelti hacmini (ml) ve m, polimerin agirligini (g) ifade
etmektedir. QCM sensor uygulamalarinda, derisim ve kitle parametrelerinin
donusturulmesi gergeklestiriimistir. Bu yaklagimdaki temel sebebler; baslangi¢ ve son
derisimleri arasinda énemli bir fark gézlenememesi; polimerin kitlesinin kesin olarak

belirlenememesi ve derisimin Am ile dogrusal iliskide olmasidir.

Bu durumda; segicilik katsayisi,
k=AMyiksek oranda invasiv hiicre/ 2 M invasiv (4.7)
seklinde kullanilabilir. Yuzey modifiye segiciliginin belirlenmesi igin ise;

k’: kmodh‘iye edilmislkkontrol (4.8)
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seklinde ifade edilebilir. Hazirlanan transferrin modifiyeli sensoérin invaziv MDA-MB-
231 hucre hattina kargi segiciliginin belirlenmesi i¢in yarigmali adsorpsiyon deneyleri
MFC-7, tamponda bekletilmis MDA-MB-231 ve invaziv MDA-MB-231 hucre hatlarinin
cozeltileri kullanilarak gergeklestiriimigtir. Sensorin bu karigimlara gosterdigi tepki,
sekil 4.22’de Am/zaman iligkilerine ait sensorgramlarda goérulmektedir. MCF-7 hlicre
hattida metastatik 6zellikte meme kanseri hicresi hattidir ancak MDA-MB-231 kadar
invaziv degildir. 2 gin tamponda bekletiimis MDA-MB-231 hucreleri ise medyumdan
uzaklastiklari ve tampon icinde 2 gun bekletiimesi hucrenin ylzey yapisinin
etkilenmesini saglar. Buyuk olasilikla canhliliklarini yitirmiglerdir. Bu hucrelerin
transferrin ile modifiye edilmis sensore karsi verdigi sensorgram sinyal degerleri ise
(Am) MCF-7 igin 0,17 ve bekletilmis hucreler i¢in 0,05’dir. Ayni derisimdeki MDA-
MB-231 i¢in elde edilen sinyal ise 0,316'dir. Bu sonuglara gore transferrin ile modifiye
edilmis sensér MDA-MB-231 hicre hattini, MCF-7’ye goére 1,85 kat, tamponda
bekletimis MDB-MB-231'e goére 6,32 kat daha duyarli tayin edebilmektedir.
Etkilesimdeki bu hassasiyet, yuksek orana invasiv olan MDA-MB-231’in ylzeyindeki
transferrin reseptor sayisindaki fazlaliktan kaynaklanarak, sensore olan segiligini

arttirdigini gostermektedir.

Invasiv MDA-MB-231 hiicre ¢6zeltisi(75.000 hiuicre/ml)
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Sekil 4. 23. 75.000 hucre/ml derisimde (a) MDA-MB-231 (b) MCF-7 (c) 2 gun
tamponda bekletilmis MDA-MB-231 hidcre ¢ozeltileri ile transferrin modifiyeli
p(HEMA) partikilli QCM sensoOr arasindaki etkilesimlere ait zamana kargi Am

degerlerini gosteren sensorgramlardir.

4.6 Nanosensorin Segiciliginin Belirlenmesi

Yuzeyinde transferrin modifiyeli p(HEMA) partikil bulunan sensoérin transferrinin
seciciligini gostermek icin transferrin ile modifiye edilmemis p(HEMA) partikdlll
sensOr de hazirlanmigtir. 75.000 hlcre/ml derisiminde hiacre ¢ozeltileri QCM
sistemine gonderilmistir. Transferrinsiz sensérin bu ¢dzeltilere verdigi sinyal sekil

4.23’te gosterilmistir.
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Sekil 4. 8. 75.000 hacre/ml derigsimlerde (a) MDA-MB-231 (b) MCF-7(c) 2 gin
tamponda bekletiimis MDA-MB-231 hlcre ¢ozeltilerinin transferrinsiz QCM sensoru

arasindaki etkilesime ait zamana karsi Am dederlerini gdsteren sensorgramlar.
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Cizelge 4.5. MDA-MB-231 hucre hattinin MCF-7 ve bekletiimis MDA-MB-231 hlcre
¢ozeltilerine gore segicilik ve bagil segicilik katsayilari

Transferrinli p(HEMA) Transferrinsiz p(HEMA)
Am Kk Am Kk k’
MDA-MB-231 0,316 - 0,03 - -
MCF-7 0,17 1,85 0,0325 0,92 2,01
Bekletiimis MDA-MB-231 0,05 6,32 0,013 2,3 2,74

Yuzeyinde transferrin bulunmayan sensoérin ayni derisimdeki MDA-MB-231, MCF-7
ve bekletiimis MDA-MB-231 hucre ¢ozeltileri igin verdigi sensorgram sinyal degerleri
(Am) 0,03, 0,0321 ve 0,013’tur.

Sekil 4.23 incelendiginde transferrinsiz QCM sensériin ayni derisimdeki MDA-MB-
231, MCF-7 ve bekletilmis MDA-MB-231 hucre ¢ozeltileri i¢in verdigi sinyal artisinin
oldukga az oldugu gorulmektedir. Transferrinsiz ve transferrinli QCM sensorler
karsilastirildiginda MDA-MB-231 ic¢in sinyal duyarlihginin 1,85 kattan 0,92 kata

dustugu gorulmektedir.

Esitlik 4.7 ve 4.8 kullanilmasi ile hesaplanan secicilik kat sayisilart MCF-7 i¢in 1,85
(transferrinli), 0,92 (transferrinsiz) olarak bekletimis MDA-MB-231 igin 6,32
(transferrinli), 2,3 (transferrinsiz) olarak bulunmustur. Transferrinin segiciligini
gOsteren bagil segicilik katsayisi 2,01 (MDA-MB-231/MCF-7) ve 2,74 (MDA-MB-
231/tamponda bekletiimis MDA-MB-231) olarak hesaplanmistir.

Sonuglara bakildiginda, ylzeyi transferrinli QCM sensér; MDA-MB-231’i MCF-7’ ye

gore 2,01 kat, tamponda bekletimis MDA-MB-231’e gore 1,68 kat secicilikle
tanimaktadir.
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5. YORUM

Etilen glikol dimetakrilat (EDMA) ve 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) nin
miniemilsiyon polimerizasyon reaksiyonu ile p(HEMA) nanopartikuller

sentezlenmigtir.

Sentezlenen nanopartikiller zeta boyut analizi ile karakterize edilmigtir.
Nanopartikullerin boyutu 58 nm olarak saptanmistir. Polidispersitesi 0,229
olarak bulunmustur. Nanopartiktlin ortalama boyut dagihmindaki partikullerin

yuzdesi % 43 olarak bulunmustur.

QCM sensérin altin yuzeylerine p(HEMA) nanopartikuller tutturulmustur.
Sensor yuzeyine tutturulan p(HEMA) nanopartikiller transferrin ile modifiye
edilmigtir. Sensorln altin ylUzeylerinin karakterizasyonu i¢in FTIR-ATR
spektrofotometresi kullanilmistir. FTIR-ATR spektrumda 1107 cm™ deki band
transferrin molekilinin PHEMA’nin yapisina katilmasi sonucu olusan ester
grubundaki C-O-C gerilme bandina aittir. HEMA molekiiliine ait 1730 cm™ deki
(-C=0) gerilme bandi yapiya transferrin baglanmasi sonucu 1654 cm™ ne
kaymistir. Ayrica 3000-3700 cm™ deki HEMA molekdiliine ait hidroksil (-OH)
grubunun sinyal siddeti yapiya transferrin katilimindan kaynaklanan artan —OH
ve —NH gruplarinin sayisi ile artmaktadir. Bu durum transferrin proteininin

p(HEMA) nin yapisina katildigini gostermektedir.
Modifiye edilmemis, transferrin ile modifiye edilmis p(HEMA) partikdalla ve

yanlizca p(HEMA) nanopartikdl tutturuimus QCM sensorin ylzey morfolojisi
yari degen modda atomik kuvvet mikroskobu ile karakterize edilmistir. Asidik
pirana ¢oOzeltisi ile temizlenmis QCM sensoérun yuzey deriniligi 10 nm olarak
belirlenmistir. Transferrinli ve transferrinsiz p(HEMA) nanopartikilli QCM
sensorun yuzey derinlikleri sirasityla 58 nm ve 41 nm olarak bulunmustur. Bu
sonuglar; nanopartikillerin ylUzeye basarili bir sekilde kaplandigini ve
p(HEMA) nanopartiklllerin transferrin ile modifiye oldugunu ve proteinlerin

yuzeyi kapladigini géstermektedir.
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Transferrinli ve transferrinsiz p(HEMA) partiktlli QCM sensoérlerin ortalama
yuzey kalinliklar elipsometre cihazi ile incelenmistir ve ortama kalinhk

degerleri sirasiyla 64.2 nm ve 59.1 nm olarak hesaplanmisgtir.

Temas acisi dlgimlerinden goérildugu gibi modifiye edilmemis QCM sensor
yuzeyinin temas acisi degeri 84°, p(HEMA) nanopartikul tutturulmasiyla 78.3°
ve p(HEMA) nanopartikiller transferrin ile modifiye edilince 73.6° vye
dusmustur.

Yuzey temas agisinin onemli miktarda dugsmesi yuzeyin hidrofilik 6zelliginin
arttigini gostermektedir. Bu durum su sekilde agiklanabilir; nanopartikl
sentezinde HEMA monomeri kullaniimigtir. HEMA'nin yapisindaki hidroksil
grubundan dolayi hidrofilik karaktere sahiptir. Bu sebeble, ylzeye hidrofilik bir
polimerin tutturulmasi yizey hidrofilitesini artirmis ve temas agisi degerini de
disurmustir. Nanopartikillerin ylzeyinin transferrin ile modifiye edilmesi

hidrofilitesi arttirmig ve temas ac¢iI degeri daha dusuk olmustur.

Transferrin ile modifiye edilmis QCM sensoérlerle degisik derisimlerde invaziv
insan meme kanseri hdcre hattt olan MDA-MB-231’den hazirlanmis hicre
cozeltileri etkilestirilmigtir. Derisimdeki artis ile birlikte Am degerindeki artigin
daha fazla oldugu gorUlmustir. Bunun sebebi olarak c¢ozelti ile ylzey

arasindaki suricu gug olan derisim farkinin artmasi gosterilebilir.

Am’ye karsilik zaman grafikleri birlikte cizildiginde elde edilen sensorgramlar
daha kolay incelenebilmektedir. Hlcre derisimi artikga Am degerinin de arttigi
daha acik sekilde belirlenmigtir

QCM sensor tek derisim arahidinda dogrusallik gdstermektedir. 500 htcre/mi-
125.000 hdcre/ml araliginda alinan veriler degerlendirildignde elde edilen
dogrunun  deklemi 'y = 0,0039x + 0,0518 ve dogrusalligi
R? = 0,9673 olarak hesaplanmistir. Bu elde edilen verilerle, hazirlanan QCM
sensorun 500 hudcre/ml-125.00 hucre/ml  derisim araliginda % 96,7

dogrusallikla 6lgim yapmaktadir.

Langmuir- Freundlich modelinin hazirlanan sensorlere en uygun izoterm

modeli oldugu gortulmustur. Buradan hesaplanan Ampmas degeri deneysel
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degere (0,12) oldukga vyakindir. Langmuir-Freundlich denkleminden
hesaplanan Kave Kp de@erleri sirasiyla 1.4 hicre/ml ve 0.17 mi/hlcre dir.
Hazirlanan transferrin ile modifiye edilmis sensoérin invaziv MDA-MB-231
hucrelerine kargi segiciliginin belirlenmesi i¢in yarismali adsorpsiyon deneyleri
MCF-7 ve 2 gun tampon ¢Ozeltisinde bekletiimis (medyumdan yoksun
birakilmig) hucrelerin ¢ozeltileri kullanilarak gergeklestirilmistir. Transferrin
modifiye edilmis sensoérlerin MCF-7 ve bekletiimis MDA-MB-231 hicrelerine
verdigi sensorgram sinyal degerleri (Am) sirasiyla 0,17 ve 0,05dir. Ayni
derigsimdeki invaziv MDA-MB-231 icin elde edilen sinyal degeri ise 0,316°dir.
Bu sonuclara gore transferrin ile modifiye edilmis sensor invaziv MDA-MB-23’e
e, MCF-7'ye gore 1.85 kat, bekletiimis MDA-MB-231'e gére 6.32 kat daha
duyarl tayin edebilmektedir. Etkilesimdeki bu hassasiyet, ylksek invaziv
potansiyeli olan MDA-MB-231 hucre hattinin diger hucrelere gore daha fazla
bolinme istedi ve bu yuzden hicre yluzeyindeki transferrin reseptoérlerinin
fazlaligi, sensor ylzeyindeki transferrine olan afiniteyi arttirmistir.

Transferrin ile modifiye edilmis sensoérun transferrinin sagladigi segiciligini
gostermek igin transferrin ile modifiye edilmemis vyalnizca p(HEMA)
partiktllerin ~ bulundugu sensér de hazirlanmigtir.  75.000 hicre/ml
derisimindeki invaziv MDA-MB-231, MCF-7 ve medyumdan yoksun birakilimig
MDA-MB-231 hucre ¢ozeltileri QCM sistemine gonderilmistir. Transferrin ile
modifiye edilmemis QCM sensorun ayni derisimdeki hicre ¢ozeltilerine verdigi
sinyal artisinin olduk¢a az oldugu gorulmektedir. Esitlik 4;7 ve 4.8
kullanimasiyla hesaplanan segicilik katsayilari MCF igin 1,85 (transferrinli),
0,92 (trasnferrinsiz) olarak ve tamponda bekletiimis MDA-MB-231 igin 6,32
(transferrinli), 2,3 (transferrinsiz) olarak bulunmustur. Transferrinin sagladigi
seciciligi gosteren bagil segicilik kat sayisi 2,01 (invaziv MDA-MB-231/ MCF7)
ve 2.74 (invaziv MDA-MB-231/ tamponda bekletiimis MDA-MB-231) olarak
hesaplanmigtir.
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