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OZET

Yilmaz M., Meme Kanseri Hiicrelerini Saptayan HERZ2 Antikoruyla
Islevsellestirilmis Kuvars Kristal Mikrodenge Temelli Biyosensorleriin
Gelistirilmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Biyokimya
Programm Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2019. Bu ¢alismada, HER2 ekspresyonu
artmis meme kanseri hiicrelerinin erken tespit edilebilmesine imkan taniyabilecek
kullanim1 kolay, giivenilir, etkili, hizli, duyarli, 6zgiil ve dogrudan gercek zamanl
izlemeye olanak saglayan antijen-antikor temeline dayali QCM sensor sistemi
gelistirilmesi amaglanmistir. Bu amacgla, QCM ¢ipi polimerik nanopartikiillerle
kaplanmistir. Nanopartikiilleri hazirlamak i¢in monomer fazi hidroksietilmetakrilat
(HEMA) ve etilen glikol dimetakrilat (EDMA) kullanildi. Nanopartikiiller Zeta Sizer
ve FTIR ile incelendi. Nanopartikiillerin homojen sekilde olustugu ve boyutlarinin
73,22 nm oldugu belirlendi. Elde edilen poli-hidroksietilmetakrilat (PHEMA)
nanopartikiiller tozsuz ortamda UV 1s1k altinda 20 dk inkiibe edilerek ¢ip yiizeyine
baglandi. Nanopartikiillerin bagli oldugu ¢ip yiizeyinin O6zellikleri temas agisi,
elipsometri, SEM ve AFM ile belirlendi. Nanopartikiil kaplanmis altin ¢ip yiizeyi,
karbodiimid araciligiyla baglanan HER2 antikoru ile islevsellestirildi. SKBRS3,
MDA-MB 231 ve fibroblast hiicre 6rnekleri, ¢ip tizerinden 10-500 hiicre/ml ve 0.5
ml/dk hizda gegirilerek es zamanl hiicre analizi gerceklestirildi. QCM sensor ylizeyi
i¢in hiicre/cm? birim alanda meydana gelen kiitle artislar1 (Am) karsilastirildi. HER2
baglt QCM ¢ipin tespit limiti (LOD) 10 hiicre/ml olarak bulundu. Hiicre segiciliginin
belirlenmesi i¢in yapilan ¢alismada sensoriin SKBR3 hiicrelerine, HER2 igermeyen
MDA-MB 231 hiicrelerine gore 6.32 kat, fibroblast hiicrelerine gore ise 8.40 kat
daha fazla secicilige sahip oldugu saptandi. HER2 bagli ¢ipin tekrar kullanilabilirligi
250 hiicre/ml olarak bulundu. Hazirlanan ¢ipin 5 dongli boyunca baglanma
kapasitelerinde bir degisiklik olmadi. Yapilan tez ¢alismasi sonucunda gelistirilen
QCM sistemi, SKBR3 meme kanseri hiicrelerinde ekspresyonu artmig HER2 hedefli
olsa da daha sonraki caligmalarda diger HER2 ekspresyonu artmis kanser tiplerinde
de kullanilabilir bir QCM sensor sistemi gelistirilmesine katki saglayabilecek
niteliktedir.

Anahtar kelimeler: meme kanseri, HER2, Notch4, transferrin, QCM biyosensor
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ABSTRACT

Yilmaz M., Development of the Quartz Crystal Microbalance Based Biosensor
Functionalized with HER2 Antibody That Detects Breast Cancer Cells,
Hacettepe University Graduate School of Health Sciences Biochemistry
Department of Master Thesis, Ankara, 2019. Here in this thesis project, we aimed
to develop a reliable, effective, rapid, sensitive and specific QCM-based system to
identify a small number of HER2 overexpressed breast cancer cells via receptor-
specific ligands and/or antibodies. For this purpose, the QCM chip was coated with
polymeric  nanoparticles. The monomer phase was prepared using
hydroxyethylmethacrylate (HEMA) and ethylene glycol dimethacrylate (EDMA).
Nanoparticles were analyzed by Zeta Sizer and FTIR measurements. The
nanoparticles were formed homogeneously and their size was 73.22 nm. The
obtained poly hydroxyethylmethacrylate (PHEMA) nanoparticles was dropped the
chip surface and for nanoparticle attachment, the chip surface was incubated for 20
minutes under UV light in a dust free environment. The properties of the
nanoparticles that bound to the chip surface were determined by ellipsometer, contact
angle, AFM and SEM measurements. The nanoparticle coated gold chip surface was
functionalized with HERZ2 antibody via carbodiimide. Simultaneous cell analysis was
performed for SKBR3, MDA-MB 231 and fibroblast cells with solutions containing
10-500 cells/ml, the cells passed over the chip surface at a rate of 0.5 ml/min. The
mass increases (Am) per cell/cm? unit area were compared for the QCM sensor
surface. The detection limit (LOD) of the HER2 bound QCM chip was found to be
10 cells/ml. In the study to determine cell selectivity, the HER2 bound chip was
found to have 6.32 fold more selective to the SKBR3 cells than the MDA-MBB 231
cells and 8.40 fold higher than fibroblast cells. The reusability of the HER2 bound
chip was found to be 250 cells/ml. There was no change in the binding capacity of
chip for 5 cycles. Based on the results obtained of this thesis study, it was concluded
that, although the QCM system developed to detect increased HER2 expression in
SKBR3 breast cancer cells, it may contribute to the development of a new QCM
sensor systems that can be used for diagnosis of other types of cancers with increased
HER2 expression.

Key words: breast cancer, HER2, Notch4, transferrin, QCM biosensors
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1. GIRIS
1.1. Kuramsal Yaklasimlar ve Kapsam

Kanser epigenetik ve genetik kusurlarin birikmesi sonucunda zaman iginde
normal homeostatik kontrol ve dengelerin bozularak hiicrelerin anormal ve
kontrolsiiz biiyiimesine eslik eden siire¢ olarak tanimlanmaktadir. Kanser, sahip
oldugu epigenomik ve genomik karakteriyle olduk¢a heterojen yapilt bir hastalik
olup diinya genelindeki 6liimlerin 6nemli bir yilizdesini olusturmaktadir. Kanserin
diger hastaliklardan farkli olarak hastalik siirecinde yiiksek heterojenite ile metastatik
Ozellikleri, kanser hiicrelerinin apoptoz ya da viicuttaki diger savunma
mekanizmalarima karsi direng kazanmasma neden olmakta ve kanserin tedavi
edilebilirligini sinirlandirmaktadir. Etkili tedavilerin gelistirilebilmesi ic¢in 6zellikle
kanserin erken evre siirecindeki molekiiler degisimlerin tanimlanmast ve bu
degisimlere 6zgii hedefli tedavi yontemlerinin gelistirilmesi gereklidir.

Meme kanseri giinimiizde hastalik yonetimi agisindan zorlu, maliyetli ve
kadinlarda 6liim oraninin en yiiksek oldugu ikinci kanser tiiriidiir. Meme kanseri de
dahil olmak tizere bir¢ok kanser tiiriiniin tedavi acisindan en dnemli mevcut sorunu
erken neoplastik degisikliklerin tespit edilememesidir. Bu nedenle bu molekiiler
degisimleri kolayca saptayabilmek ve hastaligin gelisimini izlemek igin
kullanilabilecek invaziv olmayan, hassas ve spesifik biyobelirteglere ihtiya¢ vardir.
Son yillarda meme kanserinin molekiiler diizeydeki gelisimini anlamak i¢in bir¢ok
calisma yapilmis ve kanserin tanisinda hem hiicre i¢i hem de membran proteinleri
olmak tizere ¢ok cesitli biyobelirtecler kullanilmaya baglanmistir. Tanida kullanilan
biyobelirteglerden Transferrin, Notch4 ve HER2 (HER2/neu) reseptorlerinin meme
kanseri hiicrelerinin metastatik potansiyeline paralel olarak ekspresyonlarinin arttig
bilinmektedir. Ozellikle meme kanseri igin zayif prognozun gdstergesi olan HER2
klinik tanida siklikla kullanilmaktadir.

Biyosensorler, belirli bir molekiilii hassas, hizli ve 6zgiil olarak saptayarak
cesitli sinyallere doniistiiren cihazlardir. Biyosensor tarafindan saptanan bu
molekiiller ¢esitli protein (antijen, antikor ve enzim), niikleik asit veya diger
biyolojik ya da metabolit yapilar (glukoz gibi) olabilmektedir. Tipik bir biyosensor

ti¢ bilesenden olusmaktadir; hedef analiti bulunan ortamdan sinyal olarak tespitini



saglayan bir tanima elemani, analit tespiti ile alinan biyolojik sinyali elektriksel
sinyale ¢eviren bir sinyal doniistiiriiclisii ve sonuglarin iletilmesi ve goriintiilenmesini
saglayan bir sinyal islemcisi. Biyosensorler, doniistiiriiciilerin analiz ¢esitlerine gore
dort kategoriye ayrilmaktadir. Bunlar; elektrokimyasal sensorler (amperometrik ve
potansiyometrik), optik sensorler (kolorimetrik, floresan, liiminesans ve
inferometrik), kiitle temelli sensorler (piezoelektrik ve akustik dalga) ve kalorimetrik
sensorlerdir (sicaklik degisimi). Kuvarz kristal mikroterazi (QCM) kiitledeki
degisimleri, yani baglanmay1 elektriksel bir sinyale c¢evirerek analit saptayan
piezoelektrik bir cihazdir. Bir¢cok alanlarda farkli amaglar igin sensorlerin
karakterizasyonu ve gelistirilmesi gereklidir. Nanomalzemeler sahip olduklar
yiiksek ylizey/hacim oranlari, sinirli elektron sayilar1 ve makro boyuttaki
malzemelere kiyasla gelismis biyouyumluluga sahip olmalariyla tan1 ve tedavi
yontemlerinin gelistirilmesinde siklikla kullanilmaktadirlar. Nanopartikiiller sahip
olduklar1 bu 6zgiin fiziksel ve kimyasal yapilariyla simdiye kadar biyosensorlerin

yiizeylerinin modifikasyonunda kullanilmiglardir.
1.2. Amac¢ ve Varsayim

Bu tez calismasinda, HER2 ekspresyonu artmis meme kanseri hiicrelerinin
erken tespit edilebilmesine imkan taniyabilecek kullanimi kolay, gilivenilir, etkili,
hizli, duyarli, 6zgiil ve dogrudan ger¢ek zamanli izlemeye olanak saglayan antijen-

antikor temeline dayali QCM sensor sistemi gelistirilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kanser

Kanser giliniimiiz toplumunda tedavi gereksinimleri ve siiresi ile biiyiik bir
sosyal yiik olup sanayilesmis iilkelerde 6nde gelen 6liim nedenlerinden biridir [1].
Diinya Saglik Orgiitii (WHO)’> nun 2018°deki raporuna gére yaklasik 2.1 milyon
akciger ve meme kanseri tanist konulmus olup bu tani toplam kanser insidansinin

%11.6° sin1 olusturmaktadir [1, 2].

2018 yilinda diinyadaki tiim kanserlerde, her iki cinsiyette, her yasta tahmin edilen yeni vaka sayilari

Akciger

093 876 (11.6%)

Meme
2088 849 (11.6%)
Diger Kanserler
8 323 793 (46%) -
Kolorektal
1849 518 (10.2%)
Prostat
1276 106 (7.1%)
Mide
L 1033 701 (5.7%)
Ozofagus Karaciger
572 034 (3.2%) 841 080 (4.7%)

Toplam: 18 078 957

Sekil 2.1. WHO’ e gore cinsiyet ve yasa gore 185 iilkede 36 kanser tiiriiniin goriilme
siklig1, mertalite ve prevalansina dair mevcut ulusal tahmini vaka sayilari.

Kanser diger hastaliklardan farkli olarak histolojik ve molekiiler agidan
yiiksek derecede heterojenite gostermesi ile kanser hiicrelerinin farkli diizeyde
metastatik Ozelliklere sahip olmasi gibi nedenler hastaligin tedavi edilebilirligini
siirlandirmaktadir [3]. Dolayisiyla, kanserin morbidite ve mortalitesi 6nemli bir
sorun olmaya devam etmektedir. Metastaz, kanser hiicrelerinin bulunduklari primer
timor dokusundan ¢evre dokulara ve wuzak organlara yayillma siirecini
tanimlamaktadir. Bir kanser hiicresinin metastatik siireci, kanser hiicrelerinin primer
tiimorden ayrilmasi, dolasim ve lenfatik sistemlere intravazasyonu, bagisiklik sistemi

elemanlarindan kagmasi, uzak kapiller dokulara ekstravazasyonu gibi karmasik



olaylar1 igerir [4]. Metastaz, hiicresel ve biyokimyasal anlamda karmasik bir olaydir
ve metastazin meydana gelmesinde rol alan, malign transformasyona yol acan
molekiiler degisimler arasinda bazi membran reseptorlerinin ekspresyonlarinin
artmast da yer alir [5]. Diinya genelinde kanser nedeni ile gerceklesen 6liimlerde
akciger kanseri ilk sirada yer alirken meme kanseri en sik gézlenen ikinci kanser tiirti
olup kadinlarda kansere bagli 6liimlerin 6nde gelen nedenidir [6]. Bu durum meme
kanserinin molekiiler olarak tanimlanmis alt gruplarinin yani sira meme kanseri
tiplerinin klasik histolojik ve immiinohistokimyasal tanimlarini igeren ¢esitli alt

tiplere siniflandirilmasini gerektirmistir.
2.1.2. Kanser Tamistmin Onemi

Meme kanserindeki mortalitenin en Onemli nedenlerinden biri tanidaki
gecikmedir. Erken evre kanser tespiti, kanser hiicrelerinin metastaz asamasindan
Once tespitini igerir ve tedaviye baslanmasiyla uzun vadede meme kanseri olim
oranlarin1 6nemli 6lgiide azaltabilir [7]. Bu nedenle iyi bir prognoz i¢in en dénemli
konu, erken evrede kanser hiicrelerinin tanimlanmasidir [8]. Giiniimiizde meme
kanserinin tespitine yonelik olarak, mamografi, manyetik rezonans goriintiilemesi,
ultrason, bilgisayarli tomografi, pozitron emisyon tomografisi ve biyopsi gibi bir ¢ok
tan1 yaklagimi uygulanmaktadir [9]. Ancak bu tan1 yontemleri pahali, zaman alici,
invaziv, kimi zaman yanlis pozitif sonuglar vermekte ve yeterince hassas olamaya
bilmektedir [10]. Bu nedenle hassas, 6zgiil, se¢ici ve hizli tan1 yontemlerine duyulan
gereksinim giin gegtik¢e artmaktadir. Dolayisiyla, son yillarda arastirmacilar kansere
0zgii yeni biyobelirtegler tanimlamak ve bu biyobelirtegleri invaziv olmayan ucuz
teknolojik yontemlerle birlestirerek meme kanserini saptamaya yonelik yontem
gelistirme ¢abasindadirlar [11].

Radyoimmiinoassay, immiinhistokimya, enzim bagli immiinosorbent
(ELISA) ve floroimmiinoassay gibi biyobelirteg temelli yontemler bulunmakta olup
bunlar meme kanseri i¢in tanida onemli gelismeler saglamiglardir [11]. Ancak
biyobelirte¢ temelli teknikler hassas ve segici olsa da pahali, zaman alici, egitimli
personele gereksinim duyulan ve karmasik bir dizi isaretleme siireci gibi bazi

sinirlamalara sahiptir [12]. Bu nedenle, tiim bu sinirlamalari asabilmek i¢in, meme



kanserini erken evrede hizli teshis etmeye olanak saglayan, yiiksek hassasiyet ve

isaretleme gerektirmeyen bir yonteme acil bir gereksinim vardir [13, 14].
2.2. Kanser Biyobelirtegleri

Kanser biyobelirtegleri, kanserin erken tanisi, dogru evreleme, kanserin
kemoterapiye verdigi yaniti belirleme ve hastaligin ilerlemesini izlemeye imkan
veren en Onemli araglardan biridir [15-18]. Kanser biyobelirte¢ analizi yalnizca
klinik bulgular hakkinda ek bilgi vermekle kalmaz, ayni zamanda da hastalarin
tedavilerden yararlanmasini da saglar [19]. Meme kanserinin yoOnetimindeki
zorluklar arasinda erken neoplastik degisiklikleri saptamak yer almaktadir. Bu
degisikliklerin erken tespit edilmesi 6zellikle invaziv meme kanseri olan hastalarin
tedavi ve sag kalimi icin olduk¢a 6nem arz etmektedir. Dolayisiyla hastaligin erken
tanisinda kullanilabilecek hassas ve spesifik biyobelirtecler 6nemli bir rol
oynamaktadir [20]. Belirtegler ¢esitlilikleri ve kan, serum, idrar veya beyin omurilik
stvilarinda tespit edilebilirlikleri agisindan degerlendirilmektedir. Genellikle kanser
hiicrelerinin gelismesinin bir sonucu olarak asir1 eksprese edilen proteinler kanser
teshisinde biyobelirtecler olarak kullanilmistir. Kanser hiicresinde bulunan belirtecler
hiicre i¢inde olduklarinda, analizden Once biyobelirteclerin hiicre ici kisimdan
alinmas1 i¢in hiicrelerin parcalanmasi, toplanmasi ve gerekirse derisimlerinin
arttirilmasi gerekmektedir [21].

Meme kanseri meme epitel hiicrelerinde anormal veya diizensiz reseptor
ifadesi gibi baz1 molekiiler degisimlerin sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle
bu tir ozgil molekiiller araciligiyla meme kanseri hiicreleri bu molekiilleri
hedefleyen 6zgiil antikorlar kullanilarak hizli ve etkili sekilde saptanabilir [22].
Meme kanserinin tanisinda kullanilan biyobelirtecler genellikle kanserli hiicreler
tarafindan lretilen veya kanserin gelismesiyle cevap olarak {iretilen molekiilleri
icermektedir [23, 24]. Bu belirtegler DNA, protein, protein-metabolit konjugatlari,
kiiciik molekiillii metabolitler, niikleotitler veya lipitler olabilmektedir. [13, 25].
Amerikan Kanser Birligi’ ne gore [26], meme kanserinde hedefe yonelik tedaviyi
kolaylagtirmak i¢in spesifik biyobelirteglerin ekspresyonlarinin varlig: ya da yoklugu
fark etmeksizin standart histokimyasal belirtegler kullanilarak prognostik farkliliklar

olan ii¢ ana molekiiler alt tipe ayrilmaktadir: dstrojen reseptorleri (ER), progesteron



reseptorleri (PR) ve insan epidermal biiyiime faktdrii reseptdrii 2 (HER2). Ozellikle
metastatik tipteki meme kanseri igin belirlenen biyobelirteclerle uygun tedavi
secencklerinin belirlenmesi hastanin hayatta kalimi i¢in olduk¢a Onemlidir [27].

Molekiiler alt tiplerin 6zeti Tablo 2.1°de gosterilmistir [28, 29].

Tablo 2.1. Meme kanseri molekiiler alt tipleri.

Yapisal alt grup IHC durumu Derecesi Diyagnoz Ozellikleri Hiicre tipi
Luminal A (ER+/PR+) HER2- 12 iyi Endokrin yanit, siklikla MCF7,T47D,SUM185
kemoterapi yaniti
Luminal B (ER+/PR+) HER2- 213 orta Genellikle endokrin yanit, BT474, ZR-75
(ER+/PR+) HER2+ kemoterapiye degisken yanit,
HER2+ trastusumab duyarlt
HER2 (ER-/PR-) HER2+ 213 zayif EGFR+ ve/veya sitokeratin®, MDA-MB 468, SUM190
(artmus ekspresyonu) endokrin yanit yok,

siklikla kemoterapi yaniti

Bazal (ER-/PR-) HER2- 3 zay1f E-kaderin diisiik, orta diizeyde BT549,MDA-MB 231
kemoterapi yaniti Hs578T, SUM1315
Normal tip (ER+/PR+) HER2- 1213 orta Trastusumab yaniti, SKBR3, MDA-MB 453

kemoterapi yaniti

2.2.1. Kanser Tanisinda Siklikla Kullanilan Biyobelirtegler
2.2.2. Ostrojen Reseptorii (ER) ve Progesteron Reseptorii (PR)

Ostrojen reseptdrii (ER) ve progesteron reseptorii (PR) meme kanserinin
tanisinda oldukga onemli iki belirleyici immiinohistokimyasal belirtegtir [30]. Bu iki
reseptorden birine veya ikisine sahip meme kanseri hiicrelerinin gelisimi Gstrojen
veya progesterona baglidir ve hormon reseptér durumuna gore 4 ayr alt gruba
sahiptir. ER+/PR+, ER+/PR-, ER-/PR+, ER-/PR-. Bu alt gruplarin sahip olduklari
reseptér durumlarina gore biyobelirte¢ olarak kullanilma ile hedeflenme durumlar
ve her alt grubun sahip oldugu risk faktorleri degisiklik gosterir [31, 32]. ER reseptor
ekspresyonuna sahip kanser hiicreleri hormon tedavisine yanit verdikleri icin ER
ekspresyonu olumlu bir prognostik faktér olarak bilinmektedir. PR’ nin gen
ekspresyonu Ostrojene baglidir ve sonu¢ olarak PR ekspresyonunun giiglii bir ER
yanmitin1 - gosterdigi - diistiniilmektedir [32]. ER’ nin tam1 ve tedaviye karar
verilmesindeki rolii temel olmakla beraber PR’ nin rolii ER’ ye gore daha az

tanimlanmis durumdadir.



2.2.3. HER2/neu Reseptorii

Hormon reseptorlerinin yan1 sira HER2 (HER2/neu) meme kanserinde en
onemli prognostik ve prediktif belirte¢ konumundadir. HER2 tim meme
hiicrelerinde ¢esitli seviyelerde bulunan bir proteindir. HER2 reseptorii insan
epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) ailesinin bir {iyesidir ve meme kanseri
de dahil olmak iizere bircok kanserde siklikla ekspresyonu artarak poliferasyon ve
metastaza neden olan HER1(veya EGFR), HER3 ve HER4 ile birlikte rol alir [33].
Normal fizyolojik kosullarda HER2 epitel hiicrelerinin yiizeyinde diisiik miktarlarda
eksprese edilir ve meme, yumurtalik, akciger, karaciger, bobrek ve merkezi sinir
sistemi dahil olmak iizere bircok dokunun normal gelisimi igin gerekli hiicresel
sinyali diizenlemektedirler. Bunun aksine immiinohistokimyasal analizlerin
sonucunda meme kanseri hiicrelerinde HER2 miktarinin hiicre basina iki milyon
reseptore ulasabilen son derece yiiksek miktarlarda oldugunu saptanmistir [34]. Bu
durum kanser hiicrelerinin anormal poliferasyonu icin gereken ¢oklu sinyal akis
yolaklarini tetikledigi i¢in oldukg¢a énemlidir (Browne et al., 2009). HER2 onkogeni
hiicre i¢i tirozin kinaz [17] aktivitesine sahip transmembran glikoprotein reseptoriinii
kodlamaktadir. HER reseptoriiniin sahip oldugu bu alt tipler farkli hiicre dis1 ligand
baglama alanlarina ve dolayisiyla farkli sinyal olusumuna neden olurlar. Ancak
tirozin kinaz [17] bolgeleri benzerdir ve eldeki bilgilere gore tiim meme
kanserlerinin yaklasik %20-30° u HER2 pozitiftir [35]. EGFR ile iliskili molekiiller
HER2 reseptoriine baglandiklarinda hiicre boliinmesinden  6liime, hareket
yeteneginden adezyona kadar degisen ve kanseri ileri evrelere tasiyan yanitlarla
sonuclanan karmasik bir sinyal agim tetiklemektedir. HER2 ekspresyonu ayni
zamanda tiimOr derecesi, pozitif lenf nodu metastazi ve mitotik sayiyla da
iligkilendirilmistir [36]. HER2’ den spesifik olarak etkilenen sinyal yollari arasinda
fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3BK)-AKT ve mitojenle aktiflestirilen protein kinaz
(MAPK) yollar1 bulunmaktadir. MAPK kaskat1 bilindigi iizere hiicre biiylimesinin
gerekli bilesenleri olan MAP kinaz kinaz ve MAPK olmak iizere iki ana faktor
tarafindan diizenlenmektedir [37]. Ayrica, HER2’ nin tiimor hiicrelerinde asiri
ekspresyonu ayni zamanda tiimoriin sag kalimi ve metastazi i¢in de gerekli olan
anjiyogenez ile iliskilidir [35]. HER2 asir1 ekspresyonu sonucunda meme timor

hiicrelerinde ve karsinomlarda Ras/MAPK sinyal yolunun aktivasyonuna neden



olmaktadir. Bu biyolojik mekanizmalarin degisimine dayanarak HER2 pozitif
timorlerin daha az farklilastigi, ¢cogalma oranmin arttigi ve sik metastaz yaparak
genis bir yayilim agina sahip olduklar1 sdylenebilir [38]. Sonug olarak, HER2’ i asir1
ekspresyonu, yiiksek mortalite, prevelans siklig1 ve metastaz oraninin yiiksekligi ile
zayif prognoz karakterine sahip meme kanseri alt tipidir [39]. Bununla birlikte meme
kanserine iligskin giiniimiiz basarilarina ve etkili tedavi yontemlerine ragmen, meme
kanserinin teshisi ilk agsamada belirgin semptomlar olmadig: i¢in zordur. Hastalarin
cogu kanserin gec evresinde teshis edilir ve bunun temel nedeni etkili erken evre
teshis sistemlerinin eksikligidir. Amerikan Klinik Patoloji Dernegi (ASCP) HER2
teshisi i¢in immiinohistokimyasal yontem (IHC) ve floresan in situ hibridizasyon [8]
yontemlerini Onermistir. Ancak bu testler olduk¢ca zaman alicidir ve nitelikli
personele gereksinim duyulmaktadir. Bunlarin disinda bu testlerin yanlis pozitif riski
%20-%50 arasinda degiskenlik gostermektedir [40]. Biyosensor teknolojisinin
kullanim gerekliligi hem bu zorluklarin asilmasi i¢in hem de HER2 pozitif meme
kanserinin sahip oldugu agresif ilerleme siireci nedeni ile gereklilik arz etmektedir.
HER?2 pozitif meme kanseri hiicrelerinin gelisimi her ne kadar agresif olsa da
erken evrede tespit edildiklerinde monoklonal antikorlarla (Transtuzumab, Herceptin
vb) tedavileri miimkiin olabilmektedir. Ornegin Trastuzumab, HER2 reseptdriinii
hedef almak igin gelistirilmis monoklonal antikor yapida bir ilagtir ve HER2
reseptOriiniin hiicre dis1 alanina yiiksek afinite ile baglanarak kanser hiicrelerinin
hiicresel sinyal agin1 bozar. Boylelikle HER2 asir1 eksprese eden tiimor hiicrelerinin
cogalmasini engeller [41, 42]. Tratuzumab ve HER2 yanit1 ile iligkili yapilan bir
caliymada HER2 hiicre i¢i sinyalizasyon yolagi ile Tratuzumab’a karsi biyolojik
yanit arasinda Pearson korelasyon testi ile anlamli yanit alinmistir [37]. Bu nedenle
HER?2 pozitif hiicrelerin erken evrede invaziv olmayan yollarla hizli ve hassas tespiti
ile birlestirilecek olan antikor tedavisi hastalarin sag kalimini arttirma olasiligi

tagimaktadir.



2.3. Tam ve Tedavide Hedeflenebilecek Diger Baz1 Meme Kanseri

Biyobelirtecleri
2.3.1. Notch

Notch sinyal reseptor ailesinin sahip oldugu dort membran proteininin yer
aldig1 sinyal yolu evrimsel olarak korunmus, hiicre tipi farklilagmasi, organ gelisimi
ve vaskiiler gelisim ile fizyolojide olduk¢a 6nemli rollere sahip hiicrelerarasi bir
sinyallesme yoludur [43]. Diger ¢alismalardan elde edilen kanitlara gére Notch
sinyalinin anjiogenez sirasindaki arteriyel ve vendz farklilasmasindaki rolii ile
vaskiiler morfogenezi sagladig1 ve bu nedenle damar olgunlagmasinda kritik roller
tistlendigi gosterilmistir [44-47]. Notch sinyali ile vaskiiler endotel biiyiime faktorii
(VEGF) niin ortak rolii sonucunda gerceklesen anjiogenez ve damar olgunlagsmasiyla
timor vaskiilarizasyon mekanizmast daha iyi anlagilmistir [48]. Notch sinyal
yolunun bir {iyesi olan Notch4, normal meme gelisimi, ¢ogalma, farklilasma ve
apoptoz da dahil olmak iizere gesitli gelisim yolaklarindaki roliiniin yani sira meme
kanserinin olusmasi ve ilerlemesinde de olduk¢a 6nemli bir role sahiptir [43, 49].
Notch4’iin anormal veya mutant ekspresyonunun neden oldugu kanser iliskili
degisimler arasinda Ozellikle meme kok  hiicrelerinin  farklilagsmast  ve
yenilenmesindeki engelleyici rolii yer almaktadir [50, 51]. Ayrica yapilan
caligmalarda Notch sinyal yolagi meme kanseri hiicrelerinin radyasyon direnciyle de
iliskilendirilmistir [52]. Kanser gelisiminde dort Notch reseptorii de farkli roller
tistlenmektedir ancak tiimoérogenezden sorumlu olan Notch ailesinin iiyeleri Notchl
ve Notch4’diir [43] ve hiicre yiizeylerinde ekspresyonlarinin artmasi bu nedenle bir
belirte¢ olarak kullanilabilmektedir. Ostradiol ve Notch sinyalinin gapraz etkilesimi

de meme kanseri anjiyogenezinde olduk¢a 6nemli bir role sahiptir [53].
2.3.2. Ki67

Ki67, tim poliferatif hiicrelerde bulunan, GO fazi hari¢ mitotik hiicre
dongiisiiniin tiim aktif fazlarinda (S, G1, G2 ve M) gorev yapan ve bu dongiiler
sirasinda ekspresyonu artan, niikleer bir proteindir [54]. Hiicre boliinmesindeki tam
islevi heniiz anlasilmasa da, Ki67 hiicre dongiisiinde aktif gorev aldig1 i¢in ¢ogalma

belirteci olarak goriilmekte ve meme kanserindeki diger belirteclerle birlikte
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kullanilarak prognostik ve prediktif degerler saglamaktadir [22, 55-57]. Mitotik
hiicre dongiisiinde aktif gorev aldig1 i¢in yiiksek Ki67 ekspresyonu, daha hizli tiimor
gelisimi dolayisiyla tiimor hiicresi agresifligi ile iliskilidir [58]. Ayn1 zamanda hiicre
dongiisiiyle iliskisinden dolay1r kemoterapiye yaniti tahmin etmek igin kullanilan
potansiyel bir belirtectir [59] ve yapilan bir ¢ok c¢alismada Ki67 seviyeleri iyi
prognoz ile iligkilendirilmistir [60-63].

2.3.3. Siklin D1

Siklin D1, hiicre dongiisiiniin G1 evresinde aktif hale gelip siklin bagimli
kinazlarin (CDK’ ler) aktivitesini diizenleyerek G1/S evre ge¢isini yoneten siklin
protein ailesinin bir {iyesi olup hiicre dongiisiiniin ana diizenleyici molekiillerinden
biridir [64, 65]. Siklin D1, hiicre dongiisinde CDK’ lere (CDK4 ve CDKG6)
baglanarak hiicre dongiisliniin ilerlemesine yardimci olan retinoblastoma (Rb)
proteininin hiperfosforilasyonunu indiikleyerek etkisiz hale getirir ve hiicresel
cogalmayi arttirir [66, 67]. Bu nedenle CDK4/6 siklin D1 kompleksinin diizensizligi
biiylime fakdtiiriiniin kaybina ve hiicrelerin biiyiime faktoriine karsi bagimli yanitini
azaltarak meme kanseri olusumuna katki saglamaktadir [68]. Oysaki, normal insan
meme epitel hiicreleri, siklin D1’ in asir1 ekspresyonu durumunda biiylime
inhibisyonuna, farklilasmaya ve sonucunda apoptoza neden olarak hiicresel
diizenlemeleri etkinlestirmektedir [69]. Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada siklin
D1’in asir1 ekspresyonu kotii prognozla iliskilendirilmis olup ER pozitif meme
kanserlerinde miktarinin arttig1, tiimor boyutu ve derecesiyle iliskili oldugu, ayrica

meme Kkanseri 6liim riskinin artmasiyla korelasyon gosterdigi bulunmustur [64].
2.3.4. Siklin E

Siklin E, siklin D1’ e benzer sekilde hiicre dongiisiinde S fazina gegiste rol
oynayan pozitif bir regiilatordiir. Siklin E, siklin bagimli kinaz 2 (CDK2) ile
kompleksler olusturarak enzimatik etkinligini gostermektedir [70]. Siklin E
seviyeleri yalnizca G1’den S fazina gecis sirasinda kisa bir siirecte pik yapmakta ve
geri kalan siiregte ise seviyeleri sabit kalmaktadir [71]. Bu durum siklin E’ nin G1 ile
S faz gecisini diizenlemede kritik bir role sahip oldugunu gostermektedir [71]. Siklin
D1 gibi siklin E ekspresyonu da hiicre poliferasyonunda kritik rol aldigi ig¢in
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ekspresyonundaki normal olmayan bir degisiklik onkogenezle iliskilendirilmektedir
[70, 72]. Yapilan meta analiz g¢alismalarinda siklin E’ nin prognostik degeri
incelendiginde, siklin E ekspresyonundaki artis kotii prognoz ve diisiik sag kalim
degerleri ile iliskilendirilmistir [73, 74]. Ayrica siklin E’nin hiicre déngiisiindeki rolii
nedeniyle Siklin E seviyelerinde meydana gelen artisin kemoterapiye ve endokrin
tedaviye yanit1 degistirebilecegine iliskin hipotezler one siiriilmiistiir. Bu hipotezleri
temel alan g¢alismalarda, degisen ekspresyon seviyelerinde meme kanseri

hiicrelerinin sisplatin ve paklitaksel duyarliliginin arttig1 gésterilmistir [75].
2.3.5. Transferrin

Demir elementi tiim hiicrelerin biiylimesi, boliinmesi, enerji metabolizmasi,
oksijen transportu, ndrotransmitter yapimi ve salimi gibi sayisiz 6nemli hiicresel
yanitlarda gorev almaktadir [76-78]. Transferrin reseptorii (TfR1) hiicrenin demir
aliminda, dolayisiyla demir ile iligkili hiicresel yanitlarin diizenlenmesinde rol
oynayan hiicre zari ile iligkili bir glikoproteindir [79].

Kanser hiicreleri membranlarindaki transferrin reseptOriiniin - miktarini
arttirarak hiicre boliinmesi i¢in gerekli demirin hiicre i¢ine alimini saglarlar [80].
TfR1’in kanser hiicrelerinde artmis ekspresyonu sonucunda kanser hiicrelerinin
demir ile iligkili yolaklar1 olan poliferasyon, migrasyon, invazyon, apoptozis ve
metastaz gibi 6zellikleri etkilenmektedir [81-83]. Dolayisiyla TfR1 ekspresyonunun
tiimdr hiicrelerinde normal hiicrelere gore cok daha yiiksek seviyelerde ekspresyonu
timor evresi veya kanser ilerlemesiyle iliskilendirilmektedir [84]. TfR1
ekpresyonunun karaciger, meme, akciger ve kolon kanseri hiicrelerinde arttigi
bilinmektedir ve yapilan birgok g¢alismalarda prognoz ile iligkili olan artmis TfR
ekspresyonlar1 bulunmustur [84-87]. TfR1’ in hiicredeki rolii ve kanser hiicrelerinin
demire duyduklar1 ihtiya¢ dogrultusunda TfR1 ile kanser arasindaki iligkinin
gosterilmesi i¢in yapilan calismalar sonucunda TfR1’ in ekspresyonundaki artisin
kotii prognoz ile iligkili oldugu, kanserin tani ve tedavisinde kullanilabilecek bir

biyobelirteg olabilecegi bulunmustur [83, 88].
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2.4. Biyosensorler

Biyosensorler biyolojik bir analiti (protein, DNA, RNA gibi) tespit
edilebilecek bir elektrik sinyaline doniistiiren sistemler olup, kanserin saptanmasi ve
izlenmesi i¢in kullanilmasi potansiyeline sahiptir [21]. Biyosensor teknolojisi, hizli
ve dogru tespiti saglarken ayn1i zamanda kanser hiicrelerinin  giivenilir
goriintiilenmesi, anjiyogenez ve kanser metastazinin izlenmesi ile antikanser
kemoterapi ajanlarmin etkinligini belirleme yetenegine de sahiptir [89]. Bir
biyosensor tipik olarak fizikokimyasal bir doniistiiriicii ile iliskili veya entegre bir
molekiiler tanima eleman1 ve sonuglari ileten ayn1 zamanda goriintiileyen bir sinyal
islemcisi igeren biyoanalitik cihazlardir [90]. Burada doniistiiriicti alinan molekiiler
tamima sinyalini elektriksel sinyale doniistiiren bir cihazdir. Doniistiiriicti
elektrokimyasal (potansiyometrik, amperometrik veya impedimetrik), optik
(fliioresans, liminesans, kolorimetrik ve interferometre) veya kalorimetrik
(termistor) olabilecegi gibi kiitle degisikliklerine (piezoelektrik/akustik dalgalar)
dayal1 da olabilmektedir [91].
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Sekil 2.2. Biyosensorlerin genel ¢aligma mekanizmasi.

Elektrokimyasal doniistiiriiciiler bugiine kadar sensor teknolojisinde en
yaygin kullanima sahip iken son zamanlarda optik ve kuvars kristal mikroterazi
sensorii (QCM) tipi sensorler daha popiiler hale gelmis olup, pratik uygulamalarda
gittikge kullanimi artmaktadir [92]. Bunun temel nedeni ise, ¢ogu elektrokimyasal
sistemin test sonuglarinin izlenebilmesi i¢in ek bir dizi enzim isaretleri kullanilmasini
gerektirmesidir. Tam tersine optik sistemde sensor ylizeyinde kullanilan reseptor ile

biyobelirte¢ arasindaki baglanma olay1r dogrudan tespit edilebilmektedir [93].
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Piezoelektrik/ akustik bir sistemde ise biyobelirte¢ ve sensor itizerindeki reseptor
arasindaki baglanma nedeni ile kiitle artist meydana gelmekte ve hassas diizeyde
degisim dogrudan izlenebilmektedir.

Biyosensorler kullanimi kolay, ucuz, hizli ve saglam olmanin disinda yiiksek
performans, yiiksek giiriiltii sinyalleri sunmalar1 ve diger yontemlere nispeten diisiik
enstriimantasyon maliyetine sahip olduklar1 i¢in tercih edilirler. Ayn1 zamanda
biyosensorler, iyi ¢oziinlirliik ve tekrarlanabilir sonuglar verdikleri i¢in biyobelirteg

analizi i¢in gerekli sistemlerdir [94].
2.4.1. Kuvars Kristal Mikroterazi Sensorleri (QCM)

Kuvars kristal mikroterazi (QCM) sensorleri pizoelektrik sensorler sinifinda
yer alir ve Klasik bir QCM, iki elektrot atasma sikistirilmis AT kesimli kuvars
kristalinin ince bir diliminden olusmaktadir. Sisteme uygulanan salimimli elektrik
alan akustik dalgayr indiiklemektedir [95]. Tespit stratejileri isaretli ve isaret
gerektirmeyen analiz olarak ikiye ayrilmistir. Sensor sistemlerinde isaret
gerektirmeyen deneyler bir transdiiser yiizeyindeki biyokimyasal reaksiyonlar
yoluyla dogrudan analitin varhgmi Glgerken isaretli analizler i¢in analit, sinyal ¢ikisi
i¢in bir enzim, florofor, kuantum dot veya radyoizotop gibi detektor ajanda spesifik
bir isaret ile yakalama araciligiyla tespit saglanmaktadir [96]. QCM’ in kiitle
algilamasi sinyal iletimi i¢in herhangi bir isaret basamagi gerektirmediginden isaret
gerektirmeyen teknoloji olarak smiflandirilirlar ve 0.1 ng’ a kadar kiitle
degisikliklerini sinyale doniistiirebilirler [97]. Ek olarak QCM sisteminde sinyal
iletim mekanizmasi kristal kuvarsin piezoelektrik etkisine dayandigi i¢in kompleks
ve optik olarak opak ¢6zelti ortamlarinda dahi 6l¢iim yapmak miimkiindiir. Bu gibi

nedenler diger isaret gereken sistemlere gore birgok avantaj saglarlar [98].
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Sekil 2.3. Isaretli ve isaret gerektirmeyen analiz semasi.

QCM, 1959°dan bu yana Sauerbrey’ in rezonans frekansindaki degisiklik ile
sensOr ylizeyinde biriken kiitle yogunlugu arasindaki iliskiyi kurdugu zamandan beri
sensor uygulamalari i¢in en ¢ok kullanilan akustik cihaz haline gelmistir. Bir QCM
potansiyel enerji altinda kuvars kristallerinin rezonans frekansindaki (uf) birim alan
bagina kalinlik veya kiitle (Am) eklenirken veya ¢ikarilirken olusan degisimleri tespit
edebilen nanograma duyarli cihazlardir [99]. QCM yiizeyinde bir altin elekrot ile
kaplanmis kuvars kristali igerir ve sensor yiizeyindeki kiitle degisimlerine karsi
olduk¢a hassastir [100]. Piezoelektrik immiinosensorler oldukca spesifik antijen-
antikor, reseptor-ligand etkilesimi ile kombinasyonuna dayandigi igin kanser
belirteclerini tespit etmek adina tasarlanmis ve giinlimiizde kullanimlar1 saglamis
olduklari duyarli, spesifik, hizli ve dogrudan analiz yeteneklerinden dolayi

kullanimlari artmistir [89].



15

Kuvars kristal Altin film yiizey

Sekil 2.4. QCM ¢ip yiizeyinin sematik goriintiisil.

Sauerbrey’e gore QCM yiizeyinde baglanan analitin yarattigt degisime
yonelik teorik mutlak kiitle hassasiyeti rezonans frekansinin karesiyle orantilidir yani
frekans varyasyonu yaklasik olarak olgiilebilir ve kiitle degisimiyle iliskilendirilebilir
[101].

Af = —Cf.Am (2.1)

Formiil 2.1°de Af, frekanstaki degisim (Hz) iken Cf, kullanilan kuvars
kristalin duyarlilik faktoriidir ve Am, birim alandaki degisen kiitledir [102].

Duyarlilik faktorii ise Formiil 2.2 kullanilarak hesaplanir:

_ 2n.fE
s (1q pq)l/2

(2.2)

Formiil 2.2°de pq, kuvars kayma modiilii (2.947 x 10 g/cm s?), pq, kuvars
yogunlugu (2.648 g/cm®), n, kristalin siiriildiigii harmonik sayi, fO ise kuvars
kristalinin temel rezonans frekansidir [103]. Dagilma faktorii rezonansin Kkalite

faktoriiniin tersi olarak hesaplanabilir:
1 w

D = 6 = E (23)

Formiil 2.3” de w bant genisligidir ve formiil sistemdeki soniimii 6l¢mektedir.

Ayrica ek olarak Formiil 2.4 ile de hesaplanabilmektedir:
1

D= (2.4.)

Formill 2.4 de Af, frekanstaki degisim (Hz), 1, kuvars rezonatoriiniin

bozulma sabitidir. Salinim bagina kaybedilen enerji ile sistemde depolanan toplam



16

enerji basma bir sabit {irlin arasindaki oran (harcanan enerji ve korunan enerji
arasindaki oran) olarak goriilebilir [103]. Buradan Sauerbrey denklemini takiben
sistemdeki frekans diislisii baglanan kiitle derisimi ile dogru orantilidir denilebilir.
QCM sensorleri istenen amaca yonelik olarak bir ¢ok tiirde olabilir: DNA
sensorleri, enzim sensorleri, antikor ile islevsellestirilmis ve kaplanmis sensor
yiizeyleri olan immiinosnsorler, hiicre, doku veya mikroorganizma bazli sensorler
veya aptasensorler [104]. Immiinosensédrler sdéz konusu oldugunda QCM c¢ip
ylizeyinin altin yiizeyinden kaynaklanan hidrofobisite ve baglanmanin engelinin
asilmas1 adina antikorlar ¢apraz baglama bilesikleri kullanilarak veya polimerik

karisimlarla ¢ip yiizeyine tutturulabilir [105].

) —

Zaman

Sekil 2.5. QCM ¢ip yiizeyinin antikorla modifikasyonu ve sinyal alimi1 sirasinda
frekans degisimi.

Kanserin erken tanisi, hastaligin tedavisi i¢in oldukc¢a 6nemli bir basamagi
olusturdugundan gilinlimiizde erken taniya yonelik yeni biyobelirteglerin
tanimlanmasi ve klinik tanida kullanima gegirilmesi onceliklidir [106]. Bunun igin
kanser biyobelirteglerini tanimak ve bunlar1 biyosensor tasariminda reseptor molekiil
olarak kullanilmasi 6nem tasimaktadir. Sensoriin algilayic1 (reseptdr) boliimiini
olusturan molekiillerin 6zgiilligli biyosensoriin tant amacli kullaniminda temel
gereksinimdir [107]. Biyobelirte¢ tespiti igin gesitli molekiiler tanima elemanlari

kullanilmistir. Bunlardan en yaygin olarak kullanilan yiiksek diizeyde hassasiyet ve
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Ozgiillik saglayan antikor molekiilleridir [21]. Antikorun sisteme sagladigi kritik
yarar ise antikor-antijen etkilesimlerinin yiiksek afinite ve segicilige sahip olmasi ve
hedef molekiiliin 6nce saflastirilmasinin gerekmemesidir.

Kanserden kaynaklanan Olimlerin oranmin giinimiizde bu kadar yiiksek
olmasinin nedeni bir¢ok kanserin ge¢ evrede tespit edilmesi ve beraberinde gelen
metastaz ile ilerlemenin kontrol edilemeyecek diizeye ulasmasidir. Oysa kanser
klinik olarak ne kadar erken tespit edilebilirse kanser bolgesine miidahale sans1 ve
dolayisiyla sag kalim silireci o kadar artacaktir. Bu nedenle kullanimi kolay,
giivenilir, etkili, hizli, duyarl, 6zgiil ve dogrudan ger¢ek zamanl izlemeye olanak
saglayan tan1 yontemleri gelistirilmesi gereklidir.

Bu tezde amaglanan, literatiirde yer alan daha dnceki QCM-Notch ve QCM-
transferrin sistemlerine [108, 109] ek olarak, tanida rutin olarak kullanilan HER2
antikoru [110, 111] da sisteme eklenerek QCM sensor sisteminin gelistirilmesidir.
QCM ¢ip yiizeyinin hidrofobik yapida olmasi nedeniyle direkt analiz i¢in uygun
degildir. Nanopartikiillerin kullanilmasiyla hidrofobik yiizey direncinin azaltildig1 ve
boylelikle ligant-analit baglanma kapasitesinin ve elektromekanik hassasiyetin arttigi
bilinmektedir [112]. Bu nedenle QCM ile yapilan ¢esitli ¢alismalarda ¢ip yiizeyi
modifiye edilerek analize uygun hale getirilmistir [109, 113, 114]. Bu ¢alismada da
altin yiizeyde antikor-ligant etkilesimi i¢in yiizey alanini arttirmak ve antikorun ¢ip
ylizeyine baglanmasmi saglamak igin, hidrofilik ozellikteki poli (HEMA)
nanopartikiiller hazirlanacak ve ¢ip yiizeyine tutundurulacaktir. Cip yiizeyi HER2
antikoru ile islevsellestirilerek meme kanseri hiicrelerini taniyan bir QCM temelli
sensor olusturulacaktir. Boylelikle, tez ¢alismasinin sonucunda koétii prognozla
iligkili ve meme kanserinin onemli bir paydasini olusturan HER2 pozitif meme
kanseri hiicrelerini segici, hassas ve hizli tanimaya yonelik yeni bir sensor sistem

gelistirilmesi saglanacaktir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Materyaller

Nanopartikiil yapimi i¢in gerekli monomerler olan hidroksietil metakrilat
(HEMA, %97) ve etilen glikol dimetakrilat (EDGMA, %98) ile farede iiretilmis
monockonal anti-ERBB2 (HER2/neu) antikoru, transferrin, sodyum dodesil stilfat
(SDS, >%99), potasyum persiilfat (KPS, >%98 ), sodyum bikarbonat (%99.5-100.5),
poli vinil alkol (PVA,cold,hidrolize %99+) karbodiimit (%99) ve sodyum bikarbonat
(NaHCOs3, %99) Sigma chem. Co., St. Louis, USA firmasindan temin edilmistir.
Hiicre kiiltlirtinde kullanilan DMEM (D6429/ 500ml), McCoy’s 5a (M9309/500ml),
penisilin-streptomisin  (A5955/ 100ml), L-glutamin (G7513/ 100ml), fetal sigir
serumu (FBS- F2442/ 100ml) Sigma chem. Co., St. Louis, USA firmasindan temin
edilmistir. Tavsanda {iiretilmis anti-NOTCH4 antikoru ise Novus Biologicals CO,
USA firmasidan temin edilmistir. Altin yiizey QCM ¢ipleri Maxtek Inc. New York,
USA firmasindan temin edilmistir. Deneylerde kullanilan biitiin kimyasal maddeler
analitik saflikta olup yine tiim deneylerde kullanilan su Barnstead (Dubuque,
IA,USA) ROpure LP® ters ozmos {initesi kullanilarak saflastirilmistir (R=
18.2 MQ).

3.2. Method
3.2.1. Poli (HEMA) Nanopartikiillerin hazirlanmasi

Poli (HEMA) nanopartikiillerinin hazirlanmasi ve polimerizasyonu i¢in 2 siv1
fazdan olusan bir yontem gerektirmektedir. Bunun i¢in birinci sivi fazda stabilizator
olarak 93.7 mg PVA (Mw: 100.000) siirekli faz olusturmak tizere 50 ml deiyonize
suda ¢ozlinmiistiir. Daha sonra hazirlanan PVA ¢o6zeltisine 14.4 mg SDS ve 11.7 mg
sodyum bikarbonat ilave edilmistir. Ikinci sivi fazda ise 50 mg PVA 100 ml
deiyonize suda ¢oziildiikten sonra iizerine 50 mg SDS, 0.45 ml HEMA ve 1.05 ml
EDGMA eklenmistir. Daha sonra hazirlanan ikinci sivi ¢ozelti birinci sivi fazin
lizerine yavasca eklenmistir. Miniemiilsiyon eldesi i¢in hazirlanan s1vi ¢ozelti 50.000
rpm’de 30 dk homojenize edilmistir (T10, lka Labotechnick, Almanya). Elde edilen
karisima polimerizasyon baslatici olarak 0.44 mg/ml potasyum persiilfat (KPS)



19

eklenmis ve c¢oOziinmiis oksijeni ¢ozeltiden uzaklastirmak amaciyla ortamdan 2
dakika boyunca azot gazi gecirilmistir. Karisim cam polimerizasyon reaktoriine
(Radleys Carousel 6, Essex, UK) aktarilarak 40°C’de 600 rpm’ de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Sentez sonrasinda nanopartikiil c¢ozeltisi icerisinde
polimerlesmemis monomerler, baslaticilar ve yiizey aktif bilesenlerin
uzaklastirilmasi igin Beckman Coulter Optima L-/00K Ultrasantrifiij in Type 40
rotoru kullanilarak 81.085 g (35.000 rpm)’ de 30 dakika santriifiij edildi. Santrifiijiin
ardindan siipernetant kismi atilarak pellet tizerine %70 etil alkol ¢ozeltisi eklenerek
(kullanilan santrifiij tiipiiniin 6zelligine gére maksimum miktarda alkol eklemesi
yapildi) partikiillerin tekrar dagilmasi igin su banyolu ALEX Machine Ultrasonic
Cleaner cihazinda 15 dk sonikasyona birakildi. Partikiiller alkol igerisinde tamamen
dagildiktan sonra (tamamen dagilma sonrasi ¢6zelti opaklasir) tekrar 81.085 g’ de 30
dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi slipernetantin alinarak kalan pelletin %70’ lik
alkolle yikanmasi i¢in sonikasyonla dagitilma islemi 4 kez tekrarlandi. 5. alkol
yikamasmin ardindan santrifiij sonrasi olusan alkol siipernetanti atilarak pellet
tizerine distile su eklendi ve 15 dk sonikasyon yapilarak nanopartikiiller bu sefer su
icerisinde dagitildi. Alkolle yikamada oldugu gibi ayni basamaklar distile su ile
yikamada da 5 kez tekrarlandi. Son elde edilen nanopartikiil pelletleri yine distile su
icerisinde (miktar gerektirmeksizin) ¢oziilerek boyut olgiimlerinde ve daha sonra
QCM c¢ip islevsellestirilmesinde kullanildi.

Daha o6nceki g¢aligsmalarda nanopartikiil boyutunun kiigiilmesiyle QCM ¢ip
duyarhiliginin arttigi belirtilmistir [115]. Bu nedenle kiigiik boyutlu nanopartikiiller

elde edilene kadar sentez islemi ve dlgiimler tekrarlanmastir.
3.2.2. Nanopartikiillerin karakterizasyonu

Nanopartikiillerin QCM yiizeyine tutturulmasindan o6nce boyut analizi
gerceklestirilmistir. Sentezlenen poli (HEMA) nanopartikiillerin boyut analizi
(ortalama biytkligi, boyut dagilimi ve ¢oklu dagilimi) Nano Zetasizer (Nanos,
Malvern Instruments, Londra,UK) ile belirlenmistir. Bunun i¢in 1ml nanopartikiil
¢ozeltisi nanoboyut analizoriine yerlestirilmis ve 90°C’ lik 151k sagilmasiyla oda
sicakhiginda tayin edilmistir. Olciimler 3 kez tekrarlanmis ve sonuglar zeta boyut

analizériinlin  yazilimi ile incelenip standart sapma degerleri ile birlikte



20

kaydedilmistir. Boyut analizinin ardindan nanopartikiillerin molekiiler boyutta

analizi FTIR analizi ile gerceklestirilmigtir.
3.2.3. Nanopartikiillerin ve antikorlarin QCM ¢ip yiizeyine baglanmasi

Nanopartikiillerin ¢ip yiizeyine tutturulmasindan once altin ylizey sirasiyla
etanol (%70), deiyonize su ve siilfirik asit (H2SOa) ile hidrojen peroksit (H202)’ nin
3:1 (v/v) oraninda karistirilmasiyla elde edilmis asidik pirana ¢ozeltisiyle 10 dakika
boyunca ¢ipin yiizeyine damlatilarak ¢ip yikandi. Yikamanin ardindan ¢ip yiizeyi
vakumlu firinda kurutuldu (37°C, 200 mmHg). Ardindan hazirlanmis nanopartikiil
cozeltisinden 15 pl alinarak QCM c¢ip yiizeyine damlatildi. Cozelti ¢ip ylizeyinde
diizgiin, ince bir yiizey olusturmak amaciyla 10 saniyede Spin coator kullanilarak
yiizeye yayildi. Ince bir yiizey olusturulduktan sonra nanopartikiillerin altin yiizeye

fiksasyonu saglamak i¢in QCM ¢ip 37°C’ de UV 1si1k altinda 30 dakika inkiibe edildi.
3.3. Nanopartikiil kaph ¢ip yiizeyinin karakterizasyonu
3.3.1. Elipsometre

Nanopartikiil kapli QCM ¢ip yiizeyi elipsometri, temas agis1 dlglimleri ve
atomik kuvvet mikroskopisi ile analiz edildi. Hazirlanan sensorlerin yiizeyindeki
kalinlik 6lgtimleri Nanofilm EP3-Nulling Elipsometre cihazi ile karakterize
edilmigtir. Kalinlik O6l¢timleri 532 nm dalga boyunda 62°° lik gelis agisinda
gerceklestirilmistir. Olgiimler &nce yiizeyi kaplanmamis QCM icin daha sonra
polimerle kaplanan QCM ylizeyi i¢in gerceklestirilmistir. Yiizey kalinlig1 hesaplama

programinda polimer katmaninin verileri kaydedilmistir.
3.3.2. Yiizeyde hidrofobisite ol¢iimii

QCM g¢ipin yiizey temas agist KRUSS DSA100 (Hamburg, Almanya) ¢ihazi
kullanilarak tespit edildi. Nanopartikiille kaplanmamis QCM sensorlerin ylizeyine 1
damla su damlatilarak yapisik damla yontemi ile temas acist belirlenmistir. Cip
yiizeyinin farkli bolgelerine su damlatilarak 5 ayr1 fotograf ¢ekilmis ve her biri igin
ayr1 temas agist belirlenmistir. Damlaci@in kat1 yiizey ile temas ettigi sag ve sol

temas noktalarinin ortalamasi alinarak ortalama temas agis1 degerleri elde edilmistir.



21

Daha sonra nanopartikiil ¢ozeltisi ¢ip yiizeyine damlatilarak ayni islemler

tekrarlanmis ve ortalama temas agis1 degerleri elde edilmistir.

Hava

Su damlas:

_

Hidrofobik ylizeyde su damlasinin temas acisi

Sekil 3.1. Temas agis1 6l¢iim presibi.

Elipsometre ve temas acist Olciimlerinden sonra nanopartikiillerin ¢ip

yiizeyindeki dagilimlarinin incelenmesi i¢in SEM analizi yapildi.
3.3.3. FTIR ve AFM ol¢iimleri

Nanopartikiil kapli ¢ip ylizeyinin yapist FTIR ile incelenirken, ylizey
morfolojisinin incelenmesi i¢in ve AFM analizleri yapildi. Her iki analiz yontemi de
Orta Dogu Teknik Universitesi Merkezi Laboratuvar ARGE Egitim ve Olgme
Merkezi'nde yapildi. FTIR analizi i¢in Bruker IFS 66/S, FRA 106/S, HYPERION
1000, RAMANSCOPE Il cihazi, AFM i¢in ise Veeco MultiMode V cihazi

kullanilmistir.
3.4. Nanopartikiil Kaph Cip Yiizeyine Antikorlarin Baglanmasi
3.4.1. Antikor ve Transferrin Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Son konsantrasyon 0.01 pg olacak sekilde monoklonal anti-HER2
(HER2/neu) (0.1 mg) antikoru ile tavsanda iiretilmis anti-Notch4 antikoru (0.1 mg)
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pH 7.4 1X PBS kullanilarak 10.000 kat seyreltilip -20°C’ de saklandi. Yine son
konsantrasyon 0.01 pg olacak sekilde transferrin (100 mg), pH 7.4 1X PBS
kullanilarak 6nce 1000 daha sonra 10.000 kat seyreltildi ve ¢ozelti -20°C° de
saklandi.

Elde edilecek antikor bagli QCM c¢ipin segiciliginin belirlenmesi i¢in ylizeye
farkli kombinasyonlarda antikor ¢ozeltileri eklenmistir. ilk dl¢iimlerde yalmiz HER2
bagli QCM ¢ip kullanilirken daha sonraki Olgiimlerde transferrin, Notch-4 ve
HER2’nun birlikte baglandigt QCM ¢ip kullanilmistir. Bu amagla inkiibasyonun
ardindan antikorlarin uygun oryantasyonda baglanmasini saglamak i¢in her bir ylizey
hazirlanmasi sirasinda karbodimiid ve antikor ¢ozeltileri karistirilarak nanopartikiil
kapli ¢ip ylizeyine damlatildi. Bunun i¢in 5 mg karbodiimid tartilarak {izerine 200 pl
distile su eklendi. Karbodiimid tamamen ¢6ziindiikten sonra 150 ul karbodiimid
tizerine PBS (1X) ile 10.000 kat seyreltilmis stok antikor ¢ozeltisinden veya
cozeltilerinden 50 pl eklendi. Olusan karigimdan 15 pl alinarak ¢ip yiizeyine
damlatildi ve baglanmanin tiim yiizeyde olmasini saglamak icin ¢ip yiizeyindeki
cozeltinin adhezyon kuvvetinden yararlanilarak ¢ozelti c¢ip ylizeyine yayildi.
Ardindan +4°C’ de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan 0.1 M
NaCl (desobsiyon i¢in) ve 1X pH 7.4 PBS (NaCl’ nin uzaklagtirtlmasi igin )
tamponuyla ¢ip yiizeyi yikandi.

3.5. Hiucre Kiiltira

Insan meme kanseri hiicre hatlar1 olan MDA-MB 231 (ATCC-HTB-26) ve
L929 fare fibroblast (ATCC-CLL-1) hiicreleri, ATCC’ nin uygun ortam kosullar
geregince %10 fetal sigir serumu (FBS), %1 glutamin ve %21 penisilin-streptomisin
iceren DMEM besi yerinde, %5 karbondioksit ve 37°C atmosferik kosullar altinda
kiiltiire alindi. SKBR3 (ATCC-HTB-30) hiicreleri ise yine ATCC’nin uygun ortam
kosullar1 geregince %10 fetal sigir serumu (FBS), %1 glutamin ve %1 penisilin-
streptomisin igeren McCoy’s 5a besi yerinde, %5 karbondioksit ve 37°C atmosferik
kosullar altinda c¢ogaltildi Hiicreler deneyde kullanilmadan &nce kiiltiirde
bulunduklar1 kaplardan kaldirildi. Bu asamada tripsin aktivitesinin engellenmemesi
icin kiiltir ortaminda kalan DMEM, pH 7.4 PBS ile 2 kez yikama yapilarak
uzaklastirildi. Ardindan kiiltiir kabina 1X tripsin eklenerek 2-5 dk 37°C’ de inkiibe
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edilen hiicreler ylizeyden kaldirild1 ve tripsini inaktive etmek igin besi yeri ile hizla
sulandirildi ve 1200 rpm (1300 g)’ de 3 dakika santrifiij edildi (Niive NF 800/800R,
r=16.2). Hiicre pelleti hiicre miktarina uygun olarak pH 7.4 PBS (1X) ile
sulandirildiktan sonra tripan mavisi ile hemositometre kullanilarak sayildi. Sayilan

hiicreler deneyde gerekli hiicre sayilarina PBS (1X) kullanilarak seyreltildi.

Sekil 3.2. L929 fibroblast hiicreleri. Sekil 3.3. SKBR3 hiicreleri.

Sekil 3.4. MDA-MB 231 hiicreleri.

3.5.1. QCM Cip Yiizeyinden Hiicrelerin Gegirilmesi

QCM ¢ip ile ilgili tiim analizler MAXTEK RQCM INFICON (research Quartz
Crystal Microbalance Monitor) kullanilarak yapilmistir. QCM ¢ip lizerinden es
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zamanlt olarak hiicrelerin gecirilmesinden 6nce QCM ¢ip yiizeyindeki baglanma
kinetigi belirlenmistir. Bunun i¢in antikor bagl ¢ip yilizeyinden ilk 6nce dakikada 0.5
ml olacak sekilde WATSON MARLOW Sci 400 perilstaltik pompa araciligiyla 0.1 M
NaCl gegirilerek ortamda baglanmadan kalan antikorlarin  desorpsiyonu
gerceklestirildi. Daha sonra ortamdaki fazla NaCl’ yi uzaklastirmak igin yine ayni
hizda 1X pH 7.4 PBS yiizeyden gecirildi ve bdylelikle ¢ip yiizeyi Ol¢iimler i¢in
dengelendi. Bu islem yalniz HER2 bagh ¢ip ile HER2, Notch4 ve transferrinin
birlikte baglandigi ¢ip i¢in tekrarlanmis olup daha sonra es zamanli hiicre gegirilmesi
gerceklestirilmistir.

Hiicre seciciliginin belirlenmesi i¢in ¢ip ylizeyine yalnizca HER2/neu
antikoru baglanmigs QCM c¢ip kullanildi. Baglangic hiicre sayis1 10 hiicre/ml olacak
sekilde pH 7.4 PBS (1X) ile seyreltilmis, artmis HER2/neu ekspresyonuna sahip
pozitif kontrol SKBR3 hiicreleri ¢ip iizerinden, WATSON MARLOW Sci 400
perilstaltik pompasi araciligiyla dakikada 0.5 ml hizla QCM ¢ip ylizeyine verilip
rezonans frekansi (f0) izlenmistir. Yaklasik 8 dakikada dengeye ulasan sistemde
giderek artan sayidaki hiicrelerle deney tekrarlanmasi icin hiicreler ¢ip yiizeyinden
IM NaCl gegirilerek ayrilmistir. Reseptore antikorun afinitesini kontrol etmek igin
benzer sekilde negatif kontrol hiicreleri olan ve artmis HER2 ekspresyon seviyelerine
sahip olmayan 1929 fibroblast hiicreleri ile MDA-MB 231 hiicreleri de sisteme ayni
hizla verilerek 500 hiicre/ml maksimum hiicre sayisi olacak sekilde hiicre
gecirilmesine son verilmistir. Ardindan ¢oklu analiz icin HER2 ve Notch4 ile
transferrinin bagli oldugu QCM ¢ip ylizeyinden dakikada 0.5 ml hizla 10-500
hiicre/ml araliginda pozitif kontrol SKBR3 hiicre ¢ozeltisi ve daha sonra SKBR3
hiicrelerinin ¢ip ylizeyinden ayrilmasiyla negatif kontrol olarak L1929 fibroblast
hiicreleri ile MDA-MB 231 hiicre ¢ozeltisi sistemden gegirilerek RQCM (Maxtek)
yazilim sistemiyle veriler degerlendirilmistir. Elde edilen frekansin kiitleye
dontistiiriilmesi i¢in kuvars kristalin geometrik ve fiziksel 6zellikleri goz Oniine
alinarak Sauerbrey denklemi [101] kullanilmistir. Denklem, kuvars kristalin rezonans
frekansindaki degisiklikler ile yiizeyine eklenen ince sert bir filmin kiitlesi arasindaki
dogrusal iligkiyi gostermektedir.

Af = —

2f¢ Am
Pqvq A

(3.1.)
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Formiil 3.1 de f0, vg, pg, Am ve A rezonans frekansiyken kayma dalga hizi,
yogunluk, kayma modiilii ise kuvars kristalinin aktif elektrotudur. QCM ¢ipinin
yeniden kullanilabilirligini ve kararliligin1 analiz etmek i¢in ¢ip 2 ay boyunca test
edildi.

Sekil 3.5. MAXTEK RQCM INFICON cihazinin dl¢limler sirasindaki goriiltiisii.
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4. BULGULAR
4.1. Nanopartikiil Karakterizasyonu
4.1.1. Zeta Boyut Analizi

Zeta boyut analizi ile Olgiilen Z potansiyeli siispansiyondaki herhangi bir
pargacik tarafindan olusturulan fiziksel bir 6zelliktir. Bu 6zellik ile siispansiyon ve
emiilsiyon formiilasyonlar1 optimize edilebilmektedir. Parcacik yiizeyinde net yiikiin
olusmasiyla ¢evrede bulunan diger iyonlarin dagilimi da etkilenir ve bu ylizeye yakin
karsit yiiklii iyonlarin konsantrasyonunun artmasi ile sonucglanir. Boylelikle her bir
parcacigin etrafinda elektrik yiikli bir ¢ift katman meydana gelir ve bu katmanlarin
smirinda olusan potansiyele de Z potansiyel denir. Zeta boyut analizi, 151k sagilmasi
teknigi ile Ol¢iim yapan nanopartikiillerin hidrodinamik boyutu (0.6nm- 6.0pum
araliginda), zeta potansiyeli (maksimum iletkenlik (200mS) ve molekiil agirliginin
(1x103- 2x107 araliginda) tayinine olanak saglayan bir sistemdir. Olgiim igin yeterli
yogunluktaki nopartikiil ¢dzeltisi nanoboyut analizériine yerlestirilerek Ol¢iimleri
tamamlanmistir. 3 kere tekrarlanan 6l¢limlerden elde edilen nanopartikiillerin boyut
dagilimina iliskin veriler Sekil 4.1 ve Sekil 4.2’ de gosterilmektedir. Elde edilen
kiiciik boyutlu nanopartikiillerle olusturulan genis ylizey alani nanopartikiillerin
kuantum hapsini arttirmaktadir [116]. Bu durum da PHEMA nanopartikiillerinin
yiizeye eklenen HER2/neu, Notch4 ve transferrinin emilmesini saglayarak Sensor
sisteminin performansin1 da arttirmaktadir. PHEMA nanopartikiillerinin spesifik
ylizey alan1 73.22 nm olarak bulundu.
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Boyut (d.nm): % Sayn: Standart Sapma (d.nm):
Z-Ortalama (d.nm): 7322 Pik1: 2985 100.0 10.46
pdi: 0.234 pik2: 0.000 0.0 0.000
Sinyal giiriiltiisii: 0.888 pik3: 0.000 0.0 0.000
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Sekil 4.1. PHEMA partikiillerinin zeta boyut analizi (hacim ve standart sapma

degerleri).

Boyut (d.nm): %% Yogunluk: Standart Sapma (d.nm):
Z-Ortalama (dom): 73.22 Pik 1: 92.70 98.4 51.16
rai: 0.234 Pik 2: 4544 16 854.9
Sinyal piirittisa: (. 888 Pik 3: 0.000 0.0 0.000
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Sekil 4.2. PHEMA partikiillerinin zeta boyut analizi (yogunluk ve standart sapma

degerleri).
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4.1.2. FTIR Analizi

FTIR olgiimleri ylizeyde bulunan molekiillerin sahip oldugu baglarin 15181
sogurmasi prensibine dayanmaktadir. Molekiildeki baglarin titresimi ve doniisleri
icin sogurulmasi gereken enerji cihazin elektromanyetik spektrumun kizilotesi
bolgesinden 151k gondermesiyle saglanmaktadir. FTIR o6l¢iimleriyle PHEMA
nanopartikiillerinin bag yapist ve molekiilde bulunan fonksiyonel gruplar ayrintili
olarak incelenmistir. Analiz sonucunda PHEMA nanopartikiiliiniin yapisinda
bulunan baglarin 2925 cm™* (CH2-CHjs), 1722 cm™ (C=0) , 3417 cm™ (-OH) ve 1139
cm®” de (C=C) karakteristik pik degelerleri elde edilmistir.
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Sekil 4.3. PHEMA nanopartikiillerinin FTIR analiz spektrumu.

®
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Sekil 4.4. PHEMA yapis1 ve yapida bulunan baglarin gosterimi.
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4.2. Nanopartikiil Kaph Cip Yiizeyinin Tanimlanmasi

Nanopartikiil kaplt QCM ¢ipin ylizey tabakasinin kalinlig: elipsometre cihazi
kullanilarak analiz edildi. Kalinlik 6l¢timleri 532 nm dalga boyunda 62°° lik gelis
acisinda gerceklestirilmistir. Ol¢iimler dnce yiizeyi kaplanmamis QCM igin daha
sonra polimerle kaplanan QCM ylizeyi igin gergeklestirilmistir. Yiizey kalinligi
hesaplama programinda BK7+ 20 nm altin + 87nm polimer katmani verisi elde
edilmistir. Yilizey kalinhigi sonuglar1 Zeta-sizer olgtimleri ile karsilastirilarak
sonuglarin uyumlulugu gosterildi. Naopartikiillerin boyut dlgiimlerinden elde edilen
sonu¢ 73.22 nm oldugundan 20 nm’ lik bos ¢ip lizerinde 87 nm’ lik polimer katmani
verisinin elde edilmesiyle QCM ¢ip ylizeyinin nanopartikiillerle homojen olarak
kaplandig1 anlasildi.

PHEMA ile kaplanan QCM ¢ip yiizeyinin hidrofobiklik derecesinin
belirlenmesi i¢in temas acist dl¢limleri yapildi. Cipin hidrofobiklik derecesinin
nanopartikiil ¢ozeltisi eklendikten sonra azalmasi, dolayisiyla antikor baglanmasi
icin uygun yapinin olustugunun anlasilmasi gerekmektedir. Temas ac¢is1 6l¢iimleri
icin bos QCM ile nanopartikiille kaplanmis QCM ylizeyine 1 damla su damlatilarak
yapisik damla yontemi araciligiyla temas agict belirlenmistir. Yapisik damla
yonteminde ¢ip ylizeyinin farkli bolgelerine su damlatilarak 5 ayr1 fotograf ¢ekilmis
ve her bir damla i¢in ayr1 temas acis1 degerleri belirlenmistir. Damlacigin kat1 ylizey
ile temas ettigi sag ve sol temas noktalarinin ortalamasi alinarak ortalama temas agisi
degerleri elde edilmistir. Olgiimler sonucunda bos QCM yiizeyinin temas agis1 85+
1.72 iken nanopartikiil kapli ¢ip yiizeyi i¢in bu deger 66.82+ 5.71 olarak
bulunmustur. PHEMA nanopartikiilleri incelemek i¢in taramali elektron mikroskopu
(SEM) kullanild1 ve nanometre boyutunda uzamsal ¢oziiniirliikklerine bakildi. SEM
olciimleri ODTU Merkezi Laboratuvar ARGE Egitim ve Ol¢me Merkezi Elektron
Mikroskopi Laboratuvari’nda QUANTA 400F Field Emission cihazi kullanilarak
yapilmistir. SEM ile nanopartikiillerin yiizey morfolojisinin detaylari ve partikiil
boyutunun dagilimi incelendi. Zeta boyut dl¢iimiinde nanopartikiiller PBS ¢ozeltisi
icerisindeyken incelendiginden olduklarindan daha biiylik boyutlarda 6l¢iilebilirler.
Ayrica Zeta Ol¢iimli nanopartikiillerin dispersiyon ortaminda ne kadar stabil

olduklar1 hakkinda bilgi verirken, Zeta Glgiimlerinden farkli olarak SEM analizi
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¢ozelti igerisinde gerceklestirilmediginden nanopartikiillerin sentez boyutu hakkinda

daha dogru bilgi verebilmektedir [117].

Gri tonlamali
goriintii taramast

Mikron

Sekil 4.4. PHEMA yapisi ve yapida bulunan baglarm gosterimi.

Sekil 4.6. Bos QCM yiizeyine damlatilan suyun temas agisi 6lglimii.
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Gri tonlamali
goriintii
taramasi

Mikron

Sekil 4.7. Nanopartikiille kaplanmig QCM c¢ip yiizeyinin 3D goriintiisii.

Sekil 4.8. Nanopartikiil ¢ozeltisi ile islevsellestirilmis QCM yiizeyine damlatilan
suyun temas agis1 ol¢iimii.
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Tablo 4.1. Elipsometre ve temas agis1 6l¢iim sonuglart.

Elipsometre Temas Agist
(nm) (Bos QCM ¢ip yiizeyi)
Bos QCM ¢ip ylizeyi 20 Su damlas1
85+ 1.72
Nanopartikiille islevsellestirilmis QCM 87 Nanopartikiil ¢cozeltisi
¢cip yilizeyi 66.82+5.71

Sekil 4.9. SEM analizinde PHEMA nanopartikiillerinin QCM ¢ip ylizeyinde 1pm
alandaki genel goriinlimii.

Sekil 4.9 da PHEMA nanopartikiillerinin QCM ¢ip tizerindeyken SEM ile
analiz sonucu gosterilmektedir. SEM analizi sonucunda nanopartikiillerin QCM ¢ip
yiizeyinde antikorlarin baglanmasi i¢in uygun, homojen ve tek tabakali bir yapi

olusturduklart gosterilmistir.
4.2.1. AFM Olciimleri

QCM c¢ip nanopartikiil ve HER2 antikoru ile modifiye edildikten sonra temas
acis1 Olgtimleriyle yiizey kalinliklar ol¢iilmiistiir. Buna ek olarak AFM ol¢iimleri ile
yiizeyde meydana gelen degisiklikler ayrintili olarak incelenmigtir. AFM

Ol¢iimlerinde cihazinda atomik boyutlara kadar sivriltilmis igne ucu bulunmaktadir.
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Bu igne ucu sayesinde Ornek yiizeyi yiiksek ¢oziiniirliikte ve iic boyutlu yapida
incelenebilmektedir. AFM {i¢ farkli teknik yardimiyla 6rnek yiizeyinin morfolojisi
hakkinda bilgi vermektedir. Bunlar; ignenin yiizeye temas ettirilerek uygulandigi
temas yontemi, ignenin ylizeye temas ettirilmeden uygulandigi temassiz yontem ve
ignenin Ornek yilizeyine vurularak uygulandigi vurma ydntemidir. Bos QCM ¢ip
yiizeyi, PHEMA kapli QCM yiizeyi ve HER2 antikoru kapli QCM ¢ip ylizeyinin
morfolojisi vurma (tapping) modunda belirlenmistir. Her bir ¢ipin yiizeyinin
goriintiilemesinin yan1 sira faz farkliliklarina da bakilarak nanopartikiil ve antikor

bagh ylizey ayrintili olarak goriintiilenmistir.

Sekil 4.10. Sum boyutta ¢ekilmis bos QCM c¢ip yiizeyinin 3D AFM goriintiisii.

Sekil 4.11. Sum boyutta ¢cekilmis PHEMA kapli QCM ¢ip yiizeyinin 3B AFM
goruntisi.
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Sekil 4.12. 500nm boyutta PHEMA kaplit QCM ¢ip ylizeyinde nanopartikiillerin
gorunumi.

Sekil 4.13. Sum boyutta ¢ekilmis PHEMA ve HER2 antikoru kaplt QCM ¢ip
yiizeyinin 3B AFM goriintiisii.
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Sekil 4.14. 500nm boyutta PHEMA kapli QCM ¢ip ylizeyinde nanopartikiiller ve
HER2 antikor molekiilleri.

4.2.2. FTIR Olciimleri

FTIR ol¢iimleri bos QCM cip ylizeyi ile PHEMA kapli QCM ¢ip yiizeyinde
gerceklestirilmistir. Bu Ol¢limler ile temas agisinda gosterilen kalinlik artisina ek
olarak molekiiler diizeyde PHEMA nin altin ylizeye baglanmasiyla meydana gelen

degisimler incelenmistir.
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Sekil 4.15. Bos QCM ¢ip yiizeyinin FTIR analizi.
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Sekil 4.16. PHEMA kapli QCM ¢ip yiizeyinin FTIR analizi.
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Sekil 4.17. Bos QCM c¢ip ylizeyi (mavi), PHEMA nanopartikiilleri (kirmizi) ve
PHEMA kapli QCM c¢ip yiizeyinin (sar1) FTIR analizlerinin ¢akistirilmisg
goruntisu.

4.3. Es Zamanh Hiicre Saptanmasi

Yalniz HER2 antikoru bagli QCM ¢ipi ilk olarak 0.1 M pH 7.4 PBS tamponu
yiizeyinden perilstaltik pompa aracilifiyla gecirilerek dengelenmistir. Bu islem
Olgtimler oncesi Her2/neu, Notch4 ve transferrinin birlikte baglandig1 ¢ip igin de
tekrarlanmigtir. Dengeye getirilen frekans sonrasinda her iki QCM sistemine
SKBR3, MDA-MB 231 ve fibroblast hiicreleri i¢in 10-500 hiicre/ml iceren ¢ozeltiler
0.5 ml/dk hizla sensér yilizeyinden gegirilip hiicre yogunlugundaki artisin QCM
sensoriinden elde edilen yanitta artis sagladigi kaydedilmistir. ki farkli sensor
sistemindeki her bir hiicreye yanit ayr1 ayr1 incelendi. Her iki ¢ip sistemi i¢in artmis
HER2 reseptor seviyelerine sahip SKBR3 hiicre hattinda ¢ip yiizeyindeki
baglanmanin maksimum oldugu, yani sistemin tepkisinin dogrusal oldugu platoya 8
dakika sonra ulasild1 ve veriler kaydedildi. Hiicrelerin sistemden ¢ikarilmasi i¢in 1M
NacCl sisteme verildi ve tiim baglama, ¢ikarma ile rejenerasyondan olusan tim dongi
yaklasik 15 dakikada tamamlandi. Beklenildigi gibi yalniz HER2 bagh ¢ip ile Her2,
Notch4 ve transferrinin birlikte baglandigi cipte MDA-MB 231 ve fibroblast

hiicreleri i¢in herhangi bir baglanma yaniti alinamadi. Artan hiicre sayisindaki
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uygulamalardan elde edilen veriler tespit degerinin belirlenmesi igin kullanildi.

Saptama sinir1 denklemi (LOD):

_ 338
LOD = = (4.1)

Formiil 4.1’ de S kesisimin standart sapmasidir ve m regresyon c¢izgisinin
egimidir [118]. Sensoriin tespit limiti (LOD) belirtilen ¢alisma kosullar1 altinda tespit
edilen ancak zorunlu olarak miktar1 6l¢iilmeyen, analitin en diisiik konsantrasyonu
olarak ifade edilir. LOD’nin yani sira sensoriin tespit miktar siirmni belirten LOQ,
belirtilen ¢alisma kosullar1 altinda kabul edilebilir hassasiyet ve bu kabul edilebilir

hassasiyetle belirlenen analitin en diisiik konsantrasyonudur [119].

0,5
0,45
0,4
0,35 e 5,00 Hiicre/ml
0,3 e 2 50 Hiicre/ml
£ 0,25 100 Hiicre/ml
0.2
015 s 500 Hiicre/ml
U,l e | () Hiicre/ml
0,05
0
0,05 0 1 2 3 4 5 6 7 8

Sire / dk

Grafik 4.1. HER2 bagli QCM sensér yiizeyindeki (hiicre/cm?) birim alanda meydana
gelen SKBR3 hiicrelerinin baglanmasiyla meydana gelen kiitle artis1.
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Grafik 4.2. HER2 bagli QCM sensér yiizeyindeki (hiicre/cm?) birim alanda meydana
gelen SKBR3 hiicrelerinin baglanmasiyla meydana gelen frekans

degisimi.
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Grafik 4.3. HER2, Notch4 ve transferrin bagli QCM sensdr yiizeyindeki (hiicre/cm?)
birim alanda meydana gelen SKBR3 hiicrelerinin baglanmasiyla
meydana gelen kiitle artig.
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Grafik 4.4. HER2, Notch4 ve transferrin bagli QCM sensdr yiizeyindeki
(hiicre/cm?2) birim alanda meydana gelen SKBR3 hiicrelerinin
baglanmasiyla meydana gelen frekans degisimi.

Deney sonucunda yalniz HER2 bagli sensorden elde edilen LOD degeri 10
hiicre/ml’dir. Yalniz HER2 bagli sensoriin tespit limiti (LOD) Grafik 4.1 ve 4.2°de
gosterildigi gibi 10 hiicre/ml olarak bulunmustur. Sistem etkinliginin gelistirilmesi
icin ¢oklu analiz yapilmasina imkéan taniyan birden fazla ligant ve antikorlarla
denenen QCM sisteminin etkinligi ise Grafik 4.3 ve Grafik 4.4’de gosterildigi gibi 4
hiicre/ml bulunmustur. Ayrica HER2 bagl sensoriin LOQ degeri 20 hiicre/ml iken
HER2, Notch4 ve transferrin bagli sensoriin LOQ degeri 10 hiicre/ml olarak
bulunmustur.

Denge verilerinin  modellenmesi Langmuir, Freundlich ve Langmuir

Freundlich izoterm modeli [120] kullanilarak yapildi.

AmcC

Langmuir : Am = ——+ ) (4.2.)
Freundlich : Am = Amy,q,(C)Y" (4.3)

1
Langmuir — Freundlich : Amy,q,(C)n/Kp + (€)™ 4.4))

Formiil 4.2, 4.3, ve 44> de yer alan Am bir QCM sensor yiizeyindeki

(hiicre/cm?) birim alanda meydana gelen kiitle artisin1 tanimlarken C hiicre sayisini



41

gostermektedir (hiicre/ml). 1/n Freundlich iissiidiir, ka (hiicre/ml) ve kd (s}) ileri ve

geri kinetik hiz sabitleridir. KA (hiicre/ml) ve KD (ml/hiicre) ileri ve geri denge

sabitleriyken ex, max ve eq sirasiyla deneysel, maksimum ve dengeyi gosterir.
Denge kinetik analizi yapildiktan sonra sirasiyla ka ve kd’nin belirlenmesi

icin egrilerin egimlerini egri konsantrasyonuna karsi grafiklenerek egri egimleri

hesaplandi.
Scathard
0,5 -
04
L 0,3 -
E
<02 -
01 y =-96,594x + 0,4931
’ R?=0,9485
O T T T T T 1
0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006
Am

Grafik 4.5. HER2 bagli QCM ¢ip yiizeyindeki SKBR3 baglanmasina karg1 meydana
gelen kiitle artisinin hiicre sayisina kars1 Scathard grafigi.
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Grafik 4.6. HER2 bagli QCM gipte baglanma i¢in Langmuir denge izoterm modeli

egrisi.
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Grafik 4.7. HER2 bagli QCM ¢ipte baglanma i¢in Freundlich denge izoterm modeli
egrisi.
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Grafik 4.8. HER2 bagli QCM ¢ipte baglanma i¢in Langmuir-Freundlich denge
izoterm modeli egrisi.
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Grafik 4.9. HER2,Notch4 ve transferrin baglit QCM c¢ip yiizeyindeki SKBR3
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Grafik 4.10. HER2, Notch4 ve transferrin bagli QCM ¢ipte baglanma i¢in Langmuir
denge izoterm modeli egrisi.
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Grafik 4.11. HER2, Notch4 ve transferrin bagli QCM c¢ipte baglanma i¢in
Freundlich denge izoterm modeli egrisi.
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Grafik 4.12. HER2 bagli QCM ¢ipte baglanma i¢in Langmuir-Freundlich denge
izoterm modeli egrisi.
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Adsorpsiyona dayali bu o6lgiimlerde tipki denge reaksiyonunda oldugu gibi
belirli miktardaki adsorplayici ile ¢ozelti temas ettirildiginde, ¢ozeltide adsorplanan
maddenin derigsimi, adsorplayici yiizeydekilerle dengeye gelene kadar azalmaktadir.
Adsorpsiyon dengesi kurulduktan sonra ise beklendigi gibi adsorplanan maddenin
derisimi ¢ozelti igerisinde sabit kalmaktadir. Sicaklik bir¢ok denge tepkimesinde
adsorpsiyonu miktarini etkilediginden burada da adsorplayici ile adsorplanan madde
miktar1 sabit sicaklikta derisim fonksiyonu olarak ifade edilmektedir. Sabit sicaklikta
denge halindeki ¢ozeltide kalan ¢oziinen derisimine karsi birim adsoplayicinin
miktar1 grafiklenerek izotermi olarak bilinen sonug¢ fonksiyonlar1 elde edilir. Bu
fonksiyonlar Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich izoterm modelleri olup
hiicrelerin baglanma davranisini ve hiicreler ile antikor bagli nanopartikiillerin QCM

sensorii ile arasindaki olasi etkilesim modelini tanimlamak i¢in kullanildi.

Tablo 4.2. HER2 bagli QCM ¢ip i¢in izoterm degerleri.

Langmuir Freundlich Langmuir-Freundlich
Amax 0.32 Amax 10.6 Amax 1.86
Ka, hiicre/ml 0.037 1/n 0.29 1/n 0.05
Kb, ml/hiicre 26.8 R? 0.99 Ka, hiicre/ml 0.04
R? 0.92 Kb, ml/hiicre 21.37
R? 0.97

Tablo 4.3. HER2, Notch4 ve transferin bagli QCM ¢ip i¢in izoterm degerleri.

Langmuir Freundlich Langmuir-Freundlich
Amax 0.63 Armax 4.806 Amax 0.84
Ka, hiicre/ml 0.0076 1/n 0.22 1/n 0.05
Kb, ml/hiicre 130.15 R? 0.97 Ka hiicre/ml 0.012
R? 0.99 Kp, ml/hiicre 80.37

R? 0.98
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Yalniz HER2 ile HER2, Notch4 ve transferrin bagli oldugu QCM c¢ip i¢in
denge analizi, Langmuir, Freundlich ve Freundlich-Langmuir izoterm parametreleri
Tablo 4.2 ve 4.3’de verilmistir.

Tablo 4.2°de verilen parametrelerden elde edilen sonuglara gore, HER2 bagh
QCM cip yiizeyi i¢in regresyon katsayisinin en anlamli oldugu deger Freundlich
modelinden elde edilmistir. Freundlich izoterm modeli, bir adsorban yiizeyindeki
¢Oziinen konsantrasyonu ile temas ettigi sividaki ¢oziinen konsantrasyonu arasindaki
ampirik iliskiyi degerlendirmektedir. Buna gore, yalmiz HER2 bagli QCM c¢ipin
antikoru ve hiicreleri baglama modeli heterojen yiizeyler {lizerinde adsorpsiyona
dayali ve heterojen adsorbant alaninin oransal enerji dagilimli oldugunu gosteren
Freundlich modeli ile [121] uyumlu olarak belirlenmistir.

Tablo 4.3’de verilen parametrelere gore HER2, Notch4 ve transferrin bagh
QCM cip yiizeyi icin regresyon katsayisinin (R?) en anlamli bulundugu model
Langmuir izoterm modelidir. Langmuir izoterm modelinde adsorbanin, ¢6ziineni
baglayabilen ve farkli esdeger bolgelerden olusan ideal bir kati ylizey oldugu
varsayllmaktadir. Langmuir modelinde diiz diizlem iizerindeki bitisik alanlarda
¢Oziinen molekiiller arasinda higbir etkilesimin olmadig1 ve her adsorbe edici alanin
yalnizca bir ¢oziinen molekiilii tutabilecegi varsayilmaktadir. Elde edilen sonuglara
gore HER2, Notch4 ve transferrin bagli QCM c¢ipinin antikor ve hiicreleri baglama
modeli es enerji ve minimum yanal etkilegsime sahip homojen olarak dagilmis tek bir

tabaka olarak Langmuir [121] modeliyle uyumlu olarak belirlenmistir.
4.4. Secicilik Calismalar

Secicilik HER2/neu bagli QCM sensoriiniin SKBR3 hiicrelerini yiizeyine
baglayip tespit edebilme yeteneginin incelenmesi i¢in olduk¢ca Onemli bir
parametredir. Bu nedenle HER2/neu kapli QCM sensorii 1.929 fare fibroblast ve
MDA-MB 231 insan meme kanseri hiicrelerinin 10-500 hiicre/ml olmak {iizere
rekabet¢i adsorpsiyonu ic¢in kullanilmistir. HER2/neu baghh QCM sensorii SKBR3
hiicrelerine segici olup SKBR3 hiicreleri sensor yiizeyinden gecirildiginde sinyal
alinmis olup fibroblast ve MDA-MB 231 hiicreleri ¢ip yilizeyinden gegirildiginde
herhangi bir sinyal alinamamistir. Bu nedenle gelistirilen HER2 bagli QCM ¢ipi
MDA-MB 231 ve L929 fibroblast hiicreleri icin secici degildir. HER2/neu QCM
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sensoOriiniin  se¢iciligini analiz etmek i¢in ise asagidaki terimler ve formiiller

kullanilmastir:

Dagilim katsayisi: Kd = % (4.5.)
o s . __ Kd (meme kanserti)

Segicilik katsayisi: k = X (lbroblasD) (4.6.)

Goreceli secicilik katsayisi: k' = k(4b—NP) QCM biyosensor (4.7.)

k (NP) QCM biyosensor

Formiil 4.5, 4.6 ve 4.7’ de yer alan Ci (hiicre/ml) baslangigta ve Cf (hiicre/ml)
son SKBR3 hiicre sayisidir. Antikor bagli QCM ve yalniz PHEMA bagli QCM

sensoril i¢in secicilik katsayilari (k) ve goreceli segicilik katsayilari ise (k”)’dir [120].

0.75
B HER-PHEMA
g 0.5 Nanopartikilleri
PHEMA
Nanopartikiilleri
0,25
=
. : .- =
1 2 3

Sekil 4.18. PHEMA nanopartikiillerinin ve HER2 bagli PHEMA partikiillerinin Am
degerleri (1: SKBR3, 2: MDA-MB 231, 3: Fibroblast hiicreleri).

Tablo 4.4. HER2 bagl ve bagli olmayan QCM ¢ip i¢in Am, k ve k’ degerleri.

Hiicreler Antikor bagli QCM ¢ip Antikor bagli olmayan QCM c¢ip
Am k Am k k’
SKBR3 0.44 - 0.063 -
MDA-MB 231 | 0.081 5.43 0.071 0.86 6.32
L929 Fibroblast | 0.061 7.21 0.071 0.86 8.40
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Sekil 4.19. PHEMA nanopartikiillerinin ve HER2, Notch4 ve transferrin bagl
PHEMA partikiillerinin Am degerleri (1: SKBR3, 2: MDA-MB 231, 3:
Fibroblast hiicreleri).

Tablo 4.5. HER2, Notch4 ve transferrin bagli ve bagl olmayan QCM ¢ip i¢in Am, k
ve k’ degerleri.

Hiicreler Antikor bagli QCM ¢ip Antikor bagli olmayan QCM¢ip | kK’
Am k Am k
SKBR3 0.58 - 0.061 . -
MDA-MB 231 | 251 2.31 0.051 1.20 1.93
L929
Fibroblast 0.201 2.89 0.071 0.86 3.36

Tablo 4.4 ve 4.5° de yalniz HER2 bagli ve HER2, Notch4 ve transferrin bagh
sensorlerin segiciliklerine iligkin veriler gosterilmistir. Sekil 4.18” de goriildigi gibi
Am degerleri grafiksel gorsel ile PHEMA ve yalmz HER2 bagli PHEMA
nanopartikiilleri i¢in karsilastirllmistir. Elde edilen grafikte 1 numaradaki kolon
SKBR3 hiicrelerinin baglanmasiyla meydana gelen Am degerlerindeki artis1 temsil
etmektedir. Tablo 4.4° de verildigi gibi HER2 bagh ¢ipte meydana gelen Am 0.44
iken HER2 bagli olmayan ve yalnizca PHEMA nanopartikiillerini iceren ¢ipte ise
Am 0.063’diir.

Tablo 4.5 ile Sekil 4.19’ da ise ¢oklu analiz igin HER2, Notch4 ve transferrin
bagli PHEMA nanopartikiillerinin Am degerleri gosterilmektedir. Burada da HER2
bagli PHEMA partikiillerinde oldugu gibi SKBR3 hiicrelerinin membraninda
bulunan HER2 reseptoriine karsi segici oldugu gosterilmistir. SKBR3 i¢in HER2,
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Notch4 ve transferrin bagh ¢ipte Am degeri 0.58 iken yalnizca PHEMA bagl cipte
bu deger 0.061° dir.

4.5. Tekrar Kullanilabilirlik

Dengeleme baglayict rejenerasyon dongiileri 10-500 SKBR3 hiicre/ml
kullanilarak 5 kez tekrar edildi.

1
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Sekil 4.20. HER2 bagli QCM ¢ip i¢in tekrar kullanilabilirlik degerleri igin yapilan
rejenerasyon dongiileri.

Sekil 4.20° de gosterildigi gibi HER2 bagli QCM ¢ipin 5 dongii boyunca
baglanma kapasitesinde herhangi bir azalma olmadigi gosterilmis ve tekrar

kullanilabilirligi 250 hiicre/ml olarak bulunmustur.
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Sekil 4.21. HER2, Notch4 ve transferrin bagli QCM ¢ip igin tekrar kullanilabilirlik
degerleri i¢in yapilan rejenerasyon dongiileri.
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Sekil 4.21° de ise HER2, Notch4 ve transferrin bagli QCM ¢ipin 5 déngii
boyunca baglanma kapasitesinde herhangi bir azalma olmadig1 gosterilmis ve tekrar

kullanilabilirligi 500 hiicre/ml olarak bulunmustur.
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5. TARTISMA

Reseptor tirozin kinaz ailesinin bir liyesi olan HER2 membran reseptorii
normal ve malignant kanser hiicrelerinin 6nemli bir¢ok hiicresel sinyallesme yolunda
gorev almaktadir. HER2, yalniz meme epitel hiicrelerinde bulunmayip ayni zamanda
kolon, mide, yumurtalik, akciger ve rahim hiicre epitellerinde de bulunmaktadir.
HER2 ekspresyonundaki asir1 artis bu bolgelerde kanser hiicrelerinin olusumuna,
timoriin  sag kalimi ve metastazi i¢in de gerekli olan anjiyogenez ile agresif
davraniglarina katkida bulunmaktadir [28, 122]. Bu nedenle yiiksek HER2
ekspresyonu yiiksek mortalite orani ve insidansi ile meme kanseri hastalarinda kotii
prognoz ile iligkilidir [123]. Dolayisiyla HER2 ile iligkili tanima testlerinin ve
yontemlerinin 6nemi giderek artmaktadir. Yapilan tez calismasinda HER2 pozitif
meme kanseri hiicrelerinin erken tespit edilebilmesine imkan taniyabilecek kullanimi
kolay, giivenilir, etkili, hizli, duyarli, 6zgiil ve dogrudan gercek zamanli izlemeye
olanak saglayan QCM sensor sistemi gelistirilmesi amaglanmistir.

Molekiil tanima sistemleri ve stratejileri isaretli ve isaret gerektirmeyen
sistemler olarak ikiye ayrilmaktadir. Isaretli sistemlerde, hedef molekiil veya
molekiiler aktiviteyi belirlemek etmek icin kimyasal veya gegici olarak baglanip
molekiiliin yapisal 6zelliklerini potansiyel olarak degistirebilen hedef molekiilden
farkli molekiiller kullanilmaktadir. Bu yabanci molekiiller floresan, kemiliiminesan
veya elektrokimyasal yapida olabilmekte ve hedeflenen molekiiliin analizine imkéan
tanimaktadir. Isaret gerektirmeyen sistemlerde ise hedef molekiilii veya molekiiler
aktiviteyi belirlemek i¢in molekiiler agirlik, kirilma indeksi veya molekiiler yiik gibi
biyofiziksel dzellikler kullanilmaktadir [96]. Yapilan ¢alismada kiitle artisina dayali,
isaretleme gerektirmeyen QCM temelli bir biyosensor sistemi gelistirilmistir.
[saretleme gerektirmeyen sistemler, numune hazirlamak icin gereken maliyet ile
zamani Oonemli Ol¢lide azaltmalar1 ve gerceklesen reaksiyonlarin es zamanl olarak
dogrudan ve kolay takibini saglamalar1 agisindan oldukca faydali sistemlerdir.
[saretleme gerektirmeyen sistemler, cesitli alanlarda sunduklar1 bircok avantajlari
nedeniyle giiniimiiz teknolojik sistemlerinde ve birgok klinik ¢aligmada ilgi odagi
haline gelmistir. Bu nedenle gelistirilen HER2 bagli QCM sisteminin isaret

gerektirmeyen bir sistem olmasi maliyet, es zamanli 6lgiim ve zaman agisindan
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sundugu kolayliklarla klinik alanda uygulanan birgok tani yontemlerine gore oldukga
avantajlidir.

QCM sensoOr yiizeyinde bulunan altin yiizey sahip oldugu hidrofobisite
nedeniyle hidrofilik molekiilleri yilizeyine baglamasi miimkiin degildir. Bu nedenle
tez caligmasinda gelistirilmesi hedeflenen HER2 antikor bagli QCM ¢ipin
islevsellestirilebilmesi i¢in altin yiizeyin hidrofilik bir yapi ile modifiye edilmesi
gerekmektedir. Bu amacla sahip oldugu -OH gruplariyla hidrofilik oldugu bilinen ve
daha once QCM iizerine eklenerek QCM ¢ipin altin yiizeyinin modifikasyonunu
saglayarak ¢ip ylizey alanimi ve hassasiyetini arttiran poli 2-hidroksietilmetakrilat
nanopartikiilleri (PHEMA) tercih edilmistir [108, 109, 124]. Hassasiyetin ve yiizey
alaniin arttirtlmasi, HER2 ekspresyonunun arttigi SKBR3 hiicrelerinin segici tespiti
icin 6nemlidir. Bu nedenle ilk olarak PHEMA sentezlendi ve QCM ¢ip yiizeyine UV
151k yardimiyla tutturuldu (fiksasyon). Cip ylizeyine PHEMA nanopartikiillerinin
tutturulmasindan sonra yapilan islemin kantitasyonu i¢in ¢esitli karakterizasyonlar
yapildi. PHEMA nanopartikiilleri FTIR ile karakterize edilirken QCM ¢ip yiizeyi
elipsometri, temas agist Olglimleri ve atomik kuvvet mikroskopisi ile analiz
edilmistir.

FTIR  yontemi ile PHEMA nanopartikiillerinin  molekiiler bag
karakterizasyonu yapilmistir. PHEMA yapisindaki fonksiyonel gruplarin analizi ile
monomer ve polimer yapidaki bilesigin ayni olup olmadigi, baglanma yerleri ve
yapidaki baglarin durumu incelenerek polimerlesmenin gerceklesip gerceklesmedigi
kontrol edilmistir. FTIR 6l¢timiinde molekiildeki her bir fonksiyonel grubun spesifik
infrared bantlari bulunmaktadir [125]. FTIR Ol¢iimleri sonucunda Sekil 4.3” de
gosterildigi gibi 2925 cm™ deki bandin (CH2-CHs) gerilmesine, 1722 cm™ deki
bandin HEMA ester grubunun (C=0) karboniline, 3417 cm™* deki genis bandin ise
HEMA’ da bulunan hidroksil grubunun (-OH) karakteristik gerilmesine ait oldugu
gosterildi. Bu sonuglardan PHEMA nanopartikiillerinin HEMA monomerinden
sentezinin basarili bir sekilde tamamlandigi ve QCM ¢ip yiizeyine baglandigi
saptandi.

Sekil 4.5 ve Sekil 4.7° de sirasiyla bog QCM yiizeyi ve PHEMA kapli QCM
yiizeyi verilmistir. Elipsometre yontemiyle elde edilen verilerle QCM ylizeyindeki
87 nm’ lik kalinlik artisiyla sentezlenen 73.22 nm’ lik PHEMA nanopartikiillerin
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boyutlart arasinda dogru orant1 bulunmus ve QCM yiizeyin PHEMA ile basarili bir
sekilde kaplandigir anlasilmistir. Elipsometre Ol¢limlerinden QCM ¢ip yiizeyinin
PHEMA ile kaplandig1 gosterildikten sonra temas agis1 dlgilimleri yapilarak yiizey
hidrofobisitesi degerlendirilmistir. Sekil 4.6 ve Sekil 4.8’ de sirasiyla bos QCM
¢ipinin ve PHEMA kapli QCM ¢ipinin yiizeylerine damlatilan suyun altin yiizey ile
olusturdugu agilar gosterilmistir. Tablo 4.1’ de 5 kez tekrarlanan ve ortalamasi alinan
temas agis1 verileri 6zetlenmistir. Yiizeydeki hidrofobisite azaldik¢a su damlasinin
¢ip yiizeyi ile yapacag1 agmin da diismesi beklenmektedir. Ol¢iimler sonucunda bos
QCM yiizeyine damlatilan su damlast ile yiizey arasindaki a¢1, nanopartikiil kapl ¢ip
yiizeyinin su damlas: ile arasindaki agidan yaklasik 28" daha fazla bulunmustur.
Daha onceki QCM ile iligkili calismalarda c¢ip yiizeyinin 06zellikle hidrofilik
molekiilleri baglamaya uygun hale getirilmesi icin PHEMA ile modifikasyonu
basarili bir sekilde gergeklestirilmistir [108, 109, 125]. Burada da, normalde
hidrofobik olan altin yilizeyin nanopartikiillerle kaplanarak hidrofilik 6zelliginin
arttirildigi dolayisiyla antikorlarin ve transferrinin baglanmasi i¢in uygun bir yiizey
olusturuldugu gosterilmis oldu. Ayrica Sekil 4.9’ da verilen SEM analiz goérintiisii
ille PHEMA nanopartikiillerinin QCM yiizeyinde homojen olarak dagilim
gosterdikleri ve tiim ylizeyi kapladiklar1 gosterilmistir. PHEMA ile altin ¢ip ylizeyi
kaplandiktan sonra HER2 reseptor antikoru ile modifiye edilerek SKBR3 meme
kanseri hiicrelerinin yiiksek se¢icilik ve hassasiyet ile tespiti amaglandi.

Sekil 4.15 ve 4.16’° da bulunan sirasiyla bos QCM ¢ipinin altin yiizeyi i¢in ve
PHEMA kapli QCM yiizeyi i¢in FTIR analiz sonuglar1 verilmistir. Sekil 4.15” de
2854 cm? ile 2926 cm™ arasindaki bant yiizeyde bulunan altin elementinin C-H
baginin gerilmesine aittir. PHEMA nanopartikiillerinin baglar1 FTIR analizi
sonucunda elde edilen spesifik bant araliklar1 Sekil 4.3” de verilmistir. Sekil 4.17° de
bos QCM c¢ip ylizeyi, PHEMA nanopartikiilleri ve PHEMA kapli QCM ¢ip yiizeyi
icin cakistiritlmig FTIR sonucu verilmistir. Sekil 4.17° ye bakilarak karsilastiriima
yapildiginda, C-H bag gerilmesinin yerini 3234 cm™” de PHEMA’ da bulunan -OH
grubunun bag gerilmesi aldig1 goriilmektedir. Ayni sekilde 1725 cm™ de PHEMA’
nin C=0 bagmin gerilmesi, ¢ip iizerinde 1742 cm™’ deki aldehit bag [7] gerilmesinin
yerini almistir. Altin elementinin 851 ¢cm™’ de bulunan genis aromatik C-H bag

gerilmesinin yerini ise 1140 cm™ de ester (-C-O-C) grubu almistir. Tiim bu
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karsilagtirmali sonuglardan elde edilen verilerle, QCM ¢ipinin altin ylizeyinin
PHEMA nanopartikiilleriyle basarili bir sekilde kaplandig gosterilmistir.

Temas agisi, elipsometre ve SEM analizlerine ek olarak bos QCM c¢ip yiizeyi,
PHEMA kapli QCM cip yiizeyi ve PHEMA ile HER2 antikorunun bagli oldugu ¢ip
yiizeyi i¢cin AFM analizleri yapildi. AFM analizleri ile ¢ip ylizeyinin ayrintili
morfolojisi  goriintiilenerek temas acgis1  Olglimlerinde elde edilen kalinlik
degisimlerine 3 boyutlu goriintiiler ile kantitasyon saglandi. Sekil 4.10, 4.11 ve 4.13’
de sirastyla bos QCM altin yiizeyinin, PHEMA kapli QCM yiizeyinin ve PHEMA ile
HER2 antikorunun kapli oldugu QCM yiizeyinin 5 um’ lik alanda morfolojisi
gosterilmektedir. Elde edilen AFM goériintiileriyle sensor yiizeyinde PHEMA’ dan
olusan polimerik nanopartikiil yapisinin homojen bir sekilde olusturuldugu acgikga
gosterilmektedir.

QCM ¢ip yiizeyinin modifikasyonunun ardindan yalniz HER2 bagl ¢ip
yiizeyinden es zamanli hiicre ¢ozeltileri gecirilmistir. QCM sensor yiizeyi icin
hiicre/cm? birim alanda meydana gelen kiitle artislar1 (Am) QCM sensér sistemindeki
baglanmay1 dolayisiyla segiciligi belirleyen 6nemli bir parametredir [120]. Tablo
4.4’ de HER2 bagli QCM sensor yiizeyi i¢cin Am degerleri 6zetlenmistir. HER2 bagh
sensOr yiizeyinde Am 0.44 iken HER2 bagli olmayan ve yalnizca PHEMA
nanopartikiillerini igeren ¢ipte ise Am 0.063 olarak bulunmustur. Am degerinde
meydana gelen artis, QCM ¢ip yiizeyinde bulunan antikorun hiicreleri baglamasi ile
dogru orantili olarak artmaktadir. Buradaki artistan da anlasildigi gibi QCM sistemi
SKBR3 hiicre membraninda bulunan HER2 reseptoriine secici olarak baglanmis ve
¢ip ylizeyinde yaklasik 7 kat kiitle artisina neden olmustur. MDA-MB 231 hiicreleri
icin yalmiz HER2 bagh ¢ip yiizeyinde Am degeri 0.081 iken yalniz PHEMA bagh ¢ip
yiizeyinde bu deger 0.071 olarak bulunmustur. Fibroblast hiicreleri icin ise bu
degerler sirastyla 0.061 ve 0.071 olarak elde edilmistir. MDA-MB 231 hiicreleri i¢in
yalniz HER2 bagh ¢ip yiizeyindeki kiitle artis1 yaklasik 1.14 kat iken fibroblast
hiicreleri icin ¢ip ylizeyinde herhangi bir kiitle artist meydana gelmemistir. Ayni
zamanda HER2 bagli QCM ¢ipten elde edilen segicilik katsayilar1 da karsilastirilmali
olarak Tablo 4.4’ de 6zetlenmistir. HER2 bagli ¢ip, HER2 bagli olmayan ¢iple
karsilastirildiginda, SKBR3 hiicreleri MDA-MB 231 hiicrelerine gore 6.32 kat,

fibroblast hiicrelerine gore ise 8.40 kat daha fazla secicilige sahip olarak
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bulunmustur. Boylelikle QCM etkinliginin SKBR3 hiicrelerini hassas tespit etmesi
icin HER?2 antikoru kullanilarak arttirilabilecegi gdsterilmistir.

Es zamanli hiicre analizlerinin ardindan HER2 bagli QCM c¢ipin tespit limiti
(LOD) 10 hiicre/ ml olarak bulunmustur. Simdiye kadar literatiirde bulunan HER2
antikoruna spesifik en hassas tespit saglayan sistem Zhu, Y. ve arkadaslari tarafindan
yapilmistir ve LOD degeri 26 hiicre/ ml’ dir. Zhu, Y. ve arkadaglar1 tarafindan
yapilan bu g¢alismada SKBR3 hiicrelerini HER2 reseptorii araciligiyla tespiti i¢in
anti-HER2 antikorunu AuNP’lere absorbe ettikten sonra camsi karbon elektrot
yiizeyine immobilize ettikleri sandvi¢ yapisin1 kullanmistir. Daha sonra HER2
reseptorlerine 6zgli RNA aptamerleri tarafindan modifiye edilmis AuNP’ler
kullanmiglardir. Hidrazin ile indirgenen gilimiis iyonlart AuNP’lerde depolanmis,
kare dalga voltametrisiyle tespit edilmis ve sistemin LOD degeri 26 hiicre/ ml olarak
bulunmustur [126]. Bu tez ¢alismasinda gelistirilen HER2 bagli QCM sensor ise elde
edilen 10 hiicre/ ml LOD degeriyle daha hassas bir sensoér modeli olusturmustur.
Bunun nedenleri aptamer degil antikor kullanilmis olmasi, altin degil polimerik
nanopartikiil kullanilmasi ve QCM temelli olmasidir. Dolayisiyla, hassasiyetine ek
olarak maliyet acisindan da avantajlidir.

Literatiirde daha 6nce HER2 tanimaya yonelik QCM sistemi bulunmasa da
HER2 hedefli baska sensor ¢alismalar1 bulunmaktadir. Ornegin, Poturnayova, A. ve
arkadaslarmin yapmis olduklar1 c¢alismada, HER2 reseptoriine spesifik akustik
aptasensoOr gelistirilmis ancak hiicre saptama smirlarini HBS aptamer temelli
sensorde 1574 ml/ hiicre, HeA2 3 aptamer temelli sensérde ise 1418 hiicre/ml’den
550 hiicre/ ml” ye diistirebilmislerdir [127]. Yontemlerinde akustik sensor yiizeyine
neutravidin aracili biyotinlenmis DNA aptamerleri immobilize edilmis ve spesifik
tespit yapmuslardir ancak hiicre tespit limitleri bu ¢alismada yapilan QCM ¢ipin
tespit limitinden yiiksek bulunmustur. Ek olarak bu ¢alismada DNA aptamerleri veya
neutravidin gibi pahali biyolojik molekiiller kullanilmamus, eldesi kolay ve dayanikli
PHEMA partikiilleri tercih edilerek yalnizca tek basamakta QCM ¢ip yiizeyi antikor
cozeltisi icin uygun hale getirilmistir. PHEMA kullanarak Poturnayova, A. ve
arkadaslarinin akustik sensorde karsilastiklar1 hiicre katman kalinhiginin kayma

dalgas1 penetrasyon derinligine kiyasla biiyiilk olmasi dolayisiyla hiicre tespitin
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zorlagmasi gibi engellerle karsilasilmamis ve QCM sisteminin daha kullanish
olabilecegi gosterilmistir.

Benzer bir calismada Lu, W. ve arkadaslari multifonksiyonel (monoklonal
anti-HER2 ve S6 RNA aptamer konjugatli) yuvarlak sekilli AuNP temelli
nanokonjugat olusturmus, kolorimetrik yontem ve iki foton sacilmasi testlerini
kullanarak meme kanseri hiicrelerini tespit etmiglerdir.Yontem QCM sensor
sistemiyle iligkili olmasada 100 hiicre/ ml gibi hassas LOD degerinde SKBR3
hiicrelerini HER2 ekspresyonundan tespit etmislerdir [128]. Tiim bu ydntemlerin
ortak ozelligi ise SKBR3 hiicrelerini HER2 reseptor aracili tayin etmeleridir ancak

hicbir calismada bu amaca yonelik QCM sensor sistemi kullanilmamustir.

Tablo 5.1. Meme kanseri hiicrelerini tanimaya yonelik yapilmis yontemler ve LOD

degerleri.
Tanima Sistemi LOD (hiicre/ml) Taminma Elemani Referans
Hidrazin- Au nanopartikiil 26 HER2 [126]
aptamer biyokonjugat
Oval sekilli Au nanopartikiil 100 HER2 [128]
bazli kolorimetrik yontem
H5B aptamer bazli akustik sensor 1574 HER2 [127]
HeA2 3 bazli akustik sensor 1418 HER2 [127]
Au nanopartikiil modifiye aptamer 550 HER2 [127]
Kitosan temelli QCM sensor 430 Folik asit [129]
Sizdiran yiizey akustik dalga aptasensor 32 MUCI1 [130]
QCM sensor 500 Transferrin [108]
Elektrokimyasal impedans sitosensor 10 Mannoz [131]
Elektrokimyasal impedans spektroskopisi 10 EpCAM [132]
QCM sensor 12 Notch4 [109]

Tablo 5.1° de de goriildigii gibi daha once yapilmis caligmalarda HER2
reseptoriinii tanimaya yonelik gelistirilen diisik LOD degerine sahip bir QCM
sistemi bulunmamaktadir ve bu nedenle yapilan bu ¢alisma oncii niteliktedir. Bu tez
calismast QCM ve antikor-ligant baglh sistemde denenen ilk ¢alisma olarak, QCM
etkinliginin HER2 antikoru kullanilarak HER2 pozitif agresif tiimor hiicrelerinin

hassas tespitinde etkin bir sistem olusturulabilecegini gostermistir. Daha onceki



58

calismalarda Notch4 ve transferrin bagli QCM sistemleri kullanilmistir ancak
SKBR3 hiicreleriyle denenmemis olmalarinin yani sira LOD degerleri gelistirmis
oldugumuz QCM sisteminden daha yiiksek bulunmustur.

HER2 bagli QCM sensoriin yani sira daha 6nce yapilan QCM ile antijen-
antikor temeline dayali hiicre tespit sistemlerine ek olarak bu ¢alismada ti¢ farkli
reseptore Ozgii antikor ve ligant ile islevsellestirilen QCM sensorlerinin etkinlikleri
karsilagtirilarak gelistirilen en etkin sensor sisteminin belirlenmesi amaglandi.
Laboratuvarimizda daha 6nce yapilan QCM-transferrin [108] ve QCM-Notch4 [109]
sistemlerine ek olarak, bu ¢alismada HERZ2, transferrin ve Notch4 antikoru bir arada
QCM ¢ip yiizeyine baglanarak ¢oklu antikor/ligantla islevsellestirilmis ilk QCM
bazli sistem elde edilmistir.

Coklu analiz i¢in yapilan HER2, Notch4 ve transferrinin bagl oldugu QCM
sensOr yiizeyi igin Am degerleri Tablo 4.5’ de 6zetlenmistir. HER2, Notch4 ve
transferrinin bagl oldugu cipte SKBR3 hiicreleri i¢in Am degeri 0.58 iken yalnizca
PHEMA nanopartikiillerinin bagl oldugu ¢ip yiizeyi i¢in bu deger 0.061°dir. Burada
HER2, Notch4 ve transferrinin bagli oldugu QCM yiizeyinde SKBR3 hiicreleri i¢in
yalnizca PHEMA bagl yiizeye gore yaklasik 9.5 kat kiitle artis1 elde edilmistir.
MDA-MB 231 i¢in bu degerler sirastyla 0.251 ve 0.051 iken fibroblast hiicreleri igin
0.201 ve 0.071” dir. MDA-MB 231 hiicreleri igin ¢ip ylizeyinde meydana gelen kiitle
artis1 yaklasik 4,9 kat iken fibroblast hiicreleri i¢in bu artis yaklasik 2,8 kat olarak
elde edilmistir. HER2, Notch4 ve transferrinin bagl oldugu ¢ipte SKBR3 i¢in 9.5 kat
kiitle artis1 elde edilmis olmasina ragmen HER2 bagh cipte 7 kat kiitle artist
meydana gelmistir. Bunun nedeni ¢ip yiizeyinde bulunan transferrininin de hiicre
taninmasinda katki saglamasindandir. Transferrin, tiim memeli hiicrelerinde oksijen
transportu, enerji metabolizmasi, hiicre biliylimesi gibi bircok metabolik yolaklarda
onemli rol oynayan demir elementinin hiicrelere alimindan sorumlu glikoprotein
yapili bir membran proteinidir [133]. Bu nedenle kanser gelisimine katki saglayan
onemli reseptorlerden biri olup kanser gelisimi sirasinda kanser hiicrelerinin
membranlarinda  ekspresyonlar1  artmaktadir  [86].  Transferrinin  hiicre
metabolizmasindaki rolii nedeniyle kanser ve kanser olmayan hiicrelerin
membraninda bulunduklarindan, QCM ¢ip iizerinde baglanan transferrinle SKBR3

hiicrelerine ek olarak fibroblast ve MDA-MB 231 hiicreleri de transferrin araciligiyla
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baglanarak taninmistir. Transferrine ek olarak Notch4, poliferasyon, farklilasma ve
apoptozis gibi onemli hiicresel gelisim yolaklarinda rol alan diger bir membran
proteinidir [51]. Artmis Notch4 ekspresyon seviyeleri kanser kok hiicrelerinin
devamliligin1 saglayan y-sekretaz ile iliskili sinyalleri indiiklemekte ve kanser
hiicrelerinin devamliligin1 saglamaktadir [134]. Daha oOnceki yapilan ¢alismalarda
MDA-MB 231 hiicrelerinde artmis Notch4 ekspresyonu belirlenmis ve potansiyel
terapi hedefi olarak gosterilmistir [135]. Her ne kadar hiicre taninmasinda Notch4 ve
transferrinin de katkisi olsa da yalniz SKBR3 i¢in segiciligin saglanabilmesi burada
onem tagimaktadir. Yalniz HER2 baglh ¢ip yiizeyinde MDA-MB 231 hiicreleri i¢in
1.14 kat kiitle artis1 meydana gelirken HER2, Notch4 ve transferrinin bagli oldugu
¢ip ylizeyinde bu kiitle artis1 4.9 kat olarak elde edilmistir. Bu sonugtan da anlasildigi
tizere yalniz HER2 bagli ¢ip yiizeyi SKBR3 hiicrelerini segici tanima konusunda
daha etkilidir. Elde edilen Am degerlerine dayanarak HER2 bagli QCM ¢ipinin
amaglandig: gibi fibroblast veya MDA-MB 231 hiicreleri i¢in degil yalnizca SKBR3
hiicreleri i¢in segici oldugu gosterilmistir.

HER2, Notch4 ve transferrin bagli QCM ¢ipten elde edilen segicilik
katsayilari karsilastirilmali olarak Tablo 4.5” de 6zetlenmistir. Elde edilen verilerden
HER2, Notch4 ve transferrinin bagl oldugu cipte, HER2, Notch4 ve transferrinin
bagli olmadig1 ¢ipe kiyasla SKBR3 hiicreleri, MDA-MB 231 hiicrelerine gore 1.93,
fibroblast hiicrelerine gore ise 3.36 kat daha fazla secicilige sahip olarak
bulunmustur. Ancak yalnmizca HER2 baglh c¢ipten farkli olarak HER2, Notch4 ve
transferrin bagl ¢ipte MDA-MB 231 hiicreleri ile fibroblast i¢in de bir baglanma s6z
konusudur. HER2, Notch4 ve transferrin bagli QCM ¢ipinde MDA-MB 231
hiicreleri icin SKBR3 hiicrelerine kiyasla 1.93 kat daha az segicilik bulunmustur
ancak yine de QCM ¢ip tarafindan MDA-MB 231 hiicreleri taninmistir. Bunun
nedeni, Notch4’iin MDA-MB 231 hiicrelerinde asir1 ekspresyona sahip olmasi ve ¢ip
tizerinde bulunan Notch4 antikoru tarafindan taninip tutulmasidir.

HER2, Notch4 ve transferrin bagli QCM ¢iptin LOD degeri 4 hiicre/ ml
olarak bulunmustur. Elde edilen verilerle daha 6nce QCM-transferrin kullanilarak
yapilan QCM sistemi [108] karsilastirildiginda 3 farkli reseptor ligant etkilesiminin
oldugu HER2, Notch4 ve transferrin bagli ¢ipin, Tablo 5.1’ de gosterilen QCM-
transferrin sisteminin 500 LOD degerine karsilik diisiik 4 LOD degeri ile birden fazla
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antikor kullanildiginda daha hassas hiicre tespiti sagladigi belirlendi. Ayrica QCM ve
antikor kullanilarak yapilmis diger bir ¢aligmada da, QCM-Notch4 kullanilarak
MDA-MB 231 tespitinde kullanilan sensdér sisteminin LOD degeri 12 olarak
bulunmustur [109] ve buradan da bu c¢alismada gelistirilen HER2, Notch4 ve
transferrin baglit QCM c¢ipinden elde edilen 4 LOD degeri ile yine 3 farkli reseptor
ligant etkilesiminin hiicre tespitinde simdiye kadar yapilan tiim ¢alismalardan daha
hassas Ol¢timler sagladig gosterilmis oldu.

Ayrica tekrar kullanilabilirlik testleri her iki ¢ip yiizeyi i¢in de uygulanmustir.
Sekil 4.20° de gosterildigi gibi yalniz HER2 bagh ¢ipin tekrar kullanilabilirligi 250
hiicre/ml iken Sekil 4.21° de gosterilen HER2, Notch4 ve transferrin bagl c¢ipin
tekrar kullanilabilirligi 500 hiicre/ml olarak bulunmustur. Elde edilen verilerden de
anlasildigi iizere, hazirlanan her iki QCM ¢ipi de uzun siire tekrar kullanilabilir olup
ayni zamanda 5 dongii boyunca baglanma kapasitelerinde bir degisiklik olmadigi i¢in

stabil yapidadirlar.
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6. SONUC VE ONERILER

QCM ¢ip ylizey alanmin arttirilmasi ve yiizey hidrofobisitesinin azaltilarak
antikor baglanmasina uygun hale getirilmesi i¢in hidrofilik PHEMA nanopartikiilleri
EDMA ve HEMA’ dan sentezlendi.

Sentezlenen PHEMA’ nin uygun boyut ve yapida basariyla sentezlendigi Zeta
Sizer ve FTIR analizleriyle dogrulandi.

Nanopartikiiller QCM ¢ip ylizeyine tutturuldu ve nanopartikiil bagli ¢ip
yiizeyinin Ozellikleri, temas agis1 Olglimleri, elipsometre, SEM ve AFM ile
incelenerek yilizeydeki kalinlik artis1 ve hidrofobisitenin azalmasiyla QCM yiizeyinin
modifikasyonunun istenen sekilde gerceklestirildigi saptandi.

Bos QCM ¢ip yiizeyi, PHEMA bagh ¢ip yizeyi ve HER2 ile modifiye
edilmis ¢ip yiizeyinin morfolojisi AFM ile inceleme sonucunda nanopartkiillerin ¢ip
yizeyinde homojen olarak dagildigni ve HER2 antikoru ile yiizeyin
modifikasyonunun gergeklestigi dogrulandi.

SKBR3, MDA-MB 231 ve fibroblast hiicreleri 10-500 hiicre/ml olacak
sekilde HER2 antikor ile islevsellestirilmis ¢ip ylizeyinden gegirilerek yapilan
Olgtimlerde elde edilen Am, k ve LOD degerleriyle HER2 ile islevsellestirilmis QCM
¢ipin SKBR3 hiicrelerini segici ve hassas sekilde tespit edebildigi anlasildi. Hiicre
baglanma kinetiginin Freundlich izoterm modeline uygun oldugu saptandi.

HER2, Notch4 antikorlariyla ve transferrin ile islevsellestirilerek yine QCM
temelli bir ¢oklu analiz sistemi gelistirildi. Boylece, SKBR3, MDA-MB 231 ve
fibroblast hiicreleriyle elde edilen Am, k ve LOD degerleri géz Oniine alinarak,
HER2, Notch4 ve transferrin ile islevsellestirilmis QCM c¢ipin SKBR3 hiicrelerini
daha onceki yapilmis caligmalara gore daha hassas ve segici sekilde tespit edebildigi
saptandi, farkli reseptor ligant etkilesiminin hiicre tespitine katki saglayarak daha
hassas Ol¢ciimlere olanak verdigi gosterildi. Bu sensor sisteminde de baglanma
kinetiginin Langmuir izoterm modeline uygun oldugu anlasilda.

HER2 antikor temelli QCM sisteminden daha hassas hiicre tanima amagl
yontem bulunmamaktadir. Dolayisiyla QCM sisteminde antikor-antijen temelli
HER?2 tespit eden bir ¢calisma ilk kez gergeklestirildi.

Gelistirilen bu sistemin diger elektrokimyasal sensorlere gore yiiksek afinite

ve diisiitk LOD degeri agisindan {istiin oldugu saptandi.
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Sonug olarak, tez galismasi sonucunda gelistirilen bu sistem, SKBR3 meme
kanseri hiicrelerinde incelenmis olsa da HER2/neu ekspresyonu gosteren diger meme
kanseri hiicrelerini ve diger kanser hiicrelerini belirlemek amaciyla kullanilabilecek
Ozgiil, hassas, hizli ve diisiik maliyetli bir sensor sistemi olusturulmustur. Etik kurul
izni alinmak kosulu ile gelistirilen kanser hiicresi taniyan sensér modelinin ileride

kanserin tan1 ve takibinde kullanilma potansiyeli bulunmaktadir.
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