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Meme kanseri hiicresi tanimlayan biyosensor
Breast cancer detecting biosensor

Ayse Kevser Ozden
Lokman Hekim Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Ankara, Tiirkiye

oz

Amagc: Bu calismada meme kanseri hiicrelerini membran reseptdrleri araciyla tanimlayabilen yiksek
hassasiyet ve 6zgllliikle ¢alisan hizli bir tani araci olusturmak hedeflendi. Kuvars kristal mikrodenge
(QCM) sistemi hicrelerin reseptorlerine 6zgi ligantlarla iglevsellestirilerek etkin bir biyosensor
gelistirmek amaclandi.

Gere¢ ve Yontem: Biyosensorler afinite prensibiyle ¢alisan biyoreseptér ve donistirici bélimden
olusan hassas tani araglandir. Kuvars kristal mikrodenge sistemi kuvars kristal rezonatérinin
frekansindaki minimal kitle artiglarina bagh degisimi saptar. QCM c¢ipi oOncelikle hazirladigimiz
polimerik nanopartikillerle kaplandi. Nanopartikiil tabakasinin Gizerine transferrin, no¢ 4 ve her2/neu
monoklonal antikoru gibi ligantlar baglanarak ylzey iglevsellestirildi. Modifiye edilen QCM ¢ip
yiizeyinin kimyasal ve fiziksel dzellikleri incelendi. Uglii negatif olarak bilinen meme kanseri hiicre hatti
MDA-MB 231 ve SKBR3 ile kontrol fibroblast hicreleri L929, kiiltirde c¢odgaltilarak deneylere
hazirlandi. Hicreler PBS iginde cip yizeyinden gegirildi ve QCM sisteminde hiicre tutunmasina bagli
olarak olusan frekans degisimleri saptandi. Gelistirilen biyosensor sisteminin bagdlanma kinetigi,
hassasiyeti ve tekrar kullanilabilirligi belirlendi.

Bulgular: QCM cipi kaplamak igin hazirlanan nanopartikillerin ¢api 73,22 nm ve polidispersitesi O,
229 olarak bulundu ve yuzeyi homojen bir sekilde kapladiklari gézlendi. Transferrin, no¢ 4 ve her2/neu
monoklonal antikoru ile iglevsellestirilen QCM’in saptama limiti 4-10 hiicre/ml olarak saptandi.
Baglanmanin Langmuir tipinde oldugu hesaplandi.

Sonug: Geligtirilen QCM temelli biyosensér meme kanseri hucrelerini reseptorleri araciligiyla hizli,
hassas ve segcici bicimde tanimladi. Biyosensor tekrarli kullanimda etkinligini korudu. Bu hizli tani
aracinin klinik uygulamalarda yer alabilece@i sonucuna varildi.

Anahtar Sozcukler: Meme kanseri, biyosensér, QCM, reseptor.

ABSTRACT

Aim: This study aims to develop a rapid system to detect breast cancer cells, which is highly sensitive
and selective. An efficient biosensor is aimed to be formed by functionalizing quartz crystal
microbalance (QCM) system with ligands those are specific for breast cancer cell membrane
receptors.

Materials and Methods: Biosensors are sensitive diagnostic devices based on affinity principle are
composed of a bioreceptor and a transducer. Quartz crystal microbalance (QCM) system detects the
changes in the frequency of crystal resonator created by minimal changes in the mass. QCM chip was
first covered with polymeric nanoparticles that we prepared. Its surface is functionalized by attaching
ligands like transferrin, notch 4 and her2/neu monoclonal antibodies on the nanoparticle layer.
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The chemical and physical features of modified QCM chip surface is analyzed. The human breast
cancer cells MCF 7, MDA-MB 231, SKBR3 and control fibroblast cells L929 are prepared for
experiments by growing in culture. Cells suspended in PBS are passed over the QCM surface and
frequency changes resulting from cell binding are recorded. The binding kinetics, affinity and

reusability of the biosensor is determined.

Results: The nanoparticles for coating the QCM chip had a diameter of 73, 22 nm and the
polydispersity was 0, 229. It is observed that they covered the surface homogeneously. The detection
limit of transferrin, notch 4 and her2/neu functionalized QCM was 4-10 cells/ml. Binding kinetics best

fitted to Langmuir type binding.

Conclusion: The QCM based biosensor detected breast cancer cells through their membrane
receptor rapidly with high affinity and selectivity. The biosensor retained its efficiency in repeated
usage. It is concluded that this rapid detection system may find a place in clinical applications.

Keywords: Breast cancer, biosensor, QCM, receptor.
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GiRiS

Kanser glnumuzdeki baslica saghk
problemlerinden birisidir. Meme kanseri heterojen
molekuler Ozellikleri olan ve kadinlarda en sik
gbzlenen kanser tiraddr. Meme kanseri igin
kullanilan tani yéntemleri pahali, zaman alici ve
bazan invaziv yapidadir (1). Meme kanseri
hlcresinin molekller o&zelliklerini  saptayarak
taniya destek olacak hassas ve hizli sistemlere
gereksinim vardir (2). Biyosensoérler meme
kanserinin molekuler belirteglerini etkin bigimde
saptayabilecek  aygitlardir. Temel  olarak
biyoreseptdr ve fizikokimyasal bir ddnusturtcu
olmak Uzere iki bélimden olusurlar. Dénustlrtcl
elektrokimyasal, optik, kalorimetrik veya kdtle
degdisimlerine dayali olabilir (3, 4). Kuvars kristal
mikrodenge (QCM) sensorler piazoelektrik
yapida olup iki elektrot arasina yerlegtiriimis ince
bir kuvars kristal igerirler. Ozel giplerinin yiizeyine
nanogram dlzeyinde bir kutle eklenmesiyle
olusan kuvars kristalin rezonansindaki degisimi
saptayabilen ¢ok hassas aygitlardir. Bu sistemde
etiketleme gerekmemekte ve opak bir c¢ozelti
icinde bile olsa hedef molekdlt
tanimlayabilmektedir (5, 6). QCM sistemi DNA,
aptamer, enzim, antikor veya mikroorganizma
gibi biyotanima elemani iceren c¢ok cesitli
formlarda hazirlanabilmektedir (7). QCM gibi
piazzoelektrik sensdrlerin antijen-antikor veya
ligant- reseptor etkilesimlerine olan duyarliligi
kanser hicrelerine  karsi  ylksek afinite
olusturmaktadir. Meme kanseri hicrelerinin
normal esdeger hicrelerine goére farkh ya da
fazlaca eksprese ettikleri reseptorleri vardir.
Ornegin, demir gereksinimi artmis olan meme
kanseri  hlcreleri membranlarinda  c¢okca
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transferrin reseptori bulundururlar (8.
Farkllasma sonucunda meme hicrelerinde
azalan nog¢ 4 reseptori de farklilagsma duizeyi
gerilemis olan meme kanseri hicrelerinde
tanimlanan bir reseptérdir (9). HER2/neu ise
epidermal blylime faktort reseptoérinin (EGFR)
mutant formudur ve meme kanserlerinin yaklasik
dortte birinde saptanmaktadir (10).

Bu calismada MDA-MB-231 ve SKBRS3 insan
meme kanseri hicrelerini her biri  hucreleri
tanimlamada araci olmus bu Ug reseptéra birlikte
hedefleyen etkin bir biyosensér hazirlanmasi ve
etkinliginin arastiriimasi amaclanmigtir. MDA-MB
231 yuksek metaztaz niteligi olan ancak her2/neu
eksprese etmeyen, SKBR3 ise bu reseptori
tasiyan meme kanseri hucreleridir. QCM c¢ipinin
yuzeyini hidrofiliklestirmek, protein bagdlama
Ozelligi saglamak ve ylzey alanini genigletmek
amaclyla p(HEMA) gibi polimerik
nanopartikillerle kaplanmasi planlanmistir. QCM
¢ipi nanopartiklil kaplandiktan sonra transferrin,
noc4 ve her2/neu antikorlariyla iglevsellestirilerek
etkin bir meme kanseri tani araci geligtiriimesi
amaclanmistir.

GEREG ve YONTEM
Nanopatrtikiillerin Hazirlanmasi

Poli(HEMA) nanopartikuller iKi cOzelti
karistirilarak hazirlandi. Bunun igin 93,7 mg
polivinil alkol (mw:100, 000) 50 ml suda
cozulerek hazirlanan surekli faza 14,4 mg

Sodyum Dodesil Silfat (SDS) ve 11,7 mg
NaHCO3 eklendi. Diger ¢ozelti de 50 miligram
(mg) Polivinil Alkol (PVA), 100 mililitre (mL)
iyonize edilmis suda ¢6zulip igcine 50 mg SDS,
0,45 mL Hidroksietil Metakrilat ile 1,05 mL Etilen
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Glikol Dimetakrilat eklendi. iki gozelti karigtirilarak
50,000 rmp de 30 dakika santrifuj edilerek
miniemulsiyon hazirlandi. Miniemdlsiyona
polimerizasyonu baglatmak igin 0,44 mg/mL
potasyum persulfat eklendi. Polimerizasyon
reaktérinde (Radleys Carousel 6, Essex, UK),
600 rpm de 40°Cde 24 saat calkalanarak
bekletildi. Alkol ve distile su ile yikamalardan
sonra 15 dakika sonikasyonla partikiller elde
edildi). Nanopartikiller sirasiyla %70’lik alkol,
deiyonize su ve piranha ¢ozeltisi ile yikanip 200
mmHg vakumlu firinda kurutulan altin QCM
gipinin lzerine damlatiip UV 1s1§inda 37°C de 30
dakika bekletilerek baglandi. QCM c¢ipi Maxtek
(New York, ABD) firmasindan temin edildi.
Hiicreler

Arastirmada kullanilan tim hicreler Sigma
Chem. Co., St. Louis, ABD’den temin edildi.
HER2/neu reseptdr negatif ylksek metastatik
Ozellikteki MDA-MB 231 hcre hatti ve fare deri
fibroblast hiicreleri L929, %10 fetal sigir serumu,
%1 L- Glutamin ve %1 penisilin-streptomisin
iceren DMEM icinde %5 karbon dioksit iceren 37
°C deki etiivde Uretildi. HER2/neu reseptér pozitif
meme kanseri hicreleri SKBR3 (ATCC-HTB-30)
ise ayni sartlarda McCoy’s 5a besi yeri
kullanilarak ¢ogaltildi.  Hucreler tripsin-EDTA
¢Ozeltisi ile toplanip PBS igerisine alindi. Hicreler
QCM cipi tUzerinden PBS icinde gegirildi.

QCM cipinin iglevsellegtirilmesi

Cipe ligantlarin baglanmasi ile gerceklestirildi.
Bunun igin, transferrin ¢ozeltisi 10 mg/100 ml,
no¢ 4 ve her2/neu antikorlari ise 0, 01 pg/100 ml
olarak hazirlandi. Karbodiimid (5mg/200 mL) ile
karistirildi ve +4°C’de 24 saat 37°C de inkiibe
edildi. Daha sonra 0, 1 M NaCl uygulanan ¢ip son
olarak PBS (pH 7.,4) ile ykanip kullanima
hazirlandi.

Cipin o6zelliklerinin belirlenmesi

Oncelikle nanopartikiillerin boyut ve hidrofilisite
analizleri yapildi. Bunun igin Nano Zetasizer
(NanoS, Malvern Instruments, London, UK)da
1mL nanopartikil oda sicakliginda 90°C 1sik
sagihminda incelendi. Ayrica, atomik giu¢ (AFM)
mikroskobu (Orta Dogu Universitesi Merkezi

Laboratuvari, Ankara) ile nanopartiklller
géruntilendi. Islevsellestiriimis  ¢ip  yiizeyinin
kalinligi ellipsometride (Nanofilm EP3-Nulling)

532 nm dalga boyunda ve 62° yansima agisinda
Olclldy. Yuzey hidrofobisini belirlemek icin temas
acisi  Olgumleri KRUSS DSA100 (Hamburg,
Germany) cihazinda vyapildi. Cip yilzeyinin
kimyasal analizinde FTIR (Bruker IFS 66/S, FRA
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106/S, Hyperion 1000, Ramanscope Il FTIR)
kullanildr.

Hiicrelerin QCM’de incelenmesi

Research Quartz Crystal Microbalance Monitor
MAXTEK RQCM Inficon QCM aygitinda 6ncelikle
¢ip 0,1 M NacCl ile 0,5 mL /min hizda Watson
Marlow SCI Q 400 Peristaltic Pump peristaltik
pompa ile ykanarak baglanmayan proteinler
uzaklastinldi. Sonra, PBS (pH:7,4) ile yikanan
¢ip, hucre baglama c¢alismalarinda kullanildi.
PBS icinde sispanse olmus farkli sayida hiicre,
¢cip yuzeyinden 0, 5 ml/min hizla gegcirildi ve
rezonans frekansindaki degisimler kaydedildi.
Sonuglar RQCM (Maxtek) software kullanarak
hesaplandi. islevsellestirimis QCM kararlilik ve
tekrar kullanilabilirlik agisindan incelendi.

BULGULAR
Nanopartikiiller ve ¢ip ylizeyinin kaplanmasi:

Zeta (ZC) boyut analizi ile hesaplanan Z
potansiyeli stispansiyon igerisindeki bir pargacik
ile tanimlanan fiziksel bir 6zelliktir. Bu kavram

Ozellikle emdlsiyonlarin  optimizasyonu igin
kullanilabilmektedir. Olgiim igin yeterli yogunluga
sahip nanopartikul cozeltisi nanoboyut
analizdriine 6lgim yapildi. Nanopartikil boyutlar
ile ilgili Olgiim sonuglari Sekil-1’de
gosterilmektedir. Zeta boyut analiziyle

partiklllerin 73,22 nm ortalama ¢apta olduklari ve
polidispersitenin 0,229 oldugdu saptandi (Sekil-1).

Size (d.nm): St Dev (d.n...
Z-Averago (d.nm): 7322 Peak 1: 0270 08.4 51.16
Pdi: 0.234 Peak2: 4544 16 854.9
Intercept: 0.888 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

% Intensity:

Result quality : Good

14
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Record 4: PHEMA NPs 1]

Sekil-1. Nanopartikillerin boyutlari.

Nanopartikil ile kaplanmis QCM c¢ipindeki ylizey
tabakasinin kalini@1 elipsometrede incelendi.
Kalinlik 6lgimi 532 nanometre(nm) dalga
boyunda ve 62%lik gelis agisinda gergeklestirildi.
Olglimler; yiizey kaplanmamig ve polimerle
kaplanmis QCM yuzeyi i¢in yapildi. Sonuglar
Zeta-sizer olgumleri ile karsilastirilarak her iki
sonucun uyumlu oldugu belirlendi.
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Nanopartikillerin  dlgiimlerinden  hesaplanan
boyut 73,22 nm oldugu i¢cin 20 nm’lik bos ¢ip
Uzerinde ise 87 nm’lik nanopartikil katmani
olabilecegi dusunuldi. Sonug olarak,
nanopartikullerin ¢ip ylzeyinde homojen bir
tabaka olusturduklar saptandi. QCM ¢ipinin
kalinlik 6lcimleri Tablo-1'de verilimis ve ylzeyin
atomik gugc fotografi ise Sekil-2’de sunulmaktadi.
Nanopartikillerin  etkisiyle yluzeyde olusan
hidrofilisite temas acisi dlgimleriyle desteklendi
(Tablo-1). Cip ylzeyinin kimyasal yapisi FTIR ile
incelendi. Sekil-2’de gorilen spectrum poliHEMA
nanopartikillerin 1722 cm™ (C=0), 3417 cm™ (-
OH), 2925 cm™ (CH,-CH3), ve 1139 cm™ (C=C)
de gbzlenen tipik zirvelerini icermektedir (Sekil-3)

(11).

300.0 nm

0.0 nm

Sekil-2. Nanopartikll kapli QCM c¢ip ylzeyinin atomik
glic (AFM) mikroskop goriintlisi

Tablo-1. Nanopartikiil kapli QCM ¢ip ylzeyinin kalinhk deg
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Sekil-3. QCM ¢ip yulzeyinin nanopartikil kaplama
oncesi (a) ve ve sonrasi (b) FTIR spektrumlari.

islevsellestiriimis QCM gipinde hiicre
absorpsiyonu:

Transferrin  ve nog¢4 ile her2/neu antikoru
baglanmis ve QCM c¢ipinin ilk asamada 0, 1 M pH
7,4 PBS yluzeyinden peristaltik pompa yardimiyla
gecirilerek dengelenmigtir. Hicreler 1 ml PBS
icinde belirli sayida slspanse edilerek ¢ip
yuzeyine uygulanmak tzere hazirlandi.

erleri ve temas acisi degerleri

Elipsometre (nm) Temas Agisi

(Bos QCM gip ylzeyi)

Bos QCM c¢ip ylizeyi 6lgimleri

Nanopartikiille fonksiyonellestiriimis QCM cip yuzeyi
olgimleri

20 Su damlasi
85+ 1.72
87 Nanopartikiil gozeltisi
66.82+ 5.71

Tablo-2. HER2, Notch4 ve transferin bagh QCM cip icin izoterm degerleri. QCM cipten gegcirilen hiicre sayisi

suzpansiyondaki hiicre/ml PBS olarak belirtilmistir.

Langmuir Freundlich Langmuir-Freundlich

Amax 0.63 Amax 4.806 Amax 0.84

Ka, hiicre/ml 0.0076 1/n 0.22 1/n 0.05

Kp, 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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Frekans dengelendikten sonra, QCM sisteminde
SKBR3, MDA-MB 231 ve fibroblast hiicrelerinin
her biri sirayla 10-500 hicre/ml igeren
sUspansiyonlar halinde uygulandi. QCM ¢ipe
baglanan SKBR3 hicrelerinin artan sayisina
bagh olarak rezonans frekansinda olusan
degisimler belirlendi (Sekil-4).

a)
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Sekil-4. Cipe baglanan hucre sayisina bagh frekans
degisimleri

Hucreler sisteme verilirken ¢ip ylzeyinde
maksimum baglanmanin oldugu, yani sistemin
tepkisinin  dogrusal forma yaklastigi plato
degerine 8 dakika gectikten sonra ulasildi.
Hucrelerin uzaklagtirlmasi igin sisteme 1M
Sodyum Kilorir (NaCl) verildi ve tim baglama,
clkarma ve rejenerasyon asamalarini igeren
déngli 15 dakikada tamamlandi. Hicre
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sayisindaki artisa gdre uygulamalardan elde
edilen veriler minimum saptama degerinin (LOD)
hesaplanmasinda kullanildi.

LOD degeri olarak belirtilen sensoriin tespit etme
limiti agiklanan c¢alisma kosullarinda saptanan
ama miktarinin dlgiimesi mimkidn olmayan en
disik analit derisimidir (12). LOD’nin yani sira
sensoriin tespit miktar sinirini beliten LOQ
degeri ise aciklanan calisma kosullari altinda
kabul edilebilir hassasiyet ve bu hassasiyetle
belirlenen analitin en disik derigimidir (13). Nog
4 ve her2/neu ile transferrin bagh sistemin
etkinligi Sekil-4'te gosterildigi gibi 4 hiicre/ml LOQ
degeri ise 10 hicre/ml olarak belirlenmistir.
Adsorpsiyona dayali olan bu tip analizlerde
denge reaksiyonundaki gibi belirli miktarda
adsorplayici ile bir madde etkilestiginde, absorbe
edilen madde konsantrasyonu adsorban ylzeyde
dengeye gelene kadar azalmaktadir. Adsorpsiyon
Adsoppsiyon dendelendikten sonra ¢ozeltideki
adsorplanan madde miktari sabitlesir.
Adsorpsiyonda sicaklik etken oldugu igin sabit
sicaklikta derisim bagslica etken olmaktadir. Sabit
sicaklikta denge halinde olan ¢dzeltiden kalan
¢6zlnen derisimine karsi birim adsoplayicinin
miktari grafik olusturularak izotermler elde edildi
(Tablo-2). Freundlich, Langmuir ve Langmuir-
Freundlich izoterm modelleri olan bu kavramlar
hicrelerin  baglanma sekillerini incelemekte
kullanildi.  Sekil-5te  verilen dogruya gore
her2/neu, no¢4 ve transferrin ile bagli olan QCM
cip yuzeyi icin regresyon katsayisinin (Rz) en
uyumlu oldugu model olarak Langmuir izoterm
modeli olarak belirlendi. Bu model, adsorbanin,
¢bzuineni baglayabilen ve farkli esdeger
kisimlardan olugsan ideale yakin bir kati ylzey
oldugunu gostermektedir.

12 Langmuir lzoterm
////
10 L
/‘/
8 v =83,102x+3,0973_—"
E R?=0,9236 —
236
d 6 "
= -
"
4 ///
2
o
0 0,02 0,04 0,06 0,08 01 0,12

1/ hiicre

Sekil-5. QCM biyosensoérde hiicre baglanma Langmuir
izotermi
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Sekil-6. Sadece nanopartikil kapli ve islevsellestirilmis
ciplerde hiicre absorpsiyonu: 1:SKBR3, 2: MDA-MB
231, 3: Fibroblast hicreleri.

Siire / dk

Sekil-7. QCM biyosensoriin tekrarli kullanimi.

Karsilastirmali  analiz  i¢cin  gergeklestirilen
her2/neu, nog¢4 ve transferrin molekulindn bagh
oldugu QCM sensérde frekans degisimi (Am)
SKBR3 hiucreleri i¢cin 0,58 bulundu ve yalnizca
Polihidroksietilmetakrilat nanopartikullerinin kapli
¢ip ylUzeyi igin ise bu deger 0,061 olarak bulundu.
MDA-MB-231 hucreleri icin ise bu degerler
sirasiyla 0,251 ve 0,051, fibroblast hiicreleri igin
de 0,201 ve 0,071'dir (Sekil-6). Segicilik QCM
sensOr icin Onemli bir parametredir. Segicilik
ozelligini belirlemek igin, QCM sensore L929 hatt
olan fare fibroblast hiicreleri ve MDA-MB 231
insan meme kanseri hucreleri 10-500 hucre/ml
yogunlukta yarigsmali olarak uygulandi.
Transferrinin  hiicre  metabolizmasinda roli
olmasindan dolayr kanser ve kanser olmayan
hicrelerin membranlarinda transferrin reseptoéri
yer aldigr icin, MDA-MB 231 hicreleri de
sistemde taninmistir. QCM ¢ipi; MDA-MB 231
hicrelerinde SKBR3 hiicrelerine gore 1, 93 kat
daha az segicilik bulmustur ancak yine de QCM
¢ip tarafindan MDA-MB 231 meme Kkanseri
hicreleri taninmistir. Bunun nedeni, Notch4'in
MDA-MB 231 hdicrelerinde asiri  eksprese
edilmesi ve ¢ip lzerinde bulunan Notch4 antikoru
tarafindan taninip yakalanmasidir.
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Tekrar kullanilabilirlik

Dengeleme baglayici rejenerasyon donguleri 10-
500 tekrar edildi. HER2/neu2, No¢ 4 ve
transferrin bagli QCM c¢ipinin baglama veriminde
5 déngu boyunca azalma saptanmadi. Sistemin
tekrar kullanilabilirligi 500 hicre/ml olarak
bulundu (Sekil-7).

TARTISMA

Kanser gunimuzde &6nemli bir saglik sorunu
olmaya devam etmekte ve kanser mortalitesinde
gec¢ taninin etkisi bilinmekte ve erken taninin
Onemi vurgulanmaktadir. Bu nedenle, kullanigli,
hizli, duyarlh ve invaziv olmayan tani araclari
gelistiriimesi  ile ilgili arastirmalar devam
etmektedir. Kanser biyobelirtecleri ile ilgili bilgiler
bu alanda yarar saglamaktadir. Tani araci olarak
biyosensorlerin gelistiriimesi kanser hiicrelerinin
membranindaki belirtegleri hedefleyecek sekilde
planlanabilmektedir. Sensoérin tanimlayici
biyoreseptér boélimini olusturan molekillerin
membran reseptorlerine olan afinitesi
biyosensoérin isleyisinde 6nemli rol oynamaktadir
(14). Kanser hicrelerini taniyabilecek ¢ok cesitli
molekiller bu amagla kullanilmaktadir. Bu
molekdller arasinda en etkin ve yaygin olarak
secilen ise yuksek afiniteli baglanma kapasitesine
sahip olan antikorlardir (15). Ayrica, transferrin
gibi hicre membraninda reseptéri  bulunan
ligantlar da biyosensér tasarimina uygun
molekiillerdir. Kanser hicreleri artan
metabolizmalarina gereken demiri
membranlarindaki transferrin reseptorlerini
¢ogaltarak  saglarlar. Kanser hicrelerinde
Transferrin reseptoriiniin  ekspresyonu artmig
oldugu icin poliferasyon, migrasyon, invazyon,
apoptoz ve metastaz gibi 6zellikler demir ile iligkili
yolaklardan etkilenmektedir (16, 17). Transferrin
reseptorlerinin  normal hicrelere gdre kanser
hicrelerinde timor evresine paralel olarak artig
gosterdigi ve bu artisin koéti prognozla iligkili
oldugu ve kanser icin bir biyobelirte¢ olabilecegi
belirtimektedir (18, 19). Nog4 meme dokusunun
normal  gelisim surecinde proliferasyon,
farkhlasma ve apoptoz gibi cesitli islevierde rol
almasi yaninda meme hucrelerinde kanserlesme
strecinde etkin rol aldigi belirlenmis bir
reseptordir (20, 21). Meme kanseri hiicrelerinde
bulunan bu belirtecin radyasyona direng ile de
iliskili oldugu gosterilmistir (22). Meme kanseri
hicrelerinin tiplendiriimesinde kullanilan her2/neu
ise tirozin kinaz ailesinden olup epidermal
blyime faktéri reseptoriiniin mutant formudur.
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Meme kanseri hucreleri disinda bazi kanser
hicrelerinde de metastatik potansiyel ve
anjiogenezle iligkilendirilmigtir (23). Dolayisiyla,
her2/neu reseptér ekspresyonu koétl prognozla
da iligkili bulunmaktadir (24).

Son yirmi yilda QCM sistemine dayali biyosensotr
tasarim galismalari baylk ivme kazanmis ve sivi
ya da gaz ortamlardaki analitler yaninda
hicrelerin  de taninabilecegi  biyosensorler
gelistirilmistir. Bu sistemin etiketlemeye gerek
duymadan calismasi, disik maliyeti, hizi gibi
sahip oldugu ozellikler tani igin de kolayliklar
saglamaktadir. Etiketlemeye gerek duyulmayan
QCM gibi sistemler maliyeti ve gereken zamani
azalttiklari igin olusan tepkime veya baglanmanin
es zamanli ve dolaysiz yurutilmesine olanak
sagladiklari icin etkin tani araclari
olusturmaktadirlar (25, 26).

Bu calismada literatirde yer alan daha oOnce
gelistirdigimiz  QCM-nog, QCM-transferrin  ve
her2/neu-QCM sistemlerinin (11, 27, 28) c¢oklu
ligant seklinde uygulanmasi ve bdylece meme
kanseri hicrelerini daha etkin tanimlanmasi
amaglandi. Bu 6zelligiyle gelistirilen QCM sistemi
3 farkli reseptoér-ligant etkilesiminin kullanildigr ilk
sistemdir. QCM ¢ip ylzeyinin PHEMA ile
modifikasyonunun ardindan HER2, Notch4 ve
transferrin bagl ¢ip ylzeylerinden es zamanl
olarak hicreler gegirildi. Es zamanh hicre
analizlerinde QCM c¢ipin tespit limiti (LOD) degeri
4 hicre/ml olarak bulundu. LOD degeri 12 hiicre
olarak bulunan 6nceki no¢ 4 antikor temelli
biyosensoére gore ¢l ligant bagh QCM sensoriin
daha hassas oldugu belirlendi (9).
Literatirde QCM biyosensor ile
hicresi tanimlama c¢alismalari

ilgili  kanser
bulunmaktadir.

Kaynaklar

Ornegin, Poturnayova, A. ve arkadaslari
her2/neu reseptérine 0zgll bir aptasensor
gelistirmiglerdir. Bu c¢alismada hicre saptama
limiti 550 hicre/ml olarak  bulunmustur.
Calismada, akustik sensor yuzeyine
biyotinlenmis DNA aptamerleri baglanmis olup
yeterli hassasiyete ulagilamamistir ~ (29.
Poturnayova, A. ve arkadaslarinin akustik
sensorde ¢ip ylzeyinin kalin olmasi ve hicre
katman kalinhginin kayma dalgasi penetrasyon
derinligine kiyasla yiksek olmasi gibi sorunlarin
dislk hassasitle iligkili olabilecegi belirtiimistir.
Diger bir calismada da, Zhu, Y. ve arkadaslari
SKBR3 hicrelerini de HER2 reseptoéri
aracihgiyla saptamislardir. Bunun igin, her2/neu
antikorunu altin nanopartikillere baglamiglar ve
cam ylzeyde karbon elektrot ylizeyinde sandvig
yapisi olusturmuslardir . Bu sistemde LOD degeri
26 hiacre/ml  olarak  bulunmustur (5). Bu
calismada gelistirilen ¢oklu tanima elemani
iceren QCM biyosenso6r dnceki galigmalara gore
yuksek afinite saglamis olup tekrar kullanilabilir
olmasi verimini arttirmaktadir.

SONUG

Literatlirde yer alan galigmalarda birgok meme
kanserine iligkin  biyobelirtegler araciligiyla
sensorler veya yontemler gelistiriise de QCM
sisteminde Gg¢li  ligant temelli biyosensér
calismasi daha 6nce yapiimamistir. Gelistirilen

bu sistem QCM’nin hassasiyetini membran
reseptorlerine 6zgu c¢oklu ligant yaklasimiyla
birlestirmis ve iyi bir tani araci alternatifi

olusturmustur.
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