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TUBITAK

ONSOz
Bu projede, meme kanseri hucreleri ile normal meme epitel hicrelerinin, elektron demeti
litografisi ile olugturulan nanometre buyukligunde ve mikrometre dlgeginde sabit ve degigken
araliklardaki ytzey protein desenleri Uzerinde durgun ve akis altindaki yapigsmalari
incelenmistir. Meme kanseri hicrelerinin normal meme epitel hiicrelerinden daha dinamik ve
esnek bir yapisma profili sergiledikleri gosterilmistir.
Yiizeyler IYTE Uygulamali Kuantum Arastirma Merkezi (UKAM) altyapisi kullanilarak
hazirlanmistir.
Bu proje TUBITAK tarafindan desteklenmis ve Dog. Dr. Devrim Pesen Okvur yiriticiliginde

tamamlanmistir.
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OZET
Hucrelerarasi maddeye hiicre yapismasi hem saglik hem de hastalik durumlari i¢cin 6nemli bir
surectir. Topografik olarak duz ve baska kimyasal, topografik ya da sertlik ile ilgili iglevsellik
getirmeyen ve daha énemlisi canlidaki hiicrelerarasi madde dizenlenmesini taklitleyen ylzey
protein desenleri arzu edilmektedir. Daha 6nceki ¢alismalar gbéstermistir ki vinkdlin ve hicre
iskeletinin dizenlemesi ylzey nanodesenlerinin bayukliga ve sekli ile degismektedir. Fakat,
protein nanodesenlerinin mikrometre olgegdindeki araliklarina bagh olarak normal ve kanserli
hicrelerin morfolojileri ve odaksal yapismalarinin karsilastirmali sayisal analizi eksiktir.
Burada, elektron demeti litografisi kullanilarak silikondan farkli olarak seffaf ve boylece birgok
mikroskop teknigine uygun olan indiyum kalay oksit (ITO) lizerinde K-kazein arka planinda (tek
aktif) ve laminin arka planinda (cift aktif) mikrometre olceginde araliklarla fibronektin (FN)
nanonoktalari desenlenmistir. Yazim zamanlari mikrometre olgeginde adim buyuklukleri ile
Gizgi yazim modu kullanilarak énemli dlgude kisaltiimistir. FN nanonoktalarinin mikrometre
Olceginde 2, 4, 8 mikron ve degdisken araliklari hem meme kanseri hiicreleri hem de normal
meme epitel hicrelerinde hicre yapismasini hicre alani, hiicre simetrisi, aktin dizenlenmesi,
odaksal yapisma sayisi, alani ve daireselligi ile hem durgun hem de akis kosullarinda
degistirmistir. Toplamda hicre davranisinin goértiinen esik degeri olarak 4 mikron aralikta
degistigi gosterilmigtir. Sonuclar goésterdi ki hlcre yapismasi baglaminda meme kanseri
hicreleri ile normal meme epitel hiicreleri arasinda, 6zellikle ¢ift aktif bilesenli ylzeylerde
belirgin farklar bulunmaktadir: Meme kanseri hiicreleri normal meme epitel hicrelerinden daha
dinamik ve esnek bir yapisma profili sergilemiglerdir. Bu ¢alismanin yeniligi ve 6zgunlugu
asagidaki noktalar ile elde edilmistir:
- ITO yiizeyler lizerinde ilk elektron demeti litografisi ve sadece protein bazli desenlemenin
gerceklestiriimesi.
- Meme kanseri hicreleri ve normal meme epitel hlicrelerinin nanometre dlgegindeki protein
desenleri Uzerinde yapismalarinin ilk karsilagstirmali ve sayisal analizi.
- Laminin arkaplani Uzerinde FN nanonoktalari seklinde gift aktif ylzey desenleri Uzerinde ilk
hlcre yapismasi ¢alismasi.
- Gradyan aralikh nanometre olgeginde protein desenleri Uzerinde ilk hicre yapismasi
calismasi.
- Nanometre odlgeginde protein desenleri Uzerinde durgun ve akis kosullarinda hicre
yapismasinin ilk karsilastirmali calismasi.
Elektron demeti litografisi, indiyum kalay oksit, Fotolitografi, Polidimetilsiloksan,
Hucrelerarasi madde, K-kazein, Fibronektin, Laminin, Odaksal yapigma, Vinkiilin, Aktin,

Akig gerilimi, Meme kanseri, Floresan mikroskop, ImageJ
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ABSTRACT
Cell adhesion to extracellular matrix is an important process for both health and disease states.
Surface protein patterns that are topographically flat, and do not introduce other chemical,
topographical or rigidity related functionality and, more importantly, that mimic the organization
of the in vivo extracellular matrix are desired. Previous work showed that vinculin and
cytoskeletal organization are modulated by size and shape of surface nanopatterns. However,
a comparative and quantitative analysis on normal and cancerous cell morphology and focal
adhesions as a function of micrometer scale spacings of protein nanopatterns was absent.
Here, electron beam lithography was used to pattern fibronectin (FN) nanodots with
micrometer scale spacings on a K-casein background (single active) and on a laminin
background (double active) on indium tin oxide (ITO) coated glass which, unlike silicon, is
transparent and thus suitable for many light microscopy techniques. Exposure times were
significantly reduced using the line exposure mode with micrometer scale step sizes.
Micrometer scale spacings of 2, 4, 8 microns and gradients between FN nanodots modulated
cell adhesion for both breast cancer and normal mammary epithelial cells, through modification
of cell area, cell symmetry, actin organization, focal adhesion number, size and circularity
under both static and flow conditions. Overall, cell behavior was shown to shift at the apparent
threshold of 4 ym spacing. Results showed that there were significant differences in terms of
cell adhesion between breast cancer and normal mammary epithelial cells, particularly on
double active component surfaces: Breast cancer cells exhibited a more dynamic and flexible
adhesion profile than normal mammary epithelial cells. Novelty and originality of this work is
accomplished by the following points:
- First electron beam lithography and protein-only based surface patterning on ITO surfaces.
- First comparative analysis of breast cancer and normal mammary epithelial cells on
nanometer scale protein patterns.
- First cell adhesion study on double active surface patterns in the form of FN nanodots on a
laminin background.
- First cell adhesion study on nanometer scale protein patterns with gradient spacings.
- First comparative cell adhesion study on nanometer scale protein patterns under static and

flow conditions.

Electron beam lithography, Indium tin oxide, Photolithography, Polydimethylsiloxane,
Extracellular matrix, K-casein, Fibronektin, Laminin, Focal adhesion, Vinculin, Actin,

Shear stress, Breast cancer, Fluorescence microscope, ImageJ
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1.GIRIS ve GENEL BILGILER

1.1 Odaksal Yapigmalarin Hiicre Biyolojisindeki Onemi

Odaksal yapismalar ilgili birgok proteinin katimiyla olusan hicrenin c¢evresiyle kurdugu
mekanik ve kimyasal etkilesimlerde etkin role sahip dinamik olusumlardir ve kanser metastazi
basta olmak lUzere anjiyogenez, embiriyonik morfogenez, doku homeostazisi, aterosklerosis
ve yara iyilesmesinde merkezi rol oynarlar. Hiicre yapismasini saglayan bu biyolojik olusumlar
saghkh ve hastalikh durumlarin her ikisinde de 6nem arzeden isleyiglerdir. Hucrelerin
hicrelerarasi maddeyle etkileserek kurdugu odaksal vyapismalar buayuklikleri 10
nanometreden 10 mikrometreye kadar dedisen proteinler ve komplekslerce olusturulurlar.
Yuzu askin proteini iceren odaksal yapismalara birimsel bazda bakildijinda hicrelerarasi
maddede bulunan bir protein olan fibronektin, bir transmembran protein olan integrin ve bir
hicre ici protein olan vinkilin temellidirler (Berginski vd., 2011; Berrier ve Yamada, 2007;
Zaidel-Bar vd., 2004; Zaidel-Bar vd., 2007; Zamir ve Geiger, 2001). icerdigi zengin protein
kompozisyonunun ve bu proteinlerin diger proteinlerle etkilesimlerinin de sonucu olarak
odaksal yapismalar hiicre davranisinin dizenlenmesinde oldukga etkin role sahiptirler dyle ki
hem hucrelerin mekanik sensorleri hem de yapismalarini sadlayan yapilaridirlar ve hucre
yapismasli, goc¢i, codalmasi ve farklilagsmasini dizenlemektedirler (Schwarz vd., 2006;
Wozniak vd., 2004; Zhao ve Guan, 2009).

1.2 Hicrelerarasi Madde

Hucrelerarasi madde biyofiziksel, mekanik ve biyokimyasal 6zellikleriyle nitelendirilen, dokuya
6zgu dinamik ve kompleks bir ¢evredir. Bilesiminde bulunan makromolekillerin miktari ve
organizasyonunun degisimiyle dokularda farklilagirken igerigindeki molekullerin Uretim,
bozulma ve tekrar modellenme vasiflarinin kontroliyle dinamiktir. Hucrelerarasi maddenin
sertligi, gbzenekliligi, topografisi ve ¢oziinebilirligi gibi fiziksel 6zellikleri hiicrelerin baglanmasi
yahut kendini sabitlemesiyle alakali hiicre gog¢u, bolinmesi veya doku kutuplulugu gibi biyolojik
fonksiyonlarda 6nemliyken bilesiminde bulunan molekillerin gdsterdigi sinyal kapasitesiyle
biyokimyasal isleve de sahiptir (Gattazzo vd., 2014). Hucrelerarasi maddenin 6zellikleri birgok
hastaligin nedenlerinden veya sonuglarindan olacak bi¢cimde patolojik olarak degigiklige ugrar.
Kanser hastalarinda yogun ve anormal modellenmis sekilde hlcrelerarasi madde uretilir,
ornegin meme kanseri hastalarindan alinan meme hucreleri arasi maddesinde kollajen ve
proteoglikan miktarinin normal seviyenin gok Ustinde oldugu bilinmektedir (Gill ve West,

2014). Hucrelerarasi maddeyi olusturan proteinler kollajen ve elastin basta olmak Uzere
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fibronektin, laminin ve diger proteoglikanlar ile glikoproteinlerdir. Fibronektin ve laminin
hicrelerarasi maddede en ¢ok bulunan glikoproteinlerdir ve hiicre diginda kollajen, heparin ve
diger fibronektin veya laminin proteinleriyle iligskilenip dallanmis lifli bir ag olusturmalarinin yani
sira integrinlerin taniyabilecegi uygun amino asit dizilerini de tasirlar (Aumailley ve Smyth,
1998; Muiznieks ve Keeley, 2013).

1.3 Hiicrelerarasi Maddenin Taklitlenmesi

Hucrelerarasi maddeye olan hlicre yapismasi homojen ylzeylerde genis ¢apta arastiriimistir;
fakat in vivo hlcrelerarasi madde ve hiicrelerce saglanan in vitro hiicrelerarasi madde sahip
olduklari yapiskan ve yapiskan olmayan bosluklariyla olduk¢a kompleks yapilardir (Kim vd.,
2012; Provenzano vd., 2009; Soucy ve Romer, 2009; Wolf vd., 2009; Zoumi vd., 2002).

Hucrelerarasi madde organizasyonunu uygun platformlarda in vivo karakterde taklittemek
hicre yapismasini daha iyi anlamak igin ihtiya¢ duyulan bir yéntemdir. Bu konuda nanometrik
ve mikrometrik Olgekte yapilmis énemli galismalar bulunmaktadir (Agheli vd., 2006; Alsberg
vd., 2006; Biggs vd., 2010; Cavalcanti-Adam vd., 2007; Chen vd., 1997; Deeg vd., 2011,
Elineni ve Gallant, 2011; Gingras vd., 2009; JinSeok vd., 2012; Li vd., 2012; Lutz vd., 2011,
Malmstrom vd., 2011; Oliva vd., 2003; Pesen ve Haviland, 2009). Bu alana énculik eden
kaydadeger calismalar Mirkin ve Spatz tarafindan yuritilmustir (Geiger vd., 2009; Piner vd.,
1999). Bu calismalarda yuksek verimlilikle mikrodesenler Uretilebiliyorken, nanometrik 6lgekte
¢6zunurlik saglanamiyor ve yalnizca ylzeyde genis alanlarda homojen yapisma kapasitesi
saglanmig oluyor, 6te yandan birgok nanometrik 6lgcekte desenleme yapan mekanizma desen
olusturma kapasitesinde yetersiz kalmaktadir. ilaveten olusturulan desenler topografik,
biyokimyasal ve rijidite sinyalleri tagiyan kombine ylzeylerdir (Alsberg vd., 2006; Cavalcanti-
Adam vd., 2007; JinSeok vd., 2012; Lussi vd., 2004; Lussi vd., 2005). Bu Ug¢ sinyal tipi de
hicrelerin tepkilerinin incelenmesinde 6nem arz ederler ve birbirlerinden bagimsiz
incelenmeleri idealdir. Ylzey Uzerinde proteinlerle olusturulmus desenlerle yapilan 6énemli
¢alismalar mevcuttur; fakat bu ¢alismalarda kullanilan ylizeylerde fabrikasyonda kullanilan
metodun yetersizliginden kaynakli biyokimyasal ve topografik sinyaller beraber bulunur. Oksit
tabakalar Gzerinde gergeklestirilen desenlemelerde kaginilmaz bir sekilde protein ve polimerin
adsorpsiyon oldugu bdlgeler hem biyokimyasal (protein yahut polimer) hem de topografik
(yUzeydeki yuksek yahut algak alanlar) olarak ayrilirlar (Lussi vd., 2004; Lussi vd., 2005). Yine
ayni alanda kullanilan baska bir metotta altin nanopargaciklarina baglanmis cesitli
uzunluklardaki polimerler proteinler arasindaki uzakliklari ¢ok iyi derecede kontrol edebilme
olanagi sunarken bu islemi belirli araliklarda desen olusturacak bir fabrikasyona dénustirmeye

olanak saglamamaktadir ve ayrica altin nanoparcaciklarinin kurulan ylizeydeki varligi
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bunlardan kaynakl fazladan sinyaller olusturmaktadir (Cavalcanti-Adam vd., 2007). Bu alanda
kullaniimaya baglanan elektron demetiyle litografi metodu iyi derecede odaklanmig (2 nm
capta) elektron 1gininin kullaniimasi dolayisiyla nanometrik Olgekte ylksek g¢ozunurluge
sahiptir. Elektron demetiyle litografi birkagc nanometreden baglayip santimetrelere kadar
uzanan bir aralikta desenleri imal etmeyi 1s1k maskesi kullanimini gerektirmeden saglayabilen
bir dogrudan yazim metodudur. Bu metodla ulasilabilinen kapasite hlicre biyolojisi incelemeleri
icin 6nem arz eder. Simdiye kadar ylzeylerde protein desenleri olusturulabilmis ve bu ylzeyler
hicre seviyesinde test edilip fonksiyonelligi goéz 6nline serilmistir (Alonso vd., 2013; Hoa vd.,
2008; Palankar vd., 2013; Pesen vd., 2007a; Pesen ve Haviland, 2009; Pesen vd., 2007b; Ron
vd., 2011; Rundqvist vd., 2007). Yapilan bir uygulamada (retilen desenin yalnizca
biyokimyasal sinyal saglama vasfinda oldugu, kullanilan ylzeyde sertlikte topografik farki
olmadan protein desenlerinin sadece 2 nanometrelik bir kalinlikla olusturulabildigi gosterilmistir
(Pesen vd., 2007a). Elektron demetiyle litografi metodu protein ylzeyin resist olarak
kullanilabilmesini de mumkin kildigindan ayni sekilde iki proteinin desenlenebilmesine de
imkan vermektedir (Pesen ve Haviland, 2009). Bu metodun kullanildi§i1 6nci calismada ylzeye
bagh olarak bulunan protein, 6rnegin fibronektin, odaklanmis isinlarla etkisizlestiriimistir
(Rundqvist vd., 2007). Isinlarla etkisizlestiriimis protein ylzeyin yani desenin baska bir
proteinin baglanmasina uygun oldugu bilindiginden, deseni olusturan proteinin ilgilenilen
protein olarak segcilip yalnizca biyokimyasal sinyallerin alindigi uygun yuzeyler
olusturulabilmesi ve bu ylzeylerde hicre biyolojisine dair arastirmalar yapilabilmesi
mUmkindir. Ornek calismalardan birinde K-kazein ylzeyler elektron demetiyle litografi
metoduyla nokta ve halka olarak desenlenmis ve desenler fibronektin proteiniyle kaplanarak
olusturulmus ylzeylerde hcrelerin vinkilin ve aktin iskeletleri incelenmigtir (Pesen ve
Haviland, 2009; Pesen vd., 2007b). Elektron demetiyle litografi metoduyla yapilan
desenlemelerde ana ylzey olarak silikon yerine saydam &zellikte indiyum kalay oksit kapli
camlarin  kullanimi hicre biyolojisi ¢alismalarinda kullanilan birgok 1Sk  mikroskobu

uygulamasinin da bu ylzeylerde gergeklestirebilinmesine olanak vermistir (Horzum vd., 2014).

1.4 Odaksal Yapisma Mekanizmasi ve Bilesenleri

Odaksal yapigmalar ilk olarak Ambrose (1961) tarafindan hicreler ve katilar arasinda yuzey
temash 151k mikroskobu kullanilarak gézlemlendi ve daha sonrasinda Curtis (1964) tarafindan
enterferans yansima mikroskop teknigiyle ylizeye 10 nanometrelik yakinlikta yapilar oldugu
rapor edildi. Morfolojik agidan bakildiginda noktasal ve gizgisel olarak ikiye ayrilirlar; noktasal
yapismalar heniz olgunlasmamis ve aktin iskeletiyle iliskiienmeyen yapismalari igerirken
cizgisel yapigmalar aktin iskeletine bagli olan ve hicrenin aktif kenarlarina yerlesmis

yapigmalari icerir. Aslinda noktasal yapismalar ‘lamellipodia’nin kenarlarinda olusan 1 pm
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¢aptan kiguk yeni olusan yahut olgunlasmamis odaksal yapismalardir ve birgogu saniyeler
icinde dagilirlarken bir kismi yavasca olgunlasip birka¢ dakikalik émdarlik komplekslere
donusurler. Cizgisel yapismalar genel olarak 2-10 ym uzunlugunda ve 0.5 ym genisliginde
yapilardir ve noktasal yapismalarin olgunlagsmasiyla olusurlar. Cizgisel yani olgunlasmis
odaksal yapismalarin yasam omri ise asgari 20 dakikadir. Olgunlasmis odaksal yapismalar
hucrenin ekstraselller kismini hicre ici hucre iskeleti kismina baglarlar (Berginski vd., 2011;
Hoffman vd., 2011; Owen vd., 2005).

Odaksal yapismalar hicre zarindaki integrinlerin hiicre disindaki hucrelerarasi maddeyi ve
hicre icindeki aktin hlicre iskeletini birlestirdigi, bircok adaptér ve moduilatér proteinin de
katildigi bir protein karmasigidir. integrin protein ailesi 16a ve 8 altbiriminin olusturdugu
tanimlanmis 24ap heterodimerini kapsar. Her bir heterodimer htlicrelerarasi maddede bulunan
molekdllere spesifik baglanabilme yetenegindedir (Boudreau ve Jones, 1999; Ciobanasu vd.,
2013). integrin hiicre disinda hiicrelerarasi maddede bulunan ligandina baglandiginda iki farkli
biyokimyasal degisiklige ugrar, birincisi yapisal degisiklige ugramasi ikincisi ise sitoplazmik
kuyrugunun fosforlanmasidir. Yapisal degisiklik integrinlerin ligandina baglanmasini
kuvvetlendirip hlicre zarinda kimelenmelerini  saglarken sitoplazmik kuyruklarinin
fosforlanmasi hiicre yapismasinda sorumlu diger proteinlerin regiilasyonunda ve integrinlerle
etkilesiminde énemlidir (Blystone, 2004). integrinler, proteinlerdeki belirli aminoasit dizilerini
tanir ve baglanirlar, 6rnegin arjinin-glisin-asparajin aminoasit dizisi fibronektin, vitronektin ve
fibrinojen gibi proteinlerde bulunur ve belirli integrin reseptorlerince taninirlar (Owen vd., 2005).
Hucre iginde kinazlari, fosfotazlari ve yapisal proteinleri igceren yaklasik 150 protein integrinle
baslayan bu yapiskan yapinin olusmasinda rol alirken 600°U askin protein olusan yapiskan
yapinin kontroliinde goérev alir (Le Devedec vd., 2010). Odaksal yapismanin olgunlagsmasi
hicrelerarasi maddeye bagli integrin kiimesinin oldugu bdlgeye icerden ya da disardan kuvvet
uygulanmasiyla gelisir ve burada odaksal yapismanin aktin iskeletiyle baglanimi kuvvete bagli
yaply! dengeleyici proteinlerden talin ve vinkdlin ile gu¢lendirilir (Harjanto ve Zaman, 2010).
Talin proteini aktin iplikgiklerini integrinlerin sitoplazmik bdlgelerine baglayan ve odaksal
yapismalarin kurulmasinda ve saglamlastiriimasinda ylksek énem arzeden bir proteindir.
Odaksal yapismada gorevli diger proteinlerden a-aktinin baglayici proteinlerden olan ziksinin
ve vinkulinin sitoplasmik bdlgeleriyle aktinin baglanmasinda fonksiyoneldir. Ayrica fosfotidil
inositol-4-5 bifosfatin odaksal yapismalarla etkilesimi rapor edilmistir. Reseptér olmayan
protein tirozin kinaz ailesinden odaksal yapisma kinazi da odaksal yapisma bdlgesinde
yerlesiktir ve integrinlerin ligandiyla iliskilenmesi sonucunda aktiflesip, hicre yayilmasi, gogu
ve odaksal yapismalara bagli anti-apoptotik sinyal Gretimininden sorumludurlar. Paksilin ve

tensin aktin-membran baglanti yerlerinde bulunan odaksal yapisma kinazi sinyal yolaginin
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icerisinde gorevli proteinlerdir. Vinkulin spesifik bir sekilde odaksal yapismalarla iligkilenen bir
baglayici proteindir. Vinkulin aktinin odaksal yapismalar araciigiyla hicre zarina
baglanmasinda etkin role sahip olmasinin yanisira talin, a-aktinin, paksilin, F-aktin, Arp2/3,
vazodilatér uyarici fosfoprotein ve asidik fosfolipitlerle ile etkilesim halinde oldugu
bilinmektedir. Vinkilin proteininin bas-kuyruk seklindeki dodal yapisi baska birgok proteinin
baglanmasina olanak saglayacak bdlgelerin protein Uzerinde mevcut bulunmasini
saglamaktadir. Odaksal yapismalarin niceliksel incelenmesinde kompleks icindeki herhangi
bir proteinin etiketlenip takip edilmesi mumkindir ancak her proteinin 6zgul 6zellikleri ve
odaksal yapismalardaki mevcut rol{ nitelikli bir 8lgiim icin segenekleri sinirlamaktadir. Ornegin,
integrin proteinlerinin  butin kombinasyonlarinin  etiketlenmesi pratik olarak zorluk
olusturacaktir yahut odaksal yapisma cesitlerindeki baglanti proteinlerinin dagilhimi yine g6z
onlinde bulundurulmasi gereken bir faktordir. Odaksal yapismalarin immiin etiketlenmesine
en uygun Uc¢ proteini a-aktinin, talin ve vinkulindir. a-aktinin odaksal yapisma bolgelerindeki
aktin iplikgiklerinin yanisira sitoplazmik aktin iplikgiklerinin oldugu bazi bdlgelerde de
go6zlemlenmigtir. Talin ve vinkllin arasindan etiketlemek igin vinkdlinin seciliyor olmasi ticari
olarak uygun monoklonal antikorlarin Uretim bandinda birka¢ tirden elde edilmis halde
bulunuyor olmasindan ibarettir (Ciobanasu vd., 2013; Hoffman vd., 2011; Hytonen ve Wehrle-
Haller, 2014; Owen vd., 2005; Thievessen vd., 2013).

1.5 Aktin Polimerizasyonu ve Kuvvet Aktarimi

Aktin polimerizasyonu ve depolimerizasyonu kuvvet dagihimini yéneterek hicre seklinin
degisiminde ve hicresel molekiillerin organizasyonunda etkindir ve bunlarin yaninda bdélgesel
bazda c¢alisan sinyal yolaklarina bagh dinamigiyle hiicre hareketini saglayan gtcl olusturur
(Fletcher ve Mullins, 2010; Tojkander vd., 2012). Odaksal yapigmalarla iligkili aktin stres
fiberlerinin gézlemlenmesi aktin iplikgiklerinin uzamasiyla kuvvet aktariminin dizenlendigini
desteklemistir (Goode ve Eck, 2007; Romero vd., 2004). Hicreler en az g farkl tipte aktin
stres fiberine sahiptir: (i) capraz kemerler her iki ucundan da odaksal yapismalarla
iliskilenmemis kivrimli aktin fiberlerini, (ii) dorsal fiberler bir ucu odaksal yapismalara bagli
diger ucu ¢ekirdek veya capraz kemerlerle iligkili aktin fiberlerini ve (iii) ventral fiberler her iki
ucuyla odaksal yapigsmalara baglanip bunlari kdprileyen aktin fiberlerini temsil eder (Kim vd.,
2012).
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Sekil 1.Aktin tipleri
(Vallenius, 2013)

Aktin iplikgiklerinin organizasyonunda rol oynayan baslica proteinler vazodilator uyarici
fosfoprotein (VASP), Mena ve Ena-VASP-benzeri aktin uglarinda polimerizasyonu saglayici
ve vinkulin ve tensin gibi aktin uclarinda polimerizasyonu engelleyen proteinlerdir. Vinkalin
sadece aktine baglanmakla kalmayip baslik benzeri bir mekanizmayla aktin uclarinda
polimerizasyonu engeller (Krause vd., 2003; Le Clainche vd., 2010). Aktin iplikgiklerinin
odaksal yapismalara baglanip uzamasi tansiyonun olusturulan aktin hattiyla dagiimasini
saglar. Aktin iplikciklerini odaksal yapismalara baglayan proteinlerin bir bagka gorevi de aktin
iplikgiklerini birbirine paralel olarak yéneltmek ve a-aktininin iplikgikleri birbirine baglamasina
uygun hale getirmektir. Sonug olarak hlicrelerde odaksal yapismalar Gzerinde kiimelenmis
birbirine bagli, sert ve yonlu bir aktin yiginiyla belirlenmis bir kutupsallik ortaya gikar (Cramer
vd., 1997).

1.6 Sivi Kayma Gerilimi

Metastaz kanser hucrelerinin birincil bdlgelerinden kopup goé¢ ederek uzak bir yere
yerlesmelerini kapsayan bir olaylar serisidir ve kanser kaynakl dlumlerin yizde doksanina
sebeptir (Beerling vd., 2011; Chaffer ve Weinberg, 2011). Metastaz hlicrelerinin yasamlari,
kayma gerilimi altinda yapigma ve go¢ edebilmeyi surdurebilmelerine bagldir. Dokular igi ve
arasi sivi akisg1 tumor metastazi ve iggaline sebep kayma gerilimi, hiicreler ylzeyindeki basing
ve tutunma kuvvetlerini etkiler (Chang vd., 2008). Dolagimdaki hicreler genis aralikta kayma
gerilimine mahsurdurlar, toplar damarlarda yaklasik olarak 0.5-4 dyn/cm?, atar damarlarda 4-
30 dyn/cm? kayma gerilimi siddet araligi gézlemlenirken, dokular igi kayma gerilimi 0.007-0.015

dyn/cm? olarak tahmin edilmektedir. Uygulanacak kayma gerilimine uygun akis hizi, Q,
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tasarlanan mikroakiskan cihazinin kanal genisligine ve yuksekligine ve de kullanilan sivinin
akigmazligina bagh olarak degisir, Q=wh?T/(6n), w genislik, h yikseklik, T kayma gerilimi ve n
akigsmazlik (Gutierrez vd., 2008; Mitchell ve King, 2013). Homojen ylzeylerde yapismis
hucrelere uygulanan farkh kayma gerilimlerinin hicre morfolojisi, kalsiyum tagimasi, gen
ifadesi ve hucre yapigmasini mekanik uyariimaya bagli olarak degistirdigi rapor edilmistir
(Helmke vd., 2000; Helmke vd., 2001; Jang vd., 2011; Kou vd., 2011; Lawler vd., 2009; Lu vd.,
2004; Tzima vd., 2001; Zhu vd., 2008).

1.7 integrinler

integrin ailesinde proteinlerin gen ifadelenmesi hiicre tipine &zgiidir. Ornek olarak,
trombositlerdeki ana integrin proteinlerinden biri allB3 olarak bilinir ve bu integrinler
fibrinojenleri, von Willebrand faktérini ve fibronektin proteinlerini taniyan alicilardir,
homeostazi saglamada olarak goérev alirlar (Gilcrease, 2007; Hynes, 2002). Bu durumda all33
proteinleri hicre-hlicre etkilesiminde godrev almis olur. Epitel hlcreler yilizeye yapisan
hlcrelerdir ve hucre-hlcre etkilesimi igin gerekli olan integrinlerin yani sira hicrelerarasi
madde ile badlanti i¢in gesitli integrin proteinleri sentezlerler. Hlcrelerarasi maddeler iginde en
¢ok bulunan protein kollajendir ve hicreler hiicrelerarasi maddeye yapismak icin kollajen
alicisi olan a1B1 ve a2B1 integrinlerini Gretirler. Laminin izoformlarini tanimaya yoénelik ise
a3B1 ve a6B1 integrin proteinlerini kullanirlar (Gilcrease, 2007; Matlin vd., 2003). integrin
proteinleri transmembran proteinleridir ve sitoplasmik kismi hiicre digina bakan bdlgesine gore
daha kisadir, fakat hiicre iginde gerceklesen bir¢ok olayi baslatici gbreve sahiptir. RAS-RAF-
MEK-ERK yolaginda hicre digindan sinyal almada ve bu sinyali hicre i¢in uyarlamada
gorevlidir. Fibronektin proteini de hiicrelerarasi maddede bulunan diger proteinler gibi hiicrenin
yasamasi igin gerekli gérevlere sahiptir (Danen ve Yamada, 2001). integrinler epitel hiicrelerin
her G¢ ylzinde (bazal, yan ve apikal) bulunmaktadir ve bulunma oranlari hiicreye ve
hicrelerarasi madde bilesimine gére dedisebilir. a231 integrin proteini bazal membranda en
¢ok bulunan integrindir ve kollajenlV ile etkilesime girer (Kern ve Marcantonio, 1998). a5p31 ve
avB3 fibronektin proteinine 6zgl integrin proteinleridir. Mezenkimal ve amibik hicre gogu
karsilastiriidiginda, mezenkimal hicre gocu amibik hlcre goég¢unin tersine integrin
proteinlerinin hiicrelerarasi maddeye yapigmalarina baglidir (Friedl ve Wolf, 2010).

istilaci kanser hiicreleri genellikle hiicre ve hiicrelerarasi madde arasi integrinler sayesinde
yapigsma egilimdedir ve bu durum podosome ve iggalci ayak yapilarinin aktin yogun bolgelerde
ve aktin iskeletinin olusumunu dizenleyen proteinlerle etkilesim sonucu olusur (van Dijk vd.,
2013). Ayrica kanser hucrelerin istila modu hucrelerarasi madde bilegsimine ve cevre

kosullarina gore degismektedir (van Dijk vd., 2013).
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integrinlerin hiicre tipine gore gen ifadelerinin farkli olmasi yanisira kanser hiicrelerinde de
integrin proteinleri genelde farkli seviyede ifadelenir. avB3 ve a5B1 integrinleri normal epitel
hicrede dusik seviyelerde iken bazi kanser tiplerinde bu proteinlerin seviyeleri ylksektir.
Bunun yaninda, a2B1 integrin seviyesi normal epithel hucresinde normal seviyedeyken,
genellikle kanser hucrelerinde duguktur. Meme kanseri hicrelerinde a2B1 integrin seviyesinin
normal seviyeye cekilmesiyle hlcrelerin tutunmasina bagli olmayan biylimesinde ve
membranda isgal igin degisikliklerde disus gorulmastir. Sonug¢ olarak integrinlerin meme
kanseri hicrelerinin isgalini durdurma roll olabilecedi ortaya ¢cikmistir (van Dijk vd., 2013).
Bununla beraber a6B4 integrin proteinin disuk seviyede olmasi normal meme hicrelerinin
kéti huylu meme kanseri hicrelerine donismesi anlamina gelir ve bu integrin proteininin
meme kanseri hicresinde yiksek seviyede ifadelenmesi sonucu hlicre normal meme hiicresi
fenotipi gosterir (Gilcrease, 2007; Natali vd., 1992).

Daha oOncede belirtildigi gibi hilcreler integrin alt Uniteleriyle farkh integrin proteinleri
Uretmektedir ve her integrin proteinin kendine 6zgu segiciligi vardir. Sekil 2'de géruldigu gibi
avB3 ve a5B1 fibronektin proteiniyle etkilesime gecerken a2B31 proteini kollajen ve laminin
proteinini tercih eder (Groll, 2009; Hollinger, 2011; Hood ve Cheresh, 2002).
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Sekil 2. integrin alt (initeleri ve onlarin etkilesime girdigi proteinler
(Gordon vd., 2003)

Tablo 1'de goruldugu gibi integrin proteinin altgruplari siralanmistir. Bu tablo iki hicre hattinda
da ifadelenen proteinleri gostermistir ve her iki hiicre hattinda da a2, a3, a6, B1 ve B4 integrin

alt gruplainin oldugu belirtiimistir (Gordon vd., 2003). Ayrica MCF10A normal epitel hicre
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olarak kullaniimasina ragmen ortalama iggal gostergesi % 37.7 iken MDA-MB-231 hucreleri
icin bu oran %42.1°dir (Gordon vd., 2003). Diger calismada ise iki hicre hatti
karsilastiriidiginda a2, a3, B1 proteinleri her iki hiicre hattinda da ifadelendigi gériimus, fakat
ifadelenme seviyesinin MDA-MB-231 hucre hattinda daha fazla oldugu Western blotlama
yontemiyle gosterilmigtir, akis sitometri yontemiyle de dogrulanmigtir (Lichtner vd., 1998).
MDA-MB-231 hucreleri ile yapilan deneylerde laminin proteinine 6zgu olan a3B1 integrinin
hucre gogundeki rolt incelenmig ve RNA interferaz ile baskilandiginda hucre gogunun azaldigi
g6zlenmistir (Mitchell vd., 2010).

Tablo 1. MDA-MB-231 ve MCF10A hicre hatlarinda bulunan alpha2, alpha3, alpha6,

beta1,beta4 integrin alt gruplarinin ifadelenme profili

(Gordon vd., 2003)

-MARKER EXPRESSION PROFILE IN BREAST CELL LINES BY IMMUNOHISTOCHEMICAL AND RT-PCR ANALYSIS
Marker MDA 231 MCF 10A

«2 integrin +
a3 integrin -
a6 integrin +
B1 integrin +
34 integrin -
Vimentin -
CK14 +f—
CK18 +
a-SMA -
Tenascin +
CALLA -
E-cadherin -
EMA =
HMFGI -
DSc2 -
DSg3 .
MMP-7 -

+4+++++ 1+ ++++++++

2. GEREG ve YONTEM

2.1 Hicre Kiultiira
Projede kullanilan hicre hatlari MDA-MB-231 ve MCF10A dir.

MDA-MB-231 hicreleri igin gerekli besi yeri olarak %10 serumlu yiksek glikozlu DMEM (High
glucose DMEM) kullanildi. Bunun icin 450 ml High glucose DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium-Biological Industries-01-055-1A), 50 ml fetal sidir serumu Biological
Industries, 5 ml Penisilin Streptomisin (Biological Industries-03-031-1B), 5 ml L-glutamin

(Biological Industries-03-020-1B) karistirildi, filtrelendi ve besiyeri olarak kullanildi.
9
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MCF10A besi yeri icin DMEM/F12-(HAM)1:1 (Biological Industries-01-170-1A), verici at
serumu (donor horse serum-Biological Industries-04-004-1A), epidermal blyume faktori
(EGF), hidrokortizon, koleratoksin, insulin, Penisilin Streptomisin, L-glutamin kullanildi.

Karisim oranlari ise su sekildedir;

DMEM-F12 High glucose/NO L-Glutamine/ With Sodium Pyruvate /With HEPES) 500 ml, verici
at serumu 25 ml, EGF(Sigma(E96442 MG)) 100 ul, hidrokortizon(Sigma (H0888-1G)) 250 ul,
koleratoksin(Sigma (C8052-1MG)) 50 ul, insulin(Sigma(11882-100MG)) 500 ul, Penisilin
Streptomisin 5 ml, L-Glutamin 5 ml.

Basal kosullarda yapilan deneyler igin kullanilan besi yeri 500 ml Leibovitz’s (1X) (gibco by life
technologies-21083-027-500ml) ile 1,725 gram albumin sigir serumunun (Sigma-A9418-5G)
karistirlmasiyla olusturuldu. L15-BSA olarak kisaltildi ve a¢ birakiima kosullari sirasinda

hicrelere uygulandi.

Akis deneylerinde CO. dengesinin bozulma olasiligini ortadan kaldirmak icin 500 ml
Leibovitz's (1X) (gibco by life technologies-21083-027-500ml) ile 50 ml Fetal sigir serumunun

karistiriimasiyla olusturulan L15-serum kullanildi.

Hucre kultdri laminar flow kabin (Thermo Scientific MSC1.2 ve Nive MN120) icinde yapilirken,
hicreler sicaklik ve CO, dengesi icin inkibatérde (Binder ve ThernoScientific 3404) tutuldu.
Hucre kiltiri esnasinda gézlem yapabilmek icin ters bakigli faz-kontrast mikroskobu kullanildi
(Olympus CKX41).

2.1.1 MDA-MB-231 Hucre Kiltiru
MDA-MB-231 hucreleri pasaj 30 ile pasaj 50 arasindaki ddonemde kullanildi.

MDA-MB-231 hicre hatti icin ¢gdzme islemi;

Oncelikle petri kabinin igerisine belirli miktarda besi yeri konuldu, 1sinin ve CO, yiizdesinin
dengelenmesi icin inklbatore yerlestirildi. Daha dnceden 37°C ye getirilen su banyosunda
(NGve bath nb2) sivi nitrojen tankindan (Thermo Scientific Locator JR Plus) ¢ikarilan cryo tip
yarisi eriyecek sekilde bekletildi, daha sonra cryo tup igerisindeki solisyon tamami falkon tup
icine alindi. Bu solusyon taze besi yeri ile 10 ml ye tamamlandi ve 1000 rpm donus ile 5 dakika
santrifuj (NUve bench top centrifuge NF 400R) edildi. Bu islemin amaci, hicreleri ¢okturerek
dondurma islemi igin gerekli DMSO dan ayirmakti. Santrifyj isleminden sonra hucre falkon
tupde en agagida c¢okelti olarak kaldi. Hiucreye zarar vermeyecek sekilde tim sollsyon
vakumla cekildi. Daha sonra hicre ¢okeltisi taze besi yerinde ¢6zildu ve dnceden inkubatore

yerlestirilen petri kap icerisine eklendi. Hucrelerin, ¢dzme isleminden sonra, ritiele girmeleri

10



TUBITAK

yaklasik bir buguk hafta aldi. Hiicreler ATCC nin 6nerdigi gibi periyodik olarak iki-u¢ glinde bir

pasajlandi.
MDA-MB-231 hlicre hatti icin pasaj islemi;

Hucre ekimi yapildiktan sonra petriler mikroskop altinda 2 giinde bir gézlendi. Konfluensi orani

yaklasik %80 olan petri kaplari pasaj icin kullaniidi.

Oncelikle petri kabinin (Treated CORNING) igerisine belirli miktarda besi yeri konuldu, isinin
ve CO, ylzdesinin dengelenmesi icin inkUbatore yerlestirildi. Pasaja hazir olan hicreler
laminar flow kabinde islemler yapilacak sekilde énce petri icinde bulunan besi yerleri vakumla
¢ekildi. Daha sonra 2 ml Tripsin ile yikandi, ve ardindan 4 ml Tripsin eklendi. MDA-MB-231
hicreleri ylzeye tutunan hucrelerdir ve ftripsin etkisiyle yizeyden kalkarlar. Enzimin etkili
olmasi igin petri kaplar 3 dakika inkUbatdrde tutuldu. 3 dakika sonunda hucreler mikroskop
altinda gozlendi ve laminar flow kabine alindi. Enzim aktivitesini durdurmak igin serumlu besi
yeri eklendi ve petri icinde bulunan solisyon 5-6 kez toplanip birakildi. Son toplama
sonrasinda sollsyon falkon tipe aktarildi. Daha sonra petri kabi 5 ml taze besi yeri ile
solusyonun birakilip toplanmasiyla yikandi ve falkona eklendi. Toplamda 10 ml olan soliisyon
1000 rpm doénusle 5 dakika santrif(ij yapildi. Santrifij isleminden sonra hiicre falkon tlipde en
asagida c¢okelti halini aldi. Hlcreye zarar vermeyecek sekilde tim sollisyon vakumla gekildi.
Daha sonra hilcre taze besi yerinde ¢6zuldli ve dnceden inkibatdre yerlestirilen petri kap

icerisine eklendi.
MDA-MB-231 hucre hatti icin dondurma islemi;

Dondurma iglemi igin hiicre ¢okeltisi pasaj isleminden sonra yaklasik %7 lik DMSO da ¢ézulda,
ve cryo tuplere yuklendi. Hucrelerin bulundugu cryo tupler bu islemden sonra izopropanol dolu
hicre dondurma kabinda yaklasik bir hafta -80°C de birakildi ve sonra sivi nitrojen bulunan

hicre tankinda saklandi.

2.1.2 MCF10A Hiucre Kiilturi

MCF10A hcreleri pasaj 5 ile pasaj 30 arasindaki dénemde kullanildi.
MCF10A hcre hatti igin gézme islemi;

Oncelikle petri kabinin igerisine belirli miktarda besi yeri konuldu, 1sinin ve CO, yiizdesinin
dengelenmesi icin inkiibatore yerlestirildi. Daha 6nceden 37°C ye getirilen su banyosunda sivi
nitrojenden ¢ikarilan cryo tlp yarisi eriyecek sekilde bekletildi, daha sonra cryo tlip igerisindeki

solusyon tamami falkon tup igine alindi. Bu sollsyon taze besi yeri ile 10 ml ye tamamlandi ve
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1000 rpm donds ile 5 dakika santrifij edildi. Bu islemin amaci, hiicreleri ¢oktirerek dondurma
igslemi igin gerekli DMSO’dan ayirmakti. Santrifij isleminden sonra hucre falkon tupte en
asagida ¢okelti olarak kaldi. Hicreye zarar vermeyecek sekilde tim sollsyon vakumla gekildi.
Daha sonra hticre ¢okeltisi taze besi yerinde ¢6zuldi ve énceden inklbatore yerlestirilen petri
kap icerisine eklendi. Hlcrelerin, ¢dzme isleminden sonra, ritliele girmeleri yaklasik bir buguk

hafta aldi. Hucreler ATCC nin 6nerdigi gibi periyodik olarak iki-u¢ gunde bir pasajlandi.
MCF10A hucre hatti icin pasaj islemi;

Hucre ekimi yapildiktan sonra petriler mikroskop altinda 2 giinde bir goézlendi. Konfluensi orani

yaklasik %80 olan petri kaplari pasaj icin kullaniidi.

Oncelikle petri kabinin (Treated CORNING) igerisine belirli miktarda besi yeri konuldu, 1sinin
ve CO: yuzdesinin dengelenmesi igin inkUbatore yerlestirildi. Pasaja hazir olan hucreler
laminar flow kabinde islemler yapilacak sekilde 6nce petri icinde bulunan besi yerleri vakumla
¢ekildi. Daha sonra 2 ml Tripsin-EDTA soltisyon C (Biological Industries-03-053-1B-100 ml) ile
yikandi, ve ardindan 4 ml Tripsin-EDTA eklendi. MDA-MB-231 hiicreleri ylzeye tutunan
hlcrelerdir ve tripsin etkisiyle ylzeyden kalkarlar. Enzimin etkili olmasi i¢in petri kaplar 17
dakika inkUbatorde tutuldu. 17 dakika sonunda hucreler mikroskop altinda gézlendi ve laminar
flow kabine alindi. Enzim aktivitesini durdurmak icin serumlu besi yeri eklendi ve petri iginde
bulunan sollsyon 5-6 kez toplanip birakildi. Son toplama sonrasinda sollsyon falkon tlpe
aktarildi. Daha sonra petri kabi 5 ml taze besi yeri ile solusyonun birakilip toplanmasiyla
yikandi ve falkona eklendi. Toplamda 10 ml olan solisyon 1000 rpm dénUsle 5 dakika santrifij
yapildi. Santrifljj isleminden sonra hiicre falkon tlipte en asagida ¢okelti halini aldi. Hlicreye
zarar vermeyecek sekilde tim sollisyon vakumla gekildi. Daha sonra hiicre taze besi yerinde

¢6zUldU ve dnceden inkUbatdre yerlestirilen petri kap igerisine eklendi.
MCF10A hicre hatti i¢cin dondurma islemi;

Dondurma iglemi igin hiicre ¢okeltisi pasaj isleminden sonra yaklasik %7 lik DMSO da ¢ozuldu,
ve cryo tuplere yuklendi. Hicrelerin bulundugu cryo tupler bu islemden sonra izopropanol dolu
hicre dondurma kabinda yaklasik bir hafta -80°C de birakildi ve sonra sivi nitrojen bulunan

hicre tankinda saklandi.

2.2 Gip hazirlama
Deneylerde silikon (Universal wafer) ve bir yizii Indiumtinoxide (iITO-Teknoma Ltd.) kapli

camlar kullanildi. iTO kapl yiizeyin testi multimetre ile yapildi.
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2.2.1 Pluronic polimerinin kapaticilik 6zelligini test etme
Cip kaplama optimizasyonlarinda éncelikle pluronic polimerinin BSA ve K-kazein kadar iyi bir
kapatici olup olmadigi incelendi. Denemelerde yiuzey 6énce APTES ile daha sonra pluronic ile

kaplandi.

Tam yuzeyler kaplamalardan énce sirayla aseton, izopropanol ve su i¢inde ultrasonik banyoda

temizlenip kurulandi ve deneyler igin kullanildi.

Kaplamadan 6nce hidrofobik ylizey saglamak icin APTES ve TMCS kimyasallari buhar ve sivi

fazda denendi.

2.2.2 ITO-camlara K-kazein kaplama denemeleri ve K-kazein, Fibronektin, Laminin
kaplama

ITO-cam yiizeyleri K-kazein ile kaplamak icin buhar ve sivi fazda APTES kimyasini kullanild.
Homojen ylzey olusturmak tzere UV/ozone kullanildi. Bu cihazla en az bes en fazla on dakika
temizlenen ITO-cam yuzey, %2-3 APTES igeren aseton iginde 30 dakika bekletildikten sonra

aseton ile ardinda iyonsuz su ile durulanip kurutuldu ve ~110°C de bir saat isitildi.

APTES olmayan siire iginde UV/ozon ile temizlenen ITO-cami poli-L-lizin (%0.01) ile bes
dakika kaplandiktan sonra % 0.5’lik glutaraldehit (PBS ¢0zelti) icinde 15 dakika bekletildi ve

yuzey yikandiktan sonra kurutulmadan K-kazein ile kaplandi.

Fibronektin, K-kazein ve Laminin kaplamalar stok protein tlplerinden alikotlanarak,
Fibronektin ve K-kazein -80°C, Laminin -20°C’de saklandi, ve gerekli oldugunda yarim saat
once cikarilip kaplama icin bekletildi. Fibronektin ve Laminin kaplamasi bir saat uygulandi, K-

kazein ise 24 saat uygulandi.

2.2.3 Elektron Demeti Litografisi

Elektron demeti Litografisi enstitinin Fizik béliminde bulunan Raith E-line electron demeti
litografi cihaziyla (Raith GmbH, Dortmund, Germany) ile gergeklestirildi.

Cihaza 6rnek koymak icin dncelikle cihazdaki vakum azaltildi ve bdylece cihazin kapaginin
acilabilir olmasi saglandi. Bunun igin “Navigator” sekmesinden “Unload” secildi. Yaklasik iki
dakika beklendikten sonra cihaza baglh bulunan gaz nitrojen acildi ve cihaza gaz gitmesi,
bdylece vakumun azalmasi ve kapagin acilmasi saglandi. Kapak agildiktan sonra iginde
bulunan 6érnek koyma zemini disariya c¢ikarildi ve zeminde bulunan mandallarla drnek
sabitlendi. Daha sonra 6rnek haznenin igine kondu ve kapak kapatildi. Kapagin tam

kapanmasi igin tekrar vakum yapildi. Bunun icin “Navigator” sekmesinden “Load” segcildi ve
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cihaza azot gazi akisi kapatildi. Vakum makinesi yaklasik on bes dakika hazne i¢indeki havayi
cekip ornegin bulundugu hazneyi vakumladi. Cihaza yerlestirilen 6rnegin koordinatlari cihaza
tanitildi. Yazma igleminin hassasiyetini saglamak icin “stigmation” ve“aparture” degerleri
duzeltildi. Elektron tabancasinin calistigi alanda merkezlenmesi islemi “writefield alignment”
ayarlanmalariyla kesinlestirildi. Ornek (izerinde (i¢ ayri noktadan z ekseninde calisma
mesafesi ol¢lldi. Ortalama ¢alisma mesafesinden akim 6lcimU “'Faraday Cup” konumunda
gerceklestirildi. istenen adim araligina bagi olarak degisecek olan bekleme siresi ‘' Dwell time”
programa hesaplattirildi. Daha sonra desenler érnek lizerine tasarlanan sekilleriyle yerlestirildi
ve program yazim islemine baslatildi. Alan olarak 5—-100 yC cm™2 ve ¢izgi dozu olarak 2—3200

pAs cm™ denendi. Uygulanan voltaj degeri 5 kV'dir.
2.3 Test yuzeylerde hiicre uygulamalari

2.3.1 Hucreleri test yuizeylere aktarma igin uygulanacak yéntemin belirlenmesi
Hucreleri ylzeyden ayirmak igin tripsin-EDTA enzimatik ¢ozeltisini ve enzimatik olmayan hicre

ayristirma ¢ozeltisi denendi.

2.3.1.1 Saykloheksimit uygulamasi
0, 5, 10, 20, 40 ve 80 pg/ml saykloheksimit 2 saat suresince normal hicre kultira

yuzeylerindeki hiicrelerle test edildi.

2.3.1.2 Hicrelerin a¢ birakilmasi uygulamasi

Hucreler serumsuz ortamda Tripsin-EDTA muamelesi dncesi, sonrasi ve olmadan, ayrica
Fibronektin ve K-kasein yuzeyler Uzerinde serumsuz ve normal ortamda bekletildiler.

Hucre kultart deneylerinin optimizasyonu igin farkli kombinasyonlarda denenen kosullar Tablo
2’ de belirtilmigtir.
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Tablo 2. Yizeylerde hlcre kultirt optimizasyonu i¢in denenen kosullar

Bu kosullarin ¢ok cesitli kombinasyonlari denendi. (Birkag 6rnek: ll-2saat + lll-1saat + V-

2saat;ll-2saat + |V-2saat;|-2saat + IV-2saat + V-4saat; |-2saat + V-4saat;....)

Kosullar Denenen Sireler

| Tripsin-EDTA 6ncesi serumsuz ortam 0 saat 2 saat

Il Tripsin-EDTA sonrasi serumsuz ortam 0 saat 2 saat

Il Serumsuz ortam iginde bekletme Osaat 1saat 2 saat
IV Yiizey lizerinde serumsuz ortam Osaat 1saat 2 saat
V Yiizey (izerinde normal ortam Osaat 2saat 3saat 4 saat 18 saat

2.3.2 Test yuzeylere ekilecek hiicre sayisinin belirlenmesi
Yizeylere farkli sayilarda (0.025x10° 0.17x10° 0.37x10° 0.66x10°0.8x10° 1.00x10°,
8.00x10°) hicreler ekildi.

2.3.3 Hiicrelerin Fibronektin ve K-kazein yiizeylerde test edilmesi
Hucreler K-kazein veya Fibronektin kapli kontrol ITO-cam ylzeylerde test edildi. Bunun igin
once hucreler 2 saat serumsuz ortamda bekletildi, tripsin-EDTA ile petrilerden ayrildi ve kontrol

ylzeylerde normal ortamda kultdr yapildi.

2.3.4 K-kazein uzerinde Fibronektin nanodesen ylizeylerinde odaksal yapigsma deneyleri
icin hiicre uygulamalan

Optimize edilen kosullarda ITO-cam Uzerinde K-kazein Uzerinde Fibronektin nanodesenleri
elektron demeti litografisi ile olusturuldu. Ardindan MDA-MB-231 hcreleri optimize edilen
kosullarda K-kazein Gzerine desenlenmis Fibronektin nanonoktalari tGizerinde kultirlendi. Daha
sonra odaksal yapisma proteini olan vinkulin i¢in ve ylizeyde desenlenmis fibronektin icin
immun floresan boyamalari yapildi. Desenleme ile ilgili olarak bazi érneklerde elektron iginina
maruz kalan ylzeye baglanacak olan FN, DyLight ile floresan olarak isaretlendi ve hicrelerle
test edildi. Burada amag ilerdeki akis deneylerinde immin boyama yapmadan desenlerin
oldugu bolgeleri gézlemlemekti. Floresan mikroskopta alinan goéruntiler imaged programi

kapsaminda c¢esitli asamalardan gecirilerek analizleri gergeklestirildi.
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2.3.5 K-kazein uzerinde Fibronektin nanodesen yiizeylerinde odaksal yapigmalari igin
analiz basamaklari

RGB formatta floresan mikroskop goruntileri imaged programiyla renk kanallarina ayrildi.
Analiz iglemleri icin 8 bit resim formati kullanildi. Vinkilin boyamalarini yani odaksal
yapismalari gdsteren resimler ayrilip imagedJ Uzerinden uygulanan basamaklarla odaksal
yapismalarin niteliksel analizi yapildi. Kullanilan baglica islemler ve analiz eklentileri sdyle:
subtract  background-rolling ball radius>sliding paraboloid, Brightness&Contrast,
math>subtract, math>exp, CLAHE, Log3D, analyze patrticles, ve adjust>threshold. Odaksal
yapisma boélgelerinin belirlenmesinin ardindan desen fotograflariyla eslestirilen ilgili alanlarin

nanonoktalara gére durumlari tespit edildi.

2.3.6 K-kazein uzerinde Fibronektin nanodesen yiizeylerinde hiicre sekli ve iskeleti

Hiicre sekli ve iskeletinin iTO-cam yiizeyde olusturulan protein nanodesenleri Uzerinde
sinanmasi gergeklestirildi. Hem MCF10A hem de MDA-MB-231, sirasiyla normal epitel ve
meme kanseri hiicreleri, ITO-cam ylizeydeki K-kazein (izerinde desenlenen FN nanonoktalari
Uzerinde kultarlendi. Hucre iskeletini gozlemlemek igin hicrelere F-aktin proteinine dogrudan
baglanan floresan falloidin (phal488, phal350, phal647-Sigma) boyamasi yapildi ve bununla
beraber hem hicrenin kendi Uretti§i hem de ylzeydeki desenleri olusturan fibronektin (FN),
FN’i taniyan birincil antikorlar ardindan bu birincil antikorlari taniyan floresan ikincil antikorlar,
vinkulin proteini de vinkulin’i taniyan birincil antikorlar ve bu birincil antikorlari taniyan floresan
ikincil antikorlar ile boyandi. Antikor seyreltmelerinin optimizasyonu igin ¢esitli oranlar
kullanildi. MDA-MB-231 hucrelerinin Gzerlerinde kuiltirlendigi yeni ylzeylerde FN proteini
DyLight ile floresan olarak isaretlendigi igin tekrar antikorlarla boyanmadi. iki hiicre hatti
arasindaki hlicre sekli ve iskeleti arasindaki farklar oncelikle niteliksel olarak aktin iskelet
yapisinin farkhliklarinin gézlenmesiyle elde edildi. Daha sonra niceliksel degerlere aktarmak

Uzere Imaged ile analizleri yapildi.

2.3.7 Cift aktif ciplerin hazirlanmasi

Cift aktif ciplerin hazirlanmasi iki sekilde gergeklestirildi.

-Fibronektin kapli ¢ip Uzerine elektron demeti litografisi yapildiktan sonra Laminin proteini ile
kaplandi, farkli Laminin yogunluklari denendi.

-Laminin kapli ¢ip Uzerine elektron demeti litografisi yapildiktan sonra Fibronektin proteini ile
kaplandi.

Tek aktif deneylerinde uygulanan yontem ile kiltirlendi ve immuno boyama yapildi.
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2.4 Akig deneyleri igin UV litografi yontemiyle kanal hazirlama

2.4.1 Fotolitografi

Farkl kanal sekilleri igin fotomaske dosyalari CorelDraw yazilimi ile gizildi ve maskeler hizmet
alimi yoluyla temin edildi. UV litografi uygulamasinda kullanmak Uzere elde edilen maskeler
bulgular kismi Sekil 88 de fotograflanmistir.

Silikon wafer yuzeyiyle yapilan deneylerde oncelikle yiuzeyde herhangi bir toz olmamasi
saglandi. Silikon wafer’in orta bélimine yaklasik 4 mililitre SU-8 dokaldu, sonra 65°C isiticl
Uzerinde yayildi ve baloncuk olmamasina dikkat edildi. Pisirmeyi 6nlemek icin dokim ve
yayma isleminin kisa slirede tamamlandi. Yayma isleminden sonra érnek on dakika oda
sicakliginda duz bir zeminde bekletildi. Dondirme basamagi i¢in spinnerin ¢calismasi kontrol
edildikten sonra 6érnek spinner a yerlestirildi ve galistirildi. istenilen kalinlik igin uygulanan
program 5 saniyede 500 rpm’e c¢ikis, 15 saniye 500 rpm, 5 saniyede 1000 rpm’e cikis, 30
saniye 1000 rpm ve 10 saniyede O rpm’e inis idi. Bu programla 300 mikro metrelik bir kalinlik
elde edildi. Daha sonra 6n pisirme basamagi uygulandi. On pisirme iki basamaktan
olusmaktaydi; 65°C ve 95°C. ilk basamakta; 65°C’ye getirilen isiticida denenen siireler 2
dakikayla 60 dakika arasindadir ve uygulanan sire 20 dakika idi. ikinci basamakta; 95°C ye
ayarlanan isiticida denenen sireler 1 saat ile 6 saat araligindadir ve uygulanan sure 4 saat
idi. 4 saat sonunda Ornek bir sonraki glne kadar isitici Uzerinde bekletildi. UV isinlama
basamagina gegcmeden dnce, SU-8 tabakasinin tamamen polimerlestigini kontrol etmek igin
95°C’de kirisiklik testi uygulandi. Kirisiklik oldugunda 95°C’de 10 dakika daha pisirilir oda
sicakhigina getirildi, kirigikik gdzlenmeyene kadar bu islem tekrarlandi. Kirigiklik
gbzlemlenmediginde oda sicakliginda bekletilen érnek UV 1sinlama basamagina hazirdi.
Ornek maske hizalayicisina (840 mWatt/cm2) yerlestirildi. UV 1sinlama denemeleri 5 saniye
ile 70 saniye arasinda yapildi. Optimum slre 60 saniye olarak belirlendi. Isinlamadan sonra
ornek oda sicakliginda yaklasik on dakika bekletildi. Son pisirme basamagi UV isinlama
basamagindan sonraki asama idi. ilk olarak 65°C’ye getirilen isiticida 5 dakika ile 20 dakika
arasinda denemeler yapildi, 5 dakika uygun sure olarak belirlendi. Bu sure sonunda 1s1 95°C’ye
yukseltilerek 15 dakika uygulandi. Ornek bir sonraki giine kadar isitici tizerinde bekletildi.
Fotolitografinin son basamaginda developerla isin gérmeyen yerler drnekten uzaklastiriidi. Bu
basamak icin develop suresi olarak 15 dakika ile 60 dakika araligi denenip 40 dakika uygun
sure olarak belirlendi. Developer etkisini ortadan kaldirmak i¢in érnek izopropanol ile durulandi.

Ornek mikroskop altinda incelendi develop agamasinin tamamlandigi dogrulandi.
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2.4.2 Akis deney diizeneginin hazirlanmasi

Akis deneylerinin 6n basamaginda SU-8 kaliplari UV litografi ile iki farkli boyda hazirlandi:
22mmx22mm ve 25mmx75mm. SU-8 kalibinin goéruntisu bulgular kisminda Sekil 89'da
gosterilmistir. ilk denemelerde 25mmx75mm boyutlarinda olan ITO-camlar optimizasyonlar
icin yaklagik 22mmx22mm boyutlarinda kesilip kullanildi. ITO-cam (zerinde yazilan alanlarin
blyUkligune gore ya da tim yuzeyi igine alacak sekilde genisligi 10 mm’den 15 mm’ye kadar
olan kanallar kullanildi. UV litografi ile hazirlanan silikon 6rnek Gzerindeki SU-8 kaliplarinin
PDMS kanallarina dénusturtlmesi icin farkli oranlarda PDMS (Polydimetilsiloksan-Sylgard 184
Silicone elastomer kit) karisimi hazirlandi. Bunun igin dnce SU-8 kalip etanol ve su ile yikandi
daha sonra aliminyum folyo Uzerine vyerlestiriidi. PDMS ile SU-8 kalibi polimerlesme
sonrasinda kolayca ayirabilmek icin tizerine deterjan uygulandi. PDMS karigsimi PDMS ve kir
solisyonu karistirilarak olusturuldu. Karistirma orani PDMS kalibini sertligini etkilemektedir.
PDMS ve kur solisyonu 10:1’lik ve 5:1’lik oranlarda hazirlandi ve 5:1’lik kaliplar 10:1’liklere
gobre daha sert oldugu gorildi. PDMS ve kir solisyonu yaklasik 15 dakika karistirilarak
baloncuklu karisim elde edildi. Baloncuklar vakum ile uzaklastirildi. Vakum uygulamasi 5’er
dakika aralikli olarak butun baloncuklar yok olana kadar surdurildid. Daha sonra karisim
ornegin Uzerine dokuldu ve duz bir zeminde iki gin polimerlesmeye birakildi. PDMS ve SU-8
kalip etanol yardimi ile ayrildi. Sonucunda olusan kalip bulgular kismi Sekil 90°’da
gosterilmektedir. PDMS kaliplari akis deneyleri igin kullanildi.

Akis deneylerinde Kkarsilasilabilinecek muhtemel sorunlarin tespitini ve giderilmesini
saglayacak 6ncl akis deneyleri yapildi. Oncelikle akig diizenekleri olusturuldu, diizenek
bulgular kismi Sekil 91'de gdésterildigi gibi dizenlendi. Bunun icin yukarida agiklandigi sekilde
olusturulan PDMS kaliplari bes dakika siiresince UV/ozona maruz birakildi ve ITO-cam
lizerinde K-kazein ve ITO-cam (izerinde FN kapl kontrol yiizeyleri ile birbirlerine yapistirildi.
Akis sirasinda olasi herhangi bir sizintiy1 6nlemek amaciyla birlesim yerlerine az miktarda sivi
PDMS karigimi uygulandi. Akis igin olusturulmus giris ¢ikis noktalarindaki bdlgelere
yerlestirilen adaptdrlerin sizdirma olasihgini yukselttigi icin giris ve c¢ikisi saglayan silikon
hortumlar kanallara dogrudan baglandi ve PDMS birlesim yerlerine de ayni sekilde sizintiyi
Oonlemek amaciyla az miktarda sivi PDMS karigimi uygulandi. Baloncuklanmayi dnlemek ve
kanali akisa hazirlamak amaciyla kanal Oncelikle besiyeri ile muamele edildi ardindan
belirlenen oranda (7x10* hiicre/ml) hicre igeren besiyer kanaldan gegirildi. MCF10A ve MDA-
MB-231 hucreleri konsantrasyonlari ayni olacak sekilde L15-serum besiyerinde seyreltildi ve
akis icin ayri ayri kullanildi. Ters bakigh faz-kontrast mikroskobuna bagli kamera ile saniyede
bir fotograf karesi alacak sekilde otuz saniyelik cekimler ve bir saniyede on beg fotograf karesi

alacak sekilde otuz saniyelik videolar kayit edildi.
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Uretilen PDMS kanal boyutlari Poiseuille denkleminde kullanilarak (Sekil 3), test edilecek akis
gerilimleri icin uygulanmasi gereken akis hizlari hesaplandi (bulgular kismi Tablo 3). Burada

hem fizyolojik degerler hem de literatiirde kullanilan degerler baz alindi.
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Sekil 3. Akis hizi hesaplamasinda kullanilan formul ve akis hizi hesabini yapmakta kullanilan

LabView bilgisayar programinin basamaklandirdigi formulin her bir basamaginin akis semasi.

Denemelerde, kalinligi eni, boyu ve yiksekligi bilinen PDMS kanallari kullanildi. Bu
denemelerde akis gerilimi 0,25 dyn/cm?den 2 dyn/cm?ye kadar uygulandi. Oncelikle
UV/ozone ile sterilize edilen ve aktiflestirilen kanallar protein kapli giplere kalici olarak
yapistirildi daha sonra akis sistemi ters bakigl faz kontrast mikroskobu Uzerinde kuruldu.
Kanal %70 lik EtOH ile sterilize edildi ve EtOH kalintisi birakmamak tzere L15-serum besiyeri
kanaldan akitildi. Daha sonra MDA-MB-231 hicreleri akis sistemindeki kanala aktarildi.

Hucreler kanal boyunda sisteme yuklendikten sonra bir saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra
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yapisan hucrelerin akis altinda ayrilmalari gézlemlendi. Akis gerilimleri sirasiyla 0,25; 0,50;
0,75; 1,00; 1,25; 1,50; 1,75; 2,00 dyn/cm? beser dakika olarak uygulandi.

Hucrelerin uygulanan akisla kanala girdigi ve uygulanan akisin surekliliginde ylzeye

yapismalarinin beklendigi sistem diizenegi Sekil 4'de gosterilmektedir.

ﬁg cikis 2"

Al
1

Sekil 4. Akis altinda hicre yapigsmasinin saglanabilmesi i¢in kurulan sistemin genel gérinima

Akis altinda hiicre yapismasinin saglanabilmesi igin 0.02 dyn/cm? dederinde akis gerilimi 24
saat boyunca peristaltik pomba araciligiyla giplere uygulandi. Hiicre stispansiyonu L15 serum
icinde 12x10° hiicre igermektedir. Su banyosu ve hiicre stispansiyonu 37° C derecede tutuldu.
Sizdirma olasiligina énlem olarak ITO camlara yapistirimis PDMS kanallar kenarlarindan
kiskaglar ile desteklendi. Hiicre stspansiyonu manyetik gubuk ile sirekli karistirilarak hicre
¢dkmesi engellendi. Kanalda hicre akisinin devamliligi faz kontrast mikroskobu ile

g6zlemlendi.
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3. BULGULAR

3.1ITO iizerinde MDA-MB-231 Kontrol ve Tek aktif desenlenen yiizeyler

indiumtinoxide (ITO) kaph camlar yiizeylerinin iletken olmasi dolayisiyla EDL igin uygun
olmakta ve kaplamanin saydamliginin bir sonucu olarak hicre biyolojisi ¢alismalarinda
kullanilan 1sik mikroskobu tekniklerine uygun bir malzeme olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Bu

yiizden silkon kapli camlar yerine iTO kapli camlarin kullanimi tercih edilmistir.

3.1.1ITO yiizey lizerinde kapatici olarak pluronik polimerkaplamasi denemeleri

Kapatici olarak 12.6 kDa molekul agirhgindaki Pluronik (F127) polimerini test etmek igin dnce
yuzeylerin hidrofobik hale getirilmesi gerekti, ¢linki pluronik tg¢ parcal (hidrofilik — hidrofobik —
hidrofilik) bir yapidir ve orta kismindaki hidrofobik parca ile hidrofobik ytizeylere baglanabilir.
Boylece pluronigin serbest hidrofilik kisimlarini barindiran ylzey hidrofilik hale gecer.

ITO-camlarin hidrofobik olmasi 3-Aminopropyltriethoxysilane (APTES) (Sigma-Aldrich-
173648*100 ml) kaplamasiyla saglandi. Hidrofobikligi nitel olarak test etmek igin ¢ip tzerine
10 pllik damlalar birakildi ve damlalarin yayilmadigi goérildi. Fakat APTES kapl ylzeylerin
pluronik ile kaplanmasinin ardindan, 10 ul'lik su damlasinin ylizeyde dagilmasi ile nitel olarak
belirlenmesi beklenen hidrofilik ylzeye doénisim gerceklesmedi. Bunun, APTES’in ug
grubunun (NH2) sivi icinde arti yikli (NHs") bulunarak pluronik molekullerini itmesinden
kaynaklandidini dusinuldd. Bunun UuUzerine, yuzeyleri hidrofobik duruma gegirmek icin
trimethylchlorosilane (TMCS) kaplama denendi. Burada énce TMCS kloroform iginde ¢ézuldu
(Sundberg ve ark. 2003). iTO-cam yiizeyler (150 nanometre kalinliginda kapli, 6z direng =
2.8x10* Q-cm) 20 saniye slireyle sirasiyla 0.1M H.SO., iyonsuz su, metanol, aseton,
kloroform, %5 TMCS igeren klorofom iginde bekletildikten sonra iki defa kloroform ile yikanip
kurutuldu. Kloroform bazli deney uygulama olarak zor ve daha fazla toksik madde ile
calisilmasini gerektirdigi gibi, bu sekilde hazirlanan yuzeyler gézle gérulebilecek sekilde bir
tabaka ile kaplandi ve homojen olmadiklar gézlendi. Ayrica EDL (elektron demeti litografisi)
desenlemesi bu ylUzeylerde basarili olarak gercgeklestiriiemedi. Bunun Uzerine TMCS buhar
fazinda kullanarak kaplama test edildi. Bunun icin UV/ozon temizleme cihazinda en az 5 en
fazla 10 dakika temizlenen ITO-cam ylzey, iginde adz agik ve TMCS igeren bir tipin
bulundugu cam petri kabin icinde geker ocakta yaklasik onalti saat bekletildi. Buhar fazli
ybntem ile cam ylzeyler daha homojen bir gériinim sergilediler. iyonsuz su ile durulanan
ylzeyler bir saat ~110°C de isitildi. Bulgular kisminda Sekil 5’te goriildigi gibi, bu yontemle
hazirlanan yuzeyler Gzerinde on mikrolitrelik su damlasinin, APTES yuzeylere gore ¢ok daha

az yayildigi gézlemlendi.
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Pluronik ile gerceklestirilen deneyler, bulgular kismi sekil 12’de gosterildigi gibi, umulan
sonugclari vermedi.

TMCS ve APTES kaplamalarini silikon yuzeyde gerceklestirmek Uzere degistirilen etkenler: (i)
Silikon ylzey hava plazma cihazinda bes dakika temizlendi;

(i) TMCS kaplamasi,buhar fazinda ve otuz dakika sure ile gerceklestirildi.

Hirofobik ylzeylerde pluronik kaplamasinin en Ust seviyede yapilabilmesi igin, yogunlugu

yuksek (%4 10k) pluronik ¢dzeltisi kullanildi ve bekleme siresi en az 24 saat olarak tercih edildi.

3.1.1.1 TMCS kaplamasi

Buhar fazinda TMCS kaplamasi kloroform bazli kaplamadan daha verimli oldu. iTO-cam-
TMCS-pluronik-EDL-fibronektin deneylerinde nanonoktalar ile arka plan arasindaki floresan
sinyali farki duslk oldu. Bu sonucun pluronik kaplamasinin iyi olmamasindan kaynaklandigi
dusunuldd. Silikon ylzeylerde 24 saat kaplama suiresi sonucunca hidrofilik 6zellige déntisum
gerceklesmedi. EDL desenlemesi yapilmayan ITO-cam ylzeylerde 48 saat ve daha uzun

inkiibasyonda hidrofilik ylizeye donisimun daha iyi oldugunu gozlemlendi.

3.1.1.2 APTES kaplamasi

APTES kaplamasini da buhar fazinda denedik ama ylzeyler TMCS'nin aksine daha az
homojen goérindiler ve EDL desenlemesi bu ylzeylerde basarili olarak gergeklestirilemedi.
Bunun Uzerine daha 6nce silikon ylzey icin kullanilan yontem kullanildi; fakat tehlikeli pirana
¢ozeltisi yerine UV/ozon temizleme cihazini kullandi. Daha pratik olmasinin yanisira bu
temizlik secenedi siresi kisa tutarak, iTO kaplamasinin korunmasi hedeflendi. Bulgular
bdliminde Sekil 5’de gérildugu gibi, yluzeylerin nitel olarak hidrofobik olmasi su damlasi testi

ile belirlendi.

3.1.1.3 Poli-L-lizin kaplamasi

APTES olmadidi sure icinde poli-L-lizin uygulandi. Poli-L-lizin hicrelerin cam yuzeylere
yapismasini saglamak icin kullanilir. Glutaraldehit ¢apraz-bag kurabildigi igcin sabitleme
islemlerinde kullanilir. Burada beklenen poli-L-lizin ile proteinler arasinda glutaraldehitin

kovalent bag kurarak ylzey kaplamasini gergeklestirmesiydi.

Pluronik kaplamasi icin ¢esitli yontemleri (farkl ylzey hidrofobiklestirme yéntemleri [aseton
bazli APTES, buhar fazli APTES, kloroform bazli TMCS, buhar fazli TMCS], farkli kaplama
slreleri [16 — 48 saat], farkl kaplama sicakliklari [oda sicakhdinda ya da +4°C’de])
denenmesine ragmen protein desenlemesi mimkin olmadi. Bu ylzden tiim drneklerde olumlu

sonug veren kapatici olarak K-kazein kullanimi segildi. Yizey olarak da iTO-cam olumiu
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sonuglar verdigi icin ve hem iletken oldugu hem de 1191 gegirebildigi icin tim deneylerde silikon

yerine iTO-cam kullanimi tercih edildi.

Sekil 5. ITO tizerine TMCS ve APTES kaplamalari.

(A) ITO-cam gorsel olarak hafif koyu rengi ile kaplamasiz camdan ayirt edilebilir. Camin iTO
kapli tarafi direng 6lger ile belirlenebilir. (B) TMCS buhar fazi kaplamasi igin ITO-cam ve TMCS
iceren cam petri kabinda bekletildi. (C), (D) UV/ozon veya hava plazma ile temizlenen, TMCS
veya APTES ile kaplanmis yuzeylerde nitel olarak hidrofobik ylzey testi sonuglarl. Su

damlalarinin sinirini gézlemlemeye yardimci olmasi igin daireler gizildi.

3.1.2 iTO yiizey iizerinde kapatici olarak K-kazein kaplamasi
Optimizasyon sonucunda izlenen metot asagidaki gibidir:

Ciplerin temizligi i¢in dncelikle saleler asetonla galkalandi. Daha sonra yuzeyleri tespit edilen
iTO-camlar salelere yerlestirildi. Daha sonra izopropanol, aseton ve su ile tekrarli bir sekilde
ultrasonik banyo yardimiyla temizlendi. Daha sonra hava nitrojen ile ITO-camlar kurutuldu.
Herhangi bir organik molekiliin uzaklastiriimasi icin ise ITO-camlar 10 dakika UV/ozon’a
magruz birakildi. Ardindan yuzeyin aktiflesmesini saglamak amaciyla %3 APTES aseton
cozeltisinin iginde hazirlandi ve iTO-camlar 30 dakika bu soliisyonda bekletildi. Daha sonra
ITO-camlar aseton ve su ile tekrarli olarak yikandi. Daha sonra hava nitrojen ile iITO-camlar
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kurutuldu ve tamamen kurumasi igin 6nceden 110°C ye ayarlanmig firnda (Nuve dryheat
sterilizor FN032) 1 saat kurumaya bekletildi. Daha sonra firin kapatildi ve iTO-camlar bir
sonraki gline kadar sogumaya birakilan firinda tutuldu. Takip eden giinde iTO-camlar dncelikle
APTES kaplamasi kaynakli hidrofobiklik icin test edildi. Her ITO-cam yaklasik 10 ym su

damlatilarak test edildi ve su damlalarinin cam uzerinde yayilmadigi goruldu.

Bundan sonra %1 Gluteraldehit solisyonu (Gluteraldehyde 70% solution EM grade distillation
prufied- Electron Microscopy Sciences) 1X PBS iginde hazirlandi ve iTO-camlar bu soliisyon

icinde 1 saat kaplandi.

K-kazein kaplama: Petri kabin alt ylzeyi parafilm ile kaplandi. K-kazein alikotlari (1 mg/ml
olacak sekilde) kullaniimadan yaklasik yarim saat 6nce -80 °C den +4°C ye cikarildi. Alikotlar
5 ml olarak saklandi. iITO-cam kaplanmis yiizeyi protein soliisyonuna degecek sekilde 24 saat
inkiibasyona birakildi. 24 saat sonra iITO-cam 3 kez 1X UB ile ardindan 3 kez ultra saf su ile
¢alkalanip, hava nitrojenle kurutuldu. Daha sonra kullaniimak Uzere vakum (portable suction-

Polymed, Polylob) altinda saklandi.

3.1.3iTO yiizey iizerinde K-kazein kaplamasi iizerine Fibronektin kaplama

Fibronektin(F2006 Sigma) kaplama: Petri kabin alt ylzeyi parafilm ile kaplandi. Fibronektin
alikotlari (1 mg/ml olacak sekilde) kullaniimadan yaklasik yarim saat 6nce -80°C den +4°C ye
¢ikarildi. Alikot 1X UB ile 1 ml'ye tamamlandi ve pipetleme yapmadan parafilm Gzerine
birakildi. ITO-cam kaplanmis yiizeyi protein soliisyonuna degecek sekilde 2 saat inkiibasyona
birakildi. 2 saat sonra ITO-cam 3 kez 1X UB ile ardindan 3 kez ultra saf su ile galkalanip, hava
nitrojenle kurutuldu. Daha sonra kullaniimak lGzere vakum altinda saklandi. Yaklasik 2 hafta

icinde kullanildi.

3.1.4 iITO-cam yiizeylerde Elektron Demeti Litografisi uygulamasinda doz tesipiti

EDL igin en uygun electron isini 6lgisi—doz— (D), bekleme zamani (t) ve adim arahgini (s)
belirlemek icin doz testleri yapildi. Bu Ug etken, akim siddetine (1) bagli olarak birbiriyle iligkilidir:
Alan yazimiigin D= (1 *t) / (s * s);

Cizgi yazimiigin D= (1 *t) / (s );

Nokta yazimi igin D= (I * t).

Akim buyuklugl ivme voltaji ve elektron isininin gegecedi agikhgin genigligi ile artar. 10 kV’deki
akim 5 kV’deki akimdan daha yuksektir bu da bekleme zamanini azaltir; fakat protein
desenlemesi geri sagilan elektron ile yapildigi icin dusik voltaj protein kaplamasini

isleyebilmek i¢in daha avantajlidir. Elektronlarin gegecedi aciklik artinca yine akim artar; fakat
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30 pym ise olusacak desenler 7.5 pym agikliktan daha buyuk olacaklardir. Deneylerde 5 kV ve
10 kV voltaj, 7.5 ym ve 30 um aciklik kullanildi; nanometre 6lgceginde desenler igin ilk degerlere
agirhik verildi.

EDL’'de cizgiler noktalardan olugturulur; ama eger adim araligi blyuk olursa, gizgi yerine
noktalar olusabilir. Eger EDL’nin nokta ile yazma secgenegi kullanilirsa, elektron isini her
noktada durur, bu da yazma suresini uzatir. Burada EDL’nin gizgi ile yazma segenegi, buyuk
adim araligiyla kullanilarak hem nanonoktalar olusturmak hem de yazma sdresini azaltmak
icin test edildi. Ayni mantik ile araliklari sabit olacak nanonoktalar icin alan ile yazma
seceneginde de yazma suresi azaltildl.

EDL sonrasi yizeyler 0,1 mg/ml fibronektin ¢ozeltisi ile oda sicakliginda (¢ saat ya da +4°C
de onalti saat bekletildi. UB ve ardindan iyonsuz su ile durulanan yuzeyler kurutuldu. Bu
sekilde sonuclanan desenleme deneylerinin sonuglarinin belirlenmesi igin fibronektini taniyan
tavsanda Uretilmis antikor ve tavsanda Uretilen antikoru taniyan floresan boyali (Alexa-555)
antikorlar ile boyama yapildi.

Her iki antikor da 1:200 oraninda PBS icinde ve bir saat bekleme siireleri ile kullanildi. Ornekler
floresan mikroskopta (Olympus epiflourescence microscope) incelendi. Goérintiler,
mikroskoba bagl dijital fotograf makinesi ile ¢ekildi. Bu gekimlerde sure ve dijital ISO ayarlari
icin yapilan testle sinyalin garultiye oraninin en yiksek oldugu (2 saniye ISO auto ~10/2=5;
10 saniye 1ISO auto~20/5=4; 2 saniye 1SO 800 ~40/4=10; 4 saniye ISO 800 ~80/10=8) iki
saniye ve 800 ISO degerleri belirlendi. Ayrica floresan sinyali homojen drneklerle goéruntulerin
orta kisminda homojen oldugu belirlendi ve analizler icinde sadece bu bdlgedeki veriler
kullanildi. Analizlerin timG Imaged programi ile yapildi. Arka plan sinyalini ¢ikarmak igin
ImageJ’de “subtract background — rolling ball — sliding paraboloid” segenegi kullanildi.
ITO-cam ve K-kazein kullanilarak EDL ydntemiyle olumlu sonuglar alindi. Once iTO-cam
lizerinde APTES kimyasi ile kaplanan K-kazein icin alan desenlemesi gerceklestirildi. iTO-cam
yuzeyi uzerinde K-kazein-EDL- Fibronektin desenlemesi doz belirleme sonuglari bulgular

kisminda Sekil 6'da bulunmaktadir.

25



<

TUBITAK

. - 75 80* *AlandozlariuC/cm?
Adim aralig1 0.02 um

n 25
T H RN 5 10 15 20

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Alan dozu (uC/cm?)

10 ym

Floresan sinyal (goreceli)
= N W S U OO NN 0 W
O O O O O O o o o

o

Sekil 6. ITO-cam-APTES-K-kazein-EDL-Fibronektin alan desenlenmesi.

[EDL (5 kV; 30 um)] (A) EDL desen tasarimi farkli dozlarda 5x5 pym?lik kare alanlar. Desendeki
doz farkini gorebilmek igin alanlar dozlarina gore (kugukten buyuge : lacivertten kirmiziya)
renklendirildi. (B) Ornek floresan gérintiisii. Doz soldan sada asagidan yukariya arttikga
fibronektin boyamasinin floresan sinyali artiyor. (C) Floresan sinyal doz ile artiyor. Her doz icin

4 ornek alanin sinyal ortalamasi alindi, ortalama ve standart hata gosteriliyor.

3.1.5 iTO-cam yiizeylerde Elektron Demeti Litografisi uygulamasinda nanonokta
desenleme

ITO-cam-APTES-K-kazein-EDL-Fibronektin alan desenlenmesinin gerceklesmesi iTO-cam
yluzeyin EDL yontemiyle calisabilecedini isaret etti. Bunun Uzerine nanonokta olusumu
gerceklestirildi. Bulgular kismi Sekil 7’de goéruldigu gibi yazim suresini kisaltmak i¢in EDL
desenleri gizgilerle tasarlandi. istenilen biy(kliikte nanonoktalar olusturabilmek igin uygun
dozlar belirlendi. Bulgular kismi Sekil 8’de géruldigu gibi, bunun igin genis kapsamli (2 — 1000
pAs/cm) ¢izgi dozlari test edildi.
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ITO-cam-K-kazein-EDL-Fibronektin  desenlemesi  ornekleri, onerilen atomik  kuvvet
mikroskobundan daha pratik olan taramali elektron mikroskobunda goruntilenerek,
nanonoktalarin elektron dozuna badli blayuklUklerini bulgular Sekil 9'da gdsterildigi gibi

belirlendi.

A 1000100 10 1000100 10 *

* Cizgi dozlari pAs/cm

1 mm

Adim araliklari: 2um 4 um 8um

Sekil 7. Biylik adim aralikl gizgilerle iITO-cam-APTES-K-kazein-EDL-Fibronektin nanonokta

desenlenmesi.

[EDL (5 kV; 30 um)] (A) EDL desen tasarimi: farkli dozlarda cizgiler. Desendeki doz farkini
gorebilmek igin gizgiler dozlarina gore (kugukten buyuge : lacivertten kirmiziya) renklendirildi.
(B) Ornek floresan goriintileri. Burada sadece 1000 pAs/cm dozu igin fibronektin kaplamasi
gerceklestirilebildi. 10 ve 100 pAs/cm dozlari yeterli gelmedi. EDL deseni ¢izgi olmasina
ragmen adim arahigi blyuk tutuldugu i¢in nanonoktalar yazilabildi. Adim arahdi degistikge (2,
4 ve 8 ym) nanonoktalarin birbirlerinden uzaklklari da (2, 4 ve 8 ym) degisti.
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A EDL deseni

gizgiile yazim

1000 pAs/cm (-2)*499 - 2 pAs/cm

970-908 pAs 880-818 pAs/cm 342-280 pAs/cm

146-84 pAs/cm 76-14 pAs/cm

/

Doz degisimi: X yontinde 1000 pAs/cm’den ikiser
azalarak, Y yoniinde sabit. Her goriintiiden izerinde
belirtilen doz araligindaki nanonoktalar analiz igin
kullanilmigtir.

Analizigin segilen 6rnek kesit ¢cizgisi

C 30 —970_908 pAs/cm 880_818 pAs/cm ~342_280 pAs/cm
—236_174 pAs/cm 146_84 pAs/cm  —76_14 pAs/cm

N
w

[
(=]

Floresan Sinyal (goreceli)
s e

U

0 10 20 30 40
Uzaklik (mikron)

70

Sekil 8. ITO-cam-K-kazein-EDL-Fibronektin desenlemesi.
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[EDL (5 kV; 7.5 um)] (A) EDL desen tasarimi (B) Floresan mikroskobu goéruntileri (C) Doza
bagli floresan sinyal degisimi. Kesitler x ekseninde alindigi icin, doz (bdylece floresan sinyal)
her kesit igin farkli oldugu gibi, her kesitte de degismektedir (her kesitte doz saga dogru
azalmaktadir). EDL desenindeki gizgiler adim araligini 2 mikron alarak yazildiginda, 2 mikron
aralikl nanonoktalar olusturuldu. Her ¢izginin dozu digerinden farkli oldugu icin desenin
floresan goéruntilerinde y ekseninde (ayni desen gizgisi Uzerinde) olusan fibronektin
nanonoktalar ayni, fakat x eksenindekiler farkh parlaklklarda goérilmektedir. Floresan
gorintilerde x ekseninde kesitler alinarak, doz azaldik¢a floresan sinyalin azaldigi belirlendi.
iTO-cam-K-kazein-EDL-Fibronektin desenlemesinde c¢izgi yazimi icin esik doz degerini

floresan goéruntulerin kalitesine dayanarak 200 pAs/cm olarak belirlendi.

A B

o

>
o
< 200
100
4 212 277 3

77 440 500 1000
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D
E 600 . Ongériilen doz| Nanonokta ¢api
§ 400 y = 0.5477x + 80.24 pAS/cm Ll
© o ® RZ =0.9368 1314 800
£200 1 ° '
’g‘ 583 400
g 0= ' ‘ ' 218 200
S 0 500 1000 1500

Cizgiile yazma dozu (pAs/cm)

Sekil 9. ITO-cam-APTES-K-kazein-EDL-FibronektiN desenlenmesi.

[EDL (5 kV; 7.5 um)] (A) Ornek taramali elektron mikroskobu goriintiisii (B) Nanonokta ¢apinin
elektron dozuna gére degisimi. Her doz icin 4 — 20 adet nanonokta dlgtildl, grafikte ortalama
ve standart hata goésteriliyor. Birbirinden t-testi ile P < 0.05 ile farkli bulunan nanonokta ¢aplari
yatay cizgilerle belirtildi. (C) Nanonokta ¢apinin elektron dozuna goére degisimi ve uyan basit
dogrusal denklem. (D) C’'deki iliskiye bagl olarak hedeflenen nanonokta ¢aplari igin dngdérilen
dozlar.
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EDL'de cizgi desenleri adim araligini buyuk tutarak yazdiginda birbirlerine uzakliklari adim
araligl kadar olan nanonoktalar yazalabildigi gibi alan desenlerini bayik adim araliklari ile
yazildiginda da nanonoktalar olusturabilecedi gorulda (bulgular kismi Sekil 10). Bu deneylerde
K-kazein ITO-cam (izerine poli-L-lizin ve glutaraldehit ile kaplandi. Bu da EDL’ye uygun protein
kaplamalari icin APTES’ten farkl bir yizey kimyasi kullanabilecegine isaret ediyor.

Silikon ve K-kazein kullanarak EDL yontemiyle bulgular kismi Sekil 11’de goruldugu gibi olumlu
sonuglar alindi.  ITO-cam-APTES-K-kazein-EDL-Fibronektin  desenlemelerinde  dozu
belirlemek icin kullanilan degerler (2-1000 pAs/cm) floresan o6l¢cimlerini kolaylastirmak icin

sikhgi azaltilarak test edildi.
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Sekil 10. Farkli alan dozlarinda tasarlanmis EDL deseni.

[EDL (10 kV; 30 um)]. iTO-cam-poli-L-lizin-glutaraldehit-K-kazein—EDL—fibronektin deseni 2
mikron adim aralidi ile yazildi Floresan mikroskobu goriintileri. Alan dozu 40 puC/cm?nin
altinda iken sinyal gériilmedi. Diger bir deyisle, alan yazimi igin esik doz degeri 40 pC/cm?dir.
Alan dozlari sirasiyla 40 yC/cm?, 80 uC/cm?, 160 uC/cm?, 320 uC/cm?, 640 uC/cm?; (A), (B),
(C), (D), (E); bunlara karsilik gelen floresan sinyal kesitleri (A’), (B), (C’), (D’), (E’). Her doz i¢in
3 kesit (siyah, koyu gri, acik gri) grafiklerde kullanildi. Beklenildigi Uzere her doza ait grafikler
cakismaktadir. (A) 40 uC/cm? dozunda desen c¢ok zayif sinyal verdi. (A’) kesitindeki yliksek
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degerler 6rnekteki istenmeyen artiklardan kaynaklanmaktadir. Floresan sinyal 80 uC/cm?, 160
puC/cm?, 320 uC/cm?, 640 uC/cm? alan dozlari arasinda belirgin farkliliklar géstermemektedir.

(F) 640 uC/cm? dozu ile yazilan alandan biyitilmis gorintd.

A 1000 200 100 * B 1000
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60

50
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Sekil 11. Silikon-APTES-K-kazein-EDL-fibronektin desenlemesi.

[EDL (5 kV; 7.5 uym)]. (A) EDL desen tasarimi: farkli dozlarda gizgiler. Desendeki doz farkini
gorebilmek icin g¢izgiler dozlarina go6re (kugukten bulyuge : lacivertten kirmiziya)
renklendirilmistir. (B) Ornek floresan gorintiisii. Burada sadece 400 pAs/cm dozu ve (izeri igin
fibronektin kaplamasi gergeklestirilebildi. Diger bir deyisle, ¢izgi yazimi igin esik doz degeri 400
pAs/cm’dir. EDL deseni ¢izgi olmasina ragmen adim arah@i buyudk tutuldugu igin (2 pum)
nanonoktalar yazilabildi. (C) Floresan sinyal kesitleri. Her doz icin 9 adet kesit alindi ve
ortalamalari grafikte gosterildi.
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Sarr kutu icindeki yatay kesitlerin ortalamasi
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Sekil 12. iITO-cam-TMCS-pluronik-EDL-fibronektin desenlemesi.

[EDL (5 kV; 30 um)]. 5 x 5 mikronluk alanlar iki mikron adim araliklariyla ve soldan saga
asagidan yukariya artan alan dozlariyla (1x — 100x) yazildi. Farkli alanlarda denenen dozlar 2
— 200: 4 -400; 8 — 800 uC/cm? arasindadir. Ust panel: Floresan mikroskop goruntisu. Arka
plan g¢ikarildiginda sinyal kayboldugu igin ham verinin parlaklik ayari degistiriimis olarak
gorunumane yer verildi. Alt panel: Floresan sinyal degisimi. Desen sinyali ile arkaplan sinyali
arasindaki oran ¢ok dugiktur (~80/60=1,3). En dusik ve en ylksek doz arasinda floresan

sinyal igin az da olsa bir fark gézlenmektedir.

Hucreler 6nceki deneylerde 200 nm ¢apli FN nanonoktalarina degdil daha buyuk olan (400 ve
800 nm c¢apli) nanonoktalara yapistiklari icin 7.5 ym aciklik (aperture) yerine 30 pm
kullaniimasi denendi, ¢linki 30 um agciklikta gelen elektron akimi daha ylksekti. Boylece
yazma zamanlari azaltilabilir; ayrica 30 pym agiklikta istenilen bUyuklikte nanonoktalar
olusturulabilirdi. Daha 6nce 7.5 ym aciklikta 2-1000 pAs/cm araliklarinda test edilen ¢izgi dozu,
30 um aciklikta 200,400,800,1600 ve 3200 pAs/cm dozlarinda ve adim araligi 2 um olacak
sekilde de test edildi ve sonuglar bulgular kismi Sekil 13’teki gibi grafik haline getirildi.
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Sekil 13. 30 ym aciklikta desenleme.

(A) Adim aralidi 2 ym olacak sekilde farkli ¢izgi dozlarinda (200,400,800,1600 ve 3200
pAs/cm) EDL yéntemiyle ylzeye islenecek desenin tasarimi. Desendeki doz farkini gérebilmek
icin cizgiler dozlarina goére (kuicukten buyuge : lacivertten kirmiziya) renklendirildi. Desenin bir
kdsesi cizgilerin tek tek gorulebilmesi icin buyutildu. (B) EDL uygulanmasindan sonra FN ile
kaplanan yuzeyin floresan mikroskop goérintist. (C) Ayni Ornegin taramali elektron
mikroskobu ile alinan goérintisi. (D) Cizgi dozuna bagl olarak degisen FN nanonokta ¢apini

gOsteren grafik; yatay tam cizgiler karsilastirilan iki grup arasinda ¢ift kuyruklu p<0.05
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seviyesinde, yatay kesikli gizgiler ise tek kuyruklu p<0.05 seviyesine istatistiksel fark oldugunu
gosteriyor. (E) Elektronlarin gegebilecegi farkh acgiklik dederlerinde, 30 um ve 7.5 um, gizgi
dozuna bagli degigsen FN nanonokta gapini gosteren grafik ve her iki deger igin de grafikten

elde edilen ¢izgi dozu-nanonokta ¢api denklemi.

Cizgi dozu 800 pAs/cm Uzerindeyken olusturulan 400 nm Uzeri gapta nanonoktalar yuzeyde
bu noktalara yeter yogunlukta FN baglanmasina olanak sagladi ve floresan isik altinda
nanonoktalar gézlemlenebildi. Kullanilan 30 pym agikhk 7.5 ym aciklik ile karsilastirildiginda
yine istenilen ¢apta nanonokta olusumunun daha kisa zamanda saglanabildigi sonucuna

varildi. Bu yizden desenleme i¢in 30 um aciklik kullaniimasi uygun goéraldu.

3.1.6 MDA-MB-231 ve MCF10A hicrelerinin test ylizeylerde uygulamalan

MCF10A hacreleri igin karmagik bir besiyeri (DMEM/F-12, at serumu, insulin, EGF, kolera
toksin, hydrokortison, penisilin, streptomisin, L-glutamine) kullanilirken, MDA-MB-231
hicreleri icin daha basit bir besi yeri (DMEM, dana serumu, penisilin, streptomisin, L-
glutamine) kullanilir. Her iki hicre tipini hiicre kilttri petrilerinden ayirmak icin tripsin-EDTA
enzimatik ¢ozeltisi kullanilir. MDA-MB-231 hcreleri, MCF10A hiicrelerine goére hicre kultira
petrilerinden daha kolay ayrilirlar (15 — 20 dakikaya karsilik 3 — 5 dakika). Bu hucreler iki
boyutlu normal hicre kultura petrilerinde yetistirildikleri zaman sekil olarak birbirlerinden
farkhdirlar. Bulgular Sekil 14’te gosterildigi gibi; MCF10A hucreleri oldukga simetriktirler ve
hicre obekleri olustururlar; MDA-MB-231 ise asimetriktirler ve tek tek hucreler olarak

gorundarler.
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Sekil 14. Kullanilan hicre hatlari.

(A), (B) Normal meme epiteli hicreleri olan MCF10A hicrelerinin faz-kontrast gortntdleri. (C),
(D) Meme kanseri hicreleri olan MDA-MB-231 hucrelerinin faz-kontrast goéruntuleri.

3.1.6.1 Saykloheksimit uygulamasi

Hucreler ylzeye desenlenen fibronektin proteinini kendileri de Uretebildikleri igin protein
sentezinin cycloheximide (saykloheksimit) ile durdurulmasi denendi. Bunun igin Once
kullanilan konsantrasyon ve stre optimize edildi. Literatlirde konsantrasyon igin 10 — 100 pg/ml
gibi genis bir aralik kullanildigi, sire olarak 24 saate kadar ¢ikildigi belirlendi.

Bu deneylerin sonucunda her bir hiicre hatti igin hicre 6liminin en az seviyede oldugu en
yuksek konsantrasyon olarak 10 pg/ml saykloheksimit segildi. Hicre 6lim oranlari bulgular

kismida Sekil 15°'de gosterildigi gibidir.
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Sekil 15. Saykloheksimit (10 pg/ml) uygulamasi.
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(A), (B), (C) MCF10A hucreleri; (D), (E), (F) MDA-MB-231 hucreleri. (A), (D) faz kontrast
géruntileri. (B), (E) Ayni alanlarda 6li hiicreleri boyayan DAPI igin floresan gérintiileri. (C),
(F) Faz kontrast (yesil) ve DAPI (kirmiz1) birlestirilmis gériintileri. (G) Toplam ve DAPI ile boyali
hicreleri sayarak 6lG hicre oranint MCF10A icin % 2 £ 0,5 ve MDA-MB-231 i¢in % 5 + 0,7
olarak belirlendi.

Fakat hucreler saykloheksimit uygulamasindan sonra test yuzeylerine yapismakta
zorlandiklari goéraldi. Bulgular kismi Sekil 16’da gosterildigi gibi, Fibronektin ylzeylerde
hicreler yapisip yayildilar; fakat odaksal yapisma olusturmadilar. Bunun yaninda, K-kazein

yuzeylerde neredeyse hig¢ hiicre goérilmedi.

fibronektin vinkulin

cekirdek

Sekil 16. MCF10A hicre hattinda iki saat 10 yg/ml saykloheksimit uygulamasindan sonra

fibronektin kontrol iTO-cam yiizeyler tizerinde dort saatlik kiltiiriin ardindan sabitlenip yapilan

floresan boyamalari.
(yUzey basina 0.37x10° hiicre)

Gorilen tek tuk hicreler ise ne yayildilar ne de odaksal yapisma olusturdular (bulgular kismi
Sekil 17). Fibronektin proteini (ylzeyde ve hicre icinde) kendisine 6zgu antikorlari (F3648-

Sigma) ve ikincil floresan antikorlari (rabbit488, rabbit 350-Invitrogen); odaksal yapismalari
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vinkdlin proteini 6zgu antikorlari (V9131-Sigma) ve ikincil floresan antikorlari (mouse555-

Invitrogen) kullanilarak; hiicre cekirdegi ise floresan DAPI kullanilarak boyandi.

fibronektin vinkilin

»

cekirdek fibronektin

Sekil 17. MCF10A hucrelerini iki saat 10 ya/ml saykloheksimit uygulamasindan sonra K-kazein

kontrol ITO-cam ylizeyler lizerinde dért saatlik kiiltiiriin ardindan sabitlenip yapilan floresan

boyamalari.

(ylzey basina 0.37x10° hiicre)

3.1.6.2 Huicrelerin a¢ birakilmasi uygulamasi

Saykloheksimit uygulamasi test ylizeylerde hicrelere agir geldidi icin, hiicreleri belli sirelerde
(2 — 4 saat) serumsuz (ag) birakilarak hem protein sentezini azaltiimasi hem de hucre
toplulugunu senkronize edilmesi denendi. Hicrelerin test ylzeylere aktariimasi i¢cin normal
hicre kultirl petrilerinden ayirma igleminden sonra serumsuz birakilmasi veya serumsuz
birakildiktan sonra hiicrelerin petri yiizeyinden ayrilmasi denendi. ikinci islemde hiicreler daha
saghkh idi. Hucreleri test ylzeyleri Uzerine koymadan énce serumsuz ortamda bekletmenin
ardindan, yuzeyler Gzerinde serumsuz ve normal ortamda ekimi test edildi.

Hucreler serumsuz birakilip tripsin-EDTA ile normal petriden ayrildiktan sonra test yuzeyleri

Uzerinde normal ortamda kilture birakildiklarinda daha saglikli olduklari gozlendi.
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Sekil 18. MDA-MB-231 hiicrelerinin iTO-cam yiizeylerde rasgele alanlarda gekilen faz-kontrast

resimlerinden temsili birer ornek.

iTO-cam hem iletken hem de saydam oldugu igin hem elektron demetiyle litografiye hem isik
mikroskobu uygulamalarina izin vermektedir. Hucreleri iki saat serumsuz ortamda birakildiktan
sonra tripsin-EDTA ile petrilerden ayirildi ve kontrol ylzeylere ekildi (ylizey basina 0.66x10°
hidcre). (A) Fibronektin ylzey tzerinde 18 saat normal ortamda buyuyen hcreler. (B) K-kazein
yuzey Uzerinde 18 saat normal ortamda blyUyen htcreler. Beklenildigi tzere fibronektin hicre

yapismasini ve yayllmasini desteklerken K-kazein buna engel olmaktadir.

Odaksal yapigmalarin tima hiucrenin alt kismi ile ylzey arasinda olusan protein yapilaridir. Bu
odaksal yapismalar hiicrenin yizeye kuvvet uyguladidi hiicre sinirlarinda daha yodun olmakla
beraber hiicrenin daha i¢ bdlgelerinde de gorultr. Su ana kadar yapilan deneylerde MDA-MB-
231 hucrelerinde odaksal yapigsmalarin daha ¢ok hiicre gevresinde, MCF10A hucrelerinde ise
hem hicre ¢evresinde hem i¢ bolgelerde oldugu gbézlemlendi. Yluzey Fibronektin kaplandigi
icin parlaktir, hicrelerde de kendi Urettikleri fibronektin sinyal vermektedir. Hem fibronektin
hem de vinculin icin hicre ¢ekirdedi yanindaki alanlarda gérulen sinyaller protein sentez ve

isleme merkezlerine (endoplasmik retikulum ve golgi) denk gelmektedir.
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cekirdek
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Sekil 19. MCF10A hcrelerini iki saat serumsuz ortamda birakildiktan sonra tripsin-EDTA ile

petrilerden ayirildi ve Fibronektin kontrol yuzeylerine ekildi.

(ylizey basina 0.66x10° hiicre)

Yizeylerin Uzerinde normal ortamda on sekiz saatlik kiltiriin ardindan sabitlenip floresan
boyamalarini yapildi. Ornek fibronektin, vinculin ve DAPI boyamalar ve karsilik gelen
birlestiriimis goérunti. Beyaz oklar hicre cgevresinde olusan, sari oklar hicrenin daha i¢

bdlgelerinde olugan odaksal yapismalara isaret ediyor.

41



v

TUBITAK

¥

4 a.’

cekirdek 4%
Sekil 20.MCF10A hdcrelerini iki saat serumsuz ortamda birakildiktan sonra tripsin-EDTA ile
petrilerden ayirildi ve fibronektin kontrol ylizeylerine ekildi.

(ylizey basina 0.66x108 hiicre)

Yuzeylerin Uzerinde normal ortamda on sekiz saatlik kultirin ardindan sabitlenip floresan
boyamalari yapildi. Ornek fibronektin, vinculin ve DAPi boyamalari ve karsilik gelen
birlestiriimis goérunti. Beyaz oklar hlicre ¢evresinde olusan, sari oklar hicrenin daha i¢

bdlgelerinde olusan odaksal yapismalara isaret ediyor.
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cekirdek fibronektin

Sekil 21. MCF10A hucrelerini iki saat serumsuz ortamda birakildiktan sonra tripsin-EDTA ile

petrilerden ayirildi ve K-kazein kontrol ylzeylerine ekildi.
(ylizey basina 0.66x10° hiicre)

Yuzeylerin Uzerinde normal ortamda on sekiz saatlik kultirin ardindan sabitlenip floresan
boyamalari yapildi. Ornek fibronektin, vinculin ve DAPi boyamalari ve karsilik gelen

birlestiriimis goérunta.
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fibronektin ' vinkulin

cekirdek fibronektin

Sekil 22. MCF10A hucrelerini iki saat serumsuz ortamda birakildiktan sonra tripsin-EDTA ile

petrilerden ayirildi ve K-kazein kontrol ylzeylerine ekildi.
(ylizey basina 0.66x10° hiicre)

Yuzeylerin Uzerinde normal ortamda on sekiz saatlik kultirin ardindan sabitlenip floresan
boyamalari yapildi. Ornek fibronektin, vinculin ve DAPi boyamalari ve karsilik gelen

birlestiriimis goérunta.
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cekirdek
Sekil 23. MDA-MB-231 hicrelerini iki saat serumsuz ortamda birakildiktan sonra tripsin-EDTA

ile petrilerden ayirildi ve fibronektin kontrol yazeylerine ekildi.
(ylizey basina 0.66x10° hiicre)

Yizeylerin Uzerinde normal ortamda on sekiz saatlik kiltiirin ardindan sabitlenip floresan
boyamalari yapildi. Ornek fibronektin, vinculin ve DAPI boyamalari ve karsilik gelen
birlestiriimis goérunti. Beyaz oklar hucre ¢evresinde olusan, sari oklar hicrenin daha i¢

bdlgelerinde olugan odaksal yapismalara isaret ediyor.
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Sekil 24. MDA-MB-231 hicrelerini iki saat serumsuz ortamda birakildiktan sonra tripsin-EDTA

ile petrilerden ayirildi ve fibronektin kontrol yizeylerine ekildi.
(yUzey basina 0.66x106 hiicre)

Yizeylerin Uzerinde normal ortamda on sekiz saatlik kiltirin ardindan sabitlenip floresan
boyamalari yapildi. Ornek fibronektin, vinculin ve DAPi boyamalari ve karsilik gelen

birlestiriimis gorunti. Beyaz oklar hiicre ¢evresinde olusan odaksal yapismalara isaret ediyor.
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fibronektin vinkulin

cekirdek fibronektin

Sekil 25. MDA-MB-231 hicrelerini iki saat serumsuz ortamda birakildiktan sonra tripsin-EDTA

ile petrilerden ayirildi ve K-kazein kontrol ylizeylerine ekildi.
(ylizey basina 0.66x10° hiicre)

Yuzeylerin Uzerinde normal ortamda on sekiz saatlik kulturin ardindan sabitlenip floresan
boyamalarini yapildi. Ornek fibronektin, vinculin ve DAPi boyamalari ve karsilik gelen

birlestiriimis goérunta.
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fibronektin vinkulin

cekirdek fibronektin

Sekil 26. MDA-MB-231 hicrelerini iki saat serumsuz ortamda birakildiktan sonra tripsin-EDTA

ile petrilerden ayirildi ve K-kazein kontrol ylzeylerine ekildi.
(ylizey basina 0.66x10° hiicre)

Yizeylerin Uzerinde normal ortamda on sekiz saatlik kiltiriin ardindan sabitlenip floresan
boyamalari yapildi. Ornek fibronektin, vinculin ve DAPI boyamalari ve karsilik gelen

birlestirilmis gorunta.

3.1.6.3 Test yiizeylere ekilecek hiicre sayisinin belirlenmesi

Hiicre sayisi diislk iken (0.025x10°) ylizeye yapisan hiicre sayisi ¢ok azdi ve yayilan hiicre
sayisi ise sifira yakindi. Hiicre sayisi yliksek oldugunda ise (8.00x10°), hiicreler birbirlerine
yapismaktaydi. Bu yuzden ylzeyden gelen bilginin test edilmesi ve tek tek hucrelerin
incelenmesi mumkin olmamaktaydi. Bu deneyler sonucunda 6 cm petri icindeki ~20 x 25 mm

lik ITO-cam yiizeyler igin 0.66x10° hiicrenin en uygun sayi oldugu belirlendi.

3.2 MDA-MB-231 ve MCF10A hiucrelerinin K-kazein lizerine Fibronektin (Tek aktif)
desenlenmesinden elde edilen sonuglar

Hucreler, 200 nm c¢apli fibronektin nanodesenleri Gzerinde aralik ne olursa olsun odaksal
yapisma olusturmadilar. Bu durumda odaksal yapisma olusmasi igin bir alt limit belirlenmis

oldu. Bu limit farkli hiicrelerle yapilan énceki ¢alismalarla da uyumludur (Pesen ve Haviland,
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2009). 400 veya 800 nm capl desenler Uzerinde ise hicreler 2 ym, 4um ve 8 ym aralkh

desenlerde yapisma gosterdiler. Bu yapismalarin ayrintili incelenmesi asagidadir.

3.2.1 Hucrelerin Fibronektin ve K-kazein ylizeylerde test edilmesi

Serumsuz birakilarak yapilan deneyler sonrasi hicreler K-kazein kapli ylzeylere bir ka¢ saat
icinde yapismadilar. Tim ¢ip Uzerinde en fazla bir ka¢ hicre gdzlenebildi. Fibronektin kapl
yuzeyler ise hicre yapismasini ve yayilmasini destekledi. Hlicreler, normal besiyerleri iginde
iken 18 saat kultur sonunda K-kazein kapli yuzeylere tek tuk yapigtilar; nadiren yayildilar; fakat
odaksal yapismalar olusturmadilar. Fibronektin kapli ylzeylerde ise ¢ok sayida hicre yapisti,
yaylldi ve en olgun sekillerinde (ipliksi) odaksal yapismalar olusturdular. Normal besi
kullanildigr icin ortamda serum bulunmaktadir. Serum icinde pek ¢ok protein vardir ve
bunlardan biri de fibronektindir. Bu serum kaynakli fibronektin, hiicrelerin kendi Uretttikleri
fibronektin ile beraber K-kazein ylzeylerde hicre yapismasina destek olmaktadir. Bu uzun
sureli ve normal besi yeri ile yapilan deneyler hiicre yapismasinda Ust limitlerin belirlenmesini
sagladi. Kilttrlenen hticre goruntileri bulgular kismindaki Sekil 19, Sekil 20, Sekil 21, Sekil
22, Sekil 23, Sekil 24, Sekil 25 ve Sekil 26°'da gosterildi.

3.2.2 Tek aktif desende MDA-MB-231 ve MCF10A hicrelerinin niteliksel olarak
karsilagtinimasi

4 pm aralikli desen Uzerine disen MCF10A hicrelerinde aktin organizasyonunda yerel
farkliliklar goruldu. Hucre kenarlarinda daha yogun ve kesisen aktin iplikgiklerinin, hicre
ortasinda daha paralel sekilde dizenlendigi gézlendi. MDA-MB-231 hucrelerinde ise aktin
iplikgiklerinin daha ¢ok kesismeli bir sekilde dizenlendigi gézlendi. Ayrica MDA-MB-231
hicrelerinde aktinin yogun oldugu noktalar (actin puncta) gézlendi. Bunlar kanserli hiicrelerde
g6rilen 6ncl isgalci-ayaklari gdstermektedir (Oser vd., 2009). Diger yandan her iki hicre tipi
icin de, FN nanonoktalari dértgenlerin koseleri olarak disidndlirse, aktin iplikgiklerinin bu
doértgen alanlarin kenarlari yoninde dedil kdsegenleri yoéninde olustugu gbézlendi. Bu durum

hiicrede yik ve kuvvet dagilimi igin daha uygundur (Thery vd., 2006).
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Sekil 27.MDA-MB-231 ve MCF1A hatlarina ait hlcrelerin 2,4,8 mikrometre aralikli tek aktif

nanodesen Uzerindeki fotograflari.

Ornekler K-kazein kaplama EDL Fibronektin kaplama sirasiyla hazirlanmis olup, K-kazein
tizerine Fibronektin drnekleridir. Ustten alta siralanacak olursa Fibronektin, aktin ve vink{lin
fotograflari veriimis olup son sirada bu dért protein Ustliste konmustur. Olgek gubugu 8

mikrometreyi géstermektedir.

3.2.3 Tek aktif desende MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerinin hiicre alani ve uzun
eksen/kisa eksen oranlari karsilastiriimasi

MCF10A ve MDA-MB-231 hucrelerinin 2, 4 ve 8 um aralikll FN nanonoktalari igeren desenler
uzerinde ve FN ile K-kazein kontrol yluzeylerinde hicre alanlari ve uzun eksen/kisa eksen

oranlari incelendi.
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Sekil 28. Fibronektin ve K-kazein kontrol yuzeyleri ile nanonoktalar Gzerinde hicre alanlarinin

dagilimlari.

Yatay tam cizgiler karsilagtirilan iki grup arasinda ¢ift kuyruklu p<0.05 seviyesinde, yatay

kesikli gizgiler ise tek kuyruklu p<0.05 seviyesinde istatistiksel fark oldugunu gdsteriyor.

Hulcrelerin alanlarini gésteren grafikte de goéruldugu gibi MDA-MB-231 hicreleri FN kontrol
yuzeyde ve 2 pm aralikli FN nanonokta desenli yiuzeyde benzer buyuklikte alanlara
yayildiklari, FN nanonokta araliklari arttikca hlcrelerin alanlarinin azaldigi goéraltayor. MCF10A
hicrelerinin ise FN kontrol ylizeyde blylk alanlara yayilirken araliklari farkli olsa da tim
nanodesenli yuzeylerde ve K-kazein kontrol ylizeyinde benzer ve FN kontrol ylizeyden daha

kiguk alanlara yayildiklari gérulyor.
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Sekil 29. Fibronektin ve K-kazein kontrol yluzeyleri ile nanonoktalar Uzerinde hicre simetri

oranlarinin dagilimlari.

Yatay tam cizgiler karsilastirilan iki grup arasinda cift kuyruklu p<0.05 seviyesinde, yatay

kesikli gizgiler ise tek kuyruklu p<0.05 seviyesinde istatistiksel fark oldugunu gdésteriyor.

Hulcrelerin uzun eksen/kisa eksen oranlarini gosteren grafikte de goérildugu gibi MDA-MB-231
hucreleri butin yizeyler (FN-2 um-4 ym-8 um-Kcas) Uzerinde birbirine benzer ve dairesellikten
uzak bir morfolojiye sahiptirler. MCF10A hucreleri ise FN kontrol ve K-kazein kontrol
yuzeylerde daha dairesel iken farkli aralikli FN nanonokta desenleri iceren ylzeylerde birbirine
benzer ama dairesellikten uzak bir morfolojiye sahiptirler. iki hiicre tipi kargilastirildiginda ise
FN kontrol ve K-kazein kontrol yuzeylerinde MDA-MB-231 hucrelerinin MCF 10A hucrelerinden

daha asimetrik (daha az dairesel) oldugu gorular.

3.2.4 Tek aktif desende MDA-MB-231 ve MCF10A hicrelerinin odaksal yapigsmalarinin
karsgilastiriimasi

Farkli (fibronektin kontrol, K-kazein kontrol, K-kazein Uzerinde fibronektin nanodesenli)
ylzeylerde kulttrlenen hicre goérintilerinin analizi sonucunda odaksal yapigsmalarin alanlari,
hicre basina disen sayilari, nanonokta tzerinde olup olmadiklarini incelendi. Her farkl yiizey
icin n= 9 -70 adet hicre incelendi. Analiz islemleri Imaged tGzerinden yapildi, iki farkli metot

kullanildi ve her iki metot ile ayni egilimin yakalandigi tespit edildi. Birinci metodun basamaklari

52



v

TUBITAK

ve kullanilan degerler sirasiyla su sekildedir: SUBTRACT BACKGROUND-rolling ball radius 500.0
piksel-sliding paraboloid, BRIGHTNESS&CONTRAST-auto, MATH>SUBTRACT (mode value),
LoG3D sigma X=4 sigma Y=4, THRESHOLD-auto ve ANALYZE PARTICLES, ikinci metodun analiz
basamaklari ise goOyledir: SUBTRACT BACKGROUND-rolling ball radius 50.0 piksel-sliding
paraboloid, CLAHE, MATH>EXP, BRIGHTNESS&CONTRAST-auto, LOG3D sigma X=5 sigma Y=5,
THRESHOLD-auto ve ANALYZE PARTICLES. Ayni egilimin yakalaniyor olmasina ragmen ikinci
metot CLAHE (Contrast Limited Adaptive Histogram Equalization) basamagi ile farkl
pozlanma zamanlarina sahip resimlerin esitlenebilmesine olanak saglayip istenilen objelerin,
odaksal yapismalarin, buyukliklerine gére kendini adapte edebilmesiyle daha iyi bir tercih

oldu.
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Sekil 30. Fibronektin ve K-kazein kontrol yuzeyleri ile nanonoktalar Uzerinde hiicre basina

dusen odaksal yapisma sayisinin dagihmi.

MDA-MB-231 on kanser epitel hucrelerinin nanodesen noktalar Uzerinde yaptiklari odaksal
yapisma sayisini, MDA-MB-231 off kanser epitel hicrelerinin nanodesen noktalar arasinda
yaptiklari odaksal yapisma sayisini, MCF10A on normal epitel hicrelerinin nanodesen
noktalar Gzerinde yaptiklari odaksal yapisma sayisini, MCF10A off normal epitel hiicrelerinin
nanodesen noktalar arasinda yaptiklari odaksal yapisma sayisini gostermektedir. Yatay tam
cizgiler karsilastirilan iki grup arasinda c¢ift kuyruklu p<0.05 seviyesinde, yatay kesikli ¢izgiler
ise tek kuyruklu p<0.05 seviyesinde istatistiksel fark oldugunu gdésteriyor.
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Her iki hiicre tipi icin de nanonoktalar Gzerindeki odaksal yapisma sayilari nokta araligi arttikga
azalmaktadir. Homojen fibronektin ylzey Uzerinde MDA-MB-231 hicreleri MCF10A
hicrelerine kiyasla sayica fazla odaksal yapismalari ile farkhlagmaktadirlar. Ayrica 4
mikrometre aralikli fibronektin nanonoktalar iceren desen Uzerinde noktalar Gzerinde olmayan

odaksal yapismalarin sayisi yine bu iki hiicre tipinde istatistiksel olarak farkhdir.
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Sekil 31. Fibronektin ve Kkazein kontrol ylzeyleri ile nanonoktalar Gzerinde odaksal yapisma

alanlarinin dagihmi.

MDA-MB-231 on kanser epitel hicrelerinin nanodesen noktalar Uzerinde yaptiklari odaksal
yapisma alanini, MDA-MB-231 off kanser epitel hicrelerinin nanodesen noktalar arasinda
yaptiklari odaksal yapigsma alanini, MCF10A on normal epitel hiicrelerinin nanodesen noktalar
Uzerinde yaptiklari odaksal yapigsma alanini, MCF 10A off normal epitel hucrelerinin nanodesen
noktalar arasinda yaptiklari odaksal yapisma alanini gostermektedir. Yatay tam gizgiler
kargilagtirilan iki grup arasinda cift kuyruklu p<0.05 seviyesinde, yatay kesikli cizgiler ise tek

kuyruklu p<0.05 seviyesinde istatistiksel fark oldugunu gdsteriyor.

Odaksal yapisma alanlarinin farkli yuzeylerde dagilim grafiginde hem MDA-MB-231
hdcrelerinin hem de MCF10A hicrelerinin desen araligi arttikga desen Uzerindeki odaksal
yapisma alanlarinin arttigi gorulda. Her iki hicre tipi de oturduklar yizeyde fibronektin
nanonoktalarin azalmasina bagli olarak kurduklar odaksal yapismalari kuvvetlendirmekte ve
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odaksal yapisma alanlarini arttirmaktadirlar. 2 mikrometre ve 4 mikrometre aralikli desenlerler

arasinda yapilan odaksal yapismalarinin alanlari her iki hcre tipi igin farkllik géstermektedir.
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Sekil 32. Fibronektin ve K-kazein kontrol yuzeyleri ile nanonoktalar Uzerinde hucre basina

dusen odaksal yapisma alan toplaminin dagilimi.

MDA-MB-231 on kanser epitel hlcrelerinin nanodesen noktalar Uzerinde yaptiklari toplam
odaksal yapisma alani, MDA-MB-231 off kanser epitel hlcrelerinin nanodesen noktalar
arasinda yaptiklari toplam odaksal yapisma alani, MCF10A on normal epitel hlcrelerinin
nanodesen noktalar Uzerindetoplam yaptiklari odaksal yapisma alani, MCF10A off normal
epitel hicrelerinin nanodesen noktalar arasinda yaptiklari toplam odaksal yapigsma alanini
gOstermektedir. Yatay tam cizgiler karsilastirilan iki grup arasinda ¢ift kuyruklu p<0.05
seviyesinde, yatay kesikli gizgiler ise tek kuyruklu p<0.05 seviyesinde istatistiksel fark

oldugunu gosteriyor.

Hucre bagina digen odaksal yapigma alan toplaminin farkli yizeylerde dagihmi grafiginde
kanser ve normal epitel hlcrelerinin desen araligi arttikga yaptiklari odaksal yapisma
alanlarinin toplaminin azaldigi géruldu. 4 mikrometre aralikli fibronektin nanonoktalar iceren
yuzeylerde kanser ve normal epitel hicrelerinin nanonoktalar arasinda yaptiklari toplam
odaksal yapisma alanlarinin farkhlik gostermesi her iki hucre tipinin ylzey Uzerindeki

davraniglarinin farklilagtigini géstermektedir.
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Sekil 33. Fibronektin ve K-kazein kontrol ylzeyleri ile nanonoktalar tizerinde odaksal yapisma

daireselliginin dagihimi.

MDA-MB-231 on kanser epitel hicrelerinin nanodesen noktalar tzerinde yaptiklari odaksal
yapisma daireselligi, MDA-MB-231 off kanser epitel hiicrelerinin nanodesen noktalar arasinda
yaptiklari odaksal yapisma daireselligi, MCF10A on normal epitel hicrelerinin nanodesen
noktalar Uzerinde yaptiklari odaksal yapisma daireselligi, MCF10A off normal epitel
hdcrelerinin  nanodesen noktalar arasinda yaptiklari odaksal yapisma daireselligini
gOstermektedir. Yatay tam cizgiler karsilastirilan iki grup arasinda gift kuyruklu p<0.05
seviyesinde, yatay kesikli cgizgiler ise tek kuyruklu p<0.05 seviyesinde istatistiksel fark

oldugunu gosteriyor.

Odaksal yapigma daireselliginin farkli ylizeylerde dagilimini gdsteren grafikte her iki hucre
tipinin de fibronektin nanonokta Uzerinde yaptiklari odaksal yapigmalarinin daireselliginin
nanonoktalar arasinda yaptiklari odaksal yapismalarin daireselliinden farkli oldugu gérulda.
Hucreler nanonokta desenler Gzerinde odaksal yapismalarini dairesellikten uzaklastirarak

cizgisel hale getirmektedirler.
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Sekil 34. Tek aktif nanodesen Uzerinde odaksal yapisma alanlarinin odaksal yapisma

daireselligine bagh dagihmi.

MDA-MB-231 on kanser epitel hicrelerinin nanodesen noktalar tzerinde yaptiklari odaksal
yapisma alanlarini ve karsilik gelen odaksal yapisma daireselligini, MDA-MB-231 off kanser
epitel hdcrelerinin nanodesen noktalar arasinda yaptiklari odaksal yapisma alanlarini ve
karsilik gelen odaksal yapisma daireselligini, MCF10A on normal epitel hicrelerinin
nanodesen noktalar Gzerinde yaptiklari odaksal yapigma alanlarini ve karsilik gelen odaksal
yapisma daireselligini, MCF10A off normal epitel hiicrelerinin nanodesen noktalar arasinda
yaptiklari odaksal yapisma alanlarini ve karsilik gelen odaksal yapisma daireselligini
gOstermektedir.

Odaksal yapisma alanlarinin odaksal yapisma daireselligine bagli dagihmini gosteren grafikte
hicrelerin odaksal yapigsma alanlarinin artmasiyla odaksal yapismalarin dairesellikten ¢ikip

dogrusallastigi gbzlemleniyor.

3.2.5 Tek aktif desende MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerinin morfolojik karsilagtirmasi
icin aktin iskeleti analizi

MDA-MB-231 ve MCF10A hucrelerinin odaksal yapigsmalar bakimindan incelenmesinin
ardindan bu iki hlcre tipinin aktin organizasyonlarinin da incelenmesi, odaksal yapismalar ile
etkilesen aktin iplikgiklerinin hlcre iskeletinde genel bir farkllagsmaya sebep olup olmadigina,

kullanilan analiz yontemiyle bakilmaya ¢aligildi.
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Sekil 35. Hiicrelerin aktin iskeletlerinin analiz asamalari.

A)Hulcrenin islenmemis fotografi. B) Hlcre gevresinin gizilmis fotografi. C)Hlcre ¢evresinden

merkeze dogru 30 piksel azaltilmig fotografi. D) Hicrenin tubuneness isleminden sonraki
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fotografi. E) Directionality isleminden gelen histogram ciktisi. F)Yone bagh olarak agsi
yapilarin renklerini gosteren renk tekerlegi H) Directionality isleminden gelen verilerin tablo

halinde gésterimi.
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Sekil 36. MCF10A ve MDA-MB-231 hicrelerinin Fibronektin ve K-kazein kontrol ytzeyleri ve

nanonoktalar Gzerinde agilari-Yonsellik grafigi.

MCF10A ve MDA-MB-231 hucrelerinin hicre igindeki aktin organizasyonlarina bakilmak tzere
Imaged programinin versiyonu olan Fiji programinda Plugins sekmesinde bulunan Tubuness
ve Analyze sekmesinde bulunan Directionality segenegiyle hiicre icindeki aktin analiz edildi.
MDA-MB-231 hicre hattinda Fibronektin ile karsilastirildiginda 2 ve 4 mikrometre aralkli

nanodesen de anlamli bir fark bulunmaktadir.

Fibronektin kontrol 6rneklerinde hicre tim alanda Fibronektin proteiniyle etkilesime girebildigi
icin doksan derece icinde yapilan analizde ortalama deger kirk bes ve cevresi seklindedir. iki
ve dort mikrometre aralikta hicre daha kuglk agilarda aktin aglar olusturarak Fibronektin
proteiniyle etkilesim olusturabilirler. Ayni durum MCF10A hucrelerinin iki mikrometre aralikl K-
kazein Uzerine Fibronektin orneklerinde de gorulmektedir. Nanonoktalar sadece kirkbes
dereceyle degil hicrenin orta noktasina goére disiunildiginde daha kiguk agilarla daha ¢ok

noktaya ulasmis olurlar.
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Sekil 37. Fibronektin ve K-kazein kontrol yuzeyleri ile nanonoktalar tzerinde aktin iskeletindeki

iplikciklerin kartezyen koordinatlarindaki agilarinin dagilimlari.

Yuksek bir rakam daha genis bir dagihima kargilik gelir. Sadece MCF10A hicre hattinda
Fibronektin ile iki mikrometre aralikli nanodesen Uzerinde anlamli bir fark vardir. MDA-MB-231
hdcre hattinin her kogulda ortama uyum saglamak icin aktin iskeletini duzenledigi

gorilmektedir.

MDA-MB-231 ve MCF10A hucrelerinin aktin iskeletlerindeki agi dagilimlari benzer 6zellikte

bulundu. Burada nanodesenlerin aktin iskeletinde bir yonlendirme yaptigi sdylenebilir.
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Sekil 38. Fibronektin ve K-kazein kontrol ylizeyleri ile nanonoktalar Gzerinde hiicre igindeki

aktin iskeletin hicre igi dagihmindaki uyumu.

Kullanilan Directionality araci bize aktin iskeletinin hiicre igindeki dagilimini vermektedir. iki
hicre hattinda da, FN kontrol, 2 mikrometre, 4 mikrometre, 8 mikrometre aralikli nanonoktalar

Uzerinde hucre i¢i dagilimin tekdize oldugu ve bu durumun hicre icinde %80 oldugu
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gorilmektedir. iki hiicre arasinda sadece Fibronektin kontrol yiizeyde anlamh fark vardir. Bu
bilgi daha sonraki bilgilerde Fibronektin proteinin iki hiicre tipi arasinda fark yaratabilecek, ve

dolayisiyla segici olarak kullanilabilecek bir yuzey olabilecegini dngorur.
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Sekil 39. Fibronektin kontrol ylizeyi tzerinde aktin ortalama dagihm grafigi.

iki hiicre hattina baktigimizda tek farkin értiisme diizeyinde ve Fibronektin kontrol yiizeyinde
oldugunu gordik. Daha 6nceki aktin grafikleri her hiicrenin kendi icinde dagiliminin ortalama
degerleri alinarak hazirlandi. Aktin ortalama dagilim grafigi daha detayli ¢6ziimlemek icin 180
derecelik skalada hlcrelerin her aci dederi icin ortalama dagilimlarinin degerleri ile olusturuldu.

Her iki hiicre hattinda da dagilimda fark gérilmedi.
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MDA-MB-231 nanodesen lizerinde MCF10A nanodesen lizerinde

MDA-MB-231 Fibronektin kontrol yiizey iizerinde MCF10A Fibronektin kontrol yiizey lizerinde

Sekil 40. MDA-MB-231 hicrelerinin Fibronektin yizeyde MCF10A hcrelerinin olusturdugu

hlcre ¢eper kismindaki ¢ikintilara benzer yapilar olusturmasi.

MDA-MB-231 hucreleri hucre sekli olarak cesitli olmakla birlikte ¢odu hucrenin iki ug
boélgelerinde(A) raffle adi verilen kanser hlcrelerine 6zgl yapilar gortilmektedir. Bu bolgelerde
aktin iskeleti daginik halde bulunmakta uzun fiberler bulunmamaktadir. MCF10A hicreleriyle
karsilastirildiginda ise MCF10A hucreleri daha yuvarlak forma sahiptir. Bu hicre hatti raffle
yapisinin aksine hlicre gevresine uzanmis uzun aktin iplikgikleri bulunmaktadir (B). MCF10A
hicrelerinde gorulen hicre cevresine uzanmis aktin iplikgikler MDA-MB-231 hucrelerinin

Fibronektin kontrol ylzeyleri Uzerinde de gézlenmistir (C, D).

Hucrenin en dig kisminda olugan farkli ¢ikintilari analiz etmek tGzere hiicrenin en dig kismindan

30 piksel band kesiti alinarak aktin analizi basamaklari uygulandi.
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Sekil 41. Tek aktif desen Uzerinde hiicrenin en disinda bulunan aktin bandi yonselligi.

Sekil 40’ta hiicre fotograflarinda goruldiagu gibi hiicrenin en dis bdlgesinde 6zellikle MCF10A
hicre hattinda goérulen c¢ekilmelerle olusan cikintilar gdézlemlendi. Fibronektin kontrol
ylzeyinde hucreler 40-50 derece arasini tercih ettiler. Bunun nedeni hicreler her alanda
Fibronektin proteinine ulasabildiler ve her her a¢i degerinde uzantilar olusturdular, bdylece
ortalama deger yaklasik olarak 45 derece olmus oldu. Desenlerde ise hlcreler tren olarak daha
kiclk acilari tercih etti, clinkl daha klgUk acilarla daha ¢ok fibronektin noktasina ulastilar.
Hucre en dis band ile hicrenin ortasinda bulunan aktin iskeletinin degerleri yaklasik olarak

aynidir.
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Sekil 42. Tek aktif desen Uzerinde hicrenin en disinda bulunan aktin bandi dagilhimi.
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Yuksek bir rakam daha genis bir dagihma karsilik gelir. MCF10A hicre hatti 8 mikrometre
aralikli desen Uzerinde Fibronektin kontrol yiuzey, 2 mikrometre ve 4 mikrometre aralikh
desenden istatistiksel olarak farkli oldugu goérildi. Ayrica iki hiicre hatti 8 mikrometre aralikh

nanodesen Uzerinde farkli dagilim géstermigtir.
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Sekil 43. Tek aktif desen lzerinde hicrenin en diginda bulunan aktin bandi értiisme dizeyi.

Grafikte goruldugu gibi K-kazein UGzerinde MCF10A aktin bandi diger yuzeylere goére
istatistiksel olarak farkhdir. Hucre ortasinda sadece fibronektin kontrolde farkli olan iki hucre
hatti cepere bakildiginda 2 mikrometre desende ve K-kazein yluzeyde birbirinden farklidir.
MCF10A hucre hatti K-kazein yuzeyi digindaki yuzeylerde uyumlu bir tutum sergilerken, MDA-
MB-231 hucre hatti fibronektin kontrol yizeyi ve 2 mikrometrede istatistiksel olarak farklidir.
Ayrica MDA-MB-231 hiicre hatti 2 mikrometre ve K-kazein ylzeylerinde de istatistiksel olarak
farkhdir. Hicrelerin fibronektin ylizeyinde dusuk ortigsme dizeyi gdstermesinin sebebi sadece
dis banda bakilmasidir. Fibronektin kontrol ylzeylerde her iki hicre hatti hiicre boyunca

ortalama bir aktin dagihmi géstermektedir.
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Sekil 44. Tek aktif desen Uzerinde hicrenin en disinda bulunan aktin/tim aktin yogunlagmasi.

Hucrelerin ¢eperinde olusan aktin bandini sayisal degerlere aktarmak ve farki gostermek
amaciyla, en dis aktin bandi (30 pixel) ile tum hdcrenin aktin yogunlasmasi oranlandi. Sonuclar
niteliksel olarak belirtilen veriyi niceliksel olarak gosterdi. Tim ylzeylerde MCF10A hicre hatt
MDA-MB-231 hiicre hattindan istatistiksel olarak farkhdir. Fibronektin ylizeyinde MDA-MB-231
hdcrelerinin aktin iskeleti tekdlze iken, diger ylzeylerde ¢ceperde yogundur ve aktin bandini
olusturmustur. MCF10A hucre hatti ise MDA-MB-231 hicre hattina gore ¢ceperde daha c¢ok

fibrilllesmeye ydnelmis ve kalin bir aktin bandi olusturmamistir.
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MDA-MB-231 MCF10A

Fibronektin

Vinkulin

Aktin Aktin

Sekil 45. MDA-MB-231 ve MCF10A hucre hattinda K-kazein tzerine Fibronektin gradient

fotograflari.

MDA-MB-231 hicreleri genelde tek, desene goére g¢apraz ilerlerken, MCF10A hucreleri birkag
hicrenin biraraya gelmesiyle desenlere yapistilar. Desenin dolayisiyla Fibronektin proteininn

sik oldugu yerlerde daha fazla hicre oldugu gérulda.
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MDA-MB-231 odaksal yapigma sayisi kutupsallii MCF10A odaksal yapigma sayisi kutupsallig
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Sekil 46. MDA-MB-231 ve MCF10A hlcre hattinda K-kazein Uzerine Fibronektin gradyan

nanonoktalari Uzerinde odaksal yapisma sayisi kutupsalligi grafikleri.

izohips gdsterimde 0,5 degeri kutupsallik olmadigini, 0,5 — 1,0 arasi degerler gradyan yéniinde

kutupsalligi, 0,0 — 0,5 arasi degerler gradyan tersi yoninde kutupsalligi gostermektedir.

Sekil 46 incelendiginde MDA-MB-231 hicrelerinin odaksal yapigma sayisi bakimindan
gradyan uzun aralik 4 ym - kisa aralik 3 ym yuzey Uzerinde ylksek kutupsallia ulastigini ve
diger gradyan bdlgelerinde genis es yikselti alanlariyla ylksek ekUdistansh bir dagihm
gosterdikleri gorulmektedir. MCF10A hucrelerinin odaksal yapisma sayilarinin kutupsalligini
gOsteren izohips harita grafiginde gorilen daha disik ekidistans degeri bu hucrelerin
kutupsallik dagiimlarinin yizeyle ¢ok daha fazla iligkili oldugunu gdstermektedir. MCF10A
hlcreleri dar aralikli gradyan bdlgelerinde gradyan yoéninde kutupsallik gdsterirken genis

aralikh gradyan bdlgelerinde gradyan ydninin tersine gugli kutupsallik géstermistir.
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Sekil 47. MDA-MB-231 ve MCF10A hlcre hattinda K-kazein Gzerine Fibronektin gradyan

nanonoktalar Uzerinde odaksal yapisma sayisi dagilimi.

MDA-MB-231 on kanser epitel hicrelerinin nanodesen noktalar tzerinde yaptiklari odaksal
yapisma sayisini, MDA-MB-231 off kanser epitel hicrelerinin nanodesen noktalar arasinda
yaptiklari odaksal yapisma sayisini, MCF10A on normal epitel hicrelerinin nanodesen
noktalar tzerinde yaptiklari odaksal yapisma sayisini, MCF10A off normal epitel hiicrelerinin
nanodesen noktalar arasinda yaptiklari odaksal yapisma sayisini gostermektedir. Yatay tam
cizgiler kargilastirilan iki grup arasinda cift kuyruklu p<0.05 seviyesinde, yatay kesikli gizgiler

ise tek kuyruklu p<0.05 seviyesinde istatistiksel fark oldugunu gosteriyor.

Sekil 47 her iki hicre tipi icin de tim gradyan gruplarinin odaksal yapisma sayilarinin
fibronektin nanodesen noktalar lzerinde olup olmama durumuna goére degerlendiriimesidir.
Sonug olarak her iki hucre tipi de gradyan uzerinde fibronektin kontrol yizeye kiyasla daha az

ve kazein kontrol ylizeye kiyasla daha fazla odaksal yapigsma sayisina sahiptir.

MDA-MB-231 odaksal yapisma alani kutupsalligi MCF10A odaksal yapigma alani kutupsalligi
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Sekil 48. MDA-MB-231 ve MCF10A hlcre hattinda K-kazein Uzerine Fibronektin gradyan

nanonoktalari Uzerinde odaksal yapigsma alani kutupsalligi grafikleri.

izohips gdsterimde 0,5 degeri kutupsallik olmadigini, 0,5 — 1,0 arasi degerler gradyan yéniinde

kutupsalligi, 0,0 — 0,5 arasi degerler gradyan tersi yoninde kutupsalligi gostermektedir.

Sekil 48 incelendiginde MDA-MB-231 hicrelerinin ve MCF10A hicrelerinin odaksal yapisma
alani kutupsalligininin esit ekudistansta dagildigini ve MCF10A hucrelerinin  kutupsallik
yonundn, yine, gradyan aralik durumuna gore degistidi gézlemlendi. Dar aralikli gradyan
bdlgelerinde gradyan yonunde kutupsallasan MCF10A hcreleri genis aralikli gradyan
bdlgelerinde gradyan yoénunun tersine kutupsallik go6stermektedirler. MDA-MB-231

hicrelerinin ise genel olarak gradyan yéniinde kutupsalliga sahip oldugu goéraldu.
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Sekil 49. MDA-MB-231 ve MCF10A hicre hattinda K-kazein Uzerine Fibronektin gradyan

nanonoktalar Gzerinde odaksal yapisma alanlarinin dagilimi.

MDA-MB-231 on kanser epitel hicrelerinin nanodesen noktalar Uzerinde yaptiklari odaksal
yapisma alanini, MDA-MB-231 off kanser epitel hiicrelerinin nanodesen noktalar arasinda
yaptiklari odaksal yapigsma alanini, MCF10A on normal epitel hiicrelerinin nanodesen noktalar
Uzerinde yaptiklari odaksal yapisma alanini, MCF 10A off normal epitel hiicrelerinin nanodesen
noktalar arasinda yaptiklari odaksal yapisma alanini gdstermektedir. Yatay tam cizgiler
karsilastirilan iki grup arasinda ¢ift kuyruklu p<0.05 seviyesinde, yatay kesikli ¢izgiler ise tek

kuyruklu p<0.05 seviyesinde istatistiksel fark oldugunu gosteriyor.

Odaksal yapigma alan dagilimlarini gosteren grafige bakildiginda gradyan Uzerinde her iki
hicrenin de on-off durumuna bagh odaksal yapisma alanlarinin istatistiksel olarak kendi
iclerinde ve aralarinda farklilik gésterdigini gériyoruz. Tek aktif calismalarinda kullanilan diger

desen araliklarinda da; 2,4 ve 8 um; ayni durum gézlenmektedir.
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MDA-MB-231 toplam odaksal yapigma alam MCF10Atoplam odaksal yapisma alam
kutupsallii kutupsalligi
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Sekil 50. MDA-MB-231 ve MCF10A hiicre hattinda K-kazein lzerine Fibronektin gradyan

nanonoktalari Gzerinde toplam odaksal yapisma alani kutupsalligi grafikleri.

izohips gdsterimde 0,5 degeri kutupsallik olmadigini, 0,5 — 1,0 arasi degerler gradyan yoniinde

kutupsalligi, 0,0 — 0,5 arasi deg@erler gradyan tersi yontnde kutupsalligi géstermektedir.

Toplam odaksal yapisma alani kutupsalligini gosteren izohips harita grafiklerine bakildiginda
her iki hucre tipinin odaksal yapisma sayisi ve odaksal yapisma alanina benzer bir egimin
belirdigi gérilmektedir. ilaveten MDA-MB-231 hiicrelerinin orta aralikli gradyan bélgelerinde
kutupsalliginin belirginlesmesi géze carparken, MCF10A hcreleri yine dar aralikh gradyan
bdlgelerinde gradyan yonunde ve genis aralikli gradyan bdlgelerinde gradyan yonindn tersine

kutupsallik gdstermektedir.
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Sekil 51. MDA-MB-231 ve MCF10A hlcre hattinda K-kazein Gzerine Fibronektin gradyan

nanonoktalari Uzerinde toplam odaksal yapisma alanlarinin hiicre basina disen dagilimi.

MDA-MB-231 on kanser epitel hicrelerinin nanodesen noktalar tzerinde yaptiklari odaksal
yapisma alanini, MDA-MB-231 off kanser epitel hiicrelerinin nanodesen noktalar arasinda
yaptiklari odaksal yapisma alanini, MCF10A on normal epitel hiicrelerinin nanodesen noktalar
Uzerinde yaptiklari odaksal yapisma alanini, MCF 10A off normal epitel hiicrelerinin nanodesen
noktalar arasinda yaptiklari odaksal yapisma alanini gostermektedir. Yatay tam cizgiler
karsilastirilan iki grup arasinda ¢ift kuyruklu p<0.05 seviyesinde, yatay kesikli gizgiler ise tek

kuyruklu p<0.05 seviyesinde istatistiksel fark oldugunu gosteriyor.

Hucre basina dusen odaksal yapisma alan toplaminin farkli yizeylerde dagilimi grafiginde
kanser ve normal epitel hicrelerinin gradyan Uzerinde yaptiklari odaksal yapisma alanlarinin
toplaminin fibronektin kontrol ylzeylerden az ve kazein kontrol ylUzeylerden fazla oldugu

g6ralda.

MDA-MB-231 odaksal yapisma daireselligi MCF10A odaksal yapigma daireselligi
kutupsallig kutupsalligi
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Sekil 52. MDA-MB-231 ve MCF10A hilcre hattinda K-kazein Gzerine Fibronektin gradyan

nanonoktalar Gzerinde odaksal yapisma daireselligi kutupsalligi grafikleri.

izohips gdsterimde 0,5 degeri kutupsallik olmadigini, 0,5 — 1,0 arasi degerler gradyan yéniinde

kutupsalligi, 0,0 — 0,5 arasi degerler gradyan tersi yoninde kutupsalligi géstermektedir.

Odaksal yapigma daireselligi kutupsalliklarini gésteren izohips harita grafiklerine baktigimizda
her iki hicre tipinin de gradyan yoniinde kutupsallik gdsterdigi yani desen araliginin daha sik
oldugu gradyan yoninde bulunan odaksal yapismalarin daha cizgisel oldugu goérilda.
MCF10A hdcrelerinin - kutupsalliginin  MDA-MB-231 hucrelerine kiyasla daha yuksek
degerlerde dagilimlara da sahip oldugu ve MDA-MB-231 hcrelerinin orta aralikh gradyan

bdlgelerinde en ylksek kutupsallik degerlerine sahip oldugu goéraldu.
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Sekil 53. MDA-MB-231 ve MCF10A hucre hattinda K-kazein tzerine Fibronektin gradyan

nanonoktalari Gzerindeodaksal yapigsma daireselliklerinin dagihmi.

MDA-MB-231 on kanser epitel hicrelerinin nanodesen noktalar tUzerinde yaptiklari odaksal
yapisma alanini, MDA-MB-231 off kanser epitel hicrelerinin nanodesen noktalar arasinda
yaptiklari odaksal yapisma alanini, MCF10A on normal epitel hiicrelerinin nanodesen noktalar
uzerinde yaptiklari odaksal yapigsma alanini, MCF10A off normal epitel hicrelerinin nanodesen
noktalar arasinda yaptiklari odaksal yapisma alanini gostermektedir. Yatay tam gizgiler
karsilastirilan iki grup arasinda gift kuyruklu p<0.05 seviyesinde, yatay kesikli gizgiler ise tek
kuyruklu p<0.05 seviyesinde istatistiksel fark oldugunu gdsteriyor.

Odaksal yapisma daireselliklerinin gradyan yizeyler tzerindeki durumu incelendiginde her iki
hdcre tipinin on-off vaziyetlerindeki odaksal yapisma daireselliklerinin kendi iclerinde farklilik
gostermedigi ancak iki hicre tipi kiyaslandiginda MCF10A hicrelerinin yaptidi yapigsmalarin
MDA-MB-231 hicrelerinin odaksal yapigmalarina kiyasla daha cizgisel oldugu gorulmektedir.
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Sekil 54. MDA-MB-231 ve MCF10A hiicre hattinda K-kazein lzerine Fibronektin gradyan
nanonoktalari Gzerinde odaksal yapisma daireselliklerinin odaksal yapisma alanina bagli

dagilhimi

MDA-MB-231 on kanser epitel hicrelerinin nanodesen noktalar tzerinde yaptiklari odaksal
yapisma alanlarini ve karsilik gelen odaksal yapisma daireselligini, MDA-MB-231 off kanser
epitel hdcrelerinin nanodesen noktalar arasinda yaptiklari odaksal yapisma alanlarini ve
karsilik gelen odaksal yapisma daireselligini, MCF10A on normal epitel hicrelerinin
nanodesen noktalar Uzerinde yaptiklari odaksal yapigsma alanlarini ve karsilik gelen odaksal
yapisma daireselligini, MCF10A off normal epitel hiicrelerinin nanodesen noktalar arasinda
yaptiklart odaksal yapisma alanlarini ve karsilik gelen odaksal yapisma daireselligini

goOstermektedir.

Odaksal yapisma alanlarinin odaksal yapisma daireselligine bagli dagihmini gosteren grafikte
hicrelerin odaksal yapigsma alanlarinin artmasiyla odaksal yapismalarin dairesellikten ¢ikip
dogrusallastigi goézlendi. Tek aktif desen ¢alismalarinda kullanilan diger araliklara (2, 4 ve 8
pm) kiyasla gradyan lzerinde alan-dairesellik eslesmelerinin daha fazla sagilmis gézikuyor
olmasinin gradyan araliklarinin 1 ym’den 10 ym’ye kadar degisiyor olmasina bagh oldugu

dusunuldd.
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MDA-MB-231 aktin kutupsallig MCF10A aktin kutupsallig
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Sekil 55. MDA-MB-231 ve MCF10A hlcre hattinda K-kazein Uzerine Fibronektin gradyan

nanonoktalar Uzerinde aktin kutupsalligi.

izohips gésterimde 0,5 degeri kutupsallik olmadigini, 0,5 — 1,0 arasi degerler gradyan yéniinde

kutupsalligi, 0,0 — 0,5 arasi degerler gradyan tersi yoniinde kutupsalligi gostermektedir.

Gradyan yuzey Uzerinde aktin kutupsalliklari incelendiginde MDA-MB-231 hiicrelerinin dar
aralikli gradyan bolgelerinde gradyan yonunun tersine aktin kutupsalligi gosterdigi ve ayni dar
aralikh gradyan bolgelerinde MCF10A hicrelerinin aktin bakimindan kutupsallik gosterme

egiliminde olmadigi farkediliyor.

3.3 MDA-MB-231 ve MCF10A hicrelerinin Laminin uzerine Fibronektin (Cift aktif)
desenlenmesinden elde edilen sonuglari
3.3.1Cift aktif desenleme

Cift aktif desenleme denemelerinde kaplama proteini Fibronektin olacak, EDL den sonraki
protein Laminin olacak sekilde ve de kaplama proteini Laminin olacak EDL den sonraki protein

Fibronektin olacak sekilde denendi.

3.3.1.1iTO yiizey iizerinde Fibronektin kaplama

Fibronektin(F2006 Sigma) kaplama: Petri kabin alt yuzeyi parafilm ile kaplanmistir. Fibronektin
alikotlari (1 mg/ml olacak sekilde) kullanilmadan yaklasik yarim saat 6nce -80°C’den +4°C’ye
cikariimistir. Alikot 1X UB ile 1 ml'ye tamamlanmistir ve pipetleme yapmadan parafilm tzerine
birakilmigtir. iTO-cam kaplanmig ylizeyi protein soliisyonuna degecek sekilde 2 saat
inkiibasyona birakiimistir. 2 saat sonra iTO-cam 3 kez 1X UB ile ardindan 3 kez ultra saf su
ile calkalanip, hava nitrojenle kurutulmustur. Daha sonra kullaniimak Gzere vakum altinda

saklanmistir. Yaklasik 2 hafta iginde kullaniimistir.
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3.3.1.2 ITO yiizey iizerinde Fibronektin kaplamasi iizerine Laminin kaplama

Laminin (L2020-Sigma):kaplama Petri kabin alt ylzeyi parafiim ile kaplanmistir. Laminin
alikotlari (1 mg/ml olacak sekilde) kullaniimadan yaklasik yarim saat énce -20°C’den +4°C'’ye
cikariimistir. Alikot 1X UB ile 1 ml'ye tamamlanmistir ve pipetleme yapmadan parafilm tzerine
birakilmistir. iTO-cam kaplanmis yiizeyi protein soliisyonuna dedecek sekilde 2 saat
inkiibasyona birakiimistir. 2 saat sonra iTO-cam 3 kez 1X UB ile ardindan 3 kez ultra saf su
ile calkalanip, hava nitrojenle kurutulmustur. Daha sonra kullanilmak Uzere vakum altinda

saklanmistir. Bir hafta icinde kullaniimistir.
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Sekil 56. Cift aktif desen olusturma denemeleri-Laminin kaplamada arka plandan kurtulma.

ITO kapli cam ylzey Uizerine Fibronektin proteini kaplandiktan sonra nano desenler elde etmek
uzere EBL uygulamasi yapildi, ve aktiflesen protein boélgelerini kaplamak amaciyla Laminin ile
protein kaplama yapildi. Laminin kaplamalari %0,05 olarak yapildi. A stutununda gdsterilen
ornekte Laminin kaplama basamagindan sonra bir islem gegirmeden kullanildi. B sutununda
gosterilen ornekte kaplamadan sonraki yikamalarda 10 saniye sonikasyon uygulanirken C
sutununda 30 saniye sonikasyon uygulandi. MDA-MB-231 hdcreleri tek aktif bilegenli
desenlerde oldugu gibi deneyde kullanildi ve 18 saat inkibasyondan sonra hucreler ¢ip
uzerinde sabitlendi. Bundan sonra; Laminin, Laminini taniyan birincil antikor ve birincil antikoru
taniyan ikincil florasan antikorla, vinkilin proteini vinkdlini tariyan birincil antikor ve birincil
antikoru taniyan ikincil florasan antikorla, aktin proteini direk olarak aktine baglanan falloidin
antikoruyla boyandi ve drnek florasan mikroskop altinda incelendi. Her (¢ érnekte de Laminin
proteininden kaynakli bir arka plan oldugu gorildid. Tam fotograflar hicbir isleme tabi

tutulmadan (raw data) gosterilmektedir.
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Sekil 57. Cift aktif desen olusturma denemeleri-Laminin konsantrasyonu.

ITO kapli cam ylzey Uizerine Fibronektin proteini kaplandiktan sonra nano desenler elde etmek
uzere EBL uygulamasi yapildi, ve aktiflesen protein boélgelerini kaplamak amaciyla Laminin ile
kaplama vyapildi. Laminin kaplamalar sirasiyla  %0,05(A), %0,025 (B), %0,0125(C),
%0,025(D), %0,05 Laminin kaplama sonrasi evrensel tampon ¢ozeltisi icinde 60 saniye
sonikasyon(E), %0,05 sonikasyon evrensel tampon ¢ozeltisi icinde 60 saniye ek olarak saf su
icinde 60 saniye sonikasyon (F) uygulandi. MDA-MB-231 hucreleri tek aktif bilegenli
desenlerde oldugu gibi deneyde kullanildi ve 18 saat inkibasyondan sonra hucreler ¢ip
uzerinde sabitlendi. Bundan sonra; Laminin, Laminini taniyan birincil antikor ve birincil antikoru
taniyan ikincil florasan antikorla, vinkilin proteini vinkdlini tariyan birincil antikor ve birincil
antikoru taniyan ikincil florasan antikorla, aktin proteini direk olarak aktine baglanan falloidin
antikoruyla boyandi ve 6rnek florasan mikroskop altinda incelendi. A, B, C, D, F fotograflarinda
goérildigu gibi Laminin kaplamasi tam olarak gergceklesmemistir. E’de gdrilen kaplama
digerlerine gore daha istenene daha yakindir. Bu oOrneklerde Laminin kaplamasinin her
bdlgede ayni olmadigi bazi bdlgelerde Laminin proteinin daha yodun oldugu goéruldd. Laminin
kaplamasinda istenen goriunti K-kazein Uzerine Fibronektin kaplamasida goruldigu gibi(G)
arka planin siyah, sadece nanonoktalarin ikincil antikor renginde olmasi beklenmektedir. TUm

fotograflar higbir isleme tabi tutulmadan (raw data) gosterilmektedir.

ITO kapli camlarin fibronektin proteiniyle kaplanip EDL asamasinin ardindan olusan
desenlerin laminin proteiniyle kaplanmasi c¢ift aktif calismalarinda kullanilacak ytzeylerin
hazirlanmasina olanak saglamamistir. Laminin proteininin desen kaplamasinda kullaniimasi
proteinin fiziksel 6zelliklerinin getirdigi, 6rnegin kolay iplikgiklenme, ve fibronektine kiyasla
yaklasik iki kati bayuklikte bir molekll olmasinin da sonucu olarak iglevsel degildir. Sonug
olarak iTO ylzeyin laminin ile kaplanmasi ve EDL sonrasi desenlerin fibronektin ile kaplanmasi

uygun bulunmustur.

3.3.1.2 ITO yiizey iizerinde Laminin kaplama

Laminin (L2020-Sigma) kaplama: Petri kabin alt ylzeyi parafilm ile kaplandi. Laminin alikotlari
(1 mg/ml olacak sekilde) kullaniimadan yaklasik yarim saat 6nce -20°C’den +4°C’ye ¢ikarildi.
Alikot 1X UB ile 1 ml'ye tamamlanmistir ve pipetleme yapmadan parafilm Gzerine birakildi.
ITO-cam kaplanmis ylizeyi protein soliisyonuna dedecek sekilde 2 saat inkiibasyona birakildi.
2 saat sonra iTO-cam 3 kez 1X UB ile ardindan 3 kez ultra saf su ile calkalanip, hava nitrojenle

kurutuldu. Daha sonra kullaniimak Gzere vakum altinda saklandi. Bir hafta icinde kullanildi.
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3.3.1.3iTO yiizey iizerinde Laminin kaplamasi iizerine Fibronektin kaplama

Fibronektin(F2006 Sigma) kaplama: Petri kabin alt ylzeyi parafilm ile kaplandi. Fibronektin
alikotlari (1 mg/ml olacak sekilde) kullaniimadan yaklasik yarim saat 6nce -80°C’den +4°C’ye
¢ikarildi. Alikot 1X UB ile 1 ml ye tamamlandi ve pipetleme yapmadan parafilm Gzerine
birakildi. ITO-cam kaplanmis yiizeyi protein soliisyonuna degecek sekilde 2 saat inkiibasyona
birakildi. 2 saat sonra ITO-cam 3 kez 1X UB ile ardindan 3 kez ultra saf su ile galkalanip, hava
nitrojenle kurutuldu. Daha sonra kullaniimak Uzere vakum altinda saklandi. Yaklasik 2 hafta

iginde kullanildi.

Fibronektin ve Laminin birincil antikorlar ayni organizmadan oldugu i¢in Fibronektin proteini
dylight boya ile etiketlendi, boylece bu proteine 6zgu immuno boyama zorunlulugu ortadan
kalktl. Fibronektin proteini dylight 650 ve dylight 350 ile etiketlendi, dylight 350 Fibronektin
proteininin daha kullanigh oldugu belirlenmis ve deneylere dylight 350 Fibronektin proteini ile
devam edildi.

MDA-MB-231 2um  MDA-MB-231 4um  MDA-MB-231 8um MCF10A 2um MCF10A 4um MCF10A 8um

® ﬂ o

Laminin Laminin Laminin Laminin Laminin Lamtinin
4 :

- e

Fibronektin Fibronektin Fibronektin Fibronektin

¢ » @ o

Vinkilin Vinkdlin Vinkdlin Vinkiilin

4

Sekil 58. MDA-MB-231 ve MCF10A hatlarina ait hicrelerin 2,4,8 mikrometre aralikli ¢ift aktif

nanodesen Uzerindeki fotogralari.

Ornekler laminin kaplama EDL Fibronektin kaplama sirasiyla hazirlanmis olup, Laminin

izerine Fibronektin érnekleridir. Ustten alta siralanacak olursa Laminin, Fibronektin, aktin ve
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vinkillin fotograflari olup son sira bu dort protein Ustlste konulmus halidir. Yesil:Laminin,
Kirmizi:Fibronektin, Sari:Vinkdlin, Mavi:Aktin. Son karede gosterilen 0Olgek ¢ubugu 8

mikrometreyi gostermektedir ve tim fotograflar igin gegerlidir.

3.3.2 Cift aktif desende MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerinin hiicre alani ve uzun

eksen/kisa eksen oranlari karsilastiriimasi

2000 -
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200
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Sekil 59. Fibronektin ve Laminin kontrol ylUzeyleri ile nanonoktalar Gzerinde hicre alanlarinin

dagilimlari.

Yatay tam gizgiler karsilastirilan iki grup arasinda ¢ift kuyruklu p<0.05 seviyesinde, yatay

kesikli gizgiler ise tek kuyruklu p<0.05 seviyesinde istatistiksel fark oldugunu gdsteriyor.

Hucre alaninin farkli yuzeylerde dagihmina bakildiginda hucrelerin Fibronektin ylzeylerde
genis alanlara yayildiklari, MCF10A hicrelerinin desen araligina bagl olarak hicre alanlarinin
degistigi, aralik arttikga alan azaldigi, MDA-MB-231 hlicrelerinin ise genis Olgekte bakildiginda
desen araligindan bagimsiz olarak ylzeyde yayildiklar gortlda. Her iki hiicrede Fibronektin

kontrol ylizeyde Laminin kontrol ylizeye gére anlaml olarak daha fazla yayildigi géraldu.
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Sekil 60. Fibronektin ve Laminin kontrol ylUzeyleri ile nanonoktalar Uzerinde htcre simetri

oranlarinin dagihmlari.

Yatay tam cizgiler karsilagtirilan iki grup arasinda c¢ift kuyruklu p<0.05 seviyesinde, yatay

kesikli cizgiler ise tek kuyruklu p<0.05 seviyesinde istatistiksel fark oldugunu gdsteriyor.

Hucrelerin eksen oranlarinin ylzeylerde dagiliminda MCF10A hcrelerinin desen araliginin
artmasina bagh olarak bir eksende genislemesi s6z konusuyken, MDA-MB-231 hlcreleri igin
eksen oraninin ylzeye bagh degisimi s6z konusu degildir. Ayrica iki hlcre tipi eksen oranlari
bakimindan sade fibronektin kapli yuzey ile 2 mikrometre aralikli ve 4 mikrometre aralikli

yuzeylerde farklilagsmaktadir.

3.3.3 Cift aktif desende MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerinin odaksal yapigsmalarinin
karsilasgtiriimasi

Laminin kapl ¢ip yuzeyleri Uzerine 2, 4 ve 8 mikrometre aralikh EDL desenlemesi sonrasi
yapilan fibronektin kaplamasi ile ¢ip yuzeyleri hicreler arasi madde proteinlerinin
kombinasyonuyla kaplanarak in vivo karaktere tek aktif giplerine kiyasla ¢ok daha yakin
ylzeyler saglandi. Farkli (fibronektin kontrol, K-kazein kontrol, laminin Uzerinde fibronektin

nanodesenli) ylzeylerde kiltirledigimiz hiicre goérintilerinin analizi sonucunda odaksal
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yapismalarin alanlarini, hiicre basina disen sayilarini, nanonokta Gzerinde olup olmadiklarini

incelendi. Her farkli yizey icin n= 19 -31 adet hicre incelendi.
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Sekil 61. Fibronektin ve Laminin kontrol yuzeyleri ile nanonoktalar tUzerinde hicre basina

disen odaksal yapigma sayisinin dagilimi.

MDA-MB-231 FN kanser epitel hicrelerinin nanodesen noktalar Gzerinde yaptiklari odaksal
yapisma sayisini, MDA-MB-231 Lam kanser epitel hicrelerinin nanodesen noktalar arasinda
yaptiklari odaksal yapigsma sayisini, MCF10A FN normal epitel hicrelerinin nanodesen
noktalar Gzerinde yaptiklari odaksal yapisma sayisini, MCF10A Lam normal epitel hiicrelerinin
nanodesen noktalar arasinda yaptiklari odaksal yapisma sayisini gostermektedir. Yatay tam
cizgiler karsilastirilan iki grup arasinda c¢ift kuyruklu p<0.05 seviyesinde, yatay kesikli gizgiler

ise tek kuyruklu p<0.05 seviyesinde istatistiksel fark oldugunu goésteriyor.

Hicre basina dusen odaksal yapisma sayilarini gosteren grafije bakildiginda odaksal
yapisma sayisi her iki hicre tipi igin de fibronektin nanonokta aralgi arttikga azalmaktadir.
Sade fibronektin kapli ylzey ile 2 mikrometre aralikli ve 4 mikrometre aralikli fibronektin
nanonoktalar igeren yuzeylerde fibronektine bagli kurulan odaksal yapisma sayilari her iki
hicre tipini farkhlastirmaktadir.
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Sekil 62. Fibronektin ve Laminin kontrol ylizeyleri ile nanonoktalar tzerinde odaksal yapisma

alanlarinin dagilimi.

MDA-MB-231 FN kanser epitel hiucrelerinin nanodesen noktalar Uzerinde yaptiklari odaksal
yapisma alanini, MDA-MB-231 Lam kanser epitel hlucrelerinin nanodesen noktalar arasinda
yaptiklari odaksal yapisma alanini, MCF10A FN normal epitel hiicrelerinin nanodesen noktalar
Uzerinde yaptiklari odaksal yapisma alanini, MCF10A Lam normal epitel hicrelerinin
nanodesen noktalar arasinda yaptiklari odaksal yapisma alanini géstermektedir. Yatay tam
cizgiler karsilastirilan iki grup arasinda cift kuyruklu p<0.05 seviyesinde, yatay kesikli gizgiler

ise tek kuyruklu p<0.05 seviyesinde istatistiksel fark oldugunu gosteriyor.

Sekil 62°de goruldugu Uzere fibronektin nanonokta aralidi arttikga odaksal yapisma alani
artmaktadir. Hucreler homojen ylzeylerde yani sade laminin veya sade fibronektin kapli
yuzeylerde hucre tipine bagl farkli odaksal yapisma alanlarina sahipken, desen igeren
yuzeylerde fibronektin nanonoktalar arasi uzaklik arttikga odaksal yapigsma alanlarini tek aktif
desende de oldugu gibi arttirmaktadirlar. Hicrelerin yattiklari alanda bulunan fibronektin
nanonokta sayisinin azalmasiyla yani desen araliginin artmasiyla hicreler az sayidaki
fibronektin nanonoktalar Gzerinde sagladiklari odaksal yapigsmalari guiglendirmektedirler. Fakat
¢ift aktif desende yapisma alan degeri tek aktif desene gére daha disuktir. Her iki hiicre
hattinda da FN odaksal yapigsma alani her aralikta Lam degerlere gére anlamh olarak farklidir
ve Lam olan odaksal yapisma alani de@erlerinde tim desen araliklari da yaklasik ayni

degerdedir.
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Sekil 63. Fibronektin ve Laminin kontrol yuzeyleri ile nanonoktalar Uzerinde hlcre basina

digen odaksal yapigma alan toplaminin dagilimi.

MDA-MB-231 FN kanser epitel hicrelerinin nanodesen noktalar tzerinde yaptiklari toplam
odaksal yapisma alani, MDA-MB-231 Lam kanser epitel hicrelerinin nanodesen noktalar
arasinda yaptiklar toplam odaksal yapisma alani, MCF10A FN normal epitel hiicrelerinin
nanodesen noktalar Gzerinde toplam yaptiklari odaksal yapisma alani, MCF10A Lam normal
epitel hlcrelerinin nanodesen noktalar arasinda yaptiklari toplam odaksal yapisma alanini
gOstermektedir. Yatay tam cizgiler kargilastirilan iki grup arasinda cift kuyruklu p<0.05
seviyesinde, yatay kesikli cizgiler ise tek kuyruklu p<0.05 seviyesinde istatistiksel fark

oldugunu gosteriyor.

Hlcre basina dusen toplam odaksal yapisma alani nanonokta araligi arttikga azalmaktadir.
Yine hicre basina dusen odaksal yapigsma sayisinin dagiimindaki gibi sade fibronektin kapl
yuzey ile 2 mikrometre aralikh ve 4 mikrometre aralikli fibronektin nanonoktalar iceren
yuzeylerde fibronektine bagli kurulan odaksal yapismalarin toplam alanlar her iki hicre tipini

farklilastirmaktadir.
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Sekil 64. Fibronektin ve Laminin kontrol ytzeyleri ile nanonoktalar Gzerinde odaksal yapisma

daireselliginin dagilimi.

MDA-MB-231 FN kanser epitel hicrelerinin nanodesen noktalar tGzerinde yaptiklari odaksal
yapisma daireselligi, MDA-MB-231 Lam kanser epitel hlcrelerinin nanodesen noktalar
arasinda yaptiklari odaksal yapisma daireselligi, MCF10A FN normal epitel hucrelerinin
nanodesen noktalar tUzerinde yaptiklari odaksal yapisma daireselligi, MCF10A Lam normal
epitel hucrelerinin nanodesen noktalar arasinda yaptiklari odaksal yapisma daireselligini
gostermektedir. Yatay tam cizgiler karsilastinlan iki grup arasinda cift kuyruklu p<0.05
seviyesinde, yatay kesikli gizgiler ise tek kuyruklu p<0.05 seviyesinde istatistiksel fark

oldugunu gdsteriyor.

Odaksal yapisma daireselliginin yuzeylerdeki degisimlerine bakildiginda desen araliginin
artmasiyla fibronektin nanonokta Uzerinde olusan odaksal yapismalarin dairesellikten
uzaklasip cizgisellestigini goruyoruz. Bununla beraber her iki hicrenin odaksal yapisma
daireselliginin desenlerde farkllastigini ve her iki hicrenin de nanokta Uzerinde olan ve
olmayan odaksal yapismalarinda farkli dairesellikler sergiledikleri de géruluyor. Fibronektin

nanonoktalar Uzerindeki odaksal yapismalar olmayanlara kiyasla daha cizgiseldirler.
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Sekil 65. Fibronektin ve Laminin kontrol ylizeyleri ile nanonoktalar tizerinde odaksal yapisma

alanlarinin odaksal yapisma daireselligine baglh dagilimi.

MDA-MB-231 FN kanser epitel hlcrelerinin nanodesen noktalar Gzerinde yaptiklari odaksal
yapisma alanlarini ve karsilik gelen odaksal yapisma daireselligini, MDA-MB-231 Lam kanser
epitel hicrelerinin nanodesen noktalar arasinda yaptiklari odaksal yapisma alanlarini ve
karsilik gelen odaksal yapisma daireselligini, MCF10A FN normal epitel hicrelerinin
nanodesen noktalar Gzerinde yaptiklari odaksal yapisma alanlarini ve karsilik gelen odaksal
yapisma daireselligini, MCF10A Lam normal epitel hiicrelerinin nanodesen noktalar arasinda
yaptiklart odaksal yapisma alanlarini ve karsilik gelen odaksal yapisma daireselligini

goOstermektedir.

Odaksal yapisma alanlarinin odaksal yapisma daireselligine bagli dagihmini gosteren grafikte
hicrelerin odaksal yapigsma alanlarinin artmasiyla odaksal yapismalarin dairesellikten ¢ikip

dogrusallastig1 gézlendi.
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3.3.4 Cift aktif desende MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerinin morfolojik kargilagtirmasi

icin aktin iskeleti analizi
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Sekil 66. Cift aktif desende MCF10A ve MDA-MB-231 hiicrelerinin Fibronektin ve Laminin

kontrol ylzeyleri ve nanonoktalar tzerinde acilari-Yoénsellik grafigi.

MCF10A ve MDA-MB-231 hicrelerinin hlcre igcindeki aktin organizasyonlarina bakilmak tzere
ImagedJ programinin versiyonu olan Fiji programinda Plugins sekmesinde bulunan Tubuness
ve Analyze sekmesinde bulunan Directionality segenegiyle hicre igindeki aktin analiz edildi.
Kontrol ylzeylerde yonelim acisi 90 derece iginde yaklasik 45 derece oldudu gorilmastir. 45
derece degeri hucrenin 0-90 derece icinde homojen agi degerlerine sahip oldugunu gdosterir.
iki mikrometre aralikta, nano-nokta yogunlugu yiiksek oldugu icin, hiicre daha kiiciik acilarda
aktin aglar olusturarak Fibronektin proteiniyle etkilesim olusturabilirler. 4 mikrometrelik
araliklarda ise hlicre kontrol ylzeylerde oldugu gibi yaklasik 45 dereceyi tercih etmistir, glinki
hiicre bu aglyi kullanarak daha gok Fibronektin nano-noktasina ulagabililr. 8 mikrometre aralikli
desende ise MDA-MB-231 hucreleri kiiglk agilari tercih etmistir. Bunun nedeni hicre alanina
disen nano-noktanin azligi olabilir.Hlicre en yakin nanonoktalari aramis ve bulamamistir,
kendine yetecek minimum aktin yapisini olusturmustur. MCF10A hcrelerinin desen Uzerinde

kontrol yUzeylerinde oldugu gibi yaklasik 45 derecelik acly! sabit tutmustur.
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Sekil 67. Cift aktif desendeaktin iskeletindeki iplikgiklerin kartezyen koordinatlarindaki

acilarinin dagilimlari.

Yuksek bir rakam daha genis bir dagilima karsilik gelir. Sadece MDA-MB-231 hiicre hattinda
Fibronektin ile dért mikrometre aralikli nanodesen uzerinde anlamh bir fark vardir. MDA-MB-
231 hicre hattinin her kosulda ortama uyum saglamak igin aktin iskeletini duzenledigi

gorilmektedir.
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Sekil 68. Cift aktif desende hicre igindeki aktin iskeletin hicre i¢i dagilimindaki uyumu.

Kullanilan Directionality araci aktin iskeletinin hicre igindeki dagihmini vermektedir. Her iki
hdcre hattinda dagilim uyumunun 8 mikrometre aralikli desende daha az oldugu, Laminin

kontrol ylzeyde uyumun Fibronektin kontrol ve 2 mikrometre aralikli desene benzerligi oldugu
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goruldu. Hucreler desen araligi arttikga hucre igindeki aktin organizasyonu tutarlihdr azaldi.
Ozellikle 8 mikrometre aralikli desenlerde hiicreler aktin iskeletini hiicrenin dig kisminda

yogunlastigi ve hicre icideki agsi yapisini kaybettigi géraldu.
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Kontrol Kontrol

Fibronektin 2pm 4 pm

Sekil 69. Cift aktif desende Fibronektin ve Laminin kontrol yuzeyleri ve nanonoktalar Uzerinde
MCF10A ve MDA-MB-231 hucrelerinin en dis bantta aktin agilari-Yonsellik grafigi.

Fibronektin kontrol ylzeyinde hucrelerin ¢geper kisminda bulunan aktin ydnsellikleri 40-50
derece arasinda bulunmaktadir. Hicreler 2 ve 4 mikrometre aralikli desende ise daha ¢cok
Fibronektin noktasina ulasmak Uzere 45 dereceden daha kuglk acilari tercih etmislerdir. 8
mikrometre aralikli desende, iki hlicre hattininda kiglk agilari tercih ettigi gorilirken, MDA-
MB-231 hlcre hattinda standard sapmanin tek aktif desen Uzerindeki sapmadan ylksek
oldugu géruldi. Bunun nedeni MDA-MB-231 hlicresinin Fibronektin nanonaktasina baglanma
egilimiyle, c¢ift aktif desende laminin Uzerinde K-kazeine gdére daha rahat hareket etmis

olabilecegi disunulda.
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Sekil 70. Cift aktif desende Fibronektin ve Laminin kontrol ylzeyleri ve nanonoktalar Gzerinde

MCF10A ve MDA-MB-231 hucrelerinin en dis bantta aktin agilari dagihmi.

Yilksek bir rakam daha genis bir dagilima karsilik gelir. iki hiicre hattinda tim yiizeylerde
istatistiksel bir fark bulunmamaktadir. Her iki hiicre hattida en yiksek dagilimi 4 mikrometre
aralikli desen Uzerinde , en dusik dagilimi kontrol ylzeylerde olusturdular. MDA-MB-231 ve
MCF10A hilcre hatlarinin her kosulda ortama uyum saglamak icin aktin iskeletlerini
dizenledikleri goruldi. MCF10A hucreleri laminin kontrol ylzeylerde disg bantta daha dusuk
dagihm gosterdi ve istatistiksel olarak 2, 4, 8 mikrometre aralikli desen sonuglarindan farkl
cikti. MDA-MB-231 hucreleri de laminin kontrol ylzeylerde dig bantta 2 ve 4 mikrometre aralikh
desen sonuglarinda farkli ¢ikti. Her iki hucre hattinda fibronektin kontrol ylzey 4 mikrometre
aralikli desenden istatistiksel olarak farkl ¢ikti, dagihm 4 mikrometre aralikl desende daha

yuksek gozlendi.
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Sekil 71. Cift aktif desende Fibronektin ve Laminin kontrol ylzeyleri ve nanonoktalar Gzerinde

MCF10A ve MDA-MB-231 hucrelerinin en dis bantta aktin agilari értisme duzeyi.

iki hiicre hatti arasinda 2 mikrometre ve 4 mikrometre aralikli desen iizerinde istatistiksel fark
oldugu goruldid. MCF10A hacresi aktin en dis bandta 8 mikrometre diginda ayni tutumu
sergilerken, MDA-MB-231 hicre hatti Fibronektin kontrol ylzeyi ile 2, 4 ve laminin kontrol
yuzeyden istatistiksel olarak farkh ¢ikti. Bunun nedeni MDA-MB-231 hucreleri Fibronektin

kontrol ylzeyde aktin bandi olusturmamasidir.
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Sekil 72. Cift aktif desen lzerinde hlcrenin en disinda bulunan aktin/tim aktin yogunlagsmasi.
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Hucrelerin ¢geperinde olusan aktin bandini sayisal degerlere aktarmak ve farki géstermek
amaciyla, en dis aktin bandi (30 pixel) ile tim hicrenin aktin yogunlasmasi oranlandi. Tek aktif
desende tum yuzeyler fark olmasina karsin, ift aktif desen tzerinde sadece fibronekin kontrol
yuzey ve 2 mikrometre aralikli desende istatistiksel fark goraldi. Ayrica her iki htcre hattinda
fibronktin kontrol ylUzeyi diger yuzeylerinden istatistiksel olarak farkh c¢ikti. MDA-MB-231
hicresi tek aktif ve ¢ift aktif desen karsilastirildiinda yogunlasmanin c¢ift aktif desende deger
olarak daha dusuk oldugu goérulda. MDA-MB-231 hicrelerinin tek aktif desende daha kalin bir
aktin bandi olusturmasinin nedeni zor sartlar altinda kanser hucresinin uyum saglamaya

yonelik oldugu disunulda.

MDA-MB-231 MCF10A

Sekil 73. Cift aktif desende MDA-MB-231 ve MCF10A hucrelerinin adim aralidi degisken cift

aktif desenleme Uzerindeki genel dagilimlari.

Sekilde goéruldugu gibi, ekilen hlcre sayisi ayni olmasina ragmen MCF10A hdcrelerinin adim
araligi degisken desene daha fazla yapismistir. MCF10A hicreleri toplu hiicre gruplari yapma
egilimindedir fakat MDA-MB-231 hicreleri tek yapismayi tercih ederler. Her iki hiicre hattinda
da, desenin en sik Fibronektin bulundurdugu bdlgede kiimelesmeler olmustur. MDA-MB-231
hicreleri orta sikliktaki desene ¢apraz, en uzak aralikta nano-noktalar arasi ya da Uzeri paralel
olarak yayilmay tercih ederken, MCF10A hcreleri genel olarak g¢apraz yayilmayi tercih
ederler. Boylece MDA-MB-231 hicreleri daha gok Fibronektin nanonoktasina tutunabilecektir.
Ote yandan MCF10A hiicreleri, MCF10A ve MDA-MB-231 hiicrelerinin Fibronektin ve Laminin
kontrol ylzeyleri ve nanonoktalar Uzerinde acilari-Yonsellik grafiginde gorildugu gibi yuzey
proteinine bagh olarak yonselligini degistirmemektedir.
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J

Laminin Laminin Laminin | Laminin Laminin

Laminin

Fibronektin Fibronektin Fibronektin Fibronektin Fibronektin : Fibronektin

Vinkiilin Vinkdilin Vinkdlin Vinkdlin Vinkiilin

Sekil 74. Cift aktif gradient desen Uzerinde MDA-MB-231 ve MCF10A hdcreleri igin 6rnek

fotograflar.

Cift aktif desenleme Uzerinde adim arali§i degisken nanonoktalarin MDA-MB-231 hicreleri
Uzerinde etkisi goérulirken, MCF10A hicreleri nanonoktalarin sikhdina bagli olmaksizin
yaylimiglardir. MDA-MB-231 hucreleri nanonoktalarin sik oldugu bdlgede yigiima egilimi
gosterirken, orta siklikta nanonoktalara ¢apraz olacak sekilde yayildilar. Nanonoktalarin en
genis aralikta oldugu desenlemede ise nanonoktalar Uzerinde paralel yayllma gosterdiler.
Goruluryorki MDA-MB-231 hicreleri daha ¢ok Fibronektin nanonoktalara tutunmak igin hiicre

seklini desene bagl olarak dizenliyor.
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Sekil 75. MDA-MB-231 ve MCF10A hicre hattinda Laminin Uzerine Fibronektin gradyan

nanonoktalari Gzerinde odaksal yapisma sayisi kutupsalligi grafikleri.
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izohips gdsterimde 0,5 degeri kutupsallik olmadigini, 0,5 — 1,0 arasi degerler gradyan yéniinde

kutupsalligi, 0,0 — 0,5 arasi degerler gradyan tersi ydninde kutupsalligi gostermektedir.

Odaksal yapisma sayisi kutupsalligi verilerini yansitan izohips harita grafiklerine bakildiginda,
MDA-MB-231 ve MCF10A hcrelerinin orta aralikh gradyan bdlgelerinde gradyan yoninin
tersine kutupsallastigi goéruldid. MDA-MB-231 hicreleri igin tek aktif gradyan (zerinde
gOzlemlenen 3-4 um gradyan bolgesi gradyan yonu kutupsalhgi cift aktif caligmalarinda 1-2-3
pm aralikli gradyan bolgelerine dogru kaymis gorildi. Benzer bicimde MCF10A hicrelerinin
de tek aktifte gosterdikleri dar aralikh gradyan bdlgesi gradyan yonunde kutupsalligi ¢ift aktif
gradyan uzerinde kaybettigi, tek aktif genis aralikli gradyan Uzerinde gosterdigi gradyan tersi

kutupsalligi ¢ift aktif gradyanda orta araliklara tagsimis oldugu goéralda.
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Sekil 76. MDA-MB-231 ve MCF10A hilicre hattinda Laminin Gzerine Fibronektin gradyan

nanonoktalar Uzerinde odaksal yapisma sayisi dagilimi.

MDA-MB-231 FN kanser epitel hicrelerinin nanodesen noktalar Gzerinde yaptiklar odaksal
yapisma sayisini, MDA-MB-231 Lam kanser epitel hicrelerinin nanodesen noktalar arasinda
yaptiklari odaksal yapisma sayisini, MCF10A FN normal epitel hicrelerinin nanodesen
noktalar Gzerinde yaptiklari odaksal yapigma sayisini, MCF10A Lam normal epitel hiicrelerinin
nanodesen noktalar arasinda yaptiklari odaksal yapisma sayisini géstermektedir. Yatay tam
cizgiler karsilastirilan iki grup arasinda cift kuyruklu p<0.05 seviyesinde, yatay kesikli gizgiler

ise tek kuyruklu p<0.05 seviyesinde istatistiksel fark oldugunu gosteriyor.
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Odaksal yapisma sayilari bakimindan hucreler gradyan fibronektin nanonoktalari Uzerinde
fibronektin kontrol ylzeye kiyasla daha az sayida odaksal yapisma yapmiglardir. Gradyan
yuzeylerde fibronektin nanonokta Uzerinde olan ve olmayan odaksal yapisma sayilari her iki

hicre grubu icin kendi icinde ve birbirleri arasinda farklilik géstermektedir.
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Sekil 77. MDA-MB-231 ve MCF10A hiicre hattinda Laminin (zerine Fibronektin gradyan

nanonoktalari izerinde odaksal yapisma alani kutupsalligi grafikleri.

izohips gosterimde 0,5 degeri kutupsallik olmadigini, 0,5 — 1,0 arasi dederler gradyan yéniinde

kutupsalligi, 0,0 — 0,5 arasi degerler gradyan tersi yoninde kutupsalligi géstermektedir.

Sekil 77 incelendiginde odaksal yapisma alani kutupsalligini gésteren izohips haritalarinda
alan gizgilerinin esit ve disuk ekldistansa sahip olduklari gértldd, bu durumda laminin Gzerine
fibronektin ylzeylerde her iki hiicre de kazein Uzerine fibronektin ylzeylere kiyasla daha
yluzeye tepkili yahut bagimli olmaktadirlar. Buna ragmen MDA-MB-231 hcreleri laminin
uzerine fibronektin nanodesenli yuzeylerde dahi MCF10A hucrelerine kiyasla daha bagimsiz
davranabilmektedir, bu durum ayni aralik degerlerinde gradyan ylzeyler igin kutupsalliklar
kiyaslandiginda MDA-MB-231 hducrelerinin, kutupsaligin olmadigi 0,5 degerine yakin

degerlerde seyretmesinden anlagilabilir.
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Sekil 78. MDA-MB-231 ve MCF10A hilicre hattinda Laminin Gzerine Fibronektin gradyan

nanonoktalar Gzerinde odaksal yapisma alanlarinin dagilimi.

MDA-MB-231 FN kanser epitel hicrelerinin nanodesen noktalar tGzerinde yaptiklari odaksal
yapisma alanini, MDA-MB-231 Lam kanser epitel hlicrelerinin nanodesen noktalar arasinda
yaptiklari odaksal yapisma alanini, MCF10A FN normal epitel hiicrelerinin nanodesen noktalar
Uzerinde yaptiklari odaksal yapigsma alanini, MCF10A Lam normal epitel hicrelerinin
nanodesen noktalar arasinda yaptiklari odaksal yapisma alanini géstermektedir. Yatay tam
cizgiler karsilastirilan iki grup arasinda cift kuyruklu p<0.05 seviyesinde, yatay kesikli gizgiler

ise tek kuyruklu p<0.05 seviyesinde istatistiksel fark oldugunu gosteriyor.

Odaksal yapisma alani fibronektin ve laminin kontrol ylzeyleri de dahil gradyan Uzerinde de
belirgin bir sekilde her iki hicre tipi icin farklilagsmaktadir. MCF10A hucreleri batun ylzeylerde
daha blylk odaksal yapismalar yapma egilimindedirler. Ayni durum tek aktif gradyan

grafiginde de gérilmektedir.

97



v

TUBITAK

MDA-MB-231 toplam odaksal yapigma alam MCF10Atoplam odaksal yapigma alami
kutupsalligi kutupsalligi
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Sekil 79. MDA-MB-231 ve MCF10A hilicre hattinda Laminin Gzerine Fibronektin gradyan

nanonoktalari Gzerinde toplam odaksal yapisma alani kutupsalligi grafikleri.

izohips gdsterimde 0,5 degeri kutupsallik olmadigini, 0,5 — 1,0 arasi degerler gradyan yoniinde

kutupsalligi, 0,0 — 0,5 arasi deg@erler gradyan tersi yontnde kutupsalligi géstermektedir.

Toplam odaksal yapisma alani kutupsalligini gosteren izohips harita grafiklerine bakildiginda
MDA-MB-231 hucrelerinin orta aralikli gradyan yuzeylerde gradyan tersi ydnde kutupsallagsma
gOsterdigi gorulurken, MCF10A hucrelerinin genel olarak minimum kutupsallik gosterdigi
g6zlemlendi ancak MCF10A hucrelerinin dusuk ekudistans degeri bu hucrelerin gradyan
yuzeyde kutupsallik farklilagmasinin gradyan araligina bagl daha hassas degisim gdsterdigini

yansitmaktadir.
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Sekil 80. MDA-MB-231 ve MCF10A hiicre hattinda Laminin Uzerine Fibronektin gradyan

nanonoktalari Uzerinde toplam odaksal yapisma alanlarinin hiicre basina disen dagilimi.

MDA-MB-231 FN kanser epitel hlcrelerinin nanodesen noktalar izerinde yaptiklari odaksal
yapisma alanini, MDA-MB-231 Lam kanser epitel hlicrelerinin nanodesen noktalar arasinda
yaptiklari odaksal yapisma alanini, MCF10A FN normal epitel hiicrelerinin nanodesen noktalar
Uzerinde yaptiklari odaksal yapisma alanini, MCF10A Lam normal epitel hicrelerinin
nanodesen noktalar arasinda yaptiklari odaksal yapisma alanini géstermektedir. Yatay tam
cizgiler karsilastirilan iki grup arasinda cift kuyruklu p<0.05 seviyesinde, yatay kesikli gizgiler

ise tek kuyruklu p<0.05 seviyesinde istatistiksel fark oldugunu gosteriyor.

Cift aktif gradyan Uzerinde bulunan hicreler tek aktif gradyan Uzerinde bulunan hicrelere
kiyasla birbirlerinden toplam odaksal yapisma alanlari bakimindan ayriimaktadirlar. MDA-MB-
231 hucreleri laminin Gzerinde bulunan fibronektin nanonoktalari Gzerinde sayica ve alanca
daha fazla odaksal yapigma olusturmaktadirlar yani fibronektin lamininin varligina ragmen hala
daha cazip bir tercihtir. Bu durum MCF10A hcreleri igin dedismektedir, odaksal yapisma
olusturmak maksadiyla laminin Gzerinde fibronektin nanonoktalari aramaktansa hicreler arasi

proteinlerden birisi lzerinde odaksal yapismanin kurulabilir olacagi gortlmektedir.

MDA-MB-231 odaksal yapigma daireselligi MCF10A odaksal yapisma daireselligi
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Sekil 81. MDA-MB-231 ve MCF10A hucre hattinda K-kazein tzerine Fibronektin gradyan

nanonoktalar Gzerinde odaksal yapisma daireselligi kutupsalligi grafikleri.

izohips gosterimde 0,5 degeri kutupsallik olmadigini, 0,5 — 1,0 arasi dederler gradyan yéniinde

kutupsalligi, 0,0 — 0,5 arasi deg@erler gradyan tersi yonunde kutupsalligi gostermektedir.

Odaksal yapisma daireselligi kutupsalliklarini gésteren sekil 81 incelendiginde MDA-MB-231
hucrelerinin gradyan 3-4 pym aralikta belirgin bir gradyan yonunde kutupsallik gosterdigi

goruluyor, bu bolgede gradyan yonunde olan odaksal yapigsmalarin daha dairesel oldugu

99



v

TUBITAK

sonucu ¢ikarihyor. MCF10A hacreleri icin ise genel olarak belirgin bir kutupsallik

go6rilmemektedir.
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Sekil 82. MDA-MB-231 ve MCF10A hilicre hattinda Laminin Gzerine Fibronektin gradyan

nanonoktalari Uzerinde odaksal yapisma daireselliklerinin dagilimi.

MDA-MB-231 FN kanser epitel hlcrelerinin nanodesen noktalar Gzerinde yaptiklari odaksal
yapismalarin daireselligini, MDA-MB-231 Lam kanser epitel hiicrelerinin nanodesen noktalar
arasinda yaptiklari odaksal yapismalarin daireselligini, MCF10A FN normal epitel hiicrelerinin
nanodesen noktalar Uzerinde yaptiklari odaksal yapigmalarin daireselligini, MCF10A Lam
normal epitel hdcrelerinin nanodesen noktalar arasinda yaptiklari odaksal yapismalarin
daireselligini géstermektedir. Yatay tam cizgiler karsilastirilan iki grup arasinda ¢ift kuyruklu
p<0.05 seviyesinde, yatay kesikli ¢cizgiler ise tek kuyruklu p<0.05 seviyesinde istatistiksel fark

oldugunu gosteriyor.

Odaksal yapigsma daireselliklerinin fibronektin nanonoktalar Gzerinde ve arasinda yani laminin
uzerinde olmasi durumu incelendiginde fibronektin Gzerinde hem kontrol gruplari i¢cin hem de
gradyan gruplan icin farkl dairesellik kazanmis odaksal yapismalarla iki hiicre tipinin
birbirinden farklilastigini gériyoruz. Tek aktif gradyan icin oldugu gibi MCF10A hcreleri gift
aktif gradyan izerinde de MDA-MB-231 hlicrelerine kiyasla daha ¢izgisel odaksal yapismalara
sahiptirler.
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Sekil 83. MDA-MB-231 ve MCF10A hiicre hattinda K-kazein lzerine Fibronektin gradyan
nanonoktalari Uzerinde odaksal yapisma daireselliklerinin odaksal yapisma alanina bagl

dagihmi.

MDA-MB-231 FN kanser epitel hicrelerinin nanodesen noktalar tUzerinde yaptiklari odaksal
yapisma alanlarini ve karsilik gelen odaksal yapisma daireselligini, MDA-MB-231 Lam kanser
epitel hdcrelerinin nanodesen noktalar arasinda yaptiklari odaksal yapisma alanlarini ve
karsilik gelen odaksal yapisma daireselligini, MCF10A FN normal epitel hicrelerinin
nanodesen noktalar Gzerinde yaptiklari odaksal yapisma alanlarini ve karsilik gelen odaksal
yapisma daireselligini, MCF10A Lam normal epitel hicrelerinin nanodesen noktalar arasinda
yaptiklari odaksal yapisma alanlarini ve karsilik gelen odaksal yapisma daireselligini

g6stermektedir.
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Sekil 84. MDA-MB-231 ve MCF10A hilicre hattinda Laminin Gzerine Fibronektin gradyan

nanonoktalar Gzerinde aktin kutupsalligi.
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izohips gdsterimde 0,5 degeri kutupsallik olmadigini, 0,5 — 1,0 arasi degerler gradyan yéniinde

kutupsalligi, 0,0 — 0,5 arasi degerler gradyan tersi yoninde kutupsalligi géstermektedir.

Aktin hicre iskeletinin kutupsalligini gésteren izohips harita grafiklerine bakildiginda MDA-MB-
231 hucrelerinin genis ve orta aralikli gradyan bdlgelerinde gradyan yonunun tersine olan
kutupsalligi dar aralikli (1-2-3 pym) gradyan bdlgelerinde gradyan yoninde olan degerlerde
seyretmektedir; MCF10A hicreleri ise genel olarak ¢gok dustk kutupsallik degerlerine sahip

olup genis aralikli gradyan bdlgesinde gradyan yonunde kutupsallik gdstermektedir.
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Fibronektin kontrol K-kazein kontrol Laminin kontrol

Sekil 85. MCF10A ve MDA-MB-231 hiucrelerinin Fibronektin, K-kazein ve Laminin kontrol

yuzeyleri Uzerinde agilari-Yonsellik grafigi.

MCF10A ve MDA-MB-231 hucrelerinin hicre igindeki aktin organizasyonlarina bakilmak tuzere
Imaged programinin versiyonu olan Fiji programinda Plugins sekmesinde bulunan Tubuness
ve Analyze sekmesinde bulunan Directionality segenegiyle hiicre igindeki aktin analiz edildi.
MDA-MB-231 hicrelerinde tum kontrol ylzeylerde yénelim agisi 90 derece icinde yaklasik 45
derece oldugu gorulmustur. 45 derece degeri hucrenin 0-90 derece icinde homojen aci
degerlerine sahip oldugunu gosterir. MCF10A hucrelerinde ise Fibronektin kontrolde yonelim
acisi yaklagik 50 derece iken, K-kazein yuzeyde 35 derece, Laminin ylzeyde 40 derecedir.

MCF10A hucreleri homojen olarak Fibronektin yuzeyde aktin iskeletini olustururlar.
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Sekil 86. Aktin iskeletindeki iplikgiklerin kartezyen koordinatlarindaki agilarinin dagihmlari.

Yuksek bir rakam daha genis bir dagihma karsilik gelir. Kontrol ylzeylerinde dagilimda her

hdcre hatti icin anlamli bir fark yoktur.
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Sekil 87. Hicre icindeki aktin iskeletin hicre igi dagilimindaki uyumu.

Kullanilan Directionality araci aktin iskeletinin hicre icindeki dagilimini vermektedir. MDA-MB-
231 hucrelerinde Fibronektin ve Laminin yluzeylerde uyum yaklagik olurken Fibronektin-K-
kazein ve K-kazein-Laminin kontrollerinde anlamli fark vardir. MCF10A hicrelerinde ise
Fibronektin ve K-kazein yuzeylerde uyum yaklasik olurken Fibronektin-Laminin ve K-kazein-
Laminin kontrollerinde anlamli fark vardir. iki hiicre tipi arasiinda kontrol yiizeylerde sadece
Fibronektin ayirt edicidir.
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3.4 Akig deneyleri

Fotolitografi yontemini kullanarak yapilmasi amaclanan mikrogevre, kalinhgr 240 ile 300
mikrometre arasinda degisen farkl sekillerdeki kanallardan olugsmaktadir. Deneyde kullanilan
fotorezist SU-8 2075'dir ve litografi basamaklari uygulamaya konulmadan 6nce optimize
edilmek igin belirli kogullar denenmistir. SU-8 negatif fotorezistdir ve polimerlesir. Bu polimer
Istlya karsi ¢ok duyarli bir madde olup polimerlesmesi i1si uygulandiinda ¢apraz baglar
olusturmasiyla meydana gelir. Bu basamaklar 6n pisirme (soft lithografi) ve son pisirme (post
lithografi)'dir. Fotolitografide amag ylzeyde bosluk, dalgalanma ve baloncuk bulunmayacak
sekilde; ylizeyi bir maske ile sekillendirerek kalip olusturmaktir. ilk denemeler lam Uzerinde
yapilip, buradan érnegin temizliginin ve ylizeyin egiminin énemi goértlmastir. Bu dogrultuda
pisirme, spin ve UV gorme surelerinde uygulanacak aralik belirlenmistir. Ayrica baloncuk
olusumu ve yuzeyi kaplamada ortaya c¢ikan sorunlarinin genellikle dokme basamagindan

kaynaklandigi goralmustur.

3.4.1 Akis deneylerinde kullanilmak uizere olusturulan kanal desenleri
MDA-MB-231 ve MCF10A hicrelerinin akis altinda farkli ylzeylerde incelenebilmeleri igin
kullanilacak kanallar laminar akigi destekleyip kullanilan ITO-kapli camlarin boyutlariyla

uyumlu olacak sekilde tasarlandi.

Siyah kisimlar UV 1sigina engel
Seffaf kisimlar UV 1sigina gegirgen

Sekil 88. Beyaz pegete lUzerine yerlestiriimis maskelerin fotografi.

UV i1sigina maruz kalan yerlerdeki fotoresist (SU-8) polimerlesir; UV 1sigindan korunan
yerlerdeki SU-8 c¢ozinudr. SU-8 kalip Uzerinde olusturulan PDMS kaliplarin  duvarlari
maskelerdeki siyah yerlere, sivi akisinin gececegdi kanallar da maskelerdeki seffaf alanlara

denk gelirler.
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Sug Silikon ylzey

Sekil 89. Silikon yuzeylerde olusturulan SU8 kaliplar. 5, 10 ve 15 mm genisliginde kisa ve uzun

kanallarin kaliplari.

Sekil 90.PDMS kanallar.

Kisa oklar akis icin agilan giris ve ¢ikis deliklerini gdésteriyor. Uzun oklu gizgiler kanallarin

boylarina paralel gizilmigtir.
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Silikon hortum

iTO_Cam § } PDMS kallp

Ty VA R\

Sekil 91. Lab-on-a-chip. SU-8 kalip tUzerinde olusturulan PDMS kaliplarin yizeyi K-kazein veya
FN kaph ITO-camlar ile birlestirilmis ve kanallarin giris ve gikislarina silikon hortumlar
baglanmis, akis igin hazir durumdaki goruntuleri.
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3.4.2 Tek aktif desende MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerinin akis gerilimine maruz

birakilmasindan elde edilen bulgular

Tablo 3. Poiseuille denklemine gére hesaplanan akis gerilimleri ve hizlari.

4 165 10000 0,01 1,078

2 165 10000 0,01 0,539

1 165 10000 0,01 0,269

0,5 165 10000 0,01 0,135
0,25 165 10000 0,01 0,067
0,125 165 10000 0,01 0,034
4 197 10000 0,01 1,534

2 157 10000 0,01 0,767

1 157 10000 0,01 0,384

0,5 157 10000 0,01 0,192
0,25 157 10000 0,01 0,096
0,125 157 10000 0,01 0,048
4 381 10000 0,01 5,667

2 381 10000 0,01 2,835

1 381 10000 0,01 1,418

0,5 381 10000 0,01 0,709
0,25 381 10000 0,01 0,354
0,125 381 10000 0,01 0,177

Tablodaki degerlere gore akis gerilimi 4 dyn/cm2’ye denk disen akis hizlarinin hicrelerin
yuzeyde tutunmasina olanak vermeyecegi gézlemlendi, bundan dolayi akis gerilimi Ust limiti 2
dyn/cm2 olarak belirlendi. FN ve K-kazein kapli ylzeyler tzerinden PDMS ile olusturulmus
kanal aracihigiyla 2, 1, 0.5 ve 0.25 dyne/cm? akis gerilimleri altinda her bir gerilim siddeti igin
yaklasik olarak 2 ml ve 0.125 dyne/cm? akig gerilimi igin 6 mililitreye kadar érnek akitildi. Akis
icin MDA-MB-231 ve MCF10A hiicreleri kullanildi.Oncii deneylerde hiicreler akis altinda K-
kazein kontrol ylzeylere yapigsmadilar. MCF10A hucrelerinin asagida belirtilen kosullarda FN

kontrol ylzeye yapistigi gozlendi (Sekil 94).

Akis igindeki hucrelerin videosu Imaged programinda dizenlendiginde akan hicreleri zaman
icinde farkli renklerde gézlemlemek mumkun oldu (Sekil 93, Sekil 94). Goruntuler 15 fps
alindiginda hucrelerin izleri devamli iken (Sekil 93), 1 fps videolar i¢in hlcre izleri kesikli idi
(Sekil 94). Yuzeye yapisan hucreler yer degistirmedikleri igin beyaz gértunduler (Sekil 94 beyaz

oklar).
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FN ylizey; MDA-MB-231hcreleri
0.125 dyne/cm2; 0.177 ml/dk
frame g4 Akis baslangici

10 saniyenin 15 fps kaydi

Sekil 92. 0.125 dyne/cm? akis gerilimi ve 0.177 ml/dk akis hizi ile 381 mikrometre yiikseklige
ve 1000 mikrometre geniglige sahip zemini FN kapli kanaldan gecirilien MDA-MB-231
hlcrelerinin akis baslangicinda zit-evre mikroskobuna bagl kamerayla saniyede 15 fotograf
karesiyle kaydedilen géruntilerinden 10 saniyenin tek bir fotograf karesine yansitiimasiyla elde

edilen gorunta.

Hulcrelerin kameranin kadrajina ne zaman girdigini, ne zaman c¢iktidini ve hangi sirelerde
kadrajda kaldigini gosteren fotograf karesi (frame) sirasina bagli renk tonu ¢ubugu sol alt

kdsede gorilmektedir.
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FN yizey; 6 ml MCF10A hucreleri
pee 0.125dyne/cm2;0.177 ml/dk
irame =il ~34 dakika

Son 30 saniyenin 1 fps kaydi

Sekil 93. 0.125 dyne/cm? akig gerilimi ve 0.177 ml/dk akis hizi ile 381 mikrometre yiikseklige
ve 1000 mikrometre genislige sahip zemini FN kapli kanaldan yaklasik 34 dakika boyunca
gegirilen 6 ml MCF10A hucrelerinin yaklasik 34 dakika sonunda zit-evre mikroskobuna bagl
kamerayla saniyede 1 fotograf karesiyle 30 saniye boyunca kaydedilen goérintilerinin tek bir

fotograf karesine yansitiimasiyla elde edilen goruntu.

Beyaz oklar FN ylzeye yapismis hicreleri gdéstermektedir. Hiicrelerin kameranin kadrajina ne
zaman girdigini, ne zaman ¢iktigini ve hangi sirelerde kadrajda kaldigini gbsteren fotograf

karesi (frame) sirasina bagli renk tonu gubugu sol alt kdsede goérilmektedir.

Uygulanan minimum akig gerilimine (0.125 dyne/cm?) denk disen akis hizlarinda hiicrelerin
FN kaph yuzeylere yapisabildigi goruldu. Akis hizi arttikga hicrelerin ylizeye yapismalari
zorlasacagindan kanalda uzun sire ve disuk hizda akis saglamak ya da énceden kanalda
birakilip ylzeye yapisan hicrelere sonradan akis gerilimi uygulamak, akis deneyleri igin

uygulanabilecek iki farkh yontem olarak éngérulda.
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Ongorilen yontemlerden ilk olarak denenen énceden yapisan hiicrelere sonradan akis gerilimi
uygulamak oldu. MDA-MB-231 hicreleri kanallar igersine yuklenip ylzeye yapismalarina
olanak saglayacak bir saatlik sireyle bekletildiler ve akis bir saat sonunda uygulandi.

Sekil 94. Akis gerilimi altinda Fibronektin kapli ITO-cam yiizey {zerindeki MDA-MB-231

hicreleri.
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Akis hicrelerinin sisteme ylklenmesinden bir saat sonra baslatildi. Sirasiyla 0,25; 0,50; 0,75;
1,00; 1,25; 1,50; 1,75; 2,00 dyn/cm? beser dakika olarak uygulandi. Akis baslamadan 6nce
yuzen (A) ve yuzeye yapisan (B) hucreler. C, D, E, F, G, H, |, J sirasiyla 5’er dakika akis

sonlarinda gekilmig fotograflar.

Sekil 95. Akis gerilimi altinda K-kazein kapl iTO-cam yiizey (izerindeki MDA-MB-231 hiicreleri.
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Akis hicrelerinin sisteme ylklenmesinden bir saat sonra baslatildi. Sirasiyla 0,25; 0,50; 0,75;
1,00; 1,25; 1,50; 1,75; 2,00 dyn/cm? beser dakika olarak uygulandi. Akis baslamadan 6nce
yuzen (A) ve yuzeye yapisan (B) hucreler. C, D, E, F, G, H, |, J sirasiyla 5’er dakika akis
sonlarinda gekilmig fotograflar.

Sekil 96. Akis gerilimi altinda K-kazein iizerine Fibronektin nano noktalarla kapli ITO-cam

ylzey Uzerindeki MDA-MB-231 hlicreleri.
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Akis hicrelerinin sisteme yiklenmesinden bir saat sonra baglatildi. Sirasiyla 0,25; 0,50; 0,75;
1,00; 1,25; 1,50; 1,75; 2,00 dyn/cm2 beser dakika olarak uygulandi. Akis baslamadan énce
yuzen (A) ve yuzeye yapisan (B) hucreler. C, D, E, F, G, H, |, J sirasiyla 5’er dakika akig

sonlarinda gekilmis fotograflar.

Yizeye yapisan hicrelere uygulanan akis gerilimi bu hicreleri yizeyden ayirmak icin yeterli
olmadi, ilaveten bir saatlik sire icinde yapisan hicrelerin sayica azhigi hdcrelerin ylzeye
yapismalari i¢in taninacak sirenin uzatilmasiyla ¢ézllebilinecek olsa da yine uygulanacak akis
gerilimiyle hicreleri kaldirmak mamkin olmayacakti. Burada akis gerilimini arttirmak hicreleri
yuzeyden ayirabilmeyi saglayabilirdi ancak akig geriliminin artmasiyla kullanilacak besiyer
miktarinin da artiyor olmasi ve akis sidresine bagli olarak buyidk hacimlerde ihtiyag

duyulabilecegi bu ydntemin dezavantaji olarak belirmektedir.

3.4.2.1 Akis altinda tek aktif desende MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerinin odaksal
yapismalarinin karsilastiriimasi

Ongériillen ydntemlerden bir digeri kanalda uzun siire ve disik hizda akis saglamakti.
Hucreler akisla kanala girecek ve dusuk akis hiziyla yuzeye yapisabileceklerdi. Peristaltik
pompanin rol aldidi bir akis sisteminin kurulmasiyla hicrelerin kanal iginden gecip tekrar hicre
havuzuna donebilmeleri saglandi. Ayrica hiicre havuzu yani besiyerin icindeki hlicreler ve
kanallar 37°C sabit sicaklikta muhafaza edildiler. Akis 24 saat gergeklestirildi ve 0,02 dyn/cm?

akis gerilim degerinde surdurulda.
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Sekil 97. Akis gerilimi altinda MDA-MB-231 ve MCF10A hdcrelerinin fibronektin kapli

ylzeydeki gorintileri.

Hucreler ylzeye akis altindayken yapisti. Vinkilin, aktin ve fibronektin fotograflarini takiben en
altta bu (i¢ kanalin birlestiriimis gérintisi verilmistir. Akis suresi 24 saattir. Olgek cubugu 100

mikrometreyi gostermektedir.

Fibronektin kapli ylzeylerde her iki hicre tipi de akis altinda tutunabilmekte ve yapismayi
saglayabilmektedirler. Yizeyin homojen bir sekilde fibronektin ile kaplanmis olmasi hiicrelerin
akis altinda hareketliyken ylizeyle kurduklari her temasta hiicre ylzeyinde bulunan integrinler
araciligiyla fibronektinlerle etkilesim kurabilmelerine olanak saglamaktadir. Ote yandan
yuzeye yapismis her bir hlcre akigsla gelen bagka bir hicrenin ylzeye tutunmasini
kolaylastirmaktadir, dolayisiyla hicre sayisinin arttinimasiyla 24 saatlik akig sonunda
fibronektin ylzeyin tamamen hcreler ile kaplandigi ve hicrelerin Ustlste yigildiklari da

gOralmistar.

MDA-MB-2312 pm MDA-MB-2314 um MDA-MB-2318 um MCF10A 2 pm MCF10A 4 pm MCF10A 8 um

L ) -' . & | -

Vinkiilin ' Vinkiilin Vinkiilin Vinkiilin Vinkiilin VT -

Fibronektin Fibronektin Fibronektin Fibronektin == Fibronektin Fibronektin p—

v

Sekil 98. Akis gerilimi altinda K-kazein Gzerine desenlenmis fibronektin nanonoktalar iceren
ylzeylere yapismis MDA-MB-231 ve MCF10A hicreleri.
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Vinkdlin, aktin ve fibronektin kanallarinin fotograflarina ilaveten bu ¢ kanalin birlegtirilmis
sekillerini gdsteren resimleri yukaridan asagiya sirasiyla verilmigtir. Hlcreler ylzeye akis
altindayken yapisti. Akis siiresi 24 saattir. Olgek cubugu 8 mikrometreyi géstermektedir. Akis

yonu resimlerin Ust kismindan alt kismina dogrudur.

Hucrelerin akis sirasinda ylzeylere yapismalarinin incelenmesi 6zellikle kanser hicrelerinin
gb¢i sirasinda maruz kaldiklari akis gerilimlerine bagli mikrogevreyle olan etkilesimlerindeki
degisimin belirlenmesinde 6nem arz etmektedir. Kullanilan akis hizina karsilik gelen akis
gerilim degeri 0,02 dyn/cm? ve bu deger kulllandigimiz ekipmanlarla yakalayabildigimiz
minimum degderdir. Sade kasein ve sade lamininin kapli ylizeylerde uygulanan akis altinda her
iki htcre tipi de yapisma géstermemistir. Desenlenmis ylzeylerde nanonoktalar olarak bulunan
fibronektin, hicrelerin akis altindayken tutunabilmelerine yeterince olanak vermemektedir,
ornegin kasein Uzerine fibronektin nanonokta desenli ylUzeylerde yuzey alanin buyuk
cogunlugu kaseindir. Sekil 98'de K-kazein kapli yuzeyde fibronektin nanonoktalariyla
desenlenmis ciplerle yapilan bircok deneme sonucunda elde edilmis desen Uzerinde yapismis
hicreler arasindan secilmis ornekler gorulmektedir. Bu hiicreler maruz kaldiklari akis gerilimi
sebebiyle aktin organizasyonlarinda farklilagsmislardir ve belirgin sekilde gérilen hicre
kenarlarinda yogunlasmis aktin demetlerinin varligidir ancak kutupsallik bakimindan
incelendiginde belirgin bir kutupsallasma genel olarak goértlmemektedir. Desen Uzerine
yapisan hlcre sayisinin yetersiz olusu dolayisiyla hem aktin hem de odaksal yapisma

analizlerini yapma imkani oldukg¢a zor saglanmistir.
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Sekil 99. Akis altinda Fibronektin ve K-kazein kontrol ylzeyleri ile K-kazein ylzeyde
desenlenmis fibronektin nanonoktalar Uzerinde hlicre basina disen odaksal yapisma

sayilarinin dagilimi.

MDA-MB-231 on kanser epitel hicrelerinin nanodesen noktalar tzerinde yaptiklari odaksal
yapisma sayisini, MDA-MB-231 off kanser epitel hicrelerinin nanodesen noktalar arasinda
yaptiklari odaksal yapisma sayisini, MCF10A on normal epitel hicrelerinin nanodesen
noktalar tzerinde yaptiklari odaksal yapisma sayisini, MCF10A off normal epitel hiicrelerinin
nanodesen noktalar arasinda yaptiklari odaksal yapisma sayisini gostermektedir. Yatay tam
cizgiler kargilastirilan iki grup arasinda cift kuyruklu p<0.05 seviyesinde, yatay kesikli gizgiler

ise tek kuyruklu p<0.05 seviyesinde istatistiksel fark oldugunu gosteriyor.

Her iki hiicre tipi icin de nanonoktalar Gzerindeki odaksal yapisma sayilari nokta araligi arttikga
azalmaktadir. Homojen fibronektin yuzey Uzerinde MDA-MB-231 hucreleri MCF10A
hicrelerine kiyasla sayica fazla odaksal yapismalari ile farklilagsmaktadirlar. MDA-MB-231
hiicrelerinin uygulanan 0,02 dyn/cm? akis gerilim degerinde fibronektin kapl ve desenli
yuzeylerde tutunmasini devamli kilacak odaksal yapisma sayisinit MCF10A hicrelerine kiyasla
daha fazla tuttugu goridimektedir. MCF10A hicreleri 4 um ve 8 um aralikli fibronektin
nanonokta desenli ylizeylerde kalici olmakta zorlanmistir, bu durumun fibronektin nanonokta
Uzerinde yapilan odaksal yapisma sayisinin ve nanonoktalar arasinda yapilan odaksal
yapisma sayisinin  MDA-MB-231 hicrelerine kiyasla az olmasindan kaynaklandigi

ongorulmektedir. K-kazein kontrol yuzeylerinde akis altinda yapisan hicre olmamistir.

2

1,8

=
o

_______

N
ES

R
N

= MDA-MB-231 on

» MDA-MB-231 off
MCF10A on
MCF10A off

Odaksal yapisma alani (um?)
o o o
E » [e ] -

o
N

FN (0) 2um 4um 8um Kcas (<)

117



v

TUBITAK

Sekil 100. Akis altinda Fibronektin ve K-kazein kontrol ylzeyleri ile K-kazein yuzeyde

desenlenmis Fibronektin nanonoktalar Gzerindeodaksal yapigsma alani dagilimi.

MDA-MB-231 on kanser epitel hicrelerinin nanodesen noktalar tzerinde yaptiklari odaksal
yapisma sayisini, MDA-MB-231 off kanser epitel hiicrelerinin nanodesen noktalar arasinda
yaptiklari odaksal yapisma sayisini, MCF10A on normal epitel hicrelerinin nanodesen
noktalar tzerinde yaptiklari odaksal yapisma sayisini, MCF10A off normal epitel hiicrelerinin
nanodesen noktalar arasinda yaptiklari odaksal yapisma sayisini gostermektedir. Yatay tam
cizgiler karsilastirilan iki grup arasinda cift kuyruklu p<0.05 seviyesinde, yatay kesikli gizgiler

ise tek kuyruklu p<0.05 seviyesinde istatistiksel fark oldugunu gosteriyor.

Odaksal yapisma alanlarinin farkh ylzeylerde dagiim grafijinde hem MDA-MB-231
hicrelerinin hem de MCF10A hicrelerinin desen araligi arttikga desen Uzerindeki odaksal
yapisma alanlarinin arttigi gértldd. Her iki hicre tipi de oturduklari ylzeyde fibronektin
nanonoktalarin azalmasina bagli olarak kurduklari odaksal yapismalari kuvvetlendirmekte ve
odaksal yapisma alanlarini arttirmaktadirlar. 2 mikrometre ve 8 mikrometre aralikli desenler

arasinda yapilan odaksal yapismalarinin alanlari her iki hiicre tipi igin farklilik géstermektedir.
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Sekil 101. Akis altinda Fibronektin ve K-kazein kontrol ylzeyleri ile K-kazein Uzerine
desenlenmis Fibronektin nanonoktalar iceren ylzeyler Uzerinde hiicre basina disen odaksal

yapisma alan toplaminin dagihmu.
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MDA-MB-231 on kanser epitel hlcrelerinin nanodesen noktalar Uzerinde yaptiklari toplam
odaksal yapisma alani, MDA-MB-231 off kanser epitel hlcrelerinin nanodesen noktalar
arasinda yaptiklari toplam odaksal yapisma alani, MCF10A on normal epitel hicrelerinin
nanodesen noktalar Uzerindetoplam yaptiklari odaksal yapisma alani, MCF10A off normal
epitel hicrelerinin nanodesen noktalar arasinda yaptiklari toplam odaksal yapisma alanini
gOstermektedir. Yatay tam cizgiler karsilastirilan iki grup arasinda cift kuyruklu p<0.05
seviyesinde, yatay kesikli gizgiler ise tek kuyruklu p<0.05 seviyesinde istatistiksel fark

oldugunu gésteriyor.

Hucre basina disen odaksal yapisma alan toplaminin farkli yizeylerde dagihmi grafiginde
kanser ve normal epitel hlcrelerinin desen araligi arttikga yaptiklari odaksal yapisma
alanlarinin toplaminin azaldigini géruldu. 2, 4 ve 8 mikrometre aralikli fibronektin nanonoktalar
iceren ylzeylerde kanser ve normal epitel hiicrelerinin nanonoktalar arasinda yaptiklari toplam
odaksal yapisma alanlarinin farklilik gostermesi her iki hicre tipinin bu yuzeyler Gzerindeki
davraniglarinin farkhlastigini géstermektedir. K-kazein ylzeye akis altinda hiicre yapigsmasi

olmamistir.
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Sekil 102. Akis altinda Fibronektin ve K-kazein kontrol yuzeyleri ile K-kazein Uzerine
desenlenmisg Fibronektin nanonoktalar iceren yuzeyler Uzerinde odaksal yapigma

daireselliginin dagilhimi.
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MDA-MB-231 on kanser epitel hicrelerinin nanodesen noktalar tUzerinde yaptiklari odaksal
yapisma daireselligi, MDA-MB-231 off kanser epitel hlcrelerinin nanodesen noktalar arasinda
yaptiklari odaksal yapigsma daireselligi, MCF10A on normal epitel hicrelerinin nanodesen
noktalar Uzerinde yaptiklari odaksal yapisma daireselligi, MCF10A off normal epitel
hucrelerinin  nanodesen noktalar arasinda vyaptiklari odaksal yapigma daireselligini
gOstermektedir. Yatay tam cizgiler karsilastirilan iki grup arasinda ¢ift kuyruklu p<0.05
seviyesinde, yatay kesikli gizgiler ise tek kuyruklu p<0.05 seviyesinde istatistiksel fark

oldugunu gésteriyor.

Odaksal yapigma daireselliginin farkli yluzeylerde dagihmini gosteren grafikte her iki hicre
tipinin de fibronektin nanonokta Gzerinde yaptiklari odaksal yapismalarinin daireselliginin
nanonoktalar arasinda yaptiklari odaksal yapigsmalarin daireselliginden farkl oldugu gérulda.
Hucreler nanonokta desenler Uzerinde odaksal yapismalarini dairesellikten uzaklasarak
cizgisel hale getirmektedirler.
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Sekil 103. Akis altinda tek aktif ylizeylerde odaksal yapisma alanlarinin odaksal yapisma

daireselligine bagh dagilimi.

MDA-MB-231 on kanser epitel hicrelerinin nanodesen noktalar tUzerinde yaptiklari odaksal
yapisma alanlarini ve kargilik gelen odaksal yapisma daireselligini, MDA-MB-231 off kanser
epitel hdcrelerinin nanodesen noktalar arasinda yaptiklari odaksal yapisma alanlarini ve
karsillk gelen odaksal yapigsma daireselliginii, MCF10A on normal epitel hucrelerinin
nanodesen noktalar Gzerinde yaptiklari odaksal yapisma alanlarini ve karsilik gelen odaksal

yapisma daireselligini, MCF10A off normal epitel hiicrelerinin nanodesen noktalar arasinda
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yaptiklari odaksal yapisma alanlarini ve karsillk gelen odaksal yapisma daireselligini

gOstermektedir.

Odaksal yapisma alanlarinin odaksal yapisma daireselligine bagli dagilimini gosteren grafikte
hicrelerin odaksal yapisma alanlarinin artmasiyla odaksal yapismalarin dairesellikten ¢ikip

cizgisellestigi gozlemleniyor.

3.4.2.2 Akis altinda tek aktif desende MDA-MB-231 ve MCF10A hucrelerinin aktin iskeleti

analizinden gelen bulgular

MDA-MB-231 A MDA-MB-231 B MDA-MB-231 C MDA-MEZSl D MDA-MB-231
A

MDA-MB-231 MDA-MB-231 MDA-MB-231 H MDA-MB-231 | MDA-MB-231

N 1

MCF10A MCF10A MCF10A M MCF10A

Sekil 104. Akis gerilimi altinda fibronektin yuzeye yapismis MDA-MB-231 ve MCF10A

hucrelerinin aktin organizasyonlari.

Hicreler ylizeye akis altindayken yapistilar. Akis siresi 24 saattir. Olgek cubugu 8

mikrometreyi géstermektedir.

MCF10A ve MDA-MB-231 hucrelerinin akis altinda fibronektin ylizeye yapigsmalari ve ylizeyde
yapistiklari andan itibaren de akis gerilimine maruz kalmalari hicrelerin  aktin
organizasyonlarindaki farklilasmaya yol agmaktadir. MDA-MB-231 hicreleri morfolojik agidan
ve aktin organizasyonunun gesitliligi bakimindan MCF10A hucrelerine kiyasla daha zengindir.
Selil 104 Gzerinde MDA-MB-231 hucrelerinin aktin organizasyonlarina bakildiginda A: merkezi
bir aktin halatina tutunmus radyal aktin iplik¢ikleri ve hlicre kenarlarinda yogunlasmis aktin

demetleri, B: aktin punktalarinca zengin ve kismen kutupsallasmis aktin iplikgileriyle hiicre
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kenarlarinda yogunlasmis aktin demetleri, C: bdlgesel kutupsalliklar ve kesismeler yansitan
aktin iplikcikleriyle yine hiicre kenarlarinda bdlgesel aktin demetleri, D: radyal organizasyonlu
aktin iplikgikleriyle hiicre kenarlarinda yogunlasmis aktin demetleri, E: yalnizca hicre
kenarlarinda yogunlagsmis aktin demetleri, F: birbirine paralel organize olmus aktin
iplikgikleriyle hidcre bazinda kutupsallik ve hiicre kenarlarinda boélgesel yogunlasmis aktin
demetleri, G: kesisen aktin iplikgikleriyle hlicre kenarlarinda yogunlagsmis demetleri, H: aktin
punktalarinca zengin ve yalnizca hiucre kenarlarinda yogunlasmis aktin organizasyonlari, I
merkezi organizasyonu olmayan hiicre kenarlarinin yakininda ve hiicre kenarlarinda organize
olmus aktin demetleri ve J: merkezde kompleks iken hiicre kenarlarina kadar icigce daireler
seklinde organize olmus aktin iplikgikleri goraltyor. Sekil 104 Gzerinde MCF10A hicrelerinin
aktin organizasyonlarina bakildidinda ise K: hicre iginde organize olmamis ve hucre
kenarlarinda bolgesel bazda yodunlagsmis aktin demetleri, L: hlcre i¢cinde organize olmamis
hicre kenarlarinda yogunlasmamis aktin iplikgikleri, M: hicre iginde az sayida kalin aktin
iplikgikleriyle hicre kenarlarinda yogunlagsmis aktin demetleri, N: hlcre iginde kesisen ve
bdlgesel bazda kismen kutuplasmis aktin iplikgikleriyle hicre kenarlarinda yogun olmayan
aktin organizasyonu, O: hucre iginde organize olmamis ama hucre kenarlarinda yogunlagsmig

aktin demetleri goruluyor.

Akis altinda tek aktif desende yonsellik
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50 -

u MCF10A
= MDA-MB-231

20 -

10 -

FN (0) 2um 4um 8um Kcas (o)

Sekil 105. Akis altinda MCF10A ve MDA-MB-231 hiicrelerinin Fibronektin ve K-kazein kontrol
yuzeyleri ve nanonoktalar tUzerinde agilari-Yonsellik grafidi.
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Akis altinda hucrelerin aktin iskeletlerinin yonselligini gosteren grafige bakildiginda her iki
htcre tipinin 2 ve 8 ym aralikh fibronektin nanonoktalar iceren ylzeyler lizerinde birbirlerinden
farklilastigini gérmekteyiz. MCF10A hicreleri 4 ym aralikta diger ylzeylerden daha dusuk agili

bir yonsellikle farklilagsmistir.

Akis altinda tek aktif desende dagilim
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Sekil 106. Akis altinda Fibronektin ve K-kazein kontrol ylizeyleri ile nanonoktalar Gzerinde aktin

iskeletindeki iplikgiklerin kartezyen koordinatlarindaki acgilarinin dagihmlari.

Dagilim grafiginde goérilen MDA-MB-231 hucrelerinin 2 pym aralikh desenlenmis yuzey
Uzerinde fibronektin kontrol ve 8 ym aralikli desenlenmis yUzeyden farklilagtigidir. Yiksek
dagihm degeri yodnsellikte cesitliligin fazla oldugunu go6stermektedir, grafikte dagilim
degerlerinin dusuk degerlerde seyrettigi gorilmektedir yani hiicreler aktin iskeletlerinin buyuk

cogunlugunu belirli bir yonsellikte yahut agida organize etmektedirler.
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Akis altinda tek aktif desende ortiisme diizeyi
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Sekil 107. Akis altinda Fibronektin ve K-kazein kontrol ylzeyleri ile nanonoktalar tUzerinde

hiicre icindeki aktin iskeletin hucre igi dagilimindaki uyumu.

Ortlisme diizeyleri degerlendirildiginde fibronektin kontrol ve 8 um aralikli desenlenmig
yuzeyde iki hdcre tipinin birbirinden farkhlastigi ve bu yluzeylerde MCF10A hucrelerinin

ortisme duzeyinin dusuk oldugu goérulur.
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3.4.2.3 Akig altinda tek aktif desende MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerinin odaksal

yapigsmalarinin ve aktin iskeletlerinin kutupsalliginin karsilastiriimasi
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Sekil 108. Akig altinda MDA-MB-231 ve MCF10A hucrelerinin fibronektin ve K-kazein kontrol
yuzeyleri ile K-kazein Uzerine desenlenmis fibronektin nanonoktalar iceren ylizeylerde odaksal

yapisma sayllarinin dagihmi.

MDA-MB-231 + kanser epitel hucrelerinin akigin geldigi yonde yaptiklari odaksal yapisma
sayisini, MDA-MB-231 -kanser epitel hucrelerinin akisin tersi yonde yaptiklari odaksal
yapisma sayisini, MCF10A + normal epitel hucrelerinin akisin geldidi ydonde yaptiklari odaksal
yapisma sayisini, MCF10A - normal epitel hicrelerinin akigin tersi ydonde yaptiklari odaksal
yapisma sayisini gostermektedir. Yatay tam cizgiler karsilastirilan iki grup arasinda gift
kuyruklu p<0.05 seviyesinde, yatay kesikli cizgiler ise tek kuyruklu p<0.05 seviyesinde

istatistiksel fark oldugunu gosteriyor.

Akis altinda odaksal yapigsma sayilarini gostern grafige bakildiginda her iki hticrenin de kendi
icerisinde kutupsallik géstermedigi fakat birbirleri arasinda her iki kutup icin de farklilastiklarini
gbrmekteyiz. MDA-MB-231 hiicreleri her iki kutuplar derecesinde MCF10A hicrelerine kiyasla

sayica fazla odaksal yapisma olusturmustur.
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Sekil 109. Akig altinda MDA-MB-231 ve MCF10A hucrelerinin fibronektin ve K-kazein kontrol
yuzeyleri ile K-kazein Uzerine desenlenmis fibronektin nanonoktalar iceren ylizeylerde odaksal

yapisma alanlarinin dagihmu.

MDA-MB-231 + kanser epitel hdcrelerinin akisin geldigi yonde yaptiklari odaksal yapisma
alanini, MDA-MB-231 - kanser epitel hiicrelerinin akigin tersi yonde yaptiklari odaksal yapisma
alanini, MCF10A + normal epitel hicrelerinin akisin geldigi ydonde yaptiklari odaksal yapigsma
alanini, MCF10A - normal epitel hicrelerinin akisin tersi yonde yaptiklari odaksal yapisma
alanini géstermektedir. Yatay tam cizgiler karsilastirilan iki grup arasinda ¢ift kuyruklu p<0.05
seviyesinde, yatay kesikli cizgiler ise tek kuyruklu p<0.05 seviyesinde istatistiksel fark

oldugunu gosteriyor.

Akis altinda her iki hlicrenin odaksal yapisma alan blyuklugu kutuplar icin yaklasik degerlerde
seyretmektedir. Fibronektin kontrol ylzeyinde negatif kutuplar ve 4 ym aralkl desenlenmis
yuzerinde pozitif kutuplarda her iki hicre tipinin odaksal yapisma alanlarinin birbirinden
farkhlastigi goralmektedir. Fibronektin kontrol ylizeydeki odaksal yapisma alani her iki hicre

tipi icin de desenlenmis yuzeylere kiyasla daha kiguk degerlerdedir.
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Sekil 110. Akis altinda MDA-MB-231 ve MCF10A hicrelerinin fibronektin ve K-kazein kontrol
yuzeyleri ile K-kazein uzerine desenlenmis fibronektin nanonoktalar igeren yuzeylerde hicre

basina dusen toplam odaksal yapisma alaninin dagilimi.

MDA-MB-231 + kanser epitel hicrelerinin akisin geldigi yonde yaptiklari toplam odaksal
yapisma alanini, MDA-MB-231 - kanser epitel hiicrelerinin akigin tersi yonde yaptiklari toplam
odaksal yapisma alanini, MCF10A + normal epitel hucrelerinin akisin geldigi yonde yaptiklari
toplam odaksal yapisma alanini, MCF10A - normal epitel hicrelerinin akigin tersi yonde
yaptiklari toplam odaksal yapisma alanini gostermektedir. Yatay tam gizgiler karsilastirilan iki
grup arasinda gift kuyruklu p<0.05 seviyesinde, yatay kesikli gizgiler ise tek kuyruklu p<0.05

seviyesinde istatistiksel fark oldugunu gosteriyor.

Akis altinda hiicre basina disen odaksal yapigsma alan toplaminin farkli ylizeylerde dagilimi
grafiginde kanser ve normal epitel hicreleri kendi iclerinde kutupsallik gdéstermezken
birbirlerinden her iki kutup derecesinde farkhlagirlar. MDA-MB-231 hucreleri daha fazla
odaksal yapisma alanina sahiptirler. MCF10A hicrelerinin akis geriliminden ¢ok daha fazla
etkilendigi ve odaksal yapisma olusturmakta ve guclendirmekte zorlandigi g6z o6nine
cikmaktadir.
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Sekil 111. Akis altinda MDA-MB-231 ve MCF10A hicrelerinin fibronektin ve K-kazein kontrol
yuzeyleri ile K-kazein Uzerine desenlenmis fibronektin nanonoktalar iceren yuzeylerde odaksal

yapigma daireselliginin dagihmi.

MDA-MB-231 + kanser epitel hucrelerinin akigin geldigi yonde yaptiklari odaksal yapisma
daireselligini, MDA-MB-231 - kanser epitel hucrelerinin akigin tersi yonde yaptiklari odaksal
yapisma daireselligini, MCF10A + normal epitel hicrelerinin akisin geldigi yonde yaptiklari
odaksal yapigsma daireselligini, MCF10A - normal epitel hicrelerinin akisin tersi yénde
yaptiklari odaksal yapisma daireselligini gostermektedir. Yatay tam cizgiler kargilastirilan iki
grup arasinda ¢ift kuyruklu p<0.05 seviyesinde, yatay kesikli gizgiler ise tek kuyruklu p<0.05

seviyesinde istatistiksel fark oldugunu gosteriyor.

Akis altinda odaksal yapigma daireselliginin farkli yizeylerde dagilimini gdsteren grafikte her
iki hucre tipinin de fibronektin kontrol ylzeylerde yaptigi odaksal yapismalarin her iki kutup
seviyesinde de diger desenlenmis yuzeylere kiyasla daha dairesel oldugu goérilmektedir.
Desenlenmis yuzeylerde odaksal yapisma dairesillikleri genel olarak yaklagsik degerlerde
seyretmekte olup daha cizgiseldirler. ilaveten MCF10A hiicreleri fibronektin kontrol ve 8 ym
aralikh desenlenmis ylzeyler Uzerinde odaksal yapisma daireselligi bakimindan

farklilasmamistir.
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Sekil 112. Akis altinda tek aktif nanodesen (zerinde odaksal yapisma alanlarinin odaksal

yapigsma daireselligine bagli dagihmi.

MDA-MB-231 + kanser epitel hucrelerinin akigin geldigi yonde yaptiklari odaksal yapigmalarin
alanina karsilik gelen daireselligi, MDA-MB-231 - kanser epitel hucrelerinin akisin tersi yonde
yaptiklari odaksal yapigma alanina karsilik gelen daireselligi, MCF10A + normal epitel
hicrelerinin akisin geldigi yonde yaptiklari odaksal yapisma alanina karsilik gelen daireselligi,
MCF10A - normal epitel hicrelerinin akisin tersi yénde yaptiklari odaksal yapisma alanina
karsilik gelen daireselligi gostermektedir. Yatay tam cizgiler karsilagtirilan iki grup arasinda
¢ift kuyruklu p<0.05 seviyesinde, yatay kesikli gizgiler ise tek kuyruklu p<0.05 seviyesinde

istatistiksel fark oldugunu gosteriyor.

Odaksal yapisma alanlarinin odaksal yapisma daireselligine bagli dagihmini gosteren grafikte
hicrelerin odaksal yapisma alanlarinin artmasiyla odaksal yapismalarin dairesellikten ¢ikip

dogrusallastigi goérilmektedir.
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Sekil 113. Akis gerilimi altinda kazein Gzerine desenlenmis fibronektin nanonoktalar iceren

yuzeylere yapismis MDA-MB-231 ve MCF10A hucrelerinin aktin kutupsalligi.

Akis altinda kontrol ylzeylere ve desenlenmis ylzeylere yapisan hicrelerin kutupsallik
verilerini yansitan grafige bakildiginda 0,02 dyn/cm? akis geriliminin akis yoniinde bir
kutupsallik yarattigi yani akigin geldigi ydonde daha fazla aktin yogunlagmasinin bulundugu
gorilmektedir. Kutupsallik degerlerinin 0,5 degerine yakin degerlerde seyretmesi ise varolan
kutupsalligin minimum 6&lcekte degerlendirilebilecegini anlatmaktadir. MCF10A hicrelerinin 4
pm aralikh fibronektin nanonoktalar iceren desen Gzerinde daha belirgin kutupsallik gostermesi
bu gruptaki hicrelerin tutunmalarininin ardindan reotropizm gdstermeye basladiklarina dair

ipucu vermektedir.

4. TARTISMA/SONUG/ONERILER

Proje dahilinde gergeklestiren calismalarda MDA-MB-231 ve MCF10A hcrelerinin hicreler
arasi madde proteinlerinden fibronektin ve laminin ile olan etkilesimleri hiicre mikrogevresininin
yuzeylerde taklittenmesiyle odaksal yapismalar ve aktin organizasyonlari bazinda
incelenmistir. Tek aktif calismalarinda ylzey kapatici olarak K-kazein ile kaplanip desenler
fibronektin ile olusturulurken; c¢ift aktif calismalarinda ylzey kapatici olarak laminin ile
kaplanmis ve desenler fibronektin kaplanarak olusturulmustur. Her iki calismada da saydam
ve iletken iTO-kaph camlarin kullaniimasi mikroskop altinda yapilan goériintiilemelerin

sorunsuz yapilabilmesini saglamistir. ITO camin protein kaplamasina uygun hale getirilmesi
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icin kullanilan é6nct APTES ve glutaraldehid kaplamalari iyi sonuglar vermistir. K-kazein kapl
camlar Uzerine yapilan EDL desenlemesinin ardindan fibronektin ile olusan nanonoktalarin
kaplanmasi uygun konsantrasyonlarda sorunsuz yuratdlirken, cift aktif ylzey saglamak
amaciyla fibronektin kapli camlarin EDL desenlemesinden sonra laminin ile kaplanmasi birgok
yolun denenmesine ragmen basarili olamamigstir, bu ylizden laminin kapli camlar EDL ile
desenlenmis ve olusan desenler fibronektin ile kaplanarak sonuca varilmigtir. Laminin
proteininin fibronektin ve K-kazein proteinlerine kiyasla daha ¢abuk bozuldugu ve
dizensizlestigi géz 6nline alinarak laminin kullanilan ylzeylerin deneyleri vakit gecirilmeden
yapilmistir. Calismalar sonucunda elde edilen hiicre alanlari ve eksen oranlari bulgularina
gére tek aktif ylzeyler Uzerinde MDA-MB-231 hicrelerinin alanlari fibronektin kontrol
ylzeyinden itibaren desen arali§i arttikca azalmakta, MCF10A hcreleri ise fibronektin kontrol
ylzeyinde genis alanlara yayilmisken desen lzerinde ve K-kazein kontrol ylzeyinde yaklasik
ayni alanlara yayllmislardir; eksen oranlarindan gelen bulgulara bakildiginda MDA-MB-231
hicrelerinin batin yizeyler (FN- 2 um - 4 ym - 8 ym — K-kazein) Gzerinde birbirine benzer ve
dairesellikten uzak bir morfolojiye sahip oldugu, MCF10A hicrelerinin ise FN kontrol ve K-
kazein kontrol ylzeylerde daha dairesel iken farkh aralikli FN nanonokta desenleri igceren
yuzeylerde birbirine benzer ama dairesellikten uzak bir morfolojiye sahip olduklari gérultyor.
MDA-MB-231 ve MCF10A hicreleri sade fibronektin kapli veya sade K-kazein kapl ylzeylerde
eksen oranlarina bakilarak taninabilirler. Tek aktif yuzeylerde odaksal yapigsma analizlerinden
gelen bulgulara bakildiginda MDA-MB-231 ve MCF10A hucrelerinin oturduklari ylzeylerde
fibronektin nanonoktalarin azalmasina bagli olarak kurduklari odaksal yapismalarin
kuvvetlendigi ve odaksal yapisma alanlarinin arttigi, desen araliginin artmasiyla hiicre basina
dusen toplam odaksal yapigsma alaninin azaldigi, fibronektin nanonoktalar tGzerinde kurduklari
odaksal yapismalarin gizgisel oldugu ve desen araliginin artmasiyla fibronektin nanonoktalar
Uzerinde kurulan odaksal yapisma sayisinin azaldigi sonucuna variliyor. Tek aktif ylizeylerde
yapilan odaksal yapisma analizlerinde her iki hicre tipinin odaksal yapismalarini desene bagh
olarak kurdugu ve organize ettigi belirlenmistir. Hicrelerin araliklari 2, 4 ve 8 mikrometre
fibronektin nanonoktali desenlerden 6zellikle 4 mikrometre aralikh fibronektin nanonoktalar
iceren desenler Uzerinde hicre yapismalarinin farkhlastigi agik bir sekilde goéralmuagtir. Tek
aktif ylUzeylerde aktin iskeletinin analizinden gelen sonuglara goére hucrelerin aktin
organizasyonlarinin desenler Uzerinde ydnsellik kazandidi sonucuna variimakta fakat
hicrelerin odaksal yapismalarla iliskilienmemis aktinlerinin analizin berrakhdini bozdugu
belirlenmigtir. Cift aktif yuzeyler Uzerinde alan ve eksen orani bulgularina bakildiginda
hucrelerin fibronektin ylzeylerde genis alanlara yayildiklari, MCF10A hucrelerinin desen
araligina bagh olarak hicre alanlarinin degistigini, aralik arttikga alan azaliyor, MDA-MB-231

hicrelerinin ise genis 6lgekte bakildiginda desen araligindan bagimsiz olarak ylzeyde
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yayildiklari; eksen oranlari bakimindan ise MCF10A hucrelerinin desen araliginin artmasina
bagl olarak bir eksende geniglemesi s6z konusuyken, MDA-MB-231 hcreleri icin eksen
oraninin yldzeye bagh degisiminin olmadigi sonucuna varilmaktadir. Cift aktif ylzeyler igin
yapilan odaksal yapisma analizlerinden gelen bulgular dederlendirildiginde her iki hicre tipinin
fibronektin nanonoktalar Uzerinde kurduklari odaksal yapigmalarin alaninin desen araliginin
artmasiyla arttigr ve bu yapismalarin gizgisel oldugu, fibronektin nanonoktalar Gzerindeki
odaksal yapisma sayisinin ve hlcre basina digsen toplam odaksal yapisma alaninin desen
araligi arttikgca azaldigi sonucuna varilmigtir. Cift aktif ylzeylerdeki hucrelerin aktin
organizasyonlarinin tek aktif yulzeylere kiyasla farklilik igerdigi belirlenmigtir; c¢ift aktif
yuzeylerde MCF10A hiicreleri desenli ve kontrol ylizeylerinde farklilik goéstermezken MDA-MB-
231 hucreleri 4 mikrometre aralikh desen bulunan ylUzeyler ile kontrol ylzeylerinde aktin
iplikciklerini 45 derecelik agi civarinda tutarlarken 2 ve 8 mikrometrelik desenlerde yonsellik
acilari daha dusuk degerlerde seyretmektedir. Cift aktif ylzeylerde yuritilen calismalarda
hlcrelerin odaksal yapismalarinin ve aktin organizasyonlarinin ylizeyde olusturulan desene
bagh degistigi sonucuna varilmistir. Ylzeyin laminin ve fibronektin proteinlerini icermesi
hlcrelerin normalde bulunduklari mikrogevrelere daha yakin yuzeyler olusturulmasini
sagladigindan aktin organizasyonlarinin da bu c¢ercevede farkllasmaya bagladiklari
dusunulmektedir dyle ki odaksal yapismalarla iliskilenmemis aktin iplikgikleri de hiicreye 6zgi
organisazyon karakterini bu ylzeylerde ortaya ¢ikarabilmistir. Tek aktif ve cift aktif ylzeylerde
yapilan gradyan desenlemeyle normal ve kanser hucrelerinin ylizeye bagh kutupsallagsma
eglilimleri odaksal yapisma ve aktin organizasyonu mertebesinde degerlendirilmistir. Tek aktif
gradyan deseni lzerinden elde edilen odaksal yapisma kutupsalligi verilerine gére MDA-MB-
231 kanser hucreleri orta aralikh gradyan boélgelerinde belirgin bir kutupsalliga sahipken
MCF10A hicreleri gradyan desen araliklarina 6zgl kutupsallasmislardir. Cift aktif gradyan
desenleme calismalarindan gelen odaksal yapisma kutupsalligi verilerinde ise MDA-MB-231
hicrelerinin dar aralikli gradyan bdlgelerinde daha fazla kutupsallastigi MCF10A hdcrelerinin
ise orta aralikh gradyan bolgelerinde belirgin kutupsallik degerlerine sahip olduklari
goOrulmustur. Gradyan desenleme Uzerinde aktin kutupsalliklari incelendiginde MDA-MB-231
hicrelerinin ¢ift aktif desen Uzerinde daha fazla kutupsallagigi, MCF10A hdcrelerinin ise
kutupsallik yénunun tek aktifte gradyan yénundeyken cift aktifte gradyan yoninin tersine
egimli oldugu ortaya cikmistir. Kutupsallik ¢alismalarinin bir bagka evresini de akis deneyleri
olusturmaktadir; bu kez yuzey kaynakl bir kutupsalliktan ¢ok hucrelere yapilan fiziksel
midahelenin bir sonucu olarak dodacak odaksal yapisma ve aktin kutupsalligi sinanmigtir.
Akis gerilimi altinda hicrelerin incelenmesi uygulanan farkli yontemlerle saglanamamis, sabit
ve dusik bir akis gerilimi altinda hicrelerin aktif yuzeyler Gzerinden sirkilasyonunu temel alan

bir yontemin kullaniimasiyla odaksal yapisma ve aktin iskeleti analizlerinin yapilmasini
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mumkun kilacak yeterli veri saglanabilmistir. Kanal genisliginin ve yuksekliginin arttiriimasiyla
uygulanabilinecek akis gerilim degeri asgari dizeye g¢ekilmis fakat eldeki ekipmanlarla elde
edilebilen en disuk akis gerilim degderi 0.02 dyn/cm? olmus ve uygulamalarda fibronektin
yuzeye yapismalar gorulurken K-kazein ve laminin kapli ylzeylere yapigsmalar olmamigtir. Akig
hizinin dokular arasinda gerceklesen deger aralijinda uygulanmasi hicrelerin desen igeren
yuzeylere yapismalarini kolaylastirabilirdi ancak uygulanan deger literatlr taramalarinda
bulunan teorik hesaplamalarla elde edilmig degerlerin Ust sinirina yakin bir degerdi. Dokular
arasi akis hizi degerlerine ulasabilmek icin ¢cok daha hassas pompalara ihtiya¢ duyulmakta
veya akisin pompaya dayali olmadan, 6rnedin osmozla, yapildigi sistemlerin kurulmasi
gerekmektedir; kanal boyutlarinin arttiriimasi segenedi kanal icinde akisi dizensizlestirdigi icin
sinirlayicidir. Akis altinda hicrelerin aktin organizasyonlarini degistirdikleri gézlemlenmistir
ancak kutupsallik analizinden gelen sonuclar belirgin bir kutupsallasmanin genel olarak
olusmadigini anlatmaktadir. Burada dikkat ¢eken sonu¢ MCF10A hicrelerinin 4 ym aralikh
fibronektin nanonoktalar iceren yuzeyler U(zerinde reotropik bir hareketlenmelerinin
olabilecegidir. Akis gerilimine maruz kalan hicrelerin odaksal yapisma analizlerinden gelen
grafiklere baktigimizda ise akis geriliminin normal ve kanser hicrelerinin odaksal yapisma
karakterlerini durgun ortama kiyasla gittikge farklilastirdigini gérdik. Projeden alinan sonuglar
Isiginda kanser hucreleriyle normal hicrelerin bulunduklari mikrogevreye 6zgl odaksal
yapigsmalar kurduklari ve hulcre biyolojisinin degisimine yonelik 6nemli igleyiglerin bu
mikrogevrenin etkisinde sekillendigi desteklenmistir. Hicrelerin 6zellikle 4 mikrometre araliklh
desenler Uzerinde davranig farkliliklarini daha belirgin yansitmalari odaksal yapismalarin ve
aktin iskeletinin yapisal olarak hlcreye 6zgu bir karaktere burindigine isaret etmekte ve
odaksal yapismalarin aktin iplikgikleriyle kdprilenebilmesi icin uygun bir aralik olarak 6n plana
¢ikmaktadir. Hicreler arasi maddenin taklittenmesine iliskin yuritilecek benzer ¢alismalarla,
tasarlanmis farkli desenler ve farkli proteinlerin kombinasyonlariyla, timér mikrogevresinin
anlasiimasi ve bu cevreye midahale edilebilmesine yarayacak etkin yontemlerin bulunmasinin
yani sira metastas evresine girmis kanserlerde go¢ eden hicrelere dogrudan mudahale

edilebilme imkaninin da saglanabilecegi kanisindayiz.
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Hucrelerarasi matrikse hiicre yapismasi hem saglik hem de hastalik durumlari igin dnemli bir
suregtir. Topografik olarak diiz ve bagka kimyasal, topografik ya da sertlik ile ilgili islevsellik
getirmeyen ve daha dnemlisi canlidaki hiicrelerarasi matriks diizenlenmesini mimikleyen
ylzey protein desenleri arzu edilmektedir. Daha 6nceki ¢galismalar gdstermistir ki vinkulin ve
hicre iskeletinin diizenlemesi ylizey nanodesenlerinin blyukligu ve sekli ile degismektedir.
Fakat, protein nanodesenlerinin mikrometre 6lgegindeki araliklarina bagli olarak normal ve
kanserli hiicrelerin morfolojileri ve odaksal yapismalarinin karsilastirmal sayisal analizi
eksiktir. Burada, elektron demeti litografisi kullanilarak silikondan farkli olarak seffaf ve
béylece birgok mikroskop teknigine uygun olan indiyum tin oksit (ITO) lizerinde K-kazein arka
planinda (tek aktif) ve laminin arka planinda (¢ift aktif) mikrometre 6l¢ceginde araliklarla
fibronektin (FN) nanonoktalari desenlenmistir. Yazim zamanlari mikrometre 6lgeginde adim
buyukltkleri ile ¢izgi yazim modu kullanilarak énemli élgtide kisaltilmistir. FN
nanonoktalarinin mikrometre dlgeginde 2, 4, 8 mikron ve degisken araliklari hem meme
kanseri hiicreleri hem de normal meme epitel hiicrelerinde hilicre yapigsmasini hiicre alani,
hicre simetrisi, aktin dlizenlenmesi, odaksal yapisma sayisi, alani ve daireselligi ile hem
durgun hem de akis kosullarinda degistirmistir. Toplamda hiicre davraniginin gériinen esik
degeri olarak 4 mikron aralikta degistigi gosterilmistir. Sonuclar gésterdi ki hiicre yapismasi
baglaminda meme kanseri hiicreleri ile normal meme epitel hiicreleri arasinda, 6zellikle gift
aktif bilesenli ylzeylerde belirgin farklar bulunmaktadir: Meme kanseri hiicreleri normal meme
epitel hucrelerinden daha dinamik ve esnek bir yapigsma profili sergilemislerdir. Bu ¢alismanin
yeniligi ve 6zgunligl asagidaki noktalar ile elde edilmigtir:

- ITO yiizeyler izerinde ilk elektron demeti litografisi ve sadece protein bazli desenlemenin
gerceklestiriimesi

- Meme kanseri hucreleri ve normal meme epitel hiicrelerinin nanometre dlgegindeki protein
desenleri Gzerinde yapismalarinin ilk karsilastirmali ve sayisal analizi

- Laminin arkaplani tGzerinde FN nanonoktalari seklinde cift aktif ylizey desenleri Gizerinde ilk
hiicre yapismasi calismasi

- Gradyan aralikl nanometre 6lgeginde protein desenleri lizerinde ilk hiicre yapismasi
calismasi

- Nanometre dlgeginde protein desenleri Uzerinde durgun ve akis kosullarinda hiicre
yapismasinin ilk karsilastirmali calismasi

Anahtar Kelimeler:

Elektron demeti litografisi, indiyum tin oksit, Hicrelerarasi madde, Odaksal yapisma, Meme
kanseri
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Projeden Yapilan Yayinlar:

1- Nanometer Scale Patterning of Proteins with Electron Beam Lithography (Bildiri),

2- Electron beam lithography based patterning of proteins (Bildiri)1- Cell Adhesion on
Nanometer Scale Protein Patterns with Micrometer Scale Spacings (Bildiri - Uluslararasi
Bildiri - Poster Sunum),

2- Electron beam lithography based patterning of proteins (Bildiri - Ulusal Konferans - Davetli
Konusmacit),

3- Nanometer Scale Patterning of Proteins with Electron Beam Lithography (Bildiri - Ulusal
Bildiri - Poster Sunum),

4- Nanometer Scale Surface Protein Patterns for Spatially Controlled Cell Adhesion (Bildiri -
Uluslararasi Bildiri - Poster Sunum),

5- Modulation of Breast Cancer Cell Adhesion on Nanometer Scale Protein Patterns with
Micrometer Scale Spacing on ITO-glass (Bildiri - Uluslararasi Bildiri - Poster Sunum),

6- Cell adhesion on nanometer scale protein patterns (Bildiri - Ulusal Bildiri - S6zIG Sunum),
7- Differential Changes in Cell Shape on Nanopatterned Surfaces for Normal and Cancer
Cells (Bildiri - Uluslararasi Bildiri - Poster Sunum),

8- Micrometer Scale Spacings between Fibronectin Nanodots Regulate Cell Morphology and
Focal Adhesions (Makale - Diger Hakemli Makale),

9- Step-by-step quantitative analysis of focal adhesions (Makale - Diger Hakemli Makale),
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