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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

TUMOR HUCRESI OZELLIKLERININ DOGRUSAL OLMAYAN METODLAR iLE
INCELENMESI

Mahmut AKILLI

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Biyofizik Anabilim Dah

Biyofizik Programi

Danmisman : Prof. Dr.Handan TUNCEL

Bu tezde; tiimor ve normal hiicrelerden kaydi alinan membran iyonik akim sinyalleri bazi
dogrusal olmayan yontemler (Lyapunov iisteli, 6rnek entropi, skalogram entropi ve skalogram
Olcek indeksi) ile incelendi. Bu yontemlerin, hiicrelerin elektriksel 6zelliklerini ve fizyolojik
davraniglarin1 analiz etmede nasil kullanilabilecegi gosterildi. Hiicrelerin membran iyonik
akim sinyal kayitlar1 Whole-Cell Patch Clamp teknigi ile yapildi. Tiimor hiicresi olarak insan
Meme Kanseri Hiicre Hatti (MCF-7) ve normal hiicre olarak insan Retina Pigment Epiteli
(ARPE-19) hiicre hatt1 kullanildi. Sonug olarak, voltajla degisen hiicre davranislar1 (veya
dinamigi) dogrusal olmayan parametreler ilizerinden izlenebilir. Ayrica, timor ile normal
hiicreler arasindaki davramis farkliliklarii tespit etmek i¢in dogrusal olmayan yontemler

kullanilabilir.

Aralik 2022, 94 sayfa.

Anahtar kelimeler: Dogrusal Olmayan Yo6ntemler, Whole-Cell Patch Clamp Teknigi, MCF-
7 ve ARPE 19 Hiicreler



ABSTRACT
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INVESTIGATION OF TUMOR CELL FEATURES BY NONLINEAR METHODS
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In this thesis; Membrane ionic current signals recorded from tumor and normal cells were
analyzed by some nonlinear methods (Lyapunov exponent, sample entropy, scalogram
entropy and scalogram scale index). It was demonstrated how these methods can be used to
analyze the electrical properties and physiological behavior of cells. Membrane ionic current
signal recordings of cells were made by Whole-Cell Patch Clamp technique. Breast Cancer
Cell Line (MCF-7) was used as tumor cell and Retina Pigment Epithelium (ARPE-19) cell
line was used as normal cell. According to the results obtained, the behavior (or dynamics) of
voltage-varying cells can be monitored through non-linear parameters. In addition, non-linear

methods can be used to detect behavioral differences between tumor and normal cells.

December 2022, 94 pages.
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1. GIRIS

Modern bilim ‘indirgemecilik’ diisiincesine dayanir. Indirgemeci diisiince tarzi, problemleri
oncelikle analitik olarak daha kiiciik dogrusal pargalara ayirir, sonrasinda bu dogrusal
parcalari1 mantikli bir sekilde organize ederek c¢ozmeye calisir. Bu agidan indirgemeci

diistinceye ‘dogrusal (lineer) bilim’ de denilebilir. [1].

Baslangicta indirgemeci diisiince tarzi ile dogay1 anlama zorluguyla yiizlesmek mantikli bir
yoldur ve bu yontem ile ¢ok biiyiik basarilar elde edilmistir. Evreni ve maddenin yapisini
anlamamizi saglayan Newton kanunlar1 ve Kuantum mekanigi bu paradigmaya dayanir. Bu
teorik cergeveye dayanarak maddenin yapisini degistirerek kontrollii niikleer enerji iiretmek,
yar1 iletken cihazlar gelistirmek gibi bugiin i¢inde yasadigimiz modern diinyay: sekillendiren
birgok uygulama yapilabildi. Ancak, bu teorik c¢ergeve ile ilgili bariz bir paradoks
bulunmaktadir. Her sey atomlardan olusur: bir metal pargasi, bir damla su, bir canli hiicre
veya bir insan. O zaman su soru sorulabilir: Her ikisi de tamamen ayni yapi taslarindan
(atomlardan) olusuyorsa, bir metal parcasinin basit yapisi ile canli bir hiicrede karsilasilan
karmasiklik nasil ayirt edilebilir? Bu soruya sadece indirgemecilik yontemi kullanilarak cevap
verilemez. Ciinkii indirgemecilik paradigmasina dayali gelistirilen yontemler ile kompleks

(karmasik) yapilar veya dogrusal olmayan (non-lineer) dinamik sistemler analiz edilemez. [2].

Karmasik 'basit' kelimesinin ziddidir. Karmasik bir sistem ise bircok pargadan olusmus ve bu
pargalarin kendi aralarindaki ¢oklu etkilesimlerin oldugu bir sistemi ifade eder. Bu nedenle,
karmagik sistemlere genellikle "parcalarinin toplamindan daha fazlasi olan biitiinler" denir.
[3]. Bu agidan baktigimizda, hiicre birgok alt birimleri olan ve bu alt birimlerin kendi
aralarindaki etkilesimlerin olusturdugu karmasik bir yapidir. Bagka bir ifadeyle, hiicre birgok
degiskenin etkilesiminden olusmus dogrusal davranmayan karmasik bir sistemdir. Diger
yandan, hiicre termodinamik denge disinda olmasi itibariyle cevresiyle siirekli etkilesime
giren acik bir sistemdir. Bu agidan hiicreyi ‘karmasik denge dis1 sistem (complex non-

equilibrium system)’ olarak tanimlanabilir.

Hiicre temel fonksiyonlarini yerine getirebilmek icin membran i¢i ve disindaki iyonlarin
dengede olmayan (non-equilibrium) dagilim durumlarini korur. Bu dengede olmayan

iyonlarin dagilimi membran i¢i ve dis1 arasinda bir potansiyel fark olusmasina neden olur.



Hiicrenin istirahat membran potansiyeli iyonlarin denge disi (non-equilibrium) dagilimindan
kaynaklanir. Iyonlarm denge dist durumu membranimn ici ve digi arasinda elektrokimyasal
gradyanlar1 olusturur. Hiicre membran akimlar1 da bu elektrokimyasal gradyanlar tarafindan
farkli anyon (-) ve katyon (+) iyonlarin yonlendirilmesi ile olusur. [4]. Bu agidan hiicrenin
elektriksel aktivitesini karmasik dengede olmayan bir siire¢ (complex non-equilibrium

process) olarak ifade edilebilir.

Hiicre membraninda iyon gecisleri ‘iyon kanallar’ aracilifiyla gergeklesir. Bir hiicrenin
elektriksel aktivitesi iyon kanallarmin sayisina, gesitligine ve iletkenligine baghdir [4]. Iyon
kanallarindaki elektriksel iletkenlik bozukluklarinin gesitli hastaliklara neden olduguna iliskin
birgok ¢aligmalar ortaya konulmustur. Bu nedenle, iyon kanallarinin iletkenlik 6lgiimii yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ancak, ‘iyon kanalinin iletkenligi’ akim - voltaj oraninda elde edilen
sabit bir sayr oldugu i¢in hiicrenin elektriksel davramiglart hakkinda detayli bilgi
vermemektedir. Bu tezde, hiicre davranislarin1 (veya dinamigi) voltaj degisimleri {izerinden
analiz etmek i¢in zamana bagli entropi 6l¢iim yontemleri kullanilmistir. Entropi Slglimii
olasilik dagilimina dayal1 bir hesaplama yontemidir. Hiicre membran akim sinyallerinin enerji
dagilimindan hiicrenin entropisi hesaplanabilir. Hiicrenin entropisi, zaman i¢inde, hiicre i¢i
ve disindaki iyonlarin yiik konsantrasyon dagilimlarinin degismesine bagli olarak degisir.

Dolayisiyla, voltaja bagl degisen hiicre davranislar: entropi 6lgtimleri ile izlenebilir.

Bu tezde, Whole-Cell Patch Clamp teknigi [5] ile timor ve normal hiicre kiiltiirlerinden
kaydedilmis membran iyonik akim sinyalleri ‘dogrusal olmayan (nonlineer) yontemler’ ile
analiz edilmistir. Timor hiicresi olarak insan Meme Kanseri Hiicre Hatti1 (MCF-7) ve normal
hiicre olarak insan Retina Pigment Epiteli (ARPE-19) hiicre hatt1 kullanilmigtir. MCF-7"de
elde edilen sonuglar ARPE-19 ve iizerinde ilag uygulanmis ARPE-19 hiicrelerin sonuglari ile
karsilastirilmistir.  Entropi Olglimii olarak ‘Skalogram Entropi (scalogram entropy) [6],
‘Pencereli Skalogram Entropi (windowed scalogram entropy) [6]° ve ‘Ornek Entropi (sample
entropy) [7]° yontemleri kullanilmistir. Entropi ile hiicrenin karmasiklik ve diizensizlik
durumu Slgiilmiistiir. Iyonik akim sinyallerinin aperiyodiklik derecesi ‘Pencereli Olgek
Indeksi (Windowed Scale Index) [8]" yontemi kullanilarak hesaplanmustir. Iyonik akim
sinyallerinin ‘En Biiyiik Lyapunov Ustelleri [9]" hesaplanarak hiicrenin kaotiklik durumu
incelenmistir. Elde edilen tiim grafikler {izerinden timdr ile normal hiicrelerin elektriksel
Ozellikleri karsilagtirarak sonuglar elde edilmistir. Tezdeki biitiin hesaplamalar ve ¢izimler

"MATLAB" programi ile yapilmustir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. HUCRENIN ELEKTRIKSEL AKTIiVITESI VE iYON KANALLARI

Hiicrelerdeki elektriksel aktivite sodyum (Na*t), potasyum (K*1), kalsiyum (Ca*?) ve klor (CI-
1y gibi iyonlarm varhgindan kaynaklanir. Iyon, bir veya birden fazla elektron kazanmis ya da
kaybetmis bir atomdan (veya bir molekiilden) olugsmus elektrik yiiklii parcacik demektir.
Hiicre membranin (zarin) yapisini olusturan lipit ¢ift tabakasi bu iyonlara karsi yalitkan
ozelligine sahiptir, yani iyonlarin gegisine izin vermezler. Bunun sonucu olarak, hiicre
membranin i¢ ve dis yiizeyinde iyonlar birikir. Burada, iyonlarin yiizeylerde farkli
konsantrasyonlarda dagilmalarinin sonucu olarak da bir potansiyel fark olusur, buna 'hiicre
membran potansiyeli' denir. Iyon gecisleri ise ancak ‘iyon kanallari’ adi verdikleri hiicre
membranin fosfolipid c¢ift tabakasina gomiilii integral proteinler araci ile gerceklesebilir.
Hiicre membran (zar) akimlar ise elektrokimyasal gradyanlar tarafindan yonlendirilen ve
hiicre membran1 boyunca iyon kanallarindan gegen iyonlarin hareketlerinden kaynaklanir [4,

10-12].

Iyon kanallar1 yapis1 geregi bir iyon tiiriiniin gegmesine izin verirken diger bagka bir iyonun
tiriiniin ge¢mesine izin vermezler, yani segici gecirgendir. Bu yapisal ve islevsel
ozelliklerinden dolay1 simdiye kadar hiicre membranin i¢inde 400°iin lizerinde iyon kanal tiirii
tespit edilmistir. Genelde, kapisiz (pasif) ve kapili (aktif) iyon kanallar1 olarak iki ana gruba
ayrilir. Kapisiz iyon kanallarindan iyonlarin gegisi siirekli saglanir. Kapili iyon kanallarindan
iyonlarin gegisi ise dzel kosullara bagldir. Iyon kanallarin kapilar: farkli uyaranlara gore belli
stireler icinde agilip kapanir. Kapili iyon kanallarin1 da uyariya bagli olarak 4’e ayrilir.
Bunlar, sizinti kanallar1, voltaj kapili kanallar, mekanik kapili kanallar ve ligand kapili
kanallardir (Sekil 2.1). Iyon kanallarin en karakteristik fiziksel ozelligi iletkenligidir veya
iyon gegcislerine kars1 gosterdigi direnctir. Kinetik 6zelliklerine bagli olarak iyon kanallarinin
iletkenligi, 2-500 pS (picosiemens), direngleri ise 2-500 G2 (gigaohm) araliginda degisebilir.
Bu iyon kanallarindan gegen akimlarin degerleri ise pA (picoamper) seviyesindedir [4, 10-

12].



iYON KANALLARI
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Sekil 2.1: Iyon kanal tiirleri. Voltaj Kapili, Ligand kapili, Mekanik kapil1 ve Daima agik iyon (s1zint1)
kanallari. Resim: Designua / Shutterstock:https://www.shutterstock.com/tr/image-illustration/types-
ion-channel-classification-by-gating-514716034

2.2. PATCH CLAMP TEKNIiGi

Patch clamp teknigi, hiicre membranin belirli bir bolgesindeki iyon kanallarindan ya da tek bir
iyon kanalindan gecen iyonik akimlarin kaydedilmesi amaciyla gelistirilen bir elektro
biyofiziksel 6l¢iim aracidir [13-17]. Sekil 2.2'de gosterildigi gibi ¢ap1 yaklasik olarak 0,5-1
pm (micrometre) olan bir cam mikroelektrot (mikropipet) ucu ile hiicre membrani arasinda
miihiir (seal) diye tabir edilen siki bir kenetleme saglanmasinin ardindan cam mikro elektrot
ucu i¢erisinde kalan hiicre membran yamasi igerisinde bulunmasi muhtemel olan iyon kanal
akimlarinin 6l¢iilmesine dayanmaktadir. Bu teknik hiicre membran akimini dlgen ‘Voltaj
Clamp’ [18] tekniginin gelismis seklidir. Voltaj clamp yOntemi, hiicre membran potansiyelini
sabit tutarak, bu sabit potansiyel kosullarinda hiicre membranindan gegen iyonik akim
degisimlerini kaydeder. Patch clamp yontemi 1976 yilinda Erwin Neher ve Bert Sarkmann
tarafinda gelistirildi. Amaglari, hocalar1 Katz tarafindan ileri siiriilen “hiicre i¢ine ve disina
iyon gegcisleri membranin i¢ine kuantsal (ayriksi) olarak yerlesmis olan iyon kanallari
araciligiyla saglanir” fikrini desteklemek i¢in sadece bir tek iyon kanalindan gegen akimi
Bu temelde diisiincesini deneysel olarak ispat etmek

Olcmek istediler. ‘tyon kanalr’

istiyorlardi.
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Sekil 2.2: Patch Clamp Kayitlarinin Genel Prensibi: Elektrolit soliisyonu igeren bir cam mikroelektrot
hiicre zarinin yamasina sikica kenetlenir ve boylece zar yamasi elektriksel olarak izole edilir.
Dolayisiyla, bu yamadaki iyon kanallarindan akan akimlar cam mikro elektrot pipete dogru akar ve bu
oldukca hassas bir amplifikator (diferansiyel yiikselticiye) bagl bir elektrot tarafindan kaydedilir.
Uygulanan kenetleme voltajlar1 altinda bu akimlarin kaydedilmesi, hiicre iyon kanallarinin iletkenligi
hakkinda sonuglara varilmasini saglar [17].

Neher ve Sarkmann [14-15], 6l¢tim araci olarak kullandiklart1 cam mikroelektrotu hiicre
membranina temas ettirdiler. Ancak, Sekil 2.3(a)’da gosterildigi gibi membran ile
mikroeletrot kenarinda meydana gelen akim sizintisin1 engelleyemedikleri i¢in giirtiltiiden
arindirilmis bir akim kaydi yapamiyorlardi. Bu teknik sorunu asmak i¢in, cam mikroelektrot
igerisine negatif basing uygulayarak, temas ettigi hiicre membrani mikroelektroda dogru
emilmesini sagladilar. Boylece mikroelektrot yiizeyi ile membran arasinda kuvvetli bir
kenetleme (kaynasma) olustu. Bu iki ayr ylizeyler arasindaki kaynagsma Sekil 2.3(b)’da
gosterildigi gibi GQ seviyesinde oldugu i¢in “gigaseal” ad1 verilen siki miihiirleme sayesinde
akim sizintisin1 engellediler. “Patch Clamp Teknigi” olarak adlandiklari bu teknoloji ile ilk
defa tek iyon kanalinda gecen iyonik akimlarini basarili bir sekilde kaydettiler. Bu ¢alismalari
ile ‘iyon kanal1’ hipotezini deneysel olarak ispatladiklari i¢in 1991 yil1 Nobel Tip 6diilii Neher

ve Sakmann’a verildi. Patch clamp tekniginin biyofiziksel semas1 Sekil 2.4’de verilmistir.
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Sekil 2.3: Cam mikroelektrot ile hiicre membrani arasindaki kenetleme (miihiirleme) durumu. (a)
Mega seal direng altinda kaydedilen iyonik akim sinyali. (b) Gigaseal direng altinda kaydedilen iyonik
akim sinyali [20].
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Sekil 2.4: Patch clamp tekniginin biyofiziksel semasi [20]. Vyer: Referans elektrod voltaji; Im:
Membran akimi, R¢. Referans elektrod direnci; Rsa: Kenetleme direnci, Rm: Mikroelektrod direnci,
Rpaten: Patch direnci.



2.2.1. Patch-Clamp Uygulamalari

Patch clamp tekniginin 4 farkli kayit tiiri vardir. Bunlar, cell attached-on cell (hiicre
tizerinde), whole-cell (tiim hiicre), inside-out (i¢i-disarida) ve outside-out (disi-disarida)
olarak adlandirirlar (Sekil 2.5). Calismalarda amaca gore uygun bir kayit tiiri segilir. [14, 15,
19-23].
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Sekil 2.5: Patch clamp tekniginin kayit tiirleri [21].

2.2.1.1. Hiicre Uzerinde (Cell attached-on cell) Kayit

Patch clamp kayit tekniginde, ¢ap1 genelde 1 pm civarinda ve 2-10 MQ (megaohm) direncine
sahip cam mikroelektrotlar kullanilir. Cam mikroelektrota hiicrenin ekstraselliiler ortam
soliisyonu doldurulmalidir. Ekstraselliiler ortam soliisyonu ic¢inde cam mikroelektrot
mikromanipiilator araciligi ile hiicre membrana dogru hareket ettiril. Bu duruma yanit olarak
Sekil 2.6'da gosterildigi gibi zamana bagh akim grafiginde kare dalga olusumu goézlemlenir.
Bu cam mikroelektrot hiicre membrani ile temas ettirildigi ana kadar 2-8 MQ arasinda bir

direng olusur.[14, 24-25].



Ruembns = 28 MQ [ Moty | Toming | Sovdd )

-CE

l Mikroelektrot

BB

“-@-

ess ortam sivis

Sekil 2.6: Hiicre dis1 (ekstraselliiler) ortam sivisi iginde mikroelektrodun hareketinden kaynakli kare
dalga olusumu [20].
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Bu temas durumu, mikroelektrot direnci % 50 oraninda artig gosterene kadar mikroelektrot
hiicre membrana bastirilir. Ardindan negatif basing uygulanarak temasli membran parcasinin
direnci (Rmembran) 1-10 GQ seviyesine ulasana kadar cam mikroelektrotun i¢ine dogru emilir.
Bu tarzda ‘gigaseal’ adi verilen siki bir miihiirleme gergeklesir. Bunla, Sekil 2.7°de

gosterildigi gibi Sekil 2.6°daki kare dalga kaybolur. [20-21].
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Sekil 2.7: ‘Gigaseal’ olusumu [20].

Bu islem sirasinda cam mikroelektrot potansiyeli 0 mV seviyesinde, hiicre membran
potansiyeli ise istirahat potansiyelinde sabit tutulur. Ya da membran potansiyeli istenen
degere kenetleyerek hiicre membranindan gecen iyonik akimlarin kayd:i aliir. Bu kayit
yontemi ile ekstraselliiler olarak uygulanan hormon veya kimyasal maddelerin iyonik akim

tizerine etkileri arastirabilmektedir. [22-23].



2.2.1.2. Tiim Hiicre (Whole cell) Kaydi

Whole-Cell (tiim hiicre) Patch Clamp kaydinda, énce cam mikroelektrot ile ‘Hiicre Uzerinde
(Cell attached-on cell) Kayit’ sekli olusturulur. Cam mikroelektrot i¢ine intraselliiler ortam
soliisyonu ile doldurulur ve mikroelektrot potansiyeli istirahat membran potansiyel degerine
sabitlenir (kenetlenir). Bu islemlerden sonra, vakum (negatif basing) uygulayarak, yani kisa
bir emme darbesi ile mikroelektrot i¢cindeki hiicre membran yamasi fiziksel olarak yirtilir,
dolayisiyla mikroelektrot hiicre igi ile diisiik direngli erisim saglar. Sekil 2.8°de gosterildigi
gibi yirtilma aninda akim degerinde ani bir diislis yasanir. Whole-Cell konfigiirasyonu
olusturulduktan birkac¢ dakika sonra, cam mikroelektrot soliisyonu hiicrenin sitoplazmasi ile
dengelenecek ve zar boyunca yapay bir iyonik potansiyel empoze edecektir. Yani, cam
mikroelektrot soliisyonu ile sitoplazmanin hiicre i¢i perfiizyonu nedeniyle, bu diyalizin sabit
bir duruma ulastigindan emin olmak i¢in kayit almadan Once birka¢ dakika beklenilmesi
gerekiyor. Cam mikroelektrot potansiyeli ile hiicre i¢i potansiyel degerleri birbirine yakin
oldugu zaman iyon akis1 ¢ok az olur, dolayisiyla akim degeri yaklasik sifir (I=0) olarak
okunur. Kayit sirasinda, mikroelektrotun hiicre ile temasi siirdiigii i¢in hiicre i¢i organeller ile
iyon kanallarin birbirleriyle etkilesim durumlari devam ederler. Whole-Cell patch clamp
kaydinda, komut voltaj pulsu uygulayarak, bu voltaj altinda bir hiicrenin tiim kanallarinda
gecen iyonik akimlarin kaydi alinir. Yani, zamana bagli olarak bir hiicrenin tiim kanallarinda
gecen toplam iyonik akim degisimleri 6lgiilir. Hiicre dist hormonlarin, farkli molekiil ve
parcaciklarin bir plazma membraninda bulunan tiim iyonik kanallari {izerindeki etkileri bu

teknik ile arastirilabilir. [5, 26-31].
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Sekil 2.8: Whole-Cell (tiim hiicre) Patch Clamp kaydinda zamana bagli iyonik akim grafigi [21].
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2.2.1.3. Dist Disarida (Outside Out) Kayit

Outside Out (dis1 disarda) Patch Clamp kaydinda, once ‘Tiim Hiicre (Whole cell) Kayit’
durumu olusturulur. Cam mikroelektrotu hafifce ¢ekme sonucu mikroelektrot ugundaki
yapisik membran pargasit (yamasi) hiicreden kopartilir. Sekil 2.5°de gosterildigi gibi
mikroelektrot ucunda kalan hiicre membran yamasi ters yonde tekrar birleserek 'dis1 disarida’
kayit yontemi pozisyonu olusur. Kopan membran yamasinin hiicre i¢i organeller ile bir iliskisi
kalmaz. Hiicreden izole edilen bu kiicik membran yamasinda bulunan iyon kanallarin

hormonlar ve kimyasal maddeler ile etkilesimi bu yontem ile arastirilabilir. [15, 20, 21, 24].
2.2.1.4. I¢i Disarida (Inside Out) Kayit

Inside out (i¢i disarda) patch clamp kaydinda, énce cam mikroelektrot ile ‘Hiicre Uzerinde
(Cell attached-on cell) Kayit’ sekli olusturulur. Cam mikroelektrotu hizlica geri gekme sonucu
mikroelektrot ugundaki yapisik membran yamasi hiicreden kopartilir. Sekil 2.5'de gosterildigi
gibi, mikroelektrot ucundaki hiicre membraninin hiicre i¢i tarafi ekstraselliiler ortam
sollisyonuna bakacak sekilde, hiicre membran parcasi ters donerek tekrar birlesir. Hiicreden
izole olmus bu kii¢clik membran yamasinda bulunan tek iyon kanallarin intraselliiler faktorler

ile etkilesimleri ‘i¢i disarida (inside out) kayit’ yontemi ile incelenebilir.[15, 20, 21, 24].
2.2.2. Patch-Clamp Kayit Setini Olusturan Temel Ekipmanlar

1

inverted Mikroskop: Bu mikroskobun sagladig1 goriintiileme imkan1 sayesinde cam

mikroeletrot ile hiicre membrani arasinda miihiirleme islemi yapilir. Normal

mikroskoplardan farki objektifler inverted mikroskop tablasinin altinda yer

almasidir.[16, 20, 21].

2- Cam Mikroelektrotlar: Silindir tiip seklindedir ve i¢i bostur. Direngleri 2 - 10 MQ
arasinda degisir. Caplar1 kii¢iildiik¢e mikroelektrodun direnci de artar.[16, 20, 21, 32].

3- Mikroelektrot Cekici (Puller): Ozel 1s1 ve ¢ekme kuvveti ile cam silindir tiipleri
sivrilterek cam mikroeletrotlar tireten cihazdir [16, 20, 21, 32].

4- Titresim Onleyici Masa: Cam mikroelektrot ile hiicre membram arasinda kenetleme
islemi ¢ok hassas bir islemdir. En kiiciik bir sarsint1 ile deney basarisizlikla sonuglanir.
Cevre sarsintilar sifirlamak i¢in deney ekipmanlar 'titresim Onleyici masa' lizerinde
kurulur. [16, 20, 21].

5- Mikromanipiilator: Ekstraselliiler soliisyonu icinde cam mikroelektrotu hiicre

membrana dogru hareket ettirmek i¢in 'mikromanipiilatér’ adi verilen bir arag
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kullanilir. Bu mikromanipiilatér ile cam mikroelektrotu her yone hareket
ettirebilir.[16, 20, 21, 32].

Perfiizyon Sistemi: Deneyler esnasinda hiicrelerin yerlestirildigi ve ¢ember
(chamber) olarak adlandirilan boliimde soluyondan sivi alig-verisinin yapildigi veya
ilag, ndrotransmitter vb. maddeler ilave edilmesini saglayan sistemdir [16, 20, 21, 32].
Faraday Kafesi: Yiizeyleri tamamen iletkenle kaplanmis bir hacimde elektrik alan
sifirdir. Elektrik alani sifir olan bir yerde elektrik yiikleri hareket etmez. Dolayisiyla,
elektrik yiiklerin ivmeli hareketinden dogan elektromanyetik dalgalarda olusmaz.
Patch clamp kayit sirasinda, Faraday kafesi sayesinde dis ortamdaki elektromanyetik
dalgalardan kaynakli giiriiltiiyti nlemis oluruz. [16, 20, 21, 32].

Amplifikator (Yiikseltec): Hiicre iyon kanallarindan gegen akimlar pA diizeyindedir.
Bu kadar kiiglik akim degerlerini yiikseltilerek ekrana yazdirmak i¢in diferansiyel
amplifikatorler kullanilir. [16, 20, 21].

Basing sistemi: islem sirasina gére cam mikroelektrota pozitif veya negatif basing
uygulanarak hiicre membraninda kenetleme isleminin gergeklestirilmesinde kullanilir
[16, 20, 21].

Bilgisayar Yazilimi: Hiicre iyonik akim ve potansiyel degerlerini bilgisayara
kaydetmek i¢in Patchmaster ve Fit master gibi yazilim programlari kullanilir [16, 20,
21, 33].

Bilgisayar: Patch clamp sisteminde kayit ve goriintiilemeyi saglayan aygittir [16, 20,
21, 33].

Kamera: Bilgisayar ve invert mikroskoba bagl olarak ¢aligir. Kamera araciligi ile
Patch clamp kayit islemlerinden alinan goriintiiler bilgisayara aktarilabilir. [16, 20, 21,
33].
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Sekil 2.9: Patch clamp sisteminin kayit alma semasi [20].

2.3. IYON KANALLARIN ELEKTRIKSEL iLETKENLIiGININ OLCULMESI

Elektriksel iletkenlik ve 6zdirenc birbirinin tersini ifade eden iki fiziksel kavramdir. Herhangi
bir maddesel ortamin elektrik akiminin gegigine gosterdigi kolayliga ‘'elektriksel iletkenlik',
elektrik akimin gecisine olusturdugu zorluga da '6zdireng' diyoruz. Tek bir iyon kanalindan
gecen iyon miktar1 kanalin elektriksel iletkenlik durumuna baghdir. Iyon kanallarin biyolojik
yapilar1 birbirinden farklidir. Bu yapisal farkliliklardan dolayr her bir iyon kanalinin
elektriksel iletkenlik 6zelligi kendine 6zgiidiir. Genelde, iyon kanallarinin iletkenligi, 2-500
pS (picosiemens), direngleri ise 2-500 GQ (gigaohm) araliginda degisir. Iyon kanallarin agik
oldugu durumlarda kanal iletkenligi yaklasik olarak 107-108 iyon gegisini saglar. [4, 34, 35].
Iyon kanallarinda meydana gelen yapisal ve islevsel bozukluklar kanallarin elektriksel
iletkenliklerini degistirir, dolayisiyla iletkenlikteki dramatik degismeler patolojiye isaret eder
[36-40].

Bir iyon kanalinin elektriksel iletkenligini 6l¢mek igin, once hiicre potansiyeli sabitlenir, bu
sabit potansiyel altinda gecen akimin en biiylik genlik degeri dikkate alinir. Bu islem sabit
potansiyel degeri degistirerek tekrarlanir. Yani, hiicreye uygulanacak bir voltaj-kenetleme
protokolii ile akim degerleri kaydedilir. Elde edilen veriler kullanilarak akim (I) — voltaj (V)
grafigi ¢izilir. Ohm yasasindan faydalanarak, grafikte ortaya ¢ikan dogrunun egiminde

(6=Al/AV) kanalin elektriksel iletkenlik degeri hesaplanir (Sekil 2.10).[5, 34, 41].
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Sekil 2.10: Whole-Cell Patch Clamp yontemi ile yapilan bir deneyde, -120 mV’dan +40 mV kadar
voltaj-kenetleme protokolii uygulaniyor. Sol iist kdsede bu kenetleme voltajlar1 altinda kaydedilen
iyonik akimlarina I(t) iliskin zaman serileri goriiniiyor. Sol tarafta ise bu duruma iliskin ¢izilmis akim
(D-voltaj (V) grafigi.[5].

2.4, HUCRE IYONIK AKIM SINYALLERININ GENEL OZELLiKLERI
Hiicre membran akimi (Im) iyonik (1i) ve kapasitif (Ic) akimlarin toplamindan olusur.
Im=li+lc (2.1)

Iyonik akim, hiicre i¢i ve dis1 arasinda olusan bir potansiyel fark altinda, birim zaman
araliginda membran yilizeyinden gegcen iyon miktaridir. Hiicre membranin yalitkan
ozelliginden dolayl, membranin i¢ ve dis ylizeylerinde negatif ve pozitif iyon birikimi olur.
Bu yapisindan dolayr hiicre membrani yiik depolayan bir kondansator gorevi yapar. Bu
depolanmis iyonlar ¢cok kisa bir siirede bosalmak suretiyle kapasitif akim1 meydana getiriler.
Sekil 2.11°de Whole-Cell Patch Clamp yontemi ile yapilan bir kayitta, iyonik akim ve
kapasitif akim bilesenleri goriiliiyor. Geleneksel olarak iyonik akim degerinin negatif olmasi
iyonlarin hiicre i¢ine dogru aktigini, akimin pozitif olmasi durumunda ise iyonlarin hiicre

disina dogru aktigini gosterir.
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Sekil 2.11: Whole-cell patch clamp yontemi ile yapilan bir hiicre membran akim kaydi [41].

Kapili iyon kanallarinin agik (A) ve kapali (K) olmak iizere iki olanakli durumlar1 vardir. Iyon
kanalmn kapist kapali durumda iken iyon gegisi olmaz, yani diren¢ sonsuzdur. Iyon gecisi
ancak kapmin agilmasi ile saglanir. Hiicre kapili iyon kanallar1 agma-kapama prensibi ile
calisir. Iyon kanali kapilarinin hem ‘agik kalma’® hem de ‘kapali kalma' siireleri siirekli olarak
birbirlerinden farklilik gosterir. Bu acidan bir kapili iyonik kanalda kaydedilen iyonik akim
sinyalleri Sekil 2.12°de gosterildigi gibi aperiyodiktir. Sinyalin aperiyodik olmasi, hiicre
iyonik akim sinyal analizlerinde nonlineer (dogrusal olmayan) yontemlerin kullanilmasini
gerektirir. Ornegin yontem olarak, ‘Fourier Déniisiimii® periyodik sinyallerin analizinde

kullanilir iken, ‘Dalgacik Doniisiimii’ ise aperiyodik sinyallerin analizinde kullanilir.

Kanal
‘kapah

5 pA

IZD msec Kanal

acik

Sekil 2.12: Tek bir iyon kanalindaki iyonik akim sinyali [34].

2.5. KANSERLi HUCRELERIN ELEKTRIKSEL AKTIVITESI VE 1IYON
KANALLARI

Bir organ veya dokudaki hiicrelerin biliylime ve ¢ogalma durumlar1 belli bir dongii (sikliisii)
icinde gergeklesir. Bu hiicre sikliisii ise, hiicre boliinmesi (mitoz) ve ara evre (interfaz) olarak
iki ana boliime ayrilir. Hiicre sikliisii siirecinde hasar goren hiicreler genellikle GO fazina

ayrildiktan sonra apoptosis (programli hiicre 6liimii) ile yok edilirler. Ancak, hiicre DNA
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(Deoksiribo Niikleik Asit)’sinda meydana gelen mutasyonlar sonucu bir hiicre organizmanin
denetiminden c¢ikip bagimsiz bigimde c¢ogalmaya baslayabilir. Transformasyon olarak
tanimlanan bu olay, kanserin baslangi¢ noktasini olusturur. Yani, DNA hasar1 sonucu hiicre
¢ogalmasi ile hiicre 6liimii arasindaki denge bozulur. Kontrolsiiz bir bigimde siirekli boliiniip
¢ogalan hiicreler bulundugu yerlerde tiimoérler olustururlar ve sonradan besin ihtiyaglarini
kargilamak i¢in normalde diger hiicreler icin ayrilmig bolgeleri istila ederler ve orada
Koloniler (yeni tiimérler) olustururlar. Iste, viicudun diger bélgelerine yayilarak metastaz
olusturan bu koétii huylu tiimorlere ‘kanser’ diyoruz. Genel anlamda ise kanser ile olusan

100'den fazla hastalik grubu vardir. [4, 10, 23, 42].

Kanser hiicreleri normal hiicrelere kiyasla hem yapisal hem de islevsel olarak farkli birgok
Ozellige sahiptirler. Kanser hiicreleri morfolojik olarak normal hiicrelerden farklilasirlar. Sekil
2.13’de goriildiigi gibi, normal hiicreler biiyiik sitoplazma, tek ¢ekirdek ve ince kromatin gibi
ozelliklere sahip iken, buna karsilik kanserli hiicreler kii¢iik sitoplazma, ¢ok ¢ekirdek ve kaba
kromatine sahiptirler. Normal hiicrelerin membranlari birbirine temasa basladiginda
hiicrelerin ¢ogalmasi durur. Buna karsilik kanserli hiicrelerde temas durumundan bile
hiicrelerin ¢ogalmasi devam eder ve lst-liste tabakalar olustururlar. Kanserli hiicrelerde,
glikoz taginim ve tiikketimi ¢ok yiiksektir. Diger yandan kanser hiicreleri minerallere, amino
asitlere, vitaminlere, ¢esitli besin ve faktorlerden olusan bir ortama da gereksinim duymazlar.

Kanserli hiicreler normal hiicrelere oranla daha uzun siire yasarlar. [4, 10, 23, 42].

NORMAL

KANSER

Sitoplazma
Cekirdek
Cekirdekgik

Kromatin

Biiyiik sitoplazma Az sitoplazma
Tek cekirdek Cok cekirdek
Tek cekirdekgik Cok ve biiyiik cekirdekgik
ince kromatin Kaba kromatin
Sekil 2.13: Kanser hiicreleri ile normal hiicreler arasindaki farklar.

http://www.biyolojidefteri.com/index.php/kontrolsuz-hucre-bolunmesi
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Kansere yol agan birgok sebep bulunmaktadir. Bu tezde kanserli hiicrelerin elektriksel
aktivitesini inceleyecegiz. Hiicrelerin elektriksel aktivitesi iyon kanallar1 araciligi ile
gerceklesir. Iyon kanallarmin yapisal ve islevsel bozukluklar1 hiicrenin normal elektriksel
aktivitesini degistirir (Sekil 2.14), dolayisiyla hiicrenin fizyolojik sisteminde degisikliklere
yol acar. Yapilan caligmalar, iyon kanallarinin kanserler de dahil olmak {izere bir¢ok
hastaligin gelisiminde rol oynadigim gdsterilmistir [43]. Ornegin, kanser hiicrelerinin
bliylimesi, ¢ogalmasi, gocii ve istilasinda ¢esitli iyon kanallarinin rol oynadigini ortaya koyan

caligmalar yapilmistir [44-51].

(c)
ca
NH, : *
o .' A
° °
Saghkli iyon kanali Saglikliiyon kanal Hastalikh
Acik Kapali lyon kanal

Sekil 2.14: Iyon kanallari; (a) Ca*? iyonlarinin akisina izin veren bir iyon kanali agiktir, (b) Iyonlarin
akigini sinirlayan kapali bir iyon kanali, (C) Pargalanmis alt birimler nedeniyle membrana taginmayan
kesik (hastalikli) bir iyon kanali.[52].

Iyon kanallari, gegit mekanizmalarina gore voltaj ve ligand kapili olarak iki ana kategoriye
ayrilabilir. Membran potansiyel degisiklikleri ile voltaj kapili iyon kanallart agilip kapanir.
Ligand kapili iyon kanallar ise, hiicrenin i¢inde veya disinda ligand ismi verilen protein
yapili bir sinyal molekiiliin kanala yapismasina yanit olarak acilan ya da kapanan iyon
kanallaridir. Voltaj kapili iyon kanallarin segiciligi yiiksek iken, ligand kapililar yiiksek

secicilik olmadan katyonlar1 veya anyonlari ileten kanallardir.[44, 51].

Voltaj kapili iyon kanallar1 uyarilabilir ve uyarilabilir olmayan hiicrelerin gesitli fizyolojik
siireclerinde énemli rollere sahiptirler. Iyon seciciligine gdre, voltaj kapili potasyum, voltaj
kapili sodyum ve voltaj kapili kalsiyum kanallar1 olarak {ic ana tipe ayrilir. Bu iyon
kanallarinin yapisal ve islevsel bozukluklart sonucu olarak kardiyak aritmiler, epilepsi,

hiperkalemi ve baz1 kalitsal hastaliklar gibi bir dizi hastaliklarin ortaya ¢iktigi bilinmektedir.
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Ayrica yapilan ¢aligmalarda, voltaj kapili iyon kanallarinin gesitli kanser tiirlerinin baglangici,

cogalmasi, gogii ve hayatta kalmasinda rol oynadigi gosterilmistir. [45, 51].

Voltaj Kapih Potasyum Kanallari, norotransmitter salinimi, noronal uyari,  insilin
salgilanmasi, kalp hizi, diiz kas kasilmasi, epitelyal hiicrelerde elektrolit transportu, hiicre ici
pH, sinyal iletimi, hiicre dongiisii ve apopitozis gibi cok ¢esitli siirecleri diizenleyen
kanallardir. Ayrica bazi ¢alismalar, potasyum (K*') kanal bozukluklarmin cesitli kanserli
hiicrelerin olusumunda ve gogiinde yer aldiklarini géstermektedir. [53-54]. Kanser gelisimi ile
iligkili iyi ¢alisilmis voltaj kapili potasyum kanallarindan biri, insan eter-a-go-go potasyum
(EAG1, KCNHI, Kv10.1) kanalidir. Ozellikle, EAG1'in hem hastalarda hem de hayvanlarda

timor geligimi ile iliskili oldugunu gosterilmistir. [55-58].

Voltaj Kapili Sodyum Kanallari, hzli sodyum (Na'™) girisine izin vererek membran
depolarizasyonu saglayarak uyarilabilir dokularda aksiyon potansiyelini olustururlar [59].
Ayrica potasyum kanallar1 glia, fibroblastlar, endotel hiicreleri ve T-lenfositler dahil olmak
lizere uyarilmayan hiicrelerin adezyonunda, gociinde ve ¢ogalmasinda 6nemli roller oynarlar
[60, 61]. Kanserin metastaz asamasinda sodyum kanallarin roliinii ortaya koyan bir dizi
calismalar yapildi [46, 62]. Ornegin, prostat kanseri [63, 64], meme kanseri [65, 66], lenfoma
[67], kiigiik hiicreli akciger kanseri [68], kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri [69],
mezotelyoma [70] ve rahim agzi kanseri [71] dahil olmak {izere birkag agresif karsinomda
voltaj kapili sodyum kanallarin ytliksek ekspresyon seviyeleri bulunmustur. Bu nedenle, voltaj

kapili sodyum kanallar1, metastatik kanserlerin tedavisinde 6nemli roller oynayabilir.

Voltaj Kapih Kalsiyum Kanallari, omurgali ve omurgasiz tim kaslarin depolarizasyonunda
sorumludurlar. Bircok kas, salgi hiicresi ve sinir terminallerinde kalsiyum iyon (Ca*?)
konsantrasyonunu kontrol ederler. lkincil (sekonder) haberci olduklari igin, kaslarin
kasilmasinda, endokrin hiicre ve duyusal ndronlardan transmitter saliniminda rol oynarlar [ 72-

74].

Voltaj kapili kalsiyum kanallar1 (Cav) bazi kanser hiicrelerinde bulunurlar ve kanserin
ilerlemesinde onemli bir rol oynarlar. Ornegin, insan prostat kanserinde T tipi Cav
bulunmaktadir [75]. L-tipi kalsiyum kanal1 alt birimi olan Cav 1.2 kolon kanseri hiicrelerinde
bulunmustur [76]. Cav 1.2 ekspresyonu kolon hiicrelerinin kanser hiicrelerine farklilagmasi ile

artar. Kii¢iik akciger karsinomlarinda P- ve L- tipi Cav bulundugu gosterilmektedir [77].
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Gegici Reseptor Potansiyeli (TRP) Kanallari, evrimsel olarak korunmus bir integral
membran protein sinifindan olan ligand kapili iyon kanallaridir. TRP kanallari, membran
potansiyelini veya hiicre i¢i kalsiyum (Ca*?) konsantrasyonunu degistirerek sinyal
doniistiiriicii gorevi goren bir katyonik kanal sinifidir. TRP kanallar1 acildiginda, Ca*? ve Na'?
iyonlar: hiicre igine akar. Amino asit dizi homolojisine dayanarak, memeli TRP kanallar1 7 alt
aileye ayrilabilir. Bunlar TRPA, TRPC, TRPM, TRPML, TRPN, TRPP ve TRPV'dir. [78,
79].

Ca*? hiicre dongiisii ve proliferasyonu igin temel bir diizenleyici oldugundan [80], TRP
kanallar1 bir¢ok fizyolojik siirecte dnemli roller oynar. Ek olarak, tiimor olusumu ve metastaz

dahil olmak iizere gesitli patolojik siireglerde yer aldiklari gosterilmistir [81-83].

2.6. ENTROPI VE CANLILIK

Entropi fiziksel bir kavramdir ve termodinamigin ikinci yasasi olarak bilinir. Evrende
sistemler enerji kullanarak is yaparlar. Sistemler kullandigi enerjinin tamamini ise
dontistiremezler. Ancak kullandigi enerjinin bir kismini ise, geriye kalan biiyiik kismini da 1s1
enerjisine dontistiiriirler. Bu ‘is yapma yetenegi olmayan enerji’ entropi olarak tanimlanir.
Ornegin bir motoru calistirmak igin enerji kaynagi olarak benzin kullanilir. Kullanilan
enerjinin bir kism1 motoru ¢alistirirken (yani mekanik is yaparken), geriye kalan enerji de
1stya doniisiir. Ise doniismeyen (yani motorun ¢alistirmasinda kullanilmayan) bu “6lii enerji’
motor olarak ifade edilen sistemi nispeten bozar, yani sistemin diizensizligini artirir. Bagka bir
ifadeyle, enerji-is doniisiim siireglerinde ortaya ¢ikan ‘6lii enerjinin’ yol agtigi diizensizliklere
entropi denir. Baska bir ornek iizerinde gidersek; buz, kristal bir kafes i¢inde birbirine
baglanmis su molekiillerinden olusur. Buz disaridan 1s1 enerjisini aldik¢a bu baglar kopar ve
serbest hale gelen bu su molekiilleri rastgele hareket etmeye baslarlar. Dolayisiyla buz kristali

1sindik¢a diizensizligi yani entropisi de artmaya baglar. [84-88]

Bir sistemin toplam entropisindeki degisim miktarin1 (AS) ilk olarak matematiksel tanimini

1865 yilinda Rudolf Clausius tarafindan yapildi.

_ e
AS = - (2.2)

Burada, AQ sistemin 1s1 enerjisindeki degisim miktaridir. T ise sistemin sicakligini gosterir.

Boltzmann, entropiyi sistemdeki mikro durumlarin olasilik dagilimi ile iligkili oldugunu

gosterdi. Boltzmann denklemi;
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S = kg In(W) (2.3)

Burada, ks=1.38 10"2%J/K dir, entropi Ol¢lim birimini temsil eder ve Boltzmann sabiti olarak
bilinir. W bir sistemin durum sayisi veya mikro durum sayisini ifade eder. Boltzmann
denklemi denge durumdaki bir sistemin maksimum entropisini ifade eder. Denge durumdaki
bir sitemin mikro durumlarin bulunma (veya gerceklesme) olasiliklart birbirine esittir.
Dolayisiyla bir sistemin i. mikro durumun olasiligi pi=1/W olarak yazilabilir. Bu ifade

Boltzmann denklemine (2.3) yerlestirilse;
S = kpIn() = ~kp In(p) = ~kp(In(p))) (2.4)

Dengede olmayan bir sistemin her mikro durumu farkli olasiliklara sahip olacagi icin

ortalama degeri veya beklenen degeri < In(pi)> alinirsa;

(In(p)) = X, p;iInp; (2.5)

Bu ifade (2.5) denklem (2.4)’e yerlestirilse; kesikli rastgele degiskenler i¢in Boltzmann—
Gibbs—Shannon (BGS) entropisi (2.6) elde edilir [87];

Spes(p) = —k 2%1 pi Inp; (2.6)

Burada kes=k olarak yazildi. Ciinkii bilgi teorisinde k=1 olarak alinir. Fizikte entropi bir
sistemin diizensizliginin veya rastgeleliginin bir Olcilisii iken; bilgi teorisinde entropi

belirsizligin bir olgiitii olarak kullanilir [86-88].

Ornek olarak; hiicre membran igi ve digindaki sodyum iyon (Na*) konsantrasyonlari igin
BGS etropisi hesaplansin. Burada hiicre membran i¢i ve dist olmak tizere iki durum sayisi
(W=2) vardir. Hiicre i¢i ve disinda toplamda 10 Na* olsun. Varsayalim dengesiz bir
durumunda hiicre membran diginda 7 Na®, hiicre membran i¢inde ise 3 Na* bulunsun. Hiicre

membran i¢i ve dis1 Na* iyonlarm bulunma olasiliklar: sirasiyla p; = pg,s = 7/10 ve p, =

pic = 3/10 olur. Bu dengesiz durum igin BGS entropisi hesaplanirsa;

7 7 3 3
S'pes(@) = =i pilnp; = ——In——=In== 0,610 2.7)

Hiicre membran i¢i ve disinda Na* iyon konsantrasyonlar1 birbirine esit olur ise, hiicre i¢i ve
hiicre dist Na* iyonlarin bulunma olasiliklar1 da esit olur; p; = pg,s = P2 = pic = 5/10 =

1/2 olur. Bu denge durum i¢in BGS entropisi hesaplanirsa;
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S%pes(@) = —Y% piInp; = —%ln%—%ln% = 0,693 (2.8)

Burada dengeli durumunda hesaplanan entropi dengesiz durumundakinden biiyiiktiir,
S256s(@) > S'pes(p). Bu beklenen bir durumdur, c¢iinkii denge durumunda entropi

maksimumdur.

Srnax
-~ /
A Ist Oliimi
- AS =0
Q.
2
c
LIJ "
. Saa_slanglg
0+

Y

Zaman

Sekil 2.15: Zamanin bir fonksiyonu olarak entropi. Sistem dengeye ulastigindan entropi maksimum
(Smax) olur, artik entropi degisimi (AS=0) yasanmaz. [89].

2.6.1. Hiicrenin Entropisi

Nobel odiillii Avusturyali fizik¢i Erwin Schrodinger 1944°de 'What i1s Life (Hayat Nedir)?'
isminde yayinladig: kitabinda canli organizmalarda entropi yasasinin nasil isledigi iizerinde
duruyordu. Canli hiicreler biiyiiyerek ve karmagik organizmalar olusturarak diizen olusturuyor
ve bu nedenle termodinamigin ikinci yasasina meydan okuyor gibi goriinebilir. Bu nasil
miimkiin olabilir? Erwin Schrodinger gore; kapali bir sisteme disaridan enerji verilmedigi
slirece entropi siirekli artar veya sabit kalabilir, ancak hiicreler agik sistemlerdir ve ¢evresinde
besin seklinde veya gilinesten fotonlar olarak enerji alirlar. Daha sonra bu enerjiyi kendi i¢inde
diizen olusturmak i¢in kullanirlar. Canli organizmalarin entropisi g¢evresine goére daha
diisiiktiir ve hayatta kalabilmek i¢in disaridan enerji kullanarak diisiik entropi durumlarinm
korurlar. Ciinkii entropisi yiliksek bir denge durumunda yasamin ortaya ¢ikmasi ve canli

organizmalarin yagsamlarini siirdiirmeleri miimkiin degildir. [90, 91].

Sekil 2.16°de evrenin geri kalanini temsil eden bir madde denizi ile gevrili bir hiicre tasvir
edilmis. Hiicre yasayip biiylidiik¢e i¢ diizeni olusturur. Ancak molekiilleri sentezlerken ve
onlar1 hiicre yapilarinda birlestirirken siirekli olarak 1s1 enerjisi yayar. Is1, en diizensiz haliyle,

molekiillerin rastgele itisip kakistigini saglayan enerjidir. Hiicre madde denize 1s1 verdiginde,
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oradaki molekiiler hareketlerini arttirirlar, bodylece madde denizin rastgeleligini veya
diizensizligini arttirir. Sonug olarak, hiicrenin entropisi azalirken buna karsilik madde denizi
olarak ifade ettigimiz ¢evrenin entropisi de artar. Hiicre ve ¢evrede olusan evrenin entropisi

toplamda artacagi i¢in termodinamigin ikinci yasasinin gerektirdigi gibi isler.[4].

Madde denizi  Hiicre
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Sekil 2.16: Canli bir hiicrenin basit bir termodinamik analizi._Soldaki diyagramda hem hiicrenin hem
de evrenin geri kalaninin (madde denizi) molekiilleri nispeten diizensiz bir halde gdsterilmistir.
Sagdaki semada hiicre, besin molekiillerinden enerji almis ve hiicrenin igerdigi molekiilleri diizenleyen
reaksiyonlarla 1s1 aciga ¢ikarmistir. Serbest birakilan 1s1, hiicrenin etrafindaki ortamdaki diizensizligi
arttirir (puriizlii oklar ve c¢arpik molekiiller ile gosterilir, 1sinin neden oldugu artan molekiiler
hareketlere isaret eder). Sonug olarak, termodinamigin, evrendeki diizensizlik miktarinin her zaman
artmasi gerektigini sdyleyen ikinci yasasi, hiicre biiyiidiikge ve boliindiikge yerine getirilir. [4].

2.7. BIYOLOJIiK SIiSTEMLER iCiN DOGRUSAL OLMAYAN ANALiZ
YONTEMLERI

Dinamik sistemleri lineer (dogrusal) ve nonlineer (dogrusal olmayan) sistemler olarak ikiye
ayrilabilir. Bir sisteme uygulanan herhangi bir etki sistem iizerinde diizenli degisimlere yol
aciyor ise sistem lineerdir (dogrusaldir); eger bu etkilere karsi sistemdeki degisimler
diizensizlik gdsteriyor ise sistem nonlineerdir (dogrusal degildir). Ozellikle 1980’leden sonra,
dogrusal olmayan dinamik sistemleri diizenli sistemlere indirgemeden, sistemi oldugu gibi
¢ozmek amaciyla yeni bircok yontemler ileri siiriildii ve bu yontemler giderek artmaktadir.
Biz bu yeni paradigmaya ‘dogrusal olmayan bilim (nonlinear science)’ diyoruz. Dogrusal
olmayan yontemler ¢ok cesitlidir, ama bunlari ‘Modelleme Yontemleri [92]” (Dynamical
systems modeling, Computational modeling, Agent based modeling, Network modeling, vb.)

ve ‘Zaman Serisi Analiz Yontemleri [93, 94]° (Phase space reconstruction, Recurrence
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quantification analysis, Fractal and multifractal methods, Lyapunov exponent, Entropy. vb)

olarak iki ana baslik altinda toplayabiliriz. [95].

Biyolojik sistemler agik sistemlerdir, yani g¢evresiyle siirekli olarak bir iletisim halindedir.
Ancak fiziksel bir sistem gibi yalitilip iizerinde deney yapilamaz. Ornegin fiziksel bir
sistemde, bir kabin icindeki gazin hacmini sabit tutarak sicakliga bagli olarak gaz
molekiillerin hareketleri incelenebilir. Bu indirgemeci yaklasim biyolojik sistemlere
uygulanamaz. Ciinkii biyolojik sistemlerin karmasik yapilarindan dolayi bir parametrenin
degisimi bile sistemde ongoriilemez davranislara yol agabilir. Gliniimiizde, teknik cihazlar ile
biyolojik sistemlerden her tiirli kayit alinabilir. Bu kayitlarin dogrusal olmayan analizi
bilgisayar araci ile yapiliyor. Bundan dolayi, dogrusal olmayan yontemler ile biyolojik

sistemleri analiz etmek giderek daha fazla kabul gormektedir [96-100].

Biyofizik, en basit ifade ile fiziksel ilke ve yontemlerin biyolojik sistemlere uygulandigi bir
bilim alamdir. Indirgemeci diisiinme tarzi ile biyofizik alaninda da birgok gelismeler sagland.
Genelde biyolojik sistemlerin analizinde 'dogrusal istatistiksel yontemler' yaygin olarak
kullanilmaktadir. Biyolojik sistemlerden elde edilen verilerin Gauss normal dagilimina
uydugu varsayilarak ozet istatistikler (ortalama, varyans, dogrusal kovaryans iliskileri, frekans
bilesenleri) kullanilmaktadir. Yani zamansal degisimleri géz ard1 ederek, elde edilen ortalama
degerler {izerinde Kkarsilagtirmalar yapilir. Ancak, biyolojik sistemler Gauss normal
dagilimdan ziyade ‘q- Gauss dagilim istatistigine [101, 102]” sahipler. Bundan dolayi, biyoloji
gibi karmasik sistemlerin dinamigini ve i¢ siireglerdeki degisimleri analiz etmek i¢in dogrusal

olmayan yontemler kullanilmalidir veya buna doniik yeni yontemlerin gelistirilmesi gerekir.
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3. YONTEM

Bu bolimde, Whole-Cell Patch Clamp teknigi ille kaydedilen hiicre membran akim
sinyallerin analizinde kullanilacak ‘dogrusal olmayan analiz ydntemleri’ tanitilacaktir.
Dalgacik doniisiimiine dayali olarak gelistirilen ‘skalogram entropi’, ‘pencereli skalogram
entropi (windowed scalogram entropy)’ ve ‘pencereli 6l¢ek indeksi (windowed scale index)’
ile ‘sample (6rnek) entropi’ ve ‘Lyapunov iistelleri’ yontemleri ele alinacaktir. Ayrica, "Patch

Clamp Deney Protokolii' de anlatilacaktir.
3.1. DALGACIK DONUSUMUN TEMEL KAVRAMLARI

Dalgacik doniisiimii hem periyodik (duragan) hem de aperiyodik (duragan olmayan)
sinyallerin analizinde kullanilan dogrusal olmayan (nonlineer) bir yontemdir [103]. Buna
karsilik, Fourier doniisiimii sadece duragan yani periyodik sinyallerin analizinde kullanilan
dogrusal (lineer) bir yontemdir.

Bir dalgacik fonksiyonu ¢ sembolii ile gosterilir. ’nin dalgacik fonksiyonu olmasi icin,
L?(R) uzaymda dalgacik fonksiyonun ortalamasi sifir ( f_+;o Y (t)dt = 0) ve normalizasyonu

ise bire (||y|| = 1) esit olmalidir. Dalgacik fonksiyonu asagidaki gibi yazilabilir [103, 104];

i) == (=2%) 3.1)

Burada j, k € Z. (3.1) ifadeyi s ile dlgeklendirip u parametresi ile doniistiirerek bir zaman —

frekans atomlar1 sozIigii elde edilir:

1, (t-
Py () = \/—Etp (Tu) , UER,s >0 (3.2)
Bu zaman—frekans atomlarin normalizasyonu bire esit olur, ||1/)u‘5|| = 1. Burada s genisletip
daraltilabilen bir o6l¢eklendirme parametresidir. Yiiksek frekanslarin incelemesinde s
parametresi kiictiltiiliir, diisiik frekanslarda ise s parametresi biiyiitiiliir. u zaman Oteleme

parametresidir, zaman boyunca dalgacik penceresinin yerini gosterir.

f(t) € L>(R) olan bir sinyal veya bir zaman serisini temsil etsin. Verilen zaman ve 6lgekte

f(t) sinyalin siirekli dalgacik doniisiimii (continuous wavelet transform: CWT) alinirsa;
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WEws) = {f, dus) = [ o f(E)y o (£)dt (3.3)

Denklem (3.3) ifadesi s 6lgegine ve u zaman konumuna karsilik gelen £ (t) sinyalin frekans
ayrintilarim1 verir. Skalogram ise bir sinyalin s o6l¢eginde elde edilen siirekli dalgacik
doniisiimiin enerjisini ifade eder. Olgege bagh olarak f(t) sinyalin skalogrami asagidaki gibi

tanimlanir [103, 104];

o 1/2
S = IWf @)l = (2 IWf ) du) (34)
Pratik ugulamada, I = [a; b] gibi belirli bir zaman araliginda smirlandirilmig bir f sinyalin
skalogrami (3.4) ‘inner skalogam’ olarak yeniden tanimlanirsa;

smner(s) = |[Wfw, )l = (fd(s)|Wf(u, s)|? du)l/2 (3.5)

Cc

Burada, dalgacik fonksiyonu i, s tim u € J(s)’leri desteklendigi i¢in, /’daki maksimum alt
aralik J(s) = [c(s),d(s)] €1 ile temsil edilir. J(s) fonksiyonunun g¢ok kiigciik veya bos
olmamasi i¢in I zaman aralig1 yeterince biiyiik olmalidir, yani b — a > sl, burada [, ¥ 'nin

desteginin uzunlugudur. [104].
3.2. DALGACIK DONUSUMUNE DAYALI ENTROPi HESAPLAMA TEKNIiGi

Entropi, sistemler i¢in belirli bir sicakliktaki enerji dagilimlarinin istatistiksel bir 6l¢iisiinii
verir. Bu nedenle, entropi 6l¢iilerinin hesaplanmasinin ana konsepti (2.6) olasilik dagilimina
dayanmaktadir. Bir entropi Olgilisiiniin performansi, dinamik sistemlerin Olgiilebilir
stireclerinde elde edilen zaman serilerinin olasilik dagilimimin dogru ¢ikartilmasina baghdir
[105]. inner skalogram (3.5), tiim &lgeklerin (veya frekanslarin) sinyalin toplam enerjisine
katkilarini tespit eder [104]. Buna dayanarak zaman serilerin olasilik dagilimlar1 dogru bir

sekilde elde edilebilir.
3.2.1. Skalogram Entropi

Skalogram Entropi [106] ile bir zaman serisinin ortalama entropi degeri hesaplanir. Burada
once inner skalogrami (3.5) normalize edilir. Clinkii inner skalogram zamana bagli olarak tim
Olgeklerde (veya frekanslarda) sinyalin toplam enerjisine katkilarini tespit eder. Bundan
dolay1, oOlgekleri karsilastirabilmek i¢in zaman {izerinde 6l¢eklerin normalizasyonu yapilir.

Boylelikle 6l¢eklerin zaman bilgisi ortadan kalkar. [104].
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Sinner (s)

STinner (S) — T
(d(s)—c(s))2

(3.6)

Sinyalin farkli 6lgeklerdeki ortalama enerji yogunluklari, normalize edilmis inner skalogram
(3.6) ile hesaplanir. Boylelikle, tiim s degerleri i¢in enerji dagilimi elde edilir. Bu nedenle,
[so,51] ayrik dlgek araliginda bir f sinyalinin (veya zaman serisinin) normalize edilmis inner

skalograminin olasilik dagilim1 su sekilde tanimlanabilir [106]:

§inner (S)

Pi = Ps = 551 —simer(s) 3.7)

Yani olasihik dagilimi, her bir S (s)’yi toplam enerjiye bélerek elde edilir. Bu olasilik

dagilimlarin toplami bire esit olur.

S1

s Ps =1 (3.8)

BGS entropisi (2.6), denklem (3.7)'daki olasilik dagilimi ile hesaplanir, ayn1 zamanda ayrik
BGS entropisi su sekilde de tanimlanabilir [106]:

Spes(p) = —k Z?:so Psinps (3.9)
3.2.2. Pencereli Skalogram Entropi

Normalize edilmis inner skalogram kullanilarak hesaplanan BGS entropisi (3.9) yalnizca tiim
zaman serisinin ortalama entropi degerini verir [106]. Ancak, dogrusal olmayan dinamik
siirecler, davranislarinin 6nemli 6l¢iide degistigi farkli asamalardan gecebilir ve bu nedenle
entropileri zaman icinde sabit olmayabilir. Bu durumlar i¢in, davranislari zamanla 6nemli
Olciide degisen bir zaman serisinin entropisindeki zamansal degisimlerini 6lgmek ig¢in

‘pencereli skalogram entropi (windowed scalogram entropy)’[6] yontemi kullanilir. Bu

yontem pencereli skalograma (windowed scalogram) [107] dayalidir.
Denklem (3.4)’den, [to,t;] gibi Ozel bir zaman araligi igin pencereli skalogram [107]

asagidaki gibi tanimlanabilir;

Sito 2] (S) = (ftfj (W (u,s) Izdu)l/2 (3.10)

Burada, T = t; — ty, zaman yarigapt olarak tanimlanir. T zaman yarigap1 ile t zamaninda

merkezlenmis bir f zaman serisinin pencereli skalogrami asagidaki gibi tanimlanir [8, 107];
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Wse(t,5) = ([ W) du)” (3.11)

Pencereli skalogram (3.11) sadece [t — 7,t + T] sonlu bir zaman aralig1 ile sinirlandirilmis
olan skalogram (3.4)'dir. Diger bir ifadeyle, verilen Ol¢ekler i¢in bir sinyalin ‘normalize
edilmis pencereli skalogramlarini’ ifade eder. Teknik olarak, 6nce T zaman yarigapi ile
merkezlesmis zaman penceresi belirlenir, sonra At kadar zamani artiglar ile elde edilmis

zaman pencereleri kullanarak pencereli skalogram (3.11) hesaplanur. [8, 107].

Denklem (3.11)'de, her olgekte (s) ve her zaman (t) penceresinde ele edilen WS, (¢, s)'nin
ayrik ¢oziimleri bir matrisi olusturur. t pencereleri merkezleyerek WS, (t, s) hesaplanmasinda
kullanilan merkezi zaman vektoridiir. s Olgeklerin vektoriidiir. T pencereler i¢in zaman

yarigapidir.

Normalize edilmis pencereli skalogram, her bir zaman penceresi i¢in zaman serisinin frekans
bilesenlerine karsilik gelen tiim 6l¢eklerin enerji dagilimini verir. Buna gore, [so, s;] 0lgek

araliginda bir f zaman sersinin enerji dagilimlarinin olasiliklar asagidaki gibi tanimlanabilir
[6];

WSz (t,s)

Zj; WS(t,s) (3.12)

Dsc ® =

Burada, bir zaman penceresi igin her 6lgekteki olasilik dagilimi (3.12), WS, (t, s)'nin zaman
penceresinin toplam enerjisine boliinmesiyle elde edilir. Bir zaman penceresindeki (3.12)

olasilik dagilimlarin toplami bire esit olmalidir.
Yaps(t) =1 (3.13)

Denklem (2.6) ve denklem (3.12)'den hareketle, her zaman penceresi i¢in BGS entropisi

asagidaki gibi tanimlanabilir [6].

WS®)es = —k X5} Ps,2 () Inpg . (6) (3.14)

Bir dinamik sisteme ait zamana bagli entropi degisimlerini bu yontem (3.14) ile dlgiilebilir.

3.2.3. Pencereli Ol¢ek indeksi

Pencereli 6l¢ek indeksi [8], zamana bagli olarak bir sinyalin aperiyodik durumunu [0,1]
araliginda derecelendirir. Buna gore periyodik sinyallerin 6l¢ek indeksi sifira ¢ok yakin olur,
Olcek indeksi sifirdan uzaklastik¢a sinyalin aperiyodik derecesi artar. Pencereli 6l¢ek indeksi

pencereli skalograma (3.11) dayali gelistirilen bir yontemdir.
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T zaman yarigapl ile t zamanda merkezlenmis ve [sy,s;] Olgek araligindaki bir zaman
serisinin pencereli ol¢ek indeksi asagidaki gibi tanimlanir [8];

WSz(t,Smin) (3 15)

Wlscale,T(t) = WS (t,Smax)

Burada, tim s € [sg,s1] i¢cin WS.(t,s) < WS,(t, Smax) Olacak sekilde s,,4, en kiiciik
Olgektir. TUm S € [S;qx, 251] i¢in WS, (t, Spmin) < WS, (t,s) kosulunu saglayacak sekilde
Smin €n kiiclik olgektir. Pencereli 6lgek indeksi O ile 1 arasinda degisir. Ve T zaman yarigapi

ile belirli bir t zamaninin komsulugundaki sinyalin aperiyodikligi hakkinda bilgi saglar [8].
3.3. SAMPLE (ORNEK) ENTROPI

JS Richman ve JR Moorman ‘yaklasik entropi (approximate entropy)’ yOnteminin
yetersizliklerini gidermek amaciyla ‘Grnek entropi (sample entropy)’ yontemini 6nerdiler [7].
Sample Entropi (SampEn), canli organizmalarin dlgiilebilir siire¢lerde kaydedilen fizyolojik
zaman serilerinin karmasiklig1 ve diizensizligi nicel olarak 6l¢mek amaciyla kullanilan bir
yontemdir [108, 109]. Istatistik olarak SampEn(m,r,N) ii¢c parametreye baglidir. Burada, m
karsilastirilan her veri bolimiiniin uzunlugudur, r benzerlik 6l¢isiidiir ve N verilerin tam
uzunlugudur. SampEn, m noktasina yakin ayni uzunlukta A ve B gibi iki veri noktasi
kiimesinin kosullu olasiligin negatif dogal logaritmasi olarak tanimlanir. Bundan dolayi,
SampEn, zaman serilerindeki 6z-benzerlik diizeyini olger. SampEn, cogunlukla veri
uzunlugundan etkilenmez ve EEG (Elektroensefalografi) gibi duragan olmayan zaman

serilerinde etkilidir [7].

SampEn hesaplamasi i¢in, birbiriyle eslesen r toleransi icindeki nokta dizileri higbir eslesme
elde edilemeden gergeklestirilir. Ayn1 zamanda, m'den r'ye kadar tiim uzunluklar i¢in sablon

eslesmelerinin sayis1t A ve B'ye kaydedilir. SampEn asagidaki gibi formiile edilir:
SampEn (m,r,N) = —In (g) (3.16)

Burada, m yerlestirme boyutudur; r toleransi yani benzerlik 6lgiisii genelde zaman serisinin
standart sapmasini (std) 0.2 ile ¢apilarak bulunur, 0.2*std. N ise zaman serisinin veri sayisidir
A ve B su sekilde ifade edilir;

4= {Em2XEmY gy, B = {2 gy (3.17)
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Burada, A™(r) m+1 nokta verileri i¢in iki dizinin eslesme olasiligini temsil eder. B™(r) ise m

nokta i¢in iki diziyi eslestirme olasiligini temsil eder.
3.4.EN BUYUK LYAPUNOV USTELLERI

Lyapunov tstelleri teknik olarak, bir sistemin faz uzayinda baslangicta sonsuz derecede yakin
olan yoriingelerin zamanla birbirlerinden ayrilma oranini (veya uzaklagma hizini) 6l¢er. Bu
ayni zamanda, kaotik sistemlerin en temel Ozelligi olan ‘baslangi¢ kosullarmma olan
duyarliligin’ matematiksel bir dl¢iistidiir. En biiylik Lyaponov iistelli (A>0) sifirdan biiyiikse
dinamik sistem kaotik 6zellige sahiptir, yani silire¢ i¢inde sistemin davranislarini 6nceden
tahmin etmek ¢ok zordur. En biiyiilk Lyaponov iistelli (A<0) sifirdan kiigiik ise sistem
periyodiktir, yani dogrusal bir sistemdir ve sistemin davranislari 6nceden tahmin edilir. Eger
en biiyilk Lyaponov {stelli (A=0) sifira ¢ok yakin ise dinamik sistem ‘kaos sirtr’

asamasindadir, yani periyodik durumdan kaotik duruma gegis asamasindadir.[110, 111].

Deneysel olarak dinamik sistemlerin oOl¢iilebilir siire¢lerinde kaydedilmis ayrik zaman
serilerin (X;,i = 0,1,2, ...,n) ‘En Biiyiik Lyaponov Ustellini’ hesaplamak icin genelde ‘Wolf
Algoritmast [9]” kullanilir. Burada, faz uzay1 yeniden olusturma teknigi kullanarak ayrik
Olclimlerden elde edilen birinci derece tiirevlerin mutlak degerlerinin dogal logaritmalarin
ortalamasi alinarak ‘en liylik Lyaponov tistelli” hesaplanir. Matematiksel olarak agsagidaki gibi

ifade edilir;
A= lim =3 nl £ (X,)| (3.18)
3.5. PATCH CLAMP DENEY PROTOKOLU

3.5.1. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirli, deneylerde kullanilmak tizere laboratuvar (invitro) ortamindan hazirlanan 6zel
kosullar altinda primer kiiltiirler veya hiicre hatlar1 teknigini kullanarak hiicrelerin
yetistirilmesi olayidir. Bu calismada kullanilan hiicre hatlar1 ticari olarak satin alindi. Bu
nedenle ¢alismak i¢in etik kurul iznine gerek duyulmadi. Tiimor hiicresi olarak insan Meme
Kanseri Hiicre Hatti (MCF-7: Michigan Cancer Foundation-7) ve normal hiicre olarak da
insan Retinal Pigment Epitelyum (ARPE-19) hiicre hatt1 kullanildi.

MCF-7 flizerinde ilag uygulanmasi yapilmadi. Normal ARPE-19 hiicre hatt1 tizerinde SiO:

nano pargaciklari uygulandi. Ticari olarak satin alinan SiO2 nano parcaciklari (Sigma Aldrich,
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katalog no: 637246, S Louis, MO, ABD) iireticinin katalog bilgisine gore %99,5 saflikta ve
toz halindeydi. Pacaciklarin yiizey alanlar1 590-690 m?%/g, boyutlar1 ise 5-15 nm araligindayd.
[112]. Bu calismada, ger¢ek zamanli hiicre analiz sistemi ile elde edilen hiicre indeks
degerlerine gore SiO2 nano pargaciklarinin konsantrasyonu 50 ve 100 pg/mL olarak

belirlendi.
3.5.2. Patch Clamp Kaydi

MCF-7 hiicre zar1 tlizerindeki sadece tim EAGI1 (ether-a-go-go 1) potasyum iyon
kanallarindan gecen akimlar1 kaydetmek i¢in ‘whole cell patch-clamp’ teknigi kullanildi
[113]. Hiicrelerden iyon akim sinyallerini saglikli bir bigimde kaydetmek igin 144 mM NaCl,
5.4 mM KCI, 1 mM MgClz, 2.5 mM CaClz, 5 mM HEPES ve 5.6 mM D-glukoz olusan bir
banyo ¢ozeltisi hazirlandi. 5 mM NaCl, 145 mM KCl, 5 mM EGTA, 2 mM MgClz, 1 mM
CaCl, ve 10 mM HEPES ile hazirlanan ¢dzelti ise cam pipetlerin igine dolduruldu. Hiicrenin
ve EAGI potasyum iyon kanalinin iletkenlik karekterinden dolayr ‘kenetleme protokolii
(Sekil 2.10)* uyguland1 [5, 23]. Protokolde baslangi¢c potansiyeli -175 mV olarak se¢ildi,
belirli bir siire icinde belirlenen potansiyel altinda akim kaydi alindikdan sonra potansiyel
degeri artirarak +95 mV ulasana kadar islemler 13 defa tekrarlandi. Burada sadece 1-10 GQ

araliginda miihiirleme direncine sahip hiicrelerden alinan kayitlar1 degerlendirmeye alindu.

ARPE-19 hiicre zar iizerindeki tim TRP (Transient Receptor Potential) iyon kanallarin
akimlarin1 kaydetmek i¢in de ‘whole cell patch-clamp’ teknigi kullanildi [113]. Hiicrelerden
iyon akim sinyallerini saglikli bir bigimde kaydetmek i¢in 130 mM NaCl, 2 mM MgClz, 5
mM CsCl, 2 mM CaCl,, 10 mM HEPES ve 5 mM glukozdan olusan bir banyo ¢ozeltisi
hazirlandi, (Cozeltinin pH'1 NaOH ile 7.3'e ayarland1). 140 mM CsCl, 2.5 mM EGTA, 2 mM
MgCI2, 1 mM CaCl2, ve 10 mM HEPES ile hazirlanan ¢6zelti ise cam pipetlerin igine
dolduruldu, (Cozeltinin pH'1 CsOH ile 7.3'e ayarlandi). Hiicrenin ve TRP iyon kanalinin
iletkenlik karekterinden dolayr ‘rampa potansiyel protokoli’ uygulandi [114]. Rampa
potansiyeli protokolii, es zamanli araliklar ile voltaj degerini degistirerek hiicrenin uyarilmasi
durumudur. Burada da hiicre ve pipet arasinda 1-10 GQ sizdirmazlik direnci elde edildikten
sonra, membran potansiyeli -40 mV'a kenetlendi. Sekil 3.1’de gosterildigi gibi, 1000 ms'lik
stiresi iginde, c¢ok kii¢iik zaman aralifinda diizenli olarak artan rampa potansiyeli -140
mV'dan +60 mV’a kadar yiikseltilerek akim kaydi yapildi. Bu islemler ARPE-19 hiicre
hattina uygulanan SiO2 nano parcaciklarinin 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlari i¢in de
tekrarlandu.
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+60 mV

-140 mV -140 mV
< 1000 ms

L

Sekil 3.1: 1000 ms boyunca -140 mV’dan +60 mV’a kadar yiikseltilen rampa potansiyelin sematik
sekli.

Kullandigimiz hiicre membran akim kayitlari Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik

Anabilim Dali Laboratuvarindan yapild: (Sekil 3.2).

Sekil 3.2: Hiicre membran akim kayitlarin alindign Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik
Anabilim Dali Laboratuvari ve patch-clamp kayit teknik ekipmanlari
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4. BULGULAR

Bu c¢aligmada kullanilan, timor hiicresi olarak 5 tane MCF-7, kontrol grubu i¢in 3 tane
normal ARPE-19 ve SiO nano pargaciklarinin uygulandigi 4 tane ARPE-19 hiicrelerin kayit
numaralart Tablo 4.1°de gosteridi.

Tablo 4.1: MCF-7’deki EAG1 potasyum ve ARPE-19’daki TRP iyon akim sinyallerin kayit
numaralari

Hﬁcres(;;lllg)l lart ve Kayit No Kayi1t Protokolii Kayit Teknigi
22122004
22122005 . )
MCE-7 Hiicreleri 22122006 Vo'tﬁjil;gnrf]%?ni‘;gr&t\‘ﬁ‘ﬂ“
22122008 !
22122009
208070040 Whole Cell
Kontrol Gribu 208070160 Patch-Clamp
ARPE-L8 208110680
50 ng/mL SiO; 208121090 Rampa voltaj protokoli
ARPE-19 208123630 [-140 mV, +60 mV]
100 pg/mL SiO; 208120110
ARPE-19 208120350

4.1. Tiimor Hiicresi Olarak MCF-7°de Elde Edilen Sonuclar
MCF-7 hiicre zarn tizerindeki EAG1 potasyum iyon kanallarindan gecen akim sinyallerini
‘whole cell patch-clamp’ teknigi kullanarak kayit yapildi. Sekil 4.1.1(b), 3(b), 5(b), 7(b) ve
9(b)’de gosterildigi gibi; hiicre kayitlarinda ‘kenetleme protokolii” uygulandi. Deneyde -175
mV ile +95 mV araliginda belli voltaj artislar1 ile hiicreler uyarildi. Sekil 4.1.1(a), 3(a), 5(a),
7(a) ve 9(a)’da gosterildigi gibi; 175, -152, -130, -107, -85, -63, -40, -18, 5, 27, 50, 72 ve 95
mV voltaj degerleri altinda EAG1 potasyum iyon akim degisimlerinin kayitlar1 alindi. Burada
her hiicre i¢in 13 akim zaman serisi olusturuldu. Her bir zaman serisi i¢in bir hesaplama

yapildi.

Sekil 4.1.1(c), 3(¢c), 5(c), 7(c) ve 9(c)’de ¢izilen dogru denklemlerin egiminden MCF-7’deki
EAGI1 potasyum iyon kanallarinin elektriksel iletkenlikleri ve 1=0’daki denge potansiyelleri
hesaplandi.
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‘Lyapunov iisteli’ ve ‘Ornek entropiyi’ hesaplamak icin 0.7-0.725 saniye araligindaki (501
data) kayitlar kullanildi. Voltaja gore Lyapunov {iisteli ve entropi degisimlerini gdsteren
grafikler ¢izildi. Uygulanan voltaj-kenetleme protokoliine gore; Sekil 4.1.2(a), 4(a), 6(a), 8(a)
ve 10(a) hesaplanan EAG1 potasyum iyon akimlarinin en biiyilk Lyapunov steli
spektrumlarini1  gosteriyor. Sekil 4.1.2(b), 4(b), 6(b), 8(b) ve 10(b) hesaplanan EAG1

potasyum iyon akimlarinin 6rnek entropi spektrumlarini gosteriyor.

Hiicre zar akim sinyallerin (veya zaman serilerinin) ‘normalize skalogram’larin1 hesaplamak
icin 0.7-0.8 saniye araligindaki (2001 data) kayitlart kullandik. Burada, 'Morlet' dalgacik
fonksiyonu sectik ve 6lgek araligini da So=1 ve s1=321 olarak ayarladik. Elde edilen normaize
skalogramlarin sonuglarindan ‘skalogram entropisi (3.9)° ve °‘Olgek indeksi’ degerleri
hesaplandi. Uygulanan voltaj-kenetleme protokoliine gore; Sekil 4.1.2(c), 4(c), 6(c), 8(c) ve
10(c) hesaplanan EAG1 potasyum iyon akimlarinin skalogram entropi spektrumlarini
gosteriyor. Sekil 4.1.2(d), 4(d), 6(d), 8(d) ve 10(d) hesaplanan EAG1 potasyum iyon

akimlarinin 6l¢ek indeksi spektrumunlarini gosteriyor.
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Kayit No:22122004
MCF7 deki EAG1 Potasyum iyon Kanallarin Akim Sinyalleri
F" v : ‘ﬂh' u"il rr'/ ; '/"".'u\ﬂ' A :

(
A‘v\‘. B AN e o SV NS O b APl N DI 3 NI it SN N N Ko
L T o v B L e el

Im (pA)

055 06 065 07 075 08 08 09 095 1

Zaman (s)
MCF7 Hiicreye Uygulanan Voltaj-Kenetleme Protokolii

200 T
Z I o o o G i o
S At (b)
£ »f\,-—{.l:kf««\f-«\-—«?;t-«‘;’-- ——————————————
= T =

_200 Ty l—— il 1 = —l"_ f _—‘l i l._ l_— _l _ _ -—l—‘ G —T

0.55 06 0.65 0.7 0.75 08 085 09 0.95 1
Zaman (s) )
MCF7deki EAG1 Potasyum lyon Kanallin lletkenligi

600 T T T T T
< *  Im Akimlarinin Maksimum Degerleri
g 400t I(V)=2.83V+131.32 A i
E 200 .
£ (c)
g 0 i
B
© -200 1
=

-400 : :

-150 -100 -50 0 50 100
Vm (mV)

Sekil 4.1.1: (a) Whole cell patch-clamp kayit teknigi ile meme kanseri hiicre hattt (MCF-7) zarindaki
EAGI1 potasyum iyon kanallarindan kaydedilen akim sinyalleri. (b) -175 mV’dan belli araliklarla
yiikselterek +95 mV kadar uygulanan voltaj-kenetleme protokolii. (¢) MCF-7deki EAG1 potasyum
iyon kanallarmm iletkenligini hesaplamak igin ¢izilen dogru; iletkenlik=0=2.83 nS=2830 pS.
[=0"daki denge potansiyeli -46.40 mV.
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MCF7 Kayit No:22122004

EAG1 Potasyum Kanali Aklm Smyallermm En Buyuk Lyapunov Ustelll Spektrumu
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Sekil 4.1.2: Uygulanan voltaj-kenetleme protokoliine gore MCF-7’deki EAG1 potasyum iyon
kanallarindan kaydedilen akim sinyalleri; (a) ‘En Biiyiik Lyapunov Usteli’ spektrumu. Lyapunov
tisteli spektrumu, voltaja gore kaydedilen akim sinyallerinin kaotiklik derecelerini gosterir. (b) ‘Ornek
spektrumu. Entropi spektrumu, voltaja gore akim
sinyallerinin karmasiklik ve diizensizlik 6lgiisiinii verir. Maksimum entropi=5.771 (d) ‘Olgek indeksi’
spektrumu. Olgek indeksi spektrumu, voltaja gore akim sinyallerinin aperiyodiklik derecelerini

Entropi’

gosterir.

spektrumu. (c) ‘Skalogram Entropi’
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Kayit No:22122005

MCF7 deki EAG1 Potasyum iyon Kanallann Akim Sinyalleri
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Sekil 4.1.3: (a) Whole cell patch-clamp kayit teknigi ile meme kanseri hiicre hattt (MCF-7) zarindaki
EAGI1 potasyum iyon kanallarindan kaydedilen akim sinyalleri. (b) -175 mV’dan belli araliklarla
yiikselterek +95 mV kadar uygulanan voltaj-kenetleme protokolii. (¢) MCF-7’deki EAG1 potasyum
iyon kanallarmm iletkenligini hesaplamak i¢in ¢izilen dogru; iletkenlik=0=2.66 NnS=2660 pS.

[=0"daki denge potansiyeli -47.85 mV.
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MCF7 Kayit No:22122005
EAG1 Potasyum Kanali Aklm Smyallermm En Buyuk Lyapunov Ustelll Spektrumu
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Sekil 4.1.4: Uygulanan voltaj-kenetleme protokoliine gore MCF-7’deki EAG1 potasyum iyon
kanallarindan kaydedilen akim sinyalleri; (a) ‘En Biiyiikk Lyapunov Usteli’ spektrumu. Lyapunov
iisteli spektrumu, voltaja gore kaydedilen akim sinyallerinin kaotiklik derecelerini gosterir. (b) ‘Ornek
Entropi’ spektrumu. (¢) ‘Skalogram Entropi’ spektrumu. Entropi spektrumu, voltaja gére akim
sinyallerinin karmasiklik ve diizensizlik 6lgiisiinii verir. Maksimum entropi=5.771 (d) ‘Olgek indeksi’
spektrumu. Olgek indeksi spektrumu, voltaja gore akim sinyallerinin aperiyodiklik derecelerini

gosterir.
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Kayit No:22122006
MCF7 deki EAG1 Potasyum iyon Kanallann Akim Sinyalleri
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Sekil 4.1.5: (a) Whole cell patch-clamp kayit teknigi ile meme kanseri hiicre hattt (MCF-7) zarindaki
EAGI1 potasyum iyon kanallarindan kaydedilen akim sinyalleri. (b) -175 mV’dan belli araliklarla
yiikselterek +95 mV kadar uygulanan voltaj-kenetleme protokolii. (¢) MCF-7deki EAG1 potasyum
iyon kanallarmm iletkenligini hesaplamak igin ¢izilen dogru; iletkenlik=06=2.58 nS=2580 pS.
[=0"daki denge potansiyeli -46.44 mV.



38

MCF7 Kayit No:22122006
E?SM Potasyum Kanali Akim Sinyallerinin En Biiyiik Lyapunov Ustelli Spektrumu
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Sekil 4.1.6: Uygulanan voltaj-kenetleme protokoliine gore MCF-7’deki EAG1 potasyum iyon
kanallarindan kaydedilen akim sinyalleri; () ‘En Biiyiik Lyapunov Usteli’ spektrumu. Lyapunov
iisteli spektrumu, voltaja gore kaydedilen akim sinyallerinin kaotiklik derecelerini gosterir. (b) ‘Ornek
Entropi’ spektrumu. (¢) ‘Skalogram Entropi’ spektrumu. Entropi spektrumu, voltaja gore akim
sinyallerinin karmagiklik ve diizensizlik 6l¢iisiinii verir. Maksimum entropi=5.771 (d) ‘Olgek Indeksi’
spektrumu. Olgek indeksi spektrumu, voltaja gdre akim sinyallerinin aperiyodiklik derecelerini
gosterir.
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Kayit No:22122008
MCF7 deki EAG1 Potasyum Iyon Kanallann Aklm Smyallen
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Sekil 4.1.7: (a) Whole cell patch-clamp kayit teknigi ile meme kanseri hiicre hattt (MCF-7) zarindaki
EAGI1 potasyum iyon kanallarindan kaydedilen akim sinyalleri. (b) -175 mV’dan belli araliklarla
yiikselterek +95 mV kadar uygulanan voltaj-kenetleme protokolii. (¢) MCF-7deki EAG1 potasyum
iyon kanallarmm iletkenligini hesaplamak igin ¢izilen dogru; iletkenlik=0=2.77 nS=2770 pS.
[=0"daki denge potansiyeli -49.40 mV.
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Sekil 4.1.8: Uygulanan voltaj-kenetleme protokoliine gore MCF-7’deki EAGL potasyum iyon

kanallar1

Entropi’

gosterir.
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MCF7 Kayit No:22122008
EAG1 Potasyum Kanali Aklm Smyallermm En Buyuk Lyapunov Ustelll Spektrumu

ndan kaydedilen akim sinyalleri; (@) ‘En Biiyiik Lyapunov Usteli’ spektrumu. Lyapunov
iisteli spektrumu, voltaja gore kaydedilen akim sinyallerinin kaotiklik derecelerini gosterir. (b) ‘Ornek
spektrumu. Entropi spektrumu, voltaja gore akim
sinyallerinin karmagiklik ve diizensizlik 6l¢iisiinii verir. Maksimum entropi=5.771 (d) ‘Olgek Indeksi’
spektrumu. Olgek indeksi spektrumu, voltaja gdre akim sinyallerinin aperiyodiklik derecelerini

spektrumu. (¢) ‘Skalogram Entropi’
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Kayit No:22122009
MCF7 deki EAG1 Potasyum iyon Kanallarin Akim Sinyalleri
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Sekil 4.1.9: (a) Whole cell patch-clamp kayit teknigi ile meme kanseri hiicre hattt (MCF-7) zarindaki
EAGI1 potasyum iyon kanallarindan kaydedilen akim sinyalleri. (b) -175 mV’dan belli araliklarla
yiikselterek +95 mV kadar uygulanan voltaj-kenetleme protokolii. (¢) MCF-7deki EAG1 potasyum
iyon kanallarmm iletkenligini hesaplamak i¢in ¢izilen dogru; iletkenlik=0=2.48 nS=2480 pS.
1=0"daki denge potansiyeli -51.79 mV.
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MCF7 Kayit No:22122009

Eé\G1 Potasyum Kanali Akim Sinyallerinin En Biiyiik Lyapunov Ustelli Spektrumu
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Sekil 4.1.10: Uygulanan voltaj-kenetleme protokoliine gére MCF-7’deki EAGI potasyum iyon
Lyapunov
(b) ‘Ornek
gbre akim
sinyallerinin karmagiklik ve diizensizlik 6l¢iisiinii verir. Maksimum entropi=5.771 (d) ‘Olgek Indeksi’
spektrumu. Olgek indeksi spektrumu, voltaja gdre akim sinyallerinin aperiyodiklik derecelerini

kanallarindan kaydedilen akim sinyalleri; () ‘En Biiyiik Lyapunov Usteli’ spektrumu.
iisteli spektrumu, voltaja gore kaydedilen akim sinyallerinin kaotiklik derecelerini gosterir.
Entropi’ spektrumu. (¢) ‘Skalogram Entropi’ spektrumu. Entropi spektrumu, voltaja

gosterir.
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4.2. Normal Hiicre Olarak ARPE-19’da Elde Edilen Sonuglar

Insan Retinal Pigment Epithelial (ARPE-19) hiicre zarindaki Transient Receptor Potential
(TRP) iyon kanallarindan akim sinyallerini ‘whole cell patch-clamp’ teknigi kullanarak kayit
yapildi. Hiicre kayitlarinda rampa potansiyeli protokolii uygulandi. Deneyde 1000 ms iginde -
140 mV’dan +60 mV’a kadar zamana baglh diizenli voltaj artislari ile hiicre uyarildi. Yani,

zamana bagli degisen voltaja gore hiicre zar akim degisimlerin kayitlart alindu.

Zamana bagli degisen voltaj degerlerine gore ‘Lyapunov iisteli’ ve ‘Ornek entropiyi’
hesaplamak igin 500 data adimlik bir pencere genisligi olusturuldu. Zaman serilerin ilk 500
data i¢in ‘Lyapunov tlsteli’ ve ‘Ornek entropi’ hesaplandi. Sonra bu pencereyi bir adim
kaydirarak hesaplamalar tekrar yapildi. Bu islem tiim zaman serisi boyunca tekrarlandi. Sonug

olarak voltaja gore Lyapunov {isteli ve entropi degisimlerini gosteren grafikler ¢izildi.

Hiicre zar akim sinyallerin (veya zaman serilerinin) ‘pencereli skalogram’lar1 hesaplanmasi
igin, 'Morlet' dalgacik fonksiyonu segildi. Zaman yarigapt =600 ve Glgek ise so=8 ve 51=256
araligina ayarlandi, burada maksimum 06lgek s=321 olur. Elde edilen pencereli
skalogramlarin sonuglarindan ‘pencereli skalogram entropisi (3.14)’ ve ‘pencereli 6lcek

indeksi (3.15)’ hesaplandi.

Kontrol grubu i¢in; Sekil 4.2.1 (a), 4.2.2 (a) ve 4.2.3 (a) normal ARPE-19 hiicre zarindaki
TRP iyon kanallarindan kaydedilen akim sinyallerini gosteriyor. Bu sekiller, uygulanan rampa
potansiyeline gére TRP hiicre akim sinyallerin degisimlerini veriyor. Sekil 4.2.1 (b), 4.2.2 (b)
ve 423 (b) TRP iyon kanallarin akim sinyallerinin ‘en bilyikk Lyapunov isteli’
spektrumlarim1 gosteriyor. Sekil 4.2.1 (c), 4.2.2 (c¢) ve 4.2.3 (c) TRP iyon kanallarin akim
sinyallerinin ‘Ornek entropi’ spektrumlarimi gosteriyor. Sekil 4.2.1 (d), 4.2.2 (d) ve 4.2.3 (d)
TRP iyon kanallarin akim sinyallerinin ‘pencereli skalogram entropi’ spektrumlarini
gosteriyor. Sekil 4.2.1 (e), 4.2.2 (e) ve 4.2.3 (e) TRP iyon kanallarin akim sinyallerinin

‘pencereli dlgek indeksi’ spektrumlarini gosteriyor.

50 ve 100 pug/mL konsantrasyonlara sahip SiO2 nano pargaciklarinin ARPE-19 hiicresi
tizerindeki etkisini 6lgmek i¢in yapilan kayitlar ve hesaplamalar Sekil 4.2.4, 4.2.5, 4.2.6 ve
4.2.7°de gosteriyor. Sekil 4.2.8, 4.2.9 ve 4.2.10°da ¢izilen dogru denklemlerin egiminden
ARPE-19’daki TRP iyon kanallarinin elektriksel iletkenlikleri ve I=0’daki denge

potansiyelleri hesaplandi.
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