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EMBRIYO ATIK FOLIKULER SIVISININ RAMAN SPEKTROSKOPISI iLE
OLCUMU VE OLCUM YONTEMININ INCELENMESI
OZET

Raman spektroskopisi, molekiillerin titresim spektrumlarini inceleyerek 15181n elastik
olmayan sagilma yapmasina dayanan spektroskopik bir yontemdir. Isik sacilirken
biiyiik bir kisminin enerjisi maddeyle etkilesen 151g1n enerjisiyle ayni olmaktadir. Bu
sacilma elastik bir sacilmadir ve Rayleigh sagilmasi olarak bilinmektedir. Isigin ¢ok
kiigiik bir kisminin ise sagilirken edindigi enerji maddeyle etkilesirken sahip oldugu
enerjiden farklidir. Bu durumda 151k elastik olmayan bir sag¢ilma yapmaktadir. Bu
sacilmaya Raman Sagilmasi denir. Gelen 151k ve sacilan 151k arasindaki enerji farki,
molekiiliin titresim enerji seviyeleri arasindaki enerji farkina baglidir. Bu yiizden
Raman sacilma bantlar1 molekiillerin karakteristigini agiklar ve parmak izi
niteligindedir. Raman spektroskopisi biyolojik sistemler i¢in yapilan dl¢timlerde 1yi
sonuclar vermektedir.

Bu tez calismas1 kapsaminda biyolojik molekiiler yapida olan embriyo atik kiiltiir
stvisinin icerdigi proteinler, lipitler ve amino asitler hakkinda bilgi edinebilmek i¢in
Raman spektroskopisi ile dl¢iimler alinmistir. Embriyo atik kiiltiir stvis1 6rneklerinin
Raman spektrumlar1 6lgiilerek, Raman bantlar1 literatiirdeki bantlarla karsilastirilarak
amino asit bantlar1 ve lipit bantlariin hangileri olduguna dair tahmini bir belirleme
yapilmistir. Tez ¢alismasinin bir basamagimni olusturan bilimsel arastirma projesinin
genel amaci embriyoyu g¢evreleyen atik kiiltiir ortaminin Raman spektroskopisi ile
degerlendirilmesi ve embriyo etrafindaki kiiltlir ortamimin spektroskopik yontemle
incelenmesi ile embriyo se¢imi yapilmasidir. Embriyo atik kiiltiir sivis1 ornekleri
Istanbul Universitesi Capa T1p Fakiiltesi Tiip Bebek Klinigi’nden alinmis ve s1v1 azot
icerisinde Istanbul Teknik Universitesi Lazer Spektroskopi Laboratuvari’na
ulastirilmistir. Tiip Bebek Klinigi’'nde iki farkli gruba ayrilarak gelismesini devam
ettirme ihtimali yliksek olan 6rnekler Gradel (G1), daha az ihtimali olan 6rnekler de
Grade2 (G2) olacak sekilde mikroskobik yontemlerle siniflandirilmislardir. Embriyo
atik kiiltiir sivis1 6rneklerinin Raman spektrumlar1 786 nm dalga boyuna sahip bir
diyod lazer kullanilarak Ol¢iilmiis ve Onislemler uygulandiktan sonra istatistiksel
analizleri yapilmistir.

Ayni 6l¢iim hiicresi ile her bir hastaya ait 6rnek 6l¢iimleri ve arka plan (su) 6l¢iimleri
almmistir. Her hasta i¢cin farkli 6l¢ctim hiicresi ile Ol¢iim alinmustir. Farkli 6l¢tim
hiicreleri ile 6l¢iim yapmanin etkisini test etmek i¢in embriyo atik kiiltiir sivisi
orneklerini 6l¢tiigiimiiz disklerin her birinin bosken spektrumlar1 alinarak farkliliklar
incelenmistir.

Embriyo atik kiiltiir medyas1 bilesenlerinin hangi konsantrasyona kadar istatistiksel
analizlerde ayrisabilir oldugunu anlamak i¢in model bir ¢ozelti hazirlanmistir. Bu
coOzeltiyl olustururken amino asitlerden histidin ile birka¢ amino asit karigimindan
olusan ve biyolojik sistemlerle yapilan Olgiimlerde protein konsantrasyonu
standardizasyonu i¢in kullanilan bovin serum albiimin kullanilmistir. Histidin
doymus s1vi ¢ozeltisinin farkli konsantrasyonlar: ile bovin serum albiimin doymus
s1vi ¢Ozeltisinin karistirmasiyla 3 farkli karisim elde edilmistir. Bovin serum albiimin
ve histidin siv1 ¢ozeltilerinin %50, %10 ve %2 konsantrasyondaki karisimlar1 6l¢iim
hiicresi ile dl¢iilmiistiir. Olciimlere embriyo atik kiiltiir sivis1 6rneklerine yapilan
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oniglemler uygulanmistir. Konsantrasyondaki farkliliklarin istatistiksel analizler
uygulandiktan sonraki gozle goriiniir ayristirilabilirligi bize embriyo atik kiiltiir sivisi
bilesenlerinden olan amino asit ve lipitlerin ¢cok diisiik oranlarda var olduklarinda da
tespit edilebildikleri fakat daha diisiik konsantrasyona sahip olduklarinda
ayrigsamadiklar1 konusunda yol gosterici olmustur.

Embriyo atik kiiltliir sivisinin Onislemler uygulanmis Raman oOlc¢limlerine temel
bilesenler analizi (PCA) uygulanmistir. Temel bilesenler analizi (PCA) skorlarina
gore elde edilen grafigin x ve y eksenleri olan PC1 ve PC2 datalar1 kullanilarak elde
edilen dogrusal ayirt etme analizi (LDA) sonuglarina gore hassasiyet ve ayirt
edilebilirlik oranlar1 elde edilmistir. Analiz sonuc¢larina gére hassasiyet orani %75,
ayirt edilebilirlik orani ise %73 olmaktadir.

Histidin ve bovin serum alblimin ¢dzeltilerine de temel bilesenler analizi (PCA) ve
dogrusal ayirt etme analizi (LDA) uygulanmistir. Dogrusal ayirt etme analizi (LDA)
sonuclarina gore hassasiyet oranlari; %50, %10 ve %2 konsantrasyondaki Ol¢iimler
icin %100 oranindadir. Aywrt edilebilirlik oranlari da %50, %10 ve %2
konsantrasyondaki Ol¢timler icin %100 olmaktadir. Konsantrasyon oranlarini
bildigimiz ve embriyo atik kiiltlir sivisiyla aym yontemle Ol¢iip analiz ettigimiz
cozeltiler basarili sekilde ayrigmislardir. Buna gore oOlctiigiimiiz sivi igerisinde
herhangi bir bilesen %2 oranina kadar bulundugunda Raman bantlar1
gozlenebilmekte ve ayirt edilebilmektedir.
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WASTE LIQUID EMBRYO SAMPLES’ MEASUREMENTS AND ANALYSIS
OF MEASUREMENT TECHNICS WITH RAMAN SPECTROSCOPY
ABSTRACT
Raman spectroscopy is a spectroscopic method which is based on measuring the
scattered light from the molecules of samples. It focuses on the vibrational transitions
of the molecules in the sample. Raman spectroscopy is based on the measurement of
light scattered from molecules that were exposed by an intense monochromatic light
source. A superior property of Raman spectroscopy is, because it does not obstruct
the spectra with glass and quartz, water can be used as resolvent. Thus, both
qualitative and quantitative examinations of organic and inorganic samples can be
measured. Raman spectroscopy provides an intense beam of monochromatic light
source to measure the carrying out of the scattered molecules.
By studying the vibration spectrum of the molecule is based on a spectroscopic
method not inelastic scattering of light. This is a scattering of elastic scattering and is
known as Rayleigh scattering. A very small portion of the light makes inelastic
scattering. This scattering is called Raman scattering. The energy difference between
the incident beam and the scattered beam depends on the energy difference between
the vibrational energy levels of molecules. This explains why the band Raman
scattering characteristics of the molecule and are part of the fingerprint.
Raman spectroscopy gives very good results in biological systems. Infrared
spectroscopy and Raman spectroscopy is one of the vibrational spectroscopic
techniques. Were studied to identify differences in profiles with different
reproductive potential of embryos. This technique has been implanted with embryos
differences in profiles. Datum were used to measure the reproductive potential of
embryos after the other.
Evaluation by the Raman spectroscopy of this study surrounds overall objective of
embryo for scientific research project, which is a stage of the measurements we did
in the culture medium for embryo waste culture medium and maturation for each
embryo is the comparison of pregnancy and live birth rates. Embryo culture medium
surrounding the embryo is to make the selection by examination with spectroscopic
methods.
In this study, we measured Raman spectra of embryo culture liquids and compared
Raman spectra of embryo liquids in different grades after spectral analysis. In the
spectrum of scattered light, there has been a frequence shift observed with respect to
the incoming light.
This situation has been correlated with the chemical structure of the molecules and
accordingly vibrational and rotational frequencies. Embryo culture liquid samples are
prepared for the Raman measurements in IVF clinics of Istanbul University Faculty
of Medicine. In Laser Spectroscopy Laboratory of Istanbul Technical University
embryo culture liquid waste samples’ Raman spectras were measured by using discs.
In IVF clinics, embryo culture liquid samples are classified as Gradel ( G1 ) and
Grade2 ( G2 ). G1 has a high potential to give birth more succesfully than G2.
Components in the samples are compared with the value measured on the Raman
spectrum and statistical procedures as principal component analysis (PCA) and linear
discriminant analysis (LDA) have been performed. The same measuring cell is used
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for the sample and back ground (water) measurements of each patient
measurements.

Measurements were taken for each patient with different measuring cell. Taking into
account the differences in the spectrum of the disc to test the effect of making
measurements with different measuring cells, empty discs were examined.
Consisting of a mixture of several amino acid to form a model waste embryo culture
media and biological systems with standardized protein concentrations used for the
measurements made on the bovine serum albumine was used. Embryo waste follicle
test the reliability of the results we obtained from the analysis of the liquid and mix
with the lowest measurements in order to determine which models could be observed
until the konsantasyo Raman band is made in reducing the amount of amino acids
that we prepared.

The amino acid sequence of bovine serum albumine and histidine aqueous solutions
at %50, %10, %2 concentrations were measured as a model for the suspectivity of
the statistical analysis of embryo culture liquid waste samples by using discs.
Individual components in the examples are compared with the value measured on the
Raman spectrum and statistical procedures have been performed.

A data graph is reduced by principal component analysis (PCA) is carried out to the
smaller size of data a simple classification. Actions that have made a mathematical
analysis of the components is to associate with each other variables with this method
to determine priorities and a matrix to calculate the covariance matrix. Then finds the
eigenvalues and eigenvectors of the covariance matrix and is the average of the
covariance matrix. The average of the covariance matrix with the eigenvectors of the
covariance matrix is able to analyze multiplying.

Linear discrimination analysis (LDA) is an analysis method that uses statistical data
of objects or events to find the linear combination of two or more classes. The
resulting combinations are used as a linear classifier to make size reduction in
advance to distinguish objects. Linear discriminant analysis, measurement of linear
analysis is a variable that refers to a method of expression, while analysis of variance
dependent. However categorical independent variables and the dependent variables
are continuous use. The difference between the data classes has been working
explicitly modeling the post.

After statistical analysis PCA and LDA, we compared the sensitivity and susceptivity
ratios for embryo culture liquid samples. Analysis showed that sensitivity ratio is
%75 and susceptivity ratio is %73. This difference is not essential for class G1 and
G2.

As a model of embryo culture liquid waste samples, bovine serum albumine and
histidine aqueous solutions at %350, %10 and %2 concentrations, we also had
statistical analysis as PCA and LDA. As a conclution sensitivity ratios for %50
concentration 1s %100,also for %10 and %2 concentrations is %100. Susceptivity
ratios is also %100 for all concentrations.

When histidine component %2 increase, it can be distinguished according to the
statistical analysis of the Raman spectroscopic measurements. Observed after
administration of 2% variation in concentration appears, while the separation of the
embryos waste follicular fluid analysis measurement. They gave full decomposition
concentration measurements up to 2%. PCA and LDA analyse methods could
discriminate component comprises a compound of up to 2% concentration for our
measurements. It shows that very low concentrations of changes in the components
of the waste follicular fluid appears. For Gradel and Grade2 classes of embryo waste
samples, we had difficulties to discriminate with statistical analysis, because they are
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so similar to each other. The difference was not essential. As a result of our study,
the microscobic classification in IVF clinic is not satisfaction, so that it would be
investigated with Raman spectroscopy before transferring the samples.
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1. GIRIS

Spektroskopi elektromanyetik 1sinimi ve 1smimin atom, molekiill ya da iyon ile
etkilesimini incelemektedir. Elektromanyetik 1s1n1m, yayilma yOniine ve birbirine dik
elektrik alan ve manyetik alanlarin titresmesiyle olusmaktadir. Maddenin bir
elektromanyetik 1smla etkilesmesi ile elektrik alan bilesenleri maddenin elektriksel
ozelliklerine, manyetik alan bilesenleri ise manyetik 6zelliklerine etki etmektedir.
Madde ile 1smin etkilesmesi molekiiliin i¢ enerjisinde degisimler olusturmaktadir.
Isin ile etkilesen molekiiller kararsiz bir duruma gecgerler ve kararsiz durumlaridan
lizerlerindeki fazla enerjiyi atarak kurtulmaya calsirlar. Uzerlerindeki enerjiden
kurtulmaya calisirlarken molekiillerinin = simetrileri, bag uzunluklari, baglar1
arasindaki agilar ve kuvvetler, molekiil i¢i kuvvetler, molekiiller arasindaki kuvvetler
ve elektronik dagilimlar1 hakkinda bilgi edinilebilmektedir. Spektroskopi yontemleri
ile maddenin fiziksel ve kimyasal Ozelliklerini incelemek ve analiz etmek
miimkiindiir. Molekiildeki titresim enerji seviyeleri ve donme enerji seviyeleri arasi
gecisler ile molekiiliin titresim frekansi kizil 6tesi bolgede spektrum verebilmektedir.
Kizil6tesi sogurma spektroskopisi ve Raman spektroskopisi donme ve titresimi konu

alan spektroskopi teknikleridir.

Maxwell teorisi ivmelenen yiiklerin enerji yaydigini, 151 yayilmasmin yiklerin
yiiksek frekansta titresmesinin sonucu oldugunu ve sogurma ile sagilmanin
elektromanyetik  dalganin  osilatorleri  zorlamasi sonucu ortaya c¢iktigini
gostermektedir. Optik spektroskopi; sogurma, yansima, isima ve sagilma olmak
izere 4 bolimde incelenebilmektedir. Sacilmalar, Rayleigh Fraunhofer

spektroskopisi ve Raman spektroskopisi olmak tizere iki sinifa ayrilmaktadir.

Molekiiller uygun enerjilerdeki fotonlarla etkilesime girdiginde bu fotonlar1
sogurabilir ve uyarilmis enerji seviyesine gegebilirler. Bir maddenin temel
haldeyken sahip oldugu enerji ve uyarilmis haldeyken sahip oldugu enerji arasindaki
farkliliklar her maddede degisik oldugu icin, her birinin kendine ait bir sogurma
spektrumu bulunmaktadir. Eger molekiiliin taban enerji seviyesi ve uyarilmis enerji

seviyesi arasindaki enerji farki ile gelen fotonun enerjisi esitse, foton sogurulmakta



ve molekiil iist uyarilmis enerji seviyesine gecebilmektedir. Sogurma, elektronik
diizeyler aras1 gegislerinde donme ve titresim enerji diizeyleri arasinda gecis olan

molekiilerin sogurulmasi ve atomik sogurma olmak {izere iki gesittir.

Elektromanyetik 1simalarmi1 sogurarak temel enerji seviyesinden uyarilmig enerji
seviyesine gecen molekiiller tekrar temel enerji seviyesine doniisleri sirasinda
ultraviyole veya goriiniir bolgede 15ima enerjilerini sagmaktadir. Bu sekilde her atom

icin zszma spektrumu belirlenmektedir.

Yansima ile bir nokta, yansima diizlemine dik olan ve esit uzaklikta bulunan bir
baska noktaya hareket ettirilebilmektedir. Yansima diizlemi, simetri diizlemi ya da
ayna diizlemi olarak bilinmektedir. Cok atomlu molekiillerde x ekseni ve y ekseni ile
uyumlu yansima simetrisi bulunmaktadir. Diizlemsel olmaya yakin molekiillerin
tim atomlar1 x ve y diizlemine yerlestirilebilmektedir. Molekiiliin de z ekseni ile

uyumlu bir yansima simetrisi olabilmektedir.

Fotonun molekiille etkilesip, molekiil tarafindan sa¢i/mas: da miimkiindiir. Fotonun
carptigl parcaciklardan yon degistirmesine sacima denir. Fotonun enerjisiyle
molekiiliin iki enerji seviyesi arasindaki fark sa¢ilma durumunda esit ya da farkl
olabilmektedir. Uzerine 151k gonderilerek uyarilmis  molekiiller ~ kararsiz

durumlarindan fazla enerjilerini sagarak kurtulabilmektedir.

Goriinlir bolge 151mast i¢in kolloidal veya bulanik c¢ozeltilerde gozlenen sagilmaya
Tyndall sagilma denilmektedir. Cozlinmiis molekiiller ya da ¢ok atomlu iyonlar i¢in
Rayleigh sacilmas1 goriilmektedir. Pargaciklarla etkilesmekte olan ve dalga boyunun
15181n sagilmasina neden olan molekiillerin titresim enerji diizeylerine gore degistigi

durumlarda Rayleigh sag¢ilmasi ile birlikte Raman sac¢ilmasi olmaktadir [1].

Isigim sacgilma, sogurma ve 1sima hareketleri ile molekiiliin fiziksel ve kimyasal
ozellikleri hakkinda bilgi edinilebilmektedir. ‘Embriyo atik kiiltiir sivisinin Raman
spektroskopisi ile analizi’ baglikli yliksek lisans tezi kapsaminda spektroskopi

yontemi kullanarak molekiil bilesenleri hakkinda bilgi edinilmistir.

Olgiim yapilan drneklerin Raman bantlarmin literatiirde bantlar1 bilinen aminoasit,
lipit, karbonhidrat ve diger farklilasmis yapilardan hangilerine karsilik geldikleri
amino asit lipit ve diger yapilarin literatiirdeki Raman kaymas1 degerlerine bakilarak

tahmini olarak belirlenmistir.



Sekil 1.1’ de elektromanyetik dalgayla etkilesime giren bir dipoliin davranislari
gosterilmektedir. Elektrik dipole ait sacilma ve sogurma hareketini ifade eden

grafikler gosterilmistir.
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Sekil 1.1 : Bir elektromanyetik dalgayla etkilesen dipoliin davraniglarinin sematik

grafigi.

1.1 Raman Spektroskopisi
1.1.1 Raman spektroskopisinin teorisi

Adolf Gustav Stephan Smekal 1923 yilinda fotonlardaki elastik olmayan sagilmay1
ongormiistiir. 1928 yilinda, Sir Chandrasekhra Venkata Raman, Rayleigh’ in 1910
yilinda ortaya attigi diisiinceyi bir gemi yolculugunda deneysel olarak
gozlemlemistir. Rayleigh’ in diislincesine gore, denizin mavi rengi gokyliziiniin
mavisinin yansimasi sonucu mavi goriinmektedir. Sir C. V. Raman 1931 yilinda
evinde gaz molekiilleri iizerine 151k gdndererek yaptig1 deneyiyle Nobel Odiilii
kazanmistir. Raman spektroskopisi, molekiiliin titresim spektrumunu incelemektedir.
Raman spektroskopisi 151k kaynagiyla tasinan ve molekiil lizerinden sagilan 1s181n
yaptig1 elastik olmayan sagilmalar1 inceleyen spektroskopik bir metoddur. Isik
kaynag1 olarak daha ¢ok lazer kaynagi tercih edildiginden dolay1r bu yontem ‘Lazer
Raman Spektroskopisi’ adin1 almaktadir. Sagilma esnasinda 151gm biiyiikk kisminin

sahip oldugu enerji maddeyle etkilesen 15181n enerjisiyle ayn1 olmaktadir. Bu elastik



sacilmaya Rayleigh sacilmasi denir. Isigmn ¢ok kiigiik bir kismiysa elastik olmayan
sacilma yapmaktadir. Bu sagilmaya Raman sagilmasi denir. Sagilan 1sinlardan 107
tanesinden yalnizca bir tanesi Raman sagilmasina ugramaktadir. Sacilan bu foton
elastik olmayan sac¢ilma yapmaktadir. Raman sac¢ilmasina ugrayan 151k, gelen 1sikla
ayni frekansa sahip degildir. Sagilan foton gelen 1siktan daha yiiksek bir enerjiye de
daha diisiik bir enerjiye de sahip olabilmektedir. Rayleigh sagilmasi bir tek pik
vermektedir ve titresim spektroskopisi gegisleri hakkinda bilgi verememektedir.
Rayleigh sacilmasina ugrayan bir 151k, Raman sac¢ilmasinin tersine, gelen 1sikla ayni

frekansta sacilir.

Molekiille etkilesime giren 1513 dalga boyu sacilan 1s181n dalga boyuna gore
farklilik gostermektedir. Isigmm dalga boyunda gozlenen bu kaymalara Raman
kaymasi denir. Raman spektroskopisi ile 6l¢glim yapildiginda, ultraviyole goriiniir
bolgede yogun lazer 1511 vy, ve vy + vy, frekanslar: ile sagilmaktadir. Raman
sa¢tlmanin frekans1 vy + vy, kadardr. Burada v, molekiiliin titresim frekansimni
gostermektedir. v, - v, ve vy + v, frekans ¢izgilerine Stokes ve anti Stokes
cizgileri denir. Raman spektroskopisinde v, titresim frekansi, v, gelen 1smmimn
frekansindaki kayma olarak hesaplanmaktadir. Frekans kaymalary, gelen 1518in

frekansia bagli olmaksizin lizerinden sagilan molekiiliin 6zelligiyle ilgilidir [1].

Gelen 151n ve sagilan 151in arasi enerji farklari, molekiillerin iki titresim enerjisi
seviyeleri arasi enerji farklariyla iligkilidir. Bu ylizden Raman sagilma bantlar1

molekiillerin karakteristigini agiklar ve molekiillerin parmak izleri niteligindedir.

AE, iki kuantize durum arasindaki enerji farkidir. Enerji taban durumundan iist
seviyelere gecerken h terimi Planck sabitini vermek {izere seviyeler arasi fark i¢in
AE=hv, sart1 saglanirsa, 151k molekiiller tarafindan sogurulmakta ya da ayni dalga

boyuyla sa¢ilmaktadir.

Bunun yani sira 151k baska dalga boyunda da sagilarak yani Raman sa¢ilmasma da
ugrayarak sistemden cikabilmektedir. Raman spektroskopisi 151gin AE=hv, sartini
saglamadig1 ve pertiirbasyona ugradigi durumlar1t incelemektedir. Bu durumda
sacilan 15181n frekansi da enerjisi de dalga boyu da gelen 1sindan farkli olur. Raman
spektroskopisi 15181n sagildiktan sonraki frekansmnin vy degil, v=v, + v, oldugu
durumlar1 inceler [3]. Raman sacilmaya ugrayan 151k AE=hv sartin1 saglamaktadir

(1.1).



E=E,cos(2mot)
AE=hv = hcv

AE:El -Ez ZhCﬁ

U=Vy + Uy (1.1)

Bu denklemlerdeki dalga sayisin1 ifade eden v terimi gegis enerjisine birebir
baghdir. E,, dalga denkleminde genligi ifade etmektedir. Molekiillerin yogunlugu
v= 0 frekans degerinde v= 1 frekans degerine gore oldukca fazladir. Bu ylizden
Stokes cizgileri normal sartlar altinda anti Stokes ¢izgilerinden daha siddetlidir. Bu
durum Maxwell - Boltzmann dagilim ilkesini saglamaktadir. Klasik teoride Stokes ve
anti Stokes ¢izgileri ayni siddette kabul edilmektedir. Bu yiizden klasik mekanik
yaklagim Stokes Raman sagilmasini ve anti Stokes Raman sagilmasini agiklamakta
yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle kuantum mekanik yaklagimla ag¢iklanmasina gerek

duyulmaktadir.

Stokes c¢izgileri i¢in frekans degerleri, kiiciik v titresim kuantum sayili seviyeyle
baslayarak yiiksek v kuantum sayil1 seviyeyle bitmektedir. Ozellikle v =0 seviyesiyle
baslayan durumunda Stokes c¢izgileri goézlenmektedir. Anti Stokes cizgileri
durumunda tersine bir olusum s6z konusudur. Stokes ¢izgileri ile anti Stokes ¢izgileri
aras1 siddet farki baslangic enerji seviyelerinin n doluluk yogunluguyla iligkilidir. Isil

dengede Maxwell -Boltzmann dagilimina sahiptir.

Baslangi¢c durumunda molekiiliin uyarilmis halde olmas1 gerektigi i¢in ve molekiil
sayis1 sicaklikla dogru orantili olarak azalacagi icin anti Stokes ¢izgilerinin siddeti
azalacaktir. Stokes ¢izgileri ve anti Stokes c¢izgileri arasindaki siddet iliskisi asagida

goriildigi gibidir (1).

—hv
1 . Ny=1 m
antistokes _ Z1(=1) _ e kT (1.2)
Istokes N=0)




Burada n terimi doluluk yogunlugunu, k terimi fiziksel bir sabit olan 1,3807. 10723
J.K™1 degerindeki Boltzmann sabitini ifade etmektedir. T sicaklig1 ifade etmektedir

ve birimi Kelvin boyutundadir.

Raman etkisi v, frekansiyla gelen fotonun q, kuantum sayisma sahip elektronik
taban halinden, q; kuantum sayisina sahip ara bir uyarilmis hale gegmesine neden
olmaktadir. Gegis swrasinda v° kuantum titresim frekansindaki baslangic
durumundan, v”’ frekansina gegerek degisebilir. Bu gecise sanal geg¢is denir ve enerji
korunumu zorunlulugu yoktur. Molekiil sanal ara uyarilmis halden bagslangic
halindeki elektronik kuantum sayisina sahip farkli bir v’ kuantum sayili hale ikinci

bir gec¢is yapabilmektedir [3].

Titresim enerjisi baslangi¢ halindeki degerinden biiyiik ise enerji farki sogurulan
fotonlarla salinan fotonlarm farkindan elde edilmektedir. Saliman fotonlar gelen foton
frekansindan diigiik frekansa yani kiiciik bir hw kuantum enerjiliv; (v; <vg)

frekansina sahip olmaktadir (1.3). Bu duruma Stokes kaymasi denir.
E=hw
V=271 W (1.3)

Rayleigh sagilmasi ve Raman sagilmasi, 151k sagilma hareketi yaptiginda ayni anda
olugsmaktadir. Klasik teoriye gore, elastik Rayleigh sagilmasi, elektrik alan vektori
nedeniyle elektronik kabuk iizerine etkiyen kuvvet terimleriyle agiklanabilmektedir

(1.4).
E=E, cos(2n v t)
P=aE (1.4)

Elektrik alana konulan bir molekiilde, g¢ekirdek elektrik alan yoniinde itilirken

elektronlar da elektrik alana zit bir yonde itilmektedir.

Bu iki zit kuvvetin etkisi, elektronlar ve cekirdegi ayiracak sekilde iten elektrik
alanla, onlar1 bir araya getirmek i¢in ¢eken ¢cekim kuvvetini dengeye ulastirmaktadir.
Bu sayede yiiklerden pozitif olan yiik bir tarafa, negatif olan yiik diger bir tarafa
kayarak molekiil kutuplasmaktadr [2]. Ikili sekilde arasinda apolar bag olan
atomlara sahip bir molekiil polarize bir 151k kaynagi tarafindan 1sinlanirsa, bir P dipol

momenti indiiklenmektedir. Burada a kutuplanabilirlik katsayisidir.



Bu dipol, iizerine diisen 15181 sahip oldugu frekansla titreserek ayni frekansa sahip
kendi 151k dalgasini disariya salmaktadir. Elektronik olarak izotropik olmayan bir
molekiil i¢in indiiklenmis dipol moment, elektrik alan bileseni boyunca farkli
olmaktadir. Molekiil titresim hareketi boyunca denge konumundan uzaklastikca, her
yer degistirmesi i¢in o ile ifade edilen kutuplanabilirlik katsayis1 ve q mesafesi
birbirinin lineer fonksiyonu olacak sekilde yazilabilir [3]. Kutuplanabilirlik
molekiiliin sekli ve boyutunun fonksiyonudur ve genellikle uzaysal yonelimle
degismektedir. a kutuplanabilirliginin hesaplanmasi kuantum mekanik pertiirbasyon

teorisi ile miimkiindiir (1.5).
Istokes = K o 2m (Vo — Um)4 (1.5)

Burada K sabit bir sayi, I;  gelen 1518 siddeti,v, gelen 15181n frekansi, v,

molekiiliin titresim frekansi, o molekiiliin kutuplanabilirligini ifade etmektedir.
Niikleer yer degistirme q terimi asagida gosterildigi gibi ifade edilmektedir [4]. (Z—z)o

[fadesi sifir oluyorsa titresim Raman aktif degildir.

Raman aktif olmak demek kutuplanabilirligin degisim oranmin titresimlerin
etkisiyle sifir olmamas1 demektir. Titresimdeki kiiclik genlesmeler ve dipol moment

asagidaki formiillerle ifade edilebilmektedir (1.6).
g=qo cos(2mu,t)
d
o= a0+(£)0 qt...
E=E, cos(2mu,t)
g= qp cos(2mu,t)

P=oE=a Ejcos(2nuyt)=a, E, cos(2muyt)+ (j_:)o q Ey cos(2mugt) [4]

P=«y Eocos(Zm)Ot)Jr% (j_:)OqO Eq [cos(2m(vg + vy)t)tcos(2mt(vg —vpn)t)]  (1.6)

Ryleigh Terimi Anti Stokes Terimi Stokes Terimi

Bu ifadeye gore birinci terimde v, Rayleigh sa¢ilmasini, ikinci terimde v, +vy,
anti Stokes sacilmasini, iiglincii terim de v, —v Stokes sagilmasmi vermektedir [3].

Sekil 1.2 > de goriildiigii gibi Stokes sa¢ilmasiyla daha kiiciik bir frekans, anti Stokes



sacilmasiyla da daha yiiksek bir frekans elde edilmektedir. Buna karsilik Stokes
sacilmanin dalga boyu daha biiyiik, anti Stokes sa¢ilmanin dalga boyu daha kiictiktiir.

STOKES RAYLEIGH ANTI STOKES

Sekil 1.2 : Jablonski enerji diyagrami.
1.1.2 Lazerin calisma prensibi ve lazerin 151n1 odaklamasi

Radyasyonun uyarilmis emisyonuyla kuvvetlendirilen 1smna lazer denir. Lazer demeti
elektromanyetik bir dalgadir. Monokromatik ve sabit genliklidir. Cogu lazer
sistemlerinde oldugu gibi deney icin kullandigimiz lazer 151 demeti de Gauss dalga

profiline sahiptir.

Taban seviyesinden uyarilmis seviyeye gegislerde atomlar enerji sogururken,
uyarilmis durumdan taban duruma gecislerde enerji salinmaktadir. Lazerin iki ¢esit
davranis1 gozlenebilmektedir. Bunlardan birincisi herhangi bir uyarma olmadan olan
kendiliginden gegisler, digeri ise bir dis alan etkisiyle olan atomik geg¢isler yani
zorlamali gecislerdir. Lazerin caligma prensibi pompalama iizerine kuruludur. Temel
ve uyarilmig seviyelerde pompalama oram1 Maxwell -Boltzmann dagilim yasasina
uygundur. Gegis enerjisi arttikga uyarilmis seviyedeki yogunluk azalmaktadir. Denge
korunumu i¢in uyarilmis seviyedeki molekiiller foton yayarak taban seviyesine

yigilirlar. Taban seviyesinde her zaman yogunluk daha fazla olmaktadir (1.7).

2 N, Wn+N, Wn+N, W -2
dt to
dn
E>0 (1.7)
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Burada n foton sayisi, N; temel durumdaki atom sayisi, N, uyarilmis durumdaki
, d . Ce . i
atom sayist olmak iizere d—:l foton iiretme debisini gostermektedir. -N; W n terimi

sogurmaya ait terimdir. N, W n terimi zorlamali salinim, N, W' terimi kendiliginden

salmim - ti terimi ise lazerde olusan kayiplar1 ifade etmektedir.
0

W gegis olasiligr terimi, W’ kendiliginden gecis olasiligi terimi ve t, lazer iginde
bulunan fotonun yasam siiresini ifade etmektedir. Lazer sistemine etki etmeyen terim
kendiliginden salinim terimidir. ‘fi—:l > 0 sart1 lazer olma sartidir [5]. Lazer 1smn
demetimiz Gauss benzeri dalga profiline sahiptir. Burada w faz terimidir. Sekil 1.3’

te R(z), w, Wy, Winpy faz ifadeleri gosterilmektedir (1.8).

X24¥2 2 X2 +Y?
E(x,V,z, t)=Ege” wZ ¢lkz=Wh o™z ¢ A R(»)

2
R(z)=z + Z%

T wé
Zp = 1
Af
Wo™ T Winput [5]
(1.8)

Sekil 1.3 : Gauss demetinin semasal gosterimi.
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1.2 in Vitro Fertilizasyonunun Tarihsel Gelisimi ve Yéntemi

Infertilite, iireme kapasitesinin istek dis1 azalmasi, koruyucu bir ydntem

uygulanmadan yaklasik bir y1l stireyle gebelik olusamamasidir.

Normal gebeliklerde yeni dollenmis yumurtaya zigot denilmektedir. Birinci giin zigot
iki hiicreye boliinerek embriyo olmaktadir. Embriyonun ikinci giin 4 hiicresi, liglincii
gilin 6 ile 9 hiicresi, dordiincii giin 16 ile 32 hiicresi bulunmaktadir. Dordiincii giin
embriyo morula adin1 almaktadir. Besinci giin farklilasmalar baslamaktadir ve 12 ile
16 hiicreli yapilardan olan blastomerlerin ortasinda sivi dolu blastosel denilen bir
yap1 olugmaktadir. Morula g¢evresi hiicreler plasenta, morula i¢i hiicreler fetusu
olusturmak i¢in birlesmektedir. Bu yapiya blastosist denmektedir ve embriyonun
rahim duvarma yapismadan Onceki halidir. Besinci giin sonrasinda implantasyon

baslamaktadir.

Tiip bebek yonteminde uygun sayilan yumurtalar toplandiktan sonra uygun 1sida iki
ile dort saat bekletilip erkekten alman spermlerle fertilizasyon islemi yani disaridan
dolleme islemi uygulanmaktadir. Fertilizasyondan sonraki iki ile {i¢ giin i¢inde, 4 ile
8 hiicreli olan embriyo rahime yerlestirilmektedir. Fertilizasyondan sonraki bes alt1
glin sonrasinda embriyo, igerisinde bosluk bulunduran etrafi hiicrelerle ¢evrili bir
sekil almaktadir. Sonrasinda alt1 ile sekiz giin i¢inde implantasyon baslamaktadir.
Sekil 1.4’ te yumurtalarin alinip disaridan dollenme saglanmas ile embriyo transferi

sema olarak gdsterilmektedir.

Fertilizasyondan sonra bes ile alt1 giine kadar yasayan embriyolarda kaliteli olma
oran1 iki ile {i¢ giine kadar yasayanlardan yiiksektir. Ilerleyen teknikler sayesinde

daha fazla sayida blastosist elde edilebilmektedir [7].

Yardimer iireme tekniklerinin (YUT) amaci, infertilite insidansi arttikga, hasta
popiilasyonunun ihtiyaglarmi karsilamaktir. Embriyonun basarili bir gelisim izlemesi
ve implantasyonu hakkinda bilgiye sahip olmamiz nedeniyle, yontem gelisim

asamasin1 hizla stirdiirmektedir.

In vitro fertilizasyonu da bir yardimci iireme teknigi yaklasimdir. Yapilan
arastirmalara gore canli dogum oram1 35 yas st kadinlarda halen %40

dolaylarindadir. Embriyo secim hassasiyetinin artmasi daha az sayili ve
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implantasyon potansiyeli daha fazla olan embriyo transferleriyle sonuglanacagindan

dolay1 tedavi glivenliginde artis gézlenecektir.

Emre Seli ve grubu gebelik sonuglarmi incelemeden embriyo reprodiiktif
potansiyellerini tahmin edebildiklerini gostermislerdir [6]. Sekretomikler ve
metabolomiklerle en yiiksek oranli reprodiiktif potansiyeline sahip embriyolar1
segme yetimizin artmasi ve tek embriyo transferinin yayginlagsmasi amaglanmaktadir.
Bu amaglarin gerceklesmesi ile sadece zorunlu yasalar koyarak uygulama saglayan

devletlerde degil, diinya iizerinde de tek embriyo transferi yayginlasabilecektir.

/
e YUMurta toplama

Yumurtahk

L7500
£ 0%
~Z( 1&7{

Folikil

— Sperm
Yumurta

(oosit) ‘

N
Rahim | . Embriyo

Transfer koteteri

Sekil 1.4 : Embriyo transferinin sematik gosterimi (Url-1).

IVF Kkiiltir medyasina hormon salgilanmakta olan proteinler yani sekretomikler,
embriyonun hiicre fonksiyonu arastirmasi i¢in incelenmektedir. Bu sekilde embriyo
salg1 profilleri reprodiiktif basar1 orani ile korele edilebilecektir. Implante olmus ve
olmamig embriyolar incelenecek ve transfer icin en uygun embriyoya biomarkerlar

bulunabilecektir.

Metabolomikler, embriyonun fiziksel ve metabolik durumunu yansitirlar.
Metabolitler, viicutta meydana gelen tepkimeler sonucu viicutta olusan ve viicutta
birikmeden bagka bir bilesige doniisen kimyasal yapili bilesiklerdir. Belirli bir zaman
aralig1 icinde doku, hiicre ve fizyolojik sivilarda lipit, karbohidrat, vitamin, hormon
ve diger hiicre bilesenlerinde kiiclik molekiillii metabolitler ortaya g¢ikmaktadir.

Metabolitlerin ilk asamada kiiltlir medyas1 igerisinde bulunma oranlarinin
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belirlenmesi ve tanimlanmasi IVF yonteminin gelisimine katki saglayacaktir.
Salgilar1 tanimlayabilmek i¢in yapilmis olan ilk ¢alismalar fare embriyosundaki iki
boyutlu jel elektroforezi Western blot veya eliza yontemi ile yapilmistir. Son
zamanlarda kiitle spektroskopisi ile arastirmalara devam edilmektedir. Bununla
birlikte pek ¢ok sekretom tanimlanabilmistir. Proteinlerin lazerle iyonizasyonu ylizey
destekli lazer iyonizasyon teknigi ve TOF (time of flight) analizleriyle
yapilabilmektedir. iImplante olmus ve olmamus blastosistler i¢in protein mikro dizi

teknolojisi ile kiiltiir medyasindaki sekretomiklerin profilleri karsilastirilabilmektedir

[8].

Kizilotesi sogurma spektroskopisi ve Raman spektroskopisi vibrasyonel
spektroskopik tekniklerdendir. Molekiillerin titresim karakteristikleri ile metabolit
profili ¢ikarilabilmektedir. Uretilen sinyal yogunlugu ve 6l¢iim yapilacak &rnek
bilesenlerini tanimlayabilmek i¢in iki tekni§in de hem avantajlar1i hem de

dezavantajlar1 bulunmaktadir.

Emre Seli ve grubu, bu iki teknikle implante olmus embriyo metabolit profilindeki
farkliliklar1 tanimlamislardir [8]. Sonrasinda verileri diger embriyo reprodiiktif
potansiyelini O6lgmek i¢in kullanmiglardir. Sonuglar her iki teknikle de basarili

degerlendirme yapilabilecegini gostermistir.

Manyetik rezonans spektroskopisi de metabolitleri tanimlamada kullanilmaktadir.
Degisik reprodiiktif potansiyeline sahip embriyo metabolit profillerindeki
farkliliklarin tanimlanabilmesi iizerinde calisilmistir. Seli ve grubunun manyetik
rezonans spektroskopisiyle ilgili ¢alismalarma goére, implante olmus embriyolarin
olmayanlara gore kiiltir ~—medyalarmin daha yliksek oranda glutamat
konsantrasyonuna sahip olduklar1 ve embriyo medyasinda daha diisiik oranlarda
alanin, piruvat ve glikoza rastlandigi goriilmistiir [8]. Manyetik rezonans
spektroskopisi ile Raman spektroskopisi karsilastirildiginda manyetik rezonans

spektroskopisi daha zaman alic1 ve pahalidir fakat alinan sonuclar es degerlidir.

Embriyo degerlendirmesinde spektroskopiden faydalanilarak diinya {izerinde IVF
tedavisinin halen c¢oziimlenememis yiiksek ¢oklu gebelik ve diisiik implantasyon
oranlarmin Oniine gecilebilmesi istenmektedir. Kliniklerin amaci, morfolojisinde
sorun olmayan ve yiiksek fertilizasyon potansiyeline sahip olan embriyolar

secebilmektir. IVF tedavisinin ve gebelik testinin bitiminden sonra hastalarin
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implantasyon oranlar1 smiflandirilacaktir. Embriyo atik kiiltiir sivis1 i¢indeki
proteinler, amino asitler, lipitler ve yag asitlerinin tahsis edilmesi Istanbul
Universitesi Tip Fakiiltesi ile Istanbul Teknik Universitesi’nin beraber yiiriittiikleri
ONAP projesinin bir adimmi olusturmaktadir. ONAP — 22501 numarali ‘Atik
Folikiiler Sivi ve Embriyo Kiiltiir Medyasinda Metabolomiklerin ve Implantasyonda
Etkili Olabilecek Markerlarin Spektroskopik ve Elisa Yontemlerle Analizi ve IVF
Basar1 Sonucuna FEtkileri” bagsliklt Bilimsel Arastirma Projesine (BAP) gore
yapilmasi1 amaclanan, embriyo etrafindaki kiiltiir ortamin1 spektroskopik yontemle
arastirarak embriyo se¢mektir. Projenin uygulanisi, embriyoyu cevreleyen Kkiiltiir
ortami i¢in fertilizasyonun baslangic siirecinde her bir embriyo atik kiiltiir ortami1
Raman spektroskopisi ile degerlendirilmesi ve her embriyo i¢in maturasyon, gebelik
ve canli dogum oranmin karsilastirilmasidir. Embriyo kiiltiir stvist ornekleri Tiip
Bebek Klinigi’'nde iki farkli gruba ayrilmistir. Kaliteli embriyo yetisme ihtimali
yiiksek olan ornekler Gradel ( G1 ), diisiik olan 6rnekler ise Grade 2 ( G2 ) olacak

sekilde siniflandirilarak Raman spektrumlar1 6l¢iilmiistiir.
1.3 Protein Metabolizmasi

Protein yapilarinin incelenmesi agamali bir ¢calisma gerektirmektedir. Karisik yapili
proteinlerin incelenmesi sonucu, Oncelikli yapinin ‘protein katlanmasi’ denilen
yontemle smiflandirilmasi kararlastirilmistir. Proteinler aminoasitlerin baglanmasiyla
olusan yiiksek yapili organik bilesiklerdir. Genetik kod 22 aminoasit tanimlamaktadir
fakat bazilar1 karmasik yapilar olusturarak sekil degistirmislerdir. Proteinlerin
olusumunda en ¢ok kullanilan 20 aminoasit vardir. Peptit baglar aminoasitlerin
karboksil gruplar1 ile zincirdeki amino gruplarinin baglanmasiyla olugmaktadir.
Polipeptitler 10 ve 100 aras1 aminoasit igerirler. Tekli polipeptit yapisi1 farkli bir
biyolojik aktiviteye sahiptir ve birden fazla kararli katlanma igeriyor olabilir. Fakat
smiflandirma yapilirken goze aliman ozellikler aktif olup olunmadigr ve dogal

yapisalliktir. Bu smiflandirmaya gore dort ¢esit protein yapisi belirlenmistir.

Birincil yapi1, polipeptit zincirindeki aminoasit dizisidir. Bu yap1 proteinlerdeki
genlere karsilik gelen tekli yapidir. Proteinlerdeki iki sistin amino asiti siilfidril
gruplar1 arasi disiilfit bagi olusur. Disiilfit bantlari, glikozilasyon ve fosforilasyon
gibi  kopyalanabilir modifikasyonlarda birincil yapmm temel bilesenlerini

olusturmaktadirlar. Protein biyo sentez siireci boyunca devam etmektedirler.
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Ikincil yapmin altyapisi, a-sarmal yapisi ve B-yaprak yapisidir. bu yapilar protein
olusturan atomlar arasi hidrojen bagi oOriintiileridir. Bant uzunluklar1 ve agilar, temel
iki element olarak ele alinmistir. Peptit gruplarinin ana zincirleri aras1 hidrojen band1
izleri, ikincil yapiy1 ifade etmek i¢in kullanilir. Diizenli bir geometri yapilar1 vardir.
Ana zincirin baz1 bolgeleri proteinler i¢inde yakilir ve polar atomlar arasi hidrojen

bantlarini sekillendirir.

Ugiinciil yapi, tekli bir proteinin ii¢ boyutlu yapidaki ikili molekiiler yapisidir.
Ugiinciil yap1 ve erimis kiirecikler birlikteyken yapisal olarak 6zel olmayan
etkilesimlere sahiptirler. Ugiinciil yapmin farkliligi ve 6zelligi yandaki zincirlerin
uygun sarmal yapilarinin yanmis hidrofobik kaltilari, iyonik etkilesimler ve
hidrojen bantlarinin etkilesimleridir. Protein yapis1 stabilizasyonunda disiilfit bantlar
onemli rol oynamaktadir fakat hiicrenin kristallesmis kisimlar1 azalan dis c¢evre
olarak bilinmektedir. Bu kisimlarda disiilfit bantlar1 bir yardim saglamamaktadir. Bu

yiizden tigiinciil yapi, biitiin kovalent olmayan etkilesimleri kapsamaktadir.

Dérdiinciil yapi, fonksiyonel kompleks yapilar olusturmak i¢in protein ya da peptit
zincirlerinin  birlesmesiyle olusmaktadir ve tiim proteinler dortlii  yapiya
ulasamamaktadir. Ozel zincirler alt birim olarak adlandirilmaktadirlar. Kovalent
olarak birlesmis olmak zorunda olmasalar da disiilfit bantlariyla bagh
olabilmektedirler. iki ya da daha fazla polipeptit kompleks karisimi multimer olarak
adlandirilmaktadir. Icerdikleri alt birim sayisina gore dimer, trimer, tetramer gibi
isimler almaktadirlar. Kendilerine 6zgii bir altyapiya sahiplerse ‘homo’, farkli
altyapilardan tiiretilmigse ‘hetero’ takismi almaktadirlar [9]. Protein data
banklarindaki kristalize olmus protein yapilari, elektronlarn {i¢ boyutlu yogunluk
profillerinin dlgiimlerine dayanan X 1smni1 kristografisi ile X 1smi1 kirmim desenleri
izlenerek belirlenebilmektedirler. Niikleer Manyetik Rezonans yontemi de (NMR),
ikincil yapidaki proteinlerin belirlenmesinde kullanilan bir tekniktir. Bu yontem i¢in
proteinler ¢ozelti icinde incelenebilmektedirler [10]. Optik spektroskopi yontemleri,
molekiillerin bag enerjilerini sogurma ve emisyon mekanizmalariyla belirler. Bu

yontem atomik ¢oziiniirliikler hakkinda bilgi verebilmektedir.
1.3.1 Amino asitlerin yapisal ozellikleri

Amino asitler proteinleri olusturan temel yapitaslaridir ve biitiin hayat formlar1 i¢cin

biiylik fiziksel onemleri vardir. Aminoasitler hayati faaliyetlerde molekiiller arasi
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baglayict model olarak kullanilmaktadirlar. Raman spektroskopisi, peptit ve
proteinler gibi daha karmasik yapilarin molekiiler uygunlugu agisindan inceleme
saglamaktadirlar. Katilarin spektrumlar1 ¢ozeltilere oranla daha keskin bantlar
vermektedirler. Biitiin tiirler icinde proteinler 20 amino asit seti tarafindan
tiiretilmektedirler. Protein formlari, enzimler ve viicuttaki diger uzlamlar genis
kimyasal reaksiyon degisimleri sonucu hayati 6nem tasiyan, enerji iireten, enerji
transfer eden ve kas aktivitelerini diizenleyen kisimlar olarak aminoasitler tarafindan
olusturulmuslardir. Aminoasitler aynt zamanda ilag, kozmetik ve endiistriyel

uygulamalarda da 6nemli rol oynamaktadir.

Direkt kimyasal sentezlerin yani swa mikroorganizmalar tarafindan yapilan
fermantasyon, proteinlerden hidrolizasyon ¢ikarma uygulamasi, ¢evre dostu siiper
kritik su hidrolizi (molekiillerin siirtlinmesiz hareket ettigi su sistemi) ile biyo kiitle
atiklarinin geri doniisiimii ve enzimatik metotlar aminoasitlerin diger uygulandigi

alanlardir.

Amino asitlerden 8 tanesi esansiyel amino asit olmaktadir. Bunlardan bazilar1 halkali
yapida yani aromatik amino asitler, diger kismu da halkasiz yapida yani alifatik
amino asitler olarak adlandiriimaktadir. Olgtiigiimiiz embriyo atik kiiltiir sivisinda 4
esansiyel 1 yar1 esansiyel amino asit bulundugunu saptadik. Bunlarin yanisira lipit

yapilar1 ve diger yapilara da rastladik.
1.3.2 Bovin serum albiimin (BSA)

Bovin serum albiimin, deneylerde protein konsantrasyonunu standardize etmek ic¢in
kullanilmaktadir. Oncii protein 607 amino asit uzunlugundadir. N terminali, amino
asit tarafindan sonlandirilmig bir protein ya da polipeptiti bir serbest amino asit

grubuna baglamakla gorevli bir sistemdir.

Bir N terminali, 18 artik peptit sinyaline, 6ncii bir protein salgilanmasi {izerine
olusmustur. Bu yiizden baslangi¢ proteini 589 amino asit kalintis1 bileseninden
olusmaktadir. Ayrica 4 amino asit olgunlagsmis bovin serum albiimin proteinini 583

amino asite ayristirmayla da gorevlidir.

Bovin serum alblimin ayrica hiicre i¢cinde ve mikrobiyal kiiltiir i¢inde besin maddesi
olarak kullamilir ve DNA sindirimi boyunca etkili olan bazi enzimleri stabilize

etmekle de gorevlidir. Bu protein diger enzimlerle etkilesime girmez. Bu yiizden
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kendisinin stabilize edilmesine gerek yoktur. Diger proteinlerin miktarlarinin
saptanmasinda da kullanilmaktadir. Sinyal tahlilinde verimliligi artirmak icin
stabilizasyonda kullanilabilir oldugundan ve biyokimyasal reaksiyonlarda reaksiyonu
olumlu ya da olumsuz etkilemiyor olmasindan dolay: da kullanilabilmektedir (Url-4).

Sekil 1.5’ te bovin serum albiiminin kimyasal yapis1 gosterilmektedir.

Sekil 1.5 : Bovin serum albiiminin kimyasal yapis1 (Url-2).
1.3.3 Embriyo sivis1 bilesenleri

Embriyo atik sivisi protein yapilarini, lipit yapilarmi, glikoz, piruvat ve laktat
yapilarm1 ve diger kompleks yapilar1 igermektedir. Her bir hastadan almarak
hazirlanmis olan 6rneklerin protein yapilari, igerdikleri amino asitler, lipit bantlar1 ve
diger bilesenleri, alinan Raman Ol¢iimlerinin bant tahsisi yapildiktan sonra
siniflandirilmastir.

Adenozin trifosfat (ATP), canlilik i¢in gerekli olan temel molekiildiir ve her hiicre
kendi ATP’ sini kendisi iiretmektedir. Igeriginde adenin, riboz ve ii¢ fosfat
bulunmaktadir. Adeninle riboz arasinda glikozit bag, riboz ile fosfat arasinda ester
bag1 ve fosfatlar arasinda yiiksek enerjili baglar vardir. Bu yiiksek enerjili baglar

ATP’nin enerji kaynagi olmaktadir [13].

Embriyonun hiicre metabolizmas: i¢in gerekli olan ATP iiretimi iki ana yolla
saglanmaktadir. Blastosist evresinden morula evresine gegiste 6nemli dlgiide glikoz

artmaktadir ve bu durum ayni1 zamanda embriyo gelisim potansiyeline ve canliliga da
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yansimaktadir [14]. Hardy ve Gott’” un 1990 yilinda yaptiklar1 arastirmaya gore
embriyonun igerigine piruvat alimi, embriyo canliligi ve biiylime potansiyeli i¢in
olas1 bir belirtecidir. Blastokist evresinde embriyo gelisimi i¢in yiliksek piruvat

aliminin 6nemli oldugu o donemde ortaya konulmustur.

Blastokist evresinde geligsme ile ilgili olarak en son 2001 yilinda Gardner, 4 giinliik
embriyolar iizerinde piruvat alimini degerlendirmistir [15]. Piruvat alimi ile ilgili
alman ilk raporlar tutarli blastokistlerin gelistirilmesinde anlamli derecede yiiksek
oldugunu gostermistir. Genel olarak piruvat alimi embriyo gelisimi ve canlilig1 i¢in

Oongorii olup olmadigi sonucu netlestirilememistir.

Uretilenler Embden - Meyerhof> un deneyleri sonucunda buldugu iizere aerobik
glikoliz ya da trikarboksilik asit (krebs) ve anaerobik glikolizdir [16]. Karboksilik
asit, piruvat ve laktat embriyonun ana enerji kaynaklaridir ve erken implantasyon
doneminde glikoz alimi minimum diizeydedir [17]. Insan embriyolarindan alman
amino asitler klinik ortaminda gebelik ve canli dogum oranlar1 ile kiiltiir ortaminda

glisin ve 16sin ve ¢esitli amino asit diizeylerinin azaldigini gérmiistiir [18].

Gardner ve Leese 1987 yilinda blastokist donemindeki glikoz tiiketimini 6lgmiistiir
[19]. Bu calismalarinda embriyo metabolizmasini degerlendirmek i¢in kullandigi
kiiltlir medyasi piruvat, laktat, aminoasitler ve vitaminler icermektedir. Gardner once
fare embriyosunda sonrasinda insan embriyosunda glikoz tliketimini Olgerek ve

yiiksek dozda glikoz tiiketimi saptamustir.

Houghton tarafindan 2002 yilinda Yiiksek Performanshi Sivi Kromatograti (High
Performance Liquid Chromatography) (HPLC) kullanilarak blastokist evresinde
preimplantasyon siireci incelenmistir [19]. Arastirmasi sonucundaki bulgular:
Cizelge 1.1° de verilmistir. Yapilan ¢alismalar agirlikli olarak metabolit ve

sekretomiklerin incelenmesi tizerinedir.

Bizim ¢alismamiz embriyo sivist bilesenlerinin, kaliteli embriyo yetistirme ihtimali
yiiksek olan smnif Gradel snifi ile daha diisiik ihtimal verilen smif Grade2 smifinin
birbiriyle ne kadar farkli oldugunu gérmek adina bilesenlerdeki bulunma oranlarini
incelemek tizerinedir. Klinik ortaminda yapilmis olan smiflandirma isleminin tam
tamma dogru bir siniflandirma olmadig1 ise yaptigimiz calisma sonucunda elde
ettigimiz istatistiksel aymrma yontemleri sonucunda elde ettigimiz ylizdelerden

anlasilmaktadir.
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Cizelge 1.1 : Embriyo sivis1 amino asit ve lipit degerleri degisimleri ile ilgili

yapilmis caligmalar [21].

Calisma

Embriyo

Evresi

Metabolit
Sekil

Olciim

Yontemi

Sonuc¢

Houghton
et al. 2002

2 ve 3 giinlik

& hiicreli
moruna

evresindeyken

Amino asit
doniisiimii:
Glutamin,
arginin,
methionin
liretimi.
Alanin
asparjin

tiikenisi

Serin Uretimi
baslangic1
Alanin ve

glisin tiikenisi

HPLC

HPLC

Blastosis

Geligimi

Blastosis

Geligimi

Brison et

al. 2004

Day?2

Kiiltiir
Medyasi
I¢indeki Glisin
ve Losin

Degisimi

HPLC

Klinikte
Gebelik
Baslangici ve

Canli Dogum

Seli et al.
2008

Day3

Glutamin
Azalis1 ve

Artist

Proton

NMR

Canli Dogum

Cizelge 1.2’ de insan metabolomundan alinmig metabolit 6rnekleri ile yapilan bir
calisma sonucu metabolit Ozellikleri verilmektedir [19]. Yapilmis c¢alismalarda
metabolit smifindan olan {iire, piruvik asit, alanin, glikoz, oleik asit, laktoz,

kolesterol, adenozin trifosfat (ATP), glikojen ve oksitosin yapilar incelenmistir.
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Kimyasal smiflandirilmalar1 yapildiktan sonra 1 ile 3 giline kadar bekletilmis
transfere hazrr yumurtalarda giinden giine degerlerin degisimi incelenmistir. Bu
sekilde artis ve azalisin ne yonde olduguna goére, hangi metabolik artisinda daha

sagliklt embriyo olusma ihtimalinin artabilecegi incelenmistir.

Cizelge 1.2 : insan metabolomundan alinmis metabolit drnekleri ve dzellikleri [21].

Metabolit Kimyasal Kimyasal Molekiiler
Siniflandirma Sembolii Agirhk
Ure Organik Bilesen CH,N,0 60,06
- Amino Keton
Piruvik Asit Organik Bilesen C3H,04 88,06
- Keto asit
Alanin Amino Asit C;H,NO, 89,09
Glikoz Karbonhidrat- CeH12046 180,16
Monosakkarit
Oleik asit Lipit- Yag Asiti C1gH340, 282,46
Laktoz Karbonhidrat- C12H2,044 3423
Disakkarit
Kolesterol Lipit-steroid C,7Hy60 386,65
Adenozin Niikleotit- Ko C10H16N5043P; | 507,18
Trifosfat enzim
Glikojen Karbonhidrat- Cp4H42054 666,58
Polisakkarit
OkSitOSin Peptlt C43 H66N12 012 Sz 1007,19

Sekil 1.6, Sekil 1.7 ve Sekil 1.8 de embriyo atik sivismmn 600 cm™! ile 1800 cm™!
arast bolgelerde Raman bantlarmin belirlenmesiyle siddete gore en yiiksek

noktalarinin hangi amino asit lipit karbonhidrat ve diger karmasik yapilara ait oldugu
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saptanmistir. Raman kaymasi1 degerleri literatlirdeki amino asit, lipit ve diger
yapilardan hangisine denk geliyorsa igerigi hakkinda tahmini bir belirleme
yapilmistir. Data grafiklerinden 6lgiimlerin Raman bantlarinin neler oldugu Cizelge

1.3’ te tablo seklinde goriildiigii gibi tahmini olarak belirlenmistir.

——G1-ORT
FENILALALIN— G2.0RT
TIROSIN
VALIN
120 4

g g GLISIN
9 GLUTAM|N
F3
P |
wE
Ny 60
ag
K2

W
QN
0g
Zs
<y 0+
LX)
<2

1) v T v T
600 800 1000

RAMAN KAYMASI (¢cm -1)

Sekil 1.6: 600-1040 cm™?! aras1 Raman spektrumlari i¢in bant atamalari.

—G1-ORT
——G2-0RT
FOSFOLIPID

HISTIDIN

120 4

GLIKOZ FOSFOLIPID

60 -
FENILALANIN

NORMALIZE SPEKTRUMLAR

TABAN CIZGISI DUZELTILMIS

T T T ! !
1100 1200 1300
RAMAN KAYMASI (cm -1)

Sekil 1.7 : 1040-1380 cm™? aras1 Raman spektrumlari i¢in bant atamalar.
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BAZI —G1-ORT

AMINO = G2-ORT
ASITLER
LIPITLER AMIT 1

(24

=

J 5

=

-

-l

uE

N

- -

o

a0

w

QN

K

Zs

<

Q9

=2

T T T v T

1400 1600 1800
RAMAN KAYMASI (cm -1)

Sekil 1.8 : 1380-1800 cm™? aras1 Raman spektrumlari i¢in bant atamalari.

Cizelge 1.3 : Raman bant tahsisi

Raman Kaymasi(cm™?1) | Bant Tahsisi

850 Tirozin

897 Glisin, Glutamin
937 Valin

1003, 1204 Fenilalanin

1126 Glikoz

1156 Beta Karoten
1176 Losin

1271, 1341 Fosfolipid

1314 Histidin

1419 ,1449 Bazi1 amino asit ve lipitler
1647 Amit 1 Bandi
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Sekil 1.9 ile Sekil 1.17 arasindaki sekiller embriyo atik sivismin igerdigi amino asit
ve diger yapilarin kimyasal gosterimleridir. Cizelge 1.4 ile Cizelge 1.11 arasinda
embriyo atik sivisinin igerigindeki yapilarin kimyasal formiilleri ve kimyasal

ozellikleri tablolarla gosterilmektedir (Url-3).
1.3.3.1 Tirozin

Proteinleri olusturan 20 amino asitten birisidir. 4 hidroksi fenilalanin veya amino
propanoik asit olarak bilinmektedir. Yan zincirinde amit fonksiyonel grubu icerdigi
icin polardir ve pH’ 1 yiiksiizdiir. Sekil 1.9 da goriildiigli gibi benzen halkasi
tasimaktadir (Url-5).

Sekil 1.9 : Tirozinin kimyasal yapis1 (Url-5).
1.3.3.2 Glisin ve glutamin

Glisin (NH,CH,COOH) apolar bir aminoasittir ve yapt olarak proteinlerdeki 20
amino asitten en basitidir. Yan zincirinde bir hidrojen atomu bulunmaktadir.
Glisindeki a-karbon atomu bir hidrojene baglidir. Glisin optik olarak aktif degildir
(Url-5). Sekil 1.10, Sekill.11, Cizelge 1.4 ve Cizelge 1.5’ te yapilar1 goriilmektedir.

Cizelge 1.4 : Glisinin element 6zellikleri (Url-5).

Ozellikleri
Kimyasal Formiilii C,H5NO,
Molekiil Agirlig1 75,07 gr/mol
Yogunluk 1,607 gr/cm’
Erime Noktas1 233 °C (pargalanir)
Sudaki Coziiniirligi 24,99 gr/100 mL (25 °C)
Coziiniirlik Alkol ve piridinde ¢Ozliniir.
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OH
NH,

Sekil 1.10 : Glisinin kimyasal yapis1 (Url-5).

Glutamin proteinleri olusturan 20 aminoasitten birisidir ve yan zincirinde
karboksamit grubu bulunan bir polar aminoasittir. Glutamin amino asiti viicutta
tikendigi zaman nitrojen iceren amonyak molekiillerine baglanildiginda
dretilebilmektedir. Bir tir nitrojen emici olarak diisliniilebilir. Amonyagi
temizleyerek hiicre gelisiminde doku onariminda kullanilarak dokular arasi nitrojen
tagimaktadir. Glutamin alfa amino asitleri gibi protein sentezi ve kirilmasinda
etkindir. Belirgin sekilde BCAA (Branched - Chain Amino Asit) metabolizmasi,
bagirsak c¢eperinin onarilmasi, normal bagisiklik sistemi, glikoz olusumu, su
taginmasi, norotransmisyon, purin pirimidin sentezi ile amino gruplarinin plazma
icinde tasinmasinda etkindir. Amino seker sentezi siwrasinda amino grup vericisi

olarak yer almaktadir.

Cizelge 1.5 : Glutaminin element 6zellikleri (Url-5).

Ozellikleri
Kimyasal Formiilii CsHoN»0O;5
Molekiil Agirlig1 117,15 gmol
Yogunluk 1,316 g/em’
Sudaki Coziiniirligi Coziinebilir.
Coziintirlik 2,32 (karboksil), 9,62
(amino)

Sekil 1.11 : Glutaminin kimyasal yapis1 (Url-5).
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1.3.3.3 Valin

Valin (Val) proteinleri  olusturan 20 aminoasitten birisidir.  Beslenme agisindan
digsaridan alinmasi zorunlu (esansiyel) bir besin maddesidir. Valinin yan zinciri yiik

tasimadigindan dolay1 nétr amino asitlerdendir. Sekil 1.12 ve Cizelge 1.6’ da yapisi

goriilmektedir.
Cizelge 1.6 : Valinin element 6zellikleri (Url-5).
Ozellikleri
Kimyasal Formiilii CsH;1NO,
Molekiil Agirlig1 117,15 gmol
Yogunluk 1,316 g/em’
Erime Noktas1 298 °C (568 °F, 571 K)
Sudaki Coziiniirligi Coziinebilir.
Coziintirlik 2,32 (karboksil), 9,62
(amino)
H
OH
H5N
Sekil 1.12 : Valinin kimyasal yapis1 (Url-5).
1.3.3.4 Fenilalanin

Fenilalaninin (Phe, F) molekiillerinin aynada yansimasi olan optik izomerleri
dogada iki formda bulunabilmektedir. Bunlar D- fenilalanin ve L-fenilalanindir ve
yan zinciri bir benzil grubundan olusmaktadir. Bu amino asitin fenilalanin olarak
adlandirilma nedeni kimyasal ki hidrojenlerden birinin fenil grubuyla degistirilmesi
ile olusmus olmasidir. Insan viicudunda iiretilmez bu yiizden disaridan alinmasi
zorunludur. Seker icermeyen lriinlere eklenen aspartam biiyiik oranda fenilalanin

igerir.
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Oda sicakliginda toz seklindedir ve beyaz renktedir. Fenilalanin anne siitiinde
bulunmaktadir. Dogrudan salgilara etki eden bir amino asit oldugu i¢in alimi ¢ok

onemlidir. Sekil 1.13 ve Cizelge 1.7 te yapist goriilmektedir.

Cizelge 1.7 : Fenilalaninin element 6zellikleri (Url-5).

Ozellikleri
Kimyasal Formiilii CoH{1NO,
Molar Kiitlesi 165,19 g mol
Coziintrlik 1,83 (karboksil), 9,13 (amino)

H

-
-
-
-

OH
H,N

O

Sekil 1.13 : Fenilalaninin kimyasal yapis1 (Url-5).
1.3.3.5 Glikoz

Bir monosakkarit olan glikoz yasam i¢in ¢ok Onemli bir karbonhidrattir. Hiicreler
icin bir enerji kaynagi ve metabolik reaksiyonlarda bir ara {irlin olarak
kullanilmaktadir. Glikoz bobreklerde tiimiiyle emilmektedir. Yapisal olarak 6 sekerli
bir heksozdur.sindirilmeden kullanilabilir oldugundan dolayr beyinin ihtiyag

duydugu temel yapilardandir.

Glikoz fotosentezin ana {iriinlerindendir ve hiicre solunumu onunla baslamaktadir.
Dogal halde bulunan (D-glikoz) dekstrozda glikozun D bi¢imidir. Molekiiliin ayna
gortintiisiine L-glikoz denilmektedir. Diiz bir zincir seklinde de halkali yapida da

bulunabilmektedir.

Glikozun alt1 karbon atomu bulunan aldehit grubuna sahip bir aldoheksoz olarak agik
halkali ya da halkali sekilde olabilmektedir. Suda bu iki bigim birbiri ile denge
halindedir (Url-6). Sekil 1.10 ve Cizelge 1.4’ te yapis1 goriilmektedir.
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Cizelge 1.8 : Glikozun element 6zellikleri (Url-6).

Ozellikleri
Kimyasal Formiilii CesH1206
Molar Kiitlesi 180,16 g mol
Yogunlugu 1,54 g/em’
Erime Noktasi o-D-glikoz: 146 °C p-D-glikoz:
150 °C

OH

o)
HO
HO OH
OH

Sekil 1.14 : Glikozun kimyasal yapis1 (Url-6).
1.3.3.6 Beta karoten

Beta karotenin askorbik asit ve alfa-tokoferol gibi antioksidanlar tarafindan olusan
serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonu oOnledigi yapilan c¢alismalarla
gosterilmektedir. Karoten birbiriyle iliskisi olan birkag bilesik icin kullanilmaktadir.
Sogurdugu 15181 klorofile aktarilmasiyla fotosentezde onemli rol
oynayan fotosentetik bir pigmenttir. iki tiirii bulunmaktadir. Bunlar alfa-karoten (-
karoten) ile beta-karotendir (B-karoten). Kimyasal yapisina bakildiginda karoten bir

terpendir. Birbiriyle iliskili birkag bilesikten olusan karmasik bir yapis1 vardir.

Beta karoteni iki retinil gruptan olusmaktadir ve ince bagirsakta mukozada
dioksijenaz tarafindan  yikima ugrayarak retinol denilen A  vitaminine

dontismektedir.

Karacigerde depolanarak gerekli zamanlarda A vitaminine doniisebildigi i¢in pro
vitamin sayilmaktadir. Karotenin baslica izomerleri olan a karoten ile § karotenin
fark1 uglardaki halkali gruplarin ¢ift baglarinin konumlarindan dolayidir. B karoten

sar1, turuncu yesil yaprakli, havug, 1spanak, domates ve kavun
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gibi meyve ve sebzelerde bulunmaktadir ve karotenin daha yaygin olan bigimidir

(Url-7). Sekil 1.15 ve Cizelge 1.9’ da yapis1 gosterilmektedir.

Cizelge 1.9 : Beta karotenin element (Url-7).

Ozellikleri
Kimyasal Formiilii C4oHse
Molar Kiitlesi 536,87 g mol '
Yogunlugu 0,941 g/cm’
Sudaki Coziiniirligi Coziinebilir.

Sekil 1.15 : Beta karotenin kimyasal yapis1 (Url-7).

1.3.3.7 Losin

Losin proteinleri olusturan ve DNA’nin kodladig1
20 aminoasitten birisidir. Izoldsin ile izomeridirler. Beslenme agisindan disaridan

alinmas1 esansiyel olan aminoasitlerdendir.

Bebeklerde ve cocuklarda optimal gelisim ve yetiskinlerde azot dengesinin kurulmasi
icin gereklidir. Tahillarda ve baklagillerde bulunmaktadir. Kas yapiminda disaridan
almmasi ile protein sentezinde gorev alir. Kaslardaki amino asitlerin biiyiik kismini
olusturur. Kaslarda protein sentezinde ve protein yikiminda etkindir (Url-5). Sekil

1.16 ve Cizelge 1.10° da yapis1 goriilmektedir.

Cizelge 1.10 : Losinin element 6zellikleri (Url-5).

Ozellikleri
Kimyasal Formiilii CsH13NO,
Molar Kiitlesi 131,17 g mol
Coziiniirlik 2,36 (karboksil), 9,60 (amino)
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Sekil 1.16 : Losinin kimyasal yapis1 (Url-5).
1.3.3.9 Histidin

Histidin L Histidin ile D Histidin formlarinda amino asitleri olusturmaktadir.
Histidinin pH degerindeki kiiciik degisiklikler elektrik yiikiinii degistirebilmektedir
(Url-5).

Cizelge 1.11 : Histidinin element 6zellikleri (Url-5).

Ozellikleri
Kimyasal Formiilii CsHoN30O,
Molar Kiitlesi 155,15 g mol '
Sudaki Coziiniirlik 4,19¢/100g 25 °C

Sekil 1.17 : Histidinin kimyasal yapis1 (Url-5).

28


http://tr.wikipedia.org/wiki/PH
http://en.wikipedia.org/wiki/Molar_mass
http://en.wikipedia.org/wiki/Aqueous_solution

2. DENEY
2.1 Deneysel Diizenek

Hazirladigimiz deney diizenegi i¢in diyod lazer, Faraday izolatori, lazer ¢izgi filtresi,
Raman kenar filtreleri, spektrograf, lensler, aynalar ve 6l¢iim hiicresinden olusan
elemanlar kullanilmistir. Deney diizenegi 1,2 m x 2,4 m optik masa iizerine

kurulmustur.

Embriyo atik kiiltiir sivis1 6rneklerinin Raman spektrumlarinin 6l¢iimii 786 nm dalga
boyundaki 100 mW giicteki diyod lazer (TEMO0) (temel enine mod) kullanilarak
yapilmistir. Diyod lazerin Oniine Faraday izolatérii yerlestirilmistir. Faraday
izolatorii kullanilarak, lazer kaynagindan ¢ikarak optik elemanlara ¢arpip geri donen
istenmeyen 1sinlarin lazere geri donmeleri engellenebilmektedir. Bu sekilde lazerin
Ol¢timler boyunca mod atlamasi ve her bir pike karsilik gelen dalga sayis1 yerinde

kaymalar olugmas1 dnlenmektedir.

Lazer ¢izgi filtresi, lazer 151min1, ¢izgi filtresinden gecirerek spektral yan bantlarini ve
zayif floresans emisyonunu 107® mertebesinde filtrelemektedir. Lazer ¢izgi
filtresinin acis1 ¢ok kiiclik agilarda degistirilmistir ve lazerin filtreden gecis giicii

maksimuma getirilmistir.

Optik masaya paralele yakin uzanan lazer 1sininin optik masaya olan yiiksekligi
12,35 cm’dir. Lazer 1sm1 %99 yansitmali ve dielektrik kaplamali aynalar A;, A, ve
Az ile tasmmaktadir. Birinci lens L; ile lazer 1sin1 odaklanarak yiiksekligi
spektrografin giris yiiksekligi olan 12,75 cm’ ye yikseltilmis ve paralellik

saglanmigtir.

Raman Kenar Filtreleri (REF, ve REF, ) sacilan 1sinlardan belirli dalga boyunun
altindaki 1sinlar1 filtrelemektedirler. Lazerden ¢ikan monokromatik isinlar ornek
iizerine diisiiriildiikten sonra geri doniis yolunda her dalga boyunda sagilirlar. Doniis
yolunda A; aynasindan gelen farkli dalga boylarina sahip ismlar, birinci Raman
kenar filtresi REF,; ile Rayleigh 1simalarindan %99 oraninda armndirilmaktadirlar.

REF, ile dzdes ve gecirgenligi 107" dan kii¢iik olan ikinci Raman kenar filtresi

29



REF,, filtrelenerek gelen 1sinlar1 tekrar filtrelemektedir. REF,, filtrelenmis 1sinlardan
786 nm’ den kiiciik dalga boyundakileri yaklasik %99 oraninda tekrar filtreleyerek
790 nm’ den daha uzun dalga boyundaki isinlar1 yaklasik %98 oraninda
gecirmektedir. Sekil 2.1 de deney diizenegi goriilmektedir.

Kullandigimiz spektrograf -90 C* ye kadar sogutma kapasitesindeki CCD( Charge
Coupled Devices)’ ye sahiptir. Olgiimlerimiz -60 C° de almmistrr. CCD’ nin
ozelliklerinden dolayr 200-1900 cm™! bolgesi i¢in Raman spektrumlari
Olciilebilmektedir. CCD kamera spektal eksen boyunca 1024 pikselden olugmaktadir.
Spektrografin odak uzakligi 0,303 m’ dir. 600, 1200, 1800 ¢izgi/mm olmak {izere ii¢
farkli kirmim agiyla c¢alisabilmektedir. Spektrograf igerisinde toroid aynalardan
kurulu bir sistem ve grating denilen 15181 dalga boylarina gore ayristiran bir sistem
bulunmaktadir. Dalga boylarma gore ayrisan 1gmlar CCD tlizerine diisiiriilmektedir.
Daha sonra datalar Andor iDus software isletim sistemiyle bilgisayar sistemine

aktarilmaktadir.

Sekil 2.1 : Raman deney diizeneginde 151g1n dl¢iim sirasinda izledigi yol.
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2.2 Deneyin Yapihisi

Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi’nden aldigimiz embriyo atik kiiltiir sivismin
Raman &lgiimleri almmuistir. Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi ile Istanbul Teknik
Universitesi’'nin beraber yiiriittiikleri Bilimsel Arastirma Projesi’nin (BAP) amaci,
embriyo atik siwvist  Orneklerinin Raman  spektrumlarindaki farkliliklarin
belirlenmesiyle embriyo maturasyonu, gebelik ve canli dogum oranlarinin
belirlenmesidir. Yaptigimiz tez ¢aligmasi, projenin bir basamagini olusturmaktadir.
Bilimsel Arastirma Projesi kapsaminda yapilmak istenen embriyo etrafindaki kiiltiir
ortamindan transfere hazirlik i¢in giivenle ayrilan atik kiiltiir ortaminin
incelenmesidir. Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Tiip Bebek Klinigi’nde
kriyoviyallere konularak tek tek etiketlenen atik kiiltiir sivis1 aninda dondurularak -
80 C°’ de s1v1 nitrojen icerisinde saklanmistir. Embriyo atik kiiltiir stvis1 Tiip Bebek
Klinigi'nden almarak sivi azot igerisinde Istanbul Teknik Universitesi Lazer
Spektroskopi Laboratuvarma ulastirilmistir. Olgiim anma kadar sivi azot icerisinde

saklanmstir.

Olgiim 6ncesi, siv1 azottan c¢ikarilan drnekler énce buzdolabinda bir siire tutulmus
daha sonra da oda sicakligma gelmeleri beklenmistir( 25 + 1 C°). Olgiilecek kiiltiir
ortami dl¢iim hiicresine konulmustur. Olgiim i¢in bize verilen embriyo atik kiiltiir
stvis1 yaklasik 25 - 30 p It miktarindadir. Raman Olgiimleri 786 nm dalga boyuna
sahip diyod lazer kullanilarak toluen, su ve Ornek Ol¢limleri olmak iizere ardigik
olarak 10’ar dakikalik siirelerle alinmistir. Embriyo atik kiiltiir sivis1 6rneklerinden
10 dakika boyunca 30’ar saniye siiren ardisik 20 ol¢ctim alinmistir. Buna bir kinetik
Olgim denilmektedir. Toluen spektrumlari ise 0,2 saniye siireyle birer kez
Olgiilmektedirler. Toluen kolay ucabilen bir kimyasaldir ve siddetli Raman pikleri
vermektedir. Bu ylizden Olglimlerinin de 0,2 saniye siireyle alinmasi yeterli

olmaktadir.

Toluen spektrumlarini 6l¢gme nedenimiz dalga sayisi kalibrasyonu yapmak ve lazerin
dalga boyunda zaman icinde oda sicakligi ve optik elemanlarmn sicakliklarinin
degisiminden kaynaklanabilecek bir kayma olup olmadigini kontrol edebilmektir. Su
spektrumunun ve Olglim diski lizerine yapistirilan cam kuvarslarin spektruma
katkisin1 ortadan kaldirmak icin saf su spektrumlar1 6lciilerek embriyo atik kiiltiir

swvis1 spektrumlarindan ¢ikarilmiglardir.
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Olgiimler sonrasinda 6lgiim kiiveti, drnekler aras1 kontaminasyonun dnlenmesi i¢in
aseton, alkol ve saf suyla temizlenmistir. Toluen Sl¢tiiglimiiz diske temizleme islemi
uygulanmamaktadir. Embriyo atik sivisi bilesenlerinin tahmini olarak belirlenmesi ve

istatistiksel yontemlerin ayirt etmedeki basarisi incelenmistir.

Deney diizenegi, Sekil 2.2° de semasal olarak gosterilmektedir. Lazer kaynagindan
¢ikan 786 nm dalga boyundaki 1sin demeti Faraday Izolatérii ve Lazer Cizgi
Filtresinden gecerek birinci ve ikinci aynaya (A1 ve AI) yansitilmaktadir. Faraday
izolatorii lazer 1sinmin gelis ve doniis yolunda optik elemanlardan sagilan 1smlarin
lazere geri donmesini ve lazere mod atlatmasini 6nlemek i¢in kullanilmaktadir. Lazer
cizgi filtresi ise lazerden ¢ikan 1smnin spektral yan bantlarmmi ve zayif floresans
emisyonunu filtrelemektedir. Aynalardan yansitilan i1sinlar birinci Raman Kenar
Filtresinden (REF 1) tgiincii aynaya (43) gecerek, 45 mm odak uzakligina sahip
lensle odaklanmaktadirlar (L7). Odaklanan 1gmnlar 6rnek iizerine diisiiriilmektedirler.
Doniis yolunda 6rnek iizerinden sagilan 1sinlar lensle (L/) odaklanarak tigiincii ayna
iizerinden (43), birinci ve ikinci Raman Kenar Filtresine (REF 1 ve REF 2)
gecmektedir. Raman kenar filtreleri 1518 doniis yolunda, 6rnek lizerinden her dalga
boyunda sacgilan 1sinlar1 belli mertebelerde filtrelemektedirler. Daha sonra 45 mm
odak uzakligma sahip ikinci bir lensten (L2) gecen ismnlar spektrograf icerisine

gonderilmektedirler.

DONUS YONU

1

RAMAN RAMAN
KENAR KENAR
FILTRESI FILTRESI

GELIS YONU

cco
SPEKTROGRAF

FARADAY
LAZER iZLOLATORU  GizGi FiLTRESI

m

Sekil 2.2 : Raman deney diizeneginde 15181n dl¢iim sirasinda izledigi yolun

LAZER

sematik grafigi.
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Olgiim hiicresi mekanizmasi olarak Sekil 2.3” te goriildiigii gibi, bize verilmis olan
embriyo atik sivis1t miktarina en uygun boyutlarda hazirlanmis olan 6l¢tim diskleri
kullanilmistir. Bize gonderilmis olan embriyo atik sivist miktar1 yaklasik 25 p It
oldugu i¢in 6l¢iim hiicresine yerlestirme sirasinda gesitli zorluklarla kargilagilmistir.
Yerlestirme sirasinda Olglim sivisi bazen Ol¢iim hiicresinin ¢eperine bulasarak
Olciilecek sivi miktarini azaltabilmektedir. Bazen de Ol¢iim sivisi 6lglim hiicresine

birakilirken baloncuk olusabilmektedir.

Olgiimler esnasinda bu gibi zorluklar yasanmistir ve bazi odlgiimler isleme
almmamustir. Disklerin giris kisminda 3mm ¢apinda bir delik bulunmaktadir.
Ortasinda ise lazer 1s51¢mmm odaklanacagi 1,6 mm ¢apinda bir delik bulunmaktadir.
Alt kismu daralan silindir bir boruya benzemektedir. Ornekleri alirken kullandigimiz
mikro pipetlere uygun yapida modellenmis bir sekli vardir. Olgiilen embriyo atik
stvis1 miktar1 yaklasik olarak 25-30 p It’ dir. Toluen spektrumlarmin dlgiimleri igin
ayr1 bir disk kullanilmistir. Toluen i¢in kullanilan disk {izerine kuvars camlar

asetonla ¢oziilmeyen dayanakli bir yapistirici ile yapistirilmistir.

?0=1,6 mm
merkez ¢api

(0=25,4mm
disk cap1

Sekil 2.3 : Olgiim hiicresi olarak kullanilan diskin sematik gdsterimi.

Sekil 2.4’ te Olgtim disklerinin yapist ve boyutlar1 gosterilmektedir. Hazirlanilan
Olgim disklerinin ortasindaki deligin iki tarafina kuvars camlar entellan ile
yapistirilip sabitlenmistir. Toluen 6lgiimleri i¢in hazirlanan diskin ortasindaki delik
coziinmeyen bir yapistirict olan epoksi kullamilarak iki kuvars cam ile

yapistirilmastir.
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Sekil 2.4 : Disk konstriiksiyonu.

Embriyo atik kiiltiir stvis1 6rneklerine model olusturmasi i¢in ayn1 6lgiim diskleriyle
Olgiilen histidin ve bovin serum alblimin karisimmin 3 farkli konsantrasyondaki
¢ozeltilerinin her 6l¢lim i¢in kullanilan miktar1 yaklasik 50 p It’dir. Histidin ve bovin
serum albiimin s1vi ¢dzeltilerinin %50, %10 ve %2 konsantrasyondaki karigimlarinin
Raman spektrumlar1 &lgiilmiistiir. Olgiimlere embriyo atik kiiltiir sivis1 dlgiimleriyle
ayni Onislemler uygulanmistir. 32 miligram histidinin 2 mililitre filtrelenmis saf su
ile karigtirilmasiyla ve 80 miligram bovin serum albliminin 2 mililitre filtrelenmis saf
su ile karigtirilmasiyla her iki karigimin doymus ¢ozeltileri elde edilmistir. Cizelge
2.1’ de histidin ve bovin serum albiimin doymus c¢ozeltilerinin konsantrasyon

oranlarina gore hangi miktarlarda karistirildiklar: gosterilmektedir.

Cizelge 2.1 : Histidin ve bovin serum albiiminin 3 farkli konsantrasyondaki

¢ozeltilerinin karisim miktarlari.

Konsantrasyon Oran1 | Histidin Doymus Sivi BSA Doymus Sivi
Cozeltisi Miktar1 Cozeltisi Miktar1

%50 250 It 250 p It

%10 S0plt 450 p It

%2 20p It 980 p It

2.3 Onislemler

Embriyo atik kiiltiir sivisi, embriyo atik kiiltiir sivisinin besi ortami ve saf su Raman
spektrumlar1 alinmistir. Raman 6lgiimleri alindiktan sonra embriyo atik kiiltiir sivist
spektrumlarma sirastyla kozmik isinlarin temizlenmesi, dalga sayisi kalibrasyonu,

arka plan diizenlenmesi, taban ¢izgisi diizeltilmesi ve normalizasyon islemleri
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uygulanmistir. Daha sonra embriyo atik kiiltiir s1vis1 modellemesi i¢in dl¢timlerini
aldigimiz  histidin ve bovin serum albiimin sivi c¢ozeltilerinin  ii¢ farkli

konsantrasyonuna oniglemler uygulanmaistir.
2.3.1 Kozmik 151n temizleme

Uzaydan Diinya atmosferine giren ve genelde yeryiiziine ulasabilen farkli atom alt1
parcaciklara kozmik 1smlar denir. Sekil 2.5 te kozmik 11 igeren ve igermeyen art
arda alinmis iki su spektrumu gdésterilmektedir. Sekil 2.6” da ise bir su spektrumunun
kozmik 151n temizlenmis ve temizlenmemis halinin yakindan gosterimi verilmektedir.
Olgiimlere istemsiz katilan ve Raman spektrumlarinda gozlenebilen kozmik 1smlar,
uygun bir algoritmayla temizlenmistir. Bu temizleme islemi icin ANDOR programi
kullanilmistir. Kozmik 1sinlar1 temizlemek icin, istenmeyen 1sm bandimin en diisiik
degerdeki iki ucunun ortalamasit alinmaktadir. Isin bandmin en yiiksek degeri,
bulunan ortalama deger ile degistirilmektedir. Bu islem sonrasinda daha temiz bir
Olciim edilmektedir ve yapilacak olan istatistiksel analizlere etki edebilecek

istenmeyen 151n spektrumlari 6nlenmektedir.

w— S 1 KINETIK
10000 S 2 KINETIK
-
w
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-
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300 600 900
PIKSEL NUMARASI

Sekil 2.5: Kozmik Isin Igeren ve Icermeyen Art Arda Alinmis iki Su Spektrumu.
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== Kozmik Isin Temizlenmemis Spektrum
== Kozmik Isin Temizlenmis Spektrum

3000

2000

RELATIF SIDDET

1000 -

1
560 640
PIKSEL NUMARASI

T
480

Sekil 2.6: Kozmik 151n temizlenmis ve temizlenmemis su spektrumunun yakindan
gosterimi.

2.3.2 Kalibrasyon

Raman 6l¢timleri alinmig spektrumlar ‘.sif” uzantisina sahiptirler. ANDOR programi
kullanilarak ORIGIN, GRAMS Al ve MATLAB programlarinda islem yapilabilmesi
icin biitlin spektrumlarin dosya uzantilar1 ‘.sif’ uzantisindan ‘.asc’ g¢evrilmistir.
GRAMS Al programiyla her o6rnekten sonra piksel numarasi olarak aldigimiz toluen
spektrumlarmin bant merkezleri bulunmustur. MATLAB kullanilarak olusturulan

kalibrasyon kodunun igerisine bulunan bant merkezleri konulmustur.

Embriyo atik kiiltiir stvis1 ve su spektrumlarindan sonra lazerin her 6rnek 6l¢timii
sonrasinda ayn1 modda calistifindan emin olmak ve mod atlamis ise bunu fark
edebilmek icin toluen spektrumlar: alinmistir. Lazer mod atladiysa embriyo ve toluen
spektrumlarmin her ikisi de lazer ayn1t modda calisirken alindigi i¢in zamanlama

olarak birbirleri ile uygun olacak sekilde kalibre edilmektedirler.
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Olgiilmiis toluen spektrumlar1 igin, referans bant degerleri Cizelge 2.2’ de goriildiigii
gibi K. Nakamoto’ nun toluen bantlarindan alinmistir. Bant merkezleri belirlenirken,
bu referans degerlerine bakilarak en belirgin piklerin yaklasik yerleri belirlenmistir.
MATLAB programi kullanilarak 6nce toluen spektrumlarmna kalibrasyon islemi

uygulanmistir.

Daha sonra her bir 6rnek spektrumu toluen spektrumlari ile kalibre edilmistir. Toluen
ve Ornek spektrumlarmin dalga sayisit kalibrasyonu sonrasinda Raman kaymasi

biriminde (cm™1) spektrumlar elde edilmistir.

MATLAB programu kullanilarak kalibrasyon islemi i¢in yazilan kodun igerisine her
bir toluen bandma karsilik gelen Raman kaymasi degerleri yazilmistir. Toluen
spektrumlarmin bant merkezi degerleri x ekseni olarak, bunlara karsilik referans
bantlar1 y ekseni olarak kullanilmigtir. Kalibrasyon islemi bu sekilde

tamamlanmaktadir.

Cizelge 2.2 : Toluenin referans bant degerleri (+1 cm™1) [1].

RAMAN KAYMASI

(em™)

218.1

521.1

621.1

785.3

1003.6

1029.8

1210.5

1379

1605
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Sekil 2.7 ve Sekil 2.8’ de kalibrasyon igslemi uygulanmig 6rnegin ortalamasi alinmis
Raman spektrumu verilmektedir. Spektrumundaki giiriiltiiyli azaltmak amaciyla
alman 20 kinetik 6lglime ortalama alma islemi yapilmistir. Kalibrasyon sonucunda y
ekseni yine siddet degerini gosterirken, x ekseni piksel numarasindan Raman
kaymasina ¢evrilmistir. Bu islem matematiksel olarak 3. Dereceden bir polinomun

katsayilarini bularak bu katsayilar1 x degeriyle ¢arpma islemini yapmustir.

——TOLUEN|
6000 -
5000 -
4000 -

3000

2000

RELATIF SIDDET

1000
B w
5 I L) I L I ¥ I ' T ¥ 1
0 200 400 600 800 1000 1200
PIKSEL NUMARASI

Sekil 2.7 : Toluenin Kalibrasyon Islemi Uygulanmadan Onceki Raman Spektrumlari.

—— TOLUEN
6000 -
5000
4000
3000
2000 4
" #\—*‘A—A_J
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T T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000
RAMAN KAYMASI (cm -1)
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Sekil 2.8 : Toluenin kalibrasyon uygulandiktan sonraki Raman spektrumlari.
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2.3.3. Arka plan diizeltme

Arka plan diizenlenmesi icin su &lciimleri kullanilmistrr. Olctiigiimiiz  sivi1
orneklerinin icerisinde bir miktar su spektrumu da bulundugu i¢in alinan 6l¢iim
spektrumlari, arkasmmdan alman su spektrumlarindan ¢ikarilarak 6rneklerin
icerigindeki bilesenler daha goriilebilir hale getirilmektedir. Optik diizenekten gelen
sacilmalar ve su spektrumlarindan gelen katkilar1 yok etmek i¢in arka plan
diizeltmeye ihtiya¢ duyulmustur. Her 6rnek spektrumundan saf suyun ortalamasinin
spektrumunu ¢ikartilmistir. Boylece ¢ozelti igerigindeki su spektrumlari ortadan
kaldirilarak bilesen spektrumlari net sekilde ortaya ¢ikarilmistir. Sekil 2.9° da kalibre
edilmis ortalama bsa-histidin %10 konsantrasyondaki karisim spektrumu ve arka
plan diizenleme i¢in 6l¢iilmiis olan su spektrumu bir arada verilmistir. Sekil 2.10° da

bsa-histidin %10 konsantrasyonlu karigiminin su ¢ikarilmis spektrumu verilmektedir.
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Sekil 2.9 : Kalibre edilmis bsa-histidin %10 konsantrasyonlu karisim spektrumu

ve arka plan diizenlemesi.
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Sekil 2.10 : Arka plan diizenlemesi yapilmig bsa-histidin %10 konsantrasyonlu
karigimm Raman spektrumu.

2.3.4. Taban cizgisi diizeltme

Kalibrasyon uygulanmis ve su spektrumlar1 ¢ikarilmis 6rnek spektrumlarinda Sekil
2.11° de goriildiigii gibi floresans ve sagilmalardan kaynaklanan taban farkliliklar:
bulunmaktadir. Sekil 2.12° de belirlenmis taban ¢izgisi merkezleri gosterilmektedir.
Taban c¢izgisi merkezleri GRAMS Al programinda Cizelge 2.3 te gosterildigi gibi

belirlenmistir.

Daha sonra belirlenmis noktalar MATLAB programmda kullandigimiz koda
eklenerek taban diizeltme islemi yapilmistir. Sekil 2.13” te taban ¢izgisi diizeltilmis
spektrum gosterilmektedir. Taban ¢izgisi diizeltme islemi, spektrumlara ¢ok noktali
kiibik bir egri kullanarak 3. dereceden polinomiyal fit uygulamak demektir. Bu

sekilde taban farkliliklar1 ortadan kaldirilmaktadir.
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Sekil 2.11 : Arka plan diizenlemesi yapilmis bsa-histidin %10 konsantrasyonlu

karigimlarinin farkli 6lgtimlerinin Raman spektrumlari.
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Sekil 2.12: Bsa-histidin %10 konsantrasyonlu karisimlardan birine ait taban

cizgisi noktalari.
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—— TABAN CIZGIS| DUZELTILMIS SPEKTRUM
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Sekil 2.13 : Taban ¢izgisi diizeltilmis bsa-histidin %10 konsantrasyonlu karisimin
Raman spektrumu.
Taban c¢izgisi merkezleri GRAMS Al programinda Cizelge 2.3 te gosterildigi gibi

belirlenmistir.

Cizelge 2.3 : Histidin ile bovin serum albiimin ve histidin-bovin serum albliimin

cozeltilerinin 3 farkli karisiminin taban ¢izgisi noktalar.

BSA | BSAHISTIDIN50 | BSAHISTIDIN10 | BSAHISTIDINO2 | HISTIDIN

290 290 290 290 290
397 405 397 397 409
606 598 600 600 580
689 693 689 689 690
785 785 785 785 786
1019 1019 1019 1019 1024
1141 1139 1141 1141 1382
1377 1380 1377 1377 1530
1530 1530 1530 1530 1700
1720 1720 1720 1720 1800
1800 1800 1800 1800
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2.3.5. Normalizasyon

Taban ¢izgisi diizeltme islemi yapildiktan sonra elde ettigimiz spektrumlara, en
siddetli Raman bandinin belirlenmesiyle MATLAB programi kullanilarak siddet
normalizasyonlar1 yapilmistir. Sekil 2.14 ve Sekil 2.15° te goriilen spektrumlar elde
edilmistir. Embriyo atik sivisi ornekleri i¢in en siddetli bant 1450 bandi olarak
belirlenerek normalizasyon islemi yapilmistir. Histidin ve bovin serum alblimin
cozeltileri karisimlar1 i¢in, konsantrasyonu sabit tutulan bilesen olan bovin serum
alblimin baz alinarak, bu bilesenin en siddetli Raman bandi ile normalizasyon
yapilmistir. Bu bant 1320 band1 olarak belirlenmistir. Bu sekilde daha kolay ayirt
edilebilir spektrumlar elde edilmistir. Normalizasyon islemi sonucunda relatif
siddetin 1 civarinda olmasi beklenirken sekillerde goriilen artig ve yiikselisin nedeni
alman 20 Ol¢iimiin her birinde olusan siddet farkliliklarinin alinan ortalamayi

degistirmesidir.
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Sekil 2.14 : Normalize edilmis ortalama bsa-histidin %10 konsantrasyonlu

karisimin Raman spektrumu.
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Sekil 2.15 : Normalize edilmis ortalama embriyo atik sivisi Gradel drneklerinin

Raman spektrumu.
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3. OLCUMLER VE OLCUM YONTEMININ INCELENMESI

3.1. Embriyo Atik Kiiltiir Sivis1 Ol¢iimleri ve Embriyo Atik Kiiltiir Sivist

Olciimlerinin Raman Bant Konumlari

Raman Ol¢timlerine dalga boyu kalibrasyonu, arka plan temizlenmesi, taban ¢izgisi
diizeltilmesi islemleri uygulanmistir. Onislemler uygulanan &lgiimlerin Raman
bantlar1 Sekil 3.1° de goriildiigii gibi tahmini olarak belirlenmistir. Raman bantlarinin
literatlirde [3] bantlar1 bulunan amino asitler ve lipitlerden hangilerini icerdigi
belirlenmistir. Raman bantlarindan; 850 bandi tirozin, 897 bandi glisin glutamin, 937
bandi valin, 1003 band1 fenilalanin, 1126 bandi glikoz, 1156 bandi beta karoten,
1176 16sin, 1204 bandi fenilalanin, 1271 band1 fosfolipid, 1314 band1 histidin, 1341
bandi fosfolipid, 1419 ve 1449 bandi1 baz1 amino asitler ve lipitler, 1647 band1 amit 1

bandidir. Sekil 3.2° de embriyo atik Kkiiltiir sivisinin taban c¢izgisi diizeltilmis

spektrumlar1 verilmektedir.
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Sekil 3.1 : Embriyo atik kiiltlir stvisinin taban ¢izgisi diizeltilmis spektrumlarmin

bant atamasi.
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Sekil 3.2 : Embriyo atik kiiltiir stvisinin taban ¢izgisi diizeltilmis spektrumlari.
3.2. Histidin ve Bovin Serum Albiimin Sivi Cozeltileri Karisimlarimin Farkh
Konsantrasyolarimin Ol¢iimleri

Embriyo atik kiiltiir sivist Olglimlerine bir model olusturmak amaciyla igerigini
bildigimiz bir amino asite sahip sivi ¢Ozelti karisimlar1 hazirlanmistir. Histidin ve
bovin serum albiimin sivi ¢ozeltisi karisgimmin farkli konsantrasyonlarda olgiimleri

alimustir.

Hazirlanan model o6l¢clim embriyo atik kiiltiir sivist Orneklerinin  Slgiiliirken
kullanildig1 ayn1 yontemle 6l¢iilmiistiir. En yiiksek oranda bulundugu %50 histidin
konsantrasyonuna sahip karisimdan Sekil 3.3’ te goriildiigi gibi histidin bantlar1
belirlenmistir. Sekil 3.4° te %350, %10 ve %2 konsantrasyonlu c¢ozeltilerdeki

histidinin konsantrasyonunda gozlenen degisimin grafigi verilmektedir.
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Sekil 3.3 : Bovin serum albiimin-histidin karisimlar1 %50 konsantrasyonlu
cozeltisinin taban ¢izgisi diizeltilmis ortalama spektrumu
icerisindeki histidin Raman bantlari.
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Sekil 3.4 : Bovin serum albiimin-histidin karisimlarmin %50, %10 ve
%?2konsantrasyonlu ¢ozeltilerinde histidinin konsantrasyonunda

gbzlenen degisim.
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3.3. Arka Plan Olciimleri

Farkli disklerle 6l¢lim yapmanin etkisini test etmek i¢in disklerin her birinin bos
spektrumlar1 alinarak farklilik gézlenme ihtimali incelenmistir. Bos disk Olgtimleri
almmis ve bos diskler aras1 farkliliklar hesaplanmistir. Sekil 3.5° te bos disk
Olciimleri verilmektedir. Arka plan Ol¢iimii olarak su Ol¢iilmiistiir. Arka plan
Olciimleri toplam Olglimden ¢ikarilarak kuvars cammn Raman bantlar1 ve su
spektrumlarmin etkisi ortadan kaldirilmistir. Sekil 3.6° da arka plan olarak dlgtimler

gosterilmektedir.
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Sekil 3.5 : Bos disk dl¢timleri ve bos diskler arasi farklar (60 bos disk icin).

——DISK
——SuU

KUVARS

8000
KUVARS

SU BANDI
KUVARS

4000 +

T v T v T
300 600 900
RAMAN KAYMASI (cm -1)

KUVARS

BOS DISK VE
SU SPEKTRUMU

Sekil 3.6 : Arka plan 6l¢iimii olarak alinan su spektrumunda gozlenen su
ve kuvars cam bantlar1.

48



3.4. Efektif Raman Uzunlugunun Belirlenmesi

Efektif Raman uzunlugunun belirlenmesi deneyi, 6rnegin hangi uzakliga kadar aktif
Raman hacminde bulundugunu belirlemek i¢in yapilmistir. Bu sekilde, kullandigimiz
Olglim hiicresinin boyutlarinin 6l¢timler i¢in ne kadar uygun oldugu ve hangi
konumda iken aktif Raman bdlgesi igerisinde bulundugumuz goriilecektir. Deney
icin Ol¢tim kiiveti kullanilarak siddetli pikler veren toluen 6l¢iilmiistiir. Lazerin odak
noktast sabit olacak sekilde kiivetin konumu 0,25 mm adimlarla degistirilmistir.
Aktif Raman uzunlugunu bulmak i¢in toluenin konumu 11 mm uzakliktan baslanarak
azalacak sekilde degistirilmistir. Toluen 1003 bandi i¢in siddet konum grafigi
cikarilmistir. Sekil 3.7° deki grafik elde edilmistir. Konuma gore en yliksek siddete
sahip 6 deger standart sapma degerinin icerisinde kalmaktadir. Maksimum siddet
bolgesi merkez konum 4 mm olmak {izere 3,25 mm ile 4,75 mm arasindadir.
Maksimum siddetin 1/¢* sine karsilik gelen konum 9.25 mm ve maksimum konum
4.75 mm alindiginda yar1 genislik 4,5 mm olarak tam genislik ise 9 mm olarak
bulunmaktadir. Sekil 3.8 te dl¢iim kiiveti konstriiksiyonu verilmektedir. Sekil 3.9’
da ise Gauss dalga profline sahip lazer 1s1nimizda spektrograf girisine 1smnlar1 hangi
acida gonderdigimiz ve 151 ¢apimizin genisligi sematik olarak gosterilmistir. Bizim
Olgim hiicremiz 10 mm uzunlukta kenara sahiptir. Efektif Raman uzunlugu ise

yaklasik 9 mm bulunmaktadir.
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Sekil 3.7 : Efektif Raman uzunlugunun belirlenmesi deneyi.
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Sekil 3.8 : Ol¢iim kiiveti konstriiksiyonu.
3.5. Raman Isin Capinin Hesaplanmasi

Raman 151n ¢apinin hesaplanmasi i¢in Sekil 3.10° da sematik olarak gosterilen ikinci
deney diizenegi kullanilmistir. Bu deney i¢in de dlgiim kiiveti kullanilarak toluen ile
Olgtim alinmugtir. Kullandigimiz lenslerin odak uzakligi 45 mm’dir. Kolime edilerek

toplanan Raman sagilmalar1 konumu degistirilebilir bir yariktan gegirilmistir. Yarigin
1

konumu degistirilerek toluenin Raman spektrumlar1 alinmistir. Toluenin 1003 ¢cm™
bandindaki siddeti her bir konum igin belirlenmistir. Konuma gore siddet
biiyiikliikleri Sekil 3.11° de verilmektedir. Grafik iizerinde en siddetli noktanin eiz
kat1, yani %13,5 kat1 hesaplanmistir. Bu siddetteki konum araligi Raman 131 ¢apini

vermektedir.

Sekil 3.11° de elde ettigimiz grafige gore toluen 6512 de konuma en siddetli
2

yerdedir. ei ( %13,5 kat1) ‘si 880 noktasindadir. 880 noktas1 grafigimizde 6-(0,75)=

5,25 mm noktasini gostermektedir. Raman 1smn ¢ap1 5,25 mm bulunmaktadir. Sekil
3.10° da efektif Raman uzunlugunun hesaplanmasi ve Raman i1sin c¢apinin

hesaplanmas1 deneyleri sema olarak gosterilmektedir.

Kolime edilerek toplanmig olan Raman sacilmalari spektrografin odaklama
numarasina (f number) uygun biiyiikliikte bir odaklama numarasina sahip olmalidir
[20]. Kullandigimiz spektrografin sahip oldugu f number £’ tiir. Sagilmis 1sinlart
spektrografin igerisine gonderdigimiz ag¢1 ve spektrograf girisine olan uzaklik

spektrografin odaklama noktasi olan " ‘ e uygun olmalidir.

50



Focus number %

f=45 mm

Uzaklik =5,25 mm

CCD Spektrograf

Sekil 3.9 : Raman 151n ¢apinin hesaplanmasi deneyi [21].
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Sekil 3.10 : Efektif Raman uzunlugunun hesaplanmasi ve Raman 151 ¢apmin

hesaplanmasi deneylerinin semasal gosterimleri.
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Sekil 3.11 : Toluen Slgiilerek Raman 151 ¢apinin hesaplanmasi deneyi.

Deney sonucu Raman 151n ¢ap1 5,25 mm bulunmustur. Spektrografin odak uzakligi
303 mm’ dir. Spektrograf icerisinde bulunan ayna 68x68 boyutunda grating bir

aynadir.

Spektrografin odaklama numarasi yani f number denilen biiytlikliik, odak uzakligi ile
uzunlugun oranlanmasiyla 4,45 bulunmaktadir. Bu deger manuel olarak 4
almmaktadir. Spektrografin girisinde lensle odakladigimiz Raman 1sin ¢apmni 5,25

mm bulmustuk. Kullandigimiz lensin odak uzakligi 45 mm’ dir.

Ayni bagntiyr kullanilarak, spektrografin icerisine gonderilen 1smin odaklanma
numarasi 8,57 bulunmaktadir. Bu deger manuel olarak 8 alinmaktadir. Spektrografin
sliti iizerine diistirdiiglimiiz ac1 6,7°dir. £ sayist ile 1smlar spektrograf igerisinde 10°

actya kadar toplanabilmektedir.
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4. ISTATISTIKSEL ANALIZ YONTEMLERI
4.1. Temel Bilesenler Analizi: PCA (Principle Component Analysis)

Temel bilesenler analizi ile bir data grafigi daha kii¢iik boyutlara indirgenerek data
basit bir smiflandirma yapilmaktadir. Bu yontemle degiskenleri birbirleriyle
iligkilendirmek miimkiin olmaktadir. Faktor analizinde data modelleme yaparken
izleyecegimiz yol k alt uzaymda bulunan bir x konumu se¢mektir. Ayn1 uzayda k

boyutunda bir z(;y noktasindan, x; gibi bir nokta tretilmis olsun. (x € IR n ve k<<n)

(V z+ w; z € IR k) Bir de dl¢iimlerden kaynakl giirtiltii oranimiz olsun [22].

Faktor analizi olasilik modellemesine dayanmaktadir ve tahmini parametreler
olusturulurken EM (elektromanyetik) algoritmalar kullanmaktadir. Temel bilesenler
yontemi, tahmini data yaklagimlar1 yaptigimiz bir alt uzay tanimlamaktadir. Sadece
0z vektdr hesaplama islemiyle MATLAB programinin 6z fonksiyonlarindan

faydalanilarak bilesenlere ayirma analizi yapilabilmektedir.

Bir 6rnekle agiklayacak olursak, radyo kontrollii helikopter pilotlar1 arasinda yapilan
ankete gore olusturulmus bir data set i¢in 1 pilotlarinin yetenekleri X%i), ugustan
aldiklar1 keyif Xé) ile gbsterilmis olsun. Radyo kontrollii helikopterlerin ugusu zor
oldugu i¢in sadece kararli bir karaktere sahip olan pilotlar hem yetenekli hem de
ucmaktan zevk alan pilotlar olabilmektedirler. Bu yiizden x; ile x, birbiriyle
yakindan iligkili iki parametredir. Bu 6rnege bakildiginda temel bilesenler analizinin
iki grubu ayirabilmesi i¢in Oncelikle parametreler arasi iligki kurabilmeli ve
parametreleri birbirleriyle iliskilendirebilmelidir. Daha sonra ayirt etme islemini

gerceklestirebilmektedir [22].

Degiskenlerin ana ekseni, tahmini datalarm i¢inde yer aldigi u birim vektorii olsun.
Datalar u yoniiniin tam tlizerinde ise bu datalarin degisimi maksimumdur. Verdigimiz
ornek i¢in datalar diyagonal bir eksen iizerindedirler ve giiriiltii oranlar1 azdir.

Pilotlarin karakterini gosteren parametre u; yOniinii temsil etsin.
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Temel bilesenler analizi ile datalara onislemler uygulanarak degiskenler normalize
edilebilir. Onislem adimlarini uygularken ilk olarak; u:% 2ty X, ikinci adim
olarak x(; ile X — W' nin yerinin degistirilmesi, ti¢iincii olarak GéfﬁZ{il X (i)

X .

standart sapmanin karesinin alimmasi, dordiincii olarak ta xj(i) ile nin yer
degistirmesi islemleri uygulanmaktadir. Sekil 4.1° de temel bilesenler analizinin

islem adimlar1 sematik olarak gdsterilmistir.

x' in u iizerindeki iz diisiim uzunlugu x T u carpimu ile gosterilmektedir. Bu 6rnekte
pilotlarin yetenekleri ve islerinden aldiklar1 keyif olarak belirledigimiz iki
parametrenin giiriiltii hesaplarindan, pilotlarin igsel karmasi tahmin edilebilmektedir.

Bu sekilde yetenekli ve yeteneksiz pilotlar ayirt edilebilmektedirler.

Grafiklerdeki noktalar, datanin ¢izgi iizerindeki izdiisiimlerini gdstermektedir. Iz
diisiim datalar1 biiylik degisimler icerirler ve grafiklerde nokta seklinde gosterilirler.
Noktalar orijinden uzaklasan bir egilime sahiptirler. izdiisiimlerin gozle goriiliir
sekilde degisimlere sahip olduklarini ve orijine daha da yaklastiklarin1 grafiklere

<

bakarak soyleyebiliriz. X © nin u birim vektorii tizerindeki izdiisimi; x, u” nun

orijine olan uzakhigidir. Izdiisiim degiskenini maksimize etmek icin u’nun birim
uzunlugu en biiyiik degerde secilmektedir.
lull? =1 i maksimize etmek ise, ¥ = ix(i)x(i)T’ nin deneysel kovaryans matrisi

olan temel 6zvektoriini verir. u’ nun )" n temel 6zvektori olacak sekilde segilmesi

gerekmektedir [23].

Sonug¢ olarak, tahmini data yaklasimiyla bir boyutlu bir alt uzay bulunmaktadir.
Ortogonal bazdaki ikinci data seti i¢in, u; yeni bir form almaktadir. Yeni bir vektor

olusturursak x(j) ° nin baz vektorlerini matris cebriyle asagidaki sekilde ifade

/ulTX(i)\
UZTX(i)
|
\ukTX(i)/

Sonug olarak temel bilegenlere ayirma yontemi x(;) degerlerine k boyutsalinda daha

edebiliriz [23]

“4.1)

diisiik bir yaklasim vermektedir. Temel bilesenlerine aymrma ydntemiyle, boyutsal
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azalma saglayan veriler elde edilebilmektedir.u; ,u,, ... , ug birim vektorleri,

datanin k temel bilesenleri olarak adlandirilmaktadirlar.

Verilen O6rnekte k=1 oldugu durum incelenmektedir. Diger 6z vektorlerle ilgili

bilgimiz oldugu takdirde, miimkiin olan biitiin ortogonal bazlara ulasabiliriz. u; , u,,

. ,ux bazlarindan biri secilerek Z”y(i)”Z miimkiin olan en yiiksek degerine
getirilebilmektedir. Bunu yapmaktaki amacimiz bulacagimiz temel bilesenlerin iki

koordinat arasindaki sistematik ve sira dis1 degiskenlerini belirlemektir. Daha sonra 1

ve j yiizlerinin arasindaki mesafeyi hesaplariz. ||y(i) 0 ||2’ yi bularak diisiiriilmiis
boyutlar iizerinde calisabiliriz. Temel bilesenler analizi anket caligmalarinda, yiiz
tanima calismalarinda ve haritalarda kontras renklerin gruplandirilmasinda da
kullanilmaktadir. Temel bilesenler analizinin en bilinen uygulamasi en diisiik boyutta

Xy lerl yg)’ ler ile karsgilagtrmaktir. Yiiksek boyuttaki datalar1 k=2 veya k=3 gibi
diigik boyutlara ¢ektigimizde 1y’ lerin goriilebilir datalarinin  grafigini de
cizdirebiliriz [23].

Bir bagka standart uygulama ise verilmis olan X degerleriyle ilgili genis bir
algoritma bilgisi gerekmeksizin data setine Onislem uygulayarak boyutunu
indirgemektir. Tahmini iz diisiim datalariin giiriiltii oranlarin1 en aza indirgemek
icin de temel bilesenler analizi uygulanabilmektedir.  Olciimlerimize

uygulayacagimiz kullanimimda ¢ok boyutlu datalar1 iki boyuta indirgeme islemini

Temel bilesenler analiziyle boyut indirgemesi yapilmis datalar artik kullanacagimiz
ikinci analiz yontemi i¢in kullanilmak tizere hazirdir. Alinan temel bilesenler analizi
datalarmin birinci ve ikinci eksenleri, dogrusal ayirt etme analizinin datalarmi
olusturmak iizere kullanilacaktir. Temel bilesenler analizi sonucunda iki boyutlu
datalar elde edecegiz. Bu iki boyutlu datalar1 bir matris diizleminde diistiniirsek, bu
datalarin kendi iglerinde etkilesimleri ve birbirleriyle etkilesimleri, aralarinda

dogrusal bir bagin kurulmasini saglayacaktir.

Olusturulan matriste her bir elemanin kendisi ve birbirleriyle analizlerinden
kovaryens matrisleri elde edilecektir. Kovaryens matrise doniistiirme islemiyle
matrise simetri O6zelligi kazandirilarak o6zdeger ve Ozvektorlerinin daha kolay

bulunmasi saglanacaktir.
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Sekil 4.1 : Temel bilesenler analizinin: PCA (Principle Component

Analysis) islem adimlarmin sematik gosterimi.

Temel bilesenler analizinin matematiksel olarak yapmis oldugu islem 6ncelikle bir

matris belirleyerek bu matrisin kovaryans matrisini hesaplamaktir. Sonra kovaryans

matrisin 6z degerlerini ve 0z vektdrlerini bulmaktadir ve kovaryans matrisin

ortalamasini almaktadir.
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Kovaryans matrisin 6z vektorleri ile kovaryans matrisin ortalamasini ¢arparak analiz
edebilmektedir. Formiillerde M 0lglim datalarindan olusacak bir matrisi ifade
etmektedir [3]. ). olusturulan bu matrisin kovaryans matrisini ifade etmektedir.
Kovaryans matrisin elemanlar1 olan &;1, 812,821,022, M matrisi elemanlar1 olan
datalarin  birbirleriyle iliskilerinden olusan standart sapmalarin1 ifade eden

elemanlardir. (4.2)

_la b
M= |c d
_v — 811 012
KOVARYANS M =} s s
21 22

ORTALAMA Y = (M) — (ORTALAMA M)
PCA =(OZVEKTORY ) X (ORTALAMA YY) 4.2)

Temel bilesenler analizi yontemi kullanilarak oOlgtiiglimiiz embriyo atik kiiltiir
sivisinin Gradel ve Grade2 simniflar1 ayristirilmistir. Embriyo atik kiiltiir sivisi
orneklerinin Raman spektrumlar1 800-1150 cm™?1, 1220-1490 cm™! ve 1625-1700
cm™! bolgelerinde almarak PCA analizleri yapilmigtir. Embriyo atik kiiltiir stvismin
tam olarak ayrisamamasmimn icerigindeki bilesenlerin hangi oranlarin altinda
oldugundan kaynaklandig1 hakkinda bilgi saglamak i¢in, histidin ve bovin serum
albiimin karigimlariin farkli konsantrasyonlar1 dl¢tilmiistiir. Bu 6l¢limlere de temel
bilesenler analizi yontemi uygulanmistir. Histidin ve bovin serum albiimin karisimi
orneklerinin Raman spektrumlar1 1140-1800 cm™! bolgesinde almarak PCA

analizleri yapilmistir.
4.2. Dogrusal Ayirt Etme Analizi: LDA (Linear Discriminant Analysis)

Dogrusal ayirt etme analizi (LDA) nesneleri veya olaylar1 iki veya daha fazla sinifa
ayrran Ozelliklerin dogrusal kombinasyonunu bulmak i¢in istatistiksel veriler
kullanan bir analiz yontemidir. Elde edilen kombinasyon, nesneleri ayirt etmenin
oncesinde boyut indirgemesi yapabilmek i¢in dogrusal bir smiflandirici olarak
kullanilmaktadir. Dogrusal ayirt etme analizi, Olglimlerin lineer bagimli bir
degiskenini ifade ederken varyans analizi yontemine basvuran bir analiz yontemidir.
Bununla birlikte kategorik bagimsiz degiskenleri ve bagimli siirekli degiskenleri
kullanmaktadir. Sonrasinda da veri smiflar1 arasindaki farki agikga modellemeye

calismaktadir.
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Dogrusal ayirt etme analizi (LDA) ve temel bilesenler yontemi (PCA) dogru veri
aciklamak, degiskenlerin dogrusal kombinasyonlarma bakmak, temel bilesenleri
analiz etmek ve faktor analizi yapmak ile ilgilenmektedirler. Bu analiz yontemlerinin
her ikisi de normal sirasiyla ortalama ve kovaryans parametreleri ile dagilim
gostermektedir. Temel bilesenlerine ayirma yontemi (PCA) ile faktor analizi
yapilirken farkhiliklardan ziyade benzerliklere dayali 6zelliklerin kombinasyonlari

olusturulmaktadir.

Dogrusal ayrt etme analizi ise, kosullu olasilik yogunluk fonksiyonlar1 oldugunu
varsayarak analiz yapmaya c¢alisan bir yOntemdir. Her gozlem icin bagimsiz
degiskenler lizerinde yapilan 6l¢timlerin miktarlar: siirekli oldugunda dogrusal ayirt
etme analizi yontemi daha iyi ¢alismaktadir. Elimizde ne kadar fazla sayida 6l¢ctim

varsa dogrusal ayirt etme yontemi ile analiz etmek daha kolaylagacaktir.

Dogrusal ayirt etme analizinin matematiksel olarak yapmis oldugu islem oncelikle
bir olasilik yogunlugu fonksiyonu tanimlamaktwr. Daha sonra bu fonksiyona
logaritma alma islemi yaparak lineer bagli bir denklemin katsayilarini

belirlemektedir [3].

Fonksiyonun logaritmasi, belirlenen esik degerinden kiigiikse birinci sinifa, esit veya
kiigiikse ikinci smifa ayrilmaktadir. Bir sinifin elemanlart matrisin bir siitununu,
diger smifin elemanlar1 ise matrisin ikinci siitununu olusturmak itizere kovaryans
matris olusturulmaktadir. Daha sonra biitiin elemanlarin birbiriyle iliskilendirildigi

bir istatistiksel analiz islemi yapmaktadir.

LDA yontemini MATLAB programui kullanarak uygularken hazirladigimiz kodda
Bayesian yontemini kullandik. Ayirmak istedigimiz iki grup oldugu icin Bayesian
yontemi bizim i¢in kullanish olmaktadir. Bu yontem sonucunda iki farkli grubun

datalarmin birbirleriyle yiizde ka¢ oraninda ayristig1 goriilebilmektedir.

Bayesian yontemi, olasilik yogunlugu fonksiyonunun logaritmasina uygun bir esik
degeri atamaktadir. Bu esik degerinin lstiinde kalan datalar1 smif 1, esik degerine

esit ve esik degeri altinda kalan datalar1 siif 2 olarak aymrmaktadir.

Asagida verilmis olan formiillere gore, > kovaryans matrisi ifade etmektedir.
Kovaryans matrisin elemanlar1 olan 811, 812, 821, 822, M matrisinin elemanlar1 olan

datalarin standart sapmalarmi ifade etmektedirler [3]. p tiim datalarmm ortalama
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degerlerini  gostermektedir.  Olasihik  yogunlugu  fonksiyonu elemanlar:
olusturulurken, olasilik degiskeni x, p ortalama degerinden c¢ikarilmaktadir. n,,
elimizdeki ikili data grubundan birinci grubun eleman sayisini n, ise ikinci grubun
eleman sayisin1 gostermektedir. T, olasilik yogunlugu fonksiyonunun logaritmasimnin
esik degerini gostermektedir (4.3).

511 512
521 522

k -
fix) =217z |3|72 e z@WECW)

Y= (1 —DF1+(nz—1)¥,

ny+ny—2
n(fx)=-= lh@m -y —-(x— W T x— W
In(f(x)) > T ise C=1 (smif 1)
In(f(x)) < T ise C=2 (smif 2) 4.3)
4.3. Embriyo Atik Kiiltiir Sivis1 Olciimlerinin Temel Bilesenler Analizi: PCA
(Principle Component Analysis) ve Dogrusal Ayirt Etme Olgiitleri: LDA

(Linear Discriminant Analysis) ile Analizi

Embriyo atik kiiltiir stvisinin Raman spektrumlari temel bilesenler analizi ( PCA ) ve
dogrusal ayirt etme Slgiitleri ( LDA ) ile incelenmistir. Istatistiksel analizler, Tiip
Bebek Klinigin’ de iki farkl gruba ayrilmis olan gelismesini devam ettirme ihtimali
yiiksek olan 6rnekler Grade 1 smifi (G1) ve daha az ihtimaldeki 6rnekler Grade 2
smifi (G2) ‘nin birbiriyle ne kadar ayristigin1 gostermektedir.

Dogrusal ayirt etme analizi ( LDA ) ile temel bilesenler analizi PCA’ in ( PC1 ) ve (
PC2 ) olarak belirlenen x ve y eksenlerinin degerlerine gore, embriyo atik sivisinin
Gradel sinifi ile Grade2 sinifi analiz edilmistir. Gelismesini devam ettirme ihtimali
yiiksek olan Gradel smifi (G1) ile daha az ihtimaldeki Grade2 sinifi (G2) 6l¢timleri
ayristirilmistir.Sekil 4.2 ve Sekil 4.3 te embriyo atik kiiltiir sivisinin PCA ve LDA
analizleri yapilmistir. Sekil4.4’ te ise embriyo atik kiiltiir stvis1 6l¢limlerinin dogrusal

ayirt etme analizinin (LDA) MATLAB programinda semasal ayrilist verilmektedir.
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Sekil 4.2 : Embriyo atik kiiltiir sivis1 6l¢iimlerinden gelismesini devam

ettirme thtimali yiiksek olan siif G1 ile diisiik oranda embriyo

yetisme ihtimali olan siif G2’ nin temel bilesenler analizi ( PCA ).

1,1
1,0 4
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0,2 0,0 02 04 06 08 1,0
PC1

Sekil 4.3 : Embriyo atik kiiltiir sivis1 6l¢iimlerinden gelismesini devam ettirme

thtimali yiiksek olan sinif G1 ile diisiik oranda embriyo yetisme

thtimali olan sinif G2’nin dogrusal ayirt etme analizi (LDA).
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Bayesian Linear Discriminant Analysis
T T T

03f

02

01F

LDA2

01F

02F

03F

04F

05F

LDA1

Sekil 4.4 : Embriyo atik kiiltlir sivis1 6l¢iimlerinden G1 ile G2 nin dogrusal
ayirt etme analizinin (LDA) MATLAB programinda sematik olarak
ayrilisi.
Cizelge 4.1’ de embriyo atik kiiltiir sivis1 6rneklerden her iki siifta kag hastadan
Ol¢ciim aldigimiz ve analiz sonucunda 1yi ayrisim vermeyen Ol¢iimlerin sayisi
verilmistir. Cizelge 4.2 de ise embriyo atik kiiltiir stvis1 6l¢timlerinin dogrusal ayirt

etme analizi (LDA) yiizdeleri verilmektedir.

Cizelge 4.1 : Embriyo atik kiiltiir sivis1 6lgtimlerinden G1 ile G2’ nin toplam

Olciim sayis1 ve farkli ¢ikan 6l¢iimlerin sayis.

Grade 1 Grade 2
Toplam 15 16
Farklilik 4 4

Cizelge 4.2 : Embriyo atik kiiltiir sivis1 6l¢gtimlerinden G1 ile G2’ nin
dogrusal ayirt etme analizi (LDA) sonras1 ayirt edilebilirlik

ve hassasiyet oranlari.

Ayirt Edilebilirlik |  Hassasiyet Ayirt Edilebilirlik | Hassasiyet

Oran Oran

(15-4)/15 (16-4)/16 %73 %75
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4.4. Histidin ve Bovin Serum Albiimin Sivi Cozeltileri Karisimlarimin Farkh
Konsantrasyolari Olgiimlerinin Temel Bilesenler Analizi: PCA (Principle
Component Analysis) ve Dogrusal Ayirt Etme Olgiitleri: LDA (Linear
Discriminant Analysis) ile Analizi

Embriyo atik kiiltiir sivisinin PCA analizlerinin ¢ok 1iyi 0Olgiide ayrisamama
nedeninin, atik sivist icerisindeki bazi bilesenlerin hangi yiizdelik oranin altinda
oldugunu tahmini olarak belirlemek i¢in model bir Slglim yapilmistir. Bu modeli
olusturmak i¢in herhangi bir amino asitle karisim hazirlanarak, amino asitin
konsantrasyonun adim adim disiirildiigi c¢ozeltiler hazirlanmistir. Embriyo
Olciimleri ile ayni1 6l¢iim mekanizmasi kullanilarak Olctiigiimiiz histidin ve bovin
serum alblimin sivi ¢ozeltisi karisimindan 3 farkli konsantrasyonda ¢dozeltiler
hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin PCA analizleri yapilmistir. Konsantrasyonu hangi
degere kadar diislirdiiglimiizde, ¢ozeltilerin Raman spektrumunu alabilecegimizi
gorebilmek icin %2 konsantrasyona kadar ¢ozeltiler hazirlanmistir. %2
konsantrasyondaki karigimda da histidinin ayirt edilebilir oldugu goriilmiistiir.
Hazirladigimiz model Ol¢iimlerin analiz sonuclarina gore, embriyo atik sivisi
icerigindeki bilesenlerden ayrisamamis olan bilesenlerin %2 oraninin altinda bir oran
icerdikleri soylenebilmektedir. Sekil 4.5’ te bovin serum alblimin ile histidin-bovin

serum albiimin karigiminin konsanstrasyonlarinin PCA ile analizi gosterilmistir.

0,20 4

0,15 4

LY

o
i}
-0,10 4 5
o
u

PC2

-0,15 4

-0,20 4

0,25 4

-0,30 T T T T T T T T T T 1
-0,10 -0,08 -0,06 -0,04 -002 000 002 004 006 008 010 012

PC1

Sekil 4.5 : Bovin serum albiimin ile histidin-bovin serum albiimin karigiminin 3
farkli konsanstrasyonunun temel bilesenler analizi (PCA).
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Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve Sekil 4.8° de bovin serum albiimin 6l¢timleri ve histidin ile
bovin serum albiimin karigimlarinin %2, %10 ve %50 konsantrasyonlarmnin
Olgtimlerinin PCA analizi gdsterilmektedir. PCA yOntemi ile konsantrasyondaki

artisin analiz verilerine etkisi agik¢a gozlenebilmektedir.

0,20 -
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0,15 SsAHEs00"
oY G B neim
0,104 ® : g
@ BSANIS5005
0,05 ¢
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o~ 0,05 .
& 005
o 4
-0,10 - ‘b
015 &
0,20 4
] 4
0,25 <
-0,30

T T T T T T T T 1 T T 1
-0,10 -0,08 -0,06 -0,04 -0,02 0,00 002 004 006 008 010 0,12
PC1

Sekil 4.6 : Taban ¢izgisi diizeltilmis bovin serum albiimin ile histidin-bovin
serum alblimin karigimmin %350 konsantrasyonlarinin Raman

spektrumunun temel bilesenler analizi (PCA).
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PC1

Sekil 4.7 : Taban ¢izgisi diizeltilmis bovin serum albiimin ile histidin-bovin
serum alblimin ¢ozeltilerinin %10 konsantrasyonlu karisiminin

Raman spektrumlarinin temel bilesenler analizi (PCA).
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Sekil 4.8 : Taban ¢izgisi diizeltilmis bovin serum albiimin ile histidin
bovin serum albiimin ¢dzeltilerinin %2 konsantrasyonlu
karigimmin Raman spektrumlarmin temel bilesenler analizi
(PCA).
Sekil 4.9, Sekil 4.11 ve Sekil 4.13” te gosterildigi gibi LDA analizleri yapilmistir.
Bovin serum albiimin ve histidin ile bovin serum albiimin karisimlarmin farkli
konsantrasyonlarinin dogrusal ayirt etme analizi (LDA) sonras1 ayirt edilebilirligi ve

hassasiyet oranlar1 hesaplanmaistir.

m BSA
® BSAHIS50
Discriminant Line

0,20

0,15

] ©
0,10 4 | |
0,05 4 ¢
8o

"a

0,00
-0,05 4

PC2

-0,10
F ]
-0,20 4
0,2 ] ®
-0,25 (]

-0,30

T
-0,15 -0,10 -0,05 0,00 0,05 0,10 0,15

Sekil 4.9 : Bovin serum alblimin ile histidin-bovin serum albiimin karigiminin

%50 konsantrasyonunun dogrusal ayirt etme analizi (LDA).
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Sekil 4.10° da MATLAB programinda %50 konsantrasyondaki Olctimlerin nasil
ayrisim verdikleri gosterilmektedir. MATLAB programindan alman PCA datalarina
LDA analizi uygulandiktan sonra ORIGIN programiyla grafiklerini elde ettik.

Bayesian Linear Discriminant Analysis
T T T

02
0151
01
005

LDA2

0051
01k
0.15¢
02F
025¢
03F

-0.15 0.1 -0.05 0 0.05 0.1 0.15
LDA1

Sekil 4.10 : Bovin serum albiimin ile histidin-bovin serum albiimin karigiminin

%350 konsantrasyonunun dogrusal ayirt etme analizinin (LDA)

MATLAB programinda sematik olarak ayrilis1.
Dogrusal ayirt etme yontemi kullanilarak embriyo atik kiiltiir sivis1 ile ayn1 yontemle
Olciilmiis olan histidin ve bovin serum alblimin s1v1 ¢dzeltisi karisimlarmin %2, %10
ve %50 histidin oranlarindaki konsantrasyonlarmin bovin serum alblimin ile ayirt
edilebilirligi incelenmistir. Cizelge 4.4, Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.8° de 3 farkh
konsantrasyondaki karisimlarin  ayirt edilebilirlik  ve hassasiyet yilizdeleri
hesaplanmistir. Diger cizelgelerde yani Cizelge 4.3, Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.7’ de

kacar ornek Olciildiigi verilmistir.

Cizelge 4.3 : Bovin serum albiimin ile histidin-bovin serum albiimin karigimimin
%350 konsantrasyonunun 6l¢iim sayis1 ve farkli ¢ikan

Olgtimlerin sayisi.

Bsa Bsahistidin50
Toplam 76 93
Farklilik 0 0
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Cizelge 4.4 : Bovin serum albiimin ile histidin-bovin serum albiimin karigimimnin
%50 konsantrasyonunun dogrusal ayirt etme analizi (LDA) sonrasi

ayrt edilebilirlik ve hassasiyet oranlar1.

Ayirt Edilebilirlik Hassasiyet Ayirt Edilebilirlik Hassasiyet
Oranmi Oranmi
(76-0)/76 (93-0)/93 %100 %100
m BSA
s ® BSAHIS10
—— Discriminant Line
0.2 (T
- ®o
014
0,04
o 1 B
o
0,1 F o0
] ®
0,2 4
®
0,3 4

020 -015 -010 -005 0,00 0,05 0,10 0,15

Sekil 4.11 : Bovin Serum Albiimin ile Histidin-Bovin Serum Albiimin Karigiminin
%10 Konsantrasyonunun Dogrusal Ayirt Etme Analizi (LDA).
Sekil 4.12 ve Sekil 4.14° te de diger iki diisiik konsantrasyonda histidin igeren
Olciimler olan %10 ve%?2 konsantrasyonlu oOlgiimlerin MATLAB sonuglari
verilmektedir. Ayni dlgeklere sahip MATLAB datalarmin sonucuna baktigimizda,
datalarm  agirhik merkezler hesaplanirsa, konsantrasyon diistiikge agirsik

merkezlerinin birbirine yaklastigi goriilmektedir.

Deneylerin  sonucuna  tiimiiyle  bakildigindaysa  Olclilmiis en  diisiik
konsantrasyondaki 6l¢iimiin de tam ayrisim verdigi goriilmektedir. Olgiimlerimiz
MATLAB datalrinda da goriildiigii gibi %2 konsantrasyona kadar tam ayrisim

vermistir.
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Bayesian Linear Discriminant Analysis
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Sekil 4.12 : Bovin serum albiimin ile histidin-bovin serum albiimin karigiminin
%10 konsantrasyonunun dogrusal ayirt etme analizinin (LDA)
MATLAB programinda sematik olarak ayrilis1.

Cizelge 4.5 : Bovin serum albiimin ile histidin-bovin serum albiimin karigimimin

%10 konsantrasyonunun 6l¢tim sayis1 ve farkli ¢ikan dlgtimlerin

sayisl.
Bsa Bsahistidin10

Toplam 76 100

Farklilik 0 0

Cizelge 4.6 : Bovin serum albiimin ile histidin-bovin serum alblimin karigimimnin
%10 konsantrasyonunun dogrusal ayirt etme analizi (LDA) sonrasi

ayirt edilebilirlik ve hassasiyet oranlar.

Ayirt Hassasiyet | Ayirt Edilebilirlik | Hassasiyet
Edilebilirlik Orani Orani
(76-0)/76 (100-0)/100 %100 %100
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Sekil 4.13 : Bovin serum albiimin ile histidin-bovin serum albiimin karigiminin

%?2 konsantrasyonunun dogrusal ayirt etme analizi (LDA).

Bayesian Linear Discriminant Analysis
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Sekil 4.14 : Bovin serum albiimin ile histidin-bovin serum albiimin karigiminin
%2 konsantrasyonunun dogrusal ayirt etme analizinin (LDA)
MATLAB programinda sematik olarak ayrilis1.
Agirlik noktalarini hesapladigimizda en diisiik histidin konsantrasyonuna sahip iki
Olciimden %10 konsantrasyonlu 6l¢gtimde 0,17 dlgekli bie agirlik merkezi varken, %2

konsantrasyonlu ol¢timde 0,15 6lgekli bir degisim olmustur.
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Cizelge 4.7 : Bovin serum albiimin ile histidin-bovin serum albiimin karigimimnin

%?2 konsantrasyonunun 06l¢lim sayisi ve farkli ¢ikan dlgtimlerin

sayisl.
Bsa Bsahistidin02

Toplam 76 114

Farklilik 0 0

Cizelge 4.8 : Bovin serum albiimin ile histidin-bovin serum albiimin karigimimnin
%?2 konsantrasyonunun dogrusal ayirt etme analizi (LDA) sonrasi

ayirt edilebilirlik ve hassasiyet oranlar1.

Ayirt Hassasiyet | Ayirt Edilebilirlik Hassasiyet
Edilebilirlik Oranmi Oranmi
(76-0)/76 (114-0)/114 %100 %100
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5. TARTISMA VE SONUC

Farkli bireylerden alinmis ve mikroskobik yontemlerle iki farkli kalitede
siniflandirilmis embriyo atik kiiltiir sivist Orneklerinin igerigini incelemek icin
orneklerin Raman spektrumlar1 6l¢iilmiistiir. Embriyo atik kiiltiir stvis1 6rneklerinin
temel bilesenler analizi (PCA) ve dogrusal ayirt etme analizi (LDA) yontemleriyle

istatistiksel analizleri yapilmistir.

Daha sonra amino asit grubundan histidin ile birka¢ amino asitin karisimindan olusan
bovin serum albiimin karisimi ¢ozeltilerinin %50, %10 ve %2 konsantrasyondaki
karisimlarmin - Raman spektrumlart  Olctilmiistiir.  Embriyo atik kiiltiir sivisi
orneklerine uygulanan PCA ve LDA yontemleri histidin ve bovin serum albiimin
karisimlarina da uygulanmustir. Iki farkli smif olarak belirlenmis olan Gradel (G1)
ve Grade2 (G2) smiflarindan gelismesine devam etme ihtimali yliksek olan 6rnek
smifi olan G1° in G2 ile ne kadar ayristig1 istatistiksel analizlerle incelenmistir.
Bunun sonucunda G1 ve G2 Orneklerinin birbirleriyle ¢cok benzer oluslarina, bu
yiizden de analizlerden Once tahmin ettigimiz ayrisim oraninin altinda ayrigma
gosterdigini gordiik. Daha sonra tam ayrigim alabilecegimiz farkli bir 6l¢iim modeli

olusturduk.

Histidin ve bovin serum albiimin ¢ozeltileri karigimlarma uyguladigimiz istatistiksel
analiz sonuglarina gore, histidin bileseninde %2 oraninda artis oldugunda Raman
Olglimlerinin istatistiksel analizine gore aywt edilebilmektedir. %2 oraninda
konsantrasyon degisimin istatistiksel analiz uygulandiktan sonraki gozle goriiliir
ayrigabilirligi, buna karsin embriyo atik kiiltlir sivis1 6l¢timleri analizlerinin histidin
ve bovin serum alblimin konsantrasyonlarinin analizleri kadar iyi ayristirma
vermemesi, atik kiiltiir sivismin  bilesenlerinde ¢ok diisiik konsantrasyon
degisiklikleri oldugunu gostermektedir. Embriyo atik kiiltiir sivisi Ol¢iimlerinin
dogrusal ayirt etme analizi (LDA) sonuglarma gore hassasiyet oranlt %75 iken ayirt
edilebilirlik oram1 %73 olmaktadir. Cizelge 5.1° de embriyo atik kiiltiir sivisi

Olciimlerinin  hassasiyet ve aywt edilebilirlik  oranlar1  goriilmektedir.
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Olgtiigiimiiz histidin ve bovin serum albiimin ¢dzeltilerinin dogrusal ayirt etme
analizi (LDA) sonuglarma gore ayurt edilebilirlik hassasiyet oranlar1 %50, %10 ve
%2 konsantrasyondaki ol¢iimler i¢in %100’ diir. Cizelge 5.2° de histidin ve bovin

serum albiimin ¢6zeltilerinin hassasiyet ve ayirt edilebilirlik oranlar1 goriilmektedir.

Embriyo Atik Kiiltiir Sivisi Gradel-Grade2
Hassasiyet %75
Ayirt Edilebilirlik %73

Cizelge 5.2 : LDA sonuclarma gore histidin ve bovin serum albiimin karigimi1

konsantrasyonlarinin hassasiyet ve ayirt edilebilirlik oranlar.

Histidin ve Bovin Serum Albiimin %750 %10 %2

Karisim1 Konsantrasyonlari

Hassasiyet %100 %100 %100

Ayirt Edilebilirlik %100 %100 %100
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