ISTANBUL UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZi

RAMAN CIMBIZLAMA SPEKTROMETRESI
KULLANARAK TEKIL BiYOLOJiK HUCRELERDEKI
FARKLILIKLARIN COK DEGIiSKENLIi ANALIiZ
YONTEMI ILE SAPTANMASI

Ugur PARLATAN
Fizik Anabilim Dah

Atom ve Molekiil Fizigi Program

1. Damisman
Prof . Dr. Goniil Basar
2. Danisman

Dog¢. Dr. Giinay Basar

Haziran, 2010

ISTANBUL



ISTANBUL UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZi

RAMAN CIMBIZLAMA SPEKTROMETRESI
KULLANARAK TEKIL BiYOLOJiK HUCRELERDEKI
FARKLILIKLARIN COK DEGISKENLI ANALIZ
YONTEMI ILE SAPTANMASI

Ugur PARLATAN
Fizik Anabilim Dah

Atom ve Molekiil Fizigi Program

1. Danisman
Prof . Dr. Goniil Basar
2. Danisman

Dog¢. Dr. Giinay Basar

iISTANBUL



Bu ¢alisma 18/06/2010 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Fizik Anabilim Dali Atom ve
Molekiil Fizigi programinda Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Jirisi

Prof. Dr. Goniil Basar (Danigsman) Prof. Dr. Aysen Ozel
Istanbul Universitesi Istanbul Universitesi

Fen Fakiiltesi Fen Fakiiltesi

Dog. Dr. Yasemin Akkaya Dog. Dr. Giilay Acar
Istanbul Universitesi Istanbul Teknik Universitesi
Fen Fakiiltesi Fen Edebiyat Fakiiltesi

Dog. Dr. Elif Akalin
Istanbul Universitesi
Fen Fakiiltesi



Bu ¢aligma Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yiiriitiici Sekreterliginin
4330 numarali projesi ile desteklenmistir.



ONSOZ

Yiiksek lisans 6grenimimin basindan sonuna kadar tiim inis ve ¢ikislarimda bana
yardime1 olan, tez ¢alismasi asamasinda desteklerini her an hissettiren Prof. Dr. Goniil
Basar ve Dog. Dr. Giinay Basar’a tesekkiir ederim.

Ornek alimlar1 konusunda bize birimlerinin kapisini acan Istanbul Universitesi Capa Tip
Fakiiltesi Hastanesi Kadin Dogum Hastaliklar1 ve Dogum anabilim dalindan Ibrahim
Kalilioglu ve Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Hastanesi Kadin Hastaliklart ve Dogum
anabilim dalindan Dog¢. Dr. Ali Benian’a, Solmaz Hemsire’ye, Orneklerimizin
saklanmas1 konusunda bize yardimci olan ITU Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Boéliimii’nden Levent Uge’ye tesekkiir ederim.

Cok degiskenli analiz yontemlerinin 6grenilmesi asamasinda bana teorik yardimer olan
Marmara Universitesi Istatistik Béliimii baskan vekili Prof. Dr. Miijgan Tez’e, Istanbul
Teknik Universitesi Bilgisayar Miihendisligi Béliimii 6gretim gérevlisi Dog. Dr. Zehra
Cataltepe’ye tesekkiir ederim.

Yaptig1 caligmalar1 benimle paylasan ve fikirleriyle bana her ihtiyacim oldugunda soluk
aldiran Seyma Seninak’a tesekkiirii bir borg bilirim.

Yaptigim calismalara her zaman inanan annem, babam ve kardeslerime tesekkiir
ederim.

Haziran, 2010 Ugur PARLATAN



ICINDEKILER

OINSOZ ..o e ettt ettt et ettt et e e ae e I
ICINDEKILER ..ottt I
SEKIL LISTEST ..ot v
TABLO LISTEST ..ottt ettt VI
Y D0\Y 1370) U B0 1S N ) (SRR il
OZET ..., VI
SUMM ARY IX
Lo GIRIS ..ottt 1
2. GENEL KISIMLAR ..o 3
2.0, PREEK L AMPSI oiie i 3
2.2. OKSIDATIF STRES ISARETCILERI.......ceiiiiiieeieceeee e, 3
2.2.1. NITRIK OKSIT (NO) ...ocviviieiieieiciceecete ettt 4
2.2.2. LIPID PEROKSIDASYONU .....ooveeeeeteeeeeeeeeeteeeeeee et eeeeeeeeeee et eeeeeee e eeeaseeeenenanns 5
2.2.3. PROTEIN OKSIDASYONU ... iteeeeeeeeeeeeeeet oot eeeeeeeeeee et ee e eeeeseeeenenanns 5
2.3. SPEKTROSKOPIK YONTEMLER ...t ititieeeetet oot eeeeee et et eeeeeeeneeeeseee e e, 6
3. MALZEME VE YONTEM ..o enans 7
3.1.RAMAN SPEKTROSKOPIST ....coeevee oottt ettt ee e seeeee s 7
3.1.2. RAMAN SPEKTROSKOPISININ BIYOLOJIK UYGULAMALARI.............. 11



3.2. OPTIK TUZAKLAMA ......cocoiiieicieeeeeee et 12

3.3.1. OPTIK TUZAKLAMA ile YAPILAN BIYOLOJIK UYGULAMALAR.......... 16
3.3 DENEYSEL DUZENEK .......cevoviiiiiiieieseeesesessie st es st en st sss st 16
3.4. COK DEGISKENLI ANALIZ METOTLARI....ccooovoieeieeeeern, 21
3.4.1. TEMEL BILESENLER ANALIZI (PCA)...c.coovoiiieeeireeeee e 21
3.4.2. OZDEGER OZVEKTOR COZUMU ......cccocoviiiiieiireeeieseseseeene s ene s 22
3.4.3. TEKIL DEGER AYRISTIRMASI — (SVD)....cocviueieiieireteeeeeeeeeeee e 23
3.4.4. TEMEL BILESENLER ANALIZI ICIN ONISLEM SURECH.......c..ccccvvvvevnne. 24
3.4.5. DOGRUSAL AYIRMA ANALIZI — LDA ...c.cooviiieeeieeeeeeeeeeeee e 31
4. BULGULAR ..ottt 37
4.1. ELDE EDILEN SPEKTRUMLARIN ONISLEMLERI.........ccccccocviviiiiieenne, 39
4.2, ISTATISTIK ANALIZ ISLEMLERI .....cocoovoviiiiiiiiccceeeceeeee e 39
5. TARTISMA VE SONUC .........ccooiiiiii et 59
o SR 63
MATLAB’DA HAZIRLANAN ARAYUZ ICIN YAZILAN KOD SATIRLARI ....... 63
Y= L LS (] TS 1 2 R 63
o] A= [0 1 1 S PSR SSPTOSURRO 71
e O N 40 T=T Lo 1 [PPSR 71
PCA_ IMSCM oottt ettt st n e ee s s 72
Y ST 1 TR 72
5]\ A2 1 RO 72
1Y/ 5 X 11 OO 73
YA 1S O o] 1 1 TR 73
AN N S I 75
OZGECMIS ...ttt 79



SEKIL LISTESI

Sekil 3.1: Rayleigh, Stokes, Anti-Stokes ve Rezonans Raman gegisleri .................. 9

Sekil 3.2: Radyasyon basinci etkilerinin gézlenmesi ............cooevviiiiiiiiiiiiiiiennnn, 14
Sekil 3.3: Optik tuzaklamada Isin Optik Rejiminde etkin kuvvetler....................... 14
Sekil 3.4: Raman cibizlama dizenegi.............cooeviiiiiiiiiiiii e 17
Sekil 3.5: Raman cibizlama diizenegi: Sematik gosterim...............cooviiiiiiiinine. 17
Sekil 3.6: Laser cizgi fitlersinin 0° gelis agis1 igin gegirme karakteristigi...................... 19
Sekil 3.7: Raman kenar fitlersinin 0° gelis acis1 igin gegirme karakteristtigi................. 19
Sekil 3.8: Mikroskop diZenegi........oovvvriiniiiiiiiiii e, 20
Sekil 3.9: Ornek serum Raman spektrumu 780-980 cm™ bolgesi........................... 26

Sekil 3.10 : MSC uygulanmis veri takimina ait ortalama etrafinda sacilma grafigi......26
Sekil 3.11: Sekil 3.4’teki 6rnek veri takiminin MSC uygulandiktan sonraki serum
Raman  spektrumu, 780-980 CM ™ bOIEESI. ......vveeeeeeiiiiiee e 27
Sekil 3.12: MSC uygulandiktan sonra ortalama etrafinda sacilma grafigi................27
Sekil 3.13: Normalizasyon sonrast MSC uygulandiktan sonra serum Raman spektrumu;

780-980CM ™ DOLEESI. ... 28

Sekil 3.14: Siddet normalizasyonu sonrast MSC ve ortalamaya gore diizeltme uygulanmis

serum spektrumu(780-980 cm™ arasinda) .................ouueeeeeiiinnnnn. 29
Sekil 3.15: SNV uygulanmis serum spektrumu (780-980 cm™ arasinda)...................... 30
Sekil 3.16: Normalizasyon sonrasi SNV uygulanmis serum spektrumu ........................ 30
Sekil 3.17: Rastgele deneme verileri igin sa¢ilma grafigi ...................cooiiiinnnn.. 32
Sekil 3.17: Deneme verisi grafiginde siniflar arasi mesafeler ............................... 32

Sekil 3.18: Rastgele deneme verisine Fisher ayirma ¢izgisi uygulandiktan sonra goriilen

SINIFlANAIrMA. ... 33
Sekil 3.19: Mahalanobis Uzaklig1 kullanilarak elde edilen sinif ayrimi grafigi .......... 34
Sekil 3.20: Birden ¢ok grup olmasi durumunda ¢izilen ayrim ¢izgileri ....................33
Sekil 4.1: Normal Raman dlizenegi...........c.cooviiiiiiiiiiiiiiiiiieiee e 35
Sekil 4.2: Raman Cimbizlama dlizenegi............ccooviiiiiiiiiiiiiiiii i, 35



Sekil 4.3: Tiim ortalama ham serum ornekleri....................oooiiiiiiiiiii 38

Sekil 4.4 : Preeklamptik ve normal serum Raman spektrumlart............................ 38
Sekil 4.5 : Arka plan ¢ikarilmis preeklamptik ve kontrol serum spektrumlari......... 38

Sekil 4.6: Normal kalibrasyon yontemiyle kalibre edilmis toluene spektrumlari.........39
Sekil 4.7: Gelisirilmis kalibrasyon sonrasi toluene spektrumlart.......................... 40

Sekil 4.8: Manuel ve kontrollii kalibre edilen toluen spektrumlari i¢in PCA skorlart....41

Resim 4.9 : Manuel ve Kontrollii kalibre edilen toluene spektrumlari i¢in LDA

SKOTIATT. ... 46
Sekil 4.10 : Taban egrisi ¢ikarilmis tiim serum ornekleri......................cooeeuee. 47
Sekil 4.11 : Tiim taban ¢ikarilmis plazma Srnekleri................ocooviiiiiiiiin... 47
Sekil 4.12 : Plazma ortalama spektrum karsilastirmasi ve ortalama spektrumlarin farka
........................................................................................ 48
Sekil 4.13 : Serum ortalama spektrum karsilagtirmasi ve ortalama spektrumlarin
2210« P 48
Sekil 4.14: Diizlestirilmis ve ham Raman spektrumlari ........................o 49
Sekil 4.15: Sekil 4.14°te verilen spektrumun 910-1020 cm™ bolgesi........coveinnnnin. 49
Sekil 4.16: 10 farkli konsantrasyonda sodium asetat methanol karigimiu.....................50
Sekil 4.17: Sodyum asetat ve metanaole aitbantlar ..................cccccoiiiiieiieennl 51

Sekil 4.18: 490-1740 cm-1 bolgesinde sodyum asetat-metanol karisimi spektrumunun
PCA analizi i¢in skor grafigi..............oooiiiiii 51
Sekil 4.19: Elde edilen sodyum asetat metanol karisimi spektrumlari i¢in ve en ytiksek
agiklama oranli iki veKtOr. ... ... 52
Sekil 4.20: Serum Raman spektrumlart 380-1750 cm™ bolgesi icin PCA skorlari...... 53
Sekil 4.21: Serum spektrumlari i¢in PCA skorlari. Fisher ayirma ¢izgisi ile birlikte....54
Sekil 4.22: Kontrol ve preeklamptik serum spektrumlar:t LDA skorlart ................... 54
Sekil 4.23: Plazma spektrumlari igin PCA skor grafigi ...................cooviiiin.. 55
Sekil 4.24: Plazma spektrumlari i¢in skor grafigi. Fisher karar ¢izgisi ile birlikte......... 55

Sekil 4.25: Plazma spektrumlarinin Fisher ayirma fonksiyonu grafigi..........................56

Sekil 4.26: PCA-LDA analizi i¢in hazirlana arayiiziin ekran goriintlisii....................... 57
Sekil 4.27: Plazma skorlar i¢in Matlab’da hesaplanan skor grafigi........................ 57
Sekil 4.28: Plazma spektrumlar1 igcn Matlab’da hesaplanan LDA skor grafigi ........... 58



TABLO LIiSTESI

Tablo 2.1: Oksidasyona yatkin aminoasitler. (* Protein karbonil olusumuna yol

ACANIAT). .. e

Tablo 4.1: Manuel kalibrasyon sonrasi toluen spektrumu dalga sayilart (cm™).........

Tablo 5.1 : Preeklamptik ve saglikli serum spektrumlar igin bant atamalari .

Tablo 5.2 : Preeklamptik ve saglikli plazma spektrumlar i¢in bant atamalar1

Vi



SEMBOL LIiSTESI

E : Elektrik alan
§ : Kutuplanma

o : Kutuplanabilirlik

vm : Molekiil titresim frekansi

vo : Rayleigh frekansi

t : Zaman

g : Normal titresim mod katsayilari
| : Isik siddeti

K : Siddet sabiti

n : Indiiklenmis dipol

h : Planck sabiti

Eke) : k sanal seviyesi ile e seviyesi arasindaki gecisin enerjisi
T, : Titresim gecisleri yariomrii

P : Istma momentumu

C : 151k hiza

Frad : Istma kuvveti

d : Dipoller i¢in ayrilik vektorii

Vii



OZET

RAMAN CIMBIZLAMA SPEKTROMETRESi KULLANARAK TEKIL
BiYOLOJIK HUCRELERDEKiI FARKLILIKLARIN COK DEGISKENLI
ANALIZ YONTEMI iLE SAPTANMASI

Precklampsi hastaligi gebelikte karsilasilan, goriilme sikligi irklara, sosyoekonomik
smiflara gore degismekle birlikte, tiim gebeliklerin yaklasik olarak %8-10’unda
rastlanan sistemik bir hastaliktir. Hipertansiyon ve proteiniiri ile tanimlanir. Hastaligin
erken teshisi hem anne hem bebek icin hayati 6nem tasidigindan erken donem
biyoisareticilerinin belirlenmesi ilgi konusudur.

Preeklampsi hastaligi bugiline kadar Raman spektroskopik olarak incelenmemistir.
Calismamizda, calisilan preeklampsi biyoisaret¢ileri serum ve plazma 6rnekleri i¢in
Raman spektroskopi ve tam kan oOrnekleri i¢cin Raman cimbizlama yontemi ile
incelenerek kontrol gruplarina gore bir farklilik sergileyip sergilemedigi arastirilmistir.
Bu biyoisaretgilerden en belirgin olanlar1 aromatik amino asitler, beta Karoten ve yag
asitleridir.

Tez galismasi gergevesinde, yukarida sayilan biyoisaretgiler igin iki sinif arasinda bir
ayrim bulunmak istenmistir. Alinan spektrumlar yliksek benzerlige sahip oldugunda
geleneksel yontemlerle iki sinif arasindaki ayrimi yapmak oldukg¢a zordur. Bunun i¢in
kemometrik yontemlere basvurulmustur. Kemometrik yontemlerden biri olan Temel
Bilesenler Analizi (PCA) agiklayici1 grafikler elde etmek ve bir bagka kemometrik
yontem olan LDA’ya (Dogrusal Ayirma Analizi) veri hazirlamak tizere kullanildi.
Kemometrik analizleri yapmak i¢in Matlab platformunda bir arayiiz hazirlandi.
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SUMMARY

DETERMINATION OF DIFFERENCES IN SINGLE BIOLOGICAL CELLS BY
MULTIVARIATE ANALYSIS USING RAMAN TWEEZERS SPECTROMETER

Preeclampsia is a preganancy specific disorder whose frequency depends on races,
socioeconomical classes but generally it is encountered about 8-10% of all pregnancies
around the world. It is defined as hypertension and proteinurea. Early diagnosis of the
disase is a focus point beacuse of its mortality for both mother and infant

To date, preeclampsia disease has not been investigated by Raman spectroscopy. In our
study, we studied preeclampsia biomarkers for serum and plasma samples using Raman
spectroscopy and for red blood cells using Raman tweezers, all taken from preeclamptic
and healthy pregnants. We investigated if there is a difference between preeclamptic
and healthy samples. The most clear differences in biomarkers are aromatic amino
acids, beta caroten and fatty acids.

In the view of thesis study, we wanted to make a classification between two classes by
means of the biomarker mentioned above. When there is a big similarity between
spectra, it is very difficult to make a classification between two classes. That is why we
oriented chemometric methods. One of these chmeometric methods is PCA (Principal
Component Analysis) which was used to obtain descriptive results by means of scores
plots and to make input for another chemometric method, LDA (Linear Discriminant
Analysis). A software interface was programmed on Matlab platform in order to make
chemometric analysis mentioned above.



1. GIRIS

Preeklampsi hastaligi gebelikte karsilasilan, goriilme sikligi irklara, sosyoekonomik
smiflara gore degismekle birlikte, tiim gebeliklerin yaklasik olarak %8-10"unda
rastlanan sistemik bir hastaliktir. Bu hastalik giiniimiizdeki tibbi imkanlarla {igiincii
trimesterde, yani tiim hastalik belirtileri belirginlesmeden teshis edilemiyor. Hastalik bu
asamadan sonra dogumu sonlandirilarak tedavi edildiginden, erken teshisi hem anne

hem bebek i¢in hayati 6nem tasir.

Calismamizda, 90’l1 yillardan bu yana artan bir ilgiyle calisilan preeklampsi
biyoisaretcileri serum ve plazma Ornekleri icin Raman spektroskopi ve tam kan
ornekleri i¢cin Raman cimbizlama yontemi ile incelenerek kontrol gruplarina gore bir
farklilik sergileyip sergilemedigi arastirilmistir. Bu biyoisaretcilerden en belirgin

olanlar1 aromatik amino asitler, beta karoten ve yag asitleridir.

Aromatik amino asit bolgesinde 6zellikle tirozin ve histidin molekiillerine ait bantlarda
NMR spektroskopisiyle  yapilan c¢aligmalarda preeklampsiye 06zgii degisimler
goriilmustiir. Endotel yapmin oksidatif stresle bozulmasi ile gergeklesen preeklampsi

hastaliginda, bu amino asitlerin oksidatif stres i¢in isaretci olabilecekleri belirtilmistir.

Oksidatif stres, metabolizmada oksidanlarin olusturacagi hiicre veya doku hasarmi
engelleyecek yeterli antioksidan bulunmamasindan kaynaklanan bir dengesizlik
durumudur. Preeklampsi hastaliginda bu antioksidanlarin konsantrasyonlarinin diismesi
beklenir. Bunlardan Raman spektrumunda en belirgin olarak gozlenenlerinden biri de

beta karotendir.

Oksidatif stres lipid peroksidasyonu ya da protein oksidasyonu seklinde gergeklesebilir.
Lipid peroksidasyonu gozlendigi durumda kan serumunda ve plazmasindaki yag asiti
(palmitik asit, oleik asit, linoleik asit) konsantrasyonlarmin azalmasi beklenir. Bu

degisimler de Raman spektroskopisi ile belirlenebilmektedir.

Normal Raman ol¢iimleri saglikli ve preeklampsi hastasi gebelerden alinan serum ve

plazma orneklerinin optik cam kiivet icinde 30 saniye pozlama zamani, 20 ardigik



Ol¢iim alinarak yapilmistir. Kirmizi kan hiicreleriyle yapilan deneyler ise Raman
Cimbizlama diizeneginde yapilmistir. 6 preeklemptik gebenin kanlarinin aynmi giin
deneyler i¢in hazirlanmasindan sonra, her 6rnek i¢in 5’er tane kan hiicresi tuzaklanarak

20 pozlama zamani1 ve 10 ardisik 6l¢iim ile spektrumlari alindi.

Tez ¢alismasi ¢ercevesinde, yukarida sayilan preeklampsiye 6zgii biyoisaretgiler i¢in iki
sinif arasinda bir ayrim aranmistir. Alinan Raman spektrumlari yiiksek benzerlige sahip
oldugundan geleneksel yontemlerle iki sinif arasindaki ayrimi yapmak oldukga zordur.
Bunun i¢in kemometrik yoOntemlere bagvurulmustur. Bunlardan Temel Bilesenler
Analizi (PCA) spektroskopik veriler gibi ¢ok yiiksek boyutlu verileri en biiyiik
degisimlerin oldugu, birbiriyle korelasyonsuz koordinatlara indirgeyerek boyut
indirgemesi yapar. Sonugcta elde edilen skor grafikleri birbiriyle korelasyonsuz eksenleri
vereceginden gozlenen spektrumlar arasindaki farklar goriilebilir. Calismamizda PCA
skorlarini agiklayici grafikler elde etmek ve bir baska kemometrik yontem olan LDA’ya
(Dogrusal Ayirma Analizi) girdi yapmak iizere kullandik. LDA agiklayici sonuglar elde
eden PCA verilerini daha nicel bir sekilde ele alarak siniflar arasindaki ayrimi ortaya
koyar. Degisim beklenen biyoisaretgilerin oldugu bolgelerin verileri kullanarak daha

belirgin ayrimlar gortilmiistiir.

Yapilan caligmada Raman spektroskopisi ile ilgili bilgiler 3.1 bdliimiinde, optik
cimbizlama ile ilgili bilgiler 3.2 boliimde verilecektir. Cok degiskenli analiz metodlart
ise 3.3 boliimiinde anlatilacaktir. Deneylerde elde edilen sonuglar dérdiincii boliimde,
bulgular kisiminda verilecektir. Sonuglarin yorumlari1 tartisma ve sonu¢ boliimiinde

tartigilacaktir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1 PREEKLAMPSI

Preeklampsi, hamilelikte yiiksek tansiyon, proteiniiri ile tanimlanan bir hastaliktir.
Hipertansiyon, kan basinci degerlerinin  140/90 mmHg {izerine ¢iktigi durumda;
proteiniiri ise 24 saatlik idrarda 300 mg’dan fazla idrar kaybi oldugu durumda
tanimlanir.  Bu belirtiler hastada 6dem, uteroplasental bdlgede perflizyon yetersizligi,
fetal biiylime sorunlar1 yaratabilir. Preeklampsi hastalig1 gebeliklerin yaklasik %8’ini
etkileyen sistemik bir hastaliktir[1]. Siyah irkta bu oranin bir miktar daha fazla oldugu
belirlenmistir[2]. Hastalik, ancak dogumun sonlandirilip hasar gormiis plasentanin
alinmasiyla tedavi edilebilimektedir. Bu o6zelligiyle hem anne hem de bebek igin
Olumciil niteligi olan bir hastaliktir. Gliniimiizde hastalik teshis ve tedavisinde gelinen
noktada halen erken donemde hastaligin tanisini koyacak belirtegler tizerinde bir
anlagsma saglanamamis ve hastalia neden olan faktdrlerin neler oldugu net olarak
ortaya konamamistir. Bu yiizden preeklampsi konusunda erken teshis yapilabilmesini
saglayacak bir isaret¢i bulunmasi g¢alismalart 90’1 yillarin ortalarindan beri devam

etmektedir[3].

Preeklampsi patofizyolojisi erken dénemde yanlis trofoblast saldirisi, oksidatif stres,
plasental iskemi, plasental perflizyonun azalmasi, anjiyojenik ve protrombik faktorlerde
dengesizlik gibi etkenlerle ifade edilir. Tiim bu faktorler endotel yapinin bozulmasinda
da kilit rol oynarlar[4]. Preeklampsi hastaliginda ortaya ¢ikan biyokimyasal isaret¢ilerin

belirlenmesinde bu etkenler goz 6niinde bulundurulur.

2.2 OKSIDATIF STRES ISARETCILERI

Besinlerin sindirim reaksiyonlarinda serbest radikaller denilen son ydriingesinde
ciftlenmemis elektron bulunan oldukga reaktif molekiiller agiga ¢ikar. Bu molekiiller
lipit, protein gibi organik molekiillere baglandiginda bu molekiillerin yapilarina zarar

verirler. Biyolojik sistemlerdeki reaktif oksijen tiirleri (ROS), siiperoksit anyonu (205),



hidroksil radikali (HO), nitrik oksit (NO'), peroksil radikali (ROO"), ve radikal olmayan
hidrojen peroksit (H;0,) gibi serbest radikaller oksidatif stresin en Onemli

nedenlerinden birini olustururlar.

Aerobik solunum yapan sistemlerde oksidatif tiriinlerin zararh etkilerini dnlemek {izere
antioksidan savunma mekanizmasi geligsmistir. Fakat, hiicresel ortamda bulunan
antioksidan miktar1 kimi zaman serbest radikallerin olusturdugu zararh etkilerin 6niine

gecemez. Bu durumda oksidatif stres ortaya ¢ikar.

Preeklampside oksidatif stres isaret¢ilerinin belirlenebilmesi ig¢in konsantrasyonu azalan
oksidatif dengeyi saglayic1 antioksidanlar takip edilir. Bu denge su antioksidanlarla
saglanir: Hiicre zar1 i¢inde ve plazmada E vitamini; hiicrelerarasinda siiperoksit
dizmutaz ve katalaz olusturucusu olarak glutatyon peroksidaz, glutatyon-S-transferaz,
glutatyon rediiktaz, katalaz ve sitokrom oksidazdir. Bakir, ¢inko ve selenyum gibi eser
elementler ise bu enzimlerin fonksiyonlar1 igin gereklidir. Hiicre disindaki
antioksidanlardan seruloplazmin, albumin, bilirubin, transferin, iirik asit biyoisaretci
olarak belirlenir[5, 6, 7].

Bunlarin disinda T ve B lenfositlerin, makrofajlar gibi inflamatuvar hiicrelerin beta

hiicrelerine toksik etkilerini de serbest radikaller aracilifiyla yaptigi diisiiniilmektedir

[8].

2.2.1 NITRIiK OKSIT (NO)

Nitrik oksit, kesfedildigi ilk yllardan beri endotel gevsetici faktor olarak bilinir. Dig
yoriingesinde ¢itlenmemis elektronu bulunmasiyla reaktif bir molekiil olan NO, lipofilik

oldugu i¢in hiicre zarindan kolayca geger [9].

Nitrik oksit, nitrik oksit sentaz enzimi tarafindan L-argininden sentezlenir [10]. NO
hamilelikte kan basincinin diizenlenmesinde onemli bir rol oynayan &nemli Dbir
vazodilatordiir. Ayrica trombosit kiimelenmesini, damar endotellerine 16kosit

tutunmasini, diiz kaslarin prolife olmasini engeller [1]. Normal gebelerde NO



konsantrasyonu artarken, Preeklampsi hastalarinda bu artisin daha az oldugu

gorilmistiir [11].

2.2.2 LiPID PEROKSIDASYONU

Lipid peroksidasyonu, membran lipidleri iizerine olan olumsuz etkisi ile endotel
disfonksiyonu, vaskiiler reaktivitede bozulma ve koagililasyon mekanizmasinin
aktivasyonu gibi preeklampsinin esas fizyopatolojik degisikliklerine neden olmaktadir
[5]. Preeklampside artmus lipid peroksidasyon iiriinlerinin esas kaynaginin plasenta

oldugu bilinmektedir [12].

Lipid peroksidasyonun en Onemli belirteci olarak malon dialdehit(MDA)
konsantrasyonun artis1 gosterilir. MDA, hiicre zarinin deformasyonuna, iyon gegisinin
ve enzimatik fonksiyonlarin bozulmasina neden olur. Hiicre zarlarindan kolayca
gecebileceqi i¢in hiicre i¢indeki protein sentezini, enzimatik olaylar1 ve DNA yapisini
da olumsuz yonde -etkilemektedir. MDA bu 0&zelliklerinden dolayr mutajenik,
genotoksik ve karsinojenik  bir bilesiktir[13]. Yapilan ¢alismalarda MDA
konsantrasyonlar1 Olciilerek metabolizmadaki lipid peroksidasyon iiriinlerinin miktari

hakkinda bir iliski bulunmustur[14].

2.2.3 PROTEIN OKSIiDASYONU

Protein oksidasyonu, proteinlerin reaktif oksijen tiirevleri veya oksidatif stres tiriinleri
ile kovalent bag yapmasi ile ortaya ¢ikar[E. Shacter, 200]. Oksijen molekiilii aktive olup
siiperoksit radikal anyonu (O™ ), hidroksil radikali ("OH), nitrojen monoksit (NO") veya
dioksit radikali (NO™), hidrojen peroksit (H.0.) gibi reaktif oksijen tiirlerini olusturur.
Bunlardan ("OH), peptid baglarin1 yapabilme 6zelligi ile en reaktif olanlaridir.

Protein oksidasyonu sonucunda, histidin, prolin, arginin gibi ¢cok sayida aminoasit ve
proteinlerin peptid omurgasinda olusan oksidatif hasara bagli olarak protein karbonil
(PCO) iriinleri meydana gelir. Tablo 2.1’ de oksidasyona yatkin aminoasitler ve

oksidasyon tirlinleri verilmistir [15]



Tablo 2.1: Oksidasyona yatkin aminoasitler. (* Protein karbonil olusumuna yol aganlar)

Aminoasit | Oksidasyon Uriinleri

Sistein Disiifitler, sisteik asit

Metionin Metionin siilfoksit, metionin siilfon

Triptofan 2-,4-5-,6- ve 7-Hidroksitriptofan, nitrotriptofan, kiniirenin, formil ve hidroksi kiniirenin

Fenilalanin | 2,3-Dihidroksifenilalanin, 2-,3- ve 4- hidroksifenilalanin

Tirozin Tirozin — tirozin ¢apraz baglari, Tyr-O-Tyr, ¢apraz bagli nitrotirozin

Histidin* 2-oksohistidin, asparagin, aspartik asit

Arginin* Glutamik semialdehit, 5-hidroksi-2-amino valerik asit

Lizin* Lizin hidroperoksitleri ve hidroksitleri, -aminoadipik semialdehit

Glisin* Amino valerik asit

Prolin* 2-Pirrolidon, 4- ve hidroksiprolin, piroglutamik asit, glutamik semialdehit
Valin* Valin hidroperoksitleri ve hidroksitleri

Losin* Lasin hidroperoksitleri ve hidroksitleri -ketoizokaproik asit

Izolosin Izol6sin hidroperoksitleri

Treonin 2-Amino-3-ketobiitirik asit

Glutamik | Okzalik asit, piriivik asit
asit

2.3 SPEKTROSKOPIiK YONTEMLER

Preeklampsi hastaliginda teshis amach olarak yapilan ilk spektroskopik caligmalar
elektron paramanyetik rezonans (EPR) spektroskopisi ile plazma orneklerindeki
askorbat ve tiyol konsantrasyonlarin gézlenmesi idi[16]. Daha sonraki yillarda yine
plazma Orneklerinin kiitle spektroskopisi ile incelendigi bir ¢alismada preeklampsiye
neden olan biyoisaretgiler spektroskopik olarak ortaya kondu [17]. Preeklampsi
konusunda kemometrik yontemler yapilan ¢alismalardan iki tanesi aromatik
aminoasitlerden preeklampsi patogenezinde etkin olanlar1 ortaya koyan NMR
caligmalar1 idi [18, 19]. Fakat bugiine kadar bu hastaligi ele alan Raman spektroskopik

bir ¢aligma yapilmamustir.




3. MALZEME VE YONTEM

3.1.RAMAN SPEKTROSKOPISi

Raman olay1, 1928 yilinda Sir C.V. Raman tarafindan oldukga ilkel bir diizenekle
gozlendi. Bahsi gegen diizenekte gilinimiizde bilinen Raman spektroskopisi
diizeneklerinden farkli olarak Sir C.V. Raman, 151k kaynag1 olarak Giines 15181, toplayici
olarak teleskop, algilayici olarak da kendi gozlerini kullandi. Bu olayin giintimiizdeki
gibi kullanish ve yaygin hale gelmesi uyarict kaynaklarin gelismesi sayesinde oldu.
Once civa lambalar1 ve daha sonra laserlerin diizeneklerde siklikla kullaniimaya

baglamasi yontemin etkisinin daha iyi farkedilmesini sagladi [20].

Raman olay1 klasik olarak molekiiliin iizerine gonderilen fotonlarin, o molekiildeki
elektron bulutu ile etkilesmesi olarak agiklanabilir. Etkilesme elektrik alanin
pertiirbasyonu olarak tanimlanir. Isik molekiille etkilestiginde bir dipol alani indiikler ve

molekiilii kutuplar.

E= EUE':ITVUt:} (31)

P = a.E = a.Eycos(2mv,yt) (3.2)

Denklem 3.1 ve 3.2°de E elektromanyetik alani, § kutuplanmayi, vo molekiile

gonderilen 15181n frekansini, a ise kutuplanabilirigi tesil ediyor. Titresen bir dipol icin q
uzanimi da zamana bagli olarak molekiiliin o denge noktasi etrafinda vy, frekansiyla

siniizoidal salinim yapacaktir.

g = qpcos(2mv,,t) (3.3

Kiictik titresimler i¢in kutuplanabilirlik katsayis1 ifadesindeki ilk iki terimi almak yeterli

olacaktir.
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Bu bilgilerle molekiilde indiiklenen dipol momentinden kaynaklanan kutuplanabilirlik

ifadesi asagidaki hale gelir:

P = aEycos(2mvyt) (3.5)

3
= ayE, cos(2mvyt) + (é)n qE, cos(2mv,t)

da
= ayE, cos(2mvyt) + (E) qoE, cos(2mvyt)cos (2mv,, t)
0

dor

= ayE, cos(2mvyt) + %(E)U qoEg cos{2m(vy — v )tH2m(vy + v, )t}]

Yukaridaki ¢ikarimda denklemin son satir1 elde edilirken temel trigonometrik bagintilar
kullanildi. Bu ifadede goriilebilecegi gibi, hv enerjili bir kaynaktan ¢ikan 151k molekiille
etkilestiginde, li¢ farkli frekansta demet sacilabilir. Bunlarin ¢ok biiyiik bir boliimii
elastik sacilarak gelen demetle ayni enerjiye sahip Rayleigh sagilmalarini olusturur.
(votvm) frekansli, gonderilen fotonlarin yaklasik milyonda birini olusturan fotonlardan

sirasiyla diisiik enerjili olanlar1 Stokes, yliksek enerjili olanlar1 Anti-Stokes ¢izgilerini
olusturur. Denklem 3.5’te (z—:] terimi Raman aktifligi belirler. Eger kutuplanabilirlik
0

uzanima gore degisiyorsa molekiiliin Raman aktif oldugu anlagilir.

Stokes ¢izgileri molekiiliin titresimi ve kimyasal yapis1 hakkinda verdigi bilgi agisindan
Anti-Stokes ¢izgileri ile 6zdestir. Fakat Stokes ¢izgileri daha siddetli pikler verdigi i¢in
normal Raman spektroskopisinde bu bolgede calisilir. Stokes bolgesinde goriilen

titresimlerin siddetleri asagidaki siddet bagintisi ile verilir:



I =KIL(vy —v,,)*a® (3.6)

Burada K bir sabittir. Kutuplanabilirlik molekiiliin indiiklendigi dipolden kaynaklandigi
icin, molekiiliin sekline ve biiyiikligiine baglidir. Molekiilde bulunabilecek kalict
dipollerden bagimsizdir. Bu durumda kutuplanabilirlik ifadesi pertiirbasyon teorisi
yardimiyla lineer koimbinasyonlarina agilarak yazildigindan ortaya bir kutuplanabilirlik
tensorii ¢ikar. Bu ifadede de kutuplanabilirlik terimi bu nedenden dolay1 skaler olarak

yazilamaz. Tensoriin normu ifadesi yazilmalidir.

Yar klasik Raman teorisinde elektrik alan Hertziyen bir dipol gibi ele alinir. Fakat
kutuplanabilirlik perturbasyon teorisi kullanilarak kuantum mekanigi yardimi ile
¢oziiliir. Bu durumda kutuplanabilirlik tensoriiniin normunu almak daha dogru bir yazim

olacaktir.

I'=KI(v, — v,,)*|a’] (3.7)

Raman spektroskopisinde siddetler frekansin dordiinci mertebesiyle artar. Fakat
fliioresans sorunlar1 nedeniyle yiiksek frekansta calismayi zorlastirabilir. Raman
spektroskopinin klasik teorisi, Raman olaymin temel kavramlarini agiklamak igin
yeterlidir. Fakat Stokes ve Anti-Stokes ¢izgilerinin farkli siddetlerde gdzlenmesinin

nedenini agiklamak i¢in kuantum mekaniksel teoriye ihtiyac vardir.

Raman sagilmasinin Kramers, Heisenberg, Dirac tarafindan agiklanan kuantum teorisine
gore titresim enerji seviyeleri kuantumludur. Isik kaynagindan ¢ikan bir foton molekiille
etkilestiginde inelastik sagilma yapar ve enerjisinin bir kismin1 molekiiliin Raman aktif
modlarindan birine aktarir. Sagilan fotonun frekansi gonderilen fotondan titresim
frekans1 kadar diisiiktiir. Molekiil elektronik seviyeden daha diisiik enerjili bir sanal
duruma uyarilir ve burada taban veya uyarilmis durumlardan birine donerler. Eger
molekiil fotonla etkilestiginde taban durumunda ise molekiiliin yaptig1 sagilma Stokes
sagilmasidir ve molekiil uyarilmis bir seviyeye geri doner. Eger molekiil fotonla

etkilestiginde uyarilmis durumda ise molekiiliin yaptigi sagilma Anti-Stokes

sacilmasidir ve taban seviyesine geri doner.
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B A
S Skl RERRREED G LLLRLELEIEIELPLED 1 B
hvo hvg hvg-hvq
v=3
v=2
\ 4 \ 4 V= 1
A \ 4 \ 4 hv, v=0
Rayleigh Stokes Anti-Stokes Rezonans Raman

Sekil 3.1 : Rayleigh, Stokes, Anti-Stokes ve Rezonans Raman ge¢isleri

Stokes ve Anti-Stokes gecisleri 10™* s ya da daha kisa siireler i¢inde olur. Stokes
sacilmasinda h(vo-vm) enerjisi ile taban seviyesinden baslayarak titresimler gozlendigi
icin Anti-Stokes sagilmalarina gore daha siddetli spektrumlar gozlenir. Bunun sebebi
Boltzmann dagilimina goére, oda sicakligina iist enerji seviyelerindeki niifusun, taban
seviyesine gore oldukca diisiik olmasidir. Bu bilgi, Stokes siddetleri Anti-Stokes
siddetlerine oranlanmasi yonteminde ortam sicaklifinin bulunmasi c¢aligmalarinda
kullanilmaktadir. Sekil 3.1 de goriilen rezonans Raman gegisleri ise uyarma frekansinin
molekiiliin bir absorpsiyon frekansi ile ¢cakigmasi durumunda gergeklesir. Bu durumda

hem Stokes hem de Anti-Stokes ¢izgilerinin biiyiik oranda siddeti artar.

Kramers-Heisenberg-Dirac teorisi Raman spektroskopik gecislerini dispersiyon
bagitisina gore agiklar. Teoriye gore sekil 3.1°deki gibi A ve B titresim enerji
seviyeleri arasinda gecis yapan bir molekiil bu gecisini yaparken once anlik olarak k
gibi bir sanal seviyeye uyarilir. Burada yar1 dmiir her molekiil i¢in neredeyse 6zdestir.
Seviyeler arasi ge¢is i¢in zamana bagli pertiirbasyon teorisinden yararlanildiginda taban
seviyelerinden iist titresim seviyelerine gecis olasiliklar1 o kutuplanabilirlik tensori ile

tanimlanir.

<Xy (g | Knla) =< Xta | Kargr >

Tpa ~ [Fga 'EE)EFEQ'EB:]EJ{ - 3z ;R D
Byt —Eaig _h'l’E':I +|'(T_1}

(3.8)
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['[{Xa ()| Fxe) ><Xiea) [Xaig)>)

T R 2
(B () —Ea (g—h ve) +{T_2)

oo = | tgel -[(Exte) — Eatg) — hv2)]

T

2 k2
{EREQ}_Ea Eg}_hl”e} +(r_2)

(3.9)

Denklem 3.9, 3.8 denkleminin sanal kismmin ayrilarak yeniden yazilmasi ile elde
edilmistir. Denklemlerde p indiiklenmis dipolii, Ex ve E, K ve a seviyelerinin enerjisini,
T, de seviyeler arasindaki gegis icin zaman sabitini sembolize eder. <Xpg|Xye> Ve
<XkelXag> st iiste binme integrallerini ifade eder. 3.8 ve 3.9 incelendiginde
kutuplanabilirligin yalnizca Raman sacilmalarini temsil ettigini, Rayleigh sagilmalarim
temsil etmedigi goriiliir. Bu ifadede yalnizca bir titresim enerji seviyesi goz Oniinde
bulunduruluyor. Genellestirilmis durum i¢in {ist {iste binme integrallerinin termal olarak

agirliklandirilmasi gerekir.

3.1.2 RAMAN SPEKTROSKOPIiSINiN BiYOLOJIK UYGULAMALARI

Raman spektroskopisinde gozlenen frekanslar uyarma dalga boyundan bagimsizdir.
Kullanilacak kaynak uygulamaya bagli olarak secilir. Biyofizik uygulamalarda
genellikle yakin kizilotesi(NIR) bolgesinde uyarma kaynaklari secilir. Bunun en 6nemli
avantajlar1 canli hiicreye fotohasar vermemesi ve daha az floresans olusturmasidir.
Canli hiicreler biiyiikk oranda sudan olusur. Raman spektroskopisinin absorpsiyondan

etkilenmemesi bu tiir 6rneklerin incelenmesi i¢in uygun bir yontem olmasini saglar.

Raman spektroskopisinin erken zamanlarinda biyolojik molekiillerin sicaklik, pH,
iyonik bag, enzimler,viriisler, ilaclarla etkilesimi gibi bilgilerine bu yontemle
ulagilabildi. 1970’li yillardan itibaren enstriimantasyonun gelismesi ile birlikte daha
siddetli bantlar goriilmeye baslandi. Bunun iizerine bu tarihlerde aminoasitlerle ilgili
caligmalar yapildi. Amid fonksiyonel grubunun 1, 2, 3 modlarinin frekanslarinin tayin
edilmesi proteinlerin ikincil yapisinin anlasilmasinda yardimei oldu. Bu on yilin sonuna
kadar tiim temel aminoasitlerin Raman spektrumlar1 Olciildii. Yine 70°’li yillarda

biyolojik hiicre zarlarinin yapist DMPC (dipalmitoyl phosphatidylcholine) spektrumu
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incelenerek ortaya kondu[21]. 1990-2000 yillar1 arasinda bakteri, maya gibi tek hiicreli
canlilarin Raman spektrumlart elde edilerek mitoz boliinme, solunum, oksidatif stres
gibi hiicresel mekanizmalarin anlik isleyisleri gosterildi [22][23]. T hiicreleri, lenfositler
yine bu yontemle ele alinarak aktivasyonlar1 incelenmistir[24]. Kan hiicrelerinde
hemoglobindeki ligand baglarinin oksijenle bag yapabilme durumlarina gére gosterdigi

degisimler ayri bir ¢alismada incelenmistir[25].

Raman spektroskopisi ile hastalik teshisi yapilan ¢alismalar da bulunmaktadir. 2000°1i
yillarin baglarina kadar bu calismalar, bant bilesen analizi yapilarak biyokimyasal
farkliliklarin aranmasi temeline dayaniyordu[26]. Kemometrik tekniklerin fizik ve
kimyada uygulamalarinin artmasi ile Raman spektroskopisi kullanilarak hastalik teshisi
caligmalarinda daha keskin sonuglar elde edilmeye baslandi. Bu alanda en yogun
calismalar kanserli hiicrelerin teshisi yoniinde olmustur. Temel bilesenler ve ayirma
analizi yontemleri kullanilarak hastalikli ve saglikli grupalar arasinda olduk¢a hassas

ayrimlar saglanabilmistir [27].

3.2 OPTiK TUZAKLAMA

Optik tuzaklama, mikron boyutlu parcaciklarin siki odaklanms laser 15181 yardimiyla
tutulabildigi ve istenilen yone hareket ettirilebildigi bir yontemdir. Bu teknikle pargacik
bulundugu ortamda tek basina yalitilarak diisiik laser giicleriyle higbir fotohasar
vermeksizin uzun siireler boyunca gozlenebilir. Bu, 6zellikle canli hiicrelerle yapilan

caligmalar i¢in 6nemli bir ilham kaynagi olmustur.

Optik tuzaklama ile yapilan ilk ¢aligmalar radyasyon basincinin pargaciklar {izerine
etkisini test etmekti. Ashkin ve arkadaslar1 yaptiklar: hesaplarda miikemmel yansitici
bir pargaciga 1W lik bir laser demeti gonderildiginde 10 Dyne’lik bir kuvvet elde
edeceklerini hesapladilar. Bu ilk bakista kiigiik bir kuvvet gibi goziikebilir. Fakat

mikron boyutlu bir pargaciga kazandiracagi ivme 10°g mertebesindedir.
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P=— (3.10)

Fraa =10 =7 (3.11)

Yukaridaki denklemlerde P pargacigin momentumu, Frq 1s51ma kuvvetini ifade eder.
Eger pratikte bir parcacigin %10’luk bir yansiticiliginin oldugu varsayilirsa parcacigin
ivmesi 10° degerine diisecektir ki bu deger hala biiyiiktiir. Bu bilgilerle teorik olarak

radyasyon basinciyla bir parcaciga dinamik bir etki ettirilebilecegi anlagildi.

Radyasyon basincinin ilk gozlenisi, 200-300 mW siirekli (CW) laser kullanilarak 2.5 ve
10 um boyutlarinda polisitiren lateks kiirecikler lizerinde yapilan deneylerde gosterildi.
Bu deneylerde Sekil 3.2°de bir hiicre i¢inde eksen iizereinde bulunan bir kiirecige
odaklanan laser 1s1gmin radyasyon basinci etkisiyle kiirecigin hiicrenin diger ucuna
kadar hizli bir sekilde ilerledigi; laser odag1 degistirildiginde ise 15181 takip ettigi, yani

1s1kla kilavuzlandigr goriildii.

Ay &P Faumm'
Laser
O :O Mikroskop
Demeti
,/\_
0 @) TN

Sekil 3.2 Radyasyon basinci etkilerinin gézlenmesi

Parcaciga etki eden tek kuvvetin radyasyon basinci olup olmadigin1 denemek iizere
kiirecik Sekil 3.3-b’de oldugu gibi eksen disina yerlestirildi. Ayrica tartismaya devam
ederken odaklanma durumlarini incelemek iizere ortamin kirilma indisinin kiireciklerin
kirilma indisinden kiigiik oldugu durumu goz 6niinde bulunduruluyor. Gausian bir 151k

kaynagindan bir kiirecige eksenel dogrultuda ve eksen disinda gelen demetlerin
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olusturacagi kuvvetlerin nasil tuzak olusturacagi Sekil 3.3’te verilmistir. Kiirecigin ¢api
kaynak 1s18in dalga boyundan daha biliyiik oldugu i¢in 1sin optik yaklagimi

kullanilacaktir.

Gausian
Demet

A s A demeti
Pk
Fe Py AP
Fa F,
B! A,
(a) (b}

Sekil 3.3 Optik tuzaklamada Isin Optik Rejiminde etkin kuvvetler

Sekil 3.a’da parcacik demet ekseninde bulunuyor. Bu durumda kiirecige gelen demet
ciftlerinin uyguladigi kuvvetler simetrik olarak biribirine esit olacaktir. Fa ve Fg
kuvvetlerinin bileskesi kuvvetlerin birbirine esit oldugu durumda Fga’1 verir ve bu

eksenel dogrultudadir.

Kiirecik eksen disinda oldugunda (Sekil 3.3.b) ve demetin kenar1 kiirecige ¢arptiginda
Fo>Fp olacaktir. Seklin en saginda goriilen vektérel toplamda A demetinin
momentumundaki degisim gosterilmistir. A kuvveti bu vektoriin zit dogrultusundadir.
Bu durumda parcacigr eksene ¢eken kuvvet F, ve Fp’nin bileskesi olan bir kuvvet
olacaktir ve bu sadece eksenel dogrultuda degildir. Oyleyse kiirecigi tuzakta tutan
radyasyon basincindan bagka bir kuvvet vardir. Siddet gradyenti dogrultusunda olan bu

kuvvet Fgrag olarak adlandrilir ve Fsca’a dik dogrultudadir.
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Gozlenen pargacigin kirilma indisinin ortamin kirilma indisinden kiigiik oldugu durum
incelendiginde parcaciktan kirllan demetlerin Sekil 3.3’teki durumun tersine odaktan

uzaklasarak parcacigi tuzaktan itecek bir bileske kuvvet olusturmaktadir.

Gozlenen parcacigin c¢api 151k kaynaginin dalgaboyundan kii¢iik oldugunda pargacik
elektromanyetik alanda dipol gibi davranir. Bu durumda pargacik iizerine etki eden

kuvveti agiklamak i¢in elektrik dipol yaklasikligi kullanilir.

Fyp = d.VE
(3.12)
1
Fdip = —E{I?EE (3.13)
Y=V

0 = 0. 3.14
0 v vo)2+ydsa (3.14)

Parcacik iizerinde indiiklenen dipolden dolayr olusan kutuplanma dolayisiyla bir
elektrik alan olusur. Bu elektrik alanin pargacik iizerine uyguladigi kuvvet 3.13 kuvveti
ile verilir. Elektromanyetik dalganin frekansi v, rezonans frekansi vo olmak iizere v < vg
ise >0 olur ve pargacik en yiiksek siddet bolgesine odaklanir. v > v oldugunda
parcacik tuzaktan itilir. Bu temel bilgiler kullanilarak 1970 yilinda nétral atomlar igin

tuzaklama deneyleri yapilmuistir.

Iyi bir tuzaklama yapabilmek i¢in birkag¢ sartin bir araya gelmesi gerekir. Laser giicii
yeterince yiiksek olmalidir. Yiiksek sayisal agiklikli bir mikroskop kullanilmali,
mikroskop objektifinin arka agikliginin kaynak i1sigiyla tam doldurulmasi gereklidir.
Optik tuzaklamanin ger¢eklesmesi igin ortam kirilma indisinin pargacik kirilma

indisinden biiyiik olmas1 gerekir.
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3.3.1 OPTIiK TUZAKLAMA iLE YAPILAN BiYOLOJIiK UYGULAMALAR

Biyolojik parcaciklarla yapilan ilk optik tuzaklama deneyleri Ashkin ve arkadaglari
tarafindan tiitlin mozaik viriisiiniin tuzaklanmasi ile yapilmistir[A. Ashkin,1987]. Cubuk
sekilli ve protein yapili bu tek hiicreli kolayca tuzaklanabilen bir yapiya sahiptir.
Fotohasarsiz bir gekilde tuzaklama yapildiktan sonra bu viriislerle farkli tuzak
uygulamalar1 yapilmigtir. Coklu viriisler bir arada tuzaklanarak aralarindaki mesafe
sabit tutulmak sart1 ile sabit dizi tuzaklamasi yapilmustir. ilerleyen yillarda E.coli
bakterileri ile calismalar yapilmistir. Bunlardan birinde bakteriler lamel ylizeyine
yapistirilarak bakterinin cama yapisabilirlik durumunun bakterinin hangi 6zelliklerine
bagli oldugu gozlenmistir [28] Bir diger ¢alismada kan hiicrelerinin viriislere
yapisabilirligi gozlenmistir [29]. Lamel yiizeyine yapistirilan sinir hiicrelerinin
gozlendigi bagka bir c¢alismada, bu siire boyunca sinir hiicrelerinin gelisimi
incelenmistir. Optik tuzaklama deneylerinde yakin zamanlarda en ¢ok ilgi goren
caligmalar motor molekiillerin 6zelliklerini gorselleyen ¢alismalardir. Kinesin, miyosin
gibi motor molekiiller mikrotiibiiller iizerinde yaklasik 10nm’lik adim araliklariyla
ilerlerler. Bu hareketler optik cimbizlama yardimiyla gésterildi [30]. Bunlarin disinda
DNA, RNA gibi protein yapida molekiiller sabitleme yontemi ile tuzaklanmis ve

tizerlerine etkiyen kuvvetler dl¢iilmiistiir[31].

3.3 DENEYSEL DUZENEK

Deney diizenek Sekil 3.4’tek gibi bir optik masa iizerinde agagidaki bilesenlerin bir

araya getirilmesiyle olusturulmustur:
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e Mikroskop

e Spektrograf ve sogutucu

e Diyot Laser

e Raman Kenar Filtresi

e Laser Cizgi Filtresi

e Teleskop diizenegi

e Diiz aynalar ve dikroik ayna

e Faraday Izolatorii

e Video Kamera

Sekil 3.4 : Raman cimbizlama diizenegi

Laboratuvarimizda 785 nm 100 mW’lik CrystalLaser marka TEMgy modunda ¢aligan
diyot laser bulunmaktadir. Laser kaynagi sogutmast 20 cm x 20 cm aliiminyum plaka ile
saglanmistir. Bu kaynaktan ¢ikan 1sinlarin hemen Oniline Faraday izolatorii
yerlestirilerek istenmeyen geri yansiyan ve sagilan i1giklarin diyot lasere ulagsmasi ve

mod kaymasi olusturmasi engellenmistir.
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Mikroskop

L4 Video Kamera
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M1,2,3 :Aynalar

L1,2,3,4 : Mercekler

F.I. : Faraday izolator

CF : Cizgi Filtresi

RKF : Raman Kenar Filtresi
DM : Dikroik Ayna

Sekil 3.5 : Raman cimbizlama diizenegi: Sematik gosterim

Faraday izolatérden sonra bir laser ¢izgi filtresi yerlestirilmistir. Laser ¢izgi filtresi ¢ok
dar bir aralikta 151k gecirgenligi saglayan optik malzemedir(bandpass filter). Boylece
laserin yan modlarindan kaynaklanan bantlar1 ve istenmeyen geri yansiyan ve sagilan

1siklar ¢ok yiiksek bir oranda engelleniyor.

Dielektrik diizlem aynalar yardimiyla paralellestirilen, optik tuzaklama i¢in gerekli olan
objektif arka agikliginin doldurulmasi gerekliliginin yerine getirilmesi amaciyla 2
mercekten olusan teleskop sisteminden gegerek istenilen spot ¢apina ulastiriliyor. Bu
151n Raman Kenar Filtresine yoneltilerek dalga boyu se¢imi yapilmasi saglanir. Raman
Kenar Filtresi, 785 nm ‘den kii¢iik her 10° fotondan birini gegiririken, 785 nm‘den
biiyiik 1sinlart %99 oraninda gegirir. Dalga boyu 790 nm’den kiigiikk 1sinlari %99
oraninda yansitirken, 790 nm’den biiyiikk 1sinlar1 yaklasik %0.0001 oraninda gegirir.
Boylece cok yliksek oranda Raman sagilma isinlarinin disinda bir 1s1nin spektrografa

girmesi engellenir.
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Sekil 3.7 : Raman Kenar Filtresi 0° gelis agis1 igin gegirme karakterstigi
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Filtrelelenen 1sinlar 303 mm odak uzaklikli Andor iDus monokromatoriiniin slitine
parallel bir sekilde girmesi saglaniyor. Monokramatér, 3 adet 600, 1200 ve 1800
cizgi/mm kirmmim agina sahiptir. Bu tez ¢alismasi boyunca yapilan tiim deneyler 600

¢izgi/mm kirinim ag1 ve 100 um slit kullanilarak yapilmaistir.

Mikroskop diizenegi bir mekanik atdlyede yaptirilmistir. Diizenekte birbirine baglt 3
celik platform kullanilmistir.  Diizenegin ilk katinda platforma 45° lik agida
yerlestirilmis 600-1000 nm dalgaboyu araliginda ~%99 yansitmaya sahip bir dielektrik
ayna laser 1smmmm masa diizlemine dik olarak yukar1 yansitmaktadir. Ikinci katta
bulunan mikroskop objektif tutaci dogrusal kaydirici lizerine sabitlenmistir. Diferansiyel
mikrometreye sahip dikey kaydirici ters mikroskop objektifi (Newport, 60x, NA = 1.2)
diisey eksende hareket ettirir. En st kata lam caminin ortasi delinerek her iki tarafina
lamel konularak hazirlanmig 1 mm derinligindeki havuz x-y eksenlerinde kaydirilabilir
diizlem {iizerine yerlestirilmistir. En st katta bulunan yesil LED 151k kaynag1 ile 6rnek

aydmlatilmistir.

I:7:l —> LED
] “
w Orneklerin

am—
konuldugu havuz

— Dielektrik Ayna

Sekil 3.8 : Mikroskop diizenegi
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3.4. COK DEGISKENLI ANALiZ METOTLARI

3.4.1 TEMEL BILESENLER ANALIZIi (PCA)

Giliniimilize kadar yayinlanan eserler arasinda PCA’in ilk kullanimi konusunda c¢esitli
iddialar vardir. Muhtemelen ilk eserlerden en {iinliisii Pearson’un 1901 [32] yilinda
yaymladigt makaleydi. Fakat yaklasimlar iizerine temel fikirler fizikciler ve
matematikciler tarafindan daha uzun zaman Oncelerden beri biliniyordu. Hatta bazi
matematik boliimlerinin miifredatinda kimyasal problemleri ¢6zmeye dayali matris
cozme yoOntemleri gosteriliyordu. Fizikteki ilk makale Cauchy tarafindan 1829 [33].

yilinda yayimlanan makale idi.

Cok degiskenli analizde devrim niteligi tasiyan calisma Hotelling’in 1930 ve 1940’larda
yaptig1 psikometrik c¢alismalarda kullandigi yontemi esas alir [39]. Psikometrik,
onceden hazirlanmig psikolojik bir teste verilen cevaplarin sayisal karsiliklarinin
olusturdugu matrisin analiz edilmesine dayanan bir bilim dalidir. PCA yontemi ile bu
sayilardan olusan matristeki psikolojik faktorlerin ortaya c¢ikarilmasi beklenir.
[statistigin birgok alaninda faktdr analizi ve PCA aym ydntemlermis gibi kullanilabilir;
fakat kimya ve fizikte bu yaklagimlarin farkli anlamlar1 vardir: PCA patternlere ulagmak
icin verideki soyut fonksiyonlar1 kullanirken, faktor analizi spektrumlar gibi fizik ve

kimyayla dogrudan iligkili verilerdeki bilgileri elde eder.

Son yirmi-otuz yilda doga bilimcileri arasinda bu yonteme olan ilgi oldukga artti.

Kimya alaninda ilk 6nemli ¢alisma 1970 yilinda yayinlandi[34].

Temel bilesenler analizine tabi tutulan bir veri takiminin degisken sayis1 2’den fazla
olmalidir. Yani, veri takimi ¢ok degiskenli olmalidir. Ornegin, spektroskopik bir veri
takimi, tek gozlemde bir¢ok dalga sayisi igerir. Bu yiizden c¢ok degiskenli olarak
adlandirilir. Temel Bilesenler Analizi(PCA)‘nin 6ncelikli amaci ¢ok biiylik boyutlu bu
veri takimindaki boyut sayisini diisiirmektir. Fakat temel bilesenler analizinin veri
tarama (data exploration) 6zelligi ele alinirsa verebilecegi bilgi ¢ok daha fazladir. Temel
bilesenler analizi veri takiminin boyutunu indirgeyerek en belirgin 6zelliklere sahip
bilesenlerini sunar ve bunlar karsilastirildiginda aciklayici bir sonug elde edilebilir.

Spektroskopik bir veri takimi kag¢ bilesenden olusuyor? Bir biyolojik 6rnekteki protein
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konsantrasyonu nedir? Bu biyolojik drnekteki gézlenmek istenen bilesenin spektrumu
nasildir? Elbette bunun gibi nicel sorularin cevabi i¢in yalnizca PCA uygulanmasi
yetmeyecektir. Fakat diger uygulamalar i¢in (Ayirma Analizi, Kiimeleme Analizi, vb...)
girdi olmasi ve onemli tanimlayici bilgileri vermesi agisindan PCA istatistik biliminin

en dnemli ve en sik kullanilan araglarindan biridir[35].

3.4.2 OZDEGER - OZVEKTOR COZUMU

PCA yontemi, baslangictaki veri takimini, bu veri takiminin kolonlarinin dogrusal
kombinezonlar1 seklinde olan yeni bir veri takimina doniistiiriir. Bu veri takiminda
eksenler birbirleriyle tamamen iliskisiz ve ortonormaldir. Bu dogrusal model asagidaki

gibi gosterilir:

....... K oo e K
M A Ml=| T M V M (3.10)
....... Lo e L

Burada anlasilacagi gibi A vektorii baslangi¢ veri takimini temsil ediyor. Olusturulan
dogrusal modele gore yeni bulunacak degiskenlerle olusturulan dogrusal kombinasyon,
bir miktar hatay1 ithmal ettigimiz durumda, ilk bastaki veriyi bize verecektir. Burada
hatadan kasit deneysel hatalar degildir. Verileri dogrusallastirirken yapilan fit isleminde
ortaya ¢ikan hesaplama hatalaridir. Bunlarin da dahil edildigi eksiksiz bir denklem
asagidaki gibi yazilabilir

A=TV +¢ (3.11)

Yukaridaki denklemde T ve V biiyiikliikleri ise dogrusal modelin 6zdeger-6zvektor
¢oziimill sonucu elde edilen yeni biiyiikliiklerdir: Skor ve Yiik. T skor biiyiikliigiiniin
sacilma grafigi dagilimi boyutu indirgenmis veri takiminin smifsal dagilimi hakkinda
aciklayici bilgi verir. V yiik vektorlerine ayn1 zamanda soyut faktorler, 6z spektrum gibi
degisik adlandirmalar da yapilir. Ciinkii bu veri degiskenlere gore ¢izdirildiginde ayni
spektral ozellikleri gosterir. Bu da bir spektruma ait 6zvektorleri kullanarak ona ait

fiziksel 6zellikler hakkinda yorum yapilabilinecegini gosterir. Skor veri takiminin ilk
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siitunu ile ilk 6zvektdr birlikte ilk faktore karsilik gelirler. Ilk faktdr orijinal verideki
varyansin en biiyiikk olabilecegi kisim veriyi en kiigclik kareler anlaminda aciklar.
Faktorlerin siralanisi toplam varyans agiklama oranlarina gore yapilir ve gereginden
fazla analiz uygulamamak i¢in belirli sayida faktor hesaplanir. Bu say1 yamag egrisi

grafiginin diizlestigi noktadaki faktor sayisindan bulunur.

3.4.3 TEKIiL DEGER AYRISTIRMASI — (SVD)

SVD yontemi, simetrik bir kovaryans matrisine ihtiyag duyulmaksizin, dogrudan ham
veri takiminin tekil degerlerine ayristirilmasi yontemiyle temel bilesenlere ulagilmasini
saglar. Bu uygulamada, 6zdeger yoOnteminin aksine standart bir ortalamaya gore

diizeltme yapilmaz.

SVD yonteminde siitun uzaymndaki bir vektdr, satir uzaymndaki baska bir vektoriin

dogrusal kombinezonlari cinsinden yazilir.

U = Av (3.12)

Elde edilen bu U vektorii ortogonal ve ortonormal yapmak i¢in bir Lagrange carpaniyla

carpilir.

Ug = Av (3.13)

Denklem genellestirilirse,

UL = AV (3.14)

A vektorii her iki taraf V' ile carpilarak yalniz birakilirsa,

A=uzvT (3.15)

elde edilir.
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( )
..... K ... e KL MK M
M A M = M U M z MO WM (3.16)
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Sekil 3.16’da goriilen U ve V vektorleri sirasiyla sol ve sag Ozvektorler olarak
isimlendirilir. ) ise kosegenleri 6zdegerler olan matrisi temsil eder. Eger drnek sayisi
matris boyutundan kiigiikkse kalan kosegen elemanlart sifir olur. Hesaplamali
uygulamalarda islemci zamanini azaltmak i¢in bu elemanlarin hesabini yapmayan
ekonomi modunda galisilabilir. Matlab © programlama dilinde asagidaki gibi basit bir
komut verilere U, >, V matrisleri ve dolaysisiyla temel bilesenler kolaylikla elde

edilebilir: >> [U,S,V] = svd(A);.

3.4.4 TEMEL BILESENLER iCiN ONIiSLEM SURECI

3.3.4.1 Ortalamaya Gore Diizeltme
Bir veri takimini ortalamaya goére diizeltmek, o veri takiminin ortalama degerini

kendisinden ¢ikarmak anlamina gelir. Matematiksel olarak bu islem,

A; = A— XL A (3.17)
seklinde ifade edilebilir.

Ortalamaya gore diizeltme islemini yapilmasinin sebebi verilerin ortalama etrafinda ne
kadar sacildiginin gosterilmesidir. Ticari PCA paketlerinin ¢ogunda ortalamaya goére
diizeltme islemi kullanici isteginden bagimsiz olarak uygulanmaktadir. Bu da skor
grafiklerinin orijin etrafinda dagilmasini saglar. skor grafiklerinin orijin etrafinda
dagilmas: siif ayrimlarmi agiklamak icin iyi bir yontemdir. Fakat, spektroskopik
verilerde taban ¢izgisi problemi varsa, bu ortalamaya gore diizeltilmis skor verilerini

bliytik olciide etkileyecektir [35].
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3.4.4.2 Standardizasyon
Standardizasyon islemi, bir veri takimindaki kolonlarmn her biri ortalamaya gore

diizeltilmesinin ardindan standart sapmasina boliinerek yapilir.

ro_ ij
zqif = 5 (3.18)

Bu islem istatistikte farkli birimlerde degiskenlerin incelendigi veri takimlarinda
degiskenleri birimsizlestirmek i¢in kullanilir. Bunun disinda spektroskopik orneklerde
oldugu gibi varyansin ¢ok degisken oldugu veri takimlarinda da kullanilmasi
elveriglidir. Boylece veri takimi i¢inde varyans degeri baskin olarak goziiken bir 6rnek
icin standardizasyon uygulandiginda, bu deger disiiriilerek daha dengeli bir PCA
sonucu elde edilebilir[37]. Standardizasyon, PCA paketlerinde ortalamaya gore
diizeltme islemi gibi varsayilan uygulama olarak ¢ok yaygin bir sekilde yer almasa da,
pratik uygulamalarda (spektroskopi, yiiz tanima, vb...) standart secenek olarak
sunulmaktadir. Fakat bu segenegin kullanilmasi i¢in veri takimmin muhakkak
ortalamaya gore diizeltilmis olmas1 gerekir; ¢linkii programin yapacagi tek islem bu veri

takimini alip her satirin1 standart sapmasina oranlamak olacaktir.

3.4.4.3 Carpimsal Sag¢ilma Diizeltmesi — (MSC)

Spektroskopide optik kusurlar ve incelenen orneklerin farkli floresanslarindan dolay1
taban diizeylerinde farkliliklar gézlenir. Bu farkliliklar, dogrusal fit parametreleri
kullanilarak spektrumlarin ortalama spektrum etrafindaki sagilmasi azaltilabilir [38]. Bu

yonteme MSC denir.

MSC yontemi ile sagilma diizeltmesi; A ile isimlendirilen baslangi¢ veri matrisinin A
ortalama spektrumun, b, birinci dereceden polinomyal fit parametrelerinin, her bir

spektrumdan farkinin m, egime orani bulunarak elde edilir.[36].

A+ b, (3.19)
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MSC diizeltme:
Af—bf

Aiysey = (3.20)

i
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Sekil 3.9: Ornek serum Raman spektrumu 780-980 cm™ bolgesi

Sekil 3.9’da Onislem uygulanmamis 7 farkli 6rnegin serum Raman spektrumundan
olusan bir veri takimina ait grafik goriililyor. Bu veri takiminin ortalama etrafinda
dagilimi Sekil 3.10’daki gibidir. MSC uygulandiginda spektrumdaki veriler ortalamaya

dogru ¢ekileceginden MSC sonrasi ortalama etrafindaki sagilmanin azalmasi beklenir.
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Sekil 3.10 : MSC uygulanmis veri takimina ait ortalama etrafinda sagilma grafigi.
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Sekil 3.11: Sekil 3.4’teki 6rnek veri takiminin MSC uygulandiktan sonraki serum Raman
spektrumu, 780-980 cm™ bolgesi

Sekil 3.11°de MSC uygulandiktan sonra veri takiminin grafiginin aldig: sekil goriiliiyor.
Amaclandig1 gibi sagilma ve spektrumlarin taban farkliliklart azaltilmistir. Sekil 3.12

Sekil 3.10 ile karsilastirildiginda, ortalama etrafinda sagilimin azaldigi goriiliiyor.
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Sekil 3.12 : MSC uygulandiktan sonra ortalama etrafinda sagilma grafigi
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Sekil 3.13: Normalizasyon sonrast MSC uygulandiktan sonra serum Raman spektrumu; 780-
980cm™ bolgesi

MSC uygulamasinda normalizasyon etkisi goriilmek {lizere ayni veri takimi dnce en
siddetli pikine gore normalize edildikten sonra MSC uygulanarak Sekil 3.8 elde

edilmistir.
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Sekil 3.13’deki MSC diizeltmesi ve Sekil 3.14°daki Sekil 3.13’¢ ait ortalama etrafinda
sacilma grafikleri karsilastirildiginda normalizasyon isleminin sag¢ilma karakteristiginde
bir farklilik olusturmadigi bulunmustur. Normalizasyonla birlikte MSC uygulanmis veri
takimlarinin PCA ve LDA sonuglart bu 6lgeklemenin istatistik analiz sonuglarina bir

katki1 vermedigi bulunmustur.
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Sekil 3.14: Normalizasyon sonrast MSC uygulanmig veri takiminin sagilma grafigi.

3.4.4.4 SNV ile diizeltme
SNV uygulanmasindaki amag, birbirleri arasinda taban farki olan spektrumlari, her

birini kendi i¢inde standardize ederek diizeltmektir.

SNV diizeltmede her spektrum ortalamaya gore diizeltilir ve standart sapmasina
boliintir. Boylece sifir ortalama ve sifir varyansa sahip olurlar ve baglangigtaki veri
takiminin dogrusal 6lgeginden ve veri takimi karakteristiginden bagimsiz, birimsiz hale
gelirler. Sekil 3.10°da SNV uygulanmis veri takimlarina ait grafik gosterilmistir. SNV
uygulanmamis veri takimina ait Sekil 3.4 ile karsilastirildiginda Sekil 3.10°da taban

sacilmalarinin biiyiik 6lciide diizeltildigi goriiliiyor.

a; (3.21)
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Sekil 3.15: SNV uygulanmis serum spektrumu(780-980 cm™ arasinda)
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Sekil 3.16: Normalizasyon sonras1 SNV uygulanmis serum spektrumu

Sekil 3.15 ve Sekil 3.16 da siddet normalizasyonu uygulanmadan 6nce ve sonra SNV
uygulanmis serum Raman spektrumlari verilmistir. Elde edilen iki spektrum i¢in yapilan
PCA ve LDA sonuglari arasinda fark olmadigi bulunmustur. Bunun sebebi, SNV
onigleminin ele aldig1 veri takimini 6 standart sapma araliginda dlgekleyerek en kiigiik
sagilim degerlerine dogru yaklastirmak istemesidir. Olgek degismeyecegi igin

spektrumun karakteristigi ve SNV sonrasi siddet degerleri de degismeyecektir.
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3.4.4.5 Taban(Baseline) Diizeltmesi

Raman spektrumlar1 c¢ogunlukla floresans ve sagilma etkileri nedeniyle taban
farkliliklariyla beraber gelir. Bu farkliliklar spektrumun yapisina bagh olarak basitce
sabit bir ofset, 2 noktali dogrusal bir egri ya da daha ¢ok nokta kullanarak kiibik bir egri
cikarilarak diizeltilebilir. Bu yapilmadigi takdirde Raman sagilmasi olarak gézlenmeyen
ve/veya giiriiltii olarak spektruma katilan veriler PCA sonuglarinda molekiilde

arastirilan kimyasal yapiya ait bilgi veriyormus gibi ortaya ¢ikacaktir.

3.4.5 DOGRUSAL AYIRMA ANALIZI - LDA

LDA, esas veri takimini, 6zellikle sinif i¢i gdzlem sikliklar birbirine esit olmadiginda,
kapladig1 uzaydan daha diisiik boyutlu bir uzaya doniistiiriir ve sinif i¢i kovaryans
matrisini en kiiciiklestirirken, siniflar arast kovaryans matrisini en biiyliklestirir.

Boylece siniflar arasinda bir ayrim saglar.

LDA, biiyiik boyutlu veri takimlarinin boyutunu diisiirmek i¢in PCA yontemini kullanir
ve skor verilerini girdi olarak alir. PCA yontemi ile de sinif ayrimi yapilabilir, fakat bu
nitel bir ayrim olur. Bagka bir deyisle PCA temsiller i¢in bir matris doniisiim dogrultusu
ararken, LDA ayrim igin bir dogrultu arar. Ornegin; iilkelerin yillik tarimsal ihracat
bilgilerini igeren bir veri tablosu PCA ile incelendiginde ortaya ¢ikan skor tablosuna
bakilarak hangi iilkelerin tarimsal ihracat konusunda birbirlerine yakin oldugu nitel
olarak agiklanabilir. Bu ayrim nicel olarak yapilmak isteniyorsa LDA iyi bir yontemdir.
LDA, PCA skorlarini kullanarak esas datayr temsil eden verileri smiflarin dagiliminin

birbiriyle en iliskisiz oldugu diizlemden bir dogru gecirerek bir ayrim saglar.

LDA, veri takiminm siiflandirirken bir se¢im kurali bulmay1 hedefler. Bu kural Fisher
ayirma fonksiyonudur. Smiflar arasindaki dogruyu ¢izerken veya siniflar1 birbirinden
sacilma grafiginde ayirirken bu kurali kullanir. Bu islemleri yaparken kullandig1 veri

takimi da deneme veri takimi olarak adlandirilir.
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Hesaplari yapilacak iki grup oldugu varsayilsin. Bunlar A ve B olarak isimlendirilebilir.
A ve B smiflarinin  olusturdugu kiimelerin merkezleri arasindaki uzakliklar
ortalamalarinin farklar1 alinarak bulunur. Ayrim yalnizca kiimelerin merkezleri
arasindaki Oklidyen uzakliklara bakilarak da yapilabilir. Fakat, bu durumda sagilmanin
nasil oldugu goézlenemez ve varyans kriteri goz Oniinde bulundurulmadigindan
‘dogrumsu’(false truth) verilerle bas etmek durumunda kalinir. Ornegin, hayvanlarin
ebatlarina gore karsilastirildigl bir grafikte bebek bir filin iri bir fare ile ¢ok iligkili
ciktig1 goriiliir. Burada bebek fili fare ile ayni sinifa koymamak i¢in varyanslar1 hesaba

katma ve Olgeklemeyi iyi yapmak gerekir[35].

Sekil 3.17°de A ve B smiflar1 i¢in deneme verileri olusturularak sagilma grafigi
cizdirilmistir. Sekil 3.18’de ise gruplarin agirlik merkezleri arasindaki oklidyen
uzakliklar ayni grafik iizerinde gorsellenmistir. Fisher fonksiyonu bu gruplar igin
cizdirildiginde oOklidyen wuzaklik kullanmaksizin gruplar arasinda bir ayrim

olusturacaktir. Bunun i¢in gruplarin kovaryans matrisleri hesaba katilir.
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3.0
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0.5 A A
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Sekil 3.17: Rastgele deneme verisi i¢in sa¢ilim grafigi
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Sekil 3.18: Deneme verisi grafiginde siniflar aras1 mesafeler

Fisher ayirma fonksiyonu asagidaki gibi tanimlanir

W, = (x4 —x5).5 1.« (3.11)

Burada S pooled kovaryans matrisi temsil ediyor. Bu matris var olan biitiin siniflarin
bulunma olasiliklarina gére agirliklandirilmis ortalamasidir. Ornegin, yukaridaki grafgi
olusturan veriler toplam 19 6rnekten olusurken 9 tanesi smif A’yi, 10 tanesi sinif B’yi
meydana getirir. Bu durumda A simifinin agirligi 9/19 olurken B smifinin agirlig: 10/19

olur. Tiim bu bilgilerle pooled kovaryans matrisi yazarsak:

_ (Ng—1)5s+(Ng—1)5g
NgtNg—2

5

(3.12)

Olgeklemeyi kaydirmak amaciyla her smifin ortalamasmi kendisinden ¢ikarma etkisi

yapan bir terim genellikle ayirma fonksiyonuna eklenir:

Wi = (%4 — faj_le - % (x4 — 55-]5_1(3@1 + Xp) (3.13)
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Sekil 3.19: Rastgele deneme verileri i¢in ayirma fonksiyonu grafigi

Denklem 3.18’de i, ve ¥ her bir sinifinin ortalama degerini, x de ortalamaya gore

diizeltilmis veri takimini temsil ediyor. Yukarida verilen matematiksel modelleme
yardimiyla Matlab® platformunda yazilmis LDA kodu ile iiretilmis ayirma fonksiyonu
goriilityor. Elde edilen ¢ikti daha 6nce bahsedilen rastgele deneme verileri kullanilarak
elde edilmistir. Grafikte goriildigii gibi siniflar birbirinden oldukga iyi bir sekilde yatay
eksene gore birbirinden ayriliyor. Siniflandirma yapilirken kimi zaman bir sinifin
elemanlar1 LDA uygulandiktan sonra diger smifa oldukca yaklasir ya da o smifa
dahilmis gibi goriiniir. Buna siniflandirma hatasi1 denir. Sekil 3.19’a bu anlamda
bakildiginda iyi bir siniflandirma yapildigi anlasilir. Fakat siif i¢i sagilmalar hala
fazladir ve burada sinif i¢i baz1 elemanlarin diger sinifa ait olma olasiliklar1 ortaya cikar.
Siniflandirma hatasi yapilip yapilmadigi Fisher ayirma ¢izgisi ile daha iyi goriilebilir.
Sekil 3.17 i¢in ¢izilen Fisher ayirma ¢izgisi Sekil 3.20°da gosterilmistir.
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Sekil 3.20: Rastgele deneme verisine Fisher ayirma ¢izgisi uygulandiktan sonra goriilen
smiflandirma

Fisher ayirma ¢izgisi iki sinifi birbirinden dogrusal bir ¢izgi ile agik¢a ayrimistir. Her
siiftan ikigser eleman bu dogruya ¢ok yaklastigindan dogrumsu (false truth) sonuglar
dogruma olasiligi vardir. Bu veriler degerlendirilirken t-kare gibi baska istatistik analiz
yontemleri de birlikte kullanilarak giiven araliklar belirlenebilir ve hangi verilerin hangi

siifa dahil oldugu kesin olarak bulunabilir.

Bir dagilimdaki elemanlarin nasil kiimelendigini gérmek i¢in 6nce nasil sagildiklarinin
goriilmesi gerektigi daha dnce ifade edilmisti. Bunu gérmenin bir yolu Oklidyen uzaklik
yerine Mahalanobis uzakligin1 kullanmaktir. Burada her bir elemanin varyans: uzaklik
hesaplarina dahil edildiginden uzakliklara gore grafik yeniden ¢izildiginde kiimelemeler
nitel bir sekilde gozlenebilir. Sekil 3.19°da rastgele liretilen veriler igin Mahalanobis
uzaklig1 kullanarak bir siif ayrimi yapilmistir. Smiflar arasindaki ayrim Fisher ayrim

cizgisi kullanilarak gosterilmistir.

Birden ¢ok grup olmasi durumunda W ag disinda sinif sayisina gére Wac. Wpgc gibi yeni
ayrim fonksiyonlarma ait veriler elde edilecektir. Bu veriler birbirine gore

cizdirildiginde siniflar arasinda birer ayrim ¢izgisi olusacaktir.
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Dogrusal ayirma analizinde kovaryans matrisini tersinin satir sayisinin boyutunun
stitunlardan diisiik tutulmasi gerekliligi bir dezavantaj gibi dursa da, girdi olarak PCA
skorlar1 kullanilmasi bu sorunun kolaylikla asilmasini sagliyor. Eger cok hassas verilere
ihtiyac varsa, skor verileri alinirken toplam varyansi yiizde yiize yakin olan bilesenler

segilebilir.



37

4. BULGULAR

Istanbul Universitesi Capa Tip Fakultesi ve Cerrahpasa Tip Fakultesi Kadin Dogum
Unitelerindeki preeklamptik gebelerden ve kontrol gruplarindan tiiplere alman vendz
kanlar yarim saat i¢inde santrifiij edilerek plazma ve serumlarina ayrilmistir. Plazma
elde etmek i¢in kanlar EDTA’I1 tiipe alinirken, serum elde etmek jelli diiz tiiplere
alinarak yaklasik 5 dakikalik bir siire pithtilasmasi igin beklenmistir. Kan alinacak
hastalarin se¢imi yapilirken 32 hafta ve iizeri gebe olmasi, preeklampsiden baska bir
hastaligi olmamasi, hipertansiyon ve seker hikayesinin olmamasina dikkat edilmistir.
Serum ve plazma 6rnekleri her hastadan 2 adet 1 mL’lik eppendorf tiipiine alinarak ITU
genetik  boliimiinde -20°C’lik buzdolabinda saklanmustir. Kan oOrnekleri ise

bekletilmeden hastadan alindigi giin 6l¢tilmiistiir.

Omekler 1 cm x 1 cm’lik optik cam kiivete konulmustur ve Sekil 4.1°de verilen Raman
diizeneginde 30 saniye pozlama zamani ile ardisik olarak 20 kez (kinetik Ol¢lim)
Olglilmiistiir. Sekil 4.2°de verilen Raman cimbizlama diizeneginde her bir preeklamptik
ve saglikli gebenin ortalama 5’er adet eritrosit hiicresi tek olarak tuzaklanmis ve 30
saniye pozlama zamani ile 10’ar kinetik Raman spektrumlari elde edilmistir. Normal
Raman oOl¢limleri i¢in toluen, mikro Raman Olgiimleri i¢in polisitiren Raman
spektrumlart her 6rnek Sl¢iimiinden sonra alinarak daha sonra iteratif kalibrasyonda
kullanilmak {izere kaydedilmis, 6l¢iim sirasinda kalibrasyon yapilmamistir. Arka plan
spektrumu olarak plazma ve serumlar i¢in su spektrumu, kan érnekleri i¢in fizyolojik
serum spektrumu alimmig ve elde edilen spektrumlardan ¢ikarilmak {izere

kaydedilmistir.
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Optik Cam Kuvet
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M1 | F.I. : Faraday izolator

CF : Cizgi Filtresi

F.l. RKF : Raman Kenar Filtresi
DM : Dikroik Ayna
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Sekil 4.1: Normal Raman diizenegi
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CF : Cizgi Filtresi

F.l. RKF : Raman Kenar Filtresi
DM : Dikroik Ayna
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Sekil 4.2 : Raman Cimbizlama diizenegi
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4.1 ELDE EDILEN SPEKTRUMLARIN ONIiSLEMLERI

e Her bir plazma ve serum Orneginin spektrumu ardigik olarak 20 kez 30 saniye
stirelerde dalga sayilarina karsilik gelen piksel numaralari ile alindi.

e Her Ol¢limden sonra 10 saniye siiresince ayni sekilde toluen spektrumu alindi.

e Her bir dl¢iim giinii sonunda su spektrumu alindi.

e Alman her bir 20 kinetik 6l¢iim kozmik 1sinlardan temizlendi.

e Plazma, serum ve su spektrumlarmin 20 kinetik 6l¢limiiniin ortalamast ANDOR
programinda hesaplandi.

e Ortalamasi alinmis spektrumlar su spektrumundan cikartilarak arka plan
diizeltmesi yapilmis spektrumlar elde edildi.

e Kalibrasyon islemi icin alinan her bir toluen spektrumu GRAMS programi ile fit
edilerek band merkezleri bulundu.

e Toluen spektrumu, referans degerleri [20] kullanilarak Microcal Origin
programinda 3. dereceden polinom ile fit edilerek piksel numaralarina karsilik
gelen dalga sayilart elde edildi. Bu degerler Andor programindaki kalibrasyon
tablosuna girildi ve iciincii dereceden kalibre edilerek Raman Shift (cm™)
biriminde spektrumlar elde edildi.

¢ Kontrol i¢in toluen spektrumu ayni sekilde kalibre edildi.

e Kalibrasyonu yapilan toluen spektrumlart GRAMS programi ile fit edilerek
kalibrasyon sonras1 band merkezleri hesaplandi. Kalibrasyon 6ncesi ve sonrasi
band merkezlerinin standart sapma degerleri hesaplanarak karsilagtirma yapildi.

e Kalibrasyonu yapilan spektrumlar ANDOR programinda egri seklini alan ti¢iincii

derece interpolasyon yontemiyle taban egrisi ¢ikarildi.

4.2 ISTATISTIK ANALIZ iSLEMLERI

e Taban diizeltmesi yapilan verilerin ¢cok degiskenli istatistik islemlerine girdi
olabilmesi igin dalga sayisi araliklari esitlendi. Bunun igin Matlab® platformunda

bir spektral genislik diizeltme programi yazildi. Dalga sayisi ekseni Av =1 cm™

araliginda ve ayni1 spektral karakteristikleri gosterecek sekilde diizenlendi.
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e Guriltili verileri azaltmak igin ikinci dereceden 5 nokta Savitzky-Golay
diizeltme (smoothing) yéntemi uygulandi. Istatistiksel basariyr karsilastirmak
tizere hem diizeltilmis, hem diizeltme uygulanmamis veri takimlarma ¢ok
degiskenli analiz uygulandi.

e PCA analizlerinin yapilabilmesi i¢in Matlab platformunda bir program yazild.
Bu programin kullanim kolayliginin saglanmasi i¢in bir arayiiz tasarlanmistir.

e PCA (Temel Bilesenler Analizi) asamasinda ¢apraz saglama (cross validation)
yontemini uygulayan Grams Al yazilimi tercih edilmistir.

e Veri takimlariin hangi 6nigleme tabi tutulacagi hem MSC hem SNV o6nislemler
uygulanarak karar verilmistir. MSC Onisleminin serum ve plazma
spektrumlarinin ¢cok degiskenli analizi i¢in daha uygun oldugu bulunmustur.

e Grams Al yaziliminda MSC ile birlikte ortalamaya gore diizeltme segildi. Analiz
yapilmak istenen bolge ve faktdr sayisi belirlendi. Iteratif olarak en ideal faktor
sayist bulundu.

e Bu islemlerden sonra program calistirildi ve her bir bolge i¢in skor, faktor,
aciklama degerleri, spektral artik degerleri incelendi. Skor degerleri LDA igin
girdi olarak hazirlanmak {izere kaydedildi. Faktor sonuclar1 ise en iyi iligkili

oldugu spektrum bulunmak {izere Spectral ID’de incelendi.

Sekil 4.3’te alinan tiim serum Orneklerinin islenmemis Raman spektrumlar
gosterilmektedir. Her bir spektrum 20 Kinetik spektrumun ortalamasidir. Grafikte arka
plan spektrumu olarak alinan suyun Raman spektrumu da birlikte verilmistir. Sekil
4.4’te su spektrumunun Sekil 4.3°te verilen ortalama serum spektrumlarindan ¢ikarilmis
sekli veriliyor. Boylece su spektrumuyla gelen taban yiikselmesi ve bu spektruma 6zgiin

karakteristik bant katkilar1 serum spektrumundan atilmis olur.

Spektrumlarda farkli floresans seviyeleri nedeniyle siddet seviyelerinde farkliliklar
olusmustur. Bir preeklamptik ve bir kontrol grubuna ait spektrum ve su spektrumunun
400-950 piksel numaralart arasindaki bolgesi Sekil 4.4’te verilmektedir. Bu
spektrumlarin arka plani olusturan su spektrumu ¢ikarilmig spektrumu Sekil 4.5°de

verilmistir.
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Sekil 4.4 : Preeklamptik ve normal serum Raman spektrumlari. Alttaki mavi grafik su
spektrumudur.



42

5000

Preeklampsi
Kontrol

4000 4./ "\ ||

w

o

o

o
1

Siddet (a.u.)

2000 -

1000

T T T T T T T T T T
400 500 600 700 800 900
Piksel Numarasi (a.u.)

Sekil 4.5 Arka plan ¢ikarilmis preeklamptik ve kontrol serum spektrumlari

Tiim Raman spektrumlar1 dalga sayist biriminde olacak bi¢imde kalibre edilmiglerdir.
Normal Raman spektrumlarinin kalibrasyonu i¢in toluen bandlar1 [20] referans olarak
kullanilmistir. Serum ve plazma 6l¢limlerinde her bir 6lgiimden sonra toluen spektrumu

dalga sayisina karsilik gelen piksel biriminde alinmistir.

Gelistirdigimiz kalibrasyon yonteminde, referans degerleri Andor programinin
kalibrasyon tablosuna elle girmeden kontrollii ve tekrarli bir sekilde kalibrasyon
yaparak daha kiiciik hata degerleri bulunmasi hedeflendi. Bunun i¢in ilk 6nce toluen
spektrumundaki bant merkezleri GRAMS Al yazilimi yardimiyla piksel cinsinden elde
edildi. Elde edilen bant merkezlerine karsilik gelen referans bantlarin dalga sayilari
ticiincli dereceden fit edilerek kalibrasyon grafigi bulundu. Kalibrasyon grafiginden
piksel numarasina karsilik gelen dalga sayist Andor iDus yazilimina girilip {igiincii

dereceden fit edilerek kaydedilen spektrumlarin kalibrasyonu yapildi.

Gelistirilen kalibrasyon yontemini test etmek icin toluen spektrumlari bu yontemle
kalibre edildi. On farkli giinde alinan toluen spektrumlarinin yapilan kalibrasyon igin
dalga sayis1 ve standart sapma degerleri Tablo 4.1 ve Tablo 4.2 de verilmektedir. Bu
tablodaki bilgiler kullanilarak Sekil 4.6’da normal kalibrasyon yontemiyle kalibre

edilmis en ¢ok kayma gdsteren toluen spektrumlarindan ikisi verilmistir.
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Sekil 4.6: Normal kalibrasyon yontemi ile kalibre edilmis toluen spektrumlari
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Sekil 4.7: Gelisirilmis kalibrasyon ile kalibre edilmis toluen spektrumlari

Sekil 4.7°de gelistirilmis kalibrasyon sonrasi toluen spektrumu verilmistir. Goriildigii
gibi iki spektrumun tepe noktalarina karsilik gelen dalga sayilar en iyi sekilde birbirine

yaklastirilmstir.
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Kalibrasyon iglemlerinin, ne kadar iyi yapildigi ve ne kadarlik bir katki sagladigi ¢ok
degiskenli analiz hesaplariyla incelendi. Normal ve gelistirilmis kalibrasyon yontemiyle
kalibre edilmis toluen spektrumlarimin PCA ve LDA sonuglar1 Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°de

verilmistir.

Sekil 4.8’de 1-10 arasi numaralandirilmis spektrumlar normal kalibre edilmis toluen
spektrumlarini, 11-20 aras1 numaralandirilmis spektrumlar ise gelistirilmis kalibrasyon
yontemi ile kalibre edilen spektrumlar1 temsil ediyor. Skor 1 ekseni yliksek varyansli
eksendir, agiklama orani bu veri takimi i¢in %85°dir. Skor 2 ekseninin ac¢iklama orani
ise % 8 dir. Kontrollii kalibre edilen toluen spektrumlar, diisiik varyansh eksende ¢ok
yaygin olmayan bir dagilim gosterirken, manuel kalibrasyon verileri ise her iki eksende

de kontrollii kalibrasyon verilerine gére olduk¢a genis bir dagilim sergiliyor.
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Sekil 4.8: Manuel ve kontrollii kalibre edilen toluen spektrumlari i¢in PCA skorlari
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Tablo 4.1 Manuel kalibrasyon sonrasi toluen spektrumu dalga sayilari (cm-1)

Toluen 1 Toluen 2 Toluen 3 Toluen 4 Toluen 5 Toluen 6 Toluen 7 Toluen 8 Toluen 9 Toluen 10 ortalama stdsapma
216.3554 215.9985 218.5204 217.0823 216.8331 217.4195 218.3206 217.3450 217.1743 217.9391 217.29882 0.80439
520.5000 520.6123 521.4865 521.2079 520.9068 521.5145 521.6086 520.9198 520.8607 521.1937 521.08109 0.38321
621.3010 621.4402 622.0365 621.8985 621.6716 622.1882 622.1996 621.6042 621.5784 621.7925 621.77107 0.30734
785.2098 785.3627 785.7676 785.7484 785.5130 785.8673 785.9952 785.6047 785.5041 785.4646 785.60372 0.24067
1002.8100 1002.9245 1003.3519 1003.2356 1003.0414 | 1003.1929 1003.5671 1003.3393 1003.3005 1002.9793 1003.1743 0.23187
1029.7930 1029.9120 | 1030.3622 1030.2167 1030.0243 1030.1740 1030.5938 1030.3722 1030.3240 | 1029.9823 1030.1755 0.2468
1209.8175 1209.8503 1210.4852 1210.1378 1209.9218 | 1210.0479 1210.7987 1210.4734 | 1210.5263 1210.0945 1210.2153 0.33379
1379.2351 1379.2436 1379.8939 1379.4584 | 1379.1354 | 1379.4889 1380.3841 1379.8044 | 1380.0726 | 1379.6392 1379.6356 0.40327
1604.8102 1604.7205 1605.1366 1604.8777 1604.1295 1605.2906 1606.2537 1604.6591 1605.6057 1605.3654 | 1605.0849 0.58749
Tablo 4.2 Gelistirilmis yontemle yapilan kalibrasyon sonrasi toluen spektrumu dalga sayilari (cm™)
Toluen 1 Toluen 2 Toluen 3 Toluen 4 Toluen 5 Toluen 6 Toluen 7 Toluen 8 Toluen 9 Toluen 10 ortalama stdsapma
217.93086 217.9135 217.8232 217.81073 218.37985 218.0554 217.9159 217.7826 217.9272 217.8815 217.94207 0.17219
521.12754 | 521.161 521.1056 521.13157 521.21435 521.1786 521.1301 521.1192 521.1266 521.1348 521.14294 0.03251
621.75245 | 621.7399 621.7056 621.70776 | 621.76773 621.7532 621.7234 621.6873 621.7107 621.7456 621.72936 | 0.02611
785.50684 | 785.4688 785.4723 785.48486 | 785.44742 785.4644 785.5161 785.5035 785.4555 785.4819 785.48016 | 0.02283
1003.0574 | 1003.027 1003.056 1003.0549 1003.0315 1003.057 1003.06 1003.039 1003.059 1003.066 1003.0507 | 0.01333
1030.0501 1030.042 1030.055 1030.0604 1030.0293 1030.073 1030.069 1030.047 1030.063 1030.066 1030.0555 | 0.01359
1210.101 1210.091 1210.141 1210.1102 1210.1736 1210.131 1210.149 1210.106 1210.133 1210.139 1210.1275 0.0252
1379.4801 1379.613 1379.503 1379.5088 1379.5934 1379.637 1379.531 1379.535 1379.564 1379.575 1379.554 0.05093
1604.7918 1604.985 1604.84 1604.8063 1604.7567 1604.855 1604.834 1604.895 1604.807 1604.815 1604.8385 | 0.0635
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PCA analizi yapilan on farkli giiniin toluen spektrumlarmin LDA sonuglart sekil 4.9’da
verilmistir. 11 numarali spektrum gelistirilmis kalibrasyon yapilmis gruptan bir miktar
uzaklasmistir. Fakat Tablo 4.1 incelendiginde bu oOl¢iimiin Standart sapmasinin bu
ayrilmay1 ihmal edecek kadar kiigiik oldugunu gosteriyor. Sonugta kalibrasyondan
kaynaklanabilecek istatistiksel farklililarin ne kadar aza indirgendigi gosterilmistir.
LDA sonuglar1 da PCA ile uyumlu sonuglar dogurmustur. Kontrollii kalibre edilmis
spektrumlarin fisher fonksiyonu degerleri biribirine olduk¢a yakin ¢ikarken, manuel

kalibre edilmis toluen spektrumlarinin ayirma analizi mesafeleri eksende daginik

gozikiior.
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Sekil 4.9 : Manuel ve Kontrollii kalibre edilen toluene spektrumlari i¢cin LDA skorlari.

Kalibre edilmis spektrumlarin floresans kaynakli taban seviyesinin diizeltme islemi
yapildi. Andor yazilimi kullanilarak tigiincii dereceden “cubic spline” interpolasyon
yontemiyle taban karakteristigiyle en iyi sekilde eslesen taban egrisi bulunarak asil
spektrumdan ¢ikarildi. Bu yapilirken 6rneklerin kimyasal yapisi hakkinda bilgi veren
bantlar1 degistirmemesine dikkat edildi. Interpolasyon igin kullanilan noktalar her
spektrum i¢in x ekseni lizerinde ayni olacak bicimde secildi. Bdylece taban c¢izgisi

cikarma igleminin her spektrum i¢in standart bir iglem olmasi saglandi. Sekil 4.10 ve



Sekil 4.11 da

gosteriliyor.

Siddet (a.u.)

Siddet (a.u.)
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taban egrisi ¢ikarilmis plazma ve

serum Orneklerinin tiimii tek grafikte
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Sekil 4.10: Taban egrisi ¢ikarilmig tiim serum ornekleri
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Sekil 4.11 : Tiim taban ¢ikarilmis plazma 6rnekleri
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Taban ¢izgisi ¢ikarilmis tiim spektrumlar arasinda ne gibi farkliliklar oldugunu gérmek
icin; preeklamptik ve kontrol gruplarin spektrumlarinin ayri ayri ortalamalar1 alindi.

Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’de ortalama spektrumlar ve fark spektrumlar1 verilmistir.

600 -
—— Preeklampsi
200d| — Kontrol
Fark

Siddet (a.u.)

200

T T T T T T T T T T T T T
400 600 800 1000 1200 1400 1600
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Sekil 4.12 : Plazma ortalama spektrum karsilagtirmasi ve ortalama spektrumlarin farki
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Sekil 4.13 : Serum ortalama spektrum karsilastirmasi ve ortalama spektrumlarin farki.
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Taban c¢izgisi ¢ikarilmis serum ve plazma orneklerine spektral diizeltme (smoothing)

uygulandi. Sekil 4.14 ve 4.15’te diizlestirmenin spektrumlara yaptigi etki gosterilmistir.

600

500 4| —— Ham
—— Duzlestirilmis

400 +

300
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Sekil 4.14: Diizlestirilmis ve ham Raman spektrumlari.
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Sekil 4.15: Sekil 4.14’te verilen spektrumun 910-1020 cm™ bélgesi
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Diizlestirme yapilarak spektrumlarin istatistik analizi sonucunda giiriiltiilerden
kaynaklanan varyanslarin kimyasal yapida degisiklik gosteriyormus gibi sonuglar
dogurmasi1 engellendi. Bu varsayima ragmen, bu Onislemin ne gibi farklar
dogurdugunun gézlenmesi amaciyla ¢cok degiskenli analiz siiresince hem diizlestirme

uygulanmamisg, hem de uygulanmis veri takimlariyla ¢aligiimistir.

Istatistik analiz siirecinde, 6ncelikle icerigi oldukca karmasik biyolojik molekiillerden
olusan serumun sonuglarini basit bir 6rnekle anlayabilmek i¢in 0.5 M ve 0.125 M
konsantrasyonlarinda iki farklt 100 mL sodyum asetat ¢ozeltisi metanol ile hacimce
%10, %1, %0.1, %0.05 konsantrasyonlarinda karistirilarak Raman spektrumlari 10

saniye pozlama zamani ve 5 ardisik 6l¢iim ile alindi. Bu spektrumlara PCA uygulanda.

Sekil 4.16’da PCA i¢in hazirlanan spektrumlar topluca gosterilmistir. Sekil 4.17°de
metanol ve sodyum asetatin en siddetli bantlar1 goziikiiyor. Temel bilesenler analizi
anlaminda yalnizca bu bolge alinarak islem yapilabilirdi. Fakat iki kimyasala ait diger
bantlardaki degisimler de katilmak istendigi i¢in floresans ve giiriiltii bolgeleri harig tiim

bolge icin hesap yapildi.
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Sekil 4.16 : 10 farkl konsantrasyonda sodium asetat methanol karisimi
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Sekil 4.17 : Sodyum asetat ve metanaole ait bantlar

Sekil 4.18 : 490-1740 cm-1 bolgesinde sodyum asetat-metanol karigimi spektrumunun PCA
analizi i¢in skor grafigi.
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Sekil 4.18’de sodyum asetat metanol karigimi icin skor grafigi verilmistir. 10 farkli
konsantrasyondaki spektrumlara ait skorlar grafikte goriiliiyor. Konsantrasyon 107
mertebelerine geldiginde spektrumlar birbirine ¢ok yaklagtigindan skor grafigindeki
degerler de birbirinden ayirt edilemezler. 490-1740 cm* bolgesi dalga sayisina karsi
yik vektorleri grafigi de Sekil 4.19°da verilmistir. Bu grafikte karsilagtirmanin
yapilebilmesi i¢in sutsodyum asetat ¢ozeltisi spektrumu ve 0.5 M sodyum asetat

metanol spektrumu ayni grafikte verilmistir.

Faktor1
Faktor2
10000 metanol+asetat
asetat
5000 H |
S
A
5
5
X
(0]
>
% -5000
>
-10000
T T T T T T T
500 1000 1500 2000

Raman Kaymasi (cm'1)
Sekil 4.19 : Elde edilen spektrumlar ve en yiiksek aciklama oranli iki vektor

Sekil 4.19°da birinci faktér spektrumunda en siddetli tepe noktast 1014 cm™deki
metanol bandidir. Birinci faktérde negatif bir tepe noktasi goriiliirken, ikinci faktorde bu
noktada bir tepe noktasi gériilmiiyor. Sodyum asetat spektrumunda da bu noktada bir
tepe noktast goriilmemesi ikinci faktoriin biiyilk oranda sodyum asetatla iliskili
olabilecegini gosteriyor. 1014 cm ™ deki tepe noktasinin negatif olmasi ise bu bantta bir
ters korelasyon oldugunu gosteriyor. Bu iliskili oldugu bandin durumuna goére artma ya
da azalma olabilir. ikinci faktdr 1091 ve 1640 cm™ dalga sayilarinda agik ve siddetli ters
tepe noktalar1 veriyor. Bu tepelerin her ikisi de asetata iligkin oldugundan, bu bolgelerde

ters korelasyon oldugu yorumu yapilabilir. Metanol konsantrasyonunun kontrollii olarak
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azaltildig1 icin bu bantta goriilen tepe noktasinin bir negatif varyasyonu gosterdigi, yani
konsantrasyonlardaki azalmayi dogruladigi sdylenebilir. Metanole ait olan 1463 cm™
tepe noktasinda yine bir tepe noktasi goriiliiyor. Bu bolgede su bandinda azalan

siddetler bu ters korelasyona neden olmustur..

Serum spektrumlarin istatistik analizine PCA skorlar1 hesaplanarak baslandi. Sekil
4.20°de goriilen skor grafiginde kontrol spektrumlarina ait skorlarim 25,26,37,38
numarali spektrumlar hari¢ ¢ok fazla sag¢ilmadigi goriiliiyor. Sekilde 3,4, 7-10, 12-16
arast numaralandirilmig skorlar preeklamptik spektrumlara ait olup iyi bir kiimelenme
olusturmuglardir. Kalan preeklamptik spektrumlar sagilmalardan dolayr kontrol

spektrumlarina ait skorlarla ayni bolgede goriiniiyor.
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Sekil 4.20 : Serum Raman spektrumlar1 380-1750 cm™ bolgesi igin PCA skorlari

Sekil 4.20°deki skor grafigi hasta 6rneklerin bulunmasi anlaminda agiklayict sonuglar
veriyor. Bu sonuglar1 nicel olarak ifade etmek i¢in dogrusal ayirma analizi (LDA)
kullanildi. Sekil 4.21°de Sekil 4.20°de verilen skor grafigine Fisher karar ¢izgisi
cekilmistir. Buna gore siniflandirma hatasi preeklamptik 6rnekler i¢in 7/20, kontrol

grubu i¢i 2/22°dir. Sekil 4.23’te yalnizca iki siif oldugu bilindiginden, bu 6zel durum
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icin Fisher mesafeleri hesaplanarak kontrol ve preeklamptik spektrumlarin nasil

gruplandig1 gosterilmistir.
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Sekil.4.21 : Serum spektrumlari i¢in PCA skorlari. Fisher ayirma ¢izgisi ile birlikte
Sekil 4.22°deki siniflandirma hatasi1 kirmizi renkli preeklamptik spektrumlar igin 7/20,

mavi renkli kontrol spektrumlari i¢in 2/22°dir. Bulunan sonuglar Sekil 4.22 ile aynidir.
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Sekil 4.22 : Kontrol ve preeklamptik serum spektrumlar:t LDA skorlari
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Sekil 4.23’de 17 preeklamptik 18 kontrol spektrumu plazma spektrumlari i¢in yapilan
PCA analizi sonucunda skor grafigi verilmistir. Sekilde mavi renkli skorlar

preeklamptik, kirmizi renkli skorlar ise kontrol spektrumlarini temsil ediyor.
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Sekil 4.23 : Plazma spektrumlari i¢in PCA skor grafigi
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Sekil 4.24 : Plazma spektrumlariin skor grafigi; Fisher karar ¢izgisi ile birlikte
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Gruplar birbirinden ayirmak icin Sekil 4.24’te dogrusal ayirma fonksiyonu olan Fisher
karar ¢izgisi ¢ekildi. Boylece siniflandirma nicel olarak degerlendirilebildi. Sekil 4.24’te
ayirma ¢izgisinin yaptifi simiflandirmaya gore 3/18 kontrol, 5/17 preeklamptik

spektrumlarin skorlarinda yanlis siniflandirma yapilmistir.
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Sekil 4.25 : Plazma spektrumlarinin Fisher ayirma fonksiyonu grafigi

Sekil 4.25’de plazma spektrumlari i¢in LDA uygulanmistir. Serum spektrumlari igin de
uygulanan bu yontem de ilk grafikte yalnizca iki 6rnek oldugu bilindiginden yalnizca
Fisher uzakliklarma gore skorlar hesaplaniyor ve ayrim bulunuyor. Siniflandirma
sonuglarma gore 5/20 preeklamptik, 2/22 kontrol 6rneklerinde yanlis siniflandirma

yapilmugtir.

PCA-LDA analizinin yapilmasi i¢in Matlab platformunda Sekil 4.27’deki gibi bir
arayiiz hazirlandi. Bu arayiizle yapilan hesaplar Grams PLS PLUS IQ ile benzer
sonuclar sagladi. Fakat capraz saglama (cross validation) yapilamadigindan bazi

farkliliklar gosterdi. Analiz sonuglari Sekil 4.28-4.30°da verilmistir.
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Sekil 4.26: PCA-LDA analizi i¢in hazirlanan arayiiziin ekran goriintiisii
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Sekil 4.27 : Plazma spektrumlari i¢in Matlab’da hesaplanan skor grafigi
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Sekil 4.28 : Plazma spektrumlari1 icn Matlab’da hesaplanan LDA skor grafigi
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5. TARTISMA VE SONUC

Elde edilen spektrumlarda hangi molekiillerde farkliliklar olustugunun ¢ok degiskenli
analiz yontemiyle gozlenebilmesi i¢in PCA 0Ozvektorleri veya diger adiyla yiik
spektrumu kullanildi. Ozvektérler skorlarda oldugu gibi GRAMS AI-PLS PLUS/IQ
yazilimi ile bulundu. Algoritmada 0zvektér siralamasinin  nasil  yapildig
bilinmediginde, onemlilik dereceleri Origin 8 programinda t-kare testi (p>0.05)
yapilarak bulundu. Sekil 5.1’de serum Raman spektrumlariin PCA analizi sonucu
secilen Ozvektorii ortalama preeklampsi serum spektrumu ve ortalama kontrol

spektrumu ile birlikte dalga sayisina gore grafigi verilmistir.
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Sekil 5.1 : Serum spektrumlari PCA yiik grafikleri ve kontrol ve preeklamptik drnekler

Yiik grafigine bakildiginda siddetli tepe noktasi veren dalga sayilar1 varyansin yiiksek
oldugu bilesenler hakkinda bilgi veriyor. Diisiik siddetli yiik vektorleri dlgiimlerden

kaynaklanan siddet farkliliklari, 6nislemlere ragmen yok edilemeyen taban farkliliklar:
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hakkinda bilgi veriyor. 941, 958,1003, 1156, 1522 cm™ bantlarinda pozitif korelasyon
goriildii. Calisma grubumuzdan Seyma Seninak’in yaptigi, sonuglari Tablo 4.1°de
verilen bant bilesen analizi caligmalar1 ve hastaligin molekiiler yapis1 hakkinda bilgi
veren referanslara dayanarak 6zvektor yonlerinden pozitif olanm1 azalma, negatif olani
artma yoniinde secildi. Ozvektdr grafiginde gériilen konsantrasyonu azalan bantlardan
941 cm™ arjinin molekiiliine aittir. Precklampsi patogenezinde arjinin, ¢ok giiclii bir
endojen vazodilator olan NO™ sentezinden sorumludur ve azalmasi beklenir [40]. 621
cm™¢deki protein bandinda, 958 cm™‘de ve 827 cm™deki C-H rock moduna atanan
bantlarda ve 851 cm™ deki tirozine ait C-C gerilme baglarinda azalma bulunmustur. 827
ve 851 cm™deki bantlarin yiik spektrumu siddet degerleri t-kare testi sonucu bulunan
giiven aralig1 i¢inde bulunmadigindan bu bolgedeki azalmalarin 6lgiimler sonucu olusan
siddet farkliliklar1 ya da esitlenemeyen taban diizeylerinden kaynaklandig1 sdylenebilir.
1003 cm™ de fenilananin bandindaki azalmaya isaret eden giiclii bir pik bulunmaktadir.
1341 cm™ de triptofan aminoasidine ait bantta azalma bulunmustur. 1156 ve 1521° cm’
Vdeki beta karotene ait bantta azalma oldugu tespit edilmistir. Konsantrasyonu artan
bantlar 523, 1300, 1440, 1657 cm™ de bulunmustur. Bu bantlardan 523 cm™de sistin
aminoasidinin konsantrasyonu preeklamptik spektrumlarda beklendigi ve Tablo 5.1°de

goriildiigh gibi artmaktadir.

Tablo 5.1 : Preeklamptik ve saglikli serum spektrumlar i¢in bant atamalari

Preeklampsi Saghkh

Raman Kaymasi Frekansi (cm'l) Band Atamasi
523.88 + 2.54 524.84 +£2.23 S-S disulfide stretch, sistin
654.33 +2.23 654.70+2.44
827.10+0.94 827.01£1.00 |CH rockin CH2, Tirozin
941.98 £ 1.62 941.34 £1.05 | Skeletal stretch a, arginin
958.22 £ 0.82 957.65 £ 0.64 | CH2rock
1003.11 + 0.48 1003.11 + 0.38 | Fenilalanin

1156.45 +£0.38

1156.57 £0.42

Beta Karoten

1298.16 £1.20

1299.03 £1.18

Palmidik asit, 8(CH,) twisting lipid, kollajen

1341.88+ 0.58

1341.94 £0.67

Triptofan, Adenin, a heliks, Fosfolipid

1442.24 £ 0.91

1443.60 £ 0.44

O (CH,), 8(CH3), (lipid ve protein)

1522.05 £ 0.58

1522.07 £1.21

Beta Karoten

1655.15+0.73

1655.33 £ 0.97

Amid I, v(C=0), a heliks, C=C Lipid Gerilme

Ayrica 1300 cm™ ve 1440 cm™’de yag asitleriyle iliskili olan CH, biikiilme modu

bulunmaktadir. Bu bantta da artis yiik vektorleri araciligiyla goriilmiis ve bant bilesen
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analizi sonuglariyla dogrulanmistir. Preeklampsi patogenezinde verildigi tlizere lipid
peroksidasyonu sonucu Preeklampsi hastasinin kan serum ve plazmasinda yag asitleri

konsantrasyonu artar. Bu artis dogumdan hemen sonra normale doner.

Sekil 5.2°de plazma spektrumlari i¢in yiik vektorleri ortalama kontrol ve ortalama

preeklampsi serum spektrumu ve ortalama kontrol spektrumu ile birlikte dalga sayisina

gore grafigi veriilmistir.
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Sekil 5.2 : Plazma spektrumlart yiik vektorleri

Sekil 5.2 incelendiginde artis gosteren bantlar 520, 655, 1334, 1443 cm™de
bulunmustur. Konsantrasyonu azalan bantlar ise 420, 621, 1001, 1101, 1157, 1401,
1522 cm™de bulunmustur. Tablo 5.2°de bu bantlarin hangi molekiil veya titresim
modlarina karsilik geldigi verilmistir. Serum spektrumlari i¢in agiklanmayan bantlardan
621 cm™de C-C twisting modu atanmistir. 1001,1101 ve 1401 cm™’de ise fenilalanin
molekiiliine ait bantlar vardir. Fenilalanin seviyesindeki bu azalmanin nedeni oksidatif
stres  reaksiyonlarinda  fenilalaninin  hidroksile = olup  tirozine  doniiserek

konsantrasyonunun azalmasidir. Buradaki azalmalar serum spektrumlariyla paraleldir.
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420 cm™ de bulunan bantta bir azalma hesaplanmustir. Fakat bu banda karsilik bir atama
yapilamamustir. Beta karotene ait 1157 ve 1522 cm™ bantlarindaki azalma, 1443 cm’

L deki yag asitleri konsantrasyonundaki artma serum spektrumlart ile paraleldir.

Tablo 5.2 : Plazma spektrumlari igin bant bilesen analizi sonu elde edilen atamalar

Preeklampsi Saghkl

Dalga Sayisi (Raman Kaymasi (cm'l) Band Atamasi

523.98 £ 2.50 524.83+2.23 S-S disulfide stretch, sistin
621.53 +0.98 621.66 +0.76 C-C twisting, fenilalanin
652.95 + 2.67 653.33+3.79

743.64 +1.57 744.07 £1.32 | fosfolipid

958.11 + 0.59 958.15+1.03 | CH2 rock

1003.05 + 0.45 1003.32 £ 0.43 | Fenilalanin

1104.72 + 1.50 1104.84 £ 1.32 | Fenilalanin

1126.79 £ 0.48

1127.21 £ 0.45

v(C-N), v(C-C), Protein, Fosfolipid

1156.47 £ 0.38

1156.58 £ 0.32

Beta Karoten

1320.80 + 1.07

1320.78 £ 0.87

CH3 CH2 twisting, kollajen

1442.53 £ 0.94

1443.95 + 0.52

O (CH,), 8(CH3), (lipid ve protein)

1451.15 £ 0.67

1451.92+ 0.64

1460.81 £ 0.78

1461.90 £ 0.55

1521.93+0.44

1522.28 + 0.97

Beta Karoten

1605.09 + 0.64

1605.29 + 0.43

®(C=C), Tirozin, Fenilalanin, Histidin

1615.78 +1.17

1615.91 + 0.68 | v(C=C), Triptofan, Tirozin

Yapilan kemometrik hesaplamalar sonucunda PCA ve LDA skorlar1 kullanilarak
hastaliklt ornekler saglikli 6rneklerden biiyiik oranda ayirt edilmistir. PCA analizi
sonucu 0zvektor spektrumu kullanilarak hastalia neden olan biyokimyasal faktorler
%95 giiven araligindaki vektor siddetine sahip dalga sayilari kullanilarak bu dalga
sayilarina karsilik gelen titresim modlar1 literatiir taramas1 ve Spectral ID yazilimi
yardimiyla bulunmustur. LDA analizi sonucunda bulunan yanlis siniflandirma oranlar
ornek sayisinin nispeten az oldugu bu calismada siniflandirmanin beceresini ortaya
koyamayabilir. Fakat 6rnek sayist 100 ve iizerine ¢ikarildiginda yilizde sinflandirma

hatasinin Fisher ayirma fonksiyonu ile diismesi beklenir.

Kan ornekleriyle alinan spektrumlar istatistik analiz kapsaminda degerlendirilecek
sayida olmadig i¢in tez kapsaminda degerlendirmeye alinmamistir. Tuzaklanmis kan

ormeklerinde goriilebilecek farkliliklar ileriki ¢aligsmalarda incelenecektir.
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EK

MATLAB’DA HAZIRLANAN ARAYUZ iCIN YAZILAN KOD SATIRLARI

Statistikus.m

function varargout = Statistikus(varargin)

% STATISTIKUS M-file for Statistikus.fig

% STATISTIKUS, by itself, creates a new STATISTIKUS or raises the
existing

% singleton*.

% H = STATISTIKUS returns the handle to a new STATISTIKUS or the
handle to

% the existing singleton*.

% STATISTIKUS ('CALLBACK',hObject,eventData, handles,...) calls the
local

% function named CALLBACK in STATISTIKUS.M with the given input
arguments.

% STATISTIKUS ('Property', 'Value',...) creates a new STATISTIKUS
or raises the

% existing singleton*. Starting from the left, property value
pairs are

% applied to the GUI before Statistikus OpeningFunction gets
called. An

% unrecognized property name or invalid value makes property
application

% stop. All inputs are passed to Statistikus OpeningFcn via
varargin.

o°

o°

*See GUI Options on GUIDE's Tools menu. Choose "GUI allows
only one
instance to run (singleton)".

o° oo

o°

See also: GUIDE, GUIDATA, GUIHANDLES

o°

Edit the above text to modify the response to help Statistikus

o

Last Modified by GUIDE v2.5 05-May-2010 20:34:26

% Begin initialization code - DO NOT EDIT

gui Singleton = 1;

gui State = struct('gui Name', mfilename,
'gui Singleton', gui Singleton,
'gui OpeningFcn', @Statistikus OpeningFcn,
'gui OutputFen', @Statistikus OutputFcn,
'gui LayoutFcn', 1,
'gui Callback', (1

if nargin && ischar (varargin{l})

gui State.gui Callback = str2func(varargin{l});
end

if nargout
[varargout{l:nargout}] = gui mainfcn(gui State, varargin{:});
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else

guil mainfcn(gui State, varargin{:});
end
% End initialization code - DO NOT EDIT

oo

% ——-—- Executes just before Statistikus is made visible.
functlon Statistikus OpeningFcn (hObject, eventdata, handles, varargin)
This function has no output args, see OutputFcn.

oe

% hObject handle to figure

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

% varargin command line arguments to Statistikus (see VARARGIN)

% Choose default command line output for Statistikus
handles.output = hObject;

Q

% Update handles structure
guidata (hObject, handles);

o°

UIWAIT makes Statistikus wait for user response (see UIRESUME)
uiwait (handles.figurel);

o\

% ——-— Outputs from this function are returned to the command line.
function varargout = Statistikus_ OutputFcn (hObject, eventdata,
handles)

% varargout cell array for returning output args (see VARARGOUT) ;
% hObject handle to figure

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

o)

% Get default command line output from handles structure

varargout{l} = handles.output;

% —-—-- Executes on selection change in inputFiles listbox.

function inputFiles listbox Callback (hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to inputFiles listbox (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

% Hints: contents = get (hObject, 'String') returns inputFiles listbox
contents as cell array

% contents{get (hObject, 'Value')} returns selected item from

inputFiles listbox

% —-—-—- Executes during object creation, after setting all properties.
function inputFiles listbox CreateFcn (hObject, eventdata, handles)
hObject handle to inputFiles listbox (see GCBO)

eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
handles empty - handles not created until after all CreateFcns
called

o° oP

o°

o\°

Hint: listbox controls usually have a white background on Windows.
See ISPC and COMPUTER.

o
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if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'"),
get (0, 'defaultUicontrolBackgroundColor'))

set (hObject, 'BackgroundColor', 'white');
end

%% ----Dosya Ekle--—m--------------—-———————— - ————————

function Add File Callback (hObject, eventdata, handles)

% hObject “handle to Add File (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles structure with handles and user data (see GUIDATA)
[input file,pathname] = uigetfile( {'*.xls', 'Excel (*.xls)';"'*.*'",

'All Files (*.*)'}, 'Select files',6 '"MultiSelect', 'on');

%$1f file selection is cancelled, pathname should be zero
%and nothing should happen
if pathname ==
return
end

%gets the current data file names inside the listbox
inputFileNames = get (handles.inputFiles listbox, 'String');

%1f they only select one file, then the data will not be a cell
%1f more than one file selected at once,

%then the data is stored inside a cell

if iscell (input file) ==

%add the most recent data file selected to the cell containing
%all the data file names
inputFileNames{end+1l} = fullfile(pathname, input file);

%else, data will be in cell format
else
sstores full file path into inputFileNames
for n = l:length(input file)
snotice the use of {}, because we are dealing with a cell
here!
inputFileNames{end+1l} = fullfile (pathname,input file{n});
end
end

supdates the gui to display all filenames in the listbox
set (handles.inputFiles listbox, 'String', inputFileNames) ;

smake sure first file is always selected so it doesn't go out of range
$the GUI will break if this wvalue is out of range
set (handles.inputFiles listbox, 'Value',1);

% Update handles structure

guidata (hObject, handles);

function File Callback (hObject, eventdata, handles)

hObject handle to File (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB

o
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% handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

function Read File Callback (hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to Read File (see GCBO)
% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

inputFileNames = get (handles.inputFiles listbox, 'String');
1 = length(inputFileNames) ;

if (1 == 1)
for x=1:1
%display the file name on the command prompt
inputFileNames{x};
$display the excel data on the display prompt

result = xlsread(inputFileNames{x});
end
k = xlsread(inputFileNames{1l});
wn = k(:,1);

else 1f (1 > 1)
a = inputFileNames;
k = xlsread(inputFileNames{1l});
wn = k(:,1);
[n,p] = size(a)
result = zeros(size(k,1),n+1);
result(:,1) = k(:,1);

for x=2:(n+1)
s = xlsread(inputFileNames{x-1});
result(:,x) = s(:,2);
end
end
end

plot (wn, result(:,2:size(result,2)))
xlswrite ('input.xls', result)

function Delete File Callback (hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to Delete File (see GCBO)
% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

%get the current list of file names from the listbox
inputFileNames = get (handles.inputFiles listbox, 'String');

%get the values for the selected file names
option = get(handles.inputFiles listbox, 'Value');
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%1s there is nothing to delete, nothing happens

if (isempty(option) == || option(l) == || isempty (inputFileNames))
return

end

%erases the contents of highlighted item in data array
inputFileNames (option) = [];

%updates the gui, erasing the selected item from the listbox
set (handles.inputFiles listbox, 'String', inputFileNames);

gmoves the highlighted item to an appropiate value or else will get
error
if option(end) > length (inputFileNames)

set (handles.inputFiles listbox, 'Value', length (inputFileNames)) :;
end

Q

% Update handles structure
guidata (hObject, handles);

% —-—- Executes on button press in ResMatch.

function ResMatch Callback (hObject, eventdata, handles)

hObject handle to ResMatch (see GCBO)

eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
handles structure with handles and user data (see GUIDATA)
global wn f1 f2 input IntCor

fl = str2double (get (handles.init, 'String'));

f2 = str2double (get (handles.final, 'String'));

input = xlsread('input.xls');

Int = AxisCorr (input);

IntCor = Int(fl1:£f2,2:size(Int,2));

wn = Int(f1:£2,1);

plot (wn, IntCor)

handles.legend plot = legend('data');

xlswrite ('corrected.xls',Int)

delete('input.xls'")

o o

o\

$% 11k ve Son Kullanici Degerleri
function init Callback (hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to init (see GCBO)
% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

o°

Hints: get (hObject, 'String') returns contents of init as text
str2double (get (hObject, 'String')) returns contents of init as

o°

double

)

% ——-—- Executes during object creation, after setting all properties.
function init CreateFcn (hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to init (see GCBO)

eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles empty - handles not created until after all Createfcns
called

o

% Hint: edit controls usually have a white background on Windows.
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oo

See ISPC and COMPUTER.
if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'"),
get (0, '"defaultUicontrolBackgroundColor'))
set (hObject, 'BackgroundColor', '"white');
end

function final Callback (hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to final (see GCBO)
% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

% Hints: get (hObject, 'String') returns contents of final as text
% str2double (get (hObject, 'String')) returns contents of final
as a double

% ——-—- Executes during object creation, after setting all properties.
function final CreateFcn (hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to final (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles empty - handles not created until after all CreateFcns
called

% Hint: edit controls usually have a white background on Windows.
See ISPC and COMPUTER.
if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'),
get (0, '"defaultUicontrolBackgroundColor'))
set (hObject, 'BackgroundColor', '"white');
end

o°

o°

% Grafik Sil
--—- Executes on button press in ClearPlot.
function ClearPlot Callback (hObject, eventdata, handles)

o°

% hObject handle to ClearPlot (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

cla

%% Hastalikli ve Saglikli ornek Kullanici girisi
function Disease Callback (hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to Health (see GCBO)
% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

o°

Hints: get (hObject, 'String') returns contents of Health as text
str2double (get (hObject, 'String')) returns contents of Health
as a double

o\°
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% ——-—- Executes during object creation, after setting all properties.
function Disease CreateFcn (hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to Health (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles empty - handles not created until after all CreateFcns
called

% Hint: edit controls usually have a white background on Windows.
See ISPC and COMPUTER.
if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'),
get (0, 'defaultUicontrolBackgroundColor'))
set (hObject, 'BackgroundColor', '"white');
end

oo

function Health Callback (hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to Health (see GCBO)
$ eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

% Hints: get (hObject, 'String') returns contents of Health as text
% str2double (get (hObject, 'String')) returns contents of Health
as a double

% —--- Executes during object creation, after setting all properties.
function Health CreateFcn (hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to Health (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles empty - handles not created until after all CreateFcns
called

% Hint: edit controls usually have a white background on Windows.
% See ISPC and COMPUTER.
if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'),
get (0, 'defaultUicontrolBackgroundColor'))
set (hObject, 'BackgroundColor', "white');
end

%% Preprocess Panel Kontrol
function preprocessPanel (hObject, eventdata)

%updates the handles structure

% —-—-—- Executes on selection change in PreProcessMenu.

function PreProcessMenu Callback (hObject, eventdata, handles)
hObject handle to PreProcessMenu (see GCBO)

eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

o

o° oP

o

Hints: contents = get (hObject, 'String') returns PreProcessMenu
ontents as cell array

contents{get (hObject, 'Value')} returns selected item from
PreProcessMenu

o° Q
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inputFileNames = get (handles.inputFiles listbox, 'String');
Int = xlsread('corrected.xls'");

f1 str2double (get (handles.init, 'String'));

f2 = str2double (get (handles.final, 'String'));
IntCor = Int(fl:£f2,2:1length(inputFileNames)+1);
size (IntCor)

wn = Int(fl1:£2,1);

xlswrite('wn.xls',wn)

data = IntCor'

size (data)

switch get (handles.PreProcessMenu, 'Value')

case 1

[S, P]=PCAmean (data) ;
case 2

[S,P]=PCAscale (data);
case 3

[S,P]=PCAbySVD (data) ;
case 4

[S,P]=PCA SNV (data);
case 5

[S,P]=PCA norm(data);
otherwise

end
xlswrite('scores.xls',horzcat (S(:,1),S(:,2)))
%% PCA Icin Grafik Cizimi

figure,plot(wn,P(:,1)) %% yuk 1 plot

tl = str2double (get (handles.Disease, 'String'));

t2 = str2double (get (handles.Health, 'String'));

title('Yik 1'");xlabel ('Raman Shift (cm”-1)"');ylabel ('Loadingl');
figure,plot(wn,P(:,2)) %% yik 2 plot

title('Yik 1");xlabel ('Raman Shift (cm”-1)");ylabel('Loading2");
figure,plot(S(1:t1,1),S(1:t1,2),"'ro',S(tl+1l:t1+t2,1),S(tl+1:t1+t2,2),

bo') %% skor plot

text(S(1:t1,1),S(1l:t1,2),'H', "Color',[1 O 01)

text (S(tl1+1:t1+t2,1),3(t1+1:t1+t2,2),'S",'Color', [0 O 11)
x = 8(:,1); vy =5(:,2);

xlim('auto )

ylim ('auto'")

title('Skorlar');xlabel ('PC1l'");ylabel ('PC2");

)

% ——-—- Executes during object creation, after setting all properties.
function PreProcessMenu CreateFcn (hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to PreProcessMenu (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles empty - handles not created until after all CreateFcns
called

% Hint: popupmenu controls usually have a white background on Windows.
See ISPC and COMPUTER.
if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'),
get (0, 'defaultUicontrolBackgroundColor'))
set (hObject, 'BackgroundColor', 'white');

o

end
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Q

% —--— Executes on button press in Save Plot.

function Save Plot Callback (hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to Save Plot (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles structure with handles and user data (see GUIDATA)
handles.legend plot = legend('data');

savePlotWithinGUI (handles.plotSpec,handles.legend plot);

% —-—-—- Executes on button press in RePlotButton.

function RePlotButton Callback (hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to RePlotButton (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

inputFileNames = get (handles.inputFiles listbox, 'String'");
Int = xlsread('corrected.xls');

fl = str2double (get (handles.init, 'String'));

f2 = str2double (get (handles.final, 'String'));

IntCor = Int(fl:£f2,2:1length(inputFileNames)+1);

size (IntCor)

wn = Int(f1:£2,1);

plot (wn, IntCor)

sort_eig.m

function [v,d]=sort eig(a);

[v,d]l=eig(a);

eval=diag(d) ;
[v,index]=sort (-abs (eval));
v=v (:,index) ;

d=diag(eval (index)) ;

PCA_mean.m

function [S, P] = PCA mean(data)

veri = data(:,2:size(data,2))’
k = data(:,1);

%% ortalamaya gore duzelt
veri = mncenter (veri,1l);

%% kovaryans
sigma = cov(veri);

% ozdeger ve ozvektorler
val]=sort eig(sigma) ;
_l*P;

veri*P;

av]
I~
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PCA_MSC.m
$function [scores, loadings] = PCA (veri)

%% veri al
%$x= xlsread('corrected.xls','A296:AJ1661");

veri = x(:,2:8ize(x,2))"';
k = x(:,1);

[n,p] = size(veri);

%% to unit vector

%veri = veri/ norm(veri) ;

%% ortalamaya gdre duzelt
ver = mncenter (veri,l);

$veri = veri./repmat (std(veri),size(veri,1),1);

%% scale
= MSC (veri);

<

%% kovaryans
gma = cov (veri);

0
-

% ozdeger ve ozvektorler

val]=sort eig(sigma);
_l*P;

%% PCA skorlari ve grafigi

S = ver*Pp;

loadings = P;

g — o°
Il .

MSC.m
function b = MSC (data)
[n,p] = size(data);
X = mean (data) ;
for 1 = 1:n
% = data(i, :);

fit = polyfit(x,vy,1);
b(i,:) = (data(i,:)-repmat (fit(2),1,p))/fit(1);
end
SNV.m
function s = SNV (veri)
mx = mncenter (veri,l);
s = norml (mx) ;

s = mx./repmat (std(veri,0,1),size(veri,1),1);
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SVD.m

function SVD (x)

k = x(:,1);

data = x(:,2:size(x,2))"';
[M,N] = size(data);

% subtract off the mean for each dimension
data = MSC (data);

data = mncenter (data,?2);

[u,s,v]=svd(data) ;
V=-V;

u=u(:,1:4);
s=s(1:4,1:4);
v=v(:,1:4);

AxisCorr.m

function doc = AxisCorr (input)
%input = xlsread('input.xls');
vm = input(:,1);

intensity = input(:,2:size(input,2));
[n,p] = size(intensity);

im =(100:1905)';

[k,1] = size(im);
t = intensity';

for i=1:k
dist = (vm-(repmat (im(i,:),n,1)))."2;
[sortval, sortpos] = sort(dist, 'ascend');
xDist(:,1) = sqgrt(sortval(l:2));
s(:,1) = sortpos(l:2,:);
prop(:,i) = xDist(1l,1)/ (xDist(2,1)+xDist(1,1));
end
for j= 1l:p
for i=1l:k
newInt (j,1i) = prop(i)*(t(j,s(2,1))~-
t(J,s(1,1)))+t(J,s(1,1));
end
end
z = zeros(k,p);
for i=1l:p
z(:,1) = newInt(i,:)"';
end

doc = zeros(k, (p+1));
doc(:,1) = im;
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for i=2: (p+1)
doc(:,1) = z(:,1i-1);
end

LDA.m

a = xlsread('filelLDA.xls',1);
[n,p] = size(a);

nl = input('hastalikli ornek sayisi giriniz:'");
n2 input ('sagikli ornek sayisi giriniz:');

x1l = a(l:nl,:); x2= a(nl+l:nl+n2,:);

mna = mncenter(a,l);

ml = mncenter(xl,1l); m2 = mncenter(x2,1);

gmnl = mna(l:nl,:); mn2 = mna(nl+l:n,:);
mul = mean(xl); mu2 = mean(x2);
cl = cov(ml); c2 =cov(m2);

cov3 = (nl-1/n-2)*cl+(n2-1/n-2)*c2;
iCov3=cov3”®-1;
mnBar = mul-mu?2;

mnSum = mu2 + mul;
for 1 = 1:n
f(i,:) = mnBar*iCov3*a(i,:)'—- 0.5*mnBar*iCov3*mnSum';
fa(i,:) = 0.5*log(det(cl)) + 0.5*(a(i,:)-mul)*cl”-1*(a(i,:
fb(i,:) = 0.5*log(det(c2)) + 0.5*(a(i,:)-mu2)*c2”~-1*(a(i,
if (fa(i,:) > fb (i,:))
label (1) = 1;
else
label (i) = 2;
end
end
[rl,cl] = find(label == 1); [r2,c2] = find(label == 2);

LDl = fa(cl); LD2 = fb(c2);
figure,plot(cl,LDl, 'ro',c2,LD2, 'bo',0:42, repmat (0,43,1), 'k")
xlabel ('Ornek No(a.u.)'); ylabel ('Aciklanan Uzaklik(a.u.)'");
title ("LDA")

createfigure(3,£f(1l:nl,:),5,f(nl+1l:nl+n2))

x1lim([2.5 5.571)

ylim ('auto'")
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