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YUKSEK LiSANS TEZI

FARKLI PASAJ NUMARALARINDAKI HUCRE HATLARINDA
FARKLILASMANIN YUZEY ZENGINLESTIRILMIS RAMAN SPEKTROSKOPiSi
(SERS) YAKLASIMI iLE ARASTIRILMASI

Nazli ONCER

Damismani: Dog¢. Dr. Ash YILMAZ
Ikinci Tez Danismani: Dog. Dr. Mehmet YILMAZ

Amac: Bu tez ¢calismasinda etiketsiz altin nanogubuk dizin (gold nanorod array, GNA) SERS
platformunu tireterek farkli pasaj numaralarina sahip saglikli (MRC 5 ve MCF 10A) ve kanserli
(A549 ve MCF 7) olmak iizere 12 farkli hiicre hattinin bu platform ile birlestirilmesi
hedeflenmistir. Ayrica platformdan alinan SERS sinyalleri dogrultusunda farkli pasaj
numaralarina sahip hiicre hatlarinin birbirinden ayrilmasi ve farklilagan hiicre hatlarindaki bant
degisimlerinin hiicresel yaglanma ile iliskisinin gdsterilmesi amaclanmistir.

Yontem: GNA SERS substrati, fiziksel buhar birikimi (physical vapor deposition, PVD)
yontemi ile egik ag1 birikimi (oblique angle deposition, OAD) teknigi kullanilarak tiretilmistir.
12 hiicre hattinin (4 hiicre hattinin her birinden ii¢ pasaj olmak tizere) her biri uygun besiyeri
ortaminda kiiltiirlenerek ¢ogaltilmistir. Hiicrelerden alinan SERS sinyalleri énce 6n isleme
asamalarindan gegirilmis daha sonra gozetimsiz (PCA, HCA) ve gozetimli (LDA, SIMCA,
SVM) istatistiksel analizlere tabi tutulmustur. Ayrica elde edilen verilerin, hiicresel yaslanma
ile baglantili biyomolekiiler degisimi niceliksel olarak belirlemek ve anlamliligini tespit etmek
amaciyla one-way ANOVA testi yapilmistir.

Bulgular: Anizotropik yapiya sahip GNA SERS substrati basariyla sentezlenmistir. GNA
yizeyi ile bir araya gelen hiicrelerden alinan sinyallerin istatistiksel analizlere tabi
tutulmasmdan sonra hiicrelerin birbirinden ayrildigi dogruluk degerleri ile gosterilmistir,
Ayrilan hiicrelere ait bantlar yorumlanmus ve elde edilen biyomolekiiler degisikliklerin hiicresel
yaslanma ile iligkili olabilecegi degerlendirilmistir.

Sonug: Farkli pasaj numaralarina sahip hiicre hatlarinin ayrimi, yapilan bes farkli analiz ile
gosterilmistir. Ayrilan hiicrelere ait bant degerleri yorumlanmis ve bu bantlardaki biyokimyasal
degisikliklerin, hiicresel yaglanmayla iliskili oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: pasaj numarasi, replikatif hiicre yaglanmasi, altin nanogubuk dizinler,
yiizey-zenginlestirilmis Raman spektroskopisi (SERS), kemometrik analizler.

OCAK 2023, 103 Sayfa



ABSTRACT

MASTER DISSERTATION

THE INVESTIGATION OF DIFFERENTIATION OF CELL LINES WITH
DIFFERENT PASSAGE NUMBERS THROUGH SURFACE-ENHANCED RAMAN
SPECTROSCOPY (SERS) APPROACH

Nazli ONCER

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ash YILMAZ
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet YILMAZ

Purpose: In this thesis study, healthy and cancerous neuron (MRC 5 and A549) healthy and
cancerous breast (MCF 10A and MCF 7) cell lines with different passage numbers were
cultured and combined with the gold nanorod array (gold nanorod array, GNA) SERS platform.
In line with the SERS signals received from the platform, it is aimed to separate cell lines with
different passage numbers from each other and to show the relationship of band changes in
differentiated cell lines with cellular senescence.

Method: The GNA as SERS platform was produced via the physical vapor deposition (PVD)
method and the oblique angle deposition (OAD) technique. Each of the 12 cell lines (three
passages from each of the 4 cell lines) were cultured in the appropriate medium and propagated.
SERS signals from cells were first preprocessed and then subjected to unsupervised (PCA,
HCA) and supervised (LDA, SIMCA, SVM) statistical analysis. In addition, one-way ANOVA
test was performed to quantitatively determine the biomolecular change associated with cellular
aging and to determine the significance of the obtained data.

Findings: GNA SERS substrate with anisotropic structure has been successfully synthesized.
After the statistical analysis of the signals received from the cells coming together with the
GNA surface, the separation of the cells from each other was shown with accuracy values. The
bands of the separated cells were interpreted and it was evaluated that the obtained biomolecular
changes could be related to cellular senescence.

Results: Differentiation of cell lines with different passage numbers was demonstrated by five
different analyzes. The band values of the separated cells were interpreted and it was concluded
that the biochemical changes in these bands are associated with cellular senescence.

Keywords: passage number, replicative cell senescence, gold nanorod arrays, surface-
enhanced Raman spectroscopy (SERS), chemometric analysis.

January 2023, 103 pages
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GIRIS

Insanlardan alinarak izole edilen somatik hiicreler kiiltiirlendigi zaman biiyiimeye
baslarlar. Ancak belirli bir zaman sonra iireme yetileri asamali olarak azalir. Bu duragan
biiyiime doneminden sonra hiicreler, replikatif yaslanma (replicative senescence, RS) olarak
tanimlanan biiyiimenin duraksamasi haline gegerler (Cristofalo et al., 2004; Hayflick, 1965).
Ureme yetisinin kaybeden ve yaslanma siirecine giren hiicrelerin fizikokimyasal 6zelliklerinde
birgok degisiklik olur. Bunlardan en bilindik olanlar: diiz ve genis bir hiicre morfolojisi,
yaslanma ile baglantili B-galaktosidaz (senescence-associated-beta-galactosidase, SA-p-gal)
aktivitesinde ve reaktif oksijen tiirlerinin (reactive oxygen species, ROS) seviyesindeki artigtir
(Hwang et al., 2009).

Yaslanma tespiti i¢in kullanilan bazi biyobelirte¢ler bulunmaktadir. SA-B-gal aktivitesi,
metabolik degisiklikler, lipofusin birikimi bunlardan sadece birkagidir (Rodier & Camupisi,
2011). Bu belirtegler, higbir zaman tek basina kesin bir anlam ifade etmemekle beraber in vivo
ve in vitro ¢alismalarda farklilik gosterir. Su ana kadar yaslanan hiicreyi tam olarak tanimlayan,
diger hiicresel olaylardan ayiran kendine 6zgii bir belirte¢ yoktur (Lawless et al., 2010). Bu
sebeple yaslanan hiicreleri normal hiicrelerden ayirmak, onlari teshis etmek ve farklilasmarini
belirlemek amaciyla immiinohistokimya ve immiinohistofloresans gibi teknikler birlestirilerek

kullanilir.

Hiicresel yaslanma, 6nemli bir hiicresel programdir ve bazi hastaliklarla iligkili oldugu
icin tibbi teshiste kullanilir. Yaslanmay1 in vitro seviyede tespit etmek igin etiketsiz ve non-
invaziv bir yontem gereklidir. Titresimli spektroskopik teknikler hizli, kolay, etiketsiz, ucuz,
yiiksek hassasiyette ve tek molekiil tayini bile yapabilir. Bu tekniklerden biri olan Raman
spektroskopisi, molekiiliin titresimsel bilgisini vererek molekiiliin tanimlanmasini saglar ancak
zayif sinyal siddeti, biyolojik sistemlerin liminesans etki olusturmasi gibi dezavantajlara
sahiptir. Bu dezavantajlar, yiizey zenginlestirilmis Raman spektroskopisinin (surface-enhanced

Raman spectroscopy, SERS) kesfedilmesiyle beraber ortadan kaldirilmaya calisiimaktadir.

Tipki Raman spektroskopisi gibi SERS‘te molekiiliin titresimsel bilgisini verir ve
inelastik sacilma kuramina dayanir (Chaturvedi et al., 2016). SERS’te amag¢ plazmonik
malzemeleri (altin, glimiis, bakir, alliminyum) kullanarak Raman sinyal siddetini artirmaktir.
SERS; DNA metilasyonu ve buna sebebiyet veren gen ekspresyonu seviyesinin izlenmesinde
(Ganesh et al., 2020), farkl kanser tiirlerini teshiste (Haldavnekar et al., 2018) ve farklilagan
hiicreleri belirlemek (El-Said et al., 2015; Huefner et al., 2013) amaciyla kullanilmistir.
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SERS ile yapilan biyolojik calismalarda etiketli (dolayl) ve etiketsiz (dogrudan)
algilama olmak tizere iki farkli yol, analitlerin tespitinde kullanilmaktadir. Etiketli sistemler
plazmonik ¢ekirdek, Raman raportér ve hedefleme parcalariyla islevsellestirilmis koruyucu bir
kabuktan olusur (Lane et al., 2015). Bu etiket sistemleri Raman aktif bir raportér molekiilii
igerir ve ilgili molekiiliin baglanmas1 ana mekanizmayi olusturur. Tespiti yapilmak istenen ilgili
molekiil, Raman raportoriin spektrumu sayesinde tespit edilir. Etiketsiz sistemlerde ise elde
edilen Raman spektrumlariyla molekiiliin tayini dogrudan saglanir. Burada substrat olarak
yapilandirilmamis nanopartikiiller (giimiis, altin kolloidal nanopartikiiller ve yar1 iletkenler),
bir yiizeyde birlestirilmis nanopartikiiller, siralanmis nanopartikiil dizileri farkli tiretim
yontemleri kullanilarak sentezlenir (Pilot et al., 2019). Etiketsiz sistemlerin numunenin az,
hazirlaniginin kolay, zenginlestirme faktoriiniin yiiksek olmasi gibi avantajlart bulunmaktadir.
Bununla beraber kompleks karmasik biyolojik sistemlerde alinan spektrumlarin, ayirt
edilememesi gibi dezavantajlart da vardir. Bu dezavantajlar ¢ok-degiskenli analiz
yontemlerinin  (multivariate  analysis methods, MAMs) kullanimi ile ortadan
kaldirilabilmektedir. Ayrica giiniimiizde yazilimlarin gelismesi ile analizlerin gesitliligi ve
giivenirliligi artmaktadir. Temel bilesen analizi (principal component analysis, PCA),
hiyerarsik kiimeleme analizi (hierarchical cluster analysis, HCA), lineer diskriminant analizi
(linear discriminant analysis, LDA), simif analojisiyle yumusak bagimsiz modelleme (soft
independent modeling of class analogies, SIMCA), destek vektor makinesi (support vector
machine, SVM) analizleri ile hiicre gibi i¢erisinde bir¢ok bilesenin bulundugu karmagik yapinin

tespiti miimkiin hale gelmektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda ilk olarak etiketsiz algilama yontemi kullanilarak 3-
boyutlu (3D) ve anizotropik morfolojide altin nanogubuk dizinler (gold nanorod arrays, GNAS)
bir SERS platformu olarak fiziksel buhar birikimi (physical vapor deposition, PVD) metodu ve
egik ag¢1 biriktirme (oblique angle deposition, OAD) teknigi kullanilarak {retilmistir. Bu
platform kolayca iretilebilmekte ve zenginlestirme faktorii (enhancement factor, EF)

muadillerine kiyasla iyi bir avantaj saglamaktadir (Yilmaz, 2014).

Caligmada farkli pasaj numaralarina sahip saglikli ve kanserli akciger (MRC 5 P27-P33-
P41 ve A549 P6-P14-P28, P: pasaj numaralarini géstermektedir), saglikli ve kanserli meme
(MCF 10A P11-P17-P22 ve MCF 7 P16-P28-P33, P: pasaj numaralarin1 géstermektedir) hiicre
hatlar1 ¢ogaltilmistir. Cogaltilan hiicreler GNA platformlar ile kombinlenerek, SERS haritalama
(mapping) teknigi ile Raman sinyalleri toplanmigtir. Bu sinyaller igerisinden sinyal siddeti
yiiksek spektrumlar secilerek kapsamli-giivenilir istatistiksel analizlere (PCA, HCA, LDA,
SIMCA, SVM) tabi tutulmustur. Elde edilen istatistiksel analizler sonucunda farkli pasaj



numaralarina sahip olan bu hiicre hatlarinin, farklilasma potansiyeli titizlikle incelenmis ve
birbirinden farklilagtigi gdsterilmistir. Bu farklilasma, pasaj sayisiyla iliskili hiicre

yaslanmasindaki biyokimyasal degisikliklerle iliskilendirilmistir.



KURAMSAL TEMELLER

Pasaj Sayisi ile Hiicre Yaslanmasi Arasindaki Iliski

Primer hiicre kiiltiiriinde pasaj sayisi, hiicrenin yasini belirlemek i¢in kullanilir (Kwist
et al., 2016). Her hiicre, popiilasyonunu artirmak amaciyla boliiniir ve boliindiikge de yaslanir
(Sekil 1). Bu yaslanma replikatif yaslanma olarak nitelendirilmistir. Hayflick’in tanimina gore
bir hiicrenin yaslanmasi, pasaj numarasinin artmasinin yani sira hiicre morfolojisinin bozulmasi
ve hiicresel atiklarin hiicre iginde birikmesiyle gergeklesir (Hayflick & Moorhead, 1961).
Sonraki yillarda ise hiicre yaslanmasi terimi; hiicre dongiisiiniin durdugu ve hiicrelerin 6liime
kars1 koydugu direncin azaldigi, hiicresel bir siire¢ olarak agiklanmistir (Gorgoulis et al., 2019;
Van Deursen, 2014).
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Hiicresel yaslanmanin gelisimi
Sekil 1. Hiicresel yaslanmanin gelisimi (Ogrodnik, 2021)’den Tiirk¢e’ye ¢evrilmistir.
Hiicre Yaslanmasindaki Mekanizmalar

Yaglanma siirecine giren hiicrelerde; fenotipik degisikliklerin eslik ettigi hiicre
yaslanmasini indiikleyen bir dizi olay gerceklesir (Ogrodnik, 2021). Tablo 1°de bu indiikleyici
faktorlerin bir kismi1 ve neden olduklar1 siireclere yer verilmistir. Hiicreler asamali olarak
boliinme yetenegini yitirir, S fazina girme hizi yavaglar ve hiicre dongiisii uzar (Absher et al.,
1974; Macieira-Coelho & Azzarone, 1982; Nassrally et al., 2019; Pontén et al., 1983; Smith &

Whitney, 1980). Belirli bir noktadan sonra hiicre dongiisii durur ve yaglanma baslar.

Tablo 1. Yaslanmayi tetikleyen faktorlerin bazilar1 ve neden olduklar siiregler (Gorgoulis et
al., 2019)’den Tiirkge’ye ¢evrilmistir.

Indiikleyiciler
Telomerlerin yipranmasi
UV ve diger 1s1nlara maruziyet

Mitokondrinin az ¢alismasi

Siirec
Yaslanma, Kanser
Kanser tedavisi ve yan etkileri

Yaglanma



Tablo 1. (devami)

Oksidatif stres Doku hasari, Yaslanma
TGF-B Sitokini Yaslanma

Epigenetik modifikasyonlar (metilasyon) Kanser tedavisi, Yaslanma
Protein kinaz C aktivatorleri Yaslanma

Arastirmacilar uzun yillar yaslanmanin nasil belirlenecegi iizerine c¢alismalar
yapmiglardir. Bu aragtirmalar yaslanmayi tespit edebilecek belirteclerin bulunmasiyla 6nem
kazanmistir (Gorgoulis et al., 2019; Van Deursen, 2014). Fakat bu belirtegler kendine has
degildir. Ancak beraber kullanildig: takdirde anlamli sonuglar elde edilebilmektedir (Gorgoulis
etal., 2019). Belirteclerin 6zgiilliigii ise hiicre tipine, dokuya Ve kiiltiiriin biiylime siirecine gore
degiskenlik gostermektedir (Gorgoulis et al., 2019).

Yaslanma belirtegleri ve dezavantajlarin1 daha iyi anlamak adina konuyu daha detayli

bir sekilde aciklamak anlamli olacaktir.

Hiicre Yaslanmasinda Degisken Parametreler ve Belirleme Yontemleri

Saglikli hiicreler yaslandik¢a Omiirleri kisalirken, kanserli hiicreler sinirsiz bir 6mre
sahip olmaktadir (Kwist et al., 2016). Bununla beraber her iki modelde de yaslanma siireci,
farklilik gostermektedir. Ayrica doku tiirli, kokeni ve kiiltiir sartlar1 farkli olan hiicre hatlarinin
yaslanma siireglerinin de farklilik gosterecegi ve ayni yasta olsalar dahi hiicre hatlarinin
birbirinden ¢ok farkli 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir (Hughes et al., 2007; Langeler et
al., 1993; Sambuy et al., 2005; Wenger et al., 2004; Yu et al., 1997).

Replikatif olarak yaslanan (pasaj sayisinin artisi ile) hiicre hatlarinda, ilk pasajda sahip
oldugu 6zgiin fonksiyonel 6zellikleri degistiren mutasyonlar ortaya ¢ikabilir (Yu et al., 1997).
Ayrica hiicre pasajlandikca fiziksel 6zeliklerinde, morfolojisinde, gen ekspresyon seviyesinde
ve metabolik aktivitelerinde degisiklikler olmaktadir (Briske-Anderson et al., 1997;
Woloschak, 1997). Ayrica hiicredeki pasaj numarasinin artigi, hiicre zari gegirgenligini
azaltarak hiicreyi kolayca enfekte olabilecek hale getirdigi de kesfedilmistir (Jensen & Norrild,
2000). Kwist ve ark. pasaj numarasi artigi {izerine yaptigi ¢alismada, osteojenik 6zelliklerin
pasaj numarasi arttik¢a degistigi ayrica bu 6zelligin, devamli bir artis veya azalista gostermedigi
sonucuna varmiglardir (Kwist et al., 2016). Bu sonug¢ yaslanan hiicrelerde, degisen bazi
Ozelliklerin, belli bir egilimde olmadigimi disiindiiriir. Bu arada pasaj numarasinin artis1 her
hiicre hattinda aymi etkiyi de gdstermeyebilir. Ornegin pasaj sayis1 yiiksek olan Caco-2 ve MCF
7 hiicre hatlarinda yapilan bir transfeksiyon isleminden sonra, yesil floresan protein (green
fluorescent protein, GFP) raportor geninin ekspresyon profili Caco-2 hiicre hattinda artarken,
MCF 7 hiicre hattinda ise bir azalig gostermistir (Hughes et al., 2007).
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Bu kapsamda hiicre yaslanmasinda degisken parametreler ve belirleme yontemleri,
arastirmalarda iki farkli sekilde incelenme firsatt bulmustur. Bunlardan biri in vitro hiicresel

yaslanma digeri ise in vivo hiicresel yaglanmadir.

In vitro Hiicresel Yaslanma

Hiicre dongiisliniin uzamasi, hiicre dokusunun asir1 gelismesi, metabolik degisimler,
telomerlerin kisalmasi, hiicre ig¢inde gergeklesen yikimlar in vitro hiicre yaslanmasinin
belirtegleri olarak kullanilir (Ogrodnik, 2021). Kim ve ark., insan deri hiicresinde (primary
dermal fibroblast, HDF) pasaj sayisi artisina bagli yaslanma siirecini arastirmak igin yaptiklari
calismada, hiicre dongiistiniin P40‘tan P90’a kadar iki katina ¢iktigi ve artis egilimin diger
pasajlarda da devam ettigini bulmuslardir. Bu sonug¢ yaslanan hiicrelerde hiicre dongiisiindeki

slirenin artma egilimini dogrulamaktadir (Y. M. Kim et al., 2013).

Yaslanan hiicreler iizerine yapilan bagka bir caligmada ise uzun siire kiiltiirlenen
hiicrelerde, hiicre goriintiilemesi kullanilarak yaslanma siireci izlenmis ve siire¢ canli olarak
takip edilmistir (Absher et al., 1974; Nassrally et al., 2019). Yaslanmaya giden siirecte hiicre
dongiistindeki siirenin uzamasi, hiicre biiyiimesinin yavaslayarak hiicre boyutunun biiylimesine
sebebiyet verir. Aksine hizli biiyiiyen hiicrelerde ise hiicre boyutu kiigiiliir (Angello et al., 1989;
Ginzberg et al., 2015). Bu baglamda yiiksek oranda serum igeren besi ortamlarinda biiyliyen

hiicrelerin, hizlica biiylimesine bagl olarak hiicre boyutlarinin kiigiilmesini beklemek olasidir.

Angelo ve ark., yaslanan hiicreleri belirlemek igin yaptiklar1 diger bir ¢alismada, G1
stiresi ile replikasyon siiresinin birbirinin tam tersi oldugunu akis sitometrisi kullanarak
gostermislerdir (Angello et al., 1989). Yine Yuan ve ark., yaptig1 bir ¢calismada yaslandirilmis
farelerden elde ettikleri hiicrelerde, replikasyon siiresiyle biiylime siiresi arasinda ters bir iligki
oldugunu agiklamiglardir (Yuan et al., 2006). Ayrica, sodyum biitirat, afidikolin gibi ajanlarin
varlig1 hiicre dongiisiinii kisitlayarak siireyi uzatir ve hiicre boyutunun biiyiimesine sebebiyet
verir (Neurohr et al., 2019). Ozetle, in vitro hiicresel yaslanma, hiicre biiyiime siiresinin

degistirerek hiicre boyutunun farklilasmasini saglar.

Hiicre biiyliyiip gelistikce metabolik aktivitesi artar (Ogrodnik, 2021). Yi ve ark., bu
konu iizerine yaptiklar1 bir ¢calismada ise endotel hiicrelerindeki yaslanma, niikleer manyetik
rezonans (nuclear magnetic resonance, NMR) kullanilarak incelenmistir (Yi et al., 2020). Bu
calismada glikoliz seviyesi ayni kalirken glutamat seviyesinde artis goriilmiistiir. Burada
yaslanmuis hiicreler, biiylimek ve cogalmak i¢in glikoliz, glutaminolizin yerine glikozu kullanan
metabolik bir yola girmislerdir. Bu arada hiicrelerde glutaminolizin varligi, yaslanmay1
durdurarak yasa bagli semptomlarin azalmasina neden olmaktadir (Johmura et al., 2021). Bu

baglamda yaslanan hiicrelerin proliferasyonda glutaminolizi kullanmamalar1 beklenen bir
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sonugtur. Endotel hiicre hatt1 iizerine yapilan diger bir c¢alismada ise atomik kuvvet
spektroskopisi (atomic force spectroscopy, AFM) kullanilarak yaslanan hiicrelerde olusan
fenotipik degisimler belirlenmistir (Kolodziejczyk et al., 2020). Burada farkli pasaj
numaralarima sahip yaslanan endotel hiicreleri, farkli konsantrasyonlardaki giimiis
nanopartikiillere, farkli zamanlarda maruz birakilarak izlenmis ve aktin, miyozin liflerinde
azalma gozlemlenmistir. Bu degisimler, yaslanan hiicrelerin morfolojik goriiniimlerindeki

degisimlere atfedilmistir.

Yaslanan hiicrelerin diger metabolik belirtegleri ise ATP oraninda diisme, AMP/ATP
oranmnin yiikselmesi, oksidatif fosforilasyonda diisiis ve laktat sentezinde azalmadir
(Unterluggauer et al., 2008; W. Wang et al., 2003; Zwerschke et al., 2003). Ek olarak yaslanmis
hiicrelerde lipit seviyesinin arttigi da bilinmektedir (Ogrodnik et al., 2017, 2019).

Hem birincil kiiltiirde hem de kanserli yaslanan hiicrelerde bir diger bulgu ise NAD*
seviyesinin azalmasi ve buna bagli olarak NAD*/NADH oraninin diismesidir (Chini et al.,
2014; Nassrally et al., 2019; Van Der Veer et al., 2007; Zhang et al., 2002) (Sekil 2). Fakat
kanserli yaslanan hiicrelerin bazilarinda metabolik farkliliklar goriilebilir. Anti-warburg etkisi
olarak adlandirilan bu etki, kanserli yaslanan hiicrelerin bazilarindaki bu metabolik farkliliklart
aciklayarak onkogen kaynakli yaslanmayi tamimlar (Ogrodnik, 2021). Onkogen temelli
yaslanma ile pasaj sayisi ile iliskili yaslanma siirecinde bazi farkliliklar bulunmaktadir. Ornegin
onkogen temelli yaslanmada glikoliz seviyesi azalirken, pasaj sayisi ile iliskili yaslanmada bu
seviye artar (M. Li, Durbin, et al., 2013). Yine oksidatif fosforilasyonda artis ve yiiksek NAD*
seviyesi onkogen kaynakli yaslanmayi, pasaj sayist ile iligkili yaslanmadan ayiran diger

ozelliklerdendir (Kaplon et al., 2013).
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Sekil 2. Hiicre yaslanmasinda goriilen fenotipik degisiklikler (Ogrodnik, 2021)’den Tiirkge’ye
cevrilmistir.

Yaslanmaya bagli olarak hiicrelerde goriilen degisimlerden biri de telomeraz
aktivitesinin azalarak telomerlerin kisalmasidir (Bernadotte et al., 2016). Nassrally ve ark.
yaptigi bir c¢alismada yaslanan hiicrelerde, hiicre dongiisiiniin artisgina paralel olarak
telomerlerin de kisaldigi sonucuna varilmistir. Telomer uzunlugunun kritik seviyede olmasi
hiicrenin yaslandigini gosterir ve herhangi bir hiicrede telomerler kritik bir boyutta degillerse
geng olarak nitelendirilirler. Orta seviyede bir telomer uzunlugu ise artan pasaj sayisiyla iligkili

yaslanmanin, bir siireci olarak kabul edilir (Bernadotte et al., 2016).

Yaslanmayla baglantili hiicre i¢i hasarlardan en iyi bilineni DNA’nin ¢ift sarmal
yapisindaki hasar (double-strand breaks, DSB) ve lipofusindir. Ozellikle primer kiiltiirdeki
hiicrelerde DNA’nin ¢ift sarmal yapisindaki hasar geri doniisiimii olmayan hatalara sebebiyet
vererek yaslanmayi indiikler (Carroll et al., 2017). Lipofusin hiicre i¢inde biriken otofloresans
Ozelligi olan oksitlenmis ve degistirilmis lipit ve proteinlerden olusur (Terman & Brunk, 2004).
Bu molekiiliin seviyesi, artan pasaj sayisi ile pozitif yonde bir egilim gdstermistir (Ksiazek et
al., 2009; Sitte et al., 2001). Bununla beraber, insan fibroblast hiicrelerindeki yaslanmay1
belirlemek i¢in kullanilan Raman, Infrared (Kiziltesi) spektroskopisi ve akis sitometrisi gibi
teknikler, pasaj sayisiyla iliskili yaslanmada lipofusin molekiiliindeki artisin yaslanmayla

baglantili oldugunu gdstermek igin kullanilmiglardir (Eberhardt et al., 2017).
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In vivo Hiicresel Yaslanma

In vivo yaslanma siireci, giiniimiizde yeni belirteclerin bulunarak immiinohistokimya ve
immiinohistofloresans gibi yontemlerin kullanilmasiyla artis gostermistir (D. J. Baker et al.,
2011). Ayrica Yaslanan fare modellerinin olusturulmasi, in vivo yaslanma siirecinin bir model
organizma lizerinde izlenmesini saglamistir (Demaria et al., 2014; J. Y. Liu et al., 2019). Ancak
hala hayvan dokularindaki yaslanma seviyesini tespit etmek zordur. Ciinkii belirtegler tek bir
noktaya odaklanarak hiicreye 0zgii tespit yapar. Asagidaki tablo birka¢ farkli arastirma
gurubunun bulduklar1 sonuglar dogrultusunda yaslanma seviyelerindeki farkliliklart
gostermektedir (Tablo 2). Tablo, ayni belirtegler kullanilsa bile farkli dokulardaki yaslanma
seviyesinin degigmesi bakimindan 6nemlidir.

Tablo 2. Farkli aragtirma gruplarinin in vivo yaslanma {izerine yaptiklart ¢aligmalar
(Ogrodnik, 2021)’den Tiirkge’ye ¢evrilmistir.

Arastirma gruplari Yaslanma belirteci Doku tipi Yaslanma oram
(Iske et al., 2020) pl6/p21 Deri %8
(Iske et al., 2020) pl6/p21 Kalp %9-10
(D. J. Baker et al., 2016) SA-B-gal Bobrek %?2
(D. J. Baker et al., 2016) SA-B-gal Kalp %10
(Ogrodnik et al., 2017) DSB Karaciger %15
(Ogrodnik et al., 2017) Telomer ile baglantili DSB Karaciger %15

Hiicresel yaglanmada bir diger zorluk ise in vitro ve in vivo hiicre ortam sartlarinin
farkliligindan kaynaklanir (Ogrodnik, 2021). /n vivo ortamda kimi hiicreler yaglanma siirecine
girerken diger hiicreler yaslanmadan kalabilirler. Bu, hiicre i¢i ortami etkileyecegi i¢in tiim
organizmanin yaglanma siirecini de etkiler (Sun et al., 2014). Bu baglamda deney siirecinde
geng model organizmadan alinan doku ile yaslandirilmis model organizmadan alinan doku
arasinda beklenen yasglilik farki goriilemeyebilir. Bu da in vivo ortamlarda dokulardaki
yaslanmanin ayirt edilememesine yol agar. Tiim bu zorluklar, yaslanmay: in vitro ortamda

calismanin daha akilcr ve avantajli oldugunu gostermektedir.

Klasik Raman Spektroskopisi

Tarihgesi ve Temel Teorisi

Molekiil tek bir dalga boyuna sahip (monokromatik) 1s1kla uyarildigi zaman iki tiir
sacilma gergeklesir: Elastik ve Elastik olmayan sagilma (inelastik). Molekiil, 151k ile etkilesime
girdigi zaman ¢ogunlukla, gelen ile sagilan 15181n enerjisi esit kalir, bu Rayleigh sagilmasi bagka

bir deyisle elastik sa¢ilmadir. Bu sa¢ilma kuraminda ne fotonun enerjisinde ne de fotonun dalga



boyunda herhangi bir degisiklik olmazken inelastik sagilmada fotonun enerjisinde artis veya

azalig ile beraber buna eslik eden fotonun dalga boyunda kayma olur (Das & Agrawal, 2011).

Isigin esnek olmayan (inelastik) sagilimi olarak bilinen Raman etkisi Hintli fizikgi
Chandrasekhara Venkata Raman tarafindan 1928 yilinda kesfedilmistir (Raman & Krishnan,
1928). Kendisi, bu bulusundan dolay1r Nobel Fizik 6diiliine layik goriilmiistiir (Krishnan &
Shankar, 1981). Bu etki kisaca, gelen 1s18in enerjisi ile sagilan 1518 enerjisi arasindaki

farkliliktan kaynaklanir.

Inelastik sagilma kendi arasinda ikiye ayrilir. Isik, molekiilden titresim enerjisi
kazanabiliyorsa bu anti-Stokes sagilmasi, tam tersi molekiil 1siktan titresim enerjisi

kazanabiliyorsa Stokes sagilmasi olarak tanimlanir (Sekil 3).

Molekiil
Anti-Stokes Raman

: ™
Sagilmasi
VW -
A
Sanal Durum
Stokes Raman [
Sagilmasi Rayleigh A A
R A Sacilmasi
Enerji
v Uyarilma Durumu
Y Y
Temel Durum
Rayleigh Stokes Anti-Stokes
Sagilmasi Raman Raman
Sacilmasi Sagilmasi

Sekil 3. Molekiiliin 151k ile uyarilmasi sonucu meydana gelen enerji degisimleri (Leito, 2022;
S. Gorelik, 2002)’den Tiirk¢e’ye ¢evrilmistir.

Raman spektroskopisi ise molekiiliin titresimsel bilgisini vermek amaciyla inelastik
sacilma kuramini kullanan spektroskopi teknigidir. Molekiil ile etkilesen 15181n dalga boyuna
gore sacilan 1518in dalga boyunda olusan farklar Raman kaymasi (Raman shift) olarak
adlandirilir. Molekiiliin kimyasal yapisi sagilmadan sorumludur, ayni: zamanda dalga boyundaki
kaymanin da temel sebebidir. Bir Raman spektrumu, cm™ (dalga boyu) dalga sayisindaki
Raman sagilmasina karsilik gelen sinyal siddet (rastgele birim, arbitrary units) grafigi ¢izilerek
elde edilir (Gaba et al., 2022).

Raman spektroskopisinde uyarma kaynagi olarak argon iyonu (488,0 ve 514,5 nm),
kripton iyonu (530,9 ve 647,1 nm), He-Ne (632,8 nm) ve diyot (830 ve 785 nm) lazerleri gibi
lazerler halihazirda kullanilmaktadir. Bu lazerlerin dalga boyu kisa olanlar1 dalga boyu uzun

olanlara kiyasla daha yogun bir Raman sagilmas1 olugturma potansiyeline sahiptir. Ayrica bahsi
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gecen lazerlerin uygulama alanlar1 da farklilik gdstermektedir (Z. Li et al., 2014). Ornegin 785
nm dalga boyuna sahip lazer biyolojik 6rneklerin ve polimerlerin analizinde kullaniliyorken
argon iyon (488,0 ve 514,5 nm) lazeri sanat, arkeoloji ve adli tip gibi alanlarin ¢aligmalarinda

kullanilmaktadir.

Raman spektroskopisi zamanla biiyiik gelisim ve degisim gostermistir (Sekil 4). Bu
teknikteki dontiim noktas1 1960’11 yillarda lazerin icadiyla baglamistir. Mikroskopinin Raman
cihazina entegresiyle beraber mikroskobik Raman ortaya c¢ikmistir. flerleyen yillarda 108
fotondan sadece 1’ini olusturan Raman sagilmasmi artirmak i¢cin SERS yaklagimi
kesfedilmistir. Bu kesifle beraber ¢alismalarin sayisi artmis, kameralarda kullanilan yiik bagl
cihazlarin (Charged-coupled detector, CCD) bu sisteme entegresiyle biiyiik bir ilerleme

kaydedilmis, 6l¢tim stiresi kisalmis ve hassasiyet artmistir.

Raman 1974 1987 Tek molekiil tayini
Fizik dilii mikroskopisinin ve kompleks
etk Ot kesfi SERS kesfi calismalar
L?zerin Dr. Fleischman ve CCD
Raman etkisinin icady arkadaslari dedektorlerinin
kesfi tarafindan SERS SERS’e
etkisinin kesfi entegresi

Sekil 4. Raman spektroskopisinin tarihsel gelisimi.

1225 Dr. Raman Nobel

Yiizey-zenginlestirilmis Raman Spektroskopisi (Surface-enhanced Raman Spectroscopy
SERS)

Geleneksel Raman spektroskopisi, zayif sinyal siddeti (sagilan 108 fotondan sadece
~ 1’1 Raman etkisi olusturmasi) ve 6zellikle bazi biyolojik 6rneklerin lazer ile uyarildiginda
¢ok fazla emisyon (liiminesans) yapmasi gibi dezavantajlara sahiptir. Bu dezavantajlar SERS’in
kesfiyle birlikte oOnemli olclide ortadan kaldirilmistir.  SERS  plazmonik yapidaki
nanoparcaciklarin (6zellikle 100 nm’den kii¢iik olanlar) kullanilarak Raman sinyal siddetinin
artirllmasina dayanan bir tekniktir (Sekil 5). Artirllan Raman sinyal siddetinin degeri
zenginlestirme faktorii (enhancement factor, EF) olarak nitelendirilir. Bu deger molekiil

sayisinin (N), elde edilen Raman sinyal siddetine (I) boliinmesiyle hesaplanir.
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Zenginlestirilmis Raman Spektrumu

<+ Au nanopartikiiller

Analit

<— Platform

Sekil 5. Yiizey giiclendirilmis Raman sagilmasinin sematik gosterimi.
Burada rol alan mekanizmalar hala tartisilmakta olup iki 6nemli mekanizma One
¢ikmaktadir. Bunlardan ilki elektromanyetik zenginlestirme (Electromagnetic enhancement,

EM), ikincisi kimyasal zenginlestirmedir (Chemical enhancement, CHEM).

Isik ile uyarilan metal kiire elektrik alanin yoniine bagli olarak elektron bulutu olusturur.
Olusan elektron bulutu yogun plazmonik etkiyi tetikler. Bu plazmonik etki yiizeyde de
olusabilir (surface plasmon resonance, SPR) veya sadece belli bir alanida (localized surface
plasmon resonance, LSPR) etkileyebilir (Sekil 6). Bu sistem ile elektronlar salinim yaparak
elektromanyetik zenginlestirmeyi olusturur ve zenginlestirme faktoriinii 101%kat artirir (Pérez-
Jiménez et al., 2020). Metal kiire etrafinda olusan elektrik alan dagilimi ve olusan SERS etkisi

Sekil 7°de gosterilmistir.

a LSPR b SERS

O Metal Kiire

Elektron

. Cukur

Sekil 6. Lokalize yiizey plazmon rezonans etkisi (a), metalik nanopartikiil yiizeyi lizerinde
olusan sicak bolgelerin (hot-spot) gosterimi (b) (Ding et al., 2016; Pérez-Jiménez et al.,
2020)’den Tiirkge’ye ¢evrilmistir.
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Sekil 7. Altin metal kiire tizerindeki elektrik alan dagilimi ve ¢ekirdege yaklastik¢a olusan
SERS etkisi (a, b) (Zong et al., 2018)’den Tiirkge’ye ¢evrilmistir.

Kimyasal zenginlestirme, analit ile metalin yiik transferi mekanizmasina dayanir ve
zenginlestirme faktoriinii 102-10* kat artirir (Pilot et al., 2019). Yiik transferinde metal ile
molekiil birbirleri arasinda elektronik olarak eslesirler, eslesme lazerin dalga boyuna baglh
olarak gerceklesir. Bu islemi kisaca 6zetlemek gerekirse metalin Fermi seviyesine (Er) gore
molekiiliin en diisiik bos molekiiler orbitali (lowest unoccupied molecular orbital, LUMO) ile
en yiiksek dolu molekiiler orbitali (highest occupied molecular orbital, HOMO) arasinda
elektron degisimi meydana gelir. Bu, molekiilden metale ya da metalden molekiile olabilir
(Sekil 8). Tiim bunlar kimyasal zenginlestirme mekanizmasini olusturarak Raman etkisi ile

sa¢ilmanin artigina sebebiyet verir (Cardona & Giintherodt, 1984).

LUMO <(- i')§

A
I
(iii)i (2)/ -’ E:

-

il1au3

HOMO £

Molekiil Metal

Sekil 8. Kimyasal zenginlestirmede tasvir edilen metal ile molekiiliin enerji seviyesi
diyagrami. Kesikli oklarla yiik transferi gosterilmistir (Pfukwa, 2016)’dan Tiirkge’ye
gevrilmistir.
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SERS temelli arastirmalarda en c¢ok kullanilan plazmonik soy metaller altin (Au),
gimiistiir (Ag). Gimiis nanopartikiiller biitiin goriinlir bolge spektrumunda (380-750 nm)
plazmon rezonans olusturarak giiclii SERS sinyali gelistirir. Fakat bu ilgi ¢ekici 6zelliklerine
ragmen yiiksek toksisite olusturmalar in vivo ¢alismalarda kullanimini zorlastirmistir. Altin
nanopartikiiller ise yiiksek biyouyumlulugu, toksisite oranin diistikliigii, kolay islenebilmesi,
kararl1 ve inert olmasi gibi avantajlart sebebiyle biyomedikal uygulamalarda en ¢ok kullanilan

SERS substrat1 olmustur (Ganesh et al., 2020; Shan et al., 2018; Zhong Xiao et al., 2010).

SERS; ¢ok kii¢iik miktarda analit ile ¢ok kisa siirede tespit yetenegi, suyun spektrumu
olduk¢a zayif oldugu igin biyolojik sivilarda kullanimi, kolayca hazirlanabilen 6rneklerin
tespiti, farklt komponentlerin ayni anda tespiti hatta baz1 durumlarda zenginlestirme faktorii
artirtlarak tiretilen alt taglarla tek molekiil tespitine bile izin veren bir tekniktir (Etchegoin & Le
Ru, 2008; K. Kneipp et al., 1997; Nie & Emory, 1997; Zrimsek et al., 2016). Bu sebepten dolay1
gida, kimya, yasam bilimleri, fizik, cevre, malzeme, adli bilimler, uzay, sanat dahil olmak {izere

¢ok ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir (Sekil 9-Sekil 10).

2400+
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200+

4]

Yayin Yili

Sekil 9. SERS ile yapilan arastirmalarin yillara gore degisimi (Web of Science (22.11.2022),
anahtar kelime SERS olarak taranmistir).
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Sekil 10. SERS ile yapilan aragtirmalarin alanlara gére degisimi (Web of Science
(22.11.2022), anahtar kelime SERS olarak taranmaistir).

SERS ile Yapilan Biyolojik Uygulamalar

Saglik alaninda ortaya ¢ikan sorunlar yeni teknolojilerin  kullanilmasini
gerektirmektedir. Hizli, yerinde, ucuz, kolay, hassas sensor sistemleri giiniimiizde oldugu gibi
gelecekte de en c¢ok ihtiyag duyacagimiz ve gelistirmek icin caba harcayacagimiz yapilar
olacaktir. Sensor sistemlerin en pratik olanlar (glikoz sensorii, gebelik test kitleri) halihazirda
kullanilmakta olup yeni nesil ekipmanlarla donatilmis sistemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu

sistemlere en biiyiik katki ve yarar1 saglayan SERS sistemleri biyogdriintiileme ve biyosensor
olarak kullanilmaktadir (Sekil 11).

SERS biyosensorleri, ilag izleme (Fu et al., 2014; Lorén et al., 2001; McLaughlin et al.,
2002; Vicario et al., 2015; Yan et al., 2009; L. Yang et al., 2015), hastalik ve patojen tespiti (F.
Chen et al., 2016; Driskell et al., 2010; C. Y. Liu et al., 2016; Negri et al., 2014; Norouz Dizaji
etal., 2021; Tripp et al., 2008; X. Wu et al., 2013, 2015), biyobelirteglerin tespitinde (Driskell
et al., 2008; M. Li, Cushing, et al., 2013; G. Wang et al., 2011; H. N. Wang et al., 2016; L. P.
Yeetal., 2014; W. Zhou et al., 2017), hiicre goriintiileme ve in vivo timor tespiti (Harmsen et
al., 2015; Z. Huang et al., 2016; Jokerst et al., 2012; Kang et al., 2015; J. Li et al., 2016;
Oseledchyk et al., 2017; Qian et al., 2008; S. Ye et al., 2017) gibi bircok alanda yapilan

caligmalar vardir ve hélihazirda devam etmektedir.
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Sekil 11. Biyomedikal uygulamalarda SERS ile farkli boyut ve morfolojide tiretilen SERS
platformlar1 (Z. Huang et al., 2019)’dan Tiirkge’ye gevrilmistir.

Yapilan tim bu c¢alismalardaki molekiillerin, SERS ile tespitinde iki 6nemli yol
kullanilmaktadir.

Etiketli SERS tespit yontemleri ve biyolojik uygulamalari

Etiketsiz SERS tespitinde, spektrum sayisinda artig ile anlamli ve verimli bilgiler
¢ikarmak zorlasir ve karmasik veriler ortaya ¢ikar. Ayrica bazi molekiillerin sinyalleri ¢ok zay1f
oldugu gibi bu molekiillerin diger molekiiller tarafindan kapatilma ihtimalide vardir. Ek olarak
SERS ile elde edilen spektrum bilgisi analitin varligi ile fiziksel veya kimyasal 6zelliklerini de
gosterir. Ornegin pH ve sicaklik gibi fiziksel ozellikler etiketsiz SERS tespit yontemleriyle
izlenemez. Bu durumda daha etkili bir tespit saglanmasi adina etiketli SERS tespit yontemleri
kullanilmistir (Zong et al., 2018). Etiketli tespit yontemi dolayli tespit yontemi olarak da
adlandirilir. Ana yap1 plazmonik malzeme, Raman raportdr molekiil ve hedef ligantlardan
olusur (Sekil 12). Nanoyildiz, nanogigek, nanokiip gibi yapilar ana yapinin morfolojisini
olusturabilir. Plazmonik malzeme olarak altin-giimiis kolloidal nanopargaciklar kullanilip
SERS sinyali de bu malzemeler tarafindan tiretilir (Shan et al., 2018). Burada kullanilan SERS
etiketleri, floresan etiketlere benzetilir. Fakat floresan etiketleri, SERS etiketlerinin sahip

oldugu 1s1kla agarmama, tek tip dalga boyu ile uyarilan molekiilde ¢ok yonlii bilgi, kizil6tesine
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yakin bolgede (near infrared reflactance, NIR) uyarilan molekiiliin diisiik otofloresans
olusturmasi gibi avantajlara sahip degildir (Zong et al., 2018). Etiketli tespitte en 6nemli nokta
yiiksek duyarlilik, 6zgiinlik ve segicilige sahip olan SERS etiketlerini {iretmek ve
tyilestirmektir. Bu sebeple SERS etiket yapisi her gegcen gin yeni bakis acilariyla

zenginlesmektedir.

Antikor tespiti * - Raman
‘*

., 2’ raportor
s -
t‘l*

o0
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® Gelen laze\r )-: E‘( S,ERSil .
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e X
ga® ©  Ba® YYYYY

|

SERS ile Etiketli Tespit

Sekil 12. Etiketli SERS tespit yontemi (Nguyen et al., 2017)’den Tiirk¢e’ye ¢evrilmistir.
SERS etiketlerinde kullanilan Raman raportorleri, kendine 6zgii bir Raman pikine sahip
olmali, degisen-karmasik hiicre i¢i ortaminda stabilitesini koruyabilmeli ve plazmonik
malzemelerle iyi derecede birlesme egilimine sahip olmalidir (Z. Wang et al., 2017). Bu
raportorlerin fonksiyonel gruplari tiyoller, izotiyosiyanatlar ve aminlerden olusur. Tablo 3
SERS i¢in kullanilan baz1 Raman raportorlerini gostermektedir.
Tablo 3. Raman raportor molekiilleri ve 6zellikleri (Shan et al., 2018)’den Tiirkge’ye
cevrilmistir.
Raman raportor molekiiller Ozellikleri
Malahit yesil Absorbsiyon dalga boyu 616 nm, floresan degil,
suda ¢ozintrligii zayif
Absorbsiyon dalga boyu 305 nm, floresan degil,

5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoik) (DTNB)
suda ¢Oziintirligi iyi

Rodamin 6G Floresan
Kristal viyole Ucuz
Metilen mavisi Ucuz, floresans degil
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SERS ile tespitte plazmonik yap1 ve Raman raportdr ne kadar iyi tasarlanirsa teshis o
derece hassas olacaktir. /n Vivo ve in vitro her iki uygulamada da kullanilan SERS etiketli tespit
yontemi i¢in daha hassas ve daha karali bir yap1 olusturmak amacryla literatiirde kabuk sistemi
Onerilmistir. Plazmonik nanoyapiy1 ve Raman raportér molekiilii bir katman halinde saracak
yap1 deabsorbsiyonu ortadan kaldirir, istikrarli SERS sinyalleri saglar ve hedef molekiile
entegrasyonu kolaylastirir (Shan et al., 2018). Antikorlar, polietilen glikol (PEG), polimerler,
silika ve biyolojik tiirev benzeri malzemeler bu etiketlerde koruyucu bir katman olusturmak
amaciyla kullanilmaktadir (M. Li et al., 2012, 2014; Truong et al., 2019; Wei et al., 2014; Xie
et al., 2008). Bu malzemeler kolayca elde edilebilir, ucuz, biyouyumlu ve hidrofilik
yapidadirlar (Mulvaney et al., 2003; Selvan et al., 2005). Etiketli SERS tespit yontemi, hiicre
goriintiileme, protein, DNA tespiti ve kanser teshisinde yaygin olarak uygulanmaktadir. Bu
teshiste siireklilik dezavantajlardan biridir ve 0Ozellikle kanserin teshisinde kullanilan
biyobelirtegler diisiik algilamayla sonuglanabilir. Ayn1 zamanda floresans boyalar-kuantum
noktalarla kiyaslandiginda boyutlar1 daha biiyiik oldugu icin hiicresel alimi etkileyerek algilama

ve teshis oranini diistirmektedir.

Cao ve ark., yaptig1 ¢alismada Ag nanoyapt Raman boyasi ile etiketlenmis, antikor
koruyucu kabuk ile hedef proteine 6zel yapi tasarlanarak protein tespiti yapilmistir (Cao et al.,
2003). Diger bir ¢alismada Ag yiizey tizerine DNA oligoniikleotitleri sabitlenmis, Raman
raportdr olan Rodamin tiirevleri kullanilarak kanser geni (BRCA1 ve BAX geni) tespiti
basariyla gosterilmistir (Vo-Dinh et al., 2002). Farelerde tiimor tespitini gostermek adina
yapilan diger calismada altin nanogubuklar SERS aktif molekiil ile etiketlenerek
gergeklestirilmis olup koruyucu kapsiil olarak PEG polimeri kullanilmigtir (Von Maltzahn et
al., 2009). Kneipp ve ark., altin nanopartikiilleri iki farkli SERS aktif molekiilii ile etiketleyerek
canli hiicreleri goriintiilemistir (J. Kneipp et al., 2009). Ag nanopartikiillerin kullanildig:
calismada ise yapt SERS noktaciklarla etiketlenerek antikor ile islevsellestirilmis, kanser
biyobelirtegleri tespit edilmistir (J. H. Kim et al., 2006). Prostat dokularindaki proteini tespit
etmek i¢in yapilan calismada Lutz ve ark., Ag nanopartikiilleri bir Raman molekiili ile
etiketlemistir. Antikor ile iglevli hale getirilen etiket, dokulardaki proteini saptamistir (Lutz et
al., 2008). Shi ve ark., yaptig1 dikkate deger ¢aligmalardan biri de Ag-Au nanopartikiiller
kullanilarak kolon kanser dokularinda ve Hela hiicrelerindeki telomeraz aktivitesinin

belirlenmesidir (M. Shi et al., 2016).

Etiketsiz SERS tespit yontemleri ve biyolojik uygulamalart
Ayni zamanda dogrudan tespit yontemi olarak da adlandirilan etiketsiz SERS tespit

sistemi, numuneyi direkt algilama ve tani yetenegi sundugu i¢in etiketli tespit yontemine gore
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iyi bir avantaja sahiptir (Zong et al., 2018). DNA ve bazlarinin, hiicresel bilesenlerin, protein
ve biyomolekiillerin, metabolitlerin tespitinde, hiicre tanimlama ve siiflandirmada (patojen,
kanser hiicreleri), hiicresel siireclerde (hiicre dongiisii, apoptoz siireci, farklilasma), canli
hiicrelerin tespitinde etiketsiz SERS tespit sisteminden yararlanilir (Langer et al., 2020) (Sekil
13).

SERS
Gelen lazer sinyalleri
O ® o \
\
C \“\ 8 { {
Efi - \\ \‘\-\ r /
. - ' \1; \\ /

7
l\_

& '! % &

SERS aktif substrat

Substrat yuzeymde
adsorbe edilen analitler
SERS ile Etiketsiz Tespit

Sekil 13. Etiketsiz SERS tespit yontemi (Nguyen et al., 2017)’den Tiirk¢e’ye gevrilmistir.

Bu yontemde 6zellikle glimiis, altin, kolloidal nanopartikiiller ve yari iletkenler tespiti
yapilmak istenen analitin, Raman sinyalini gelistirmek ve artirmak i¢in SERS sistemine entegre
edilmistir (Aroca et al., 2005). Mikro RNA; gen ekspresyon seviyesini diizenleyen ve birgok
hastaligin biyobelirtecinin tespitinde kullanilan RNA dizileridir. Ag kolloidal nanopartikiiller,
miRNA’lar ile hastalik biyobelirteglerinin tespitinde, tek zincirli RNA bazlarini belirlemede ve
Raman sinyal siddetini yiikseltmek amaciyla siklikla kullanilmistir (Lu & Lipson, 2010). Ag
kolloidal nanopartikiiller ile yapilan diger bir ¢alismada ise prostat kanseri olan kisilerin idrar
numunelerinden elde edilen RNA Orneklerinin prostat kanserini saptamada oldukga etkili

oldugu goriilmiistir (J. Wang et al., 2017).

Altin kolloidal nanopartikiillerin, biyouyumlulugu ve toksisite oraninin diisiik olmasi
hiicre bilesenlerini belirlemek igin yapilan ¢aligmalarda kullanilmalarini saglamistir. Nitekim
Kneipp ve ark., yaptig1 ¢alismada bu pargaciklarin boyutu, sekli, ylizey modifikasyonlar1 uygun
bir sekilde ayarlanarak kan beyin bariyeri gibi hiicre igerisinde bulunan bagisiklik
sistemlerinden kagabilecek bir yap1 ile yerinde teshis icin sadece o bdlgede etkinlik
gosterebilecek yapilar tiretilmistir (K. Kneipp et al., 1997). Kneipp ve ark., yaptigi baska bir
calismada belli bir boyutta (60 nm) altin kolloidal nanoparcaciklar sonikasyon yardimiyla

hiicresel alim1 (cellular uptake) gerceklestirilmis, Raman sinyal siddeti artirilarak HT29 kolon
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kanseri hiicre hatt1 kesitinde hiicre bilesen bilgisi, DNA ve fenilalanin bantlar1 belirlenmistir
(K. Kneipp et al., 2002). Burada simdiye kadar hiicre dis1 ortamda iiretilen partikiillerin
komponentle etkilesiminden bahsettik. Fakat, partikiillerin hiicre igerisinde iretilerek tespit
yeteneginin oldugu calismalarda halihazirda vardir. Bu c¢alismalarda indirgeyici ajanlarin
konumu ¢ogunlukla sitoplazma ve ¢ekirdek oldugu icin nanopartikiillerin biiyiik bir kismi1 da
burada toplanir. Ek olarak hiicre disinda iiretilen nanopargaciklardan alinan SERS sinyalleri ile
burada elde edilen SERS sinyalleri farklilik gosterir (Zong et al., 2018). Jarvis ve ark., Ag-Au
tuz ¢ozeltilerini hiicre igerisine ekleyerek dogal yoldan nanopartikiiller tiretmis ve bunlari
bakteri tespitinde kullanmustir (Jarvis et al., 2008). Norouz Dizaji ve ark. yaptig1 ¢alismada,
SERS platformu olarak altin nanorod ¢ubuklar ve kolloidal altin nanopartikiiller kullanarak
vankomisine direngli gram pozitif bakterileri tespit etmeye ¢alismiglardir. Sonuglar kemometrik
analizler yapilarak basariyla gosterilmistir (Norouz Dizaji et al., 2021). Vitol ve ark., yaptigi
diger bir ¢aligmada pasif algilama sistemlerinden farkli olarak Au nanoparcaciklar kapiler bir
nanopipet sistemine veya mikrofiber yiizeylere entegre edilerek ayni zaman diliminde enjekte
edilen ilaglarin metabolizmasi izlenmistir (Vitol et al., 2009). Diger bir ¢aligmada ise kapiler
nanopipet, karbon nanoelektrotlar ile modifiye edilerek altin nanoelektrot olusturulup canli
hiicrelerdeki DNA hasar1 basartyla tespit edilmistir. (J. Zhou et al., 2021)

Farkli kanser tiirlerini belirlemek icin Feng ve ark., yaptigi baska bir calismada Ag
nanopartikiiller ile kan plazmasi karistirilmis lazerin polarizasyonu kullanilarak mide kanseri
kolayca tespit edilmistir (Feng et al., 2011). Zhu ve ark., yaptig1 bir ¢alismada altin
nanopartikiiller meme kanseri hiicresinde biriktirilmis ve altin agregatlar1 gegirimli elektron
mikroskobu (transmission electron microscopy, TEM) ile gosterilmis, haritalama yapilarak
fenilalanin biyomolekiiliiniin sahip oldugu C-H band1 gosterilmistir (Zhu et al., 2013). Saglikli
hiicrelerden kanserli hiicreleri ayirt etmek i¢in de bazi ¢alismalar yapilmistir. Bu ¢aligmalarda
hiicre igerigine, niikleik asitler, proteinler, karbonhidrat ve lipit bantlarina bakilarak ayrim
gerceklestirilmistir. Haldavnekar ve ark., yaptigi plazmonik olmayan 3D ZnO yari iletken bir
substrat iretilerek kanserli- kanserli olmayan hiicre ayrimi, DNA-RNA-protein-lipit bant
lokasyonlarina bakilarak gergeklestirilmistir (Haldavnekar et al., 2018). Pal ve ark., yaptigi
diger bir calismada ise giimiis/cinko oksit/altin (Ag/ZnO/Au) 3D siiperhidrofobik hibrit yap1
olusturularak DNA tespiti saglanmistir (Pal et al., 2019). Kanserli-kanserli olmayan hiicre
ayrimi i¢in yapilan diger bir ¢alismada ¢ok kuyucuklu PDMS kalip ile altindan iiretilen
nanotabaka SERS substrati birlestirilerek hiicrelerin bu kuyucuklara kiltiirlenip nanoanten
yapilara baglanmasi saglanmistir. SERS 6l¢iimlerinin yapilmasi ile ayrim dogrulanmistir (Ren
et al., 2020).
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Ganesh ve ark., yaptig1 dikkat ¢ekici bir ¢alismada kuantum boyutunda yar1 iletken bir
prob {iretilerek kanserli hiicrelerin kanserli olmayanlardan ayrimi ile DNA modifikasyonunda
kritik rol oynayan kanser kok hiicrelerinin biyobelirteci olarak kullanilan iki genin
ekspresyonunun farkli kanser hiicrelerinde takip edilebilmesini saglamistir (Ganesh et al.,
2020). Ma ve ark., yaptig1 bir ¢alismada tibbi mantarlardan izole edilen anti inflamatuar bir
etkinlige sahip olan Cordycepin’in kanser hiicrelerinde apoptozu indiikledigi Ag
nanopartikiiller kullanilarak gosterilmistir (Ma et al., 2019). Baska bir c¢alismada silikon
nanosiitun (nanopillar) bir substrat {izerine biriktirilen Au-Ag ¢ekirdek kabuk (core-shell)
SERS alt tas1 tiretilmis ve yine DNA metilasyonunun iki farkli yolagi degerlendirilip
metillenmis DNA ile metillenmemis DNA tespiti yapilmistir (Abid Hasan et al., 2019).

Huefner ve ark., yaptig1 bir calismada Au nanopargaciklar, ¢cekirdege hedefli bir SERS
probuna doniistiiriilerek noronal hiicrelerin farklilasma potansiyeli degerlendirilmistir.
Cekirdekten alman bilgiler dogrultusunda DNA-RNA oranindaki artis ve proteinler
tanimlanarak farklilasma gosterilmistir (Huefner et al., 2013). Bu konu ile ilgili diger bir
calismada ise farelerin noronal kok hiicreleri tizerinde yapilmustir. ITO (indiyum kalay oksit)
kapli cam ile altin nanoyildizlar (nanostars) birlestirilerek olusturulan SERS platformu ile DNA
icerigindeki artis-azaliglara bakilarak protein miktar1 degerlendirilmis, farklilagma

kanitlanmistir (EI-Said et al., 2015).

SERS substratlari ile ilgili yapilan diger ¢alismalarda biyotaklitten yararlanilarak ar1 ve
sinek kanadina benzeyen yapilar olusturulmus ve bu substratlarin uygulama potansiyelleri
halihazirda devam etmektedir (He et al., 2017; G. C. Shi et al., 2018).

SERS Verilerin On Islenmesi

Ham veriler ile yapilan analizlerin, 6n islenen verilere kiyasla anlagilmasi zor ve daha
kisitl bilgi sundugu bilinen bir gercektir. Bu yiizden tiim veriler, istatistiksel olarak
degerlendirilmeden dnce bazi 6n isleme siireglerinden gecmesi gerekir. On isleme anlamsiz
varyasyonlari ortadan kaldirir ve giiriiltiiyii (spektrumda istenmeyen bozulma) azaltir(Y. Wu &
Chen, 2017). Ek olarak analizlerin giivenirliligini ve dogrulugunu artirarak hem arastirmaci
hem de algoritma tarafindan yorumlamay1 kolaylastirir (M. J. Baker et al., 2010;
Khanmohammadi et al., 2009; Siqueira & Lima, 2016). Boyutu diisiirerek ¢ok fazla sayidaki
verinin sebep oldugu karmasiklig1 da ortadan kaldirir. On isleme; taban diizeltmesi (baseline

correction), diizgiinlestirme (smooth) ve normalizasyon (normalization) dan olusur (Sekil 14).
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Sekil 14. Veri 6n isleme basamaklari.
SERS Verilerinin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

SERS ile yapilan ¢alismalarda elde edilen her bilesenin spektrum bilgisi, kemometrik
yontemler kullanilarak verilir. Kemo kimyasal bilesen, metrik 6lglim sistemleri demektir,
ikisinin birlestirilmesiyle ortaya ¢ikan kemometrik kavrami kimyasal bilesenlerin dlgiilebilmesi
anlamma gelir. Bu Ol¢im yontemleri, ¢ok degiskenli veri analizlerine (multivariate data
analysis, MVA) dayanir ve tek bir spektrum yerine tim SERS spektrumu kullanilir (Langer et
al., 2020). Cok degiskenli analiz yontemleri saglik, gida, kimya, ilag, sanat gibi bir¢ok alanda
kullanilmistir. Bu analizler ile kompleks ve karmasik SERS verilerinin boyutlar1 kiigiiltiilerek,
yorumlanir hale getirilir. Cok degiskenli analiz yontemleri gozetimsiz kemometrik yontemler

ve gozetimli kemometrik yontemler olmak tizere iki guruba ayrilir (Sekil 15).
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Kemometrik analizler

Gozetimsiz kemometrik analizler Gozetimli kemometrik analizler
LDA
Pca SIMCA
SVM

Sekil 15. Cok degiskenli kemometrik analizlerin sematik gosterimi.

Gozetimsiz Kemometrik Analizler

Gozetimsiz kememometrik analiz, 6rnekler arasindaki bilgileri kullanmadan kiimeleme
yapmayi1 amaglayan, veriler arasindaki baglantilari sunan ve ¢ok gesitli bilgiler igeren niteliksel
(kalitatif) bir yontemdir (Garg & Kalai, 2018). Bu yontem Veri setleri arasindaki benzerlikleri
bulmak, anlamak ve aykirt degerleri gérmek i¢in kullanilir (N. Liu et al., 2018). Calismalarda
en ¢ok kullanilan gbzetimsiz yontemler temel bilesen analizi (principal component analysis,

PCA) ve hiyerarsik kiimeleme analizidir (hierarchical cluster analysis, HCA).

Temel bilesen analizi (principal component analysis, PCA)

Binlerce satir ve siitundan olusan degiskenleri bulmak, yorumlamak ge¢miste oldugu
gibi simdi de arastirmalardaki en biiyiik problemlerden biridir. Bu problemi ortadan
kaldirabilmek amaciyla veri setlerinin boyutlarinin disiiriilmesi ve anlamli hale getirilmesinde
PCA en ¢ok kullanilan yontemlerdendir. PCA bir takim faktor analizine dayanan matematiksel
bir algoritmadir (Granato et al., 2018). Temel bilesenler analizinde veri setindeki Xx-y-z
eksenleri varyasyonu ifade eder ve puan grafigi (score plots) ile verilir. Puan grafikleri 2D puan
grafigi (two-dimensional scores plot), 3D puan grafigi (three-dimensional scores plot) seklinde
gosterilir. Burada ortaya ¢ikan skor degerleri en biiyiikten en kiigiige dogrudur. Skorlar PC1,
PC2, PC3 seklinde ifade edilir ve toplami1 veri setindeki ayrimin derecesini gostermektedir
(Sekil 16). Varyasyonun en yogun oldugu bant araliklar: yiikleme grafigi (loading plots) olarak
gosterilir (Naes et al., 2010). Her PC skorunun kendine 6zgii bir PC yiikleme grafigi bulunmakla

beraber bu skorlar kendi i¢inde ayrimin en yogun oldugu bandin, spektrum bilgisini verir.

23



++
a b S -
+ G}
¢ +i¢
+t, +4
+ + 14
A g + A 4
N o
o = LY
. 3 ‘ ]
o ++t++ + 4
O uh7R!
: e
HdHt
PC-1 PC-1 %50,35

Sekil 16. 2D boyutlu 6rnek PCA. Ayrimin olmadigi PCA grafigi (a), ayrimin net bir sekilde
gosterildigi PCA grafigi ve skorlar (Granato et al., 2018)’den Tiirkge’ye ¢evrilmistir.

Hiyerarsik kiimeleme analizi (hierarchical cluster analysis, HCA)

Diger Gozetimsiz yontemlerden biri de hiyerarsik kiimeleme analizidir. HCA, veri
setleri arasindaki hiyerarsiyi belirleyen ve ayni veri setlerinin kendi arasinda grup olusturup
olusturmadigini belirleyen bir tekniktir (I. Lee & Yang, 2009). Bu teknik ile gruplar arasindaki
benzerlik ve farkliliklar gosterilir (Sekil 17). Ward algoritmasi, analizde en ¢ok kullanilan
algoritmalardan biridir ve 6rnekler arasindaki uzakliklar, Oklid uzaklig1 degeri ile hesaplanur.
HCA analizinden 6nce PCA analizinin yapilmasi veri setleri arasindaki iligkiyi anlamak adina
yararli olabilir. Fakat 6zellikle 6rnekler arasinda benzerlik vurgulanmak isteniyorsa hiyerarsik

kiimeleme analizinin yapilmasi daha verimli olacaktir (Ozek, 2015).
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Sekil 17. Ornek HCA dendogrami. Gruplar aras1 mesafeleri gosteren farklilik (a) ve
benzerlikler (b) (Granato et al., 2018)’den Tiirk¢e’ye ¢evrilmistir.

Gozetimli Kemometrik Analizler
Gozetimli kemometrik analiz, 6rnek bilgilerinin kullanilarak siniflandirmanin yapildigi
nicel (kantitatif) bir yontemdir (Racz et al., 2018). Segilen test 6rneklerinin bilinen gruplardan
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birinde siniflandirmasini saglar. Gézetimli yontemler modelleme ve siif ayrimi1 yontemlerine
dayanir (Rohman & Windarsih, 2020). Bu yontemlerden LDA ve SVM smiflandirmaya
dayanirken SIMCA modellemeye dayanmaktadir.

Lineer diskriminant analizi (linear discriminant analysis, LDA)

R. Fischer tarafindan onerilen LDA, ornek gruplari arasindaki mesafeyi artirmaya
yonelik bir tekniktir (Xanthopoulos et al., 2013). Gozetimsiz analiz tekniklerinden PCA ile
benzer yonleri bulunmaktadir. Ancak PCA tiim verileri kullanarak en biiylik varyasyonu

hesaplarken LDA iki grup arasindaki varyasyonu hesaplar (Martinez & Kak, 2001).

LDA gruplar arast ayrimin grup i¢i ayrima oranimi artirarak smiflandirmayi en iist
diizeye cikarir (Pan et al., 2014; Tharwat et al., 2017). [lk adimda farkli 6rnek gruplart
arasindaki mesafeyi hesaplar, ikinci adimda her grubun kendi icerisindeki varyansin ortalamasi
ile o grubun ornekleri arasindaki mesafeyi hesaplar, tiglincii adimda gruplar arasi varyansi en
iist diizeye ¢ikararak grup i¢i varyansi en alt diizeye indirir ve diisiik boyutlu bir grafik
olusturulmasini saglar (Tharwat et al., 2017).

Swnif analojisiyle yumugsak bagimsiz modelleme (soft independent modeling of class
analogies, SIMCA)

Wold tarafindan ilk kez duyurulan sinif modelleme yontemi, SIMCA, en ¢ok kullanilan
popiiler modelleme ydntemlerinden biridir (WOLD & SIOSTROM, 1977). SIMCA 6rnek
gruplart i¢in ayr1 ayri PCA olusturularak yapilan, kiimelemenin olmadigi bir temel bilesen
analizidir. Onceden tanimlanmis 6rnek gruplarindan bir egitim seti segilir ve bu egitim setlerine
PCA uygulanir (Racz et al., 2018). Bu analizde segilen egitim setinin, olusturulan hedef sinifa
ait olup olmadig belirlenir. iki onemli grafik vardir. Bunlardan biri modellerin birbirlerine olan
mesafelerin gosterildigi siitun grafigi, digeri ise birbirine dik ¢izgilerden olusan Ornek

mesafesinin ve test drneklerinin gosterildigi skor grafigidir (Pomerantsev & Rodionova, 2020).

Destek vektor makinesi (support vector machine, SVM)

Ik olarak Vapnik ve ark., tarafindan kullanilan ve kullanimindan giiniimiize kadar ¢ok
farkli alanlarda, diger analizlerin birgogundan daha avantajli, daha dogru sonuglar veren ¢ok
yonlii bir siniflandirma yontemidir (Andrew, 2001; Sain & Vapnik, 1996). Karmasik verileri
anlamli hale getiren SVM, yliz belirleme, sahte kartlar1 belirleme, el yazisini algilama gibi
bircok alanda kullanilmakta ve biyolojik caligmalarda da oldukga genis bir kullanim alanina
sahiptir (Aruna, 2011; Noble, 2004). Kullanim alaninin artisiyla popiiler hala gelen analiz, X-y
diizleminde spektral bilgi 1s18inda smiflandirma gerceklestirir (Riiping, 2010). Diger

smiflandirma ydntemleri en iyi ayrimi bulmaya yoneliktir. Fakat, SVM hem ayrimi hem de
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birbirine en ¢ok benzeyen 6rnekleri bulmasi bakimindan dikkat ¢ekicidir. SVM analizinin daha

iyi anlamlandirilmasi adina g¢aligma prensibi Sekil 18’de 6zetlenmistir.

Veri Seti Toplama ve Alma

Egitim seti olusturma

.

SVM

WV

Analiz Sonuclari

~~

Test seti olusturma

~~

Analiz sonuglari

Sekil 18. SVM analizinin 6nceden belirlenmis deney gruplarina uygulanma siireci. Test
ornekleri, 6rnek gruplar arasindan rastgele secilmistir. (Y. Yang et al., 2015)’den 6rnek

alinarak tasarlanmistir.

26



MATERYAL VE METOT

Kullanilan Hiicreler

Literatiirde yaslanma ile ilgili ¢alismalarda en ¢ok kullanilan hiicre hatt1 olmasi
sebebiyle MRC 5 ile akciger kanserinde en ¢ok goriilen hiicre hattt A549, kullanilmistir. Ayrica
yine meme kanserinde en ¢ok goriilen hiicre hattt MCF 7 ve onun saglikli eslenegi MCF 10A
hiicre hatt1 kullanilmistir. Bu kapsamda Tablo 4 tez kapsaminda kullanilan hiicre hatlarimi

gostermektedir.

Tablo 4. Tez kapsaminda kullanilan hiicreler.

Hiicre adi Tipi Kokeni ATCC Kodu Pasaj numarasi
A549 Kanserli akciger Epitel ATCC CCL-185 P6
A549 Kanserli akciger Epitel ATCC CCL-185 P14
A549 Kanserli akciger Epitel ATCC CCL-185 P28

MRC 5 Saglikli akciger Fibroblast ATCC CCL-171 P27
MRC 5 Saglikli akciger Fibroblast ATCC CCL-171 P33
MRC 5 Saglikli akciger Fibroblast ATCC CCL-171 P41
MCF 7 Kanserli meme Epitel ATCC HTB-22 P16
MCF 7 Kanserli meme Epitel ATCC HTB-22 P28
MCF 7 Kanserli meme Epitel ATCC HTB-22 P33

MCF 10A Saglikli meme Epitel ATCC CRL-10317 P11

MCF 10A Saglikli meme Epitel ATCC CRL-10317 P17

MCF 10A Saglikli meme Epitel ATCC CRL-10317 P22

Kullanilan Kimyasallar

Tablo 5. Tez kapsaminda kullanilan kimyasallar.

Kimyasal Firma
Aseton MERCK
Dimetilsiilfoksit (DMSO) (BioReagent) MERCK
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) EcoTech
DMEM/F12 (Dulbecco's Modified Eagle Gibco
Medium/Nutrient Mixture F-12)
Etanol %96 (C,HsOH) Sigma-Aldrich
Epidermal biiyiime faktorii (EGF) Sigma-Aldrich
FBS (Fetal Sigir Serumu) Sigma-Aldrich
Horse (At) Serum Gibco
Hidrokortizon Sigma-Aldrich
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Tablo 5. (devami)
Insiilin
Kolera Toksin
L-Glutamin
PBS (Tampon)
Penisilin/Streptomisin
RPMI 1640
Tripsin —EDTA
N2 gazi

Kullamilan Materyal ve Cihazlar

Tablo 6. Tez kapsaminda kullanilan materyaller.
Materyal
T-25 ve T-75’1ik Flask
15 ve 50 mL’lik Santrifiij Tiipi

10, 100 ve 1000 pl’lik Pipet Uglari
15 ve 50 mL'lik Falkon Tiipler
Kriyo Tiip
2 mL’lik Mikrofiij Tiip

Mr. Frosty™ Freezing Container

Tablo 7. Tez kapsaminda kullanilan cihazlar.
Cihaz

Steril Kabin

Buzdolab1 (+4 °C ve -20 °C)
Ceker Ocak

Derin Dondurucu (-80 °C)
Distile Su Uretme Cihaz
Etiv
CO’li Inkiibator

Invert Mikroskop
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Sigma-Aldrich
MERCK
Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
EcoTech
Sigma-Aldrich

Firma
Isolab

Isolab
Isolab
Isolab
Isolab
Isolab

Thermo ScientificT™

Firma
ESCO Class 11 BSC
Arcelik
Tolkim

Nuaire
Milipore Direct-Q8UV
Memmert
Nuaire

Zeiss



Tablo 7. (devami)

Otoklav Cihaz1 Hirayama
Santrifiij Hettich
Su Banyosu Memmert
Sivi Azot Tanki Taylor-Wharton LS750
UV- VIS Spektrofotometre Beckman Coulter
Ultrasonik su banyosu Isolab
SEM (Taramali elektron mikroskobu) Zeiss
Raman Spektroskopisi WITec alpha300 R
PVD Kaplama Cihazi NANOVAK HV
Plazma Cihazi SENTECH

GNA Platformlariin Uretimi

Bu tez ¢alismasinda kullanilacak olan GNA yiizeyler, Dr. Yilmaz’in doktora tezi ve
yayinlarinda yer verdigi tekniklere benzer olarak iretilmistir (Yilmaz, 2014)(Yilmaz et al.,
2014). Kisaca ozetlemek gerekirse BK7 cam yiizeyler 2.5 x 2.5 cm? ebatinda kesilmistir.
Yeterince sabunlu su ile sonike edilen cam yiizeyler 10’ar dakika siire ile sirasiyla deiyonize
su, aseton ve etanol ile sonikasyon esliginde temizlenmistir. Kirlilikleri ortadan kaldirmak
amaciyla yapilan tiim bu islemler titizlikle siirdiiriilmelidir. Buradaki kiigiik bir kirliligin bile
zenginlestirme faktoriinii etkileyecegi ve Raman sinyallerinin 6l¢limii sirasinda yiiksek giiriiltii
dedigimiz anlamsiz spektrumlara sebep olacagi unutulmamalidir. Cam yiizeyler kaplama
islemine kadar etanol ¢ozeltisi iginde bekletilmistir. Yiizeyler etanolden ¢ikartiimis ve kurumasi
icin Nz gazina maruz birakilmigtir. Cam slaytlar {izerindeki organik kirleticilerden
uzaklastirmak i¢in 30 dakika boyunca 100 W oksijen plazmasi vakum altinda bekletilmistir.
Plazma sisteminden alinan cam yiizeylerin, iizerlerinin tekrar kirlenmesini engellemek

amaciyla hizli bir sekilde altin kaplama aparatina yerlestirilmistir (Sekil 19).
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Sekil 19. GNA yiizeylerin hazirlanmasinda kullanilan (a) plazma cihazi ve (b) PVD cihazi
(YUTAM, 2022).

Tez caligmasi kapsaminda kullanilan altin yiizeyler PVD teknigiyle iiretilmistir. Bu
teknikte tungsten pota, %99,9 safliktaki altinin eritilerek buhar fazina gecisi igin gereklidir.
Cam slaytlara buhar fazina gegen altin atomlarini biriktirmek i¢in egik ac1 biriktirme (OAD)
metodu kullanilmigtir (Sekil 20). Bu metod ayni zamanda anizotropik yapida ii¢ boyutlu (3D)
altin nanogubuklarin olusumunu da saglamistir. Burada biriktirme agisin1 ayarlamak igin basit
ve ev yapimi bir ekipman kullanilmistir. Kaplama 10° biriktirme agis1 (o), buhar basmer 10

Torr, biriktirme hiz1 0.1 A/sn kosullarinda yapilmustir.
Aky

Geleneksel buhar %\
biriktirme la e __Egik agi biriktirme (OAD)

l Alttas

Sekil 20. Ince filmlerin OAD yaklasimu ile iiretimi (a: buhar agis1, = nanogubugun egim
acis1) (Cinar Bam, 2017).

Ek olarak tretilen GNA SERS platformunun karakterizasyonu Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM) ile yapilmigs olup, plazmonik o&zelliklerini belirlemek ig¢in UV-vis

absorpsiyon spektroskopisi kullanilmistir.

Hiicrelerin Cozdiiriilmesi ve Pasajlanmasi

Calismaya baslamadan 6nce Sinif 11 tip steril kabin 15 dakika UV lamba ile steril edilip
daha sonra yiizey %70 etanol ile silinmistir. Ayrica kullanilacak tim malzemeler yine %70

etanol ile silinerek kabine alinmistir.
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Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Tablo 8. Tez kapsaminda hazirlanan besiyerleri.
Hazirlanmak istenen besiyeri miktarinin %10°u
kadar FBS, %1°i kadar penisilin/streptomisin ve
DMEM/RPMI-1640 Besiyeri %1°1 kadar L-Glutamin bazal DMEM/RPMI-
1640 besiyeri igerisine eklenerek hazirlanmis ve
+4 °C’de muhafaza edilmistir.
Hazirlanmak istenen besiyeri miktarinin %5°1
kadar Horse Serum, %11 kadar
penisilin/streptomisin, %1°i kadar L-Glutamin,
DMEM/F12 Besiyeri 0.1 pg/mL kolera toksin, 10 pg/mL insiilin,
0.5 pg/mL hidrokortizon bazal DMEM/F12
besiyeri icerisine eklenerek hazirlanmis ve +4

°C’de muhafaza edilmistir.
Hazirlanan besiyerleri (Tablo 8) ile stok besiyerleri +4 °C’de muhafaza edilmistir.
Hiicreler ¢ozdiiriilmeden Once hazirlanan besiyerleri ve tripsin (-20 °C’de ise ¢6ziilmesi igin
daha fazla bekletilmelidir) 37 °C’de 10 dakika su banyosunda 1sitilmistir. Burada amag hiicreye
biliylime sartlarindaki sicaklii sunmak, strese sokmadan biiylimelerini saglamaktir. Ayrica su
banyosu icerisinde besiyerleri bekletilmemeli, fazla 1sinan besiyeri icindeki bilesenlerin

aktivitesinin diistiigli unutulmamalidir.

Hiicrelerin Kiiltiire Alinmasi

Tez calismasi kapsaminda Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma
Merkezinden (DAY TAM) temin edilen insan saglikli ve kanserli akciger hiicre hatti1 (A549 ve
MRC 5) ile insan saglikli ve kanserli meme hiicre hatlart (MCF 7 ve MCF 10A) kullanilmistir.

Tiim hiicre hatlar1 ayn1 prosediir izlenerek biiytitiilmiistiir. Hiicreler:

» -196°C sicakligindaki sivi azottan aliarak Mr. Frosty™ Freezing Container igerisinde

-20°C sicakligindaki buzdolabina koyulmustur.

» -20°C’den alinan hiicreler dondurma ajani olarak kullanilan DMSO’yu ortamdan
uzaklastirmak amaciyla Tablo 8’te tarif edildigi gibi hazirlanan 3 ml besiyeri i¢eren
falkon igerisine alinmustir.

» 1.500 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildiktan sonra siipernatant atilmis, hiicre pelleti 1 ml

besiyeri igerisinde dagitilmistir.

» Dagitilan hiicreler dnceden 4 ml besiyeri koyularak 37 °C’de, %90 nem ve %5 CO2

igeren etiivde bekletilen T-25 flaska nazikge aktarilarak kiiltiirlenmistir.
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» Kiiltiir ortamindaki hiicre yogunlugu ters mikroskopla izlenerek flask yiizeyi %70-80
doluluga ulasincaya kadar her 2-3 giinde bir, hiicrelerin besiyeri degistirilmistir.

» Flask yiizeyi %70-80 doluluga ulasinca pasajlama ya da dondurma islemlerine
gecilmistir.

Hiicrelerin Pasajlanmasi

Flaskta kiiltiirlenen hiicreler belirli bir yogunluga ulasinca yiizeyde hiicrelerin uzayip
bliyliyecegi alan kalmaz. Hiicreler biiyiiyemeyecegi i¢in 6liim baslar. Bu ylizden hiicrelerin
boliinlip sayilar1 azaltilarak baska bir kaba ekilmesi gerekir. Bu islem pasajlama olarak
adlandirilir. Pasajlama ile hiicrelerin strese girip koful olugturmasi 6nlenir. Ayrica besiyerinin
renginin hafif sarimtirak renge doniismesi de hiicrenin pasajlanmas1 gerektigini gosteren bir
unsurdur. Bu kapsamda pasajlanarak biiyiitiilen hiicrelerin mikroskop goriintiileri Sekil 21°de

verilmektedir, yapilan iglemler ise sdyle 6zetlenebilir;

» Flasktaki besiyeri uzaklagtirilir.

» Daha sonra flask ylizeyini tamamen kaplamasma dikkat edilerek 2-3 ml DPBS
(Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) ile yikama yapilir.

» Yikama soliisyonu uzaklastirildiktan sonra tripsin/EDTA ¢o6zeltisi eklenir. Tripsinin
miktart ve uygulama siiresi, hiicrenin tipine ve kiiltiirlenen kaba gore degisiklik
gostermektedir. A549 hiicre hatt1 i¢in 2 dakika, MCF 7 hiicre hatti igin 8 dakika, MRC
5 hiicre hatt1 i¢in 10 dakika ve MCF 10A hiicre hatti i¢in 10 dakika 37 °C’de tripsine
maruz birakilmistir. Burada dikkat edilecek nokta tripsinle muamele yaparken
inkiibasyonu kesmemek ve zamani dikkatlice kontrol etmektir. Zira, hiicrelerin tripsinle
fazla muamele olmas1 onlari 6ldiirebilir ve morfolojik degisime neden olabilmektedir.

» Kullanilan tripsin miktarinin en az 3 kati kadar besiyeri, tripsini inhibe etmek i¢in flaska

eklenir ve hiicreler 15 ml’lik falkon tiiplere alinir.

» Etiketlenen 15 mI’lik falkonlar 1.500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilir.
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» Siipernatanti alinan hiicreler 1 ml besiyerinde dagitilip, Thoma lami1 kullanilarak sayilir.
» Kullanilmayan hiicreler, dondurma (freezing) besiyeri hazirlanarak (%7 DMSO,
hiicreye ait besiyeri) 1.7-1.8 ml’lik kriyo tiiplere aktarilir. Daha sonra kriyo tiipler -
20°C’de Mr. Frosty™ Freezing Container’da 30 dakika boyunca bekletildikten sonra -
80°C’de bir gece birakilir. Ardindan daha uzun siire muhafaza edilmesi amaciyla

hiicreler s1v1 azot tankina aktarilir.

)

Sekil 21. Farkli pasaj numaralarina sahip dort farkl hiicre hattinin mikroskop goriintiileri
(Olgek gubugu: 20 pm).

Farkli Pasaj Numaralarindaki Hiicrelerden SERS sinyallerinin eldesi ve islenmesi

SERS deneyleri i¢in kullanilacak hiicreler santrifiij yapildiktan sonra {ist faz alinarak

altta kalan pellet 200 pl saf su ile yeniden siispanse edilmistir. Her hiicre hattindan 5 ul alinarak
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GNA yiizey iizerine damlatilmis ve ¢eker ocak igerisinde kurumaya birakilmistir. Uretilen bos

GNA, damlatilan ve kuruyan hiicrelerin goriintiisii Sekil 22’de gosterilmektedir.

nk‘ % ‘ ¢ A‘ o j..'." I T e oo

Sekil 22. Bos GNA SERS substrati (a), GNA yiizey lizerindeki damlatilan ve kuruyan
hiicrelerin goriiniimii (b).

Raman spektrumlari, 785 nm lazer kaynagi kullanilarak WITEC alpha 300R Mikro
Raman Mikroskopi sistemi kullanilarak elde edilmistir (Sekil 23). Spektral aralik 2000-200 cm”
! olarak ayarlanmis ve x50 objektif kullanilmistir. Uygulama siiresi 5 s ve lazer giicii 10 mW
olarak ayarlanmistir. Farkli pasaj numaralarinda kanser ve saglikli hiicrelere ait Raman
spektrumlari, calisilan her hiicre hatti i¢in haritalama yontemi kullanilarak elde edilmistir. GNA
substrat1 lizerinde bulunan hiicre gruplar1 10X biiylitme objektif ile genel olarak bulunduktan
sonra, 50X objektif ile haritalama yapilacak hiicreler tek tek belirlenmis ve Raman sinyalleri
haritalama yontemi ile toplanmistir. Haritalama yontemi ile hiicrelerin tamami X-y yoniinde
taranmig ve haritalanan alandan 2 boélge segilerek her bolgenin ortalama spektrumlari elde

edilmistir.

Sekil 23. Raman Spektroskopisi (WITec alpha300R), DAYTAM, Atatiirk Universitesi.
Uygulanan giicii ve siiresini gosteren monitér, CCD, lazer kaynaklari (532 nm ve 785 nm) (a),
10X, 50X, 100X konfokal objektif ve sistemin bagli oldugu bilgisayar (b).
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SERS Spektrumlara Spektral Onciil islemler, Kemometrik Analizler, Kalitatif ve
Kantitatif Spektral Analizlerin Uygulanmasi

Spektral Onciil-islemler
Elde edilen spektrumlara temel- diizeltme (baseline correction), diizgiinlestirme
(smoothing) ve normalizasyon (normalization) islemleri OPUS 5.5 (OPUS, Bruker Optics,

Ettlingen, Almanya) yazilimi ile sagida belirtilen parametreler kullanilarak gerceklestirilmistir.
» Temel-diizeltme islemi: Rubberband correction, baseline points 64
» Diizgiinlestirme: Number of smoothing points 15
» Normallestirme: Min-max normalization

Kemometrik Analizler

SERS ile yapilan ¢alismalarda temel darbogaz, analitin karmasikligr arttik¢a verilerin
yorumlanmasi ve analizin zorlagmasidir. Ayrica verilerin arastirmaci tarafindan yorumlanmasi
slireyi uzatmakta ve hata oranini artirmaktadir. Tiim bu zorluklar1 agmak ve pratik hale getirmek

icin ¢ok degiskenli analiz sistemleri kullanilmaya baslanmistir.

Bu tez kapsaminda hiicre gibi karmasik ve yorumunun giic oldugu bir sistemle
calisildigr igin ¢ok degiskenli analiz yontemleri kullanilmis ve bu baglamda bir dizi analiz

gerceklestirilmistir.

Gozetimsiz kemometrik analizler

Farkl1 pasaj numaralaria sahip hiicre hatlarinin SERS ile tespitini saglamak amaciyla
Unscrambler 10.4 yazilimi kullanilarak sirasiyla PCA, HCA gergeklestirilmistir. Bu analizler
i¢in; 2000-200 cm™ araliginda 6n-isleme asamalarindan gegmis spektrumlar kullanilmustir.
PCA’da tam ¢apraz dogrulama (full cross-validation) metodu kullanilmis olup sonuglar skor ve
yiikleme grafikleri olarak sunulmustur. HCA sonuglar1 ise dendrogram grafigi seklinde

gosterilmistir.

Gozetimli kemometrik analizler

PCA-HCA’da elde edilen sonuglara gore SERS platformunun, farkli pasaj numaralarina
sahip hiicre hatlarindaki ayrimin etkinligini belirlemek amaciyla 2000-200 cm™ spektral
aralikta Onceden islenmis spektrumlara dogrusal gozetimli LDA, SIMCA ve SVM
simiflandirma yontemleri uygulanmistir. Bu analizler i¢in de Unscrambler 10.4 yazilimi

kullanilmistir.

Tiim gozetimli kemometrik analizler i¢in ilk olarak egitim setleri ve bu setlere dayali
siniflandirma modelleri olusturulmustur. Sirasiyla LDA farkli pasaj numaralarina sahip her

ornekten, PCA egitim seti olusturulup tek bir PCA egitim modeli elde edilerek yapilmistir

35



(Ornegin A549 hiicre hatt1 i¢in olusturulan egitim seti sdyledir: P6 training (egitim)-P14
training-P28 training). SIMCA’da da tipki LDA gibi elde edilen PCA sonuglarina gore her
hiicre hattinin ii¢ farkli pasajindan PCA egitim seti olusturulmustur. LDA’dan farkli olarak
SIMCA’da bu PCA egitim setlerinin her biri i¢in PCA uygulanmis ve ii¢ PCA egitim modeli
elde edilmistir (Ornegin A549 hiicre hatt1 i¢in olusturulan ii¢ PCA egitim modeli sdyledir: P6
PCA modeli -P14 PCA modeli -P28 PCA modeli). SVM siniflandirma yonteminde ise yine bir
egitim seti olusturulmustur ve dogrusal metod segilerek SVM modelleri elde edilmistir.
Modeller olusturulduktan sonra, her hiicre hatti i¢in pasaj numarasi1 bilinmeyen Ornekler
arasindan rastgele iki test seti se¢ilmis ve bu test seti olusturulan PCA egitim setinin disinda
tutulmustur. Daha sonra test Orneklerinin, Kendi siif modellerinde dogru bir sekilde
siiflandirilip siniflandirilmadigint belirlemek icin LDA, SIMCA ve SVM siniflandirmasi

uygulanmustir.

Kalitatif ve Kantitatif Spektral Analizler

Farklilasmanin en yogun oldugu bantlara (PC yiikleme (loading) grafikleri), pikin hangi
noktada oldugunu belirlemek amaciyla OriginPro 2022 programi kullanilarak pik assignment
(noktasal tahsis, atama) yapilmigtir. Programda pik analizi (peak analyzer) kismindan pikleri
bulma (find peaks) segenegi secilerek temel-diizeltme (baseline) sifir olarak ayarlanmistir.
Ardindan pikin sinyal siddeti (by height value) otamatik olarak segilerek nihai asama olan pik
assignment degerleri elde edilmistir. Ayrica her hiicre hattinin pasaj numarasindan elde edilen
20 spektrumun ortalamast OPUS 5.5 yazilimi kullanilarak alinmistir. Bu ortalama spektrumlar
icin pik assignment degerleri yine ayni prosediir izlenerek gerceklestirilmistir. Daha sonra
atamalara karsilik gelen bantlarin hangi biyomolekiile ait oldugu literatiirden arastirilarak

sunulmus olup bu piklerin replikatif yaslanma iligkisi degerlendirilmistir.

Istatistiksel Analizler

Elde edilen verilerin, biyomolekiiler degisimini niceliksel olarak belirlemek ve
anlamliligini tespit etmek amaciyla OriginPro 2022 istatistiksel analiz programi kullanilarak
tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) yapilmistir. Veriler ortalama+SEM alinarak

verilmis olup *p<0,05 olarak gdsterilmistir.

Tiim bu deney siireci ve yapilan analizler kabaca Sekil 24’te 6zetlenmektedir.
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Kemometrik Analizler

Altin Nanogubuk Dizinlerin Uretimi (GNA)
Sekil 24. GNA SERS platformunun liretimi, pasaj sayisina bagli olarak yaslanan hiicreler,
hiicrelerin SERS sistemi ile birlestirilerek sinyallerin elde edilmesi ve yapilan kemometrik

analizler.
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ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

GNA Platformlarinin Uretimi

Anizotropik yapiya sahip GNA yiizey, cam slaytlar lizerine altinin OAD yoOntemi ve
PVD tekniginin kullanilmas: ile dretilmistir. Bu yapiya ait SEM goriintiileri Sekil 25°te
sunulmustur. Onceki calismalarda biriktirme agis1 (o)) degistirilerek farkli egim acisina sahip
GNA yiizeyler tretilmistir (Yilmaz et al., 2014). Bu c¢alismada biriktirme agis1 10° olarak
ayarlandiginda paketlenmis ve bir yone dogru yonelen altin nanogubuk dizinlerin elde edildigi
goriilmistiir. Nanogubuklarin birim alandaki miktar: ImageJ yazilimi kullanilarak hesaplanmis
ve 3,9 x 108 nanogubuk / cm? olarak bulunmustur. Ayrica nanogubuklarm ¢aplarinin 100-200
nm araliginda, ortalama 140 nm oldugu hesaplanmistir. Bu platform 1D ve 2D benzer yapilara
kiyasla ¢ok sayida avantaj saglamistir. Bu avantajlardan bazilari; yapimin 3D olmasi, yilizey
alanindaki artis sebebiyle de analit molekiiliiniin kolayca yakalanabiliyor olmasidir. Diger bir

avantaj ise platformun ug¢-fokuslanma (tip-focusing) ve nano-anten etkilerinin (hano-antenna

effect) elektromanyetik zenginlestirmeyi olusturabilmesidir (Yilmaz et al., 2014)(Yilmaz,
2019).

SEM ile karekterizasyon islemleri yapilan GNA platformunun, ylizey plazmon
ozellikleri UV-vis absorpsiyon spektroskopisi kullanilarak 6lgtilmistiir (Sekil 26). Elde edilen
spektrum 400-600 nm arasinda genis bir absorpsiyon pikine sahiptir. Bu pikin, nanogubuklarin
u¢ kismina gelen 15181n sogrulmasindan kaynakli olabilecegi literatiirde belirtilmistir (Z. Huang
et al., 2016; Yilmaz, 2019; Yilmaz et al., 2014, 2015, 2020).
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Sekil 26. GNA SERS substrati i¢in UV-vis absorpsiyon spektrumu.

Uretilen substratin morfolojik ve plazmonik 6zellikleri belirlendikten sonra
elektromanyetik zenginlesmenin varligini kanitlamak adina birtakim analizler yapilmistir. Bu
kapsamda biriktirme agis1 o= 10° olan nanogubuk yapilarin, 1s18in farkli yon ve agisina gore
elipsometrik parametrelerdeki degisimine bakilmistir. Parametrelerdeki degisimler, hassas bir
SERS substrati iiretildigini belgeler niteliktedir (Yilmaz et al., 2015, 2020). Ayrica, iiretilen
altin nanogubuk yapilarin uglarinin, SERS etkisi igin sicak nokta olusumunda etkili oldugu
belirlenmistir. GNA anizotropik yapi, izotropik yapiya gore yliksek oranda SPR olusturmustur.
Bu olusumun elektromanyetik zenginlestirmeyi etkileyerek SERS etkisini sagladigi agikca
gorilmistiir (Yilmaz, 2019). Bu baglamda tez arastirmasinda o= 10° ayarlanarak tiretilen GNA

anizotropik yapilarin kullanilmasina karar verilmistir.

Farkh Pasaj Numaralarina Sahip Hiicrelerden SERS Sinyallerinin Alinmasi

Farkli pasaj numaralarinda kanser ve saglikli hiicrelere ait Raman spektrumlari;
hiicrelerin tamami x-y yoniinde haritalama yontemi kullanilarak taranmis ve haritalanan
alandan iki ayr1 bolge secilerek her bolgenin ortalama spektrumlart alinmasi ile elde edilmistir.
GNA substrat1 ilizerinde bulunan hiicre gruplar1 10X biiylitme objektif ile genel olarak
bulunduktan sonra, 50X objektif ile haritalama yapilacak tek tek hiicreler belirlenmis ve Raman
sinyalleri toplanmistir. A549 akciger kanser hiicre hattinin, 6. pasaji i¢in haritalamas1 yapilan

tek hiicreye ait 50X objektifteki mikroskop goriintiisii Sekil 27a’da, hiicrenin SERS haritas1
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Sekil 27b’de ve Sekil 27b’de + isaretine karsilik gelen hiicre spektrumu Sekil 27c¢’de
gosterilmektedir. A549 hiicresinde 14.ve 28. pasajlar i¢in elde edilen veriler Sekil 28-Sekil
29’da verilmektedir. Haritalama verilerinde altin rengine benzer parlayan alanlar sinyal
siddetinin yiiksek oldugu yerleri, koyu kisimlar ise siddetin diisiik oldugu yerleri ifade
etmektedir (Sekil 27b-Sekil 29b). Her hiicre hatt1 igin elde edilen temsili veriler, Sekil 27¢-Sekil
29¢’de goriilecegi lizere ¢ok sayida spesifik bant igermektedir. Bu bantlarin analizi uzun zaman
ve uzmanlik gerektirmektedir. Bu sebeple analizlerin hem zaman hem de uzmanlik agisindan

etkinligini arttirmak icin ¢ok degiskenli kemometrik analizlere gereksinim duyulmustur.
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Sekil 27. A549 P6 hiicre hattinin GNA yiizeyler iizerinde SERS haritalamas1 ve 886 cm™ piki
icin elde edilen haritalama verileri (P6, P: pasaj numarasini géstermektedir). (a) Hiicrelerin
GNA iizerinde optik mikroskop goriintiileri, (b) secilen alanda (mavi dikdortgen bolge)
belirtilen pik dagilim haritas1 ve(c) b’de segilen bolgede alinan SERS spektrumu.
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Sekil 28. A549 P14 hiicre hattinin GNA yiizeyler iizerinde SERS haritalamasi ve 1.225 cm™
piki i¢in elde edilen haritalama verileri (P14, P: pasaj numarasini gostermektedir). (2)
Hiicrelerin GNA {iizerinde optik mikroskop goriintiileri, (b) secilen alanda (mavi dikdortgen
bolge) belirtilen pik dagilim haritasi ve (c) b’de segilen bolgede alinan SERS spektrumu.
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Sekil 29. A549 P28 hiicre hattinin GNA yiizeyler iizerinde SERS haritalamasi ve 1.505 cm™
piki i¢in elde edilen haritalama verileri (P28, P: pasaj numarasin1 géstermektedir). (a)
Hiicrelerin GNA {iizerinde optik mikroskop goriintiileri, (b) se¢ilen alanda (mavi dikdortgen
bolge) belirtilen pik dagilim haritas1 ve (c) b’de secilen bolgede alinan SERS spektrumu.
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Farkh Pasaj Numaralarindaki Hiicrelerden Elde Edilen SERS Verilerinin Kemometrik
Analizleri

Kemometrik analizler i¢in, haritalanan hiicrenin iki ayr1 bolgesi segilerek her bolgenin
ortalama spektrumlart alinmis ve calisilan her hiicrenin, her pasaj numarasi i¢in 6n islem
asamalarindan ge¢mis sinyal siddeti yiiksek toplam 20 adet spektrum kullanilmistir. Kanser ve
saglikl hiicrelerde, gruplar arasindaki iliskileri saptamak ve pasaj numarasi ile iliskili replikatif
yaslanmadan kaynakli biyokimyasal kompoziyon degisimlerini belirlemek amaciyla once

gozetimsiz, daha sonra gozetimli kemometrik analiz yontemleri uygulanmustir.

Gozetimsiz Kemometrik Analizler: PCA-HCA Analizi

Gozetimsiz kemometrik analiz metotlar1, ¢alisilan 6rnekler agisindan herhangi bir 6n
bilgiye ihtiya¢ duymayan, birden fazla analit tespitini saglayarak 6rnekler arasindaki bagintilari
tespit edebilen analizlerdir. Bu nedenle spektral analizlerde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Gozetimsiz analiz yontemleri arasinda en yaygin kullanilan1 PCA’dir. Ciinkii PCA spektral veri
boyutunu diistirerek ayirt edici spektral belirteglerin bulunmasini saglar. Bu analizin verimliligi
literatiirdeki birgok ¢alismada kanitlanmistir (Dizaji et al., 2021; Norouz Dizaji et al., 2021).
Bu kapsamda her hiicre hattinin pasaj numaralar1 arasindaki benzerlikleri, farkliliklar1 ve
spektral varyasyonlart belirlemek icin sinyal siddeti yiiksek, 6n islem asamalarindan ge¢mis
spektrumlara PCA uygulanmistir. PCA analizinde birbiriyle benzesen 6rnekler ayni grupta yer
alirken farklilasan 6rnekler diger grupta yer almaktadir ve gruplagsmalar PCA skor grafikleri
olarak gosterilmektedir. Calisilan hiicrelere ait 3D puan grafikleri Sekil 30aSekil 33a’da
verilmistir ve bu grafikler tam ¢apraz dogrulama (full cross-validation) metodu ile PC1, PC2
ve PC3 kullanilarak elde edilmistir. PC’ler ya da temel bilesenler ornekler arasindaki
varyasyonlar1 gostermektedir. Birinci temel bilesen (PC1) toplam degiskenligi en c¢ok
aciklayan, ikinci temel bilesen (PC2) ise kalan degiskenlikleri en ¢ok aciklayan degiskendir.
Sekil 30a-Sekil 33a’daki skor grafiklerinden de goriilecegi lizere tiim hiicreler, pasaj
numarasina bagl olarak birbirinden yiiksek varyasyon degeri ile ayrilmaktadir. A549 i¢in PC1
+ PC2 + PC34iin toplam degeri %85, MRC 5 i¢in %82, MCF 7 i¢in %75 ve MCF 10A i¢in %68
varyasyon degerleri elde edilmistir (Sekil 30a-Sekil 33a) ve bu, deney gruplar1 arasindaki
farklilagmanin oldugunu gostermektedir. Bir diger gézetimsiz analizlerden olan HCA, PCA’da
elde edilen gruplar arasindaki ayrimi dogrulamak amaciyla uygulanmistir. Farkli ve benzer
gruplarin birbirine yakinliklar1 veya uzakliklar1 Ward algoritmasi kullanilarak hesaplanir ve
soyagacina benzer bir dendogram grafigi ile gosterilir. Bu dogrultuda, dendogram grafiginin
ayni dalinda olan; ayn1 pasaj numarasina sahip hiicreler benzerdir, aralarindaki mesafe azdir ve
birbirleri ile kiimelenmistir. Farkl1 pasaj numaralarina sahip hiicreler birbirine uzak ve farkli
dallarda bulunmaktadir (Sekil 30b-Sekil 33b). Gruplar arasi mesafenin artisi, hiicrelerin pasaj
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numaralarina gore farklilastigini kanitlar niteliktedir. PCA ve HCA sonucunda elde edilen

veriler; dort farkli hiicre hattinin, pasaj numarasi degistik¢e farklilastigini etkin ve dogru bir
bicimde gostermistir.
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Sekil 30. A549 hiicreleri i¢in kemometrik analiz sonuglari. (a) P6, P14, P28 pasaj numaralari

icin PCA skor ¢izimi, (b) HCA dendogrami (P: pasaj numarasini, P6-1 “1” spektrum sayisini
gostermektedir).
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Sekil 31. MRC 5 hiicreleri i¢in kemometrik analiz sonuglari. (a) P27, P33, P41 pasaj

numaralari i¢in PCA skor ¢izimi, (b) HCA dendogramu (P: pasaj numarasini, P27-1 “1”
spektrum sayisin1 gostermektedir).
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Sekil 32. MCF 7 hiicreleri i¢in kemometrik analiz sonuglari. (a) P16, P28, P33 pasaj
numaralar1 i¢in PCA skor ¢izimi, (b) HCA dendogrami (P: pasaj numarasini, P16-1 “1”
spektrum sayisini gostermektedir).
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Sekil 33. MCF 10A hiicreleri igin kemometrik analiz sonuglar1. (a) P11, P17, P22 pasaj
numaralari i¢in PCA skor ¢izimi, (b) HCA dendogrami (P: pasaj numarasini, P11-1 “1”
spektrum sayisini1 gostermektedir).

Gozetimli Kemometrik Analizler: LDA, SIMCA, SVM Analizi

PCA-HCA gozetimsiz kemometrik analizlerinden elde edilen sonuglar géz oOniinde
bulundurularak 6rnek gruplar1 arasindaki PCA skorlarina dayali, siniflandirmay1 tespit etmek
ve dogrulamak amaciyla dogrusal, dogrusal olmayan gozetimli analiz yontemleri kullanilmistir.
Bu baglamda tiim gdzetimli kemometrik analizler i¢in olusturulan egitim setleri ve bu setlere
dayali siniflandirma modelleri Ek 1 Tablo 1-4° de gosterilmektedir. Pasaj numarasi bilinmeyen
ornekler arasindan rastgele olusturulan test seti Orneklerinin, hangi grupta yer aldigi
smiflandirma modelleri kullanilarak belirlenmistir (Ek 1 Tablo 5-8). Bu kapsamda Sekil
34Sekil 37, her pasaj numarasi i¢in olusturulan 18 spektruma sahip egitim setini (toplam 54
SERS spektrumu) ve LDA smiflandirma grafigini gostermektedir. Siniflandirma; her hiicre
hattinin, {i¢ pasaj numarasi i¢in (A549 P6-P14-P28, MRC 5 P27-P33-P41, MCF 7 P16-P28-
P33 ve MCF 10A P11-P17-P22, P: pasaj numaralarini gostermektedir) %100 dogrulukla elde

edilmistir.
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Sekil 34. A549 hiicreleri i¢in yapilan LDA analizi (P: pasaj numarasini, P6-1 “1” spektrum
sayisin1 gostermektedir).
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Sekil 35. MRC 5 hiicreleri i¢in yapilan LDA analizi (P: pasaj numarasini, P27-1 “1” spektrum

sayisin1 gostermektedir).
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Sekil 36. MCF 7 hiicreleri igin yapilan LDA analizi (P: pasaj numarasini, P16-1 “1” spektrum
sayisini gostermektedir).
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Sekil 37. MCF 10A hiicreleri i¢in yapilan LDA analizi (P: pasaj numarasini, P11-1 “1”
spektrum sayisini gostermektedir).

Gozetimli kemometrik analizlerden bir digeri SIMCA, yiiksek varyasyona sahip
orneklerin birbiriyle olan uzakligi ve Orneklerin kendi aralarindaki benzerligi gosterir.
Hiicrelerin pasaj numaralarina gore farklilagmasini belirlemek ve test etmek amaciyla
yapilmistir. Bu yontem LDA’dan farkli olarak gruplar aras1 ayrimdan ¢ok grup ici benzerlik ve
gruplar aras1 mesafelere odaklanir. Elde edilen PCA sonuglarina gore olusturulan her hiicre
hattinin {i¢ farkli pasajindan PCA egitim modeli Sekil 38’de gosterilmektedir. Sekil 38a’da
goriilen mesafe grafigi, P14 ve P28 PCA modellerinin P6 PCA modeline olan mesafesini
gostermektedir. Y ekseninde bulunan mesafe degerinin, 3'ten biiyiik olmasi1 deney gruplarinin

birbirlerinden farkli ve iyi ayrildigini agiklamaktadir. P14 ve P28 i¢in bu degerler sirasiyla 97
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ve 52°dir. Bu grafik, A549 hiicre hatt1 i¢in P6-P14-P28’in birbirinden ayrildigin1 ve bu
yontemin basarili oldugunu ortaya koymaktadir. Sekil 38b-Sekil 38¢’de gruplarin siniflandirma
potansiyelini kanitlamak icin test Ornekleri (sar1 renk test orneklerini ifade etmek igin
kullanilmistir), egitim modeli icerisinde yer almayan spektrumlardan her pasajdan iki spektrum
olmak iizere rastgele (hangi gruba ait oldugu bilinmeyen) segilmistir. Buradaki %5 degeri
istatistiksel olarak anlamlidir ve sonuglar Cooman grafikleri kullanilarak verilmistir. Test
ornekleri, ait oldugu pasaj numarasi i¢inde yer almis (Ek 1 Tablo 9-12) ve siniflandirmanin
%100 dogrulukla yapildig1 goriilmiistiir. Sekil 39Sekil 41°de elde edilen sonuglar1 benzer
sekilde yorumlamak miimkiindiir. Kisaca 6zetlemek gerekirse Sekil 39a’da goriilen model
mesafe grafigi; MRC hiicre hatt1 i¢in, P27°nin P33 ve P41 PCA modeline olan mesafesini
gostermektedir. Bu degerler P33 igin 99 ve P41 i¢in 50°dir. Bu hiicrenin Sekil 39b-Sekil 39c
Cooman grafikleri, pasaj numaralarinin birbirlerine olan uzakligini ve test 6rneklerinin (yesil
renk test Orneklerini ifade etmek i¢in kullanilmistir) kendi gruplar igerisinde yer aldigini
gostermektedir. MCF 7 hiicre hattina ait olan Sekil 40a’da, P16 nin P28 ve P33 PCA modeline
mesafesi sirasiyla 47, 70°tir. Yine bu hiicre hattina ait olan Sekil 40bSekil 40c Cooman
grafikleri, test 6rneklerinin (agik kirmizi renk test drneklerini ifade etmek i¢in kullanilmistir)
kendi gruplart igerisinde yer aldigr ve benzer sekilde farkli pasajlarin birbirlerinden uzak
mesafelerde oldugunu gostermektedir. MCF 10A’ya ait mesafe grafigi ise Sekil 4la’da
gosterilmektedir. P11°in P17 ve P22 PCA modeline uzakliklar1 102, 55’tir. Bu hiicre hattina ait
Sekil 41bSekil 41c Cooman grafikleri, test 6rneklerinin (toz pembe renk test 6rneklerini ifade
etmek icin kullamilmistir) kendi gruplarina ait oldugunu, pasaj numaras1 farklilastikca
mesafelerin arttigin1 basariyla gostermistir. Sonug olarak tiim hiicre hatlarindaki pasaj
numaralarinin degisimi hiicreler aras1 mesafe degerini degistirmekte ve pasaj numarasina bagli
ayrimi kanitlamaktadir. Ayrica bu sonuglar, diger analizlerden elde edilen sonuglar

desteklemekte ve siniflandirma islemini %100 dogrulukla géstermektedir.
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Sekil 38. A549 hiicreleri i¢in yapilan SIMCA analizi. (a) model mesafesi, (b, ¢) 6rnek
mesafeleri (P: pasaj numarasini, P6-1 “1” spektrum sayisini ve sar1 renk test 6rneklerini
gostermektedir).
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Sekil 39. MRC 5 hiicreleri icin yapilan SIMCA analizi. (a) model mesafesi, (b, ¢) 6rnek
mesafeleri (P: pasaj numarasini, P27-1 “1” spektrum sayisini Ve yesil renk test 6rneklerini
gostermektedir).
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Sekil 40. MCF 7 hiicreleri i¢in yapilan SIMCA analizi. (a) model mesafesi, (b, ¢) 6rnek
mesafeleri (P: pasaj numarasini, P16-1 “1” spektrum sayisini ve agik kirimizi renk test
orneklerini gostermektedir gostermektedir).
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Sekil 41. MCF 10A hiicreleri i¢in yapilan SIMCA analizi. (a) model mesafesi, (b, ¢) 6rnek
mesafeleri (P: pasaj numarasini, P11-1 “1” spektrum sayisin1 ve toz pembe renk test

orneklerini gostermektedir).
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LDA, SIMCA‘ya ek olarak;

iki spektral alanda SVM siniflandirma analizi

gerceklestirilmistir.  Analiz  dogrultusunda dogrusal ve dogrusal olmayan yontemler

kullanilmistir, ayrimin en net gosterildigi yontem dogrusal oldugu i¢in bu yontem segilmistir.
Sekil 42-Sekil 45, A549 igin 1.578 ve 909 cm™, MRC 5 igin 1.389 ve 1.581 cm™, MCF 7 i¢in
1.326 ve 1.530 cm™*, MCF 10A icin 882 ve 1.525 cm™ spektral alanlardaki PCA egitim seti (ya
da model), SVM siniflandirma modelini gostermektedir. LDA ve SIMCA grafikleri gibi SVM
analizinde de olusturulan PCA modellerinin (Ek 1 Tablo 13-16) kendi siniflarinda yer aldigi
%100 dogrulukla gosterilmektedir (Ek 1 Tablo 17-20). Ayrica SVM sonuglarindaki spektral

araliklar, yiikleme spektrumlarindaki (Sekil 46a-Sekil 49a) ayrimin en yogun oldugu bant

bilgileri ile de eslesmektedir.
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Sekil 42. A549 hiicreleri igin yapilan SVM analizi (P: pasaj numarasini, P6-1 “1” spektrum

sayisin1 gostermektedir).

52



Siniflandirma MRC 5
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Sekil 43. MRC 5 hiicreleri i¢in yapilan SVM analizi (P: pasaj numarasini, P27-1 “1”
spektrum sayisini gdstermektedir).
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Sekil 44. MCF 7 hiicreleri igin yapilan SVM analizi (P: pasaj numarasini, P16-1 “1” spektrum
sayisin1 gostermektedir).
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Sekil 45. MCF 10A hiicreleri i¢in yapilan SVM analizi (P: pasaj numarasini, P11-1 “1”
spektrum sayisini gostermektedir).

Yapilan tiim gozetimli analizler, (LDA, SIMCA, SVM) farkli pasaj numaralarina sahip
hiicrelerin smiflandirildigini basariyla gostermistir. Ayrica, %100 dogrulukla yapilan bu
islemler, farkli pasaj numaralarina sahip hiicre hatlarinin ayriminda SERS’in etkinligini
gostermesi bakimindan 6nemlidir.

Kalitatif, Kantatif Analizler ile Biyokimyasal Degisiklilerin Belirlenmesi ve Bu
Biyokimyasal Degisiklilerin Yaslanma ile Iliskisinin Degerlendirilmesi

Bu boliimde amag; farkli pasaj numaralarina gore ayrilan hiicre hatlarinda, kalitatif
analizler ile biyokimyasal degisiklikleri belirlemek ve bu biyokimyasal degisikliklerin
yaslanma ile iligkili oldugunu ortaya ¢ikarmaktir. Bu baglamda farklilasmanin en yogun oldugu
bantlarin (PC yiikleme (loading) grafikleri), hangi noktada oldugu OriginPro 2022 programi
kullanilarak belirlenmistir (Sekil 46a-Sekil 49a). Bu bantlara karsilik gelen biyomolekiiller,
literatiirde arastirilarak Tablo 9-Tablo 12’de verilmistir. Ayrica Tablo 9-Tablo 12; analizler
sonucunda elde edilen toplam PC degerlerini de gostermektedir. Bahsi gecen bantlarin farkli
pasaj numaralarina sahip hiicre hatlarindan alinan ortalama spektrumlardaki lokasyonlari, farkli
renkler kullanilarak Sekil 46b-Sekil 49b’de gosterilmektedir. Her hiicre hattina ait pasaj
numarasi i¢in ortalamasi alinan 20 spektrum kullanilarak one-way ANOVA testi yapilmistir
(Sekil 46c¢c-Sekil 49c). Bu test; biyomolekiillerin pasaj numaralarina gore degisimi ve bu

degisikliklerin yaslanma ile iligkisinin incelenmesi bakimindan 6nemlidir.

Yaglanan hiicrelerde aromatik amino asitler, tirozin ve fenilalanin miktarinin arttig
literatiirde belirtilmektedir (Bai et al., 2015). Yapilan one-way ANOVA testi sonucunda; MCF
7 hiicre hattina ait (Sekil 48c) 1.540 ile 1.617 cm™ bantlarina atanan bu biyomolekiiller, pasaj
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sayisina bagli olarak yaslanan hiicrelerde artis gostermistir. Ayni biyomolekiillerin
seviyesindeki artis MCF 10A hiicre hattinda (Sekil 49¢) MCF 7 hiicre hattina gére daha az
belirgindir. Bu sonug; kanser hiicrelerindeki yaslanma siireci ile saglikli hiicrelerdeki yaslanma
stirecinin birbirinden farkli olabilecegini diisiindiirmektedir. Bununla beraber sinirsiz boliinme
yetenegine sahip kanser hiicrelerinde niikleik asit miktar1 fazladir (Ganesh et al., 2020). Bu
bilgi dogrultusunda A549 kanser hiicresinde 910 cm™ bandina denk gelen niikleik asit miktari,
hiicre yaslandikca artis gostermektedir (Sekil 46¢). Ayrica yaslanma belirteci olarak kullanilan
hiicre i¢i hasarlarin artis1 (proteinlerin hatali katlanmasi), ayn1 hiicrede 1.650 cm™ denk gelen
Amide I bandinin miktarsal olarak artigin1 (Sekil 46¢) da agiklamaktadir. Pasaj numarasi artisi
ile miktar1 degisen diger bir biyomolekiil ise triptofandir ve yaslanmaya bagli olarak bu
biyomolekiiliin seviyesindeki azalma literatiirde bildirilmistir (Cervenka et al., 2017). A549
hiicre hattina ait 1.551 cm™ piki, triptofan biyomolekiiliine atanmustir (Sekil 46a-c) ve bu
biyomolekiiliin seviyesi hiicre yaslandik¢a azalis gostermektedir (Sekil 46¢). Bununla beraber
ayni biyomolekiiliin fibroblast kokenli yaslanan MRC 5 hiicre hattindaki seviyesi yaslanan
A549 hiicresine kiyasla farklilik gostermektedir (Sekil 47a-c). Bu sonug bir kez daha kanser
hiicrelerindeki yaslanma ile saglikli hiicrelerdeki yaslanmanin farkli olabilecegini ve yine
fibroblast kokenli hiicre ile epitel kokenli hiicre tipindeki yaslanma siireclerinin
degisebilecegini gostermektedir. Tip | kollajen, tiimor hiicrelerinde, hiicre gogalmasini ve
invazyonunu denetler ve miktari fazladir (Saby et al., 2016). Bu bilgi, A549 hiicrelerinde (1.339
cm™ piki) kollajen pikinin varligim agiklamaktadir (Sekil 46a-c). Ayrica kollajen miktarinin
artis1 kanser hiicrelerindeki metastazi da azalmaktadir (Bartling et al., 2009). 1.527 cm® pikine
atanan karotenoidin (Sekil 46a) akciger kanseri olan kisilerde miktarinin yiiksek oldugu
literatiirde yapilan ¢alismalarla bildirilmektedir (Kordiak et al., 2022; Paolini et al., 2003). Bu
bilgi dogrultusunda A549 hiicresindeki karotenoid seviyesinin fazlaligi beklenen bir sonugtur
(Sekil 46¢). Ayni biyomolekiilde fibroblast kokenli MRC 5 hiicre hattinda goriilen degisimler
(Sekil 47c) dikkat ¢eken ikinci bir detaydir. Tip | kollajenin seviyesi MCF 10A hiicre hattinda
(Sekil 49a-c) geng pasaja gore azalis gostermektedir ve bu azalis literatiirden edinilen;
yaslanmig hiicrelerde kollajen seviyesi diismektedir, bilgisi ile uyumluluk gostermektedir
(Rossetti et al., 2011; Sherratt, 2009). MRC 5 hiicre hattnin 459 c¢cm™ bandmna atanan
hidroksiprolin amino asiti, toplam amino asitlerin %14’inii olusturur ve tim tiplerdeki
kollajenin temel bilesenidir (Cundy et al., 2014). Yaslanan memeli dokularindaki kollajen
miktari, Teuscher ve ark. tarafindan hidroksiprolin amino asitinin seviyesine bakilarak
incelenmis ve hidroksiprolinin yaglanma ile azalis gosterdigi bilgisi edinilmistir (Teuscher et
al., 2019). Bu kapsamda yaslanan MRC 5 hiicrelerinde hidroksiprolin miktarinin yasa bagl
olarak azalis gosterdigi gortilmektedir (Sekil 47¢). Ayni ¢calismada yaslanan dokularda fibrozis
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olusumuyla birlikte bolgesel kollajen miktarinin artisi, buna bagh olarakta hidroksiprolininn

artig1 bildirilmistir. Bu bilgi yaslanan MCF 7 hiicrelerindeki fibrozis olusumunu diistindiirmekle

birlikte 465 cm™ bandina atanan hidroksiprolinin artisin1 da anlamli kilmaktadir (Sekil 48c).

Diger molekiiller gibi bu molekiiliin seviyesi de hem koken hem de saglikli ve kanserli

hiicrelerin yaglanmaya giden siire¢ bakimindan farkli mekanizmalara sahip oldugunu destekler

niteliktedir. Tiim bu sonuglar, pasaj numarasina bagli replikatif yaslanma ile degisen

biyokimyasal degisiklikleri agik¢a gostermektedir.
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Sekil 46. A549 hiicreleri i¢in yapilan tepe noktasi atamalari, atamalara karsilik gelen

biyomolekiiller ve one-way ANOVA Testi. (a) PC1 yiikleme grafigi, (b) her pasaj numarasi
icin ortalamasi alinan Raman spektrumlari, (¢) biyomolekiillere karsilik gelen atamalar i¢in
yapilan one-way ANOVA Testi.
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Sekil 47. MRC 5 hiicreleri i¢in yapilan tepe noktasi atamalari, atamalara karsilik gelen
biyomolekiiller ve one-way ANOVA Testi. (a) PC1 yilikleme grafigi, (b) her pasaj numarasi
icin ortalamasi alinan Raman spektrumlari, (c) biyomolekiillere karsilik gelen atamalar i¢in
yapilan one-way ANOVA Testi.
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Sekil 48. MCF 7 hiicreleri i¢in yapilan tepe noktasi atamalari, atamalara karsilik gelen
biyomolekiiller ve one-way ANOVA Testi. (a) PC1 yiikleme grafigi, (b) her pasaj numarasi
icin ortalamasi alinan Raman spektrumlari, (c) biyomolekiillere karsilik gelen atamalar i¢in
yapilan one-way ANOVA Testi.
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Sekil 49. MCF 10A hiicreleri i¢in yapilan tepe noktas1 atamalari, atamalara karsilik gelen

biyomolekiiller ve one-way ANOVA Testi. (a) PC1 yilikleme grafigi, (b) her pasaj numarasi
i¢cin ortalamasi alinan Raman spektrumlari, (c) biyomolekiillere karsilik gelen atamalar i¢in
yapilan one-way ANOVA Testi.

Tablo 9. A549 hiicrelerine ait toplam PC skorlari, PC yiikleme (loading) grafiklerine atanan
pikler ve bu piklere karsilik gelen biyomolekiiller. Bold yaz1 tipi SVM sonuglari ile eslesen
ayrimin en yogun oldugu bantlarin bilgisini vermektedir.

PC1+PC2+PC3 PC Yiiklemeleri (cm™)
%85 910 cm*t
%85 1339 cm?
%85 1527 cm!
%85 1551 cm!
%85 1581 cm?
%85 1650 cm*
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Tablo 10. MRC 5 hiicrelerine ait toplam PC skorlari, PC yiikleme (loading) grafiklerine
atanan pikler ve bu piklere karsilik gelen biyomolekiiller. Bold yazi tipi SVM sonuglari ile
eslesen ayrimin en yogun oldugu bantlarin bilgisini vermektedir.

PC1+PC2+PC3

%82

%82

%82

%82

%82

PC Yiiklemeleri (cm™) Biyomolekiiller
Hidroksiprolinin C-C
459 cm'?
halka tiregimleri

1386 cm™? CHsband
1526 cm'? Karotenoid
1556 cm* Triptofan
1581 cm? A G

Referanslar
(Azeem et al., 2022)

(Draga et al., 2010;
Movasaghi et al., 2007;
Stone et al., 2004;
Talari et al., 2015)
(Kutuzov et al., 2013; G.
V. Maksimov et al.,
1995, 2007; H. Ye et al.,
2019)

(Chou et al., 2008;
Movasaghi et al., 2007;
Shalabaeva et al., 2017,
Talari et al., 2015)s
(Canetta et al., 2011; De
Lucaetal., 2014; H.
Huang et al., 2013; Jess
et al., 2007; Notingher,
2007; Talari et al.,
2015)

Tablo 11. MCF 7 hiicrelerine ait toplam PC skorlari, PC yiikleme (loading) grafiklerine
atanan pikler ve bu piklere karsilik gelen biyomolekiiller. Bold yazi tipi SVM sonuglart ile
eslesen ayrimin en yogun oldugu bantlarin bilgisini vermektedir.

PC1+PC2+PC3

%75

%75

%75

%75

PC Yiiklemeleri (cm™)

Biyomolekiiller

Hidroksiprolinin C-C

465 cm*
halka tiresimleri
1231 cmt Amit 111
1324 cm? DNA’nin piirin bazlari
Amid karbonil grubu
1540 cm? titresimleri ve aromatik

hidrojenler
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Tablo 11. (devami)
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Tirozin

(Kunapareddy et al.,
2008; Z. Liu et al., 2008;
Movasaghi et al., 2007;
Talari et al., 2015)

Tablo 12. MCF 10A hiicrelerine ait toplam PC skorlar1, PC yiikleme (loading) grafiklerine
atanan pikler ve bu piklere karsilik gelen biyomolekiiller. Bold yaz1 tipi SVM sonuglari ile
eslesen ayrimin en yogun oldugu bantlarin bilgisini vermektedir.

PC1+PC2+PC3

%068

%68

%68

%068

%68

PC Yiiklemeleri (cm™)

882 cm™

1156 cm?

1278 cm?
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SONUCLAR VE ONERILER

Tez kapsaminda elde edilen sonuglari su sekilde 6zetlemek anlamli olacaktir.

» Son derece hassas, ucuz 3D anizotropik yapida GNA etiketsiz SERS platformu PVD

teknigi kullanilarak tiretilmistir.

» Farkli pasaj numaralarina sahip saglikli ve kanserli hiicre hatlari kiiltiirlenerek SERS

platformu ile birlestirilmistir.

» SERS platformu tizerindeki hiicrelerden haritalama yontemiyle spektrumlar basariyla

toplanmustir.

» Elde edilen spektrumlar igerisinden Sekil 27°de gosterildigi gibi sinyal siddeti yiiksek,

her hiicre hatt igin ayr1 ayr1 20 spektrum seg¢ilmistir.

» Bu spektrumlar, daha hassas ve giivenilir bilgi saglamak amaciyla 6n isleme

asamalarindan gegirilmis ve ¢cok degiskenli istatistiksel analizlere tabi tutulmuslardir.

» Yapilan istatistiksel analizler sonucunda farkli pasaj numarasina sahip hiicre hatlarinin

birbirinden ayrildig1 %100 dogrulukla gosterilmistir.

» Pasaj sayisinin artistyla iliskili yaslanan hiicre hatlarindaki biyokimyasal degisikler, pik
atamasi yapilarak incelenmis ve bu piklerin yaglanmayla baglantili oldugu sonucuna

varilmigtir.

Ozetle; SERS etiketsiz tespit ydntemiyle pasaj sayisina bagl olarak yaslanan hiicrelerin
birbirinden ayrildigi bes farkli analiz ile gdsterilmis olup her hiicreden alinan spektrumlardaki
niceliksel degisiklikler, one-way ANOVA testi kullanilarak izlenmistir. A549, MCF 7 kanserli
hiicre hatlarindaki yaslanmaya giden siire¢ ile saglikli hiicreler olan MRC 5 VE MCF 10A’da
yaslanma siireci birbirinden farklilik gostermektedir. Kanserli hiicrelerin PC loading grafigi
(Sekil 46a-Sekil 48a) (ayrimin hangi bant araliginda oldugu bilgisi) yaslanmis hiicreler
hakkinda daha az bilgi sunarken, saglikli yaslanan hiicrelerde bu grafigin (Sekil 47a-Sekil 49a)
daha fazla bilgi sundugu goriilmektedir. 12 hiicre hattinin her birinden 20 spektrum alinarak
gerceklestirilen bes farkli analiz ile bu hiicrelerin birbirinden ayrildigr %100 dogrulukla
gosterilmektedir. Ayrica bu galisma epitel ve fibroblast kokenli yaslanan hiicrelerin birbirinden
ayrildigin ve farkli yaslanma siireclerine sahip olduklarini gostermesi bakiminda énemlidir. Ek
olarak bu g¢alisma; etiketsiz tespit sistemi kullanilarak in vitro yaslanma siirecinin basariyla
izlenmesini miimkiin kilmistir. Elde edilen veriler, gelecekte yasa bagh uygulamalarin ilk

adimin1 olusturmasi bakimindan dikkat ¢ekicidir.
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