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Kolon kanseri, tim diinyada yaygim olan ve yiiksek oranda 6limciil bir kanser tipidir. Tiim kanserlerde oldugu
gibi kolon kanserinin seyrinin izlenmesi kritik bir 5neme sahiptir. 5-Florourasil (5-FU) kolon kanserlerinde siklikla
kullanilan bir antikanser ilactir ve hiicre 6liimii esnasinda hiicrelerde bir takim biyokimyasal ve molekiiler
farkliliklara neden olmaktadir. Bu ¢alismada HCT116 ve HT29 kolon kanseri hiicreleri 5-FU kemoterapi ilaci ile
inkiibe edildikten sonra, SFU’nun hiicreler iizerinde olusturdugu biyokimyasal degisikligin tespiti i¢in Fourier
transform kizilotesi (FTIR) spektroskopisi kullanilmistir. 5-FU'nun inhibisyon yiizdesinin 50'ye esit oldugu
konsantrasyonu (IC50), MTT yontemi kullanilarak belirlendi. IC50 degeri saptandiktan sonra FTIR &lgtimleri
alindi. Buna gore, 5-FU IC50 degeri sirastyla HCT116 hiicreleri i¢in 12,69 pg/ml, HT29 hiicreleri i¢in 10,10 pg/ml
bulunmustur. 5-FU’nun sebep oldugu hiicre 6liimiiniin gdstergeleri oldugu sdylenen lipit igerigindeki artis ile
niikleik asit orani, total hiicresel proteinlerin a-sarmal ve B-yaprak ikincil yapilari ve aminoasit kalintilarinin
azalmasi, kollajen konformasyonundaki degisiklikler gibi IR biyobelirteclerindeki degisiklikler FTIR
spektroskopisi ile gosterilmistir. Sonug olarak hem ucuz ve hem de hizli bir yéntem olan FTIR ile kanser hiicre
6limiiniin incelenmesi alternatif bir yontem olarak kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Kolon kanseri, 5-florourasil, FTIR

Investigation of 5-Fluorouracil-Induced Cell Death in HCT116 and
HT29 Colon Cancer Cells by Fourier Transform Infrared

Spectroscopy

ABSTRACT
Colon cancer is a common and highly lethal type of cancer all over the world. As with all cancers, monitoring the
course of colon cancer is critical. 5-Fluorouracil (5-FU) is an anticancer drug frequently used in colon cancers and
causes some biochemical and molecular differences in cells during cell death. In this study, after incubation of
HCT116 and HT29 colon cancer cells with 5-FU chemotherapy drug, Fourier transform infrared (FTIR)
spectroscopy was used to detect the biochemical change caused by 5FU on cells. The concentration (IC50) of 5-
FU at which percent inhibition equals 50 was determined using the MTT method. FTIR measurements were taken
after the 1C50 value was determined. Accordingly, the IC50 value of 5-FU was found to be 12.69 pg/ml for
HCT116 cells and 10.10 pg/ml for HT29 cells, respectively. FTIR spectroscopy showed changes in IR biomarkers
such as the increase in lipid content, which is said to be indicators of cell death caused by 5-FU, and the nucleic
acid ratio, the a-helix and -sheet secondary structures of total cellular proteins, and the reduction of amino acid
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residues, and changes in collagen conformation. As a result, examining cancer cell death with FTIR, which is both
a cheap and fast method, can be used as an alternative method.

Keywords: Colon cancer, 5-fluorouracil, FTIR

|. GIRIS

Kanserlerin, kendi kendini yenileme yetenegini korurken, kanserin kaynagi olan dokuya karsilik gelen
cesitli hiicre tiplerine farklilagabilen kanser kok hiicreleri (KKH'ler) tarafindan yonlendirildigi fikri,
artik esas olarak tiim kanserler i¢in yaygin olarak kabul edilmektedir [1]. Tiim kanser tiirleri arasinda
kolorektal kanser, en sik goriilen maligniteler arasindadir ve gelismis iilkelerde kansere bagli 6liimlerin
en sik ikinci nedenidir [2, 3]. Cerrahinin yaninda kemoterapi de kolorektal kanser tedavisinde siklikla
kullanilmaktadir ve 5-florourasil (5-FU), kolon kanseri tedavisinde tercih edilen kemoterapotik bir
ajandir [4]. 5-FU, Kolorektal kanserler, meme ve bas ve boyun kanserleri dahil olmak tizere kati
tiimorlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir [5]. 5-FU, tiimér hiicresine girdiginde, timidilat
sentetazin (TS) inhibisyonu yoluyla veya apoptozun aktivasyonuna yol agan RNA ve DNA'ya dahil
edilmesi yoluyla sitotoksik etkiler gosterebilir [6, 7].

Titresimsel spektroskopi teknikleri gliniimiizde hizla ilerlemektedir ve bu ilerlemelerin ardindan tibbi
biyolojideki uygulamalari artmaktadir. Fourier transform kizilotesi spektroskopisi (FTIR), kimyada
analitik bir ara¢ olarak kullanilmaktadir [8, 9]. Dahasi FTIR, minimal numune hazirlama ile kanseri
tespit etmek ve tamimlamak igin basit, hizli ve invaziv olmayan bir yontem olarak uygulanabilir ve
karmasik bir karigimdaki ¢esitli bilesenlerin kalitatif tanimlamasi ve kantitatif analizi i¢in
kullanilabilmektedir [7, 10-18]. Ancak halen literatiirde hiicre 6liimii ile iliskili bolgeler tam olarak
aydinlatilamamistir. Dolayisiyla bu ¢alismada HCT116 ve HT29 kolon kanseri hiicrelerine 5-FU
uygulanarak kemoterapiye direngli hiicreler ile uygulanmamis hiicre gruplar1 arasindaki molekiiler
yapidaki degisikliklerin ve apoptotik bolgelerin anlasilmasi planlanmastir.

Il. MATERYAL ve METOD

A. HUCRE KULTURU
A. 1. Besiyeri Hazirlanmasi

17.7 g/100 mL DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Sigma Kat. No: D 2902) {izerine 3.024
2/100 mL NaHCO03 (Sigma Kat. No: S 5761) ilave edilmistir. %10 FBS (Fetal Bovine Serum, Sigma
Kat. No: F 4135) ve %1 penisilin/streptomisin (Merck Kat No: 11074440001) eklendi. +40 °C’de
muhafaza edilmistir.

A. 2. Kolon Hiicre Hatlarmin Hazirlanmasi

Caligma i¢in insan kolon kanseri (ATCC) hiicre hatlari, HT29 ve HCT116 kullanildi. Hiicreler, 50 ve
250 mL'lik kiiltiir siselerinde %10 FBS igeren DMEM'de biiyiitiildii ve toplam hiicre sayis1 1 x 10%/mL
olarak belirlendi. Daha sonra 96'lik diiz tabanli mikroplakaya aktarildi ve nemli ortamda (NuAire US)
%5 CO? igeren bir inkiibatorde 37 °C'de 1 giin inkiibe edildi.

A. 3. 5-FU Uygulanmasi Sonrasi Hiicre Canlihg1 Analizi

MTT, canli hiicrelerin 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difenil tetrazolyum bromiirii formazana indirgeme
yetenegine dayanan kolorimetrik bir tahlildir. Sitotoksik etkileri belirlemek i¢in laboratuvarimiz
tarafindan modifiye edilen MTT'nin bir versiyonu olan Mosmann yontemi kullanildi [18]. 5-FU (10, 20,
30, 50 ug/mL) uygulamasina T25 kiiltiir siselerinde biyiitilen HCT116 ve HT-29 hiicreleri %85
konfluent hale geldiginde (yaklasik 2 x 10° hiicre) baslandi. Belirlenen dozlar hiicrelere ilave edildikten

525



sonra, 3 giin 37°C’de %5 CO; iceren inkiibatorde bekletilmistir. 3 giiniin sonunda 10 pl MTT reaktifi
ilave edilerek, 4 saat inkiibatorde bekletilmistir. Siire sonunda isopropil alkol ile formazan ¢oziilerek
ELISA okuyucuda (BioTek, ABD) 570 nm’de platedeki kuyucuklarin absorbanslar 6l¢iilmiistiir. MTT
analizlerinin sonucunda doz/cevap egrileri hazirlanmis, bilesiklerin ICso (hiicrelerin  %50’sinin
biiylimesini inhibe eden konsantrasyon) hesaplanmis ve bu parametreye gore 5-FU’nun etkinligi
karsilagtirilmigtir,

B. FTIR SPEKTROSKOPISI iCIN NUMUNE HAZIRLAMA

FTIR analizi, 5-FU i¢in belirlenen ICso konsatrasyonu kullanilarak yapilmistir. Gruplar; kontrol gruplari
(HCT116 ve HT29) ve 5-FU uygulanmig HCT116 ve HT29 gruplari olarak belirlenmistir. HCT116 ve
HT29 hiicreleri 6’1 kuyucuklara ekilmistir. Hiicreler %80 konfluensiye ulastiginda, 1Cso degeri
belirlenmis ve 5-FU konsantrasyon oraninda kuyucuklara ilave edilmistir. 72 saat 37 °C’de %5 CO:
iceren inkiibatorde, nemli ortamda inkiibasyona birakilmistir. 72 saatin sonunda inkiibe edilen hiicreler
tripsin ile zeminden kaldirilmis ve 3 kez PBS ile santrifiijlenerek yikanarak siipernatant atilmistir. Pellet
1 ml PBS igerisinde ¢6ziilmiis ve 6nceden etiketlenen cam lamlar {izerine yayilmigtir. Lam iizerindeki
hiicre siispansiyonlar1 kurumasi i¢in 24-48 saat ¢eker ocakta bekletilmistir. Kuruyan 6rnekler, ependorf
tiipleri igerisine aliarak analize hazir hale getirilmistir. Kastamonu Universitesi Merkezi Arastirma
Laboratuvart Uygulama ve Arastirma Merkezi biinyesinde bulunan ATR-FTIR (Bruker Alpha)
cihazinda analiz edilmistir.

C. ISTATIKSEL ANALIZ

ICso degerinin belirlenmesi i¢in Graphpad Prism 5.0.1 Programi kullanilmistir. Programa gore ICso'yi
belirlemek igin bir doz-cevap egrisi olusturulur. Oncelikle bir XY veri tablosu olusturulmus, veri girisi
yapildiktan sonra, sirasiyla logaritmik degerler transforme ve normalize edildikten sonra analiz
kismindan “non-linear regression (curve fit) kismi secilmistir. Ardindan “dose-response inhibition”
kismindan ICsp degeri ve doz cevap egrisi belirlenmigtir.

I1l. BULGULAR ve TARTISMA

HCT116 agresif bir yap1 gosterirken HT29 agresif degildir. HCT116 farklilasma yetenegine sahip
degildir, bu nedenle HT29, koloni olusturma kabiliyetine sahip hiicrelere dontisebilir [19-21]. Bu farkli
Ozellikleri nedeniyle c¢alismamizda 2 farkli kolon hiicre hatti secilmis ve sonuglari her yonden
karsilagtirilmigtir,

A. HUCRE CANLILIGI

5-FU dozlan 10, 20, 30 ve 50pg/ml araliginda secilerek HCT116 ve HT29 hiicrelerine uygulanmistir.
Buna gore her iki hiicre hattinda da 50ug/ml dozu hiicre canliligin1 %50 inhibe etmistir (Sekil 1). Buna
gore veriler Graphpad Prism 5.0.1 Programinda analiz edilerek ICso degeri HCT116 i¢in 12,69 ug/ml;
HT29 igin 10,10 pg/ml olarak bulunmustur (Sekil 2). 5-FU ig¢in literatiir ile benzer dozlar secilmis ve
hiicre canliligi benzer sekilde azalmistir [22, 23].
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Sekil 1. 5-FU uygulanmis HCT116 ve HT29 kolon kanseri hiicrelerinde %canlilik grafigi.
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Sekil 2. 72 saatlik 5-FU uygulamasi sonrasinda HCT116 ve HT29 kolon kanseri hiicre dizilerinde IC50 analizi.

(Hiicreler, 10, 20, 30 ve 50 uM dozlar kullanilarak 5-FU ile veya 5-FU olmadan inkiibe edildi ve MTT tahlili ile

inkiibasyondan sonra hiicre siispansiyonunun absorbansi él¢iilerek canli hiicre miktar tespit edildi. Bu verilere
gére normalize degerler belirlenerek ICso degeri Graphpad Prism 5 programi kullanarak belirlend;.).

B. FTIR ANALIZI

Arastirmada, bireysel fonksiyonel gruplarin absorbans degerindeki farkliliklar1 ve tepe noktalarinin
kaymasini incelenmistir. Kontrol gruplarindan HCTT116 ve HT29 kolon kanseri hiicrelerinin ve 72 saat
boyunca 5-FU ile muamele edilen hiicrelerin absorbans spektrumlari Sekil 3'te, tiim bolgelerdeki FTIR
pikleri ve anlamlar1 ise Tablo 1’de gosterilmektedir.
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Tablo 1. HCT116 ve HT29 kontrol gruplar: ve 5-FU uygulanmis deney gruplarinmin ortalama IR spektrumunun

onceden tanimlanmasi.

FTIR Piki | Anlam Kaynakg¢a
942cm? Oksazin halkasi [14]
1075 cm! Simetrik fosfat germe modlar1 veya n( PO,;) sym. [15]
1150 cm? Tahmini karbonhidrat konsantrasyonlar1 verir (malign hiicrelerde daha diisiik) [24,25]
1254 cm? Amid I [26,27].
1352 cm! C-0 germe ve diizlem i¢i C—-O—H biikme [28]
1395 cm! Amino asit kalintilarinin alifatik yan gruplari [26]
1651 cm Amid | [29,30]
1592 cm! Amid Il [30]
2854 cmt CH_ simetrik germe [31]
2871 cmt CHs simetrik germe [32]
2885 cmt C-H germe [17]
2901 cm! v, CH [33]
2914 cm* CH;band1 [35]
2924 cm CH;asymmetric [35]
2984 cmt CH,. germe [17]
3089cm?® | C=C [36]
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Niklelk asit balgesi

Lipid bélgesi

Absorbans

—NT29 HT2945FU ——HCT116 ——HCT11645FU

Sekil 3. Kontrol ve 5-FU ile muamele edilmis HCT116 ve HT29 kolon kanseri gruplarimin ortalama IR
spektrumlart gésterilmektedir.

B.1. Lipitlerle ilgili Bant Degisiklikleri

Ana fonksiyonel gruplarin nispi yogunluk oranlarindaki degisiklikler Sekil 4'de gosterilmektedir. Hiicre
lipidleri ile baglantili bantlar esas olarak 3089, 2984, 2924, 2914, 2901, 2885, 2871 ve 2854 cm™'de
meydana geldi. Lipit bolgesinde yer alan piklerin spektral 6zellikleri, hiicresel membranlardaki yag
asitlerinde bulunan CH; ve CH3 metilen gruplarinin asimetrik ve simetrik C-H germe titresimlerinin
absorpsiyon bantlaridir. Bu bantlardaki degisiklikler doku ve hiicrelerdeki lipid degisikliklerini
yansitabilir [37]. 5-FU uygulanmis ve uygulanmamig HCT116 ve HT29 hiicrelerinde meydana gelen
pikler karsilastirilmistir. Buna gore 2854, 2874, 2885, 2984 ve 3089 cm™ bolgelerinde 5-FU uygulanan
HCT116 gruplarinda uygulanmayanlara gore diisiik bulunurken; 2901 ve 2914 ve 2924 cm™ absorbans
pikleri benzerdir. HT29 gruplarinda ise tiim lipit bolgesi pikleri 5-FU uygulananlarda yiiksek
bulunmustur. Li ve arkadaslari, kanser hastalarinin serumunda, ilerlemis kolon kanserli hastalarda
trigliserit ve HDL kolesterol seviyesinin, erken evre hastaligi veya saglikli olanlardan 6nemli 6l¢iide
diisiik oldugunu gostermistir [38]. Bu iki lipid fraksiyonu, CH, ve CHs gruplariyla uzun karbon zincirleri
tarafindan olusturulmustur [39].

Absorbans

NT29 HTI+5FU  ~——HCT116 HCT116+500)

Sekil 4. Lipid bolgesi 3300-2800 cm™? araligina ayarlanmistir. 5-FU 'nun HCT116 ve HT29 kolon kanseri
hiicrelerine uygulanmasi sonucunda goriilen FTIR pik degerleri.
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B.2. Niikleik Asitlerle lgili Bant Degisiklikleri

Ana fonksiyonel gruplarin nispi yogunluk oranlarindaki degisiklikler Sekil 5’te gosterilmektedir. 1075
cm? bolgesindeki bant, esas olarak fosfodiester gruplarinin simetrik modlarindan kaynaklanmaktadir.
Fosfat germe modlari, niikleik asitlerdeki fosfodiester gruplarindan kaynaklanir ve malign dokulardaki
niikleik asitlerde bir artis oldugunu gosterir [15]. Bu bant, bir hiicrenin niikleik asit igerigi ile iliskilidir
[40]. 1075 cm? de ki pik incelendiginde 5-FU uygulannms HCT116 ve HT29 gruplarinda
uygulanmayanlara goére bir diisiis izlenmistir. Bu durum hiicre 6liimiiniin herhangi bir agamasinda
kaybedilen niikleik asit icerigiyle olabilir. Altta yatan nedenleri aragtirmak igin daha fazla arastirma
gereklidir.

Absorbans
\\
\
i
/
/
s
[
\
|
b

—HT25 HTISHSFU —HCT116 —HCTLIEHSA)

Sekil 5. Niikleik asit bélgesi 900-1200 cm-1 araligina ayarlanmistir. 5-FU’nun HCT116 ve HT29 kolon kanseri
hiicrelerine uygulanmasi sonucunda FTIR pik degerleri gériilmektedir.

B.3. Proteinlerle Ilgili Bant Degisiklikleri

Ana fonksiyonel gruplarin nispi yogunluk oranlarindaki degisiklikler Sekil 6'da gosterilmektedir. 1395
cm titresim bantlari, sirastyla ser, thr ve tirozin C-O (H) germe titresiminden kaynaklanmaktadir. Bu
durum hiicrelerin dis lipid tabakasi iizerindeki fosfatidilserin maruziyetini arttirdigin1 gostermektedir.
5-FU uygulanan HCT116 grubunda, kontrol grubuna kiyasla piklerde bir artis s6z konusuyken; 5-FU
uygulanmig HT-29 hiicrelerinde kontrol grubuna gore bir azalma goriilmiistiir. Amino asit kalintilarinin
alifatik yan gruplarini temsil eden 1395 cm™ tepe noktasindaki bant, her iki 5-FU uygulanmis hiicre
gruplarinda diger gruplardakilere kiyasla daha diigiik dalga sayilarina kaymaistir.

Tiim spektrumlarda, sirastyla 1651 cm™de amid | ve 1592 cm™ amid II bolgelerindeki absorpsiyonlar
igin esas pikler gozlendi. 1.651 cm™'deki titresim bandi, 6ncelikle proteinlerin a-sarmal ikincil yapist ile
5-FU uygulanmig HCT116 ve HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde uygulanmayanlara gore pik
yogunlugunda bir azalmanin ve kaymalarin oldugu gozlenmektedir. Yogunluktaki bu azalma, hiicre
6liimii sonucunda hiicre membranindaki proteinlerdeki a-sarmal ve B-pilili molekiiler icerigin azaldigim
ifade etmektedir.

1254 c¢cm™ amid III piki, kollajen konformasyonu ile iliskilidir [43]. Hiicre oliimii ile kollajen
yogunlugunda degisiklikler s6z konusudur. 5-FU uygulanmas: sonucunda, her iki kolon kanseri hiicre
hattinda kollajen konformasyonunda ciddi degisiklikler meydana gelmistir.
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Absorbans

—HT29 HT2945FU ——HCT118 ——HCT11643FU

Sekil 6. Protein bélgesi 1200-1800 cm™ araligina ayarlanmistir. 5-FU nun HCT116 ve HT29 kolon kanseri
hiicrelerine uygulanmasi sonucunda gériilen FTIR pik degerleri sekilde gosterilmistir.

V. SONUC

Hiicre hatlar1, birincil insan dokusunun aksine, zaman iginde tekrar tekrar kullanilabilen degerli bir
kaynagi temsil eder. Mutasyon igerigi [44] ve mRNA ekspresyonu agisindan kolaylikla karakterize
edilebilirler. Ayrica, birincil insan dokusundan elde edilen verilerin yorumlanmasini etkileyebilecek
stromal doku ile kontamine degildirler [45]. Hiicre hatlarinin orijinal olarak izole edildikleri tiimorleri
temsil ettigine dair gii¢lii kanitlar vardir [46] ve orijinal dokuda bulunanlara benzer yapilar gelistirebilir
[47]. Veriler, HCT116'nin yiiksek diizeyde agresif ve farklilagmayan, limen olusturan kolonilere yol
acmayan karakterizasyonuyla tutarlidir. Ancak, HT29 en azindan bir miktar farklilagsma kapasitesini
korumustur [48]. Kemoterapinin kanser tizerindeki iyilestirici etkisini izlemek ve degerlendirmek igin
bir¢ok yontem bulunmasina ragmen, kolon kanseri, kanser hastalari arasinda en sik 6liim nedeni olmaya
devam etmektedir. Bu nedenle kolon kanseri kemoterapisini izlemek i¢in yeni tekniklerin arastirilmasi
klinik 6neme sahiptir. Son yillarda, biyolojik makromolekiillerin yapisini belirlemek i¢in Fourier
Donitistimii Kiziltesi spektroskopisinin kullanildigi ¢ok fazla ¢aligma bulunmaktadir. CT (bilgisayarh
tomografi), MRI (manyetik rezonansli goriintilleme) ya da PET (niikleer tibbi goriintiileme) gibi
gorlintiileme yontemlerle karsilastirildiginda, IR yontemi nispeten ucuzdur, hizlidir ve herhangi bir
reaktife ihtiya¢c duyulmamaktadir. Diger bir taraftan, yiliksek ¢oziiniirliikte bir proteinin tam {i¢ boyutlu
yapisi, X-1sin1 kristalografisi ile belirlenebilir. Bu teknik, molekiiliin tiim proteinler i¢in uygun olmayan
iyl diizenlenmig bir kristal olusturmasini gerektirir. X-1s1m1 kristalografisine bir alternatif, cok boyutlu
niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisidir. NMR spektroskopisi kullanilarak proteinlerin
cozeltideki yapilar1 belirlenebilir. Biiylik proteinlerin NMR spektrumlarinin yorumlanmasi ¢ok
karmagiktir, bu nedenle mevcut uygulamasi kiigiik proteinlerle (~15-25 kDa) sinirlidir. Bu sinirlamalar,
atomik ¢oziiniirliikte yapilar liretemeyen ancak ayn1 zamanda proteinler hakkinda (6zellikle ikincil yap1
hakkinda) yapisal bilgi saglayan alternatif yontemlerin gelistirilmesine yol agmistir. Bu ydntemler
dairesel dikroizm (CD) ve titresim (kizilotesi ve RAMAN) spektroskopisini igerir. FTIR
spektroskopisinin teknigi, cesitli ortamlarda sadece az miktarda protein (1mM) gerektirir. Bu nedenle,
ylksek kaliteli spektrumlar, arka plan floresansi, 151k sagilmasi ve proteinlerin boyutuyla ilgili
problemler olmadan nispeten kolay bir sekilde elde edilebilir. Her yerde bulunan su emilimi
matematiksel yaklagimlarla gikarilabilir. Proteinlerin spektrumlarinda ortiisen alt bilesenleri ayirabilen
yontemler artik mevcuttur. Bu gergekler, pratik biyolojik sistemleri FTIR spektroskopisi ile yapilan
calismalara uygun hale getirmistir [49, 50]. Bununla birlikte halen arastirilmasi gereken ¢ok fazla kisim
bulunmaktadir. Farkli yontemlerin uygulanmasina ragmen, FTIR spektrumlarmin 6zdes alanlarmin
piklerinin tanimlanmasinda 6nemli bir benzerlik oldugu goriilmektedir. Bu ¢aligma ile biri timdrojenik,
digeri non-timorojenik olan kolon hiicrelerinde bulunan 6nemli piklerin tespit edilerek, 5-FU
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uygulamasinin bu pikleri nasil degisiklige ugrattigin1 gostermekti. Arastirmamizda FTIR
spektroskopisinin ayrica, hiicre membranindaki lipit/niikleik asit/kollajen konformasyonundaki ve
protein ikincil yapisindaki degisikliklere bagl olarak hiicre 6liimiinii ayirt edebildigini de gosterilmistir.
Sonug olarak, FTIR spektroskopik ¢aligmalarda karsilasilan frekanslarin benzersiz bir koleksiyonunun
hazirlanmasinin, gelecekteki calismalar i¢in 6nemli yardim saglayabilecegine inanilmaktadir.

TESEKKUR: Calismada gerek laboratuvar imkanlari gerek fikirleriyle bize yol gosteren sayin Prof.
Dr. D. Serap KURUCA ’ya tesekkiirlerimizi iletiriz.
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