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OZET

Idrar analizi; diyabet, hipertansiyon gibi ¢esitli metabolik hastaliklar, idrar yolu
enfeksiyonlari, bobrek fonksiyonu ve diger bazi hastaliklar hakkinda bilgi edinmek i¢in
yaygin olarak kullanilan yaklagimlardan bir tanesidir. Raman spektroskopisi, organik ve
inorganik molekiillerin parmak izi analizini yapan optik bir teknik olup tek ya da ¢oklu idrar
bilesiklerinin tespitinde kullanilabilir. Bu c¢alismanin amaci; idrarda anormal diizeylerde
bulunabilen glukoz, iire, kreatinin ve iirik asit degerlerini, alternatif ve hizli bir metot olan
Raman Spektroskopi yontemiyle es zamanli olarak tespit ederek bobrek rahatsizliklarinin
erken tamisini saglayabilmektir. Bunun ig¢in Oncelikle, belirlenen optimum cihaz
parametreleri kullanilarak her metabolite ait Raman referans spektrumlar elde edilmistir.
Daha sonra, hazirlanan sentetik idrarda farkli konsantrasyonlarda bulunan dort idrar
metabolitinin Raman’da dl¢iimleri yapilmistir. Spesifik bantlarin siddet ve alanlarindan yola
cikarak her bilesen i¢in kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Bant intensiteleri kullanilarak
tire 2,5 ile 75 mg/ml, kreatinin 2,5 ile 70 mg/ml, glukoz 1,75 ile 70 mg/ml ve iirik asit 0,25
ile 24 mg/ml arasinda sirasiyla 0,949; 0,935; 0,958 ve 0,988 R? degerleri ile tayin
edilebilmistir. Yontemin tespit sinir1 iire, kreatinin, glukoz ve iirik asit igin sirastyla 30
mg/dl, 35 mg/dl, 27 mg/dl ve 14 mg/dl, tayin sinir1 ise 89 mg/dl, 106 mg/dl, 81 mg/dl ve 43
mg/dl olarak hesaplanmistir. Ayrica dort idrar bilesenini igeren sentetik idrarin, Raman
haritalama yontemi ile ileri analizi gerceklestirilmistir. Yontemin gecerliligi, homojenite ve
tekrarlanabilirlik deneyleri ile dogrulanmistir. Ozellikle diyabet ve hipertansiyon
hastalarinda ileride kronik bobrek hastaligi ve sonrasinda bobrek yetmezligi olusma riski
yiiksek oldugundan, idrardaki potansiyel biyobelirteglerin analizi biiyiik 6nem tagimaktadir.
Calismamiz, bu metabolitlerin diisiik konsantrasyonlarda hassas bir sekilde ve saniyeler
icinde es zamanli olarak tespit edilebildigini gostermistir. Bu ¢aligmanin, klinik uygulamaya
hazirlik i¢in dnemli bir basamak olacagina inanilmaktadir. Ileride tasinabilir bir Raman tan1
cihazi ile hastanelerde bobrek hastaliklariyla beraber diger bir¢ok hastaligin daha hizli,
giivenilir ve hassas bir sekilde tanisinin yapilabilecegi 6ngdriilmektedir.

Bilim Kodu : 1055.1

Anahtar Kelimeler : Raman spektroskopisi; bobrek hastaliklar; tire; kreatinin; glukoz;
tirik asit
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RAPID AND SIMULTANEOUS DETECTION OF RENAL DISEASES-RELATED
METABOLITES IN URINE BY RAMAN SPECTROSCOPY
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ABSTRACT

Urine analysis is one of the commonly used method to get information about the metabolic
diseases such as diabetes and hypertension, urinary tract infections, kidney function and
some other diseases. Raman Spectroscopy is an optical technique that analyses fingerprint
of organic and inorganic molecules and also can be used for detection of single or multiple
urine components. The aim of this study, to simultaneously detect glucose, urea, creatinine
and uric acid that can be found at the abnormal levels in urine by using an alternative and
rapid technique, Raman spectroscopy, so to provide early detection of renal diseases.
Therefore, Raman reference spectra for every metabolite were firstly obtained by using
optimized device parameters. Next, Raman measurements of four urine metabolites which
have different concentrations in prepared synthetic urine were performed. The calibration
curves were created for every metabolite via investigating the intensity and also areas of
spesific bands. Based on the band intensities, urea which is between 2.5 and 75 mg/ml,
creatinine which is between 2.5 and 70 mg/ml, glucose which is between 1.75 and 70 mg/ml
and uric acid which is between 0.25 and 24 mg/ml were determined with the R? values of
0.949, 0.935, 0.958 and 0.988, respectively. Limit of detection of the method for urea,
creatinine, glucose and uric acid were respectively calculated as 30 mg/dl, 35 mg/dl, 27
mg/dl and 14 mg/dl, and limit of quantification as 89 mg/dl, 106 mg/dl, 81 mg/dl and 43
mg/dl. In addition, further analysis of synthetic urine including four urine components was
performed with Raman mapping. Validation of the method was confirmed with the
homogeneity and reproducibility experiments. Analysis of potential urine biomarkers is
greatly important particularly in diabetes and hypertension patients, since their risk at
improving chronic kidney diseases and followingly renal failure is high. Our study showed
that these metabolites at the low concentrations can be detected sensitively and
simultaneously within seconds. It is believed that; this study would be a significant step for
the preparation of clinical application. In the future, with a portable Raman diagnostic device
in hospitals, many other diseases as well as renal diseases could be diagnosed more rapidly,
reliably and sensitively.

Science Code : 1055.1

Key Words : Raman spectroscopy; renal diseases; urea; creatinine; glucose; uric acid
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aliman Raman spektrumlart ............ccooeeiiiiiiiiiiiiieeeee e,

521 cm’deki glukoz bandmin 10 farkl dl¢iimdeki siddet degerleri...........

10 mg/ml iirik asit iceren sentetik idrar 6rneginin 10 farkli noktasindan
alian Raman Spektrumlart ...........cc.ocveriieiieniieiieieciceee e

627 cm’deki iirik asit bandinm 10 farkl dl¢iimdeki siddet degerleri.........

Ure, kreatinin, glukoz ve iirik asit drneklerinden giin i¢inde 5 bagimsiz
analiz ile toplam 3 giinde alinan Raman spektrumlart............cccccoeoeeninnn.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

°C Santigrat derece
A Dalga boyu

pum Mikrometre
pmol Mikromol

M Mikromolar

ul Mikrolitre

cm Santimetre

cm’! Dalga say1si

dk Dakika

dl Desilitre

g Gram

1 Litre

m? Metrekare

mg Miligram

ml Mililitre

mmol Milimol

mM Milimolar

mW Miliwatt

nm Nanometre

R? Korelasyon katsayisi
sn Saniye
Kisaltmalar Aciklamalar
ABD Amerika Birlesik Devletleri

AFM Atomik Kuvvet Mikroskobu



X

Kisaltmalar Aciklamalar

ATP Adenozin Trifosfat

a.u. Arbitrary Unit

BUN Kan Ure Azotu

CARS Koherent Anti-Stokes Raman Spektroskopi
CCD Yiik Eslesmis Cihaz

CREDIT Tiirkiye Kronik Bobrek Hastaligi Prevalans Calismasi
CRR Kozmik Isin Giderimi

DM Diabetes Mellitus

DNA Deoksiriboniikleik Asit

eGFR Tahmini Glomeriiler Filtrasyon Hizi
FTIR Fourier Dontigiimlii Infrared Spektrometresi
GFR Glomeriiler Filtrasyon Hizi

HBV Hepatit B Viriisii

HCV Hepatit C Viriisii

HIV Insan Bagisiklik Yetmezlik Viriisii

HLA Hibrid Dogrusal Analiz

HPLC Yiiksek Performansli Sivi Kromotografisi
KBH Kronik Bobrek Hastaligt

KVH Kardiyovaskiiler Hastaliklar

LOD Tespit Sinir1

LOQ Tayin Sinir1

NIR Yakin Kizilotesi Spektroskopisi
Nd/YAG Neodimiyum-Yag Lazeri

OGTT Oral Glukoz Tolerans Testi

PCA Temel Bilesen Analizi

PDA Foto Diyot Dizileri

pH Hidrojenin Gticii

pmp Milyon Niifus Basina Diisen Hasta Sayis1
PMT Foto Cogaltic Tiip

RNA Riboniikleik Asit

RRS Rezonans Raman Spektroskopisi

RS Raman Spektroskopisi



Kisaltmalar

RSD
SD
SDBH
SDBY
SNOM
SNP
TND
UHTS
UV
YGRRS
YGRS

Aciklamalar

Bagil Standart Sapma

Standart Sapma

Son Dénem Bdobrek Hastaligi

Son Dénem Bobrek Yetmezligi

Yakin Alan Taramali Optik Mikroskop
Tek Niikleotid Polimorfizmi

Tiirk Nefroloji Dernegi

Ultra-High Throughput Spectrometers
Ultraviyole

Yiizeyde Gii¢lendirilmis Rezonans RS
Yiizeyde Giiclendirilmis Raman Spektroskopisi



1. GIRIS

Kronik bobrek hastaligi (KBH) artan insidans ve prevalansi ile diinya ¢apinda énemli bir
saglik problemi haline gelmistir. KBH farkindaliginin ve erken tamisinin diisiik olmasi
sebebiyle siklikla bobrek fonksiyonlarinda bozulma, kronik bobrek yetersizligi ve ardindan
son donem bobrek yetersizligi ile sonuglanir [1]. Son donem bdbrek yetmezligi cok dnemli
ekonomik, sosyal ve tibbi sorunlara yol agmaktadir. Bu nedenle olusabilecek olumsuz
sonuglarin engellenebilmesi i¢in erken tani biiylik 6nem tasimaktadir. Tan1 ne kadar hizli ve

dogru ise tedavi siireci o kadar hizli ve basarili olacaktir.

Klinik olarak bobrek fonksiyonlarinin 6l¢iilmesinde ve KBH nin tanisinda yaygin olarak
glomertiler filtrasyon hizi (GFR) kullanilir [2]. Bir dakika siiresinde her iki bobrekteki
glomeriiler boyunca filtre edilen sivi miktar1 olarak tanimlanan GFR, serum veya idrar
kreatinin diizeyleri ile ¢esitli parametreler (hastanin yasi, cinsiyeti, irki, kilosu, serum iire ve

albiimin diizeyleri) kullanilarak hesaplanir [1, 2].

Idrar 6rnekleri, kandan fazla miktarda ve kolayca elde edilebilir. Idrar analizi; diyabet,
hipertansiyon gibi ¢esitli metabolik hastaliklar, idrar yolu enfeksiyonlari, bobrek fonksiyonu
ve diger bazi1 hastaliklar hakkinda bilgi edinmek icin yaygin olarak kullanilan
yaklagimlardan bir tanesidir [3-5]. Idrar, ozellikle bobregin sivi biyopsisi olarak
diisiiniilebilir. Idrardaki metabolitlerin kantitatif analizine yonelik kullanilan giincel
metotlardan yiiksek performansli sivi kromotografisi (HPLC) ile kapiller elektroforez
yontemi, zaman alan ve rutin analizler i¢in uygun olmayan metotlardir [6]. HPLC
yonteminde birgok organik ¢oziiciiye ihtiya¢c olmakta ve kolonlar kolayca kontamine
olabilmektedir [7]. Siklikla kullanilan ve toz ilaglarin emdirilmis oldugu test kagitlar1 ise
kreatinin, iire, glukoz gibi idrar metabolitlerinin yar1 kantitatif 6l¢iimiinii saglamaktadir [6].
Yine rutin olarak kullanilan fotometrik ve enzimatik metotlar, ¢esitli endojen ve ekzojen

bilesiklerin karigimindan 6tiirli idrar metabolitlerinin analizinde sikintilidir [7].

Son yillarda kullanimi giderek artan Raman spektroskopisi (RS), organik ve inorganik
molekiillerin parmak izi analizini yapan optik bir teknik olup tek ya da ¢oklu idrar
bilesiklerinin tespitinde kullanilabilir [8, 9]. Literatiirde, idrar analizi i¢in RS’nin

kullanilabilirligini gdsteren gesitli calismalar mevcuttur. Ilk olarak Dou ve digerleri insan



idrarindan kantitatif Raman analizi yapmuslardir [6]. Premasiri ve digerleri idrar
bilesiklerinin analizi i¢in ylizeyde gii¢lendirilmis Raman spektroskopisi (YGRS) aktif
substrat1 olarak altin kolloid kullanmislardir [9]. McMurdy ve Berger idrar 6rneklerinden
RS ile kreatinin Ol¢iimii yapmislardir [8]. Yakin zamanda Bispo ve digerleri, seker ve
hipertansiyon hastalarinin idrar analizini RS yontemi ile ¢alismiglardir [4]. Tiim bu gruplarin
calismalar1 ve elde edilen sonuglar, daha basit ve metabolit sayisi daha fazla olan bir

yontemin gelistirilebilmesine 151k tutmustur.

Bu ¢alismanin amaci; idrarda anormal diizeylerde bulunabilen glukoz, iire, kreatinin ve tirik
asit degerlerini, alternatif ve hizli bir metot olan RS yontemiyle es zamanli olarak tespit
ederek bobrek rahatsizliklarinin erken tanisini saglayabilmektir. Bunun igin her metabolite
ait Raman referans spektrumlarinin belirlenmesinin ardindan konsantrasyon deneylerinin
gergeklestirilmesi planlanmistir. Raman haritalama yontemi ile tiim idrar bilesenlerini igeren
sentetik idrarin ileri analizi yapilmistir. Yontemin gecerliligi dogrusallik, hassasiyet ve
kesinlik parametreleriyle arastirilmistir. Ozellikle diyabet ve hipertansiyon hastalarinda
ileride bobrek rahatsizligi olusma riski yiiksek oldugundan, idrardaki bu potansiyel

biyobelirteglerin analizi biiyiilk 6nem tagimaktadir [4].

Bu c¢alismanin 6nemi; Raman spektroskopisi yontemi ile her hangi bir nanopartikiil
kullanmadan diisiik konsantrasyonlardaki dort farkli idrar metabolitinin son derece hassas
bir sekilde ve saniyeler iginde es zamanl olarak tespit edilebildigini gostermektir. Ornek
tizerinde herhangi bir tahribata yol agmayan bu analiz, ayirma, seyreltme ya da diger
ajanlarla karistirma gibi ek bir kimyasal basamak gerektirmemesi ile giincel tekniklere gore

iistiinliik saglamaktadir [9].

Bu zamana kadar cihazin yiiksek maliyetinden ve biiyiik boyutlarindan dolay1 laboratuvar
disinda kullanimi zor olmustur [10]. Fakat ileride diisiik maliyetli taginabilir bir Raman tan
cihazi ile klinik alanda yaygin uygulamaya gecilebilecegi ongoriilmektedir [11]. Sadece
idrarin degil, kan, serum, tiikiirtik, ter gibi diger viicut sivilarinin biyokimyasal analizinde
bu alternatif teknik kullanilabilir ve hatta var olan laboratuvar metotlarinin yerine gegebilir

[9, 12, 13].



2. GENEL BILGILER

2.1. Kronik Bobrek Hastahg:

KBH genel bir ifade olarak bdbregin yap1 ve fonksiyonunu etkileyen heterojen bir
bozukluktur [14]. Son donem bobrek yetmezligi ve kardiyovaskiiler komplikasyonlara yol
acmasi sebebiyle tiim diinyada gittik¢e biiyiliyen bir saglik problemi haline gelmistir [15].
KBH, nedeni ne olursa olsun en az ii¢ ay siiren ve GFR ile ifade edilen bobrek hasar1 ve/veya
azalmig bobrek fonksiyonu olarak da tanimlanir [1, 16]. Hastaligin siddetine gore bes evrede
smiflandirilir [17]. KBH rutin laboratuar testleriyle saptanabilir ve bazi tedaviler hastaligin

ilerlemesini yavagslatabilir. Boylece hayatta kalma sansi ve yasam kalitesi artabilmektedir.

2.1.1. Bobrek

Bobrekler, omurgalilarda bulunan diizenleyici rol oynayan bosaltim organlaridir. Temel
fonksiyonu pH homeostazint korumakla beraber kandaki elektrolitlerin dengesini
diizenlemektir. Ayn1 zamanda en bilinen fonksiyonu olarak kandaki organik molekiillerin
fazlasin1 gidererek metabolizmadan atik iiriinlerin uzaklastirilmasini saglar. Homeostatik
fonksiyonlar1 igerisinde elektrolitlerin diizenlenmesi, asit-baz dengesinin korunmasi ve kan
basincinin diizenlenmesi yer alir. Kanin dogal bir filtresi olarak viicuda hizmet ederler. Basta
iire ve amonyum gibi azotlu atiklar1 kandan siizerek su ile birlikte idrar olarak bosaltirlar.
Su, glukoz ve amino asitlerin geri emiliminden de bobrekler sorumludur. Ayrica kalsitrol ve
eritropoetin gibi hormanlari salgilar. Negatif geribildirimde rol oyanayan 6nemli bir enzim

olan renin de bobreklerde tretilir [18].

Karinzar arkasi (retroperitonal) bolgesinde yer alan bobrekler, sag ve sol renal arterlerden
kani alip siizerek sag ve sol renal venlere iletirler. Her bobrek, mesaneye bosalan iireter igine
dogru idrar1 bosaltir ve kan i¢in mikroskobik filtre gérevi géren yaklasik bir milyon nefron
icerir [18]. Bobrek fonksiyonunun ¢aligma alani renal fizyoloji kapsaminda olup, bobrek
hastaliklariyla ilgilenen tip dali nefrolojidir. “Nephros” Yunanca “bobrek” anlamina gelir.
Bobrek (ler) ile ilgili anlaminda kullanilan renal s6zctigii ise Latince “renalis” kelimesinden

gelir [19].



Bobrek hastaliklar1 ¢cok ¢esitli olmasina ragmen genellikle karakteristik klinik belirtiler
gosterir. Yaygin olarak goriilen klinik olgular nefritik ve nefrotik sendromlar, renal kistler,
akut bobrek yetmezligi, kronik bobrek hastaligi, idrar yolu enfeksiyonu, nefrolitiyasiz ve
idrar yolu tikanikligidir [20]. Ayrica gesitli bobrek kanserleri mevcut olup en yaygini renal
hiicreli karsinomdur. Kanserler, kistler ve diger bazi renal hastaliklar, nefrektomi olarak
bilinen bobregin alinmasi yoluyla tedavi edilebilir. GFR sonucunda bébrek fonksiyonlariin

cok zayifladig1 goriiliirse diyaliz ve bobrek nakli tedavi segcenekleri arasinda olabilir.

2.1.2. Kronik bobrek hastaliginin epidemiyolojisi

KBH, Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) yetiskin populasyonunun yaklasik %11 ini
etkilemektedir. Hastaligin erken evrelerinin prevalansi (%10,8), bobrek yetmezligi
prevalansindan (%0,1) 100 kat daha fazladir. ABD’de diyaliz ve nakil yolu ile tedavi edilen
bobrek yetmezligi olan hastalarin sayis1 1999 yilinda 340 000 iken 2010°da 651 000’e
cikmistir [1]. 2013 yili ABD Renal Veri Sistemi raporuna gore son donem bobrek
yetmezligi (SDBY) insidansmin' en yiiksek oldugu iilkeler Jalisco (Meksika), ABD ve
Tayvan’dir. SDBY prevalans? siralamasi ise Tayvan, Japonya ve ABD seklindedir [21].

2008 yil1 Tiirk Nefroloji Dernegi (TND) verilerine gore, Tiirkiye’deki son donem bobrek
yetmezligi insidansi, 2000 yilindan beri dort kat artis gosterirken prevalans degeri iki kat
artig gostermistir (insidans, 52-188 pmp- milyon niifus basina diisen hasta sayisi-; prevalans,
358-756 pmp) [22, 23]. 2010 yilinda TND tarafindan yapilan Tirkiye Kronik Bobrek
Hastalig1 Prevalans Calismasina (CREDIT) gore iilkemizde eriskinlerin %15,7’sinde KBH
mevcuttur. Bu oran iilkemizde 7 milyondan fazla KBH’l1 kisi bulundugunu, yani her 6-7
yetiskinden birinin herhangi bir evresinde bobrek hastasi oldugunu gostermektedir. Niifusun
%5,09’unda ise KBH’ya bagl olarak gelisen ve son doneme ilerleme riski olan orta veya
ileri derecede bobrek yetersizligi goriilmiistiir. Bu da iilkemizdeki her 20 yetiskinden birinde
kritik diizeyde KBH oldugunu gostermistir. Yine TND verilerine gore iilkemizde diyaliz
tedavisi goren hasta sayisi ise 13 000 civarindadir [24]. Tiim bu sonuglar 1s181nda, KBH’ nin
diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de boyutlar1 giderek artan 6nemli bir halk saglig1 sorunu
oldugunu séylemek miimkiindiir [17].

1 Belirli bir zaman araliginda (siklikla 1 yilda) baslayan yeni hasta sayis1

2 Herhangi bir zaman kesitindeki biitiin hastalar



2.1.3. Kronik bobrek hastaliginin tanisi

Kronik bobrek hastaliginin tanis1 kan tahlili, idrar tahlili, goriintiileme yontemleri veya

biyopsi ile yapilabilmektedir [25].

Idrar analizinin ilk asamas1 olan fiziksel incelemede idrarin rengine, konsantrasyonuna ve
berrakligina bakilir. Idrar dipstick testi ile yapilan kimyasal incelemede idrarda olmamasi
gereken protein, kan, glukoz gibi anormal bilesenlerin varligi incelenir. Bir sonraki
degerlendirme asamasi, idrarin mikroskop altinda incelenmesi ile saglamir. Idrarda
bulunmamasi gereken maddeler ile normalde goriilen maddelerin miktar1 arastirilir. Epitel
hiicreleri, 16kosit, eritrosit, kristaller ve mikroorganizmalar tanimlanip sayilir. Dipstick ile
idrarda proteiniiri ile eritrosit ve 16kosit saptanmasi1 bobrek hasarinin bir gostergesi olabilir.
Hastadan istenen 24 saatlik idrarda protein ve atik iirlinlerin (iire nitrojen ve kreatinin) analizi
yapilir. Ayrica idrardaki kreatinin ve iire miktar1 bobrek fonksiyonunun seviyesi ile GFR

hesaplanmasinda kullanilabilmektedir [25].

Bobrek fonksiyonlarinin Ol¢iilmesinde ve bobrek hastaligimin evresini tanimlamada
kullanilan en iyi yontem glomeriiler filtrasyon hizinin 6lgiilmesidir. GFR, bir dakika
stiresinde her iki bobrekteki glomeriillerin bowman bosluklarinda biriken filtratin miktar
olarak tanimlanmaktadir [2]. GFR, ¢ogunlukla 24 saatlik {iriner kreatininin serum kreatinine
boliinmesiyle elde edilen kreatinin klirensinden' hesaplanir [4]. Kan kreatinin diizeyi, yas,
rk, cinsiyet, kilo ve diger bazi faktorler kullanilarak da GFR hesaplanabilir. Tahmini GFR
(eGFR) ise sadece serum kreatininden hesaplanabilmektedir. GFR degeri saglikli geng
eriskinlerde 120 ile 130 ml/dk/1,73 m? olmakta ve yasla beraber giderck azalmaktadir [26-
29]. KBH tanis1 koyulabilmesi i¢in GFR degerinin en az iig ay siireyle 60 ml/dk/1,73 m?’nin
altinda olmas1 veya en az 3 ay siireli bobrek hasarinin varliginin kanitlanmasi gerekmektedir
[14]. Bu durum bobregin normal islevinin yarisinin ya da daha fazlasinin kaybedildigini

gostermekte ve bobrek hastaligi ilerledikge GFR degeri azalmaktadir [1].

Serum kreatinini ve kan iire azotu (BUN) bobrek hastaliklarinin tespitinde en yaygin

kullanilan kan testleridir. Kreatinin, kaslarda bulunan kreatin ve fosfokreatin maddelerinin

1 Bir dakikada kreatininden temizlenen plazma hacmi (ml/dk)
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yikimi sonucu ortaya ¢ikar. Ure ise protein yikimi sonucu olusan atik bir iiriindiir. Bébrek
islevi bozuldukca bu maddelerin kandaki diizeyleri artmakta ve idrarda kreatinin klirensi
azalmaktadir. Ayrica bobregin fonksiyon bozuklugu 6zellikle kandaki potasyum, fosfor ve
kalsiyum gibi elektrolitlerde dengesizlige yol agar. Beraberinde genellikle kanin asit-baz

dengesi de bozulmaktadir [25].

Ultrason, bobrek hastaliklarinin tanisinda siklikla kullanilan naninvaziv bir goriintiileme
yontemidir. Ozellikle kronik b&brek yetmezligi tanisinda pratikte en ¢ok kullanilan ydntem
radyolojik olarak bdbreklerin kiiciik oldugunun gosterilmesidir. KBH’da bdbrekler
genellikle kiiciildiigii gibi normal boyutlarda ya da erigkin polikistik bobrek hastaligi,
diyabetik nefropati ve amiloidozis durumlarinda daha biiyiik boyutlarda goriilebilir.
Ultrason, bobreklerde veya idrar yolunda bir problem olup olmadigi, bobrek tasi ya da tiimor

varlig1 ile bobreklerdeki kan dolagimi hakkinda bilgi vermektedir [25].

Bobrek hastaliginin nedeninin belirsiz oldugu durumlarda ya da belirli bir bobrek hastaligi
tipini kontrol i¢in biyopsi gerekebilir. Biyopsi bobrek dokusundan kiigiik bir 6rnek alinarak

mikroskop altinda incelenmek suretiyle gerceklestirilir [25].

2.1.4. Kronik bobrek hastahg icin risk faktorleri

Her insan her yasta KBH’ya yakalanabilir. Ancak bazi insanlarda bobrek hastaligi
digerlerine gore daha yiiksek oranla gelisebilmektedir. KBH’ya yatkinligi artiran risk
faktorleri arasinda; ileri yas, akut bobrek yetmezligi goriilen aile dykiisii, belirli bir 1rka ait
olma (Afrikali Amerikali, Ispanyol Amerikali, Asyali, Pasifik adali ve Amerikali
Kizilderililer gibi), azalmis nefron kiitlesi (nefrektomi Oykiisii, diisiik dogum kilosu) ve

genetik 6zellikler bulunmaktadir [14].

KBH’ya yol acgan hastalik ve durumlar da risk faktorlerindendir. Bunlardan en 6nemlileri
kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH) i¢in risk faktorleri olan hipertansiyon, diyabet ve obezite
ile KVH, otoimmiin hastaliklar (sistemik lupus eritematozus, vaskiilit), enfeksiyonlar
(bakteri, HBV, HCV, HIV, sistozomyas, sitma), ¢esitli ila¢ ya da toksinlerdir [14]. Bobrek
hasarina neden olan idrar yollar1 enfeksiyonu, iiriner sistem taglari ve iiriner sistem

obstriiksiyonu da risk faktorleri arasindadir [1].



Tirkiye’de 2010 yilinda yapilan CREDIT ¢alismasinda KBH’l1 hastalarda hipertansiyon,
diyabet, dislipidemi, obezite ve metabolik sendrom hastaliklarinin, KBH’l1 olmayanlara
gore daha yaygin oldugu gosterilmistir. Bununla beraber ileri asamadaki kronik bobrek
hastalarinda bu kardiyovaskiiler risk faktorlerinin giderek daha da yaygimn hale geldigi
goriilmiistiir. Bu sebeple KBH ile KVH’ nin risk faktorleri arasinda giiglii bir iliski oldugu
belirtilmistir. Yine CREDIT c¢alismasi1 Tiirkiye’de KBH prevalansinin kadinlarda, yaslilarda,
kirsal ve baz1 cografik bolgelerde (Marmara, Giineydogu Anadolu) daha yiiksek oldugunu
gostermistir [17]. Isve¢’deki bir calismada kadin ve erkeklerde, hayatin herhangi bir

evresinde goriilen obezitenin, KBH riskinde 3-4 kat artmaya neden oldugu belirtilmistir [30].

Sonu¢ olarak KBH ve kardiyovaskiiler risk faktorlerinin beraber goriilmesi, morbidite

(hastalik orani) ve mortaliteye (6liim orani) etki eden en biiyiik faktordiir [17].

2.1.5. Kronik bobrek hastaliginin evreleri

Giderek artan c¢alismalar, KBH’nin erken tami ve tedavisi ile bazi1 kotii sonuglarin
Onlenebilecegini veya geciktirilebilecegini gdstermistir [31]. Maalesef tanis1 koyulamamis
ve tedavi edilmemis KBH’nin 6nlenebilmesi de miimkiin olmamaktadir [32-34]. Taniy1
engelleyen sebeplerin bir kismi KBH’nin tanimi ve progresyonundaki evrelerin
siiflandirilmasi tizerindeki uyusmazliktir [35]. Bir kismi da tanida kullanilan basit testlerin

tek bir uygulamasinin olmamasindan kaynaklanmaktadir [1].

National Kidney Foundation - Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (NKF-KDOQI)
tarafindan hazirlanan 2002 yili Kronik Bobrek Hastaligi Degerlendirme ve Siiflama
Kilavuzu’na gére KBH, GFR degerlerine gore bes evrede siniflandirilmistir (Cizelge 2.1.).
Boylece uluslararasi bir kriter olusturulmustur. 1’den 5’e kadar olan tiim evreler KBH’I1
hastalar1 kapsamaktadir. ilk sirada herhangi bir evreye girmeyen kisiler, KBH gelistirme
riski yiliksek olanlar1 ifade etmektedir. Bobrek hastalig: ilerledikge GFR degerinde diisme

gozlenmektedir. Bobrek yetmezligi terimi, son donem bobrek hastaligi (SDBH) ile ayni
manaya gelmemektedir. SDBH diyaliz ya da transplantasyon ile tedavi edilen hastay1 ifade

etmekte olup KBH’nin herhangi bir evresini tanimlamaz [1].



Cizelge 2.1. Kronik bobrek hastaliginin GFR degerlerine gore siniflandirilmasi [1]

KBH Evresi Tanim GFR (ml/dk/1,73 m?)
- Normal GFR ile KBH i¢in risk faktorleri >60

1 Normal ya da artmis GFR ile bobrek hasari >90

2 GFR’de hafif azalma ile bobrek hasari 60-89

3 GFR’de orta derece azalma 30-59

4 GFR’de ciddi (¢ok fazla) azalma 15-29

5 Bobrek yetmezligi (SDBY) <15 veya diyaliz

2.1.6. Kronik bobrek hastaliginin etiyolojisi

Diyabetik kokenli bobrek hastaligi Amerika’daki bobrek yetersizliginin en biiylik nedenidir.
Olgularin yaklasik 2/3’iinden diyabet ve hipertansiyon sorumludur. Kandaki seker orani gok
yiikseldiginde, bobrek, kalp, kan damarlari, sinirler ve géz gibi viicudun bir¢ok boliimii zarar
goriir. Kanin, kan damarlarinin duvarlarina kars1 yaptig1 basincin artmasiyla olusan yiiksek
tansiyon, eger kontrol edilmezse kalp krizi, fel¢ ve KBH’ya yol agabilir. Bunun tersi olarak
KBH da yiiksek tansiyon sebebi olabilir. Diyabetik kdkenli olmayan bobrek hastaliklari;
glomeriiler, vaskiiler, tiibiilointerstital ve kistik bobrek hastaliklarin1 kapsamaktadir.

Bunlardan glomeriilonefrit, bobrek hastaliklarinin ii¢lincii en yaygin nedenidir [1]

KBH’nin Amerika’daki yaygin nedenleri [36];

e Tipl ya da tip 2 diyabet

e Hipertansiyon

e Glomeriilonefrit (bobrekte siizme islevini yapan glomeriillerin inflamasyonu)
e Interstisyel nefrit (bobrek tiibiillerinin ve ¢evre yapilarin inflamasyonu)

e Polikistik bobrek hastaligi gibi kalitimsal hastaliklar



¢ Viicudun immiin sistemini etkileyen lupus ve diger bazi hastaliklar

e Prostat biiylimesi, bobrek taslari veya tiimor gibi problemlerden dolayi iiriner
sistemin uzun siireli obstriiksiyonu (tikaniklig1)

e Vezikoiireteral reflii (bobrege idrar kagcagina sebep olan bir malformasyon)

e Tekrarlayan bobrek enfeksiyonu (piyelonefrit)

TND 2012 yili Bobrek Kayit Sistemi verilerine gore lilkemizdeki yeni kronik bdbrek
yetersizligi olgularinin etiyolojik nedenleri ve yiizdelik dilimleri su sekildedir [37];

e Diyabetik nefropati (%36,6)

e Hipertansiyon, nefroskleroz (%27.,4)

e Kronik glomeriilonefrit (%7,3)

o Kistik bobrek hastaliklar (%4,2)

e Urolojik hastaliklar (Tas, obstriiksiyon, vezikoiireteral reflii) (-)
e Kronik interstisyel nefrit (%2,7)

e Bilinen diger nedenler (%11,3)

e Belirsiz (%10,5)

Gegmiste KBH olusmasinda en 6nemli sebep glomeriilonefrit iken, giiniimiizde diyabetik
nefropati tiim irklarda KBH’nin nedenleri arasinda ilk sirada gelmektedir [21]. Ulkemizde
1995 yilindan bu yana olan kayitlar incelendiginde, SDBY nedenlerinden glomeriilonefrit
oraninin giderek azaldigi, diyabet ve hipertansiyon oranlarinin ise zamanla arttig1
goriilmektedir. Nitekim yukaridaki TND’ye ait insidans verilerine gére SDBYli hastalarin
%64’1linde etiyolojik neden diyabet ve hipertansiyondur.

2.2. idrar Metabolitleri ve Hastaliklarla iliskisi

Nefronlarda filtrasyon, geri emilim ve salgilama olmak {izere {i¢ asamada olusan idrarin
%91-96’s1 sudan olugsmaktadir. Geri kalani iire, kloriir, sodyum, potasyum, kreatinin, tirik
asit ve diger ¢Ozilinmiis iyonlar ile inorganik ve organik bilesikleri icermektedir [38]. Bu tez
kapsaminda idrar bilesenlerinden iire, kreatinin, glukoz ve {irik asit tizerinde ¢alisildig1 i¢in

sadece bu metabolitlerle ilgili bilgilere yer verilmistir.
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2.2.1. Ure

Ure, kimyasal formiilii CO(NH2)2 olan organik bir bilesiktir. iki amin grubuna baglanmuis bir
karbonil grubu igeren ve azotlu bir bilesik olan iire karbamid olarak da bilinir. Kat1 ve
kokusuz beyaz kristaller ya da peletler seklindedir. Su ve alkolde iyi ¢dziinen iire, asidik

veya bazik 6zellige sahip degildir [39].

Fizyolojik 6nemi biiyiik olan iire, idrarda bulunan nitrojen igeren bilesiklerin basinda
gelmektedir [9]. Idrarla atilan kisim viicuttaki {irenin %90’1n1 olustururken, geri kalan az bir
kisim ter, siit ve gdzyasi ile atilmaktadir. Yetiskin bir insanin viicudundan giinde 25-30 g iire
idrarla atilirken, bu miktar yaslanmayla beraber her yi1l daha da azalmaktadir. Bobreklerden
stiziilemeyen lirenin kanda birikerek normal degerin {izerine ¢ikmasi halinde tiremi olusur.
Urenin kan serumundaki diizeyi normalde 10,2-49,8 mg/dl arasinda degismektedir [40].
Ancak bu deger akut bobrek hastaligit durumunda 720-900 mg/dl’ye, KBH’de 300-420
mg/dl’ye kadar yiikselebilmektedir [41].

Urenin idrardaki miktar1 degisken olup giinliik iire atilimi, 490-2690 ml idrarda 342 + 67
mmol’dur [42]. 1996 yilinda yapilan bir aragtirmada idrardaki normal iire seviyesinin < 20
mg/dl oldugu belirtilmistir [6]. Anormal iire diizeyleri ¢cogunlukla karaciger hastalig1 [43],
bobrek hastaligi, kalitimsal {ire dongiisii bozukluklar1 (6rmegin, argininosiiksinik asidiiri)
[44] ve kalp yetmezligi [45] gibi ¢esitli metabolik hastaliklarin ya da beslenme

problemlerinin [46] bir gostergesidir.

Calisma alanimuzla ilgili olarak hipertansiyon, diyabet ve diyaliz hastalarinin idrar

orneklerinde, tire miktarinin saglikli insanlara gore daha az oldugu bilinmektedir [4].

Memeli organizmasinda iire sentezi

Protein metabolizmasinin son iirlinli olan iire, memelilerde aminoasitlerin deaminasyonu
sonucu olusan amonyagin (NH3), karacigerde karbondioksitle birlesmesi sonucu
sentezlenmektedir. Buradan kana karisan iire bobrege gonderilir ve idrarla disariya atilir
[47]. Karacigerde amonyaktan, lirenin sentezlenmesi olay1 {ire ya da ornitin dongiisii olarak
bilinir ve 1932 yilinda kesfedilen ilk metabolik dongilidiir. Amonyak, azotlu bilesiklerin

metabolizmasi sonucu olusan ortak bir yan {riindiir. Amonyak iireden daha kiiciik, daha
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ugucu ve daha hareketlidir. Amonyak, bobreklerde H' iyonlari ile birlikte atildig1 i¢in asit-
baz dengesinin saglanmasinda da onemlidir. Viicutta biriktiginde hiicre pH’sin1 artirarak
toksik hale gelir. Suda nétr ve yiiksek derecede ¢o6ziinebilir olan iire, fazla nitrojenin taginim
ve atilimimi saglamada viicut i¢in gilivenli bir aragtir. Bu sebeple sentezi icin enerji
gereksinimine ragmen bir¢ok organizma amonyagi daha az toksik olan iireye ¢evirmektedir

[48].

€O, —. - NHg*
208 g
COQ + NH4 INHE
carbamail Ure C\;O
aroamoil H H.O
2Mg-ATP fosfat < @) £ NHy*
N-Acatyl- sentetaz o .\‘_‘J.:/ é?NH
glutamate | ) %HQNHQ"_n Arjinaz T gHz_NH
- Hz Hz
2Mg-ADP + P i &g
H-G~NH,* H-G-NH,*
Mitokondri coo- coo-
& 5 L-Ornithine LaArginine\ —
llu |
El-C-0-P-0 | - | -ooc-&u
3 / Ornitin @\ Fumarate
Carbamoyl . =1
E:
phosphate P, - (©) Arjininosukkinat
' Liyaz |
NH, Sitozol NH  GOO"
\ C=0 C-NB-5-CH
[ [ &
CH,~NH CH,—NH Hp
CH; CH, coo-
(J;H2 iﬁj éHQ Argininosuccinate
H"‘JIJ“N_H3+ = Arjininosukkinat o H"JI-:' N_H3+
CO0 S Sentetaz - Coo
L-Citrulline — — g
[ MoATP AP+ Mg-PP
COO~
HaN-C-H
G
Coo~
L-Aspartate

Sekil 2.1. Ure dongiisii reaksiyonlar1 [50]

Ure déngiisii, ikisi mitokondride iicii sitoplazmada olmak iizere bes evreden olusur (Sekil
2.1.). Alt1 aminoasit ve bes enzim gorev alir. Dongii sirasinda bir molekiil {ire sentezi i¢in 3
ATP harcanir ve 4 yiiksek enerjili fosfat bagi koparilir. Urede bulunan iki azotun biri
amonyaktan, digeri aspartattan saglanir. Gorevli enzimlerden arjinaz, baslica karacigerde
bulundugu i¢in iirenin sentezi burada gergeklesir [49]. Bobrek, beyin, meme, testis ve deride

de az miktarda arjinaz bulunmaktadir [50]. Ure dongiisii kan plazmasinin ozmolalitesini (bir
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kilogram solusyondaki ¢oziinmiis partikiillerin miktar1) yiikseltmekte ve bdoylece
dokulardan, beyinden, beyin-omurilik sivisindan ve gozden, dokulararasi siviya ve
plazmaya suyun akigini artirmaktadir. Dolayisiyla bu dokulardaki basing azalmakta ve idrar

¢ikist artmaktadir [39].

2.2.2. Kreatinin

Kimyasal formiilii C4H7N30 olan kreatinin, beyaz kristaller seklindedir. Kreatinin, kreatin
ve fosfokreatinin enzimatik olmayan doniisiimiinden elde edilen metabolik bir atik {iriin olup
kaslardaki enerji transferi igin gerekli esas molekiildiir. Bobrekler tarafindan atilan
kreatininin ~ serumdaki  diizeyi  bobrek  fonksiyonlarmin  degerlendirilmesinde

kullanilmaktadir [51].

Kreatin, guanidinoasetatin S-adenozil metiyonin aracili§iyla metilasyonu ile dncelikli olarak
karacigerde sentezlenir (Sekil 2.2.). Guanidinoasetat ise bobrekte arjinin ve glisin
aminoasitlerinden olusmaktadir. Daha sonra kan yoluyla diger organlara, kaslara ve beyne
taginirak fosforilasyon ile yiiksek enerjili bir bilesik olan fosfokreatini olusturur [52].
Kreatinin fosfokreatinine doniisiimii kreatin kinaz ile katalizlenir ve bu reaksiyon sirasinda
bobrekte spontan bir sekilde kreatinin olusur [53]. Her giin kaslardaki kreatinin %1-2’si
kreatinine ¢evrilmektedir [52]. Kreatinin, ¢cogunlukla glomerular filtrasyon yolu ile ve bir
kisim da proksimal tiibiilerden salgilanarak kandan idrara aktarilir. Eger bobreklerin slizme
yetenegi azalirsa kreatininin kandaki seviyesi artmakta ve dolayisiyla idrardaki seviyesi

azalmaktadir.

Kreatinin, bobrekler tarafindan siiziilerek iiriner bosaltim yolu ile viicuttan elimine edilir
[54]. Kas metabolizmasinin son yan {irlinii olan kreatinin, insan idrarinda bulunan
biyokimyasal maddelerin ana bilesenlerindendir [55]. Normal sartlar altinda salinimi
nispeten sabit olup iiretilen kreatinin miktar1 kisilerin kas kiitlesiyle orantilidir [56]. Atilim
hizinin sabit olmasi sebebiyle idrar analizinde (renal klirensin belirlenmesinde) kullanilan

onemli bir metabolittir [8, 55].

Serum kreatininin normal diizeyleri yetiskin erkeklerde 0,5-1,2 mg/dl, yetiskin bayanlarda
0,4-1,1 mg/dl ve ¢ocuklarda 0,0-0,7 mg/dl arasindadir [57]. Erkeklerde iskelet kasi

kiitlesinin kadinlara gére daha fazla olmasi sebebiyle kreatinin seviyesi daha yiiksektir [52].
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Normal popiilasyonda iiriner kreatinin konsantrasyonu 2,5-23 mM (280-2590 mg/1)’dir [56].
24 saatlik idrarda kreatinin degeri ise yasa ve viicut kiitlesine bagl olarak 500-2000 mg
arasinda degismektedir [58].

NH
HN—
NH

glisin-amidino- NH
transferaz HzN‘«

O
N
+ =0
HIN O //;;é;;\\ g
arjinin guanidinoasetat
NH,

+

HsN S-adenozil-
_>*OH / metiyonin
(0]
glisin 0 . guanidinoasetat
g IJ\rl 5 karacigerde | metiftransferaz
3
ornitin \ S-adenozil-
homosistein

H nanenzimatik NH
N //,, N
(0]

kreatinin H.O
kreatin
ATP
kreatin kinaz
ADP
(0]
[ n NH
O—T—N—<
N
0o / 0
(0]

kreatin fosfat
Sekil 2.2. Kreatin ve kreatinin sentezi reaksiyonlari [53]

Idrar ve serumdaki kreatinin konsantrasyonu bobrek, kas ve tiroid fonksiyonlar1 hakkinda
bilgi vermektedir. Ayni zamanda kreatinin; metabolik bozukluklar, noéroendokrin
aktivasyonu ve vaskiiler hastaliklarin bir belirtecidir [59]. Uriner kreatininin anormal
diizeyde olmasi, biiyiik oranda bobrek rahatsizliklarindan kaynaklanabilecegi gibi protein
yoniinden zengin beslenme ve {iriner sistem obstriiksiyonu gibi sebeplerden de

kaynaklanabilmektedir [60].
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Muskiiler distrofi, hipertiroidizm, poliomiyelit (¢ocuk felci) gibi hastaliklarin idrardaki
kreatinin seviyesini yiikselttigi bilinmektedir [9]. Bunlara ek olarak ¢alismamiz kapsaminda
hipertansiyon, diyabet ve diyaliz hastalarinin idrar 6rneklerinde, iire gibi kreatinin miktarinin

da normale gore daha az oldugu bilinmektedir [4].

2.2.3. Glukoz

Uziim sekeri olarak da bilinen ve molekiil formiilii CéH1206 olan glukoz, yasam i¢in ¢ok
onemli bir monosakkarittir. Glukozun dogada bulunan izomeri D-glukozdur (dekstroz).
Fotosentez sirasinda CO2 ve H20O’dan iiretilen glukoz, hiicresel solunumda baslica enerji
kaynagi olarak kullanilir. Gram basina 3,75 kilo kalori gida enerjisi saglamaktadir. Viicuda
alinan nigasta gibi karbonhhidratlarin yikimiyla olusan monosakkarit ve disakkaritlerin cogu
glukozdur [61]. Glikoliz, sitrik asit dongiisii ve oksidatif fosforilasyon reaksiyonlar ile

glukoz COz2 ve suya oksitlenirken, ATP enerjisi iiretilmektedir.

Oligo- ve polisakkaritler, duedonum ve ince bagirsak limeninde pankreatik ve intestinal
glikozidazlarla monosakkaritlere pargalanirlar. Olusan glukoz, enterositlerin apikal ve bazal
membrani boyunca taginarak kana verilir [62]. Glukozun bir kismi laktik aside gevrilerek
beyin hiicrelerinde enerji kaynagi olarak bir kismi1 da bagirsak hiicreleri ve alyuvarlar
tarafindan kullanilir. Kalan1 ise glikojen seklinde depo edilmek iizere karaciger ile kas
hiicrelerine ve gesitli yaglarin sentezinde kullanilmak iizere adipoz dokuya ulasir. Sadece
karaciger hiicrelerindeki glikojen, insiilin seviyesi azaldiginda glukoza cevrilerek tekrar

kana verilir.

Glukoz, tibbi muayenede kan 6rneklerinde bakilan yaygin bir metabolittir. Kandaki glukoz
seviyesi insiilin ve glukagon hormonlari ile diizenlenmektedir. A¢lik durumunda kan glukoz
seviyesinin yiiksek olmasi diabetes mellitus (DM) hastaliginin habercisi olabilir. Kan
sekerinin normalden diisiik olmas1 durumunda ise hipoglisemiden s6z edilebilir. Diyabet,
viicutta insiilin hormonunun eksikligi ya da etkisindeki bir bozukluktan dolay1 kandaki
glukoz seviyesinin yiikseldigi metabolik bir bozukluktur [63]. Insiilin hormonu olmadan
glukoz hiicrelere giremez ve sonugta viicut fonksiyonlari igin gerekli yakit olarak
kullanilamaz [64]. 8 saatlik aclik kan sekeri, 2 saatlik oral glukoz tolerans testi (OGTT) gibi
cesitli sekillerde kandaki glukoz seviyesi Ol¢iilmektedir. A¢lik plazma glukozunun normal

seviyesi 126 mg/dl (7,0 mmol/l) veya daha diisiik olmalidir. Plazma glukoz seviyesi 75 g’lik



15

glukoz yiiklemesinden 2 saat sonra ise 200 mg/dl (11,1 mmol/l) ya da daha az olmalidir.
Yine plazma glukoz seviyesinin rastgele Ol¢iimii 200 mg/dl (11,1 mmol/l)’nin iizerinde

olmamalidir [65].

Glukozun idrarda goriilmesi durumuna ise glikoziiri denir. Normal sartlarda bobrekler,
sizlilen glukozun tamamini renal tiibiillerden geri emerek kan dolagimina aktardigi i¢in idrar
glukoz icermemektedir. Fakat kan glukoz seviyesi 160—180 mg/dI’nin iizerine ¢iktiginda
glukozun tiimii bobrekteki proksimal tiibiillerden geri emilemez ve bir kismi idrara gegmeye
baslar. Glikoziiri, genellikle tedavi edilmemis DM nin sebep oldugu yiiksek kan sekerinden
kaynaklanmaktadir. Nadir olarak da renal glikoziiri denilen, bobreklerde glukozun geri
emilimindeki yapisal bir problemden kaynaklanabilir. Glikoziiri, ozmotik diiireze yol
acmaktadir ki, bu da idrarla beraber fazla su kaybindan dolay1 olusan dehidrasyon
durumudur [66]. Idrardaki glukozun tayini yaygin olarak kullanilan gubuk testlerle +1, +2,
+3 ve +4 seklinde rapor edilerek yar1 kantitatif olarak yapilabilmektedir. Kolorimetrik bir
metot olan Benedict testi ile de idrardaki glukozun kalitatif tespiti yapilabilmektedir. Ancak
DM nin tespitinde Benedict belirtecinin kullanilmasi tavsiye edilmez; ¢linkii idrarda vitamin
takviyesinden kaynaklanan askorbik asit, ¢esitli ilagclar ve homogentisik asit gibi diger
indirgen maddelerin bulunmasi durumunda yalanci pozitif reaksiyon verebilmektedir.
Normal fizyolojik sartlarda idrarda bulunan glukoz konsantrasyonunun 30 mg/dl’den daha
az oldugu belirtilmektedir [6, 67]. Hipertansiyon, diyabet ve diyaliz hastalarmin idrar

orneklerinde, glukoz miktarinin saglikli insanlara gore daha yiiksek oldugu bilinmektedir

[4].

2.2.4. Urik asit

Urik asit molekiil formiilii CsH4N4O3 olan heterosiklik bir bilesiktir. Kokusuz ve kristal bir
yapida olan irik asit viicutta kanda, idrarda ve eser miktarda cesitli organlarda
bulunmaktadir. Urik asit ve tuzlarinin ¢dziiniirliigii, sicak suda soguk suya gore (~7 kat) daha
fazladir [68]. Urik asit, insan idrarinda bulunan 6nemli bir diger bilesen olup piirin
niikleotidlerinin (adenin ve guanin) metabolik yikimi sonucunda olusan bir iiriindiir [9].
Piirin maddeleri viicutta hiicrelerin dogal yikimi sirasinda iiretilebildigi gibi biftek, sakatat

ve deniz tirlinleri gibi yiyeceklerin sindirimi sirasinda da olusabilmektedir [69].
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Sekil 2.3. Piirin niikleotidlerinden iirik asit sentezi [69]

Urik asit, diger piirinlerden iiretilen ksantin ve hipoksantinin ksantin oksidaz enzimi ile
katalizlenmesinden olusur (Sekil 2.3.). insanlarda ve gelismis primatlarda, iirik asit piirin
metabolizmasinin son oksidasyon iirliniidiir. Cogunlukla kanda c¢oziinerek bobreklere
gecmekte ve oradan idrarla atilmaktadir. Diger bircok memelilerde ise iirik asit, bosaltimdan
Once tirikaz (lirat oksidaz) enzimi ile daha ¢6ziinebilir bir madde olan allantoine okside olur

[70].

Insan kan plazmasinda iirik asitin normal referans araligi erkeklerde 3,4-7,2 mg/dl (200-430
umol/l) iken, kadinlarda 2,4-6,1 mg/dl (140-360 umol/l)’dir [71]. Kan plazmasinda iirik asit

konsantrasyonunun normal araliktan yiiksek olmasi hiperiirisemi, az olmasi hipoiirisemi
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olarak bilinmektedir. Benzer sekilde idrardaki iirik asit konsantrasyonunun normalden
yuksek olmasi durumuna hiperiirokoziiri, az olmasi durumuna ise hipoiirokoziiri
denmektedir. Idrarda iirik asit testi icin 24 saat boyunca idrarin toplanmasi gerekir. Bu
stirede test sonucunu etkileyecek aspirin, gut ilaglari, ditiretik ila¢lar, alkollii ickiler, vitamin
C gibi bazi maddelerin viicuda alinmamasi gerekmektedir. 24 saatlik idrar Orneginde
bulunan normal iirik asit diizeyi 250-750 mg (1,48-4,43 mmol) arasindadir. Genelde
kadinlarda iirik asit diizeyleri erkeklere gére daha azdir [72]. Insanlarda giinliik {irik asitin
%70’1 bobrekler vasitasiyla atilmaktadir ve insanlarin %5-25’inde bobreklerin siizme

kabiliyetinin azalmas1 hiperiirisemiye yol agmaktadir [73].

Idrardaki yiiksek iirik asit konsantrasyonu; viicudun piirin metabolizmasindaki kalitimsal
bozukluktan (Lesch-Nyhan sendromu), metastatik kanserlerden, 16semiden, multipl
miyelomdan, kas liflerinin yikimina neden olan rhabdomyolysis hastaligindan, kemik iligini
etkileyen bozukluklardan (myeloproliferatif bozukluk), Fanconi sendromundan, gut
hastaligindan, gebelikte goriilen preeklampsi rahatsizligindan [3] ya da piirin yoniinden
zengin gidalardan kaynaklanabilmektedir. Yiikselmis {irik asit seviyesinin yol actigi
durumlardan en 6nemlileri gut, bobrek hastaliklar1 ve niikleik asidin yiiksek oranda yikimidir
[74]. Gut hastaliginda, iirat kristalleri eklemlerde birikerek iltihaplanmaya neden
olabilmekte ya da kikirdak gibi yumusak dokularda iltihapsiz birikebilmektedir [75].
Idrardaki diisiik iirik asit konsantrasyonu ise; bobreklerin iirik asidi veya diger atik iiriinleri
yeterince siizememesinden, kursun zehirlenmesinden ya da uzun dénem alkol kullanimindan
kaynaklanabilmektedir. Urik asit seviyesinin serumda yiikselmesi, artmis kardiyovaskiiler

hastalik riski ile iliskilendirilmektedir [76, 77].

Idrardaki yiiksek {irik asit diizeyi bobrek taslarinin bir belirtisi olabilir [78]. Idrar yollarinda
baslica kalsiyum okzalat, kalsiyum fosfat, magnezyum fosfat, amonyum fosfat, {irik asit ve
sistin taglarinin olusumu iirolitiyazise neden olmaktadir. Bu nedenle bu hastaligin tespiti ve
tedavisinde idrarda bulunan kalsiyum, magnezyum, fosfor, oksalat, sitrat ve {irik asit
seviyelerinin tespiti dnem arz etmektedir [79]. Giineydogu Anadolu’da iirolitiyazis akut
bobrek yetmezliginin %20, kronik bobrek yetmezliginin %22 nedenidir [80]. Bu sonug tirik

asit ve bobrek hastaliklar1 arasindaki giiclii iligkiyi gostermektedir.
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2.3. Raman Spektroskopisi

Molekiillerdeki titresimleri tespit etmek i¢in kullanilan temel spektroskopiler, infrared
absorbsiyonu ve Raman sagilmas1 yontemlerine dayanir. Bu yontemler; kimyasal yapilar ve
fiziksel formlar {izerinde bilgi saglamak, maddeleri karakteristik spektral modellerinden
(fingerprinting) tanimlamak ve bir 6rnekteki maddelerin miktarin1 kantitaf ya da yari
kantitatif olarak tespit etmek i¢in yaygin olarak kullanilirlar. Ornekler; maddenin kat, stvi,
gaz, sicak, soguk gibi tiim fiziksel durumlarinda ve mikroskobik partikiiller, yiizey tabakalar1

ya da y1gin halinde analiz edilebilirler [81].

Fourier dontisiimlii kiziltesi spektroskopisi (FTIR) kimyasal baglarin elektriksel dipol
moment degisimine, Raman spektroskopisi ise polarite degisimine dayali sistemler oldugu
icin farkli titresimsel spektroskopik bilgi saglamaktadirlar [82]. Bu iki yOntem
karsilastirildiginda, RS floresan probleminden dolay1 IR spektroskopisine gére daha az
kullanilmaktadir. Ancak RS’nin sulu ¢ozeltilerde daha iyi analiz yapabilmesi sebebiyle
biyolojik uygulamalar i¢in daha uygun oldugu belirtilmektedir [83]. Sulu ¢ozeltilerde daha
1yi sonug¢ vermesinin nedeni; suyun zayif bir Raman sac¢indiricisi, ancak kuvvetli bir infrared
1511 absorblayicist olmasindan dolayidir [84]. Molekiillerin yapisinda bulunan -C=C-, -
C=C-, -N=N-, -S-S-, -C-O-C- tiirti titresimler ile halkal1 bilesiklerde goriilen halka daralmas1
ve halka genislemesi gibi titresimler IR spektrumunda zayif pikler olustururken Raman
spektrumunda siddetli hatlar vererek kolaylikla incelenebilir [81]. Buna ek olarak RS’de
daha az dayanikli kristal halojeniirler yerine camlarin kullanilabilir olmasindan dolay1, IR
spektroskopisine gére numune hazirlamak daha basittir. Ayrica lazer kaynagi, numunenin
kiiciik bir alanina slit tizerinden kolaylikla odaklanabileceginden ¢ok ufak ornekler dahi
rahat¢a ve dogru bir sekilde analiz edilebilir. RS nin sulu ¢6zeltileri ve cam kaplar i¢indeki
ornekleri hi¢bir 6n hazirlik olmadan inceleyebilme yetenegi ile beraber cihaz teknolojisi
alanindaki son geligsmeler, RS uygulamasinda hizli bir artisa yol agmistir [81]. RS nin ¢esitli
tipleri IR tekniginin tamamlay1icisi olarak bir¢ok farkli alanda uzun yillar kullanilmaktadir

[85].
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2.3.1. Tarihi

Elastik olmayan sagilim olarak da bilinen Raman etkisi ilk olarak, Hintli fizik¢i Sir
Chandrasekhara Venkata Raman tarafindan 1928 yilinda ilkel bir diizenekle kesfedildi. Bu
ilk deneylerde Raman, 151k kaynagi olarak giines 15181, toplayici olarak teleskop ve dedektor
olarak gozlerini kulland1 [86]. Giines 15181, teleskop yardimiyla saflagtirilmis sivi ya da
tozdan arindirilmis gaz olabilen bir 6rnek iizerinde odaklandirildi. Sagilan 15181n toplanmasi
icin Ornege bir lens yerlestirildi. Sacilan 15181n dalga boyunun gelen 1s18inkinden farkli
oldugunu gostermek icin optik filtreler sistemi kullanildi [81]. 1922 yilinda yayimnlanan
Raman’m “Isigin Molekiiler Kirinimi” adli ¢alismasi ve sonrasinda bahsi gecen buluslari
Raman’a 1930 yilinda Nobel Fizik ddiiliinii kazandirmistir (Resim 2.1.) [87]. Ozellikle lazer
151k kaynaklariin gelisimiyle sagilim sinyali artirilarak RS giiniimiizde kullanilan modern
halini aldi. Son yillarda hem basit aragtirmalar bakimindan hem de etkili spektroskopik
tekniklerin bir¢ok pratik uygulamada kullanimi1 bakimindan RS dikkatleri ¢ekmis ve yaygin
olarak kullanilmaya baglanmistir [88].
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Resim 2.1. Hintli fizik¢i Sir C. V. Raman ve ona Nobel odiiliinii getiren ¢aligmasinin
kapak resmi [87]
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2.3.2. Raman spektroskopisi bilesenleri
Bir Raman sistemi, genel olarak dort ana bilesenden olugmaktadir. Bunlar; 151n kaynagi

(lazer), 6rnek aydinlatma sistemi ile 151k toplama optikleri, dalga boyu secici (filtre ya da

spektrofotometre) ve dedektordiir (fotodiyot dizisi, CCD veya PMT) (Sekil 2.4.) [89, 90].

v

Raman siddeti (a.u)

Raman
Spektrumu

Raman kaymasi (cm-1)

Grnek

Sekil 2.4. Raman spektroskopisi bilesenlerinin sematik gosterimi [90]

Kabul edilebilir bir sinyal/giiriiltii oran1 ile beraber Raman sag¢iliminin olusabilmesi i¢in
yiiksek siddetli 151n kaynaklar1 gerektiginden RS’de ¢ogunlukla lazerler kullaniimaktadir.
Lazer, uyarilmis emisyon ile 1s1k ¢ogaltilmasi anlamindaki “Light Amplification by
Stimulated Emission of Radiation” kelimelerinin basharflerinden tiiretilmis bir kisaltmadir.
Numune genellikle goriiniir bolge, yakin UV ya da yakin IR spektrum araligindan gelen bir
lazerle aydinlatilir [91]. Sekil 2.5.’de elektromanyetik spektrum [92] ve Sekil 2.6.’da RS’de
kullanilan dalga boylarinin 1s1k spektrumunda yer aldigi bolgeler [93] goriilmektedir.
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Sekil 2.6. Yakin UV, goriiniir 151k ve yakin IR dalga boylarmin 1sik spektrumunda yer
aldig1 bolgeler [93]

Deneylerin basarili olabilmesinde lazer dalga boyunun se¢imi ¢ok oOnemlidir. RS’de

kullanilabilen lazer dalga boylar1 asagida verilmistir.

Ultraviyole: 244 nm, 257 nm, 325 nm, 364 nm
Goriiniir: 457 nm, 473 nm, 488 nm, 514 nm, 532 nm, 633 nm, 660 nm
Yakin kizil6tesi: 785 nm, 830 nm, 980 nm, 1064 nm
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Gortintir bolgede yer alan mavi ya da yesil lazerler inorganik materyaller, rezonanas Raman
deneyleri ve ylizeyde gii¢lendirilmis Raman spektroskopi (YGRS) deneyleri i¢in idealdir.
Kizilotesi bolgeden gelen lazerler floresan baskilanmasi igin iyidir. UV lazerler
biyomolekiillerin (proteinler, DNA ve RNA vb.) rezonans Raman analizleri ve yine floresan
baskilanmasi i¢in tercih edilmektedir. RS’ de yaygin olarak kullanilan bazi lazer kaynaklari
ve bunlarin dalga boylar1 Cizelge 2.2.’de gosterilmektedir [84]. Bunlardan en ¢ok kullanilan
Raman lazer kaynagi, 632,8 nm’de iiretilen helyum/neon lazeridir. Ancak spektrumun mavi
ve yesil bolgesinde yayinim yapan argon ve kripton iyonu lazer kaynaklar1 digerlerine gore
daha avantajlidir. Ornegin argon iyonu lazeri, He/Ne lazer kaynagindan yaklasik ii¢ kat daha
siddetli Raman hatt1 vererek yliksek hassasiyet saglamaktadir. Diyod lazeri ve Nd/'YAG
kaynaklar1 yakin infrared 151n1 yayarlar. Bunlarin daha kisa dalga boyuna sahip lazerlere gore
baz1 istlinliiklerinden dolay:r kullanimlar1 giderek artmaktadir. Bu istiinliiklerinin ilki,
floresan etkilerinin ¢ok daha diigiik veya hi¢ olmamasidir. Diyod lazerler floresant énemli
Olclide diisiiriirken, Nd/YAG kaynagi floresanin tamamen giderilmesinde etkilidir. Ciinkii
bu lazerler, birgok molekiilde floresan olusturucu uyarilmis elektronik enerji hallerini
doldurmaya yetecek kadar enerjili degildirler. Kisacasi uzun dalga boylu lazerlerin kullanimi
zeminde olusan floresan sinyalini ortadan kaldirabilmektedir. Yakin infrared dalga
boyundaki lazerlerin bir diger {istiinliigii ise, numunenin foto pargalanmasina yol agmadan
yiiksek giicte ¢aligtirilabilmesidir. Ozellikle biyomedikal uygulamalarda doku zararmi en

aza indirmek i¢in bu lazer tipleri secilmektedir [84, 94].

Cizelge 2.2. RS’de yaygin olarak kullanilan bazi lazer kaynaklari [84]
(Nd/YAG: neodymium-kaplanmis itriyum aliiminyum garnet)

Argon iyonu 488,0 veya 514,5
Kripton iyonu 530,9 veya 647,1
Helyum/Neon 632,8

Diyod lazeri 785 veya 830
Nd/'YAG 1064

RS’de keskin monokromatik 1s1k elde edildiginden lazer kaynagindan sonra filtre

kullanilmas1 yeterli iken bazi1 durumlarda dalga boyu secicilere ihtiya¢ vardir. Dalga boyu
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seciciler, Raman sag¢ilim siddetinin zayif oldugu durumlarda istenilen dalga boyu disindaki
hatlarin uzaklastirilmas1 amaciyla 6rnek ile dedektér arasinda kullanilir. Dalga boyu
seciciden gegen 15181n elektrik sinyaline doniistiiriilmesi, kullanilan dalga boyuna hassas bir
dedektor ile gerceklestirilir. RS’de dedektor olarak; foto ¢ogaltict tiip (PMT), fotodiyot
dizileri (PDA) veya yiik-eslesmis cihazlar (CCD) kullanilmaktadir [94]. Daha eski
zamanlarda kullanilan PMT dedektorii ile tek bir Raman spektrumu elde edilmesi oldukga
zaman aldig1 i¢in giiniimiizde yerini PDA veya ¢ogunlukla CCD dedektdre birakmistir. Son
olarak dedektorden c¢ikan elektrik sinyali, Raman spektrumu seklinde bilgisayara

kaydedilmektedir [90].

2.3.3. Raman spektroskopisinin calisma prensibi

Isik bir madde ile etkilesime girdiginde, 15181 olusturan fotonlar absorbe edilebilir, sagilabilir
ya da maddeyle hig¢ bir etkilesime gegcmeden dogruca gecebilir (Sekil 2.7.). Eger maddeye
gelen fotonun enerjisi, bir molekiiliin temel diizeyi ile uyarilmis diizeyi arasindaki enerji
bosluguna karsilik gelirse foton absorbe edilebilir ve molekiil bir iist enerji seviyesine
yiikseltilir. Bu degisiklik, absorbsiyon spektroskopisinde radyasyon enerjisinin kaybi ile
Olctliir. Ayrica gelen foton, molekiil ile etkilestikten sonra sacilima da ugrayabilir. Bu
durumda fotonun, molekiiliin iki enerji diizeyi arasindaki farka denk gelecek bir enerjiye
sahip olmas1 gerekmez. Molekiiler tanimlamada sacilima dayali tekniklerden en yaygin

kullanilan1 Raman sagilimidir [81].

Yansma

fletim

Absorbsiyon

W,

Sacgilma

Sekil 2.7. Isigin bir madde ile etkilesimi sirasinda olusan farkl siirecler
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Sacilimlar elastik ve elastik olmayan sacilim olmak {izere iki ¢esittir. Elastik sagcilimda
sagilan 151811 enerjisinin biiyiik bir kismi1 gelen 15181n enerrjisine esittir ve bu olaya “Rayleigh
sacilmas1” denmektedir. Elastik olmayan sacilima gore 1sik sagilimi 10*-10° kat daha
siddetlidir. Fakat tek bir pik verir ve titresim gecisleri hakkinda bilgi vermez. Elastik
olmayan sacilimda ise sacilan 15181n enerjisi, madde ile etkilesime giren 15181n enerjisinden
farkli olur. Sagilan 151310 yaklasik 10°-108 tanesinden sadece bir tanesinde goriilen bu olay
“Raman sacilmas1” olarak bilinmektedir [95]. Raman sa¢ilmasinda sac¢ilan 1s181n enerjisinde,
gelen 1s1831nkine gore olusan fazlalik veya azlik, 1sikla etkilesen molekiiliin titresim enerji
diizeyleri arasindaki fark kadardir. Yani bu enerji farki sagilan molekiillerin titresim
enerjisiyle orantilidir. Raman sag¢ilmasinin spektroskopik olarak incelendigi ve molekiillerin
titresim enerji diizeyleri hakinda bilgi veren bu yontem Raman spektroskopisi adini alir.
Kisacas1 RS ¢ogunlukla goriiniir, yakin kizilotesi veya yakin ultraviyole bolgede bir lazerden
gelen monokromatik 1s181in molekiil ile etkilegsmesi sirasinda olusan elastik olmayan
sagilmasi esasina dayanir. Sagilan 1s1nin dalga boyu ile gelen 1sinin dalga boyu arasindaki
fark Raman kaymasi/etkisi olarak adlandirilir. Raman kaymasi, RS 6l¢iimii sonucu elde
edilen grafiklerde x ekseninde dalga sayisi cinsinden ifade edilir ve birimi cm™ olarak
kullanilir. Y ekseninde ise sagilan 1s181n siddeti gosterilmektedir. Raman kaymasi basit

olarak asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanabilir [96, 97].
Raman kaymas1 = (1/Akullanilan 151n) - (1/Asagilan 11n) (2.1

Sanal
enerji
seviyeleri A

A

Titresimsel
enerji seviyeleri

4

Az P 3

I—1Y :

} v !

Infrared Rayleigh Stokes  Anti-Stokes
absorbsiyon  sagilmasi Raman Raman

sa¢ilmasi sacilmasi

Sekil 2.8. Raman sagilmasinin molekiiliin titresim enerji diizeyleri ile olan iligkisi
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Enerji kaymalar sagilma gerceklesen molekiillerin kimyasal yapilarina oOzeldirler ve
molekiillerin analizleri i¢in karakteristik Raman spektrumlari olusturur. Sagilma verimi
gelen 15181n dalga boyuna bagli oldugu i¢in enerji kaymasi her durumda sabit kalmaktadir

[96, 97].

Raman sagilmasinin Stokes ve anti-Stokes tiirleri bulunmaktadir. Hve (hv, molekiiliin iki
enerji seviyesi arasindaki farki) enerjiye sahip bir foton molekiil ile etkilesime girdiginde
sacilmadan once bir kisim enerjisini molekiillere aktarir veya molekiillerden bir kisim enerji
fotona aktarilir. Molekiillerin fotonla etkilestigi bu enerji aktarimi sonucunda molekiiller
farkli titresim enerji diizeylerinde bulunurlar (Sekil 2.8.). Fotonla etkilesmeden 6nce temel
titresim enerji diizeyinde bulunan molekiil, etkilesmeden sonra uyarilmis bir titresim
diizeyine geciyorsa fotonun enerjisinde azalma olur. Bu durumda sagilan 1simalar Stokes
hatlar1 olarak isimlendirilir (Sekil 2.9.). Fotonla etkilesmeden 6nce uyarilmis bir titresim
diizeyinde bulunan bir molekiil, etkilesme sonrasi temel titresim enerji diizeyine doniiyorsa
fotonun enerjisi sagilma sonrasi artar. Boylece molekiilden fotona molekiiliin iki enerji
diizeyi arasindaki fark kadar bir enerji aktarilmig olur. Bu olay sonunda goriilen Raman

kaymalarina anti-Stokes hatlar1 denir [98].

Rayleigh
sacilmasi
Anti-Stokes * Stokes

Siddet

Artan dalga boyu @~ —p
. Artan frekans

Sekil 2.9. Stokes ve anti-Stokes tiirii Raman sa¢ilma hatlar1 [84]

Boltzman dagilim yasasina gore, oda sicakliginda bir molekiiliin temel titresim diizeyinde
bulunma ihtimali uyarilmis enerji diizeyinde bulunma olasiligindan daha fazla oldugu i¢in
Stokes Raman sagilmalar1 anti-Stokes Raman sagilmalarindan daha yaygin goriilmektedir

[99].
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Bir molekiiliin bir fotonla Raman tiirii sa¢ilma verebilmesi i¢in molekiiliin titresim sirasinda
etkilestigi fotonun frekansina esit frekansli olarak polarlanabilmesi yani periyodik ve gecici
bir dipol momentinin olusmast gereklidir. Molekiiliin titresimi sirasinda olusan
polarlanabilme degisim frekansi, titresim frekansi ile uyusmuyor ise olusan titresim tiirii
Raman aktif degildir [97]. Raman hatlarinin giddeti, titresen molekiiliin polarize olabilme
Ozelligine, lazer kaynaginin siddetine ve molekiildeki aktif grubun konsantrasyonuna bagl

olarak degismektedir [84].

2.3.4. Bolgesel Raman taramasi

Raman spektral goriintiileme (ya da haritalama) olarak da bilinen bolgesel Raman taramast,
Ornegin Raman spektrumuna dayanarak detayli kimyasal goriintiilerin olusturuldugu giiclii
bir tekniktir. RS’den daha kapsamli olan bu teknik 6rnek hakkinda hem spektral hem de
uzamsal bilgi verir. Goriintliniin her pikselinden toplanmasiyla elde edilen tiim spektrum,
incelenen maddenin kompozisyonuna ve yapisina gore renkli goriintiilerin olusturulmasi igin

diizenlenir [100].

e (Goriintilerde maddenin konsantrasyonunu ve dagilimin1 géstermede Raman pik
siddeti,

e Molekiiler yapi, molekiiler faz ve maddenin tiiriinii belirlemede Raman pik
pozisyonu,

e Maddelerin kristallilik ve faz bilgileri i¢in Raman pik genisligi kullanilmaktadir.

Belirlenen tarama alanindan veriler toplanirken numunenin hareketi ve spektrum alinmasi
islemleri ardisik olarak yiizlerce, binlerce hatta milyonlarca kez gerceklesir. Raman spektral
goriintiiler; XY, XZ ve YZ kesitleri veya XYZ veri kiipleri olusturmak i¢in iki ya da {i¢
boyutlu olarak toplanabilmektedir [100].

Raman spektral goriintiileme teknigi, standart optik mikroskopi ile goriilemeyecek kimyasal
dagilimlarin goriintiilenmesini saglamasi yoniinden bir¢ok alandaki arastirmacilar i¢in paha

bigilemez bir tekniktir [100].
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2.3.5. Raman spektroskopisinin cesitleri
197011 yillardan sonra ayarlanabilir lazerlerin bulunmasiyla ¢esitli Raman spektroskopik
yontemler gelistirilmistir. Hassasiyeti zenginlestirmek, uzamsal ¢ozilintirligii artirmak ya da

spesifik bilgi elde etmek gibi amaglarla hala RS’ nin yeni yontemleri gelistirilmektedir. Bu

yontemlerden bazilar1 hakkinda kisa bilgiler asagida yer almaktadir.

Yiizeyde giiclendirilmis Raman spektroskopisi (YGRS)

RS’deki en biiyiik sorun sagilmanin ¢ok zayif olmasidir [101]. Bu sebeple spektrum aliminda
yliksek konsantrasyondaki numuneye ihtiya¢ vardir. Yiizeyde giiclendirilmis Raman
spektroskopisi ya da sagilmasi (YGRS), piiriizlii metal yiizeyler {izerinde adsorbe edilen
molekiiller veya nanoyapilar ile Raman sacilimimin zenginlestirildigi yiizeye duyarli bir
tekniktir [102]. Zenginlestirme faktorii 10'°-10'"e kadar ¢ikabilir [103]. Birbirine ¢cok yakin
metal nanoparcaciklarin yiizey plazmonlarinin iist {iste ¢akismasi ile Raman sagilmas1 10"
kat zenginlesebilmektedir [88]. Boylelikle YGRS teknigi ile tek bir molekiil bile tespit
edilebilir [104].

YGRS ilk olarak Martin Fleischmann tarafindan piiriizlii glimiis yiizey iizerinde sogurulmus
piridinde 1974°de gerceklestirilmistir [105]. Daha sonra Jeanmaire ve Van Duyne tarafindan
1977 yilinda plazmoniklerden kaynakli sinyal zenginlestirmesi gozlenmistir [106].
YGRS ’nin zenginlestirme etkisinin tam mekanizmas1 hala tartisma konusudur.
Mekanizmalar1 oldukga farkli ancak deneysel ayrimi basit olmayan iki 6nemli teoriden s6z
edilmektedir. Biri elektromanyetik teori [107], digeri ise kimyasal teoridir [108].
Elektromanyetik teoride zenginlestirme, nanopargaciklarin olusturduklart yiizey
plazmonlarindan kaynaklanirken, kimyasal zenginlestirme metal ile molekiiller arasindaki
yiik transferinden kaynaklanmaktadir. FElektromanyetik zenginlestirme kimyasal
zenginlestirmeye gore daha yiiksektir. Kimyasal teori sadece ylizey ile kimyasal bag
olusturan molekiiller i¢in gecerli olup her durumdaki sinyal zenginlestirmesini agiklayamaz.
Yakin déonemde, uyarilmis bir molekiiliin yiizey plazmonu olusturan metal nanopartikiil
yilizeyinden uzakta oldugu durumda bile YGRS zenginlestirmesi gosterilmistir [109]. Bu
gbzlem YGRS’ nin elektromanyetik teorisini gii¢lii bir sekilde desteklemektedir.

YGRS basarisi, biiyiik oranda adsorbe edilen molekiiller ile plazmonik nanoyapilarin yiizeyi
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arasindaki etkilesime baglidir. Genel olarak kullanilan klasik YGRS substratlar1 altin (Au),
glimiis (Ag) ve bakirdir (Cu). Au ve Ag havada kararli halde olduklarindan dolay1 YGRS
substrat1 olarak siklikla kullanilir. Ayrica YGRS tekniginde altin ve glimiis kullanimi

floresandan gelen girisimleri engellemektedir. [110].

YGRS analizi i¢in numuneler farkl tekniklerle hazirlanabilir. Ornegin; kimyasal olarak bir
solusyon i¢inde olusturulabilen kolloidal metal nanoparcaciklar, numunenin seyreltik
cozeltisi ile karistirilabilir. Bi diger teknikte; sivi 6rnegi, ince bir film seklindeki nanoyapili
metal bir yiizeye sahip silikon ya da cam ylizeye yerlestirilebilir [111]. En popiiler YGRS
substratlari, elektrokimyasal olarak tutundurulmus giimiis elektrodlar ile ortalama boyutlar1

20 nm’den daha az olan giimiis ve altin kolloidlerdir [90].

YGRS tekniginin bir¢ok uygulama alanlari olup bunlardan bazilar1 asagida siralanmistir. Bu
yontemin ¢ok diisiik miktarlardaki biyomolekiilleri bile tespit edebilmesi, viicut sivilarindaki
protein tayinini miimkiin kilmaktadir. Bu yontem kanserin tani ve goriintiilemesinde yeni
nesil teknoloji olarak kullanilabilir [112]. Ayrica hedefe-yonelik DNA ve RNA sekanslari,
YGRS’de nanoparcaciklarla beraber Raman-aktif boyalarin kullanimi ile tespit

edilebilmektedir [113].

YGRS’ nin bir dezavantaji spektra yorumlamasinin zor olusudur. Sinyal zenginlestirmesi
cok yiiksek oldugundan normal Raman spektrasinda goriilemeyen ¢ok zayif Raman bantlar
dahi YGRS’de gozlenebilmektedir. Ayrica bazi eser miktardaki kontaminantlar ekstra pikler
verebilmektedir. Diger bir yandan normal Raman’da gii¢lii olan baz1 pikler, YGRS’de metal
ylizey ile olan kimyasal etkilesimden dolay1 hi¢ goziikmeyebilir. Sonu¢ olarak YGRS
spektrasi yorumlanirken tiim fiziksel ve kimyasal faktorler dikkate alinmasi gerektiginden

bu yontemin pratikte kullanimi zor goriilmektedir [90].

Rezonans Raman spektroskopisi (RRS)

Cogu maddeler ve Ozellikle renkli olanlar, lazer 1sinmi1 emerek Raman spektrumunun
kontaminasyonuna yol acan gii¢lii floresan liretmektedirler. Bu floresan girisimi, RS’de
ozellikle UV lazerlerin kullanildig1 durumlarda karsilagilan en 6nemli problemlerden biridir.
Fakat baz1 renkli molekiillerin belli sartlar altinda floresan yerine gii¢lii Raman sagilimlar

iirettigi bulunmustur. Bu etki rezonans Raman etkisi olarak bilinmektedir [90].
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Raman sagiliminin rezonans gili¢lendirmesi, kullanilan lazerin dalga boyunun molekiiliin
elektronik gecisteki dalga boyuna yakin olmasini gerektirir. Bu frekans uygunlugu (veya
rezonans), Raman sagilimimin siddetini biiyilik 6lclide artirarak diisiik konsantrasyonlarda
(uM-mM) bulunan bilesiklerin analizini kolaylastirmaktadir. Geleneksel RS ile
karsilastirildiginda RRS’nin en onemli avantaji, ilgili piklerin siddetini 10° kata kadar
artirmasidir. Bu da 1078 M’a kadar diisiiriilebilen analit derisimlerinden bile RR spektrasinin
elde edilebilmesini saglamaktadir. Normal RS analizleri ise genellikle 0,01 M’dan daha

yiiksek konsantrasyonlarla sinirlidir [114].

RRS ile yapilan analizlerde hassasiyetin yanisira secicilik de yiiksektir. Rezonans
kuvvetlendirmesi, kromofor ile ilgili Raman bantlarina iliskin oldugundan rezonans Raman
spektrumlar genellikle birka¢ ¢izgiden olusur [94]. Bu sebeple RRS, geleneksel Raman
spektrumunda yiizlerce bant verebilen polipeptitler gibi biiyiik molekiiller ile calisirken
bliyiik avantaj saglar [115]. Segicilik sayesinde molekiill ya da proteinlerin spesifik
boliimlerinin (6rnegin; miyoglobin i¢indeki hem grubu gibi) titresimsel modlarindan gelen

bantlarin tanimlanmasina yardim eder [116].

Konfokal Raman mikrospektroskopisi

Konfokal Raman mikrospektroskopi yonteminin, yiiksek bir uzamsal ¢oziiniirlige sahip
olmasi, resim kalitesinin net olmasi, kimyasal ayrimin ¢ok iyi olmast ve kiitlesel
numunelerde 3D haritalama yapabilmesi gibi bir¢ok avantajlar1 bulunmaktadir [100]. Bu
teknik  Orneklendirmeyi mikroboyutlu alanlardan yaptigi icin floresan girisimi
engellenebilmektedir [117]. Ancak resim olusturmasi i¢in bir ka¢ saat gibi fazla zamana
ihtiyag duyulmast Konfokal Raman spektroskopisinin en biiyiikk dezavantajidir.
Coziiniirliigiin normal mikroskoba gore yiiksek olmasi, hiicrelerin dogal ortaminda son
derece detayl1 bir analizini miimkiin kilmaktadir. Elde edilen goriintiilerdeki her piksel tiim
spektra bilgisini igerebilir. Boylece hiicre igerisindeki bilesenlerin dagilimi Raman
imzalarina gore gorintilenebilmektedir [100]. Sonu¢ olarak Konfokal Raman
spektroskopisi kullanilarak bakteri ve 6karyot hiicreler dahil bir¢ok hiicredeki degisiklikler
[118] ile saglikl1 ve hastalikli dokularin karsilagtirmasi kolaylikla incelenebilmektedir.
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Koherent (wyumlu) anti-Stokes Raman spektroskopisi (CARS)

CARS yontemi, dogrusal olmayan RS’nin bir ¢esididir. Koherent anti-Stokes sa¢ilimi elde
edebilmek i¢in iki lazer 1s1n1 kullanilir. Yani RS’nin tersine CARS tekniginde ¢oklu fotonlar
molekiiler titresimleri saglamaktadir. Boylece normal Raman sagilimindan daha giiglii bir

lazer demeti elde edilerek floresan girisimi engellenebilmektedir [117].

CARS sinyalinin sicakliga bagimli 6zelliginden dolay1r bu yontem, sicak gazlarin ve
alevlerin 1s1 derecesini gozlemede kullanilan populer bir teknik olmustur [119]. Son
zamanlarda CARS teknigi, biyolojik 6rneklerde lipidlerin hem in-vivo hem de in-vitro
olarak goriintiilenmesinde kullanilmaktadir. Ayrica yol kenarindaki bombalarin tespiti i¢in

CARS-temelli dedektorler gelisme asamasindadir [120].

Yiizeyde giiclendirilmis rezonans Raman spektroskopisi (YGRRS)

YGRS ve RRS’nin kombinasyonuyla yiizeyde giiclendirilmis rezonans Raman spektroskopi
teknigi olusturulmustur. YGRRS, Raman siddetini artirmak i¢in yiizeye yakinlig1 ve analiz
edilecek molekiiliin maksimum absorbansina denk gelen dalga boyunu kullanir. Bu teknik
ile Raman sinyalinin siddeti 10'* kat gii¢lendirilebilmektedir [90]. YGRRS’nin en biiyiik
avantaji, spektrasinin normal rezonans Raman spektrasina ¢ok benzemesinden otiirii
yorumlanmasinin daha kolay olmasidir [90]. Giiniimiizde bu teknik DNA incelemelerinde

yaygin olarak kullanilmaktadir [81].

2.3.6. Raman spektroskopisinin uygulama alanlari

RS inorganik, organik ve biyolojik sistemlerin kalitatif ve kantitatif analizlerinde

kullanilmaktadir [121].

RS’nin; malzeme bilimleri, adli bilimler, ¢evresel analizler, gida analizleri, sanat ve
arkeolojik arastirmalar, oligoniikleotid hedeflemesi ve kanser arastirmalari ile kimyasal
savas ajanlari, tibbi ilag, uyusturucu madde, viral ya da bakteriyel patojen, parazit ve cesitli

hastaliklarin tespiti gibi bir¢ok alanda uygulamalar1 bulunmaktadir [81, 110].
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Raman spektroskopisinin biyolojik uygulamalari

RS biyolojik 6rneklerin analizinde yaygin olarak kullanilan gii¢lii bir tekniktir [122].
Analizin hizl1 olmasi, 6rnek iizerinde tahribata yol agmamasi ve en 6nemlisi sulu ortamlarda
dahi molekiiller hakkinda yapisal bilgi verebilmesi gibi bir¢ok avantajlari bulunmaktadir
[123]. RS’de kullanilacak lazer incelenecek ornege bagl olarak sec¢ilmektedir. Biyolojik
orneklerin incelenmesinde numunenin zarar gormemesi ve floresan girisiminin en aza
indirilmesi i¢in genellikle yakin kizilotesi bolgeden gelen lazer kaynaklari kullanilmaktadir.
IR spektroskopisine kiyasla RS’de su girisiminin ¢ok daha az olmasi, biyolojik d6rneklerin

dogal ortaminda titresimsel bilgisinin elde edilebilmesini miimkiin kilmaktadir [83].

RS’nin biyolojik molekiillerde kullanimi ancak 1970°1i yillardan sonra ger¢eklesmistir.
Biyolojik sistemlerin sicaklik, pH, iyonik bag, oksijen alimi, enzim, viriis, antikor ve cesitli
ilaglarla etkilesiminden kaynaklanana yapisal degisiklikler ile temel aminoasitlerin tespiti,
proteinlerin ikincil yapisinin anlasilmasi ve hiicre zarlarinin yapisinin incelenmesi Raman
ile biyolojik orneklerin ele alindig1 ilk ¢alismalara ornek olarak verilebilir [124]. Daha
sonralart mitoz bdliinme, solunum, oksidatif stres gibi olaylar sirasindaki hiicresel
degisiklikler, bakteri ve maya hiicrelerinin Raman spektrumlar1 sayesinde gosterilmistir
[81]. YGRS teknigi ile ilk mikroorganizma tespiti 1998 yilinda giimiis kolloidler
kullanilarak yapilmistir [125].

YGRS ile aminoasitlerin, peptitlerin, piirin ve pirimidin bazlarinin yani sira spesifik DNA
ve RNA sekans analizleri ile SNP (tek niikleotid polimorfizmi) tespitleri de
gerceklestirilmistir [113]. Klorofil ve diger pigmentler gibi kendinden renkli birgok
biyomolekiiller i¢in de RS basariyla uygulanmigtir [81].

Gerek hastaliklarin teshisi gerek doping kontrolii gerekse adli tip arastirmalari i¢in kan,
serum, tiikiiriik ve idrar gibi viicut sivilarinin biyokimyasal analizinde RS’nin kullanildig:

calismalar mevcuttur [13, 126, 127].

Son yillarda gesitli kanser tiplerinde potansiyel tani cihazi olarak RS biiyiik ilgi gérmektedir.
Kolon, 6zofagus, meme ve mesane kanserinde bircok RS caligmalari mevcuttur [112].
Ayrica gesitli biyolojik 6rneklerin ve hastaliklarin -bazi kanser tiirleri, diyabet, alzheimer ve

parkinson hastaligi- tespitinde kullanilmak iizere YGRS biyosensorleri gelistirilmektedir
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[110]. RS yaninda temel bilesenler ve ayrima analizleri gibi kemometrik tekniklerin
kullaniminin artmasiyla, hastaliklarin teshisinde daha belirgin sonuclar elde edilmeye
baslanmustir. Ozellikle kanserli hiicrelerin teshisinde hastalikli ve saglikli gruplarin ayrimi

oldukg¢a hassas bir sekilde yapilabilmistir [112].
RS’nin tip alanindaki uygulamalar1 hastaliklarin tespitine ilave olarak ila¢ dizayni, ilag-
hiicre etkilesiminin karakterizasyonu, in-vivo deri analizi, stentler ve implantlar ile ilgili

diger bir¢cok caligsmalar1 da kapsamaktadir.

Raman Spektroskopisinin kantitatif uygulamalari

Raman spektrumunda infrared spektruma goére daha az sayida pik bulunmakla beraber
karisimlarda ¢akisan piklere de daha az raslanmaktadir. Dolayistyla kantitatif 6l¢iimler daha
kolay yapilmaktadir. Ayrica Raman sistemi nemden etkilenmedigi gibi 6rneklerde bulunan
az miktardaki su da analizi etkilememektedir. Lazer demetleri 6rnege yiiksek kesinlikle
odaklanabildiginden ¢ok az miktardaki numunelerin kantitatif analizi miimkiin olmaktadir.
Tiim bu avantajlarina ragmen RS kantitatif analizlerde yaygin olarak kullanilmamaktadir.
Bu durum absorbsiyon cihazlarina kiyasla RS’nin yiiksek maliyetinden kaynaklanabilir.
Diisiik maliyetli lazer diyodlarin ve tasinabilir Raman spektroskopi cihazlarinin
gelistirilmesiyle bu engelin kalkacag diisiiniilebilir [94]. Resim 2.2’de son teknoloji irlinii
olan ve cesitli ilaglarin igeriklerinin tespitini yapabilen taginabilir bir Raman spektroskopi

cihazi goriilmektedir [128].

Resim 2.2. NanoRam® elde tasinabilir Raman spektrometresi [128]
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler
3.1.1. Kimyasal malzemeler

Potasyum kloriir (KCl) (Merck, Almanya), sodyum kloriir (NaCl) (Carlo-erba, Fransa), iire
(2%99,5, CH4N20) (Merck, Almanya), sitrik asit (CeHsO7) (Sigma-Aldrich, ABD), askorbik
asit (CeHsOs) (Merck, Almanya), potasyum fosfat (KH2PO4) (Riedel-de Haen, Almanya),
kreatinin (>%98,0, C4H7N30) (Sigma-Aldrich, ABD), sodyum hidroksit (NaOH) (Sigma-
Aldrich, Almanya), sodyum bikarbonat (NaHCO3) (Zag Kimya, Tiirkiye), siilfiirik asit
(H2S04) (Merck, Almanya), D-glukoz (>%99,0, CcH120¢) (Sigma-Aldrich, Almanya), iirik
asit (>%99,0, CsHaN4Os3) (Sigma-Aldrich, Almanya), sentetik idrar negatif kontrol
(Cerilliant, ABD).

3.1.2. Cihazlar

Calismamizda Gazi Universitesi biinyesinde bulunan distile su cihazi (Merck Millipore,
Almanya), vorteks (Velp Scientifica, Italya), pH metre (Hanna, Italya), hassas terazi
(Precisa, Isvigre), manyetik karistirict (Benchmark, ABD), otoklav (Tomy, Japonya) ve
buzdolabi (Argelik, Tiirkiye) kullanilmistir.

3.1.3. Sarf malzemeler

Erlenmayer (Isolab, Almanya), falkon tiipleri (Isolab, Almanya), lam (Thermo Scientific,
ABD), mikropipetler (Eppendorf, Almanya), pipet uclari (Isolab, Almanya), ependorf
tiipleri (Isolab, Almanya), aliminyum folyo.

3.1.4. Olgiim sistemleri

Spektroskopik analizler, Gazi Universitesi biinyesinde bulunan WITec Alpha300S

SNOM/AFM/Raman Sistemi (Almanya) ile gerceklestirilmistir (Resim 3.1.). Konfokal
Raman Spektroskopi cihazi kapsaminda Raman mikroskop (20x, 50x, 100x, 63x,
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immersiyon tip objektifler), mikroskop i¢in hareketli lamel haznesi, numunelerin -25 °C ile
+120 °C arasinda 1sitma-sogutma islemini saglayacak iinite, lazer 1s1ninin polarizasyonunu
saglayacak filtre seti, 532 nm ve 785 nm dalga boylarinda lazerler, bu bolgeler (VIS ve NIR)
icin yiiksek optik verimlilige sahip iki adet UHTS 300 spektrograf ve iki adet CCD dedektor
bulunmaktadir. Ayrica numune iizerine uygulanacak lazer 1s1n siddetini 6lgen dijital optik
giic ve enerji Olcer (Thorlabs, ABD) cihazi da mevcuttur. 532 nm dalga boyunda lazerin
¢ikis glicii 75 mW olup, fiber ¢ikisinda ~50 mW’a diismektedir. 785 nm dalga boyundaki
lazerin ¢ikis giicii ~300 mW olup, fiber ¢ikisinda 6rnege aktarilan giic <150 mW’dur.
Kullanilan Raman sistemi 200 ile 4000 cm™ dalga boylar1 arasinda 6l¢iim alabilmekte olup

4 cm™! spektral ¢dziiniirliige sahiptir.

Resim 3.1. Konfokal Raman spektroskopi diizenegi a. 785 nm lazer kaynagi b. 532 nm lazer
kaynagi
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3.1.5. Veri analiz sistemleri

WITec Software kapsaminda ii¢ adet bilgisayar programi bulunmaktadir. Witec Control
(2.10) ile Konfokal Raman Spektroskopik Ol¢limler yapilmakta, Witec Project (2.10) ile
veriler analiz edilmekte ve Witec Project Plus (2.10) programi ile ileri analizler
yapilabilmektedir. Raman spektrum verilerinin islenmesi, diizenlenmesi ve sunuma hazir
hale getirilmesi OriginPro 9.1 yazilimi kullanilarak yapilmistir. RS’de iki bilgisayar ekranm
kullanilmaktadir. Birinde numune odaklamasinin yapildigi ve oOl¢lim parametrelerinin
girildigi ekran goriiniirken digerinde spektrum sonuglar1 goriintilenmektedir. Asagida Witec

Control programinin ekran goriintiisli verilmistir (Resim 3.2.).

Resim 3.2. Raman spektroskopik dlgiimleri almada kullanilan Witec Control yazilimin
ekran goriintiisii

3.2. Cozeltilerin Hazirlanmisi

[k olarak klinik uygulamaya hazirlik i¢in 6nemli bir basamak olarak goriilmesi sebebiyle,
sentetik idrar hazirlandi. Daha sonra her metabolite ait Raman parmakizi bandini elde etmek
amaciyla, belirlenen konsantrasyonlardaki glukoz, iire, kreatinin ve iirik asitin distile su

icerisindeki ¢ozeltileri ayr1 ayr1 hazirlandi. Son olarak kalibrasyon grafiklerinin
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olusturulabilmesi amaciyla her idrar metaboliti i¢in 15-16 fakli konsantrasyon olmak iizere

toplamda 62 tane sentetik idrar 6rnekleri hazirlandi.

3.2.1. Sentetik idrar hazirlanmasi

Sentetik idrar hazirlanmasinda Lee ve digerleri (2013)’nin ¢alismasinda kullandig1 yontem
referans alind1 [129]. Hazirlanan sentetik idrarin igerigi Cizelge 3.1.’de verilmistir. Sadece
kreatinin ve lireye ait konsantrasyon deneyleri i¢in bu iki metaboliti icermeyen sentetik idrar
ayrica hazirlandi. Sentetik idrar1 taze kullanabilmek i¢in her defasinda 100’er ml olacak
sekilde hazirlandi. Tiim kimyasallar belirtilen miktarlarin 1/5°1 olacak sekilde tartilip tamami
100 ml olacak sekilde tizeri distile su ile tamamlandi. Steril erlenmayerde hazirlanan sentetik
idrar yaklasik yarim saat manyetik karistiricida ¢ozdiiriildii. pH degeri 6,8 olarak ayarlandi
[9]. Insanda idrarm normal pH’sinin 5,5-7,0 araliginda oldugu bilinmektedir [38]. Fakat
sagliksiz kosullarda idrar pH’s1 4,5’a kadar diisebilmekte veya 8,5’a kadar ¢ikabilmektedir.

Hazirlanan sentetik idrar hemen kullanilmayacaksa +4 °C buzdolabinda saklandi.

Cizelge 3.1. Hazirlanan sentetik idrar igerigi [129]

Icerik Ada Kimyasal Formiilii Miktar
Potasyum kloriir KCl 3.8¢
Sodyum kloriir NaCl 85¢g
Ure CH4N20 245¢g

Sitrik asit CsHsO7 1,03 g
Askorbik asit CsHsOs 0,34 g
Potasyum fosfat KH2PO4 1,18 g
Kreatinin C4H7N30 l4dg
Sodyum hidroksit NaOH 0,64 g
Sodyum bikarbonat NaHCOs3 0,47 ¢
Siilfiirik asit H2SO04 0,28 ml

Distile su dH20 500 ml
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3.2.2. Ure cozeltilerinin hazirlanmasi

-Ureye ait Raman referans spektrumu eldesi igin 75 mg toz iire eppendorf tiipiinde 1 ml

distile su ile ¢ozdiirtildii.

-Sentetik idrarda konsantrasyonlar1 2,5-5-10-15-20-25-30-35-40-45-50-55-60-65-70 ve 75
mg/ml olacak sekilde 16 farkls iire ¢6zeltisi hazirlandi. Urenin tamamen ¢dziinerek homojen
bir ¢ozelti eldesi i¢in karistm 5 dk vortekslendi. Burada kullanilan sentetik idrar

hazirlanirken igerisine iire hi¢ eklenmedi.

3.2.3. Kreatinin ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

-Kreatinine ait Raman referans spektrumu eldesi i¢in 75 mg toz kreatinin eppendorf tiiplinde

1 ml distile su ile ¢ozdiirtildii.

-Sentetik idrarda konsantrasyonlar1 2,5-5-10-15-20-25-30-35-40-45-50-55-60-65 ve 70
mg/ml olacak sekilde 15 farkli kreatinin ¢ozeltisi hazirlandi. 5 dk vortekslendi. Burada

kullanilan sentetik idrar hazirlanirken kreatinin hi¢ eklenmedi.

3.2.4. Glukoz ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

-Glukoza ait Raman referans spektrumu eldesi i¢in 75 mg toz glukoz eppendorf tiiplinde 1
ml distile su ile ¢ozdiriildi.

-Sentetik idrarda konsantrasyonlart 1,75-2,5-5-10-15-20-25-30-35-40-45-50-55-60-65 ve
70 mg/ml olacak sekilde 16 farkli glukoz ¢ozeltisi hazirlandi. 5 dk vortekslendi.

3.2.5. Urik asit ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

-Urik asite ait Raman referans spektrumu eldesi i¢in 25 mg toz iirik asit eppendorf tiipiinde

1 ml distile su ile ¢ozdiirtildii.

-Sentetik idrarda konsantrasyonlar1 0,25-0,5-1-2-4-6-8-10-12-14-16-18-20-22 ve 24 mg/ml
olacak sekilde 15 farkli tirik asit ¢ozeltisi hazirlandi. 5 dk vortekslendi.
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3.2.6. Tiim metabolitleri iceren sentetik idrar ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Hazirlanan sentetik idrara konsantrasyonlari 49 mg/ml iire, 25 mg/ml kreatinin, 25 mg/ml
glukoz ve 2,5 mg/ml iirik asit olacak sekilde dort metabolit eklendi. Tiim metabolitleri iceren

sentetik idrar 5 dk vortekslendi.

3.3. Yontemler

3.3.1. Raman spektroskopi cihazinin kalibrasyonu

Her analiz 6ncesinde Raman spektroskopi cihazindan en yiliksek verimi alabilmek i¢in
Raman ayar islemleri ger¢eklestirildi. Bunun i¢in 520 nm ve 950 nm’de iki belirgin pik veren
silikon plaka kullanildi. Cihazin kalibrasyonu kullanma kilavuzunda belirtildigi iizere;
Raman sisteminin enerji ayarlamasi, objektif/kamera ayarlamasi ve lazer 1s1n1 merkezlemesi
olmak flizere ii¢ adimda gergeklestirildi. Bdylece cihaz maksimum performansta

kullanilmaya hazir hale getirildi.

3.3.2. Optimizasyon calismalari

Calismamizda kullanilacak en uygun lazer kaynagi, lazer siddeti, lazerin birikme siiresi ve
toplanma sayisini belirlemek amaci ile Raman spektroskopisinde optimizasyon ¢aligmalari

yapildi.

Literatiirdeki, idrar metabolitlerinin RS ile analizinin yapildigi ¢esitli ¢alismalarda 632.8 nm,
785 nm ve 830 nm dalga boylarindaki lazer kaynaklarinin kullanildig1 goriilmektedir [4, 55,
59]. Calismamizda kullanilan Raman sisteminde 532 nm safir yesil ve 785 nm diyot kirmiz1
lazer olmak {lizere iki adet lazer kaynagi bulunmaktadir. Uygun lazer kaynagiin se¢imi
amaciyla bu dalga boylari, hem sentetik idrar icin hem de dort farkli metabolitin sulu

cozeltileri i¢in ayr1 ayr1 denendi.

Lazerin birikme siiresini ve tekrar sayisini belirleme ¢aligsmalarinda 75 mg iirenin 1 ml distile
su igerisindeki ¢ozeltisi kullanildi. Bu ¢aligmada iire, idrar metabolitleri arasinda en belirgin
karakteristik Raman bandina sahip oldugu i¢in secildi. Optimum kosullar, iirenin 1004 cm’!

dalga boyunda verdigi pik temel alinarak belirlendi. RS ile idrar metabolitlerinin ¢alisildig1
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arastirmalarda 1, 5, 10 ve 20 sn integrasyon stirelerinin kullanildig1 gézlenmektedir [4, 6, 9-
11, 55, 59]. Bu sebeple ¢alismamizda en uygun lazer integrasyon siiresinin (6rnek-lazer
etkilesim siiresi) se¢imi i¢in 1, 3, 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 sn ayr1 ayr1 denendi. Lazerin tekrar

sayisini (accumulation) belirlemek icin 1, 3, 5, 10 ve 15 tekrarlar ¢alisildi.

3.3.3. Raman spektroskopisi 6l¢ciimii

Analizi yapilacak her ¢ozeltiden homojen olmasi igin vortekslenerek 50 pl 6rnek alindi.
Aliiminyum folyo ile sarili lam iizerine damlatildi. 20X/0.40 objektifte, 785 nm dalga
boyunda ve ~35 mW lazer giicii kullanilarak RS’de 6l¢iim alindi. Lazerin giicii her deney
baslangicinda numune odaklamasindan sonra osiloskop mod kullanilarak en {ist seviyeye
ayarlandi. Osiloskop mod, lazerin giiclinii artirip azaltirken ayni anda dalga sinyalinin
frekansini ekranda gérmemizi saglar. Daha sonra 6rnege gelen lazer giicii, dijital optik gli¢
ve enerji Olcer (Thorlabs) cihazi ile 6l¢iildii. Tiim analizler i¢in integrasyon siiresi 15 sn ve
tic tekrarli olacak sekilde ayarlanarak tekli spektrum ile 6l¢iim alindi. Boylece her 6rnegin
toplam analiz siiresi 45 sn olarak belirlendi. Biitiin Raman spektrumlar1 200 ile 1700 ¢cm’!
arasindaki dalga boylarinda toplandi. Kullanilan idrar metabolitlerine ait Raman bantlar1 ve
literatiirdeki ¢alismalar da incelendiginde 1700 cm™ dalga boyundan sonraki dlciime gerek
goriilmedi. Olgiim esnasinda analizlerin 1siktan ve havadan etkilenmemesi i¢in mikroskop

bolgesi siyah bir kapakla kapatildi.

-Oncelikle, yapilmis ¢alismalardan herhangi bir Raman sinyaline sahip olmadig bilinen
aliminyum folyo ylizeyi Raman’da analiz edildi [55, 130]. Elde edilen spektrum cam
ylizeyden alinan spektrum ile karsilagtirilarak kullanilacak en uygun yiizey tespit edildi.
-Sonra hazirlanan sentetik idrar icine hig bir eklenti yapilmadan Raman’da 6l¢timii yapildi.
Elde edilen spektrum, ticari olarak temin edilmis sentetik idrar negatif kontrol 6rneginden
aliman Raman spektrumu ile karsilastirildi. Ayni zamanda bu spektrumlar literatiirde bulunan
gergek idrardan yapilmis bir Raman analizi verisi ile karsilastirildi.

-Metabolitlerin distile su igindeki ¢ozeltilerinden, her metabolite ait Raman referans
spektrumlarini elde etmek amaciyla analizler yapildi.

-Sentetik idrarda 15-16 farkli konsantrasyonda hazirlanan iire, kreatinin, glukoz ve iirik asit
cozeltilerinden 50’ser pul alinarak RS’de ayr1 ayri 6l¢timleri alindi.

-Son olarak es zamanl1 analiz i¢in, tiim metabolitleri igeren sentetik idrar 6rnegi Raman’da

analiz edildi. Tiim analizlerde, belirlenen optimum cihaz parametreleri kullanildi.
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Bolgesel Raman spektrumu alinmasti

Tiim metabolitleri iceren ¢ozelti vortekslenerek 50 pl 6rnek alindi. 785 nm dalga boyunda,
lazer siiresi 1 sn ve tek tekrarli olacak sekilde tarama kosullari ayarlandi. Numune
odaklamasindan sonra tarama alani belirlendi. “Genislik” ve “yiikseklik” degerleri 20 um
olarak girildi. Bunun ii¢ kat1 olacak sekilde “cizgi basina nokta sayis1” ve “tarama basina
cizgi sayist” degerleri 60 olarak belirlendi. Boylece ~20x20 pum’lik bir alanda, x-y
eksenindeki 3600 noktadan (pikselden) spektrum toplandi. Z ekseni ise goriintii
kaydedilirken sabitlendi. Burada x-y piksel koordinatlarini, ii¢lincii boyut olan z ise
spektrumun dalga boyunu gostermektedir. Tarama esnasinda, goriilen farkli yapilarin
karakteristik piklerinin oldugu dort bant belirlendi. Bu bantlarin yogunluk haritalarin
goriintiilemek i¢in her bant bolgesi ayr1 ayri taranarak filtre edildi. Bir saat siiren bolgesel

Raman tarama analizinden sonra verinin degerlendirilme asamasina gegildi.

Bolgesel Raman tarama verisinin degerlendirilmesi Witec Project programi ile yapildi.

Ik olarak spektrumda keskin uzun pikler seklinde goriilen kozmik pikler, kozmik

151n giderme (CRR) islemi ile kaldirildi.

e Spektrumun taban ¢izgisi belirlenerek “auto polynomial” secenegi ile arkaplan
cikarimi yapildi.

e Filtrelenmis bolgelerden ortalama spektrum alindi. Bu islem i¢in filtre ile
olusturulmus goriintli iizerinde gezinerek degerlendirilebilecek en kiiciik sinyal
yogunlugu tespit edildi. Bu degerin iizerindeki bolgeler icin maske olusturuldu.
Sonugta filtrelenmis dort bolgeye ait ortalama spektrumlar ayri ayri olusturuldu.

e “Taban analizi” islemi ile olusturulan ortalama spektrumlara gére dagilim bolgeleri
belirlendi. Lazer ana sinyalini iceren 400 nm’ye kadar olan bdlge spektrumdan
c¢ikarildi. Bu iglem sonunda ilk goriintiilerin daha belirginlesmis ve yapilarin yerleri
keskinlesmis hali elde edildi.

e  “GoOriintii renk kombinasyonu” islemi ile renkli goriintii olusturuldu. Bu islem igin

elde edilen son goriintiiler bir araya getirildi ve her farkli yap1 bolgesi farkli renkler
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ile kodlanarak son goriintii olusturuldu. Her iki x ve y eksenindeki uzamsal
¢Oziiniirliik 1 um olacak sekilde harita kaydedildi.

e Son basamakta, elde edilen renkli goriintii ile buradaki farkli yapilara ait dort
ortalama spektrum birlikte gosterildi. Spektrumlarin renkleri ait olduklar1 bolgelerin

renkleri ile ayni olacak sekilde ayarlandi.

3.3.4. Yontemin gecerliligi

Yontemin gegerliligi; dogrusallik, hassasiyet ve kesinlik degerleri hesaplanarak gosterildi.

Bu kriterler belirlenen optimum analiz kosullar1 altinda tespit edildi.

Kalibrasyon egrilerinin olusturulmasi

Hazirlanan sentetik idrardaki iire, kreatinin, glukoz ve iirik asit konsantrasyonlarina karsilik,
Raman bantlarindaki degisimin grafige gegirilmesi ile kalibrasyon egrileri olusturuldu. Her
metabolit i¢in en az 15 farkli konsantrasyon kullanildi ve kalibrasyon grafiklerindeki her
nokta 3 tekrarli 6l¢iim ile elde edildi. Her metabolit i¢in referans bandi merkezde olacak
sekilde bandin baslangi¢ ile bitis noktalar1 belirlendi ve OriginPro 9.1 yazilimi ile bu
araliktaki maksimum ylikseklik ile alan degerleri hesaplandi. Literatiirdeki caligmalar
incelendiginde, kalibrasyon egrilerinin elde edilmesinde, kimi ¢alismalarda pik siddetlerinin
[6] kimi ¢aligmalarda pik alanlarinin [9] kullanildig1 goriildii. Bu ¢alismada her ikisiyle de
kalibrasyon grafikleri olusturuldu ve korelasyon katsayismin (R?) elde edilmesiyle

dogrusallik degerlendirildi.

Dogrusalligin test edilmesi ve ayni zamanda hassasiyetin belirlenmesi i¢in, elde edilen
kalibrasyon egrilerinden tespit sinir1 (limit of detection, LOD) ve tayin smir1 (limit of
quantification, LOQ) degerleri hesaplandi. Tespit sinir1, 6rnekte Olciilebilen ancak miktar
kesin olarak belirlenemeyen en diisiik miktar ya da konsantrasyon olarak tanimlanmaktadir.
Tayin sinir1 ise kabul edilebilir bir giivenilirlikle tayin edilebilen en diisiik degerdir. LOD ve
LOQ degerlerinin standart sapma ve egim kullanilarak hesaplandig esitlikler asagida

gosterilmektedir [131].

LOD=—— (3.1
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10 o
LOQ = T (3.2)

o = regresyon katsayisinin standart sapmasi

S = kalibrasyon egrisinin egimi
LOD degerinin tahmininde sinyal/giiriiltii oran1 genellikle 3,3 olarak kabul edilir. ISO/TS
13530’da LOQ degerinin LOD’nin 3 kat1 olarak hesaplanabilecegi belirtilmistir. Bu sebeple

LOQ hesaplamasinda sinyal/giiriiltii oran1 genellikle 10 olarak alinir [132].

Tekrarlanabilirlik deneyleri

Hem Raman spektrumlarinin tekrar edilebilirligini 6l¢mek i¢in hem de ¢dzeltilerin
homojenite testi i¢in her metabolite ait sentetik idrar karisimlarindan alinan 50 pl 6rnekte,
ayn1 ylizeyin 10 farkli noktasindan 6l¢iim yapildi. Bu ¢aligmada iire, kreatinin ve glukoz igin
35 mg/ml’lik, iirik asit icin 10 mg/ml’lik konsantrasyonlar sec¢ildi. Daha sonra her bir idrar
metaboliti i¢in elde edilen spektrumlardaki referans bandinin siddetleri y eksenine, yapilan
analiz sayis1 x eksenine yazilarak grafikler olusturuldu. Her biri i¢in ortalama, standart

sapma (SD) ve bagil standart sapma (%RSD) degerleri hesaplandi.

Yine Raman spektrumlarinin kesinligi i¢in belirlenen dort konsantrasyondan giin i¢i ve
giinler arasi tekrarlanabilirlik deneyleri yapildi. Bu ¢aligmada iire, kreatinin ve glukoz i¢in
secilen konsantrasyon 20 mg/ml iken iirik asit icin 5 mg/ml’dir. Dort 6rnekten giin icinde 5
kez ve birer giin arayla 3 giinde Ol¢iimler alindi. Her ornek igin toplamda 15 analiz
gerceklestirilmis oldu. Analizler esnasinda tiim ¢alisma kosullari sabit tutuldu. Dort bilesen
icin de Raman referans bant siddetlerinin giin ici ve glinler aras1 ortalama, standart sapma

ve bagil standart sapma degerleri hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1. Silikon Plaka ile Raman Spektroskopisinin Kalibrasyonu

Raman spektroskopi cihazinin kalibrasyonu i¢in silikon plaka kullanilmis ve analiz sonrasi
elde edilen spektrum Sekil.4.1.’de gosterilmistir. Silikon plakadan gelen 520,6 ve 950 cm’
Pdeki pikler maksimum olacak sekilde ayar islemleri gerceklestirildi. Her analiz 6ncesi

yapilan bu islem sayesinde cihaz performansi en iist seviyeye ¢ikarildi.

1800

1600

520

1400

)

= 1200
1000 -
800

600 -

Raman Siddeti (a

400 -

1L

0 -

> 950

T T

400 600 800 1000 1200 1400 1600
. -1

Raman Kaymasi (cm )

Sekil 4.1. Cihaz kalibrasyonu i¢in silikon plakadan alinan Raman bandi

4.2. Optimizasyon Calismalarinin Degerlendirilmesi

Tiim analizlerde kullanilacak olan optimum cihaz parametrelerinin belirlenmesi icin farkli

lazer kaynaklari, integrasyon siireleri ve tekrar sayilari denenmistir.
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4.2.1. Lazer 151n1n dalga boyu se¢cimi

Yiiksek enerjili 532 nm lazeri, genelde ~3 mW lazer giiclinde kullanilmaktadir. 532 nm ile
bu lazer giiciinde calistigimizda hi¢ bir Raman sinyali gézlemlenmemistir. Dolayistyla
uygun lazer kaynaginin se¢imi i¢in 532 nm gii¢ dlger ile 15 mW lazer giicline, 785 nm ise
35 mW lazer giicline ayarlanmistir. Sekil 4.2.’de sentetik idrara ait 532 ve 785 nm dalga

boylarindaki lazer kaynaklarindan alinan spektrumlar gériilmektedir.
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Sekil 4.2. Sentetik idrarin 532 ve 785 nm lazer kaynaklarindan alinan Raman spektrumlari

Sekil 4.3., Sekil 4.4., Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.’da sirasiyla 75 mg/ml {irenin, 75 mg/ml
kreatininin, 75 mg/ml glukozun ve 25 mg/ml {irik asitin distile sudaki ¢ozeltilerinin 532 ve
785 nm dalga boylarindaki Raman spektrumlar1 goriilmektedir. Tiim analizler
incelendiginde her iki lazer kaynagindan elde edilen bantlarin ayn1 dalga boyundan geldigi
sOylenebilir. Bu da Raman spektroskopisinde gozlenen frekanslarin uyarma dalga boyundan
bagimsiz oldugunu kanitlamaktadir. Ayrica 532 nm’den alinan spektrumlarda lazer 1simninin
emiliminden kaynaklanan floresan etki goriilmektedir. Bu etki ger¢ek spektrumu
baskilayabileceginden deneylerde 785 nm dalga boyundaki lazerin kullanimi uygun

gorlilmiistiir.
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Sekil 4.3. Distile su igerisindeki 75 mg/ml tirenin 532 ve 785 nm lazer kaynaklarindan
alinan Raman spektrumlari
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Sekil 4.4. Distile su igerisindeki 75 mg/ml kreatininin 532 ve 785 nm lazer kaynaklarindan
aliman Raman spektrumlari



46

— 532 nm
— 785 nm
5 .
S
S 785 nm
ge.
)
C
o ]
e
(]
o
] 532 nm
Ll I Ll I Ll I Ll I Ll I Ll I Ll
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Raman Kaymasi (cm™)

Sekil 4.5. Distile su icerisindeki 75 mg/ml glukozun 532 ve 785 nm lazer kaynaklarindan
alinan Raman spektrumlari
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Sekil 4.6. Distile su ig¢erisindeki 25 mg/ml iirik asitin 532 ve 785 nm lazer kaynaklarindan
alinan Raman spektrumlari
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4.2.2. Lazerin integrasyon siiresinin belirlenmesi

Calismamizda en iyi verimlilikle spektrum alinabilmesi icin farkli 6rnek-lazer etkilesim
siireleri arastirilmistir. Ure ¢dzeltisinden alinan érnekte 1, 3, 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 sn
integrasyon siireleri denenmistir. Farkli integrasyon siirelerinin denenmesi sirasinda, lazerin
tekrar sayis1 (3 tekrar) ve diger analiz parametreleri sabit tutulmustur. Sekil 4.7.°de
goriildiigii gibi numunenin lazere maruz kalma siiresi uzadik¢a Raman siddetinde de orantili
bir artis s6z konusudur. 1, 3 ve 5 sn integrasyon siireli 6l¢iimlerde sinyal siddeti yetersiz
gorlilmektedir. 10 sn’den elde edilen Raman siddetinin ise diisiik konsantrasyonlu
orneklerde yetersiz kalabilecegi diisiiniilmiistiir. 15 sn’den sonraki denemelerde integrasyon
sliresinin artmastyla sinyal siddetlerinin artmaya devam ettigi, ancak arka plan giiriiltiisiiniin
cogaldig1 ve kozmik 1silarin belirdigi gozlenmistir. Bu sebeple analizler i¢in en uygun

ornek-lazer etkilesim siiresi 15 sn olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.7. Urenin distile sudaki ¢ozeltisinden, lazerin 1, 3, 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 sn
integrasyon siireleri ile elde edilen Raman spektrumlari
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4.2.3. Lazerin tekrar sayisinin belirlenmesi

Tiim analizlerde uygulanacak lazerin tekrar sayisini (accumulation time) belirlemek
amaciyla tire ¢ozeltisinden alinan 6rnekte 1, 3, 5, 10 ve 15 tekrarlar ¢aligildi. Tekrar sayilari
degistirilirken 15 saniyelik integrasyon siiresi ve diger tiim analiz parametreleri sabit
tutuldu. Sekil 4.8.’de goriildiigi gibi 1 tekrarda sinyal siddeti diisiik iken 3, 5 ve 10
tekrarlarda sinyal siddetinde belirgin bir fark gézlenmedi. 15 tekrarda 1004 cm™’deki iire
pikinin digerlerine gore daha siddetli oldugu goriildii. Ancak tekrar sayisinin ¢ogalmasiyla
10 ve 15 tekrarda kozmik ismlar belirmeye basladi. 3, 5 ve 10 tekrarlarda farklilik
goriilmemesi sebebiyle ve tekrar sayisinin fazla olmasi analiz siiresini uzatacagindan

calismalarimizda ti¢ tekrarin kullanilmasi uygun goriilmiistiir.
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Sekil 4.8. Urenin distile sudaki ¢dzeltisinden, lazerin 1, 3, 5, 10 ve 15 tekrarlar1 ile elde
edilen Raman spektrumlari
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4.3. Raman Spektroskopisi Ol¢iim Sonuclarinin Degerlendirilmesi

4.3.1. Aliiminyum folyo ve cam yiizey analizlerinin karsilastirmasi

Analiz i¢in {izerine Orneklerin damlatilacagi lama sarili aliiminyum folyodan ve
karsilagstirma i¢in sadece steril bir lam tlizerinden RS’de Ol¢limler alindi. Elde edilen
aliminyum folyo spektrumu, literatiir bilgisini dogrular nitelikte hicbir sinyale sahip
olmazken cam yiizeyde 1382 cm™’de genis bir floresan band1 gdzlendi (Sekil 4.9.) [133].
Deneylerde lam kullanilmasi, arkaplandaki bu giiclii floresan girisiminden dolay1 verilerin

islenmesini ve yorumlanmasini zorlastiracagindan aliiminyum folyo tercih edilmistir.
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Sekil 4.9. Aliiminyum folyo ve cam yiizeyinden alinan Raman spektrumlari

4.3.2. Sentetik idrar ve gercek idrara ait Raman spektrumlar: karsilastirmasi

Hazirlanan sentetik idrardan ve ticari sentetik idrar negatif kontrol 6rneginden elde edilen
Raman bantlarinin karsilagtirmas: Sekil 4.10.’da goriilmektedir. Literatiirde mevcut bir
calismadan alinan, normal bir insan idrarinin Raman bandi EK-1.’de verilmistir [127]. Bu

calismada idrar ornekleri bes saglikli kisiden toplanmis ve 785 nm’de Raman ol¢iimleri
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yapilmistir. Bes spektrumun ortalamasi alinarak standart bir spektrum olusturulmustur.
Sentetik idrar ve gercek idrar 6rneklerinde lire, nitrojen iceren bilesiklerin basinda geldigi
icin idrar spektrumunda en kolay tespit edilebilen sinyal iire pikidir [9]. Hazirlanan sentetik
idrardan alman spektrumun, sentetik idrar negatif kontrol 6rneginden ve gergek idrardan
gelen spektrumlar ile uyum i¢inde oldugu gozlenmistir. Yalniz, sentetik idrar negatif kontrol
¢Ozeltisinden elde edilen {ire sinyalinin siddetinin gercek idrardakine gore daha zayif oldugu,

hazirlanan ¢6zeltidekinin ise gergek idrardakine daha yakin oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.10. Hazirlanan sentetik idrar ve ticari sentetik idrar negatif kontrol 6rneklerine ait
Raman spektrumlarinin karsilastirmasi

4.3.3. Idrar metabolitlerine ait Raman referans spektrumlarinin belirlenmesi

Ure, kreatinin, glukoz ve iirik asitin distile sudaki ¢dzeltileri kullanilarak, her birine ait
Raman referans spektrumlari elde edilmistir. Sekil 4.11.’de konsantrasyonu 75 mg/ml olan
iire ¢cozeltisinden alinan Raman referans bantlar1 gériilmektedir. Burada 534, 1004 ve 1161
cm™’de beliren pikler iire varligina isaret etmektedir. Calismamizda elde edilen bu bantlar
diger bircok ¢aligmay1 dogrular niteliktedir. Ure piki denilen 1004 cm™’deki giiglii bant,

simetrik C-N gerilme bagmin varhigini; 1161 cm™!*de goriilen zayif bant ise NH2 varligimi
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gostermektedir [4, 134]. RS yontemi kullamilan farkli ¢alismalarda iire pikinin 1000 cm™
[9], 1006 cm™ [135] ve 1013 cm™ [6] dalga boylarinda geldigi de goriilmiistiir. Dalga
boyundaki bu kaymalar; kullanilan lazer kaynagindan, cihaz parametrelerinden, farkl

¢ozelti iceriginden ve/veya oda sicakligindan kaynaklanabilmektedir.
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Sekil 4.11. Ure ¢ozeltisinden 785 nm dalga boyunda alinan Raman referans spektrumu

Sekil 4.12.°de 75 mg/ml kreatinin distile sudaki ¢ozeltisine ait Raman referans bantlari
verilmistir. En belirgin kreatinin pikleri 580, 608, 682, 847, 910, 1430 ve 1632 cm™' dalga
boylarinda goriilmektedir. Bu bantlardan 608 cm” dalga boyunda goriilen N-CHs3
gerilmesine, C=0 deformasyonuna ve halka titresimine isaret etmektedir. 682 cm™’deki en
giiclii bant C-NH2 ve C=0 gerilme ve aromatik halka titresimlerini géstermektedir. 847 cm’
’de bulunan bant C-NH2 deformasyonu ve halka titresimini belirtmektedir. 910, 1430 cm’!
ve nispeten zayif 1632 cm™! dalga boylarmdaki bantlar ise sirasiyla C-C-N gerilmesi, CH2
biikiilmesi ve C=N gerilmesi varligini1 gostermektedir [4]. Kreatinine ait referans bantlarinin
608, 680, 846 ve 910 olarak rapor edildigi bir ¢aligma ile elde ettigimiz sonuglarin uyum
icinde oldugu gdzlenmistir [4]. Bir diger ¢alismada 573 ve 1645 cm™ dalga boylarindaki
bantlarin da kreatinine ait oldugu gosterilmistir [136]. Calismamizda bu dalga boylari

civarindan gelen bantlar da elde edilmistir.
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Sekil 4.12. Kreatinin ¢6zeltisinden 785 nm dalga boyunda alinan Raman referans
spektrumu

1500

1250

750

Raman Siddeti (a.u.)

500

250

0

— T T T T T T
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Raman Kaymasi (cm™)

Sekil 4.13. Glukoz ¢ozeltisinden 785 nm dalga boyunda alinan Raman referans spektrumu
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Sekil 4.13.’de 75 mg/ml glukozdan elde edilen Raman referans bantlar1 gosterilmektedir.
521, 852, 906, 1065, 1128 ve 1462 cm™ dalga boylarinda glukoza ait belirgin pikler
goriilmektedir. Bunlar arasinda en giiglii olan 521 cm™’deki ve C-O gerilmesine isaret eden
1128 cm™’deki bantlardir [4]. 1128 cm™’de elde ettigimiz bu bandin Raman kaymasindan
dolay1 1123 cm™ [137] ve 1130 cm™ [6] dalga boylarinda goriildiigii farkli ¢alismalar da

mevcuttur.

Sekil 4.14’de 25 mg/ml iirik aside ait Raman referans spektrumu verilmistir. En belirgin tirik
asit pikleri 472, 565, 627, 785, 885, 1000, 1039, 1122, 1234, 1288, 1406, 1499, 1596 ve
1652 cm™! dalga boylarinda gériilmektedir. Bu bantlar RS ile iirik asit tipi bobrek taslarinm
calisildig1 bir arastirma sonuglari ile uyum igindedir [78]. 627 cm’de gelen en giiglii bant
lirik asitin iskeletsel halka deformasyonuna ve 1039 cm™’deki diger giiclii bant C-O, C-C,
C-N titresimlerinin varligina atfedilmektedir [3, 59]. Bu ¢alismada 627 cm!’de goriilen ve
iirik asidin direk analizini saglayan en giiclii bandin; 634 [3], 643 [59] ve 649 cm™! [138]
dalga boylarinda gosterildigi farkli kaynaklar da mevcuttur.
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Sekil 4.14. Urik asit ¢dzeltisinden 785 nm dalga boyunda alman Raman referans
spektrumu
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Son olarak 785 nm dalga boyunda, iire, glukoz, kreatinin ve iirik asitin distile sudaki
¢oOzeltilerinden alinan karakteristik Raman bantlar1 Sekil 4.15.”de gosterilmistir. 400 ve 1800
cm’! dalga boylar1 arasinda distile sudan gelen herhangi bir pik gériilmemektedir. Bu da elde
edilen referans bantlarimin tamamiyla ilgili metabolitlere ait oldugunu ve bu sebeple

arkaplan ¢ikarimina gerek olmadigini gostermektedir.

Urik asit
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o Glukoz
m —
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Raman Kaymasi (cm™)

Sekil 4.15. Distile su, tire, glukoz, kreatinin ve iirik asite ait Raman referans spektrumlari

4.3.4. Konsantrasyon olciimleri

Sentetik idrar icerisinde farkli konsantrasyonlarda ayr1 ayr1 hazirlanan iire, kreatinin, glukoz
ve {lirik asit ¢ozeltilerinin 785 nm dalga boyunda RS’de ol¢limleri alinmistir. Tiim
analizlerde, belirlenen optimum cihaz parametreleri kullanilmistir. Her metabolit icin elde
edilen spektrumlar o metabolite ait referans spektrumu ile karsilagtirilarak degerlendirmeler

yapilmustir.

Sekil 4.16.°da 2,5; 5; 10; 15; 20; 25; 30; 35; 40; 45; 50; 55; 60; 65; 70 ve 75 mg/ml iire igeren

sentetik idrar karisimlarindan elde edilen RS Olgiim sonuglart verilmistir. Artan
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konsantrasyonla beraber iireye ait 1004 cm™ dalga boyunda gelen pik siddetinin de belirgin

derecede arttig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.16. Artan konsantrasyonlarda iire i¢eren sentetik idrara ait Raman spektrumlari
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Sekil 4.17. Artan konsantrasyonlarda kreatinin iceren sentetik idrara ait Raman
spektrumlari
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Sekil 4.17.°de 2,5; 5; 10; 15; 20; 25; 30; 35; 40; 45; 50; 55; 60; 65 ve 70 mg/ml kreatinin
igeren sentetik idrar 6rneklerinden alinan Raman spektrumlar1 gosterilmektedir. Kreatininin
sentetik idrardaki konsantrasyonu arttikca 682 cm™! dalga boyunda bulunan kreatininin en

giiclii pikinin siddetinin de arttig1 gdzlenmektedir.

Sekil 4.18.’de 1,75; 2,5; 5; 10; 15; 20; 25; 30; 35; 40; 45; 50; 55; 60; 65 ve 70 mg/ml glukoz
iceren sentetik idrar karigimlarinin Raman analizi sonuclar1 goriilmektedir. Glukozun
cozeltideki artan konsantrasyonu ile beraber 521 cm™ dalga boyundaki en giiglii glukoz
bandinin siddetinin de arttig1 goriilmektedir. Kreatinin ve glukoz spektrumlarinda sentetik

idrardan gelen 1004 cm"*deki iire pik siddetlerinin ise nispeten sabit kaldig1 goriilmektedir.

—1.75mg —40mg

—2.5mg 45 mg

—5mg —50mg

. H‘ ——10mg ——55mg

;\ —15mg —60mg

—20mg ——65mg

—25mg 70 mg
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Sekil 4.18. Artan konsantrasyonlarda glukoz i¢eren sentetik idrara ait Raman spektrumlari

Sekil 4.19.’da 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 6; 8; 10; 12; 14; 16; 18; 20; 22 ve 24 mg/ml {irik asit igeren
sentetik idrar drneklerinden elde edilen RS 6l¢iim sonuglart verilmistir. Urik asitin 627 cm™
! dalga boyundan gelen en giiclii pikinin siddetinin, artan konsantrasyonla beraber arttig1
gozlenmektedir. Ancak sentetik idrardan gelen 1004 cm!’deki iire pikinin, yogun
derisimlerdeki iirik asitin 1000 ve 1039 cm™’den gelen bantlarindan dolay1 baskilandig1

goriilmektedir.
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—0.25mg——12mg
—05mg — 14 mg
7] —1mg —16mg
—2mg —18mg
. | —4mg —20mg

id
;

I I I I I I
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Raman Kaymasi (cm™)

Sekil 4.19. Artan konsantrasyonlarda iirik asit iceren sentetik idrara ait Raman
spektrumlart

Genel olarak dort metabolitin artan konsantrasyonlari ile beraber Raman referans bantlarinin
da siddetinin arttig1 gézlenmistir. Kalibrasyon egrilerinin olusturulmasinda en giiclii bant

degerleri kullanilacagi i¢in grafiklerde sadece bu bantlar vurgulanmistir.
4.3.5. Sentetik idrardaki dort metabolitin es zamanh tespiti

Ure, kreatinin, glukoz ve iirik asit metabolitlerini ayn1 anda iceren sentetik idrar Raman’da
analiz edildi. 785 nm’de ve 15 sn integrasyon siiresi 3 tekrarli olacak sekilde alinan
spektrumda, dort metabolite de ait en gii¢lii referans bantlar1 her hangi bir cakisma olmadan
elde edilmistir (Sekil 4.20.). Boylece tiim metabolitlerin toplam 45 sn gibi kisa bir siirede

RS ile es zamanl1 tespitinin yapilabilirligi gosterilmistir.
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Sekil 4.20. Ure, kreatinin, glukoz ve iirik asit metabolitlerini ayn1 anda igeren sentetik
idrarin Raman spektrumu ve es zamanli tespitin gosterimi

Bolgesel Raman spektrumunun degerlendirilmesi

~20x20 pum’lik bir alanda 3600 noktadan yapilan ve 1 saat siiren bolgesel Raman taramasi
sonucunda elde edilen ortalanmis spektrum Sekil 4.21.’de gosterilmektedir. Buradaki
Raman bantlar1 ile 45 saniyelik tek spektrum ile edilen Raman bantlar1 (Bkz. Sekil 4.20.)
arasinda ufak sinyal siddetleri faklilig1 diginda biiyiik bir benzerlik oldugu gézlenmistir.
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Sekil 4.21. Ure, kreatinin, glukoz ve iirik asiti ayn1 anda iceren sentetik idrarin Raman
haritalamas1 ile 3600 noktadan elde edilen ortalanmig Raman spektrumu

Sekil 4.22.a.’da Raman haritalamasinin asil amaci olan sentetik idrardaki dort ayri
metabolitin farkli renkler ile kodlanarak ¢ozeltideki dagilimlarini gdsteren goriintii
verilmistir. Ure igin kirmizi, kreatinin i¢in yesil, glukoz i¢in mavi ve iirik asit igin sar1 renk
kodlanmistir. Bu dort farkli yap1 bolgesinden alinan ve ayni renklerle gosterilen Raman
spektrumlart ise Sekil 4.22.b.’de goriilmektedir. Raman haritalamasinda bazi bolgelerin
ozellikle mavi-yesil ile kirmiz-mavi bolgelerin yer yer ist iiste geldigi goriilmektedir.
Buradan metabolitlerin sentetik idrar iginde iyice ¢oziindiikleri anlagilmaktadir. Sekil
4.22.b.’de her metabolite ait spektrumdaki baskin pikler, temsil ettikleri metabolite ait olsa
da diger piklerin de oldugu gozlenmistir. Ornegin sari ile gdsterilen iirik asit spektrumunda
627 ve 1039 cm! dalga boylarindan gelen iirik asit pikleri diger spektrumdakilere gore daha
siddetlidir. Bununla beraber kreatinin, glukoz ve iirik asite ait piklerin de bu spektrumda

gorililmesi, yine tiim metabolitlerin birbiri i¢erisinde ¢éziindiiglinli gdstermektedir.
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Sekil 4.22. Sentetik idrarin Raman haritalamasi ile elde edilen a. dort metabolitin ¢ozeltide
dagilimini gosteren goriintli ve b. tarama goriintiisiindeki her bir metaboliti
temsil eden dort bolgeden alinan Raman spektrumlari

4.4. Yontemin Gecgerliliginin Dogrulanmasi

4.4.1. Kalibrasyon grafikleri ile dogrusalligin degerlendirilmesi

Oncelikle iire, kreatinin, glukoz ve iirik asite ait en gii¢lii Raman bantlarinin sahip olduklart
siddet ve alanlar belirlenmistir. Daha sonra sentetik idrar i¢indeki konsantrasyonlarina karsi
hem bant siddetleri hem de bant alanlar grafige cizilerek iki yontemle kalibrasyon egrileri

olusturulmustur.

Sekil 4.23.’de iirenin kalibrasyon egrisinin ¢ikarilmasinda kullanilan 1004 cm™ merkezli
bantlar goriilmektedir. 2,5 ile 75 mg/ml arasindaki 16 Ornekten alinan Raman
spektrumlarindaki bu bant siddeti kullanilarak elde edilen dogrusal kalibrasyon egrisinde
korelasyon katsayisi (R?) 0,949 olarak bulunmustur. Ayni bandin alani ile olusturulan
dogrusal kalibrasyon egrisinde R? degeri 0,952 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.24.).
Kalibrasyon denkleminden dogrusalligin test edilmesi i¢in bulunan tespit sinir1 30 mg/dl ve

tayin sinir1 89 mg/dl olmustur. Bu sonuglar dogrultusunda sentetik idrar igerisindeki iire
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konsantrasyonunun RS yontemi ile yiiksek hassasiyet ve dogrulukla saptanabildigi

gosterilmistir.
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Sekil 4.23. Farkl1 iire konsantrasyonlarina ait 1004 cm™ merkezli Raman bantlar
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Sekil 4.24. Sentetik idrardaki farkli iire konsantrasyonlarina kars1 1004 cm™’deki a. bant
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siddetlerinden b. bant alanlarindan elde edilen kalibrasyon grafikleri
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Sekil 4.25.°de kreatinine ait 682 cm™! merkezli bantlar gériilmektedir. 2,5 ile 70 mg/ml
arasindaki 15 farkli kreatinin konsantrasyonuna karsi bu bant siddetlerinin gosterilmesiyle,
R2 degeri 0,935 olan dogrusal bir kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Bant alanlar1 kullanilarak
olusturulan kalibrasyon grafiginde ise R? degeri 0,937 olarak hesaplanmustir (Sekil 4.26.).
Tespit sinir1 35 mg/dl, tayin sinir1 106 mg/dl olarak bulunmustur. Bu veriler, sentetik idrar
igerisindeki kreatinin konsantrasyonunun RS ile yiliksek hassasiyet ve dogrulukla

belirlenebildigini gostermektedir.
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Sekil 4.25. Farkl1 kreatinin konsantrasyonlarina ait 682 cm™' merkezli Raman bantlar
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Sekil 4.26. Sentetik idrardaki farkli kreatinin konsantrasyonlarina kars1 682 cm™’deki a.
bant siddetlerinden b. bant alanlarindan elde edilen kalibrasyon grafikleri
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Sekil 4.27.”de glukozun kalibrasyon grafiginde kullanilacak 521 cm™ merkezli genis bantlar
goriilmektedir. Sentetik idrarda 1,75 ile 70 mg/ml arasindaki 16 farkli glukoz derisimine
kars1 bu bant siddetlerinden olusturulan kalibrasyon egrisinin dogrusal oldugu gosterilmis
ve R? degeri 0,958 olarak bulunmustur. Aym bandin alanlarindan elde edilen dogrusal
kalibrasyon egrisinde is R? degeri 0,910 olarak hesaplanmustir (Sekil 4.28.). Tespit sinir1 27
mg/dl ve tayin siir1 81 mg/dl bulunmustur. Bu sonuglar, RS yontemi ile sentetik idrardaki

glukoz konsantrasyonunun yiiksek hassasiyet ve dogrulukla tespit edilebilecegini

gostermektedir.
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Sekil 4.27. Farkli glukoz konsantrasyonlarina ait 521 cm™' merkezli Raman bantlari
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Sekil 4.28. Sentetik idrardaki farkl1 glukoz konsantrasyonlarina kars1 521 cm™’deki a. bant
siddetlerinden b. bant alanlarindan elde edilen kalibrasyon grafikleri



67

Sekil 4.29.’da iirik asite ait Raman spektrumunun 627 cm™! merkezli bandinin biiyiiltiilmiis
hali gosterilmektedir. Sentetik idrarda 0,25 ile 24 mg/ml arasindaki 15 farkli iirik asit
derisimlerine karsilik gelen bu bant siddetlerinden dogrusal bir kalibrasyon egrisi elde
edilmis ve R* 0,988 olarak bulunmustur. Aym bant alanindan yola ¢ikarak olusturulan
dogrusal kalibrasyon egrisinin R? degeri ise 0,987 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.30.).
Kalibrasyon denkleminin tespit sinir1 14 mg/dl ve tayin sinir1 43 mg/dl olarak bulunmustur.

Bu degerler sentetik idrardaki {irik asit konsantrasyonunun RS yontemi ile yiiksek hassasiyet

ve dogrulukla tespit edilebilecegini gostermistir.
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Sekil 4.29. Farkl iirik asit konsantrasyonlarina ait 627 cm™! merkezli Raman bantlari
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Sekil 4.30. Sentetik idrardaki farkl {irik asit konsantrasyonlarna kars1 627 cm™'’deki a.
bant siddetlerinden b. bant alanlarindan elde edilen kalibrasyon grafikleri
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Tim bu grafiklerde goriildiigii gibi, sentetik idrar i¢cindeki dort farklt metabolitin artan
konsantrasyonlari ile bunlara ait Raman bantlarinin siddetleri ve alanlar1 arasinda dogrusal
bir iliski oldugu tespit edilmistir. Ayrica referans bantlarinin siddet ve alanlarindan
olusturulan kalibrasyon egrilerinin korelasyon katsayilarin birbirine ¢ok yakin oldugu
gozlenmistir. Sonug olarak idrarda hastalik belirteci olan iire, kreatinin, glukoz ve {irik asit
miktarlarinin RS ile tespitinde pik siddetlerinin veya alanlarinin kullanilabilecegi

Ongoriilmektedir.

4.4.2. Tekrarlanabilirlik deneyleri ile kesinligin degerlendirilmesi

Homojenite testi sonuclari

35 mg/ml iire, 35 mg/ml kreatinin, 35 mg/ml glukoz ve 10 mg/ml {irik asit igeren sentetik
idrar numunelerinden alinan birer damla iizerindeki 10 ayr1 noktadan elde edilen Raman
spektrumlar sirasiyla Sekil 4.31., Sekil 4.33., Sekil 4.35. ve Sekil 4.37.’de gosterilmektedir.
Genel olarak tekrarlar arasindaki spektrumlarda asag1 yukar1 dalgalanmalar olsa da referans
bantlarinin siddetlerinin biribirine ¢ok yakin oldugu gozlenmektedir. Sekil 4.32.’de iire
Orneginin ayni yiizeyindeki farkli bolgelerden yapilan analiz sayis1 x eksenine, 1004 cm
"den gelen pik siddetleri ise y eksenine konularak olusturulan bir grafik verilmistir. Ayni
tarz grafikler kreatinin i¢in 682 cm™', glukoz i¢in 521 cm™! ve iirik asit i¢in 627 cm™ dalga
boylarindan gelen bantlarin yiikseklikleri baz alinarak dort metabolit icin ayri ayri
olusturulmustur (Sekil 4.34., Sekil 4.36. ve Sekil 4.38.). Bu calismayla ayni zamanda,

metabolitlere ait referans bant intensitelerinin tekrar edilebilirligi de test edilmis olmaktadir.
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Olgiimler sonucunda iirenin bant siddet degeri 562 ile 626 arasinda degismis, ortalamasi

593423 ve bagil standart sapmasi1 %3,8 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.31. 35 mg/ml {ire igeren sentetik idrar 6rneginin 10 farkli noktasindan alinan
Raman spektrumlari
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Sekil 4.32. 1004 cm™’deki iire bandmin 10 farkl 6l¢iimdeki siddet degerleri
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Kreatinine ait bant siddet degeri 265 ve 339 arasinda degismis, ortalamas1 30621 ve bagil

standart sapmasi1 %6,9 olarak hesaplanmistir.
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Glukozun bant siddet degeri 109 ile 138 arasinda degismis, ortalamasi 123+9 ve bagil

standart sapmasi1 %7,3 olarak hesaplanmistir.
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Urik asitin bant yiikseklik degeri 1309 ile 1684 arasinda degismis, ortalamas1 1512+132 ve

bagil standart sapmas1 %8,7 olarak hesaplanmistir.
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Ayni 6rnegin farkli noktalarindan arka arkaya alinan her Raman 6l¢iimiinde birbirine ¢ok
yakin sonuglar alindigi bu testle gosterilmistir. Hesaplanan bagil standart sapma
degerlerinden tekrarlanabilirlik kesinliginin sirasiyla en yiiksek tlirede (%3,8) daha sonra

kreatininde (%6,9), glukozda (%7,3) ve iirik asitte (%8,7) oldugu sdylenebilir.

Giin ici ve giinler arasi tekrarlanabilirlik testi sonuclari

20 mg/ml iire, kreatinin, glukoz ve 5 mg/ml iirik asit iceren sentetik idrar karigimlarindan

giin icinde 5 kez olmak tizere toplam 3 giinde alinan 15 Raman spektrast Sekil 4.39.’da

gosterilmistir.
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ile toplam 3 giinde alinan Raman spektrumlari
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Cizelge 4.1. Giin i¢i ve giinler aras1 tekrarlanabilirlik 6l¢iim sonuglari

1. Giin 2. Giin 3. Giin 3 Giin Toplam
Ort.? 273 251 237 254
Ure Min.? 255 223 220 220
Max.* 295 271 254 295
Sp¢ 16 19 14 22
RSD (%)¢ 5,8 7,5 6,0 8,5
Ort. 145 145 137 142
Kreatinin Min. 130 118 120 118
Max. 161 157 174 174
SD 12 17 22 16
RSD (%) 8,3 11,5 16,3 11,3
Ort. 87 100 88 92
Glukoz Min. 80 96 78 78
Max. 93 104 103 104
SD 5 3 10 9
RSD (%) 6,0 3,4 11,5 9,5
Ort. 1219 1227 1294 1247
L . Min. 1081 1011 1004 1004
Urik asit
Max. 1480 1615 1634 1634
SD 160 245 290 228
RSD (%) 13,1 20,0 22,4 18,3

20rt: Giin i¢inde 5 bagimsiz Raman analizi ile yapilan 6l¢timlerdeki bant siddetlerinin ortalamasi
®Min: Elde edilen bant siddetlerinin en diisiik degeri

*Max: Elde edilen bant siddetlerinin en yiiksek degeri

4SD: Elde edilen bant siddetlerinin ortalamaya gore standart sapma degeri

°RSD (%): Bagil standart sapma (%) = (Standart sapma/ortalama) x 100

Birinci, ikinci, iiglincii glin ve ii¢ glin toplamda alinan 6l¢iimlerden hesaplanan referans
bantlariin yiiksekliklerinin ortalama, minimum ve maksimum degerleri ile satandart sapma
ve bagil standart sapma degerleri Cizelge 4.1.”de verilmistir. Urik asit 6rneginde beklemeden
kaynaklanan ¢okelmeden ve ¢ozeltinin yapisinin bozulmasindan dolay1r RSD degerlerinin
giderek arttig1 diisiiniilmektedir [9]. Toplam 3 giindeki bagil standart sapma degerlerinin iire,
kreatinin, glukoz ve {irik asit i¢in sirasiyla %8.,5, %11,3, %9,5 ve %18,3 oldugu
goriilmektedir. Bu RSD degerlerinin homojenite testinden elde edilen degerlerden daha

yiiksek ¢ikmasi beklenen bir durumdur.

Bu sonuglar ayni1 6rnekten farkli zamanlarda yapilan Raman 6l¢iimlerinin yaklasik olarak,
iire i¢in %92, kreatinin i¢in %89, glukoz i¢in %90 ve iirik asit i¢in %82 kesinlikle tekrar

edilebilirligini gdstermektedir.
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5. TARTISMA

Ulkemizde 2010 yilinin verilerine gore niifusun ~%16’sinda KBH bulunmaktadir. %5’inde
ise beraberinde ¢ok daha ciddi sosyal ve ekonomik problemler getiren bobrek yetersizligi
goriilmektedir. Bu sebeple son yillarda biiytik bir saglik sorunu haline gelen kronik bobrek

hastaliginin erken tanisi kisiler ve devlet bazinda biiyiik 6nem tagimaktadir.

Bobrek fonksiyonlarinin Olcililmesinde rutin olarak idrar tahlili, kan tahlili, biyopsi ve
goriintiileme yontemleri uygulanmaktadir. Bunlar arasinda yaygin olarak serum veya idrar
kreatinin diizeylerinden elde edilen GFR degeri kullanilmaktadir. Bu geleneksel metotlarin
analiz siirelerinin uzun olmasi, 6zellikle biyopsi, goriintileme ve kan tahlilinin hasta
acisindan rahatsiz edici olmasi gibi sebeplerle arastirmacilarin bobrek hastaliklarinin tanisi
icin farkli yontemler lizerine ¢alistig1 goriilmektedir. Bunlar arasinda idrar metabolitlerinin
kantitatif analizine yonelik gelistirilen HPLC, kapiller elektroforez ve Raman spektroskopi

teknikleri bulunmaktadir.

Idrar analizi i¢in Raman spektroskopisinin kullamldig1 calismalarin ¢ogu sadece bir
metaboliti tayin etmeyi amaglamaktadir. Birden fazla idrar metabolitinin ayn1 anda tespitinin
yapilabildigi sadece bir ka¢ ¢calisma mevcuttur. Bunlardan ilki Dou ve arkadaslarinin 1996
yilinda yaptiklari, gergek idrar igerisine disardan eklenen glukoz, aseton, iire ve kreatinin
kantitatif Raman analizleridir [6]. Bu metabolitlerin tespit limitlerini sirastyla 41 mg/dl, 40
mg/dl, 4,9 mg/ml ve 1,5 mg/ml olarak bulmuslardir. Konsantrasyona kars1 pik siddetlerini
kullanarak dort metabolit i¢in de dogrusal kalibrasyon egrileri elde etmislerdir. Daha sonra
Premasiri ve arkadaslari 2001 yilinda sentetik idrar igerisinde iire, {irik asit ve kreatinin
tespitini altin kolloidlerin kullanildigt YGRS teknigi ile gerceklestirmislerdir [9]. Ancak
sadece kreatininin kantitatif analizi yapilmistir. Pik alanlarindan elde edilen kalibrasyon
egrisinde tespit edilebilen minimum kreatinin konsantrasyonu 0,5 mg/dl bulunmustur. Yakin
zamanda Bispo ve arkadaslarinin 2013°de yaptiklar1 bir ¢aligma hasta idrarlarinin
kullanilmas1 yoniinden 6nem tagimaktadir [4]. Seker ve hipertansiyon hastaliklari ile idrarda
bulunan tire, kreatinin ve glukoz seviyeleri arasindaki iliski RS yontemi ile ortaya
konmustur. Bu ¢alismada kantitatif analizden ziyade, temel bilesenler analizi (PCA) ile hasta

ve saglikli gruplar arasinda bir ayrim yapilmasi amaclanmistir.
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Bobrek fonksiyonlar1 hakkinda en yararli bilgiyi vermesi sebebiyle idrar kreatinini diger
metabolitlere gore Raman ile daha ¢ok ¢alisilmistir. Ornegin McMurdy ve Berger 2003
yilinda farkli hasta gruplarindan aldiklari idrarda sadece kreatinini ¢alismiglardir [8]. Ayrica
bu calisma degistirilmemis hasta idrar Orneklerinin Raman ile analizine ilk Ornektir.
Olgiimler 830 nm diyod lazer ve 200 mW gii¢ kullanarak yapilmistir. Raman spektroskopi
sonucuna HLA analizi uygulanarak tespit edilebilen kreatininin tahmini minimum
konsantrasyonu 4,9 mg/dl olarak bulunmustur. 2012 yilindaki bir diger ¢alismada herhangi
bir sentetik idrar ya da gercek idrar kullanilmadan, giimiis kolloidler ile yapilan YGRS
sonucunda kreatinin tespit limiti 10 mg/dl olarak bulunmustur [55]. Aynmi ¢aligmada 11
ornekten alinan kreatinine ait 1424 cm dalga boyundaki Raman bandinin siddetleri

kullanilarak ¢izilen kalibrasyon egrisinde R? degeri 0,9547 olarak hesaplanmustir.

2007 yilindaki bir calismada Park ve arkadaslari, diisiik c¢oziiniirlikli RS ile 10 kat
sulandirilmis ve igerisine 0-8 mg/dl araliginda glukoz eklemesi yapilmis idrar1 analiz
etmiglerdir. Anormal ve normal idrar orneklerini glukoz konsantrasyonuna gore %92

dogrulukla siniflandirabilmislerdir [10].

2007 yilindaki bir diger ¢calismada, saglikli kisilerden alinan idrar 6rneklerindeki iirik asit,
giimiis kolloidlerin kullanildigr YGRS yontemi ile tespit edilebilmistir [138]. Bu ¢aligmada

kantitatif analiz yapilmadan fizyolojik sartlardaki tirik asitin tespiti amaclanmigtir.

Bu tez kapsaminda sentetik idrar hazirlanarak igerisine azalan miktarlarda tire, kreatinin,
glukoz ve {irik asit ayr1 ayr1 eklenmistir. Hastalardan alinacak idrar 6rneklerinin ilk agamada
kullanilmasi kisisel farkliliklarin ¢ok genis olmasi sebebiyle uygun goriilmemistir. Yukarida
bahsi gegen ¢ogu calismada YGRS teknigi kullanilmistir. Bizim ¢alismamizda ise herhangi
bir nanopartikiil kullanmadan sadece RS ile 45 sn gibi kisa bir siirede dort idrar metabolitinin
hassas bir sekilde analizi gergeklestirilmistir. Tespit sinir1 lire, kreatinin, glukoz ve iirik asit
icin sirastyla 30 mg/dl, 35 mg/dl, 27 mg/dl ve 14 mg/dl olarak hesaplanmistir. Bunlar normal
RS ile yapilan diger ¢aligmalardaki sonuglarla birbirine yakin degerlerdir. Literatiirde YGRS
analizlerindeki tespit smirlar1 daha disiik olsa da YGRS spektrumlarinin
tekrarlanabilirliginin diisiik olmast [139], 6rnek hazirlama asamasi ve yliksek maliyet

gerektirmesi gibi sebeplerle normal RS’ye kiyasla dezavantajli oldugu diistiniilmektedir.
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Ure, kreatinin, glukoz ve iirik asit metabolitlerinin saglikl1 bir kisinin idrarmda bulunmasi
gereken normal araliklar1 farkli kaynaklarda degisebilmektedir. Ornegin Dou ve
arkadaslarina gore glukoz, iire ve kreatin i¢in normal fizyolojik araliklar sirasiyla <30 mg/dl,
<20 mg/dl ve < 10 mg/dl’dir. 40 mg/dI’nin {izerindeki idrar glukoz konsantrasyonu anormal
olarak diistinilmektedir [10]. Premasiri ve arkadaslarinin yaptigi calismada, yapay idrar
soliisyonunun igerisindeki {iire, kreatinin ve iirik asit miktarlar1 sirastyla 1639 mg/dl, 104
mg/dl ve 34 mg/dl olarak verilmis olup bu degerlerin saglikli bir insan idrarindaki ile
yaklagik ayni oldugu rapor edilmistir [9]. Yine ayni ¢alismada YGRS kullanilmadan sadece
RS ile fizyolojik kreatinin konsantrasyonunun tespit edilemeyecegi belirtilmistir. Saglikli
bir kisinin idrarindaki kreatinin konsantrasyonunun 50-300 mg/dl arasinda degistigini rapor
eden bir aragtirma da mevcuttur [8]. Bizim ¢alismamizda kullanilan sentetik idrar tarifine
gdre 49 mg/ml iire ve 2,8 mg/ml kreatinin bulunmaktadir [129]. Urik asitin idrardaki normal
seviyesi kaynaklarda ~0,4 mM olarak ge¢mektedir [3]. Farkli bir kaynakta giimiis
nanopartikiil kullanilmadan RS ile idrarda normal miktarda bulunan iirik asitten Raman
sinyalinin elde edilemeyecegi belirtilmektedir [138]. Bununla beraber bazi arastirmacilar
idrar metabolitlerinin kesin konsantrasyonlarinin (mg/dl) klinikte kullanimini, 6rnekten
ornege su dilusyon miktarinda olabilecek degisimler sebebiyle kullanish gérmemektedir [8].
Bu sebeple adi gecen idrar metabolitlerinin belirtilen normal konsantrasyon araliklari,

yukarida 6rneklendirildigi iizere ¢esitli kaynaklarda farklilasabilmektedir.

Kalibrasyon egrisi olusturulmasinda kullanilan konsantrasyon araliklari tiim bu ¢alismalar
g0z Oniline alinarak, fizyolojik miktarin iist sinirindan baslayip cok anormal sartlardaki
seviyeye kadar belirlenmistir. Her bir metabolit i¢in kalibrasyon grafikleri hem bant intensite
degerleri hem de bant alanlari kullanilarak 15 veya 16 farkli konsantrasyon ile
olusturulmustur. Bu bantlarin se¢imi referans spektrumlarinda en yiiksek pikin gézlendigi
dalga boyu kullanilarak yapilmistir. Literatiirde bu metabolitler i¢in farkli referans piklerinin
kullanildig1 goézlense de iire, kreatinin ve lirik asit i¢in segilen referans bantlar1 bir¢cok
calisma ile uyum gostermektedir [4, 6]. Glukoz i¢in ise baz1 kaynaklarda 1124-1130 cm
Pdeki bant referans almirken bu ¢alismada en giiclii elde edilen 521 cm’deki bandin
kullanilmas1 uygun goriilmiistiir. Bu metabolitlerin ayr1 ayr1 tespitine yonelik ¢caligmalardan
bazilar1 yukarida agiklanmistir. Ancak bu dort metabolitin birden RS ile analizine dair her
hangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu tez kapsaminda iireyi, kreatinini, glukozu ve tirik

asiti ayn1 anda igeren sentetik idrar analizi hem tek spektrum toplanmasi yolu hem de Raman
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haritalama yontemi ile gerceklestirilmistir. Yontemin dogrulugu yapilan homojenite ve

tekrarlanabilirlik deneyleri ile desteklenmistir.

Bobrek hastaliklarinin tanist adina Raman spektroskopisi ile yapilan bu ¢aligma klasik
yontemlerle kiyaslandiginda; idrar 6rneklerinin kullanilmasi sebebiyle tahribatsiz olmasi,
numunenin 6n islem gerektirmemesi, analiz siiresinin ¢ok kisa olmas1 ve hastalik belirteci
olan birden fazla metaboliti ayn1 anda tayin edebilmesi gibi bir¢ok avantajlara sahiptir.
[drardaki iire, kreatinin, glukoz ve {irik asitin anormal diizeyleri bobrek hastaliklarinin tanisi
ve ilerleyisi hakkinda genig bilgi vermesi sebebiyle RS’nin giincel metotlara alternatif
olabilecegi gosterilmistir. Bir ¢cok avantajina ragmen RS cihazinin nispeten pahali olmasi ve
uzmanlik gerektirmesinden dolay1 kantitatif analizde yaygin olarak kullanilmadigi
goriilmektedir. Uygun lazerlerin ve taginabilir Raman cihazlarinin gelistirilmesi ile bu

problemlerin ortadan kalkacagi diigiiniilmektedir (Bkz. Resim 2.2.).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda kronik bobrek hastaliklarinin tanisi igin tahribatsiz, kolay, hassas ve
hizli bir metot gelistirilmeye calisilmistir. Bu amacla idrardaki potansiyel hastalik
biyobelirteglerinden olan iire, kreatinin, glukoz ve iirik asitin konfokal Raman spektroskopisi
ile tespiti gergeklestirilmistir. Ure ve kreatinin hem saghikli hem de sagliksiz kisilerin
idrarinda, glukoz ve {iirik asit de hastalarla beraber saglikli kisilerde de eser miktarda
goriildiigi i¢in, idrardaki bu biyobelirteglerin tespiti ile beraber konsantrasyonlarinin

bilinmesi de ¢ok onemlidir.

Tiim analizlerde kullanilacak optimum cihaz parametrelerini belirlemek amaciyla, distile
sudaki iire ¢ozeltisinden gelen Raman bandinin siddetine gore optimizasyon c¢alismalari
yapilmistir. Bunun sonucunda lazer 1s1ninin dalga boyu 785 nm, lazer-6rnek etkilesim siiresi
15 sn ve lazerin tekrar sayis1 3 olarak belirlenmistir. Ayrica 532 nm ve 785 nm lazer
kaynaklar1 kreatinin, glukoz ve iirik asit i¢in de denenmis, 532 nm’de goriilen floresan
girisiminden dolay1 785 nm’nin kullanimi uygun goriilmiistiir. Uzerine numunenin
damlatilacagi aliiminyum folyodan ayni sartlar altinda Raman’da 6l¢iim alinmis ve buradan
analizi etkileyecek hig bir sinyalin gelmedigi teyit edilmistir. Metabolitlerin i¢ine eklenecegi
sentetik idrar protokole gore hazirlanmis ve elde edilen Raman spektrumunun gercek idrar
ile idrar negatif kontrolden alinan spektrumlara genel hatlartyla ¢ok benzer oldugu
goriilmiistiir. Raman referans spektrumlarint olusturmak i¢in 75 mg/ml iire, 75 mg/ml
kreatinin, 75 mg/ml glukoz ve 25 mg/ml iirik asitin distile sudaki ¢ozeltileri kullanilmistir.
Elde edilen spektrumlarda iire, kreatinin, glukoz ve iirik asit i¢in sirastyla 1004 cm™, 682
cm!, 521 cm! ve 627 cm™! dalga boylarindaki bantlar en giiglii sinyali verdikleri igin referans
bantlar1 olarak belirlenmistir. Yani bu dalga boyundaki bantlar belirtilen metabolitlere 6zgi
olup o maddenin ortamda var oldugu durumlarda gézlenmektedir. Ure igin 2,5 ile 75 mg/ml
arsinda 16 ornek, kreatinin i¢in 2,5 ile 70 mg/ml arasinda 15 6rnek, glukoz i¢in 1,75 ile 70
mg/ml arasinda 16 6rnek ve iirik asit i¢in 0,25 ile 24 mg/ml arsinda 15 sentetik idrar Grnegi
ile Olgiimler yapilmistir. Konsantrasyona karsi her metabolitin referans bandinin hem
yiikseklikleri hem de alanlar ile kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Siddet ve alanlardan
elde edilen korelasyon katsayilar sirasiyla iire i¢in 0,949; 0,952; kreatinin i¢in 0,935; 0,937;
glukoz i¢in 0,958; 0,910 ve iirik asit i¢in 0,988; 0,987 olarak hesaplanmustir.
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Bu sonuglar metabolit konsantrasyonu ile alinan referans bantlariin biiylikliigii arasinda
dogrusal bir iliski oldugunu, artan konsantrasyonla beraber pik siddetinin ve alaninin da

arttigin1 gostermektedir.

49 mg/ml iire, 25 mg/ml kreatinin, 25 mg/ml glukoz ve 2,5 mg/ml iirik asitin hepsini i¢eren
sentetik idrar 6rnegi Raman’da hem tekli spektrum ile hem de haritalama yontemi ile analiz
edilmistir. Her metabolite ait referans bantlarinin eldesiyle es zamanli tespitin yapilabilirligi
gosterilmigtir. Ayrica Raman haritalama yontemi ile 3 boyutlu tarama yapilarak sentetik
idrar icerisindeki maddelerin dagilimi goriintiilenmis ve bu alanlardan yiizlerce kez alinan
Olctimle olusturulan ortalama spektrumlar gosterilmistir. Literatiirde {ire, kreatinin, glukoz
ve lrik asitin ayni anda tespitinin yapildigr bir Raman caligmasi bulunmamasi ise bu

aragtirmanin onemini gostermektedir.

Yontemin gecerliligi kalibrasyon egrilerinden elde edilen dogrusalligin yaninda hassasiyet
(LOD ve LOQ) ve kesinlik (homojenite ve tekrarlanabilirlik testleri) degerleri hesaplanarak
da gosterilmistir. Gozlenebilme sinir1 olarak da bilinen tespit sinir1 tire, kreatinin, glukoz ve
tirik asit i¢in sirasiyla 30 mg/dl, 35 mg/dl, 27 mg/dl ve 14 mg/dl, tayin sinir1 ise 89 mg/dl,
106 mg/dl, 81 mg/dl ve 43 mg/dl olarak bulunmustur. Homojenite testinde her metabolit i¢in
secilen birer drnekte 10 farkli yiizeyden &lgiimler alinmustir. Ureye ait bant siddetlerinin
ortalamasi 593+23 ve bagil standart sapmasi (RSD) %3,8, kreatinin bant siddeti ortalamasi
306+21 ve RSD %6,9, glukoz bant siddeti ortalamasi 123+9 ve RSD %7,3, iirik asit bant
siddeti ortalamasi 1512+132 ve RSD %8,7 olarak hesaplanmistir. Yine her madde igin
secilen birer 6rnekten her giin 5 tekrarli olacak sekilde 3 giinde yapilan Raman ol¢limleri ile
bant intensitelerinin tekrarlanabilirligi arastirillmistir. Hem giin i¢indeki 5 bagimsiz
analizden hem de 3 giinde yapilan toplam 15 analizden ortalama bant siddetleri, SD ve RSD
degerleri hesaplanmustir. Urenin %92, kreatininin %89, glukozun %90 ve iirik asitin %82
kesinlikle tekrar edilebilirliginin oldugu bulunmustur. Bu verilerden ayn1 konsantrasyondan

alinan Raman bant siddetlerinin tekrarlanabilirliginin yiisek oldugu goriilmektedir.

Sonug olarak bahsi gecen idrar metabolitlerinin ayr1 ayr1 tespiti, farkli teknikler kullanilarak
yapilabilmesine ragmen, bir ka¢ metabolitin birden tespiti gilinlimiizde miimkiin
olmamaktadir. Bu tez calismasinda; konfokal Raman spektroskopisinin ileri teknolojisi
sayesinde idrarda bulunan iire, kreatinin, glukoz ve iirik asit metabolitlerinin analizleri ile

beraber es zamanli tespiti 45 saniye gibi kisa bir siirede yiiksek hassasiyet ve kesinlikle
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gerceklestirilebilmistir. Bobrek rahatsizliklarinin yaninda KBH olusturma riski yiiksek
diyabet, hipertansiyon, KVH ve iiriner tas gibi bir¢cok hastalik durumunda idrardaki bu
bilesenlerin seviyesi degistigi i¢in analizleri biiylik 6nem tasimaktadir. Mevcut yontemlere
nazaran RS analizinin 6n islem gerektirmemesi, laboratuar gereksinimlerini azaltmasi,
birden fazla bileseni tek analizle tespit edebilmesi, tahribatsiz, hizli ve hassas olmas1 gibi
bir¢cok avantajlar1 bulunmaktadir. Ancak Raman sinyalinin zayif olmasi sebebiyle ¢ok daha
diisiik konsantrasyonlarin tespiti i¢in YGRS uygulanabilir. Ayrica bu caligma, hasta ve
saglikli kisilerden alinan idrar Orneklerine RS ile beraber kemometrik yontemlerin
uygulanmasiyla karsilastirmali analiz yapilarak gelistirilebilir. ileride tagmabilir bir Raman
tan1 cihaz1 ile klinik alanda uygulamaya gecilebilir. Boylece hastanelerde bobrek
hastaliklariyla beraber diger bir¢cok hastaligin daha hizli, giivenilir ve hassas bir sekilde tanisi
yapilabilir. Idrarda veya diger viicut sivilarinda bulunabilen potansiyel hastalik
biyobelirteglerinin hizli tespiti, erken ve uygun bir tedaviyi miimkiin kilabilmekle beraber
hastaligin ilerlemesiyle olusabilecek sosyal ve ekonomik problemleri de en aza
indirebilecektir. Hastalar ve doktorlar acisindan saglayacagi biitiin bu kolayliklar
diisiiniildiiglinde iizerinde ¢alisilmaya deger ve gelecek vaat eden bir analiz metodu oldugu

gorlilmektedir.
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EK-1. 785 nm’de alinan insan idrarina ait Raman spektrumu
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