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OZET

KANSER CESITLERININ NEFES ANALIZI ILE AYIRT EDILMESI
YUKSEK LiSANS TEZi
BERFIN SOLMAZ
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOMEDIKAL MUHENDISLiGi ANABILiM DALI

(TEZ DANISMANI:DR. OGR. UYESI SUKRU GOKHAN ELCI)

DENIZLIi, MAYIS - 2022

Eski zamanlardan bu yana nefes, farkli hastalik tiirlerinin teshisinde bir
ara¢ olarak kullanilmistir. Literatiire gore insan nefesinde cesitli ugucu organik
bilesikler (VOC) rapor edilmistir. Bu VOC'ler viicudun metabolik siireclerinin
tirtinleridir. Bu nedenle nefes, tibbi teshis ve terapotik izleme icin Onemli bir
potansiyel olusturmaktadir. Ayrica non-invaziv bir yontem oldugu icin nefes
ornekleme islemi agrisiz bir sekilde yapilabilmektedir. Ayrica, analiz i¢in sinirsiz
bir kaynaktir. Birgok c¢alismada, aragtirmacilar nefes ornekleri toplamak igin
Tedlar torbalarini kullanirlar. Tedlar torbalari nefes numunelerini saklamak icin
kullanigh olsa da torbalar maliyetlidir ve Tedlar torbasinin duvarindaki nem
birikimi analiz sonucunu etkiler. Kantitatif analiz i¢in, Tedlar torbasinin bilinen
bir hacmi olmasina ragmen, ondan VOC'leri 6rneklemek hala biiyiik bir zorluktur.
Dolayisiyla Tedlar torbast kullanimindan kaynaklanan bu sorunlarin iistesinden
gelmek i¢in alternatif yeni bir sisteme ihtiyag duyulmaktadir. Burada, nefes
orneklemesi ve analizi i¢in 3 boyutlu basilan bir nefes toplama aparati
tasarlanmistir. Nefesteki VOC'ler, 3 boyutlu basilan toplama aparati kullanilarak
bir SPME fiberi tarafindan toplandi, ardindan GC-MS kullanilarak tespit
edilmeleri takip edildi. Covid-19 pandemisi nedeniyle, kii¢iik bir saglikli goniillii
grubu secildi (farkli cinsiyetlerden sigara icenler ve igmeyenler). 20 kisiden alinan
nefes 6rnekleri Lineer Diskriminant Analiz (LDA) ile incelendi. LDA, aralarinda
herhangi bir iliski olup olmadigim1 gozlemlemek icin sonuglari ayirt eden
istatistiksel bir tekniktir. Sonuglar, cinsiyet ve sigara igme farkliliklarinin belirgin
bir sekilde ayrildigini ve bu istatistiksel analiz kullanilarak tanimlandigini
gostermistir.

ANAHTAR KELIMELER: Nefes, VOC, SPME, GC-MS, 3 boyutlu yazici



ABSTRACT

DIFFERENTITATION OF CANCER TYPES VIA BREATH ANALYSIS
MSC THESIS
BERFIN SOLMAZ
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOMEDICAL ENGINEERING
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. SUKRU GOKHAN ELCI)
DENIZLIi, MAY 2022

From old times until now, breath has been used as a tool for diagnosing
different types of diseases. According to the literature, various volatile organic
compounds (VOC) in human breath have been reported. These VOCs are products
of the body's metabolic processes. For this reason, the breath composes significant
potential for medical diagnosis and therapeutic monitoring. In addition, since it is
a non-invasive method, breath sampling can be done painlessly. Also, it is an
endless resource for analysis. In many studies, researchers use Tedlar bags to
collect breath samples. Although the Tedlar bags are handy for storing the breath
samples, the bags are costly, and the moisture accumulation on the wall of the
Tedlar bag affects the result of the analysis. For quantitative analysis, even though
the Tedlar bag has a known volume, sampling VOCs from it is still a big
challenge. Thus, an alternative new system is required to overcome these
problems faced due to the use of the Tedlar bag. Here, a 3D printed breath
collection apparatus is designed for breath sampling and analysis. The VOCs in
breath were collected by an SPME fiber using the 3D printed collection apparatus,
then followed by their determination using GC-MS. Due to the pandemic of
Covid-19, a small group of healthy volunteers was selected (smokers and non-
smokers of different genders). The breath samples collected from 20 individuals
were examined with Linear Discriminant Analysis (LDA). LDA is an statistical
technique that discriminates the results to observe if there is any relationship
between them. The results indicated that the gender and smoking differences are
distinctly separated and identified using this statistical analysis.

KEYWORDS: Breath, VOC, SPME, GC-MS, 3D printer
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1. GIRIS

1.1 Tezin Amaci

Tezin amaci li¢ ana baglik altinda toplanmaktadir. Tezin 6ncelikli hedefi nefes
orneklerinin daha kolay ve dogru bir sekilde toplanmasi i¢in gerekli olan toplama
sisteminin 3 boyutlu yazici sistemi kullanilarak gelistirilmesidir. Devaminda,
basilmis olan nefes toplama diizenegi ve kati1 faz mikroekstraksiyon (SPME) fiberi
yardimi ile VOC profillerinin elde edilmesi olacaktir. Son olarak, elde edilen
profillerin teshis amagli kullanimlarinin incelenmesi ve gerekli istatistiksel analizler
yardimi ile farkli kanser g¢esitlerinin bu VOC’ler yardimi ile smiflandirilmasi

amagclanmaktadir.

1.2 Kanser Tespitinin Onemi

Diinyadaki dliimlerin ana nedenleri arasinda kanser dnemli bir yere sahiptir.
Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) verilerine gére, 2018 yilinda yaklasik 9.6 milyon
kanser vakasinin dlimle sonuglanacagi 6n goriilmiistiir. Ayn1 organizasyona gore
diinya tlizerinde 2018 yil1 itibari ile yaklagik 200 kanser ¢esidi oldugu bilinmektedir.
Bu farkli kanser gesitlerinden en sik rastlanan ve 6liim orani en fazla olan kanser
(%85.6) akciger kanseridir. Bunu, rastlanma olasilig1 sikligina gore sirastyla meme,
kolorektal, prostat, cilt, karaciger ve pankreas kanserleri takip etmektedir (Siegel ve
dig. 2017).

Bu tiir kanserlerin ¢cogu hastaligin ilk evrelerinde hi¢ ya da ¢ok az sayida
semptom gostermesinden dolay1 erken teshis konmasi zordur. Erken teshis, kanser
tedavisinde en kritik ve onemli basamaktir. Ciinkii erken evrede teshis hastalarda
olim oranlarmi &nemli dlglide azaltabilmektedir. Ornegin, akciger kanserli
hastalarda, kanserin teshisinden 5 yil sonra sadece %14 kadar1 hayatta

kalabilmektedir. Eger hizli erken teshis gergeklestirilip ve hizli bir sekilde tedavi



uygulanirsa 5 yillik evrede hayatta kalma oraninin %48’e kadar yiikselecegi tahmin

edilmektedir (Philiphs ve dig. 1930-1933).

1.3 Literatiir Ozeti

Kanser teshisinde siklikla endoskopi, mamogram, biyopsi, kan, idrar testleri
ve goriintiileme yontemleri (Bilgisayarli Tomografi, BT; Pozitron Emsiyonu
Tomografisi, PET; Manyetik Rezonans Goriintiileme, MRG) kullanilmaktadir (Haick
ve dig. 2014, Van Rossum ve dig. 2008). Bu yontemler zahmetli, zaman alic1, pahali,
invazif ve can yakici olabilmektedir. Idrar testleri hastalar1 utandirabilmekte ve
ayrica bazi goriintiileme tekniklerinde, hastalarin radyasyona maruz kalmasini ve
ilagla tedavi edilmesini gerektirebildiginden, bu islemlerin sonucunda yan etkiler
olabilmektedir (Smith-Bindman ve dig. 2009, Einstein ve dig. 2007). Bu
goriintiileme testlerinin yanlis pozitif sonug verme orani da yiiksektir. Ornegin, 2012
yilinda ABD'de yapilan BT goriintiilemeli akciger kanseri taramast %24 oraninda
hatal1 pozitif sonu¢ vermistir (Haick ve Peled 2012). Kanserde hatali pozitif sonug,
gereksiz ilag ve tedavilere neden oldugu gibi, hatali negatif sonucglar da kanserin
geliserek daha ileri asamalara ilerlemesine sebep olmaktadir. Tiim bunlarin
sonucunda, kanser taramasinda yiiksek verimli, zahmetsiz ve kullanimi kolay,
giivenilir, duyarli, kesin ve dogru sonuglar veren invazif olmayan yeni teshis

yontemlerinin gelistirilmesine ihtiyag vardir.

En basit laboratuvar analiz cihazlarinin ortaya ¢ikmasindan 6nce, insan burnu
hastalik teshisinde kimyasal dedektor olarak kullanilmistir. Tarihte ilk olarak
Hipokrat, ogrencilerine kontrolsiiz diyabet, karaciger ve bdbrek hastaligini
tanimlayabilmek ic¢in nefes kokusunu kullanmayi 6gretmistir (Wallace ve Pleil
2018). Nefes matrisinin %78'i azot, %14 ila %17'si oksijen, %4 'i karbondioksit,
%o6's1 su buhari, 1 ppm'den az bir kismi ise atil gazlar ve eser (iz) ugucu organik
bilesiklerin (VOC) bir karisimidir. Bu matristeki bilesenler kisiden kisiye, niceliksel
ve niteliksel olarak (6zellikle de VOC'ler) degismektedir. Nefeste bulunan VOC'lerin
ancak cok az bir kismi1 herkes i¢in ortaktir (Miekisch ve dig. 2004, Schubert ve dig.
2004).



Modern nefes analizi donemi, 1971'de Linus Pauling ve arkadaslarinin gaz
kromatografisi (GC) kullanarak insan nefesinde 200'den fazla ugucu organik bilesik
belirlemesiyle baslamistir. Bu bilesikler, sadece akcigerde lokal olarak degil ayni
zamanda viicudun her yerinde lokal olarak iiretilen VOC'lerin pulmoner dolasim ve
ardindan alveoler kan gazi1 degisimi yoluyla nefese tasinan metabolik iglem

tirtinleridir (Pauling ve dig. 1971).

Dolayisiyla nefes, tibbi tan1 ve terapotik izleme igin bliyiikk potansiyel
olusturmaktadir. Giiniimiizdeki biyo-sivi analizleriyle karsilastirildiginda daha az
yaygin olmasina ragmen, orneklemenin invazif olmamasi, zamanlama ve hacim
acisindan sinirsiz olmasi ve toplanmasi i¢in klinik personel gerektirmemesi nefesi

cekici bir tan1 araci haline getirmektedir.

Bununla birlikte, teknigin 1iyi bir tekrarlanabilirligini ve sonuglarin
karsilastirilabilirligini  garanti edebilen nefes alma ve analiz i¢in standart
prosediirlerin olmamas1 nedeniyle, bugiine kadar klinik uygulamada hala yeterince
kullanilmayan bir teknik olmaya devam etmektedir. Klinik uygulamada nefes
analizinin kullanimi i¢in bir diger kritik nokta, VOC'lerin disar1 verilen nefes profili
taniminda hangi faktorlerin rol oynadigina dair kismi bilgidir. Solunan nefes
inorganik bir fraksiyondan (azot, oksijen, karbon dioksit ve soy gazlar) ve esas
olarak izopren ve aseton gibi VOC'lerden ve alkoller, ketonlar, aldehitler, terpenler
ve aromatiklerden olugmaktadir. Disar1 verilen nefesteki bu VOC'ler endojen ve
eksojen olabilmektedir. Endojen VOC'ler viicudun farkli bolgelerinde meydana gelen
metabolik stireclerle iiretilir ve kan akimi yoluyla akcigerlere tasinir ve burada
alveolar gaz degisim mekanizmasi ile nefes verme akisina yayilirlar. Eksojen
VOC'ler esas olarak viicut tarafindan soluma ve cilt adsorpsiyonu yoluyla alinan

veya gida alimi yoluyla emilen tiirler olan gevresel kirleticilerdir (Mazzone 2008).

Bu disiinceler temelinde, ¢esitli calismalar, bir hastaligin endojen
VOC'lerinin 6zelliklerinin belirli bir paterninin tanimlanmasinin, hastaligin erken
teshisi i¢in yararl bir ara¢ oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, VOC'lerin insan
nefesindeki profilindeki degisikliklerin dikkate alinmasi Onemlidir. (a) nefes
numunesinin alindig1 ortam havastyla baglantili dis kaynakli VOCller, (b) VOC'lere
cevresel maruziyet, (c) cinsiyet, diyet, genetik, sigara icme aligkanliklar1 vb. gibi

faktorler ve (d) Polarite, uguculuk ve yagda ¢oziintirlik gibi fiziksel-kimyasal

3



ozelliklerine bagli olarak VOC'lerin kandan alveolar havaya diflizyonundaki
farkliliklar dikkate alinmasi gereken faktorlerdendir. Eksojen VOC'lere ek olarak
tiim bu faktorler, nefes analizinde hastalik belirteclerinin tanimlanmasina miidahale
edebilir. Aseton ve izopren gibi insan nefesinin en yaygin molekiilleri disinda, kalan
eser bilesiklerin ¢ogu eksojen ile iliskili olabilmektedir. Bu nedenle, biyobelirteg
molekiillerinin dogru bir sekilde tanimlanmasini saglamak, hangi bilesiklerin endojen
oldugunu degerlendirmek zorunludur. Nefes analizindeki bir diger konu, nefes verme
derinligine ve tam nefesle karsilastirildiginda tek bir nefes veya alveolar fraksiyon
yerine coklu nefesler gibi ornekleme modalitesine bagli olarak verilen nefes

kompozisyonunun degiskenligidir.

Cesitli ¢aligmalarda bildirildigi gibi, endojen VOC'ler kan-gaz degisiminden
gelse bile, insan nefesindeki varliklar1 normal akciger fizyolojisinden ve hipo veya
hiper ventilasyon kosullarindan da etkilenebilmektedir. Ayrica, aseton gibi yiiksek
oranda ¢oziinlir VOC'lerin gaz degisiminin hemen gerceklestigi ve bunlarin alveolar
fraksiyondan ziyade tiim nefeste daha fazla mevcut oldugu, diisiik kanda ¢oziiniir
VOC'ler i¢gin ise degisimin esas olarak alveolar oldugu gosterilmistir. Spanel ve
arkadaslart alveolar kisimda izopren konsantrasyonunun tiim solunan havadakinden
ti¢ kat daha yiiksek oldugunu bulmustur (Marzorati ve dig. 2019). Ek olarak, nefesin
sadece soluk sonu fraksiyonu analiz edildiginde verilerin daha 1iyi
tekrarlanabilirliginin elde edildigine dair kanitlar vardir, bu da karisik nefes
analizlerine gore soluk sonu toplamayi arzu edilir kilmaktadir. Bununla birlikte,
soluk sonu fazi toplama, solunan nefesin yalnizca son 200/300 mL'sini se¢mek i¢in
COz seviyesi izleme i¢in CO2 sensorii veya solunan nefes hacmi kontrolii gibi nefes
orneklemesi icin daha karmasik cihazlar gerektirir. Son olarak, nefes alma ve tagima

sirasinda kontaminasyonlardan kaginmak zorunludur (D1 Gilio ve dig. 2020).

Kanser hiicrelerinin varlig1 idrar, deri, kan ve nefesteki kimyasallarin
kimligini ve diizeyini etkileyebilmekte veya dogrudan VOC {iretimine yol
acabilmektedir. Bazi metabolik kanserlerle ilgili diizensizlikler, kimyasal analiz
yontemi ile izlenebilir (Queralto ve dig. 2014, Phillips ve dig. 2006). Bu nedenle,
erken teshis i¢in nefesten farkli kanser tiirlerine 6zgli VOC tespiti, digerlerine
nazaran invazif olmayan, kolay tekrarlanabilir, hizli ve acisiz bir yontemdir (Hanna

ve dig. 2018). Nefes oOrneklerinde VOC tayininde, gaz kromatografisi kiitle



spektrometresi (GC-MS) (Capone ve dig. 2016, Szabo ve dig. 2015), proton transfer
reaksiyon kiitle spektrometresi (PTR-MS) (Del Rio ve dig. 2016, Aprea ve dig.
2014), secilmis iyon akis tiipii kiitle spektrometrisi (SIFT-MS) (Kumar ve dig. 2013),
iyon mobilite spektrometrisi (IMS) (Fink ve dig. 2014, Fink ve dig. 2015), kuvars
kristal mikroterazi (QCM), yiizey akustik dalgasi (SAW) ve elektronik burun (E-
burun) (Selyanchyn ve dig. 2015, Zhang ve dig. 2015) tabanli sensor teknikleri

kullanilmaktadir.

Son zamanlarda nefes 6rneklerinden alinan VOC'ler akciger, yemek borusu,
mide, kolerektal, bag ve boyun, prostat, meme ve pankreas dahil olmak iizere farkli
kanser tiirlerinin tespiti i¢in kullanmilmistir (Taivans ve dig. 2014, Altomare 2016,
Rovira ve dig. 2015). Bu alandaki ¢alismalarin ¢ogunda, farkli kanserlere 6zgii
biyobelirtegleri belirlemek amaciyla kanserli ve saglikli hastalarin Orneklerinin
karsilastirmasi esas alinmaktadir. Bu baglamda, Philips ve arkadaglart 400 kisinin
nefesindeki VOC’lerin GC-MS profilleriyle, akciger kanserini, %84.5 duyarlilik ve
%81 kesinlik ile tanimlayarak bu teknigin kanserin erken teshisinde
kullanilabilecegini gostermistir (Phillips ve dig. 2008). Duyarlilik ve kesinlik sirasi
ile; kansere sahip oldugu belirlenebilen hasta kesri ve goriintiileme yontemleri ile
kansere sahip olmadigi belirlenmis hasta kesri ile iligkili biiyiikliiklerdir. Philips ve
arkadaslarinin ¢alismasi, her ne kadar toplanan nefesteki VOC profiline bakilarak
akciger kanseri tanisinin konmasina yardimci olsa da kesin bir tani araci olarak
kullanilamamaktadir. Elde edilen sonuglar olasilik olarak verilmistir. Ayrica bu
calismada, yiiksek riskli bir grubun kesitsel ¢alismasi oldugundan olumlu sonuglar ile
ilgili genelleme yapilmasi yanlis olabilir. Daha az risk tagiyan gruptan farkli sonuglar
alinarak daha kesin bilgilere ulagmak i¢in ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir. Her
ne kadar kiitle spektrometrisi (MS) kanser goriintillemesinde faydali bir yontem olsa
da, kisisel diyagnostik ara¢ olarak veya portatif bir cihaz halinde kullanimi kisithdir.
Ancak, kiitle spektrometri yontemi yiiksek duyarliligi ve segiciligi sayesinde, nefes
igerisinde eser diizeyde bulunan VOC’lerin tayinini gerceklestirebilmesi yoniinden

Oonemli bir analiz yontemi olarak yayginca kullanilmaktadir.

Yakin zamanlarda, literatiirde kanser tanisi i¢in nefes verme testi ile ilgili bir
dizi ¢alisma yaymlanmistir (Zhou ve dig. 2017, Bikov ve dig. 2015). Bu

caligmalardan son yaymlananlar ve ilgili patent literatirii (2014-2017)



incelendiginde, kanser tespiti i¢in nefes testinde ii¢ dnemli adima odaklanmaktadir:
(1) Nefes VOC'lerinin, soluk vermeyle oOrneklenmesi; (ii) VOC'leri ve VOC
profillerini tespit etmek icin gerekli analitik enstriimantasyon; ve (iii)) VOC

profillerini analiz etmek i¢in veri analiz yontemleri 6n plana ¢ikmaktadir.

Kanser tanis1 i¢in nefes testlerinin en Onemli avantajlarindan biri,

orneklemenin basitligidir.

Uluslararas1 dlgekte en yaygin nefes ornekleme yontemi polimerik torbalar
kullanilarak yapilmaktadir. Denege ait nefes Ornekleri genellikle hava gecgirmez
polivinil floriir (bir tiir plastik) torba sisirilerek toplanir. Ancak son zamanlarda
ucucu organik bilesikleri (VOC'leri) sorbent tiiplerine dogrudan konsantre edebilen
Mistral ve ReCIVA adli cihazlar gelistirilmis ve piyasaya siirtilmistir (Di Gilio ve
dig. 2020).

Aslinda, bugiine kadarki en yaygin ¢evrimdist nefes drnekleme prosediirii,
insan nefesinin polimerik torbalarda toplanmasi ve ardindan nefes 6rneklerindeki
VOC'lerin, gaz kromatografisi ve bir kiitle spektrometrisi detektorii ile birlestirilmis
termal desorpsiyon analizi icin bir sorbent tiipiine aktarilmasindan olusur. Bu
prosediir, VOC'nin torbalarin arka planma bagli olarak VOC'nin nefes numunesinin
profilindeki degisiklikleri ve nefes numunesinde yogusma olusumunu veya polimerik
torbalarin  gegirgenliginden dolay1 VOC kaybimi ve/veya kontaminasyonunu
potansiyel olarak belirleyen saklama ve tasima kosullarina bagli olarak belirleyebilir.
Bu nedenle, son zamanlarda, numune saklama ve tasima ile ilgili sinirlamalarin
iistesinden gelmek i¢in, tiim ve/veya alveolar nefesi dogrudan sorbent tiipii izerinde
toplayabilen daha verimli numune alma sistemleri gelistirilmistir. Bunlar arasinda,
Loccioni Group HumanCare tarafindan gelistirilen sistem gibi, CO2 kismi basincinin
stirekli izlenmesini kullanarak nefesin yalnizca bir alveolar fraksiyonunu
toplayabilen sistemler vardir. ReCIVA ve Mistral cihazlari, kolay ve etkili disa
verilen nefesin orneklemesi i¢in O6nemli bir adimi temsil etse de, bu cihazlarin
maliyeti nefes torbalariyla karsilastirilamaz. Ayrica, simdiye kadar, bu cihazlarin
performanslarin1 ve bir torba kullanimina dayali en yaygin nefes Ornekleme
yontemiyle karsilagtirilabilirligini  degerlendirmeyi amaclayan hicbir ¢alisma

yapilmamistir (Di Gilio ve dig. 2020).



Nefes orneginin VOC igeriklerinin analizi i¢in 6rnekleme sorbent tiipleri veya
kat1 faz mikroekstraksiyon (SPME) uclar1 (fiber) ile yapilir (Van der Schee ve dig.
2012, Ochiai ve dig. 2001). 2014 ile 2017 yillar1 arasinda yayinlanan patentlerde, bu
VOC’leri

verilen nefes Orneklerindeki

farkli

yontemlere ilaveten arastirmacilar

tirevlendirme (derivatizasyon) suretiyle kiitle spektrometrik cihazlar
kullanarak tayinlerinin gercgeklestirilebilecegini ayrica gostermislerdir (Fu ve dig.
2017, Abdel-Rehim ve dig. 2016). VOC analizi i¢in 6rnekleme yontemlerindeki son
gelismeler ve literatiirde yer alan son patentler (2014-2017) Tablo 1.1°de

Ozetlenmistir.

Tablo 1.1: Literatirde yer alan farkli 6rnekleme metotlar1 ve analitik

yontemler (Kabir ve Donald 2018).

Patent No Patent Sahipleri Ornekleme Metodu Analitik Yontem
uUsS
20160363581 Philips M. Sorbent tuzag (aktif karbon) GC-MS
Al
UsS y
Insan ekshale nanodroplet
20170184609 Milton ve dig. ImmunogPCR
toplayici
Al
US 9528979 B2 Sorbent tuzag (aktif komiir,
, WO silika jeli, organik gozenekli
2011083473 Al, Haick ve dig. polimerler) ve SPME GC-MS/E-burun
WO (Divinilbenzen carboxen,
2012023138 A2 polidimetilsiloksan)
WO
Tiirevlendirme karbonil
2017023768 Al, Fu ve dig. FT-ICR-MS
bilesikleri
US 9638695 B2
UsS
20160245797 Ahmad ve dig. Polivinil floriir torbas1 Optik
Al
WO ) Adsorban kilcal (fenil metil
Abdelrehim N . GC-MS
2016159863 silikon, silika sol-gel ve




polietilen glikol)

us
SPME (polidimetilsiloksan ve
20140127326 Sood ve dig. GC-MS
AL carboxen)

Tabloda da goriildiigii tizere nefes 6rneginin VOC igeriklerinin analizi i¢in literatiirde
farkli 6rnekleme metotlar1 ve analitik yontemler kullanilmistir. Bu tezde literatiirden
farkli olarak nefes 6rneklemesi i¢in 3 boyutlu yazicidan baski alinan kolay kullanima
sahip, diisiik maliyetli, termoplastik Ozellikte nefes kaplart kullanilmistir. Sigara
icen/icmeyen farkli yas ve cinsiyetteki saglikli 20 bireyden alinan nefes 6rneklerine
ait VOC’ler gaz kromatografi-kiitle spektrometri (GC-MS) cihaz1 kullanilarak

tayinleri gerceklestirilmistir.




2. KANSER TURLERININ NEFES ANALIizZi iLE AYIRT
EDILMESI

2.1 Kanser Tanimi ve Kanser Tiirleri

Kanser anormal ve kontrolsiiz hiicre biiylimesiyle karakterize edilen bir
durumdur. Normal hiicrelerde hiicre artis1 ve 6liimii bir denge halindedir. Kanserde
bu denge bozulur. Bunun sonucunda kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi olur ve islevini
yitiren hiicrenin 6limii engellenir. Kanserin olugmasinda viriisler, alkol, tiitiin
tirtinlerinin kullanimi, kétii beslenme, obezite, iyonize 1sinlara maruz kalma, mesleki
hastaliklar ve ¢evresel Kirleticiler gibi gesitli faktorler etkili olabilmektedir (Baykara
2016). Kanser hiicreleri az oksijen, az yiyecek, zorlu kosullara kars1 gosterdigi direng
ve zaman igerisinde bu kosullar1 kendi lehine ¢evirmesi ile hayatta kalabilmektedir.
Kanser hiicreleri zamanla sekil degistirebilmektedir. Normal hiicreler belli bir yere
tutunarak biiyliylip yasayabilirken, kanser hiicreleri ise herhangi bir yere tutunmadan
da yasayabilmekte ve biiyliyiip cogalabilmektedir. Bircok kanser tiirli baslangigta
belirti vermemektedir ve her kanser tiirii ayni degildir. Kanser tiiriine bagli olarak
goriilen genel belirtiler degisiklik gosterebilmektedir. Bu nedenle her kanser tiiriine
gore farkli yaklagimlar bulunmaktadir. Ancak erken teshisle birlikte iyi bir bakimin
beklenen hayat siiresini ve kalitesini arttirdigi bilinmektedir. Bu nedenle erken

teshiste ¢esitli yeni yontemler denenmektedir (De Martel ve dig. 2019).

2.1.1 2020 Yih DSO Kanser verileri

Kanser, 2020'de yaklasik 10 milyon oliimiin ger¢eklestigi diinya ¢apinda 6nde
gelen bir 6liim nedenidir. En sik goriilen kanserler meme, akciger, kolon ve rektum
ve prostat kanserleridir. Kanserden oliimlerin yaklagik {igte biri tiitiin kullanimu,
yiiksek viicut kitle indeksi, alkol tiikketimi, diisiik meyve ve sebze alimi ve fiziksel
aktivite eksikliginden kaynaklanmaktadir. Insan papilloma viriisii (HPV) ve hepatit
gibi kansere neden olan enfeksiyonlar, diisikk ve orta gelirli iilkelerde kanser

vakalarinin yaklasik %30'undan sorumludur. Kanser, 2020'de yaklasik 10 milyon
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Olimiin gerceklestigi diinya ¢apinda 6nde gelen bir 6lim nedenidir. 2020'de en
yaygin olanlar1 (yeni kanser vakalari agisindan) sunlardir: meme kanseri (2.26
milyon vaka); akciger kanseri (2.21 milyon vaka); kolon ve rektum kanseri (1.93
milyon vaka); prostat kanseri (1.41 milyon vaka); cilt kanseri (melanom dis1) (1,20
milyon vaka); ve mide kanseri (1.09 milyon vaka). 2020'de kanser Gliimlerinin en
yaygin nedenleri ise sunlardir: akciger kanseri (1.80 milyon 6liim); kolon ve rektum
kanseri (916 000 6liim); karaciger kanseri (830 000 6liim); mide (769 000 6liim); ve
meme kanseri (685 000 6liim) (Ferlay ve dig. 2021).

Tiitiin kullanimi, alkol tiikketimi, sagliksiz beslenme, fiziksel hareketsizlik ve
hava kirliligi kanser ve diger bulasicit olmayan hastaliklar i¢in risk faktorleridir. Baz1
kronik enfeksiyonlar kanser igin risk faktorleridir; bu diisiik ve orta gelirli tilkelerde
0zel bir sorundur. 2018 yilinda diinya genelinde teshis edilen kanserlerin yaklagik
%13'ii, Helicobacter pylori, insan papilloma viriisii (HPV), hepatit B viriisii, hepatit
C viriisii ve Epstein-Barr virlisii dahil olmak {izere kanserojen enfeksiyonlara
baglidir. Hepatit B ve C viriisleri ve bazi1 HPV tiirleri sirasiyla karaciger ve rahim
agz1 kanseri riskini arttirmaktadir. HIV ile enfeksiyon, rahim agzi kanseri geligtirme
riskini alt1 kat artirir ve Kaposi sarkomu gibi secilmis diger kanserlerin gelisme

riskini 6nemli 6l¢iide artirir (De Martel ve dig. 2019).

2.2 Kanser Teshisinde Kullanilan Yéntemler

Gittikge yayginlasan kanserin, tiiriine gore farkli belirtileri bulunmaktadir.
Kanser tanis1 kimi durumlarda kolay olabilmekte, baz1 durumlarda ise daha karmasik
tan1 yontemleri gerektirebilmektedir. Kanser tiirlerinin bir kismi1 ¢ok erken belirti
verebiliyorken, bazi tiirleri ise ilerledikten sonra belirti verip teshis edilebilmektedir.
Kanser disindaki  hastaliklarin ~ bulgular1  kanserde  saptanan  belirtilere
benzeyebilmektedir. Kanser teshisi; klinik incelemeler, laboratuvar ve patoloji
incelemeleri, goriintiileme teknikleri ile yapilmaktadir (Kumar ve dig. 2015). Tanisal

radyolojide tiimdriin yerine ve tiiriine gore farkli yontemler uygulanmaktadir.

Konvansiyonel radyografi yontemi X-iginlarinin dokulardan gectikten sonra
duyarli bir film yiizeyine disiiriilmeleri ile iki boyutlu goriintii olusturmasi

prensibine dayanmaktadir. X 1sinlar1 radyolojik goriintiilemede farkli ortamlardaki
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sogurulma farklilig1 6zellikleri ile kullanilmaktadir. Film iizerine diisen X 1ginlarinin
farkli siddet degerleri, farkli sogurma katsayili dokulardan gecip filme ulastig1 i¢in
farkli tonlarda goriilen goriintiiler olusturmaktadir. Tipta radyografi herhangi bir
organ ya da uzvun kemiklerinde gozlenen ¢atlak, kirik gibi durumlar1 incelemede
kullanilmaktadir. Rontgen yonteminin en biiylik dezavantajlarindan biri iyonize edici
radyasyon icermesidir. Bir diger dezavantaji ise birbirlerine kiitle sogurma katsayisi
olarak yakin olan iki farkli dokunun film {izerinde olduk¢a benzer kontrast
olusturmasi ya da farkl kiitle sogurma katsayisina sahip farkli bolgelerden biiyiik
katsayili olanin diger bdolgeyi golgelemesiyle bolgelerin  birbirinden ayirt

edilememesidir.

Tanisal radyoloji yontemlerinden biri olan bilgisayarli tomografi X 1sinlarini
kullanarak viicuttan iki boyutlu ince kesitler halinde goriintii alinmasi islemidir.
Alman goriintiilerde yumusak dokular arasinda ayirt edilebilir bir kontrast elde edilir
ve geleneksel rontgen sistemlerinden farkli olarak karaciger, kas, bobrek gibi farkli
yumusak dokular ayri ayri incelenebilmektedir. Bilgisayarli tomografi sistemleri
rontgen cihazinda oldugu gibi X 1s1m1 tiipiine sahiptir ve sabit bir tiip yerine hareketli

bir gantry yapisi igerisinde yerlestirilmis tiip bulunur.

Manyetik rezonans goriintileme (MRG), saglikli veya hasta bireyin
anatomisinin ve fizyolojisinin incelenmesine olanak saglayan bir kesit goriintiileme
teknigidir. Manyetik rezonans tarayicilari doku goriintiisii olustururken bilgisayarh
tomografide kullanilan ve zararli olan iyonlastirict radyasyon yerine yiiksek
manyetik alanlar ve radyo frekans (RF) dalgalar1 kullanir. Dokulardaki hidrojen
atomlarinin  yogunluklarina ve hareketlerine bagli olarak goriintii isleme
yontemleriyle goriintii elde edilir. MRG 6zellikle yumusak dokular1 goriintiilemede
kullanilmaktadir. Sinir sistemi hastaliklarinin teshisinde, kas-iskelet sistemi, bel fitig

gibi rahatsizliklarin tespitinde siklikla kullanilan bir gériintiileme yontemidir.

Ultrasonografi yonteminde dokulara insan kulaginin duyamayacagi kadar ¢ok
yiiksek frekansli ses dalgalart (1-10 MHz) gonderilir ve dokulara carpip yansiyan
ekolar alinip goriintii elde edilir. Doku yogunlugu arttikca eko yogunlugu artar. 1-3
MHz’lik diisik frekanslarda derindeki yapilar incelenirken, 5-10 MHz’lik

frekanslarda ise daha yiizeysel bolgeler izlenir. Ultrason goriintiileme girisimsel
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olmayan, iyonize edici radyasyon igermeyen, rahatlikla taginabilir ve maliyeti ¢gogu

sisteme gore diisiik bir yontemdir.

Pozitron emisyon tomografisi (PET) bir canlinin fizyolojik islevlerini
girisimsel olmayacak sekilde goriintiilemek amaciyla kullanilir. Pozitron bozulumu
sonucu pozitron yayan radyoizleyicilere dayali bir goriintiilleme sistemidir.
Gorilintiilenmek istenen fizyolojiye uygun bir radyoizleyici canliya enjekte edilir. Bu
radyoizleyici canlinin viicudunda dagildiktan sonra radyoaktif bozulumlar yapmaya
baslar. Bu bozulumlar sonucunda ortaya ¢ikan enerji tespit edilerek matematiksel
yontemlerle radyoizleyicinin canli igerisindeki dagilimi goriintii haline getirilir.

(Linn-Watson 2014).

Patoloji incelemeleri kanser tanisinda en sik kullanilan yontemlerdendir.
Sivilara dokiilen hiicrelerin incelenmesi (sitoloji) ya da dokulardan alinan 6rneklerin
degerlendirilmesidir. Bu incelemelerin yapilmasinda gerekirse histokimya,
immunohistokimya, immunofloresan mikroskopi, elektron mikroskopisi, akis
sitometresi gibi teknikler ile molekiiler biyolojinin polimeraz zincir tepkimesi (PCR),
gen sekanslama ve in situ hibridizasyon gibi yontemlerinden de yararlanilmaktadir

(Kumar ve dig. 2015).

2.3  Ucucu Organik Bilesikler

Tibbin babasi sayilan Hipokrat, dgrencilerine M.O. 400 yillarinda hastalik
gostergesi olarak hastalarinin nefesini koklamay1 6gretmistir. 1971'de Linus Pauling
ve meslektaglari, insan nefesinin ¢esitli ugucu organik bilesikleri (VOC) igeren bir
karisim oldugunu bildirmis ve gaz kromatografisi kullanarak insan nefesinde 200'den

fazla bilesen belirlemistir (Oakley Girvan ve Davis 2017).

Metabolomik, biyobelirte¢ kesfi ve kanser taramasina ve erken teshise
cevrilmesi ig¢in 6nemli 6lgiide kullanilmamis potansiyele sahip, gelismekte olan bir
alandir. Metabolomik yaklasim alani, insan viicudunda iiretilen ve nefes, kan, idrar,
tikiiriik, ter, digki ve diger biyolojik matrisler yoluyla yayilan ugucu organik
bilesiklerin (VOC'ler) ¢alismasi olan "volatilomikler" dir. VOC'ler, hiicresel

metabolizmanin son iirlinleri olarak {iretilen, yiiksek buhar basinci ve diisiik kaynama
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noktast (250°C'nin altinda) sergileyen, diisilk molekiiler agirlikli maddelerdir.
Analizden 6nce dokulardan veya viicut sivilarindan ekstrakte edilmesi gereken diger
metabolit tiirleriyle karsilastirildiginda, VOC'lere dogrudan gaz fazinda (headspace)
erisilebilir, bu nedenle minimum 6rnek hazirlig1 gerektirir, cerrahi islem gerektirmez
ve gercek zamanli izlemeye izin verir. Hastaliklarin bir bireyin fizyolojik ve
metabolik durumunu degistirdigi bilinmektedir; bu nedenle patolojik durumlarda,
VOC konsantrasyonlarinin degismesi ve/veya yeni VOC'lerin iiretilmesi beklenen bir

durum olacaktir (Costa ve Martinis 2020).

Hacimli nefes matrisi, nitrojen, oksijen, karbondioksit, su ve inert gazlarin bir
karisimidir. Insan nefesinin kalan kiiciik fraksiyonu, nmol / L - pmol / L (ppbv -
pptv) araliginda konsantrasyonlarda olusan eser bilesenlerden olusur. Bu bilesiklerin
500'den fazlasi agiklanmistir. Bu ugucu maddeler viicutta iiretilebilir veya ¢evreden
kirletici olarak emilebilir. Eksojen molekiiller, 6zellikle halojenlenmis organik
bilesikler, bilesige 6zgii viicuda alim ve viicuttan atilmayi1 degerlendirmek icin
cevresel veya maruz kalma sorunlari agisindan analiz edilebilir. Viicuttaki metabolik
veya herhangi bir patolojik siireci izlemek i¢in endojen maddeler belirlenmelidir

(Miekisch ve dig. 2004).

Bu endojen bilesikler, NO, CO gibi inorganik gazlari, etan, pentan, aseton,
izopren gibi ugucu organik bilesikler (VOC'ler) ve nefes karisiminda belirlenebilen
izoprostanlar, peroksinitrit veya sitokinler gibi normalde ugucu olmayan diger

maddeleri igerir.

Son yirmi yilda NO, ¢ok sayida fizyolojik siirecin bir aracis1 ve hava yolu
inflamasyonunun bir belirteci olarak kabul edilmistir. Solunan NO artik piyasada

bulunan cihazlarla belirlenebilir ve bu nedenle ¢ok sayida ¢aligmada arastirilmistir.

Izoprostanlar, sitokinler, 16kotrienler veya hidrojen peroksit gibi bir dizi
normalde ugucu olmayan maddeler nefes matrisinde bulunabilir (Miekisch ve dig.
2004).

Nefes oOrneklerinin kantitatif analizi bir dizi ciddi problem tarafindan

engellenmektedir. Varsayilan alveolar veya hava yolu konsantrasyonlar1 ile nefes
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karistmindaki madde konsantrasyonlar1 arasinda net bir iligki yoktur. Ayrica, bu

bilesiklerin bazilar1 yalnizca sinirli stabiliteye sahiptir.

Etan, pentan, izopren veya aseton gibi ugucu organik maddeler, saglikli ve
hastalikli insan viicudundaki farkli biyokimyasal siire¢ler hakkinda bilgi
saglayabilmektedir. Disa verilen nefesteki ugucu olmayan maddelerin aksine, ugucu
organik maddelerin kinetigi madde ¢oziintirliiklerine gore yaklasik olarak tahmin
edilebilir. Ek olarak, disa verilen nefesteki organik bilesiklerin ¢ogu igin stabilite

sorunu yoktur.

Insan nefesinde 500'den fazla farkli ugucu organik bilesik tespit edilebilir,
ancak bunlarin ¢ogu endojen kokenli degildir. Genellikle teshis amaciyla kullanilan
endojen belirtegler, etan, pentan ve izopren gibi hidrokarbonlardir; aseton,
asetaldehit, metanol, etanol ve 2-propanol gibi oksijen iceren bilesikler;
dimetilstilfiir, metil ve etil merkaptanlar gibi kiikiirt iceren bilesikler; ve karbon
disiilfiir ve amonyak ve dimetil/trimetilamin gibi nitrojen i¢eren maddelerdir. Bu
maddelerin fizyolojik anlamini ve teshis potansiyelini degerlendirmek igin

biyokimyasal iiretim yollarinin bilinmesi gerekir (Miekisch ve dig. 2004).

Nefesten kanser tespitinin arkasindaki ilke, (yag) dokusundaki kansere bagl
VOC'lerin kana yayilmas: ve VOC kan kimyasinin akcigerler yoluyla degis tokus
yoluyla nefesteki Olciilebilir degisikliklere yansitilmasidir. Bazi  gazlarin,
alveollerden ziyade hava yollarinda degistigi bulunmustur. Teorik ve deneysel
calismalar, kanda diisiik c¢oziiniirliige sahip gazlarin, Ozellikle polar olmayan
VOC'lerin neredeyse yalnizca alveollerde degistigini, kanda i1yi ¢oziinen VOC'lerin,
ornegin polar VOC'lerin, solunum yollarinda da degisme egiliminde oldugunu

gostermigstir (Haick ve dig. 2014).

Matristen bagimsiz olarak, VOC'ler genetik, c¢evre, terapétikler, diyet ve
sigara icme aligkanliklar1 gibi bir dizi kontrolsiiz degisken nedeniyle bireyler

arasinda farklilik gostererek VOC degerlendirmesini analitik olarak zorlagtirir.

VOC analizi, bir dizi farkli ara¢ kullanilarak gergeklestirilebilmektedir. Kiitle
spektrometrisine  (GC-MS) baghh gaz kromatografisi, VOC'lerin  kanser

biyobelirtegleri olarak kimyasal karakterizasyonu i¢in kullanilan altin standart
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tekniktir. Bununla birlikte, secilen iyon akis tiipii kiitle spektrometresi (SIFT-MS) ve
proton transfer reaksiyonu kiitle spektrometresi (PTR-MS) gibi diger MS tabanl
teknikler de bu amag i¢in basariyla kullanmilmistir. Ek olarak, elektronik burunlar
(eNose) gibi Oriintii tanima sensorii dizileri ve iyon hareketlilik spektrometresi (IMS)
tabanli teknikler de VOC profillerinin 6zel “koku parmak izlerini” olusturmak igin
kullanilir. Son olarak, aragtirmalar, koklayic1 kdpeklerin, 6zellikle idrar 6rneginde
kanser varligini tespit etmek icin egitilebilecegini gostermistir. Literatiirde VOC
kanser biyobelirte¢lerini tespit etmek i¢in kullanilan teknikleri agiklayan ¢ok sayida
inceleme bulunmaktadir. Bununla birlikte, genellikle nefes analizine, belirli bir
kanser tiiriine (esas olarak akciger), kopek ve eNose yontemlerine odaklanilir veya
yalnizca ayirict olmayan kiitle spektrometrik (MS) tekniklere bakilir (Costa ve
Martinis 2020).

2.3.1 Nefes Orneklemesi ile Tespit Edilen Ucucu Organik Bilesikler

Literatiirde cesitli kanser tiplerinde nefes drneklemesi ile tespit edilen bir¢ok
ucucu organik bilesik (VOC) bulunmaktadir. Kanser tiplerine gore tespit edilen
VOC’ler degisiklik gostermektedir. Literatiirde yer alan farkli kanser tiplerinde nefes

orneklemesi ile tespit edilen ugucu organik bilesikler Tablo 2.1’de 6zetlenmistir.

Tablo 2.1: Kanser tiplerine gore tespit edilen VOC’ler (Kabir ve Donald
2018, Marzorati ve dig. 2019).

Tespit Edilen Biyomarker (VOC) Mliskili Kanser Referans
Tipi
Heksanal;nonanal;oktanal; pentanal Akciger Kanseri Fuchs ve dig.
2010
Dimetilsiilfit;dimetilformamid;propanal; Akciger Kanseri | Kischkel ve dig.
biitanal 2010
Propanal;biitanal;pentanal;heksanal;heptana | Akciger Kanseri Poli 2005
I;oktanal;nonanal
1-biitanol; 3-hidroksi-2-biitanon Akciger Kanseri Song ve dig.
2010
Etanol;aseton;biitan;dimetilsiilfit;izopren;pr | Akciger Kanseri Ulanowska ve
opanal;1-propanol;2-pentanon;furan;o- dig. 2011
ksilen;etilbenzen;pentanal;heksanal; nonan
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Aseton;benzen;biitanal;2-biitanon;etil
asetat;etilbenzen;furan;2-
pentanon;propanal;1-propanol;2-propanol

Akciger Kanseri

Buszewski ve
dig. 2012

2-biitanon;3-hidroksi-2-biitanon;2- Akciger Kanseri | Fu ve dig. 2014
hidroksiasetaldehit;4-hidroksiasetaldehit;4-
hidroksiheksanal
2-biitanon,3-hidroksi-2-biitanon;2- Akciger Kanseri | Bousamra ve dig.
hidroksiasetaldehit;4-hidroksiheksanal 2014
2-metilbiitilasetat;3-metil-1-biitanol; Akciger Kanseri Handa ve dig.
etilbenzol;heptanal;heksanal;izopropilamin; 2014
n-dodekan;sikloheksanon
Toluen;etilbenzen;p-ksilen;m-ksilen;o- Akciger Kanseri | Ma ve dig. 2014

ksilen;izopropil benzen

2-biitanon;3-hidroksi-2-biitanon;2-
hidroksiasetaldehit;4-hidroksiheksenal

Akciger Kanseri

Schumer ve dig.
2015

1,1-(1-biitenildien)bisbenzen;1,3-
dimetilbenzen;1-iyodononan;[(1,1-
dimetiletil)thio]asetikasit;4-(4-
propilsikloheksil)-4-siyano[1,1-bifenil]-4-
yl ester benzoik asit

Kolon Kanseri

Kabir 2018

3,3-dimetil pentan;2-amino-5-izopropil-8-
metil-1-azulenkarbonitril;5-(2-
metilpropil)nonan;2,3,4-trimetil dekan;6-
etil-3-oktil ester 2-triflorometil benzoik asit

Gogls Kanseri

Kabir 2018

Toluen;2-amino-5-izopropil-8-metil-1-
azulenkarbonitril;p-ksilen;2,2-dimetil
dekan

Prostat Kanseri

Kabir 2018

2.3.2 Nefeste Bulunan VOC’lerin Uretim Mekanizmasi

Disar1 verilen nefeste g¢esitli VOC siniflart dlgiilebilir. Bunlara doymus ve
doymamis hidrokarbonlar, oksijen igeren, kiikiirt iceren ve azot igeren bilesikler
dahildir. Doymus hidrokarbonlar (drnegin etan, pentan ve aldehitler), hiicre
zarlarinin yag asidi bilesenlerinin lipid peroksidasyonu sirasinda reaktif oksijen
tiirleri (ROS) tarafindan tetiklenir. Oksidatif stresin belirtegleri olarak hissedilirler
(Miekisch ve dig. 2004). Protein oksidasyonu ve kolonik bakteriyel metabolizma ile
daha kiiglik miktarlarda tretilebilir. Kanda ¢oziiniirliigii disiiktiir ve bu nedenle
olustuklar1 andan itibaren dakikalar i¢inde nefesle atilirlar. Disar1 verilen nefeste

doymamis hidrokarbonlar da tespit edilir. Ornegin izopren, kolesterol sentezinin

16



mevalonik yolu boyunca olusur. Aseton gibi oksijen igeren bilesikler nefeste
bulunur. Aseton, lipoliz veya lipid peroksidasyonundan tiiretilen asetoasetatin
dekarboksilasyonu ile iiretilir. Nefeste bulunan kiikiirt igeren bilesikler,
transaminasyon yolunda metioninin tamamlanmamis metabolizmasi ile iiretilebilir.
Azot igeren bilesikler, karaciger bozuklugu veya iiremisi olan kisilerin nefeslerinde
yiikselebilir. Birgok endojen VOC'nin kdkeni bilinmemektedir. Tespit edilebilecek
tiim ugucular i¢in Onemli biyokimyasal yollar hakkinda bilgi edinmek icin ek

calismalarin yapilmasi gerekmektedir (Mazzone 2008).

Tablo 2.2: VOC siniflarinin iiretim mekanizmasi (Mazzone 2008).

VOC Sinifi Ornek Uretim Mekanizmasi
Reaktif oksijen tiirleri tarafindan
‘ Etan,pentan, tetiklenen hiicre zarlarinin yag
Doymus hidrokarbonlar . y o
aldehitler asidi bilesenlerinin lipid
peroksidasyonu
Doymamis . Kolesterol sentezinin mevalonik
) [zopren
hidrokarbonlar yolu
Asetoasetatin lipoliz veya lipid
Oksijen igeren Aseton peroksidasyonundan
dekarboksilasyonu
' Etil merkaptan, Metioninin tamamlanmamis
Kiikiirt igeren
dimetilsiilfid metabolizmasi
_ Dimetilamin, Karaciger yetmezligi ve liremide
Azot igeren ‘
amonyak yiikselir
Alkol metabolizmasi, keton
Alkol Etanol, propanol metabolizmasi,hidrokarbon
metabolizmasi
Aminoasit metabolizm ile
Keton Aseton, biitanon aseton,izopropanol ile aseton,yag
asidi metabolizmas1 ve oksidasyon
Lipid peroksidasyonu, alkol
) Heksanal, ' o
Aldehit ) metabolizmasi, enzimatik
asetaldehit )
fonksiyon
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Karboksilik asit

Propanoik asit

Aldehit oksidasyonu, lipid
peroksidasyonu, mikrobiyal

Butil asetat, o ) )
Ester/eter o Enzimatik etki, yani esterazlar
Dimetil-eter
izoprenoidler Limonen,pinen CYP450 aktivitesi
o Trimetilamin, Amino asit
Nitrojen
amonyak metabolizmasi,mikrobiyal
Furan Furan Mikrobiyal etki
Dimetil siilfit, .
Stilfiir Ure dongtisii, mikrobiyal etki
hidrojen siilfit
Aromatikler Benzen, ksilen Yag dokusundan salinan, CYP450
Siklik Siklopentan,

hidrokarbonlar/keton

siklohekzanon

Belirsiz
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3. KUTLE SPEKTROMETRIK YONTEMLER
KULLANILARAK YAPILAN NEFES
ORNEKLEMELERI

3.1 Nefes Ornekleme Yontemleri

Disar1 verilen nefesteki VOC'leri analiz etmek igin ¢esitli analiz teknikleri
kullanilabilir. Ilk literatiir calismalarina bakildiginda, nefes rnegini analiz etmek
icin yaygin olarak gaz kromatografisi kullanilmistir, ¢iinkii bu 6ncii ¢aligmalarin
amact nefeste bulunan spesifik kimyasal bilesikleri kesfetmektir. Son yillarda,
aragtirmacilar disar1 verilen nefes analizi i¢in daha taginabilir, uygun maliyetli

cihazlara yonelmislerdir.

3.1.1 Gaz Kromatografisi

Giintimiizde, biyobelirteclerin kesfi ve tanimlanmasi i¢in bagvurulan analitik
enstrumantasyon, yiiksek ¢oziintirliikte dogru kiitle tayinini saglayan ve bilinmeyen
tiirlerin tanimlanmasinda yayginca kullanilan MS yontemidir. GC kismi karigimdaki
bilesenleri ayirirken, MS kismi molekiillerin kiitle/yiik oranini kullanarak her bir
bileseni yapisal olarak tanimlamaktadir. GC'nin ayirma giicli ile MS’nin duyarh
Olctimiinii birlestiren GC-MS ugucu organik bilesiklerin dogru bir sekilde tayininde
kullanilir. Bu teknik, milyarda bir (ppb) konsantrasyon seviyelerinde bile VOC'lerin
varligini tespit edebildigi i¢cin solunan nefes Orneklerinin analizini gerceklestirmek

icin kullanilan en yaygin tekniktir.

GC genellikle kiitle spektrometrisi (MS) ile kullanilir ve 6ncesinde kat1 faz
mikroekstraksiyon (SPME) gibi 6rnek hazirlama teknikleri kullanilabilir. MS ile
birlestirilmis GC, analiz edilen numunede bulunan bilesikler hakkinda kesin bilgi

elde edilmesini saglar (Marzorati ve dig. 2019).

19



GC-MS analizini gerceklestirmek icin gerekli bilesenler Sekil 3.1'de

gosterilmektedir.
Ornek
Gaz alag !
regiilatsrii .~ Enjektdr Portu Dedektér
N L

TN L
Kolon Atik ]

Bilgisayar / Veri Analizi

Tagiyicl Gaz Firin

Sekil 3.1: GC-MS analizini ger¢eklestirmek i¢in gereken tipik kurulum.

Analiz edilen numune, bir siringa aracilifiyla GC kolonunun i¢ine enjekte
edilir. Numuneyi kolonun i¢inden gecirmek i¢in tasiyici gaz olarak reaktif olmayan
bir gaz kullanilir. Burada 6rnegin ¢esitli bilesenleri siitun i¢inde ilerledik¢e ayrilir.
Daha sonra bilesenler kolondan ayrilir ve iyonize edildikleri ve kiitle/yiik oranlarina

gore tespit edildikleri MS'e dogru yonlendirilir.

Disart verilen nefes analizi i¢in GC kullanmanin ana avantaji, gaz halindeki
bilesikleri ve numunedeki konsantrasyonlarini kesin olarak belirleme olasiligidir.
Son zamanlarda, mikro elektro-mekanik sistem (MEMS) teknolojisine dayali portatif
bir gaz kromatografi gelistirilmistir. Standart kromatografa gore boyutlart
kiigliltiilmiis olan bu kromatografinin, ppb seviyesinde olabilecek VOC'leri tespit
edebildigi bildirilmektedir (Marzorati ve dig. 2019).

3.1.2 Kiitle Spektrometrisi

GC disan verilen nefes Orneklerinin analizi i¢cin MS ile kullanilabilir. MS
tekniklerinin dogrudan kullanimi, zaman ¢oziiniirliigiinii iyilestirebilir ve numune
hazirlamay1 kolaylastirabilir. Dogrudan MS teknikleriyle disar1 verilen nefes analizi

lizerine ¢esitli calismalar yapilmistir.
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Proton Transfer Reaksiyonu Kiitle Spektrometrisi (PTR-MS), bir¢ok yazar
tarafindan arastirtlan bir tekniktir. PTR-MS'de analiz edilen bilesikler, ayrismayan
proton transferi gerceklestiren H3O" iyonlar ile reaksiyona girer. Bu yontemin ana

eksikligi, bilesikleri kesin olarak tanimlayamamasidir.

Secilmis Iyon Akis Tiipii Kiitle Spektrometrisi (SIFT-MS), érnek bilesiklerin
iyonizasyonunu kullanan disar1 verilen nefes analizi i¢in kullanilabilen MS'e dayali
baska bir tekniktir. Bu teknik, akciger kanseri teshisi i¢in potansiyel olarak 6énemli
VOC konsantrasyonlarini belirlemek i¢in kullanilmigtir. Diskin ve arkadagslar1 30
giinliik bir siire boyunca 5 saglikli bireyin disar1 verilen nefesindeki amonyak,
aseton, izopren ve etanol varyasyonlarim1 analiz etmis ve bilesik
konsantrasyonlarinda duyarli denek ici bilesik degiskenligi ve denekler arasi
farkliliklar bildirmistir. Smith ve arkadaslar1 laboratuvar ortaminda akciger kanseri
epitel hiicreleri tarafindan salinan asetaldehit konsantrasyonunu 6l¢miis ve hiicre
say1st ile dogrusal bir iliski bildirmistir. Spanel ve arkadaslar1 digar1 verilen nefeste
formaldehit, asetaldehit ve propanol eser diizeylerinin Ol¢imii i¢in SIFT-MS

yontemlerini tanimlamistir (Marzorati ve dig. 2019).

Ikincil Elektron Piiskiirtme Iyonizasyon Kiitle Spektrometrisi (SESI-MS),
MS'e dayali VOC analizi i¢in baska bir yontemdir. Bu yontemde, solunan nefes
piskiirtilen bir c¢oziicii ile karigtirilir, bdylece analiz altindaki bilesiklerin
iyonlagsmasina neden olur. Li ve digerleri, solunan nefes VOC'lerini analiz etmek i¢in
ticari bir SESI cihaz ile birlestirilmis yliksek ¢oziiniirliikkli bir kiitle spektrometresi
kurmustur (Marzorati ve dig. 2019). Bu teknik disar1 verilen nefesin analizi i¢in umut
verici goriinse de, literatiirde SESI-MS cihazlar1 kullanilarak akciger kanseri disari

verilen nefesin analizi ile ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir.

3.1.3 Iyon Hareketlilik Spektrometrisi

IMS, iyonlagmig molekiilleri atmosferik basingta bir elektrik alaninda,
saflagtirilmis bir gazin icerisinden gecirilirken iyonlar1 hareketliliklerine gore ayirir.
Iyonlar, saflastirilmis gazin iginden farkli hizlarda hareket ederek ayrilma saglanir

(Stein ve dig. 1996).
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Oldukga hassas, ucuz ve tasinilabilir bir cihazdir. Lord ve is arkadaglari, insan
saglig1 i¢in 6nemli belirtegler olarak aseton ve etanolii GC-IMS kullanarak tayin
etmislerdir (Lord ve dig. 2002). Aseton ve etanol i¢in tahmin edilen tespit limitleri
sirastyla 0.4 ve 0.5 pg/L’dir. Bu istiinliiklerinin  yanisira 6n programlama
gerektirmesi, bilinmeyen bilesiklere uygulanamamasi1 ve karmasik matrislerde

hassasiyetinin azalmasi nedeni ile kullanimi kisitlidir (Mochalski ve dig 2013).

3.1.4 Elektronik Burunlar

Bu cihazlar, bir sivi 6rneginin gaz halindeki igerigini ger¢ek zamanli olarak
analiz edebilir. Gaz dedektorlerini ve elektronik bilesenleri kiiciik ve tasinabilir bir
cihaza entegre ederler. Genis kapsamli olasi uygulamalari arasinda, elektronik
burunlar disar1 verilen nefes analizi yapmak igin kullanilabilir. Bir karisimdaki bir
VOCin mutlak igerigini dlgemedikleri i¢cin GC analizérlerinden farklidirlar ancak
bunun yerine dikkate alinan karisimdaki VOC'lerin kombinasyonunun bir
gostergesini saglarlar. Kimyasal ve fiziksel sensorlerden kuvars mikro terazilere ve
altin nanoparcacik sensorlerine dayali daha karmasik ¢oziimlere kadar elektronik
burunlar olusturmak igin ¢esitli dedektor tlirleri kullanilabilir. Prensip olarak, bu
dedektorlerin her biri belirli bilesiklere gore uyarlanabilir, boylece hastaliga 6zgi

VOC'lerin tespitine potansiyel olarak ulasilabilir.

3.1.5 Kopeklerde Koku Alma Duyusu (Canine Olfaction)

Saf bir "teknoloji" olarak kabul edilemese bile, kopek koku alma sistemi
potansiyel olarak hastalik teshisi i¢in kullanilabilir. K6pekler, 1y1 gelismis bir koku
alma sistemi ile karakterize edilir ve bilesikleri koklamada dikkate deger bir yetenege
sahiptir. Bu nedenle, solunan nefesi, idrar1 veya cildi koklayarak kanser varligini
tespit edebilirler. Bir kdpegin kanseri koklayabildigini bildiren ilk yazarlar 1989'da
Williams ve Pembroke’dir (Williams ve Pembroke 1989). Kopeginin benlerinden
birine olan ilgisini fark ettikten sonra klinik danmigmanlik arayan bir hastayi
tamimlamiglardir. Ben daha sonra analiz edilmis ve kotii huylu tiimor olarak teshis

edilmistir. Birka¢ yi1l sonra, Church ve Williams benzer bir olay bildirmistir. Bir
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kopek, daha sonra bazal hiicreli karsinom teshisi konan bir hastanin deri lezyonuna
ilgi gostermistir. Bu 6n bulgulardan sonra, kanser tespiti i¢in koklayic1 kopekleri
iceren daha fazla c¢alisma yapilmistir. Mesane, melanom, yumurtalik, kolorektal,
akciger ve prostat kanserleri ele alinmistir. Bu ¢alismalarda, kopekler idrar, deri, kan
veya solunan nefesi koklayarak kanseri tespit etmek igin egitilmistir. McCulloch ve
ark. koklayict kopeklerle akciger kanseri tespiti i¢in ilk calismayi tasarlamustir.
Yazarlar, bes kopege saglikli, akciger ve meme kanserinden solunan nefesi nasil ayirt
edeceklerini 6gretmistir. Sadece akciger kanseri hastalar1 ve saglikli kontroller gz
oniine alindiginda, yazarlar %99 duyarlilik ve %99 6zgiilliikk elde etmistir. Enmann
ve ark. dort kopekle 220 kisinin (110 saglikli, 60 akciger kanseri, 50 KOAH hastasi)
nefesini analiz ederek %71 duyarlilik ve %93 6zgiilliikk elde etmistir. Buszewski ve
ark. akciger kanseri disar1 verilen nefes analizi i¢in GC ve kopek algilama
yaklagimlarini karsilastirmistir. Genel olarak, kopek tespiti ile %82 hassasiyete ve
%82 oOzgiilliige ulasmuglardir. Albertini ve arkadaslar1 disar1 verilen nefes analizi
yapmak i¢in ii¢ egitimli kopek kullanmistir. 150 denegin (57'si akciger kanseri, 38'i
diger akciger hastaliklar1 ve 55' saglikli) solunan nefesi géz oniline alindiginda, {i¢
kopek arasinda %80'in biraz ilizerinde bir ortalama dogruluga ulagmislardir. Disar1
verilen nefes analizi i¢in kopek tespiti sonuglart umut verici goriinse bile, bu

yontemin klinik uygulamaya dogrudan uygulanmasi miimkiin goriilmemektedir.

3.1.6 Sorbent tuzaklari

Sorbent tuzak bazli nefes drnekleyiciler, silika jel, aktif komiir veya organik
gozenekli polimerik (Tenax ve Amberlite XAD recineleri gibi) adsorban igeren,
genellikle camdan yapilmis mini kolonlardir. Sorbent tuzaklar ayn1 zamanda fenil
metil silikon, polietilen glikol ve sol-jel ile kaplanmig seramik veya metal
kilcallardan olusabilir. Bu adsorban malzemeler, hem hidrofilik hem de hidrofobik
analitleri tutabilen, 250 °C sicakliga dayanan malzemelerdir. Ornekleme igin birey, 2
dakika boyunca bir nefes toplama aparati i¢ine nefes verir. NTA genellikle kapakli
bir agizlik ve bakteri filtresinden olusan, iki sorbent tuzagi igerir. Bu sekilde
VOC'leri igeren alveolar nefes (akcigerin en derin boliimiinden gelen nefes) ve
kontrol havasindan ayr1 olarak toplanabilir. Bu tuzaklar 6nceden belirlenmis bir akis

hiz1 kullanarak numune toplamak i¢in kalibre edilmis bir hava 6rnekleme pompasina
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baglanabilir. VOC'ler tuzak icindeki adsorban yiizeyinde tutulur. Hapsolmus
VOC’ler termal olarak tuzaktan desorbe edilir ve soguk bir ortamda konsantre
edilerek analize hazirlanir. Alternatif olarak, desorpsiyon islemi asetonitril veya
metanol gibi ¢oziicliler kullanilarak gergeklestirilip, elde edilen ¢ozeltiler ESI-MS ve
LC-MS ile analiz edilebilir. NTA o6rnekleme yonteminin en Onemli avantaji,
herhangi bir rahatsizliga neden olmadan solunum sistemi hastalig1 olanlar ve yaslilar
dahil olmak iizere her hastadan nefes 6rnegi toplanabilmesidir. Toplanan VOC'ler
analiz i¢in bir GC veya GC-MS cihazina verilir. Bu yontemin en biiyiik dezavantaji
portatif olmamasi ve g¢esitli organik coziiciiler vasitast ile VOC Orneklerinin
toplanmasidir. Ayrica, kullanilan sistem elemanlart maliyetli ve kurulumu zaman

alicidir. Bu baglamda daha az ¢evre dostu bir tekniktir (Abdel-Rehim 2016).

3.1.7 Kat1 Faz Mikroekstraksiyon

Nefesin solunum yoluyla 6rneklenmesi ve VOC’lerin zenginlestirilmesi igin
kullanilan diger 6nemli bir uygulama kat1 faz mikroekstraksiyon (SPME) yontemidir.
SPME ilk olarak 19901 yillarin basinda Pawliszyn ve arkadaslar1 tarafindan
kullanilmistir. Metotta kat1 polimer, sabit faz olarak kiiclik ¢apli kaynasik silika
cubuk (yaklasik 1 cm) iizerine kaplanir. Basit, zaman verimli ve solvent icermeyen
bir numune hazirlama teknigidir ve cesitli bilesiklerin, ¢evresel, gida, biyolojik,
farmasotik ve klinik Orneklerdeki organik kirleticiler gibi iz seviyelerinde

ekstraksiyonunda basariyla uygulanmustir.

SPME'nin iginde, mikron o0lgekli bir fiber bulunur. Bu fiber segici
adsorpsiyon saglanmasi i¢in ekstraksiyon fazi olarak bir sivi veya kati ile kaplanir.
Bu kaplama sayesinde kompleks nefes orneklerinden VOC'lerin adsorpsiyonu
saglanir. SPME'nin en biiyiik avantaji, kaplama malzemesinin tiirtine gore ilgili
bilesikleri segici olarak toplayabilmesidir. Emici tuzak bazli yontemlere benzer
sekilde, nefes oOrnekleri kimyasal olarak inert polivinil floriir torbalar (tedlar

posetleri) iginde toplanabilir (Haick ve Peled 2012).
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Sekil 3.2: SPME fiberi ve Tedlar torbasi

Polidimetil ~ siloksan (PDMS), polidimetil siloksan-divinil  benzen
(PDMS/DVB) veya polidimetil siloksan-karboksen (PDMS/Karboksen) ile kapli bir
SPME fiberi, VOC'lerin toplanmasi icin 20 ila 30 dakika boyunca nefes drneklerini
iceren torbaya (tedlar torbasi) yerlestirilir. Alternatif olarak, numune VOC
ekstraksiyonu i¢in bir SPME fiberi varliginda bir emici tuzak bazli cihaza
aktarilabilir ve sonrasinda termal desorpsiyon ile toplanan VOC’ler analiz ig¢in
saliabilir. SPME'nin bir diger avantaj1 ise, portatif ortam iyonizasyon kaynaklari ve
mikrometre 6lgegindeki diferansiyel iyon mobilite spektrometresi dahil olmak iizere
cok sayida farkl analitik cihaza baglanarak veya yerlestirilerek analizin yapilmasina

izin vermesidir (Dumlao ve dig. 2017).
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Sekil 3.3: SPME yontemi

Genel olarak, sorbent tuzaklari ve SPME yontemleri karsilastirildiginda,
tedlar torbalarindaki nefes oOrneklerinden VOC'leri zenginlestirmek i¢in SPME
yontemi daha verimli ve kolay bir yol olarak tercih edilmektedir. Ayrica, SPME
fiberinin portatif ve tasinabilir olmasi1 sebebi ile 6rnekleme islemi daha kolay bir
sekilde gerceklestirilmektedir. Tez kapsaminda analizlerin gergeklestirilmesinde
SPME yonteminin kullanilmasi planlanmistir. Literatiirde nefes orneklerini analiz

etmek i¢in kullanilan ¢esitli metotlar Tablo 3.1°de karsilastirilmistir.

Tablo 3.1: Disari verilen nefes analizi i¢in gézden gegirilen teknolojilerin

karsilastirilmasi (Marzorati ve dig. 2019).

Metot Maliyet = Gerekli Bilesik Bilesik
Uzmanhk Ozgiilliigii Coziiniirliigii
GC-MS Yiksek = Yiiksek Yiiksek ppb
IMS Yiiksek Yiiksek Orta ppb
Kolorimetrik Orta Orta Diisiik ppm
Iletken Orta Diisiik Diisiik ppm
Polimer
Altin Orta Diisiik Orta ppm
Nanopartikiil
Metal Oksit ~ Diisiik Diisiik Diisiik ppm
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Quartz Orta Diistik Diistik ppm
Microbalance
Kopek Koku Orta Orta Bilinmeyen  Bilinmeyen
Duyusu

GC-MS, kimyasal analiz i¢in belirlenen bir ara¢ oldugundan ve VOC'leri ppb
seviyelerinde tespit edebildiginden, kesinlikle disar1 verilen nefes analizi i¢in yararh
bir araci temsil eder ancak enstriimantasyonun yiiksek maliyeti ve kullanimi igin
gereken uzmanlik, GC-MS'nin standart olarak uygulanmasini sinirlar. Béliim 3.1.5'te
bahsedildigi gibi, kopek koku sistemine dayali disar1 verilen nefes analizi ile ilgili
giincel caligmalar umut verici sonuglar elde etse bile, bu teknik oldugu gibi akciger
kanseri taramasi igin giivenilir bir yontem olarak kullanilamaz. Aslinda elektronik
burunlar, disar1 verilen nefes analizi i¢in kullanimi kolay, hizli ve giivenilir bir
cihazin gelistirilmesi i¢in en umut verici araclar1 temsil eder. Elektronik burunlar
farkli sensor teknolojilerine dayanabileceginden, farkli sensor tipleri arasinda bir
karsilastirma yapilmasi gerekir. Kolorimetrik sensorler, renk degisikliklerini tespit
etmek icin yliksek ¢oziiniirliiklii bir RGB kamera gerektiginden ve bu, taginabilir bir
elektronik burundaki entegrasyonlarini simirlayabileceginden, sensér yanitlarinin
tespiti ve analizleri i¢in karmasik bir kurulum gerektirir (Miekisch ve dig. 2004).
Metal oksit ve kuvars mikro denge sensorleri, 6zel malzemelerle kaplanabildikleri,
ancak aynm1 zamanda sicaklik ve neme karsi hassas olduklari i¢in belirli VOC'lere
kars1 yiiksek hassasiyet ile karakterize edilir, bu nedenle nefes analizi i¢in bunlari
kullanirken dikkatli olunmalidir. Ayrica metal oksit sensorlerinin yiiksek sicaklikta
calismasi gerekir, bu nedenle cihazin gii¢ tiiketimine ek bir gereksinim eklenir.
Bircok VOC'ye duyarl olan iletken polimer gaz sensorleri, yiiksek ¢ok yonliiliik ile
karakterize edilir ve oda sicakliginda calisir. Disar1 verilen nefes analizi i¢in altin
nanoparcacik sensorleri hala arastirma asamasindadir, ancak gdzden gegirilen
caligmalarin sonuglart umut vericidir ve diger sensor tiplerinin aksine nem
bagimlilig: tespit edilmemistir, bu nedenle bu sensorleri nefes analizi i¢in uygun hale

getirir (Oakley-Girvan ve Davis 2017).

Bu teknolojilerin her biri, analiz edilen numunedeki belirli bilesikleri

hedeflemek i¢in uyarlanabilir. Gaz kromatografisi teknigi, nefes drneklerini analiz
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etmek icin en uygun perspektifi temsil eder, ¢iinkii en son cihazlar bilesikleri ppb

seviyelerinde saptayabilir.

3.2 3D Yaziaa Kullanimimm Onemi

Giliniimiizdeki teknolojik gelismeler, yasam kalitesini arttirmak igin her
alanda karsimiza cikmaktadir. Bu teknolojik geligsmeler, insanlari siirekli olarak
degisime ve yenilige yoneltmistir. Ayrica bu yonelimler girisimciligi arttirarak
inovasyonu da artirmistir. Girisimcilik ve inovasyonun getirdigi bilisim sayesinde 3
boyutlu yazici teknolojileri hayatimizda 6nemli bir yer almaya baglamigtir. 3 boyutlu
baski, hazir olarak bulunan veya 6zel olarak ¢izilen 3 boyutlu modelin, 3 boyutlu
yazici kullanilarak kati olarak ¢iktisinin alindigr teknolojik bir iglemdir (Aydin ve
Kiigiik 2017).

3 boyutlu yazici teknolojisi savunma sanayi, otomotiv sanayi, miithendislik,
saglik, eglence ve egitim sektorii gibi bircok alanda kullanilmaktadir (Malik ve dig.
2015). 3 boyutlu yazici teknolojisinin en yaygin kullanildigi alanlarin basinda
miihendislik ve medikal alan1 gelmektedir. Ornegin saglik alaninda, protez-ortez-
implant iiretimi, cerrahi enstriiman {iretimi, anatomik modeller ve farmakolojik
uygulamalarda 3 boyutlu yazic1 teknolojisi sik¢a kullanilir (Buckley ve Gordon
2011).

Bu zamana kadar yapilan calismalarda nefes toplama sistemi olarak
Tedlar/Mylar torbasi, akis reaktorii, biyo-VOC ve NTA gibi standart teknolojiler
kullamilmistir.  Tedlar/Mylar torbasi, standart klinik solunum ekipmanina
baglanabilmesi, belirli hacmi ve ucuz oldugu diisiincesi ile en sik kullanilan
yontemdir. Fakat bu yontem, sizintilara ve kirilganliga kars1 hassas olmasiin yani
sira UV bozulmalarima da maruz kalabilmektedir (Dallinga ve dig. 2009). Bu tez
kapsaminda ise ilk defa 3 boyutlu yazici teknolojisi kullanilarak ¢ok daha saglam,
sizintilara kars1 dayanikli ve dis etmenlerden etkilenmeyen bir toplama kabi
tasarlanmistir. Mevcut kullanilan yontemlerin piyasadaki satis fiyatlar1 goz Oniine
alindig1 zaman, 3 boyutlu yazici ile yazdirilabilecek olan ve tek kullanimlik
kullanilacak olan nefes toplama sistemlerinin maliyeti cok daha diislik seviyelerde

kalmaktadir. 3 boyutlu yazici teknolojisi hacmi belli bir kap iiretilmesinde Tedlar
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torbasina oranla daha dayanikli ve sizdirmaz bir yapmin olusturulmasini
kolaylagtirmaktadir. Polilaktik asit polimeri bazli bir filament kullanilarak
iiretilebilecek bir nefes toplama sisteminin maliyeti yaklasik olarak 0.5 Euro
civarinda iken, bir Tedlar torbasi fiyatt 100 ile 200 Euro arasinda degismektedir
(Lizama 2019). Maliyetin disinda Tedlar posetinin kullanim1 sirasinda toplanan nefes
orneginde bulunan nem torbanin i¢ ¢eperlerine yapisarak bazi VOC’lerin bu
damlaciklar i¢inde ¢doziilmesine ve gilivenilir bir Olglimiin yapilamasina engel
olmaktadir (Robroeks ve dig. 2013). Ayrica, Tedlar torba 06rneklemesinde,
depolanmasinda ve tasimmasinda komplikasyonlar meydana gelme riski de cok
fazladir. Bu risklerin, 3 boyutlu yazict sistemi ile hazirlayacagimiz nefes toplama
diizenegi sayesinde giderilmesi planlanmaktadir. Ornegin, olusturacagimiz nefes
toplama diizeneginde yer alacak olan hava tahliye kanallar1 sayesinde nefes
icerisinde bulunan nem digsar1 atilarak, VOC’lerin olusabilecek olan su

damlaciklarinin igerisinde ¢oziinmesi gibi kayiplar engellenecektir.

Bir diger yontem olan akis reaktorii, tekrarlanabilir oldugu i¢in nefesten
VOC’lerin toplanmasi amaciyla segilebilir. Fakat, bu yontem kullanici dostu
olmadig1 gibi pahalidir (David ve dig. 2014). Her hastadan nefes oOrneginin
toplanabilmesi i¢in hastanin bu sistemin yanina getirilmesi gerekmektedir. Bu da

zahmetli ve istenmeyen bir durumdur.

Bizim caligmamizda ise Ornekleme kabi daha kii¢iik kompakt bir hale
getirilerek, hastay1r rahatsiz etmeden, dilizenek hastaya gotiiriilerek kullanimi
basitlestirilecektir. Tezimizde gelistirdigimiz nefes toplama sisteminin diger toplama
sistemlerinden en 6nemli farklarindan biri de tek kullanimlik oldugu i¢in hijyenik
olmasidir. Ayrica, tek kullanimlik olmas1 sebebi ile bir baska hastadan gelebilecek
olan 6rnek taginmasi durumu s6z konusu degildir. Yani analiz {izerinde hafiza etkisi
(memory effect) yoktur. Diger sistemlerde (NTA, Biyo-VOC, Akis reaktorii) sadece
temizlik yapilarak ayni cihaz tekrar kullanildigi i¢in temizlik sonrasi olasi kalinti
durumunda o6rnek taginimlar (hafiza etkisi) s6z konusudur (Riess ve dig. 2010).

Dolayistyla bir 6nceki hastadan kalan bir kalint1 varsa yanlis sonuglar elde edilir.
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Literatiirde giliniimiize kadar GC-MS kullanilarak nefes orneginden farkli
kanser c¢esitlerinin  siniflandirilmas1  ve erken teshisi {izerine calismalar
bulunmamaktadir. Tez kapsaminda iiretilecek olan nefes toplama diizenegi sayesinde
kanserin erken teshisi ve siniflandirilmasi konusunda en kolay, giivenilir ve hizli bir

sekilde 6rnekleme yonteminin gelistirilmesi amaglanmaktadir.

3.3 Lineer Diskriminant Analizi

Diskriminant fonksiyonlar1 aracilifi ile gruplar arasi ayirima en fazla etki
eden ayirici degiskenleri belirlemek ve hangi gruba ait oldugu bilinmeyen bir bireyin
hangi gruba dahil edilecegini belirlemek igin kullanilir. Genel olarak bir ayirma
yontemi olup, bireylere ait cesitli 6zelliklerden yararlanarak ait olduklari gruplar
belirlemek veya mevcut gruplar1 birbirinden ayiracak en iyi fonksiyonu bulmak igin
kullanilan ¢ok degiskenli istatistik yontemlerinden biridir (Camdeviren 2000).
Genelde birimlerin gruplanmasinda bazi matematiksel esitliklerden faydalanilir.
Diskriminant fonksiyonu olarak adlandirilan bu esitlikler birbirine en ¢ok benzeyen
gruplart belirlemeye olanak saglayacak sekilde gruplarin ortak o6zelliklerini
belirlemek amaciyla kullanilmaktadir.  Gruplart  aywrmak i¢in  kullanilan
karakteristikler ise diskriminant degiskenleri olarak adlandirilmaktadir. Kisaca, iki
veya daha fazla sayidaki grubun farkliliklarinin diskriminant degiskenleri araciligiyla
belirlenmesidir (Klecka 1980). Arastirmaci hatali siniflandirma ihtimalini en aza
indirgeyerek gozlemleri ait olduklari gruplara ayirmak veya bu gozlemlerin ¢ekilmis
olduklar1 gruplar1 belirlemek ister (Johnson ve Wichem 1998). Belirlenecek

gruplarin ortalamalar1 arasindaki farkliligin maksimum olmasi istenmektedir.

Lineer diskriminant analizi, dnceden belirlenmis olan kriterlere ait gruplarin
birbirleri ile olan korelasyonlarmin incelenmesi amaci ile kullanilan bir istatistik
yontemi olup, gruplarin birbirinden ayirt edilip edilememesi konusunda bir bilgi

sahibi olunmasi1 adina kullanilmaktadir.

Nefes oOrneklerinden elde edilen kromatogramlar incelendiginde, her bir
bireye ait nefes orneklerinde elde edilen sinyallerin siddetlerinin farklilik gosterdigi
ve bu farkliliklarin istatistiksel olarak daha anlamli hale getirilmesi amaci ile lineer

diskriminant analizi gergeklestirilmistir.
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4. YONTEM

Bu caligmada, kanserli hastalardan ve kontrol gruplari olarak saglikli
kisilerden toplanacak nefes Orneklerindeki VOC’lerin SPME fiberi {izerinde
zenginlestirilerek toplandiktan sonra GC-MS ile tayinleri sonucu elde edilecek
kromatografik VOC profillerinin karsilagtirilarak kanser tiirlerinin belirlenmesi ve
erken teshisi i¢in bir yontem gelistirilmesi amaglanmistir. Bu baglamda, yontemin
gelistirilmesi ve tezin amaca hizmet edebilmesi i¢in tezde nefes Orneklerinin
toplanmasi, VOC’lerin 6rneklenmesi icin bir nefes toplama diizenegi prototipinin
tasarlanmas1 ve {retilmesiyle SPME fiberinin {iizerinde Orneklerin toplanmasi
sonrasinda VOC’lerin tayini i¢in GC-MS analizleri yapilmast gereklidir. GC-MS
analizi ile olusturulacak VOC profillerinin kalitatif ve kantitatif olarak
degerlendirilmesi, yani verilerin islenmesi ve elde edilecek bilgilerin hastane ile
entegrasyonunu igeren deneysel basamaklarinin gerceklestirilmesi gerekmektedir. Bu
deneysel basamaklar asagida aciklanmistir. Calisma Pamukkale Universitesi
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu onayr alindiktan sonra

gerceklestirilmistir.

4.1 3D yazci ile nefes toplama diizeneginin hazirlanmasi

Sekil 4.1°de SOLIDWORKS programi kullanilarak ¢izilmis olan nefes
ornekleme kaplari, 3D yazici sistemi kullanilarak basimlart yapilmistir. 3D yazici
sisteminde polilaktik asit kullanilarak baskilar alinmigtir. Toplanacak nefes
orneklerinin GC-MS ile VOC analizinde en 1iyi duyarlik, dogruluk ve
tekrarlanabilirligin yaninda yiiksek secicilige ulagmasi i¢in farkli boyutlarda basimlar
yapilmis ve bu farkli boyutlarin her birindeki sonuglara, nem olusumuna, SPME

fiberinde tutunan VOC sayilarina gore en uygun olan kap secilerek kullanilmistir.
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Sekil 4.1: Nefes toplama diizenegi prototipinin a) st kapak resmi b) alt

platform resmi

4.2 SPME fiberlerinin secimi

Farkli polariteye sahip ucucu organik bilesiklerin nefesten SPME fiberi
tizerinde en i1yi verimlilikle toplanabilmesi ve kanser ¢esitlerinin siiflandirmasinin
basarili bir sekilde yapilabilmesi agisindan, piyasada satilan Tablo 4.1’de belirtilen
SPME fiberleri temin edilip, segcmis oldugumuz ugucu organik bilesiklerin taramasi
yapilmistir. Baslangi¢ olarak PDMS SPME fiberi kullanilmistir. Ciinkii literatiirde,
PDMS fiberinin ¢ok sayida ugucu organik bilesigi tutabildigini gosterilmektedir.
PDMS fiberinin yani sira PDMS-DVB ve Carbowax SPME fiberleri tez kapsaminda
incelenmistir. Bu iki farkli SPME fiberi, PDMS’ye benzer sekilde ugucu organik
bilesiklerin toplanmasini sagladigi gibi farkli karakterdeki bilesiklerin tutulmasini
saglayarak daha ¢ok sayida bilesigin bu tez kapsaminda incelenmesinin Oniinii

acacagi disiinilmiistir.
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Tablo 4.1: SPME fiberlerinin gesitleri ve tutunan VOC’lerin 6zellikleri

SPME fiberinin cinsi Tututan molekiillerin 6zellikleri
(Polydimethylsiloxane-PDMS) Fiber Apolar karakteristige sahip organik
bilesikler
(Polydimethylsiloxane PDMS- Apolar ve polar karakteristige sahip ugucu
Divinilbenzene DVB) Fiber organik bilesikler
Carbowax Fiber Yar1 ugucu 6zellige sahip organik bilesikler

4.3  Nefes orneklerinin toplanmasi

3D yazici ile yazdirilmis olan nefes toplama kabinin {ist tarafindan (Sekil
4.2a) SPME fiberleri yerlestirilecek olup, agizlik kismindan hava iiflenmesi suretiyle
(Sekil 4.2b), hasta bireylerin nefeslerinde bulunan ugucu organik bilesiklerin fiber
lizerinden toplanmasi saglanmistir. Hasta bireylerden Ornek toplanmasina
baslanmadan 6nce, bu basamakta, saglikli bireyler kullanilarak, nefes verme siiresi
optimize edilip nefeslerin daha gilivenilir ve sorunsuz bir sekilde toplanmasi
saglanmistir. Tablo 4.2°de yer alan VOC’lerin nefes igerisinde yer aldigi bilinmekte
olup, incelenen nefes 6rneklerinde gézlemlenmesi 6ngériilmektedir. Ayrica, tabloda
yer alan bazi1 VOC’lerin nefesten kanser tespitinde biyobelirteg¢ olarak kullanimlar

da literatiirde incelenmektedir.
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Sekil 4.2: a) SPME fiberinin goriintiisii, b) SPME fiberi yardimi ile nefes

Orneginin toplanmasinin sematik gosterimi

Tablo 4.2: Nefes igerisinde yer alan VOC’lerin listesi

Stiren Toliien 2-metil heptan
Dekan n-Heptan Etanol
0-Ksilen m-Ksilen p-Ksilen
Propil benzen Heptan,2,2,4,6,6- 1,2,4-trimetil benzen
pentametil
Undekan Metilsiklopentan 2-metil-1,3-biitadien
1-hekzen Mesitilen 1-hepten
Hekzanal Heptanal 2-metil pentan
Oktan 3-hidroksi-2-butanon Aseton
Benzen Siklohekzan Pentan
Etilbenzen 2,4-dimetil heptan Nonan,3-metil-
Oktan,3-metil- Metan,triklorofloro- Siklopropan,1-metil-2-

pentil

34




4.4  Nefes Orneklerinin Analizi

SPME iizerinde toplanan hasta ve saglikli bireylerin nefesi igerisinde yer alan
ucucu organik bilesiklerin analizi GC-MS sistemi kullanilarak gergeklestirilmistir.
GC-MS calisma kosullar1 (firin sicakligi, sicaklik programi, enjektor sicakligi, gaz
akis hiz1) SPME se¢imi ve tutunan VOC’lerin cinsine gore optimize edilmesi
gerekmekte olup, bu islemler gerceklestirilmistir ve GC-MS sisteminde kullanilan
kosullara bulgular kisminda yer verilmistir. Calismanin geri kalaninda bu kosullar

kullanilarak analizler yapilmistir.
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5. BULGULAR

Yontem kisminda belirtilmis olan basamaklar tek tek incelenmis ve elde
edilmis olan optimum kosullar kullanilarak, saglikli bireylerin nefes oOrnekleri
incelenmistir. Bu amaglar, sirasiyla, nefes verme siiresi, nefes toplama diizeneginin
boyutu, fiber karsilastirmasi ve basitge optimum kosullarin bir erkek ve bir kadin
olmak tizere iki farkli kisiden alinmis nefes Orneklerinin karsilastirilmasinda
kullanilmistir. Daha sonra, sigara kullanan ve kullanmayan erkek ve kadin bireylere

ait nefes ornekleri topluca karsilastirilmistir.

5.1  Nefes Toplama Diizeneginin Boyutunun Secimi

Nefes toplama diizeneginin igerisinde nem toplanmamast en O6nemli kritik
noktalardan bir tanesi olup, bu amacgla farkli boyutlara sahip nefes toplama
diizenekleri basilarak, ¢eperlerinde nem olusumu nitel olarak gdzlemlenmistir. 6, 8
ve 10 cm boyutlarindaki kiipler sekilde basilmis olan nefes toplama diizenekleri
icerisine 10 dk boyunca nefes iiflenmis olup, bu siiresinin sonunda kiiplerin kapaklari
acilarak ceperlerde nem olusumlar1 bir pegete yardimi ile bakilmistir. 8 ve 10 cm
boyutlarindaki kiiplerin ¢eperlerinde nem olusumuna rastlanmaz iken, 6 cm
boyutundaki kiiplerin duvarlarinda nemin olustugu goriilmiistiir. Bu olusan nem
miktarlarinin az olmasi nedeniyle, igerisinde herhangi bir VOC’nin tutulup
tutulmadig1 konusunda bir 6ngorii yapmak miimkiin degildir. Ayrica, 6rnek miktari
olarak ¢ok az olmasi, igeriklerinin SPME fiberleri yardimi ile GC-MS ile
incelenmesi de miimkiin degildir. 8 ve 10 cm boyutlarindaki kiiplerden, basim hizi ve
maliyetin diisiiriilmesi amaciyla, 8 cm boyutundaki kiip se¢ilmis olup, deneylerin
geri kalaninda bu boyutta basilmis olan nefes toplama diizenekleri kullanilarak

deneyler gerceklestirilmistir.
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5.2 GC-MS sisteminin ¢calisma kosullari

Tablo 5.1 igerisinde analizlerin gergeklestirilmesinde kullanilan cihaza ait

akis parametreleri ile sicakliklar gosterilmekte olup, tiim analizlerde bu degerler

kullanilmustir.
Tablo 5.1: GC-MS cihazi 6l¢iim parametreleri

Kolon Sicakligi 35.0
Enjeksiyon Sicakligi 250.0
Ornekleme Siiresi 1dk

He gazi1 akis hiz1 1.0 mL/dk

Split modu Splitless

Kolon tipi 5MS

Cihazdaki analizlerin ger¢eklesmesi sirasinda kullanilan sicaklik programi, 5
dk boyunca 35 °C sicaklikta firin sabit tutulup sonrasinda 5 derecelik artiglarla 6nce
115°C ‘ye daha sonra 20 derecelik artislarla 250°C ‘ye ¢ikarilarak toplamda 27.75 dk
olacak sekilde kullanilmistir. Fiberden elde edilmis olan sonuglarin analizlerinde bu

sicaklik programi ve degerler kullanilarak gergeklestirilmistir.

5.3 SPME fiber secimlerinin karsilastirilmasi

Ilk olarak farkli kaplamalara sahip SPME fiber rnekleri karsilastiriimis ve bu
fiberler iizerinde tutulan VOC’lerin neler oldugu, GC-MS sistemine ait yazilimin
kiitiiphane taramasi yardimi ile incelenmistir. Elde edilen sonuglarda, PDMS-DVB
fiberi iizerinde diger iki sisteme oranla daha fazla sayida VOC’nin tutuldugu
gozlemlenmis ve sonraki tiim oOl¢iimler bu fiber kullanilarak gerceklestirilmistir.
Sekil 5.1°de bu 3 farkli fiberin incelenmesi sonucunda elde edilmis olan

kromatogramlar gosterilmektedir.
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Sekil 5.1: 3 farkli fiber {izerinde tutulan nefes profillerine ait

kromatogramlarin karsilastirilmasi

54 Nefes Verme Siiresi

Kisilerden toplanan nefesler icin, nefes verme siiresinin optimizasyonu i¢in, 1
dk ile 10 dk arasinda degisen siirelerde, PDMS-DVB SPME fiberi iizerinde
VOC’lerin birikimi incelenmis olup, elde edilen kromatogramlara bakildiginda, 10
dk’lik bir nefes verme siiresi sonucunda, fiber iizerinde maksimum sayida, pik elde
edilmis, bu piklere karsilik gelen VOC cesitleri GC-MS sistemine ait yazilim ile
kiitliphane taramasi yapildiginda, en fazla sayida VOC’nin de 10 dk lik bir nefes
verme isleminden sonra ortaya ¢iktig1 bulunmustur. Farkli nefes verme siirelerine ait

elde edilen kromatogramlar karsilastirmali olarak Sekil 5.2°de gosterilmektedir.
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Sekil 5.2: Nefes verme siirelerinin karsilagtiriimasi

55 Nefes orneklerine ait profillerin karsilastirilmasi

GC-MS analizinde kullanilan sicaklik programlar1 ve bununla beraber, nefes
ornek kabi boyutu ve nefes verme siiresinin optimizasyonu ve fiber se¢imi
sonrasinda olusturulan sistem ile ilk etapta saglikli bir kadin ve bir erkekten alinmis
olan nefes ornekleri alinmis olup, kisilerin nefesleri arasinda VOC sayis1 ve ¢esitleri
arasinda bir farklilik olup olmadigi incelenmistir. Bu baglamda alinan iki
kromatogram Sekil 5.3’te gosterilmis olup Kisilerden elde edilen sonuglarda ciddi bir

farklilik olmadig1 anlagilmistir.
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Sekil 5.3: Kadin ve Erkek bireylerden alinmis olan sonuglarin

karsilastirilmasi (Birey 1: Erkek, Birey 2: Kadin).

5.6 Saghkh Kkisilerden toplanan nefes orneklerinin karsilastirilmasi

Toplamda 20 kisiden olusan bir grup saglikli goniillii bireylerden, cinsiyet ve
sigara kullanip kullanmama durumlart gibi bilgileri toplanmis ve bu bilgiler
kullanilarak nefes 6rneklerinin analizleri gergeklestirilmistir. Bu kapsamda, 7 sigara
kullanan erkek, 5 sigara kullanmayan erkek ve 1 sigara kullanan kadin, 7 sigara
kullanmayan kadindan olusan ornekler yukaridaki optimizasyonlarin yapilmasi
sonrasinda incelenmis ve her bir bireye ait olan kromatogramlar, Sekil 5.4’te
gosterilmistir. Kromatogramlar incelendiginde, her bir bireye ait nefes 6rneklerinde
elde edilen sinyallerin siddetlerinin farklilik gosterdigi ve bu farkhiliklarin
istatistiksel olarak daha anlamli hale getirilmesi amaci ile lineer diskriminant analizi

gerceklestirilmistir.
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Sekil 5.4: 20 kisilik gruptan elde edilmis olan sonuglara ait kromatogramlar

Lineer diskriminant analizi, énceden belirlenmis olan kriterlere ait gruplarin
birbirleri ile olan korelasyonlarinin incelenmesi amaci ile kullanilan bir istatistik
yontemi olup, gruplarin birbirinden ayirt edilip edilememesi konusunda bir bilgi
sahibi olunmasi adina kullanilmaktadir. Sekil 5.4°te bu 20 kisiye ait olan O6rnekler,
sigara i¢ip igmeme ve cinsiyet durumlara gore siniflandirilmis ve bu smiflarin

birbirleri ile herhangi bir iligki igerisinde olup olmadiklarina bakilmistir.

Ayrica elde edilmis olan sonuglardan saglikli ve sigara igcen bireylerin
nefeslerinde yer alan VOC’ler listelenerek ekler kisminda Tablo A.1. ve Tablo
A.2.’de gosterilmistir. LDA karsilastirilmalarinda bu listede yer alan VOC’lerin
alikonma stirelerine karsilik gelen alan degerleri kullanilarak smiflandirmalardaki
farkliliklar incelenmistir. Toplamda 50 farkli VOC’ye ait veri kullanilarak yapilan

karsilastirma sonucunda, Sekil 5.5’teki sonug¢lar elde edilmistir.
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kadin bireyler, SM: Sigara kullanan erkek bireyler)
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6. TARTISMA

Literatiir bilgileri PDMS fiberin ¢ok sayida ugucu organik bilesigi
tutabildigini gostermektedir. PDMS fibere tutunan molekiiller apolar karakteristige
sahip organik bilesiklerdir. PDMS fiberi disinda piyasada farkli fiberler de
bulunmaktadir. Poliakrilat (PA) fiber polar karakteristige sahip organik bilesiklerin
toplanmasinda, karbon wide range fiber ise gazlar ve yiiksek ucuculuga sahip

organik bilesiklerin toplanmasinda kullanilir.

SPME fiberleri iizerindeki adsorpsiyon etkinlikleri, tespit edilen bilesiklerin
sayist ve pik alanlart karsilagtirilarak degerlendirilmistir. Fiberler arasindaki en
yiiksek verim polidimetil siloksan divinilbenzen (PDMS-DVB) kullanilarak elde
edilmigtir. PDMS-DVB fiberde aseton, izopropanol, etil asetat, n-heptan, toluen,
biitil asetat, n-oktan, etilbenzen, m+p-ksilen, stiren, o-ksilen, n-nonan, a-pinen, 1,3,5-
trimetilbenzen, 2-etiltoluen, B-pinen, 1,2,4-trimetilbenzen, n-dekan, 1,4-diklo-
robenzen, limonen, n-undekan, n-dodekan, n-tridekan, n-tetradekan bilesikleri
tanimlanmistir (Garcia ve dig. 2013). Bu tez calismasinda da analiz edilen nefes
orneklerinde n-heptan, n-oktan, m+p-ksilen, o-ksilen, n-nonan, a-pinen, p-pinen, n-

dekan, limonen, n-dodekan, n-tridekan, n-tetradekan bilesiklerine rastlanmistir.

Bu calisgmada polidimetilsiloksan divinilbenzen (PDMS-DVB) fiber tercih
edilmistir. 20 saglikli bireyden alinan nefes orneklerine ait verilerde de apolar

ozellikte olan hidrokarbonlarin, PDMS-DVB fibere tutundugu gézlemlenmistir.

Literatiirde yaygin olarak nefes toplamada tedlar torbasi kullanilmistir. Bu
tedlar torbalar1 temizlik igin nitrojenle yikanmistir. Bu ¢alismada 3 boyutlu yazicidan
bask1 alinan nefes toplama diizenegi kullanilmistir. Nefes toplama diizenekleri kisiye
0zel basilmistir. Nefes orneklemesi yapilmadan once herhangi bir kontaminasyon
olusmamasi adina nefes drnekleme diizenekleri ultraviyole (UV) 1sik altinda 10 dk

bekletilmistir.

Kromatografik Ol¢limler, sigara icenlerin ve pasif icicilerin nefeslerinde
birgok ekzojen bilesigin tanimlanabilecegini gostermistir (Buszewski ve dig. 2008).

En yaygin tanimlanan ekzojen bilesikler benzen, ksilen izomerleri, stiren, etilbenzen,
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asetonitril ve furan tiirevleridir. Bu maddeler sigara dumanindan kaynaklanmaktadir.
Bu nedenle, sigara igenlerin ve pasif igicilerin nefesinde, sigara igmeyenlerin
soludugu havaya gore daha sik tespit edilmistir. Bu tez calismasinda da sigara icen

kisilerin nefesinde benzen, ksilen izomerlerine rastlanmastir.

Literatiirdeki c¢alismalarda da oldugu gibi elde edilen analiz sonuglarini
degistirebilecek yiyecek veya icecek alimindan kaynaklanan VOC sayisini en aza

indirmek icin en az 8 saatlik a¢liktan sonra numuneler alinmistir.

Havada bulunan maddelerin fibere tutunmamasi i¢in nefes 6rnekleri miimkiin
oldukca acik havada alinmistir fakat havada veya kiyafetlerde bulunan baz1 maddeler
yine de fibere tutunmustur. Veriler incelendiginde PDMS-DVB fibere tutunan
maddelerin sadece insan nefesine ait olmadig1 gézlemlenmistir. Ornegin D-limonen
parfiimeride kullanilan kimyasal bir maddedir. Toplanan ¢ogu nefes 6rneginde bu

maddeye rastlanmstir.

Nefes oOrneklerinde bulunan maddelerin farklilagmasinda nefes Orneginin
alindigr ortam disinda bir¢cok faktor etkili olmaktadir. Yas, cinsiyet, sigara
icip/icmeme durumu, sigara icme sikligi, nefes Ornegi alinmadan Once tiiketilen

yiyecekler bu faktorlerdendir.

Nefes Ornegi alinan saglikli bireylerin yas araligi genel olarak 20-35 yas
araligindadir ve bu kisilerin verilerinde benzer maddelere rastlanmistir. Bu maddeler
hidrokarbonlar, alkoller, aminler ve nitro-aromatik bilesenlerdir. Yas araligi 40-55
olan sigara igen bireylerde bu maddelere ek olarak sigarada bulunan titanyum gibi
farkli maddelere de rastlanmistir. 40 yas iistii sigara igen kisilerde sigara tiikketiminin

fazla olmasi ile daha yiiksek yogunluklar elde edilmistir.

PDMS-DVB SPME fiberi GC-MS cihazina verildikten sonra analiz 25 dk
sirmustir. Bu analiz siiresince fibere tutunan maddeler 5-7. dakikadan itibaren
kromatogramlarda goriilmeye baslanmistir. Kromatogramlarda goriilen maddelerin
bazilarinin fiberin kendisinden geldigi goriilmiistiir. Ilk 7-8 dakika igerisinde

gbzlenen silan, siklotrisiloksan gibi maddeler SPME fiberine aittir.

Nefes 0rnegi alinmadan once tiiketilen yiyecekler de yine kromatogramlarda

goriilmiistiir. Dis macununda bulunan floriir nefes 6rneklerinde gézlenmistir.
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7. SONUC

Optimum nefes toplama diizeneginin baski sisteminin ve basimlarinin
ger¢eklesmesinin  ardindan sirasi ile 20 saghkli bireye ait nefes Orneklerinin
toplanabilmesi adina, SPME fiber tiirii ve nefes Ornekleme siiresi incelenerek en
uygun fiber ve nefes verme siiresi belirlenmistir. Bu amagla 10 dk siire ile burundan
nefes alinip agizdan verilecek sekilde bir nefes verme sekli ile fiber lizerinde
toplanan VOC’lerin incelenmesi ger¢eklestirilebilmektedir. En fazla sayidaki
VOC’nin alinabilmesi adina, SPME fiberi {izerindeki kaplamalar incelenmis ve
burada elde edilen sonuglarda, Tablo A.1 ve Tablo A.2’de goriilebilecek olan
VOC’lerin hepsinin dlgiimlerinin yapilabilmesi PDMS-DVB sistemi ile miimkiin

olabilmistir.

Bireylerden nefes orneklerinin toplamasi islemine bu asamalar saglandiktan
sonra baglanmis ve 20 kisilik sigara igen ve igmeyen bireylerden olusan ve farkli
cinsiyetleri igeren kiiciik bir grup iizerinde denemeler yapilmistir. Elde edilen
sonuclara bakildiginda, her bir kisiye ait olan nefes profillerinin farklilik gosterdigi
goriilmiis ve ayrica, bu farkliliklar istatistiksel olarak incelemeler ile de
desteklenmistir. Sonug itibari ile, LDA analizlerinden kisilerin nefes profilleri
kullanilarak, bireylerin sigara icip igcmedigi ve cinsiyetleri hakkinda bir ayrisim

yapilabilecegi ve bu sistem ile miimkiin oldugu sonucuna varilmistir.

Pandemi kosullarinin devam etmesi nedeniyle, tezin ana igeriginde yer alan
kanserli bireylere ait nefes Orneklerinden kanser c¢esitlerinin anlasilabilmesi,
ornekleme yapilamamasi nedeniyle gerceklestirilememistir. Pandemi kosullarinin
sona ermemesi nedeniyle de tezin kapamis tarihi itibari ile de yapilamayacaktir.
Pandeminin bitigini takiben elde edilmis olan bu optimum kosullar, kanserli
bireylerin nefes 6rneklerinin alinmasi ile denenerek, sistemin kanseri ayirt etmedeki

becerisi de incelenecektir.

Sonug itibari ile SPME-GC-MS sistemi ve 3 boyutlu yazicidan baskilanmis

olan bir nefes toplama diizenegi yardimi ile 10 dk nefes toplama ve 30 dk analiz
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stiresince toplamda 40 dk lik bir siirenin sonunda alinan verilerden nefes 6rneklerine

ait profiller elde edilerek tan1 konulabilmesi miimkiin olabilmektedir.
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9. EKLER

EK A

Tablo A.1. Sigara igmeyen bireyde yer alan VOC’lerin listesi

Bilesen Alikonma Siiresi Benzerlik Oram (%)
Siklotrisiloksan 8.449 97
Fenol 14.701 96
6-metil-5-hepten-2-on 14.819 83
Undekan 15.818 82
Nonan 16.026 84
Heptan 16.132 77
d-Limonen 16.311 96
d-Limonen 20.728 89
Dodekan 21.930 90
2-Decen-1-ol 22.056 89
Heptadekan 22.248 88
9-metilheptadekan 22.416 87
Nonadekan 22.849 87
Heneikosan 22.956 91
Siilfiiroz Asit 23.050 81
Siilfiiroz Asit 23.114 85
Dokazan 23.205 88
Dodekan 23.481 90
Indol 23.739 95
Tetradekan 23.909 84
Dodekan 24.179 87
2-metiltetrakozan 24.315 84
Hekzadekan 24.405 73
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Okzalik asit 24.550 75

4-tert-butilsiklohekzil 24.809 89
asetat

Alfa-kopaen 24.940 76
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Tablo A.2. Sigara icen bireyde yer alan VOC’lerin listesi

Bilesen Alikonma Siiresi Benzerlik Oram (%)
Benzen 6.034 85
Siklotrisiloksan 8.416 88
Benzen 10.102 92
1,5-dekadin 10.195 82
Titanyum 10.969 80
Siklohekzanol 11.070 82
2-siklopent-1-on 11.634 89
Siklohekzen 12.896 80
Triplal 2 (IFF) 13.206 83
Penilla Alkol 13.617 80
Anilin 14.711 87
6-metil-5-hepten-2-one 14.811 89
Megastigma-3,7(E), 9 trien 14.982 77
(E)-beta-Famesen 15.069 74
Benzen 15.640 89
Triplal 2 (IFF) 16.043 82
d-limonen 16.305 96
2-siklopent-1-on 16.661 87
1H-inden 16.822 79
Fenol 17.309 86
3-etil-3-metilheptan 17.361 81
Fenol 18.021 82
Siklopentankarboksialdehit 18.451 71
Cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 18.539 75
Oktadekan 18.821 81
Fitol 18.912 77
Nonanal 18.959 88
Silan 20.725 79
Azulen 21.532 82
Dodekan 21.923 83
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Dekanal 22.058 91
Undekan 22.242 84
Etil-iso-allokolat 22.417 72
d-nerolidol 22.851 73
Dotriakontan 22.948 83
Dotriakontan 23.479 83
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