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OZET
Doktora Tezi

LAZER TEMELLI BIlYOMEDIKAL SENSORU VE GAZ KROMATOGRAFISi
YONTEMLERIYLE HASTALIKLARIN TESHISI iCIN NEFES ANALIZI

Hatice AKMAN

Silleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Elektronik ve Haberlesme Miithendisligi Anabilim Dali

Danisman: Yrd. Dog. Dr. ismail Bayrakh

Insan nefesi, azot, oksijen, karbondioksit, su, asal gazlar ve ugucu organik
bilesenler (UOB) icerir. Bazi organik bilesenler her insanda miisterek
bulunurken, bazilar1 her insanda farkl farkli bulunur. Ortak bulunan UOB ’lerin
nefes testi, hastaliklarin teshis, ilerleme ve tedavi siirec¢lerinin takibi ve insan
metabolizmasinin incelenmesi ve icin glivenilir bir yontem saglayabilir.

Bu tez c¢alismasinda nefeste bulunan molekiillerin analizi i¢in hassas 06l¢lim
yapabilen bir lazer spektrometresi gelistirilmistir. Lazer spektroskopi yontemi
ile obstruktif uyku apnesi sendromu (OUAS) hastalarinin nefeslerindeki CO:
miktar1 ve valproik asit (VPA) ilaci alan epilepsi hastalarinin nefeslerindeki
amonyak molekiilii miktarlari incelenmistir. Calismada lazer sistemin frekans
kararlilig1 icin simulasyon yapilmistir. Ayrica, analitik metotlardan TD-GC/MS
ile OUAS hastalarinin nefesleri analiz edilmistir. Ayn1 yontem ile nérolojik
hastaliklarda ve farkli ila¢ kullanan epilepsi hastalarinda lipit peroksidasyon
metabolizmasi sonucu nefeste aciga c¢iktig1 bilinen hekzanal molekiilu
incelenmistir.

Nefes analizi metodunda gelistirilecek ve arastirilacak alan coktur. Ulkemizde
bildigimiz kadar1 ile c¢alismalar sadece tarafimizdan yiritilmektedir.
Calismalarimiz sonucunda hassas bir sekilde nefes analizi yapabilmemizi
saglayan lazer spektrometresi basari ile gelistirilmistir. Hastalarin nefesleri
optik ve analitik olarak farkli iki yontemle incelenmis ve gelecek vaat eden
sonuglar elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Nefes Analizi, Lazer Spektroskopi, TD-GC/MS, Uyku
Apnesi, Epilepsi, Multiple Skleroz, Parkinson.

2017, 142 sayfa
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BREATH ANALYSIS TO DIAGNOSE DISEASES WITH LASER BASED
BIOMEDICAL GAS SENSOR AND GAS CHROMATOGRAPHY METHODS

Hatice AKMAN

Siileyman Demirel University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Electronics and Communication Engineering

Supervisor: Asst. Prof. Dr. ismail BAYRAKLI

Human breath contains, nitrogen, oxygen, carbon dioxide, water, inert gases and
volatile organic compounds (VOCs). Some organic compounds are common in
every human being, some compounds differs from person to person. The breath
test of commonly found UOBs, can provide a reliable method for observing
diagnosis, progression and treatment of diseases and examining human
metabolism.

In this thesis, laser spectrometry was developed which can measure and analyze
breath molekiils precisely. The amount of CO2 in the breath of patients with
obstructive sleep apnea syndrome (OSAS) and the amount of ammonia molekiil
in the breath of patients with epilepsy taking valproic acid (VPA) were
examined by laser spectroscopy. A simulation was made for frequency stability
for the laser system. Breath air of the OSAS patients were analyzed. In the same
way, the hexanal molekiil known to be exhault in breath with the lipit
peroxidation metabolism from the breath of the neurological patients and
epilepsy patients who use VPA was examined.

The method of breath analysis has many area to be developed and investigated.
Studies are only carried out by our group in our country as much as we know.
We have successfully developed a laser spectrometry, that allows us to perform
a breathing analysis precisely as a result of our work. Patients' breaths were
examined by two different methods, optically and analytically, and promising
results were obtained.

Keywords: Breath Analysis, Laser Spectroscopy, TD-GC/MS, Sleep Apnea,
Epilepsy, Multiple Sclerosis, Parkinson's Disease.

2017, 142 pages
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1.  GIRis

Nefes analizi invazif olmayan metot olarak hastaliklarin tespitinde, tedavi
stirecinin takibinde, hastanin saglik durumunun goésterilmesinde kullanilan
ve giin gectikce 6nemi artan bir metottur. Nefeste bulunan ucucu organik
bilesiklerin (UOB) analizinin, halihazirda kullanilan serum veya idrar
analizine gore rahatsiz edici olmamasi, istendikce tekrarlanabilmesi ve
agrisiz/acisiz bir yontem olmasi gibi bircok avantajlar1 vardir. Nefeste
bulunan UOB’lerin miktar1 ve ¢esitliligi, metabolik diizensizliklerden ve
hastaliklardan etkilenebildigi icin, hastaliklarin teshisi icin gilivenli bir
yontem sunabilmektedir. Bu yontem ile yeni ¢alismalarin yapilarak, daha
genis verilerin elde edilmesi ile nefes analizi yonteminin kullanim alaninin
artacagl ve hem hastalara hem de tip doktorlarina biiytik kolaylik ve rahatlik
saglayacag distiniilmektedir. Nefes analizinin avantajlarindan bir tanesi, risk
icermemesidir. Hasta kolaylikla ve tekrar tekrar nefes verebilir. Cihaz
kullanimi i¢in nitelikli ve kalifiye eleman ihtiyacina gerek yoktur. Ayrica nefes
analizi ile elde edilebilecek veriler, tip alaninda yeni gelismeler saglayabilir.
Nefesteki UOB’ler belirli hastaliklar ve metabolik diizensizliklerle ilgili
biyosaretler olarak belirlenebilir (Wang ve Sahay, 2009). Bu sebeplerden
dolay1 nefes analizi bilimsel ve klinik ¢alismalarda simdiye kadar oldukga ilgi

gormustur.

Tarihte bilinen ilk nefes analizi Antik Yunan déneminde koklama yoluyla
hastaliklarin tespiti ile baslamistir (Kim vd., 2012). Modern nefes analizinin
baslangici ise 1971 yilinda yapilan Pauling ve ekibinin ¢alismasi ile basladigi
kabul edilir. Yaptiklar1 ¢alismada, normal insan nefesinin, ppb (milyarda bir)
veya daha az seviyede yiizlerce UOB icerdigi kesfedilmistir (Pauling vd.,
1971). Nefeste bulunan UOB‘ler, insan metabolizmasi sonucu meydana
gelmis olabilecegi gibi, o an veya ge¢miste solunan havadan veya deri yoluyla
alinmasi ile, verilen nefeste goriiliiyor olabilir (Pleil vd., 2013). Her insanda
1000’in tizerinde farkli UOB bulunmasina ragmen az sayida UOB insanlarda
ortak olarak bulunmaktadir (Cao ve Duan, 2007). izopren, aseton, etan ve

metanol metabolizmamizda kullanilan temel molekilllere o6rnek olarak



verilmektedir (Sanchez ve Sacks, 2003). Nefes analizi yonteminin kullanim
kolayligi, risk icermemesi gibi ¢ok sayida avantajinin yaninda, asilmasi
gereken bazi problemler vardir. Uzun arastirma ge¢misine ragmen, nefes
analizi hala hastanelerde rutin bir yontem olarak kullanilamamaktadir. Bu
duruma sebep olan ve arastirilmasi/acgiklanmasi gereken bir¢cok konu

bulunmaktadir. Bu konular:

1. Nefesteki biyolojik emareler ile hastaliklar arasindaki iliskilerin derin
bir sekilde anlagilamamas,

2. Nefes molekiillerinin fizyolojik fonksiyonlarinin ve kaynaklarinin
(olusum mekanizmasinin) bilinmemesi,

3. Ornekleme siireci (nefes gazinin toplanmasl, analizi ve arka plan
diizeltmesi) icin kabul edilebilir bir normallestirme ve

standartlastirmanin olmamasi,

seklinde siralanmaktadir.

Mevcut cihazlarin bir kisminda kullanim zorlugu vardir. Anlik analiz edilmesi
icin gercek zamanli monitérlerin ve tasinabilme kolayliginin olmasi
gerekmektedir. Nefes analizinin baslica problemlerinden biri, dis
etmenlerden etkilenmesidir. Ortam havasinda bulunan farkli molekiillerin
vicuda girerek analiz sonucunu degistirmesi, sigara kullanimi vs. gibi
etmenler de goz Oniine alinmalidir. Su anda bu konuda standartlarin
olusturulmamis olmasi bu konuda goriilen en 6nemli eksikliklerden birisidir
(Buszewski vd., 2007). Ozellikle standartlarin olusturulmas i¢in, calismalarin
cok sayida hasta 1lzerinde yapilarak sonuglarin degerlendirilmesi

gerekmektedir (Risby ve Solga, 2006).

Hastalaliklarin tespiti i¢in nefes testinin gelecekte kullaniminin daha da
artarak tip alaninda faydali bir sekilde kullanilabilecegi 6ngoérilmektedir.

Nefes testinin:



insan metabolizmasinin incelenmesinde,

Hastaliklarin teshisinde,

Hastaliklarin ilerleme ve tedavi siireclerinin takibinde,

Yeni ila¢g terapilerinin gozlemlenmesinde, faz 1 ve 2 Kklinik

denemelerinde

giivenilir bir yontem olarak 6zellikle hasta ve doktorlar i¢in biiyiik kolayliklar

saglayacagi ongorilmektedir.

Hastaliklarin teshisinde giiniimiizde en ¢ok kan tahlilj, idrar tahlili, manyetik

rezonans (MR), rontgen gibi yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemlerde

bazilarinin girisimsel olmasi, hastalarin ac1 ¢ekmesi veya hastalarin

elektromanyetik dalgalara maruz kalmasi en 6nemli dezavantajlarindandir.

Ayrica sonuglarin elde edilmesi uzun stirmektedir.

Nefes analizi yontemi, hastaliklarin daha hizli ve acisiz bir sekilde teshis

edilmesine imkan saglamaktadir. Nefes analizi metodunun yayginlasmasi ile;

Numune almak ve analiz etmek icin karmasik prosediirlere gerek
kalmayacaktir.

Sistem kurulduktan sonra hasta basina maliyet neredeyse
olmayacaktir.

Hastalara 6l¢timlerden 6nce herhangi bir ilag, radyasyon, kimyasal vb.
verilmeyecektir.

Elde edilecek sonuclarla, pahali ve aci veren (kan verme, endoskopi
gibi) yontemlerin yerini zahmetsiz, agrisiz, invazif olmayan, hizli ve
kolayca icra edilebilen nefes analizi yontemi alabilir. Bu da, hem
hastalar hem de doktorlar i¢in biiyiik bir kolaylik saglayacaktir.

Bu yontemle hastaliklara daha erken donemde miidahale edilerek

meydana gelecek riskler minimum seviyeye cekilebilecektir.

Bu sebeplerle bu tez ¢calismamizin ¢ikt1 faydasinin en ¢ok hastalara olacagi

diisiiniilmektedir.



Verilen nefesin analizinde temel olarak 2 yontem kullanilmaktadir. Bunlar;
e Optik,
e Analitik (Optik Olmayan),

yontemlerdir.

Optik ve analitik yontemler karsilastirildiginda, analitik yontemlerin optik
yontemlere gore dezavantajlar1 oldugu gorilmektedir. Analitik yontemler
pahalidir, yer isgal ederler, 6rnek toplama ve numunenin 6n hazirlanmasiicgin
karmasik siirecler icerirler. Nefes analizi ve hastanelerdeki pratik
uygulamalar icin, yiiksek hassasiyet, secicilik, kisa tepki siiresi, saglamlik,
disiik algilama siniri, maliyet, boyutlar, ger¢cek-zamanli analiz ve hasta
basinda test imkani gibi parametreler 6nemlidir. Bu yonleri ile optik

yontemlerin avantajlar1 daha fazladir.

Calismamizda nefes analizi icin eksen dis1 kavite ile gelistirilmis sogurma
spektrometresi (OA-CEAS; off-axis cavity enhanced absorption spectroscopy,
Eksen dis1 kavite ile gelistirilmis sogurma spektrometresi) sistemi

gelistirilerek kurulmustur. Yapilan calismalar kapsaminda:

e Yiiksek duyarhilikta (ppb seviyesinde),

e Seciciligi yiiksek olan,

e Farkli molekiillerin tespiti icin dalga boyu ayarlanabilen,
e (Gergek zamanda 6l¢iim yapabilen,

e (Oda sicakliginda ¢alisabilen ve

e Kullanimi kolay,

spesifik bir prototip cihaz tasarimi gerceklestirilmistir.

Lazer frekans kararlihigin1 saglamak icin, kurulan lazer sisteminin harici
kavite lazeri (ECL; external cavity laser) c¢ikisindan veriler alinmistir. Elde
edilen veriler kullanilarak, MATLAB-Simulink (R2016b) ile kontrol sistemi
modellenerek, lazer kararhilig1 similasyon olarak saglanmistir. OA-CEAS

sistemi ile OUAS hastalarinin, VPA kullanan epilepsi hastalarinin nefes
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havalar incelenmistir. TD-GC/MS ile OUAS, epilepsi, multiple skleroz (MS),
Parkinson hastalarinin nefes havalar1 da incelenmistir. Ayrica farkl ilag
kullanan epilepsi hastalarinin nefesleri analiz edilerek ilaglarin etkileri

arastirilmistir.

Bu doktora tezi asagidaki boliimlerden olusmaktadir;

2. Boliimiinde nefes analizi caligmalari ile ilgili yapilan ‘Kaynak Ozetleri'ne

yer verilmistir.

3. Bolimde ‘Materyal ve Yontem’ kisminda solunum fizyolojisi, lazer ile ilgili
temel bilgiler, lazer frekansinin kararlilastirilmasi, nefes analizinde kullanilan

yontemlere yer verilmistir.

4. Bolimde ‘Arastirma Bulgular1 ve Sonuglar’ kisminda gelistirilen lazer
spektrometre anlatilarak, bu sistem ile incelenen OUAS ve VPA kullanan
epilepsi hastalarinin nefes analizlerine yer verilmistir. Termal ayristirici
eklenmis-gaz kromatografisi/kiitle spektrometresi (TD-GC/MS) ile OUAS
hastalarinin nefesi ve norolojik hastaliklardan epilepsi MS ve Parkinson
hastalarinin nefesleri ve ayrica farkh ila¢ kullanan epilepsi hastalarinin

nefesleri hekzanal konsantrasyonlari bakimindan incelenmistir
5. Béliimde ‘Sonuc ve Oneriler’ kisminda sonuglar yorumlanarak eklenmis ve
calismalarin gelecege doniik nasil gelistirilebilecegi hakkinda yorumlar

yapilmistir.

6. Boliimde tez icinde atifta bulunulan ‘Kaynaklar’a yer verilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Modern nefes analizinin baglangici, 1971 yilinda yapilan Pauling ve ekibinin
calismasi olarak kabul edilir. Bu ¢alismada, normal insan nefesinin, ppb
(milyarda bir) veya daha az seviyede yiizlerce UOB icerdigi kesfedilmistir. O
giinden bu zamana kadar yapilan arastirmalardan nefesin, ppm (milyonda
bir) ve ppt (trilyonda bir) seviyelerinde 1.000’den fazla farkli UOB icerdigi
tespit edilmis ve bunlardan sinirli sayida olan bir kisminin hastaliklar ile
degistigi bulunmustur. Nefes analizi icin ¢esitli yontemler kullanilmistir. Bu
bolimde nefes analizinde kullanillan teknikler, lazer frekansinin
kararlilastirilmasi ve hastalardan alinan nefeslerin analiz sonuglari ile ilgili
calismalara yer verilmistir. Calisma konularimiz olan OUAS, VPA kullanan
epilepsi hastalari, MS ve Parkinson hastalarinin nefesleri lizerine yapilan

calismalara yer verilmistir.

2.1. Lazer Spektroskopisi

Nefes analizinde kullanilan yontemlerden ¢ok gegisli hiicre sogurma metodu
(MCAM; multipass cell absorption method), Kavite dongi spektroskopi
(CRDS; cavity ring-down spectroscopy) (Manne vd., 2006; O’Keefe ve Deacon
1988; Mazurenka vd., 2005) kavite entegre edilmis ¢ikis spektroskopi (ICOS;
integrated cavity output spectroscopy ) (Baer vd., 2002; Bakhirkin vd., 2004)
(CEAS; cavity enhanced absorption spectroscopy) (Peeters vd., 2000) foto
akustik spektroskopi (PAS; photoacoustic spectroscopy) (Elia vd. 2009;
Hofstetter vd., 2001), optik frekans tarak spektroskopi, kuvars ayar catal ile
gelistirilmis  foto akustik spektroskopi (QEPAS; quartz-enhanced
photoacoustic spectroscopy) (Horstjann vd., 2004; Kosterev vd., 2002)
(COMB; optical frequency comb spectroscopy) (Dahnke vd. 2001; Halmer
vd., 2005) metotlar1 nefes analizinde kullanilan metotlardandir ve

numunenin 6n hazirligini gerektirmezler.



ICOS sistemlerinde, uzun sinyal ortalamasina ihtiya¢ duyulmaktadir (Engeln
vd., 1998; O’Keefe vd., 1999). Paul vd., (2001), yaptiklar1 ¢alismada biiyiik
aynalar ve giiclii eksen dis1 kavite uyarimi ile dlizensiz bir kavite iletimi elde
etmislerdir. Baer vd. (2002), spesifik kavite konfigiirasyonlari i¢in, egrilik ve
astigmatizm kullanmis ve bu sekilde sistem performansini artirmislardir. Bu
calismada, yliksek finesseye sahip optik kaviteye eksen disi lazer ile, lazere
4.2 km yol aldirarak, 1.1 Hz deteksiyon bant genisligine sahip deteksiyon
hassasiyeti 3.1x10-11cm-1Hz 1/2 olan OA-ICOS sistemini CO, CHs, C2H2 ve NH3

molekiillerini tespit etmek i¢in sistem gelistirmislerdir.

Kasyutich ve Sigrist (2015), yaptiklar1 ¢alismada ise, DFB (dagitilmis geri
beslemeli lazer-distrubuted feedback laser) kullanarak 1605 nm de insan
nefesinde bulunan 13C160,/12C160; izotoplarini birbirinden ayiracak OA-CEAS
lazer spektroskopi sistemi gelistirmislerdir. Gelistirdikleri sistemde giiriilti
esdeger sogurma hassasiyeti 3.9x10-1° cm'! Hz'1/2 dir. Kavite uzunlugu 28.2
cm olup, 8.688 sn de lazer kavitede 4000 kez yol alabilen sistem

tasarlamiglardir.

2.2. Lazer Frekansinin Kararhlastirilmasi

Frekanslar1 kararlilastirilmis ve dar cizgi genisligine sahip diyot lazerler,
hassas atomik ve molekiiler spektroskopi, lazer sogutma, kuantum hafiza,
atomik saatler ve atom interferometresi gibi bircok uygulama icin olduk¢a
onemlidir. . Lazer frekansinin sabitlenmesi icin Pound Drever Hall (PDH)
teknigi ve kenar sabitleme ydntemi gibi cesitli yontemler bulunmaktadir.
PDH teknigi yliksek bant genisligi olan bir yontemdir, dar-aralikli fabry-perot
kavitesi kullanir ve faz degisimi gerektirmektedir. Zhao vd. (2012) yaptiklari
calismada harici optik geri besleme ve Pound-Drever-Hall teknigi (PDH)
kullanarak, 689 nm’lik bir dalga boyunda ¢alisan bir dis kaviteli lazer (ECL-
(External Cavity Laser)) icin c¢izgi genisligi alt-kHz araligina diistirmiislerdir.
Hirata vd. (2014), 657 nm’lik bir dalga boyunda calisan ECL’yi PDH teknigini
kullanarak bir oyugun (cavity) rezonans frekansina sabitlemis ve alt-hertz bir

cizgi genisligi gozlemlemistir.



Lazer frekansini sabitlemek ve buna baglh olarak bir lazerin ¢izgi genisligini
daraltmak icin, aktif frekans kararlastirma teknikleri kullanilabilir. Uzun
streli frekans kararlastirmaya, lazer frekansini nispeten daha kararl bir
referans seviyesine Kilitleyerek ulasilabilir. Lazer frekans degisimlerini
algilamak icin, lazerin frekans dalgalanmalarini gerilim dalgalanmalarina
donitstiiren bir frekans ayristirict (6rn. fabry perot) gerekmektedir. Kaspar
vd. (2011), 2.3 pum’lik bir dalga boyunda tek frekansli dikey-harici-kaviteli
yluzey-yayilimh yar1 iletken lazeri (VECSEL) yliksek finesseye sahip fabry
perot girisimoélger (FPI) ve kontrol geribesleme dongiisii ile (1-s 6rnekleme
zamani) 390 kHz'lik bir lazer ¢izgi kalinlig1 elde etmislerdir. Frekans
ayristiricilar radyo frekans ayristirict (RF) (Schilt vd, 2011) ve optik
ayristiricl olarak iki ana gruba ayrilmaktadirlar. Ayrica gaz ile doldurulmus
bir hiicre, optik ayristirici olarak kullanilabilir (Bartalini vd., 2010). Zhao vd.
(2004), 852 nm civarindan bir atomik gecise sabitlenmis bir ECL frekansi
gostermis ve <0.8 MHz olacak sekilde frekans degisikligi elde etmislerdir.

2.3. Nefes Analizi

Nefes analizi metodu kullanilarak ¢ok cesitli hastaliklar teshis edilebilmistir.
Astim, kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) (Paredi vd., 2000), OUAS
hastalarinda (Olopade vd. 1997) ve pnémoni (Schubert vd., 1998)
hastalarinda, yliksek seviyelerde hidrokarbonlara (6rnegin, pentan ve etan)
rastlanmistir (Paredi vd., 2000). Akciger hastaliklar1 arastirilirken
hidrokarbonlar disinda, nitrik oksit (NO) de incelenmistir (Folke vd., 2003;
Pijnenburg ve De Jongste 2008). Akciger nakli yapilan hastalarin nefes

konsantrasyonlarinda NO’ya rastlanmistir.

Phillips vd. (2003)'nin yaptiklar1 calismalarda nefeste C4'den C1o'a kadar olan
alkan ve monometil alkanlarin oksidatif stres ile ortaya ¢iktigini bildirmisler
ve bu UOB’lerin, histolojik olan akciger-kanser hastalarinda belirleyici

biyoisaret oldugunu belirtmislerdir. Moretti vd. (2004), oksidatif stres kan
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lire ve nefes analizi ile 6lgiilebilir oldugunu belirtmislerdir. Oksidatif stresin

0l¢limi i¢cin biyoisaretler lizerinde calismalar yapilmistir.

Serbest oksijen radikalleri zarda bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerini
okside ederek alkanlara (6rnegin etan, pentan] ¢cevirmekte ve bunlar da UOB
olarak nefes ile disar1 verilmektedir. Ayrica nefeste bulunan H20:
konsantrasyon orani oksidatif stres belirleyici olarak kullanilmaktadir (Lases

vd., 2000; Kostikas vd., 2003)
Karbonhidratlarin bakteri metabolizmasi sonucu ac¢iga ¢ikan H: portal
dolasima katilmasinin ardindan nefes ile disar1 atilir (Perman 1991; Bauer

vd., 2000).

Genel olarak yapilan nefes analizleri ve sonuglar1 Cizelge 2.1. de verilmistir.



Cizelge 2.1. Nefes molekiilleri ile hastaliklar arasindaki iligki

Molekiil Nefeste Buluan Miktar Hastaligi Yontem Referans
Aseton 148- 2744 ppb arasinda Diyabet GC/MS, (Ligor vd., 2009;
(Turner vd., 2006) SIFT/MS McCurdy vd., 2007)
Dekarboksilasyon (Risby ve Solga 2006)
Ketonomiya, Diyabet (Buszewski vd., 2007)
Lipid Peroksidasyon, Akciger (C. Wang ve Sahay
Kanseri, Diyabet, Diyet, Yag Kaybi, 2009)
Konjestif Kalp Yetmezligi, Sinirsel
Nobet.
Amonyak 833 ppb (Buszewski vd., 2007) Protein Metabolizmasi ile iligkili. PAS, TDLAS, (Risby ve Solga 2006)
100 ppm (Goodman ve Patel, Bobrek Hastaliklari, Astim, OFC-CEAS (Kearney vd., 2002;
2001) Helikobakter-Pyroli, Ag1z Boslugu (Optik frekans | Smith vd., 2008; C.
1 ppm ( Rotter, vd., 1987) Hastaligi taragi-Kavite ile | Wang ve Sahay 2009)
50 ppb (Manne, vd., 2006) Bobrek Bozuklugu gelistirilmis (Buszewski vd., 2007)
0-2 ppm (Woijtas, vd., 2012) " sogurma
29 -688 ppb (Hibbard ve Killard, Bobrek Hastaliklari, Astim spektroskopisi) (C. Wang ve Sahay
2011) 2009)
Karbonmonoksit | 1-68 ppm Anti-enflamatuvar etkiler OFC-CEAS, (Ligor vd., 2009)
(Cunnington ve Hormbrey 2002) Yenidogan Sarilig1. TDLAS (Risby ve Solga 2006)
900 ppb . PAS, CRDS, :
(Thorpe vd., 2008) Oksidatif Stres CALOS(Kavite (Paredi vd., 1999)
0.5 ppm Karnografi tanisi s1zintisi (Ligor vd., 2009)
(Moskalenko vd., 1996; P. S. Lee, Oksidatif Stres spektroskopisi), | (C. Wang ve Sahay
vd., 1991) ICOS. 2009)

Oksiyen reaksiyonu yan uiriinii

(Minh vd., 2012)
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Molekiil Nefeste Buluan Miktar Hastaligi Yontem Referans
Karbondioksit %5 (Kosterev vd., 2001) Karnografi QEPAS, PAS, (Ligor vd., 2009; C.
CRDS, TDLAS, Wang ve Sahay 2009;
Oksidatif Stres CALOS, ICOS. Minh, vd., 2012)
Etan 0-10 ppm Oksidatif Stres PAS, OA-ICOS, (J. K. Schubert vd.,
(Woijtas vd., 2012) TDLAS,CALOS, | 2004)
270 ppt (Buszewski vd., 2007)
(Miirtz vd., 2006) Astim, Obstriiktif Akciger Hastaligi, (Olopade vd., 1997;
Pnomoni, Obstriiktif Uyku Apnesi Paredi vd., 2000; ].
Schubert vd., 1998)
Lipid Peroksidasyon (Wojtas vd., 2012a)
E Vitamini Eksikligi, Lipid (C. Wang ve Sahay
Peroksidasyon, Oksidatif Stres 2009)
V3 ve Vg Yag Asitlerinin Oksidasyonu (Miekisch vd., 2004)
Etilen 11-30ppb (Cernat vd., 2010) Lipid Peroksidasyonu, Derinin PAS (C. Wang ve Sahay
Ultraviyole Radyasyona maruz 2009)
kalarak hasar gormesi
Nitrik Oksit 80 ile 100 ppb arasinda Astim ve hava yolu iltihabi igeren ICOS, TDLAS, (Ligor vd., 2009)
(Fleischer vd., 2002) diger hastaliklar CEAS, CRDS,
2 ppb CALOS

(Namjou vd., 2006),

3 ppb (200 sec) (Menzel vd.,
2001), 0.7 ppb

(Kosterev vd., 2001a), 1.5 ppb (4
sec)

(Roller vd., 2002)

10-50 ppm

(Heinrich vd., 2009)

Obstriiktif Akciger Hastaligi, Akciger
Homogreft Disfonksiyonu, Akciger
Nakli.

(Dupont vd., 2003;
Hillas vd., 2009; Bessa
vd., 2008)
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2.3.1. OUAS Hastalarinda Nefes Analizi

Verilen nefesin yogunlastirilmasi (EBC) metodu ile OUAS teshisi konulan
hastalarin nefesinin incelenmesi ve serumuna bakilmasi sonucunda her ikisinde
de gecerli olmak tizere IL-6, TNF-a ve 8-isoprostane ile dogru orantili olarak, IL-
10 ile ters orantili olarak gelistigi ve uyku sirasinda hizli degisimlerin oldugu
gozlemlenmistir (Arnardottir vd., 2009; Carpagnano vd., 2003; Y. Li vd., 2008;
Loubaki vd., 2008; Vgontzas vd., 2005). Malakasioti vd. (2012), OUAS hastasi
olan ¢ocuklarda yaptiklar1 calismada sabah uyku sonrasinda nefeslerinde H20>

konsantrasyonun yiliksek oldugunu géstermislerdir (Malakasioti vd., 2012).

Yapilan diger bir calismada kontrol grubu ve OUAS hastalarinin nefesleri
incelendiginde uyku sonrasi nefesinde pentan ve NO’ya bakildiginda OUAS
hastalarinin nefeslerinde uyku sonrasi nefesinde arttigi, kontrol grubunda ciddi
bir degisimin olmadig1 gozlemlenmistir. Cysteine OUAS hastaliginda belirleyici
bir faktérdiir (Cintra vd. 2011). OUAS i¢in en 6nemli molekiil NO olarak
gorulmekte ve hastalikla ilgili en ¢ok arastirma yapilan molekiillerden biridir

(Mazzatenta vd., 2013).

OUAS hastalar: ile yapilan bir calismada hasta iliresinde 15-F2t-isoprostane
seviyesinin yliksek oldugu gorilmiis, nefesteki miktarina bakilmamistir

(Monneret vd., 2010).

Nefesle disar1 verilen UOB’ler ve OUAS monoksitleri ile ilgili calismalarin

sonuclari Bikov vd. (2016), tarafindan derleme makalesinde 6zetlenmistir.

Ayrica pediatrik OUAS hastalar1 ve kontrol olgular1 arasindaki nefesle disari
verilen biyoisaret arastirma numunesinin analizi, bir elektronik burun ile

yapilan 6lctimlere dayali olarak rapor edilmistir (Benedek vd., 2013).

Lokotrien B4 (Lefebvre vd., 2008) timor nekroz faktori-a (Y. Li vd., 2009) ve
interlokin-6 (Carpagnano vd., 2002) gibi OUAS hastalarinin nefeslerinde bazi
biyoisaretleri degerlendirilmistir. Ayrica, nitrik oksit (Olopade vd. 1997;
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Petrosyan vd., 2008) karbon monoksit (Petrosyan vd., 2008) etan ve pentan
(Olopade vd., 1997) gibi UOB seviyelerinin, uyku o6ncesi, sonrasi ve saglkl
kontrol grubuyla kiyaslandiginda, OUAS hastalarinda daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Bu nedenle, bu bilesenlerin, OUAS icin potansiyel biyoisaretler
oldugu one siirtilmustiir. Fakat OUAS hastalarinda nefeste bulunan UOB’ler ile
ilgili diger c¢alismalar tutarsiz sonuglar sunmustur. OUAS hastalarinin
nefeslerinde nitrik oksit diizeylerinde bir artis bulan Olopade vd. (1997),
yaptiklar1 calismanin aksine, Foresi vd. (2007), OUAS hastalarinda alveoler
nitrik oksit konsantrasyonlarinin kontrol grubuna goére anlamli derecede daha
diisiik oldugunu bulmustur. Bu nedenle bugiine kadar yayinlanan sonuglar su
anki klinik uygulamalar icin uygun ya da yeterli degildir. Birka¢ solunum
bozuklugunun fizyopatolojisini daha iyi anlamak ve klinik uygulama i¢in ilgili
faktorlerin yeterli validasyonunu saglamak icin bu alanda daha fazla

arastirmaya ihtiya¢ oldugu agikca goriilmektedir.

2.3.2. Norolojik Hastaliklarin Teshisinde Nefes Analizi

Bugiine kadar noérolojik hastaliklarin nefes analizi ile ilgili cok sayida calisma
yapilmamistir. Norolojik hastaliklarda oksidatif stres ve lipid peroksidasyon
etkisine bir¢ok calismada yer verilmistir (Patel, 2004; Waldbaum, 2010; Devi
vd., 2008; Baron vd., 2007; Gao vd., 2007; Demirci, 2013). Nefeste a¢iga ¢ikan
hekzanal molekiilii lipid peroksidasyon metabolizmasi ile nefeste aciga
cikabilmektedir (Dillard ve Tappel 1989; Esterbauer vd., 1991; Kinter 1995;
Orhan 2007; Pryor vd. 1991). Norolojik hastaliklarda lipid peroksidasyon

nefeste a¢iga cikan hekzanal molekilii ile arastirilarak incelenmistir.

2.3.2.1. Epilepsi ve epilepsi hastaliginda kullanilan ila¢lar

Bildigimiz kadar1 ile su ana kadar epilepsi hastalarmin nefesleri, hastalikla ilgili
biyoisaret aramak i¢in incelenmemistir. Yalniz VPA kulllanan epilepsi hastalarinin
nefesleri Erhart vd. (2009), tarafindan incelenmistir. Erhart vd. (2009), 3-
Heptanone’u analiz ederek kanda bulunan VPA miktarinin nefesten tayin

edilebilecegini gostermislerdir. Bu tez ¢alismasinda kanda bulunan VPA miktari
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ile nefeste bulunan amonyak miktar: iligkilendirilmeye c¢alisiimistir. Valproik
asit kullanan hastalarin kanlarinda amonyak miktarinin ytiksek olduguna dair
cok sayida makale bulunmaktadir (Carr ve Shrewsbury 2007; Coulter ve Allen
1981; Murphy 1982; Ohtani vd., 1982; Rawat vd., 1981). Yalniz yayinlanan
kaynaklara bakildig1 kadar ile su ana kadar hastalarin nefeslerindeki amonyak

miktar1 incelenmemistir.

Nefeste amonyak miktarinin 6lgiilmesi icin, daha 6nce yapilan ¢alismalarda,
nano yapili a-MoOs’ten olusan kemosansitif bir gaz sensori gelistirilmistir. Bu
calisma nefesteki NHs'lin analizi icin umut vadetmektedir. Sensor aseton, NO ve
CO’ya kars1 NHs seciciligi gostermis ve nefesteki NH3 konsantrasyonunu %90
bagill nem kosullarinda 400 ppb’ye kadar dogru bir sekilde tespit etmistir.
Spacek vd. (2015), 10 saghkl ve 10 sirozlu katilimcinin kanindaki amonyak
molekiilii ile nefeslerinde bulunan amonyak molekiil miktarin1 kuartz destekli
fotoakustik spektroskopi yoluyla gercek zamanl olarak 6lgmiislerdir. Diger bir
calismada Ogimoto vd. (2015), kuartz kristal mikrobalans sensorlerini liretmis
ve sensoOrlerin insan nefesindeki amonyak molekiilii patolojik seviyelerde
Olctllebilecegini gostermistir (3 ppm’den fazla). Owen ve Farooq (2014), sekiz
saglikli kisinin nefesindeki amonyak molekiil seviyesini 100-350 ppb arasi
olarak bulduklarini ve kronik bobrek hastaligi teshisi konulan tli¢ hastadaki
seviyelerinin 1000-4500 ppb arasi olarak bulduklarini belirtmislerdir. Schmidt
vd. (2013), amonyak molekiilii konsantrasyonlarini ticari olarak satilan kavite
dongi (Cavity Ringdown Spectroscopy) spektrometresi kullanarak on-line
olarak oOl¢miisler ve degerleri 396 ile 2133 ppb araliginda saptamislardir.
Hibbard ve Killard (2011), yine ticari olarak satilabilen, bir fotoakustik lazer
amonyak analizor kullanarak saglikli bir popiilasyonun (n=30) nefeslerindeki
amonyak molekiil seviyelerini gercek zamanl olarak 6l¢gmisler ve 29 ile 688
ppb arasi olan nefesteki amonyak molekiilt seviyelerinin ortalamasini 265 ppb
olarak belirlemislerdir. Nefeste bulunan amonyak molekiil seviyeleri ile yas,
cinsiyet, viicut kiitle endeksi (BMI) ve nefesteki karbon dioksit seviyeleri

arasinda bir korelasyon bulunmamaistir.
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Bu tez calismasinda farkh ilaglar kullanan epilepsi hastalarinin nefeslerinde

bulunan hekzanal molekiil miktarlar1 ayrica incelenmistir.

Epilepsi olan kisilerde oksidatif stres ve lipid peroksidasyon yiiksek olarak
gorildigiine dair c¢alismalar yapilmistir (Deepa vd.,, 2008). Ayrica,
epileptogenez ve uzun siireli antiepileptik ila¢ kullanimi oksidatif strese yol
acarak noronal hasara neden olduguna dair ¢alismalar yapilmistir (Duncan ve

Thompson 2003; Sudha vd., 2001).

VPA igeren ilaglarin lipid peroksidasyonu artirdig1 yoniinde g¢alismalar
mevcuttur (Martinez-Ballesteros vd., 2003). Yis (2008)’in yaptig1 calismada VPA
tedavisi alan hastalarda tedavi oncesi gruba gore lipid peroksidasyonunun
arttigini ama kontrol grubu ile aralarinda anlamh fark olmadigini bulmuslardir.
VPA tedavisi alan hastalar ile kontrol grubu arasinda lipid peroksidasyonu
acisindan fark olmamasi bunun kabul edilebilir sinirlar icinde oldugu kanisina
varmislardir (Yis, 2008). VPA’'nin ayrica kilo alimina neden oldugu goésterilmistir
(Biton, 2003). Verrotti vd.,. (2008)’in yaptiklar1 ¢calismada 31 epileptik ¢ocugun
VPA ilacina baslamalarindan 1 yil sonrasina kadar takip etmislerdir. 1 yil
sonrasinda 11 epileptik cocukta obezite gerceklesmis ve sadece bu ¢ocuklarda
oksidatif stres artmistir (Verrotti vd., 2008). LM] nin lipid peroksidasyon ve
oksidatif stres tlizerindeki etkileri konusundaki calismalar farklidir. LM]J'nin
oksidatif strese bir etkisinin olmadigini belirten ¢alismalarin yani sira (Agarwal
vd., 2011; Arora vd., 2010), hayvanlar lzerinde yapilan ¢alismalarda LM] nin
antioksidan etki gosterebilecegini (Eren vd. 2007; Kamal 2013) ve LM] nin
oksidatif stresi artirabilecegine dair farkli calismalar sunulmustur (Abelaira vd.,
2013). Stettner vd., (2011), LEV’in antioksidan olarak koruyucu olmasi bir ¢ok

calismada gosterilmistir.

2.3.2.2. Multiple skleroz (MS)

MS hastalarinin nefes analizi hakkinda ¢ok fazla calisma yapilmamistir. Yalnizca

2011 yilinda yapilan ¢alismada 37 MS hastasindan ve 14 saglikli goniilliiden
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alinan nefes ornekleri incelendiginde hekzanal ve 5-metil-undekan MS

hastalarinin nefesinde daha fazla ¢iktig1 goriilmiistir (Ionescu vd., 2011).

2.3.2.3. Parkinson

Diger norolojik hastaliklarda da oldugu gibi Parkinson hastaliginin teghisi
amacgh cok fazla calisma yapilmamistir. Sadece Tisch vd. (2013), yaptiklarn
calismada 30 adet Parkinson hastasindan ve 12 adet saglikli kisiden aldiklar
nefesleri incelemisler ve arastirllan 25 adet molekiiliin (Stiren, 1-metil-2-(1-
metil-etil)-benzen, 4-metiloktan, 2,6,10-trimetildodesan, 3,7-dimetildekan,
butilat hidroksitoluen, 2,4-dimetil-1-hepten, 2, 3-dimetilheptan, Propil-benzen,
2,2,4,6,6-pentametilheptan, 2,5,6-trimetiloktan, 5-etil-2-metiloktan, 2,6,10,14-
tetrametilheksilheksandekan, 3,7- dimetil-propanoat (E)-2,6-oktadien-1-ol,
2,3,5-trimetilheksan, (1-metiletil) benzen, (1-metilpropil) siklooktan, 2,2-
dimetilpropanoik asit, 2-etilheksil tetradesil ester, oksalik asit, 2-biitil-1-
oktanol, dodekan, 1-kloro-nonadekan, 3-etil-2,2-dimetilpentan, 1,1-oksibis
oktan) saglikli insanlarla, Alzeimer hastalarin1 ve Parkinson hastalarini ayirt

edici olarak kullanilabilecegi bulgusuna varmislardir (Tisch vd., 2013).
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3. MATERYAL YONTEM

Bu boélimde nefes analizinin daha kapsamli yorumlanabilmesi i¢cin solunum
fizyolojisine yer verilmistir. Ayrica lazer sistem gelistirme 6n bilgisi i¢in, lazerin
calisma prensibinden bahsedilerek, lazer frekansinin kararlastirma yontemleri
hakkinda 6zet bilgilere yer verilmistir. Son olarak nefes analizinde kullanilan
yontemler anlatilmis, kurdugumuz sistem olan OA-CEAS sistemi

detaylandirilmistur.

3.1. Solunum Fizyolojisi

Solunum bir ¢ok organin koordineli olarak ¢alismasini gerektiren karmasik bir
olaydir. Viicut fonksiyonlar1 icin gerekli oksijenin havadan alinip, viicuttan
disar1 atilmasi gereken karbondioksitin uzaklastirilmasi solunumun temel
gorevi olmasina Kkarsin, viicutta gerceklesen metabolizmalar sonucu farkl
molekiiller nefes yolu ile disar1 atilabilmektedir. Ortalama olarak insan nefes
havasinda, %78.6 nitrojen, %16 oksijen, %4.5 karbondioksit ve %0.9 oraninda
asal gaz ve UOB bulunmaktadir (Tortora ve Derrickson, 2008). Cok sayida
yapilan nefes analizi ¢alismalar1 hastaliklarin nefeste bulunan gazlarin farkl
oranlarda degisiklige sebep olduguna ve farkli UOB’lerin nefes havasinda a¢iga
cikabildigini gostermislerdir (Wang ve Sahay 2009; Risby vd., 2006; Ligor vd.,
2009).

Insan viicudu 24 saatte yaklasik 300 litre, dakikada 1/4 litre oksijene ihtiyac
duyar. Kandaki bulunan oksijenin %2’si plazmada, %98’i alyuvarda olur

(Hatiboglu, 1984).
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Solunum sistemi iki bolimde incelenir;

a) Ust solunum yollari: Gégiis boslugunun disinda kalan kisim olup;
e burun,
e farinks (yutak),
¢ larinks (girtlak) den

ibarettir.

b) Alt solunum yollar: : G6giis kafesi icinde kalan kismi olusturur.
Bu yol ise nefes borusunun alt boliimii

e trakea,

e bronslar,

e bronsiyollerden

olusur.

Solunum sisteminin bes ana fonksiyonu;

a) Akciger ventilasyonu ile atmosfer ve alveoller arasinda havanin giris
cikisinin saglanmasi

b) Viicudun hidrojen iyon konsantrasyonunun diizenlenmesi (hidrojen
konsantrasyonu akciger ve bobrekler olmak tizere iki organ tarafindan
saglanir),

c) Oksijen ve karbondioksitin alveoller ve kan arasinda diftizyonu,

d) Dokular kan, viicut sivilar1 arasinda oksijen ve karbondioksitin tasinmasi,

e) Ventilasyonun diizenlenmesi,

seklinde siralanabilir.

Oksijen, karbondioksit ve hidrojen iyon konsantrasyonlarinin uygun diizeyde
olmasi icin solunum sistemi kimyasal reseptorler ile ortak g¢alisir. Solunumun
kontrolii noral ve kimyasal sistem tarafindan saglanir. Noral sistem, solunumun

derinlik ve ritminin koordineli siirdiiriillimesinden sorumludur. Kimyasal
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sistem ise dakikadaki ventilasyon miktarindan sorumludur. Dakikadaki
ventilasyon kan gazlari ile degerlendirilir. Kandaki karbondioksit ve hidrojen
iyonlarinin konsantrasyonu dakikalik ventilasyonu belirlerken, arteriyel kan
gaz1 degerleri yasa gore farklilik gosterebilir (Koylii, 2014). Saglikh kisilerin

nefesinde bulunan molekiil miktarlar: Cizelge 3.1'de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Saglikl kisilerin nefesinde bulunan molekiil miktarlar1 (Berden vd.,

2000).
Nefeste Bulunan Molekiil Ortalama Nefeste
Bulunana Miktar
Metan (CH4) 1-10 ppm
Etan (C2Hs) 0-10 ppm
Pentan (CsH12) 0-10 ppm
Nitrik Oksit (NO) 1-20 ppm
Karbon Monoksit (CO) 1-5 ppm
Karbonil Siilfit (OCS) 0-10 ppb
Azot Oksit (N20) 5-50 ppb
Izopren(CsHs) 50-200 ppb
Amonyak (NH3) 0.5-2 ppm
Aseton ((CH3)2C0) 0.1-1ppm

Akciger hacmi ise solunum boyunca degismektedir. Dort temel hacim

tanimlanmistir.

Tidal Voliim (Vt): Normal bir nefes alip verme sirasindaki nefes hacmidir.
Yaklasik 500 mL'dir.
inspiratuvar Rezerv Voliim (IRV): Cok derin nefes alirken, tidal voliimiin
lizerine alinabilecek ekstra hava miktaridir. Inspirasyon yedek hacmidir.
Yaklasik 3000 mL’dir.
Ekspirasyon Rezerv Volim (ERV): Normal bir ekspirasyon sonrasi,

cikarilabilecek maksimum hava hacmidir. Yaklasik 1100 mL'dir.
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Residiiel Voliim (RV): Maksimum ekspirasyondan akcigerlerde kalan havanin

hacmidir. Yaklasik 1200 mL’dir (Hall, 2015; Ackermann, 2002).

Akcigerlerde dort adet kapasite tanimlanmistir;

inspiratuvar Kapasite (IC): Tidal voliim ve inspiratuvar rezerv voliimiin
toplamidir. 3500mL’dir.

Fonksiyonel Rezidiiel Kapasite (FRC): Tidal volim disar1 verildikten sonra
akcigerde kalan havadir. 2300 mL’dir.

Vital Kapasite (VC): Tidal voliim, ekspiratuvar rezerv voliim ve inspiratuvar
rezerv voliimiin toplamidir. Zorlu bir nefes vermeden sonra alinabilecek
maksimum hava hacmidir. Vital kapasite spirometre ile dl¢iilen en biiyiik hava
hacmidir ve klinikte cok 6nemlidir. 4600mL'’dir.

Total Akciger Kapasitesi (TLC) : Insipiratuvar rezerv voliim, tidal voliim,
ekspiratuvar rezerv voliim ve rezidiiel kapasitenin toplamidir. Maksimum nefes
alma sonrasi akcigerlerdeki hava miktaridir. Rezidiiel volim icerdigi icin
spirometre ile 6l¢iilemez. 5800 mL’'dir(Wanger vd., 2005; Hall 2015; Costanzo,
2006).

Akcigerde kapasiteler Sekil 3.1’de gosterilmistir.

TLC

Y. A y

Sekil 3.1. Akciger kapasitesi (Wanger vd., 2005)

RV/TLC orani akciger hastaliklarinin ayirt edilmesinde kullanilir. Hasta olmayan
kisilerde oran 0.25’ten kiiciiktiir. TLC sabit iken RV’'deki artis nedeniyle RV/TLC
oraninin yiikselmesi hava yolu tikanikhig: ile iliskilidir. Bu durum obstriiktif

akciger hastalarinda gortliir. Obstriiktif hastalarda vital kapasite azalmis veya
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normaldir. Bu hastalarda bronsiyoller daralir. Bu daralmadan dolay1 hava

akimina kars1 direng artar. Nefes verme zorlasir ve gii¢lesir (Koylu, 2014).

Gaz degisiminin gerceklesmedigi akciger alanlarindaki havaya 6li bosluk denir.
Olii bosluk anatomik ve alveoler olmak iizere iki béliimdiir. Anatomik o6li
bosluk, solunuma katilmayan iletim yollarindan (alveol ve terminal bronsiyoller
dis1) olusur. Alveoler o6lii bosluk ise perflize olmayan alveollerden olusur.
Anatomik ve alveoler 6lii boslugun tamamu fizyolojik 6lii boslugu olusturur. Olii
bosluk/tidal volim orani (0.3 yaklasik olarak 150ml/500ml) yasam boyu
sabittir. Alveoler 61l bosluk hacminin, hastaliklar hari¢, minimal oldugu bilinir.
Olii boslugun artmasi patolojik bir durumdur (Severinghaus ve Stupfel, 1957;
Costanzo, 2006).

Normal sartlarda soludugumuz hava bir gaz karisimidir. Azot, oksijen,
karbondioksit ve su buhari icerir. Nefes verirken Sekil 3.2’de gosterildigi gibi
belli bir siire azot ve CO2 miktar1 degismez bu bolim 6li boslugun 6élg¢tilmesi i¢in

kullanilan yontemlerden biridir (Aydin ve Aydinalp, 1986).

CO2 konsantrasyonu

Verilen CO2 miktan
IS

N
L]
Saf CO2 inspirasyonu

>

100 200 300 400 500

Akcigerlerden
verilen nefes havasi
ml

Sekil 3.2. Nefes verirken COz konsantrasyon grafigi (Dassow vd., 2013)

Olii bosluk ayrica (3.1) ile hesaplanabilir.

Paco, PEco
V(")B - VT X —2 2 (31)
PAc02
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Vs, Fizyolojik 6li bosluk (mL); V;, Tidal hacim (mL); PAcoz' alveoler CO2 nin
alveoler gaz basinci (mmHg), PECO2 ekspire edilen havada bulunan CO; basinci

(mmHg) dir (Costanzo, 2006).
3.2. Lazerin Calisma ilkesi

Lazerler (Light Amplificaiton by Stimulated Emission of Radiation), tip
biliminde oldukg¢a yaygin kullanilan bir daldir. Lazer 151k dalgalar1 hem uzaysal
hem de zamansal uyuma sahiptirler. Lazer, uzun mesafelere aktarilabilir. Dar
spektral genislige ve yliksek siddete sahiptirler. Lazerlerin kisa atimlar

tiretebilme imkani vardir (Silfvast, 2004).

Isik, hem dalga hem de tanecik 6zelligi gostermektedir. Dalga optiginde, 151k
transversal elektromanyetik dalga olarak tanimlanmistir. Dalgaboyu (1),
frekans (f) ile ters orantili olup 1s181n hiz1 (¢) ile dogru orantilidir. Vakumda 1s1k

hiz1 ¢=2,998x108 m/sn dir. Dalgaboyu arttik¢a frekans azalir (3.2).
c= AXf (3.2)

Atomlar veya molekiiller E1, E2, E3, ... vs. kuantumlanmis enerji seviyelerine
sahiptirler. Bu durumlardan enerji bantlar1 olusmustur. Tim atomlar
(molekiiller), pertiirbe edilmemis durumda en diistik enerjisi E1’de bulunurlar.
Eger uygun frekansta (f;;) 1s1k bir atom tizerine diiser ise, atom bir iist enerji
seviyesi E2 ye gecmek icin iki enerji seviyesi arasindaki farki isiktan enerji
cekilerek karsilanmasi gerekmektedir. Boylelikle foton bir iist seviyeye ulasir ve

sogurma gerceklesmis olur (3.3).
E2 — E1 = hf}, (3.3)

Uyarilmis durumdaki atomlar belirli zaman sonra tekrar temel duruma gecerler
ve bu duruma gecis sirasinda 151k rastgele sacilir. Ust enerji seviyesinde bulunan
elektron daha diisiik bir enerji durmuna gider ve bir foton emisyon edilir. Bu

sire¢ spontan emisyon olarak adlandirilir. Eger uyarilmis durumda bulunan
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foton st seviyeden alt enerji seviyesine diiserken, atom tiizerine tekrar foton
gonderilirse, stimiile edilmis emisyon gerceklesir. Fotonlar ayni fazda ayni dalga
boyunda ve ayni1 yonlii olmak tizere yayilirlar ve gelen 151k gliclendirilmis olarak

ilerler (Sekil 3.3) (Eichler ve Eichler, 2015).

h:Planck sabiti = 6,626. 10-34 Js.

E2 E2 E2
) VE VAVAV
® E1 ® E1 @ E1
Sogurma Spontan Emisyon Uyarilmis Emisyon

Sekil 3.3. Sogurma, b. Spontan emisyon, ¢. Uyarilmig emisyon (Lazerin olusumu)
(Cunyun, 2004)

Lazerlerin olusumu i¢in ti¢ kisim gereklidir;

1. AKktif Ortam: Bir dis enerji kaynagindan yapilan etkiyle elektronlar1 daha
yiksek bir enerji diizeyine uyarilabilecek olan atomlardan olusan
mekanizmadir. Kat1 kristaller, gazlar, camlar, boyali sivilar veya yar

iletkenlerden de olusabilir.

2. Uyarma Mekanizmasi: Bu mekanizma "aktif ortama" enerji temin etmek
icin kullanilir. Uyarma mekanizmasi kimyasal, elektriksel, optik olabilir

veya bunlarin kombinasyonlarini icerebilir.

3. Rezanator: Genellikle miikemmel yansitici ayna ve yar1 saydam aynayi
icerir. Rezanator igerisinde aynalar ile lazer giiclendirilir ve yar1 saydam

aynadan lazer 15181 alinabilir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Lazer olusumu i¢in optik rezonator (Eichler ve Eichler, 2015).

Isigin giiclendirilmesi ve lazer etkinligi eger foton popiilasyon sayilarinda bir
tersinme var ise (N2>N1; N list seviyede bulunan foton sayisi, N alt seviyede
bulunan foton sayisi) gerceklesir. Bu tersinmenin elde edilmesi icin farkli
pompalama mekanizmalari kullanilir. Kimyasal, optik ve elektriksel pompalama
mekanizmalar1 kullanilmaktadir. Yar1 iletken lazerlerin biiytik bir kismi elektrik

akimi ile pompalanirlar (Paschotta, 2008).

3.3.Lazer Frekansinin Kararhilastirilmasi

Hassas sistemler icin lazer frekansinin sabitlenmesi ve sonrasinda lazerin ¢izgi
genisliginin daraltilmasi i¢in frekansin 6l¢iilmesi ve frekans dalgalanmalarinin

belirlenmesi gerekmektedir ve boylece gerekli diizeltmeler yapilabilir.

Lazer ile yapilan calismalarda dogruluk faktoriiniin artirilmasindaki en énemli

etmenlerden biri, frekans kararliligi saglamaktir. Bu alanda ti¢ madde 6nemlidir;

e Lazer frekansinin ol¢iilmesi
e C(izgi genisligi

e Frekans kaymasi.

Frekans kaymas1 ile cizgi genisligi arasindaki iliski 6l¢lim yapilan zaman
araligina gore degisebilmektedir. Hizli etmenler diyebilecegimiz lazer akim
glriltisi, titresimler ve akustik giriiltiler c¢izgi genisligi lizerinde binerken,

sicaklik ve hava basincl frekans kaymalarina sebep olur.
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Frekans dalgalanmalarinin engellenmesi yontemlerinden biri dalga boyu segici
geri beslemedir. Bu yontemle ¢izgi genisligi megahertz (MHz) diizeylerinde olan
lazer 1sininin MHz/10s veya gigaherts (GHz) diizeyinde kaymalar1 seklinde
sonuglara erisilebilir. Lazer kilitleme yontemi kilohertz (kHz) veya hertz (Hz)

mertebelerine kadar olan lazerlerde bu kaymalar ortadan kaldirilabilir.

Lazer ¢izgi genisligi, lazerin spektrumda giirtiltiiden ne kadar elimine oldugunu
ifade eder ve genellikle uzun bir interferometre gecikmesi kullanilarak referans
lazer kaynagi ile birlikte heterodin atis1 ya da self homodin/heterodin
interferometresi araciligiyla olgiilir. Cizgi genisligi bilgisi, lazer frekans giirtilti
bilesenlerine iliskin ¢ok az bilgi saglamaktadir. Heterodin ya da self-
homodin/heterodin interferometresi gibi tekniklerle elde edilen ¢izgi genisligi
Olctimleri ile karsilastirildiginda, frekans spektral giic yogunlugu, lazer giiriilti

bilesenleri hakkinda daha detayl bilgi vermektedir.

Literatiirde, kHz cizgi genisligine ve Hz cizgi genisligine sahip harici kaviteli
diyot lazerler mevcuttur. Bu sistemler, PDH teknigi gibi karmasik sabitleme
yontemi ve sabit referans kaynagi olarak FPI gerektirmektedir. Diyot
lazerlerinin frekans dalgalanmalari ve giiriiltii olusumunun sebepleri Sekil 3.5’te

verilmistir.

Hava basinci ve nem

Hava basinci ve nem

Piezo kaymasi

Sicakhik
kontrolii

Akustik girulti ve
titresimler

Lazer akim gurultusu

1ps 100 ps 10 ms 1s 100s 10 ks 1Ms

Zaman Araligi

Sekil 3.5. Diyot lazerlerin frekans dalgalanmalari i¢in ana sebepler (Neuhaus,
2016)
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Lazerin frekans), ¢izgi genisligi ve frekans kaymasi arasindaki baglanti
onemlidir. Eger bir lazerin ¢izgi genisligi ol¢iiliirse, 6l¢lim zamani 6nemlidir.
Lazer frekans olglimleri icin tipik zaman c¢izelgeleri mikrosaniye ve saniye
arasinda degisir. Frekans kaymasi ile ¢izgi genisligi arasindaki iliski, 6l¢iimiin
zaman Olcegine baghdir. Genellikle lazer akimi giiriiltiisi, titresimler ve akustik
giurulti gibi daha hizli islemler ¢izgi genisligine eklenirken, sicaklik ve hava
basina degisiklikleri frekans kaymasina neden olur. Ol¢iim kisa zaman
Olceklerinde (us, yani ¢ok hizli bir sekilde) yapilirsa, akustik giirilti ve
titresimler cizgi genisligi 6lciimiinde gosterilmez, ancak ardisik o6l¢limlerin
degisimine katkida bulunur. Bu nedenle ¢izgi genisligi, yalnizca ilgili bir zaman
Olceginde anlamlidir. Ana guriltii kaynaklari, ¢izgi genisligine ve frekans

kaymasina katkida bulunan kaynaklardir.

3.4.Nefes Analizinde Kullanilan Yontemler

Nefes analizi icin yontemler, optik ve analitik olmak tizere iki temel bashk

altinda toplanmustir.

3.4.1. Optik yontemler

Nefes analizleri, optik olarak lazer spektrometre ile gerceklestirilmektedir.
Lazerde pozitif geri besleme, bir c¢ift aynanin arasina kazang¢ ortaminin
yerlestirilmesi ile optiksel rezonator olusturacak sekilde saglanir. Lazer 15181
ortam boyunca ilerlerken siddetlendirilir ve aynalardan geri beslenir. ECL’de
optik geri besleme icin genellikle optik kirinim ag1 ayna ve mercekler kullanilir.
Kazan¢ degerinde harici optik elemanlarin etkisini arttirmak amaciyla, i¢
geribeslemede genellikle kiiciik oranda yansiticilikta ayna kullanilmasi tercih
edilir (R<%1). Biiylk oranda dis kaviteye ulasan lazer kavitede gii¢lendirilir.
Lazer aynalar fotonlar tutarak, yeniden lazer ortamina sokulmasini saglarlar.
Bir taraftaki aynanin kismen gecirgen olmasi ile, fotonlarin bir kismi disari

salinir ve lazer demetini olustururlar.

26



Farkli dalga boyu araliklarina ulasmak i¢in farkl diyot lazerleri kullanilabilir.
Ornegin, InGaAsP/InP (900 nm ile 1.6 pm arasinda), InGaAsP/InAsP (1.6 um ile
2.2 ym arasinda vb.) Bu lazer sistemlerinin dalga boylar1 sicaklik degisimi ile

veya lazere verilen akimin degistirilmesi ile degistirilebilir (Duarte, 1996).

Kiiciik molekiil saptanmasi sirasinda, daha hassas yontemler secilmelidir. Ayrica
basincin disiirilmesi gerekir. Bu sekilde molekiil ¢arpismalar1 azaltilir ve

sogurma ¢izgisi daha net olarak bilinebilir (Sekil 3.6).

P=1.0 atm
P=0.6 atm
P=0.2 atm
P=0.1 atm

Sekil 3.6. Sogurmanin basinca gore degisimi (Kosterev vd., 2001)

Ayrica lazerin gaz hiicresi icerisinde uzun yol almasi ile hassasiyetlik
artirilabilir. Sogurma icin ilk gereksinim temel sogurma bandinin se¢ilmesidir.
Uzun yol alan sistemin kurulmasinda ¢oklu gecirgen (multi-pass) hiicreler veya
kavite artirma teknikleri kullanilmalidir. Lazer sogurma spektrometrelerinde
verimi artirmanin bir diger yolu ise, sogurma ortaminda 15181n gectigi yolu
artirmaktir. Bu yolu artirmanin yollarindan biri de sisteme kavite eklemektir.
Sistemde kullanilan kavite icersinde yansitici aynalar bulunur ve lazer 1s181nin
cok kez yansitilmasi ile sogrulan ortam icinde uzun yol almasi saglanir. Kavite,
dis kavite olarak yerlestirilebilecegi gibi i¢ kavite olarak da yerlestirilebilir. I¢
kavite kullanimi, yiiksek hassasiyet saglamaktadir ancak pratik uygulanabilirligi
dogrusal olmayan islemlerle sinirhdir. Dis kavite olarak coklu gecirgen tipi,
Herriott ve White hiicreleri kullanilir. Rezonant kavitelerin zorlugu yiiksek
finesseye sahip kavitede dar kavite modlarini gerektirmeleridir. Genellikle kHz
mertebesinden daha diisiik seviyelerde kavite modlarina sahiptirler. Ozellikle
sogurma olan bolgede, lazer giic dalgalanmalar1 ile olusan giiriilti

bastirilmalidir. Hassasiyetin artirilmasi i¢in, uzun yapilan tasarimlar etanollarin
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olusumuna sebep olur. Prensipte bu olay, sogurma hiicresinin “sifir hava (N3,
N202)” ile doldurulmasi ile engellenebilir. Sifir havanin en 6nemli 6zelligi hi¢bir

lazer 151n1n1 sogurmamasidir.

Arkaplan gazi olan sifir hava ile incelenecek olan gaz belirli oranlarda
karistirilarak iletilmelidir. Etalonlar tabanda molekiillerin saptanma
hassasliklarini engellerler. Etalonlar ayrica sogurma hiicrelerinde egimli

pencereler kullanarak en aza indirilebilir.

Sifir hava arkaplan ¢ikarma teknigi girisimsel etkileri bastirmak i¢in kullanilir.

Sifir sinyali ortam havasindan ¢ikarilir ve sifir hava sinyaline normalize edilir.

Nefes analizinde kullanilan optik gaz sensorleri asagidaki bilesenlere sahip

olmalidir;

1. Lazer sistem

2. Gaz sogurma hiicresi

3. Gaz akis sistemi
Akis orani kontrol oranini bulmak ve konsantrasyon 6lgtimlerini diisiik
glicli basing altinda oOlgebilmek, c¢izgi genislemesinde girisimleri
minimize etmek icin kullanilir.

4. Tibbi medikal torbalar
Nefes gaz1 toplamak icin kullanilirlar. Bu medikal torbalarda, 2 adet
vana bulunmalidir. Bunlardan birisi nefes verirken, geri nefes almalari
engelleyici digeri, 6rnekleme apartina nefesi gecirecek sekilde iletici
olmalidir. Geri nefes almayr onleyici vana, bakteri ve virltik

bulasmalara karsi etkili olmalidir.

Nefes analizinde kullanilan bazi temel tekniklere asagida yer verilmistir.

28



3.4.1.1. ECL ve Dalga boyu ayarlanabilir lazer kaynag: (TDLAS;

Tunable diode laser absorption spectroscopy)

ECL konfigiirasyonlar1 ¢cok cesitli sekilde olusturulabilimektedir. iki adet ECL
konfigiirasyonu yaygin olarak kullanilmaktadir (Duarte 1996) (Sekil 3.7). ECL
konfiglirasyonunda optik kirinim ag1 dalga boyu secici eleman olarak kullanilir.
Optik kirinim aginin  agisinin  degistirilebilmesi ile secilen dalga boyu
gliclendirilerek, diger dalga boylarinin sacilarak soniimlenmesi saglanir.

Boylelikle istenilen dalga boyunda lazer elde edilmis olur.

Ayna

Cikig Cikis
Kazang Cipi Lens Kazang Cipi Lens
Optik Optik
Kirinim Agi Kirinim Agi
Sekil 3.7. a. Littrow konfiglirasyonu b. Littman-Metcalf konfiglirasyonu

(Nasim ve Jamil, 2013)

Nefes analizi i¢in kullanilan dalga boyu ayarlanabilir sistemlerden olan TDLAS
(Tunable diode laser absorption spectroscopy) (Mihalcea vd., 1996) dalga boyu
ayarlanabilir lazer kaynag), lazer 15181 hiizme seklini ayarlayan optik bilesenler,
sogrulan ortam ve dedektorden olusur. TDLAS sisteminde dalga boyu
ayaralanabilir lazerler olarak, DFB (distrubuted feedback; dagitilmis geri
beslemeli) lazer ve VCSEL (vertical-cavity surface-emitting laser; Dikey bosluklu
yluzeyden yayimlayan lazer, vb.,) kullanilir. Lazer spektroskopi sisteminin dalga
boyu, arastirilacak olan molekiliin sogurma yaptig1 dalga boyuna gore
ayarlanir. Sogurma sonucu, lazer 151k siddetinde diisme meydana gelir ve bu
disme dedektor ile saptanabilir. Bunun ile sogrulan gaz miktar1 saptanabilir

(Milonni ve Eberly, 2010).
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3.4.1.2. ICOS ve CEAS

CEAS ilk olarak Engeln vd. (1998), tarafindan kullanilmistir ve ICOS ilk olarak
ayni yil O’Keefe vd. (1999) tarafindan kullanilmistir.

ICOS ve CEAS, CDRS’ye gore, sogurma i¢in duyarhilig: arttirilmis yiiksek incelikli
bir optik kaviteden faydalanmak icin daha basit bir yontem olarak
gelistirilmistir. ICOS ve CEAS terimleri es anlamli olarak kullanilirlar, yalniz
ICOS’da darbeli uyarim kullanilmaktayken ve CEAS’da CW (stirekli dalgali lazer)

kavite uyarimi kullanilmaktadir.

CEAS ve CRDS sistemlerinde lazer 1s1n1, yiiksek finesseye sahip kavite icerisine,
kavite uzunlugunu hareket ettirilmesi ile kavitenin tekli modlari ile lazer 1s1nin
rastgele cakismasi saglanarak kaviteyle eslestirilir (kuplaj). ICOS’da kavite
uzunlugu ve/veya lazer frekansi, kaviteye giren 1sinin giris eslesmesini
rastgelelestirmek i¢in sogurma profilinin tarama zamanindan ¢ok daha hizli bir
suirede hareket ettirilir. Kavite ¢iktisi ise, hareket ettirme siiresinden biraz daha
uzun ve yayllma zamanindan biraz daha kisa bir siirede entegre edilir.
Kaviteden gecen yogunluk 1s1n1 ile entegre zamanin ortalamasi pek ¢ok kavite
modu uzerinden alinmalidir. Kavite ortaminin sogurulmasini tespit etmek icin
kullanilabilir. CRDS’de oldugu gibi, birka¢ km'lik etkin optik yol uzunlugu ¢ok

kiiciik kavite hacmi ile elde edilebilir.

Denklemlerden (3.4) ve (3.5), hem CW hem de darbeli uyarim icin gecerli
oldugundan CEAS ve ICOS arasinda veri analizi bakimindan herhangi bir fark
yoktur. Iop kaviteye giren 151k, [ kaviteden cikan 1s1k olarak, R ayna yansima
katsayis1 ve d kavite uzunlugu olarak alindiginda, denklem asagidaki gibi
yazilabilir. CEAS ve ICOS, her iki yontemde de sogurma katsayilarini ¢ikartmak

icin kullanilir.
— (b _ ) (ﬂ‘)
o= ( - 1 (3.4)
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ICOS hiicresinin, kavite 151k 6mrt (t) (Berden, ve Engeln 2009);

T=Lkavite/(c[1-R]) (3.5)

oldugu noktada f3-dB =1/2(2m 1) tarafindan verilen 3-dB kesim frekansi ile
diisiik gecisli frekans tepkisine sahiptir. Bu frekans tepkisi, modiilasyon frekansi

ve tespit bant genisligi se¢ilirken hesaba katilmalidir.

Verilerden ger¢ek uzunluk basina diisen sogurmayi ¢ikartmak igin, verilen
geometrik konfiglirasyonda etkin bos-kavite yol uzunlugunu belirlemek
zorunludur. Bu amagla, kalibrasyon deneyleri genellikle N2-CO2 gibi bilinen

konsantrasyonlarin bir karisimi kullanilarak gergeklestirilir.

OA-CEAS: Dar bant sogurma rezonanslarina gore ayarlanan tek mod lazerlerle
uygulanan CRDS, OA-CEAS tekniginde kullanilmak istendiginde problemlere yol
acar. En basit seklinde, lazerin kavite ile rezonansta olup olmamasina bagh
olarak kavite iletimi buyilik o6l¢lide degistigi icin giirilti seviyeleri oldukca
yuksektir. Etkin bir ortalama ¢ikarmayi ise giirtiltii engeller (O'Keefe ve Deacon,

1988).

Bir optik kavite ancak kavite moduna gore eksiksiz olarak ayarlanmissa 1s1may1
etkili olarak depolar. Kavite modu ve lazer frekansini (sogurma cizgisi ile)
esitlemek icin, kavite icerisinde 151k, geribildirim doéngiisii ile kullanilan
piezoelektrik elementli bir aynanin pozisyonunun Kkontrolii ile defalarca
yonlendirilerek yansitilir. Bu asamada 1s1k dedektor ile tespit edilir. Eksen disi
tasarimda ayrica kaviteden 151k kaynagina geri donebilecek 15181n engellenmesi
gerekir. Bu ozellikle diyot lazerler kullanildiginda 6nemlidir. OA-CEAS siradan
bir CDRS ile karsilastirildiginda, hava akimlarn ve kiicik mekanik
dengesizliklerden ortaya cikan kirici gosterge degismelerinin sebep oldugu

guriiltiilere daha az duyarhdir (Wojtas vd., 2012).

OA-CEAS’da kavite iletiminin frekans bagliligi, lazer 15181 ana eksene gore bir

aciyla kavite ile eslenerek daha da azaltilir. Bu yontem etkin bir sekilde
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kavitenin FSR’sini diisiiriir ve ¢ok yogun bir kavite modu spektrumu olusturur.
Bu eksensel mod araliklar1 o kadar siklasir ki kavite iletimi nerdeyse lazerin

dalga boyundan bagimsiz bir hale getirir.

Modlarin stirekliligi kavite iletimi spektrumunun ortalamasini daha etkin bir
sekilde alinmasini saglar, boylece tespitin duyarhilifinda gozle goriliir bir
ilerleme olur. Klasik CRDS’de optik kavite 6zellikle TEMoo modu baskin olacak
sekilde dikkatlice hizalanir. Bu lazer 1sininin kavite ekseniyle kesisecek sekilde
hizalanmasiyla gercgeklestirilir. OA-CEAS’da ise, lazer 1sininin kavite eksenine
gore kiugiik bir a¢1 ile yerlestirilmesi durumunda, TEMoo ; TEMo1 ; TEMo2 ;.
TEMmn olmak tlizere ¢ok sayida dongii modu olusur. Kavite iletim spektrumlari
boylelikle farkli modlarin frekanslarina denk gelen ¢ok sayida piklerden olusur.
Olusan piklerin siddeti lazerle kavite modlarinin kesismesine baghdir. Yiiksek
modlara gidildik¢e (TEMmn), dongii FSR si TEMoo moduyla karsilastirildiginda (n
+ m) Kkat kiiciiliir ve modlarin siklig1 artar. OA-CEAS’da, kavite modlarinin
siklig1 artmasi1 ve modlarin stireklilige yakinlasmasi icin kavite dikkatli bir
sekilde eksenden cikarilir. Isinin kavite icinde ¢ok sayida yansimadan gecmesi
ile, uzun bir yol mesafesine sahip olmasi saglanir. Ideal olarak, modlarin
stirekliligi saglanip, lazer ayarlandiginda, ¢ikan 15181n siklig1 lazerin frekansina
bagli olmamalidir. Boylelikle, eger sogurgan bir gaz tiru kavitede ise,
kaviteden cikan 15181n sikligindaki diismeler o tiire 6zel sogurma spektrumunu

belirtir (Berden ve Engeln 2009; Maddaloni vd., 2006).

Farkli molekiillerin konsantrasyon ol¢timleri icin, OA-CEAS’ In her defasinda
kalibrasyonu icin yeniden hizalanmas:1 gerekir. OA-CEAS nefes analizi cihazi
ayarmin Kkritik bir tasarimi icin, kavitenin icinde birden fazla lazer 1sininin
yansimasina izin verecek biuyiikliikte kavite aynalarinin kullanilmasi sirasinda
ayna yiizeylerinde 1s1n kesismelerinin olmamasidir. Bu kesismeler, sicramalarin
(fringe) kontrastini azaltir ve yiiksek bir SNR saglar. Sabit iki aynadan olusan bir
kavitede eksen dis1 1s1n yayilmas: ilk defa Herriott, Kogelnik ve Kompfner
(1964), tarafindan analiz edilmistir. Burada kullanilan kavite asagidaki (3.6)

sabitlik durumunu karsilar:
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0<(1- —)2 <1 (3.6)

L aynalarin arasindaki mesafe iken (kavite uzunlugu) ver =rl =r2 ayna
icblikeyinin yarigapidir  (6r., kavite iki 6zdes kiiresel ayna tarafindan
olusturulur). Isinin bir gidis gelis doniisiiniin agis1 olan 26 yalnizca ayna araligi

ve egim derecesi (3.7) tarafindan belirlenir:
cosf=1-—- (3.7)

Yeniden giris durumu Denklem (3.8) gibi saglanirsa karsilanir;
2m0 = 2nm (3.8)

m 1sinin gidis gelislerinin sayisiyken, n ise bir tam sayidir ve her m gidis
gelisinin ardindan 1s1in yolunu tekrarlamaya baslar. Boyle bir kavite modunun
spektral bosluk araligi, FSR (Free Spectral Range) c/(2Lm) dir. OA-CEAS i¢in
1sinlar kesistirmeden elde edilebilecek en yliksek m degeri istenmektedir. Bu
nedenle ayna araliklar1 disik m durumunun online gecilecek sekilde
secilmelidir. Ornek olarak, es odakli yansitict m = 2 tekrar giris durumunu
karsilar. Sekil 3.8’de eksen dis1 151n yayilmasi gosterilmistir.

LVt
n\\)%u
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ekil 3.8. Eksen dis1 1s1n yayilmasi. L kavite uzunlugu, Noktalar dongiiniin gidis
yay g g g
gelis yapildigini gostermektedir.

CEAS icin olan ideal durum, lazer c¢izgi genisliginin, etkin dongiiniin FSR’sinden

oldukga kiiciik oldugu durumlarda elde edilir. Bu durum karsilandiginda, 15181n
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geri yansimasi yok olur ve kavite cikisi dar bir aralikta yer alan lazer frekansina
bagh olmaz, boylelikle lazer moddan moda tararken olusan iletim
degisimlerinden dolay1 ortaya ¢ikan giirtltiiyi etkili bir sekilde engeller. Yine
de, pratikte, FSR’i kii¢iik bir birim ve dar lazer bant genisligi elde edecek kadar
kiicliltmek oldukca zordur. Onun yerine, bant kontrasti diisiiriiliip, sinyal elde
edilerek, lazer frekansi hizlica kavite modu arasindan taranabilir ve/veya kavite
aynalarindan biri titrestirilerek kavite modlarinda rastgele bir titresim
yaratilabilir. Piezoelektrik harekete gecirici bir ayna yerinden oynatma ayni
ortalama alma durumundayken daha iyi bir SNR (sinyal giiriiltii orani) saglar,

boylece duyarhlig: arttirir.

OA-CEAS’ta da CEAS da oldugu gibi ¢ikis sinyali dedektor ile bilgisayar veya
osiloskop tlzerinden alinir. Cok sayida taramanin ortalamasinin alinmasi ile
sogurmanin yapildigi alan hesaplanir. Elde edilen alan iizerinden, arastirilan

gazin miktar yiiksek hassasiyet ile tespit edilebilir.

Siradan bir CEAS kavitesinin 0.5 m ile 1 m arasinda degisen yol uzunlugu vardir.
Bu gibi bir kavitedeki aynalar mor 6tesinden (300 nm) kizil6tesi spektral
bolgesine kadar (10 um) belli bir dalga uzunlugu icin tasarlanabilir. kizilotesi
alaninda %99.5-99.99 oraninda ytiksek yansiticili kaplamalar1 piyasadan elde
etmek miimkiindiir. Bunlar ayna yansiticiliginda ¢ok kiiciik farklar olsa da, 15181n
alacag1 yol bakimindan oldukga etkilidirler. Ornegin, %99.98 yansitic1 aynalarla
donatilmis bir 0.5 m. uzunlugundaki bir kavite de 151k *2500 m yol alabilirken,
%99.99 yansiticilikta bir ayna kullanildiginda, 151k ile 5000 m etkin yol alabilir.

Bu yol uzunluklari, 10 ps’yi asan dongii zamanlari ortaya ¢ikartir.

OA-CEAS ile gercek zamanl bir nefes o6lglicii bir sistem tasarlarken bir bazi
etmenler goz online alinmalidir. Dolum zamaninin azaltilmasi igin, kavite birim
hacim kiiciiltiilebilir. Ayn1 zamanda, lazerin kavite icerisine ulastig1 noktalarin
araliklarin1 en yiliksek derecede tutup eksenel yansimalardan gelen parazit
olusumu engellemek amaciyla aynalar olabildigince biiyiik olmalidir. Klinik

uygulamalarda, sistemin muayenelere kiiciik bir masa lizerinde tasinabilecek
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bir boyutta olmasi gerekir ve boyutunun kiigtikliigli ayrica birimin fiziksel

uzunlugunun da kisitlanmasina baghdir.

3.4.1.3. CRDS

CRDS ilk olarak O’Keefe ve Deacon (1988), tarafindan bulunmustur. Ultra
yliksek yansiticili i¢ biikey aynalardan olusan bir kavitede depolanan lazer
1sinlarinin bozulma oraninin gézlemlenmesine dayanmaktadir. CRDS sisteminin

kurulum agamalari temel olarak asagida verilmistir.

a) Lazer frekansy, ilgili sogurma ¢izgisi boyunca yavasga taranir.

b) Kavite aynalarinin biri, lazer frekansinin kavite modu ile lazer
frekansinin rastgele ve periyodik olarak ¢akismasi igin ileri geri hareket
eder.

c) Belirtilen asamalardan sonra rezonans ortaya ¢ikar ve kavite doldurulur
(6rn. gaz), kaviteye giren lazer 1sin1 ansizin miidahaleye ugrar ve

rezonans disi kalir ve ¢ikan 1s1nin bozulma oran 6l¢tliir;

Bozulma orani (kavite zaman sabitinin tersi) sunlarla belirlenir;
a) Ayna sogurmasi ve sacilma

b) Ornek gazin dalga uzunluguna bagh sogurma kaybi

CRDS i¢in kullanilan kavite CEAS ve ICOS i¢in kullanilan kaviteler ile benzer
ozelliklere sahiptirler. Lazer 1si8ina etkin olarak genellikle 1-10 km yol

aldirilabilirken, bazi calismalarda 100 km’ye kadar yol alabilidgi gorilmiistir.

Aynalar tuzerindeki yogunlasmadan, aynalara herhangi bir hasar vermeden
709C'ye ya da daha yiiksek 1silara isitarak kacginilabilir. CRDS igin c¢ikis

yogunlugu, giris yogunlugunun %10’u kadar olur.

CRDS bir direkt sogurma teknigidir ve darbeli ya da devamli 151k kaynaklariyla
gerceklestirilebilir. Bu teknikte lazer darbesi kisadir ve biiytik fiziksel kavite

uzunlugu ile karsilastirildiginda kii¢ciik bir koherans uzunlugu vardir. Bu
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kosullar altinda girisim etkilerinden kacinilir ve kavite darbelerinin yogunlugu

bir zaman sabiti (7 ) ile katlanarak bozulur (3.6):

=11 (3.6)

Eal—lnR

Bu formiilde « intrakavite ortaminin sogurma katsayisini, [ kavite uzunlugunu
ve R aynanin yansiticiligini temsil etmektedir (her iki aynanin da ayni
yansiticiliga sahip oldugu ve ortamin kirinim indeksinin 1 oldugu
varsayllmistir). Eger ayna yansiticiligl icin siradan yliksek degerler kullanilirsa

(R=>1), formiil (4.13) gibi tekrar yazilabilir.

1
© = daRral 7

a'nin belirlenebilmesi i¢in yiiksek duyarlilik elde etmek amaciyla bozulma
zamanlarinin olabildigince uzun olmasi1 gerekmektedir. Bundan dolayi, kavite

aynalarinin yansiticiligi olabildigince ytliksek olmalhidir.

Ardisik yayilan darbeler arasindaki zaman bozulmasi, Tr=2L/c kavite dongu

zamanina esittir. Yeterli derecede kisa giris darbesi (Tp< Tr) elde etmek icin Tr
zaman ayrimina ve giderek azalan bir yogunluga sahip sahip bir darbe
dizisinden olusmaktadir. Daha uzun darbeler i¢in (Tp> Tr) bu darbeler zaman
icinde c¢akisir ve aktarillan yogunlugun kuasi-devamli (quasi-continous)
bozulmasi gézlemlenir. Giris darbelerinin yerine bir rezonatér de CW 1sinimi ile

aydinlatilabilir.

CRDS, bir yandan yiliksek duyarlilik ve sogurma katsayisi icin kesin bir deger
sunarken (o6rnegin, ikincil kalibrasyon sonuclarina gerek olmazken),
titresimlere karsi duyarhidir ve zorlayic1 kavite rezonans kosullar1 gerektirir.
CRDS’nin bir kisitlamasi da, bozulmasinin kisa zaman 6l¢cegi nedeniyle yliksek

hizli elektronige bagiml olmasidir.
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3.4.1.4. COMB

Frekans taraklari, baslangicta frekans sayaclar1 olarak islev gérmek iizere
gelistirilmistir. Bu amacin yaninda, frekans taraklar1 dogrudan spektroskopi i¢in
de kullanilabilir. Cesitli dogrudan frekans taragi spektrometresi yontemleri
vardir. Ornegin, cift tarakl spektroskopi, kaviteli tarak spektroskopisi, mid-IR
tarakli spektrometresi gibi sistemler mevcuttur. Bu tekniklerin tamami,
genellikle, bir numuneyle etkilesime girdikten sonra bir frekans taragi

tarafindan iiretilen 15181n analizine dayanur.

Kavite optik frekans tarag1 spektroskopisinde, i¢ kavite sogurma sinyali ¢ok
gecisli kavite etkisiyle arttirilir ve i¢ kavite sogurmasi ile beraber ve sogurmasiz
olarak yiiksek ince optik kaviteden iletilen bir 1sikla karsilagtirilarak ortaya
cikarilir. Her frekans taragi bileseni kendisine karsilik gelen kavite yankilama

moduyla eslestirilir (Thorpe vd., 2008).

Lazer gili¢ degisimlerini ve lazer c¢ikisindaki frekans sapmalarinin en aza
indirmek icin sabit bir frekans taragiyla beraber kuvvetli bir sekilde moda
kitlenir. Saptama haznesinin icindeki gaz akisi sadece yetecek kadar duisiik bir
(< 10 litre/dk) seviyede tutulur ki akis kat halinde olur ve kavite i¢i basin¢ en
aza indirilir. Tarak modlarin1 kaviteye eslestirirken olusan mekanik seslerin
etkisini daha da azaltmak i¢in, tarak frekanslar1 kavite modlarinin iistiinde
titrestirilir ve boylece tarak frekanslar1 onlara karsilik gelen kavite modlariyla
bir kavite 6mriinden daha az bir siire rezonans halinde olur. Bir kavite 6mru
sirasinda, kavite aynalarini hareketleri mekanik ses az oldugundan ve boylelikle

kaviteden iletilen giiciin degisimlerinden ortaya ¢ikan kavite ici faz sesi de azdir.

3.4.1.5. PAS

PAS prensipte hassas gaz tespiti icin kullanilmaktadir. Foto akustik etkiyi baz
alan bu yontemde akustik dalgalar, 1sinin sogrulmasina neden olur. Lazer
spektroskopisindeki uygulamasinda lazer 1sini1, hedef olarak secilen gaza 6zel

olarak tasarlanmis bir hiicrede etki eder.
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Darbeli ya da kesik CW lazer kaynaklari ile molekiillerin sogurulmasi esnasinda
gecici bir 1s1 artis1 ortaya ¢ikartir. Bu noktada bir basing degisimi ya da ses
dalgasi ortaya ¢ikar. Bu durum duyarl bir mikrofon ile tespit edilebilir. Akustik
sinyalin siddeti direkt olarak hiicredeki molekiillerin sogrulma konsantrasyonu

ile ilgilidir. PAS sinyali;

a) Lazer 1sininin, molekiiller tarafindan uygun dalga boyunda sogurulmasi
ve 1s1 salinimi,

b) Gaz numunesinin periyodik olarak isinmasi nedeniyle akustik dalga
olusmasi,

c) PAS hiicresindeki akustik sinyalin belirlenmesi (Elia vd., 2006).

ile tanimlanir.

Lazerin uzun yol almasi, sinyal bilgisini arttirir, PAS hiicresi tasarimi bu ilkeye
gore yapilandirilir (Hodgkinson ve Tatam, 2013). Gaz molekiillerinin tespiti icin,
dedeksiyon limiti, minimum saptanabilir PAS sinyali (ses basinci) Pminile elde
edilir, lazer giici W), PAS hiicresinin kurulum sabiti C ve lazer absorpsiyon yol

uzunlugu L; ile sogurma elde edilebilir (Miklés vd., 2001) (3.8).

sogurma = Qi (V)L = % (3.8)
1

Foto akustik teknigin anahtar 6zellikleri:

e Watt degerinde kuvvetlere sahip sub-ppbv konsantrasyonlara kadar
miikemmel tespit duyarlilig1 sunmas;,

e Yiiksek bir dinamik araliga sahip olmas;,

e PAS dedektor tepkisinin neredeyse pompa dalga uzunlugundan bagimsiz
olmasi,

e PAS sinyalinin sogrulan 1sin yogunlugu ile direkt olarak dogru orantili
olmasi fakat yol uzunlugu ile daha 6nceden bahsi gecen sinyal giiclendirme

teknikleri ile 6l¢ceklendirilmemesidir.
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Foto akustik gaz karisimlarinin tespit edilmesine yeni bir yaklasim olarak
ortaya ¢ikan kuvars ayarlama ¢atali (QTF-Quartz Tuning Fork), bir fazlasiyla
rezonant gli¢ cevirici olarak ilk olarak 2002’de kullanilmaya baslanmistir.
Kuvars yiikseltmeli Foto akustik spektroskopi (QEPAS) olarak anilan bu
teknigin avantajlari, cevredeki akustik giiriiltiiye bagisiklifa sahip sensorler de
dahil olmak iizere geleneksel rezonant Foto akustik spektroskopi ile
karsilastirildiginda, basit bir sogurma tespit modeli tasarimidir ve spektral
olarak secici herhangi bir elemente ihtiya¢c duymaz. Cesitli basing araliklarinda
uygulanabilir ve bu basin¢ araliklarina atmosfer basinci da dahildir. Hacim

bakimindan 1mm?e kadar kii¢iik gaz érneklerini analiz edebilir.

Geleneksel PAS ile kiyaslanabilir QEPAS tepkisinin optik sogurmasi S asagida

verilen Denklem (3.9) ile aciklanabilir.

alCPQ

S=k -

(3.9)

Yukaridaki denklemde o hedef gaz tiirlerinin birim bagsina diisen
konsantrasyonunun Kkatsayisini, C hedef tiirlerin Kkonsantrasyonunu, P
uygulanan optik giicii, f QEPAS ses frekansini, V rezonatoér hacmini ve k diger
sistem parametrelerini agiklayan sabiti temsil etmektedir. Q, QTF’in nitelik
faktorudir ve tipik olarak tasiyici gaza ve gaz basincina baglh olarak 104 ile 105

arasinda degisiklik gosterir.

Minimum optik sogurma katsayis1 N'nin gurulti diizeyi oldugu S=N kosulu

tarafindan belirlenen PAS tabanli sensor ile tespit edilebilir.

3.4.1.6. Algilama (Deteksiyon) limitleri

CRDS icin sogurma katsayisindaki belirsizlik Ao (3.10) ve (3.11) isleminden <t
- 1o ile cikarilabilir (Gagliardi, ve Loock, 2014):
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Ao == .~ (3.10)

Ring-down kavite zamanindaki standart sapma At olarak kullanilir.

Al 1-R
Ao ==—.— (3.11)
I,” 1

Koyuldugu yerde yogunluk degisimlerini belirten Al, ya dogal olarak isik
kaynagindan dolay1 ya da mod degisimleri tarafindan uyarilmasi ile ortaya ¢ikar.
Girultiye karst sogurmanin (NEA) saptama sinirini bulmak igin (3.12)

kullanilir:

NEA = Aa\E (3.12)

f olglimlerin tekrar oramimi gostermektedir. Ornegin 1 s’ lik araliklardaki

ortalamalarin sayisi gibidir.

3.4.2. Analitik yontemler

Gaz Kromatografisi - Kiitle Spektrometrisi (GC/MS),

e Proton Transfer Reaksiyonu - Kiitle Spektrometrisi (PTR/MS),

e Secilmis Iyon Akis Tiipii - Kiitle Spektrometrisi (SIFT/MS),

e Elektronik Burun

e Kolorimetrik Analizler

e Verilen Nefesin Yogunlastirilmasi (EBC), gibi cesitli yontemlerle
uygulanabilir.

Simdiye kadar nefes analizi icin yaygin kullanilan ydntemlerden birisi GC-

MS’dir. Calismamizda TD-GC/MS ile ortak kullanilmistir.

3.4.2.1. GC/MS

GC/MS, nefes analizinde aktif kullanilan cihazlardan birisidir. GC/MS, gaz

kromatografisi ve kiitle spektroskopi sistemlerinin birlesiminden olusan
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molekiilleri tanimlamak i¢in kullanilan cihazdir. Kiitle spektrometrisi (MS) son
derece hassas ve ¢ok kiiciik miktarlarda analit molekiilleri tespit edebilme
kabiliyetinde olmasina karsin, karisimda ¢esitli molekiiller olmasi durumunda
molekiilleri birbirinden ayristiramamaktadir. Bu ylizden MS oOniline gaz
kromatografisi (GC), konumlandirilarak tanmimlanmak istenen karisimdaki
bilesenleri ayrilabilir. GC béliimiinde molekiiller bir elektron-darbe iyon
kaynag: tarafindan iyonlastirilir ve boliimlere ayrilir. Bu islem sirasinda tiim
molekiiller enerjili elektronlarla bombardiman edilir ve elektrostatik kuvvetler
tanimlanacak olan molekiiliin elektron kaybederek iyonlasmasini saglarlar.
Bombardimanin ilerletilmesi iyonlarin fragmanlara doniismesine neden olur.
MS gaz anyon ve katyonlarin elektrik ve manyetik alan vasitasiyla uzun siire
tutulmasin1 saglayacak sekilde yapilmistir. Kiitle analizériine giren iyonlar
burada m/z (kiitle-yiik orani) degerlerine gére siralanirlar. iyonlarin ¢ogu tek

degerlidir ve ayrilan iyonlar bir iyon dedektoriiyle 6l¢iilmektedir.

GC/MS gibi hibrit sistemler bir c¢ok biyoisaret icerisinde iyi tanimlama
yetenegine sahip olmasina karsin, biiytik kompleks bir yapiya sahip olup, uzun
ayristirma zamani gerektirmektedirler. GC/MS ile bir ¢ok nefes analiz
calismalar yapilmistir. Ornek olarak, bir ¢alismada, karaciger rahatsizlig1 olan
hastalarda, dimetil sulfit, aseton, 2-butanon ve 2-pentanon miktarlarinin yiiksek

oldugu gorilmiustiir (Van den Velde vd., 2008).

3.4.2.2. PTR/MS

PTR/MS ile havada karisim halinde milyarda bir bulunan gazlarin 6l¢iilmesini
kimyasal iyonlasma H30* ile saglanmistir (Hansel vd., 1995). Neredeyse tiim
UOB’larin protona olan yatkinliklart H;0’dan fazladir, dolayisiyla her
carpismada proton transferi meydana gelir. UOB’larin H30* den proton alarak
iyonize edilmesinden sonra, kiitle tiplerine gore analiz edilirler. PTR/MS de
havanin 6nceden hazirlanmasina gerek yoktur ve hemen analiz edilebilir. N,
CO2, 02, H20 iceren bilesikler ile reaksiyona girmedigi icin yiiksek duyarlilikta
analizler elde edilebilir (Amann vd., 2004).
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PTR/MS ile akciger kanseri olan hastalarinin nefeslerinin inceledigi bir
calismada, formaldehit ve iso-propanol molekiillerinin yiliksek oldugu

bulunmustur (Wehinger vd., 2007).

3.4.2.3. SIFT/MS

Havadaki ve nefesteki ¢esitli eser gazlarinin miktarlarini ayn1 anda gergek
zamanli olarak belirleyebilen yeni bir analitik yontemdir. Kisaca analizler
tepkime tlipiindeki (veya akis tiipli) kimyasal iyonlasma siireciyle meydana
gelir. UOB’lar1 analiz etmek icin numune tepkime tiipline belirli bir oranda
katilmalidir. Tepkime tiipiiniin i¢cinde 6nci iyonlar, genellikle H30*, NO* veya
O+*dir (Diskin vd., 2003). Icindeki mevcut UOB’larla tepkimeye girerler. Bu
tepkime ise ugucu organikleri tanimlamak ve Kkiitlelerini belirlemek icin
kullanilan kuadrupol kiitle o6lcer cihazi ile analiz edilecek olan iyonlarin
olusumuyla sonuclanir. Her organik bilesen ve organizma tiirii kendine 6zgi
UOB profilini trettigi i¢cin 6rnek toplandigi zaman SIFT/MS o 6rnekte hangi
organik bilesenin veya organizma tiiriiniin var oldugunu belirleyebilir. Nefes
buharindaki eser gazlarinin saf konsantrasyonlari ppb seviyelerinin altinda
SIFT/MS ile belirlenebilir. SIFT/MS alaninda online ve ger¢cek zamanl invazif
olmayan nefes olciimleri, iyilestirici goriintileme ve fizyolojik calismalar

yapilabildiginden énem arz etmektedir (Smith ve Spanél, 2005)

Turner vd. (2006), SIFT/MS ile yaptiklar1 ¢alismada, kanda bulunan metanol

miktari ile nefeste bulunan metanol miktarinin uyumlu oldugu bulunmustur.

3.4.2.4. Elektronik burun

Elektronik burun, kimyasal veya biyolojik sensor dizisi olan, n tane sensérden
olusmus bir gruptur. Bir sensor dizisi farkhh algillama 6zellikleri olan
sensOrlerden meydana gelmistir. Koku wuyaranlar1 sensorler tUzerine
distirildiiglinde her bir farkl koku icin sensorler, parmak izi niteliginde farkh

tepki vermektedir. Elektronik burun bilesenleri elde edilen sensor tepkilerinin
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dijitallestirilmesi ve sinyallerin analiz edilmesi gibi kisimlarin birlesmesi ile
olusmustur (Pearce vd., 2006). Elektronik burunda, yariiletken temelli
sensorler (MOSFET, IDT, MOS vb. yapidaki), osilasyonlu kiitle algilayic
sensorler (QCM, SAW vb.), optik temelli sensorler, iyonizasyon temelli sensorler
ve Kkatalitik veya kolorimetrik temelli sensoérler kimyasal sensor cesitleri

kullanilmaktadir (Arshak vd., 2004).

Astim hastalarinin ve kontrol grubun nefesleri, bu tiir bir sensér yardimiyla

incelenmistir (Dragonieri vd., 2007).

3.4.2.5. Kolorimetrik analizler

Baz1 calismalar insan nefesindeki hidrojen siyaniir (Lundquist vd., 1988) ve
aseton (Teshima vd. 2005)) gibi belirli UOB’lar1 6l¢mek icin kolorimetrik
metodlar kullanir. Algilama kimyasi asetonun renkli iirtin formunu almak iizere
alkalin salisilaldehit ile tepkimeye girmesine dayanir. Bu tliriin mavi bolgede
emer ve GaN tabanli LED’ler ile 45 nm merkezli yayilimla goriintiilenebilir. Bu
metod nefes aseton analizi icin uygun hassasliktadir. Ayrica insan nefesindeki
ozgil bilesenleri belirlemede kullanilabilir. Ancak ayni1 anda birkag¢ bileseni

belirlemek i¢in kullanilamaz.

Yapilan bir calismada, akciger kanseri hastalar1 12 dakika boyunca oda havasi
soluyarak kolorimetrik sensor dizilerine nefes vermelerini saglayarak, sensor
dizilerinin renk degisimlerinin numerik vektorlere dontstiiriilmesi ile hastalik

teshisinde kullanilabilecegini géstermislerdir (Mazzone vd., 2007).

3.4.2.6. EBC

Bu sistem nefesin alinarak derecesinin 4°C ye veya sifirin altina diisiiriilmesi ile
yogunlastirilmas1 prensibi ile ¢alisir. Sogutma icin buz veya sivi nitrojen
kullanilir. Nefes alinma esnasinda Kkisinin burnu kapatilarak, tidal volim
icerisinde 15 dk nefes alip vermesi saglanir. Genellikle 1.0-2.5 ml EBC

toplanabilir.
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Bu yontemle oksidatif stres ve isoprostane (8-iso-prostaglandin) F2a(PGF2a),
l6kotriyenler, prostaglandinler, H20: ve 3-nitrotirosin gibi inflamatuar

mediatorler, dedekte edilebilir (Montuschi ve Barnes, 2002).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu tez c¢alismasinda OA-CEAS sistemi kurulmus, bu sistemle OUAS ve VPA
kullanan epilepsi hastalarinin nefesleri incelenmistir. TD-GC/MS ile ayrica OUAS
hastalarinin, epilepsi hastalarinin, Parkinson, MS hastalarinin nefesleri

incelenmistir. Sonuglarin istatistiksel analizleri yapilarak ¢ikarimlar yapilmistir.

4.1.0A-CEAS Lazer Sisteminin Kurulmasi

Calismamizda (Bayrakli ve Akman, 2015) genlik stabilize edici kullanarak OA-
CEAS ve ECL (External Cavity Laser) tabanli bir nefes sensori gelistirilmistir
(Sekil 4.1, 4.2). ECL tasarimi i¢in 6ncelikle, dar hat genisligine sahip, oldukea
genis (170 nm, 720 cm~! ) ayarlama aralikli ve (1.85 cm-1) dalga boylarinda
ayarlanabilir, tek modlu, ytiksek ¢ikt1 glicline sahip (100 mW), 6890 cm-1 (1451
nm) ve 6170 cm™! (1621 nm) arasinda ayarlanabilen sistem icin termoelektrik
sogutucu (TEC) kullanan bir lazer kazang cipine sahip bir ECL gelistirilmistir.
Kullanilan lazer kazang ¢ipinde ag¢ili bir dalga kilavuzu, yansima engelleyici (AR)
kaplama mevcuttur ve genis bir lazer bant genisligine sahiptir. Lazer kazang ¢ipi
dis kavite kurulumu olmadan 1s1ma yapamamaktadir. Kurulan ECL’de tiim lazer
spektrumu tizerinde sadece bir mod (tek modlu) bulunmaktadir. Dolayisiyla
gelistirdigimiz ECL genis banth ytksek ¢oziintrlikli spektroskopi i¢in oldukca
uygundur. Nefesteki molekiillerin analizi amaciyla, ECL ile elde edilen 151k, 700-
1650 nm spektral araliginda yiiksek yansimaya sahip (>%99.96) iki tane
aynadan olusan optik kaviteye gonderilmistir. Optik kavite kullanilarak ECL
cizgi genisliginin st limiti 6lciilmiis ve ~140 kHz olarak tespit edilmistir.
Sistemimiz nefes icinde ppbv araligindaki konsantrasyonlarin 1450 ila 1620 nm
spektral araliginda sogurma cizgilerine sahip olanlar1 arasindaki her molekiili
tespit edebilmektedir. Sensoriin performans: ilk olarak amonyak ile
degerlendirilmistir. Osiloskoptan alinan 256 sogurma cizgisinin ortalamasi icin,
amonyak molekiliiniin 6528.76 cm~! 'deki sogurma cizgisi kullanilarak yaklasik

1x108 cm™Tlik bir minimum algilanabilir sogurma katsayisi (otmin )
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gosterilmistir. Bu ise 1.4 km’lik bir sogurma yolu uzunlugu ve 2 sn’lik veri elde

etme zamaniyla gerceklestirilmistir.
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" g
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(NH,)

Sekil 4.1.0A-CEAS deney diizenegi sematik gosterim (Bayrakli ve Akman, 2015)

Sekil 4.2.0A-CEAS deney diizenegi
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ECL konfigiirasyonunda (Sekil 4.3) TEC sogutucu tlizerindeki lazer kazang ¢ipi
(Thorlabs, SAF1550S2) lazer 15181n1 yiikseltmek i¢in kullanilmistir. Lazer kazang
cipine eklenmis ylzey, a¢ili dalga kilavuzu (26.5 derece) ve AR kaplama
nedeniyle %0.005 yansitma katsayisina sahiptir. Bu o0zellik Fabry-Perot
interferometre (FPI) ¢ip modlarini baskilar ve kaviteler arasinda ince ayar
yapmayl engelleyecek etkilesimi minimum seviyeye indirger. Fiber c¢ikis
tizerindeki optik yalitkan cip geri yansimalari engelleyerek lazerin kararhligini
arttirmistir. Lazer c¢ipi manuel bir hassas c¢evirme basamagina (Thorlabs,
PR0O1/M) oturtulmus ve CW modunda bir lazer siiriici/TEC kontrolcisi
(Thorlabs, ITC4005) tarafindan yonlendirilmektedir. Lazer ¢ipinden gelen 1s1n1
hizalamak amaciyla, 8 mm odak uzaklikli ve AR kaplamali bir asferik mercek ile
NA = 0.5 (Thorlabs, A240TM-C) kullanilmistir. Mercek, pikomotor uyaricilarina
sahip bir XYZ basamagina oturtulmustur (Newport, 9062-XYZ-PPP-M, 8763-
KIT).

Daha sonra hizalanan 1sin enine manyetik (TM-Transverse Magnetic)
polarizasyonla optik kirinim ag1 yuzeyine (Thorlabs, 1050 groovesmm, 1550
nm) yliksek kirilma verimiyle aktarilmistir. Optik kirinim ag1 bant gegirici filtre
olarak kullanilmis olup, ¢evirme basamagi (Newport, AG-PR100V6, AG-UC8)
ustliine kurulmustur. Cevirme basamag siirekli 360 derece donme kabiliyetine
sahiptir ve minimum basamak hareketi 5 prad’dir (1 arcsec). Distan kavrayan
yuzey ile optik kirinim ag1 arasindaki mesafe yaklasik 7 cm’dir. Kirilan 1sinin ilk
siras1 optik geri besleme saglamis, secilen mod lazer cipine geri dondiikten
sonra gli¢lendirilmistir. Bir moddan digerine gecis optik kirinim ag1 ile gelen
1s1in1n arasindaki aciy1 degistirmekle saglanmistir. Cikis giicti optik bir yiikseltici
(Thorlabs, S9FC1004P) kullanilarak 100 mW’a ¢ikartilmistir. Tiim bilesenler

agir bir paslanmaz celik optik masa iizerine oturtulmustur.
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Sekil 4.3. Dis kavite diyot lazer (ECL) diizenegi

ECL ile elde edilen lazer 15181 fiber ile alinmistir ve spektrumlarin belirlenmesi
amaciyla monokrometreye (Newport Cornerstone 130 18 m, 200-5000 nm)
yonlendirilmistir. Sekil 4.4’de, ECL'nin farkli optik kirinim ag1 a¢ilarinda 6lgtilen
spektrumlar: gosterilmektedir. Tek modlu ECL yapilandirmasinda 6890 (1451
nm) ve 6170 cm~1 (1621 nm) arasinda degisen 720 cm~1 (170 nm) gibi olduk¢a
genis bir ayarlama araligl, optik kirinim aginin agis1 ayarlanarak elde edilmistir.
Ayarlama aralig1 lazer kazang ¢ipinin yiikseltme bant genisligiyle sinirhidir.
Spektrumlar T = 23°C’de 300 mA’lik enjeksiyon akimiyla alinmistir. Maksimum

yan mod baskilama orani 20 dB’den biiyitiktiir.

6200 6300 6400 6500 6600 6700 6800 6900 7000
- . x . r r T — 1
T T T T T T T T E

. s oy e T S L O T e e e B T T A ST T -

” N : |
- 1=300mA, T=23°C,CW :
01 k! : 0,1

Yogunluk

4 0,01

1E-3 |- 4 1E-3

6200 6300 6400 6500 6600 6700 6800 6900 7000

Dalga Sayisi (cm™)

Sekil 4.4. 1451 ila 1621 nm arasinda ayarlanan optik kirinim agindan tek modlu
operasyonda gelen spektrum 6l¢iimleri
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Kurulan ECL’de mod kaydirma ayarlamasi da optik kirinim ag1 déndirmekle
mumkiindiir. Lazer ayarlandiginda, lazer kazang ¢ipi ile optik kirinim agi

arasindaki uzaklik degismemektedir.

Dis kavite uzunlugu ile verilen akimin ayni anda degistirilmesi ince ayar
yapmayl miimkiin kilmistir. ince ayar davramsini incelemek icin elimizdeki
monokrometrenin ¢6zlinirligu yeterli degildir. Bunun i¢in yansiz (taramasiz)
bir Fabry-Perot girisim 6lger (FPI) (Thorlabs, SA201-EC, SA200-12B, 0.05 cm™!
FSR), NH3 dolu bir hiicre, bir InGaAs sabit kazanim algilayic1 (Thorlabs,
PDA10CF-EC) ve bir osiloskop (Tektronix, DP03034) kullanilmistir. Sogurma
hiicresi lizerinden gecen lazer 15181 dedektor yardimi ile alinmistir (Sekil 4.5).
Sekil 4.6'da, NHz hiicresi tarafindan aktarilan lazer giicii ve FPI'daki sicramalar
gosterilmektedir. Bu sekilde ayni zamanda sogurma hiicreli ve hiicresiz olarak
giic de gosterilmektedir. NH3'lin sogurma egrileri agik¢a gortlebildiginden, ince
ayar yapmanin muimkin oldugu c¢ikariminda bulunulmustur. Tek modlu
operasyon (taramali) bir FPI (Thorlabs, SA201-EC, SA200-12B, 0.05 cm-1 FSR)

kullanilarak gosterilmistir.

Sekil 4.5. Dedektore sogurma hiicresi tizerinden lazer gonderimi
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Sekil 4.6. Fabry perot interferometre (FPI) pikleri lizerinde NH3 sogurma
hiicresi olmadan ve sogurma hiicresi ile 151k giicli gosterimi

Iki yiiksek yansitmali ayna tarafindan olusturulan kavite, monokrometre ile

karsilastirildiginda spektral bant genisligi 6l¢timi i¢in daha ytliksek ¢oziiniirliik

saglayabilir. Sekil 4.7’deki sigramalarin genisligi lazer hat genisligini

hesaplayabilmemizi saglamaktadir, bunun sebebi bu genisligin hareket

halindeki bir kavite modunun lazer hatti 6nlinden ge¢me zamanini temsil

etmesidir (Kosterev vd., 2001).
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Sekil 4.7.Farkl giris akimlarindan tek modlu lazerin ¢alismasi
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Avine / FSR = At(spike) 7 Atrsr)y dekleminden yola cikarak, kullanilan ECL’nin
spektral bant genisligi Ust s yaklasik 140 kHz (4.7x10-¢ cm!) olarak
bulunmustur. Kavitenin FSR degeri eksen tizerinde 300 MHz (0,01 cm™1), At(spike)
~5 ps ve Atrsr) ~10430 ps olarak bulunmustur. Sekil 4.8 'de gortilen sigramalar
kaviye uzunluk modilasyonunun sadece bir periyodunda goézlemlenmistir.
Biiytiik sigramalar TEMoo kavite moduna tekabiil ederken, kii¢iik sigramalar
daha ytiksek dereceli enine modlardan kaynaklanmaktadir. TEMoo modlarinin
diizensiz araliklanmasi ise piezoelektrik transdiiser (PZT)’in lineer olmamasina

baglanmistir. Bu 6lgtimler i¢in hi¢bir yiikseltici kullanilmamamaistir.

T T T T T T T T T T 10
Voor = 20 Hz,
\ Akim moddlasyonu olmadan

0,02 H
S o
= g
2 -
F) 000000 9:
5 5%
£ <
3 0,01 K 2
8 s

At = 10430 pus \
0,00 M \\
N__1 1 1 1 1 L 0
0,12 0,13 0,14 0,15 0,16
Zaman (s)

Sekil 4.8. Optik kavite ile spektral bant genisligiol¢iimii. 20 Hz frekansh bir
kavite genislik modiilasyonu periyodu sirasinda gozlenen sicramalar

4.1.1. Eksendisi kavite destekli sogurma spektrometresi

Lazer 1s1n1 eksen dis1 (OA-off-axis) hizalanmasindaki CEAS kavitesine 50 cm’lik
bir mercek ve bir ayna ile yerlestirilmistir. Kavite 50 cm aralikh iki yliksek
yansitmali aynadan olugsmaktadir. Bu aynalar (LayerTec GmbH) 2.54 cm enlj, 1
m egrilik capinda 700 ile 1650 nm spektral araliginda ylksek yansima

katsayisina sahiptir (>%99.96). Kavite modlar1 bir fonksiyon jeneratori
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(Tektronix, AFG3021B) ve ti¢ PZT (Thorlabs, PE4)’yi modiile eden bir ti¢ kanalli
piezo kontrolciisii (Thorlabs, MDT693B) kullanilmak ve lazer frekansini sabit
tutmak suretiyle 10 Hz'lik bir testere disi dalgasi yaratilarak kavite
uzunlugunun o6lgiilmesiyle elde edilmistir. Kaviteden ¢ikan 1s1n 150 MHz bant
genisliginde DC olarak bir InGaAs dedektorii (Thorlabs, PDA10CF-EC) tizerine
odaklanmistir. Sinyalin ytikseltilmesi (kazanim faktorii: 103) ve dusiik gurultili
ylkseltgec yardimiyla filtrelenmesinden (30 kHz algak geciren) (SRS, SR560)
sonra, sinyal bir sayisallastirici osiloskoba aktarilmistir (Tektronix, DP03034).
Osiloskop ciktisi bilgisayara bir USB baglantisiyla aktarilmis ve Tektronix analiz
yazilimi ile kaydedilmistir. OA hizalanmasi i¢in kaviteden aktarilan yogunluk,
lazer frekansi sekliyle Sekil 4.9’da gosterilmistir. Goreli frekans kalibrasyonu
lazer 1sininin 1.5 GHz (0.05 cm™1) serbest spektral aralikli (FSR) bir FPI'dan
gecirilmesiyle miimkiin olmustur. Aktarilan 151k bir mercek yardimiyla bir
InGaAs (fotodiyot) dedektor tistiine odaklanmistir. Mutlak frekans kalibrasyonu
NH3s iceren bir referans gaz hiicresi sayesinde gerceklestirilmistir. Gaz1 CEAS
kavitesi icine yerlestirmek ve ¢ikartmak icin bir kiitle akim kontrolctlisii (Alicat,
MCV-2SLPM-D/5M) ve bir vakum pompasi (Agilent, IDP3) kullanilmistir. Kavite
icinde basing bir vakum 6lc¢er ile 6l¢iilmiistiir (Agillent, PCG-750).
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Sekil 4.9. Sabit lazer frekansinda OA-CEAS hiicresi kavite modlar: iizerinden
aktarilan yogunluk

Kavite, eger Ga <<1 sarti saglanirsa lineer bir sogurma sinyal kazanimi
vermektedir. Burada G = R/(1 - R) kavite kazanim faktoriidiir (Paul vd., 2001).
Cizgi giicinin deneysel olarak belirlenmesi amaciyla, entegre CEAS sinyali
[(TIo/T)-1]/d basincin bir fonksiyonu olarak ¢izilmistir (Sekil 4.10). Veri

noktalar1 lzerindeki eslesme dogrusunun egimi, 6528.76 cm-deki sogurma

Webber vd. (2001) tarafindan raporlanan sonuc¢la uyum gostermektedir.

Sogurma katsayisini bulmak icin, Iy kaviteye giren 151k, [ kaviteden ¢ikan 1s1k
olarak, R ayna yansima Kkatsayisi ve d kavite uzunlugu olarak alindiginda,

denklem asagidaki gibi yazilabilir;

a=(2-1)(57) (4.1)

Kantitatif analiz icin ayna yansiticiligini kalibre etmek amaciyla, entegre

sogurma [(lo/I)-1]/d NHz konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak Denklem
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4.1’e dayanarak cizilmistir (Sekil 4.11). Bir aynanin yansiticiligl elde edilen
dogrusal eslesmenin egimi kullanilarak hesaplanabilir. Bu 6l¢gtimlere gore, ayna
yansiticilil R, 0.99964+0.00001 olarak belirlenmistir. Bu ise 1.4+0.001 km’'lik

etkin yol uzunluguna (Les ) isaret etmektedir.

3,0x10" | (a)
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Egim = 0.0634

Alan (cm'z)

2,0x10* |

1,5x10™

0,010 0,015 0,020 0,025 0,030 0,035

Basing (atm)

Sekil 4.10. CEAS sinyali basincin bir fonksiyonu olarak ¢izimi.
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Sekil 4.11. Entegre CEAS sinyalinin NH3 konsantrasyon fonksiyonu olarak

cizimi

(Veri noktalar: iizerindeki eslesme dogrusunun egimi R= 0.99964 +0.00001

degerini vermektedir.)

Sekil 4.12’de, N icinde 2.7 ppm NH3 iceren CEAS hiicresinden ge¢en aktarim
sinyali gorilmektedir. 2.7 ppm konsantrasyon, 96 ppm NH3z iceren onayli bir
karisimin N ile hiicre icinde 2.86 mbar basinca kadar ayarlanarak ve daha

sonra Nz gazi eklenerek toplam basincin 1000 mbar’a ¢ikartilmasi suretiyle elde
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edilir. Hiicrenin basinci 35 mbar’a diistriildiikten sonra, dis kavite optik kirinim
ag1 acisinl yoneten piezoyu modiile eden bir piezo kontrolciisii (Thorlabs,
MDT693B) kullanmak ve bir osiloskop (Tektronix, DP03034) ile tipik olarak
256 tarama ortalamasi yakalamak suretiyle 120 Hz'lik bir siniis dalgasi ile lazer
frekansi Ol¢iilmiis ve spektrumlar elde edilmistir. Kavite rezonans sicramalarini
diizglinlestirmek icin bircok lazer frekans taramasinin ortalamalar1 alinmistir.
Sekil 4.13, Denklem 4.1’e gore hesaplanan sogurma katsayisi ile deneysel veri

noktalar1 lizerindeki Voigt eslesmeleri gosterilmistir.
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Sekil 4.12. Nz icinde 2.7 ppm NH3 iceren CEAS hiicreinden ge¢en aktarim sinyali
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Sekil 4.13. Sogurma katsayisi.
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Burada [o giris sinyali, I kaydedilmis CEAS sinyali, R kavite aynalarinin

yansiticili8l, d ise kavite aynalar1 arasindaki mesafeyi belirtmektedir.

Amonyak tespiti icin sogurma cizgisi 6528.76 cm-! alinarak 256 ortalama igin
yaklasik 1 x 108 cm degerinde bir algilanabilir sogurma katsayisi (Qmin )
bulunmustur. Bu ise 1.4 km sogurma yol uzunlugu ve 2 s veri elde etme siiresi
ile basarilmistir. Giirtiltii esdeger sogurma hassasiyeti (NEAS-Noise equivalent
absorbtion sensitivity) minimum algilanabilir sogurma katsayis1 ve algilama
bant genisligi ile hesaplanmaktadir. Algillama bant genisligi kavite bant
genisliginin [fiavite = 1/2TT]0rtalamasi alinan taramalar boliinmesi ile elde edilen
sayidir. Yaklasik 135.2 Hz'lik bir algilama bant genisligi bulunmustur (t ~4.6 ps,
fravite ~34.6 kHz, 256-ortalama tarama).

Kurulum sonucunda yaklasik 8.6x10-1cm-'Hz V2 degerinde bir NEAS elde

edilmistir.

Goreli yogunluk oynamalarindan kaynaklanan kavite mod giiriltileri OA
hizalamasi kullanilarak azaltilabilir. OA-CEAS igin, lazer hat genisliginden kayda
deger miktarda kiiglik etkin FSR’a ulasmak hedeftir. Boyle bir durumda,
rezonant kavite 6zelliklerinden kurtulunabilir ve kavite ¢iktis1 lazer frekansina
endeksli olmaz, boylece lazer moddan moda gecerken yasanan aktarim
degisimlerinden kaynakli gurulti azaltilis olur. Yine de, dar bir lazer bant
genisligi FSR'i yeteri kadar daraltmay: zorlagtirmaktadir. Bunun yerine kavite
aynalarindan biri titrestirilebilir ve/veya lazer frekansi kavite modlari
lizerinden taranabilir. Dolayisiyla optik kavitenin aynalarindan biri ti¢ PZT
(Thorlabs, PE4) titretilmis, bu ise daha iyi bir mod ortalamasi ve dolayisiyla
daha iyi bir SNR ile sonuclanmistir. Optik kavite dniine yerlestirilmis bir genlik
stabilize edici (Thorlabs, LCC3113H/M), SNR'yi, dolayisiyla algilama limitini
daha da gelistirmek icin kullamilmistir. Optik Kaviteden geri yansimayi
engellemek icin bir 43-dB optik yalitkan (Thorlabs, I0T-4-1550-VLP)
kullanilmistir. Gelistirdigimiz sistemin ultra-hassas gercek zamanl insan nefesi
Olglimleri icin uygunlugunu gostermek igin, verilen nefes icerisindeki amonyak

incelenmistir. 6528.76 cm~"deki NH3 sogurma cizgisi izole bir ¢izgidir ve nefes
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analizi i¢cin uygundur. Hiicrede kalan amonyak molekiillerini bosaltmak ve
sistemi bir sonraki 6rnek icin hazirlama amaciyla nefes analizinde asagidaki

islemler yapilmistir:

e Ol¢iim yapilmadan énce bir vakum pompasi yardimiyla (Agilent, IDP-3)
hiicre bosaltilarak basinc1 gercgeklestirilebilir bir minimum degere
(vaklasik 7 x 10-2 mbar) indirilmistir.

e Hiicre, 1000 mbar toplam basinca ulasana kadar saf N ile
doldurulduktan sonra, tekrar bosaltilmistir. Bu islem kayda deger bir
sinyal gozlemlenmeyene kadar tekrarlanmistir (yaklasik olarak 3-4
defa).

e Hiicre, ayna yiizeylerinde ve hiicre duvarlarinda kalmis olabilecek
amonyak molekiiliiniin tahliyesi i¢in 35 ila 40°C sicakliga 1sitilmistir.

e Olgiim 35 mbarlik diisiiriilmiis basing altinda yapilmistir.

Alveloar hava 6rnegi bir agizlik, tek tarafli vana, t-baglantisi, toplama torbasi ve
atik torbasi (Quintron) kullanarak toplanmistir (Sekil 4.14). Alveloar havadan
0li hacmin ayrilmasi tek kullanimlik polietilen ihra¢ torbasi ile yapilmistir.
Verilen 6li bosluk barindiran nefes, 6nce ihrag torbasina yonlendirilmis, daha
sonra alveloar hava toplama torbasina yonlendirilmistir. 2 ayr1 haznesi olan
nefes torbasinda ilk olarak 6lii bosluk torbasi dolmakta 150 ml lik kismin
dolmasi ile 61l bosluk torba i¢ basincinin yiiksek olmasi sebebi ile kalan hava

diger nefes torbasina vana ile aktarilmasi ile saglanmaktadir.
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Sekil 4.14. OA-CEAS Lazer Spektroskopi i¢in nefes toplama torbasi (a) Analiz
edilen havanin toplandigi kisim, (b) Atik torbasi, o6li bosluk
havasinin toplandigi kisim

Toplama torbasinda toplanan alveloar hava érnegini hiicreye aktarmak i¢in iki
yonlli hava gecirmez vana (Hans Rudolph Inc.) ve verilen nefese gore kalibre
edilmis bir kiitle akim kontrolciisii (Alicat, MCV-2SLPM-D/5M) kullanilmistir.
Alveloar hava ile dolu CEAS hiicresinden gecen aktarim sinyali Sekil 4.15 'de
gosterilmektedir. Bu sekil iizerinde, NH3'lin 6528.76 cm~"de ve NH3z ile CO2'nin
6528.89 cm~V'deki izole sogurma cizgileri gozlemlenebilir. Sekil 4.16’da, NH3'lin
6528.76 cm~V'deki sogurma katsayis1 gosterilmistir. Bizim 6rnegimizde nefes

havasi icinde amonyak 870 ppb konsantrasyonunda bulunmustur.

-0.080

@)

wiay

-0,082

NH_ (6528.76 cm')

-0,084 -

-0.086 |- NH, + CO, (6528.89 cm ™) _|

" " s s
0,0036 0.0040 0,0044 0.0048
Zaman (s)

Sekil 4.15. Nefes havasi ile dolu CEAS’tan gecen aktarim sinyali
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NH3'lin 6528.76 cm-Ydeki ve NH3z ile CO2’nin 6528.89 cm-Tteki yalitilmig

sogurma egrileri gosterilmektedir.

- 8.0x10"

Dalga Numarasi = 6528.76 cm
Basing = 35 mbar

I NH, Konsantrasyonu= ~ 870 ppb

(o) isikesiey) uoisqiosqy

4.0x10"

A Wt A
WA

1 1 1 1 1
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0,10 0.12

Goreceli Dalga Numarasi (cm ')

Sekil 4.16. NH3'lin 6528.76 cm~!’deki sogurma katsayisi.

Yukarida verilen 6rnek calismada nefes havasindaki amonyak molekiilii

incelenmis ve 870 ppb konsantrasyonunda bulunmustur.

4.2. Lazer Frekans Kararliiginin Saglanmasi i¢in PID Ile Simulasyonu

Lazer spektroskopi sistemlerinde molekiillerin sogruldugu belirli frekanslar
vardir. Arastirilan molekiiliin 15181 sogurdugu frekanslarda kayma oldugu zaman
analizlerde zaman kaybi artmakta ve hassaslik azalmaktadir. Frekans1 kontrol
ettigimiz mekanizmalar PID denetleyiciler ile geri beslemeli olarak
kullanildiginda, giriltiiden ve ortam etkisinden kaynakl frekans sapmalarinin

ontine gecilebilmektedir.

PID denetleyiciler genellikle geri beslemeli sistemler olarak planlanirlar. PID
denetleyici, istenilen referans bilgisi ile degisen giris bilgisi arasindaki farki
bularak, hata degerini belirli bir stire¢ icinde hesaplar. Bu sistemlerin en biiytik
avantaji kontrol sistemlerindeki bozucu etkilere ragmen, denetleyici sistem
cikisinl referans degerine yaklastirabilmesidir. Temel bir kontrol sistemi Sekil

4.17’de verilmistir.
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Bozucu Etkiler
(Gurulta)

Referans iz PID Denetleyici | S|stemTransfer » Cikis
Fonksiyonu 4

Sekil 4.17. Kapali ¢evrim kontrol sistemi

Calismamizda simiilasyonun gerceklestirilmesi i¢cin ECL sistemi transfer
fonksiyonu, kurulan OA-CEAS sisteminde yer alan ECL giris ve cikis datalari
MATLAB System Identification uygulamasi ile bulunmustur. ECL'ye verilen
dogru akim (frekans: sifir) ile c¢ikis sinyali Sekil 4.18’de verilmistir. Deney
diizeneginden alinan veriler zaman-frekans ekseninde alinmistir. Giris ¢ikis
verilerine gore systemldentification toolbox ile elde edilen transfer fonksiyonu
Denklem 4.1'de gosterilmistir. Kurulan deney diizeneginde yer alan ECL cikis
sinyalinin frekans kaymasi ~200 kHz olarak o6l¢iilmiistiir. Deney diizeneginden

alinan veriler simtilasyonda kullanilmistir.

ECL Girig ve Cikig Sinyalleri
200 T T

— ECL Cikis sinyali

100

y1
o

-100

-200

= ECL Giris sinyali

0.5 hl

0 B

-0.5 b

1 I I I I I I I I I
1 1.2 1.4 1.6 1.8 2 2.2 2.4 2.6 2.8 3

Zaman (ms)

ekil 4.18. eney diizenegi c¢ikisindan ve eney dlizenegi
kil 4.18. ECL deney du gi ckisind yl ECL deney dii gi
girisinden (ul) alinan veriler (zaman-frekans eksenleri iizerinde)
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8.5x101%5%+3.8x1015534+4.6x101852+1.2x101%5+5.17x10%1 (4 1)
s114181.2510+1.36x10559+2x107 s8+x101553+5.45x10%9574+6.2x101156 +--- )

5.7x10135543.8x10155%+1.9x10175347.9x101852+1.8x10205+1.8x10205+5.15x1015521

Transfer fonksiyonu step fonksiyonu cevabi ve PID ile step fonksiyonun
ayarlanmasinin cevabi gosterilmistir (Sekil 4.19a). ECL sisteminin transfer
fonksiyonun bulunmasi ile sistemi kararli hale getirecek PID konfigiirasyonu
MATLAB Pidtool ile gerceklestirilmistir. (Sekil 4.19b). MATLAB Pidtool dogrusal
olmayan sistemleri ¢d6zememektedir. ECL ile elde edilen lazer guriiltiiden
etkilenmekte ve zamanla degisebilmektedir, bu nedenle ECL den aldigimiz
datalarin dogrusal olmadig1 goriilmektedir. Yalniz tasarlanan sistem dogrusal
kabul edilerek gercgeklestirilmistir. Dogrusal olmayan sistemlerin transfer
fonksiyonlar: MATLAB pidtool ile ¢coziimlenememekte ve

kararlilastirilamamaktadir.

4] Transient Response: ul->y1 - O X

Step Plot: Reference tracking

g
File Options Style Channel Help g
& Step Plot: Reference tracking
12 Step Response %
=
1 W.‘«'.'.“J.,;.'ﬁ i 1
0.8 %
+ 2
06 =
go05
04 <
0.2
00 1 2 3 4 5 6 7 8 O
Time 0 0.5 1 1.5
a) ) Controller Parameters: P = 0.006493,1 = 1299, D = 0, N = 100

Sekil 4.19. a) Lazer ECL sisteminin transfer fonksiyonun step fonksiyonu cevabi

b) PID ayarlama ile step fonksiyonu cevabi

Elde edilen PID parametreleri Cizelge 4.1."de gosterildigi tizere bulunmustur.
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Cizelge 4.1. Elde edilen PID parametreleri

Kontrol Parametreleri
P 0.0065

I 13

D 0

Filtre 100
katsayisi

Elde edilen verilere gore MATLAB-Simulink ile tasarlanan sistem Sekil 4.20’ de
verilmistir. Gergeklenen kontrol sisteminde sistemin referans sinyali olarak
girilen step fonksiyonunu takip ettigi ve glrtltiyi sondiirdiigii goriilmektedir

(Sekil 4.21)

Kararlilagtinlmig |

Sinyal

Ayrik zaman
cevirici J_LL

N Kararllastinimadan
Gariltala Onee
Sinyal
+
= PID(z) . ) ||_
Referans & p il d = gl
Sinyali Ayrik Zamanli ECL Transfer Ayrik zaman
PID kontrol edicisi Fonksiyonu cevirici
Gurtiltt

Sekil 4.20. Lazer kararlilig1 icin sistem similasyon diizenegi
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Genlik

SISTEMIN STEP FONKSIYON CEVABI

Guraltala Sinyal
—— PID ile kararllastirildiktan sonra

1.5

0 5 10 15 20 25
Zaman

Sekil 4.21. Lazer sinyalinin, kararhlastirilmadan o6nce ve PID ile
kararhlastirildiktan sonra ¢ikisi

Sistemin frekans zaman ekseninde spektogram ile ¢iktis1 alindiginda sistemin
kararlilastirllmadan 6nce zamana bagh frekans grafiginde giriltii band

genisliginin, kararlilastirildiktan sonraya gore fazla oldugu goriilmektedir (Sekil
4.22,4.23)

Zaman (s)

-10 -8 -6 4 -2 0 2 4 6 8 10

Frekans (kHz)

Sekil 4.22. Lazer sinyalinin, kararhlastirilmadan 6nce
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-10 -8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8 10

Frekans (kHz)
Sekil 4.23. PID ile kararlilastirildiktan sonra

4.3. OUAS Hastalarinda Nefes Analizi

Obstriiktif uyku apnesi (OUAS) iist solunum yollarinin daralmasina bagh olarak
uyku sirasinda solunumun azalmasi ya da periyodik olarak durmasiyla
karakterize edilir. Obstriktif uyku apnesi (OUAS) giderek daha fazla tibbi
morbidite ve mortalitenin 6nemli bir nedeni olarak kabul edilmektedir(Punjabi,
2008). Cesitli cografi bolgelerde ve bir dizi etnik gruplar icerisinde, erkekler i¢in
OUAS prevelansi, %3,1’den 7.5'a kadar ve kadinlar icin %1.2'den 3.2'ye kadar
siralanmaktadir (W. Lee vd., 2008). Bu durum, OUAS’1n tedavisi ve teshis
edilmesi icin ekonomik yik baglaminda siirekli bir artisla sonuc¢lanmistir.
OUAS"1 teshis etmek i¢in kullanilan ve mevcut altin standart olarak goriilen
polisomnografi (PSG), pahali, teknik olarak zor ve zaman alan bir sistemdir.
OUAS'In ge¢misi ve katkida bulunan faktorler halen tam olarak netlesmemistir.
OUAS, kardiyovaskiiler bozukluklar icin artan bir risk faktorii olarak kabul
edilmektedir (Peker vd. 2002; Hung vd., 1990). Bu nedenle, OUAS diinya

capinda 6nemli bir halk sagligi sorunu olarak gorilmektedir.

OUAS, havayolu, sistemik inflamasyon (Boyd vd. 2004) ve oksidatif stres
(Carpagnano vd., 2010) ile ilgili islemler ile iligkilidir ve nefesle disar1 verilen

UOB'lerin dogasi ya da seviyelerini etkileyebilmektedir.
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OUAS tanis1 i¢in alternatif noninvazif tekniklere ihtiya¢ duyulmaktadir.
Noninvazif olmasi nedeniyle, nefes analiz metodu, solunum yolu ve/veya
sistemik inflamasyonu arastirmak, OUAS'l1 hastalar1 degerlendirmek ve seri
olarak izlemek i¢in uygun olabilir. Bu nedenle, disar1 verilen nefes
molekiillerinin 6lgimleri tizerinden noninvazif nefes analizi ile OUAS tanisina
artan bir ilgi olmustur fakat bugiine kadar OUAS odakli sadece birkac¢ calisma
yapimistir.

Bu g¢alismanin amaci, solunumdaki karbondioksit, aseton ve / veya biitanol
molekiil seviyelerini analiz ederek OUAS'1n kolay ve noninvazif tanisi i¢in yeni
bir yontem arastirmaktir. Bu nedenle, bu nefes molekiillerinin
konsantrasyonlarindaki gecelik degisiklikler PSG’ye maruz birakilan ve OUAS
tanis1 konulan 10 hastanin uykusundan dnce ve sonra dl¢limlenmis, 10 saglikh
kiside uykudan sonra belirlenenen biyoisaretlerin  seviyeleri ile
karsilastirilmistir. Nefesle disar1 verilen aseton ve biitanol molekiil miktarlari,
TD-GC/MS ile belirlenirken, OA-CEAS nefesle disar1 verilen karbon dioksit

konsantrasyonlarinin 6l¢tilmesi i¢in kullanilmistir.

Bildigimiz kadariyla, hentiz bagka hi¢bir calisma, OUAS'li hastalarin nefesindeki
karbondioksit, aseton ve biitanol molekiill miktarlarini izlenmesini dikkate

almamustir.

Aseton, asetoasetat ve 3-B-hidroksibiitirat ile beraber ii¢ keton cisminden biri
olan bir organik bilesiktir. Bu cisimler karacigerde tretilirler. Aseton iki sekilde
uretilir: asetoasetat dekarboksilasyonu yoluyla ve izopropanol dehidrasyonu

yoluyladir (Sekil 4.24).
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| Glikoz | [ Izopropanol |

/ Yag Asitleri | NADP'
A 4 2 Fosfat 2H,0

[ Asetil-Coa | o .

3H'

v v H'NADPH
[ Asetoasetil-Coa —{ Asetoasetat M Aseton |

[ Butyryl-Coa |——{ Biitanol | Quefes) Cire)

Sekil 4.24. Aseton-Biitanol metabolizmasi (Jones ve Woods 1986)

Aseton, asetoasetatin spontan dekarboksilasyonu ile tiretilmektedir (Prabhakar
vd., 2014). Aseton tekrar asetyl-CoA (W. Li vd., 2015) haline déndiiriilemez ve
bu nedenle iirin ve nefesle birlikte atilir. Literatiirde aseton kaynaklari ve yollari

detayl olarak 6zetlenmistir (Z. Wang ve Wang 2013).

Tip 1 diyabetli kisilerde aseton konsantrasyonu 0.80-3.97 ppm araliginda iken
(C. Wang ve Surampudi, 2008), saglikli insanlara ait ortalama solunum aseton
konsantrasyonu genellikle 0.39 ile 1.09 ppm arasinda degismektedir (Z. Wang
ve Wang 2013). Diyabetik kisiler icin, yiikseltilmis aseton seviyeleri ayrica rapor
edilmistir  (Storer vd., 2011; C. Wang vd., 2010). Bircok calisma OUAS
hastalarimin Tip 2 diyabete yatkinligini gostermektedir (Alves vd. 2011;
Reichmuth vd., 2005; Tasali vd., 2008; Botros vd., 2009; Williams vd., 2007).
Ayrica, OUAS instlin direnci ve Tip 2 seker hastalig1 gelisimi ile iligkilidir (Peled
vd., 2007; Tamura vd., 2008).

Yapilan bir ¢alismada (Bayrakli vd., 2016a), alkol alimindan sonra bireylerde
nefes havasinda bulunan aseton konsantrasyonlar: ol¢iilmiistiir. Olgiim
sonuglarina gore ¢ikan maksimum deger 800 pg/L (346.32 ppm) olmak tzere,
ortalama degeri 233pg/L (100.90 ppm) olarak bulunmustur (Laakso vd., 2007).
Kan icerisindeki aseton miktar1 200-300 mg/L ulasinca toksik hale gelmektedir,
aynt miktar nefes havasinda 600-900 pg/L (260-390 ppm)’ye tekabiil
etmektedir (kanda aseton:nefes havasinda aseton 330’luk orana sahiptir)

(Laakso vd., 2007; Winek vd., 2001). Asetonun o6ldiriicii seviyesi nefeste 1667
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ug /L'e ve buna tekabiil eden kandaki miktar1 550 mg/L’dir (Winek vd., 2001).
Amann vd. (2004), uyku sirasindaki nefes molekiillerini incelemis ve aseton
konsantrasyonunun uyku déngiisiiniin ikinci yarisinda arttigin1 géstermislerdir.
Ayrica, King vd. (2012), saghkli insanlarin nefesini incelemis ve biitiin
durumlarda gece  boyunca  nefes  havasinda  bulunan  aseton

konsantrasyonlarinin arttigini1 bulmuslardir

Nefes havasinda bulunan UOB seviyelerindeki nefes tutma ve ekspiratuar akim
hizinin etkisinin bu calismada arastirilmadigl da ayrica not edilmelidir. Fakat
Bikov vd., (2013), aseton seviyelerinin ekspiratuar akimdan (1.40 * 0.14 vs 1.49
* 0.14 ppm, 5 vs 10 L/min, sirasiyla, p = 0.14), etkilenmedigini fakat temel hat
seviyeleriyle (1.38 * 0.15 ppm) kiyasla nefes tutumunu (1.50 * 0.18 ppm)

takiben artirildigini géstermistir.

Biitanol, glukoz gibi karbonhidratlarin mikrobik fermentasyonundan
tiretilebilir, 6rnegin klostridyum asetobutylicum (Jones ve Woods 1986). Bu
sire¢, cesitli uygulamalar i¢in  karbonhidratlardan  aseton-bitanol
fermantasyonu yoluyla aseton ve biitanol iiretmek i¢cin metabolize olmuslardir.
Asetoasetil-CoA'dan tretilen butyryl-CoA, bu slre¢ icerisinde bitanol’e
donustirilir. Yakin tarihli bir raporda, Nizam vd. (2014), OUAS 6rneklerinden,
ozellikle agir OUAS'l1 olan hastalardan gelen plaklardaki mikrop bilesimi i¢inde,
saglikli ornekler ile Kkarsilastirildiginda o6nemli bir farklilik oldugunu
gostermislerdir. OUAS'In plaktaki test bakterilerini degistirmis olabilecegi
sonucuna varmislardir. Biitanol, insan nefes numunelerinde saptanmistir
(Libardoni vd., 2006). Filipiak vd. (2012), GC-MS vasitasiyla streptococcus
pneumoniae ve haemophilus influenza kiiltiirleri yoluyla birakilan UOB'leri
analiz etmis ve her iki bakteri kiiltiriinde hafif yliksek konsantrasyonlarda
biitanol bulmuslardir. Kushch vd. (2008), sigara icenlerin nefesi ile icmeyenlerin
nefesini karsilastirmis ve biitanoliin sigara icenler i¢cin 6nemli bir biyoisaret
olmadigini  bulmustur. Fakat biitanol, kontrol altindaki bireylerle
kiyaslandiginda, akciger kanserli hastalarin nefesinde onemli 6l¢lide daha
yuksek bir konsantrasyonda saptanmistir. Biitanol akciger hastalarinda 2.21 ng

/ L (0.75 ppb) ile 30.31 ng /L (10.3 ppb) arasinda degisen oranda 6.36 ng / L
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(2.16 ppb)'lik bir ortalama ile gortlirken, saglikli olan kontrol grubunda 0.32
ng/L (0.11 ppb) ile 13.97 ng/L (4.75 ppb) arasinda degisen oranda 2.18 ng/L
(0.74 ppb) ‘lik bir ortalamaya sahip oldugunu saptanmistir (Song vd., 2010).

Biitanoliin nasil olustugu ve hiicresel sisteme etkileri konusunda yeterli bilgi
bulunmamaktadir. Bazi ¢alismalar, anti-enflamatuar maddeler olarak aseton ve

biitanoliin etkilerini adreslemistir (Huh vd., 2012; Gupta vd., 2014).

Biitanol bir organizmada normal kimyasal reaksiyonlarin bir triinii olmasina
karsin bu kimyasalin yiliksekligi, OUAS hastalarinda iltihaplanmaya karsi

koruyucu bir mekanizma olarak kabul edilebilir.

4.3.1. Metotlar

On saglikli goniillii ve 10 OUAS hastasi, Siileyman Demirel Universitesi Egitim ve
Arastirma Hastanesi'nde is arkadaslari ve hastalar arasindan alinmistir. Her
hastaya, standart teknikler kullanilarak gece boyunca PSG uygulanmistir. 10
OUAS hastasinin/goniilliilerin cinsiyet, yas, viicut kitle indeksi, apne hipopne
indeksi (AHI) ve oksijen desatlirasyonu seviyelerini iceren biyometrik veriler

Cizelge 4.2’ de derlenmistir.

Deneklerin gece boyunca hi¢bir sey yememeleri istenmistir. Kanser, diyabet ve
gebelik deney disinda tutulma kriteri olarak belirlenmistir. Sigara icenler ve
alkol tiiketen denekler calismada yer almamislardir. Karbon dioksit seviyesi,
ECL-tabanli OA-CEAS kullanilarak olciiltirken, nefesle disar1 verilen aseton ve
biitanol konsantrasyonlar1 TD-GC/MS kullanilarak belirlenmistir. Calisma,
hastanenin etik kurulu tarafindan onaylanmis ve tiim gontllillerden yazili hasta

onami alinmistir.
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Cizelge 4.2. Calismaya katilan 10 OUAS'K Hastanin demografik, klinik ve
laboratuvar o6zellikleri (BMI, Viicut kitle indeksi; AHI, apne
hipopne indeksi; ODI, oksijen doygunlugu seviyesi.)

OUAS’Ih Hastalar
Cinsiyet(erkek/kadin) | 6/4

Ortalama: 52. 41 ile 65 arasinda degisen, Standart
Yas(Yil) sapma (SD): 7
BMI (kg/m?2) Ortalama: 30, 19 ile 35 arasinda degisen, SD: 5
AHI Ortalama: 46, 6.7 ile 78.5 arasinda degisen, SD: 30
ODI Ortalama: 44, 6.5 ile 75.2 arasinda degisen, SD: 29.5
Saglikh Gonilliler
Cinsiyet(erkek/kadin) | 5/5
Yas(Y1l) Ortalama: 48, 40 ile 56 arasinda degisen, SD: 5
BMI (kg/m2) Ortalama: 27, 21 ile 32 arasinda degisen, SD: 4

4.3.1.1. Polisomnografi

PSG, su anda OUAS ig¢in altin standart tan1 degerlendirmesi olarak kabul edilen
bir sistemdir. Calismada OUAS ile verileri almak ve hastalig1 teshis etmek icin
kullanilmistir. Detayl1 geceboyu calismasina katilan biitiin hastalar ve onlarin
uyku solunum sekilleri, elektrot yerlestirmeye ait uluslararasi 10-20 sistemi
kullanan, 44 kanalli PSG enstrimani (Compumedics, Abbotsford, VIC,
Avustralya)  tarafindan  kaydedilmistir.  PSG  degerlendirmesi,  bir
elektroensefalogram, 256 mV/s'lik 6rnek bir hiz ile elektrookiilogram, 10-100
Hz filtreleme ile submental elektromyogram ve 0,3-30 Hz filtrasyon ile
elektrokardiyogram icermektedir. Nefes alma eforu 0,05-3 Hz filtrasyon ile
gogis ve karin piezoelektrik kemerleri ile gézlemlenmistir. Hava akimi bir
nazal kanil ile goriintilenmistir. Bir parmak pulse oksimetresi oksijen
doygunlugu ve nabiz izleme icin kullanilmistir. Hareket sensérleri her bacaga,
1-20 Hz filtrasyonda bacak hareketlerini kaydetmek icin yerlestirilmistir.
Referans veri degerlendirmelerinde %80-95 uyum gosteren (n=50) ve en az

1000 PSG ¢alismasi deneyimi bulunan iki gogiis uzmani, Rechtschaffen ve Kales
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(1968), kriterlerine gore PSG sonuglarin isaretlemistir. En azindan bir 10 sn
sliren hava akimi durmasi apne ve desatlirasyonuna delil olarak kabul edilen
%3 ya da daha fazla kilcal damar oksijen satiirasyonunda bir azalma olarak

kabul edilmistir.

Calismamizda uyarilma ya da desatiirasyon ile birlikte 10 sn veya daha uzun
stiren uyku sirasinda en azindan %50 oraninda olan azaltilmis hava akiminin
bir b6liimi hipopne olarak kabul edilmistir. Oksijen doygunlugu seviyesi (ODI)
tahmini uyku siiresiyle ayrilan isaretlenmis desatiirasyonlarin sayisi olarak
hesaplanmistir (yatakta uyanma zamani). OUAS tanisi, AHI> 5 olay / saat
oldugunda konmustur. Saatteki obstriiktif olay sayisi (AHI), OUAS siddetini
olemek icin bir 6l¢l olarak kullanilmistir. Hafif OUAS (AHI 5-15 olay/saat), orta
dereceli OUAS (AHI 15-30 olay/saat), ve siddetli OUAS (AHI > 30 olay/saat),
Amerikan Akademisi'nin (American Academy of Sleep Medicine Task Force
1999) raporuna gore Kkabuller yapilmistir. Su anki c¢alismamizda, aseton
(Yapistiric1 ¢ikarici olarak), kolodyum (bir yapistirici olarak) gibi sonucu
etkileyecek herhangi diger kimyasal maddeler Kklinik polisomnografik

prosedirler icin kullanmamistir.

4.3.1.2. OA-CEAS ile nefes analizi

Tek kullanimlik polietilen atik torbalar1 (Sekil 4.14b), alveol havasindan oli
bosluk havasini ayirmak igin kullanilmistir. Nefes torbasina ilk olarak
tflendiginde 6li bosluk havasinin toplanmasini saglayan atik torbasi dolar,
sonrasinda atik torbasinin girisindeki vana basincin artmasi ile havayi alveoler
hava toplama torbasina yonlendirir. iki yonlii gaz vanasi (Hans Rudolph, AS.) ve
nefes analizi icin kalibre edilmis bir kiitle akis1 kontrol cihaz1 (Alicat, MCV-
2SLPM-D/5M) toplama torbasinda alveoler hava 6rnegini sogurma hiicresine

(CRD Optics) aktarmak icin kullanilmistir.

Alveoler hava ile dolu CEAS hiicresi yoluyla bir CO; transmisyon sinyali 6rnegi
Sekil 4.25’de gosterilmistir. Sekil 4.26’de HITRAN veritaban1 ile sogurma

cizgisinin ortistigi gorilmektedir. Sekil 4.27, ylizde iletim birimleri icerisinde
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cizilmistir ve FPI pikleri tlizerinde gosterilmistir. CO2 sogurma Kkatsayisi,

Denklem (4.1) 'e gore hesaplanan 6357.31 cm-Vde gézlenmistir.

1,00 : ' . ' ' ' : : . 1,0000
(@) H,0 |
008 CO, 5% CO,
2 5% HZO -1 0,9999
£ i P: 50 mbar |
2 0,96 L: 1000 m
T: 296 K H| Sy
0,94 | i
I - 0,9997
0,92 1-6357.31 cm' = 1572.99 nm . | i

6357,2 6357,4 6357,6 6357,8 6358,0 6358,2
Dalga Sayisi(cm™)

Sekil 4.25. HITRAN veritabani1 kullanilarak hesaplanan CO; ve H20 sogurma

cizgileri
T l T I Ll l T I L I L
1,00 p-o o 00000000V
| (b) = |
0,98 - e e e Hitran 5% CO2 n N2 <
L P: 50 mbar
1= 5 L: 1000 m
@ Y9° [ S/IN=092/0.0015=613 T: 296 K N
- - Voigt profili
094 | DL:0.05/613 ~ 80 ppm =
0,92 - 6357.31 cm’’ 5
1 l 1 I 1 l 1 | 1 l 1
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12

GoéreceliDalga Sayisi (cm™)

Sekil 4.26. HITRAN veritaban1 kullanarak hesaplanan teorik sonug ile ¢ok iyi
uyum gosteren 6357.31 cm1'de (Kesikli mavi ¢izgi) N icerisinde
%5 CO: ile dolu CEAS hiicresi yoluyla iletim sinyali (Noktah
kirmizicizgi). DL, Tespit limiti
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Sekil 4.27. Alveoler havayla dolu CEAS hiicresi yoluyla CO: iletim sinyali.
6357.31 cmVde CO: izole sogurma c¢izgisi gozlenebilir. Veriler,
ylzde iletim birimlerinde kesikli ¢izgiler halindedir ve FPI pikleri
gosterilmektedir.

Denklem (4.1)'e gore hesaplanmis sogurma [(To/1)-1]/d, CO:
konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak c¢izilmistir (Sekil 4.28). Ayna
yansimasl, Denklem (4.1)'i kullanan netice olarak olusan dogrusal uygunlugun
egiminden belirlenmistir. Bu 6l¢iimlerden, 1000 m efektif bir yol uzunluguna
tekabiill eden ayna yansimasi R=0,9995 olarak belirlenmistir. CO:
konsantrasyonu, cizgi giiciinden, sogurma cizgisi altindaki alandan ve toplam
molekiiler konsantrasyonundan hesaplanmistir. Cizgi giicii, 6357.31 cm™! de
CO2 sogurma c¢izgisi i¢in 1.66 x 10-23 cm1/molekiil cm2 olarak belirlenmistir
(Rothman vd., 1998). R'nin ayna yansimasi ve d (50 cm)’nin kavite aynalari

arasindaki mesafe oldugu yerde sogurma katsayisi verilmistir.
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Sekil 4.28. COz sogurma katsayisi.

Nefes CO2 konsantrasyonlari ile birlikte goniilliler i¢in 6lglimler, 6l¢iim hatasi
nedeniyle ne kadar varyasyon oldugunu belirlemek icin yenilenmistir (Sekil
4.29). Ortalama, 6.146 olarak %6.165 ile %6.13 arasinda degisen degerler
olarak bulunmustur. Standart sapma (SD) ve standart hata (SE) sirasiyla

0.00806 ve 0.00403 olarak belirlenmistir.

T T T T T B T

| .\ -
6,160 .
5
=
€
S 6155 Ortalama: 6.15, i
L
g SD: 0.00806,
o
z SE: 0.00403.
6,150 4
6,145—1 . . ; ! . .
1 2 3 4

Olctim Sayisi

Sekil 4.29. Nefes CO2 konsantrasyonlar ile goniilliilerin kalibrasyon icin ¢oklu
Olgctimleri
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Gelistirilen OA-CEAS sistemi ile 6357.31 cm-1’de CO: izole sogurma ¢izgisi elde
edilerek nefeste bulunan CO: miktarlar1 OA-CEAS sistemi ile basar: ile tespit
edilmistir. Uyku oncesi ve sonrasit OUAS’I1 hastalarla uyku sonrasi i¢in saglikli
bireyleri, nefes havalarinda bulunan CO2 konsantrasyonlar1 kutu diyagrami ile
kiyaslanmistir (Sekil 4.30). Saglikli bireylerin nefeslerinde, %3.6 ve %6.4
arasinda degisen oranlarda olmak tizere, ortalama %4.7 seviyesinde CO2 ve
OUAS hastalarinda uyku oncesi alinan nefeste %3.6 ve %6.8 arasinda degisen
oranda olmak iizere, ortalama %5.2 oranda CO2, uyku sonrasinda alinan nefes
havalarindaise, %4.1 ve %6.9 arasinda degisen oranda olmak {izere, ortalama
%5.2 oraninda CO2 saptanmistir. Uykudan Once incelenen nefes
havalarindabulunan CO; ile, saglikli bireylerin nefesi kiyaslandiginda, nefesle
disar1 verilen CO; seviyelerinde ve uyku sonrasi nefete bulunan CO; arasinda

belirgin bir degisiklik gézlemlenmemistir (p > 0.05).

8 I I |
Karbondioksit
| p>0.05 |

L | p>00s | p>005 | i
s 6 -
£
£
S sl '7 -
o
3
Y]
: |

4L o

3 1 | |

Uyku Oncesi Uyku Sonrasi Kontrol

Sekil 4.30. Uyku oncesi ve sonrasi OUAS’lh hastalarla, uyku sonrasi saghkl
bireylerin nefeslerinde bulunan CO2 molekiiltiniin kiyaslanmasi.
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4.3.1.3. TD-GC/MS ile nefes analizi

OUAS hastaliginda nefeste agiga cikan molekiillerin arastirilmasi icin analitik
yontemlerden TD-GC/MS kullanilmistir. Calismada OUAS hastalarinin ve saglikli

kontrol grubunun nefeslerindeki aseton ve btitanol miktarlar1 arastirilmistir.

Nefesle verilen hava 6rnekleri her OUAS hastasindan uykudan o6nce (aksam
8:00) ve uykudan sonra (sabah 8:00) ve her saglikli denekten uykudan sonra
(sabah 8:00) toplanmistir. TD-GC/MS analizi i¢in, nefes 6rnekleri Bio-VOC
sistemi kullanilarak toplanmis ve daha sonra Tenax-TA 200 mg polimer termal
ayristiricl kartuslarina transfer edilmistir (Markes, Bio-VOC). Tenax-TA 200
tiipleri, nefesten alinan ve su buhari i¢in diisiik baglanma giiciine sahip olmasina
karsilik, ucucu ve yan ucucu bilesiklerin yakalanmasi i¢in uygundur. Orneklerin
toplanmasindan sonra, Tenax-TA tiipleri<4°C sicaklikta, UOB'lerin
buharlasmasinin engellenmesi icin buzdolabinda saklanmistir. Kullanilan

aparatlar Sekil 4.31’de gosterilmistir.

Sekil 4.31. Nefes 6rneklerini toplama aparatlari

Hastalardan nefes ornegi alinirken (Sekil 4.32), nefes toplama tiipiinde tek
tarafli olan vana agza yakin yerde bulundurulmustur. Nefes verilen hacim Tidal
Volim denilen akcigerlerde bulunan havanin nefes toplama tiipii icgerisinde

kalmasini saglar.
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Sekil 4.32. Hastalardan 6rnek alinimi

Bu asamadan sonra hizli bir sekilde kartuslarin iki ucu agilarak hizli bir sekilde
nefes toplama tilipiine takilmistir. Ardindan 10 sn’de tipanin itilmesi ile hava

kartuslara iletilmistir (Sekil 4.33).

Sekil 4.33. Nefes havasinin 10 sn igcerinde kartusa iletilmesi
Alinan ornekler (Sekil 4.34) hizli bir sekilde buzdolabina konulmustur.

Kartuslarin buzdolabinda saklanma maksimum siiresi 20 giin olarak uretici

firma tarafindan belirtilmistir.
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Sekil 4.34. Hastalardan uyumadan oOnce, uykudan hemen sonra alinan ve
hastanin bulundugu ortamdan alinan hava érnegi

Hastalardan nefes almak i¢in ayrica hastaya goniilli olduklarina formu

imzalatilmaktilmistir. Calismamizda “Agilent 7890A” cihaz1 kullanilmaktadir.

Ayrica termal ayristirici sisteme entegre edilmistir (Sekil 4.35).

Sekil 4.35. Kullanilan TD-GC/MS (Agilent 7890A)

MS ile birlikte olarak GC yaygin olarak nefes analizi icin kullanilmaktadir. Bu
calismada, TD-GC/MS nefes aseton ve biitanol molekiil miktarlar1 analizi icin
kullanilmistir (Agilent Teknolojileri 7890A 5975C). UOB'’ler, GC/MS icerisine
enjekte edilmis termal ayristiricilar tarafindan termal olarak ayristirilmislardir.

Termal ayristirici icin kosullar Cizelge 4.3’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.3. Termal ayristirici ayarlari

On desorpsiyon ayarlari

Beklemede ayrilma (Split on in stand by)

Akis yolu sicakligi 200°C
Minimum tasiyic1 basinci 5 psi
On Temizleme zamani 1dk

Tiip / 6rnek desorpsiyon ayarlari

Tiip ayristirma zamani 5 dk

Tiip ayristirma sicakligi 250°C

Yakalama ayarlari (Trap Setting)

On-yakalama atesleme iletimi (Pre- Minimum 1 dk yakalama akis1 (1
Trap fire purge) min trap flow)

Diistik yakalama (Trap low) -10°C

Yakalama 1sitma orani Maksimum

Yakalama tutma / dakika 3dk

Ayrilma Acik

Yakalama Ust Seviye 300°C

TD sistemine ayrimsiz (b6lmesiz) mod uygulanmistir. GC/MS enjektor sicakligl
250°C’ye ayarlanmis ve akis hizi 20 psi olarak ayarlanmistir. Kolon firini
sicakligr 4 dakika boyunca 60°C’de tutularak ve daha sonra dakikada 20 °C
artirilarak 180 °C'ye yiikseltilmistir. 15 dakika boyunca 180 °C'de tutulduktan
sonra, sicaklik tekrar 4 °C/dk bir oranda 215 °C'ye ytikseltilmistir. 20 dakika
boyunca bu sicaklikta tutulmustur. Ayrica kolon firin1 dakikada 4 °C olmak
tzere 240 °C'ye kadar 1siilmistir. 35 dakika boyunca bu sicaklikta tutulmustur.
Daha sonra analitler DB-5 polar olmayan 30 m uzunlugunda ve 0,25 mm i¢ ¢caph
kilcal siitun icerisine enjekte edilmistir. Secici iyon takibi (SIM) modu alt
algilama sinirlarini elde etmek icin kullanilmistir. SIM modu tam tarama
modunda ¢ok daha etkin sonuglar almamizi saglar. Helyum gaz1 (%99.999),
analitik stitunda yaklasik 20 psi'lik bir akis ile bir tasiyici olarak kullanilmistir.
Ayn bilesiklerin iyonlasmas1 70 eV'de elektron darbesi iyonizasyonu ile
gerceklestirilmistir.
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SIM modu kalibrasyonu icin manuel olarak TD-GC/MS cihazina farkh
konsantrasyonlardaki standartlarin enjekte edilerek tanitilmasi gerekmektedir.
Daha sonra ayni sicaklik programi, bir 6rnegin analizi icin uygulanmis ve nefes
havas1 karisimi igerisndeki molekiiller tanimlanmistir. Calismada kalibrasyon

egrilerinin lineer oldugu gorilmustiir.

OUAS hastalarinda uyku oOncesi ve sonrasi disart verilen nefes havasi
icerisindeki aseton konsantrasyonlari ile saglikli kisilerde uyku sonra 6lgtilen
degerleri karsilastirmak icin bir kutu diyagrami kullanilmistir (Sekil 4.36).
OUAS hastalarinda uykudan 6nce (1.2 ppm) ile 1.4 pg/L (0.6 ppm) ve 6.6 pg/L
(2.9 ppm) arasinda degisen oranda, ortalama 2.8 pg / L, uykudan sonra 1.13
ug/L (0.49 ppm) ve 6,8 pug/L (2.96 ppm) arasinda degisen oranda, ortalama 3
ug/L (1.3 ppm) gosterirken, saghikli goniilliiler 1.5 pg/L (0.65 ppm) ve 3.2 ug/L
(1.39 ppm) arasinda degisen oranlarda, ortalama 2.5 pug/L (1.09 ppm) olmak
lizere nefeslerinde aseton bulunmustur. Bu nedenle, uyku sonrasi nefes
havasinda aseton diizeylerinde, uyku 6ncesi olanlara ve saglikli bireylere kiyasla

belirgin bir degisiklik g6zlemlenmemistir (p > 0.05).

Birimlerin donigsimi asagidaki denkleme gore hesaplanmistir:

e Aseton molar kiitle: 58.08 g/mol
e 1ppm=(3.97 x 108 mol/L) x (molar kiitle).
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Sekil 4.36. Saglikh goniilliler ve OUAS hastalarindan nefes havasinda bulunan
aseton seviyelerinin kutu diyagrami karsilastirmasi

Ayrica, uyku oncesi ve sonrast OUAS’lh hastalarla uyku sonrasi icin saglikli
bireyleri, nefes havasinda bulunan biitanol molekiilii konsantrasyonlari
baglaminda kiyaslamak i¢in tekrar kutu diyagrami olusturulmustur (Sekil 4.37).
Saglikli gontllilerden alinan nefes havasinda 0.2 ng/L (0.07 ppb) ve 1.5 ng/L
(0.51 ppb) arasinda degisen oranlarda olmak tlizere ortalama 0.8 ng/L (0.27
ppb) seviyesinde bilitanol molekiilii ve OUAS hastalarindan alinan nefes
havasinda uyku oncesi 0.5 ng/L (0.17 ppb) ve 17 ng/L (5.7 ppb) arasinda
degisen oranlarda olmak tizere, ortalama 5.7 ng/L (1.9 ppb), uyku sonrasinda
0.2 ng/L (0.07 ppb) ve 17.9 ng/L (6.09 ppb) arasinda degisen degerlerde,
ortalama 6.9 ng/L (2.35 ppb) biitanol saptanmistir. Bu nedenle, uyku 6ncesi
seviyelere kiyasla, istatistiksel olarak anlaml bir fark (p > 0.05) bulunmayan
hastalarda uyku sonrasi ve uyku sonrasi seviyelerinde istatistiksel olarak
anlaml bir fark (p = 0.04) bulunan saglikli bireylerde nefes ile verilen biitanol
molekiiliiniin yliksek bir konsantrasyonu bulunmustur. Birimlerin dénisimiu

icin, biitanol molekiiliiniin molar kiitlesi 74.12 g/mol olarak alinmistir.
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Sekil 4.37. Uyku oncesi ve sonrast OUAS’]1 hastalarla, uyku sonrasi i¢in saglikli

bireylerin nefes havalarinda bulunan

kiyaslanmasi

biitanol molekiliniin

Uyku oncesi, uyku sonrasi ve kontrol grubu nefes havalarinda bulunan aseton

biitanol ve karbondioksit molekiil miktarlari Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4. TD-GC/MS ve OA-CEAS ile OUAS hastalarinin nefeslerinde bulunan
aseton, biitanol ve karbondioksit molekiil miktarlar:

Molekiil Ornekleme Min Maks Ortalama
Uyku Oncesi 0.4 ppm 1.48 ppm |0.93 ppm

Aseton Uyku Sonrasi 0.49 ppm 296 ppm |1.62 ppm
Kontrol Grubu |0.65 ppm 1.39 ppm |[1.09 ppm
Uyku Oncesi 0.05 ppb 0.92 ppb | 0.41 ppb

Biitanol Uyku Sonrasi 0.07 ppb 6.05 ppb 1.84 ppb
Kontrol Grubu |0.07 ppb 0.51 ppb 0.27
Uyku Oncesi %3.6 %6.8 %5.2

CO: Uyku Sonrast | %4.1 %6.9 %5.2
Kontrol Grubu | %3.6 %6.4 %4.7

OUAS hastalarinda, uyku sonrasi

degerler uyku

oncesi seviyelerle

kiyaslandiginda ve saglikli kontrol grubunda olanlar ile kiyaslandiginda, nefesle
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disar1 verilen aseton ve karbondioksit seviyelerinde anlamli degisiklikler
gozlemlenmemistir. Nefes analizi ile uyku oncesi ve sonrasina bakildiginda
biitanoliin konsantrasyonunun arttig1 gorilmiistiir. Bu sonuglar, gelecekte
OUAS’1n girisimsel olmayan tanisi i¢cin bilitanol molekiiliiniin, potansiyel bir

biyoisaret olarak kullanilabilecegini ortaya koymaktadir.

4.4. Norolojik Hastalarda Nefes Analizi

4.4.1. VPA kullanan epilepsi hastalarinin nefeslerindeki amonyak

molekiiliit miktarinin OA-CEAS yontemi ile analizi

Epilepsi, santral sinir sisteminin kortikal veya subkortikal bélgelerinde yer alan
noron gruplarinin ani, anormal ve hipersenkron desarjlar1 sonucu ortaya ¢ikan
ve genellikle tekrarlayici nitelikte olan bir nérolojik bozukluktur (Geng¢ vd.,
2013). Tekrarlayic1 seklinde seyreden epilepsi nobetlerine siklikla duygu ve
hareket bozukluklar1 ve gegici biling kaybi eslik eder (Fisher vd., 2005).

VPA (Valporat veya valproik asit) lilkemizde daha ¢ok Convulex ve Depakin
isimleri altinda piyasada bulunmaktadir. Valproik asit ilk olarak 1882'de
Beverly S. Burton tarafindan kedi otundan (valerian) sentezlenmistir (Burton,
1882). VPA ilacinin icinde, karbon, hidrojen, oksijen, sodyum gibi ilaveler
bulunmaktadir. VPA karacigerde parcalanilarak atilir. Giinde bir ya da iki kez
alinmalidir. VPA psikiyatrik bozukluklarda da kullanilmaktadir. VPA ilagla
zehirlenme olgularina yol agabilmektedir (Sule 2006). Bu ylizden hastalarin
rutin olarak kanlarinda bulunan VPA miktarlarini ve amonyak miktarlarini
kontrol etmek amaci ile kan tahlili yaptirmalar1 gerekmektedir. VPA
zehirlenmesinin en yaygin bulgusu merkezi sinir sistemi depresyonudur. Ayrica
hiperamonyemi, pankreatit metabolik ve hematolojik bozukluklar da
goriilebilmektedir. Calismamizda kanda bulunan amonyak ve VPA miktar ile
nefeste aciga cikan amonyak miktar1 arasindaki iliski arastirilmis, ileri
asamalarda nefes analizi yontemi kullanilarak ila¢ kullaniminin planlanmasi i¢in

kullanilabilirligi arastirilmistir.
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VPA, oral olarak alindiktan sonra hizla ve tama yakin emilir. Plazma pik
konsantrasyonuna yaklasik 2 saat sonra ulasir (Arpat, 2006). Karacigerde
metabolize olurlar ve aktif metabolitine dontiserek, lire metabolizmasinda yer
alan karbamil fosfat sentetaz ve ornitin karbamil transferaz enzimlerini
engellemektedir. Bu nedenle VPA karacigerde iire sentezinin aksamasina neden
olur ve toksik bir madde olan amonyak, kanda yiikselir. Ayrica VPA’'nin
bobreklerde mitokondri membranindan glutamin gegisini artirmasi ile, kanda

amonyak birikmesine katki bulundugu bildirilmistir (Eryilmaz vd., 2014).

Nefesteki amonyak, ileri karaciger hastaligi sonucu ortaya ¢ikan hepatik
ensefalopati gibi norolojik hastaliklarin tanisinda biyosaret olarak kabul edilir.
Karaciger islev bozuklugu hiperamonyeri (kandaki amonyak seviyesini arttirir)
ile birlikte ortaya ¢ikar. Hiperamonyemi VPA ile tedavi goren hastalar ile de

iliskilendirilmistir.

Kanda artan amonyak konsantrasyonu epilepsi hastalarinda nefes amonyagi
seviyesini arttirabilir. Dallanmis kisa zincir yag asidi olan VPA, anti-epileptik bir

ilactir ve epilepsi, migren ve psikiyatrik hastaliklarin tedavisinde kullanilir.

Epilepsi ilaci olarak kullanilan VPA'1n yan etkilerinden olan asir1 amonyak artisi
nefes ile arastirilmistir. Bilindigi kadariyla mevcut calisma ilk defa nefesteki
amonyak seviyesi ile kan VPA Kkonsantrasyonu arasindaki Kkorelasyonu
incelemistir. Gelecekte nefes amonyag1 6l¢iim sisteminin epilepsi tedavisinde

kullanilma potansiyeli vardir. Bu alanda daha kapsamli calismalar gereklidir.

Amonyak, protein metabolizmasi sonucu olusan nitrojen dongiisiiniin bir
bilesenidir. Amonyak viicut sivilarinda, iyonlasmamis amonyak (NH3) ve
amonyum iyonu (NH4) olarak iki sekilde bulunmaktadir. Oldukc¢a toksik olan
NH3/NH4 karacigerde tire ve sitrik asit siklusu yoluyla daha az toksik olan tireye
déniistiiriliir. Ure kan dolasimi yoluyla bébreklere iletilir ve ardindan bébrekler
vasitasiyla idrarla viicuttan atilir. Saghkl bir kiside kandaki amonyak viicuttan
geregince siizllebilir ve karaciger ve bodbrekler tarafindan zararsiz hale

getirilebilir. Bu organlarindaki yetmezlik veya bozukluk kandaki amonyak
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seviyesinin ylikselmesine neden olur. Bu amonyak daha sonra akcigerlere
yayilir ve solunum yoluyla disar1 ¢ikar. Yiikksek konsantrasyondaki amonyak
insan viicudu i¢in tehlikeli hale gelir. Bu nedenle, amonyak insan viicudunda

onemli bir rol oynamaktadir.

Calismamizda (Bayrakli vd., 2016b), nefes ornekleri ve kan alinan hastalar,
Sileyman Demirel Arastirma ve Egitim Hastanesi c¢alisanlar1 ve hastalari
arasindan secilmistir. On bes saglikli goniillii (25 ve 51 yaslar1 arasinda 7
kadin/8 erkek), epilepsi rahatsizligi bulunan ve VPA kullanan 10 hasta (30 ve 60
yaslar1 arasinda 6 erkek/4 kadin) c¢alismaya katimistir. Aktif enfeksiyon,
kanser, helikobakter pilori enfeksiyonu, karaciger yetmezligi ve hamilelik
dislama kriterleri olarak belirlenmis ve calismaya dahil edilmemistir. Sigara
icen ve alkol tliketen katilimcilar, hastanin degerlendirilmesine engel olacak
durumda agir norolojik definiti olan, kognitif etkilenmesi olan ve eglik eden,
depresyon ve/veya sistemik bir baska rahatsizligi olan hastalar da ayrica
calismaya dahil edilmemistir. Biyokimyasal analiz icin toplardamar kan
ornekleri nefesteki amonyak oOlciimleri ile birlikte alinmistir. Hastalarin ve
saglikh gonitllillerin demografik, klinik ve laboratuvar 6zellikleri Cizelge 4.5’de

verilmistir.
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Cizelge 4.5. Epilepsili 10 hasta ve saglikli 15 gonitilliiniin demografik, klinik ve
laboratuvar 6zellikleri

VPA kullanan Epilepsi Hastalar1
Cinsiyet
(bay/bayan) 6/4
30 ile 60 aras1
Yas (y1l) Ortalama: 45
Standart Sapma (SS): 12
25ile 36 arasi
BMI (kg m?2) Ortalama :30
SS: 4
IEIVP?A(ppb) 250 ile 1090 arasi
kullanimindan Ortalama 636
. SS: 279
once)
1(\IVI‘L3A(ppb) 450 ile 1477 arasi
kullanimindan prialaggios
SS: 317
sonra)
72.63 ile 126.30 arasi
o Ortalama: 44
SS: 88.53
Saghikli Kontrol Grubu
Cinsiyet
(bay/bayan) 8/7
25ile 51 arasi
Yas (yil) Ortalama: 33
Standart Sapma (SS): 11
23 ile 38 arasi
BMI (kg m2) Ortalama :29
SS: 7

Katilimcilardan bir gece 6nceden bir sey yememeleri istenmistir. Tim 6rnekler
sabah 08:00 ile 11:00 arasinda VPA kullanimindan 2 saat sonra toplanmistir.
Katilimcilarin yasi, boyu, kilosu, kullandiklar ilaglar, sigara kullanimi ve alkol
tilketimine iliskin bilgiler form doldurularak alinmistir. Calisma hastanenin etik
kurulu tarafindan onaylanmistir. Tim gonillilerden calismaya katilmalarina

iliskin olarak yazili onaylar alinmistir.
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4.4.2. Deney diizenegi

Calismada kullanilan sistem OA-CEAS 6nceki kisimlarda anlatilmistir (Sekil 4.1).
Kisaca, amonyak molekiiliiniin 6528.76 cm degerindeki sogurma c¢izgisi

kullanilarak 512 adet verinin ortalamasi i¢in ~40 tani limiti saptanmistir.

6528,76 cm’de NH3 sogurma c¢izgisi izole bir ¢izgidir ve nefes analizi i¢in
uygundur. Nefes ornekleri daha onceki kisimlarda anlatildigi iizere nefes
torbalar1 (Quintron) ile toplanmistir. Sistem de kiitle akis denetleyici (Alicat,
MCV-2SLPM-D/SM) ve iki yonli yeniden sizdirmaz valf (Hans Rudolph Inc.)
daha once anlatildig1 tizere kullanilmistir. Tekrar aymi sekilde o6lglimler
alinmadan 6nce hiicre, vakum pompasi (Agilent, IDP-3) kullanilarak minimum
basarilabilen degere (~10-2mbar) bosaltilmis ve ardindan 30 dakika boyunca
kapali ortam havasi ile temizlenmistir. Hiicre 1000 mbar’a kadar saf N: ile
doldurulduktan sonra tekrar bosaltilmistir. Hiicre amonyagi ayna yiizeyinden ve
hiicre duvarlarindan temizleyebilmek icin 35 ile 40°C’ye kadar 1sitilmis, 6l¢iim
disiiriilmiis 50 mbar basingta gerceklestirilmistir. Kiitle akis denetleyicinin akis

oranl 1500 sccm’dir.

lletim sinyalinin alveoler hava ile dolu CEAS hiicresinden gecisine bir érnek
Sekil 4.38’de verilmistir. Burada, NH3'lin 6528.89 cm -’de izole sogurma cizgisi
ve NH3 ve COz’nun 6528.89 cmVde izole sogurma ¢izgisi gorilebilir. Cizgi
giicleri sirasiyla, 6528.76 cm™'deki NH3 sogurma ¢izgisi icin 2.5x10-21
cm-1/molekil cm=2; 6528.89 cmV’deki NH3 sogurma cizgisi i¢in 1.24x 0-21
cm~Y molekiil cm=2; 6528.895 cm'deki CO2 sogurma ¢izgisi i¢in 5.2x 10-25

cm~Ymolekil cm-2'dir.
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. . NH, + COY(6528.89 cm’) |

0,0033 0,0036 0,0039 0,0042 0,0045 0,0048
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2

Sekil 4.38. NH3z'lin 6528.89 cm -Vde izole sogurma ¢izgisi ve NH3 ve CO2’ in
6528.89 cm V'de izole sogurma ¢izgisi (mavi), sogurma olmadan Io
giren 151k (kirmizi )

NH3 ve COz'nun sogurma cizgilerinin FPI sinyali ilizerindeki normalize

gorinimi Sekil 4.39’de gosterilmistir.

100 b i, o o R s o e s o "~ 3
98 il
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94
92 |-
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0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25

Gareceli Dalga Sayis [cm™)

iletim (%)

Sekil 4.39. NH3 ve CO2'nun sogurma cizgilerinin FPI sinyali tizerindeki normalize
gorunumu

Sekil 4.40’da Denklem (4.1)’e gore hesaplanan 6528.76 cm-"deki NH3 sogurma

katsayisi ve Voigt fit deneysel veri gosterimleri verilmistir.
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Sekil 4.40. Voigth fit (yesil), sogurma katsayisi (mavi)

Amonyak konsantrasyonu, lazer ¢izgi giicii, sogurma ¢izgisi altindaki alan ve
toplam molekiil konsantrasyonu kullanilarak hesaplanir. Nefes havasinda
bulunan amonyak molekiiliinlin konsantrasyonlarinin o6lglimleri, istatiksel
varyasyonlarin ne kadarinin 6lgiim hatasi kaynakli oldugunu belirlemek
amaciyla birka¢ kere daha tekrarlanarak hesaplanmistir. Bulunan nefesteki
amonyak degerleri ortalama 3140 ppb olup 3105 ppb ve 3178 ppb degerleri
arasinda olmustur (Sekil 4.41). Elde edilen degerlerde standart sapma (SS) 26
ppb ve standart hata (SH) 12 ppb olarak bulunmustur. Her 6él¢limdeki sogurma
katsayilar icin lineer iliski Sekil 4.42’de gosterilmistir.

3180 |
5 3170t
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©
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£ 3130r '
L7 SE: 12

3120 F

3110}

1 2 2 4 5

Olgiim Sayisi

Sekil 4.41. Kontrol amag¢h aym kisiden tekrarli nefeste bulunan amonyak
molekiil miktar1 6l¢iimleri
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Sekil 4.42. Her dl¢limdeki sogurma katsayilari icin lineer iliski

Bu calismada tekrar daha o6nce gelistirdigimiz OA-CEAS nefesteki amonyak
analizi kullanilarak noninvazif klinik taniya uygulanmistir. Nefesteki amonyak
seviyeleri ve VPA'nin kan konsantrasyonlari arasindaki iliski calisiimistir.
Calisma ig¢in 15 saghikli gontllii, 10 epilepsi hastasinin (VPA alimi 6ncesi ve 2
saat sonrasi) nefeslerindeki amonyak konsantrasyonlari 6lgiilmistiir. Nefes
amonyak seviyesi saglikli goniillilerde 120 ve 530 ppb olarak tespit edilmistir.
Nefesteki amonyak seviyesi VPA oncesi 250 ile 1090 ppb arasinda ve VPA
kullaniminin 2 saat sonrasi 450 ile 1477 ppb arasinda saptanmistir. Saglikh
katilimcilarin ile epilepsili hastalarin VPA 6ncesi ve sonrasi disari solunan NH3
seviyeleri arasinda istatiksel acidan kiyaslama yapildiginda 6nemli bir fark
gorulmiistir (p < 0.05). Bununla birlikte, nefesteki amonyak seviyeleri ve kan
VPA konsantrasyonlari arasinda énemli bir korelasyon saptanamamistir (r <
0.25, p < 0.29) (Cizelge 4.6) Deneysel sonuclar, gercek zamanl nefes amonyak
0l¢lim sistemimizin epilepsi hastalarinin saglik durumlarinin, hizli rutin tanilari

ve suirekli izlenmesi i¢in kullaniminin miimkiin oldugunu gostermistir.
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Cizelge 4.6. Nefes amonyak konsantrasyonlarinin minimum, maksimum, dortli

ve ortalama degerleri

Molekiil Minimum | %25 %50 %75 Maksimum | Ortalama
(ppb) (ppb) | (ppb) | (ppb) | (ppb) (ppb)
Amonyak | VPA 250 490 555 848 1090 636
Oncesi
VPA 450 787 933 1200 1477 989
Sonrasi
Kontrol | 120 171 340 467 530 323

Saglikli katilimcilar

ile epilepsi hastalarinda VPA o6ncesi ve sonrasi disari

solunan nefesteki amonyak konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi i¢in kutu

grafigi kullanilmistir (Sekil 4.43). Kutu grafigi istatiksel bir tekniktir ve verilerin

ceyreklere ayrilarak veri kiimesinin dagilimini gostermek icin kullanilabilir.

Nefeste bulunan amonyak molekiilii ve kan VPA miktar1 arasinda bir korelasyon

bulunmamistir (Sekil 4.44).

Nefes Amonyak (ppb)

2000 , , :
L (a) I p <0.05 I
1750 + —
1500 |- | p<005 I p<0.05 | ]
1250 - T J
i Mak
1000 | T .
[ 75 %
750 |- -
500 -_50 % Ortalama J- - ]
25 % J-
250 - Min -
L ==
0 | 1 |

VPA éncesi

VPA sonrasl

Kontrol

Sekil 4.43. VPA ilacinin kullanimindan 6nce, kullanimindan sonra ve saghkl
kontrol grubunun verilen nefes havasindaki amonyak molekiili

miktarinin kutu grafigi ile gosterimi
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Sekil 4.44. Verilen nefes havasindaki amonyak molekiilii miktari ile kandaki VPA
miktari korelasyon gosterimi

Kutu grafigi ile saglikli katilimcilarin nefeslerindeki amonyak 120 ile 530 ppb
arast1 olarak, ortalama 323 ppb elde edilirken epilepsi hastalarinin
nefeslerindeki amonyak seviyeleri VPA 6ncesi 250 ile 1090 ppb arasi ortalama
636 ppb ve VPA sonrasi 450 ve 1477 arasi ortalama 989 ppb olarak
saptanmistir. Sonuglara bakildiginda epilepsi hastalarinda VPA kullaniminin
oncesine oranla, sonrasinda nefes havalarinda amonyak miktarinin arttigi
gozlemlenmistir. Saglikli katilimcilarin nefes amonyaklarinin konsantrasyonlari
VPA kullanan epilepsi hastalarindakine oranla daha az bulunmustur. Saglikli
hastalarda (p<0.05) ve epilepsi hastalarinda VPA 6ncesi ve sonrasi (p<0.05)
disar1 solunan NHj3'te istatiksel olarak 6nemli bir fark tespit edilmistir. Nefes
amonyak seviyeleri ve kan VPA konsantrasyonlar1 arasindan herhangi bir

korelasyon gozlemlenmemistir (r=0.25, p=0.29).

4.4.3. Hekzanal molekiilii ile norolojik hastaliklar arasinda iliski
Norodejeneratif hastaliklarin olusumundaki rol alan ana mekanizmalar,
oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon ve inflamasyondur (Kangalgil ve

Canbolat 2016). Beyin, poliansatiire yag asit miktarinin fazla olmasi, metabolik

aktivite hizinin yiiksek olmasi ve antioksidan savunma kapasitesinin diisiik
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olmasindan dolay1 oksidatif hasara karsi ¢ok duyarhdir (Coyle ve Puttfarcken,

1993).

Lipid peroksidasyon sirasinda, beyinde oksidatif stresin artmasina ve
norotoksiteye neden olan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunun
artmasinin yani sira malondialdehit (MDA), nefeste hekzanal molekiilii gibi lipit
peroksidasyon markerlarinin artisi, mitokondriyal fonksiyonlarda bozulma,
indirgenmis glutatyon (GSH), siiperoksitdismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GPx) ve glutatyon rediiktaz (GRq) gibi antioksidan enzimler de azalma

gorilmektedir (R. Paul vd., 2015).

Sinirsel dokularda lipid miktar1 6zellikle fazladir. Lipit peroksidasyonu sinir
hiicrelerinin lipit zengin membranlarindan dolay1 bir¢ok noérolojik hastalikta
onemlidir. Lipid peroksidasyonunun ilk asamasinda yag asitlerindeki konjuge
cift baglardan bir elektron igceren H atomu ¢ikarilmasi ile lipid radikali olusur.
Lipid radikali de oksijenle reaksiyona girerek lipid peroksit radikalini (LOOH)
olusturur. LOOH yikilim1 gecis metalleri iyon katalizi ile olur. Hiicre zar1 ve
organel lipid peroksidasyonu serbest radikallerle wuyarilabilir ve gecis
metallerinin varlhiginda artar. Hidrojen peroksitten (H:0:), hikroksil radikali
(OH") olusmasi zincir reaksiyonu baslatabilir. Bu reaksiyonlar sonucu son tiriin
olarak aldehitler (6rn. hekzanal) agiga ¢cikar (Demirci vd., 2013). (Sekil 4.45)
Enzimler olmadan ilerleyen lipid peroksidasyonu metabolizmasi ¢ok zararh bir
zincir reaksiyonudur. Bu reaksiyonlarda membran yapis1 direkt olarak zarar
gorur ve Uuretilen reaktif aldehitler indirekt olarak diger hiicre bilesenlerine
zarar verir. Bu sekilde bir ¢ok hastaliga sebep verir (Akkus, 1995; Burtis ve
Ashwood, 1999).
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Sekil 4.45. Lipid peroksidasyon metabolizmasi (Higdon vd., 2012)

Lipid peroksidasyon sirasinda hekzanal molekiilii lipid peroksidasyon
biyoisareti olarak nefeste agiga ¢ikan molekiildiir (Dillard ve Tappel, 1989;
Orhan, 2007; Esterbauer vd., 1990; Pryor vd., 1991; Kinter, 1995).

Calismamizda (Akman vd. 2017), epilepsi, MS ve Parkinson hastalarinin
nefeslerindeki hekzanal miktarlar1 kontrol grubu ile Kkarsilastirilarak
incelenmistir. Sonuglar kutu grafigi ile incelenerek Sekil 4.49 da gosterilmistir.
OriginPro 2016 programi kullanilarak ‘Paired Sample T-test” yontemiyle
inceleme yapilmistir. Paired Sample T-testi, iki gozlem seti arasindaki ortalama
farkin sifir olup olmadigini belirlemek icin kullanilan istatistiksel bir
prosedirdiir. Paired Sample T-testinde, her bir 6zne veya varlik iki kez o6l¢iiliir
ve gozlem ciftleri elde edilir. Eslestirilmis 6rnek t-testinin ortak uygulamalarsi,

vaka kontrol ¢alismalari veya tekrarlanan durumlari igerir.

Nefes ornekleri alinan hastalar ve kontrol grubu ile ilgili bilgiler Cizelge 4.6’da
verilmistir. Aktif ist solunum yollar1 enfeksiyonu vb. solunum rahatsizlig olan
hastalar, hastanin degerlendirilmesine engel olacak durumda agir norolojik
definiti olan, kognitif etkilenmesi olan ve eslik eden, depresyon ve/veya
sistemik bir baska rahatsizlig1 olan hastalar ve MS hastalar1 icin EDSS skoru 6.5
in uzerinde olan hastalar calismaya alinmamistir. Katilimcilarin yasi, boyu,

kilosu, kullandiklarn ilaglar, sigara kullanimi ve alkol tiiketimine iliskin bilgiler
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form doldurularak alinmistir. Calisma Siilleyman Demirel Arastirma Uygulama
Hastanesi hastalar1 ile yuritilmiis ve hastanenin etik kurulu tarafindan
onaylanmistir. Tiim goniillilerden ¢alismaya katilmalarina iliskin olarak yazil

onaylar alinmistir.

Cizelge 4.7. 12 Epilepsi hastasi, 13 MS hastasi, 8 Parkinson hastas1 ve saglikli 12
goniilliiniin demografik, klinik ve laboratuvar 6zellikleri

Epilepsi Hastalari

Cinsiyet
(bay/bayan) 8/4

19 ile 62 arasi
Yas (yil) Ortalama: 36.1

Standart Sapma (SS): 15.5
21.2 ile 27.7 arasi
BMI (kg m2) Ortalama :24.5
SS: 1.96
MS hastalar1

Cinsiyet
(bay/bayan) g °

13 ile 49 arasi
Yas (yil) Ortalama: 32.9

Standart Sapma (SS): 9.7
16.5 ile 37.5 arasi
BMI (kg m2) Ortalama :24.3
SS: 5.6
Parkinson Hastalari

Cinsiyet
(bay/bayan) 6/2

40 ile 72 arasi

Yas (y1l) Ortalama: 54.1

Standart Sapma (SS): 12.2
19.3 ile 33 arasi

BMI (kg m2) Ortalama :23.6
SS: 4.4
Saghiklh Kontrol Grubu
Cinsiyet
(bay/bayan) 1072
22 ile 42 arasi1
Yas (yil) Ortalama:27.8
Standart Sapma (SS): 7.3

21ile 26.4 aras1

BMI (kg m2) Ortalama :24.2

SS: 1.5
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4.4.3.1. Epilepsi

Oksidatif stres, epilepsi dahil olmak tizere bir ¢ok nérolojik hastalig1 etkileyen
faktorlerden biri olarak yer almaktadir (Patel, 2004; Waldbaum, 2010; Devi vd.,
2008; Baron vd., 2007; Gao vd., 2007). Ayrica epilepsi olan kisilerde oksidatif
stres ve lipid peroksidasyon yiiksek olarak goriilmistir (Deepa vd. 2008).
Epileptogenez ve uzun siireli antiepileptik ila¢ kullanimi oksidatif strese yol
acarak noronal hasara neden olduguna dair ¢alismalar yapilmistir (Sudha vd.,,

2001; Duncan ve Thompson, 2003).

Calismamizda epilepsi hastalarinin nefeslerindeki hekzanal miktari ile kontrol
grubunun nefesleri karsilastirildiginda, epilepsi hastalarinin nefeslerinde
hekzanal molekiil miktarinin anlamli  derecede yiiksek oldugu
gorilmiistiir(Sekil 4.49). Epilepsi hastalar1 ile yas BMI arasinda herhangi bir
korelasyon bulunmamistir (Sekil 4.46).

70 —T v T v T T ' T ' T+ T T 1
" Yas
a
60 - ® BMI " i
[
50 - .
— a
o
040 o =
o e
© e
> [ ]
30 | u B
o)
b L = S a— R - o
. _
20 | . . . -

05 10 15 20 25 30 35 40 45
Konsantrasyon (ppb)

Sekil 4.46. Epilepsi hastalarinin nefeslerindeki hekzanal molekiilii miktar: ile
yas BMI iliskisi
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4.4.3.2. MS

Miyelinli  sinirlerde nonpolar lipidler elektriksel yaliticilar olarak
depolarizasyon dalgalarinin hizla yayilmasina olanak saglarlar. MS hastaliginda
bu lipidlerin bagisiklik sisteminin zarar vermesi ile lezyon olusumun gelistigi
teorisi yaygindir. Lipidler ayrica mitokondriye elektron tasima islevine yardimci
olurlar. Biitiin hiicrelerde iletisim, tanima ve bagisiklik olaylarinda lipidlerin de

onemli rolleri vardir.

MS merkezi sinir sisteminin tekrarlayici ya da ilerleyici inflamatuar
demyelinizan hastaligidir. Hastanin atak aninda bagisiklik sisteminin noéron
miyelinlerine saldirmasi ile sinir iletiminde bozukluklara yol agmaktadir. MS
hastaliginda beyin ve bazen spinal kordda olusan demiyelinizan ile plaklarin
olusmasi sonucu piramidal, duysal, serebellar, nadiren otonomik ve
ekstrapiramidal sistem bozukluklarina sebep olmaktadir (Tutkan, 2006). Lipid
yapidan olusan miyelin kilifin atak aninda zarar gormesi ile lipid
peroksidasyonun artacagi ongoriisii ile yapilan bir calismada (Toshniwal ve
Zarling, 1992), lipid peroksidasyonun biyoisareti olan etan ve pentan
incelenmistir. Atak aninda pentanin nefeste yliksek seyrettigi yalniz etanin
artmadigini tesbit etmislerdir. Etanin artmamasinin altinda yatan sebebin MS
hastalarinin beyinlerinde doymamis yag konsatrasyonunun diisitk olmasindan
kaynaklanmis olabilecegi seklinde yorumlanmistir. Pentanin artan oksidatif
stres ile dogru orantili olarak arttig1 vurgulanmistir. Yapilan bir diger calismada
MS hastalarinin nefeslerinde hekzanal molekilii kontrol grubuna gore yiiksek
seviyede bulunmus ve hekzanal molekiiliiniin MS hastaliginin teshisinde %80.4

dogruluk oraninda kullanilabileceklerini belirmistlerdir (Ionescu vd., 2011).

Zhornitsky vd. (2016), yaptiklar1 calismada, MS hastaligi ile lipid peroksidasyon
arasinda urinleri olan 24-hidroksikolesterol ve 27-hidroksikolesterol’in hiicre
hasarina sebep olduklarini belirtmislerdir. Bu molekiiller MS progresyonunda
rol oynamaktadirlar. Hiicre hasar1 ve norotoksite arttikca MS hastaliginin
ilerledigi belirtilmektedir. Alzheimer hastaligi, MS ve Huntington hastalig1 gibi

bazi noérodejeneratif hastaliklarda lipid peroksidasyonun etkili oldugu
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belirlenmistir (Lazar vd., 2013). Lipid peroksidasyonun MS hastalarinda daha
yliksek oldugunu kanitlayan calismalar ¢oktur (P. Wang vd., 2014; Van De
Kraats vd., 2013; Miller vd., 2011; Gilgun-Sherki vd., 2004; Besler vd., 2013).

Calismamizda MS hastalarinin nefeslerindeki hekzanal molekiil miktar: ile
kontrol grubunun nefesleri karsilastirildiginda, MS hastalarinin nefeslerinde
hekzanal molekil miktarinin anlamh derecede ytliksek oldugu gorilmiistiir
(Sekil 4.49). MS hastalan ile yas BMI arasinda herhangi bir korelasyon
bulunmamistir (Sekil 4.47).
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Sekil 4.47. MS hastalarinin nefeslerindeki hekzanal molekil miktari ile yas BMI
iliskisi

4.4.3.3. Parkinson

Parkinson hastaliginin ana belirtileri yliriimenin ve hareketlerin yavaslamasi,
tutuklasmasi, hareketleri baslatmakta ve ince islerde giiclik, yiizde donuklasma,
kas sertligi, istirahat halindeyken el ve bacak titremesi, durus denge ve

reflekslerde bozulma, viicudun 6ne dogru egilmesi seklindedir (Emre, 2006).
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Parkinson hastaliginin en karakteristik 6zelligi beyin sap1 denilen bodlgede iki
tarafli simetrik olarak yerlesmis ‘substansiya nigra’ olarak nitelendirilen bir
hiicre grubunda dejenerasyon ve hiicre kaybi olusmasidir. Parkinson
hastaliginin olusmasi i¢in en az %60 -70 hiicrenin kaybolmasi gerekmektedir.
Aslinda hastalik belirtiler ¢ikmadan ¢ok once baslamaktadir (Emre, 2006).
Dopamin, substansiya nigra olarak belirtilen alanda {retilen bir
norotransmiterdir. Hareketlerin baslatilmasindan sorumludur. Bu bdlgenin
hasar gormesi ile beraber dopamin eksikligi olusmakta ve hareketlerin
baslamasinda ve akici uyumlu bir sekilde yapilmasinda zorluk meydana
gelmektedir. Hastalarin dopamin eksikligi ne kadar fazla ise hareketle ilgili
sikintilar1 o kadar fazla olmaktadir. Yalniz titremenin fazlalilig1 ile dopaminin
azalmasi ile ilgili dogrudan bir orant1 yoktur. Parkinson hastalig1 yavas ilerleyen
bir hastaliktir. Parkinson hastalaliginda da, lipid peroksidasyonun o6zellikle
‘substansiya nigra’ bolgesinde arttigina ve dejeneratif olarak bu boélgedeki
hiicrelerin 6liimiine sebep olduguna dair ¢alismalar yapilmistir (Dexter vd.,

1989; Jenner, 1997; Mylonas ve Kouretas, 1998).

Calismamizda nedeni bilinmemekle beraber Parkinson hastalar1 ve kontrol
grubu nefeslerindeki hekzanal molekiil miktar1 karsilastirildiginda, anlamli bir
fark gozlemlenmemistir (Sekil 4.49). Parkinson hastalari ile yas BMI arasinda

herhangi bir korelasyon bulunmamistir (Sekil 4.48).
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Sekil 4.48. Parkinson hastalarinin nefeslerindeki hekzanal molekiilii miktari ile

yas BMI iliskisi
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Sekil 4.49. Epilepsi, MS ve Parkinson hastalari ile kontrol grubu nefes hekzanal
konsantrasyonlari

Nefes analizi sonucu olarak epilepsi hastalarinin nefeslerinde hekzanal
molekiilii ortalama 1,88 ppb olmak iizere hastalarda minimum 0.7 ppb ve
maksimum 4.25 deger araliginda ¢ikmistir. MS hastalarinin nefeslerinde

hekzanal molekiilii ortalama 1.4 ppb olmak tizere hastalarda minimum 0.7 ppb

99



ve maksimum 3.54 ppb deger aralifinda ¢ikmistir. Parkinson hastalarinin
nefeslerinde ise hekzanal molekiilii ortalama 1.88 ppb olmak iizere hastalarda
minimum 0.7 ppb ve maksimum 4.25 deger araliginda g¢ikmistir. Kontrol
grubunda ise, ortalama deger 0.88 ppb olup minimum 0.7 ve maksimum 1.46
degerindedir. Literatiirde yapilan ¢alismalara bakildiginda saglikl kisilerde 0.38
nmol/L (9.5 ppb) ile 2.32 nmol/L (58.4 ppb) (Kischkel vd., 2010) deger
araliginda ve yapilan diger ¢alismada 7 pM (0.17 ppb) ile 13.8 pM (0.34 ppb)
deger araliginda ortalama 10.3 pM (0.25 ppb) (Poli vd., 2010) olarak saptandigi

gorilmustiir.

Hekzanal molekiilii nefeste lipid peroksidasyon varliginda ¢ikan bir molekiildiir.
Bu c¢ikarimdan yola ¢ikarak norolojik hastaliklar ile hekzanal molekiili
arasindaki iliski incelenmistir. Calismamizda epilepsi hastalarinda, MS
hastalarinda kontrol grubuna gore anlaml farklar goézlenmistir. Parkinson
hastalarinin nefeslerinde kontrol grubuna gore anlaml bir fark bulunamamistir.
Nefes analizi metodunda bilinmeyen bir ¢ok reaksiyon ve metabolizma
bulunmaktadir. Kanda veya viicudun herhangi bir doku veya sivisinda ytliksek
oranda bulunan bir molekiil nefeste direkt olarak aciga ¢ikmayabilir. Daha
oncesinde yapilan galismalar, norolojik hastaliklarda lipid peroksidasyonun
artugini belirtmislerdir. Ozellikle Epilepsi nobetlerinde ve MS ataklar1 sirasinda
lipid peroksidasyonun arttigl yoniinde c¢alismalar mevcuttur (Toshniwal vd,,
1992; Deepa vd., 2008) Epileptik nobet sirasinda noérolojik metabolizma artis
gostermesi ile beraber, lipid peroksidasyonda artis gozlenir. Epileptik
nobetlerin takibi icin lipid peroksidasyonun belirleyici etmenlerinin takibi

onemli olabilir.

4.4.3.4. Farkh ila¢ kullanan epilepsi hastalarinin nefes analizi
Calismamizda (Akman vd., 2017) etken maddesi VPA olan (Depakin, Convulex)
ilaclardan kullanan 6 hasta, etken maddesi levetirasetam (LEV) (keppra, epixx)

olan ilaglardan kullanan 3 hasta ve etken maddesi lamotrijin (LM]) (lamictal)

olan ilaglardan kullanan 3 hastadan nefes 6érnekleri alinmistir.
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Farkli ila¢ kullanan epilepsi hastalarinin ve saglikli kontrol grubunun
nefeslerindeki hekzanal konsantrasyonunu karsilastirmak igin bir kutu
diyagrami kullanilmistir (Sekil 4.50). VPA kullanan epilepsi hastalarinda
hekzanal molekiil miktar1 0.7 ppb ile 2.65 ppb arasinda degisen oranda
ortalama 1.75 ppb olarak, LEV kullanan epilepsi hastalarinda 0.7 ppb ile 0.77
ppb arasinda degisen oranda ortalama 0.72 ppb olarak, LM] kullanan epilepsi
hastalarinda 3.25 ppb ile 4.25 ppb arasinda degisen oranda ortalama 3.68 ppb

olarak, olarak bulunmustur.
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Sekil 4.50. VPA, LEV ve LM] kullanan epilepsi hastalarinin ve kontrol grubunun
nefeslerinde bulunan hekzanal molekiilii miktarlari

VPA, LEV ve LM] kullanan epilepsi hastalarinin ve kontrol grubunun
nefeslerinde bulunan hekzanal molekiilii miktarlar1 miktarlarn Cizelge 4.8’de

verilmistir.
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Cizelge 4.8. Nefes hekzanal konsantrasyonlarinin minimum, maksimum ve
ortalama degerleri

Nefes alinan grup Min Maks Ortalama
Xgiall‘;‘rlllana“ epilepst | 7 ob 2.65 ppb 1.75 ppb
ﬁf;’t;‘:rllanan epilepsi |4 7 o, 0.77 ppb 0.72 ppb
}le/g:;‘:rlfman epilepst | 355 0b | 4.25 ppb 3.68 ppb
Kontrol Grubu 0.7 ppb 1.46 ppb 0.78 ppn

VPA'nin etki mekanizmasi ¢ok agik degildir. GABA transminaz iizerinde zayif
inhibasyon yapar. Na* kanal blokeri olarak calisarak, T tipi Ca?* kanallarini
inhibe eder ve K* kanallarini acar. LM], VPA gibi Na* kapilarin1 bloke eder, sik
acllan sodyum Kkanallarinin bu etkisi ile hiicre zarinin stabilizasyonunu
artirdigi; glutamat ve aspartat gibi aktive edici norotransmitterlerin salinimini
inhibe ettigi diisiiniilmektedir (Lang vd., 1993). LEV’in etki mekanizmasi tam
olarak bilinmemekle beraber, VPA ve LM] den farkl olarak Na* kapilarina etki
etmez. Calismamiz sonucunda LEV kullanan hastalarda hekzanal miktar: diistk,
VPA ve LM] kullanan hastalarda ise ytliksek ¢ikmistir. Hiicre iyon kanallarina
etki eden ilaglarin lipit peroksidasyonu artirdigl diistiiniilebilir. LEV ilacinin
literatiirde antioksidan etki gosterdigine sonuclar verilmistir (Oliveira vd.,
2016; Oliveira vd., 2007; Ueda vd., 2009; Varoglu vd., 2010). LEV kullanan
hastalarda hekzanal miktarinin distik c¢ikmasi antioksidan etki gosterdigini

kanitlayici sekildedir.
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SONUC ve ONERILER

Nefes Analizi i¢in Spektroskopik Teknikler

Bu tez ¢alismasinda, oda sicakliginda ECL kullanan bir OA-CEAS ve bir genlik
diizenleyiciye dayali bir biyomedikal sensor gelistirilmis ve nefes havasi
icindeki UOB'’leri 6l¢gme kabiliyeti gosterilmistir. Bir ytliksek gii¢lii, tek modlu,
dar ¢izgi genislikli, dalga boyu oldukca ayarlanabilir, bir TEC iizerinde bir
kazanim ¢ipi kullanan ECL gergeklestirilmistir. 6890 (1451 nm) ve 6170 cm™!
(1621 nm) arasinda degisen 720 cm~! gibi olduke¢a genis bir ayarlama araligy,
ECL konfiglirasyonunda bulunan optik kirinim aginin déndiiriilmesi suretiyle
ulasilmistir. 1.85 cm™'lik bir mod-atlamasiz ayarlama araligina dis kavite
uzunlugu ve enjeksiyon akimini ayni anda ayarlamak suretiyle elde edilmistir.
Daha ytliksek yer degistirme imkani saglayan bir PZT veya daha biuytuk bir
enjeksiyon akim kaynagi sistemin ince ayar araligini artirabilir. ECL spektral
bant genisligi icin tst limit yaklasik 140 kHz olarak bulunmustur. Gelistirdigimiz
sensor, nefes icinde ppbv seviyelerinde konsantrasyonlara ve 1450-1620 nm
spektral araliginda sogurma c¢izgilerine sahip her molekiili tespit
edebilmektedir. Sensoriin performansini degerlendirmek icin amonyak
molekiilii analiz edilmistir ve 256 ortalama alinarak, amonyak molekiilliniin
6528.76 cm™! ’deki sogurma cizgisi kullanilarak, yaklasik 1x10-8 cm-Vlik bir
minimum algilanabilir sogurma katsayisi (omin ) gosterilmistir. Sistem ile 2 s’lik
veri elde etme siiresinde, 1.4 km sogurma yol uzunluguna ulasilmistir. NEAS,
minimum algilanabilir sogurma katsayis1 ve algilama bant genisligi ile
hesaplanmaktadir. Yaklasik 135.2 Hz'lik bir algilama bant genisligi bulunmustur
(T ~4.6 ps, fravite ~34.6 kHz, 256-ortalama tarama).

Bu sonuclardan, yaklasik 8.6x10-1 cm~! Hz-V2 degerinde bir esdeger guirilti

sogurma hassasiyeti elde edilmistir. Calismamizin literatiirde bulunan diger

calismalar ile karsilastirilmasi Cizelge 5.1 de gosterilmistir.
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Cizelge 0.1. Cesitli yayinlanmis lazer tabanli amonyak molekiilii tespit etme
deneylerinin bazi parametreleri. (N)NEAS: (normalize) girtlti
esdeger sogurma hassasiyeti, MDAC: minimum algilanabilir
sogurma katsayisi, CEDCS: kavite destekli ¢ift tarakli spektroskopi,
QCL: kuantum kaskat lazeri, DFB DL: dagitilmis geri besleme diyot
lazeri, MLFL: mod Kkilitli fiber lazer, OFCS: optik frekans tarama

spektrometresi.
DALGA
YONTEMLER (N)NEAS, MDAC BOYU REFERANSLAR
(MM)
CEDCS 1.0x10-19¢cm-1 Hz- V2 1 (Bernhardt vd.,
2010)
ECL + OA CEAS 8.6x10-10cm-1 Hz- 2 1.53 Bu calisma
DFB QCL + CRDS 3.4x1079 cm~1 Hz-12 8.5 (Paldus vd,,
2000)
DFB QCL + WMS 2.0x10-7 cm-1 Hz-12 9 (Weidmann vd.,
2004)
DFB DL + QEPAS 7.2x107° cm~1 WHz-12 1.53 (Kosterev ve
Tittel 2004)
DFB DL + QEPAS 8.9x10-° cm~! WHz- 12 2 (Lewicki vd,,
2007)
MLFL + OFCS 8.0x10-10m-1 1.5 (Thorpe vd.,
2008)
CO2 Lazer +PAS | 9.6x10-10m-1 10 (Pushkarsky
vd., 2003)

Bernhard vd., 2010 yilinda yaptiklar1 calismada kavite destekli ¢ift taramali
spektroskopiyi 1 pm’de kullanarak NEAS degerini 1.0x10-1© cm-1 Hz 12
bulmustur. Bu bizim ¢alismamizin sekiz kati kadar iyi bir sonugtur. Ancak bu
kurulum bizim kurulumumuzdan daha karmasik ve maliyetlidir. Yine de
belirtilmelidir ki, farkli yazarlar tarafindan kullanilan farkli performans
degerlendirme oOlgiitleri nedeniyle spektroskopik enstriimanlar arasinda

karsilastirma yapmak zor olmaktadir (Moyer vd., 2008).

Kizil6tesi lazer sogurma spektrometresi gazlarin analizi ve dlciimiinde 6nemli
bir aractir. Farkli gazlara gore olciimler milyonda bir veya trilyonda bir
araliginda yapilabilmektedir. Spektral bolgede sogurma bandi 3 ile 24 pm
arasinda degismektedir. Bu alanda ayarlanabilir lazer kaynaklar: ile basarili

sonuclar elde edilebilmektedir.
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Glinimiuzde invazif teknikler hastalara ciddi rahatsizlik vererek biyosaretleri
tespit etmek icin kullaniir. Bu nedenle tani amagh girisimsel olmayan
tekniklerin gelistirilmesi yoniinde bir egilim vardir. Ayrica 6zel bir egitim
gerektirmeyen bu teknik hasta basi kullanimi i¢in gereklidir. Girisimsel olmayan

nefes analiz teknigi, 6zellikle de lazer temelli metot, bu amacg i¢in iyi bir adaydir.

Nefes testlerinin uzun tarihine ragmen, nefes analizinin hastanelerdeki rutin
klinik kullanimina iliskin ele alinmasi gereken bir¢ok konu vardir. Oda
sicakliginda ¢alisan ve kullanimi kolay, olduk¢a hassas ve segici, tasinabilir, ufak,
gercek zamanli ve Uretimi ve bakimi masrafli olmayan cihazlar gelistirmek

oldukea 6nemlidir. Bu aletler giiniimiizde gelistirilme agamasindadir.

Mevcut teknolojinin hastane ortaminda ticari agidan ilgi géorme potansiyeli
sistemimizin kiiciiltiilmesi ile arttirilabilir. Bu nedenle Daylight Solution’dan
ECL’ler gibi ufak optik bilesenler kullanilabilir. Hepsi bir arada bir lazer kontrol
cihazi (Moglabs’dan MOGbox DLC202), daha kompakt bir kurulum icin
kullanilabilir. Bunun gibi bir kontrol cihazi, ultra diisiik giiriilti akimi stirict,
sicaklik kontrol cihazi, rampa jeneratort, piezosiiriicli, modiilator, demodiilator
(kilitleyici yiikseltici), servo geri bildirim sistemi ve fotodedektor icermektedir.
Daha ufak fiziksel uzunluktaki CEAS sogurma hiicresi, tani limitini telafi etmek
icin daha biiylk captaki aynalar kullanilarak tasarlanabilir. Bu daha biiytik
hiicre uzunlugu ile basarilabilir. Sistemin boyutunu daha da azaltmak i¢in PAS

hiicresi alternatif olarak kullanilabilir.

Gaz kromatografisi kiitle spektrometresi, proton transfer reaksiyon kiitle
spektrometresi gibi tan1 metotlar1 hastanelerdeki pratik uygulama icin ideal
degildir. Bu tan1 metotlar1 pahali, biiylik, kompleks ve zaman alicidir ve 6rnek
toplama ve numunenin 6n hazirhg i¢cin karmasik prosediirleri gerektirir. OA-
CEAS, PAS, CRDS ve cok gecisli hiicre sogurma metodu gibi lazer destekli optik
teknikler daha ufaktik ve numunenin 6n hazirlanmasinigerektirmeden gercek

zamanli analizler ortaya koyabilir.
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Piyasada ticari olarak temin edilebilen PAS ve CRDS sensorleri bulunmaktadir.
PAS sensorleri mekanik, akustik titresime karsi oldukca hassastir ve ufak
boyutlar1 bu sensoérlerin temel avantajidir. CRDS metodu yiiksek hizli elektronik
cihazlar1 gerektirir. Bu c¢alismada kullanilan OA-CEAS tekniginin diger lazer
tekniklerine oranla bir¢ok avantaji bulunmaktadir. Bu teknik, basing ve
sicaklikta titresimlere ve dalgalanmalara duyarli degildir. Aktif kilitleme ve
yluksek hizli elektroniklere gerek yoktur ve hizalama daha kolaydir. Bu
avantajlar1 OA-CEAS cihazini laboratuvar ortami disindaki 6l¢iimler i¢in daha
uygun kilar. Bu calismada diger ticari amonyak sensorlerine oranla daha ucuz
lazer kaynaklar1 ve elektronikler kullanilmistir. Ayrica kullandigimiz sistem
nefesteki UOB’leri 700 nm ile 1620 nm gibi daha genis bir spektral aralikta

analiz edebilir ve bu da sistemin avantajlar1 arasinda yer alir.

Lazer Frekansinin Kararhlastirilmasi

ECL ile elde edilen lazer dogrusal olmayan bir sistem olmasina karsin, belirli bir
stirede elde edilen veriler (dogru akim sistemin girisi, lazer sinyali ¢ikisi olarak)
alinmis ve sistem dogrusal kabul edilmistir. Bu verilere gore transfer fonksiyonu
kullanilmistir. Lazer 1s181nda 1/f giiriiltiisii baskindir. Calismamizda MATLAB-
Simulink programinda pidtool'in 1/f giiriiltiisiinii c6zememesinden dolay1 beyaz
gurilti (White noise) eklenmistir. Giiraltiniin eklenmesinden sonra, sistemin

kararhlastirilmasi saglanmaistir.

Deneysel ortamda lazer spektroskopi tekniklerinde PID kontrol sistemleri
kullanilabilmekte ve lazer frekans kararhligini saglamaktadir. Sistem cevre

glriiltillerinin anlik degismeleri sebebi ile dogrusal degildir.

OUAS Hastalarinin Nefes Analizi

OUAS hastalarinda, uyku sonras1 molekil miktarlari, uyku dncesi seviyelerle ve
saglikli kontrol grubunda olanlar ile kiyaslanmistir. Nefesle disar1 verilen
aseton ve biitanol molekiill miktarlari, TD-GC/MS kullanilarak belirlenirken,

nefesle disar1 verilen karbondioksit konsantrasyonlari, OA-CEAS kullanilarak
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Olclilmustiir. Nefes analizleri sonucunda nefesle disar1 verilen aseton ve
karbondioksit seviyelerinde anlamli degisiklikler gozlemlenmemistir. Nefes
analizi ile uyku 6ncesi ve sonrasina bakildiginda biitanoliin konsantrasyonunun
arttig1 gorilmiistiir. Bu sonug, gelecekte OUAS’1n girisimsel olmayan tanisi i¢in
biitanol molekiiliiniin, potansiyel bir biyoisaret olarak kullanilabilecegini ortaya

koymaktadir.

Simdiye kadar elde edilen OUAS c¢alismalarin sonuglar1 klinik uygulamalara
donitstirilmesi i¢in hentiz yeterli degildir. Sadece birkag¢ ¢alisma uykudan once
ve sonra nefesle disar1 verilen biyoisaretleri arastirmistir (Kunos vd., 2015;
Olopade vd., 1997; Foresi vd.,, 2007). Bir taraftan, Olopade vd. (1997), uyku
oncesi ve sonrasi nefesle disar1 verilen pentan ve nitrik oksit seviyelerinin,
OUAS'lh hastalarin uyku 6ncesi degerlerinden 6nemli derecede fazla oldugunu
gozlemlemistir. Diger taraftan, Foresi vd. (2007), OUAS hastalarinda alveoler
nitrik oksit konsantrasyonlarinin, kontrol grubundaki bireylerden 6nemli
Olclide daha az oldugunu bulmustur. Nefeste ac¢iga ¢ikan 8-isoprostanin uyku
sonrasinda artan seviyeleri de rapor edilmistir (Carpagnano vd. 2003). Yeni
yapilan bir c¢alismada, elektronik burun kullanilarak OUAS hastalarinin
nefeslerindeki UOB Orneklerinin aksam ve sabah degisiklikleri gosterilmistir
(Kunos vd. 2015). Kiitle, sekil ve gaz maddelerin iyon hareketliligine bagh
olarak, elektronik burunlar, benzer UOB profillerini gosterip gostermediklerini
gozlemlemek icin ornekleri karsilastirmak adina kullanilabilirler. Lakin OA-
CEAS ve GC/MS Kkarsilastirilinca elektronik burunlarin en biiylik dezavantaji,

bireysel bilesikleri belirlemek ve 6l¢mek i¢in yetersiz olmalaridir.

OUAS  hastalarinda kardiyovaskiiler hastaliklarin artan riski, glikoz
metabolizmas1 ve insiilin direnci bozukluklar: ile iliskili olabilir. Fakat bu
iliskiye aracilik eden mekanizmalar tam olarak anlasilamamistir. Kronik aralikli
hipoksi (CIH), proinflamatuar sitokin iiretimi, endotel disfonksiyonu, oksidatif
stres, metabolik diizensizlik ve insiilin direnci artisina yol acabilir. (Ciftci vd.,
2004; Ryan vd., 2005; Christou vd., 2003). Ayrica, hipoksi insiilin reseptor
aktivasyonunu inhibe edebilir ve sempatik aktivasyon  glikojenoliz ve

glukoneogenez icererek instlin direncine neden oldugunda, cevresel insiilin
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direncini destekleyen enflamatuar sitokinlerin olusumunu tetikler (Lindberg
vd., 2012). Reaktif oksijen tiirlerinin tretimi redoks-duyarlh transkripsiyon
faktorlerini aktif hale getirebilir, bu nedenle insiilin direnci gelisiminde 6nemli
bir rol oynayan tiimér nekroz faktéri-a'nmin artan iretim salivermesiyle
sonu¢lanmaktadir (Braun vd., 2001; Ryan vd., 2005; Uysal vd., 1997). Buna ek
olarak, stirekli hipoksiye maruz kalmak, anaerobik glikoliz i¢cin bir anahtar
iceren hiicre metabolizmasinda ¢oklu degisikliklere yol ag¢maktadir.
Adipositlerde (depo yag hiicreleri) siirekli hipoksi glikoz tasiyict GLUT-1’in,
glukoz aliminin ve laktat birakiminin ifadesini artirmistir fakat insiiline bagimh
glikoz tasiyicisi GLUT-4'lin ifadesini azaltmistir (Wood vd. 2007; Wang vd.,
2008). CIH'in de ayn1 zamanda, obeziteye neden olan faktorlerinin yoklugunda
karaciger hasarina neden olabilen hepatik lipid peroksidasyonuna neden oldugu
bulunmustur. Calismalarda ayrica, OUAS ile iligkili kronik hipoksik kosullar
altinda yiiksek yag diyeti kombinasyonunun, alkolsiiz yagh karaciger hastaligini

destekleyebilecegini belirtmislerdir.

Insiilin direnci sebebiyle olusan hiperglisemi ve asetil-CoA karboksilaz 1 ve
2'nin artan ekspresyonu, OUAS hastalarinin kaninda ve belki de nefesinde

aseton bulunmasinin temel nedeni olabilir.

Bildigimiz kadariyla, bu ¢alismanin sonugclari, uyku 6ncesi seviyeye ve saghkl
bireylere kiyasla, OUAS'I1 hastalarin artan bir nefes bilitanol konsantrasyonuna
sahip olduguna dair ilk gosterimi sunmaktadir. Bu potansiyel nefes molekiili,
OUAS'In uygun ve noninvazif bir tanisi icin kullanilabilecek, OUAS'a ait 6nemli
bir biyoisaret olabilir. OUAS fizyopatolojisinin daha iyi anlasilmasi ve Kklinik
uygulama oOncesi bu sonuglar1 yeterince dogrulamak icin icin bu alanda
gelecekteki calismalara acikea ihtiya¢ vardir. Proteomik, genomik, metabolomik,
nefes analizi uzmanlari ve klinisyenler arasinda bir isbirligi, hastaliklar ve nefes
icerisindeki biyoisaretler arasindaki baglantilara ait bilgimizi artirmak icin

onemli bir katki saglamak adina gereklidir.
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Norolojik Hastaliklarda Nefes Analizi

VPA Kullanan Epilepsi Hastalarinin Nefeslerinin OA-CEAS Yontemi ile

Analizi

Yiurittiglimiiz calismada VPA kullanan epilepsi hastalarinin nefeslerinde
bulunan amonyak miktar1 incelenmistir. Hiperamonyemi, VPA tedavisinin
bilinen bir yan etkisidir ve goriilme sikligt %16.2-100 arasinda oldugu
(Eryilmaz vd., 2014) agiklanmistir. Yani ila¢ viicutta direk amonyak miktarini
artirmamakla birlikte, uzun dénemde kanda bulunan amonyak miktarinin
yiiksek olmasina sebep olmaktadir. ila¢ kullaniminin planlanmasi icin nefes
analizinin hastalarda uygulanabilirligi arastirilmistir. Hasta ila¢ almadan 6nce

ve ilac1 aldiktan 2 saat sonra hastalarin nefesleri analiz edilmistir.

Nefesteki amonyak seviyeleri ECL tabanli OA-CEAS kullanilarak ol¢iilmiistiir.
Saglikli katihmcilarin nefeslerindeki amonyak seviyeleri 120 ile 530 ppb
arasinda bulunmustur. VPA’in nefesteki amonyak seviyesini arttirdigi
gorulmiustiir. VPA alimi 6ncesi 250 ile 1090 ppb arasinda, ortalama 636 ppb
olarak ve VPA alimi sonrasi 450 ile 1477 ppb arasinda ortalama 989 ppb olarak
bulunmustur. Saghikl katilmcilarin (p<0.05) ve epilepsi hastalarinin VPA 6ncesi
ve sonrast nefesleri NHsz konsantrasyonu bakimindan kiyaslandiginda
istatistiksel olarak énemli bir degisiklik saptanmistir (p<0.05). Fakat, nefesteki
amonyak seviyeleri ve kan VPA konsantrasyonlar1 (r = 0.25, p = 0.29) arasinda
bir korelasyon bulunmamistir. Bu ¢alismada kullanilan noninvazif teknik
epilepsi hastalarinin saglik durumlarina iliskin hizli, rutin tani ve siirekli kontrol
saglayabilir. Yalniz calismanin daha ¢ok kisi tizerinde yapilarak derinlestirilmesi

gerekmektedir.

Calismalarda kan ve nefes drnekleri ayni anda alinarak incelenmistir. Nefes ve
kanda bulunan amonyak molekiiltiniin ayn1 anda artmadigi gorilmiistir. Nefes
amonyak degerleri ile kan degerleri ile ayn1 anda yiikselmeyebilir. Kan
dolasimindan sonra nefeste a¢iga ¢ikan molekiiller arasindaki metabolizmalarin

bir ¢cok kismi1 heniiz bilinmemektedir. ila¢ alimidan sonra nefes érnekleri farkli
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zamanlarda alinarak kan degerleri ile arasinda dogru oranti bulunmasi i¢in
calismalar yapilarak genisletilebilir. Nefeste bulunan amonyak miktarinin
kandaki miktarini direk vermesi ile hastalar kendi 6z kontrollerini yapabilecek

sekilde tasarimlar yapilabilir. Elde ettigimiz sonuclar umut vaat etmektedir.

Hekzanal molekiilii ile nérolojik hastaliklar arasinda iliski

Calismamizda hekzanal molekiilii saglikli kontrol grubuna gore, epilepsi ve MS
hastalarinda anlamli derecede yiiksek ¢ikmistir. Parkinson hastalari ile saglikli
kontrol grubu arasinda ise anlaml bir fark goriilmemistir (Epilepsi p=0.015 MS
p=0.05 Parkinson p=0.3). Epilepsi hastalarinin nefeslerinde hekzanal molekiilii
ortalama 1,88 ppb olmak iizere hastalarda minimum 0.7 ppb ve maksimum 4.25
deger araliginda ¢ikmistir. MS hastalarinin nefeslerinde hekzanal molekiili
ortalama 1.4 ppb olmak iizere hastalarda minimum 0.7 ppb ve maksimum 3.54
ppb deger araliginda ¢ikmistir. Parkinson hastalarinin nefeslerinde ise hekzanal
molekiilii ortalama 1.88 ppb olmak iizere hastalarda minimum 0.7 ppb ve
maksimum 4.25 deger araliginda cikmistir. Kontrol grubunda ise, ortalama

deger 0.88 ppb olup minimum 0.7 ve maksimum 1.46 degerindedir.

Hekzanal molekiilii nefeste lipid peroksidasyon varliginda ¢ikan bir molekiildiir.
Bu c¢ikarimdan yola ¢ikarak noérolojik hastaliklar ile hekzanal molekiili
arasindaki iliski incelenmistir. Nefes analizi metodunda bilinmeyen bircok
reaksiyon ve metabolizma bulunmaktadir. Kanda veya viicudun herhangi bir
doku veya sivisinda yiiksek oranda bulunan bir molekil nefeste dogru orantili
olarak c¢ikmayabilir. Solunum veya farkli fizyolojik etmenler molekiil
konsantrasyonunu degistirebilir veya nefeste ortaya c¢ikma siiresini
degistirebilir. Metabolizmalar arasi iliskilerin aydinlatilmasi i¢in ¢ok sayida
calisma yapilmalidir. Daha 6ncesinde yapilan ¢alismalar, norolojik hastaliklarda
lipid peroksidasyonun arttigini belirtmislerdir. Epileptik nobet sirasinda noro
metabolik aktivite artar, bu artis néronal memranlarin kararsizligina yol acarak,
lipid peroksidasyonun ve noronal hasarin artmasina neden olmaktadir.

Nobetlerin kontrolii icin serbest oksijen radikali olusumundaki artistan
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kaynaklanan membran lipid peroksidasyonunun 6nemli oldugu belirlenmistir
(Deepa vd., 2008).

MS ataklarinin anlasilmasi sirasinda nefeste hekzanal miktarinin kontroli
anlamli bir c¢alisma olabilir ve ataklara aninda miidahele yapilmasini
saglayabilir. MS ataklar1 mevcut durumda MR ile teshis edilmektedir. MR i¢in
hastalarin bekletilmesi sirasinda atak durumu hastalara zarar verebilmektedir.
Nefes analizi metodunun bu alanda calisilmasi anlamh olabilir. MS ataklari
sirasinda lipid peroksidasyonun arttigr yoniinde c¢alismalar yapilmistir
(Toshniwal vd., 1992). Calismamizda hekzanal molekili MS hastaliginda teghis
amach kullanilabilcegine dair bir 6n ¢alisma yapilmistir. Calismamiz ile Ionescu
vd., (2011) yaptiklari ¢alisma sonuglar1 ortiismektedir. Bu ¢alismada karbon
nano tiipleri kullanilmis ve nefeste acgiga ¢ikan hekzanal molekiliiniin MS

hastaliginin teshisinde kullanilabilecegini belirtilmistir.

Hastaliklarin nefes ile teshis edilebilmesi, ileriye doéniik bilyiik kolayliklar
saglayacagl ongoriilmektedir. Ornegin, MS hastaliginin teshis siirecinde
hastalara aci1 verici ve korkutucu olmaktadir. MS hastaliginin ilk teshis
edilmesinde, beyin omurilik sivis1 (BOS) yaklasik 8-10 cm uzunlugunda bir igne
ile girilerek invaziv bir sekilde alinmaktadir. MS’li hastalarda BOS'un santral
sinir sistemi (SSS) icinde sentez edilen immiinglobilinleri icerdigi
bilinmektedir. Hastaligin nefesten teshisi saglanmasi halinde hasta ve doktorlar
icin risk icermeyecek, acisiz, kolay bir metot sunulmus olacaktir. Parkinson ve
Alzheimer Hastaliklar gibi nérodejeneratif hastaliklarin olusumundaki rol alan
ana mekanizmalar, oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon ve

inflamasyondur (Kangalgil ve Canbolat 2016).

Nefes analizi yontemi ilaglarin metabolizmasinin arastirilmast  ve
planlanmasinda kullanilabilir. Nérolojik hastaliklarda lipit peroksidasyonun
daha derinlemesine incelenmesi icin lipit peroksidasyonun artis1 ile artan
molekiillerin (6rn. incelenmesi ve analiz sayisinin artirilmasi ¢alismalara daha

fazla yon verebilecektir.

111



Calismamizda, Parkinson hastalarinda lipit peroksidasyonun, saghkl kisilere
gore yliksek oldugu bilinmesine ragmen, Parkinson hastalar1 ve kontrol grubu
nefeslerindeki hekzanal molekil miktar1 arasinda anlamli bir fark
gozlemlenmemistir. Lipit peroksidasyon ile agiga ¢ikan diger molekiillerin
arastirilmasi Parkinson hastalarinda lipit peroksidasyonun metabolizmasi ile

ilgili daha fazla bilgi verebilir.

Nefes analizi yontemi ile hastaliklarin arastirilmasinda bilinmeyen bir ¢ok veri
aydinlatilabilir. Bunun i¢in genis spektrumlu c¢alismalara ihtiya¢ vardir. Elde
edilen veriler hastalik teshisinde kullanilabilecegi gibi, tedavi stireci i¢in de bilgi
saglayabilir. Ilaglarin etkilerinin nefes analizi ile arastirilmasi ile, ilag
kullaniminin planlanmasi, yan etkileri ve faydalar1 konusunda bilinmeyen bir

cok alan da aydinlatilabilir.

Farkl ila¢ kullanan epilepsi hastalarinin nefes analizi

VPA kullanan epilepsi hastalarinda hekzanal molekiil miktar1 0.7 ppb ile 2.65
ppb arasinda degisen oranda ortalama 1.75 ppb olarak, LEV kullanan epilepsi
hastalarinda 0.7 ppb ile 0.77 ppb arasinda degisen oranda ortalama 0.72 ppb
olarak, LM] kullanan epilepsi hastalarinda 3.25 ppb ile 4.25 ppb arasinda

degisen oranda ortalama 3.68 ppb olarak, olarak bulunmustur.

Nefes analizi ile, LEV kullanan hastalarin nefesinde hekzanal molekilii ¢ok
disik oranda c¢ikmistir. Bunun LEV’in sagladigi antioksidan etkiden
kaynaklandig diistiniilebilir. VPA iceren ilaglarin lipid peroksidasyonu artirdigi
yoniinde calismalar mevcuttur (Martinez-Ballesteros vd., 2003). Yis (2008)’in
yaptig1 calismada VPA tedavisi alan hastalarda tedavi 6ncesi gruba gore lipid
peroksidasyonunun arttigini ama kontrol grubu ile aralarinda anlamli fark
olmadigini bulmustur. VPA tedavisi alan hastalar ile kontrol grubu arasinda
lipid peroksidasyonu a¢isindan fark olmamasinin, lipid peroksidasyonun kabul
edilebilir sinirlar i¢cinde oldugunu gosterdigini belirtmistir (Yis, 2008). Lipid
peroksidasyon gostergesi olarak kabul ettigimiz hekzanal molekili VPA
kullanan hastalarin nefeslerinda yiiksek oranda ¢ikmistir. Calismamizda VPA

kullanan hastalarda kontrol grubuna gore hekzanalin yiiksek oranda c¢ikmasi,
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VPA’'nin lipid peroksidasyonu artirmasi goriisiinii desteklemektedir. Epilepsi
ilaclar1 kullanan hastalarin nefeslerine bakildiginda en yiiksek hekzanal
molekiilii miktar1 LM] kullanan hastalarda goriilmiistiir. Literatiire bakildiginda
LMJ'nin lipid peroksidasyon ve oksidatif stres iizerindeki etkileri konusundaki
calismalar farkhidir. LMJ'nin oksidatif strese bir etkisinin olmadigini1 belirten
(Arora vd., 2010; Agarwal vd., 2011), calismalarin yaninda, hayvanlar iizerinde
yapilan ¢alismalarda LM]'nin antioksidan etki gosterebilecegini (Kamal 2013;
Eren vd., 2007) ve LMJ'nin oksidatif stresi artirabilecegine dair (Abelaira vd.,
2013) Stettner vd. (2011) galismalar sunulmustur. Calismamizda hekzanalin
yliksek oranda ¢ikmasi LM] nin oksidatif stresi artirabilecegi yoniindeki
gorisleri destekler niteliktedir. LEV’in antiepileptik bir ila¢ olmasinin yaninda
bir histon deasetilaz inhibitorii olarak gorev yapabilecegini ve bu ilacin hem
antienflamatuar hem de antioksidatif etkiler sergiledigini ve periferik sinirdeki
oksidatif stres ve iltihaplanmanin tedavisinde potansiyel olarak yararh
olabilecegi belirtilmistir (Stettner vd., 2011). LEV’in antioksidan olarak
koruyucu olmasi bir ¢ok ¢alismada gosterilmistir (Oliveira vd., 2016; Oliveira
vd., 2007; Ueda vd., 2009; Varoglu vd., 2010). Calismamizda da LEV kullanan
hastalarda hekzanal miktarinin disik ¢ikmast LEV’in  antioksidan
koruyuculugunu destekler niteliktedir. Yalniz su da belirtilmeldir, nefeste
hekzanal molekiiliiniin a¢iga ¢ikmasi icin farkli metabolizmalarin gelismis

olabilecegi de diistintlmelidir.
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