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OZET

Bu tezin konusu lazer-doku etkilesimi bazinda yapilabilen biyomedikal optik ¢alismalarinin Adli Bilimler
bilinyesinde uygulanabilmesidir. Mide icerisinde bulunan bir materyalin sug teskil eden bir narkotik madde olup
olmadigini anlamaya yonelik bir denemedir, tiiriiniin ilk 6rnegidir. X-1sinlar1 kullanilarak midenin i¢ini ayrmntil
olarak goriintiilemek miimkiindiir; ancak X-1smlarmnin enerjisi ¢ok ytiiksektir ve insan saghigina ¢ok zararhidir. Bu
nedenle buna alternatif olabilecek bir uygulama diisiiniilmiistiir, goriintiilemek degil ama mide igerisinde
bulunan bir maddenin, posete saril1 olsa bile ne oldugunun anlasilabilmesi amaglanmistir. Bu dogrultuda dort
asamadan olusan bir deneyler zinciri tasarlanmuistir.

Mide dokusuyla etkilesebilecek lazer dalgaboyunun kararlastirilabilmesi igin mide dokusunun optik
Ozelliklerinin bilinmesi gereklidir. Bu nedenle ilk deney olarak mide dokusunun optik 6zellikleri, toplayici
kiireler kullanilarak fiilen 6lgiilmiigtiir. Ikinci deneyde sagaltict pencere kullanilarak mide dokusunu
sogurulmadan gecebilecek, ardindaki hedef madde (HCL-morfin) ile etkilesip ayirt edici sinyal gonderebilecek,
diisiik gligle calisabilecek, insan sagligina zararli olmayan bir lazer dalgaboyu tahmin edilmis (635 nm) ve 650
nm, 980 nm, 1070 nm ve 1940 nm dalgaboylarindaki medikal lazerlerin semt kasabindan temin edilen kuzu
midesi dokusu iizerinde denemeleri yapilmig ve aralarindan 650 nm kizilalt1 lazeri segilmistir, uygunlugu
deneysel olarak gosterilmistir. Ugiincii deneyde ise, ikinci deneyde kullanilmasi kararlagtirilan 650 nm
dalgaboyundaki lazerin, fiziksel goriiniim olarak hedef maddeye benzeyen ve hedef maddenin de aralarinda
bulundugu farkli maddelerle etkilesimi elektriksel sinyal bazinda degerlendirildi. Etkilesimler yansiyan ve
gecen sinyal olarak ol¢iildii. Lazerin biyolojik dokuyla etkilesimi sirasinda olusacak zayiflamalardan miimkiin
oldugunca az etkilenmesi ic¢in yansiyan sinyaller kullanilmaya karar verildi. Hedef maddeden yansiyacak
sinyalleri incelemek ve maddeyi kimliklendirebilmek i¢in de Raman Spektroskopisi yontemi kullanilmasi
kararlastirildi. Dordiincii ve son asamada agik ve kapali sistem Raman cihazlariyla Olclimler yapildi, hedef
maddenin hem doku varken dokunun ardindan hem de doku yokken spektrumu elde edildi ve her iki durum
karsilastirmali olarak detaylandirildi. Incelemeler sonucunda Raman spektroskopi cihazinin agitk ve kapali
oldugu durumlarin her ikisinin de avantaj ve dezavantajlar1 degerlendirildi.

Hedef maddeyi fiziksel temas olmaksizin tespit etmekle birlikte, calismanin basindaki temel amaglardan biri de
aradaki mesafeyi miimkiin oldugu kadar uzun tutmakti. Bu durum géz oniine alindiginda agik Raman sistemi,
kapali Raman sistemine orantisal olarak 10 katlik bir avantaj saglamaktadir. Kapal: sistemin ¢alisma mesafesi 1
mm iken agik sistemin ¢alisma mesafesi 10 mm'dir. Ayrica kapali sistemde kullanilan lazerin dalgaboyu 780 nm
iken acik sistemde 632.8 nm'dir ve teorik sonuca daha yakindir. Her iki sistemden elde edilen spektrumlar da
hedef maddeyi narkotik olarak smiflandirabilmektedir. Ileri déniik ¢alismalarda bdyle bir taginabilir tipli Raman
cihazi tasarlanirsa acik sistem prensibi {izerinde durulacagi sonucuna varild.
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SUMMARY

The subject of this thesis is about the forensic applications of Biomedical Optics performed by laser-tissue
interactions. Being the first study on the world, it tries to understand whether a substance inside the stomach is
of narcotics or not. It is possible to monitor the stomach in detail using X-rays but X-rays have high energy and
are dangerous to human health. So an alternative approach to X-rays are taken, distinguishing the substance
inside the stomach even when wrapped by a plastic bag is tried. Hence a four step experiment was setup.

In order to determine the wavelength of the laser that can interact with the stomach tissue, optical properties of
the target tissue must be known. So the first experiment was to measure the optical properties of stomach tissue
by integrating spheres. On the second experiment, a suitable wavelength for the laser is determined (635 nm)
using theurapeutic window that will penetrate the stomach tissue without absorption, interact with the target
material (HCL-morfin) behind the tissue and send a differentiating signal, consume low power and have no
harm to human health. Trials are made using medical lasers with wavelengths of 650 nm, 980 nm, 1070 nm and
1940 nm on lamb stomach tissue. Amongst these wavelengths, 650 nm infrared were chosen and proved to be of
use. On the third experiment, interactions of target matter and different materials looking physically the same
with the target matter using 650 nm laser is evaluated on an electrical signal basis. Interactions were measured
both by reflecting and transmitting signals. Reflecting signals are decided to be used because of the weakening
of the laser after interaction with the tissue. Raman spectroscopy is used to investigate the signals reflected from
target matter and identify the substance. On the last step of the experiment, measurements were made both by
open and closed system Raman devices and spectrum of the target matter was aquired both in the presence and
absence of the tissue. Then both cases were compared. After this comparison both open and closed system
Raman spectroscopy is evaluated for advantages and disadvantages.

Main purposes of this study were to identify the target substance at longest range as possible and to perform
without any physical contact. Considering the range, open system Raman gives an advantage of 10 times longer
range over the closed system Raman. Working distance for open system is 10 mm while working distance for
closed system is 1 mm. Also the laser wavelength of the closed system is 780 nm while the wavelength for the
open system is 632.8 nm which is closer to the theurapeutic value. Spectrums acquired from both systems can
classify the target substance as narcotics or not. If a mobile Raman device may be developed, an open system is
determined to give better results for future experiments.



I. GIRIS

Adli Bilimler farkl disiplinlere mensup bilim insanlarmin bir arada ¢alismalariyla teknoloji ve
bilgi gelisiminin adli olaylara uygulanmasidir ve hem {ilkemizde hem de diinyada gercek bir disiplinler
arast boliim olma 6zelligini kazanmistir. Temel amag sugsuzun sugsuzlugunu ispatlayabilmektir. Bunun
i¢in deliller aramak, bazen goriinmeyeni goriiniir yapmak ve sonunda sugu ve sugluyu ortaya ¢ikaracak

delilleri bulmak gereklidir.

Deliller cogu zaman olay yerlerinde elde edilirler. Olay yerlerinin bazilar1 hava limani, giimriik
bolgeleri ve smir kapilar: gibi yasa disi maddelerin yasa dis1 yollardan sinirlar arasinda giris-¢ikis yaptigi
yerlerdir. Kimi zaman kutular igerisinde, kimi zaman da valiz igerisindeki esyalar arasinda
farkedilmeden kolayca kagirilabilen s6z konusu bu maddeler, bazen hi¢ beklenmedik viicut

bosluklarinda gizlenerek giivenlik gorevlilerini yaniltabilmektedir.

Bu tezin konusu, bahsi gegen viicut bosluklarindan midenin igerisinde, posete sarili halde tasinan
uyusturucu bir madde olan HCL-morfin maddesinin, herhangi bir zararli x-1s1n1 kullanmadan ve higbir
fiziksel temas olmadan, Optik Bilimi yardimiyla 1s11n biyolojik dokularda usuliince kullanilmasiyla, in-
vitro ¢alismalar ile varliginin tespit edilmesidir. Kisaca, canli bir insanin herhangi bir tehlikeli radyasyona
maruz kalmadan midesinin iginde bulunan bir maddenin tiiriinii anlayabilmektir. Bu amaca yonelik
calismalar sayesinde, Adli Bilimler'de Adli Biyomedikal Optik adli yeni bir alt ¢calisma kolu da olugsmaya

baglamustir.

Uc temel asama olarak planlanan bu tezin birinci agsamasinda, énce mide dokusunun optik
ozellikleri 6lciildii sonra Biyomedikal miihendisliginin uygulama sinirlar igerisinde kullanilan sagaltici
(therapeutic) pencere yardimiyla, mide dokusunun seffaf davranabilecegi bir lazer dalgaboyu
kestirilmeye ¢alisild1 ve deneysel olarak 650 nm dalgaboylu medikal lazerin, bu amaca yonelik basarili

sonuglar verdigi gosterildi.

Calismanin ikinci asamasinda ise ilk asamada cesitli dalgaboylar1 arasindan segilen 650 nm
dalgaboyundaki lazerin, fiziksel olarak beyaz toz halinde bulunan, ayrica hedef madde olarak segilen
HCL-morfin ve morfine benzeyen farkli maddeler ile etkilesimi ve gecen ve yansiyan sinyal miktarlar:
incelendi. Gegen sinyaller, 1s5181n (bu deneyde 650 nm dalgaboylu lazerin) madde ile etkilesim

mekanizmalarmna gore, doku simrindan girdigi andan itibaren ilerleyebildigi biitiin yol boyunca,
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sacilmalar ve iki kez ge¢mek zorunda kalacagi doku katmanlarindan sonra (hedef madde disinda)
oldukga zayiflamis belki de gecisini tamamlayamamis olacaktir; ancak, yansiyan sinyaller kullanilarak
tek taraftan ve daha az zayiflamis bilgi alinabilecektir. Bu nedenle, incelemede organik maddeler ile

organik olmayan maddelerden gecen ve yansiyan sinyal miktarlar1 gozlenip kargilagtirildi.

Calismanin {igiincli ve son asamasinda ise 650 nm dalgaboylu lazerin, hedef madde HCL-
morfinin doku yokken ve varken dokunun arkasindan sacgilan sinyaller yardimiyla tespit edilebilmesi
gerceklendi. Higbir fiziksel temas olmaksizin ve biyolojik dokuya herhangi bir zarar vermeksizin stz
konusu maddenin tespit edilebilmesi Raman Spektroskopisi yontemiyle gerceklestirilebildi. Kullanilan
sistemin uygulama kisitlamalar1 nedeniyle hedef maddenin varlig1 farkli mesafelerden gosterilemedi

ancak son derece umut verici sonuclar elde edildi.

Sonugta biyolojik dokuya herhangi bir zarar vermeden arkasmi goérmeye calisan bu sistem,
yeniden bu amaca yonelik olarak tasarlanirsa sadece canli biyolojik doku i¢in degil kapali kutularin igini
gorebilmek i¢in de kullanilabilir, hava limanlari, siir kapilar: veya herhangi olay yerlerinde laboratuvar

ortamina ihtiya¢ duymadan hizh ve kesin ¢oziimler {iretebilir .



I. ONBILGI

1. Genel Bilgiler

1.1 Lazer ve Kisaca Calisma flkeleri

LAZER sbzciigii Ingilizce olarak (LASER) “Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation” sozciiklerinin bas harflerinin bir araya getirilmesiyle olusan kisaltma bir sozciiktiir ve
“uyarilmis 1snim (radyasyon) yayilimiyla isik kuvvetlendirmesi” anlamimna gelmektedir. Bu ifadede

“kuvvetlendirme” ve “uyarilmis yayilim” anahtar kelimelerdir ve lazer 1s1§1inimn olugum ilkesinin 6ziidiir.

1950 yilinda Theodor Maiman tarafindan laboratuvar ortaminda uyarilmis 1s1num yayilimiyla 1s1k
kuvvetlendirilmesi fiili olarak gergeklestirildikten sonra, Ingiliz Dili'ne “uyarilmis 1smim yayilimiyla 1s1k
kuvvetlendirmesi yapmak” anlamma gelen “to lase” fiili girmistir ve yine Ingiliz Dili'nin kurallarina
uygun olarak, bu eylemi gergeklestiren cihaza da “laser” denmistir. Sonug olarak LASER kelimesi, 6zel bir
ortamda gerceklesen bu olay1 6zetleyen bir kisaltma olmasina ragmen, artik bir cihazin ismi oldugundan,
kisaltma olarak kullanilmasa da yanlighk yapilmis olmaz ve Tiirk Dili'nin telafuzuna uygun olarak

“lazer” seklinde yazilabilir. Tiirk Dil Kurumu da bu kullanim: uygun bulmaktadir [1].

Lazer 1s1§mm olusumu Einstein’in Kuantum Teorisi ile agiklanir. Teoriye gore atomlarm ayrik
enerji seviyeleri vardir ve elektronlar sadece bu enerji seviyelerinde bulunabilirler. Elektronlar,
tizerlerinde herhangi bir etki olusmadik¢a en kararli halde olduklar1 en diisiik enerji seviyelerinde
bulunurlar. Lazer 15181 Sekil 1'de goriilen 3 olayin sirali bir sekilde gerceklesmesiyle olusur; “uyarilmis

emilim”, “kendiliginden yayihm” ve “uyarilmis yayilim” [2 - 7].

a) b)

frpr ik = A= hf= AE
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Sekil 1. Einstein’in Kuantum Teorisi. a) Uyarilmis emilim, b) kendiliginden yayilim, c) uyarilmis yayilim [4].

Sekil 1-a)’'da sol tarafta, E; taban durumu enerjisine sahip 4 tane elektron ve birinci uyarilmig
elektronik enerji seviyesi olan E, ile E, arasindaki fark enerjiye sahip olan 1 tane foton (1sik paketcigi)

goriilmektedir.
E,-E; =AE=hf

En alt enerji diizeyindeki elektron, gelen fotonun hf enerjisini emerek E, kararli enerjisinden E,
enerji seviyesine uyarilarak gecer ve uyarilmis emilim gercgeklesmis olur. Sekil 1-b)'nin sol tarafinda,
uyarilarak E; enerji seviyesine ge¢mis elektron goriilmektedir. Kararsiz hale gelen elektron enerji fazlasim
vererek yeniden kararli hale, E; taban durumu enerjisine dénmek ister ve sahip oldugu hf enerjisini
vererek kararli duruma doner. Boylece hf enerjisine sahip olan bir foton salmis yani kendiliginden
yayillim yapmus olur. Sekil 1-b)'nin sag tarafi kendiliginden yayilimi gostermektedir. Sekil 1-c)'nin sol
tarafinda ise uyarilmis konumda bulunan bir elektron ve hf enerjisiyle ona yaklasan bir foton
goriilmektedir. Gelen foton, uyarilmis durumdaki elektronu uyararak taban durumuna gegmesini saglar.
Elektron kararli duruma gegis sirasinda yine bir foton yayar. Ancak bu durumda elektron, bagka bir foton
yardimiyla yayiim yaptigindan uyarilmis yayiim yapmis olur. Bu andan itibaren ortamda, aym hf

enerjisine sahip, ayn1 dalgaboylu ve ayni yonlii 2 tane foton bulunur [2 - 7].

Lazer cihazi temel olarak ii¢ elemandan olusmaktadir. Bunlardan birincisi harici enerji
kaynagidir ve “pompa” ya da “uyarici eleman” olarak adlandirilir. Lazer 1s1g1min olusumunda en 6nemli
olay sayilan “yogunluk evrimi” i¢in gereken enerjiyi saglar. Bu enerji elektriksel, kimyasal, optik veya 1s1l
olabilir. Yogunluk evrimi olayi, uyarilmis seviyedeki elektron yogunlugunun, uyarilmamis seviyedeki

yogunluktan ¢ok fazla olmasidir, Sekil 2.
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Sekil 2. Yogunluk evrimi. a) Yogunluk evrimi olmadan nce, 4 tane uyarilmamis ve 1 tane uyarilmis durumda
bulunan toplam 5 tane elektron. b) Ikinci uyarilmis konumda 3, birinci uyarilmis konumda 1 ve taban durumuna

doénmiis olan toplam 5 tane elektron [5].

Tkinci temel eleman optik ¢inlanimct. Optik ¢inlanimci, bir tarafinda tam, diger tarafinda %20-98
arasinda degisen oranda yansitict olmak {izere iki ayna bulunan kapali bir ortamdir. Kuantum Teorisi'ne
gore yaymlanacak olan fotonlarin aynalar ile yonlendirilmesini, taban enerji diizeyine donen
elektronlarin tekrar uyarilarak yeni fotonlar yaymasini ve bu sekilde 1s181n kuvvetlenmesini saglayarak
optik geri besleme gorevini yerine getirir. Kuvvetlendirilmis 1sik, %2-20 oraninda gecirgen aynanin
yansitict olmayan boliimiinden gikar ve “lazer 151817 adin1 alir, en temel 6zellikleri de dogrusal, tek renkli

ve uyumlu olmasidir.

Ugiincii temel eleman ise “lazer ortami” ya da “kuvvetlendirici ortam”dir. Yogunluk evrimi
olaymnin gerceklesmesi igin gerekli ortamdir. Bir enerji kaynagiyla uyarildiginda foton yayan malzemenin

kendisidir; kati, siv1 veya gaz olabilir [8].

1.2 Lazer — Doku Etkilesimleri

Lazerin doku ile etkilesimini anlayabilmek i¢in 15151n madde ile etkilesimini incelemek gereklidir.
Ortamda ilerleyen foton bir madde ile karsilastiginda; madde tarafindan sogurulma, maddenin
ylizeyinden yansima, maddenin i¢inde sagilma ya da maddenin icinden ge¢me seklinde dort ihtimalden

biri gerceklesir, Sekil 3.
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Sekil 3. Isigin madde ile etkilesimi sirasinda gergeklesen olaylar [9].

Farkli dalgaboylarindaki lazerlerin dokularla etkilesimleri konusunda sogurma ve sagilma,
onceligi olan ve en ¢ok dikkat edilen olaylardir; ¢linkii s6z konusu madde doku, etkilesim de sogurulma
oldugunda, foton sahip oldugu enerjiyi 1s1 enerjisi seklinde dokuya ileteceginden, aktarilan enerjinin 1sil
haraplama yaratmamasi igin kontrol altinda tutulabilmesi gereklidir. Bu etkilesimin detaylari, bir sonraki
boliimde 1silisil etkilesimler kisminda anlatimistir. Isik ayni zamanda hem parcactk hem de
elektromanyetik (EM) dalga oOzelliklerini bir arada tasimasi nedeniyle sahip oldugu dalgaboyunun
tasidig1 enerji, maddeyle etkilesimini biiyiik oranda belirler. Sekil 4-a)'da EM spektrum ve Sekil 4-b)'de

bazi bolgelerin etkilesim tipleri goriilmektedir.
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Sekil 4. a) EM spektrum [10].
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Sekil 4. b) EM spektrumun bazi boliimlerinin madde ve doku ile etkilesim tipleri [10].

EM spektrumun sag tarafinda radyo dalgalar1 vardir ve bu bolgede en diisiik frekanslar, en uzun
dalgaboylari ile en diisiik enerjiler bulunmaktadir. Radyo dalgalari, uzun dalgaboylar1 nedeniyle biiyiik
yapilardan etkilenmeyip televizyona sinyal tasiyabildikleri gibi insan viicuduyla da etkilesime girmeden
gecip giderler. EM spektrumun sol tarafina dogru ilerledikce frekanslar artar, dalgaboylar1 kiiciiliir ve

enerjiler artar.

Sekil 4-b)’de EM spektrumun bazi boliimlerinin madde ve doku ile etkilesim tipleri
goriilmektedir. Buna gore mikrodalgalar da olduk¢a uzun dalga boylar1 nedeniyle kargilagtiklar: doku ile
neredeyse hig etkilesmezler, yalnizca molekiiler boyutta donel titresimlere sebep olurlar. Kizilalt1 bolge
1sinlari, doku tarafindan en ¢ok sogurulan 1sinlardir ve etkileri de yine molekiiler boyuttadir ve titresim
seklindedir. Hem titresimlerin 1srya neden olmasi hem de sogurulan fotonlarin enerjilerinin isiya
doniigsmesi nedeniyle dokuda olusturduklari fiziksel degisim sicaklik artisidir. Goriiniir bolge 1sinlarinin

enerjileri biraz daha fazladir, madde ve doku tarafindan oldukga iyi sogurulurlar, atomik boyutta



elektronlar1 etkileyebilirler ancak tehlikeli sayilmazlar. Morotesi i1sinlar1 atomik boyutta elektron
sicramalarma neden olurlar, deri dokusuna niifuz etmezler. Morotesi 1smnlarin bazilarinin enerjileri
iyonize edebilecek kadar yiiksektir ve tehlikelidirler. X-1sinlar1 ve Gama i1sinlar1 Sekil 4-a)’'daki EM
spektrumun en yiiksek enerjili 1sinlaridir. Foton enerjileri madde ve doku tarafindan sogurulamayacak

kadar fazladir, iyonizasyona neden olurlar ve ¢ok tehlikelidirler [10].

1.2.1 Etkilesim Mekanizmalar1

Lazerlerin doku ile etkilesimleri 1stmali ya da 1simasiz olabilir. Isimali etkilesimler, biyolojik
molekiillerin en dis kabuk elektronlarinin ayni enerji seviyesi icinde gerceklesen elektronik ya da
titresimsel enerji gegisleridir. Isimasiz etkilesimler, etkilesim mekanizmalari ile agiklanir ve lazerlerin

uygulama siiresi ile uygulama giiciine bagh olarak degisirler. Bu degisim Sekil 1.5'de gosterilmistir:

Isima giicii [Wiecm?]
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Sekil 5. Isima (uygulama) giicii ve siiresine gore degisen etkilesim mekanizmalar1 [11].
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Sekil 5’e gore foto-kimyasal etkiler, ¢ok uzun etkilesim siirelerinde, ¢ok diisiik uygulama
glicleriyle bile olusabilen etkilerdir. Foto-kimyasal etkilerin en bilineni tiimor tedavisi olan PDT’dir ve
kisaca 1s18a duyarli bir maddenin viicuda verilmesi ve tiimorlii bolgede toplanmasindan sonra, 1sikla

uyarildiginda kimyasal tepkime baslatarak saglikli dokuyu tiimér dokusundan temizleme yontemidir.

Isil-1s1] etkiler daha yiiksek giiclerle daha kisa siirelerde, dokular tarafindan ¢ok iyi sogurularak
foton enerjilerinin 1stya doniismesi ile olusurlar. Bu nedenle dokuda bdlgesel sicaklik artislari 6nem
kazanir. Dokuda olusan 1sil haraplamanin uzaysal dagilimi ve derecesi, Oncelikle dokunun iginde
depolanan 1sinin yerlesimine, lazer enerjisinin depolanmasi da uygulama siiresi, dalgaboyu, giig
yogunlugu, lazer 1siniin uygulama yiizeyindeki demet ¢ap1 ve atim frekansi gibi lazer parametrelerine,

dokunun optik 6zelliklerine ve 1s1l 6zelliklerine baghidir, Sekil 6.

Laser 15191
Dokunun optik ISIK ILETiMI VE o
ézellikleri AN SOGUEULMASI <
(Ma, ps, g) ~— 4

l

Sogurulan optik
enerji = i1s1 kaynag

1 ]

Dokunun isisal S| "
ozellikleri - I l X
R GECISI
(¢, &, p) N
Sicaklik /-f"'-:-::\ \
dagilimi ||| ™)) |
9l .\\\h_{jyl
Doku ISIL
tipi ETKILER
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Sekil 6. Isil-1s1l etkilesim adimlarmnin sematik gosterilisi [12].
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Laser 1s1n1 dokuya geldiginde enerjisinin sogurulma, sagilma ve ge¢me miktarimi dokunun
fiziksel (optik ve 1s1l) Ozellikleri belirler. Dokunun ic¢inde sogurulan laser gii¢ yogunlugu Beer Yasast

olarak bilinir, Denklem 1.
E(z)=E,(1-r,)e """ 1)

Denklem 1’de, E(z), z mesafesindeki 1sm yogunlugu olmak {izere, z optik eksen boyunca doku
icinde alman yolu; E, gelen 1sin yogunlugunu; p., ve us dokunun sirasiyla sogurma ve sagilma

katsayilarini gostermektedir.

Olusan doku hasari, uygulama siiresi ve ulagilan en yiiksek sicaklik degerlerine gore belirir,

sekillenir. Sekil 7'de, derecelendirilmis 1s1 hasarlar1 goriilmektedir.

Lazer isini

Buharlagma Koagiilasyon

S\

Karbonizasyon Hipertermi

Doku

Sekil 7. Isil-1s1l etkilesimler sonucu olusan 1s1 hasarlarinin dereceleri [10].

Foto-ablasyon, yiiksek enerjili fotonlarin kendi enerji seviyelerine denk, ¢ogunlukla kimyasal
baglar1 kirarak atomik yapmin bozulmasi etkisidir, ablasyon olay1 gozle goriiliir 1sil haraplama
olusmadan ¢ok keskin ve diizgiin smirlarla bir miktar dokunun buharlastirilmasidir. En bilinen
uygulamasi 193 nm dalga boylu ArF excimer laseri ile goziin kornea tabakasinin tiraslanarak kiriciiginin

degistirildigi ve gorme kusurlarmin diizeltildigi LASIK ameliyatlaridir.
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Plazma olusumuyla ablasyon, dokunun 10" W/cm® gibi ¢ok yogun bir 1gima giiciine maruz
kaldiginda, dokuda 1sikla baglantili olarak olusan, elektronlar ve ¢ekirdek arasindaki ortalama Coulomb
kuvvetinden biiyiik (10" V/cm) bir elektrik alanin, dokunun yalitkanligini bozarak (dielectric breakdown)
¢ok genis bir serbest elektron yogunlugu (plazma) olusturmasiyla baslar. Bu yiiksek yogunluklu plazma,
mordtesi bolgesi, goriiniir bolge ve kizilalt1 bolgesinden gelen fotonlar1 ¢ok iyi sogurma yetenegine sahip

olur ve bu sekilde ablasyon mekanizmasi ¢alisir.

Foto-mekanik etkilesimler plazma olusumuyla baslar, yiiksek plazma enerjilerinin doku
igerisinde sok dalgalar1 olusturarak mekanik etkiyle dokunun vyapisinin bozulmasidir. Plazma

olusumuyla ablasyon ve foto-mekanik etkilesimler birbiriyle ¢ok yakin etkilesimlerdir [3, 8-15].

1.2.2 Biyolojik Dokularin Optik ve Isil Ozellikleri

Lazerin doku ile etkilesimi, gelen 15181n dalgaboyuna (enerjisine) ve dokunun optik 6zelliklerine
baghdir. Optik 6zelliklerden bazilar: sogurma katsayisi (W,; bir fotonun i¢inde ilerledigi ortam tarafindan
sogurulmadan ilerleyebildigi ortalama uzaklik) sagilma katsayis1 (; bir fotonun iginde ilerledigi ortam
tarafindan sagilmadan ilerleyebildigi ortalama uzaklik) ve sagilmanin yoniinii belirleyen anizotropi (g)
etkenidir. Dokunun sogurma o6zellikleri (.), igerigindeki kromoforlar ve farkli dalga boylarma duyarl
doku bilegenleri (su, protein, hemoglobin, melanin ) tarafindan belirlenir. Sagilma 6zellikleri de (s ve g),
gelen dalgaboyunun, dokunun hiicresel boyutlarina oraniyla belirlenir. Dokularda bulunan énemli bazi
kromoforlarin sogurma katsayilarmin dalgaboyu ile degisimleri sagaltici pencere ile gosterilmektedir,

Sekil 8. Koyu mavi renk sagilmanin (scatter) degisimini gostermektedir.



13

0 T 1T 1 1T 1115
PR
£ 10
< 02 MELANIN
E 2
@ 10
O
& 10" HEMOGLOBIN
0
§ 10
1
S o' | PROTEIN
@ .2
E 10
§ 10
-4
< 10 ] | L 1Pl
1 1 10
WAVELENGTH (MICRONS)

Sekil 8. Farkl1 dalga boylarindaki sogurma katsayilar1 (COHERENT Medical Group'tan alinmistir.) [12].

Sekil 8’e gore su (water), en az goriiniir 151k bolgesinde (~ 500 nm), en ¢ok kizilalt1 bolgesinde (~ 3
um) olan dalga boylarim1 sogurmaktadir. Dalgaboyu arttik¢a sagilmalar azalmaktadir. Bu calismada

kullanilan 650 nm dalgaboylu lazer de sagaltict pencereye gore belirlenmistir.

Dokunun 1s1l 6zellikleri; yogunluk (p), 6zgiil 151 sigas1 (c) ve 1s1l iletkenlik (k) ile belirlenir. Bir
foton, tasidig enerjisini hedef dokuya aktardiginda agiga ¢ikan 1s1, dokunun 1s1l 6zelliklerine baglh olarak

doku igerisinde ilerlemeye devam eder ve gidebildigi en uzun mesafe 1sil girginlik admn1 alir [3, 16-19].

1.2.3 Uygun Lazer Dalgaboyu Se¢imi

Bu calismada, tezin amaci dogrultusunda, mide dokusu ile etkilesmeden ge¢mesi gereken
fotonlara sahip olan 650 nm dalgaboylu lazer sagaltici pencereye bir baska deyisle 1smn gecirgen
pencereye gore belirlenmistir. Mide dokusu {izerinde kaynak veya yakma gibi sogurulmaya yonelik

calismalar amaglanmadigindan, doku {izerine gonderecegimiz fotonlarin enerjilerinin doku tarafindan
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sogurulmadan dokuyu asmasi gerekmektedir. Sagaltic1 pencereye gore 650 nm dalgaboyu, bilesenleri
arasinda hemoglobin ve melanin bulunan dokular tarafindan ¢ok fazla sogurulmaktadir; ancak mide
dokusu hem anatomik ve fizyolojik olarak hemoglobin ve melanin icermediginden hem de sacilmalar ve
su tarafindan sogurulmanin az olmasi nedeniyle 650 nm dalgaboyundaki fotonlarin serbestge
gecmelerine izin vermektedir. Bu durum, IIl. ana boliimde deneysel olarak gosterilmistir. Bu sekilde
lazer, canliin midesi {izerinde hissedemeyecegi kadar kiiciik bir sicaklik artis1 disinda hicbir etki ve

hasar yaratmadan, doku duvarimni gececek ve hedef madde ile etkilesecektir.

1.2.4 Foton Gegcis Teorisi

Foton gecis teorisi, 15181 sagilma ve sogurulma Ozelliklerinin matematiksel olarak
tanimlanmasimin iki yolundan biridir. Tk yol olan analitik teori, Maxwell denklemleri fizigi iizerine
kurulmustur ve en temel yaklasimdir. Bununla birlikte, tam analitik ¢oziimii tiiretirken gereken
karmasikliklardan dolay1 uygulanabilirligi sinirhidir. Gegis teorisi ise Maxwell denklemlerini hi¢ hesaba
katmadan dogrudan, fotonlarin sagic1 ve sogurucu ortamdan gegislerini dikkate alir. Lazer — doku
etkilesimleri incelenirken yaygin olarak gegis teorisi kullanilir ve deneysel sonuglar pek ¢ok durumda

tahminlerin tatmin edici birer kanit1 gibi ¢tkmaktadir.

Gegis teorisinde incelenen temel deger 1s1ma (radiance) miktaridir, J(r,s) olarak gosterilir, bir dw
birim kati agist icinde belirli bir s yoniindeki gii¢ akisi yogunlugunu belirtir ve birimi Wem ?sr™ 'dir.
Radyansi ifade eden diferansiyel denklem “1sinimsal gegis denklemi / radiative transport equation (RTE)”

olarak adlandirilir ve (2) formiiliiyle verilir:

dJ(V,S)_ a’s ' ' '
s atJ(r,s)+4n4£p(s,s )J(r,s")dw ()

p(s,s'), s' yoniinden s yoniine sacilacak olan fotonun faz fonksiyonunu; ds, sonsuz kiigiik yol genigligini

ve dw', s' yoniindeki temel kat1 agiy1 belirtmektedir.

Optik ozellik Olctimii yapilirken gozlenen deger siddettir (intensity) ve isimanmn kati ac

tizerinden integre edilmesiyle elde edilir:
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I(r)=[J(r,s)dw 3)

4x
Bu esitlige gore 1s1ma, siddet cinsinden ifade edilebilir:

J(r,s)z](r)f)(u)—ws) (4)
d(w — ws), s yoniindeki kat1 ac1 delta fonksiyonunu gostermektedir.

Bir lazer 1511 diizgiin olmayan bir ortama (turbid media) geldigi zaman, ortamdaki radyans bir
arada hareket eden (coherent) ve dagmik hareket eden (diffuse) olmak iizere, birbiriyle matematiksel

toplam halinde bulunan iki terime ayrilir:
J=J.+J, ®)

Istnimin bir arada hareket eden (coherent radiance) kismi, dogrudan gelen 1smin sagilma ve

sogurulmalarindan dolay: zayiflar ve asagidaki denklemden hesaplanabilir:

.
P ©

ve ¢oziildiiglinde sonug olarak;
J =1,d(0—o,)exp(-d) 7)

elde edilir. Coziim denkleminde goriilen I, gelen 1sinin siddetini, boyutsuz d degiskeni ise optik
ozelliklerle belirlenen optik girginligi belirtmektedir. Bundan dolayi, diizensiz ortamda bir arada hareket

eden 1s1n1n siddeti (coherent intensity in turbid media), iistel bir bozunma ile tanimlanur.

Foton gecis teorisinin asil problemi, belirli bir yol izlemeyen sacilmis fotonlar nedeniyle ortaya
¢ikan daginik hareket eden ismimin (diffuse radiance) hesaplanmasidir. Bunun igin de bazi uygun
kestirimler ve istatistiksel yaklasimlar segilerek gelistirilen yontemler ortaya ¢ikmistir. Bunlar; Birinci
Derece Sagilma, Kubelka-Munk Teorisi, Difiizyon Kestirimi, Monte Carlo Simiilasyonlar1 ve Ters Ekleme
Ciftleme (Inverse Adding-Doubling, IAD) yontemleri olarak bilinirler. Her biri baslangic ve sinmir
kosullari ile ilgili belirli varsaymmlar tizerine kurulmustur, ancak hepsinin ortak problemi, hassasiyet

derecesi arttik¢a ortaya ¢ikan hesaplama zorluklar: nedeniyle ¢oziimlerinin ¢ok uzun zaman almasidir.
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Ozetle; 6nceki boliimde agiklanan optik 6zelliklerin &lgiilmesi veya hesaplanmasi icin kullanilan
yontemler dolayli ve dogrudan olmak iizere iki farkl: sekilde diisiiniildiigiinde, dogrudan yontemlerde
Beer kurali esas alinmistir. Dolayli yontemlerde ise teorik 1sik saciim modeli kullanilmaktadir. Bu
yontemler yinemeli ve yinelemesiz olarak ikiye ayrilmaktadir. Yinelemesiz yontemlerde optik 6zellikler
acikca oOlgiilen degerler tizerinden hesaplanmaktadir. Kubelka-Munk modeli yinelemesiz, dolayli 6l¢gme

yontemine ornektir.

Yinelemeli dolayli yontemlerde ise optik 6zellikler dolayli olarak (implicitly) dlgiilen degerlere
baghdir. Bu yontemde optik 6zellik degerleri yinelenerek hesaplanan yansima ve iletilme degerleriyle
eslestigi noktalar bulunur. Difiizyon, Ters Ekleme Ciftleme (IAD) ve Ters Monte Carlo yinelemeli dolayl

yontemlere ornektir .

Biyolojik dokularda foton taginimi, sayisal olarak Monte Carlo simiilasyonlari, Ekleme Ciftleme
(AD) yada analitik olarak 1s1nim transferi denklemi (RTE) ile modellenebilir. Biyolojik dokularin homojen

olmamasi analitik yaklagimla optik 6zelliklerin belirlenmesini engellemektedir [20,21].

1.2.4.1 Toplayia Kiireler

Lazer ile karsilasan dokunun davranigmni belirleyen dokuya ait optik 6zelliklerin belirlendigi 6zel
diizenekler toplayic kiirelerdir. Dolayisiyla doku iizerine gonderilen, belirli bir araliktaki dalgaboylarin
kapsayan 15181, sogurulan, gecen, yansiyan ve sagilan miktarlarim1 biiyiik dogrulukla oOlgebilen

cihazlardir.

Sogurulan 1s:n yogunlugu miktari, gegen, yansiyan ve sacillan 1sin yogunluklarinin gelen
yogunluktan matematiksel olarak c¢ikarilmasiyla Olgiiliir, ¢linkii doku tarafindan sogurulan fotonlar

dedektor tarafindan algilanamayacag icin sogurulmanin tek basina dl¢iilmesi zordur.

Temel yontem, bir 15 boliicii (beamsplitter) yardimiyla lazer isininin yariya boliinerek bir
yarisinin referans isareti olarak calisan bir dedektore, diger yarisinin 6rnek doku {izerine génderilmesi
seklindedir. Gelen 1smin optik ekseni tizerinde ve 6rnek dokunun arkasinda bulunan ikinci bir dedektér,
gecen 1sin  yogunlugunu Olger. Gegen 1simn yogunlugu, referans dedektoriiniin Olgtiigii 1510

yogunlugundan ¢ikarildiginda elde edilen fark, dokunun sogurma ve sagma 6zelliklerinden kaynaklanan
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toplam zayiflama katsayisi olarak diisiiniilebilir. Bu olgiimlerin gergeklestigi diizenege toplayici kiire

denir, sematik gortiniimii Sekil 9'da verilmistir.

b Sarmple

B=amsplittes

Infegiating sphae

Detecion

Sekil 9. Sogurmay1 6lgen tek kiireli deney seti [23].

Toplayia kiirelerin i¢ ylizeylerinde ¢ok yansiticit bir kaplama vardir. Kiireye tiimlesik halde
bulunan bir dedektor, kiire icine yerlestirilen 6rnek dokunun sogurmadig: 15181 Slger. Deney genellikle
biri 6rnek doku bulunan digeri bulunmayan iki dl¢iimden olusur ve 6lclimler arasindaki fark, dokunun
sogurdugu miktar1 verir. Geometrik boyutlar1 dikkate alndiginda, 6rnek dokunun sogurma katsayisi
elde edilebilir. Ayrica, aynanin yansitmasmin ol¢iime girmesini 6énlemek icin, 6rnek doku ile dedektor

arasinda bir saptirici (baffle) vardir.

Inbegrating spheses

Detector T_

Datector 7, Detector T,

Sekil 10. Farkli optik doku 6zelliklerinin es zamanl Sl¢iilebilmesi igin ¢ift kiireli toplayici sistem geometrisi [23].
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Yukarida anlatilan ve Sekil 9'da goriilen diizenek, tek kiireli bir sistemdir ve en 6nemli eksikligi,
Ol¢limleri es zamanli yapamamasidir. Bununla birlikte, dokularin optik Ozellikleri Ol¢iim icin maruz
kaldiklar: lazer 1sinmin etkisiyle 1sinarak degisir; ancak yansiyan, gecen ve sogurulan stk miktarlarmin
ayni diizenekte ve aym anda Olgiilmesi bir avantaj olarak degerlendirilir. Sekil 10'da goriilen ciftli
toplayici kiire diizenegi, bu olanag: saglayan bir sistemdir. Basitge, 6rnek dokunun 6niinde ve arkasinda
birer kiire olacak sekilde konumlandirilirlar. Kiirelerin biri 6rnek dokudan yansiyan ya da geri sagilan
fotonlar1 toplar, digeri de gecen ve ileri dogru sagilan fotonlar1 sogurur. Toplamda kullanlan {ig
dedektorle, gereken tiim Ol¢iimler es zamanl olarak yapilirlar. Sekil 10'da da goriildiigii gibi, bu
dedektorlerden biri bir arada hareket ederek gecen fotonlar1 (coherent transmittance) T., digeri dagmk
hareket ederek gecen fotonlar:1 (diffuse transmittance) T4 ve sonuncusu da daginik hareket ederek
yansiyan fotonlar: (diffuse reflectance) Ry sayar. Tekli kiire sisteminde oldugu gibi burada da kiirelerin ig
ylizeyinden yansiyan fotonlarin dl¢iimlere karismamalar: igin her dedektorle 6rnek doku arasinda birer
saptirici (baffle) vardir. Buna ragmen her iki kiirede de 15181n kiigiik bir boliimii 6rnek dokunun iginden
gecerek diger kiireye ulagabilir. Bu olasihig1 1992 yilinda ilk defa Pickering ve arkadaslar: farkederek her

iki kiire arasindaki ¢oklu 1sik degis tokuslarini hesaba katan iyilestirilmis yeni bir sistem gelistirdiler.

Bu calismada mide dokusunun optik Ozellikleri fiilen Olgiilmiistiir ve Olglimde kullanilan
deneysel kiire setinin detayli Ozellikleri ve g¢alisma sistemi III. Ana boliimiin Gere¢ ve Yontemler

kisminda agiklanmustir [22,23].
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1.3 Anatomik Yapilar ve Karsilastirilmalari

Akademik incelemelerde tibbi ¢alismalar ya da insan dokularina yonelik calismalar yapilacag:
zaman, Once soz konusu dokunun Etik Kurul izni gerektirmeyen g¢alismalarla incelenmesi, baska bir
deyisle cansiz hayvan dokulariyla benzetimli arastirmalar, deneyler ve gerekirse bir takim 0zel
programlar yardimiyla matematiksel modellemeler ile ¢alisiimasi gerekmektedir. Sonrasinda ise gereken
Etik Kurul izinleri almarak canli hayvan deneyleri yapilir. Sonuglar uygun bulunursa son asama olarak

yine gerekli yasal diizenlemeler ve izinler egliginde, deneyler insanlar {izerinde tekrar eder.

Bu tez calismasinin konusu olan insan midesi dokusu i¢in benzer doku olarak kuzu midesinin
abomasum (sirden) kismi segilmistir; ¢linkii insan midesinin yapis1 gevis getiren hayvanlarn dort
boliimden olusan mideleri ile karsilastirildiginda, yapisal acidan en benzeyen kisim abomasum olarak

kabul edilmektedir, Sekil 12'de fotografi goriilmektedir.
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Insan midesi anatomik olarak yemek borusundan hemen sonra baslayan, birkag katman farkl

kastan olusan kivrimli bir organdir, Sekil 11.

Midenin iist girizi r = 3
{Cardia} —-"H._ kig::!si
d {Funduz)

Yemek borusn

{Ozefagus)

Aide dig

Kas tabakasn zan

«  Boyvmslkastsbake:
Enire bm tabaka:

- Obldckas tebakess e

cismmi
(Korpus)

Midenin
mukozal
krrmlar:

Alidenin
biayik knmmi
(Curvaura
major}

Duodenum
[Omiki parnak barzagi)

"~ Mide dg aan Elehtron mikrotkobunda mide
Kas iabakas J mukoza viiwyinin ve
bakterilerm HP) goriintimi

Sekil 11. insan midesinin anatomik yapisi ve yapisal katmanlari [24].

Mide, agizdan baslayip bagirsaklara dogru devam eden sindirim kanaliin en genis yeridir. Dort

ana fonsiyonu vardir; (1) mideye gelen yiyeceklerin biriktirilmesi, (2) yiyeceklerin mekanik olarak

parcalanmasi, (3) asit ve enzimler yardimiyla yiyeceklerin kimyasal olarak ayristirilmasi, (4) B12

vitamininin sogurulabilmesi icin gerekli glikoproteinin tiretilmesi seklindedir.

Bu calisma agisindan biiyiikk 0nem arz eden midenin, optik inceleme agisindan protein

bilesenlerinin tamamina literatiirde rastlanmamustir, [25-27]. Bu protein bilesenleri mide dokusunun lazer

ile etkilesimini belirleyen optik ozellikleri olusturdugundan, tezin 3. ana kisminda anlatilan deney

gerceklestirilmistir ve kuzu mide dokusunun mukozasi olmadan sadece mide duvarmn optik 6zellikleri
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fillen Olgiilmiistiir. Deneyin sonucunda, beklendigi gibi yapisal bilesenler arasinda 650 nm
dalgaboyundaki lazer ile etkilesecek proteinler, dokunun bu lazere karsi seffaf bir malzeme gibi

davranmasina yeterli miktarda bulunmustur.

1.3.2 Kuzu Midesinin Anatomik Yapisi

Gevis getiren hayvanlarmn mideleri ¢ogunlukla dort odadan olusur. Midenin bu dort kismiy;
sirden (abomasum), iskembe (rumen), borkenek (retikulum) ve kirkbayir (omasum), Sekil 12'de
goriilmektedir. Tek mideli memelilerin baska bir deyisle insanlarin midesine en benzer bdlgesi

abomasum (sirden)'dir [29].

Sirden

Sekil 12. Otgul hayvanlarda midenin boliimleri [28].
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Sekil 13. Kuzu midesinin sirden boliimiiniin i¢ yiizeyi [30].

Sekil 13'te goriilen fotograf, bu tezin amaci dogrultusunda kullanilan abomasum (sirden)

dokusuna aittir [30].

1.3.3 insan ve Kuzu Midelerinin Benzerlik ve Farklar1

Insan ve kuzu midelerinin anatomik benzerligi olarak yalmizca abomasum bdlgesi kabul
edilmektedir. Bunun yaninda sindirimsel olarak diisiintildiiglinde, et disinda benzer besinlere

gereksinim ve benzer digkilar sayilabilir [29, 31].

Sekil 11 ve Sekil 12'ye bakildiginda, en temel anatomik farkin, insan ve kuzu midelerindeki
boliimlerin sayist oldugu goriiliir. Kuzu midesinde dort boliim, insan midesinde ise tek boliim vardir.
Ayrica insanlar hem etcil hem de otcul, dolayisiyla sindirimde kullanilan enzimler ve proteinler hem et

hem de ot yapilarmi pargalamak iizere salgilanir. Kuzu ise sadece otcul beslenen bir hayvandir [31].

1.4 Olas1 Hedef Maddeler

Bu c¢alismanin konusu olan ve en sik karsilasilan yasa disi olast hedef maddeler, karbon ve
karbon bilesiklerini inceleyen Organik Kimya biliminin konusuna girmektedir. Karbon atomlar: birbirleri
ile uzun zincirli bilesikler olusturabilmektedir. Farkli zincir uzunlugunda molekiil olusturabilme

kabiliyeti sayisiz molekiil olusmasina sebep olmus ve bu molekiilleri ayr1 ayri 6grenmeyi imkansiz
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kilmustir. Dikkatlice bakildiginda bir ¢ok benzer molekiiliin benzer 6zellik gosterdiginin anlasilmasi
tizerine, organik molekiilleri kimyasal davranislari ve fonksiyonel guruplari dikkate almarak

smiflandirmalar yapmak miimkiin olmustur.

56z konusu molekiillerin bu benzerligine 6rnek olarak morfin ve literatiirde morfinin kuzenleri

olarak anilan eroin ve kodein gosterilebilir, Sekil 14:

H %
2 : .,
-
.
heroin
morphine o .
P codeine

a) b) )

Sekil 14. Narkotik maddelerden bazilarinin kimyasal yapilarmnin formiilleri. a) Morfin, b) Eroin, c¢) Kodein [32-34]

Tespit edilmelerinde en sik kullanilan yontemlerden olan spektroskopi gesitleri, bu maddeleri

olusturan C-C ve C-H baglarinin spektral bolgelerinden faydalanir [35].

1.5 Biyomedikal Calismalarda Titresim Spektroskopileri

Titresim spekroskopileri IR (Kizilaltr) spektroskopisi ve Raman spektroskopisi olmak tiizere iki
cesittir. Titresim spektroskopilerinin temelini olusturan titresimsel gegisler, elektronik gecislere gore daha
zayif olduklar1 halde yapisal bakimdan daha zengindir. Bu nedenle, biyolojik malzemenin yapisal

karakterizasyonu konusunda titresimsel spektroskopinin genis bir uygulama alan1 vardir.

IR spektroskopisi adindan da anlasilacag1 gibi elektromagnetik spektrumun kizilalti bélgesinde
calismaktadir ve kizilalt1 bolgenin tii¢ temel alt bolgesinden (yakin, orta ve uzak) birine ait bir fotonun
sogurulmasi esasina dayanir. Sogurulan fotonun atomik titresim seviyelerinde olusturdugu degisiklik,

hedef maddenin yapisal karakteristigini belirleyecek frekanstadir. Raman spektroskopisinde ise
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elektromagnetik spektrumun goriiniir bolgesinden bir fotonun kaydirilmis bir 151k frekansma sacilmasi

esasina dayanir ve buradaki enerji degisimi de titresim enerjisine karsilik gelir.

Calisilacak maddeler biyolojik dokular oldugu zaman, Raman spektroskopisi IR spektroskopisi
kadar duyarhh olmadig1 halde, titresimsel analiz konusunda IR spektroskopisine gore belirgin avantajlar

sagladigindan genellikle Raman spektroskopisi tercih edilir. Bu avantajlar soyle siralanabilir:

— Su ¢ok zayif bir Raman sacilmas1 gosterdigi igin dokular gibi su bilesenleri ¢ok fazla olan sivisal
ortamlarda titresim spektrumu elde etme imkam saglar. Ote yandan suyun IR sogurmasi, diger

hiicresel yapilarin sogurmasini bastiracak kadar giicltidiir.

—  Ogzel olarak numune hazirlama islemi gerektirmeden, ornekleri dogal hallerinde kullanabilme

imkani, kisaca uygulama kolaylig1 saglar.

- Gortntr dalga boyundaki lazer uyarict kaynagini, mikron boyutunda isin demet capina

ayarlayabilme imkani saglar. Bu sayede tek bir hiicrenin bile Raman spektrumu elde edilebilir.

—  Ogzel bir kimyasal segmenti veya bir alt hiicre bilesenini istenildigi sekilde inceleyebilme imkani
saglar. Bu imkan, istenen kimyasal birimdeki Raman sagilmasi sogurma bandma yakin bir

uyarilma frekansi kullanarak gelistirmek seklinde saglanir.
- Tek bir Raman cihaziyla kizilalt1 bolgenin ii¢ alt bolgesinden de bilgi alabilme kolayhig: saglar.

— Doku bilegenlerinin biiyiik kismini olusturan su molekiillerinin neden oldugu Raman hatlar:
oldukga zayiftir. Suyun bu yontemde kullanilabilen bir ¢oziicii olmasi, bir¢ok biyokimyasal ve

farmasotik maddenin nitel analizinde infrared yonteminin aksine biiyiik bir kolaylik saglar [36].

Raman spektroskopisi hem biyolojik dokuda ¢alisma avantajlar1 nedeniyle hem de ¢alismanin
uygulanabilirligi diistiniildiigiinde, isaretlerin génderildigi taraftan incelenebilmesi agisindan, kolaylik
sagladig igin tercih edilmistir. Bundan dolay1 isaretlerin gonderildigi taraftan incelenebilmeleri igin
gecen isaret degil, sacilan isaret bilgisi uygundur. Bu nedenle bu tez calismasinin temel inceleme
teknigini Raman sagilmasi ve spektroskopisi olusturmaktadir ve bir sonraki kisimda detayli olarak

incelenmisgtir.
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1.5.1 Raman Spektroskopisi

Raman spektroskopisinde genel ¢alisma ilkesi, bir numunenin goriiniir bolge veya yakin-kizilalt:
tek renkli 1sindan olusan giiglii bir lazer kaynagiyla uyarilmasi sonucu sagilan 1sinin, belirli bir agidan
Ol¢limiine dayanir. Molekiillerin siddetli bir tek renkli 1sin demeti ile etkilesmesi sirasinda 1sik,
sogurulmuyorsa sagilma olay1 meydana gelir. Isigin sagilmasi sirasinda, sagilan 15181n biiyiik bir kisminin
enerjisi madde ile etkilesen 15181 enerjisine esit olur ve bu tiir momentum ve kinetik enerjinin
korundugu elastik sagilma olayma Rayleigh sagilmasi denir. Elastik sagilma olaymin yami sira,
momentum ve kinetik enerjinin korunmadigi elastik olmayan (inelastik) sagilma da gergeklesir, miktar

olarak elastik sagilan kismin yaninda ¢ok kiigiik kalir ve Raman sagilmasi adini alir [37-40].

Rayleigh sagilmasi olayinda Raman sagilmasina gore 10*- 10° kez daha siddetli bir sagilma
gerceklesir; ancak Rayleigh sacgilmasi tek bir pik verir ve titresim gegisleri hakkinda bilgi vermez. Raman
sagllmasi sirasinda sagilan 1518 enerjisinde molekiil ile etkilesen 1s1inkine gore olusan fazlalik veya
azlik 1sikla etkilesen molekiiliin titresim enerji diizeyleri arasindaki enerji farklar1 kadardir. Bu nedenle
Raman sagilmasimin spektroskopik incelenmesi ile de molekiillerin titresim enerji diizeyleri hakkinda

bilgi edinilebilir. Sekil 15'te Rayleigh ve Raman pikleri goriilmektedir.
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Sekil 15. Raman olayinin spektral goriintiisii. (a) Gelen 15181n spektrumu. (b) Isigin sagilmasindan (Rayleigh ve

Raman) kaynaklanan spektrum. (c) Raman spektrumu [41].

Sekil 15'te Raman olaymin spektral olarak nasil gerceklestigi goriilmektedir. Buna gore Sekil 15-
a)'da, numune iizerine ®, frekansl bir 151k geldiginde olusan spektrum ve ayn1 ®, frekansina sahip
baskin bir pik, Sekil 15-b)'de bu baskin pikin yaklagik 1/1000'i kadar olan ¢ok daha zayif w,*),
frekanslarindaki yan bantlar goriilmektedir. Sekil 15-a) ve Sekil 15-b)'de goriilen biiyiik pik Rayleigh

sacilmasimi gostermektedir. Sekil 15-c)'deki ®, frekans: disindaki frekanslar da ger¢ek Raman
spektrumunu gostermektedir.

Bu tiir bir spektroskopik yontem Raman spektroskopisi adm alir. Bu yontemde molekiil ile
etkilesen 15181 dalgaboyuna gore sagilan 1518 dalgaboyunda olusan farklar 6lgiiliir. Bu farklar Raman
kaymasi olarak adlandirilir. Molekiiller ile etkilestirilen 151$1n kaynagi olarak Ozellikle son yillarda
genellikle lazer tiirii kaynaklar kullanildigindan bu yonteme Lazer Raman Spektroskopisi ad1 da verilir

ve genellikle inorganik, organik ve biyolojik sistemlerin nitel ve nicel analizine uygulanir.
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Eger sacilan fotonun frekansi gelen fotonun frekansindan diisiikse, diisiik bir seviyeden yiiksek
bir seviyeye titresimsel bir gecise neden olur ve bu olay Stokes Raman sagilmasi, Raman spektrumunda
bu gecislere karsilik gelen pikler de Stokes Raman hatlar: adini alir. Eger sacilan fotonun frekans: gelen
fotonun frekansindan yiiksek ise 1sil olarak yerlestirilen daha yiiksek titresimsel (thermally populated
higher vibrational) seviyeden daha diisiik bir seviyeye gecise neden olur ve bunun sonucunda da Anti-

Stokes Raman hatlar1 olusur, Sekil 15-c) [41].

Bir molekiiliin bir fotonla Raman tiirii sacilma etkilesmesine girebilmesi i¢in molekiiliin titresimi
sirasinda etkilestigi fotonun elektrik alani tarafindan periyodik ve fotonun frekansina esit frekansli olarak
kutuplanabilmesi yani periyodik ve gegici bir dipol momentinin olusmas: gereklidir. Raman hatlarinin
siddeti, titresen molekiiliin fotonla etkilesirken olusan kutuplanabilme degisim hizinin karesi ile
orantihidir. Sekil 16'da dogrusal CO, molekiiliiniin simetrik ve asimetrik gerilme ve egilme titresimleri
sirasinda molekiiliin dipol momentinde (ut) ve kutuplanmasinda (o) olusan degismeler goriilmektedir.
Kisaca, Raman sinyali simetrik gerilmelerde olusmakta (Raman aktif), asimetrik gerilmelerde ise IR

sinyali olusmaktadir (IR aktif).

Totally symmetric Asymmetric
Center of symmetry vibration vibration

Sekil 16. H,, CO, ve benzen molekiillerinin simetri merkezi. Orta resimlerde goriilen tamamen simetrik
titresimler Raman sinyali {iretirken (Raman aktif), sag tarafta kalan resimler IR sinyali {ireten asimetrik titresimleri

gostermektedir (IR aktif) [42].
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Molekiil ile etkilesen fotonun enerjisi, molekiiliin soguracag: foton enerjisinden daha az oldugu
durumda olusan Raman hatlarinin siddetleri ¢ok azdir. Eger molekiiliin sacacagl 1s1§in enerjisi
molekiiliin soguracag: fotonun enerji degerine ¢ok yakin ise sagilan 15181n siddetinde biiyiik bir artis olur.
Bunun temel nedeni, sagilan 151$1n siddetinin sacilan 15181 frekansmin doérdiincii kuvveti ile orantili
olarak artmasidir. Bu yonteme rezonans Raman spektroskopisi (RRS) denir. Normal Raman
spektroskopisi ile ancak saf sivi ve katilar ile ¢ok derisik (0,10 M) ¢ozeltilerden sinyal alinabilirken,
rezonans Raman spektroskopisi ile 10° M gibi ¢ok seyreltik ¢ozeltilerle bile Raman kaymalar dlgiilebilir.
Gergeklesen bu duyarlik artisina ek olarak, bu tiir bir uygulamada yontemin secimliligi de artar, ¢tinkii
rezonans Raman spektrumunda sadece 15181 soguran kromofor grubun rol aldig: titresimlere ait bantlarin
siddeti artar. Boylece ¢ok karmasik bir yapiya sahip molekiillerin sadece kromoforlarla ilgili kaymalar:
gozlenir ve bunlarin Raman spektrumlari daha basit bir bigimde elde edilir. Rezonans Raman
spektroskopisi, floresans 6zelligi olan molekiiller i¢in uygun bir yontem degildir. Floresans isimasi,

Raman sagilmasina gore ¢ok daha siddetli oldugundan Raman hatlari ile ortiisiir ve ol¢iimii giiclestirir.

Floresans ozelligine sahip molekiillere Raman spektroskopisinin uygulanabilmesi icin Stokes
hatlar1 yerine anti-Stokes hatlarmin Olciilmesi gerekir, clinkii bir molekiile ait anti-Stokes hatt1 o
molekiiliin floresans bandindan daha biiyiik frekanslardadir ve bunlar birbirleri ile Ortiismez. Anti-
Stokes hatlar1 normal yoldan 6lciildiigii zaman, ¢ok zayif hatlar olduklar icin genellikle kullanilmazlar.
Ote yandan koherent anti-Stokes Raman spektroskopisi (CARS) adi verilen bir yontemle anti-Stokes
hatlarmin siddetleri arttirilabilir. Bu yontemde ornege, siddetli iki lazer isimasi birden gonderilir.

Bunlardan birisinin yaydig1 1sinin frekansi sabit olup ikincisinin frekansi degistirilebilmektedir.

Raman spektroskopisinde kullanilan cihaz floresans spektroskopisinde kullanilana ¢ok benzer.
Bunlarin aralarindaki en onemli fark 1sik kaynagidir. Raman spektroskopisinde 1sik kaynagi olarak

genellikle lazerler kullanilmaktadir, Sekil 17.
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Sekil 17. Raman spektrometresinin sematik goriintimii [43].

Molekiillerin yapisinda bulunan -C=C-: -C=C-, -N=N-. -5-S-, -C-O-C- tiirii titresimler ile halkal
bilesiklerde gozlenen halka daralmasi-halka genislemesi titresimi oldukca siddetli Raman hatlarmnin
gozlenmesine yol acar. Boylece kizilalt1 spektrumunda siddeti az olan bu bantlar Raman yontemi ile

rahatca 6l¢tilebilir.

Normal Raman spektroskopisi yontemi, nicel analiz i¢in ¢ok yaygm olarak kullanilmaz; ancak
RRS ve ylizey Raman yontemleri ile duyarlik ¢ok fazla arttirilabildiginden bu yontemler nicel analizde
uygulama alami bulmuslardir. Floresans 6zellige sahip molekiillerin Raman kaymalarmin elde edilmesi
normal yontemle miimkiin olmadigindan, floresans 6zellige sahip molekiillerin Raman spektrumunu
elde etmek igin CARS yontemi kullanilir. Floresans oOzelligi olan molekiillerin Raman spektrumu
floresans etkisinden armmig olarak Fourier Transform Raman (FTR) spektrometresi ile de elde edilebilir.
Floresansa neden olan kisa dalgaboylu lazer yerine daha uzun dalgaboylu bir lazer kullanildiginda
sagllmanin siddeti dalgaboyunun dordiincii kuvveti ile orantili olarak azalmasina ragmen FTR

yonteminin duyarligi ¢ok fazla oldugundan Raman kaymalari kolayca ortaya ¢ikartilabilir [42-50].
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2. Teknik Bilgiler

Teknik bilgiler, tezin tamaminda yapilan deneysel ¢alismalarda kullanilan tiim cihaz ve aletlerin

teknik ozelliklerini belirtmektedir ve kullanildiklar: her asamada ayrintili olarak verilmistir.
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III. DENEY 1: DOKUNUN OPTIK OZELLIKLERININ OLCULMESI

1. Geregler ve Yontemler

1.1 Cift Toplayicili Kiire Sistemi ve Bilesenleri

Bu calismada Bogazigi Universitesi, Biyomedikal Miihendisligi Enstitiisii, Medikal Lazerler
Laboratuvari’'nda bulunan iki adet toplayici kiire (Labsphere, 4P GPS-033 SL), 4 adet silikon dedektor
(Labsphere, SDA-050-U-RTA-CX), 6rnek tutucu ve yine hesaplamalar i¢in gerekli olan bir adet yansitict
standardi alinmigtir. Sistemin temel parcalar1 olan 11k kaynagi, kenetleyici (lock-in) yiikseltici (Stanford
Research Systems, SR510) ve monokromator (CVI DK 480 %2 meter) laboratuvarda bulunmaktadir.

Kiirelerin genel goriiniimii Sekil 18'de, sistemin sematik goriiniimii de Sekil 19'da verilmektedir.

Sekil 18. Cift toplayici kiireli sistem.
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Sekil 19. Cift toplayici kiireli sistemin sematik goriiniimdi.

Cift toplayici kiireli sistemde doku 6rnegi iki kiirenin arasina konulmaktadir. Tlk kiire, dagmik
geri yansiyan 1sik siddetini, ikinci kiire ise dagmik ve toplam iletilen 1sik siddetini Olgmekte
kullanilmaktadir. Fiber optik aydinlaticidan gonderilen 151k, monokromator tarafindan dalgaboylarma
ayristirilmaktadir. Monokromator cikisindan c¢ikan 1sik araya konulan lens yardimiyla 2. toplayia
kiirenin giris kapisina, Ornegin tiizerine odaklanmaktadir. Dedektorden gelen elektriksel sinyalleri
yiikselten kilitlemeli ytikselticinin sadece bir girisi kullanildigindan, her taramada bir dedektorden kayat
alinmaktadir. Ik taramada 1. kiireden yansima degerleri, 2. kiireden de iletilme degerleri alinmaktadur.
Isik, doku ile etkilesime girmeden, monokromatdr ¢ikisinda optik kesiciden gegirilmekte ve doniis
frekansi kilitlemeli yiikselticiye aktarilmaktadir. Boylece ytiikseltici sadece monokromatdrden gelip doku
ile etkilesime giren 1sinlar1 yiikseltmekte ve oOl¢limlerin ¢evreden gelen diger isinlardan ayrilmasim

saglamaktadir. Olciimlerde kullanilan optik kesici frekansi 435 Hz olarak belirlenmistir [51].

Ters Ekleme Ciftleme (IAD) yontemi, yiiksek dogruluk oranma sahip, yeteri derecede hizls,
anisotropik sac¢ilmalar1 ve smurlardaki i¢ yansimalar1 goz oniinde bulundurabilecek esneklige sahip
oldugundan sistemin hesaplama yontemi olarak segilmistir. IAD yonteminde “Ters” terimi yansima ve
iletilmenin optik 6zelliklerden hesaplanma bigiminin ters isleyisini temsil etmektedir. Ciftleme yontemi,
bir dokunun tek katmanina belli bir agiyla yonlendirilmis 1s1$1n yansima ve iletiime degerlerinin
bilindigini varsayar. Bu katmanin iki kat1 kalinliginda bir dokunun optik ozellikleri dokuyu iki esit

katmana boliip, her iki katmandan gelen yansima ve iletilme degerleri toplanarak bulunabilir. Bu
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yaklasimla herhangi bir dokunun yansima ve iletilme degerleri, 6zellikleri bilinen ince bir katmandan
yola ¢ikarak sogurulma ve tek sacilma Ol¢iimlerinde oldugu gibi istenilen kalinliga ulasilana kadar ikiye
katlanarak hesaplanabilir. Ekleme yontemi, Ciftleme yontemini birbirinden farkli doku katmanlarmi
icerebilecek bicimde genisletir [52]. Boylece katmanlardan olusan degisik optik 6zelliklerdeki dokular

benzetilebilir.

Scott Prahl tarafindan gelistirilerek kullanima sunulan IAD programi
http://omlc.ogi.edu/software/iad/ [53] adresinden indirilebilmektedir. Zaman zaman giincellenen
programin 26 Ocak 2012 tarihli siiriimii kullanilmistir. Program C tabanli oldugu i¢in Linux isletim

sistemli bir bilgisayarda calistirilmistir.

Biyolojik dokularin optik Ozelliklerinin belirlenmesi oldukg¢a zordur ve bir¢ok etkene gore
degisebilmektedir. Prahl, hazirladig1 programin dogru sonug¢ verebilmesi i¢in ayrmntili bir kilavuz
hazirlamistir ve yapilan deneylerde bu kilavuza sadik kalinmistir. Kilavuza gore oOrnek ile olgiim

almadan 6nce dort farkli 6l¢iim yapilmaktadir.

1. dl¢limde yansima kiiresinin ¢ikisina yansima standardi tutulmustur. Gelen 1sik standarda
carpip, dagilmaktadir. Isigin kendi geldigi yoldan geri donen kisminin kiireden c¢ikmasina izin
verilmektedir. Bu 0l¢lim seklinde dagmik sacilan (diffused reflectance) 1sik Olgiilmektedir (Sekil 20).

Kullanilan yansitici standardi, %99 yansitici yiizeye sahip, kalibre edilmis bir parcadir.
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Sekil 20. Toplayici kiire sistemlerinin ¢alismasi [53].

2. olglimde yansitma kiiresinin ¢ikisi agik birakilarak tiim 1s1$1in ¢tkmasina izin verilmektedir.
Teorik olarak bu durumda dedektoriin 1smn yakalamamas: gerekirken, cesitli giirtiltiiler nedeniyle

minimal degerler kaydedilmektedir. (Sekil 20).

3. Olgiimde 151$1n yansima kiiresinden gegerek iletim kiiresinin kapali olan ¢ikis duvarina
carpmas1 saglanmaktadir. Bu durumda, arada 6rnek doku yokken, iletim kiiresine bagli dedektoriin
dagmik iletilen (diffused transmittance) ol¢limii yapmasi saglanmistir (Sekil 20). Yine dagilmadan geri

yansiyan (collimated) 15181 aynu yol iizerinden geri dondiigii bilinmektedir.

4. 6lctimde 151k bloke edilerek, iletim kiiresinin dedektdriiniin 15181 ve arada dokunun olmadig:
durumda yakaladig: 151k miktarina bakilmistir (Sekil 20). Bu Ol¢iimler her seferinde iiger defa yapilip,

ortalama degerleri hesaplamalarda kullanilmigtir.

5. olglimde ise kiirelerin arasina drnek doku konulmaktadir (Sekil 20). Lock-in yiikseltici, birden
fazla dalgaboyu kullanilan ¢alismalarda ayni anda iki 6l¢lim alamamaktadir. Bu yiizden dedektorler sira

ile baglanmakta, once yansima, sonra iletilme degerleri kaydedilmektedir.
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Kilitlemeli yiikselticinin Olctiigli degerler, bir dontstiiriicii ve bilgisayardaki bir arayiiz ile
kaydedilmektedir. Olgiimlerden alinan degerler formiile yazilip (Prahl’m kilavuzunda belirtildigi sekilde

[53]) programa girilerek, yansima ve iletilme degerleri hesaplanmaktadir. Formiiller asagidaki gibidir:

Yansima formiilii:

Rz(r;lirect’ r., ZLilirect’ ts)_R2(0,0,0,0>
R2(rstd s Vst O’0>_ RZ(())O:O’O)

MR:rstd

fletilme formiilii:

M.= T2(r;ﬁrea’rs’ t;ﬁrea’ts)_TZ(OaOaOaO)
~ 1,(00,1,1)-1T,(0,0,0,0)

Kullanilan tiim 6rnekler i¢in 400 — 700 nm arasinda, 5 nm araliklarla 6l¢lim alimuistir.

1.2 Veri Dosyas1 Hazirlanmasi

IAD programinin kodu, yapilan 6l¢iimlere gore farkli hesaplamalar yapmak {izere yazilmistir. Bu
calismada, yansima ve iletilme olmak {izere iki deger Olciilmektedir. Program bu iki degeri ve girilen
anizotropi faktorii kullanarak sogurma katsayisini ve indirgenmis sacilma katsayisini hesaplamaktadir.
Biyolojik dokularin anizotropi faktorii literatiirde 0.9 civari kabul edildiginden bu calismada da g=0.9

alinmistir [54]. Yine benzer sekilde, yumusak dokularin kirilma indisi 1,34 kabul edilmistir.
Bu ¢alismada kullanilan degerler;
Dokunun kirilma indisi: 1,34
Lamlarin kirilma indisi: 1,50
Dokunun kalinlig1: Her seferinde dijital kumpas ile dl¢iiliip yazilmistir.
Lamlarin kalinligr: 1,1 mm

Ismnin ¢apr: 1,46 mm
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Yansima standartinin yansiticilig: 0,99
Kullanilan kiire sayis1: 2
Yansima kiiresinin ¢ap1: 83,82 mm
Yansima kiiresinin ¢ikisinin ¢ap1:38,1 mm
Yansima kiiresinin girisinin ¢ap1: 12,7 mm
Yansima kiiresinin dedektoriiniin ¢ap1: 12,7 mm
Yansima kiiresinin duvarinin yansiticiligi: 0,96
Tletilme kiiresinin capi: 83,82 mm
Iletilme kiiresinin ¢ikismnimn ¢ap1: 25,4 mm
Tletilme kiiresinin girisinin gap1: 25,4 mm
[letilme kiiresinin dedektdriiniin gap1: 12,7 mm
fletilme kiiresinin duvarmin yansiticiligi: 0,96

Yapilan 6l¢tim sayist: 2

Bu bilgiler dogrultusunda program sogurma katsayis1 ve indirgenmis sacilma katsayisi

degerlerini hesaplamstir.

1.3 Dokularin Hazirlanmasi ve Olgiimler

Deney sonuglarinin dogru ¢ikmasi agisindan 6rnek dokularin hazirlanmasi en 6nemli asamay1
olusturmaktadir. Yapilan ol¢limlerin in vivo durumdakilere yakin olmasi i¢in dokunun taze olmasi
sarttir. Dokular yerel bir kasaptan, 1 giin 6nce kesilmis olan hayvanlardan temin edilmeye ¢alisilmistir ve
deney ortamma soguk kapta (0-4°C) tasmnmustir. Bisturi (cerrahi tip, no:11) ile yaklasik 40x50 mm

boyutlarinda kesilerek, homojenize edilmeden kullanilmak iizere deneye hazirlanmistir.
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Doku, 1.1 mm kalinliginda iki cam lam arasina sikistirilmistir ve lamlar ug taraflarindan yapiskan
band ile birbirine tutturulmustur. Bu islemler sirasinda dokunun ezilmemesine dikkat edilmigtir. Lamlar
ve doku arasinda olusan kirilma indisi uyusmazhigini azaltmak amaciyla lam ile doku arasinda hava

kalmamasina 6zen gosterilmis, doku serum fizyolojik ile 1slatilmustir.

Lam boyunca doku kalinlig1 ufak degisimler gosterdiginden, lamlar arasinda bulunan dokunun
uglarindan ve ortasindan olmak tizere ii¢ farkli bolgeden kalinlik dl¢iilmiis ve bunlarin ortalamas: doku
kalinlig1 olarak kullanilmistir. Sekil 21'de lamlar arasindaki doku, Tablo I'de ise Olgiim detaylar:

goriilmektedir:

Sekil 21. Optik 6zellikleri 6lgiilecek olan kuzu midesi dokusunun lamlar arasinda sabitlenmis hali.

2. Bulgular

Dort farkli doku pargasinun ii¢ farkli kismindan alman kalinlik Olgtimleri sirasiyla Tablo I'de

Ozetlenmistir. Deneyin ayrmtilarini 6zetleyen fotograf ise Sekil 22'de goriilmektedir:
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Sekil 22. Kuzu midesi dokusunun optik 6zellik 6l¢iimii deneyinde elde edilen islenmemis veriler.

Tablo I. Farkli bolgelerin doku kalinliklar1 ve ortalamalari.

K"{';':m;"" Doku 1 Doku 2 Doku 3 Doku 4
Ust Bolge 1.07 1.98 2.89 215
Orta Bolge 1.25 2.35 27 2.33
Alt Bolge 1.21 2.36 2.38 2.36
Ortalama 1.176 2.23 2.656 2.28

Bu Olciimlerden elde edilen sonuglar kullanilarak kuzu mide dokusunun sogurma ve
indirgenmis sacilma katsayilar1 hesaplanmistir. Bu hesaplamalar dogrultusunda, Sekil 23'te goriilen
sagaltic1 pencere ile karsilastirilmak {izere Sekil 24'te goriilen sogurma grafigi ile Sekil 25'te goriilen

sagilma grafigi ¢izdirilmistir:



- wh eh e
© © © ©
O = N W &

ABSORPTION COEFFICIENT (1/cm)
s

q

-
o

-4
10

-1 | PROTEIN

HEMOGLOBIN

MELANIN

1
WAVELENGTH (MICRONS)

0.250

0.200

0.150

0.100

Sogurma Katsayisi

0.050

0.000
460

Sekil 24. Elde edilen sonuglara gore ¢izdirilen sogurma katsayisinin dalgaboyuna gore degisim grafigi.
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Sekil 23. Sagaltic1 pencere (therapeutic window) [10].
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Sekil 25. Elde edilen sonuglara gore ¢izdirilen indirgenmis sagilma katsayisinin dalgaboyuna gore degisim grafigi.
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Sekil 24 ve Sekil 25'te goriilen ¢ok diisiik sogurma ve indirgenmis sacilma katsayilari, insan
midesine model olarak kullanilan kuzu mide dokusunun 650 nm civarindaki dalgaboylarinda, bu
dalgaboylarma en duyarli ve en ¢ok sogurulmanin gergeklestigi melanin ve hemoglobin bilesenlerini

icermedigini gostermektedir.

3. Boliim Tartismasi

Bu c¢alisma igin gereken mide dokusunun optik oOzellikleri sadece mide dokusuna ait olarak

literatiirde bulunmadigindan fiilen dlgiilerek literatiire kazandirilmak istenmistir.

Olgiimlere baglamadan &nce 15tk kaynagmin giicii dogrulanmak istenmis ve optik 6zellik
hesaplamada kullanilacak olan IAD programma uygun veri saglayip saglayamayacag: test edilmistir.
Ortamda bulunan diger 1stk kaynaklarimin giiriiltii yaratmasmi tamamen engellemek miimkiin
olmamustir. Sistem teorik olarak 400 — 700 nm arasinda ¢alismaktadir; ancak sistemin giicii calisma araligt
200 — 1100 nm olan bir spektrometre (Ocean Optics, USB4000 Miniature Fiber Optic Spectrometer) ile

olciildiigiinde elde edilen grafiksel sonug Sekil 26'daki gibi olmustur:

LAGE  spectrometer Cantrol and Data Acquisition BioPhotonics Lab & Teknofil hay2010 =
Spectrum
4 g 2HENESY it ®
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Sekil 26. Isik kaynagimin giiciiniin dogrulanmast icin alinan 6l¢tim.
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Buna gore 151k kaynagi, 570 nm civarinda en uygun calisma kosullarina gelmektedir; ancak bu tez
¢alismasinin ana konusu olan 650 nm civarinda da yine Ol¢lim almaya yetecek miktarda 1sik
saglamaktadir. Elde edilen bu veriler dogrultusunda, hesaplamalar yine dalgaboyu araligr 650 nm'yi

kapsayacak sekilde 470 — 650 nm arasina daraltilmistr.

Ortamin 151k giiriiltiisii tamamen engellenemediginden, bagka bir deyisle, bilgisayar sisteminin
kullandig1 IAD programinin yansima ve gegisi hesaplayan formiillerinde goriilen ve degerlerinin sifir
olmasi gereken R, ve T, i¢in ideal sartlar saglanamadigindan bazi dlciimlerde M ve My degerleri negatif
¢ikmistir. Bu durumlarin sayist az olmakla beraber, Olclimlerin dogrulugunu degistirmemeleri igin

degerlendirmelere dahil edilmeyerek ortalamalar hesaplanmustir.

Bu deneyin amaci 650 nm dalgaboylu lazerin mide dokusuna karsi saydam davrandigini, ihmal
edilebilecek miktarda sagilma ve sogurulma olusturdugunu gostermekti, yukaridaki sonuglar yardimiyla
gosterilmistir. Boylece 650 nm dalgaboyundaki lazerin mide dokusuyla etkilesime girmeden dokuyu
gecebildigi ve arkasinda bulunan hedef madde ile etkilesip bu maddeye ait bilgileri verecegi

ispatlanmustir.
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IV. DENEY 2: DALGABOYUNUN BELIRLENMESI

1. Geregler ve Yontemler

1.1 Lazer Sistemleri ve Degiskenleri

Bu calismada Bogazigi Universitesi, Biyomedikal Miihendisligi Enstitiisii, Medikal Lazerler
Laboratuvari’nda bulunan 650 nm (DH-650, Huanic Inc. PRC) ve 980 nm (OPC-D010-980-FCPS,
OptoPower, Tuscon, AZ, USA) dalga boylarinda 1s1ma yapan diyot lazerler ile 1070 nm ve 1940 nm (IPG
Laser, GmbH) dalga boylarinda 1s1ma yapan fiber lazerler kullanilmistir. Her bir lazer i¢in uygulama
stiresi ve glicii asagidaki tabloda belirtildigi gibidir (Tablo II). Bu dalga boylarma uygun lazer giivenlik

gozliikleri deneyler sirasinda aragtirmacilar tarafindan kullanilmisgtir.

Tablo II. Lazerler ve optimal degiskenler

Lazerler Uygulama Uygulama
siiresi Giicit
O) (mW)
650 nm 10 5
980 nm 10 3600
1070 nm 10 3200
1940 nm 10 1500

1.2 Dokularin Temini ve Hazirlanmasi

Deneyde kuzu mide dokusu, insan mide dokusuna benzer doku olarak segilmistir [29, 53]. Doku,
kesimden sonraki 15 dakika igerisinde Hadimkoy Narmanli Mezbahasi'ndan temin edilmistir ve soguk
kapta (0-4°C) saklanarak deney ortamina getirilmistir. Epitel kisminin optik 6zelliklerinin degismemesi
icin doku mezbahadan yikanmadan alinmistir. Kuzu midesinin kalinhk bakimindan insan dokusuna

yakin varsayilan petek yapili sirden kismi (abomasum) (Sekil 27),



43

Sekil 27. Epitel doku (Abomasum).

bisturi (cerrahi tip, no:11) ile 40x50 mm boyutlarinda kesilerek deneye hazirlanmistir. Dokunun ortalama
kalinlig1 3 mm olarak elektronik kumpasla (Mitutoyo) dl¢iilmiistiir. Kesilen dokular, ortasinda 30 mm
capinda dairesel bir bosluk (dairesel bosluk, doku kesmek ig¢in Haker Makine ve Kalip Sanayii'ne
yaptirilan 6zel silindirik bigak ile ac¢ilmistir) bulunan 25 mm kalinlikli strafor malzemesine raptiyeler

yardimiyla tutturulmustur.

1.3 Ol¢iim Diizenegi

Optik 6lgiim diizeneginde 151k kaynag: olarak Tablo II'de goriilen lazerler sirasiyla kullanilmigtir.
Lazer 1511 optik kesici kullanilarak 236 Hz referans isareti ile kiplenmistir. Kiplenen 1smn mide dokusuna
diistiriilmiis; dokudan gegen 1s1n, toplayici kiire (Labsphere, 15-040-SL) iizerinde bulunan algilayic
(Labsphere, SDA-050-U) ile elektriksel isaret olarak kenetleyici (lock-in) yiikseltici (Stanford Research
Systems, SR510) ile tespit edilmistir (Sekil 28).
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Sekil 28. Deney diizenegi.

Uygulama mesafesi; 650 nm lazer i¢in 280 mm, 980 nm, 1070 nm ve 1940 nm lazerler i¢in 2 mm
olarak belirlenmistir. Bunun nedeni 650 nm diyot lazer 1511 sagilmadan yol alirken, diger lazerlerin

1sininin optik fiberden ¢ikar ¢tkmaz sagilmasidir. Toplayici kiire ile doku arasindaki mesafe 1 mm’dir.

2. Bulgular

Her bir lazer i¢in kuzu mide dokusundan alman veriler asagidaki tabloda belirtilmistir (Tablo
III). 650 nm diyot lazer ile verilebilen en yiiksek ¢ikis glicii dokuya aktarilmistir, bunun karsilig1 olarak
25.6 mV luk bir isaret elde edilmistir. 980 nm ve 1070 nm lazerler icinse dokuya gozle goriiniir 1s1l zarar
vermeden yani koagiilasyon ve karbonizasyon olusmadan verilebilecek en yiiksek gii¢ aktarilmis buna
karsilik sirasiyla 256 mV ve 830 mV isaretleri elde edilmistir. 1940 nm fiber lazer uygulamasinda ise
uygulanabilecek en diisiik glicte (100 mW) bile doku {izerinde gozle goriiniir bir koagiilasyon
olusmustur. Uygulanabilen en yiiksek gii¢ (1500 mW) dokuya aktarilsa da herhangi bir isaret, kenetleyici

yiikselticiden okunamamustir. Bu uygulama sirasinda doku karbonize olmustur.
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Tablo III. Mide dokusunun lazerler ile etkilesimi.

Uygulama Giicii ~ Olciilen Tsaret

Lazerler

(mW) (mV)
650 nm 5 25.6
980 nm 3600 256
1070 nm 3200 830
1940 nm 1500 -

3. Boliim Tartismasi

Elde edilen bulgular 1s1¢inda denilebilir ki; 650 nm, 980 nm ve 1070 nm lazerleri Adli Tip
calismalarma yonelik olarak madde tespitinde kullanilmak {izere denenebilir. Bu dalga boylarinin
dokudan biiyiik 6l¢iide sogurulmadan gectigi bilinmektedir [27]. Ayni sekilde, dokunun igerisinde veya
ardinda bulunan bir madde ile etkilestikten sonra bu dalga boylar1 bir algilayic1 tarafindan isaret olarak
tespit edilebilir. Mertebesi mV olan isaretler, hassas islemsel kuvvetlendiriciler (op-amp) yardimiyla
ylikseltilebilir ve islenebilir hale getirilebilmektedirler. Bu sayede, ¢alismamizin ileriki asamalarinda
farkli mesafe denemeleri yapilabilecektir. Bu isaretin ozelli§ine bakarak madde hakkinda bir gikarim
yapilabilir. Calismamiz, bu ¢ikarimlari 6ngoren bir 6n galisma niteligindedir ve uygun dalgaboyundaki
1sinin biyolojik dokuda en az sogurularak, arkasina diisen bir maddenin nitelik saptamasinin birinci
basamagidir. Dolayisiyla heniiz isaret yiikseltme ve isleme yapilmamistir. Calismanin devaminda farklh
mesafelerden (6rnegin 2 m, 5 m, ve 10 m) gonderilen lazer 1s1ginin mide dokusu ile etkilesimi, hedef

madde varken ve yokken denenecektir.

Bu calisma, yutularak mide igerisinde iilke smirlarindan ¢ikarilan uyusturucu ve benzeri
maddelerin, rutin hava alan1 kontrollerinde ortaya ¢ikarilabilmesi agisindan 6nem tastyan ve uzun vadeli
olarak planlanan bir calismadir. Adli Bilimler alaninda giivenlik sistemlerinin gelistirilmesinde
kullanilmas: hedeflenmektedir. Tibbi teknoloji agisindan heniiz ¢ok erken bir asamada olmasina ragmen

gelecek vaat etmektedir.
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V. DENEY 3: FARKLI MADDELERLE ETKIiLESIM

1. Geregler ve Yontemler

1.1 Lazer Sistemleri ve Degiskenleri

Bu c¢alismada kullanilan 650 nm dalgaboylu diyot lazer (DH-650, Huanic Inc. PRC) Bogazigi

Universitesi, Biyomedikal Miihendisligi Enstitiisii, Biyofotonik Laboratuvari'na aittir.

1.2 Doku Temini ve Beyaz Tozlarin Hazirlanmas:

Dokular: Kullanilacak doku olarak, kalinligi nedeniyle kuzu midesinin sirden kismi en uygun
model olarak segilmistir [56]. Dokular yerel bir kasaptan temin edilmis ve deney ortamia gelene kadar
soguk ortamda (0-4°C) muhafaza edilmistir. Dokunun optik 6zelliklerinin degismemesi i¢in hayvanin
kesim yapildig1 giin veya hemen ertesi giin deney yapilmistir. Dokular bisturi (cerrahi tip, no:11) ile

kesilerek 40x50 mm boyutlarinda hazirlanmistir.

Beyaz tozlar: 5 farkli beyaz toz olarak ekmeklik un, tebesir tozu, pudra sekeri, L.U. Adli Tip
Entitiisii'nden belgelendirilerek temin edilmis HCL-morfin ve nisasta kullanilmistir. Beyaz toz
maddelerin her birinin sogurma miktar;; 1 mm kalinlikli 2 adet lam arasinda, 3 farkli kalinlik yaratacak
miktarda Ol¢iilmiistiir. Naylon posetler ile lamlarin sogurma durumlari, ayni maddeler kullanildigindan,
bosken ve maddeler varken yeniden incelenmemistir. Onceki deneyden elde edilen bilgiler Tablo IV'te
goriilmektedir [56]. Sogurma miktarlart mV olarak kaydedilmistir. Maddelerin kalinliklar1 kumpas
(Mitutoyo) kullanilarak, maddeler lamlarin arasindayken Ol¢iilmiistiir. Doku kalinliklar1 dahil, tim

kalinlik 6l¢timleri kumpasla yapilmistir.
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Tablo IV. Posetlerin sogurma miktarlari.

Bosken 1 Kat 2 Kat 4 Kat 8 Kat

Poset 22.8 213 215 215 | 20.3
1 mV mV mV mV mV

Poset 22.8 219 22 21.1 20.2
2 mV mV mV mV mV

1.3 Ol¢iim Diizenegi

Optik olgtim diizeneginde 151k kaynagi olarak 650 nm dalgaboylu diyot lazer kullanilmistir.
Lazer 1511 optik kesici kullanilarak 436 Hz referans sinyali ile kiplenmistir. Kiplenen 1sin ile incelenecek
madde arasi 156 cm olarak belirlenmistir, sabitlenmistir ve 1sik incelenecek maddelere diisiiriilmiistiir.
Mesafenin belirlenmesinde kullanilan lazer 1smmin sagilmadan ilerleyebilme yetenegi etkili olmustur.
Maddelerden gecen ve yansiyan 1sin, cift toplayici kiire sistemi (Labsphere, 4P GPS-033-SL) izerinde
bulunan algilayic1 (Labsphere, SDA-050-U) ile elektriksel isaret olarak kenetleyici (lock-in) ytikseltici
(Stanford Research Systems, SR510) ile tespit edilmistir. Toplayic1 kiireler ile incelenecek maddeler
arasindaki mesafe 5 mm’dir. Bu durum Sekil 29°da sematik olarak, Sekil 30’da da fotograf olarak

goriilmektedir.
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Sekil 29. Deney diizeneginin sematik gortiniimii.
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Sekil 30. Deney diizeneginin genel goriiniimii.

2. Bulgular

Ciftli toplayict kiire sistemiyle yapilan oOlciimlerde, hem yansiyan hem de gegen sinyaller
Ol¢lilmiistiir. Lock-in yiikselticinin iki kanali ayni anda kullanilarak bu Ol¢iimlerin es zamanli olarak

yapilmasi saglanmustir, Sekil 29’da detaylar goriilmektedir.

Kaynak ile algilayic1 arasinda hicbir madde ya da engel yokken, boglukta ilerleyen yansiyan
sinyal 2.04 mV ve gecen sinyal 10.75 mV olarak Olciilmiistiir. Beyaz tozlarin kalinliklar: ile yansitma

miktarlar1 mV cinsinden 6l¢iilerek Tablo V’te 6zetlenmistir.



Tablo V. Maddelerin kalinliklari ile yansitma miktarlar:.
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Pudra Sekeri Ekmeklik Un HCL-morfin Tebesir Tozu Nisasta
Simyal Sinyal Simyal Sinyal Sinyal
Kahnlik () (mV) Kahnlik {w) (mV) Kahnlik () (mV) Kahnlik () (mV) Kalinhk {w) (mV)
420 10.01 550 9.51 410 8.69 440 10.33 610 10.02
600 10.16 640 9.65 Tan 8.33 630 10.02 710 10.01
a70 10.35 1050 9.92 340 9 1030 9.82 200 10.12

Tablo VI. Kalinlik artislarina bagh olarak ortaya ¢ikan net sinyal degisimleri.

Pudra Sekeri Ekmeklik Un HCL-morfin Tebesir Tozu Nisasta
Kalinlik (1) S('m”,ff.'" Kalinlik (u) S(ﬁf" Kalinlik (41) S('m”ﬁ' Kalinlik (1) Sﬁﬁ' Kalinlik (u) S('m”,ff.:'
0 0 0 0 3 0 0 0 0 0
180 0.15 90 0.14 370 0.64 190 0.31 100 0.01
450 0.34 500 0.41 430 0.31 590 0.51 290 0.10

Tablo V ve Tablo VI'da goriildiigii gibi maddelerin kalinliklar1 (miktarlar1) arttikca yansittiklar:

sinyaller de genellikle artmistir. Bu durum, 151§1n madde ile etkilesim mekanizmalarina gore beklenen ve

olagan bir durumdur [57, 58]. Sinyallerdeki artis, sadece hedef madde HCL-morfin ve tebesir tozu

etkilesiminde beklendigi sekilde gerceklesmemistir. Bunun nedeni protein veya biyolojik madde

olmamalari, bagka bir deyisle biyolojik olan ve olmayan maddelerin kimyasal baglar1 arasindaki yapisal

farklardan kaynaklanmaktadir [35, 59].

Tablo VII'de maddelerin kalinliklar1 ve sinyallerin dokular varken dokulardan yansima

miktarlar1 goriilmektedir. Dokularin, lamlarm, hedef maddenin ve lazer 1513min gelisinin birbirlerine

gore konumu Sekil 31’de sematik olarak gosterilmistir. Sekil 31-b)’de goriildiigii gibi 151, hem mide

dokusunu hem de hedef maddeyi ge¢mektedir. Tablo VII'de goriilen “Tek” siitunu, doku olmadan

yalmzca lamlarin arasma sikistirilip sabitlenmis olan beyaz toz halindeki hedef maddelerden yansiyan

sinyalleri; D1 siitunu, Sekil 31-b)'de sematik olarak goriilen ve lamlarin 6niinde konumlandirilan 4.80

mm kalmhgmdaki dokudan; D2 siitunu da 574 mm kalinhigindaki dokudan yansiyan sinyalleri

gostermektedir. Tablo VII'ye gore, dokular varken de yine madde miktar1 arttik¢a yansiyan sinyal artma

egilimindedir.



Tablo VII. Maddelerin kalinliklar1 ve sinyallerin dokulardan yansima miktarlar:.

Kalinhk Sinyal (mV/

Madd () Tek [.'?nmh :' Doku 2
e 420 10.01 B4 745
T = 0D 1016 77 7.35
a o 870 10.35 B.53 7.38
= _ A0 951 B.24 7.34
- 640 9 65 8.29 7.47
i 1050 9 92 8.36 7.39
. £ 410 8.69 7.81 727
o E 780 9.33 §.04 7.35
TE 840 9 .01 7.35
‘= 440 1033 806 752
25 630 10.02 8.21 7.43
2 e 1030 9.82 B.42 7.56

= 610 10.02 8.18 752
ﬁ 710 10.01 8.29 7.46
Zz 900 10.12 8.34 7.45

Tablo VIII. Maddelerin kalinliklar1 ve sinyallerin dokulardan farksal yansima miktarlar.

Kalinhk Sinyal {m\/

Madd () Tek [romh :' Doku 2
- T 0 0 0 0
< = 180 0.15 070 -0.10
& o 450 0.34 013 0.07
= 0 0 0 0
£ E 90 0.14 0.05 013
i 500 0.41 0.12 0.05
. = 0 0 0 0
05 370 0.64 0.23 0.08
TE 430 0.31 0.20 0.08
5 = 0 0 0 0
25 190 0.31 0.15 0.09
2 590 051 0.36 0.04
= 0 0 0 0

ﬁ 100 0.01 0.11 -0.06
= 290 0.10 0.16 -0.07
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Sekil 31. Lazer ile etkilesen maddelerin birbirlerine gére konumlars; a) Ustten goriiniim, b) Kesit (profil) gortiniimdi.

Tablo IX. Maddelerin kalinliklari, sinyallerin dokulardan yansima ve dokularin ardindan ge¢me

miktarlar.
Madde Kalinhk Yansiyan Sinyal (mV) Gegen Sinyal (mV)
(u) Tek Doku 1 Doku 2 Tek Doku 1 Doku 2

=T 420 10.01 g.4 745 9.15 6.15 6.01
= 600 10.16 7 7.35 9.24 544 5.65
o ur 870 10.35 8.53 V.38 9.6 6.81 6.03
= g 550 9.51 8.24 7.34 8.5 6.02 574
EE 640 965 8.29 747 8.99 599 6.12
&> 1050 9.92 8.36 V.39 9.2 6.28 6.07
. £ 410 8.69 V.81 727 8.41 4.57 5.02
o s 7a0 933 8.04 7.35 8.84 572 576
TE 840 E 8.01 7.35 8.8 5.71 5.83
B 3 440 10.33 8.06 7.52 9.82 5.8 5.95
a E 630 10.02 8.21 743 9.61 598 582
= . 1030 9.82 8.42 V.56 9.59 6.35 6.27
E 610 10.02 818 7.52 9.21 576 594

ﬁ 710 10.01 8.29 7.45 9.33 5.84 5.91
= 300 10.12 8.34 7.45 9.55 5.93 5.92
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Tablo X. Maddelerin kalmnliklari, sinyallerin dokulardan yansima ve dokularin ardindan gegme farksal

miktarlar.
Madde Kalhnhk Yansiyan Sinyal (mV) Gegen Sinyal (mV)
{u) Tek Doku 1 Doku 2 Tek Doku 1 Doku 2

=T 0 0 0 0 0 0 0
T= 180 0.15 0.7 -0.10 0.09 -0.71 -0.36
o or 450 034 0.13 -0.07 0.45 0.66 0.02
=2 0 0 0 0 0 0 0
Ec 90 014 0.05 013 0.49 -0.03 0.38
i 500 0.41 0.12 0.05 0.70 0.26 0.23
. £ 0 0 0 0 0 0 0
] S 370 0.64 0.23 0.08 0.43 1.15 0.74
TE 430 0.31 0.20 0.08 0.39 1.14 0.81
w3 0 0 0 0 0 0 0
a E 190 -0.31 014 -0.09 -0.21 0.18 013
B 590 -0.581 0.36 0.04 0.23 0.55 0.32
= 0 0 0 0 0 0 0

ﬁ 100 -0.01 0.1 -0.06 012 0.08 -0.03
= 2590 0.10 0.16 -0.07 0.34 0.22 -0.02

Tablo VII'de, lock-in yiikseltici yardimiyla es zamanli olarak kaydedilen yansiyan ve gecen
sinyaller birlikte goriilmektedir. Kullanilan ol¢lim sistemi ayni anda hem yansiyan hem de gegen
sinyalleri 6l¢me imkanina sahip oldugu icin gegen sinyaller de 6lgiilmiis fakat ¢alismanin devaminda

yansiyan sinyallerin kullanilmas planlandigindan bu asamada gecen sinyaller degerlendirilmemistir.

Lamlar ve maddeler olmadan, dokulardan yansiyan ve gegen sinyaller sirasiyla; D1 i¢in 6.96 mV

ve 1.91 mV, D2 i¢in 6.82 mV ve 2.82 mV olarak oOl¢tilmiistiir.

3. Boliim Tartigsmasi

Bu calismada uyarict hedef madde olarak sadece HCL-morfin incelenmistir. Diger uyaric
maddeler de ayn1 incelemeye tabi tutularak karsilastirmali bir ¢alisma yapailabilir; ancak asil amag¢ mide
dokusu igerisinde protein ve biyolojik madde disinda bir maddenin varhigin tespit etmek oldugundan bu

asamada sedece tek hedef madde kullanilmasi da yeterlidir.

Tim incelemeler hedefin (dokular tekken veya maddelerle birlikteyken) arkasma gegen
sinyalden ¢ok yansiyan sinyal ol¢iilerek yapilmistir. Bundan sonraki asamada yansiyan sinyalin tasidig:

bilgi incelenecektir ve inceleme sonuglarina gore, yansiyan sinyalin RADAR sisteminin temeline gore mi
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yoksa Raman Sacilmasi ve dolayisiyla Raman Spektroskopisi esasma gore mi islenecegine karar

verilecektir.
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V1. DENEY 4: HEDEF MADDENIN DOKU ARDINDAN
BELIRLENEBILMESI

Tezin bu asamasi bir 6n deney gerektirmistir. On deney ile Raman cihazi yardimiyla dokunun
arkasinda bulunan maddeden bir bilgi alimip alinamayacagi incelenmistir. Incelemelerin yapildig
laboratuvar ticari calistig1 icin toplam iki Olg¢lim igeren yalmiz bir deney yapilabilmistir. Once doku
olmadan HCL-morfin maddesi tek baginayken ilk 6lgiim, sonra da iizerine doku konularak yapilan ikinci
Olctim gerceklestirilmistir. Bu iki Ol¢lim sonucunda elde edilen grafikler karsilastirildiginda, hedef
maddeyi tanimlayan temel pikler eslesmistir. Bu sonuca dayamilarak Radar tespit sisteminden
vazgecilerek maddenin Raman spektroskopisi yontemiyle tespit edilmesine ve tekrarlama/dogrulama

deneylerinin yapilmasina karar verilmistir.

1. Gerecler ve Yontemler

1.1 On Deneyde Kullanilan Raman Cihazi ve Bilesenleri

On deneyler Fatih Universitesi BiyoNano Teknoloji Ar-Ge Merkezi'nde bulunan kapali sistemle
calisan dispersif Raman cihaziyla (Thermo Scientificc DXR Raman Microscope) ve bu cihazla tiimlesik

sistem halinde calisan 780 nm dalgaboylu katihal lazeri kullanularak gerceklestirilmistir, Sekil 32.

Sekil 32. Kapali sistem Raman spektrometresi.
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1.2 Dogrulama Deneylerinde Kullanilan Raman Cihazi ve Bilesenleri

Dogrulama deneyleri Istanbul Teknik Universitesi Kimya Metalurji Fakiiltesi Aletli Analiz
Laboratuvarlarinda bulunan, agik sistemle ¢alisan mikro Raman cihaziyla (Horiba Jobin Yvon, Labram
HR800) ve bu cihazla tiimlesik sistem halinde c¢alisan 632.8 nm dalgaboylu HeNe lazeri kullanilarak
gerceklestirilmistir, Sekil 33. Cihazda gaz lazer sistemi kullanildigindan, ortamin sicaklik ve nem
degisimleri farkinin, sistemin kararlilik durumunu, dolayisiyla sonuglar: etkilememesi igin dl¢timler dort
farkli giinde alinmustir. Olgiimlerin gogu 10x, 50x ve 100x objektiflerinden 50x kullanilarak yapilmustir.
Olgiimler yine Raman cihaziyla tiimlesik sistem halinde calisan bir CCD dedektor ile yapilmis ve

LabSpec adli bilgisayar programi yardimiyla grafik haline getirilerek degerlendirilmistir.

Sekil 33. Acik sistem Raman Spektrometresi.

1.3 Dokularin ve Hedef Maddenin Hazirlanmasi

On deneylerde kullanilan doku ve hedef madde arasinda herhangi bir ayirici (naylon film,
naylon poset, lam, vs.) kullanilmamistir; ancak yalmiz iki 6lgtim yapildigindan bekleme olmamustir,
dolayisiyla hedef madde, iizerine konulan 1slak doku tarafindan emilemeden 6lciimler alinmistir. Doku

ile lazer 15111 arasinda 1-2 mm civarinda aralik kalmuistir.

Dokular, kenar diizgiinliikleri 6l¢iim degerlerini etkilemeyeceginden keskin bir mutfak bigag: ile
yaklasik 40x50 mm boyutlarinda kesilerek hazirlanmistir. Kesilmis olan pargalar Olciimler yapilirken
kurumamalar: igin, ¢alisilan laboratuvarda serum fizyolojik bulunmadigindan biiyiik dokunun igine

sarilarak buzdolabinda bekletilmistir. Bir miktar hedef madde (HCL-morfin) 1.1 mm kalinlikli lam
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tizerine seffaf naylon film ile sikica sarilarak doku tarafindan islanmasi ya da emilmesi engellenmistir,

Sekil 34 (sol taraf).

Mso weH | N

sy 1
o5 (U152

A,';sts

Sekil 34. Ac¢ik Raman sisteminde alan 6l¢iimler. Sol tarafta, naylon film ile sikica sarilmis HCL-morfin
goriilmektedir. Sag tarafta ise naylon film ile sarilmig HCL-morfinin tizerine konulmus doku 6rnegi

goriilmektedir.

Sekil 34'te goriildiigii gibi cihazin agik sistem olmasi sayesinde, numune ile objektif (lazer 15181)
arasindaki mesafe yaklasik 1 cm olacak sekilde ayarlanabilmistir. Dokularin kalinliklari her iki
laboratuvarda da kumpas olmadigindan kesin olarak oOlclilememistir; ancak tezin Oonceki asamalari
boyunca kullanilan dokulardan farkli olmamasi nedeniyle, yaklasik olarak 3-5 mm arasinda

degisebilecegi tahmin edilmistir.

2. Bulgular

2.1 On Deney Sonuglart:

On deney kapsaminda alinan 8lgiimlerin sonuglari asagidaki grafiklerde gdsterilmistir. Sekil 35'te
goriilen grafik, HCL-morfinin tek oldugu duruma ait spektrumdur, narkotik maddelerin karakteristik
piklerinin yogun olarak bulundugu 400 — 1800 cm™ ve 2800 — 3100 cm™ araliklarindaki karakteristik

piklerden ¢ogu gozlenmistir.



Raman Intensity (cps)

3027.90

1630.02
1431.15
1341.06
1263.32
1167.53
1055.94
934.02
831.81

619.83

598.58
524,34

3000 2500 2000 1500 1000
Raman shift (cm-1)

Sekil 35. Yalniz HCL-morfine ait Raman spektrumu.
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Sekil 36'da goriilen grafik, HCL-morfinin dokunun altinda oldugu duruma ait spektrumdur.

Hedef madde ile dedektér arasinda doku engelinin bulunmasma karsin yine narkotik maddelerin

karakteristik piklerinin yogun olarak bulundugu 400 — 1800 cm™ ve 2800 — 3100 cm™ araliklarindaki

karakteristik piklerden ¢ogu gozlenmistir.

Raman Intensity (cps)
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Sekil 36. Dokunun altinda kalan HCL-morfine ait Raman spektrumu.
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Sekil 37 ise Sekil 35 ve Sekil 36'daki grafiklerin {ist iiste getirilerek karsilastirildig bir grafiktir.
Cihaz, olgtiigii pikleri ve s6z konusu araliklarda bulunan 6zgiin pikleri, kiitiiphanesinde tanimli olan

narkotiklerden kodein ile eglestirmistir.

*Thu Feb 09 11:23:42 2012 (GMT+02:00)
500

400
300
200

100

3500 3000 2500 2000 1500 1000

Sekil 37. Yalmz HCL-morfine ait Raman spektrumu ile dokunun altinda kalan HCL-morfine ait Raman

spektrumunun karsilagtirilmasi. (Yesil grafik, cihazin kiitiiphanesi; kirmizi grafik, alinan 6l¢timdyir.)

2.2 Dogrulama Deneylerinin Sonuglar:

Sekil 38 ve Sekil 39'da goriilen her iki grafik de HCL-morfinin doku olmadan yapilan
Ol¢limlerinin grafikleridir, olgtimler hedef madde naylon filme sarilmadan almmmistir. Narkotik
maddelere ait karakteristik piklerinin bulundugu 400 — 1800 cm™ ve 2800 — 3100 cm™ araliklar1 birlikte
alindiginda, Sekil 38, 400 - 1800 cm™” arahginda yogun olarak goriilmesi beklenen pikler
detaylandirilamadigindan, daha net olarak goriilebilmeleri i¢in bu aralik tek olarak da incelenmistir, Sekil

39.
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Sekil 38. 400-3100 cm™ araliginda doku olmadan yalniz HCL-morfine ait spektrum.
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Sekil 39. 400-1800 cm™ araliginda doku olmadan yalniz HCL-morfine ait spektrum.
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ekil 40'ta goriilen grafik, naylon film ile sarilmis olan hedef maddenin, 100 — 1800 cm™ araliginda
g g y 8 g

alinan olglime aittir ve sistemi calistiran LabSpec programinin 4 kez tekrar edilmis 10'ar saniyelik

Olctimlerin ortalamasini alacak sekilde otomatik olarak secilerek elde edilmistir.

& spectral ID
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Infinity 600gr/mm
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Sekil 40. HCL-morfinin 100-1800 cm™ araliginda alman spektrumu.

Goriildiigii gibi, 6l¢limiin pikleri, cihazin kendi kiitiiphanesinde eroin olarak tanimlanan madde
ile eglestiginden, cihaz &lgiim alinan hedef maddeyi eroin olarak tayin etmistir. Ustiiste karsilagtirmali
olarak goriilen grafiklerden mavi olan, cihazin kiitiiphane kayitlarinda bulunan ve 360 — 1800 cm™

aralifinda alman 6l¢iime, kirmizi olan da deneysel sonuca aittir.

Sekil 41'de HCL-morfinin doku arkasindan alman spektrumunun, cihazin kiitiiphanesinde

tanimli eroin maddesinin spektrumuyla karsilastirilmasi goriilmektedir.
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Sekil 41.HCL-morfinin doku arkasindan alman spektrumu ve cihazda tanimli eroin maddesiyle karsilastiriimast.

3.B6liim Tartismasi

Calismanin gelecekteki uygulamalarma iliskin en 6nemli amaci, hedef maddenin miimkiin
oldugunca uzak bir mesafeden tespit edilebilmesiydi. Tablo XI'den her iki sistemin sonuglar1 sayisal
olarak karsilastirildiginda, acik sistemle ¢alisan Raman cihazinin bu amaca daha uygun ve gelistirilebilir
sekilde yeni bastan tasarlanabilecegi acik¢a goriilmektedir. Tablo XI'in gozlenen temel pikler

stitunlarinda koyu renkli yazilan pikler yaklasik ¢akisma bolgelerini gostermektedir.



Tablo XI. Acik ve kapali Raman sistemlerinin sayisal olarak karsilagtirilmas.
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T Gozlenen Temel Pikler . o . .
Blgiim Lazer Olgiim Sayisi (tlem) Cihazin Kiitliphanesinde Esglestirdigi Madde
Raman . Sinyal
L Mesafesi = Dalgaboyu
Cihaz Durumu
(mm) (nm) ) Doku ve . Doku ve f -
HCL-morfin HCL-morfin HCL-morfin HCL-morfin Adi Iskelet Formiili
524 34,
598.58
. 600.54,
619.83,
621.84,
831.81,
. 1323.40,
934.02 1443.21 :
Kapal 1-2 780 1 1 var 1065 94, o Kodein
1631.91,
1167.53,
; 2856.49,
1263.32, ’
. 2943.02,
1341.086, 3045.90
1630.02, )
3027.90 codeine
120.7,
348.1,
; 2487
444.2,
419.9
530.2,
497.4
627.7,
; 780.9
701.2,
856.3
7724,
929.3
870.2,
1047.4, | 10483
Agik 9-10 6328 22 23 var a 1130.7 Eroin
1063.9,
1237.7
1172.8,
1296.9
1273.4,
1362.7
1355.7,
1434.6
1434.8,
1520.0
1631.8,
1649.8
2152.2, 17752
2369 4, .
29573

Sagaltic1 pencereye gore on deneylerde kullanilan 780 nm dalgaboyundaki lazer, dokulardaki

hemoglobin ve melanin bilesenlerine karsi oldukg¢a duyarhdir ve yiiksek miktarlarda sogurulmaktadir;

ancak mide dokusunun optik &zelliklerinin belirlendigi 3. asamada, mide dokusunun hemoglobin ve

melanin igermedigi gosterilmistir. Mide dokusunun su bilegenlerinin olusturacag1 sogurma miktar1 da

yine sagaltici pencereye gore ihmal edilebilecek diizeydedir. Bu durumda, kullanilan 780 nm

dalgaboyundaki lazerin mide dokusuyla sogurma ya da sagilma olusturmadan etkilestiginden bu ¢alisma

i¢in uygundur.

Narkotiklerin genel karakteristik pikleri birbirleriyle ¢cok benzemesine ragmen insan viicudunda,

dolayistyla midede dogal olarak bulunan hi¢cbir madde ile benzerlik gostermemektedir. Bu durum, mide

icerisinde hedef olabilecek yasadisi maddelerin varligini tespit etmek ve daha ileri analiz talebinde

bulunmak i¢in yeterli ve giivenilir bulgular saglamaktadir.
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VII. GENEL TARTISMA VE UYGULANABILIRLIK

Batin bolgesinin yapisi nedeniyle, génderilen lazer 1s1gmin sagilma ya da sogurulmalar olmadan
en dista bulunan katmandan itibaren doku katmanlarmi sirasiyla ge¢gmesi, mideye ulagsmasi, midenin
i¢cindeki hedef maddeyle etkileserek ayni yollardan geri donmesi ve hedef maddenin spektrum bilgisini
ulastirmasi giiniimiiz teknolojisiyle pek miimkiin goriinmemektedir; ancak, teknoloji her gecen giin

gelismekte ve yeni uygulamalara imkan saglamaktadir.

Tezin birinci amact olan HCL-morfinin yiiksek bir dogrulukla taninabilmesi agisindan agik ve
kapali Raman sistemleri, doku ile birlikte ve doku olmadan alinan HCL-morfin spektrumlar: iist {iste
konularak karsilastirildiklarinda, kapali sistemde elde edilen pikler agik sisteme oranla biraz daha iyi
eslesmektedir (Sekil 37 ve Sekil 41); ancak tezin ikinci amaci olan hedef maddenin uzaktan
belirlenebilmesi kismi kapali sistemle saglanamamaktadir. Calisma mesafesi yaklasik 1-2 mm
oldugundan sistem tiimlesik halde ¢alismak zorundadir, dolayisiyla biiyiik ve hantal bir yapiya sahip
olacag1 icin hem uzak mesafe kriterini hem de tasmnabilir olma 6zelligini saglayamayacaktir. Teknolojinin
yardimiyla belki ileride boyutlar1 kiiciiltiilebilecek ancak sistem hala kapali olacagindan numune
boyutlari, inceleme haznesinin boyutlariyla uyusamayabilecektir, bu da kapali sistem igin bir bagka
kisittir. Bununla birlikte agik sistem, hem kullanilan lazerin dalgaboyunun (632.8 nm) teorik olarak
istenilen kosullara en uygun c¢alismas: beklenen dalgaboyuna (635 nm) ¢ok yakin olmas: avantajin1 hem
de kapali sisteme gore daha fazla calisma mesafesini saglamaktadir. Kapali sistemin pik eslesmesi
nispeten daha iyi olmasina ragmen agik Raman sistemi de yeterince iyi bir dogrulukla hedef maddeyi
taniyabilmektedir. Dolayisiyla bu tiir ¢calismalarm baglangici olabilecek niteliktedir. Tablo XII'de agik ve

kapali Raman sistemlerinin avantaj ve dezavantajlarinin karsilastirilmas: goriilmektedir.
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Tablo XII. Her iki Raman sisteminin karsilagtirilmasi.

Raman Sistemlerinin Kargilagtiriimasi

Aglk Sistem Kapal Sistem
Avantaj Dezavantaj Avantaj Dezavantaj
- Kullanilan dalgaboyu (632.8 nm) teorik | - Ortamin 151k giriltdst yeterince - Karakteristik ve bélgesel pikler daha iyi | - Kullamlan dalgaboyu (780 nm) teorik
dalgaboyuna cok yakin (635 nm) giderilemiyor cakigryor dalgaboyuna cok yakin degil (635 nm)
- Karakteristik piklerden cok bdlgesel - Olgiimlerin tekranna gerek yok, tek - Olgiim mesafesi cok az (1-2 mm)

- Olgim mesafesi dzha fazla (3-10 mm) pikler yakalanabiliyor lgiim yeterl

- Olgiimlerin tekranna gerek yok, tek

lciim yeterli - Ortamda 151k gardltisa yok

Bazi {ilkelerde benzer amaglara yonelik yapilan calismalar bulunmaktadir. Ornegin ABD'de
Michigan State University'de Prof. Marcos Dantus, CARS yo6ntemiyle bazi eser kimyasallar tespit
etmistir [60]. Yine ABD'de Savunma Teknik Bilgi Merkezi'nde yapilan calismalarda degisik Raman
teknikleriyle (CARS, SERS, FT-Raman, vs.) hem patlayict hem de mensei tespit edilmistir [61]. Isvicre'de
Lozan Universitesinde Prof. Celine Weyermann, plastik poset ve cam siseler igerisinde bulunan eroin,

kokain ve amfetamin maddelerini yine tasinabilir Raman sistemiyle tespit etmistir [35].

Bazi teknik eksiklikleri ve yetersizlikleri bulunan bu tez calismasi, yukarida Ornek olarak
gosterilen bagka iilkelerde yapilan calismalara benzerlik yoniinden Tiirkiye'de, calisilan maddenin doku
arkasinda olmasi yoniinden de Diinya'da ilktir. Raman sistemi, sagladig1 yiiksek dogruluk ile gok
glivenilir bir sistemdir ve tekrar gerektirmemektedir; boylece hizli bir sistem olma 6zelligine de sahiptir.
Bu nedenle oldukga pahalidir ve kolay ulasilabilen bir sistem degildir. Dolayisiyla deneysel asama tek bir
Raman cihazi kullanilarak gerceklestirilememistir ve soz konusu teknik eksiklikler ve yetersizlikler
giderilememektedir. Ornegin ayni cihazin farkli kisiler tarafindan farkli kosullarda kullamilmasi
nedeniyle her deney baslangici farkli ortam kosullar1 altinda gerceklesmistir. Bunlar eksikliklere 6rnek
olustururken, deneylerin aymi kosullara sahip farkli cihazlarda (farkli kuruluslara ait cihazlarda)
tekrarlanamayip dogrulanamamas: da yetersizliklere drnektir. Kisaca, calismanin bu tiir teknik kusurlari

olmasi dogaldir fakat tiim bu zorluklara ragmen sonuglar umut vericidir, {izerinde ¢alismaya degerdir.
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Sonug olarak tezin biitiinti diisiiniildiigiinde asil amag, sadece bir biyolojik doku arkasinda
bulunan bir hedef maddenin tespit edilebilmesi degil, fiziksel bir temas olmaksizin belirli ve giivenli bir
uzakliktan kapali bir karton kutu igerisinde bulunan bir maddenin patlayici olup olmadigini veya bir
posete sarili halde bulunan maddelerin uyusturucu kokenli maddelerden olup olmadigmi yine
dokunmadan ve herhangi bir laboratuvar ortamma ihtiya¢ olmaksizin olay yerinde hizlica
anlayabilmektir. Bu deneyin sonuglari, karmagsik ve ¢ok katmanli biyolojik dokular arkasmndan bile
olumlu sonuglar vermesi agisindan énemlidir; ¢linkii temelde 15181n madde ile etkilesimi tizerine kurulan
bu calisma, diger uygulama alanlar1 diisiiniildiigiinde 15181, katmanlar1 arasinda biyolojik dokuda
oldugu gibi yapisal farklar bulunmayan karton veya poset gibi hedefi saklayan ve biyolojik dokuya gore
basit kalan engelleri asmas: ve galismanin esasina uygun, yansiyan sinyaller iiretmesi nispeten daha
kolay olacaktir. Ayrica gelistirilerek patentli bir cihaz sekline donistiiriilmesi durumunda hem Adli
Bilimler alaninda islerlik kazanacak hem de Adli Bilim calisanlarina biiyiik kolaylik ve zaman

kazandiracaktir.
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