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OZET

FARKLI SPEKTROMETRIK TEKNIKLER KULLANARAK SAFRA KESESi
TASLARININ MIKROYAPISAL VE
KIMYASAL KARAKTERIZASYONUNUN YAPILMASI

Hatice GEDIiK

Yiiksek Lisans Tezi
Erzincan Binali Yildirim Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Fizik Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Sevil DURDAGI
2026, 114 Sayfa

Safra kesesi taslar (insan safra kesesinin i¢inde gelisen ¢akil benzeri maddeler) yetigkinlerde
en agrili safra yolu hastaliklarindan biridir ve yiiksek insidansa sahiptir. Safranin bilesimi su,
kolesterol, yaglar, safra tuzlari, proteinler ve bilurabini igerir. Safra genellikle kolesterolii
¢Ozebilir ancak ¢ok fazla kolesterol varsa sonunda taslara doniisen kristallere doniisiir. Bazi
durumlarda bilurabin seviyesi ¢ok yiiksekse bu da tas olusumuna neden olabilir. Safra kesesi
taglari, safra asir1 doygunlugu, ¢ekirdeklenme ve baslatma ve tag birikmesiyle tas bliylimesi gibi
karmagik bir dizi olaydan sonra safra kesesinin i¢cinde olusan ve gelisen sert kimyasal
parcaciklardir. Farkli safra kesesi taglarinin kendine 6zgii nedenleri ve olusum mekanizmalari
vardir. Safra kesesi taglarinin bilesimi, yas, diyet, cografi bolge, obezite, kilo kayb1 ve etnik
koken gibi faktorlerden etkilenir. Ideal bir safra kesesi tas1 siniflandirma sistemi tanimlamak
zordur; ancak, bunlar ana kimyasal bilesimlerine gore genel olarak gruplandirilabilir. Safra tas
hastaliginin etyopatogenezinde yer alan anahtar faktorler, kimyasal, yapisal ve elementel
kompozisyon analizler ile belirlenebilir. Hem mikroskobik hem de spektroskopik olmak tizere
farkl1 tamamlayic1 analitik teknikler uygulayarak, safra kesesi taglarinin ultra yapisi ve eser
elementlerin tanimlanmas1 yapilabilir. Taramali elektron mikroskobu (SEM), Fourier
dontisiimii kizil6tesi spektrometre (FTIR) ve X-151m1 kirmnimi (XRD) gibi yiiksek hassasiyetli
teknikler ile biyokimyasal analizler yapilabilir.

Anahtar Kelimeler: Fourier doniisiimii kizilotesi spektrometre (FTIR); Mikroyapi analizi;
Safra kesesi taslari; Taramali elektron mikroskobu (SEM) ve X-1s1n1 kirnimi (XRD).



ABSTRACT

MICROSTRUCTURAL AND CHEMICAL CHARACTERIZATION OF
GALLBLADDER STONES USING DIFFERENT SPECTROMETRIC TECHNIQUES

Hatice GEDIiK

Master’s Thesis
Erzincan Binali Yildirim University, Institute of Science and Technology, Department
of Physics
Advisor: Prof. Dr. Sevil DURDAGI
2026, 114 pages

Gallstones (gravel-like substances that develop inside the human gallbladder) are one of the
most painful biliary tract diseases in adults and have a high incidence. Bile is composed of
water, cholesterol, fats, bile salts, proteins, and bilurabin. Bile is generally able to dissolve
cholesterol, but if there is too much cholesterol, it forms crystals that eventually form into
stones. In some cases, if bilurabin levels are too high, this can also lead to stone formation.
Gallstones are hard chemical particles that form and develop inside the gallbladder after a
complex series of events, including bile supersaturation, nucleation and initiation, and stone
growth through stone accumulation. Different gallstones have unique causes and formation
mechanisms. The composition of gallstones is influenced by factors such as age, diet,
geographic region, obesity, weight loss, and ethnicity. It is difficult to define a perfect gallstone
classification system; however, they can be broadly grouped according to their primary
chemical composition. Key factors involved in the etiopathogenesis of gallstone disease can be
determined by chemical, structural, and elemental compositional analyses. Ultrastructure and
trace element identification of gallstones can be achieved by applying various complementary
analytical techniques, both microscopic and spectroscopic. Biochemical analyses can be
performed using high-sensitivity techniques such as scanning electron microscopy (SEM),
Fourier transform infrared spectrometry (FTIR), and X-ray diffraction (XRD).

Keywords: Fourier transform infrared spectrometry (FTIR); Microstructure analysis;

Gallstones; Scanning electron microscopy (SEM) and X-ray diffraction (XRD).
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1. GIRIS

1.1. Arastirmanin Amaci

Safra kesesi taslar1 (kolelitiazis), safrada anormal derecede yiiksek kolesterol veya bilurabin
(hemin bir pargalanma tirlinii) seviyelerinin neden oldugu, safra kesesinde veya safra yollarinda
olusan kitlelerdir. Safra taslar1 yaygindir (kiiresel yetiskin niifusun yaklasik %10-20’si) ve safra
tas1 olan kisilerin >%20’si (genellikle yetiskinlikte) yasamlar1 boyunca semptomlar gelistirir
(safra kolik veya enfeksiyonlar dahil) (Costa vd., 2024). Safra tasi hastaligi safra kesesinde
ve/veya safra kanallarinda safra taglarinin neden oldugu semptomlarin veya komplikasyonlarin
ortaya ¢ikmastyla tanimlanir. Klinik bir bakis agis1 ve tedavi algoritmalarinda asemptomatik
taslar1 olanlar genellikle safra tagi hastalig1 olarak siniflandirilmaz. Safra tas1 hastalig: yiiksek

maliyetlerle iliskili gastrointestinal durumlar arasindadir (Shaffer., 2005).

Safra kesesi taslar1 bilesimlerine ve yerlerine goére siniflandirilir. Safra kesesi
taglarinin %90’ 1ndan fazlasi esas olarak kolesterolden olusur (kolesterol safra taglar1). Diger tas
tipleri (%10°dan az) siyah ve kahverengi bilurabin taslari ile temsil edilir. Safra kesesindeki
taglar (kolesistolitiyazis) kolesterol ve siyah bilurabin safra taslarindan (polimerize kalsiyum
bilurabinattan olusur) olusur. Buna karsilik bilurabin ve kalsiyum yag asidi sabunlari igeren
kahverengi bilurabin taslar enfekte safra kanallarinda olusur. Safra kanali taglar1 ekstrahepatik
taglar (koledokolitiyazis) ve intrahepatik taslar (hepatolitiyazis) olarak siniflandirilir. Bu
birincil safra taglarindan safra kesesinden kaynaklanan ve kendiliginden veya kolesistektomi
(yani safra kesesinin cerrahi olarak ¢ikarilmasi) sirasinda ortak safra kanalina giren safra

kanallarindaki ikincil taslar ayirt edilebilir.

Safra kesesi taslar1 asemptomatik veya semptomatik olabilir; yalnizca semptomlar1 veya
komplikasyonlar1 olan safra taglari, safra tagi hastaligi olarak tanimlanir. Safra taslari
bilesimlerine gore baskin varligi temsil eden kolesterol safra taglar1 ve bilurabin (pigment)
taglar1 olarak smiflandirilir. Siyah bilurabin taslari kronik hemolizden kaynaklanabilir;
kahverengi bilurabin taslari ise genellikle tikali ve enfekte safra kanallarinda gelisir. Tedavi i¢in
safra taslarinin safra yollarindaki lokalizasyonu bilesimden daha 6nemlidir. Safra taslar1 i¢in
risk faktorleri kadin cinsiyeti, yas, gebelik, fiziksel hareketsizlik, obezite ve asir1 beslenmedir.
Metabolik sendromda yer alan faktorler safra tasi gelistirme riskini artirir ve yasam tarzi

degisiklikleriyle birincil 6nlemenin temelini olusturur. Tan1 esas olarak klinik semptomlara,



abdominal ultrasonografiye ve karaciger biyokimya testlerine dayanir. Semptomlar genellikle
safra kesesi taglarinin {i¢ yaygin ve potansiyel olarak yasami tehdit eden komplikasyonun (akut
kolesistit, akut kolanjit ve safra pankreatiti) baslangicindan once gelir. Safra kesesi taglarinin
genetigi ve patofizyolojisi hakkindaki bilgimiz son zamanlarda artmis olsa da, mevcut tedavi
algoritmalar1 agirlikli olarak invaziv olmaya devam etmektedir ve cerrahiye dayanmaktadir. Bu
nedenle gelecekteki ¢abalarimiz, 6zellikle risk altindaki hastalarda, yeni Onleyici stratejilere

odaklanmak olmalidir.

Bu ¢alismanin amaci, safra tasini detayli incelemek, neden olan faktorlerin belirlenmesi ve
olusum siirecini anlayabilmektir. Calismaya kolesistektomi ameliyat1 i¢in bagvuran 50 ile 60
arasinda hasta secilmistir. Bu hastalarin hepsinden ameliyat 6ncesinde karaciger fonksiyon
testleri ve tam kan sayimi istenmistir ki bu testler ameliyat 6ncesi rutin testler olup ek bir
maliyet getirmemistir. Ayrica yine tiim hastalarin ameliyat 6ncesi rutin olarak tas yerini tespit
etmede kullanilan radyolojik goriintiileri de istenmistir. Ameliyatlardan ¢ikarilan taglar, Fourier
doniistimlii Kizilotesi Spektrometre (FTIR), Taramali elektron mikroskobu (SEM) ve X-Isini
difraktometresi (XRD) kullanilarak mikroyapisal ve bilesimsel ozelliklerine gore analiz
edilmistir. Ayrica SEM ile de yiizey goriintiilemesi yapilmig, kristal olusum siireci

detaylandirilmaya calisilmistir.

Bu tez calismasi Kohort arastirmasi (prospektif veya retrospektif) (Insidans arastirmalari) ve
Deneysel Arastirma tipinde bir calisma olup, arastirma Erzincan Binali Yildirim Universitesi
Cerrahi Tip Bilimleri Boliimii, Tibbi Patoloji Anabilim Dali, Fen Edebiyat Fakiiltesi ve Temel
Bilimler Uygulama ve Arastirma Merkezinde yapilmistir. Safra taglari iizerinde yapilacak bu
arastirma ile tag olusumuna neden olan faktoérler belirlenirken tas olusumunu 6nleyici tedbirler
de oOnerilebilecektir. Bu nedenle bu ¢alisma Erzincan ve g¢evresindeki il veya ilge
poptilasyonunda safra taglarinin mineralojisini, kimyasint ve mikro yapilarini arastirmak

amaciyla gercgeklestirilmistir.

1.2. Arastirmanin Onemi

Safra, farkli kimyasallarin bir karisimindan olusur. Safra taglari ise safranin asir1 yogunlagmasi
ve farkli kimyasallarin ¢6ziinmedigi durumlarda olusur. Safra taslar kiiciik kristaller olarak
baslar, cakil tasina benzeyecek sekilde biiylir ve sonunda c¢akil tasi boyutuna ulasabilir.

Kristallesme ise s1v1 safradaki maddelerin oran1 degistik¢e olusur. iki tiir safra tasi vardr:



Birinci tiir safra tas1 kolesterolden olusur ve en yaygin gozlemlenen tipidir. Safra, saglik igin
onemli olan ancak asir1 miktarda bulundugunda kalp hastaligina neden olabilen yagl bir madde
olan kolesterol agisindan zengindir. Aslinda safra, viicudun asir1 kolesterolden kurtulmasinin
bir yoludur. Ote yandan safra, safra kesesinde depolandiginda kolesteroliin kiigiik kristaller
halinde ayrildig1 kadar ¢ok kolesterol igerebilir. Bu kristaller birleserek bir safra tasi
olusturabilir. Ikinci tiir safra tas1 olan bilurabin taslari, safra tas1 olan her on kisiden yaklasik
ticiinde bulunur. Kirmizi kan hiicrelerinin doniisiimiinden kaynaklanan bir atik iiriin olan
bilurabin, karaciger tarafindan safraya atilir ve bazi durumlarda safra kesesinde bilurabin taslar1
olusturabilir. Olusan tas tiirii, kisinin yasam tarzi, etnik kokeni ve tibbi ge¢misi tarafindan
belirlenir. Bazi1 safra taslar1 karigik yapida olabilir. Bazen safra kesesinde sadece tek bir tas
bulunur. Ancak siklikla birka¢ tane vardir ve nadir durumlarda kelimenin tam anlamryla
diizinelerce kiigiik tas olabilir. Taglarin boyutu ve miktar1 genellikle bir kisinin sorun yasayip

yasamayacagini belirlemese de hangi komplikasyonlarin ortaya ¢ikabilecegini belirleyebilir.

Safra tas1 hastaligina bagl bir¢ok risk faktorii vardir. Bunlara 6rnek olarak yaslanmak, kadin
olmak ve safra tasi olan yakin bir aile iiyesine sahip olmak verilebilir. Ek olarak, iltihapl
bagirsak hastalig1 olan veya her hafta 1,5 kg’dan fazla hizli kilo kayb1 yasayan kisilerde safra
tasi olugsma olasiligt daha yiiksektir. Ancak fazla kilolu kisilerde kilo vermenin saglik
avantajlar1 safra tasi riskinden ¢ok daha fazladir. Safra tasi kilo verme ameliyati gegiren
kisilerde de olusabilir. Risk saglikli kiloya sahip kisilerde bile karin (gobek) yagmin bir
gostergesi olan artan bel 6l¢iisiiyle daha da artmaktadir. Kalitsal orak hiicre hastalig1 ve kalitsal
sferositozis rahatsizliklar olan kisilerde safra tas1 olusma riski artmakta ve bu durumlarda safra

taslar1 ailelerde kalitsal olarak goriilebilmektedir.

Safra kesesi taglari, safra kesenizde olusan kati madde topaklaridir. Bunlara kolelitiazis de
denmektedir. Safra adi verilen sindirim sivisi sertlesip tasa doniistiigiinde olusurlar. Safra
kesesi, karacigerinizin altinda bulunan kii¢iik bir organdir. Karaciger tarafindan iiretilen safray1
depolar. Safra; kolesterol, safra tuzlari ve sarimsi bir bilurabin gibi ¢esitli maddelerden olusur.
Safra kesesi taglar1 bir kum tanesi kadar kii¢lik veya bir golf topu kadar biiyiik olabilir. Safra
kesesinde tek bir biiyiik tas, yiizlerce kii¢iik tas veya ayni1 anda her iki boyutta da olusabilir.
Safra kesesi taglar1 genellikle herhangi bir belirtiye neden olmaz. Ancak bazi durumlarda safra
kesesi taglar1 safra tasiyan tiipleri (safra kanallari) tikar. Bu durum safra kanallari, pankreas

veya karacigerde yasami tehdit eden enfeksiyonlara yol acgabilir.



Kolesterol taslari, safra kesesi olmas1 gerektigi gibi bosalmadiginda olusur. Ayrica safra, ¢ok
fazla kolesterol, ¢ok fazla sarimsi1 bilurabin, yeterli safra tuzu olmamasi gibi farkli etkenlere
bagl olarak meydana gelir. Saglik uzmanlari bilurabin taslarinin neden olustugunu bilmeseler
de, saglikli karaciger dokusunun yerini yara dokusunun aldigi karaciger hastaligi (siroz)
olanlarda, safray1 tasiyan damarlarda enfeksiyon (safra yolu enfeksiyonu) olanlarda, orak
hiicreli anemi gibi ebeveynden ¢ocuga gecen (kalitsal) kan bozukluklart olan hastalarda daha

sik goriilebilecegini ongoriilmektedir.

Profesor Fu ve arkadaslari (Fu vd., 1984) safra taslarini profil yapisina ve kimyasal
bilesenlerine gore 8 tiire ayirmistir. Bunlar arasinda radyal, radyal yillik halka benzeri, kaya
tabakas1 benzeri stromatolit, dokiim amorf, kum yatag1 benzeri stromatolit, silt benzeri, siyah
ve kompleks taglar yer almaktadir. Son yillarda kizildtesi spektroskopinin uygulanmasiyla safra
kesesi taglar1 kolesterol taslari, bilurabin taslari, karigik taglar ve diger nadir taslar (kalsiyum
karbonat, kalsiyum fosfat ve yag asidi kalsiyum taslar1 dahil) olarak siniflandirilmistir. Dahasi
yapilan 2020 sonrasi ¢alismalarda safra kesesi taslar1 8 tipe ve ondan fazla alt tipe ayrilmistir.
Bunlara kolesterol taslari, bilurabin taslari, kalsiyum karbonat taslari, fosfat taslari, kalsiyum
stearat taglari, protein taslari, sistin taslar1 ve karisik taslar dahildir. Karisik taglar, iki veya

ikiden fazla tliirde materyal bileseni olan ve her bir bilesenin igeriginin benzer oldugu taslardir.

1.3. Arastirmanin Kapsami

Fizikgiler/kimyacilar tarafindan safra taslarinin analizleri dogru yapilirsa ve tastan gerekli tim
bilgileri toplayabilirlerse, tas olusumu ve biiylimesinin neden(ler)ini belirlemede hekimlere
yardimci olabileceklerdir. Bu amagcla doktorlar, olas1 bir metabolik hastalik veya risk faktorleri
hakkinda dogru bilgi saglayabilecekler ve metabolik bozukluklar, kan ve idrar biyokimyasina
bakarak tas yapisi hakkinda analize basvurmadan kabaca tahmin yiiriitebileceklerdir. Literatiire
baktigimizda, tas analizlerinde kristalin fazlar ve yapisal 6zellikleri hakkinda nitel ve nicel
bilgiler verildigini gérmekteyiz. Bu tiir ¢alismalarda tasin tiim bdliimlerinin (¢ekirdek, ic
katmanlar, ¢evresel katmanlar ve yiizey) kompozisyonunun dogru belirlenmesi gerekliligi goz
onilinde bulundurulmalidir. Bu ¢aligma ile safra taslar1 sadece yiizeysel degil ayn1 zamanda
kesitsel analizlere de tabi tutularak literatiirdeki biiyiik bir bosluk doldurulmus olacaktir. Ayni
zamanda bu ¢alisma ile safra tasi olan hastalarda herhangi bir niiks veya diger hastaliklar
(sarilik veya siroz gibi) dnlemek i¢in tas analizlerinin ne kadar 6nemli oldugunu vurgulamak

adina yapilmigstir.



Yine literatiire baktigimizda safra taslarinin bir ya da iki spektrometrik teknikle analizi
yapilirken bu ¢alismada taglar1 olusturan elementlerin biiyiik bir dogrulukla tanimlanmasina
olanak saglayabilmek i¢in 3 farkli spektrometrik teknikle analizleri gergeklestirilmis, veriler
karsilastirilarak yorumlanmistir. Ayrica safra taglari ile kan ve idrar tahlillerinde bazi degerler
arasinda (bilurabin gibi) bir baglanti olup olmadig1 sonrasinda arastirilacaktir. Dahasi ilerideki
arastirmalarda safra taslarinin safrada ya da safra kanalinda yerinin belirlenmesinde kullanilan
goriintiileme yontemlerinden elde edilen veriler ile (yani safra taginin olustugu yer ile) tas tiirii
ve elementel dagilimi arasindaki iliskide ortaya konmaya calisilacaktir. Béylece hem literatiire

hem de bilime katki saglanmasi planlanmaktadir.

Bu ¢alisma ve bundan sonra safra taslar ile ilgili yapilacak ¢aligmalarla; Erzincan ve ilgeleri
icin, kolesistolitiyazis paterni hakkinda ©nemli bilgilerin saglamasi hedeflenmektedir.
Hastaligin altinda yatan c¢ok sayida molekiiler mekanizmalar heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir. Bu ¢alisma ile literatiirdeki biiyiik bir bosluk doldurulmus olacak ve eldeki
verileri kullanarak saglik calisanlar1 hastaligin tekrar etme ihtimalini azaltmanin yollarini
arayacaklardir. Buda ekonomik anlamda ciddi bir fayda saglayacaktir. Bundan sonra yapilacak
arastirmalar ile birlikte bolgede goriilme sikligi ve nedenleri arastirilacaktir. Cok yonlii, ¢ok
parametreli, ¢ok degiskenli bir ¢alisma olacaktir. Hem ulusal ekonomiye (saglik harcamalari
azaltilarak) hem de literatiire yeni ve biiyiik bir katki getirmesi planlanmaktadir. Tas tiirlerini
belirlemek bu g¢alismanin esasint olusturmaktadir. Bu ¢alismayr yaparken dikkatli literatiir
taramast sonunda kolesterol tasi olan hastalarin ¢ogunlukla 30-50 yas araliginda, kadin,
bilurabin tasi olan hastalara gore daha yiiksek viicut kitle indeksine sahip hastalar oldugu ancak
bilurabin, kalsiyum karbonat, fosfat tasi olan hastalarin ise ¢ogunlukla 40-60 yas araliginda

erkek hastalar oldugu bulunmustur.

Safra kesesi tasi olusumu arastirmalart i¢in dogru smiflandirma 6n kosuldur. Safra kesesi
taglarinin yapisi ve bilesimi, tas olusumu siireci hakkinda bilgi saglar. Bu arastirma ile farkl
safra kesesi tasi tiplerinin karakteristik mikro yap1 ve morfolojilere sahip oldugu ve farkli safra
kesesi tasi tiplerinin olusum mekanizmasinin ayni olmadigi gosterilmistir. Bu ¢alisma, safra
kesesi tas1 olusumu iizerine daha fazla aragtirma i¢in nesnel bir temel saglarken, ayn1 zamanda

safra kesesi taslarinin tedavisi ve dnlenmesinde de biiylik 6neme sahip olacaktir.

Safra taglarinin olusumunun altinda yatan ¢esitli bozukluklar veya hastaliklar olabilir. Tasa

O0zgii tedaviyi sunmak, tas olusumunun etiyolojisini ortaya ¢ikarmak, niiksii Onlemek,



bireysellestirilmis tedaviyi saglamak i¢in safra tasi bilesenleri hakkinda bilgi sahibi olmak
onemlidir. Tas hastaliginin temel degerlendirmesinde ise safra tasi analizi Onerilmektedir.
Spektroskopik analizler ile cerrahi olarak ¢ikarilan veya kendiliginden diisen taslarin kalitatif
kompozisyonlarii bulabiliriz. Tas bilesimi ve yapisi, kristallesme siirecine yol acan ge¢mis
kosullar dolayisiyla etiyoloji hakkinda da bilgi edinebiliriz. Bu ¢alismamizda safra taglarinin
olusumu ve biiylimesi kimyasal ve fiziksel olarak farkli spektrometrik teknikler kullanilarak
arastirilmistir. Multdisiplener bir calisma olup, ¢alismaya Erzincan Binali Y1ldirim Universitesi
T1p Fakiiltesi, Cerrahi Tip Bilimleri Boliimii, Genel Cerrahi Anabilim Dali’nin yani1 sira Tibbi
Patoloji Anabilim Dali’da destek vermis, 6l¢imler Temel Bilimler Arastirma laboratuvarinda

alimmustir.

1.4. Varsayimlar

Safra kesesi tas1 ¢aligmalarinin kimyasal ve faz bilesimleri, hastalik gelisiminin risk faktorlerini
onleme ve dogru sekilde degerlendirme yollarini belirlemeyi amaglamaktadir. Onemli sayida
arastirma, farkli etnik koken (genetik faktorler), ¢evresel kosullar ve su ve gida kalitesiyle
iligkilendirilebilen safra kesesi taslarinin olasi bilesimsel 6zelliklerini belirlemeye adanmastir.
Iz elementlerin metabolizmada énemli bir rol oynadigia ve konsantrasyonlarinin blgeye ve
yasam kosullarima bagli olarak degisebilecegine inanilmaktadir. Bolgesel farkliliklar
diisiiniildiiglinde Erzincan ve gevresinden toplanacak taglarin analizi 6nem arz etmektedir.
Ayrica bu tiirden safra kesesi taglarinda Mn, Fe, Cu, Pb, Ti, Zn, Ni ve Cr gibi agir metallerin
konsantrasyonundaki artig, endemik kontaminasyonun gostergesi de olabilir ki bu konu bir

sonraki arastirmamiz agisindan 6nem arz etmektedir.

Safra kesesi taslarinin bilesimi hakkinda ¢ok miktarda bilgiye ragmen, su anda olusumlarinin
nedenleri ve mekanizmasi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir ve bu da daha fazla aragtirma
gerektirdiginin bir bagka kanitidir. Kolesterol kristallesmesinin safra kesesi tasi olusumunun
baslangici oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir. Ancak viicutta kolesterol kristallerinin
varliginin safra kesesinde taslarin ortaya ¢ikmasina yol agmadigi da bilinmektedir. Kalsiyum
safra kesesi taslarindaki ana biyometaldir; konsantrasyonu Kalsiyum karbonat taslarinda
neredeyse %30 agirlik oranina ulasir. Deneysel verilerin yorumlanmasi, Kolesterol taslarinin
cekirdeklerinin kalsiyum karbonatlari, bilurabinat ve palmitat ve/veya safra bilurabinleri

tarafindan olusturulabilecegini gostermektedir. Safra bilurabinlerinin, proteinlerin ve inorganik



tuzlarin taglarda kolesterol kristalleriyle birlikte ¢okelmesinin nedenleri belirsizligini
korumaktadir. Ayrica belirli durumlarda tek veya c¢oklu taslarin olugsma nedenleri de

bilinmemektedir.

Bir veya iki ara¢ (kimyasal bilesenler, profil yapisi ve kimyasal bilesenler veya kizilotesi
spektroskopi) kullanarak yapilan geleneksel siniflandirma kaba ve ¢ok dogru degildir. Iste tam
bu noktadan hareketle bu calismada safra kesesi taslar1 i¢in geleneksel siniflandirmay1
sorgulamayla ise baslaylp, sistematik bir smiflandirma semas1 gelistirebilecegimizi
diistiniiyoruz. FTIR, Taramali elektron mikroskobu ve X-1s1n1 spektrometresi kullanilarak safra
kesesi taglarinin goriiniim, profil yapisi, bilesen igerigi ve dagilimi, mikro yapisina gore
smiflandirilmasiyla yapilacak olan yeni sistematik siniflandirma semas: ile geleneksel
siiflandirmanin eksikligini gidermeyi ve dolayisiyla daha dogru bilgiler sunmay1 hedefliyoruz.
Bu arastirma ile farkli safra kesesi tas1 tiplerinin karakteristik mikro yap1 ve morfolojilere sahip
oldugunu, farkli safra kesesi tasi tiplerinin olusum mekanizmasimin ayni olmadigini
gosterilmistir. Bu ¢aligma safra kesesi tasi olusumu tlizerine daha fazla arastirma igin nesnel bir
temel saglarken, ayn1 zamanda safra kesesi taglarinin tedavisi ve 6nlenmesinde de biiyiik 6neme

sahip olacaktir.

1.5. Smirhhiklar

Safra taglarinin etiyolojisi ve patafizyoljisi iyi anlasilamakla birlikte, bu taslarin nasil olustugu
ve neden tekrarladigi hakkinda ¢ok fazla yeterli bilgi bulunmamaktadir. Olusum siirecinin
fiziksel ve kimyasal olarak incelenebilmesi adina safra taslart ile ilgili yapilan ¢alismalar

Tiirkiye’de ¢ok sinirhidir. Bu tez ¢alismasindan hareketle sunlar1 sdyleyebiliriz:

e Her safra taginin hikayesi kendine 6zgii oldugundan sonuglar, hastalardan alinan bazi kigisel
verilerle (yas, cinsiyet, kan ve idrar tahlilleri, tag olusum yeri, beslenme aligkinliklari, ilag
tikketim siklig1 vb.) birlikte degerlendirilmelidir.

e Orneklem sayisi miimkiin oldugunca c¢ok tutulup istatistiksel olarak sonuglar analiz
edilmelidir.

e  Ornekler uzun vadede Erzincan ilinin farkl1 bolgelerinden toplanmalidir.



Sonuglar1 karsilastirmak icin hem bolgesel hem de Tiirkiye’nin genel safra tasi haritasi

¢ikarilmalidir.
Kristallesme ve g¢ekirdeklenme siirecleri kimyasal olarak iyi analiz edilerek, bu siireci

durdurabilecek ilaglar lizerinde ¢alisilmalidir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE VE ILGILI CALISMALAR

2.1. Kaynak Ozetleri

Safra taglari, hastalarin temelde hicbir semptomu olmadigr ve yaklasik %80’inin tibbi
gecmisinde herhangi bir sorun bulunmadigi i¢in sessiz taslar olarak da adlandirilmaktadir (Festi
vd., 2010). Tas kiiciikse, safra kanali yoluyla ince bagirsaga gilivenli bir sekilde atilmaktadir
veya safra kanalinda agr1 hissetmeden kalir ancak safra tas1 biiylidiigliinde kanali tikar ve hasta
bulantiyla birlikte kusmanin eslik ettigi artan bir agr1 hissetmeye baglamaktadir. Bu durumda
bakteriyel enfeksiyon veya karaciger apsesi gelisebilir ki bu durumda 6zellikle bilurabin veya
karma taslar i¢in hastaliklar1 tedavi edecek etkili bir ilag bulunmamaktadir. Bu yilizden safra
kesesinin cerrahi yontemle (laparoskopi) ¢ikarilmasi, giiniimiizde safra tasi hastaligina yonelik

tek ¢ozlim gibi gorinmektedir.

Safra kesesi taglari; tipta kolelitiazis olarak adlandirilmakta olup organizmalarda safra kesesi
ve safra kanalindaki minerallerin kristallesmesi olarak diisiiniilmektedir ve her yas grubundan
insanda goriilebilen, diinyada yaygin saglik sorunlarindan biridir. Ornegin; ABD, Avrupa, Asya
ve Cin’de safra tagi hastaliginin goriilme siklig1 sirastyla %15, %5,9-21,9, %4-15 ve %3-11
olarak bildirilmistir (Qiao vd., 2013, Stinton vd., 2012).

Safra bilesiminde degiskenlige ugrayabilir ve safranin birincil lipit bilesenleri safra asitleri,
fosfolipitler ve kolesteroldiir. Safranin diger 6nemli bilesenleri arasinda su, lipitler, elektrolitler
(Na ve K), yag asitleri, polisakkaritler, kalsiyum karbonat ve proteinler bulunmaktadir (Carulli
vd., 1984). Litojenik safra, bir bireyi kolesterol safra taslarina yatkin hale getirmekle birlikte
(Wittenburg vd., 2010), kolesterol safra taslarindaki kristal niikleasyon siirecini safra kesesi
icinde normalde yavaslatmaktadir. Asir1 doymus safra, giinlerce metastabil kalmakta ve safra
tast olusumu sirasinda bu metastabillik kaybolmaktadir ki boylece kristal olusumu saatler iginde
gerceklesmektedir. Ayrica safra tasinin biiylimesi, safra/tas arayiiziinde ek c¢o6ziinmeyen
cokelticilerin birikmesi veya kolesterol kristallerinin aglomerasyonu siireci yoluyla meydana

gelmektedir (Heuman vd., 1999).

Safra tasi hastaligi, hem gelismis hem de gelismekte olan tilkelerde 6nemli bir morbidite ve
mortalite nedenidir. Ornegin Hindistan’mn giiney kesimine kiyasla kuzey kesiminde goriilme

siklig1 daha yiiksektir (Mohan vd., 2005). Safra taslar safra kesesinin bir diger yan {iriinii olan



¢ok fazla kolesterol veya bilurabin oldugunda meydana gelmekte ve safra taslari baslangigta bir
kum tanesi kadar kiiclikken zamanla giderek biiyiiyebilmektedir. Bazi kisilerde tek bir safra tas
bulunurken, bazilarinda ayni anda birden fazla (¢cok sayida kiigiik tastan olusan) safra tasi
bulunmaktadir. Yeterince erken tedavi edilmezlerse, siddetli agriya neden olmakta ve kanallari

tikayarak daha fazla komplikasyona yol agmaktadir (Dutta vd., 2005).

Uzun siiredir var olan safra kesesi taslar1 safra kesesi kanseri i¢in en yiiksek risk faktorlerinden
biri olarak kabul edilmektedir (Singh vd., 2008). Safra kesesi taglarinin patogenezi heniiz tam
olarak bilinmemekle birlikte, dogru patogenezin ortaya ¢ikarilmasi, taslarin i¢indeki karmasik
bilesimsel bilgilerin ve konsantrasyon/igerik degisimlerinin hatasiz bir sekilde belirlenmesini

gerektirmektedir.

Safra taglari bilesenlerine gore kabaca kolesterol taslari, bilurabin taslari ve karisik taslar olarak
siniflandirilmaktadir. Ote yandan, bilurabin taslar1 kahverengi ve siyah taslar olarak da
adlandirilmaktadir. (Chowdhury vd., 2011, Soloway vd., 1977). Beyaz taslarin ana kimyasal
bileseni kolesterol olup siyah ve kahverengi taslar farkli oranlarda kolesterol ve bilurabin
icermektedir. Safra taslarinda bulunan diger bilesikler arasinda kalsiyum karbonat (kalsit,
aragonit veya vaterit formunda), fosfat tuzlari, fosfolipitler, yag tuzlari, polisakkarit ve
proteinler ile potasyum, kalsiyum, manganez, demir, bakir, ¢inko, klor ve kiikiirt gibi kii¢iik/iz
elementler bulunmaktadir (Alatise vd., 2010, Giimis vd., 2011, lordanidis vd., 2013,
Kaloustian vd., 2005). Gelisme yerlerine gore, ¢ogu kolesterol tipi ve siyah olan safra kesesi
taslar1 safra kanalindaki safra taglar1 olarak ayrilmakta olup cogu safra kesesinden salgilanan

safra tarafindan stipiiriilmekte ve oncelikli olarak kalsiyum bilurabinattan olusmaktadir.

Mevcut safra tast siniflandirma sistemleri, isimlendirme agisindan ¢esitlilik géstermektedir ve
cografi konumlara, caligma yOntemlerine, bilesime, yapiya ve renge gore kategorilere
ayrilmaktadir. Geleneksel olarak safra taglari kolesterol taslari, bilurabin taslar1 ve karigik taslar
olmak tiizere li¢ ana tiire ayrilmaktadir (Lee vd., 2009). Bilimsel teknolojinin ilerlemesiyle
birlikte, kalsiyum karbonat taslari, fosfat taslari, kalsiyum stearat taglari, protein taglari ve sistin
taglar1 gibi mevcut siniflandirma sistemine yeni safra tasi siniflar1 eklenmistir (Qiao vd., 2013).
Ayrica Sri Lanka niifusunda safra taslarinin etiyopatogenezinin, farkli beslenme aligkanliklar
nedeniyle bati niifusundan farkli oldugu bildirilmistir (Jayasoma vd., 2022). Ancak bilurabin

ve karigik kolesterol taglari, Sri Lanka da dahil olmak iizere bazi Giiney Asya popiilasyonlarinda
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en yaygin tiirler olarak bilinmektedir. Ayrica tek bir niifus i¢inde safra taglarinin karakteristik

cesitliliginin nedenleri heniiz ortaya konmamustir.

Safra taglar1 genellikle kolesterol igeriklerine gore {i¢ ana tiire ayrilmakta olup genel literatiirde
karsimiza ¢ikan gruplama: kolesterol taslari (kolesterol igerigi > %70), bilurabinli taslar
(kolesterol igerigi < %30) ve karma taglar (%30 < kolesterol igerigi < %70) (Kim vd., 2003,
Ravnborg vd., 1990, Reshetnyak vd., 2012 , Sun vd., 2001) seklindedir. Kimyasal analizler,
kolesterol taslarinin tipik olarak kolesterolden olustugunu, bilurabinli taslarin ise ¢ogunlukla
cesitli bilurabinat tuzlarindan olustugunu ve karisik taslarin g¢ogunlukla kolesterol veya
bilurabinat tuzlar1 veya her ikisinin kalsiyum fosfatlar, kalsiyum karbonatlar, yag asitleri,
fosfolipitler ve eser elementler gibi diger bilesenleri igerdigini ortaya koymustur (Chandran vd.,
2005). Son yillarda safra taglarinin patogenezini aydinlatmaya yonelik ¢ok sayida arastirma
yapilmis ve bunlarin bilesimi ve morfolojisinin analizi i¢in farkli yaklagimlar kapsamli bir
sekilde bildirilmistir (Giannossi vd., 2012). Safra tasi olusumunun incelenmesi aslinda ¢agdas

tibbin Oonemli bir konusudur.

Safra taglar1 kolesterol, bilurabin veya karisik tipte mevcut olup safra taslariin bilesimi ve
ozellikleri diinyamin farkli bolgelerinde degisiklik gdstermektedir. Ornegin; kolesterol bati
yarimkiirede baskinken, bilurabin/karisik tip Giiney Asya iilkelerinde baskindir ve bu iilkelerde
kolesterol tipine dogru bir kayma goriiliir. Hindistan yarimadasinda da safra taslariin
bilesiminde genis farkliliklar bildirilmistir (Ashok vd., 2003, Ashok vd., 2012 Gokulakrishnan
vd., 2001, Jayanthi vd., 1998). Kolesterol safra taslari Hindistan’in kuzey, dogu ve bati
kesimlerinde baskinken, bilurabin safra taglar1 Giiney Hindistan’da yaygin oldugu bildirilmistir
(Ashok vd., 2002). Bir iilke igindeki bu genis farkliliklardan sorumlu mekanizma net
olmamakla birlikte ¢esitli safra tasi tiirlerinin olusum mekanizmasini agiklamak igin farkli

teoriler onerilmistir (Admirand vd., 1968).

Bilurabin safra taslarmin patogenezi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Bunlar muhtemelen
safranin bilurabin, fosfat, kalsiyum karbonat ve diger anyonlarin kalsiyum tuzlariyla asiri
doygunlugunun sonucudur. Hemolitik anemi bilurabin safra tasi olusumunun kanitlanmis bir
nedenidir ve taglarin patogenezi daha az anlasilmistir (Trotman vd., 1980). Safra sistemindeki
bakteriyel enfeksiyon da kisiyi bilurabin veya karma safra taglarina yatkin hale getirmektedir
(Cetta vd., 1991). Giiney Hindistan mutfaginin ayrilmaz bir pargasi olan tamarindus indicanin

(demirhindi), bilurabin safra tas1 olusumu i¢in 6nemli bir risk faktorii olabilecegi bildirilmistir

11



(Chandran vd., 2013, Rautray vd., 2005). Ayrica daha 6nce PIXE analizi (Rautray vd., 2007)
ile bilurabin safra taglarindaki ve demirhindideki (Garcinia camborginia) yiiksek demir igerigi
gosterilmis ve muhtemelen demirin bilurabin safra tasi olusumu i¢in ¢ekirdeklenme alani olarak

hizmet ettigi varsayilmistir.

Karigik safra taglart hem kolesterol hem de kalsiyum bilurabinattan olusmaktadir. Muhtemelen
kolesterol ve bilurabin taslarinin ayni patojenik mekanizmasi bu safra taslarmin olusumunda
rol oynamaktadir (Cussler vd., 1970, Holzbach vd., 1984). Bu bilinen faktérlerin bazilarinin
yani sira, jeolojik konum, glikoproteinler, yag asitleri gibi diger bilesenler, kisinin beslenme
aliskanliklar1 ve karacigerle iliskili hastaliklar bu tiir safra taslarinin ¢ekirdeklenmesinden ve
olusumundan sorumlu olabilmektedir (Vdlzke vd., 2005). Safra kesesinde farkli tuzlar ve
coziinemeyen maddeler halinde birikselerde safra taslarinin ancak olusum mekanizmalar1 tam
olarak anlasilamamis karmasik bir siiregtir. Bakteriyel 6zelliklerin safra tasi olusum siirecini
yonettigi bildirilmis olup bu nedenle de (Kaufman vd., 1989, Stewart vd., 2006, Swidsinski vd.,
2001), safra tas1 hastaligi insanlar i¢in ciddi bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir. Safra
tas1 olusum siireci tibbi olarak kolelitiyazis olarak adlandirilmaktadir ve genellikle yavas veya
uzun siiren bir siiregle birlikte agr1 veya bagka semptomlara neden olmamaktadir (Gurusamy
vd., 2014, Reshetnyak vd., 2012). Sonug olarak safra taglarinin canli organizmada olusumu
siklikla uzun bir siire¢ almaktadir ve tag olusumundan konsolidasyona ve/veya konkresyona
kadar olan siireci izlemek te olduk¢a zordur (Kleiner vd., 2002). Safra taglarini tedavi etmenin
giiniimiizdeki en etkili yontemi safra kesesinden ve/veya safra kanalindan cerrahi olarak
cikarilmast olsa da, safra tasi olusumunun altinda yatan nedenleri belirlemek ve safra tasi
hastalig1 i¢in cerrahi olmayan bir tedavi gelistirmek safra tasi bilesenlerinin tanimlanmasinda

esas olmalidir (Sikkandar vd., 2011, Yoo vd., 2008).

Insan safra taslar1 gesitli sekillerde (tetrahedral, oval veya diizensiz sekillerde), boyutlarda ve
kristalden amorf yapiya kadar ¢esitli yapilarda bulunmakta olup renkleri krem beyazi ve saridan
siyah ve kahverengiye kadar degisebilmektedir. Taslar, boyutlar1 birka¢ milimetre ile 5 cm
araliginda farkli degerler alabilmekte olup tek veya ¢oklu olarak ortaya ¢ikabilmektedirler. Saf
kolesterol taslar1 genellikle tek, beyazimsi ve 2,5 cm’den daha biiyiiktiir. Karigik taslar

genellikle daha kiictiktiir, sayica ¢oktur ve cesitli sekil ve renklerde goriilmektedirler.

Safra tas1 olusumunun patolojik bir mineralizasyon siireci oldugu kabul edilmektedir. Bir

mekanizma olarak, safra taglarinin, kolesterol konsantrasyonunun safra asitleri ve fosfolipitlerle
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karistk misel soliisyonunda tutulabilecek seviyeyi asmasi durumunda olustuguna
inanilmaktadir. Kolesterol kristal niikleasyonu kolesterol safra tasi olusumundaki en erken adim
olarak kabul edilmektedir (Chowdhury vd., 2011, Kaur vd., 2010, Venneman vd., 2010).
Kolesteroliin sulu ¢ozeltilerde ¢oziinlirliigliniin son derece diisilk oldugu iyi bilinmektedir
ancak safra kesesi safrasinda coziiniirliikte onemli bir artis, kolesteroliin safra tuzlari ve
fosfolipitlerle (esas olarak fosfatidilkolin) birlikte karigik misel halinde dahil edilmesiyle
aciklanabilmektedir (Venneman vd., 2010).

Safra taslar1 safradaki bilesenlerin degisimi sonucu olusup safra taslarinin ¢ekirdeklenmesi ve
kristallesmesi, safradaki ¢ozlinmiis bilesenlerin igerigi kritik seviyelere ulastiginda meydana
gelmektedir. Bu nedenle safra taslar1 birden fazla kristalin bilesikten olusurken, kolesterol ve
kalsiyum bilurabinat ana parametreleri gostermektedir (Parviainen vd., 2016, Qiao vd., 2013,
Weerakoon vd., 2015). Ayrica kalsiyum karbonatlar, kalsiyum fosfatlar-palmitatlar ve

stearatlar gibi kalsiyum yag asitleri de minor bilesenler olarak bulunmaktadir (Ha vd., 2018).

Safra tasinin olusumundan/cekirdeklenmesinden ve biiyiimesinden cesitli kosullar sorumlu
olup hastanin beslenmesi onemli bir faktordiir ve bu sayede cesitli mineraller safra taglarinin
olusumuna/cekirdeklenmesine ve biiyiimesine neden olabilmektedir. Cesitli mineraller arasinda
magnezyum (Mg), tas olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir (Saris vd., 2000) Temel
biyolojik islevlerde bir¢ok temel rolii vardir ve eksikligi insan viicudunda ¢esitli biyokimyasal
degisikliklere neden olmaktadir (Saris vd., 2000). Magnezyum alimi,  magnezyum
homeostazindan korunmada onemlidir ancak ortalama Mg alimi yillar i¢inde azalmistir

(Chakraborti vd., 2002).

Mg eksikligi insiilin hipersekresyonuna ve dislipidemiye neden olabilmekte ve bu da safra tasi
olusumunu kolaylastirabilmektedir (Fawcet vd., 1999, He vd., 2006, Touyz vd., 2004). Pathak
ve arkadaglar1 graniiler ve graniiler olmayan safra taglarin1 incelemis ve Mg’nin safra taginin
cekirdeklenme noktasindan konsantrasyon degisimine bagli olarak safra tasinin daha fazla
biiylimesini engelleyen veya buna izin veren énemli minerallerden biri oldugunu gdstermistir
(Pathak vd., 2018). Bildigimiz kadariyla insan kan hiicrelerinde hayati bir rol oynayan Ca, Na
ve K gibi diger temel minerallerin safra taslarinin cekirdeklenmesi ve biiyiimesindeki

rolii/fonksiyonu aragtirilmamistir ve bu nedenle de ayrintili bir inceleme gerektirmektedir.
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Safra taslarinin olusum mekanizmasi ve temel nedensel faktorleri tam olarak anlasilamamustir.
Bununla birlikte taglarin safradaki kolesteroliin asir1 doygunlugu ve kusurlu bilurabin
konjugasyonu nedeniyle kalsiyum bilurabinatin ¢6kelmesine yani mineralize olduguna
inanilmaktadir (Vitek vd., 2012) ve bakteriyel aktivitelerin de olusum siirecini
destekleyebilecegi diisiiniilmektedir (Swidsinski vd., 2001) Onceki ¢alismalar safra tasi
olusumunun hem tibbi hem de ¢evresel faktorlerin rol oynadigi ¢cok faktorlii bir siire¢ oldugunu

gostermistir (Parviainen vd., 2016, Rautray vd., 2007).

Etnik koken, genetik faktorler, yas, cinsiyet, beslenme, bakteriyel enfeksiyonlar, obezite ve
karaciger hastaliklar1 (siroz) tas olusumu igin risk faktorleri olarak tanimlanmaktadir
(Gurusamy vd., 2014, Nakeeb vd., 2002, Rautray vd., 2007, Stinton vd., 2012). Cevresel
faktorler de safra tasi olusumu igin olas1 bir faktor olarak 6nerilmektedir (Parviainen vd., 2018,
Parviainen vd., 2016). Safra taslari genellikle inorganik bilesenlere kiyasla daha fazla miktarda
organik bilesen icermekte olup (Ashok vd., 2003, Athanasiadou vd., 2013). kalsiyum, tiim safra
tasi tiirlerindeki ana inorganik katyondur (Golovanova vd., 2006). Eser elementlerin safra tasi
olusumundaki rolii hakkinda spekiilasyonlar olsa da, kesin mekanizma heniiz net olarak

anlagilamamustir.

Safra tas1 veya biliyer litiazis, diinyada onemli sosyoekonomik maliyeti olan en yaygin
gastrointestinal hastalik olmakla birlikte safra taslariyla baglantili sorunlar, giderek degisen
insan beslenme aligkanliklar1 ve yasam tarzi diizeni ve ayrica kolesistektomi cerrahi
miidahalesinden sonra tekrarlamalari nedeniyle stirekli artmaktadir (Ciaula vd., 2019, Jaunoo
vd., 2010, Portincasa vd., 2016, Shirah vd., 2018). Safra taglarinin oral tibbi tedavisi -
ursodeoksikolik asit gibi safra tuzlari igeren ilaglar- standart farmakopedeki ilerlemeyle
karsilastirildiginda oldukga sinirli (Bernades vd., 1982) olmakla birlikte taslarin %90’indan
fazlas1 kolesterol tipinde olup (kolesterol > %70) digerleri, kalsiyum bilurabinat ve CaCO3
igeren ve kolesterol oranlar1 %70’ten az olan karisik ve bilurabin safra taglaridir (Kim vd., 2003,
Lammert vd., 2016, Wang vd., 2008). Kolesterol safra taglar1 safra kolesteroliiniin hepatik
hipersekresyonu, kolesteroliin hizlandirilmis niikleasyonu ve kristallesmesiyle safra kesesinin
hipomotilitesi gibi ¢esitli faktorlerin neticesinde asir1 doymus safrada kolesteroliin ¢okelmesi

sonucu gelismektedir (Wang vd., 2008).

Safra taslarmin yapisal analizi i¢in optik fotograf¢ilik, radyografi, taramali elektron

mikroskobu, Fourier doniisiimii kizil6tesi absorpsiyon, Fourier doniisiimlii Raman sagilmasi,
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Raman spektroskopisi ve X-1sin1 kirmimi (Kleiner vd., 2002, Kodaka vd., 2004, Liu vd., 2002,
Zheng vd., 1986, Zhou vd., 1997) gibi ¢ok sayida spektroskopik ve analitik teknik
uygulanirken, elementel kompozisyonun analizi i¢in atomik emisyon spektroskopisi (AES),
lazerle indiiklenen parg¢alanma spektroskopisi (LIBS), endiiktif olarak eslesmis plazma (ICP),
atomik absorpsiyon spektroskopisi (AAS), noétron aktivasyon analizi (NAA), protonla
indiiklenen X-1s1n1 emisyonu (PIXE) ve X-1s1n1 floresansi (XRF) kullanilmistir (Al-Kinani vd.,
1984, Singh vd., 2008, Singh vd., 2009). Her teknigin digerine gore avantajlari ve dezavantajlari
vardir. Yukaridaki tekniklerin ¢ogu 6zellikle elementel analiz teknikleri, yogun zaman ve emek
ile birlikte 6zel numune hazirlama protokolleri gerektirmektedir. Ote yandan bunlarin ¢ogu
dogas1 geregi yikicidir (numune tahrip olmaktadir) ve safra tasi gibi biyolojik materyallerde

oldukga gerekli olan sonrasinda tekrarlanabilir analizler igin yeterli numune kalmamaktadir.

Safra tas1 bilesenlerinin ayrintili bir analizini saglamak i¢in ¢esitli analitik tekniklerin bir
kombinasyonu uygulanmaktadir (Parviainen vd., 2016). Toz X-i1sin1 kirmimi (XRD), safra
taslarindaki ana kristal fazlar1 belirlemek icin gecerli bir yontem olarak kabul edilmektedir
(Ramana vd., 2017). Kolesteroliin hem susuz hem de monohidrat formlar1 (Craven 1976, Shieh
vd., 1977), kalsiyum bilurabinat (Bonnett vd., 1978, Sutor vd., 1977) ve CaCO3 polimorflari
(kalsit, aragonit, vaterit) gibi baslica safra tasi bilesenlerinin kristal yapilar1 ge¢miste zaten
belirlenmis olup (Sevcik vd., 2018) bu teknik kullanilarak toplanan X-1s1n1 difraktogramlari,
safra taslariin smiflandirilmasinda  biiyiik destek saglamaktadir. Ciinkii kolesteroliin
karakteristik zirveleri kolesterol safra tasi XRD desenlerinde agik¢a fark edilirken, bilurabine
atifta bulunan ek zirveler karisik safra tasi difraktogramlarinda gézlemlenmektedir (Dowais
vd., 2021). Bilurabin safra taslar1 ise, kristalin olmayan yapilart nedeniyle bu teknikle
derinlemesine karakterize edilmesi zor olan taglar olup XRD desenleri yogun yansima tepeleri

yerine yalnizca genis kirinim tepeleri sunmaktadir (Bakthavatchalam vd., 2019).

Safra taslarindaki kolesterol icerigini belirlemek ve kolesteroliin susuz mu yoksa monohidrat
formunda mi1 oldugunu belirlemek i¢in, termogravimetrik/diferansiyel termal analiz
(TGA/DTA) (Alexander vd., 1993, Ramana vd., 2017) ile kaydedilen suyun kiitle kaybin
izleyerek ve diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) (Kaloustian vd., 2003) kullanilarak erime

sicakligini ve entalpiyi inceleyerek termal analiz teknikleri de kullanilmaktadir.

Safra kesesi taslarinin kimyasal bilesenlerini 6lgmek icin onceki ¢alismalarda ¢esitli gelismis

spektroskopik teknikler uygulanmistir (Singh vd., 2020). Lazer kaynakli bozulma
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spektroskopisi (LIBS), herhangi bir 6n numune hazirlama adimina gerek kalmadan
uygulanabilen hizl1 bir teknik olup; numunenin darbeli lazer ablasyonu ve ardindan numunede
bulunan tiim elementlerin spektral imzasinin optik emisyon tespitinden olugsmaktadir (Pathak
vd., 2012) Safra taslarinin LIBS spektrumlari, farkli yogunluklarda mineral ve organik
elementlere sahip ¢esitli atomik ¢izgiler sunmakta ve bu da onu safra taglarinin kompozisyonel
analizi i¢in kullanisl hale getirmektedir (Gazali vd., 2021, Singh vd., 2008, Singh vd., 2009).
Fotoakustik spektroskopi (PAS), molekiiler analiz igin bir baska ilging teknik olmasi nedeniyle;
emilen olay elektromanyetik radyasyonlarin optik enerjisinin radyasyon dis1 gegisler yoluyla
151 enerjisine doniistliriildiigli zaman akustik bir sinyalin iiretildigi fotoakustik fenomene
dayanmaktadir (Rosencwaig vd., 1976). Birkag¢ ¢alismada PAS’m, farkli molekiiler emilim
bantlarina karsilik gelen spektral tepe noktalar1 sunarak safra taglarinin molekiiler bilesimleri
hakkinda daha fazla ayrint1 saglama yetenegi gdsterilmistir ki bu tepe noktalarindan kolesterol,
kalsiyum karbonat, kalsiyum fosfat, safra asidi veya bilurabinin olusumu belirlenebilmistir
(Gazali vd., 2019).

Kimyada yaygin bir teknik olan Fourier doniisiimlii kizilétesi (FTIR) spektroskopisi, diger
analitik yontemlere gore avantajlar1 nedeniyle son zamanlarda biyomedikal arastirmalarda
yapisal analiz i¢in kullanilmaktadir (Bazin vd., 2012, Bunaciu vd., 2014, Krafft vd., 2006). Bu
spektral teknik cok hizli olmakla birlikte, yalnizca kiiglik bir numune miktar1 gerektirmekte,
son derece hassas, duyarli ve tekrarlanabilir sonuglar saglamaktadir. Bu nedenle FTIR safra tast
analizi i¢in ideal bir yontem olarak kabul edilmektedir (Kleine vd., 2002, Qiao vd., 2013,
Sikkandar vd., 2011).

Fourier doniisiimli kizilotesi (FTIR) safra taglarinin siniflandirilmasi ve kimyasal analizi i¢in
ilk tercih edilen tekniktir (Ha vd., 2018). Kristalinitelerinden bagimsiz olarak her tiirlii safra
tasin1 analiz etmek icin etkili bir sekilde uygulanabilmektedir. Ayrica FTIR yalnizca az
miktarda numune ve ¢ok basit bir numune hazirlama gerektirirken, ¢cevre dostu, hizli, ucuz ve
tahribatsiz olma gibi avantajlara sahiptir. FTIR spektrumlart 4000-400 cm™ spektral
bolgesinde kaydedilmekte ve IR spektrum veri tabanlartyla karsilagtirildiktan sonra kolesterol,
kalsiyum fosfat, kalsiyum karbonat veya kalsiyum bilurabinatin fonksiyonel kimyasal
gruplarina karsilik gelen belirli titresim bantlarina atanabilen farkli emilim tepeleri
belirlenebilmektedir (Bakthavatchalam vd., 2019, Dowais vd., 2021, Singh vd., 2020). Gazali
ve arkadaslari, safra tasi 6rneklerinin kimyasal bilesimini LIBS ve PAS kullanarak analiz etmis

ve ardindan elde edilen LIBS spektrumlarina PCA uygulayarak safra taslarini siniflandirmistir
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(Gazali vd., 2021). Bildigimiz kadariyla bu, FTIR’yi PCA ve PLS modellemesi gibi
kemometrik yontemlerle birlikte kullanarak safra taslarinin kimyasal analizi i¢in bir yontem

gelistiren ilk ¢alismadir.

Ugus zamanli sekonder iyon kiitle spektrometrisi (TOF-SIMS), organik ve inorganik malzeme
ve proses karakterizasyonu i¢in esit derecede uygun, koklii ve yaygin olarak uygulanan bir
yiizey analitik teknigidir. TOF-SIMS’in ¢alisma prensibi ve uygulamalar i¢in farkli ¢calismalar
bulunabilir (Vickerman vd., 2001). Bu teknik biyomalzemeler de dahil olmak {iizere ¢esitli
malzemeler hakkinda molekiiler 6zgiilliige sahip kimyasal bilgiler saglamaktadir. TOF-
SIMS’in en biiyiik avantaji, hedef malzemelerin yalnizca elementel bilgilerini degil, ayni
zamanda molekiiler ve yapisal bilgilerini de saglamasidir. Ayrica ¢ok kii¢iik bir alan elementel
ve molekiiler bilesim agisindan taranabilmektedir. Safra kesesi ve bobrek taglarinin TOF-SIMS
ile incelenmesi ilgi ¢ekicidir. Son zamanlarda u¢us zamanli sekonder iyon kiitle spektrometrisi
(TOF-SIMS), idrar taglarini, sistin taslarii ve kolesterol taslarimi incelemek igin
kullanilmaktadir (Ghumman vd., 2010, Ghumman vd., 2012). Ghumman ve ark. (Ghumman
vd., 2012) ayrica, Ga* birincil iyonlarini bombardiman pargaciklari olarak kullanarak TOF-
SIMS ile sistin ve kolesterol taslarini da incelemistir. Ayrica Ghumman ve arkadaglari
(Ghumman vd., 2010), safra taslarinin tanimlanmasi i¢in TOF-SIMS’i kullanmis olup
kolesterol safra taslarinda nispeten yogun Karakteristik pargaciklar [M—OH]" ile birlikte
kolesteroliin deprotone edilmis molekiillerini [M-H]* tespit etmislerdir. Ancak bu
caligmalarinda ana ve eser elementlerin tespitini ve bunlarin mekéansal dagilimlar1 hakkinda bir

bilgi sunamamislardir.

Diistik vakum altinda ¢alisan ve iletken olmayan, kaplanmamis ve/veya hidratlanmis
numunelerin (Danilatos vd., 2013, Muscariello vd., 2005) orijinal morfolojilerini ve yapilarini
etkilemeden goriintiilenmesine ve analizine olanak taniyan c¢evresel taramali elektron
mikroskobu (ESEM) ticari olarak mevcuttur. ESEM o6zel elektron dedektorlerinin numune
odasindaki gazli ortamlara dayanabilmesi sayesinde 1slak ve/veya kaplanmamis numunelerin
kullanimimna olanak tanimaktadir. Ayrica kaplama gerektirmediginden orijinal numune
ylizeyinin dogrudan gézlemlenmesi de miimkiindiir. Herhangi bir ciddi numune isleme
ithtiyacinin olmamasi nedeniyle ESEM, safra taglar1 gibi ileri biyomedikal arastirmalar icin

Oonemli bir arag¢ haline gelmistir (Manero vd., 2003, Rosso vd., 2013).
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Hem X-1isim1 kirmnimi (XRD) hem de enerji dagilimlhi X-1s51m1 (EDX) analizi, farkli safra
taglarinin  mineralojik ve kimyasal karakterizasyonunu dogrulamak icin yaygin olarak
kullaniimaktadir (Cavalu vd., 2015, Weerakoon vd., 2015) XRD analizi, X-1sinlarinin elastik
sagilmasidir ve bir X-151m1 kaynagi kullanarak kristal yapiy1 ve kristal bilgilerini tanimlamak
i¢cin uygulanirken, EDX analizi X-1ginlarinin emilimiyle bir elektron kaynagi kullanarak her bir
elementin bilesiminin ve konsantrasyonunun kimyasal tanimlanmasi i¢in kullanilmaktadir. Her
birinin kendine 0zgii avantajlar1 ve dezavantajlart vardir. Yapilan bazi ¢alismalarda EDX
analizi, farkli numunelerin mimarisinin ve element ayrintilarinin arastirilmasi i¢in yiiksek
¢Oziinlirliklii goriintiileme, yar1 kantitatif element analizi ve nitel X-1s1n1 element haritalari
saglamak {lizere ESEM ile birlestirilmistir (Goldstein vd., 2003, Piburn vd., 2013). Arastirilan
alandaki element bilesimi yiiksek bir hassasiyetle belirlenebilmektedir. Lityumdan uranyuma

ve Otesine kadar degisen atom numaralarina sahip ¢ogu element tespit edilebilmektedir.

Gecmiste safra tasi analizinde geleneksel SEM-EDX kullanilmis olsa da (Agarwal vd., 1993,
Athanasiadou vd., 2013), safra taslarinin ESEM-EDX analizi i¢in bugiine kadar ¢ok fazla
caligma bildirilmemistir. Bu nedenle Cheng 2016 yilinda yaptig1 ¢alismada (Cheng vd., 2016),
kronik veya akut safra tas1 hastaligi olan 36 Tayvanli hastadan izole edilen safra taglarini, FTIR
mikrospektroskopisi kullanilarak analiz etmis ve dort ana tiire gore simiflandirilmalarini
saglamistir (Kim vd., 2003, Ravnborg vd., 1990, Sun vd., 2001). Daha sonra farkli safra tasi
tiirlerinin mikro yapisal ozellikleri, ylizey topografisi ve element bilesimleri ESEM-EDX ile
gozlemlenmistir. Ayrica safra tagi veya akut gamur yiizeyinde bulunan bakteriler de geleneksel

SEM ile tespit etmistir.

Safra taslarinin X-1511 kirmimi toz analizi, safra taglarini olusturan belirli kristal bilesenlerin
orantililigini belirlemek i¢in hizli ve giivenilir bir yontemdir (Lee vd., 2009, Palchik vd., 2005).
Ote yandan EPR spektroskopisi, biyolojik sistemlerde serbest radikallerin ve diger
paramagnetik komplekslerin dogrudan tespiti icin potansiyele sahip tek tekniktir. Iltihaplanma
sirasinda yerinde olusan bilurabin serbest radikalleri hiicre hasarlarina neden olabilmekte ve
patolojik siirecleri baslatilabilmektedir (Liu vd., 2002). Yapilan bir ¢aligmada, bilurabin,
kalsiyum bilurabinat kompleksleri ve ge¢is metal iyonlarinin EPR sinyalleri tirettiginden yola
cikarak EPR spektroskopisi ile safra taslarinin kimyasal bilesenleri arasindaki iligki
aragtirtlmistir (Wu vd., 1997). Ayrica baska bir ¢alismada, bilurabin serbest radikallerinin

kinetik kalsifiye olmaya yatkin oldugu bulunmustur (Liu vd., 2002).
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Sonug olarak safra taglarinin canli organizmalarda olusumu siklikla uzun bir siire¢ almakta ve
tas olusumundan konsolidasyona (birlesmeye) ve/veya konkresyona (katilasmaya) kadar olan
stireci izlemek olduk¢a zordur. Safra taglarini tedavi etmenin giinlimiizdeki en etkili yontemi
cerrahi olarak ¢ikarilmasi olsa da, safra tas1 olusumunun altinda yatan nedenleri belirlemek ve
safra tas1 hastalig1 i¢in cerrahi olmayan bir tedavi gelistirmek i¢in bilesenlerinin tanimlanmasi
esastir. Safra taglarinin olusumu ¢ekirdeklenmeden itibaren gesitli siire¢leri icermektedir. Safra
taglarinin in vivo olusumu yillar almaktadir ve ¢ekirdeklenmeden safra kesesinde ¢oziinmeyen
maddenin konsolidasyonuna kadar patogenezini izlemek daha oOncede vurgulandigi gibi
oldukca zordur. Safra kesesi suyu ve sodyumu emmekte ve safray1r yogunlastirmaktadir.
Kolesterol safra taslari, safradaki kolesterol konsantrasyonu safranin onu ¢ozeltide tutma
kapasitesini astiginda olusmaktadir. Safra taglarinin kimyasal bilesimi ve safra tasi igindeki
farkl1 bilesenlerin/elementlerin dagilimi, patogenezlerini ve dolayisiyla 6nlenmesini anlamak

i¢in onemlidir.

Yapilan bu tez caligmasinda; SEM, XRD, FTIR spektroskopisi gibi yiiksek hassasiyetli
teknikler kullanilarak safra tas1 patogenezinin iyi anlasilmasi ve hastaliga karsi etkili bir koruma
politikasinin gelistirilmesinde yardimci olmak amaglanmaktadir. Ayrica safra taglarinin yapisal
ve molekiiler analizi, olusumunun kokeni, etiyolojisi ve metabolik temeli hakkinda énemli
kanitlar elde edip, belirli bireyleri safra tagi olusumuna yatkin hale getiren risk faktorlerinin
nasil belirlenebilecegi ileriki agamalarda arastirilacaktir. Safra taglar1 lizerinde yapilacak bu
tirden aragtirmalar ile nedensel faktorler belirlenebilecek ve tas olusumuna karsi Onleyici

tedbirler zamaninda alinabilecektir.
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2.2. Kuramsal Temeller

2.2.1. Safra taslan

Safra taslari, safra kesesi i¢inde olusabilen sindirim s1visi safranin sertlesmis tortularidir. Boyut
ve sekilleri kum tanesi kadar kiigiik bir formdan golf topu kadar biiyiik bir forma kadar
degiskenlik gostermektedir. Safranin kimyasal yapisinda bir veya daha fazla bilesenin
¢okelmesiyle sonuglanan dengesizlik oldugunda ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 2.1.). Sekil 2.1.a.’da
safra agacindaki safra taslarinin olasi lokalizasyonlar1 gosterilmistir. Taslarin farkli renkleri,
kolesterol taglari (sar1) ve bilurabin taglari (kahverengi ve siyah) dahil olmak {izere bilesimlerini
gostermektedir. Sekil 2.1.b.’de ise dormia sepeti ile tas alimi sirasinda safra kanalindaki

sekonder kolesterol taglarinin (tipik sar1 renkte) endoskopik goriiniimii verilmistir.

Safra tagi hastaliginin modern toplumda siklikla 6nemli bir rahatsizlik oldugu diigiiniilmektedir.
Ancak safra taslari insanlar tarafindan uzun yillardir biliniyor olmali ki MO 1000 yilina
dayanan Misir mumyalarinin safra keselerinde bulunmuslardir. Safra tas1 yayginliginda cografi

farkliliklar olmasina ragmen diinya ¢apinda bir tibbi sorundur.

8 intrahepatik safra  Karacig, Sol hepatik kanal ~Ekstrahepatik safra | b)
kanal taglar Kkanal taslari
esasolarak  — e (koledokolithiazis)
kahverengi ~ Birincil taglar
pigment ve Sag hepatik kanal ~ gogunlukla kahverengi
kolesterol taglari g ! VOr ik pigment taslandir,
hepatik ikincil taslar ise
'/ kanali  gogunlukla kolesterol
‘ . kanai J taglaridir
Safra kesesi taglari Safra kesesi Kahveréritjn o
(kolesistolithiasis) Saf / ve siyah)
kolesterol (veya siyah ka ~ 1
pigment) igeren taglar esest T
,' Pankreas

Sekil 2.1. Safra taglarinin siiflandirilmasi

Cogu durumda safra taslar1 herhangi bir soruna neden olmaz. 10 kisiden 7’sinde higbir belirti

goriilmemekle birlikte en yaygin belirtileri sunlardir:
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e Karin ve sirt agrisi - agr1 genellikle seyrek goriiliir ancak siddetlidir.

e Yagl bir yemek yedikten sonra artan karin agrisi.

Safra tasi olan ¢ogu kiside ciddi bir komplikasyon goriilmez (Sekil 2.2.). Ancak taslar uzun
yillar boyunca safrada yerlesikse, yaklasik on kisiden birinde sarilik (ciltte ve goz aklarinda sar1

renk degisikligi), pankreatit (pankreas iltihab1) veya enfeksiyonlar gelisebilir.

Karaciger

Safra Kesesi

Safra Tasi ,‘ /
/ Mide

Safra Kanali

Ince Badirsak

Pankreas

Sekil 2.2. Safra taslar

Safra taslariyla ilgili baz1 6zel komplikasyonlar sunlardir:

e Obstriiktif sarilik veya kolestaz: Safra kanallarindaki akisin tikanmasi, kanda bilurabin
(safra bilesenlerinden biri) seviyelerinin yiikselmesine neden olur ve bu da sariliga (cilt
ve goz aklarinin sararmasina) yol acar.

e Biliyer kolik: Sistik kanalin (safra kesesinin boynu) tikanmasi siddetli agr1 ve atese
neden olur. Iltihaplanma yoktur.

o Kolesistit: Safra kesesinin iltihaplanmasidir ve enfeksiyonla birlikte goriilebilir.
Genellikle agr1, bulant1 ve kusma goriiliir.

e Kolanjit: Safra kanalinin iltihaplanmasi ve enfeksiyonudur; safra kanali tikanip ince
bagirsaktan gelen bakterilerle enfekte olursa ortaya ¢ikabilir.

e Pankreatit: Bazen safra kanalinin alt ucundaki taglar pankreas bezinin iltihaplanmasina

neden olur ve bu ¢ok agril1 bir durum olabilir.
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e Safra tas1 ileusu: Safra taslar1 bagirsaga gecer ve burada ince veya kalin bagirsakta

tikanikliga neden olabilir.

Bu komplikasyonlar genellikle hastanede acil tedavi gerektirmekle birlikte bunlari 6nlemek igin
ameliyat nadiren iyi bir fikir olarak kabul edilmektedir. Hazimsizlik, dolgunluk, mide bulantisi
ve yagli gida intoleransi belirtileri safra taslarindan dolay1 olusmamakla birlikte ameliyatla da

iyilesmez.

Safra taslar1 semptomlara neden olmadikga tibbi tedaviye gerek olmayabilir. Tedavi safra
taslarinin boyutuna ve konumuna bagli olup sunlar1 igerebilir:
e Diyet degisiklikleri: Yagh yiyeceklerin ve siit {iriinlerinin sinirlandirilmas1 veya
tamamen kesilmesidir.
e Ameliyat: Agn ataklar1 yasaniyorsa, doktor safra kanalindaki taslar1 veya tiim safra
kesesini ¢ikarmak icin bir ameliyat dnermektedir.
e Litotripsi: Ozel bir makine, taslar1 par¢alamak i¢in ses dalgalari iiretmektedir. Bu tedavi
biiyiik ve ¢ikarilmasi zor taslart olan kisiler i¢in kullanilmaktadir.
e flaclar: Bazi ilaclar safra taslarini eritebilmektedir ancak bu tedavinin yan etkileri
oldugundan her zaman basarili sonuglar vermediginden siklikla kullanilmamaktadir.
Hastada sarilik, safra kesesi ya da safra kanalinda enfeksiyon gibi komplikasyonlar

varsa acil tedavi gerekmektedir.

2.2.2. Safra tas1 olusumunun patofizyolojisi

Safra taslar safra kesesinde depolanan safranin tas benzeri madde parcalarina doniismesiyle
olusmaktadir. Safra, ¢ogu omurgalinin karaciger hepatositleri tarafindan salgilanan aci sar1
veya yesil bir sivi olup daha sonra safra kesesinde depolanarak yaglarin sindiriminde
kullanilmaktadir. Kasilma sirasinda safra kesesi safray1 ortak safra kanalina itmekte ve bu kanal
da onu ince bagirsaga tasiyip burada yag sindirimi gorevini yerine getirmektedir. Safranin
bilesimi; su, kolesterol, yaglar, safra tuzlari, proteinler ve bilurabin igermektedir. Safra
genellikle kolesterolii ¢cdzebilmektedir (Sekil 2.3.a.) ancak ¢ok fazla kolesterol varsa, kristaller
olusturmakta ve sonunda taslara donlismektedir. Bazi1 durumlarda bilurabin seviyesi (Sekil

2.3.b.) cok yiiksekse, bu da tag olusumuna katkida bulunmaktadir.
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Farkl safra tas1 tiirlerinin kendine 6zgii nedenleri ve olusum mekanizmalar1 vardir. Ideal bir
safra tag1 siniflandirma sistemi tanimlamak zordur; ancak ana kimyasal bilesimlerine gére genel
olarak gruplandirilmaktadirlar. Temelde ii¢ ana tiire ayrilirlar: (i) kolesterol taslari, (ii) bilurabin

taslar1 ve (ii1) karisik taslar.

(a) (b)

Sekil 2.3. (a) Kolesteroliin ve (b) bilurabinin kimyasal yapisi

2.2.2.1. Kolesterol safra taslar:

Kolesterol (beyaz kristal toz), karaciger hiicreleri tarafindan safraya salgilanan maddelerden
biri olup karaciger viicuttaki fazla kolesterolii atmaktadir. Kolesteroliin kimyasal formiilii
C27H460’dur ve kimyasal yapisi Sekil 2.3.a.’da gosterilmistir. Esas olarak en yaygin safra tasi
tirtidir (Tablo 2.1.).

Tablo 2.1. Safra taglarinin yeri ve bilesimi

Konum Tip Ana Kimyasal Bilesim Morfoloji

Saf kolesterol Agirlikga > % 95 Acik sart sert ve kiiresel, plirlizsiiz

Safra Kesesi taglan kolesterol veya morular yiizeyli

Siyah bilurabin Polimerize kalsiyum Siyah yumusak kirilgan ve piiriizsiiz

taslari bilurabinat bir yiizeye sahip kiigiik kiire
Ortak Safra Karisik kolesterol Agirlikga > % 50 Acik saridan kahverengiye kadar sert
Kanah taslar kolesterol kalsiyum ve kiiresel, piiriizsiiz yilizeyli
bilurabinat
Intrahepatik  Kahverengi Monomerik kalsiyum  Kahverengi yumusak kirilgan, sert ve
Safra Kanal bilurabin taglari bilurabinat kiiresel, cok yonlii bir yiizeye sahip

23



Yagli kolesterol safra kanallarindan taginabilmesi i¢in safrada ¢oziinmektedir. Karaciger ise cok
fazla kolesterol (safra asitleri ve lesitin miktarindan daha fazla) salgilarsa, kolesteroliin bir
kismi ¢oziinmeden kalabilmektedir. Benzer sekilde karaciger yeterli safra asidi ve lesitin
salgilamazsa, kolesteroliin bir kismi1 da ¢dziinmemektedir. Dolayisiyla her iki durumda da
¢Oziinmeyen kolesterol birbirine yapismakta ve kolesterol pargaciklarr olusturmaktadir ki bu
parcaciklar boyut olarak biiyiimekte ve sonunda daha biiyiik safra taglari olusturmaktadir. Yani
kolesterol safra taglarinin olusumunun, safra kolesterol homeostazinin bozulmasinin bir sonucu
oldugunu soyleyebiliriz ki (Sekil 2.4.) bu durumda safradaki kolesteroliin ¢6ziiniirliigiiniin hem
fiziksel hem de kimyasal dengesi bozulmaktadir. Sekil 2.4°ten de goriilecegi iizere kolesteroliin
hepatik alimi, diisiik yogunluklu lipoprotein reseptoriiyle iliskili protein 1 (LRP1) araciligiyla
gerceklesmektedir.

Kolesteril
esterler

ACAT | Estirferat

m Biyosentez
; : = _Sﬁa_) Safra tuzlar

HMDH
CYP7A1
CYP27A1

[ Fosfatidilkolin J

” ABCBTT

Karaciger hiicresi

Sekil 2.4. Hepatositte kolesterol metabolizmasi

Sekil 2.5.°de, kolesterol safra tasi olusumunda rol oynayan ve kolesterol kristallesmesini ve
safra tas1 olusumunu tesvik etmek i¢in birlikte ¢alisan bes temel kusur gosterilmektedir. Sekil
2.5.a.’da, hepatik kolesterol hipersekresyonu, kolesterol safra tas1 olusumunun basglica nedeni
olup biiylik ol¢iide genetik yatkinliga baglidir. Safra kesesi hipomotilitesi ve hizl faz gegisleri
bunun sonraki sonuglaridir. Kolesterol safra tagi olusumuna katkida bulunan bagirsak faktorleri

arasinda kolesterol emiliminin artmasi ve safra tuzlarinin emiliminin azalmasi yer almaktadir.
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Sekil 2.5.b.’de, kahverengi bilurabin safra taslari, bilurubin glukuronidin serbest biluribin ve
glukuronik aside hidrolizine neden olan asir1 bakteriyel B-glukuronidazin bir sonucudur.
Serbest bilurubinat kalsiyumla birleserek suda ¢oziinmeyen kalsiyum bilurabinat
olusturmaktadir. Olii bakteriler ve parazitler, kalsiyum bilurubinatin ¢6kelmesini hizlandiran
cekirdekler olarak islev gormektedirler. Safra kesesindeki mukus jeli, bu kompleks ¢okeltileri

hapsederek makroskobik taslara doniismelerini desteklemektedir.

Genetik
faktorler ve
tas olusturan
genler

Genetik
faktorler

Karacige-
rin asin

kolesterol
uretimi

Karaciger
asiri
bilirubin
dretimi

Hizl
faz gecisleri

Bakteﬁel‘

enfeksiyon

Kolesterol Kahverengi
taslan pigment taslarn
d

Bagirsak Safra
faktorleri durgunlugu

Sekil 2.5. Kolesterol ve kahverengi bilurabin safra taglariin olusumunda rol oynayan

etiyolojik faktorler
2.2.2.2. Bilurabin safra taslari:

Bu tiir taslar; bilurabinin kalsiyum tuzlar (kalsiyum bilurabinat gibi), fosfat, kalsiyum karbonat
ve diger anyon tiirlerinden olusan kahverengi ila siyah taslar olarak tanimlanmaktadir.
Bilurabin hemoglobinden olusan bir atik iiriinii olup hemoglobin, kirmizi kan hiicrelerinde
(RBC’ler) viicutta oksijen tasiyan bir proteindir. Yikim i¢in hedeflenen eski RBC’lerinden

gelen hemoglobin, bilurabine doniistiiriilmekte ve kana salinmaktadir.

Bilurabin karaciger tarafindan kandan uzaklastirilmaktadir. Karaciger bilurabini
degistirmektedir ve degistirilmis bilurabini safraya salgilamaktadir. Bilurabinin kimyasal
formiilii C33H36N40¢’dir ve kimyasal yapisi Sekil 3.b.’de gosterilmistir. Safrada ¢ok fazla
bilurabin varsa, bilurabin safra icindeki diger kimyasal bilesenlerle birleserek kahverengi

bilurabinler olusturmaktadir. Bilurabin safrada zayif ¢6ziinmekte ve birbirine yapisarak boyut
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olarak biliyliyen ve sonunda siyah ve kahverengi renkte sert bilurabin tipi safra taslarini
olusturan pargaciklara doniismektedir. Bu sekilde olusan bilurabin safra taslarina siyah
bilurabin safra taslart denmektedir ve renkleri kahverengiden siyaha kadar degismekle birlikte
fiziksel olarak sert karakterlidirler. Kahverengi bilurabin safra taslar1 siyah bilurabin safra

taglarindan ¢ok daha yumusak yapidadir.
2.2.2.3. Kansik safra taslar:

Bu tiir taslar degisen oranlarda kolesterol ve bilurabinat tuzlarindan olusan kolesterol ve
bilurabin taslarmin bir karigimidir. Ayrica kalsiyum karbonat, kalsiyum fosfat, bilurabin,
kalsiyum bilurabinat, kalsiyum palmitat ve kalsiyum stearat gibi diger bilesenlerden de
olugsmaktadir. Kalsiyum igerikleri nedeniyle genellikle radyografik olarak goriilebilirler. Safra
taglari; safra kesesi i¢cinde safra asir1 doygunlugu, ¢cekirdeklenme, baslangic ve tag birikmesiyle
olusan karmasik bir dizi olaydan sonra olusan ve gelisen sert kimyasal parcaciklardir. Safra
taglarinin olusumu safra stazi, enfeksiyon ve/veya mukus ile baslamakta ve boyutlar1 yilda
yaklagik 3 mm artarak hizla birkag santimetre gapa ulasabilmektedir. Sekil 2.6. da kolesterol,
karisik ve bilurabin safra taslarinin patogenezinin farkli nedenleri, olusumu ve biiylimesini

etkileyen faktorler verilmistir.

SAFRA TASLARININ PATOGENEZi

tglon -Safra igindeki antiniikleer

-Safrada kolesteroliin agirt faktorlerin azalmasi -Kolesterol kristalleri ve diger kalintilar
doygunlugu -Kol;mml nﬁk'lensyon » -Kolesterol taslariyla aym
-Bagursak hipomotilitesi faktorleri(mukus glikoproteini,
-Bati diyetleri, yiiksek seker v enfem';;;{l o &
alimi, demir ve C vitamini -Kolestero! erinin ) N
eksildigi gelismis niikleasyonu Bakteriyel kolonizasyon
-Obezite -Eser ve agir elementler *
-Gebelik g . B
-Oral kontraseptif Bilirubin dekonjugasyonu
-Diyabet ve karaciger 'Y /
i Kristal 5 = E
= olusumu Safm « Pigment ¢okelmesi
-Saffa tuzu atiliminin olusumu ~
k‘ﬁi‘?‘k:;'bl -Agin saffa pigmenti Gretimi
@ -Hemolitik anemi(orak hiicre
ik ol e el hastalifs ve kalitsal sferositoz)
-Safra asn'h 1shah, kolera Siroz ve safra yolu
-Safra kesﬁl Safra enfeksiyonlan
-Cevresel faktorler suyundaki
eser ve agir
-Uzun siireli orug elementler
-Oktreotid Pigment taslar1

Sekil 2.6. Safra taglarinin patogenezi ve bunlarin olusumunu-biiyliimesini etkileyen faktorler
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2.2.3. Safra tas1 hastaliginin komplikasyonlari

Safra taslari, safra kesesinden ayrilip safray1 karacigerden ince bagirsaga tagiyan kanallardan
herhangi birine yerlesirse normal safra akisin1 engellemektedir. Kanallar arasinda (i) hepatik
kanallar, (ii) sistik kanal ve (iii) ortak safra kanali bulunmaktadir. (Sekil 2.1.) Hepatik kanallar
safray1 karacigerden disar1 tasimakta olup sistik kanal da safrayi safra kesesine ve safra
kesesinden alip ortak safra kanali safrayr kistik ve hepatik kanallardan ince bagirsaga
tasimaktadir. Bu kanallarda sikisan safra; safra kesesinde, kanallarda ve karacigerde
iltihaplanmaya neden olmaktadir. Diger kanallar, sindirim enzimlerini pankreastan disari
tagityan pankreas kanali da dahil olmak {izere ortak safra kanalina agilmaktadir. Cogu zaman
ortak safra kanalindan gegen safra taglari pankreasta iltihaplanmaya neden olmaktadir (Afdhal
2004, Cox vd., 2018, Swobodnik vd., 1990). Bu duruma safra tas1 pankreatiti denmekte olup
cok agrili ve kritik derecede tehlike olusturmaktadir. Safra kanallarindan herhangi biri uzun
stire tikal1 kalirsa, safra kesesi, karaciger ve pankreasta ciddi hasar meydana gelmektedir. Bu
ciddi sorunun ates, sarilik ve gegmeyen agr1 gibi bazi uyari isaretleri vardir ki tedavi edilmezse,

durum 6liime yol agabilmektedir (Afdhal 2004, Cox vd., 2018, Swobodnik vd., 1990).

Su anda safra tasi hastaliklarini tedavi etmek igin etkili bir ilag veya tedavi yontemi mevcut
degildir. Safra taslarinin ve safra kesesinin cerrahi olarak ¢ikarilmasi, safra tasi hastaliklarini
tedavi etmenin tek ¢oziimiidiir. Safra kesesi ameliyatinda en sik goriilen komplikasyon, safra
kanallarinin yaralanmasidir. Yaralanmis bir ortak safra kanali, safray1 sizdirabilir ve agrili ve
potansiyel olarak tehlikeli enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Safra taslari1 iizerinde daha
detayli incelemeler, bu patogenezi bozmak i¢in yeterli bilgi saglayabilir ve muhtemelen
onleyici bir tedavinin gelistirilmesine yardimet olabilir. Daha fazla bilgi, cerrahi tedaviye gerek
kalmadan taglar1 yok etmek i¢in daha giivenli yontemler gelistirmeye de yardimci olabilir.
Yillar siiren arastirmalara ragmen safra tasi olusumuna dair eksiksiz bir agiklama mevcut
degildir. Safra taslarmin temel kimyasal bilesenlerinin kolesterol ve kalsiyum bilurabinat
oldugu, ayrica kalsiyum karbonat, fosfat, kolik asit tlirevleri, yag tuzlari, proteinler ve
polisakkarit gibi diger bilesiklerin de mevcut oldugu tespit edilmistir (Kleiner vd., 2002, Liu
vd., 2002, Singh vd., 2008). Safra tasi hastaliginin ciddiyetinin tasin bilesenleriyle iliskili
olabilecegi bildirilmistir (Liu vd., 2002, Singh vd., 2008, Singh vd., 2009). Bu nedenle tas
bilesiminin belirlenmesi hem arastirma amaclar1 hem de hasta bakimini iyilestirmek agisindan

¢ok onemlidir.
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2.2.4. Safra taslarimin epidemiyolojisi

Epidemiyolojik ¢alismalar farkli popiilasyonlar arasinda genel yayginlikta belirgin farkliliklar
oldugunu gostermistir. Safra tas1 gelismis lilkelerde yaygin olan hastaliklardan biridir ancak
geleneksel beslenmeyi siirdiiren gelismekte olan popiilasyonlarda daha az yaygindir sekil 2.7.
de, 50-60 yas aras1 kadinlarda ultrasonografi ile belirlenen safra kesesi tas1 yayginlik oranlari
gosterilmis olup gri bolgeler icin herhangi bir veri bulunmamaktadir. Yayginlik o6zellikle
Iskandinav iilkeleri, Sili ve Yerli Amerikalilar arasinda daha yiiksektir. Safra taslar1 Kuzey
Amerika, Avrupa ve Avustralya’da yayginken, Afrika, Hindistan, Cin, Japonya, Kesmir ve

Misir’da ise daha az yaygindir.

Prevalence (%)

<10

10.1-20

20,1-30

30.1-40 ]

B 240 *

No data

o

Sekil 2.7. Safra kesesi taglarmin kiiresel yayginligi

2.2.5. Safra tas1 hastahigim etkileyen faktorler

2.25.1. Yas

Tim epidemiyolojik calismalar ilerlemis yasin, safra tas1 yaygilhiginin artmasiyla iligkili

oldugunu gostermistir. Safra kesesi taslar1 yash bireylerde geng bireylere gore 4-10 kat arasi
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daha sik goriilmektedir. Safra asidi sentezinde hiz sinirlayici enzim olan kolesterol 7a-
hidroksilazin aktivitesindeki diisiis nedeniyle safra kolesterol satiirasyonu yasla birlikte
artmaktadir. Yani safradaki deoksikolik asit orani, bagirsak bakterileri tarafindan birincil safra

asitlerinin 7a- dehidroksilasyonunun artmasiyla yasla birlikte artmaktadir.

2.2.5.2. Cinsiyet, dogum sayisi ve oral kontraseptifler

Diinyanin tiim popiilasyonlarinda genel safra tas1 yayginligindan bagimsiz olarak, dogurganlik
cagindaki kadinlarin safra tag1 yasama olasiligi erkeklerden neredeyse iki kat daha fazladir. Bu
baskinlik menopoz sonrasi donemde daha az oranda devam etmektedir ancak cinsiyet farki yas
ilerledik¢e azalmaktadir. Gebelik, hormon tedavisi veya kombine (0strojen igeren) hormonal
kontrasepsiyon yoOntemlerinin kullanimi sonucu 0Ostrojen hormonunun artan seviyeleri,
safradaki kolesterol seviyelerini artirmakta ve safra kesesi hareketini azaltarak safra tasi

olusumuna neden olmaktadir.

2.2.5.3. Genetik

Hem otopsi hem de toplum calismalari, ¢evresel faktorlerle tamamen agiklanamayan irksal
farkliliklarin varligmmi gostermistir. Kolesterol safra tagi yayginligi, Asyali ve Afrikal
popiilasyonlarda son derece diisiik (%5’ten az), Avrupa ve Kuzey Amerika popiilasyonlarinda
orta (%10-30), Yerli Amerikali kokenli popiilasyonlarda ise (Arizona’daki Pima Kizilderilileri,
Sili’deki Mapuche Kizilderilileri) son derece yiiksek (%30-70) oldugu bulunmustur (Lopis,
1947). Arizona’daki Pima kabilesi, diinyada safra kesesi tas1 goriilme sikligi en yiiksek olan
kabile olup 25 yas tistii Pima kadinlarinin %70’inden fazlasinda safra tasi veya kolesistektomi
Oykiisti bulunmaktadir. ABD’deki bazi Hispanik popiilasyonlar ise safra kesesi hastaligi

acisindan ortalamanin iizerinde risk altindadir.

2.2.5.4. Obezite ve viicut yag dagilim

Obezite safra tas1 hastaligi i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir ve kadinlarda erkeklerden daha fazla
goriilmektedir. 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A (HMGCoA) rediiktaz aktivitesindeki

artisin bir sonucu olarak safra yoluyla kolesterol salgilanmasini artirarak kolesterol safra tasi

riskini yiikseltmektedir. Epidemiyolojik ¢aligsmalar obezitenin, litojenik riskinin geng
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kadinlarda en gii¢lii oldugunu ve zayifligin safra tas1 hastaligina kars1 korudugunu gostermistir

(Trotman vd., 1975).

2.2.5.5. Hizh kilo kaybi

Hizli kilo kaybi basladiktan birka¢ hafta sonra hastalarin %10-25’inde ¢amur ve safra tasi
olusumu artmistir (Yang vd., 1992). Bir kisi ¢ok hizli kilo verirse, karaciger fazladan kolesterol
salgilamakta, yag dokusu depolarindan Kkolesterol hizla mobilize olmaktadir. Siddetli yag
kisitlamal1 diyetlerle iliskili orugta, safra kesesi kasilmasi1 azalmakta ve buna eslik eden safra
kesesi durgunlugu safra tasi olusumunu desteklemektedir. Az miktarda diyet yagmin dahil
edilmesiyle safra kesesinin bosalmasinin artirilmasi, hizli kilo kaybi yasayan hastalarda safra
tast olusumunu engellemektedir. Oru¢ kisa vadede safra kesesi safrasinin kolesterol
doygunlugunu artirirken uzun vadede safra kesesi durgunluguna neden olmaktadir ki bu da
camurlagmaya, sonunda safra tasi olusumuna yol agmaktadir. Daha kisa siireli bir gece
orucunun, her iki cinsiyette de safra taslarina karsi koruyucu olabilecegi tespit edilmistir (Attili
vd., 1998).

2.2.5.6. Diyet

Bat1 diyetiyle beslenme yani yag alimmin artmasi, rafine karbonhidratlar ve lif igeriginin
azalmasi, safra tag1 olusumu i¢in giiglii bir risk faktoridiir (Kameda vd., 1984). Diyetle alinan
kalsiyum, kolondaki sekonder safra asitlerinin yeniden emilimini Onleyerek safra kesesi
safrasinin kolesterol doygunlugunu azaltmaktadir. C vitamini safradaki 7a-hidroksilaz
aktivitesini etkilemekte olup, askorbik asidin yetigkinlerde litojenik riski azaltabilecegi
gosterilmistir (Simon vd., 1998). Kahve tiiketimi safra asitlerinin enterohepatik dolagiminin
artmast nedeniyle safra tas1 yayginligiyla ters orantili goriinmektedir. Kahve bilesenlert;
kolesistokinin salinimini uyarmakta olup safra kesesi hareketliligini artirmakta, safra kesesi
stvist emilimini engellemekte, safrada kolesterol kristallesmesini azaltmaktadir (Keiner, 1965)

ve muhtemelen bagirsak hareketliligini de artirmaktadir (Lillemoe vd., 1989).

2.2.5.7. Fiziksel aktivite

Diizenli egzersiz tek basina veya diyetle birlikte kilo kontroliinii kolaylastirmanin yani sira,

hem obezite hem de kolesterol safra taslariyla iliskili ¢esitli metabolik anormallikleri
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iyilestirmektedir. Bunun aksine hareketsiz yasam tarzi kolesistektomi riskiyle pozitif iliskili

oldugu bulunmustur (Donovan vd., 1991).

2.2.5.8. Ilaclar

Tim fibrik asit tiirevleri safra kolesterol doygunlugunu artirirken serum kolesteroliinii
diistirmektedir. Klofibrat, hepatik asil-CoA kolesterol asiltransferazin (ACAT) gii¢lii bir
inhibitoriidiir. ACAT inhibisyonu, safraya salgilanmak {izere serbest veya esterlesmemis
kolesteroliin bulunabilirligini artirarak safra tasi olusumunu desteklemektedir (Kurtin vd.,
2000). Ek olarak proton pompasi inhibitdrlerinin uzun siireli kullaniminin, safra kesesi
fonksiyonunu azalttig1 ve potansiyel olarak safra tagi olusumuna yol a¢tigi gosterilmistir (Diehl
vd., 1990).

2.2.5.9. Diyabet

Diyabetli kisilerde genellikle trigliserit ad1 verilen yiiksek yag asidi seviyeleri bulunmaktadir.
Bu yag asitleri safra tas1 riskini artirmaktadir. Diyabetik ndropati varliginda safra kesesi
fonksiyonu bozulmakta ve hipergliseminin insiilinle diizenlenmesi litojenik indeksi yiikseltiyor
gibi goriinmektedir (Kurtin vd., 2000). Melatonin eksikligi safra kesesi taslarina 6nemli 6lgiide
katkida bulunmaktadir ¢linkii melatonin safra kesesinden kolesterol salgilanmasim
engellemekte kolesteroliin safraya doniisimiini artirmakla birlikte safra kesesine oksidatif

stresi azaltabilen bir antioksidandir.

2.2.6. Safra taslarimin farkh spektrometrik tekniklerle analizi

Uygun yontemler ve element analizi i¢in uygun yazilimlar kullanilarak numune yapisinin mikro
ve nano Ol¢ekte dogru karakterizasyonu ve mevcut bilgilerin kritik bir sekilde islenmesi, safra
tast olusumunu Onlemenin olast yollarim1 ve biiylime mekanizmasini belirlemek icin ¢ok
onemlidir. Farkli spektrometrik yontemler kullanilarak taslarin kimyasal ve faz bilesimleri
hakkindaki sonuglar elde edilmektedir. Bazen birkag kimyasal (spektroskopik) teknik
kullanilarak, kantitatif sonuglar Kkarsilagtirilarak, orneklerdeki element analizine olan
giivenilirlik ve duyarlilik saglanabilir. Kizilétesi (IR) spektroskopisi ve toz X-1s1n1 kirinimi gibi
cesitli yapisal yontemler, kristalin ve kristal olmayan maddeleri incelememize olanak

tanimaktadir. Safra taglarinin kimyasal bilesimini elde etmek igin literatiirde bildirilen baslica
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spektroskopik yontemler sunlardir: floresan mikroskopisi, X-isin1 floresan analizi (XRF),
nétron aktivasyon analizi (NAA), proton (partikiil) kaynakli X-1s1n1 emisyonu (PIXE), atomik
absorpsiyon spektroskopisi (AAS), yiiksek ¢oziiniirliiklii gama 1511 spektrometrisi ve elektron
paramanyetik rezonans (EPR)’dir. Faz tanimlama i¢in kullanilan yapisal yontemler ise: toz X-
1sin1 kirmimi (XRD), IR spektroskopisi ve Raman spektroskopisi bulunmaktadir. Optik
mikroskopi o6rneklerin morfolojisini makro Olgekte incelemek igin kullanilirken, cesitli
dedektorlerle donatilmis taramali ve transmisyonlu elektron mikroskoplari, safra tasi

bilesenlerinin morfolojisi, element bilesimi ve yapisi hakkinda bilgi saglamaktadir.

2.2.6.1. Safra taslarimin morfolojisinin makro seviyede analizi

2.2.6.1.1. Optik mikroskopi

Safra taglarinin ilging goriintiilerini elde etmede optik mikroskopi kullanilmaktadir. Safra kesesi
taglar1 genellikle ayni tipte olup tamamen farkli tipteki taslar da gézlemlenmektedir. Taslar
boyut (en biiyiikleri 3-5 cm’ye ulasir) ve renk bakimindan farklilik géstermekte olup, bu da
farkli kimyasal ve faz bilesimlerine sahip olduklar1 anlamina gelmektedir. Optik mikroskopi
ile; diiz, oval (tercih edilen sekil), 3-20 yiizli, fasetli ve olduk¢a kiimelenmis yapida
olabilecekleri gibi "dut" veya "inciler" gibi farkli sekillerde safra taslari tespit edilmistir.

2.2.6.2. Safra taslarmin elementel bilesiminin analizi

2.2.6.2.1. Floresan mikroskobu

Floresan mikroskopisi, uyarilmis atom ve molekiil gruplarinin 11k enerjisi emilimi yoluyla
optik aralikta goriintiiler elde etmeyi miimkiin kilan analitik bir yontemdir. Temel duruma
doniis 151k emisyonu (floresans) ile birlikte gergeklesmektedir. Optik filtreler 1s1k segici olarak;
spektrumu ultraviyole, goriiniir veya yakin kizilotesi bolgelerde iletmekte olup uyarilma ve
emisyon yoluyla da kaydetmektedirler. Tek bir molekiiliin floresansini diisiik optik bir arka plan
tizerinde ve diisiik giiriiltiilii bir dedektor kullanarak da kaydetmek miimkiindiir. Yesil ve mavi
filtreli bir floresan mikroskobu, safra kesesi taglarinin c¢ekirdeklerinin kimyasal bilesimindeki
farkliliklarin belirlenmesine yardimci olmaktadir. Bilurabin (kahverengi ve siyah) taslarindan
"kirmiz1" floresansin tespiti, kalsiyam bilurabinatin varligina, karigik tip taslardaki "yesil"

floresans ise bakir bilurabin kompleksine atfedilmistir. Bu gézlem taslar igin farkli bir olusum
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mekanizmasim isaret etmektedir. Ornegin kahverengi taslarm olusumu bakteriyel aktiviteyle
iligkiliyken, karaciger sirozu ve hemoliz (eritrosit yikimi) siyah bilurabin taslarinin

biiylimesinden sorumlu tutulmustur.

2.2.6.2.2. X-1s1m floresan analizi

X-151m1 floresan (XRF) analizi; toz, kati veya sivi numunelerde standart kullanmadan
berilyumdan uranyuma kadar olan elementlerin nitel ve nicel analizi i¢in hizl1 ve tahribatsiz bir
teknik olarak kabul edilmektedir. Bu yontem bir numunedeki temel elementlerin % 0,1
dogrulukla analiz edilmesi i¢in son derece kullanislidir. Eser elementlerin alt tespit sinir1 0,1 ila
10 ppm arasindadir. Uyarict kaynak olarak senkrotron radyasyon kaynaginin kullanilmasi,
parlakliktaki artis nedeniyle tespit sinirimi iki kat diisirmeyi ve kiiciik numune hacimlerini
incelemeyi miimkiin kilmaktadir. XRF i¢ orbitallerden birinden bir elektronu koparan X-
1sinlarina maruz birakilan numunelerden elde edilen spektrumlarin analizine dayanmaktadir.
Dedektor elektronlarin daha yliksek enerji seviyelerinden daha diisiik enerji seviyelerine gegisi
nedeniyle yayilan karakteristik radyasyonu kaydetmektedir. Ornegin; XRF yontemi ayrica
safranin elementel bilesiminin arastirilmasi i¢in de kullanilmaktadir. Patolojik vakalarda
taglarin varliginda, kalsiyum konsantrasyonunda safranin normal bilesimine kiyasla 30 kat artis

bulunmustur.

2.2.6.2.3. Parcacik (proton) kaynaklh X-i1s1m1 emisyonu

Pargacik (proton) kaynakli X-1sin1 emisyonu (PIXE) yontemi; biyolojik orneklerdeki eser
elementler hakkinda yiiksek dogrulukla bilgi saglamaktadir (Na’dan CI’ye kadar olan atomlar
icin yaklagsik 10-20 ppm ve Ca’dan daha agir atomlar i¢in 1-10 ppm). Yontem her bir element
icin Orneklerin proton bombardimani1 ve i¢ elektron kabuklarinin iyonizasyonuyla iiretilen
karakteristik X-1ginlarinin 6lgiimiine dayanmaktadir. Yayilan foton sayis1 6rnekteki elementin
kiitlesiyle orantilidir. Foton iiretim olasiligi; gelen protonlarin toplam sayisina (proton akimi)
ve enerjilerine (genellikle 1 MeV ile birkag on MeV araliginda) baglidir ve elementlerin
kantitatif analizi bu iki parametrenin dogru bir sekilde bilinmesini gerektirmektedir. Proton
1sininda tiim numunenin veya temsili bir kisminin bulunmasi énemlidir. Bu nedenle jelatin
¢ozeltisinde homojen bir hedef olusturmak igin safra taslarmin toz haline getirilmesi
gerekmektedir. Ca, Fe, Mn, Cu, Zn elementlerinin konsantrasyonlari, diger baz1 yontemlerle

elde edilen degerlerle ortiismektedir. Farkli tipteki safra taglarinin PIXE ile belirlenen kimyasal
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bilesiminin ve karsilik gelen safra tasi ¢esidinin karsilastirilmasi neticesinde; taslarda ve
safrada bulunan elementlerin konsantrasyonlari arasinda bir korelasyon olmadigi sonucuna

varilmstir.

2.2.6.2.4. Notron aktivasyon analizi

Notron aktivasyon analizi (NAA), numunelerin nétron bombardimanindan sonra radyoaktif
malzemelerin  spektrumlarinin  incelenmesine  dayanmakta olup hem  element
konsantrasyonlarin1 6lgmek hem de radyoaktiviteyi belirlemek i¢in kullanilmaktadir. 1936
yilinda Hevesy ve Levi tarafindan kesfedilen NAA (Hevesy ve Levi, 1935, Hevesy and Levi,
1936); kati, sivi ve gazlarin neredeyse tiim elementlerinin nitel ve nicel analizine olanak
tanimaktadir. izotoplar1 tanimlamak icin nitel analizlerde yari émiir ve kuantum enerjisi
belirlenebilirken, nicel analizlerde ise (konsantrasyon Olgiimleri); belirli bir siire boyunca
radyasyon dozu, termal notron akisi, 1sinlama siiresi, spektrumun belirli bir tepe noktasi igin
yayict ve dedektoriin verimliligi ve isimnlamadan sonra numunenin maruz kalma siiresi
belirlenebilmektedir. Radyoaktif numunelerin gama spektrumlarindan, ¢ok diisiik element
konsantrasyonlari elde edilmektedir. Safra taglarindaki en diisiik metal konsantrasyonlari, Co,
Sb, Cs, Cr, Ag, Rb, Se ve I i¢in (konsantrasyon artig sirasina gore) 2 ppb ve 10 ppm olarak
bulunmustur. Lin ve arkadaslar1 (Lin vd., 1990); yalnizca Na, Mg, Cl, Sc, Ca, Cr, Mn, Fe, Co,
Zn, Cu, Se, As, Br, Rb, Sr, I, Hg elementlerinin konsantrasyonlarint 6l¢gmekle kalmayip, ayni
zamanda her tiirlii tagin (kolesterol, karisik ve bilurabin siyahi) ¢ekirdeklerinde Ca, Mg, Fe, Co,
Zn, Na ve Cl’yi bulmay1 ve tas g¢ekirdeklerinin yiizeylerinde Ca ve Rb igeriginde bazi
farkliliklar tespit etmeyi bagsarmiglardir.

2.2.6.2.5. Atomik absorpsiyon spektroskopisi

Atomik absorpsiyon spektroskopisi (AAS), kimyasal elementlerin kantitatif 6l¢iimii igin
kullanilan spektroanalitik yontemdir. AAS, temel haldeki serbest atomlarin belirli dalga
boylarindaki 15181 absorbe etmesi prensibine dayanmaktadir. Bu segici absorbsiyon, karmagsik
matrislerdeki element konsantrasyonlarinin nicel olarak Olclilmesine olanak tanimaktadir.
Herhangi bir elementte elektronlar, ayrik enerji seviyelerini isgal etmektedir. Bir atomun
enerjisi, temel hali ile uyarilmis hali arasindaki enerji bosluguna tam olarak karsilik gelen bir
fotonu absorbe ettiginde, elektronik bir gegis meydana gelmektedir. Cogu element igin bu

gecisler, spektrumun ultraviyole (UV) veya goriiniir (Vis) bolgelerindeki dalga boylarina
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karsilik gelmektedir. AAS'de, analiz edilecek element bir 1s1 kaynagi ile serbest atomlara
dontistiiriilmekte (atomizasyon) ve o elemente 6zgii bir dalga boyuna sahip bir 151k demeti
1sitilmig buhardan gecirilmektedir. Isik absorbsiyonunun derecesi, Beer-Lambert yasasina gore,
absorbe eden atom sayisiyla ve dolayisiyla elementin konsantrasyonuyla dogru orantili olarak

tespit edilmektedir.

Safra taglarinin kimyasal analizinde, ¢ozeltilerden numuneleri alevde atomize etme ve katilari
firinda buharlastirma yontemlerinin her ikisi de kullanilmaktadir. Saf kolesterol ve bilurabin
taslarindaki hafif elementler olan Ca, Mg, Na, K i¢in Kkarsilastirmali analizler
gerceklestirilmistir. Hg, Pb, As, Cr, Co, Cd gibi agir metalleri ortaya ¢ikarmak i¢in de kronik
kolesistitli malign ve premalign safra kesesi karsinomu olan ¢esitli hasta gruplarinin safra taslari
analiz edilmistir (Mondal vd., 2016). Safra taslarindaki en yiiksek Hg ve Pb konsantrasyonlari
karsinomlu hastalarda tespit edilirken, diger elementler tiim 6rnek kategorileri igin yaklasik
olarak ayni seviyede bulunmustur. Kolesterolde ve 6zellikle bilurabin taslarinda yiiksek Pb
igerigi (Weerakoon vd., 2015)’da tarafindan tespit edilmistir ve bu durumda sosyodemografik
faktorlerle ilgili arastirmalarin yogunlastirilmas: igin bir gerekge olusturulmustur. Safra
taslarindaki agir elementleri analiz etmek icin basit bir AAS yontemi kullanmanin temel
amaglarindan biri, diyet ve/veya g¢evresel kosullarin roliiniin degerlendirilmesiyle element

konsantrasyonlari ile tas olusum mekanizmasi arasinda bir korelasyon kurmak olmustur.

2.2.6.3. izotop ve radikallerin tanimlanmasi ve analizi

2.2.6.3.1. Yiiksek ¢oziiniirliiklii gama 1s1n1 spektrometrisi

Yiiksek ¢Oziiniirlikli gama 1smn1 spektrometrisi, safra taslarindaki radyoaktif izotoplar
tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. Gama 1ginlariin enerjisi ve yogunlugu, sintilasyon veya yari
iletken dedektorlerle donatilmis gama spektrometrelerinde, gama kuantalarinin dedektor
malzemesiyle etkilesiminden sonra olugan ikincil ytiklii parcaciklar (elektronlar ve pozitronlar)
kullanilarak belirlenmektedir (fotoelektrik etki, Compton etkisi, elektron-pozitron ¢ifti
olusumu). Dedektoriin temel 6zellikleri, genellikle yiizde olarak ifade edilen ¢oziiniirliik ve
algilama verimliligidir. Yiksek saflikta germanyum (HPGe) dedektorleri, en iyi enerji
¢cozlnirligini saglamaktadir ve dedektoriin boyutuna bagl olarak en pahali olanlardir. Bu

yontemin uygulanmasi, safra taslarinda dogal radyoniiklidler olarak kabul edilen ?**Pb (196
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Ba/kg), 2*Bi (170 Bq/kg) ve “°K (54 Bg/kg) izotoplarinin yan1 sira eser miktarda uranyumun

varliginin belirlenmesini miimkiin kilmistir.

2.2.6.3.2. Elektron paramanyetik rezonans

Sovyet fizik¢i E. Zavoisky tarafindan 1944 yilinda kesfedilip gelistirilen elektron paramanyetik
rezonans (EPR) spektroskopik yontemi; elektromanyetik dalgalarin eslesmemis elektronlar
tarafindan rezonans absorpsiyonuna dayanmakta olup paramanyetik merkezler hakkinda bilgi
saglanmaktadir. Bu yontem safra taslarinin onemli bir 6zelligi olan kristallerdeki safsizlik
iyonlarinin (paramanyetik merkezler) konsantrasyonunu belirlemeyi miimkiin kilmaktadir.
Kolesterol taslarinin EPR spektrumlarinda, serbest bilurabin radikallerinin varligini1 gdsterirken
(Cavalu vd., 2015) bilurabin sinyaline ek olarak Mn?* iyonlarmin varligindan kaynaklanan daha
karmagik bir sinyal ortaya c¢ikarilmistir. En yiiksek Cu?* ve Fe®* iyon konsantrasyonlari siyah
bilurabin taslarinda bulunmustur. Safra taslarindaki Ca ve Cu bilurabinat komplekslerinin
yapisida incelenmistir. Bilurabin oksidasyonunun safra taslarinin ¢ekirdeklenmesi ve biiyiimesi
tizerindeki etkisinin incelenmesi, serbest bilurabin radikallerinin olusumunun patolojik siirecin
bir pargasi oldugunu gostermistir. Yaslanma, obezite, enfeksiyonlar, inflamasyon, hematit ve
pankreatit gibi hastaliklarin  bilurabin metabolizmasinda 6nemli bir rol oynadigina
inanilmaktadir. Tiim bu faktorler bilurabinin hizli oksidasyonunu ve serbest radikallerin

polimerizasyonunu tetikleyerek safra tasi olusumuna yol agmaktadir.

2.2.6.4. Faz bilesiminin incelenmesi

2.2.6.4.1. Raman spektroskopisi

Raman spektroskopisi; bir numuneye odaklanmis tek renkli bir 151k demetinin (bir lazerden)
etkilesimini ve buna eslik ederek sagilan radyasyonun enerjisinde, gelen (uyarici) 1smnin
enerjisine kiyasla bir degisimin varligin1 tanimlamaktadir. Raman spektrumlari, gelen tek renkli
radyasyon ile molekiiller (veya iyonlar) arasindaki esnek olmayan ¢arpigmalar nedeniyle ortaya
cikmaktadir. Foton enerjisindeki degisimin tahmini bir molekiiliin enerjisindeki degisim ve yeni
bir seviyeye gegcis hakkinda fikir vermektedir. Sagilan 15181n enerjisi hem azalabilmekte (Stokes
sacilmasi) hem de artabilmektedir (anti-Stokes sagilmasi). Kural olarak sagilan 1g1gin spektral
cizgileri diisiik bir yogunluga sahip olup bu nedenle yontem numunedeki ana bilesenleri

belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Rezonans Raman etkisi kullanilirsa sinyallerin yogunluklar
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en az on kat artarken, numunedeki elektronik gegislere karsilik gelen dalga boyuna sahip
uyarma radyasyonu ile de iyilestirme saglanmaktadir. Numune bilesenlerinin tam olarak
tanimlanmasinin 6niindeki oldukga ciddi bir engel, spektrumu Raman spektrumuyla ortlisen bir
floresan bilesiginin varligi olabilir. Boyle bir zorlukla bilurabin safra taslar1 izerine yapilan bir
calismada (Liu vd., 1999) karsilasilmis ve kolesterol taslarinin zayif Raman sagilimlari oldugu
vurgulanmigtir. Molekdilleri tanimlamak igin, saf bilesiklerden elde edilen standart
spektrumlara (referanslara) sahip veritabanlari kullanilmigs ve bunlar deneysel verilerle
karsilastirilmistir. Raman spektroskopisinin cazip Ozellikleri, basit numune hazirlama ve
tahribatsiz etkidir ancak numunelerin lazer 1s1n1 altinda eriyebilecegi unutulmamalidir. Bu
yontem taslarda yiiksek kalsiyum karbonat icerigine (aragonit) ve bilurabine sahip iki tiir
minerali ortaya ¢ikarmakta, tanimlamakta ve ayrica kolesterol, oksalatlar ve tirik asidi de tespit
etmektedir. Raman spektrumlarinin kalibrasyon egrileri kullanilarak safra taslarinda tiglii bir
karisima sahip yapida, kalsit, aragonit ve vateritin kantitatif analizi i¢in kullanilabilecegi
belirtilmistir (Palchik vd., 2005) ancak deneysel bir kanit bildirilmemistir. Raman
spektroskopisi ayrica kolesterol taslarinin mikro diizeyde homojenligini ve safligini
degerlendirmek ve proteinlerin, metallerin bilurabin komplekslerinin ve kalsiyum tuzlarinin

yoklugunu dogrulamak i¢in de faydal bir tekniktir.

2.2.6.4.2. Kizilotesi spektroskopisi

Kizil6tesi spektroskopisi (IR), kizilotesi radyasyon bir numuneden gecerken molekiillerdeki
veya bunlarin bireysel gruplarindaki titresimlerin uyarilmasiyla olusan absorpsiyon
spektrumlarinin kaydedilmesine dayanmaktadir. Absorpsiyon yalnizca enerjisi molekiillerdeki
titresimlerin uyarilma enerjilerine karsilik gelen dalga boylarinda meydana gelmektedir. Bu
nedenle kizil6tesi radyasyonun maksimum absorpsiyonunun gozlemlendigi dalga boylari (veya
frekanslar), molekiillerde fonksiyonel gruplarin varligini géstermektedir. Bu 6zellik bilesiklerin
yapisini belirlemek i¢in kullanilmaktadir, bu nedenle kizil6tesi spektroskopisi, mantiksal olarak
malzemelerin faz kompozisyonunu inceleme yontemi olarak adlandirilmaktadir. IR
spektroskopisi ile safra tagi kompozisyonunun incelenmesine iliskin ilk makalelerden biri 1960
yilinda yaymlanmistir (Chihara vd., 1960). O zamandan beri ¢ok sayida deneysel veri
bulunmaktadir ve yontemin gelistirilmesi sayesinde, belirli molekiiler i¢cin emilim frekanslarini
iceren Ozel tablolar kullanilarak kantitatif analiz yapmak miimkiin hale gelmistir. IR spektrum
veritabanlari, bilinmeyen bilesiklerin bir referansla karsilastirarak otomatik olarak

tanimlanmasina olanak tanimaktadir. IR ¢alismalar ile kolesterol taglarinin safra taglarinin ana
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bileseni oldugu (numunelerin yaklasik %85°1), diger taslarin ise yaklasik %1,5 nin kalsiyum
ve %0,5-1,0 nin ise fosfat ve kalsiyum karbonattan olustugu gésterilmistir (Trotman vd., 1977).
Bilurabin kalsiyum karbonat ve kalsiyum karbonat olmayan diger taslarda IR ile
tamimlanmustir. Bilurabin ve kolesterol taslarinin farkli olusum mekanizmalarina sahip oldugu

da 6ne siiriilmustiir.

2.2.6.4.3. Toz X-151m1 Kirmnimi

Toz X-1s51mm1 kirmmimi (XRD), sagilma yogunlugu ile X-isinlariin sagilma agis1 arasindaki
iliskiler araciligiyla bilesiklerin yapisal parametrelerini incelemek i¢in kullanilan bir yontemdir.
Deneysel XRD deseni kristal yapinin bir "parmak izi"dir. Farkli fazlarin bir karigimi, her fazdan
farkli kirmim desenleri kombinasyonunu vermektedir. Nitel analiz genellikle deneysel verilerin
ICSD tablolarindaki standart kirinim desenleriyle (referanslar) karsilastirilmasiyla
gerceklestirilmektedir ve fazlarin nicel analizi, tim fazlardan kirinim maksimumlarmin bagil
yogunluklarinin Olgiilmesini  gerektirmektedir. Safra tasi incelemesinde XRD’nin ilk
uygulamalarindan biri muhtemelen 1941°de belirtilmistir (Pepinsky vd., 1941). Safra taglarinin
inorganik Dbilesenleri, ii¢ kalsiyum karbonat formunun (kalsit, vaterit ve aragonit)
tanimlanmasiyla bulunmustur. Safra bilurabinleri tarafindan stabilize edilen vaterit genellikle
diger iki kalsiyum karbonat1 olmadan tek basina tespit edilmistir. in vivo ii¢ kalsiyum karbonat
formunun olusumu farkli ¢okelme kosullartyla aciklanmistir. Kemik veya dis dokusuna yakin
bir bilesime sahip kiigiik kalsiyum karbonat-apatit kristalleri gibi diger inorganik bilesenler de
tespit edilmistir. Safra taglarinda faz tanimlamasi i¢in, safra taslarindan elde edilen deneysel
orneklerle daha fazla karsilastirma yapmak iizere standart XRD desenleri (referanslar) elde

etmek iizere saf bilesikler sentezlenmistir.

2.2.6.5. Taramal elektron mikroskopisi ve X-1sim1 enerji ayirimh spektrometrisi

Kimyasal/faz bilesimi ile malzemenin 6zellikleri arasindaki korelasyonun kurulmas;
numunelerdeki ayni spesifik alanlardan gerceklestirilen goriintiileme, kirinim ve spektroskopik
islemlerin bazi kombinasyonlarini gerektirmistir. Bu da bilimsel ¢alismalar1 kapsamli hale
getirmis ve patogenez c¢alismalarina katkida bulunmustur. Analitik taramali ve transmisyon
elektron mikroskobu; karmasik malzemelerin yerel yapisini ve kimyasini makroskobik dlgekten

atomik 6l¢ege kadar dogrudan incelemek icin ¢ok giiglii ve cok yonlii bir arastirma aragtir.
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Modern taramali elektron mikroskoplarinda, biiyilk numunelerin yiizey goriintiilerini elde
etmek i¢in birkag yiiz volt ile 30 kV arasinda elektron ivme voltaj1 kullanilmaktadir. Gelen ince
bir elektron demeti ile numuneler arasindaki etkilesim, ikincil ve geri sa¢ilmis elektronlarin
olusumuna neden olmaktadir. ikincil ve geri sagilmus elektronlar tarafindan iiretilen sinyal, ilgili
dedektorler tarafindan toplanmakta ve analiz edilmektedir. Ikincil elektronlar tarafindan
olusturulan SEM goriintiileri, esas olarak yiizey yapisi (topografya) hakkinda bilgi saglarken,
kimyasal bilesimdeki degisikliklerden kaynaklanan atom numarast kontrasti, geri sagilmis
elektronlar kullanilarak elde edilebilmektedir. SEM goriintii yogunlugunu modiile etmek igin

kullanilan bu sinyal, bilginin numunede kaynaklandig1 derinlige de baghdir.

X-151n1 enerji ayirimli spektrometri (EDS) veya X-isin1 dalga boyu ayirimli spektrometri
(WDS), karakteristik X-1s1n1 emisyonunu analiz etmek ve 6rneklerdeki elementlerin dagilimi
hakkinda bilgi saglamak i¢in dedektorlerle donatilmis bir analitik elektron mikroskobu ile
yapilmaktadir. Cevresel taramali elektron mikroskobunda X-1s1n1 EDS ve katodoliiminesans,
safra taslarindaki Ca, Mg, Na ve P’nin lokal kantitatif analizine ve kalsiyum karbonatlar,

oksalatlar ve fosfatlar arasinda ayrim yapilmasina olanak saglamistir (lordanidis vd., 2013).

2.2.6.6. Transmisyon elektron mikroskobu ve X-i1sim enerji ayirimh spektrometrisi

Saf kolesterol taglarinin olusumuna dair bir agiklama; uzun zaman once onerilmistir. Safradaki
kolesteroliin asir1 doygun hale gelmesinin kristallesmeye yol agtigi seklinde one siiriilmiistiir.
Ancak karisik taglarin olusum mekanizmasi hala belirsizdir. Transmisyon elektron mikroskobu
(TEM) ve numunelerin X-1s1n1 EDS’si ile kimyasal mikro analizi (Qiao vd., 2013), kolesterol
kristalleri tizerinde kalsiyum karbonat (vaterit) birikimini dogrulamamigtir. Sferiilit benzeri
vateritin serbest alanda olusma olasiliginin daha yiiksek oldugu ve kolesterolle temasin biiyiime
tamamlandiktan sonra gergeklestigi tespit edilmistir. Ek olarak bilurabin taslarinin kenarlarinda
demir bulunmus, biiyiimelerine kanamanin eslik ettigi ve bunun da kalsiyum karbonat
cokelmesine katkida bulundugu gosterilmistir. Goriintii elde etmek i¢in daha yiiksek radyasyon
dozlarinin gerekli oldugu, yiiksek ¢oziiniirliikliit TEM ile safra tasi kristallerinin incelenmesinin
ardindan gosterilmistir. Yiiksek ¢oziiniirliikli TEM ve elektron kirinimi desenleri, safra
taglarinda kristal pargaciklarin varligini gostermistir. Fazlar elektron kirinimi veya yiiksek
¢Oziiniirliklii TEM goriintiileri ile tanimlanamamistir. Kolesteroliin kristallesmesinin erken

asamalar ile dogal ve yapay safradan (model sistemde) ¢okeltilen ¢esitli morfolojik formlarinin
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safra asitleri ve bilurabinlerle santrifiijlenmesinden sonra incelenmesinde kriyojenik TEM

uygulamastir.

2.2.7. Viicutta safra taslarinin arastirnlmasimin klinik yontemleri (in Vivo)

Enstriimental yontemler safra taslarin erken in vivo tespitinde énemli rol oynamaktadir Ki
bunlar: ultrasonografi (US), manyetik rezonans goriintileme (MRG) ve X-1s1n1 bilgisayarli
tomografi (BT). Tiim bu yontemler taglarin varligi, boyutlar1 ve yumusak dokularin durumu
hakkinda tamamlayici bilgi saglamaktadir. Yontem se¢imi genellikle hastanin anatomisine ve

tagin boyutuna baglidir.

2.2.7.1. Ultrasonografi

Ultrasonografi (US); invaziv olmayan, giivenli, ucuz ve bilgilendirici oldugu igin safra
taglarinin tespitinde standart bir yontemdir. US biyolojik nesnelerden (dokulardan) yanstyan bir
ultrasonik dalganin kaydedilmesi ve bilgisayar analiziyle yapilan bir goriintiileme teknigidir.
Gercek zamanl ultrasonografi, 2 mm kadar kiigiik safra taglarini %95°ten daha yiiksek bir
hassasiyetle tespit edebilmekte ve X-i1sin1 muayenesinin aksine kolesterol taglarinin varligimni
gostermektedir. Ultrasonografi ile bir bulamacin varligin1 ¢ok iyi gostermekte ve tek taslarin
boyutlarini ise iyi bir yaklasimla tahmin edilebilirken karisimdaki kiigiik, orta ve biiyiik taslarin
tespiti, biiyiik taglarin olusturdugu golgeler nedeniyle sorunluluk arz etmektedir. Yontemin

onemli bir sinirlamasi tas bilesiminin belirlenmesinin imkansiz olmasidir.

2.2.7.2. X-151m1 bilgisayarh tomografi

X-1s11 bilgisayarl tomografi (BT), nispeten yliksek kalsiyum igerigine sahip taslarin ve safra
kesesi duvarlarindaki hasarin goriintiilenmesi i¢in uygun bir yontemdir. Bu yontem; bir
nesnenin kolime edilmis bir X-151n1 demeti ile katman katman yanal taranmasina ve iletilen
demetin yogunlugunun, fotonlarin elektrik sinyali tirettigi 6zel bir dedektdr sistemi tarafindan
kaydedilmesine dayanmaktadir. iletilen demet yogunlugunun Sl¢iimleri, bir X-1s1n1 tiipii viicut
etrafinda bir daire cizerken alinmaktadir. X-1s1n1 bilgileri, bir tomografik kesitteki birim
hiicreler  (vokseller) cinsinden yogunluk zayiflamast veya doku yogunlugunun
degerlendirilmesi i¢in bir bilgisayara gonderilmektedir. X-isimn1 yogunluk zayiflamasi

katsayilari, bagil Hounsfield birimleri (HU) cinsinden ifade edilirken burada alt 6lgek siniri,
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havadaki X-iginlarinin zayiflamasina karsilik gelen bin birimdir. Veriler sayesinde kesitin
ekran goriintiisii elde edilmektedir. Safra taslariin yalnizca %70-80’1 BT taramasiyla tespit
edilmektedir ve safra taslarinin goriintiilenmesi dogrudan tasin bilesimine baglidir. Kalsiyum
miktar1 BT nin duyarhiliginda belirleyici bir rol oynamaktadir ve genellikle karisik taslarin

yalnizca yaklasik %601 tespit edilmektedir.

2.2.7.3. Manyetik rezonans kolanjiyopankreatografi

Ilk olarak Wallner ve arkadaslar1 (Wallner VD., 1991) tarafindan tanmimlanan manyetik
rezonans kolanjiyopankreatografi (MRC), safra kanallarini incelemek, kanal tikanikligiin
nedenlerini ve safra kesesi duvarlarinin durumunu belirlemek ve taglari tespit etmek igin
kullanish bir yontem haline gelmistir. BT nin aksine, MRC ydntemi iyonlastirict (X-151n1)
radyasyonunun ve kontrast iyot igeren maddelere karsi toleranssizhigin etkisini ortadan
kaldirmaktadir. Bu yontem, protonlar1 viicuda uygulanan giiclii bir harici manyetik alan
igerisinde (yaklagik 1,5 T) tespit edilebilmekte ve niikleer manyetik rezonans etkisine
dayanmaktadir. Protonlardan gelen sinyal, farkli agilardan bir dilim olarak elde edilen organ ve
doku gorintiilerine doniistiiriilmektedir. Safra tasi tespitinin hassasiyeti %91-100 dogrulugu
ise %92-97 arasindadir. Taslarin siir boyutu yaklagik 1 mm’dir ve 5 nm’den kiigiik taglar MRC
ile neredeyse hi¢ tespit edilememektedir. MRC uygulamasinin temel amaglarindan biri,

genellikle dogru tan1 i¢in gerekli bir kosul olan safra kanallarinin hassas goriintiilenmesidir.
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3.YONTEM

3.1. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

3.1.1. FTIR spektroskopisi nedir?

Fourier dontisimli kizilotesi (FTIR) spektroskopisi; ¢ok yonliiliigii ve basitligi sayesinde
diinya capinda hemen hemen her laboratuvarda kullanilan, minimum numune hazirlama
stireciyle hizli bir sekilde nitel ve nicel bilgi saglayan, malzemelerin kiziltesi 15181 nasil
emdigini Olcerek analiz etmek i¢in kullanilan analitik tekniktir. Kizilotesi radyasyon
numuneyle etkilesime girdiginde, belirli frekanslar/enerjiler molekiiler bag titresimlerine neden
olabilmektedir. Bu frekanslar se¢ici olarak emilmekte ve ayirt edici bir molekiiler parmak izi
gorevi goren spektrum olusturmaktadir. FTIR hem nitel hem de nicel bilgiler saglayarak
malzemelerin tanimlanmasina ve niceliklerinin belirlenmesine olanak tanimaktadir. FTIR;
kimyasal bilesimi, numune kimligini ve yapisal bilgileri belirlemek i¢in ilag, malzeme bilimi,

cevre analizi ve adli tip gibi alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Sekil 3.1. Farkli fonksiyonel gruplarin kiziltesi (IR) spektrumu
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3.1.2. FTIR nasil ¢ahsir?

FTIR kizilotesi 15181 bir numuneden gegirip ardindan farkli dalga boylarinda ne kadar 1s18in
emildigini 6lgerek calismaktadir. Numunedeki her kimyasal bag tiirii, kizildtesi radyasyona
maruz kaldiginda belirli bir sekilde titresmektedir. Bu titresimler ise spektrumun her noktasinda
ne kadar 151k emildigini belirlemektedir. FTIR ile 15181n tiim frekanslar1 ayni anda olgiilmekte
olup, bu sayede de taramali kizilotesi spektroskopi teknigine kiyasla ¢ok daha hizli analiz

gerceklesmektedir.

t
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Yiiksek Dalga Sayis1 Disiik
(Enerji)

Sekil 3.2. Kizilotesi (IR) 151k molekiiler titresimleri baglatabilmekte olup gerekli enerji,

baglarin giiciine ve kiitlelere baglidir
3.1.3. FTIR spektroskopisine kilavuz

Oncelikle siv1 veya kati bir numune; genis bantli kizildtesi 151k kaynagi, bir interferometre ve
bir dedektdr iceren FTIR spektrometresine yerlestirilmektedir. Interferometre, tiim 11k
verilerini interferogram (sinyal yogunlugunun zamana goére fonksiyonu) olarak bilinen tek bir
sinyal olarak toplamaktadir. Kizil6tesi spektrumu ortaya ¢ikarmak icin bu sinyal matematiksel
olarak doniistiiriilmelidir. Fourier doniisiimii ad1 verilen matematiksel bir islem, interferogrami
okunabilir bir spektruma doniistiirmekte olup sinyal yogunlugunun frekansa gore karsilik
(dalga sayis1, cm™) degisim egrileri goriilmektedir. Elde edilen FTIR spektrumu malzemede
bulunan bag tiirlerini ve fonksiyonel gruplari ortaya ¢ikararak, numunenin benzersiz molekiiler

parmak izini saglamaktadir. Elde edilen spektrumlar bilinen spektrum kiitiphaneleriyle
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karsilastirmalar1 yapilarak, bilinmeyen numuneleri tanimlamaktadir. FTIR spektrumlari ayrica
numune konsantrasyonunu belirlemek i¢cin de kullanilmaktadir ve bilinmeyen
konsantrasyondaki numuneler dnceden olusturulmus korelasyon egrileri veya "miktar belirleme
modelleri" ile karsilastirilmaktadir. Kiziltesi spektroskopisinin ¢cogu kullanimi, yaklasik 4 000

ila 400 cm™ arasinda degisen orta kiziltesi bolgesinden gelen 1sik ile yapilmaktadir.

Referans Sabit Ayna Michaelson Interferometresi
Lazeri
Isin Ayirici
g
= .
IR > <> =
5 ~
Kaynagi %
:
o
Lazer
l’ Dedektori

Pencere
Dedektor i ? '

Sekil 3.3. FTIR spektrometrelerinin temel unsuru olan interferometrenin gosterimi

Calisma
Elektrodu

3.1.4. FTIR’mn temel avantajlar

FTIR malzeme analizi i¢in c¢esitli pratik avantajlar sunmaktadir. Tim kizilotesi
frekanslari/dalga sayilarin1 ayni anda yakalayarak, hizli ve verimli bir sekilde 6l¢tim yapilmakta
ve tarama siiresi onemli 6l¢iide azaltilmaktadir. Minimum malzeme ile ¢ok az hazirlik veya hig
hazirlik gerektirmeyen tekniklerle, numune hazirlama adimlar basitlestirilmekte ve birgok
numune dogrudan analiz edilebilmektedir. Hassas veya degerli malzemeler i¢in ideal olan
tahribatsiz analizle numuneler korunmaktadir. Katilar, sivilar, tozlar, yar1 katilar, gazlar ve
macunlar dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli malzemeleri c¢esitli endiistrilerde analizi
gerceklestirilmektedir. Diisiik konsantrasyonlar1 nispeten yiiksek hassasiyetle tespit ederek,
eser bilesenlerin veya kiiciik numune boyutlarinin analizi saglanmaktadir. Tek bir FTIR

spektrumuyla hem nitel hem de nicel analizler yapilmakta; bilinmeyenleri tanimlamakta,
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safsizliklar tespit edilmekte veya konsantrasyonlar dlgiilmektedir. Bu avantajlar FTIR’1 hem

rutin hem de arastirmaya dayali uygulamalar icin giivenilir bir ara¢ haline getirmistir.

... bilinen
maddelerin

spektral
kiitiiphanesi...

... 1le

karsilagtinldiginda
Bilinmeyen maddenin -
spektrumu...

R T—
X yol agar

Sekil 3.4. Fourier doniisiimii kiz1l6tesi (FTIR) spektrumu analizi

3.1.5. FTIR’1n sinirlamalari

FTIR giiglii bir tekniktir ancak unutulmamasi gereken birkag¢ sinirlamasi vardir:

Nem girisimi: Su IR boélgesinde giiglii bir sekilde emilmektedir. Ortaya ¢ikan pik 1slak
numunelerdeki temel sinyalleri gizlemektedir.

Bazi numunelerin sinirh tespiti: Azot (N2) ve oksijen (O2) gibi molekiiller IR radyasyonunu
emmemekte ve tespit edilememektedir.

Karmasik spektrumlar: Karisimlar veya biiyiik molekiiller ortiisen piklere neden olmaktadir.
Bu gibi durumlarda yorumlama, 6zel bilgi ve gelismis islem yazilimlarinin kullanimini
gerektirmektedir.

Kantitatif zorluklar: Konsantrasyonlarin dogru 6l¢timii dikkatli kalibrasyon gerektirmektedir
ve numune kosullarindan etkilenmektedir.

Numune biiyiikliigi: ATR-FTIR kullanildiginda, ¢iplak gozle goriilebilen tim numuneler
analiz edilmektedir.

Heterojen katilar: ATR-FTIR numunenin yalnizca ince bir yiizey tabakasini, genellikle birkag
mikrometre derinliginde 6l¢mektedir. Yigin bilesimini temsil etmeyebilir, bu da onu derinlige
bagli 6zelliklere sahip veya heterojen numuneler i¢in daha az uygun hale getirmektedir. Ancak
bu 6zellik siyah kauguk gibi yliksek emicilige sahip numuneler i¢in ve ayrica bir¢ok dl¢tim tiirii

i¢in de faydali kilmaktadir.
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Numune uyumlulugu: Bazi numuneler yeterli ATR temasi saglamak i¢in ¢ok sert olup ATR

presi ayrica bazi numuneleri delmektedir.

3.2. X-Isim1 Kirimimin (XRD) Prensibi, Analizi ve Uygulamalar

X-1g1n1 kirmnimi (XRD), kristal malzemeleri degerlendirmek ve yapisal 6zelliklerini belirlemek
icin kullanilan giiclii tahribatsiz analitik tekniktir. Bilimsel aragtirmalarda ve endiistriyel
uygulamalarda en yaygin kullanilan karakterizasyon tekniklerinden biri olan XRD,
malzemelerin atomik ve molekiiler yapilar1 hakkinda benzersiz bilgiler saglamaktadir. Bu
teknik; DNA yapisinin belirlenmesinden elektronik, enerji depolama ve ilag uygulamalari igin
gelismis malzemeler gelistirmeye kadar birgcok disiplinde malzeme anlayisimizi kokten
degistirmektedir. XRD analizi; aragtirmacilarin bilinmeyen malzemeleri tanimlamasina, faz
dontisiimlerini izlemesine, kristal kusurlarin1 analiz etmesine ve belirli uygulamalar i¢in

malzeme Ozelliklerini optimize etmesine olanak tanimaktadir.

3.2.1. X-151n1 kirimimi nedir?

X-1s11 kirinimi genel olarak, atomlarin etrafindaki elektronlarla etkilesimler sonucunda X-1s11
demetlerinin yon degistirmesini ifade etmektedir. Ancak terim, kristal malzemelerin atomik ve
molekiiler yapisini incelemek igin bu olgudan yararlanan XRD spektroskopik teknigiyle es
anlamli hale gelmistir. X-1s1nlar1 bir kristal kafesle etkilesime girdiginde, malzeme tanimlama
ve yapisal analiz icin bir "parmak izi" gorevi goren benzersiz bir kirinim deseni
olusturmaktadir. Bu olgu, kristal yapilardaki atomlar arasindaki mesafeye (yaklasik 0,1-10 nm)
benzer dalga boylarima sahip elektromanyetik radyasyon olan X-isinlarinin dalga yapisindan
kaynaklanmaktadir. Bu benzerlik X-isinlarmin atomlarin periyodik dizilimi ile yapici bir
sekilde etkilesime girmesine ve incelenen malzeme hakkinda ayrintili yapisal bilgi ortaya

¢ikaran Olctilebilir kirinim desenleri olusturmasina olanak tanimaktadir.

XRD kristalin malzemeler hakkinda hem nitel hem de nicel bilgi sagladig icin 6zellikle
degerlidir. Bu teknik; bir numunede bulunan farkli fazlar1 tanimlayabilmekte, bunlarin bagil
konsantrasyonlarin1 belirleyebilmekte, kafes parametrelerini 6lgebilmekte, kristal kalitesini
degerlendirebilmekte ve tercih edilen yonelim etkilerini degerlendirebilmektedir. Diger birgok
analitik teknigin aksine XRD tahribatsizdir, yani numune analizden sonra bozulmadan

kalabilmektedir.
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XRD analizi:

Yiiksek hassasiyetle kristal yap1 ve faz tanimlama,

Yapisal karakterizasyon i¢in kafes parametreleri ve birim hiicre boyutlari,
Kalite degerlendirmesi igin Kristalit boyutu ve gerinim analizi,

Cok kristalli malzemelerde tercih edilen yonelim (doku),

Cok bilesenli sistemlerde kantitatif faz analizi,

Uretilen bilesenlerde kalint1 gerilim &lgiimii,

Yari iletken malzemelerde kristallik derecesi,

gibi 6nemli bilgiler saglamaktadir.

XRD’nin ¢ok yonliiliigii, tiretimdeki rutin kalite kontroliinden malzeme gelistirmedeki en son
arastirmalara kadar uzanmaktadir. ilaglardan havacilik ve uzay sanayisine kadar uzanan
endiistriler de, tiriin kalitesini giivence altina almak, yeni malzemeler gelistirmek ve yapi-

Ozellik iligkilerini anlamak i¢in XRD’ye ihtiya¢ duyulmaktadir.

3.2.2. XRD ilkesi

flke olarak bir kristal kafes icindeki atomlar tarafindan X-isinlarinin elastik sagilmasina
dayanmaktadir. Tek renkli X-isinlar1 kristal bir 6rnege carptifinda, atomlarin etrafindaki
elektronlarla etkilesime girerek X-isinlarinin her yone sagilmasina neden olmaktadir. Ancak
yapici girisim yalnizca sacilan dalgalarin ayni fazda oldugu belirli agilarda meydana gelmekte
ve karakteristik kirinim desenini olusturmaktadir. Sagilma siireci, X-151n1 fotonlari ile atomlar
etrafindaki elektron yogunlugu dagilimi arasindaki etkilesimi igermektedir. X-isinlar1 bir
atomla karsilastiginda, elektronlarin salinimina neden olmakta ve bu da gelen isinla ayni
frekansta ikincil X-i1ginlar1 tiretmektedir. Bu ikincil X-1gmlart her yone yayilmaktadir ancak
yalnizca belirli yonler tespit edilebilir kirinim tepeleri iireten yapici girisime neden olmaktadir

(Sekil 3.5.).

X-151m1 kaynagi: Cogu malzeme i¢in uygun karakteristik X-1ginlar1 iiretmek tizere bakir (Cu
Ka, /=1,54 A) veya molibden (Mo Ka, 1=0,71 A) hedefler kullanmaktadir. Bakir radyasyonu
cogu rutin analiz i¢in idealken, agir elementler iceren numuneler veya daha yliksek ¢oziintirlik

gerektiginde molibden radyasyonu tercih edilmektedir.
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Girigim Girigim Kirinimh X-isinlari
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X-|$|nlar| 28 kaynagi odaklayicl  Ggriintii- X-1sin1 kirinim
leme ylizeyi
yuzeyi
X-1s1n1 Girigim X-=1s1n1 Kirinimi

Sekil 3.5. a) Yapici ve yikici girisimin diyagrami b) XRD analiz deneyinin basitlestirilmis

diizeni

Kristal malzemesi: Keskin kirinim tepeleri liretmek i¢in malzemenin uzun menzilli periyodik
atomik dizilime sahip olmasi gerekmektedir. Amorf malzemeler keskin kirmim tepeleri yerine

genis ve daginik sagilma desenleri tiretmektedir.

Geometrik diizenleme: Kirmim agilarin1 dogru bir sekilde 6lgmek i¢in X-151n1 demetinin
numuneye diisme agisi, numune yonli ve dedektér konumu hassas bir sekilde kontrol
edilmelidir. Modern difraktometreler de hassas agisal konumlandirma saglamak igin gelismis

gonyometreler ve hizalama sistemleri kullanmaktadir.

Monokromatik radyasyon: Kristal monokromatérler, filtreler veya dalga boyu dagitici
optikler araciligiyla dogru d-araligi hesaplamalarini miimkiin kilmak i¢in X-1s1n1 demetinin

monokromatik (tek dalga boylu) olmas1 gerekmektedir.

Kirinim siireci, paralel kristal diizlemlerden sagilan X-1ginlar1 arasindaki yol farkinin X-1gin1
dalga boyunun tam say1 katina esit olmasi1 durumunda meydana gelmektedir. Bu durum sacgilan
dalgalarin yapici bir sekilde girisim yapmasini ve tespit edilebilir kirinim tepeleri olusturmasini

saglamaktadir.
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3.2.3. Bragg yasasi

Bragg yasasi, XRD’yi yoneten temel denklemdir ve William Lawrence Bragg tarafindan 1913
yilinda formiile edilmistir. Bu iliski, paralel kristal diizlemler tarafindan sagilan X-1sinlarinin

yapici girigimi i¢in gerekli kosullar1 tanimlamaktadir. Matematiksel ifadesi:

nl=2dsin @ (3.1)

seklindedir. Burada: n = kirinim mertebesi (tam sayi: 1, 2, 3...), A = X-1s1m1 dalga boyu (K«
radyasyonu icin tipik olarak 1,5418 A), d = diizlemler aras1 aralik veya paralel kristal diizlemler
arasindaki dik mesafe, @ = Bragg ac¢isidir (gelen X-1s1n1 demeti ile kristal diizlemi arasindaki

agidrr).

Bragg Yasasi’nin Uygulamalari: d-araliginin belirlenmesi, kirinim agilar1 kullanilarak kristal
diizlemleri arasindaki mesafelerin hesaplanmasini saglamakta olup bu da kristal yapilarin
anlasilmasi i¢in olmazsa olmazdir. Birden fazla tepe noktasinin 6l¢iilmesi, hassas birim hiicre
boyutlarinin (veya kafes parametrelerinin) belirlenmesini saglarken, stres altindaki d-araligi
degisimlerinin izlenmesi, malzemelerdeki gerinim ve kalint1 gerilimi ortaya cikarmaktadir.
Ayrica termal veya kimyasal igslem sirasinda d-araliginin nasil degistiginin gozlemlenmesi, faz
doniistimleri hakkinda degerli bilgiler saglamaktadir. Bragg yasast DNA’nin ¢ift sarmal

yapisinin belirlenmesinde de kritik neme sahiptir.

3.2.4. XRD deseninin ozellikleri

Bir XRD spektrumunda, kirinim yogunlugunun kirinim agisina (26) goére degisimi verilirki
burada 6, Bragg agisidir. Her tepe noktasi, Miller indeksleri (hkl) ile karakterize edilen belirli
bir paralel kristal diizlem kiimesine karsilik gelmektedir. Kirinim deseni, her kristal faz i¢in
benzersiz bir parmak izi gorevi gorerek tanimlama ve kantitatif analiz olanag1 saglamaktadir.
XRD deseni (Sekil 3.6.”daki gibi), cesitli tepe 6zellikleri araciligryla kapsamli yapisal bilgiler
saglamaktadir. Sagladig bilgilerden bir ka¢1 su sekildedir:

Tepe konumu: Agcisal konum Bragg yasasi uyarinca d-araligiyla (diizlemler arasi aralik)
dogrudan iligkilidir. Tepe konumlari ile kafes parametreleri, faz, bilesim, sicaklik veya basing

degisimlerinden kaynaklanan yapisal degisiklikler tespit edilmektedir.
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Tepe yogunlugu: Yiikseklik veya entegre alan, kristal yapi1 i¢indeki atom dizilimini ve farkl
fazlarin goreceli bollugunu gostermektedir. Yogunluk oranlari, tercih edilen yonelim etkileri

hakkinda bilgi saglamakta olup nicel faz analizine olanak tanimaktadir.

10000.01 o (111) Zirve 20: 43.3° d-

Lkl araligi: 2.06 A
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Sekil 3.6. Saf Cu i¢in toz XRD deseninin 6rnegi

Tepe genisligi: Kristalit boyutu ve mikrogerinim etkileri de dahil olmak tizere kristal kalitesini
ortaya koymaktadir. Dar tepeler, minimum gerinimli biliyiik ve Iyi olusmus kristalleri
gosterirken, genis tepeler kiiciik kristalitleri veya yiiksek diizeyde yapisal bozuklugu
gostermektedir. Tepe sekli; ayrintili sekli, kristal kusurlari, istifleme hatalar1 ve diger yapisal
kusurlar hakkinda bilgi saglamaktadir. Asimetrik tepe sekilleri genellikle bilesimsel gradyanlari
veya yapisal bozulmalar1 gostermektedir. X-151m1 difraktometresi bilesenleri Sekil 3.7.°de
verilmistir.

X-1s1m1 kayna@i: Metal bir hedef elektron bombardimani yoluyla tek renkli X-isinlari
iiretmektedir. En yaygin kaynak olarak karakteristik Ka radyasyonuna (A = 1,5418 A) sahip
bakir kullanilmaktadir. X-151n1 tlipli yeterli yogunluk iiretmek i¢in yliksek voltajda (tipik olarak
30-60 kV) ve akimda (10-50 mA) calistirilmaktadir.

Gelisen 151n optigi: Isin diverjansini kontrol etmek i¢in Soller yariklari, dalga boyu se¢imi i¢in
monokromatorler ve 151in konsantrasyonu i¢in odaklama aynalari dahil olmak {izere ¢esitli optik

elemanlar kullanilmaktadir. (Sekil 3.7.)
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Sekil 3.7. Yaygin bir XRD enstriimantal diizeninin diyagrami

Numune tablasi: Numuneyi tutma, 6l¢iim sirasinda hassas konumlandirma ve déndiirmeyi
saglamaktadir. Yani numune tablasi dogru agisal konumlandirmaya ve ¢evresel kontrolleri
yapmaktadir. Toz numuneler genellikle cam slaytlara veya kilcal borulara monte edilmektedir.
Dedektor sistemi: Modern difraktometrelerde, ayni anda ¢esitli agilardan veri toplayan konum
duyarli dedektorler (PSD’ler) veya alan dedektorleri kullanilmakta ve bu sayede yiiksek
¢oziinlirliik korunurken 6l¢iim siireside 6nemli 6l¢tide azaltilmaktadir.

Gonyometre: X-1s1n1 kaynagi, numune ve dedektor arasindaki agisal iligkileri kontrol eden
hassas mekanik sistemdir. Modern gonyometreler 0,001°°den daha iyi agisal dogruluk
saglamaktadir. Cihaz X-1sinlarini numuneye yonlendirirken hem numuneyi hem de dedektorii
0-20 geometrisine gore dondiirerek calistirmakta ve dedektoriin kirinim 1sinlarini yapici girisim

icin dogru acida yakalamasini saglamaktadir.

3.2.5. Tek kristal XRD

Tek bir kristal lizerinde XRD islemi gerceklestirilirken, dedektdrde Olciilen desen genellikle
cok belirgin izole tepelerden olusan bir kiime olarak sunulmaktadir (Sekil 3.8.). Her tepe
noktasinin dedektor diizlemindeki konumu ve bu tepe noktalarinin birbirine gore yogunlugu,

tam atomik dizilimin hesaplanmasinda kullanilmaktadir.
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Sekil 3.8. Tek kristal XRD verileri ile toz XRD verileri

Toz tek bir kristal degil de y1gin halindeki (toz halinde) mikro kristal koleksiyonu oldugunda,
dedektor yine de kirinim tepelerini goriir ancak bunlar her yonde dagilmis olup malzemenin
kendisi de her yone rastgele yonelmistir (Sekil 3.8.). Bunun irettigi simetrik halkalara Debye
halkalar1 denmektedir. Dedektoriin diizlemindeki tek kristal tepeleri; orijinal, kirnmamis X-
1sin1 demetinin ekseninde miikemmel bir sekilde dondiiriilmiis ve kirmmim uzayr boyunca
"yayilmis" gibidir. Toz kirinimi durumunda, bu Debye halkalar1 yalnizca halkalarin ne kadar
yogun ve birbirlerinden ne kadar uzakta olduklar1 hakkinda yararl bilgiler igermektedir. Bu
nedenle dedektoriin kendisi, ilgi alanindaki tepe yogunluklarini toplamak i¢in yalnizca tek bir
yonde, Debye halkalarina dik olarak tarama yapmaktadir Ki (Sekil 3.9.) bu da dakikalar
almaktadir. Buna karsilik tek kristal deneyindeki dedektdr, tamamlanmasi ¢ok daha uzun siiren

ve ¢ok daha geligsmis ekipmanlar gerektiren tiim uzay1 taramak zorundadir.

TozXRD —*

Sekil 3.9. Kirinim uzayinda toz kirmimu verisi ve tipik toz kirinimi tepe noktalari
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3.2.6. XRD analizi ve bir XRD grafiginin yorumlanmasi

XRD analizi tepe tanimlama ile baglamakta ve tepe konumlarmin, yogunluklarinin ve
sekillerinin sistematik olarak incelenmesini gerektirmektedir. Her kristalin fazi, yapisal parmak
izi islevi goren benzersiz bir d-araliklar1 ve bagil yogunluklar kiimesi iiretmektedir. Ornegin,
Sekil 3.6. ve Sekil 3.9.’daki kirmim desenleri kullanilarak asagidaki analiz kiimeleri

tamamlanabilir.

Tepe tespiti: Modern yazilimlar, belirli bir yogunluk esiginin {izerindeki tepeleri otomatik
olarak tespit etmektedir. Giiriiltii veya enstriimantal eserlerden kaynaklanan hatali tepeler,
gercek kirmim tepelerinden ayirt edilmektedir.

Tepe indeksleme: Her kirinim tepesi igin Miller indekslerini (hkl) belirlemek, kristal sistemi
ve uzay grubu hakkinda bilgi gerektirmektedir ve her tepeyi belirli paralel kristal diizlemlerine
atamalar yapmaktadir.

Veritabam karsilastirmasi: Gozlemlenen oriintiilerin ICDD (Uluslararast Kirinim Verileri
Merkezi) gibi referans veritabanlariyla eslestirilmesini ve faz tanimlamasini saglamaktadir.
Veritabani bilinen kristal fazlar i¢in 900.000’den fazla referans oriintii icermektedir.

Nicel analiz: Pik yogunluklarini kullanarak bagil faz konsantrasyonlarini belirlemek, tercih
edilen yonelim, emilim ve mikro yapisal etkiler dahil olmak tizere yogunlugu etkileyen

faktorlerin dikkatli bir sekilde degerlendirilmesini gerektirmektedir.

3.2.7.Gelismis analiz teknikleri

Bir X-1s1n1 difraktogrami, mevcut tek tek fazlarin konsantrasyonunu nicel olarak belirlemenin
Otesinde zengin bir veri yelpazesi sunmaktadir. Her faz sistematik olarak da dl¢iilebilen bir dizi

geometrik yonelimi kapsamaktadir.

Rietveld iyilestirme: Bu gelismis yontem, hesaplanan kirmnim desenlerini deneysel verilere
uyarlayarak dogru nicel faz analizi ve yapisal parametreler saglamaktadir. Bu teknik kristal yap1
parametrelerini, tercih edilen yonelimi ve enstriimantal faktorleri ayn1 anda iyilestirmektedir.
Desen ayristirma: Gelismis tepe uydurma algoritmalari, Ortiisen tepeleri ayirmakta ve ayrintili
yapisal analiz i¢in dogru konum, yogunluk ve genislik bilgilerini ¢ikarmaktadir.

Doku analizi: Kutup figiiri dl¢iimleri ve yonelim dagilim fonksiyonu (ODF) analizi,

polikristalin malzemelerde tercih edilen yonelim etkilerini nicellestirmektedir.
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Yapisal parametre belirleme: Tek bir fazin genel yapisinda kiicik degisiklikler
olabilmektedir. Cogu indeksli faz atomlarin Glgiilen diizenlerini temsil etmektedir ancak bu
diizenlemeler bir dereceye kadar farklilik gostermektedir. Bu tiir degisiklikler olusum
siirecindeki farkliliklardan veya olusum sirasinda farkli basing veya sicakliklar gibi belirli
kosullardan kaynaklanmaktadir.

Kafes parametreleri: Bragg yasast ve kristal sistem geometrisi kullanilarak tepe
konumlarindan hesaplanan birim hiicre boyutlaridir. Yiiksek hassasiyetli ol¢timler, kafes
parametresi degisimlerini %0,001 kadar kii¢iik miktarlarda tespit etmektedir.

Kristalit boyutu: Scherrer denklemi kullanilarak tepe genislemesi belirlenmekte ve tepe
genisligi hacim agirlikli ortalama kristalit boyutuyla iligkilendirilmektedir. Analiz, boyut ve
gerinim genigleme etkilerinin dikkatlice ayrilmasini gerektirmektedir.

Mikrogerinim: Williamson-Hall analizi gibi yontemler kullanilarak kirinim agisiyla tepe
genisligi degisimleri iizerinden analiz edilmekte ve numune icindeki kafes parametresi
degisimleri yansitmaktadir.

Tercih edilen yonelim: Gozlemlenen ve hesaplanan tepe yogunluklariin karsilagtirilmasiyla
degerlendirilmekte olup tercih edilen yonelim etkileri, nicel analizi O6nemli Olcilide

etkilemektedir.

3.3. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Taramali elektron mikroskobu (SEM); yliksek enerjili elektronlardan olusan odaklanmis bir 151n
demetinin kullanildigi ve incelenen kati numunelerin yiizeyinde bir dizi sinyalin tretildigi
analitik bir tekniktir. 10 ila 300.000’in iizerinde bir biiyiitme araligiyla numuneleri birkag
nanometrelik bir ¢ozilinilirliige kadar analiz edebilmemize olanak veren; yalnizca ylizey
topografisini degil, ayn1 zamanda bir malzeme i¢indeki kimyasal bilesimi, kristal yonelimini ve
gerilim dagilimimi da ortaya ¢ikarabilen spektrometrik bir tekniktir. Isik mikroskoplarinin
gorlintiileme icin 15181 kullanirken, elektron mikroskoplari da elektronlari kullanmaktadir.
SEM’ler ¢ok ince bir numuneden gegen elektronlar1 tespit eden TEM’lerin aksine, bir
numunenin yakin yiizey bolgesinden yansiyan veya diisen elektronlar1 kullanarak bir goriintii
olusturmaktadir. Elektronlar 1siktan 6nemli 6l¢iide daha kiigiik bir dalga boyuna sahip olup 151k

mikroskoplarindan daha 1y1 ¢6ziintirliik olusturmaktadirlar.
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Sekil 3.10. Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM)

Taramali1 elektron mikroskobu, 5 nm’lik ¢ok kii¢iik bir nokta boyutuna sahip bir 151 halinde
odaklanan elektronlar1 yayan bir elektron tabancasindan olugmaktadir (Sekil 3.10.). Elektronlar
birkag yiiz eV ile 50 keV araligindaki enerji degerlerine hizlandirilmakta ve ardindan saptirma
bobinleri tarafindan numunenin yiizeyi taranmaktadir. Elektronlar yiizeye ¢arpip niifuz ettikge,
numuneden elektron ve foton emisyonuyla sonug¢lanan ¢ok sayida etkilesim meydana gelmekte
ve taramali elektron mikroskobu goriintiileri, serbest kalan elektronlarin bir katot 1s1n tiipii
(CRT) tizerinde toplanmaktadir. Taramali elektron mikroskobunda firetilen baslica goriintiiler
ti¢ tiirdir: ikincil elektron goriintiileri, geri sagilmis elektron goriintiileri ve elementel X-151n1

haritalari.

3.3.1. Taramal elektron mikroskobunun ¢alisma prensibi

Elektronlar bir taramali elektron mikroskobu (SEM) ile hizlandirildiginda, yanlarinda 6nemli
miktarda kinetik enerji tagimaktadir. Bu enerji katti numunedeki olay elektronlar
yavaslatildiginda elektron-numune etkilesimleri tarafindan olusturulan gesitli sinyaller olarak

kaybolmaktadir. Bu sinyaller: SEM goriintiilerinin {iretiminden sorumlu olan ikincil
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elektronlar, geri sagilmis elektronlar (BSE), kirinimli geri sagilmis elektronlar (EBSD), fotonlar
(element analizi ve siirekli X-1sinlar i¢in kullanilan karakteristik X-1sinlart), goriiniir 151k ve
1sidan olusmaktadir. Numuneler genellikle ikincil elektronlar veya geri sacilmis elektronlar
kullanilarak goriintiilenmekte olup ilki numune morfolojisi ve topografisini goriintiilemek i¢in
daha kullanishiyken, ikincisi ¢ok fazli numunelerdeki kompozisyonel kontrastlar1 goriintiilemek

(yani hizl1 faz ayrimi igin) i¢in daha kullanishdir.

Elektron 151

ikincil elektronlar(SE)

Al lektronl: AE
g ecnronaAL) Topografik bil si(SEM)  (~100 nm)

Yiizey atomlanimn yapist

Geri sacilan elektronlar(BSE)

Karakteristik X- 1;m(EDX) —\tom numarast ve faz farkliliklan (500 um)

Kalinlik atom bilesimi

Siirekli X-1s:m1
(Bremsstrahlung)

Elektronik durum bilgisi
(~1-4pm)
(~1-5pm) f (~1 -3pm)

Esnek olmayan sacilma \

Bilesim ve bag durumlari(EELS) EhstiE sl
astik sacilma
' Yapisal analiz ve HR gorintileme (kinnim)

Katodoliimiiminesans (CL) (~1 nm)

ORNEK

Tutarsiz dastik saglma

Tletilen elektronlar
Morfolojik bilgi(TEM)

Sekil 3.11. Elektron — madde etkilesimi sonucu: iiretilen farkli sinyal tiirleri

Olay elektronlari ile farkli atom orbitallerindeki (kabuklardaki) elektronlar arasindaki esnek
olmayan carpigmalar X-1sinlar1 tiretmektedirler. Belirli bir elementin c¢esitli kabuklarindaki
elektronlarin enerji seviyeleri arasindaki farka karsilik gelen tutarli bir dalga boyuna sahip X-
1sinlar1, uyarilmis elektronlar daha diisiik enerji seviyelerine bozundukga iiretilmektedirler. Bir
mineraldeki elementler bir elektron demetiyle "uyarilabilmaktadir” ve bu da belirgin X-1sinlar
emisyonuna neden olmaktadir. Aynt malzemelerin tekrar tekrar analiz edilmesi taramali

elektron mikroskobunun "tahribatsiz" yapist sayesinde miimkiindiir.

3.3.2. Numune nasil hazirlanir?

SEM’de goriintii olugturmanin vakum kosullarina ve elektronlara bagimli olmasi nedeniyle,

bazi numune hazirlama adimlari gereklidir. Ornegin; vakum kosullar1 numunelerin tamamen
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kurutulmasin1 gerektirirken, yliksek iletkenlikleri nedeniyle tim metaller dogrudan dogal
hallerinde kullanilabilmektedir. Elektrigi iletmek icin her ametal numuneye ince bir iletken
malzeme tabakasi uygulanmalidir ki, bu amagla kullanilan araca "piiskiirtme kaplayici"
denmektedir. Elektrik alan ve argon gazi, piiskiirtme kaplayicinin kaplama islemini kontrol

ederken, numune vakum altina alinmis minyatiir bir odada tutulmaktadir.

Gériintiileme kuru ve yiiksek vakumlu (<10 Pa) bir ortamda gerceklestiginden, su igeren
numunelerin goriintiilenmesi zordur ve iletken bir numune gereklidir (aksi takdirde, arka
plandaki bazi sarj sorunlarinin bulanik bir goriintiisii ve numunede elektronlarin toplandigi bazi
parlak alanlar olusacaktir). Iletken olmayan numunenin fotografin1 ¢ekebilmek igin, iizerine

altin ve demir gibi ince bir metal tabakasi piiskiirtilmektedir.

3.3.3. Taramal elektron mikroskobu nasil ¢alisir?

SEM’de elektron tabancasindan elektron demeti salinmakta olup, bir veya iki kondansator
mercek tarafindan yaklasik 0,4-5 nm capinda odaklanma saglanmaktadir. Elektron siitununun
saptirma bobinleri tarafindan x ve y eksenleri boyunca biikiildiikten sonra, demet numuneyle
temas etmektedir. Bu ag¢1 kaymasi, dikdortgen bir numune goriintii alma deseni olan raster
taramasini garanti etmektedir. Elektron demeti malzemeyle temas ettiginde sa¢ilma ve emilim

nedeniyle enerji kayb1 yaganmaktadir.

Ikincil elektronlar, geri sacilan elektronlar ve ayirt edici X-1sinlar1 gibi sinyaller, bir taramali
elektron mikroskobunun elektron demeti, numune i¢indeki ¢esitli derinliklerdeki atomlarla
etkilesime girdiginde tretilmektedir. Taramali elektron mikroskobunda, bu sinyallerin her
birini almak i¢in ayr1 bir dedektor kullanilmaktadir (Sekil 3.12.). Isin elektronlarinin esnek
olmayan sag¢ilmasi, diisiik enerjili ikincil elektronlarin numunenin atomlarinin degerlik veya
iletkenlik bantlarindan disar1 atilmasina neden olmaktadir. Numunedeki atomlarla elastik
sacilma etkilesimleri yoluyla 1sindan yansiyan elektronlara geri sagilan elektronlar
denmektedir. Bir numunedeki ¢esitli elementlerin bollugu, atom numarastyla orantili olan geri

sacilan elektron sinyalinin giicii 6l¢tilerek belirlenebilmektedir.

57



Istk Kaynag .- - - -. Elektron Kaynagi

\J

vl
Yogunlastirici Lens - - - .. Hizalama Bobinleri ——— g |, =

\J

.
.

Lens ---- Elektromanyetik Lensler ‘Z I |

7 ®——————— Dagilmis Elektronlar
\J
\J

®—— Vakum Odasi

Vakum Pompasi

Sekil 3.12. Isik mikroskobu ve taramali elektron mikroskobunun karsilastirilmasi

I¢c kabuktaki bir elektron elektron demeti tarafindan uyarildiginda, daha yiiksek enerjili bir
elektron olusan bu boslugu doldurmakta ve enerji agiga ¢ikararak karakteristik X-1sinlarinin
salinmasina neden olmaktadir. Enerji ayirimli X-151n1 spektroskopisi, numunedeki elementlerin
miktarmi ve dagilimimi belirlemek i¢in bu X-i1smlarinin enerjisini veya dalga boyunu
6l¢mektedir. Numunenin dagilim1 numune tarafindan emilen elektron demetinin algilanmasiyla
gosterilmektedir. Elde edilen goriintii numunenin taranan bolgesini temsil eden bir sinyal
yogunlugu haritasidir. SEM, EDS dedektorlerinin eklenmesiyle element analizi de
gerceklestirmektedir.

Taramal1 elektron mikroskobu goriintiileri yakalamak i¢in numunenin yiizeyi elektriksel olarak
iletken olmali ve statik elektrik birikimini dnlemek igin topraklanmalidir. Numuneleri numune
tutucuya yapistirmak i¢in iletken bir yapistirict kullanilmaktadir. Metallerle ¢alisirken numune
hazirlama i¢in numuneyi tablaya yalnizca iletken bir sekilde monte etmek yeterlidir. Altin,
platin, krom veya grafit gibi elektriksel olarak iletken bilesikler genellikle iletken olmayan
malzemelerin yiizeylerine son derece ince katmanlar halinde uygulanmaktadir. Kaplama

maddelerin vakumda piiskiirtiilmesi veya buharlastirilmasiyla yapilmaktadir. Ayrica tipik bir
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taramal1 elektron mikroskobunun nasil calistigina dair ayrintili bir aciklamasi su sekilde

yapilabilir:

Elektron tabancasi tek renkli elektron akisi iiretmektedir. ilk olarak kondansatér mercek
elektron 1s1nin1 yogunlastirmaktadir. Isin olusturulmakta ve 1sindaki akim miktar1 kondansator
mercek tarafindan sinirlandirilmaktadir. Kondansator acikligi ve mercek yiiksek acili
elektronlart filtrelemek i¢in birlikte ¢aligmaktadir. Isin, kondansatoriin agikligi tarafindan
daraltilmakta ve bu da belirli yiiksek agili elektronlarin filtrelenmesine neden olmaktadir. Tipik
olarak ince prob akim diigmesi, elektronlari ikinci kondansatér mercek araciligiyla dar, siki bir
sekilde odaklanmis, tutarli bir 1smna odaklamak i¢in kullanilmaktadir. Belirli yiiksek agili
elektronlar da bir objektif agiklig1 tarafindan 1sindan uzaklastirilmaktadir. Isin, bir bobin
1zgaras1 tarafindan taranmakta ve tarama hizi (genellikle mikrosaniye araligindadir) 1s1nin her
yerde ne kadar kalacagini belirlemektedir. Isin son mercek olan objektif mercek tarafindan
numunenin istenen alanina odaklanmaktadir. Isin numuneye g¢arptiginda onunla etkilesime
girdiginde tiretilen radyasyonlari tespit etmek i¢in ¢esitli cihazlar kullanilmaktadir. Bu cihazlar
1s1n bir sonraki bekleme noktasina ilerlemeden Once etkilesimleri saymakta ve parlakligi
etkilesim sayisina bagli olan bir CRT iizerinde bir piksel gostermektedir (etkilesimler ne kadar
fazlaysa, piksel o kadar parlaktir). Tarama hiz1 bir saniyede tiim desenin 30 taramasina olanak

tanimaktadir.

3.3.4. Taramah elektron mikroskobunun parcalar:

Elektron kaynagi: 1-40 kV voltaj araliginda, termal 1s1 kullanilarak elektronlar tiretilmekte
olup elektronlar, goriintii olusturmak ve istatistiksel analiz yapmak icin kullanilabilen bir 1s1n
tizerinde odaklanmaktadir. Tungsten filamentler, lantan hekzaboriir ve alan emisyon tabancalari
(FEG’ler) ii¢ ana elektron kaynagidir.

Mercekler: Kaynaktan gelen elektron 1s1n1, kolondan gegmeden 6nce birden fazla kondansator
mercek tarafindan odaklanmakta olup bir elektron noktasi olusturmaktadir.

Tarama bobini: Isinlayici 1sin1 nesnenin yiizeyine yonlendirmek i¢in kullanilmaktadir.
Dedektor: Ikincil elektronlar, geri sacilan elektronlar ve kirmima ugrayip geri sacilan
elektronlarin ayr1 ayr1 tanimlanip analiz edilebilmesi icin birden fazla dedektor kullanilmakta
olup dedektdr performansi, voltaj hizina ve numune yogunluguna son derece duyarlilik
gostermektedir.

Goriintiileme cihazi
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Sekil 3.13. SEM’in ana bilesenleri ve goriintiileme prensipleri

3.3.5. Elektron-madde etkilesimi

Yiiksek miktarda enerjiye sahip birincil elektron bir atomla temas ettiginde, elektron ya atom
elektronlartyla elastik olmayan sacilma ya da atom ¢ekirdegiyle elastik sagilma yasamaktadir.
Bir elektron elastik olmayan bir sekilde baska bir elektronla ¢arpistiginda, ilk elektron sahip
oldugu enerjinin bir kismini1 diger elektrona vermektedir. iletilen enerji miktar1 yeterli
oldugunda, diger elektron kendini numuneden serbest birakmaktadir. "Ikincil elektron" (SE)
terimi, gelen elektronun baslangigta carptigi atomun orbitallerinden birinden yayilan bir
elektronu ifade etmektedir (eger yayilan elektronun enerjisi 50 eV’den azsa). SE resimleri

ikincil elektronlarin diisiik enerjisi nedeniyle topografik farkliliklara karsi son derece hassastir.
Geri sagilmis elektronlar, elastik olarak sagilmis ve esasen gelen veya ana elektronlarla

neredeyse ayni enerjiye sahip olan yiiksek enerjili elektronlardir. Geri sagilmis elektronlar,

yiiksek enerjili gelen elektronlar sagildiginda olugsmaktadir. Numune malzemesinin atom
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numarasi ne kadar yiiksekse, numunenin geri sagilma olasilig1 o kadar yiiksektir. Geri sagilmig
goriintliler element tanimlamasi i¢in kullanilamasa da, atom numarasi bakimindan biiyiik
Olgiide farklilik gosteren numune bolgeleri arasinda degerli bilgiler iceren kontrastlar
tretmektedir. Bu kontrastlar numunenin genis bir deger araligina sahip boliimleri arasinda
ortaya ¢ikmaktadir. Dolayisiyla BSE goriintiisti topografik kontrasta ek olarak, atom numarasi
kontrast1 da saglamaktadir. Taramali elektron mikroskobundaki bir diger elektron etkilesimi,
birincil elektronun numunedeki bir atomla carpisarak ¢ekirdek elektronunu disar1 atmasidir.
Uyarilmis atom kimyasal karakterizasyon i¢in kullanilan ayirt edici bir X-1s1n1 fotonu veya bir

Auger elektronu tlireterek temel durumuna bozunmaktadir.

Salinan karakteristik X-1s1n1 veya Auger elektronlarmin enerjisi, gelen atomun kimyasina
Ozgldiir ve dolayisiyla bunlarin incelenmesi, incelenen numunenin kimyast hakkinda énemli
bilgiler saglamaktadir. Elektron demetini belirli noktalara yogunlastirarak, kimyasal degisimler
hakkinda bilgiler elde etmek miimkiindiir. Ancak, karakteristik X-i1gin1 hakkindaki bu tiir
bilgilerin (ve dolayistyla kimya hakkindaki bilgilerin) yaklasik bir mikron derinlikten iiretildigi
ve bu nedenle 151 boyutu yanal 6lgekte daha dar olsa da, bilginin bu derinlik iizerinden
ortalamasinin alindig1 unutulmamalidir. Kimyasal analiz yetenekleriyle birlestirilen taramali
elektron mikroskobu, yalnizca toplu ve nanoyapili malzeme ve cihazlarin morfolojisi ve mikro
yapilarmin bir goriintiisiinii sunmakla kalmamakta, ayni1 zamanda kimyasal bilesim ve dagilim

hakkinda da kapsamli bilgiler saglamaktadir.

Goriintillemede kullanilan elektron demetinin dalga boylar1 ve sistem etrafindaki sayisal
aciklik, bir cithazin ayirma giictiniin teorik sinirin1 belirlemektedir. Bir cihazin ayirma giicii R,

su sekilde tanimlanir:
R = 2/2NA (3.2)
Burada; NA, kondansatoriin veya objektifin elektron saglama yeteneginin Olgiisii olup 4,

kullanilan elektronlarin dalga boyudur. Sayisal agiklik her objektif ve kondansator merceginin

tizerine yazilidir.
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Sekil 3. 14. Taramal1 elektron mikroskobu ile goriintiilenen safra taslarina bir 6rnek

3.3.6. Geri sacilmus ve ikincil elektronlar

Bir madde igindeki elektronlarin etkilesimi sonucu; birgok farkli tiirden elektron, foton veya
1sin dretilmektedir. Geri Sacilmis (BSE) ve ikincil (SE) elektronlar, taramali elektron
mikroskobunda goriintiileme i¢in kullanilan iki elektron bi¢imidir. Isin ve numune arasindaki
elastik etkilesimlerden sonra, ana elektron 1sminin bir parcasi olan BSE’ler yansitilmaktadir.
Tersine ikincil elektronlar numunenin atomlarindan kaynaklanmakta ve numune ile elektron
1511 arasindaki elastik olmayan etkilesimlerin sonucu olarak olugsmaktadir. BSE’ler ve SE’ler,
numunenin ¢esitli kisimlarindan kaynaklandiklar1 igin gesitli bilgiler saglamaktadir. BSE
goriintlilerinde atom numarasi ve parlaklik arasinda agik bir korelasyon vardir; atom numarasi
ne kadar yiiksekse, malzeme o kadar parlak goriinmektedir. SE goriintiileme ile daha fazla
yiizey ayrmtisi elde edilmektedir. Elektron-madde etkilesimleri neticesinde tespit edilen X
1s1nlar, element analizi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Herhangi bir malzemenin yaydigi
X-1ginlarinin enerjisi, o malzemenin parmak izi olarak distiniilmekte ve bir numunenin
elementel yapisini, o numuneden yayilan X-1sinlarinin enerjisini 6lgerek belirlemek miimkiin

olmaktadir.
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"Elektronlar nasil tespit edilmektedir?" sorusuna cevap arayalim. Geri sagilan elektronlar1 ve
ikincil elektronlart tespit etmek i¢in ayr1 ayr1 dedektdrler kullanilmaktadir. Geri sagilan
elektronlar, elektron i1smina es merkezli olarak kati hal dedektdrlerini numunenin iizerine
yerlestirerek tespit edilmektedir. Cesitli elementler degisen sayida elektron yansittigindan, bir
goriintii olusturmak i¢in geri sagilan elektronlar da kullanmilmaktadir. Sonu¢ olarak bir
numunedeki farkli bilesenler geri sagilan elektronlara farkli miktarlarda enerji katacagindan,
bir numunedeki c¢esitli bilesenlerin dagilimi, geri sacilan elektronlarin yogunlugu ve 1sin
konumu kullanilarak taramali elektron mikroskobu ile goriintii olusturmaktadir. Geri sagilan
elektronlar, daha agir olan ve daha fazla elektron yansitan elementlerin goriintiide daha parlak
goriinmesini saglayarak kimyasal bilesimdeki farkliliklart ortaya c¢ikarmaktadir. SEM
malzemeleri tanimlamak i¢in yararli olsa da, element bollugunu 6lgmek icin element dagilim

spektrumu (EDS) gerekmektedir.

Simdi de "Bu durumda veriler nasil yorumlanmaktadir?" sorusuna cevap arayalim. Kullanilan
dedektdre bagli olarak, malzemenizi nanometre dlgeginde incelemenize olanak tantyan g¢esitli
SEM goriintiileri olusturulmaktadir. En yaygin olarak numuneden elastik olmayan sagilma
yoluyla yayilan ikincil elektronlar dedektor tarafindan tespit edilmektedir. Numunenin
topografyasinin gri tonlamali goriintiileri; 1sinin konumu ile tespit edilen ikincil elektron
sayisinin birlestirilmesiyle olusturulmakta ve bu sinyal giiclinii gostermektedir. Cesitli
elementler farkli sayida elektron yansittigindan, goriintii olugturmak i¢in geri sacilan elektronlar
da kullanilmaktadir. Sonug¢ olarak bir numunedeki farkli bilesenler, geri sagilan elektronlara
farkli miktarlarda enerji katacaktir. Bir numunedeki ¢esitli bilesenlerin dagilimi, geri sacilan
elektronlarin yogunlugu ve 1sin konumu kullanilarak olusturulan SEM goriintiisiinden
belirlenmektedir. Geri sagilan elektronlar; daha agir olan ve daha fazla elektron yansitan
elementlerin goriintiide daha parlak goriinmesini saglayarak, kimyasal bilesimdeki farkliliklart
ortaya c¢ikarmaktadir. SEM malzemelerin tanimlanmasinda kullanighi olsa da, element
bollugunun Olglilmesi i¢in element dagilim spektrumu (EDS) verilerine de ihtiyag

duyulmaktadir.

3.3.7. Taramah elektron mikroskobundan elde edilebilen bilgiler

Topografya: Bir nesnenin yiizey oOzelliklerini veya "nasil goriindiigiini" yalnizca birkag

nanometre iginde tanimlamaktadir.

63



Morfoloji: Nesnenin bilesen parcalarinin seklini, boyutunu ve diizenlenmesini ayrica
numunenin yiizeyinde mevcut olan veya kimyasal agindirma ya da taslama ile goriiniir hale
getirilen ozelliklerini birkag nanometre iginde tanimlamaktadir.

Bilesim: Numuneyi olusturan elementler ve bilesikleri ayrica kristalografik bilgiyi (numunenin
atomlarinin diizenlenmesi ve diizen derecesi), mikrometreden biiyiik tek kristal pargaciklari igin

tanimlamaktadir.

3.3.8. Taramal elektron mikroskobunun avantajlari ve dezavantajlari

Cok yonliliigi nedeniyle kati malzemelerin incelenmesi s6z konusu oldugunda taramali
elektron mikroskobu ile karsilastirilabilecek baska bir ara¢ yoktur. Katilarin karakterize
edilmesi gerektiginde taramali elektron mikroskobu vazgecilmezdir. Cogu taramali elektron
mikroskobu kullanimi "sezgisel" olan nispeten basit arayiizlere sahiptir. Birgok kullanim igin
genellikle minimum numune hazirlama yeterlidir. Veriler ¢esitli kullanimlar i¢in hizli bir
sekilde elde edilmektedir. Modern SEM’lerden gelen veriler kolayca aktarilmaktadir. Bunlarin

yant sira bazi 6nemli avantajlari sunlardir:

Coziiniirliik: 15 nm ¢6ziiniirlige sahip dijital goriintiiler elde edilmekte ve bu da; catlaklar,
korozyon, taneler ve tane siirlar1 gibi mikro yapilarin 6zelliklerini tanimlamak i¢in yararl
bilgiler saglamaktadir.

Biiyiitme icin izlenebilir standart: Goriintiiler, bilinen bir referansa gore alindig igin;
kaplama kalinligi, tane boyutu ve pargacik boyutu gibi unsurlar agisindan kolayca analiz
edilmektedir.

Kimyasal analiz: X-igm1 ¢izgi taramalari ve haritalamaya ek olarak, enerji ayiriml
spektroskopi (EDS) ile taramali elektron mikroskobu (SEM) birlikte kullanildiginda, nitel
element analizi yapabilmektedir.

Yukarida verilen bu bilgiler; tiriin kusurlarinin analizi, yabanci bilesenlerin elementel yapisinin
belirlenmesi, kaplama kalinliginin 6l¢iilmesi ve tane-pargacik boyutunun dlgiilmesi gibi birgok

analiz i¢in kullanilmaktadir.

SEM’de analiz yapabilmek i¢in kati numuneler gereklidir ve bunlar mikroskop haznesine
yerlestirilmelidir. Yatay boyutlar igin tipik tist sinir yaklagik 10 cm iken, dikey boyutlar igin

tipik {ist smir yaklasik 40 mm’dir. Cogu ekipmanin vakum gereksinimleri, numunelerin 107 ila
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10 torr aralignda kararli olmasini gerektirir. Geleneksel SEM; hidrokarbonlarla doymus
kayalar, komiir gibi "1slak" numuneler, organik bilesikler veya sismis killer ve diisiik basingta
pargalanma olasilig1 olan maddeler dahil olmak iizere diisiik basinglarda buharlagma olasilig1
olan numunelerin incelenmesi i¢in uygun degildir. Ancak "diisiik vakum" ve "gevresel"
SEM’ler (ESEM) de vardir ki bu cihazlarla numunelerin ¢ogu sorunsuz bir sekilde
incelenebilmektedir. Bir¢ok ekipman 11°den diisiik atom numarali elementleri (Na) tespit
edememektedir ki SEM’deki EDS dedektorleri de ¢ok hafif elementleri (H, He ve Li) tespit
edememektedir. Cogu SEM’de kullanilan kat1 hal X-151m1 dedektorleri (EDS) hizli ve kullanimi
kolay olsa da, kullanilan dalga boyu ayirimli X-1s1n1 dedektorlerinin (WDS) enerji ¢oziintirliigi
ve diisiik bolluktaki elementlere karsi duyarliligi yetersizdir. Elektriksel olarak yalitkan
numuneler, mikroskop diisiikk vakum moduna sahip olmadig siirece, iletken bir malzemeyle

kaplanmadan tipik SEM’lerde incelenememektedir.

3.4. Numune Hazirlama

Bu tez ¢alismasi i¢in; Subat 2025 ile Nisan 2025 tarihleri arasinda Erzincan Binali Yildirim
Universitesi, Mengiicek Gazi Egitim ve Arastirma Hastanesi, Genel Cerrahi Anabilim Dali’nda,
safra kesesi malignitesi kaniti olmaksizin semptomatik safra kesesi hastaligi nedeniyle
kolesistektomi gegiren 52 hastadan safra tasi ornekleri toplanmistir. Tim hastalar yazili ve
bilgilendirilmis onam alindiktan sonra ¢aligmaya dahil edilmistir. Calisma igin etik kurul onay1
Erzincan Binali Yildinm Universitesi, Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’ndan alinmigtir. Hastalarin tiimiinden ameliyattan 6nce normal karaciger fonksiyon

testleri ve normal tam kan sayimlari istenmistir.

Numune hazirlama adimlar safra tasi analizinde kritik bir rol oynamakta olup bu nedenle 6rnek
hazirlamada gosterilecek hassasiyetle olasi hatalardan kagmilmistir. Cikarilan safra tasi
ornekleri ameliyattan hemen sonra steril kaplara konulmus ve taslar deiyonize su ile
temizlendikten sonra steril gazli bez lizerinde hava ile kurutulmustur. Kurutulan 6rnekler daha
sonra kuru sigelere aktarilmistir. Numuneler daha sonra yiizeydeki kan pihtilarini gidermek i¢in
izopropil alkol (%70) kullanilarak temizlenmis ve deiyonize suyla birka¢ kez yikanmistir.
Toplanan tiim safra taslari, nemini gidermek i¢in 50 °C’de firinda bir saat kurutulmus ve tas
orneklerinin fotograflar1 ¢ekilmistir. Fotograflandiktan sonra, taslar saklama siselerine geri
konulmus ve bir hastadan ¢ikarilan birden fazla safra tasi tek bir 6rnek olarak kabul edilmistir.

Biiyiik taglar (>10 mm), numune merkezine (¢ekirdegine) ulagsmak i¢in steril bir testere
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kullanilarak kesilmis olup merkez ve yiizey 6rnekleri ayr1 ayri1 fotograflanmistir. Safra taglarinin
renk, boyut, sekil ve tas sayis1 gibi dis ve kesitsel morfolojik 6zellikleri ¢iplak gozle incelenmis
ve ylksek hassasiyet ve ¢oziintirliikkte fotograflar1 ¢ekilmistir. Merkez, orta tabaka ve kabuk

olarak belirgin katmanlagsma gosteren secilmis safra taslar1 ayrilmistir. Cekilen tiim fotograflar

Sekil 3.15 ile 3.19. arasinda verilmistir.

Sekil 3.15. Kolesterol taglarinin ¢ekilen fotograflari
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Sekil 3.16. Kalsiyum-karbonat taslarinin gekilen fotograflari

Sekil 3.17. Karisik taslarinin ¢ekilen fotograflari

Sekil 3.18. Fosfat taglariin ¢ekilen fotogratlari
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Sekil 3.19. Bilurabin taglarinin gekilen fotograflari

3.5. Etik Beyam

Erzincan Binali Y1ldirim Universitesi, Genel Cerrahi Anabilim Dali’nda safra tast numuneleri
toplanirken, tiim hastalara numune toplama islemleri ve sonrasinda yiirlitilecek adimlar
anlatilmustir. Erzincan Binali Yildirim Universitesi, Girisimsel olmayan Klinik olmayan Etik
Kurulu’ndan (ERC) izinler alinarak ¢alisma siiresince 1975 Helsinki Bildirgesi’nde (2013
yilinda yapilan diizenlemelerle) belirtilen ilkelere uyulmustur. Gizliligi korumak igin hasta

kimlikleri silinmis ve her safra tasina yeni bir kod verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Mikroyapisal Ozellikler

Safra tas1 veya biliyer litiazis; diinyada 6nemli sosyoekonomik maliyeti olan en yaygin
gastrointestinal hastalik olmakla birlikte safra taslariyla baglantili sorunlar, giderek degisen
insan beslenme aligkanliklar1 ve yasam tarzi diizeni ve ayrica kolesistektomi cerrahi
miidahalesinden sonra tekrarlamalar1 nedeniyle siirekli artmaktadir. Safra taslarinin oral tibbi
tedavisi (ursodeoksikolik asit gibi safra tuzlar1 iceren ilaglar) standart farmakopedeki
ilerlemeyle karsilastirildiginda oldukca sinirli olup taslarin %90’ 1indan fazlasi kolesterol tipinde
(kolesterol > %70), digerleri ise; kalsiyum bilurabinat, CaPO4 ve CaCOs3 igeren ve kolesterol
oranlar1 %70’ten az olan karisik ve bilurabin safra taslaridir. Kolesterol safra taslari; safra
kolesteroliiniin hepatik hipersekresyonu, kolesteroliin hizlandirilmis niikleasyonu ve
kristallesmesiyle safra kesesinin hipomotilitesi gibi ¢esitli faktorlerin bir sonucu olarak asiri
doymus safrada kolesteroliin ¢okelmesiyle gelismektedir. Safra tasi patogenezinin iyi
anlasilmasi, hastaliga karsi etkili bir koruma saglamaktadir ve safra taslarinin yapisal ve
molekiiler analizi; olusumunun kékeni, etiyolojisi ve metabolik temeli hakkinda 6nemli kanitlar
elde edilmesine, belirli bireyleri safra tasi olusumuna yatkin hale getiren risk faktorlerinin

belirlenmesine yardimci olmaktadir.

Gelisme yerlerine gore; safra kesesi taslar1 (¢ogu kolesterol tipi ve siyah taglar) veya safra
kanalinda safra taslari (¢ogu safra kesesinden salgilanan ve esas olarak kalsiyum bilurabinattan
olusan safra tarafindan siiptiriiliir) olmak {izere safra taslar1 ikiye ayrilmaktadir. Safra taglarinin
olusumu, ¢ekirdeklenmeden itibaren gesitli sliregleri icermektedir. Safra taslarinin in vivo
olusumu yillar almakta ve c¢ekirdeklenmeden safra kesesinde ¢dziinmeyen maddenin
konsolidasyonuna kadar patogenezini izlemek ise olduk¢a zordur. Safra kesesi, suyu ve
sodyumu emerken safrayr yogunlastirmaktadir. Kolesterol taglari, bilurabin ve kalsiyum
karbonat gibi kalsiyum tuzlarindan olusup daha az miktarda protein ve diger eser mineraller
icermektedir. Kolesterol taglari, safra taglarinin dortte iiglinden fazlasinin temel bilesenidir ve
bu taglarin ¢ogu kolesterol igermektedir. Yani kolesterol safra taslari, safradaki kolesterol
konsantrasyonu safranin onu c¢ozeltide tutma kapasitesini astifinda olusmaktadir. Safra
taglarinin kimyasal bilesimi ve safra tasi i¢cindeki farkli bilesenlerin/elementlerin dagilimi,

patogenezlerini ve dolayisiyla dnlenmesini anlamak i¢in dnemlidir.
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Insan safra taslar1 gesitli sekillerde (tetrahedral, oval veya diizensiz sekillerde), boyutlarda ve
kristalden amorf yapiya kadar gesitli yapilarda bulunmakta olup renkleri kremsi beyaz ve
saridan siyah ve kahverengiye kadar degismektedir. Taslarin boyutlar1 da birka¢ milimetreden
5 cm'ye kadar degismekte, tek veya ¢oklu olarak da bulunmaktadirlar. Saf kolesterol taslar
genellikle; tek, beyazimsi ve 2,5 cm'den daha biiyiikken, karigik taslar ise genellikle daha
kiigiik, sayilar1 ¢ok olup ve ¢esitli sekil ve renklerde bulunabilmektedirler. Farkli siniflardan
secilmig safra taglarinin goriiniimii, Sekil 3.15.”- 3.19 araliginda verilmis olup, taslarin; gesitli
sekil, boyut, renk ve belirgin morfolojisi gosterilmektedir. Bu ¢alismada analiz edilen safra
taslari, yaygin kronik 32 kadin (yas: 24-80) ve 20 erkek (yas: 37-68) olmak {izere toplam 52
Erzincan ili merkez veya cevre ilgelerden gelen hastalardan, uzman cerrahlar tarafindan
laparoskopik kolesistektomi yoluyla ¢ikarilmistir. 52 hastadan elde edilen safra taslari, kati
kitleler halinde olup tiim hastalardan 6rnek analizi i¢in bilgilendirilmis onam alinmig ve bu
calismadaki tiim prosediirler Helsinki Bildirgesi’ndeki yonergelere uygun olarak

gerceklestirilmistir.

Incelenen ornekler dncelikle morfolojik ve i¢ yapisal 6zelliklerine gore kolesterol taslari
(n=17; %32,7), kalsiyum karbonat taslari (n=6; %11,5), fosfat taglar1 (n=8; %15,4), karisik
taglar (n=12; %23,1) ve bilurabin taglar1 (n=9; %17,3) olmak iizere bes gruba ayrilmistir (Tablo
4.1.). Tablo 4.1. de incelenen safra taslarinin cinsiyete, yasa ve tas grubuna gore dagilimi
gosterilmistir. Kadin hasta orant % 61,5, erkek hasta orani ise %38,5’tir. Safra tas1 hastaligi
riskinin kadin hastalarda daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Kadin hastalarin %40,6’sinda
kalsiyum karbonat kolesterol tipi taslar gozlenirken, erkek hastalarin ¢ogunda kompozit
kolesterol grubu taslar gozlenmistir. Kolesterol taslari belirlenirken; yiizeylerinin diizgiin
oldugu ve renklerinin g¢ogunlukla soluk beyaz veya saridan sarimsi kahverengiye kadar
degistigi bir aralik esas alinmustir. Bilurabin taslarmin belirlenmesinde ¢ogunlukla siyah ve
kahverenginin farkli tonlarinin hakim oldugu koyu renkler esas alinmistir. Karisik taslarin

belirlenmesinde ise ¢ogunlukla saridan kahverengiye, siyahtan yesile kadar farkli renklerin
durumu esas alinmistir (Cimen vd., 2025, Ha vd., 2018, Jayasoma vd., 2022, Liu vd., 2002).
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Tablo 4.1. Incelenen safra tasi tiplerinin dagilimma iliskin baz1 bilgiler

Kadin Erkek
Numune sayisi 32 20
Ornek (%) 61,50 38,50
Ortalama yag(y1l) 52.28 52,45
Minimum yas(y1l) 24 37
Maksimum yas(y1l) 80 68
>50 yas (%) 50 60
Kolesterol grubunun ortalama yast 47,4 55,3
Karisik grubun ortalama yasi 56,3 46,7
Fosfat grubunun ortalama yas1 61,7 48,8
Bilurabin tas1 grubunun ortalama yasi 60,5 57,9
Kalsiyum Kkarbonat tasi grubunun 48,6 39
ortalama yas1
Kolesterol grubundan 6rnekler (%) 40,6 20
Karisik grubundan 6rnekler (%) 28,1 15
Fosfat grubundan 6rnekler (%) 94 25
Bilurabin grubundan 6rnekler (%) 6,3 35
Kalsiyum karbonat tas1 grubundan 15,6 5

ornekler (%)

Calismada incelenen taglarin boyutlar1 ve bir hastadan cikarilan tas sayisi diger hastalarla
kiyaslandiginda degiskenlik gostermistir. Saf kolesterol taslarmin ¢aplart 0,77 ile 3,2 cm
arasinda degisirken, cogunun polihedral bir sekle sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 3.15.). Tek
parca olarak c¢ikarilan kolesterol taslarinda ise durum farkli olup, genellikle kiiresel veya oval
bir yapr ile karsilasilmistir. Ote yandan, incelenen &rneklerdeki bilurabin taslarinin ¢ogunun
amorf ve kirilgan oldugu, caplarinin 3 mm'den kii¢iik oldugu ve ¢ok sayida tastan olustugu
gortlmiistir (Sekil 3.15.). Kiigiik boyutlu bilurabin taslari agirlikli olarak piiriizlii bir yiizey
goriiniimii sergilerken, digerleri diizensiz bir sekil gostermistir. Karisik taslarin sekilleri
konusunda net bir sonuca varilamamustir; farkli tipler diizensiz, yuvarlak veya oval olarak
kaydedilmistir. Hatta birkag mm’den 2 cm’ye kadar degisen boyutlarda bir¢ok tas
gozlemlenmistir. Kolesterol ve karisik taslarin ¢ogunda, koyu renkli bir merkez tespit
edilmistir. Incelenen safra tas1 fotograflarina bakildiginda Sekil 3.15.’de verilen taslarin keskin
yiizeyli beyaz kalsiyum karbonat taslar1 oldugu goriilmektedir. Sekil 3.16.da gosterilen taslar
beyaz/beyazimsi renkte ve piiriizlii yiizeyli olmalar1 nedeniyle kolesterol sinifina dahil edilmis
olup, yapilarinin biiyiikk kismini kolesterol olusturmaktadir. Sekil 3.17.’deki safra taslar
sarimsi/sarimsi-acitk  kahverengi renkte olmalarnt nedeniyle kanisik taglar olarak
siiflandirilmaktadir. Kolesterol ¢evresinde bilurabin tuzlarindan sonra en bol bulunan faz olup,

tasin merkezinden ziyade yogunlagsmistir ve bu durum Sekil 4.1.”de goriilmektedir.
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Sekil 4.1. Safra taslar kesildikten sonraki kesit fotograflari

Sekil 3.18.’de ise verilen taslar dis ylizeyleri piiriizlii ve koyu renkli olmasi nedeniyle fosfat

grubuna dahil edilmistir. Bu taslar yap1 olarak karisik kolesterol taslarina benzemekle birlikte
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(Sekil 3. 17.), kolesterol ve bilurabin yine bunlarda da baslica faz olarak belirlenmistir. Safra
taslarinda gozlenen orta kisimlardaki siyah rengin nedeni, bakir bilurabinat formundaki Cu’nun
varligidir (Liu vd., 2025, Singh vd., 2020) (Sekil 4.1.A., 4.1.F., 4.1.1. numarali tag gibi). Sekil
3. 19.’da gosterilen (kodlanan) safra taslari; siyah, diizensiz sekilleriyle kolayca ayirt
edilebilmis ve diger taglara gore daha sert bir yapiya sahip oldugu gézlemlendiginden bilurabin

tas1 olarak siniflandirilmistir.

Kesit goriinimlerine bakildiginda, orta bolgede radyal bir mineral/mineral dizilimi goriilmiis
olup (Sekil 4.1.B., 4.1.D., 4.1.E., 41.G., 4.1.M.,4.1.P., 4.1.S.)), genel olarak ii¢ katmanli bir
yapt (kabuk, orta kistm ve ¢ekirdek) ve bu bolgelerle tezat olusturan farkli kalinliklarda
esmerkezli bir halka deseni gozlenmistir. Sekil 4.1. de incelenen safra taslarinin kesit
goriintimleri verilmekte olup; Sekil 4.1.C., 4.1.H. 4.1J., 41K, 4.1L., 41N., 4.1.0.,4.1.Q.,
41R., 41T, 41U, 41V, 41W., gibi baz1 taslarda rastgele dairesel diizenlemeler
gozlenmistir. Ayrica Sekil 4.1.P., Sekil 4.1.Q., Sekil 4.1.R.’de taslarin; sari-kahverengi
kristallenmesi, katmanli-esmerkezli birikintiler halinde i¢ yapisi yogun bir kabuk ve belirgin
bir merkezi kisma sahip agregat tespit edilmistir. Sekil 4.1.B., Sekil 4.1.G., Sekil 4.1.M., Sekil
4.1.P., Sekil 4.1.S.’de verilen taglarda; aragonit heliktitler (dallanmis silindirik veya konik
dendritik uzantilara sahip mineral agregatlar) veya koralitler (birbirine bagli, aralarinda
bulunan bireysel dendrit dallar1 ve kiimelerinden olusan agregatlar) gibi nadir bir morfolojik

yapiya rastlanmugtir.

4.2. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FTIR) Analizi

IR spektroskopisi; IR 1s181inin maddeyle etkilesiminin incelenmesi olup IR 15181, 12800 ile 10
cm™ araliginda degisen dalga sayisiyla karakterize edilmektedir. IR 15181, atomlar arasindaki
molekiiler baglar ve baglarin uglarinda bulunan atom tiirlerine bagli olarak, belirli frekanslarin
molekiiller tarafindan sogurulmaktadir. IR bolgesindeki foton enerjileri, kovalent bagh
atomlarin titresimsel uyarilmasina neden olmaktadir. Kovalent baglarin genellikle esneyebilen,
biikiilebilen, donebilen ve makas gibi hareket edebilen sert yaylar gibi davrandig:
diisiiniilmektedir. Daha yiiksek enerjili orta-kizilotesi radyasyon, molekiiller tarafindan
soguruldugunda temel titresimleri harekete gecirerek, onlar1 temel durumdan ilk titresim
durumuna yiikseltmektedir. Buna karsilik, NIR (yakin IR) spektroskopisi, bu temel
titresimlerden iretilen "iist tonlar" 1n kombinasyon bantlarindan olugsmaktadir. IR ve FTIR

arasindaki fark, FTIR’ nin ham sinyal olarak interferogramdan olusturulmasidir. Bu durum; 1sik
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yogunlugunu, dispersif cihazlarda oldugu gibi dalga boyunun bir fonksiyonu olarak degil,
interferometre i¢indeki bir aynanin konumuna bagl olarak temsil etmektedir. Bu "FT" dir.
Sinyalin dalga sayisinin bir fonksiyonu olarak yogunlugu elde etmek icin, dnce Fourier
doniistimiinden (FT) gecirilmesi gerekmektedir. FTIR spektrumlarmin elde edilmesi,
geleneksel dispersif cihazlara gore ¢ok daha hizlidir. FT yontemi; cok daha iyi bir sinyal-giiriiltii
orani gosteren spektrumlar iiretmekte ve dalga boyu Olgegi ¢ok hassas bir referans lazerle

kalibre edildiginden, IR’den daha yiiksek dalga boyu dogrulugu saglamaktadir.

Artik farkli boyut ve formlardaki gaz, sivi ve kati numunelerin aymi temel cihazla analiz
edilmesini saglayan c¢ok cesitli FTIR cihazlar1 ve ¢ok yonli degistirilebilir aksesuarlar
bulunmaktadir. Normal camin orta-IR gecirgen olmadigini, bu nedenle tiim cihaz optiklerinin
ve Ornekleme aksesuarlarinin diger uygun IR optik malzemelerden yapilmasi gerektiginide
belirtmek gerekir. Kati numuneler i¢in gelistirilen ilk IR teknikleri; analitin 6giitiilmesini,
yiiksek basing altinda kiiciik, kat1 ve seffaf bir diske, genellikle potasyum bromiir (KBr) gibi IR
gecirgen substratlarla karigtirilmasini gerektiriyordu. Bunlar daha sonra gegirgenlik 6l¢timleri
i¢in bir tutucuya monte ediliyordu. Sivi (su i¢ermeyen) numuneler genellikle kiigiik bir ara
parga ile iki IR gecirgen disk arasinda ince filmler halinde olusturuluyordu. Bu tiirden

yontemler hem zaman hem de tekrarlanabilirlik sorunlarini beraberinde getirmektedir.

Son 30 yilda "ATR" (zayiflatilmig toplam yansima) teknigi basta olmak {iizere, alternatif
tekniklerin kullaniminda artis olmustur. ATR; numune hazirligi gerektirmeden, Kristal
pencereye yerlestirilen az miktarda sivi veya kati numunenin yerlestirilmesine ve spektrumun
birka¢ saniye i¢inde toplanmasina olanak tanimaktadir. Kati numuneler i¢in arastirmalarin
cogu ATR ile yapilmaktadir. Daginik yansima i¢in yansitici yarim kiire veya gaz numunesi i¢in

sizdirmaz hiicreler gibi yeni cihaz tiirleri de 6zel uygulamalar i¢in mevcuttur.

Bu tez calismasinin ikinci asamasinda klasik ¢alisma kosullarinda, 6nce arka plan "bos" bir
spektrum alinmistir. Temel sayma spektrumu ya da baska deyisle bu bos spektrum, tiim 11k
huzmesi yolundaki (optik ve atmosferik) absorbans degerlerini igermektedir. Numune daha
sonra analiz edilmis ve yalnizca numuneye 6zgii spektral degerleri elde etmek i¢in bos spektrum
ana spektrumdan ¢ikarilmistir. Hem dalga sayisi ¢oziiniirliigii (tipik olarak 4 ila 16 cm™) hem
de es zamanli taramalar (tipik olarak 8 ila 64) icin, kabul edilebilir sinyal-giirtiltii dengesi elde

etmek adina uygulamaya 6zgii optimizasyon sartlar1 saglanmistir. Sekil 4.2.”de Temel Bilimler
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Arastirma Laboratuvarinda bulunan Nicolet iS5 FTIR spektrometre cihazinin fotografi

verilmisgtir.

Sekil 4.2. Nicolet iS5 FTIR spektrometre cihazi

Bir hastadan alinan birden fazla safra tasi tek bir 6rnek olarak kabul edilmistir. Cekirdek, orta
katman ve kabuk olarak belirgin katmanlanma gosteren secilmis safra taslari ayrilarak toz
haline getirilmistir. Safra taglarinin kimyasal bilesikleri, KBr pelet teknigi kullanilarak 4 cm™
nominal enerji ¢dziiniirliigiine sahip 4000-400 cm™ frekans araliginda Zayiflatilmis Toplam
Yansima-Fourier Donisiimli Kizilotesi (ATR-FTIR) Spektroskopisi (Thermo Electron
Corporation, Madison, WI, ABD) kullanilarak analiz edilmistir. Her 6l¢tim igin KBr diskleri
olusturmak iizere ince toz haline getirilmis numuneler hazirlanmistir. Her numune ¢oklu
taramaya tabi tutulmus ve ortalama spektrum uygun yazilim kullanilarak geg¢irgenlik modunda
elde edilmistir. Spektrumlarin tanimlanmasinda ayrica otomatik karsilastirmalar yapilmis olup
karsilastirma sonucu 0,000 ile 1,000 arasinda skor degerleri elde edilmis ve 1,000 puanin

karsilig1 bilinmeyen spektrum ile referans spektrum arasinda mitkemmel bir benzerlik olarak

75



alinmistir. Sonuglarin dogrulugundan emin olmak adina, spektrumlarin gorsel incelemesi
yapilmistir Farkli numunelerin FTIR spektrumlarina egri uydurma analizinin uygulanmast
Orgin programinda, Gauss-Lorenzian fonksiyonuna sahip bir egri uydurma algoritmasi
kullanilarak, FTIR spektrumlarmin 3000-2800 ve /veya 1700-1500 cm ™ bolgesindeki tepe
yogunluklarinin nicel olarak tahmin edilmesi i¢in kullanilmistir. Ciinkii bu bolge safra taglarinin
siiflandirilmasi i¢in uygun bir boélgedir. En iyi egri uydurma prosediirli, minimum standart
hata degerini saglayabilmek i¢in tekrarlamali (peak fitting) pik uydurmalar, gergeklestirilmistir.
Bir bilesenin bagil orani, karsilik gelen tepe noktasinin kesirli alaninin tiim tepe noktalarinin
alanlariin toplamina béliinmesiyle hesaplanmistir. Sinyal/giiriiltii degeri 800°{in {izerinde olan
spektrumlar bu ¢alismada sunulmustur. Her gruptan safra taslarinin fotograflar toplanarak ayni
grupta ortak bir morfolojinin varligini belirlemek i¢in birbirleriyle karsilastirilmis, ardindan
safra taglart smiflandirilmistir. Safra taslarinda bulunan farkli fonksiyonel gruplar,
spektrumlarin onceki ¢alismalarda bildirilen kolesterol, bilurabin, kalsiyum karbonat ve

kalsiyum fosfat gibi referans materyallerle karsilastiriimasiyla bu Tablo 4.2. olusturulmustur.
4.2.1. Kolesterol safra taslar
Saf kolesterol safra taginin FTIR spektrumu ve kolesteroliin kimyasal yapis1 Sekil 4.3.’de

gosterilmis olup y ekseni gegirgenligi-absorbans1 x ekseni ise dalgasayisii (cm™) temsil
etmektedir.

P 1494
1104

Gegargenlik (

3000 2500 2000 1500 1000 500
Dalgasayst (cm™)

Sekil 4.3. Kolesterol taglarinin FTIR spektrumu
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Tablo 4.2. Safra taglarina ait titresim bantlar1 ve titresim frekans degerleri

Frekans (cm™) FTIR Bandi1 Atamalari

Kolesterol kaynakl bantlar

1054 C-C gerilmesi

1375 CHgs’iin simetrik C-H biikiilmesi

1463 CH2’nin C-H biikiilmesi

2865 CHgz’nin C-H simetrik gerilmesi

2899 CH3’tin C-H simetrik gerilmesi

2929 CHz’tin C-H asimetrik gerilmesi

3418 CH2’nin C-H asimetrik gerilmesi

3672 Suyun OH grubuna ait kristalizasyon
Bilurabin kaynaklh bantlar

478 C-C-C biikiilmesi

668 Laktat halkas1 deformasyonu

839 C-H diizlem dis1 biikiilmesi

926 C-C halka gerilmesi

1022 C-C-H diizlem biikiilmesi

1190 C-H diizlem ig¢i biikiilmesi

1234 C-O-C gerilmesi

1463 CH: biikiilmesi (pirol halkasi1 deformasyonu)

1573 C=C gerilmesi

1624 C=0 karbonil gerilmesi

1656 OC=0 gerilmesi

3389 Gerilme titresimi ve NH grubun modu
Kalsiyum Karbonat kaynakl bantlar

668 COs>

740 CaCO3? modifikasyonu

799 C-O0

839 CaCO3? iin C-O biikiilmesi

879 COs ’iin CO biikiilmesi

882 CaCO3? iin C-O biikiilmesi

1463 C-O gerilmesi
Fosfat kaynakh bantlar

592 PO.* iin P-O biikiilmesi

952 PO.* iin sogurma bandi

1169 P=0’nin P-O gerilmesi

1166 C-C gerilmesi

1233 PO, asimetrik gerilmesi

Tablo 4.3.’de de bu ¢alismada elde edilen kolesterol safra taglarinin FTIR absorpsiyon tepe
degerleri ile onceki calismalardan elde edilen veriler arasindaki karsilagtirmalar gosterilmistir.
Kolesterol safra taginin FTIR spektrumu, 2929 cm™ de bir CH; asimetrik gerilme emilim bandi,
2865 cm™ de bir CH: simetrik gerilme emilim band1 bu taslarda biiyiik miktarda kolesterol
bulundugunu gdstermektedir. Ayrica safra taslarinda kolesteroliin varligi, 2929-2937 cm™ de
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giiclii bir vC-H titresim band1, 1463 cm™ de C-H deformasyon bandi (CHz asimetrik biikiilme
emilim band1) ve kolesteroldeki halka deformasyonuna atfedilen 1050-1054 cm™ de keskin bir
absorpsiyon tepe noktasi ile karakterize edilmistir. Genis bir OH gerilme modu absorbsiyon

band1 3418 cm™ de merkezlenmistir (Tablo 4.3.).

Tablo 4.3. Literatiirde bildirilen farkli safra taglarinin FTIR spektroskopisi absorpsiyon pikleri

Bu ¢alismada Ramana
Bilesik gbzlemlenen Jayasoma Kothai vd.,  Sikkandar Ramya vd
sogurma vd., (2022)  (2009) vd., (2011) (2017) N
pikleri (cm™)
1052 1051 1052 1052 1051
1376 1367 1371 1367 1373
1463 1463 1463 1464 1461
Kolesterol 2865 2865 - 2866 2864
2899 2931 2899 2899 2898
2929 - 2933 2936 2919
3391 3417 3396 3392 3396
478 - 465 - -
668 - - - -
839 868 832 877 -
926 948 923 936 982
1022 1039 1021 1023 1044
1190 1171 1167 1171 1175
Bilurabin 1234 1247 1244 1250 1244
1463 1443 1463 - -
1573 1564 1570 1574 1569
1624 1622 1626 1627 1614
2865 - 2866 - -
2928 - 2933 - -
3389 - 3396 - -
668 686 - -
740 700 - -
799 712 - -
Karbonat 839 856 819 - 837
879 - 879 -
882 - 882 -
1463 1460 1443 1444
592 602 -
952 i 994 o
Fosfat 1022 1030 - °
1169 - 1166
1233 : 1228 1175
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Ayrica diger calismalarda bulunan ve Tablo 4.3.’de verilen 2353 cm™ deki bant ise, havanin
CO, absorbsiyonunu temsil eden bir yapay sinyaldir. Kolesterol taslarina ait spektrumlarda
baska anlamli absorbsiyon tepe noktalari gézlenmemistir ki bu da taslarin saf kolesterolden

olustugunu gostermektedir (Sekil 4.3.).

4.2.2.Kalsiyum karbonat safra taslar

Kalsiyum Kkarbonat taslari, ana fazlar olarak farkli kalsiyum karbonat polimorflar1 icermekle
birlikte, Kkolesterol ve kalsiyum bilurabinat ikincil bilesenler de spektrumlar tizerinde
goriilmektedir (Sekil 4.4.). Bu calismada elde edilen kalsiyum karbona ait bantlar 6nceki
calismalarla uyumluluk sergilemistir (Tablo 4.3.). Safra taslarinin incelenmesinden sonra, 1628
ve 3445 cm? civarinda pikler gdzlemlenmistir (Ha vd., 2018). 1624 cm™ de benzer bir pik
bildirirken, Hermida vd., (2021) kalsiyum i¢in 3400 cm™ de bir IR piki bildirmistir. Baz1 bantlar
sadece bizim ¢alismamiza 6zgii oldugundan, hatali sonuglar tespit edebilmek i¢in kalsiyum
bantlar1 dikkatlice incelenmistir. Bazi piklerimiz ise literatiirle ile farklilik gdstermekte olup bu
farkliliklarin muhtemel nedenleri; diyet, genetik yap1 veya her ikisinin bir kombinasyonundaki
degisim olabilir. Tiirkiye’de yapilan calismalar neticesinde safra tasi tiirleri i¢in bir kiitiiphane
gelistirmemis olup bu konuda ciddi ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica kalsiyum
karbonat tipi taslar icin 1463, 879 ve 740 cm™ de, kalsit tipi kalsiyum karbonatin karakteristik
absorbsiyon pikleri gdzlemlenmistir (Sekil 4.4.). Kalsiyum karbonatin 839-849 cm™
(aragonit), 874-879 cm™! (kalsit) ve 878-888 cm™ (vaterit) civarinda karakteristik V2.CO3?

bantlarina sahip li¢ polimorfu oldugu bildirilmistir.

Sekil 4.4. Kalsiyum-karbonat taglarinin FTIR spektrumu
Bununla birlikte, aragonitin karakteristik v4CO3*~ band1 700 cm™* de iken, Kalsit ve vateritin
karakteristik v4CO3? bandlari sirastyla 713 cm* ve 744 cm ™ de bulunmustur (Weir vd., 1961).
Sekil 4.5.’den de goriilecegi iizere, 879 cm™ de bir tepe noktas1 ve 740 cm™* de ise bir baska
tepe noktasi tespit edilmis olup bu bizlere kolesterol-kalsiyum karbonat karisik tasinda esas
olarak kalsitin biriktigini gostermistir. Kalsiyum genellikle tasin i¢inde dagilmis olup bazen
esas olarak c¢ekirdek ve yiizeyde dagilmis kalsiyum karbonat veya kalsiyum stearat formundan
olusmaktadir. Kalsiyum karbonat taslarinin ana element bilesimi karbon, oksijen ve kalsiyum

olup kalsiyum karbonat kristalleri siklikla bilurabinata yapistigi i¢in bu oran kalsiyum karbonat
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bilesigindekinden farklilik arz etmektedir. Kalsiyum karbonat taslarmin yiizeyinde mukoid
madde veya bilurabinat ile sarilmig diizensiz kalsiyum karbonat kristalleri bulunmaktadir (Qiao
vd., 2012).

4.2.3. Fosfat safra taslari

Fosfat taglar1 esas olarak, bilurabinat pargaciklarina yapigsmis farkli boyutlardaki kiire veya
puriizlii sogan bicimli kristallerden olugsmaktadir. SEM fotograflar1 ile bir sonraki boliimde
gosterilecektir (Sekil 4.20.). Fosfat taglarinin ana element bilesimi karbon, oksijen, kalsiyum ve
fosfor olup bunlarin yani sira az miktarda baska elementler de bulundurabilirler. Bazi
durumlarda yilizeyde ve ¢ekirdekte kolesterol kristalleri goriillmektedir. Fosfat taglarinin 1233,
1169, 1022, 952, 592 cm ™! de fosfatin karakteristik absorbsiyon pikleri gozlemlenmistir (Sekil
4.5).

Sekil 4.5. Fosfat taglarinin FTIR spektrumu

4.2.4. Bilurabin safra taslari

Safra taglarinda genellikle iki formda kalsiyum bilurabinat bulunmaktadir. Baskin olan form
2865, 1624 ve 1573 cm-1’de karakteristik bantlara sahip ndtr kalsiyum bilurabinattir. Ikinci
form ise; her zaman nétr bilurabinattan daha az miktarda bulunan ve serbest bilurabine
benzeyen; tepe noktalar1 sirasiyla hidrojen bagi ve serbest karboksil gruplarina karsilik gelen
3389 ve 1703 cm’de bantlar1 bulunan kalsiyum bilirubanttir. (Sekil 4.7). Kolesterol ve serbest
bilurabinin tas olusumu esnasinda ayni tasta oldugu durumlarda, tepe noktalar1 Sekil 4.8.’de de

goriilebilecegi gibi 3398 cm 1" de Ki gibi ara bir konuma hafif¢ce kaymustir.

Sekil 4.6. Bilurabin taglarinin FTIR spektrumu

4.2.4. Kanisik safra taslari
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Bazi karisik taslarin FTIR spektrumlarinda (Sekil 4.7.); kolesterol i¢in 3000—-2800 cm™* (2929,
2899 ve 2865 cm 1) araliginda bilurabin i¢in 1700-1500 cm ™ (1661, 1624-1626 ve 1574 cm™*
de tglii pikler) araliginda karakteristik bantlar goriilmiistiir. Bu durum taslarin hem kolesterol

hem de kalsiyum bilurabin bilesenlerinin karisimindan olustugunu gostermektedir.

Sekil 4.7. Kolesterol-bilurabin karisik taglarinin FTIR spektrumu

Bir diger karigik tasin FTIR spektrumu Sekil 4.8.’de verilmis olup, bilurabin i¢in 1662, 1627
ve 1573 cm’de iiclii tepeler ve CaHA igin 1051 ve 953 cm 1*de iki baskin tepe goriilmektedir.
Bu nedenle bu taslari CaBR—CaHA karisik safra taslar1 olarak siniflandirilmistir. Burada 1100
ve 900 cm ™! arasindaki yogun genis tepeler, CaHA nin PO4>~ gruplarmin Vi, V3 Ve V4 titresim

modlarina atanmaistir.

Safra taglarinda FTIR analiziyle bulunan tas bilesenlerinin ve karisimlarinin ¢esitliligi Sekil
4.9.’da gosterilmektedir. Genellikle safra kesesi taglari FTIR spektrumlarindan da gorlebilecegi
gibi; kolesterol, bilurabinat, kalsiyum karbonat ve/veya kalsiyum fosfatlardan olusur ve gesitli
oranlarda da protein igerebilir. Kalsiyum palmitat veya kalsiyum stearat da siklikla bulunabilir
ancak bu ¢alisma kapsaminda bu tiirden FTIR spektrumlari tanimlanmamistir. Safta taglarinin
Sekil 4.8. ve Sekil 4.9.’dan da goriilecegi iizere birden fazla bilesen igerebilecegi bu calisma ile

gosterilmistir.

Sekil 4.8. Kolesterol-kalsiyum karbonat-fosfat karisik taglarinin FTIR spektrumu

Sekil 4.9. Kolesterol-bilurabin-kalsiyum karbonat-fosfat karisik taglarinin FTIR spektrumu
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Safra taglarinin patogenezi ¢ok faktorlii olup kimyasal bilesiminin dogru tespit edilmesi,
olusum mekanizmasini belirlemek i¢in Onemlidir. Bu ¢aligmada safra taslarinin
etiyopatogenezini belirlemeye bilmek igin FTIR spektrometresi kullanilarak Glglimler
alimmustir. Erzincan ve gevresinde ti¢ sik gordiigiimiiz ana tiirtin (Kolesterol, pigment ve karisik
taslar) yani sira, bu ¢alisma kohortunda kalsiyum bilurabinat, kalsiyum karbonat ve kalsiyum
fosfat gibi birden fazla kimyasal bilesigede rastlanmistir. Bu durum bize, bu hastalarda safrada
kalsiyum tuzu ¢okelmesinin etiyolojisini aragtirmanin 6énemini vurgulamaktadir. Amorf formda
kalsiyum bilurabinatin varligi, bilurabinatin polimerler olarak ¢okelmesinin yiiksek olasiligini
gostermektedir. Kimyasal bilesiklerin tanimlanmasi, numuneler i¢in elde edilen dalga
sayilarinin daha Onceki ¢alismalarla carpraz eslestirilmesiyle yapilmistir. Yorumlamadaki
hatalar1 en aza indirmek i¢in miimkiin olan en iyi eslestirme saglanmistir. 1463, 1376 ve 1052
cm™deki absorpsiyon pikleri kolesterol igin parmak izi dalga sayilari olarak alinmistir. 1658,
1624, 1573 ve 1234 cm ™’ deki absorpsiyon pikleri ise kalsiyum bilurabinati tespit etmek igin
kullanilmistir. Kalsiyum fosfat1 tanimlamak i¢in 1022, 952 ve 592cm™’de iiclii genis tepe
kullanilmistir. Kalsiyum karbonati tespit etmek icin 1463, 879 ve 668cm™’deki absorpsiyon
tepeleri kullanilmistir. Orgin programinda verilen ¢izdirilmesinden sonra farkli safra tasi

tiirlerinin tek bir FTIR spektrumu {izerinde gosterimi Sekil 4.10.’da verilmistir.

Sekil 4.10. Farkli safra tag1 tiirlerinin tek bir FTIR spektrumu tizerinde gosterimi

4.3. X-Ismi Kirimmm (XRD) Analizi

FTIR analizi safra tast bilesimi hakkinda 6nemli bilgiler saglamakta olup safra tasi olusum
mekanizmasinin arastirilmasi i¢in de etkili bir aractir. Ancak numune gereksinimi ¢ok kii¢iik
oldugundan (1,2 mg), FTIR analizi, 6zellikle heterojen dagilima sahip amorf taslar olmak tlizere
karmagik taslar icin bazen dogru sonuglar vermemektedir. Protein taglari, amid ve kalsiyum
bilurabinatin  titresim  bantlarinin ~ Ortiismesi  nedeniyle,  bilurabin  tasi  olarak
degerlendirilebilirler. Iki tas tiirii arasinda ayrim ancak X-1sin1 spektrometresi ile yapilmaktadir.
Safra taglarinin X-1511 kirinimi toz analizi, taslar1 olusturan belirli kristal bilesenlerin oranini

belirlemek i¢in hizli ve giivenilir bir yontemdir.
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X-151m1 kirinimi (XRD); malzemelerin yapisini, 6zellikle atomik veya molekiiler diizeyde analiz
etmek i¢in tahribatsiz bir tekniktir. Kristal veya kismen kristal (yani periyodik yapisal diizene
sahip) malzemeler i¢in en iyi sonucu vermektedir. XRD, X-iginlarinin nanometre mertebesinde
dalga boylarina sahip bir 151k tiirii oldugu gercegine dayanmaktadir. X-1smlar1 bu uzunluk
6l¢eginde yapiya sahip bir maddeden sag¢ildiginda, girisim meydana gelmekte olup bu da daha
yiiksek ve daha diislik yogunluklu bir desenle sonuglanmaktadir. Toz kirinimli XRD’de, tek bir
kristal yerine numune genellikle ince 6giitiilmiis bir toz formunda olan birgok kristalitin
karisimindan olusmaktadir. Desen artik her biri tek bir kristal deseninde tek bir noktanin sahip
olacag1 ayni 26 sagilma acgisina sahip esmerkezli halkalardan olusmaktadir. Toz kirinimi en

yaygin olarak iki tamamlayici teknik olarak su sekilde kullanilir:

1- Tek kristal kirinimina alternatif olarak kullanilmaktadir. Toz numunesi iiretmek, tek kristal
tiretmekten ¢ok daha kolaydir. Keskin noktalar1 halkalara doniistiiren "toz ortalamas1” islemi
sirasinda degerli bilgiler kaybolsa da, kristal yapilar nispeten kiiciik olduklari ve tepe noktalari
arasinda asir1 Ortigsme olmadigr silirece, bu teknik basar1 ile uygulanmaktadir. Rietveld
ayristirma yontemi, genellikle gézlemlenen desene yol agma olasiligi en yiiksek olan kristal
yapiy1 belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Tek kristal kirmiminda oldugu gibi; bazen kristalit
boyutlarinin yan1 sira mikroskobik gerilmeler ve kusurlarin ayrintilarini belirlemek igin tek tek

tepe noktalarinin sekilleri ve genislikleride analiz edilmektedir.

2- Faz tanimlamasi, ¢ogunlukla mineralojide kullanilmaktadir. Genellikle bir mineral veya kil
numunesi, farkli kristal fazlarinin bir karisimindan olugmaktadir. Bir toz kirinim deseninin
"parmak izi", hangi faz veya fazlarin mevcut oldugunu belirlemek igin, bilinen desenlerinin

olusturdugu bir veri tabaniyla karsilagtirilmaktadir.

Bu ¢alismada kolesterol, karisik ve bilurabin safra taslarindaki kristal fazin1 dogrulamak igin
X-1sim1 toz kirmimi teknigi kullanilmigtir. Safra taslarinin kristal faz kompozisyonunu
belirleyebilmek icin; X-151n1 kirinim analizi Oncesinde ince gozenekli bir toz elde etmek
amaciyla, tiim taglar akik havan ve tokmak kullanilarak toz haline getirilmistir. XRD 6l¢timleri
X-151n1 jeneratoriine sahip 3. nesil Malvern Empyrean ile gergeklestirilmistir (Sekil 4.11.).
Olgiimler esnasinda benimsenen analitik kosullar sunlardir: (CuK) tiip 40 mA akim, 45kV

voltaj ve 15 derece/sn hiz.
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Sekil 4.11. Malvern Empyrean X-1s1n1 kirinim spektrometresi

Yansima tepe noktalarinin HighScore Plus’takilerle karsilastirilmalari yapilarak, difraktometrik
profillerinin niteliksel yorumu yapilmistir. HighScore Plus programiyla kullanicilar tiim olasi
kristalografik analizleri yapmaktadir. HighScore paketi igerisinde; faz tanimlama, indeksleme,
klasik ve klasik olmayan Rietveld iyilestirmeleri, toz kirinim verilerinden kristal yapilarin
coziilmesi ve istatistiksel yontemlerin uygulanmasi ve biiyiik veri kiimelerinin otomatik analizi
gibi islemlerin yapilmas1 miimkiindiir. ilaveten mevcut fazlar1 belirlemek amaciyla, numunenin
kirmim desenini referans desenleri igeren bir veri tabaniyla karsilastirmayr miimkiin kilan,
MATCH acik kaynakli yazilimi da bu ¢alismada kullanilmistir. Boylece safra taglarinin fazlari,
elementleri veya yogunluklar1 gibi ek bilgilere de ulagilmistir. Niteliksel analize ek olarak

Rietveld iyilestirmeside yapilmistir.

Sekil 4.12. ve Sekil 4.13.’de farkli safra tasi tiplerinin, hem susuz hem de monohidrat
formundaki kristalize kolesteroliin yogun yansima XRD desenleri gosterilmistir. Elde edilen
XRD deseni, literatiirde bildirildigi gibi kolesterol monohidratin varligini kanitlamistir.
Kolesterol monohidratin zirve degerlerinden biri 5,3° de, diger karakteristik zirveler ise 14,7°
ve 14,9° de tespit edilmistir. Susuz kolesterole karsilik gelen zirveler 12,9° ve 14,0° da
karakteristik tepeler olarak gézlenmistir. Bu ¢alisma ile kolesterol safra taglarinin iki asamada
olustugu diisiincesi bizlerde hakim kilinmistir. Muhtemelen ilk asamada safra kolesterol
mikrokristalleri igeren ¢okeltiler olustururken, ikinci asamada kolesterol mikrokristalleri daha
sonra makroskobik safra taglarina dontismektedir. Coziinmeyen kolesteroliin varligi, safradaki
kolesterol seviyelerinin artmasina neden olmaktadir. Genellikle safra taglari, konjuge olmayan

bilurabin ve diger safra tuzlarinin asirt doygunlugu nedeniyle olugsmaktadir (Jones vd., 2025)

Bu yogun ¢izgilerin yan sira, bilurabinatin (kalsiyum bilurabinat, bakir bilurabinat ve diger
tuzlar) karakteristik yansima ¢izgisi, kolesterole gore farkli yogunluklarda 26=23° de
gozlemlenmektedir. Bilurabin taslarinin, kolesterol baskin olanlara kiyasla daha yogun kirinim
desenleri gosterdigi bilinmektedir. Bu sonuglar, kolesteroliin kristallesme asamasi ile safra
taslarinin mikro element bilesimi arasinda bazi korelasyonlarin varligini gostermistir (Bassi
vd., 1994, Kaur vd., 2010, Lee vd., 2010, Palchik vd., 2005). Olusan ve biiyiiyen taslarin

cekirdeginde ¢oken kolesteroliin kesin kristal formu ise bu ¢alismada belirlenememistir.
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Sekil 4.12. Kolesterol monohidrat tipindeki safra taginin XRD deseni

Susuz kolesterol

[==o |

Saym

Bilurabin

" ésuz kolesterol

Sekil 4.13. Susuz kolesterol tipindeki safra taginin XRD deseni
Bu calismaya dahil edilen safra taglar1t XRD analizleri sonucunda; karisik, bilurabin, kolesterol,

kalsiyum karbonat ve fosfat taglar1 olmak tizere bes ayr1 grupta siiflandirilmistir. Bu teknik

kullanilarak toplanan X-151m1 difraktogramlarina dayanarak; XRD’nin safra taslarinin
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siniflandirilmasinda  biiyiik 6lgiide yardimci1 olabilecegi sonucuna ulasilmistir. Ciinkii
kolesteroliin karakteristik zirveleri XRD desenlerinde agikg¢a fark edilmis ve bilurabin igin
bulunan ek zirveler, karisik safra tasi difraktogramlarinda gézlemlenmistir. Bilurabin safra
taglar1 ise, kristal olmayan yapilari nedeniyle bu teknikle derinlemesine karakterize edilmesi
zor olup, bu c¢alismada bilurabin taglarinin XRD desenleri yogun yansima tepeleri yerine

yalnizca genis kirinim tepeleri olarak sunulmustur.

Bilurabin taslar1 grubunu temsil eden numunelerin XRD deseni, Sekil 4.14.’de gésterilmistir.
Genellikle bilurabin taslari, XRD desenleri genis kirinim tepeleri gosterdiginden ve bu da
ayrintili  bir karakterizasyon yapmay1 zorlastirdigindan, zayif kristalli bir karakter
sergilemektedir. Ancak inceledigimiz numunenin XRD deseni, 26 = 16,6°, 18° ve 26,2°’de
kolesteroliin karakteristik yansimalarimi ve 20 = 14,9° ve 23,2°’de bilurabinin karakteristik

yansimalarini gostermistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Kolesterol-bilurabin karigik tipteki safra tasinin XRD deseni

Kalsiyum karbonatin farkli polimorf formlarinin indirgenmis kristal fazlari igin; 26,9°°de
vaterit i¢gin karakteristik, 29,3° ve 42° brushit, 32,8° weddellit igin tipik ve 43,8° ve 45,9°’de
whewhellit i¢in karakteristik bantlar (Sekil 4.15.) belirlenmistir.
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Sekil 4.15.Kalsiyum karbonat bazli karisik tipteki safra tasinin XRD deseni

Bu calismada hem saf kolesterol ihtiva eden taslarda hem de karisik safra taglarinda bulunan
kristal fazlarin1 belirlemek i¢in ayrintili XRD analizleri yapilmistir. Saf kolesterol taginin XRD
analizi, standart desenle tutarli D-aralik degerleri vermis olup 5,33° ((100) diizlemi), 14,11°
((101) diizlemi), 15,39° ((102) diizlemi), 16,90° ((001) diizlemi), 18,19° ((200) diizlemi),
19,31° ((201) diizlemi) ve 21,30° de ((211) diizlemi) belirgin kirinim pikleri gézlenmistir. Bu

Miller indeksleri, analiz edilen 6rneklerdeki kolesteroliin kristal yapisini dogrulamustir.

Bu calismadan elde ettigimiz verilere dayanarak XRD’nin, safra taglarinda bulunan kristal
fazlarinin tanimlanmas: i¢in degerli bir arag gorevi gorerek, hem kimyasal hem de mineralojik
karakterizasyona olanak taniyabilecegini sdyleyebiliriz. Daha da Onemlisi elde ettigimiz
verilerden yola ¢ikarak, XRD sonuglarinin FTIR analizi ile tanimlanan diger tiim kimyasal
bilesiklerin varligini dogruladigin1 da sdyleyebiliriz. Bu analiz ayrica safra taglarinin c¢esitli
bilesimini de vurgulamaktadir. Hem saf kolesteroliin hem de karigik safra taslarinin varligi,
potansiyel olarak farkli olusum yollarin1 diisiindiirmektedir. Ek olarak; karisik taslarda
bilurabin ve kalsiyum tuzlarinin varligi, kristal olusum siirecini etkileyen faktorlerin
sanildigindan daha karmasik bir etkilesim icerdigini diisiindiirmektedir. Tiim bu sonuglar
1s181nda, c¢esitli kimyasallarin nasil etkilesime girdigini ve safra tasi olusumuna nasil katkida

bulundugunu dogru belirleyebilmek i¢in daha fazla aragtirma gerekmektedir.
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4.4, Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi:

SEM; malzemelerin ylizey 6zelliklerini gdzlemlemek i¢in yaygin olarak kullanilan ¢ok yonlii
gelismis bir cihaz olup yiiksek enerjili elektronlar kullanilarak numune uyarilmakta, ¢ikan
elektronlar/X-1sinlari ise analiz edilerek malzemenin topografisi, morfolojisi, bilesimi, tanelerin
yonlenmesi, kristalografik yapilari1 vb. hakkinda bilgiye sahip olunmaktadir. Morfoloji sekil ve
boyutu gosterirken, topografi bir nesnenin ylizey Ozelliklerini veya "nasil goriindiigiini",
dokusunu, piiriizslizliiglinii veya pirizliligini gostermektedir. Benzer sekilde; bilesim,
malzemeyi olusturan elementler ve bilesikler anlamina gelirken, kristalografi, malzemelerdeki
atomlarin diizenlenmesi anlamina gelmektedir. SEM bir pargacigin ayrintili gorsel goriintiistinii
yiiksek kalite ve 1 nm uzamsal ¢oziintirliikkle elde etmektedir ve bu tiir cihazlarin biiyiitmeleri
300.000 kata kadar cikmaktadir. SEM yalnizca bir malzemenin ylizey goriintiilerini
gorsellestirmek icin kullanilsa da, numunenin Kkristalografik, manyetik ve elektriksel
Ozelliklerini karakterize etmekte ve numune yilizeyinin diger molekiillerle modifiye
edilmesinden sonra parcacigin herhangi bir morfolojik degisikliginin olup olmadiginin
belirlenmesinde kullanilmaktadir. Ayrica numunenin igerdigi element ve bilesik tiirleri ve
bunlarin goreceli oranlarinin yani sira tek kristal parcaciklardaki atomlarin diizeni ve diizen
derecesi hakkinda da bilgi edinebilecegimiz ¢ok amagli bir aragtir. Biyolojik drneklerin, bobrek
taslar1 ya da dis yapilart hakkinda giivenilir bilgiler sagladiginida, daha 6nce yaptigimiz
caligmalara dayanarak soyleyebiliriz (Alaikhtarlu., 2024, Al-jameel., 2024, Khaleel., 2025).

SEM’de numunenin yiizeye sabitlenmesi gereken 6zel bir numune tutucu bulunmaktadir ve
numuneyi tutucuya yapistirmak icin genellikle karbon bant kullanilmaktadir. Once ¢ift tarafli
karbon bant tutucuya sabitlenmekte ve ardindan ince bir tabaka veya az miktarda malzeme
karbon bandin iizerine yerlestirilmektedir; ¢iinkii ince tabaka karbon banda diizgiin bir sekilde
yapisarak sarj sorununu azaltmakta ve iyi bir goriintii elde edilmesine yardimci olmaktadir.
SEM kullanilirken yiizeyde asir1 sarji onlemek ig¢in numunelerin elektriksel olarak iletken
olmasi gerekmekte olup asir1 sarj, asir1 parlakliga ve kotli goriintiilere neden olmaktadir. Bu
nedenle polimerler gibi iletken olmayan numuneler genellikle ince bir karbon veya metal
tabakasiyla (6rnegin altin veya platin) pliskiirtiilerek kaplanmaktadir ki bu metaller elektronlari
kolayca yansitmakta ve elektronlar i¢in iletken bir yiizey saglamaktadir. Sarj sorununu azaltmak
icin iletken olmayan malzemelerin puskiirtiilmesi gerekmektedir. Bundan sonra numuneyi

Orten sap, numune tutucuya sabitlenerek numune tutma odasina yerlestirilmektedir.
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SEM cihazi; kaynaktan salinan birincil elektronlarin, numunenin atomik elektronlarina enerji
sagladig1 ve bu elektronlarin daha sonra ikincil elektronlar (SE’ler) olarak salinabilecegi ve
numunenin her noktasindan bu ikincil elektronlarin toplanmasiyla bir goriintii
olusturulabilecegi prensibine dayanmaktadir. Yiiksek ¢6ziiniirliik elde etmek ve elektronlarin
gaz molekiilleriyle etkilesimini 6nlemek amaciyla SEM’in vakum altinda ¢aligmasi temel bir
gerekliliktir. Ek olarak elektron tabancasindan iiretilen ve yayilan birincil elektronlar, 1-40 keV
araliginda 1sitma veya yiliksek enerji uygulama yoluyla hizlandirilmaktadir. Bu yayilan
elektronlar, vakumlu bir kolon i¢indeki manyetik alan mercekleri ve metal yariklar tarafindan
monokromatik bir 1s1na (100 nm veya daha az ¢apa) odaklanmakta ve hapsedilmektedir. Sinirl
birincil elektronlar, tarama bobinleri tarafindan bir raster deseninde numune yiizeyi boyunca
taranmaktadir. Birincil elektron demeti numune yiizeyine ¢arptiginda, numunenin yiizeye yakin
alaniyla belirli bir derinlige kadar bir¢ok farkli sekilde etkilesime girmektedir. Numunelere
dogru hizlandirilan elektronlar 6nemli miktarda kinetik enerjiye sahip olup, bu enerjiyi
numunenin i¢inde kaybederken elektronlarin numune ile etkilesimlerinden dogan cesitli
sinyaller {retmektedir. Numunede hem elastik hem de elastik olmayan sagilmalar
gerceklesmektedir. Elektronlarin sagilmasi ve etkilesim hacmi, analiz edilen numunenin atom
numarasina, atom konsantrasyonuna ve gelen elektron enerjisine (hizlandirma voltaji) baglhidir.
Elektron enerjisinin (hizlandirma voltajinin) artirilmasi, etkilesim hacmini ve sagilma siirecini
artiracaktir ki; eger elementin atom konsantrasyonu ve atom numarast yiiksekse, etkilesim
hacmi ve sagilma diisiik olacaktir. Benzer sekilde elektron 1sininin gelis acis1 da etkilesim hacmi
ve sagilma siirecinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu nedenle elektron 1sininin gelis agisi,
incelenen malzemenin atom numarasi ve hizlandirma voltaji, numunenin igindeki
etkilesimlerin gergeklestigi hacim i¢in ana faktorlerdir. Daha yiiksek atom numarasina sahip
malzemeler daha fazla elektronu emmekte veya durdurmaktadir ki boylece daha kiigiik bir
etkilesim hacmi olusturmaktadir. Benzer sekilde yiiksek voltaj uygulanirsa, yiiksek enerjili
elektronlar iiretilmekte ve boylece numunenin igine daha fazla niifuz ederek daha biiyiik bir
etkilesim hacmi olusturmaktadir. Gelis acis1 ne kadar biiylikse (normalden ne kadar uzaksa),

etkilesim hacmi o kadar kii¢iik olmaktadir.

Bu tez ¢aligmasinin son asamasinda safra tagi bilesenlerinin ve mikroyapisinin dagilimi SEM
kullanilarak gozlemlenmistir. Yikandiktan ve 60°C'de iki saat boyunca kurutulduktan sonra;
taslar birden fazla pargaya ayrilmis ve bir veya iki par¢a (10-20 mm boyutunda) 6rnek alinarak

metal pimlere monte edilmis, elektro-iletken bir yapistirict kullanilarak 6rnek masasina
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sabitlenmis ve ince bir altin tabakasiyla kaplanmistir. Taslarin yiizey morfolojisi, Temel
Bilimler Arastirma Laboratuarindaki alan emisyonlu FEI Quanta FEG 450 yiiksek

¢oziinlrlikli taramali elektron mikroskobu kullanilarak analiz edilmistir (Sekil 4.16.).

Sekil 4.16. Quanta 450 taramali elektron spektrometresi (SEM)

FEI Quanta FEG 450 yiiksek ¢oziiniirliiklii taramali elektron mikroskobu ile, numune hazirlama
adimlarina ihtiyag duymadan goriintiiler alinmaktadir. 30kV’da ikincil elektronlarla minimum
goriintiileme ¢oziiniirligl: Yiiksek vakum calisma modunda 1 nm veya daha iyi, diisiik
vakumlu ¢alisma modunda ise 5 nm veya daha iyi sonuglar vermekte olup ayrica -20 C ile +60
C arasinda hassas sicaklik kontrolii saglanmaktadir. Bu ¢alismada her bir safra taginin igerigi
ve mikro yapisi, 1000, 3000, 5000 ve 10000 kat biiyiitme ile analiz edilmistir. Segilen bazi safra
tast 6rneklerinin SEM goriintiileri, Sekil 4.17-4.21. araliginda farkli ayrintilar ve biiyiitmelerle
birlikte sunulmustur. Sekillerden de goriilebilecegi gibi, safra tagmnin tipi degistiginde SEM

goriintlilerinde 6nemli farkliliklar tespit edilmistir.

Kolesterol tipi taglarda laminer veya radyal olarak {ist liste binen sikica istiflenmis plaka benzeri
kolesterol kristalleri gozlemlenmistir (Sekil 4.17.). Sekil 4.17.A.’da sikica paketlenmis
(lamellar) benzeri kolesterol kristalleri, Sekil 4.17.B.’de levha seklinde kolesterol kristalleri,
Sekil 4.17.C.”de plaka benzeri kolesterol kristalleri iizerinde az miktarda bilurabin kristalleri,
Sekil 4.17.D.’de lameller benzeri kolesterol kristalleri tizerinde az miktarda bilurabin kristalleri
gosterilmistir. Az sayida da olsa bazi kolesterol tipi taslarin yiizeyine yapigsmis bilurabinat
kristalleri Sekil 4.17.C ve D’de gézlemlenmistir.

Sekil 4.17. Kolesterol taglarinin SEM goriintiileri

Cekirdekten digar1 biiyliyen sikica istiflenmis kolesterol kristallerinin radyal dagilimi SEM’ de
lamine, kordon benzeri ve diizensiz bir yapida gozlenirken kolesterol monohidrat taslar

kolesterol taslarinin tek kristal formu olup levha benzeri ylizey morfolojisi gdstermistir.

Farkli boyutlarda, diizensiz yapida, piiriizlii bulbiform kristallerden olusan bir mikro yapiya

sahip olan bilurabin taslarinda, kiire veya kiime benzeri diizensiz bilurabin Kkristalleri
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gozlemlenmistir (Sekil 4.18.). Sekil 4.18.A.’da diizensiz kiimeler halinde bilurabin kristalleri,
Sekil 4.18.B.’de diizenli kiimelenmis bilurabin kristalleri ve Sekil 4.18.C.’de ise pargalanmig

bilurabin kristalleri gosterilmistir.
Sekil 4.18. Bilurabin (pigment) taslarinin SEM goriintiileri

Daha once yapilan ¢alismalarda da (Cavalu vd., 2015, Jayasoma vd., 2022, Qiao vd., 2013)
benzer sonuglarla karsilasilmistir. Bazi bilurabin taslarinin yiizeyinde ¢izgi benzeri proteinler
ve kiiresel sekilli belirsiz nesneler gézlemlenmis olup bunun muhtemel kaynagi olarak
bakterilerin olabilecegi diisiinilmiistiir. Clinkli proteinler, safra tas1 olusumunda 6nemli 6n-
niikleasyon kiimeleri olarak belirtilmistir (Binette vd., 2000; Sun vd., 2001). Belki de safrada
rastgele yiizen c¢okeltiler, tag olusumunu tetikleyen proteinlerle birlikte c¢ekirdeklenme
merkezleri olarak islev gormektedir. Ayrica Sekil 4.18.’de kiiresel sekilli belirsiz nesnelerin
kaynag1 olarak bakterilerin diisiiniilmesinin nedeni, bilurabin taglarinin olusumunda bakteriyel

enfeksiyonlarin roliiniin 6nemli olmasidir.

Kalsiyum karbonat taslar1 farkli sekillere sahip ¢esitli kalsiyum karbonat kristallerinden
meydana gelmekte olup kristal sekilleri en yaygin olarak sogan bigimli gozlemlenmis, bunun
yant sira elips, demet benzeri, igne bi¢imli, ali¢ benzeri, kiip, diigme, lameller, kirik odun
benzeri, ¢gubuk ve igne seklindeki kristaller de tespit edilmistir (Sekil 4.19). Sekil 4.19.A’da
piirtizlii ve piiriizsiiz yapida sogan benzeri kalsiyum karbonat kristalleri, Sekil 4.19.B.’de igne
benzeri kalsiyum karbonat kristalleri, Sekil 4.19.C.’de ali¢ (diigme) benzeri kalsiyum karbonat
kristalleri, Sekil 4.19.D.’de kiibik yapida kalsiyum karbonat kristalleri, Sekil 4.19.E.’de
elipsoid ve kiire benzeri sekilde kalsiyum karbonat kristalleri, Sekil 4.19.F.”de mantar benzeri

kalsiyum karbonat kristalleri gosterilmistir.

Fosfat taslar1 cogunlukla farkli boyutlardaki ekin kiiresi veya piiriizli sogan bi¢imli
kristallerden ve bunlara yapismis bilurabinat parcaciklarindan olustugu belirlenmistir (Sekil
4.20). Kalsiyum stearat taglarina genellikle yapismis bilurabinat pargaciklariyla agsi bir yapiya
sahip iken, protein taslari siklikla yapigmis bilurabinat parcaciklariyla petek veya krizantem
yapragi yapisina sahip oldugu gozlemlenmistir. Sekil 4.20.A.’da ag yapisi seklinde kalsiyum
stearat kristalleri, Sekil 4.20.B.’de kademeli diizenlenmis ag seklinde kalsiyum stearat
kristalleri (protein kristalleri), Sekil 4.20.C.’de ise mercan bi¢imli protein ve billirubin

kristalleri gosterilmistir.
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SEM altinda incelenen karisik taslarin sekli ve mikro yapisi, karisimdaki farkli bilesenlerine
bagl olarak degisiklik gostermistir. Kolesterol-bilurabinat karisik taslari, esas olarak plaka
benzeri veya lameller kolesterol kristalleri ve diizensiz bilurabinat pargaciklarindan olustugu

belirlenmistir.

Bilurabinat-kalsiyum karbonat karigik taslari esas olarak diizensiz bilurabinat pargaciklari ve

bircok farkli sekilde kalsiyum karbonat kristallerinden olustugu tespit edilmistir.

Sekil 4.19. Kalsiyum-karbonat taglarinin SEM goriintiileri

Sekil 4.20. Fosfat-kalsiyum stearat ve protein taslarinin SEM goriintiileri

Kolesterol-kalsiyum karbonat karisik taslar1 esas olarak plaka benzeri veya lameller kolesterol
kristalleri ve birgok farkli sekilde kalsiyum karbonat kristallerinden olustugu gézlemlenmistir.
Bilurabinat-fosfat karisik taslar1 esas olarak diizensiz bilurabinat pargaciklar1 ve fosfat
parcaciklarindan olustugu belirlenmistir. Karigik taglarin SEM goriintiilerine bakarak (Sekil
4.21.), laminer veya radyal oOrtiisen diizende, pul benzeri veya igne benzeri bilurabinat
kristallerinin birikintisine sahip oldugunu da sdyleyebiliriz. Plaka benzeri kolesterol kristalleri,
diizensiz bilurabinat pargaciklar, kalsiyum karbonat kristalleri ve kalsiyum sterat ag yapist bu
calismada gozlemlenmistir. Sekil 4.21.A.’da kolesterol-bilurabin karisik kristalleri, Sekil
4.21.B.’de yuvarlak sekilli bilurabin ve CaCOs? karisik kristalleri, Sekil 4.21.C.’de kolesterol-
CaCO3? karisik kristalleri, Sekil 4.21.D.”de billirubin-kalsiyum stearat karisik kristalleri, Sekil
4.21.E.’de kolesterol-billirubin-CaCOs>  karisik kristalleri, Sekil 4.21.F.’de kolesterol-

bilurabin-fosfat karisik kristalleri gosterilmistir.

Sekil 4.21.Karisik kristallerin SEM goriintiisi
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5. TARTISMA VE SONUC

Safra taglari ilk olarak 1507 yilinda Antonio Benivenius tarafindan safra kesesinde veya safra
yollarinda anormal Kkitleler seklinde kati safra birikintileri seklinde tanimlanmistir. Bu
birikintilerin boyutu, sekli, rengi ve bilesimi, olusturan maddenin ¢oziiniirliigiine ve
doygunluguna bagl olarak degismektedir. Bugiin safra taglarinin nasil olustugu ile ilgili ¢ok
fazla bilgiye sahibiz. Fizyolojik olmayan kolesterol asir1 doygunlugu, hizlandirilmis kolesterol
cekirdeklenmesi/kristallesmesi, safra kesesi hipomotilitesi ve bagirsaktan gelen kolesterol
miktarinin artmas1 gibi bazi nedenler olusumu anlatirken temel nedenler olarak siralanmaktadir.
Unutulmamali ki kristallerin safra tasi olusturacak sekilde biiyiimesi esnasinda, hem safra
kesesi mukusunun asir1 salgilanmasi hem de safra kesesi tarafindan eksik bosaltimla birlikte jel
olusumu gibi ¢oklu parametrlere gbéz Oniinde bulundurulmalidir. Ayrica bu ylizyilda
semptomatik safra taslarinin cerrahi tedavisinde teknik gelisimler artmaktadir. Cerrahi

yontemlerle tas ¢ikarimi temel tedavi yontemi olarak benimsenmis gibi gériiniiyor. Ancak safra
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taglarinin 6nlenmesine de yeterli 6nem verilmelidir ki 6nlimiizdeki yiizyillarda artan farkindalik
ve siirdiirebilir saglik hizmeti yaklasimina rahat gecis yapabilelim. Iste bu noktadan hareketle,
safra taslarinin fizikokimyasal, biyokimyasal analizlerinin yanisira genetik ve molekiiler
biyolojik kanitlarla birlikte degerlendirilerek Onleyici ¢alismalar yapilabilir. Etkili 6nleme
stratejilerinden birkagini su sekilde siralayabiliriz: Genetik ve ¢evresel risk faktorleri sistematik
olarak profillendirilebilir, orta ve yiiksek diizeyde hasta gruplart ayrilabilir, niikks grubu
belirlenebilir, yiiksek kalorili diyet veya hizli kilo kayb1 gibi digsal faktorlerden kaynaklanan
hastalarda tetikleyici faktorler denetim altina alinabilir, gebelikte risk altinda olan hastalar
belirlenebilir. Tas bazli iirolojik ve gastroenterolojik bozukluklarin tanmisinda rutin klinik
uygulamalarin yanisira FTIR, XRF, XRD ve SEM gibi tekniklerinin potansiyel kullanimida
g0z ard1 edilmemelidir. Cesitli tag 6rnekleri incelenebilir, element icerikleri dl¢iilebilir ve ilgili
hasta klinik bilgileriyle iligskilendirmelerde yapilabilir. Bu tekniklerle; tas 6rneklerinin ayrintili
elementel yapilarinin analizleri saglanabilir ve deneysel verilere dayanarak tas olusum

hipotezleri olusturulabilir.

Safra tas1 hastaliginin mekanizmasi, etiyolojisi ve patogenezi dogru anlagilirsa ancak dogru
tedavi yontemleri Onerilebilir. Bu nedenle de safra taslarinin yapisal 6zelliklerinin ayrintili
olarak belirlenmesi oldukga gereklidir. Farkl fiziksel yontemlerin (spektroskopik tekniklerin)
farkli sonuglar verebilecegi akilda tutulmali ve sonuglarin diger spektrometretrik yontemlerle

de ayrica kontrol edilmesi uygun olacaktir. iste bu noktadan hareketle bu tez ¢alismasinda safra
tas1 hastaliginin etiyopatogenezinde rol oynayan faktorleri dogru tanimlayabilmek i¢in; taglarin
karakteristik mikro yapilarini, morfolojilerini, ana kimyasal bilesenlerini, farkli elementel
bilesimlerini ya da dagilimlarin belirleyebilmek adina FTIR, XRD ve SEM gibi spektrometrik
teknikler kullanilmistir. Coklu analitik yontemlerin uygulanmasi, geleneksel siniflandirmadan

daha zor olsada dogru bir siniflandirma yontemi olacaktir.

Ik olarak bu galigmada taslarmin rengi, morfolojisi ve bilesimine dayanarak siniflandirma
yontemleri Onerilmistir. Taslarin dokusu, i¢ organizasyonu ve rengine dayali morfolojik
kriterler goz onilinde bulundurularak safra taglari bes gruba ayrilmistir (Sekil 3.15-3.19.). Yiizey
beyaz veya agik kahverengi, tag yuvarlak ve sayica bir ya da ¢oklu ise saf kolesterol (Sekil
3.15.) tas1 olarak kabul edilmistir. Bu tlirden taglarin kesit yiizeyleri parlak ve tagin merkezinden
disa dogru bir yayilim gostermistir (Sekil 4.1.A., 4.1.C., 4.1.E., 4.1.F.). Ayrica kolesterol
taslarinin bazilarmin merkesinde kahverengi bir merkez bolge tespit edilmistir (Sekil 4.1.B.,

4.1.D.). Koyu kahverengi veya kahverengi-siyah renkteki taslar, bilurabin taslarini yani
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bilurabinin tiirevlerini i¢eren taslar1 gostermistir (Sekil 4.1.1 ve 4.1.L.). Kalsiyum karbonat
acisindan zengin taslar ise; zayif organize, kirilgan, gri ile kahverengi-siyah veya bazen agik
sari-kahverengi arasinda degisen farkli renklerde, kompakt konsantrik bir yapida oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.1.J. ve 4.1.0.). Kalsiyum fosfat agisindan zengin taslarda, igyap: genellikle
diizensiz ve rengi koyu kahverengiden siyaha kadar degisik renglerde belirlenmistir (Sekil
4.1.Q. ve 4.1.V.). Hem kolesterol hem de bilirubanttan olusan taslar siyah tas olarak tespit
edilmis olup ylizeyler arasinda belirgin sinirlar gézlemlenmistir (Sekil 4.1.W.). Diger karisik
taslarda (kolesterol-bilurabin-karbota ve veya fosfat igeren) ise siyah belirsiz bir radyal yap1
tespit edilmistir (Sekil 4.1.U.). Siyah taslarin i¢i ve dis1 tamamen siyah renkte olup, diizensiz
sekillerinin ve yapilarinin yanisira, kiigiik ve nispeten ¢ok sayida tastan olustugu

gozlemlenmistir (Sekil 3.18.).

Bazi taglarin yiizeyleri tek basina bilgi igermediginden ¢ogu tasi keserek inceledik. Kolesterol
bilurabant taslarin kesit goriintiisiinde, agik kahverengi kolesterol kristalinin dis ve ig
katmanlar1 arasinda yer alan koyu kahverengi bilurabant yapis1 gézlemlenmistir (Sekil 4.1.G.
ve 4.1.M.). Koyu kahverengi lamine yapidaki bilurabant tas1 aga¢ gdvdesini andiran bir dizi
siralama igermektedir (Sekil 4.1.S.). Sekil 4.1.E., 4.1.K., 4.1.J., 4.1.N. ve 4.1.R.’de goriildigi
gibi; tas kesitleri, bazen diizensiz, bazen konsantrik veya radyal, farkli renklere sahip farkli
yapilarin bir dizisini ortaya ¢ikarabilir ki, bu da hem farkli bir bilesimi hem de litogenik
faktorlerin evrimini diislindiirmektedir. Bu tlirden bir siniflama nispeten kaba bir muayene olup
biiyiikk Olglide muayene edenin deneyimine baghdir ve bu da dogrulugunu yorumlayici

ekseninde degisken hale getirmektedir.

Hizl, yliksek hassasiyetli, tekrarlanabilir ve analizlerde sadece kiigiik bir numune gerektirdigi
icin Fourier Doniistimlii Kizil6tesi spektroskopisi (FTIR), bilesen analizine dayali safra tagi
siiflandirmasinda giderek daha fazla kabul gormekte ve yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
tez calismasinin diger bir asamasinda safra tas1 olusum mekanizmasinin arastirilmasi i¢in etkili
bir ara¢ olan FTIR ile analizler yiiriitiilmiistiir. Safra taglarinda kolesterol baskin bir kimyasal
bilesen olup, FTIR spektrumlar1 Sekil 4.3.’de gosterilmistir. Safra tasi1 Orneklerindeki
kolesterol, CH, ve CHs gruplarinin asimetrik ve simetrik gerilme titresimlerinden kaynaklan
2800 ve 3000 cm™ araligindaki giiclii bantlarin varligiyla karakterize edilmistir. Safra taslarmin
FTIR spektrumunda goriinen bantlar 2929, 2865, 1463, 1375 ve 1054 cm™'*dedir ve bunlar safra
tas1 Orneklerinde yiiksek kolesterol igeriginin varligini gosteren ana ve gii¢lii bantlardir.

Kolesterol molekiiliiniin —OH gerilmesinden kaynaklanan yaklasik 3418 cm™’de genis ve
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yogun bir bant gézlemlenmistir. Kolesterol molekiiliinden kaynaklanan bantlarin yogunluklar
giiclidiir ve bu da kolesteroliin baskin bir molekiil olarak varligin1 kanitlamaktadir.
Bilurabinden kaynaklanan 1624 ve 1656 cm™’ deki karakteristik bantlarm bilurabin/bilurabinat
tuzlarindan kaynaklandigii sdyleyebiliriz. Kolesterol molekiiliinden kaynaklanan bantlarin
yogunluklar1 gii¢lii iken (bu da kolesteroliin baskin bir molekiil olarak varligin1 gosterir),
bilurabin tuzlarindan kaynaklanan bantlarin yogunluklari orta diizeyde ve nispeten daha zayif
olup bu da bilurabin tuzlarinin safra taglarinda ikincil bir bilesen olarak varligini géstermistir.
839 cm?! ve 1463 cm™’deki bantlarm varhg, safra tasinda CaCOs®’nin varligmi
gostermektedir, bu bantlar, CaCOz*’teki CaCOs* iin C-O biikiilmesinden ve C-O
gerilmesinden kaynaklanmaktadir. Safra taglarinin FTIR analizlerine dayanarak; tespit edilen
ana bilesenin kolesterol oldugunu, CaCOs? iin kiigiik bilesenler halinde bulundugunu, bu

bilesenlerin saf kolesterol safra tasinin olusumundan sorumlu oldugunu sdyleyebiliriz.

FTIR spektroskopik yontemi, ¢cok sayida safra tasi drneginin rutin analizi i¢in zaman, personel
ve ekonomik acgidan pratik bir yontemdir. Ancak bu g¢alisma, safra tasi bilesenlerinin
absorbsiyon bantlarinin siklikla {ist {iste bindigini ve bagli suyun absorbsiyonunun kalsiyum
bilurabinat safra taslarinin FTIR spektrumunun yorumlanmasini zorlastirdigin1 ortaya
koymustur. Safra taglarinin yalmizca FTIR kullanilarak siniflandirilmasinda  dikkatli
olunmalidir ve FTIR spektrumunun yorumlanmasina gereken 6zen gosterilmelidir. Oyle ki
safra taglarinin bilesenlerini ve olusumunun etiyolojisini anlamak i¢in ¢esitli analitik teknikler

kullanilarak daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir.

FTIR’de analiz esnasinda Ornek gereksinimi ¢ok kii¢iik oldugundan (1,2 mg), 6zellikle
heterojen dagilima sahip amorf taglar gibi karmasik taslar icin bazen dogru sonuglar
vermemektedir. Protein taslari, amid ve kalsiyum bilurabinatin titresim bantlarinin ortiismesi
nedeniyle FTIR analizi yoluyla bilurabin tasi olarak degerlendirilebilir (Liu vd., 2002). Bu
yiizden benzer hatalarin 6niine gegebilmek ig¢in X-151n1 kirnim spektrometresi gibi farkli bir

analiz yolu gerekmektedir.

Tez calismasinin bu asamasinda bahsedilen elverissiz noktalar géz oniine alinip, safra taglari
X-1s11 kirinim (XRD) spektrometresi ile analiz edilmistir. XRD desenlerine dayanarak, karisik
ve bilurabin safra taglarinin, susuz ve monohidrat kolesterol formlariyla birlikte kalsiyum

bilurabinat kompleks olusumuna sahip yapida oldugunu dogruladigimizi sdyleyebiliriz.
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Bilurabin taglarinda kalsiyum bilurabinat ve az miktarda kolesterol oldugunu gézlemledik. Hem
saf kolesterolde hem de karisik safra taslarinda bulunan kristal fazlar belirlemek i¢in XRD
analizi yapilmistir. Sekil 4.12’dende goriilebilecegi iizere, kristallesmis kolesteroliin (001)
diizlemine karsilik gelen 16,88°'lik bir 26 acisinda (5,24 A'lik d-aralig1) keskin bir tepe noktasi
belirlenmistir. Saf kolesterol tasi i¢cin XRD analizlerinden, standart desenle tutarli d-aralik
degerleri bulunmus olup 5,34° ((100) diizlemi), 14,12° ((101) diizlemi), 15,32° ((102) diizlemi),
16,88° ((001) diizlemi), 18,09° ((200) diizlemi), 19,34° ((201) diizlemi) ve 21,14° ((211)
diizlemi)’nde belirgin kirinim tepeleri gézlemlenmistir. Bu Miller indeksleri bize analiz edilen
orneklerdeki kolesteroliin kristal yapisinit dogrulamistir. Sekil 4.1.5.’de karisik safra taglari igin
elde edilen XRD desenlerini gosterilmistir. Caligmada tanimlanan diger bilesenlere kiyasla
kolesterol i¢in daha yogun yansima ¢izgileri tespit edilmistir. Kolesterol, kalsiyum karbonat ve
kalsiyum fosfatin varligi da XRD verileri ile dogrulanmistir. XRD’nin hem kimyasal hem de
mineralojik karakterizasyona olanak taniyarak safra taslarinda bulunan kristal fazlarin
tanimlanmasinda Onemli bir spektrometrik teknik oldugunu sdyleyebiliriz. Ayrica XRD
sonuglarimiz ile daha 6nce FTIR analizi ile tanimladigimiz diger tiim kimyasal bilesiklerin
varligin1 dogrulamis olduk. Bu tez calismasi ile safra taglarinin ¢esitli bilesime sahip oldugunu
rahatlikla sdyleyebiliriz. Hem saf kolesterol hem de karisik safra taglarinin incelemelerine
dayanarak; potansiyel olarak farkli kristal olusum mekanizmalarinin oldugunu, bilurabin ve
kalsiyum tuzlarini igeren karisik taslarda disiiniildiigiinde, kristallesme siirecini etkileyen
faktorlerin daha karmasik bir siire¢ igerisinde ilerledigini soyleyebiliriz. Cesitli kimyasallar
nasil etkilesime girmekte ve safra tasi olusumuna nasil katki saglamakta sorularinin

cevaplanamsi i¢in daha fazla arastirma gerekmektedir.

SEM, giiclii biiylitmesi, genis alan derinligi, yliksek ¢Oziiniirligii ve giicli boyut algisi
nedeniyle tasin mikro yapisinin degerlendirilmesi i¢in uygundur. Segilen safra tas1 6rneklerinin
SEM goriintiileri, Sekil 4.17-4.21 farkli ayrintilar ve biiylitmelerle birlikte verilmistir.
Kolesterol agirlikli safra tasinin mikro yapisini inceledigimizde; laminer veya radyal yapida,
kordon benzeri, diizensiz veya kademeli bir dizilimle bir araya gelerek {ist iiste binip, sikica
istiflenip, plaka benzeri veya lameller seklinde kolesterol kristallerinden meydan geldigini Sekil
4.17.°de gormekteyiz. Plaka benzeri kolesterol monohidrat kristallerinin kristallesmesi ve
cOkelmesi bizlerde kolesteroliin safra taslarinin olusumuna yol a¢gmasmin ¢ok faktorlii
oldugunu diisiindiirmektedir. Yani tagin olusumu aralikli bir siire¢ olup, asir1 doymus kolesterol
once kristallesip bir ¢cekirdek etrafinda ¢okelir ki ardindan da kivrimli katmanlar halinde birikir.

Sonug olarak, kolesterol kristalleri katmanli, kordon benzeri bir yapida diizenlenip sonunda da
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kolesterol tas1 olustururlar. Bazen az miktarda bilurabinat kristali (beyaz oklarla isaretlenmis
hem fosfat hem de kalsiyum bilurabinat) Sekil 4.17.A ve 4.17.C.’de verilmistir. SEM karisik
taglarin laminer veya radyal Ortiisen bir diizene ve Sekil 421.’de gosterildigi gibi pul benzeri
veya igne benzeri bilurabinat birikintilerine sahip oldugunu ortaya koymustur. Karisik taglarin
cogu belirgin katmanli yap1 géstermis olup buda bizlere taslarin olusumunun uzun siireli ve
aralikli bir siire¢ oldugunu ve bir¢ok faktoriin birlesik etkisinin sonucunda meydana geldikleini
diistindiimiistiir. Farkli tipteki safra kesesi taglarinin mikro yapisi birbirine benzemeyip kendi
iclerinde ise belirli 6zelliklere sahip olup bu 6zellikler de, olusum mekanizmalarina dair 6nemli
objektif kanitlar sunmaktadir. Bilurabinli safra taslari, farkli boyutlarda kiire benzeri ya da
kiime benzeri, diizensiz, pliriizlii, gevsek bi sekilde diizenlenmis bilurabinat kristallerden olusan
bir mikro yapiya sahip olup Sekil 4.18.’de gdsterilmistir. Profilin ¢evresinde ve merkezinde az
sayida bilurabinat partikiiliine yapismis diizensiz kristaller Sekil 4.20.’de halinde fosfat
parcaciklarinin bilurabinatla sarilmis oldugu goriilmiistiir. SEM, kalsiyum karbonat taglarinin
cesitli kalsiyum karbonat kristallerinden olustugunu ortaya koymustur (Sekil 4.19.). Kristal
sekilleri ise yaygin olarak elips, demet benzeri, igne seklinde, ali¢ benzeri, kiip seklinde, diigme

seklinde, lamelli, kirik odun benzeri, cubuk, igne seklinde gdzlemlenmistir.

Bu ¢alismanin sonuglari, safra kesesi taglariin 5 tipe ayrilabilecegini ve farkli tipteki taglara
sahip hastalarin farkli klinik 6zelliklere sahip oldugunu gdstermistir. Ayrica, farkl tas tiplerinin
farkli olusum mekanizmalaria sahip olabilecegini de one siirmekteyiz. Bu nedenle safra tasi
olan hastalarin safra taslari, ameliyat sonrasi dogru bir sekilde analiz edilmeli ve
siniflandirilmalidir. Bu yalnizca bireysel tedavi ve onleme i¢in degil, ayn1 zamanda farkl: tas
tiplerinin farkli bolgelerdeki dagilimini analiz etmek ve buna uygun Onleyici stratejiler
gelistirmek i¢in de biiyilk 6nem tasimaktadir. Ayrica safra kesesi tasi olusumu iizerine
yapilacak daha ileri aragtirmalar i¢in 6nemli veriler saglayabilir. Dogru siniflandirma safra tasi
olusumu arastirmasi i¢in bir 6n kosuldur. Bu ¢aligma geleneksel siniflandirmaya kiyasla daha
dogru olan safra taslar1 i¢in yeni bir sistematik siniflandirma sunmaktadir. Safra taglarinin
yapisi ve bilesimi, tas olusum stireci hakkinda bilgi vermektedir. Bu tez ¢alismasi, farkl: tipteki
safra kesesi taslarinin karakteristik mikro yapilarina ve morfolojilerine, ayrica farkl element
bilesimine ve dagilimina sahip oldugunu ve farkli tipteki safra kesesi taslarinin olusum
mekanizmasinin ayni olmadigin1 gostermektedir. Bu ¢aligma, safra kesesi tas1 olusumu tizerine
yapilacak daha ileri arastirmalar i¢in objektif bir temel saglarken, safra kesesi taglarinin tedavisi

ve Oonlenmesi agisindan da biiylik 6nem tagimaktadir.
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