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Gilinlimiiz NMR makinelerinin yiiksek ¢oziiniirliik kabiliyeti ve gelismis shimming
teknikleri, manyetik alan homojenligini en aza indirmistir. Buna paralel olarak, NMR pik
yar1 genisligi Olclimlerinden To tiiretilmesi son yillarda daha yaygin hale gelmistir. Bu
nedenlerle, saglikli ve hastalikli vakalarin NMR pik yar1 genisligi karsilastirmalart NMR,
MRS ve MRI'nin tibbi uygulamalar i¢in klinik 6neme sahip olabilirBu tezin amaci,
saglikli ve kanserli kan ve idrar Orneklerine ait metabolit piklerinin NMR pik yar1

genisliklerini hesaplamak ve bu genisliklerden T2 durulma zamanlarini tiiretmektir.



Bu ¢alismada kullanilan 29 kanserli, diabetli ve normal kan ve de 29 kanserli, diabetli
ve normal idrar numuneleri Diyarbakir’daki Memorial Hastanesinin kadin-dogum ve
Onkoloji Birimlerinden temin edildi. Ornekler -20 derecede muhafaza edildi. Olgiimler
esnasinda Ornekler oda sicakliginda ¢ozdiirtildi. NMR o6lgiimlerinden Once kan
orneklerinin her birinden almman 0.02 mL sivi, 0.98 mL D20’ ya ayr1 ayr eklenerek
ornekler hazirland1. Idrar deneylerinde ise bu oranlar 0.06mL idrar ve 0.94 mL DO
olarak secildi. Bu sekilde hazirlanan karigimlar ¢api 5 mm olan NMR tiiplerine transfer
edildi. Cizgi genisligi 6l¢iimiinde kullanilan pikler 400 MHz BRUKER AVENCE NMR
cihazi ile elde edildi. Olgiimlerde 90 derece pulsu ve 16 tarama kullanildi. Prob sicaklig
(20 £1)°C de sabit tutuldu.

Kan Pikleri: Genis kan pikleri 0.9 ppm, 1.2 ppm ve 2.8 ppm de ¢ikmakta ve pik yar1
genigligi 0,1 ppm civarinda olmaktadir.Dar kan pikleri ise 2.4, 3.4 ve 3.6 ppm
degerlerinde ortaya ¢ikmakta ve pik yari genisligi 0,01 ppm civarinda olmaktadir. Diger
ppmlerde cikan pikler orta geniglikte piklerdir ve yar1 genisligi ortalama 0.05 ppm
civarindadir. Dar ve genis pik yar1 genislikleri gruptan gruba degismezken, orta
biiyiikliikteki pik genislikleri gruptan gruba degiskenlik gdsterebilmektedir.

Idrar Pikleri: Tiim idrar piklerinin yar1 genisligi 0.02 ppm civarindadir. Bu pikler tiim
gruplar ig¢in, 0.9-0.1 ppm, 2.1 ppm, 2.9ppm ve 3.9 ppm degerlerinde ortaya ¢ikmaktadir.
3.15 ppm de ortaya ¢ikan pik diabet grubunda daha siklikla goriilmektedir. 3.3ppm,
3.6ppm, 5.1 ppm ve 5.6 ppm pikleri, farkli gruplarda ya ortaya ¢ikmamakta yada seyrek
olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Su baskilama teknikleri kullanilmadan yapilan bu ¢alisma 6zellikle idrar
orneklerinde yapilan ¢izgi genisligi 6l¢limlerinin normal ve hastalikli durunlar1 ayirt etme

potansiyeli tagidigini gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler:400 MHz NMR, Metabolit pikleri, normal kan, kanserli kan, D20
iceren karigimlar, Cizgi yar1 genisligi, T2 durulma zamani,
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ABSTRACT

The resolution capability and advanced shimming techniques of today's high field NMR machines have
minimized magnetic field homogeneity. In parallel, the derivation of T, from NMR peak half-width
measurements has become more common in recent years. For these reasons, NMR peak half-width
comparisons of healthy and diseased cases may be of clinical importance for the medical applications of
NMR, MRS and MRI. The aim of this thesis is to calculate the NMR peak half-widths of the metabolite
peaks of healthy and cancerous blood and urine samples and to derive T2 relaxation times from these
widths.

29 cancer, diabetic and normal blood samples and 29 cancer, diabetic and normal urine samples used in
this study were obtained from the Obstetrics and Gynecology Units of Diyarbakir Memorial Hospital.
Samples were stored at -20 degrees. During the measurements, the samples were thawed at room
temperature. Before NMR measurements, the mixture was obtained by adding 0.02 mL of fluid to 0.98 mL
of D,0 of each blood sample and 0.06 mL of each urine sample to 0.94 mL of D,O. Each mixture was
transferred to 5 mm diameter NMR tubes. NMR measurements were performed using a 400 MHz BRUKER
AVENCE NMR spectrometer and a single pulse sequence (90 degree pulse application). 16 scans were
selected for each measurement. The measurements were carried out at (20 = 1)oC.

Blood Peaks: Large blood peaks occur at 0.9 ppm, 1.2 ppm and 2.8 ppm and the peak half width is around
0.1 ppm. Narrow blood peaks appear at 2.4, 3.4 and 3.6 ppm values and the peak half width is around
0.01ppm. The peaks in other ppm are medium-wide peaks and the half width is around 0.05 ppm on average.



While narrow and wide peak half widths do not change from group to group, medium peak widths may
vary from group to group.

Urine Peaks: Half width of all urine peaks is around 0.02 ppm. These peaks occur at 0.9-0.1 ppm, 2.1 ppm,
2.9ppm and 3.9 ppm values for all groups. The peak at 3.15 ppm is more common in the diabetes group.
Peaks of 3.3ppm, 3.6ppm, 5.1ppm and 5.6ppm either do not occur in different groups or occur infrequently.

This study, which was carried out without using water-suppression techniques, shows that line width

measurements, especially in urine samples, have the potential to distinguish between normal and diseased
states.

Keywords:400 MHz NMR, metabolite peaks, normal blood, cancerous blood, mixtures containing D20,
half height Line width, T2 relaxation time.
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Bu ¢alisma, Batman Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii Fizik Anabilim Dali’nda
“Yiiksek Lisans Tezi” olarak hazirlanmigtir. CaligmadaD20ile asir1 seyreltilmis
numuneler kullanilarak, normal, kanserli ve diabetli kan ve idrar érneklerinin
NMR Metabolitlerinin pik yari genislikleri bulundu. Elde edilen yarigenisliklerden
T2 durulma zamanlari hesaplandi.
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1.GIRiS

Normal ve hastalikli kan ve dokularin niikleer manyetik rezonans (NMR) spin-lattice (T1) ve
spin-spin (T2) parametrelerinin karsilagtiritlmast 1970'li yillarda baslayip giliniimiize kadar
devam etmektedir (Damadian 1971; Zip et al.1976; Coletta 2000; Cistola and Robinson 2016).
Bu calismalarda hastalikli 6rneklerin ortalama T1 ve T2 degerleri normal 6rneklerin ortalama
degerlerinden farkli bulundu. Manyetik rezonans goriintillemenin (MRG) kesfedilmesinden
sonra, durulma zamanlarindaki bu farkliliklar, MRG filmlerinde kontrast olarak ortaya ¢ikmis
ve teshis amaclh kullanilmistir (Kransdorf et al 1989). MR'da kontrast kaynagi olan T1 ve T»
stireleri, Inversion Recovery (IR) ve Carr-Purcell-Meibom-Gil (CPMG) teknikleri ile dlgiiliir.
Bu teknikler, T1 ve T2'nin her biri i¢in 10'dan fazla veri noktasi (ters ¢evirme gecikmeleri veya
yanki gecikmeleri) dl¢iimiine dayanir. Dolayisiyla, in vitro MRS ve NMR'deki T1 ve T2

durulma zamanlarinin élgtimleri zaman alicidir.

NMR pik yar1 genisligi ile /T2 arasindaki dogrudan iliski, NMR teorisinin tiiretildigi yillardan
beri bilinmektedir (Bloembergen et al 1948). Eski teknolojili NMR cihazlarinin ve 6lgiilen
orneklerin yol agtigi manyetik alan homojenligi nedeniyle, pik yar1 genisligi dl¢imleri yakin
zamana kadar T, hesabt igin kullanilmamistir. Ancak giiniimiiz yiikksek alan NMR
makinelerinin yiiksek ¢oziiniirliik kabiliyeti ve gelismis shimming teknikleri, manyetik alan
homojenligini en aza indirmis ve bu konuda yeni bir pencere agmistir. Buna paralel olarak,
NMR pik yar1 genisligi ve NMR pik yar1 genisligi 6l¢iimlerinden T tiiretilmesi son literatiirde
daha yaygin hale gelmistir (Mladenov and Dimitrov 2001; Chen and Tjandra 2009; Wilhelm et
al. 2012; Ahlner ve ark.2013). Ote yandan, in vivo MRS ve NMR klinik arastirma ve denemeler
icin gok 6nemli araglar haline gelmistir (Kumar ve ark.2014; Li ve ark., 2015; Hwang and Choi
2015; Hauge ve ark.2018; Zia ve ark., 2019) D.O Perfizyon MRG ve DO metabolik
gortintiileme teknikleri de klinik ¢aligsmalar i¢in siklikla kullanilmaktadir (Kasturi ve ark., 1990;
Wang ve ark., 2013; De Feyter ve ark. ,2018). Bu nedenlerle, saglikli ve hastalikli vakalarin
NMR pik yart genisligi karsilagtirmalart NMR, MRS ve MRI'nin tibbi uygulamalari i¢in Klinik
oneme sahip olabilir.

Diisiik miktarda biyolojik sivi ve yiiksek miktarda D20 igeren bir karisimda, H>O'daki hidrojen
atomlarmin (H) ¢ogu déteryum (D) ile degistirilir ve HOD molekiilleri olusur (Kiihne Bryant
2000; Van-Quynh ve ark., 2003; Yilmaz ve ark., 2013; Yilmaz ve Yilmaz 2020). Boyle bir
karisimdaki HOD molekiilleri pik siddetini azaltarak radyasyon dampingi ortadan kaldirir.



Ornek ile ilgili faktorlerin ¢izgi pik yar1 genislemesine katkisi da, drnegin asir1 miktarda D,O
ile seyreltilmesi ile en aza iner (Yilmaz ve Yilmaz 2020). HOD molekiilleri, gruplarin T»
dagilimlarinda daralmaya yol acarak, 1/T2'nin farkli ¢ene lezyonlarini ayirt etme kabiliyetini
arttirir (Yilmaz ve Yilmaz 2020). Ayrica, NMR pik yar1 genisligi olgtimleri, sadece tek bir
radyo frekansi1 (RF) atmasini kullanarak, zamandan tasarruf saglar. Bu nedenle, diisiik 6rnek
stvisi ve yiiksek D2O miktarindan olusan karigimlarla yapilacak bir NMR ¢aligsmasi, normal ve
hastalikli kan ve idrarin metabolit piklerinin yar1 genisliklerinin dl¢iimiine ve dlgiimlerden T»
durulmalarinin tiiretimine imkan verebilir. Hem pik yar1 genislikleri ve hem de tiiretilecek T>
zamanlari, normal ve kanserli kan ve idrarlarin birbirlerinden ayirt edilmesini saglayabilir.
Boyle bir deney, en kolay NMR deneyidir ve fazla 6rnek 6l¢timlerinde deneysel zamandan
tasarruf saglar. Orneklerin asir1 D20 ile seyreltilmesi yeni yeni ortaya c¢ikan bir calisma tiirii
oldugundan (Yilmaz ve Yilmaz 2020), mevcut yaklasim ayni1 zamanda basit ve yeni bir
yontemdir.

Bu tezin amaci, saglikli ve kanserli kan ve idrar 6rneklerine ait metabolit piklerinin NMR
pik yar1 genisliklerini hesaplamak ve bu genisliklerden T, durulma zamanlarini tiiretmektir. Bu
amaglar i¢in, her kan 6l¢iimii i¢in 0,02 mL (20 puL) numune ve 0,98 mL D20 ve her idrar 6lgtimii
icin de 0.06 mL idrar ve 0.94 mL D20 igeren karisimlar hazirlandi. Saglikli ve hastalikli
orneklerin NMR metabolit pikleri, 400 MHz de galisan NMR cihazi ile kaydedildi. Saglikli ve
hastalikli gruplara ait metabolit piklerinin pik yar1 genislikleri dl¢iilerek ve Pik yari genisligi
— 1/T7 iliskisi kullanilarak, T2 zamanlar tiiretildi.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Onceki Kaynaklarin Degerlendirilmesi

P J Foxall ve arkadaslari, Polikistik bobrek hastaligi olan hastalardan alinan Kkist
sivilarinin  yiiksek ¢oziiniirliiklii proton manyetik rezonans spektroskopisiisimli
caligmalarinda; polikistik bobrek hastaligi olan hastalardan toplanan kistik sivilarin NMR
spektrumlart 6lgiilmiislerlerdir. Genis bir zarf iizerine dagilmis metabolite dagilimimi kayit
altina almiglarve bu zarfin kistik ortamdaki total protein seviyesi ile ilgili oldugunu analiz
etmislerdir. Proteinin etkisi, kistik ortamdan protenin ¢okertilmesi yolu ile dogrulanmistir.
Spektrumda ortaya ¢ikan piklerin hangi metabolitlere ait oldugunun saptanmasi da ¢alismanin
ana konusu olmustur. Yiiksek alan spektrumunda ortaya ¢ikan piklerin hem kan plazmasindan
hem de idrardan farkli olduklarini belirlemislerdir. incelenen kistik sivilarda izoldsin, lizin,
treonin ve valin metabolitlerinin mM mertebelerinde oldugu, glikoz yogunlugunun 3.4-9.6 mM

arasinda degistigi; asetat, laktat, siiksinat ve benzeri organik asit ve bazlarin, kreatinin ve

dimetilamin, glikoprotein ve etanoliin yiiksek derisimde mevcut bulundugu ortaya konulmustur
(P J Foxall ve ark. 1992).

Virendra Kumar ve arkadaslari, Prostat kanseri ile baglantili insan viicudu sivilarinin ve
dokularmnin yiiksek ¢oziiniirliikklii NMR spektroskopisiisimli ¢alismalarinda; Prostat doku
ve sivisinin, seminal sivinin, serum ve idrarin yiiksek alandaki NMR spektrumlarindaki
farkliliklarin prostat kanserinin belirlenmesi i¢in kullanilabilecegini analiz etmislerdir. NMR
spektrumu veren tiim cekirdeklerin (*H, 3C, 3P, vesaire) metabolit profillerinin ortaya
konulmasini ve bunlarin tan1 potansiyellerinden yararlanilmasini ifade etmislerdir. 400 MHz ve
tizerindeki manyetik alanlarda ¢alisan NMR cihazlar1 ile elde edilecek metabolit
profillerinin, prostat kanserinin tanisi igin belirteg¢ rolii oynayabilecegini ve kanserle iligkili
biyokimyasal ve metabolik degisikliklerin ortaya konmasinda yararli olacagini ifade
etmiglerdir. Bu temelden hareketle prostat, prostat dokusu pargalari ve de prostat ile ilgili
viicut sivilari lizerine yapilmis onceki calismalarielden gecirmisler ve boylesine incelemelerin

gelecekteki arastirmalar igin saglayacagi yarari irdelemislerdir (Virendra Kumar ve ark., 2014).

E A Boss ve arkADASLARI, Yumurtalik kisti sivisinin yiiksek ¢oziiniirliiklii proton niikleer
manyetik rezonans spektroskopisiisimli ¢alismalarinda; farkli yumurtalik timorlerinden alinan
kistik sivisinin metabolik kompozisyonunu 600 MHz proton NMR spektoroskopisi ile
degerlendirmis- lerdir. Bu yolla 36 metabolitin saptanabilir derisimleri bulunmustur. Bir¢ok da
kimliklendirilmemis sinyal ve beklenmedik metabolit piki bulunmustur. Bu ¢alismada
incelenen kistik sividaki diisiik molekiiler agirlikli metabolitlerin genel bir envanteri de ortaya
konulmustur. Tyi ve koti huylu Kistlere ait cesitli

3



metabolitlerinkonsantrasyonlariarasindaanlamli farklar (p <0.01) saptanmistir. Bu bulgulardan
hareketle, Proton NMR’1n, yumurtalik kisti sivisinda diisiik molekiiler agirlikli bilsenlerin

varliginda, bu sivinin metabolitlerei hakkinda genel bir goriinlim verebilcegi sonucuna
varilmistir(E A Boss ve ark. 2000)

Lola F Duarte ve arkadaslari, Hastalik arastirmalarinda insan kam ve idrarinin NMR
metabolomikleriisimli ¢aligsmalarinda; Bes yillik bir siireci kapsayan arastirmalar gozden
gecirilerek, NMR kan ve idrar metabolomiklerinin temel uygulamalarina odaklanilmistir. Bu
odaklanmadan: NMR metabolit incelemelerinin hastalik durumlari i¢in bir i¢gorii sagladigi olgusunu ve
ayrica hastalik teshis ve takibi i¢in metabolik belirte¢ roliinii tagidigini dogrulamustir. Ayricabes yil
icinde yapilan ¢aligmalardan elde edilen bilgiler, NMR metabolit profilinin iyilestirilmis calisma
tasarimi ve istatistiksel dogrulama cabalari ile birlikte, metabolik yaklasimin olasi sinirlamalar1 ve

tuzaklari hakkinda artan bir farkindalik yaratmaya yonelik olmustur( lola F Duarte ve ark. 2013)

Messana ve arkadaslari, Tip II diyabetik hastalardaki idrarin proton niikleer manyetik rezonans
spektral profilleri isimli ¢alismalarinda Normal ve diyabetli hastalardan alinan idrar sivilarini Proton
NMR ile incelemislerdir. Incelen 6rneklerden elde edilen NMR spektrum piklerinin hangi metabolitlere
karsilik geldigini saptamislardir. Baz1 metabolitler, diyabetik sivilarda saglikli olanlar gore daha sik ve

daha yiiksek derisimlerde bulundu (I Messana ve ark. 1998)

Que N. Van ve arkadaslari, Mesane Kanseri Tespiti icin MetabolikProfilleme isimli
calismalarinda; Bicok hastalik ¢esidinin ortay ¢ikisi ve hastaligin seyri boyunca genyaziliminda, protein
ve metabolit derisimlerinde degisiklikler meydana gelir. Protein ve metabolit seviyesindeki
degisiklikler, klinik belirtilerin ortaya ¢ikmasindan once biyolojik sivilarda ve dokularda siklikla
saptanabilir. Bu degismeler, ilgili parametreleri tan1 ve hastaligin takibi igin biyobelirtecler haline
getirir. Biyobelirtegler birgok hastalik igin yararli oldugundan; mesane kanserini ortaya ¢ikaracak
Ozglinbir idrar biyobelirtecinin bulunmasi, hem 6liimii 6nleyecek ve hem de hastaligin yol agtig1 aciy1
azaltacaktir. Bu c¢alismada mesane Kkanseri igin, sistoskopi ve histopatolojinin yerini almacak
duyarlilikta olan biobelirteglarin kiitle spektrometresi ve NMR metabolit profili tartisilmigtir (Que N.
Van ve ark. 2011).



Zhening Wang ve arkadaslari, NMR tabanh metabolomik teknikler, erken kolorektal
kanser tespiti (CRC) icin potansiyel idrar biyobelirteclerini tanmimlarisimli ¢aligmalarinda,
Kolorektal kanser (CRC) hastalaligini yenmek iginerken tan1 metodlarina gereksinim bulunmaktadir.
Bu amag i¢in i (* 'H-NMR), ellibes CRC hastasindan ve saglikli kontrolden alinan idrar sivilarinin NMR
metabolite profili arastirilmistir. Ortogonal kismi en kiigiik kareler-ayirict analizi (OPLS-DA) yoluyla
oriintii tanima yapilmistir. Model 6zgiilliigii, 6zofagus kanserleriyle karsilastirilarak dogrulanmistir (EC,
n = 18). CRC sivilarinin metabolit profilleri, saglikli 6neklerinkinden farkli bulundu. Birinci ve ikinci
seviye CRC sivilarinda amino asit metabolizmasi, glikoliz, trikarboksilik asit dongiisii, iire dongiisii,
kolin metabolizmasi ve bagirsak mikroflora metabolizmas1 yol actig1 bozulmalarini gésteren toplam 16
potansiyel biyobelirteg metabolit tanimlanmustir. Bu ¢alismada, CRC hastalarmin idrar 6rneklerindeki
onemli metabolomik varyasyonlar1 degerlendirildi ve eski verilere tamamlayici bilgiler saglandi.
Boylece CRC'nin erken teshisinde NMR tabanli {iriner metabolomik parmak izinin kullanimini

desteklekleyen sonuglara ulasildi (Zhening Wang ve ark. 2017)

Sarantos Kostidis ve arkadaslari, Memeli hiicrelerinin hiicre i¢i ve hiicre dis1 metabolizmasinin

kantitatif NMR analizi isimli bir ¢alismalarinda, Hiicrelerin ve biyolojik sivilarinin metabolit profili
degisik degiskenlerle irdelenebilir. Viicut sivilarinin metabolit analizi i¢in birkag standart calisma
yontemi olsa da, hiicresel metabolitlerin NMR bazlinicel yorumlanmasi daha az standardize
edilmistir. Deneysel tasarimlar hiicre tipine, sondiirme protokoliine ve uygulanan edinim sonrasi ig
akigina baglidir. Bu ¢alismada, memeli hiicrelerinin metabolik fenotipinin nicel agiklamasi igcin NMR
spektroskopisi temelli bir egitim sunulmustur. Uygun kiiltiir ortaminin seg¢imi, metabolizmay1
tekrarlanabilir bir sekilde durduran sondiirme teknikleri, hiicre i¢i bilesenlerin ekstraksiyonu ve kiiltiir
ortaminin profili gibi siirecin 6nemli basamaklar1 tartisilmistir. NMR’da veri toplama ve hem nitel hem
de nicel analiz i¢in yontemler ortaya koyma hususuda irdelenmistir. Bu ¢aligma memeli hiicrelerine
yoneliktir. Buna ragmen sunulan egitim ve is akist diger hiicre tiirlerinin analizi i¢in de ayarlanabilir

(Sarantos Kostidis ve ark.2017).



Kannath Santhoshs ve arkadaslari, In vivo ve in vitro (1)H MR spektroskopisinde gelisimsel 6n
bagirsak kistinin metabolik imzasiisimli calismalarinda; 6n bagirssak kistleri lizerine genel bilgi
verilmistir. 1,5 T NMR ile 6l¢iilen 6n bagirsak kisti, biri 2,02 ppm de biiyiik bir metabolit pik gdosterirken
digeri 1,33 ppm de kiigiik bir pik sergilemistir. Bu pikleri N-asetil bilesik pik sinifi ile iliskilendirilmisir.
7.05 T NMR ile yapilan dl¢timlerden de bu piklerin varligi dogruland: ve lipit sinifi ile ilgili oldugu
ortaya konuldu. Bunlara ilaveten heksoz halka grubuna ait farkli protonlardan ileri geldigi diistiniilen ve
ortalamasi 3,07 ppm de olan genis bir grubun varligi da kaydedildi. Boylece incelenen sivinin kimyasal
bilesiminin irdelenmesi: Kistik sivida N-asetilheksosaminlerin, proteinlerin ve lipidlerin bulundugunu
dogruladi. Mukayese amaciyla piir N-asetilglukozamin ve N-asetilgalaktozamin ¢6zeltilerinin in vitro
NMR spektralar1 goriintiilendi. Bu deneyde N-asetil pikinin ¢oziiniirliigi 3,7 ppm’de daha iyi idi. Bu
bilgi, kist bilesimini anlamada ve dolayisiyla epitel ve glandiiler elemanlarin astarini belirlemede fayda

saglayabilir (Kannath Santhosh ve arkadagslari 2008).

Justyna E Wolak vearkadaslari, Kistik fibrozis hastalarindan alinan bronkoalveolar lavaj sivisinin
metabolomik analizi isimli ¢alismalarinda Kistik fibrozlu (KF) pediyatrik hastalardan alinan
bronkoalveolar lavaj sivisinin (BALF) metabolit profilleri, NMR kullanimi yoluyla, havadan bulasan
mikroplarin yol agtigiiltihaplanma ile ne dl¢iide baglantili oldugu arastirildi. BALF ornekleri, klinik
bulgular1 olanKF'li 11 ¢ocuktan bronkoskopiesnasinda toplandi. Cok miktarda nétrofilik hava yolu
iltihaplanmas1 gosteren BALF spektrasi, ¢ok sayida metabolitten sinyaller gosterirken; diisiik derecede
iltihaplanmaya sahip sivilardan alinan spektrumlar daha az sayida pik verdi. Yiiksek iltihaph 6rneklerin
metabolitleri, amino asit ve laktat gibi bilesenlerin varligini ortaya koydu. Yiiksek ve diisiik iltihapl
gruplarin birbirinden ayrigilabilecegi de istatiksel irdelenme ile ortaya kondu. (Justyna E Wolak 2009).

Jong-Hee Hwang ve arkadaslari, Metabolik hastaliklarin incelenmesinde in vivo manyetik
rezonans spektroskopisinin kullammmu isimli ¢alismalarinda; Gelismis cografyalardaki sedenter hayat
nedeni ile asir1 sismanligin(obezite) kiiresel dlgekte hizla arttigi belirtimistir. MRI (manyetik rezonans
goriintiileme) ile ayni temellere dayanan MRS (manyetik rezonans spektroskopi), viicut sivilarindaki ve
dokularindaki metabolik piklerinin artip azalmasini in vivo olarak saptayabilir. Proton (* H), Karbon13
(3 C) ve Fosfor31( *'P) MRS teknikleri, lipidleri ve 6neml metabolitleri saptamak amaciyla klinik ve
biyomedikal metabolit aragtirmalarinda temel yontemler olmaktadir. ' H MRS kas ve karaciger gibi
organlarin lipid miktarini saptayabilir ve in vivo 2-hidroksiglutarat gibi metabolitleri ortaya ¢ikarabilir.
Diger yandan, hepatik veintramiyoseliiler lipid muhtevasinin insanlarda insiilin hassasiyeti ile ters yonde
degistigi gosterilmistir. Buna dayali olarak, insiilin direncinin erken saptanmasinda, lipid miktar
muhtevasi biyobelirte¢ roliinii {istlenebilir. Hepatik glikojen sentezini ve ¢okme durumu **C
kullanilarak saptanir. Bu arada ' P MRS, invivo ATP muhtevasina ilaveten, satiirasyon transfer
yontemi vasitasiyla adenosin trifosfat (ATP) sentezinin miktarlarinin belirlenmesini saglar. Bu in vivo
datanin baska yontemlerle analiz edilmesi gii¢ olabilir ve metabolik profilin kritik bir boliimiinii bize
saglayabilir. Bu derleme makalede, okuyucuya kolaylik saglamak amaciyla, MRS 1n gelecekteki baslica

uygulamalari ve sinirlamalar1 anlatilmistir. (Jong-Hee Hwang ve ark. 2015)
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Yan Li ve arkadaslari, In vivo MR Spektroskopisi kullanarak Tiimoér Metabolizmasini
Goriintiilemeisimli caligmalarinda; MRS, saglikli ve saglikli olmayan metabolizmay1 incelemek igin
oldukga gelismis bir tekniktir. Degisik ¢ekirdekleri kullanan MRS metodlari, anatomik karakteristiklerle
direkt bagdastirilan biyokimyasal veriler saglar. Asirt kutuplanmis ** C MRS, reel vakitli metabolik
¢evirimi yansitan yeni bir yontemdir ve kanserli hastalarin izlenmesinde ¢ok degerli bir metod olabilir.
Bu makale, kanserin ¢esitli asamalarini ve kanser metabolizmasini analiz etmek igin in vivo 3 P, H
ve ¥ C MRS kullanimimi gézden gegirmektedir. Onkoloji odakli ve Pre-klinik arastirmalar icin MRS
kullanan bir¢ok Onciil arastirma olmakla beraber bu yontemi kanser hastalarina uygulayan onemli

kaynaklar da bulunmaktadir. (Yan L ive ark.2015).

S Kiihne ve arkadaslari,'H spin-orgii durulma mekanizmasinin ¢oziiniirliigii ile hesaplanan
proteine bagh su molekiiliiisimli ¢alismalarinda; Sigir serum albiimiiniin seyreltik ¢ozeltileri
kullanilarak, H20\D2O karigimlarindaki su protonunun spin orgii durulmasi incelenmistir. 1\T2 diisiik
protein konsantrasyonunda frekansa bagli olarak incelenmistir. Go6zlenen durulma dispersiyonu
Lorenziyen olup, etkili ilgi zamani41 + 3 ns kadardir. Eger oksijen numune ortamindan uzaklastirilirsa,
rotasyonel biikiilme frekansinin tistiindeki frekans degisim paterrni yassilagir. Molekiik i¢i ve molekiiller
aras1 rolaksasyon katkilarinin ayrigimi, izotop bilesiminin fonksiyonu olarak yapilan NMR ol¢timleri
yardimiyla saglanabilir. Molekdil i¢i proton proton durulma orani biiyiikliigii proteine siki olarak
baglanan 25+ 4 su molekiiliiniin varligina isaret eder. Su molekiillerinin bu sayist baglanma bolgesinde
suyun lokal hareketlerinin miimkiin varligin1 ihmal eder. Bu etkilerin dahil edilmesi su molekiillerinin

sayisin1 %50 arttirir (S Kiihne ve ark. 2000).

A S Goryunov, H/D izotop degis tokusunun protein hidrasyonu ve cozeltideki etkilesim iizerine
etkileri isimli ¢alismasinda; Molekiiller arasi protein-Su ve protein-protein etkilesimleri tizerine H\D
izotop etkisini arastirmak i¢in yeni bir yaklasim Onerilmis ve H20 D20 ¢dézeltilerindeki donmamis
suyun muhtevasi 1H NMR ile tayin edilmistir. Sogrulmus su miktariD.O mevcudiyetinde bulunmus
veproteine bagl yiizey gruplarindaki H20\D20 kesirlenmesi (fractionation)-10 ° C ile -35 ° C arasinda
takdim edilmistie. Kesirlesme faktorii icin bazi basit bagintilar tiiretilmistir. Kesirlesme faktoriiniin
yiiksek degeri, protein molekiillerinin su baglama oraninda bir azalmaya karsilik gelir. Bu etkinin
muhtemel bir nedeni, D20 tarafindan indiiklenen bir molekiiller arasi protein-protein etkilesimi olabilir.
Kesirlegsme faktoriiniin 1’in lizerindeki degeri, bu etkilesim ile ilgili hidrasyon suyu bileseninin sayisal

bir degerlendirmesini temin edebilir (A S Goryunov 2006).

S Chawla ve arkadaslari, Proton manyetik rezonans spektroskopisi kullanilarak domuzun farkh
tercih bolgelerinden Cysticercus cellulosae metasestodunun metabolit paterniisimli ¢calismalarinda;
Tenya solyum’dan kaynaklanan sistiserkoz, diinyanin degisik cografyalarinda en sik karsilasilan bir
saglik sorunudur. Bu ¢aligsmada iskelet kasindan ve iltihaplanmis domuz beyninden ¢ikarilmis sivilarin
proton NMR spektrumu incelenmistir ve bunlarin metabolik spektrumlar mukayese edilmistir. Proton

NMR kullanilarak, iskelet kasindan asit muamelesi ile elde edilen kistlerin diisiik molekiiler agirlikli



metabolitleri de incelenmistir. Farkli metabolitlerin istatistik analizi ve mutlak nicelendirilmesi kistlerin
farkli yerlesim yerlerindeki herhangi bir anlamli farki anlamak i¢in yapilmistir. Kistlerin metabolik
profilleri tercih edilen farkli yerlesim yerlerinde birbirine benzer idi. Elde edilen spektrumdaki
metabolitler kimliklendirilmistir. Kas kistlerinin keratin derigimi, beyinden alinan kistlein derigiminden
istatiksel yonden yiiksek tespit edildi. (p = 0.001) Sonug olarak kislerin metabolik spektrumun kist
dokusunu saran ¢evreden etkienmedigi neticesine varildi. Bununla beraber bazi metabolitlerin derigimi

doku yerlesimine bagl olarak bulundu. (S Chawla ve ark. 2004).

Zhao-Qing Du ve arkadaslari, Farkh Biiyiikliikteki Piyojenik Karaciger Apsesinin Klinik
Ozellikleri ve Sonuclari: Tek Merkezden 15 Yilhk Deneyimisimli calismalarinda; Piyojenik
karaciger apsesinin (PLA) tedavi siireindeki standartlasmanin tam olarak saglanmadigini ifade
etmislerdir. Bu calismada degisik boyutlardakiPLA'nin klinik karakteristiklerini, hastaligin seyrini,
tedavi yontemlerini ve ortaya ¢ikan neticeleri arastirmislardir. 2000 ile 2014 yillar1 arasindaki siirecte
retrospektif olarak kaydedilen PLA'l1 410 hasta: kiigiik, biiyiik ve dev apseli olarak siniflandirildi. Bu
hastalara gesitli tedavi yontemleri uygulandi ve 6liim oranlar istatiksel olarak analiz edildi (Zhao-Qing
Du 2016)

Bo Zhou ve arkadaslari, Gastrointestinal fistiillii hastalarda intraabdominal apseye albiimin
sentetik yamitimin  dinamikleriisimli ¢alismalarinda; serum albiimin derisimindeki diisiikligiin,
karmigibulasin kaynaginin kontroliinde basarisizliga yol a¢tigini belirtmislerdir. Buna ragmen, bu
gibihastalarda alblimin sentezinin devingenliginindiisiik albiimin olusumunu ne kadar etkilediginedair
veriler nispeten azdir. Karaciger albiimin sentezinin karin i¢i apseye olan etkisini ve bunlarin az albiimin
olusumuna ve dolasim sistemindeki endokrin hormon gériimiimiine nasil baglintilioldugunu anlamak
icin, gastrointestinal fistiil olan bir grup hastada bu konular arastirilmistir. Bu amag icin karinigi fistula
tagtyan hastalar ve normal kontrol hastalar1 takibe alinmistir. Karin i¢i fistula tagiyan hastalarda, albiimin
ve total protein derisiminin azaldigi gozlenmistir. Albumin sentezlenmesi de azalmigtir. Hastalik
kaynagi ortadan kaldirildiktan sonra, alblimin derisiminin ve sentezinin normale dondiigii de

gozlemlenmistir. (Bo Zhou ve ark. 2014).



Martin Sanchez-Aguilar ve arkadaslari, Amipli karaciger apselerinin tedavi edilememesinin
prognostik gostergeleriisimli caligmalarinda; Klinik, ultrasonik ve serolojik gibi degisik metotlar
devreye sokarak karacigerinde amipli apse bulunan bir grup hasta tizerinde muhtemel vaka-kontrol
incelemesi sunmuslardir. incelenen hastalara metronidazol verildi ve 4 giin boyunca negatif klinik cevap
gosterenlerin  apseleri  perkiitan veya cerrahi olarak bosaltildi. Demografik, laboratuvar ve
ultrasonografik nitelikler basarisizligin prognostik gostergeleri olarak kabul edildi. Incelenen 40
hastadan 24’1 tibb1 tedaviye cevap verdi. 14 hastaynin absesi drenaj ile bosaltildi. 2 hastanin absesi ise
ameliyatla alindi. Absenin biyokimyasal bilesimi, hacmi ve yarigapi lizerine istatiksel analizler yapildi
ve anlamli degerler bulundu. Yiiksek voliime ve biiyiik ¢ap ile diisiik serum albiimin seviyesi ve yiiksek

alkalin fosfate diizeyinin, taniy1 tahmin limitleri ortaya kondu (Martin Sanchez-Aguilar 2012).

G. Mladenov ve arkadaslari, Referans dekonvoliisyon kullanilarak basit spin sistemlerinde NMR
cizgi genisliklerinden T.'nin c¢ikarilmasiisimli calismalarinda; NMR spektrumlarinda pik yari
yiiksekliginden Hertz olarak 6l¢iilen ¢izgi genisliklerinden T1 spin-spin durulma zamanlarini elde etme
imkanlarin1 incelemislerdir. Spektrumlar, once referans ters evrisime ve ardindan zaman bdolgesi veri
analizine tabi tutulmustur. Deney siiresi genellikle kisadir; deney esnasinda cihazin kararli kalmasina
0zen gosterilmelidir. Burada kullanilan metot, NMR pikinin goriiniisii Lorentzian ise gercek T»
degerlerinin hesaplanmasini saglar. Lorenzien olmayan pik durumlarinda ise sadececizgi genisliginin

kaba bir belirlenmesi yapilabilir. Tahmini elde edilebilir (G. Mladenov ve arkadaglar1 2001).

Kang Chen ve arkadaslari, Tamamen durulmus bir Akordeon 3D HNCO deneyi kullanilarak pik
cizgi yan genisliginden protein omurgas1 °N durulma oranlarimin dogrudan élgiimleriadli
caligmalarinda; Cozelti kullanarak NMR ile 6lgiilen Proteine bagli®N spin durulma oranlarmimn
Ol¢iilmesi, proton bagli oldugu bélge hakkinda yararli bilgiler verir. Alisilmis method, giderek artan
durulma beklemelerini (tq) kullanarakbir dizi 2D*H->N HSQC spektrumunu elde etmek ve bu ardisik
spektrumdaki pik tepelerinin uydugu egrilerden durulma oranlarini tespit etmektir. Yeteri kadar iyi
¢oziinmemis spektrum profili gdsteren proteinler. Yetersiz ¢Oziilmiis spektrumlara sahip proteinler,
genellikle birkag 3D HNCO spektrumunun N/BC ¢ift etiketli protein orneginde toplanmasini
gerektirir. Bu ¢alismada **N ya da 13C durulma oranlarm tiiretmek i¢in, Akordeon tipi bir HNCO puls
dizisi kullanilmistir. Zaman bolgesinde toplanmis verilerinin yorucu irdelenmesinden bertaraf etmek
icin, Akordeon HNCO spektrumundaki piklerin **N T; ve T, durulma zamanlarimn, pik ¢izgi yari
genisliginden elde edilmesine yarayan bir protokolu 6nermislerdir. Tive T, durulmalarimin her ikisi es
zamanh olarak sirasiyla *C 've'®N’in sabit zamanli evrim periyotlarina doniistiiriilebilecegini
belirtmislerdir. Durulma gecikmesi en az 3 x T1 veya 3 x T, degerilerinde segilerek, sinyalin FID'nin
sonunda biiyiik 6l¢iide bozulmasi saglanmistir. Ortaya ¢ikan pikin yari yiiksekliktekicizgi genisligi,
durulma zamanlarinin 6l¢timii i¢in kullanilmustir. 76 kalint1 Ubikuitin ve 226 kalintili glutamin baglayici
proteine (GInBP) uygulandiginda, geleneksel yontemlerle olgiilen T1 ve T, degerlerindensapatamanin

sirastyla ortalama % 4-6 ve% 5-7 oldugunu ortaya koymuslardir. Ayrica 6nerilen Akordeon HNCO


https://analyticalsciencejournals.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Mladenov%2C+G
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Chen+K&cauthor_id=19114314

yontemi, 2D spektrumlarinda iyi ¢6ziilmemis piklerin durulmalarinin 6l¢timiinii de saglayarak, proteinin

daha iyi incelenmesini temin etti (Kang Chen ve arkadaslar1 2009).

M. Wilhelm ve arkadaslari, Myelin uygulamasinda T»- dagiliminin incelenmesi i¢in Siiper-
Lorentzian cercevesiisimli c¢alismalarinda; Beyaz maddeninn fonksiyonu i¢in &nemli olan lipid
tabakas1 kilifindaki Miyelin eksikliginin bir dizi hastaliga yol a¢tigin1 belirtmislerdir. Miyelinin NMR
ve MRI ile tespit yontemlerini de ortaya koymuslardir. Deneylerini miyelin lipid ekstratin1 ve tam fare
spiral kordunu kullanarak icra etmislerdir. Bu maddelerdeki miyelinin 1H NMR spektrumunu ve siiper
lorenzien bir yaklasimi kulanarak, miyelindeki T2 dagilimin1 400 MHZ NMR ile incelenislerdir.
Yaptiklar1 incelemede miyelin i¢in genis bir pik elde etmisler. Sonug olarak kullandiklar1 yontemlerle,
hem myelin spektrumunu ve hem de miyelindeki T, dagilimini saptamuslardir. (M. Wilhelm ve
arkadaglar1 2011)

Alexandra Ahlner ve arkadaslari, PINT: Pik hacimlerin entegrasyonu ve gevseme oranlarinin
cikarilmasi icin bir yazilimadli ¢alismalarinda; NMR spektrumundai piklerin entegrasyonunu saglayan
bir Peak Inegration (PINT) programini sunmuglardir. Kullanilmasi oldukga basit olan bu programin,
karmasik spektrumlari analiz etmede oldukca basarili oldugu ifade edilmistir. Pik yiikseklikleri, 6nceden
tammlanmis ¢izgi sekillerinin deneysel verilere fit edilmesiyle entegre edilir ve bu uydurulma
islemi(fitting), Ornegin asir1 derecede st {ste binen pikler ile basa ¢ikmak igin
ozellestirilebilir. Sonuglar gorsel olarak incelenebilir, bu da ¢izgi sekil uydurumunun (fitting) sistematik
optimizasyonunukolaylastirir. Son olarak, entegre pik hacimleri, durulma oranlarini tiiretmek ve disiik
niifuslu seviyeler hakkinda bilgi edinmek ¢ikarmak i¢in kullanilabilir. Ayrica PINT programinin yarari,
maya proteini Abplp'nin 59 kalintt SH3 bolgesine ve murin EphB2'nin 289 kalint1 kinaz bdlgesine
yapilan uygulamalarla ortaya konulmustur (Alexandra Ahlner ve arkadaslar1 2013).

Ayala ve arkadaslar, Tleri evre kronik bobrek hastahig olan hastalarda idrar metabolomik
isaretlerinin belirlenmesi isimli ¢alismalarinda: kronik bobrek hastaliginin (KBH) ¢ok rastlanan
yaygin bir hastalik oldugunu, hastalig1 teshis etmek ve seyrini izlemek i¢in yeni biyomarker kesfine
ihtiya¢ bulundugunu belirtmislerdir. Bu amagla 15 kronik bobrek hastalikli kisiden alinan idrarin NMR
spektrumunu elde etmisler ve bu spektrumdan KBH ye 6zgii bir spektrum profilinin ortaya ¢iktigini

belirlemiglerdir. Sonuglarim diger yontemlerle de dogrulamislardir (Ayala ve arkadaglar 2014)

Markus Niklassonve arkadaslari, Gelismis ¢izgi sekli uyusturma teknigi kullanarak NMR
verilerinin kapsamh analizi adli ¢alismalaria gore; Niikleer anyetik Resonansin (NMR), proteinler,
niikleik asitler ve metabolitler gibi karmasik yapiya sahip molekiillerin yapilarinin atom boyutunda
belirlenmesi igin yapilacak ¢aligmalar i¢in uygun bir spektroskopik teknik olmaktadir. Bunun nedeni
molekiiliin yapis1 ve molekiildeki hareketlerle ilgili bilgilerin, molekiile ait NMR piklerinin ortaya
ciktig1 frekanslarda (ppm) ve piklerin ¢izgi sekillerinde ortaya ¢ikmasidir. Deney ve verilerin farkli
analiz siireclerinde ve ayrica sonuglarin confirm edilmesinde degisik software programlarina olan

gereksinim, biyomolekiiler yapr ile ilgili faktorlerin dogru belirlenmesini genellikle karmasikve zaman

10


https://www.semanticscholar.org/author/M.-Wilhelm/39332258
https://www.semanticscholar.org/author/M.-Wilhelm/39332258
https://link.springer.com/article/10.1007/s10858-013-9737-7#auth-Alexandra-Ahlner
https://link.springer.com/article/10.1007/s10858-013-9737-7#auth-Alexandra-Ahlner
https://link.springer.com/article/10.1007/s10858-017-0141-6#auth-Markus-Niklasson

alic1 hale sokar. Bu giigliikleri asmak igin arastiriclar. Burada, ¢ok yonlii entegre, ¢apraz platform ve
acik kaynakli bir software programi sunmuslardir. Bu program, tipik NMR ¢izgi sekli fitting
uygulamasina gore daha ¢ok islevseldirBu program, PINT adli software programinin daha gelistirilmis
bir versiyonudur. Program Grafik kullanici arayiizeyine sahip bulunmaktave pik toplama, pik listelerinin
diizenlenmesi ve ¢izgi sekli fitting gibi 6zellikleri de icermektedir. Ayrica kaydedilen NMR piklerinin
yiikseklikleri, 6rnegin T1 ve T, oranlarini, heteroniikleer NOE degerlerini ve kimyasal degis-tokus
parametrelerini ¢ikarmak i¢in dogrudan kullanilabilir. Piyasadaki software programlarinin aksine, her
tirlii deneysel siireg, uygulama sonuglarinin kalitesini degerlendirme, analiz, ve yayin icin gerekli
sekillerin ¢izimi dakikalar iginde PINT ile gergeklestirilebilir ve bu &zellikler sadece PINT’e 6zgii
olmaktadir. Bu ¢alismada PINT in 6zellikleri diger yazilim programlartyla da karsilastirilmistir (Markus
Niklasson ve arkadaglar1 2017).

MacKinnon N ve arkadaslari, NMR Tabanh idrar Metabolomik Profilleme: Prostat Kanseri
Tespitinde Uygulamanin Degerlendirilmesiadli ¢aligmalarinda sunlar aciklanmistir: Prostat
kanserinin (PKa) tanisi ve hastaligin agrilili tiplerinin ac1 vermiyentiplerinden ayristirilmasinin bir klinik
mecburiyet oldugunu belirtmislerdir. 4-10 ng/mL araliginda prostata 6zgili antijen seviyeleri, hali
hazirdaki tani testi olarak islev gérmektedir. Bu ¢alismada, biyopsileri pozitif ¢ikan kisilerden alinan
idrar kullanilarak kadedilen niikleer manyetik rezonans spektumlarindan, biyobelirte¢ sinyallerinin bir
se¢iminin miimkiin olup olamayacagi arastirilmistir. Bu amacla, 317 kisiden alinan idrar 6rneklerinin
Proton NMR pikleri incelenmistir. Verilerin istatistisel degerlendirmesinden sonra, NMR tabanli
metabolomik spektrumunun tani igin yararli olma potansiyelini tagidigini ve bunu dogrulamak igin ileri

incelemelere ihtiya¢ bulundugunu ifade etmislerdir. (MacKinnon N ve arkadaslar1 2019)

Izquierdo-Garcia JL ve arkadaslari, TB biyobelirte¢ olarak idrarda NMR tabanh bir
metabolomik profilin kesfi ve dogrulanmasi adli ¢calismalarinda; Tani1 hizmetlerindeki zorluklar ve
ilgili hususlardaki sinirlamalar nedeni ile gelismemis memleketlerde tiiberkiiloz hastaliginin teshisi
kolaylikla yapilmamaktadir. Bu ¢aligma ile oldukga yiiksek alanlarda ¢alisan NMR cihazi ile ¢ok diisiik
alanlarda ¢alisan (masatiistii NMR cihazi kullanarak) tiiberkiilozlu hastalardan alinan idrar 6rneklerinin
metabolik profillerinin saptanmasi hedef se¢ilmistir. Bu amag i¢in tiiberkiilozlu 189 hasta iizerinde
caligilmistir. Pnomonili 42 hasta, gecikmis tiiberkiilozlu 61 hasta ve saglikli 40 hasta iizerinde de
caligilmistir. Yiiksek alan spektrometresi igin gerekli TB metabolik parmak izi ve kismi en kiigiik
dskiriminant irdelemesi yapilarak veriler incelenmistir. 31 kimyasal kayma pikinden 8 metabolit
belirlenmistir. Bunlar; aminoapidik asit, sitrat, kreatin, kreatinin, glukoz, mannitol, fenilalanin ve
hippurat idi. Digiik alan NMR spektromlar: igin gelistirilen analiz yontemi model de hasta olmayan
bireylere kiyasla TB li hastalarin %85 in iizerinde bir oranda dogru teshis etti. Boylece bu ¢alismada her
iki tip spektrometrede kullanilarak TB li hastalarin metabolik profillerinin hasta olmayan kisilerden

farkli oldugu ortaya konulmustur. (Izquierdo-Garcia JL ve arkadaslar1 2020)

Marianne C Walsh ve arkadaslari, Akut diyet standardizasyonunun saghkh insanlarin idrar,

plazma ve tiikiiriik metabolomik profilleri iizerindeki etkisi adli ¢alismalarinda; Diyet yapan
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insanlardaki metabolik piklerin, diyet yapmayan insanlarin metabolik spektrumundan ayirt etmenin zor
oldugunu ifade etmislerdir. Bu ¢alismada saglikli insanlarin metabolik spektrumunun kisiden kisiye
degisimi ve bir kisi i¢in zamanla degisimi incelenmistir. Ve standartize edilmis bir diyetin bu degisimi
eksiltip eksiltmeyecegi de incelenmistir. Bu amag igin; 23’1 kadin, 7’si erkek olan 30 saglikl kisiden
idrar, plazma ve tiikiiriikk 6rnekeri alinmistir. Bu 6rnekler 4 ayr giinde ve sabah saatlerinde alinmustir.
Ik ve ikinci giin ziyaretinden once serbest beslenme segenegi tercih edilmis ve ondan sonra sivi
toplanmustir. Uciincii giinden 6nce yapilan ziyeret, ikinci ziyarete benzer olarak tasarlanmustir.
Dérdiincii ziyaretten dnce biitiin yiyecekler standartize edilmistir. Ornekler proton NMR cihazi ile
Ol¢iilmiis ve multi degiskenli data analizi yapilarak irdelenmistir. Bir bireyin profilindeki degisme ve
bireyler arasi profil degismesi her bir sivi i¢in anlamlica farkli bulundu. Standardize edilmis diyetten
sonra NMR spektrasinin gorsel olarak incelenmesinden kisiler arasi profil farkliliginin azaldigi gézlendi
ancak ayni1 sonug plazma ve tiikiiriik i¢in elde edilmedi. Kismi en kiiciik kareler incelemesi gosterdi ki;
idrar ve tiikiirlik 6rneklerinde zamanla goriilen degisiklikler idrarda keratinin, tiikiiriikte asetattan ileri
gelmektedir. Sonug olarak idrar profilinin alinan diyetten duyarli olarak etkilendigini plazma ve

tukirigin etkilenmedigini tespit etmistir. (Marianne C Walsh ve arkadaslar1 2006).

Slupsky CM ve arkadaslari, idrar metabolit analizi, yuamurtalik meme kanserlerinin potansiyel
erken teshisini sunarisimli ¢alismalarinda; bu ¢alismada metabolitlerin gégiis ve yumurtalik kanseri
icin biomarker olup olmayacagi incelenmistir. Bu amag icin erken ve gec asamadaki gogiis ve
yumurtalik kanserli hastalardan idrar 6rnekleri toplanmistir. Ayrica herhangi bir kanser belirtisi olmayan
hastaladan da 6rnekler alinmistir. Alinan drnekler NMR spektroskopisi ile dl¢iilmiis ve metabolit pikleri
belirlenmistir. Gruplar arasi farki anlamak i¢in de tek ve ¢ok degiskenli istatistik irdelemeler yapilmustir.
Meme ve yumurtalik kanserlerine ait NMR pikleri birbirleri ile ve saglikli ornekler ile
karsilastirildiginda; metabolik profillerin birbirinden ve normal 6rneklerden farkli oldugu belirlenmistir.
Bu calismanin sonucunda NMR ile elde edilmis idrar metabolik profillerinin erken agama gdgiis ve
yumurtalik kanserini teshis etmede yararli olabilecegi one siirtilmiistiir. (Slupsky CM ve arkadaslari

2010)

Reglinski J ve arkadaslari, Biyolojik sivilarin ve hiicrelerin NMR spektroskopisine analitik bir
bakis agistisimli ¢aligmalarinda; NMR 1n biyolojik sivilarin incelenmesi i¢in kullanilan MRS ve MRI
nin temelini teskil ettigini belirtmiglerdir. Fakat MRS 1n klinin uygulamasi yakin zamanlara kadar
olduk¢a smirli idi. Hem MRI hem de MRS bir¢ok iiniversitenin kliniklerinde bulunan cihazlar
olmaktadir. Bu cihazlar biyolojik sivilarin ve hiicrelerin biyokimyasal bilesimi {izerine nicel bilgiler
verebilmekte ve nicel olarak spektradaki pikleri kimliklendirebilmektedir. Manyetik rezonans teknikleri
klinik tanmi i¢in devreye etkilice girmistir. Bu calismada biyolojik sivilarin ve hiicrelerin NMR
incelenmesi, 10 rutin biyokimyasal inceleme igin test edilmistir. Yani NMR 1n bu 10 rutin inceleme i¢in
kullanilip kullanilmayacag arastirilmustir. in-vitro olarak icra edilen bu g¢alisma biyokimyacilar ile
kimyacilar arasinda bir is birligi yapilmasi ihtiyacinin bulundugunu gostermistir. Bu calismada ayrica

insanlar ile ilgili istatistik analizler de makaleye dahil edilmistir (Reglinski J ve arkadaslar1 1996).
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2.2 TEMEL NMR TEORISI
2.2.1 Peryodik cetvelde atomlar, Eslesmemis Proton Spini ve NMR

Peryodik cetvelde yer alan tim atomlar NMR spektrumu vermez. Atom cekirdegide
bulunan proton ve nétron spinlerinin eslesmesi sonucunda olusan bileske spin degeri sifir
olanlar NMR ile incelenemez. Bu durumda kiitle numarasi tek olan atomlar veya *H,**C, 'O
ve 3P gibi eslenmemis I spini olan atomlar NMR’a uygundur. Ancak Hidrojen atomun
dogadaki bollugundandolayi yaygin olarak hidrojen NMR yapilmaktadir. Protonunkendi ekseni
etrafinda donmesibir I vektort ile ifade edilir ve bunun adina spin denir. Miknatisa benzeyen p
manyetik momentinin kullanimi NMR’da daha cok tercih edilir. I spini ile manyetik momenti
arasindaki iliski pu= yl olarak yazilir. Donmeyi temsil eden I spininin ¢evresindeki manyetik

alan ile miknatisin gevresindeki alan birebir aynidir (Sekil 2.1a ve b).

e N
[

I
(a) (b)

Sekil 2.1. (a) Etraflarinda kurulan yerel alanlarin benzerligi nedeniyle, bir 1 spinin (a) ¢ubuk miknatisa (b)

benzerligi ( (Yilmaz ve Korunur, 2012)

Manyetik momenti spine baglayan vy katsayisi ¢ekirdegin jiromanyetik orani olmaktadir ve

N

"

eh
=—— (2.1
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p

olmaktadir. g, ve usirasi ile ¢ekirdegin g-¢arpani ve bohr magnetonunu gostermektedir.

2.2.2.Bir spinin dis Ho alanindaki hareketleri, enerji diizeyleri ve enerji diizeyleri

arasindaki gecisler

H= H0|2 gibi z-yoniinde yonlendirilmis bir dis manyetik alan igine bir tek I spini
brakalim. Spin alan etrafinda ya saat ile ayn1 yonde veya saatin doniisliniin tersi yonde doner.
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Saat yoniinde donmeler huni yiizeyinde ve saate ters donmeler ters huni ylizeyinde meydana
gelir. Spinin huni tizerindeki doniis hiziHoile oratili olup, wo = =yHo ile verilir ve woLarmor
devinme frekansi olarak adlandirilir. D1 alana etrafinda saat ile ayn1 yonde donme E; alt enerji
seviyesine karsilik gelirken, saatin tersi yonde donme ise daha yiiksek iist enerji diizeyini (E2)
simgeler. S6z konusu hareketler ve ilgili enerji diizeyleri ve spinin z bileseninin bu seviyelere

yerlesimi Sekil 2.2” de resimlenmistir. (Y1lmaz ve Korunur, 2012).

F HD
; Ho
C ] 1 Ez
___-.'.F(_l-’;'u
Ho o
gy
_ ‘I‘ =,

Sekil 2.2. | spin vektoriiniin dis Ho alami i¢indeki hareketleri, bu hareketlere ait enerji seviyeleri ve spinin z
bileseninin enerji seviyelerine yerlesimi (Yilmaz ve Korunur, 2012).

Yukariki paragrafta anlatilanlar ve Sekil 2.2°de verilenler kuantum fiziginde yapilan
hesaplamalarin sonuglari olmaktadir. Simdi de Ho alanina dik, x-y diizleminde dénen bir radyo
frekans (RF) alani diisiinelin. Bu alan, y-yOniine yerlestirilen bir bobin tarafindan iiretilir. RF
alaninin birbirine dik ve zit yonlerde donen iki bileseni bulunmaktadir. Saat yoniinde donen
RF bilesenin o frekansi spinin donme freansi olan -wo esit olunca (®w=mwo) oldugunda rezonans
durumu olusur. Spin enerji yliklenerek {ist enerji diizeyine si¢rar. Saate ters yonde donen RF
bilesenin [Jo frekans1 spinin donme freansi olan —wo esit olunca da iist enerji diizeyindeki bir
spin, enerjisini ¢evresine vererek, alt enerji diizeyine iner. Bir spinin {istenerji diizeyine gegis
olasilig1 ile alt enerji diizeyine inis olasilig1 birbirine esittir.

Bir spinin saat yoniinde donen RF alanindan enerji sogurmasi ve saatin tersi yonde
donen RF ile etkilesmesi sonucu eneji kaybetmesi siiregleri Sekil 2.3.’te ifade edilmistir
(Y1lmaz ve Korunur, 2012).
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Sekil 2.3. RF alanlarinin spinle rezonasa varim siiregleri: Spinin eneji sogurmasi ve gevreye enerji vermesi (Y1lmaz

ve Korunur, 2012)

2.2.3 NMR tiipiindeki 6rnegin prob icine yerlestirilmesi ile olusan dagilim ve Boltzmann

Dengesi

NMR ile dlgecegimiz 6rnek, NMR probuna yerlestirilmeden 6nce, herhangi bir alanin etkisinde
degildir. Bu nedenle tiip i¢indeki ¢iftlenmemis spinler her yone esit olasilikla yonelir ve net M

manyetizasyonu sifirla sonuglanir (Sekil 2.4).

H_ = Bileske M=0

Sekil 2.4. Dis alan etkisinde olmayan spinlerin yonelmeleri (Y1lmaz ve Korunur, 2012)

NMR tiipiinii proba yerlestirdikten sonra H= H, k dis alaninin etkisine giren spinlerin

bir kismi alan etrafinda saat yoniinde donerken, daha az bir kismi da saate ters yonde doner. Bu

spinlerin alt ve iist enerji diizeylerine dagilimi Botzman Kuralia goére olur. Ust diizeydeki

sayidan ¢ikarildiktan sonra alt diizeyde kalan fazla spinlerin uc uca eklenmesi ile M = M0|2
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miknatislanmasi meydana gelir (Sekil 2.5). Bu bileske manyetizasyondan da NMR sinyali

tiretilir (Y1lmaz ve Korunur, 2012).

Hﬂ Hu mn

% % % C:?\m. w |

Sekil 2.5. Hop dis alanina yerlestirilen spinlerin enerji seviyelerine dagilimi ve z-yoniinde olusan Mg

miknatislanmasi (Y1lmaz ve Korunur, 2012).

Enerji sevilerinde bulunan spin popiilasyonlarinin niifusunu veren Boltzman

denklemleri

N,=Ce ®'*"veN,=Ce &' (2.2)

olarak hesaplanir. Bu denklemler diisiik enerji diizeyinde daha ¢ok spin bulundugunu agiklar

(Y1lmaz ve Korunur, 2012).

2.2.4. Spin-Orgii durulma (rélaksasyon) zamam (T4)

Bir dis manyetik alaninin etkisiyle Sekil 2.5 deki gibi bir dagilima ulasmis spin
topluluguna, x-y diizleminde zit yonde donen RF alanlarini uygulayalim. Siirece Laboratuvar
sisteminden baktigimizda: RF ugulamas1 baslar baslamaz, enerji seviyeleri arasinda gegisler
baslar. Alt seviyeden list seviye ge¢is sayisi fazla oldugundan, ¢ok kisa bir siire sonra iki
seviyedeki niifus esitlenir ve bu duruma doyum denir. RF alanlarinin hareketsiz oldugu dénen
sistemden baktigimizda, Mo miknatislanmas1 z-y diizleminde donerek y-yoniine yatar.
Momiknatislanmasi y-eksenine ulastign anda RF alam kapatilirsa, buna 90°RF pulsu adi
verilir. Momiknatislanmasi y-eksenine ulastig1 anda RF alan1 kapatilirsa, buna 90° RF pulsu adi
verilir. Mo Miknatislanmast (-z) -eksenine ulastiginda RF kapatilirsa, bunun ad1 da 180° pulsu
olur. 90 derece pulsunun uygulanisi, doyuma giden siire¢ ve miknatislanmani donen sistemdeki

hareketiSekil 2.6’ da sunulmustur.
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Sekil 2.6.90 derece pulsunun uygulanisi, doyuma giden siire¢ ve miknatislanmanin dénen sistemdeki
hareketi(Y1lmaz ve Korunur, 2012).

90 derece pulsu sona erinceiist seviyedeki spinler RF’ ten yiiklendigi fazla enerjiyi
etrafindaki Orgiiye aktararak, enerji seviyelerinin yeniden Boltzmann niifus dagilimina
kavusmasin1 saglar. Enerji seviyeleri arasindaki gegisleri c¢evre denilen unsurlarin x-y
diizleminde kurduklart Hexy temin eder. Hexy etkisiyle olan gegislerde: bir spinin asagi inme
olasilig1 yukari ¢ikma olasiligindan biiyiiktiir. Spin toplulugunun doyum durumundan (M,=0)
yeniden Boltzmann dengesine (M;=My) ulagsmasi olayima spin-6rgii rélaksasyon zamani (T1)
denir. Spin-6rgii rolaksasyon zamanina ait siireclerin ilerleyisi Sekil 2.7’ de verilmistir (Y1ilmaz

ve Korunur, 2012).

—_—
-
FYYYYYYYYYY —-eeee FYYYYYYYY

Sonunda orjinal niifus
T T, dagihmi meydana geliyor

Bu siirecgte gevreye enerji veriliyor

Sekil 2.7 Doyuma ulagsmis spin toplulugunun ¢evreye enerji vermesi siireci ve T spin-6rgii durulma zaman

(Yilmaz ve Korunur, 2012).
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T1 durulmasi, [(180%t,-90%)-PR]n puls adimmin pespese n kere uygulanmasini igeren
inversion recovery (IR) tekigi ile ol¢iiliir. Buradaki tp, miknatislanma 180 derece ¢evrildikten
sonra beklenilen zamandir. Bu beklemeden hemen sonra 90 derece pulsu uygulanarak ilk M
degeri bulunur. PR: her bir (180°-t,-90%)-puls adimini kullanirken, beklenilen siiresidir. Diger
bir soyleyisle herbir 6l¢iimden yani 90 derece puls uygulamasindan sonra PR=5T:kadar
beklenir. Bu siirede spin sistemi Boltzman dengesine erisir. Puls adimindaki tpsiireleri gidgide
daha biiyiik secilerek, M1,Mo........ Mn miknatislanmalari elde edilir. Bu miknatislalarin siddeti
ile t, zamanlar1 arasindaki iliskiden; IR egrisi elde edilir. T1 zamani da bu egriden hesaplanir.

IR egrisinin uydugu denklem;

M,({t)=M,(1-2e"")(2.3)

Seklindedir (Yi1lmaz ve Korunur, 2012). Boyle bir egrinin ¢izimi Sekil 2.8” de gibi olmaktadir.

(o] Zaman

M,

Sekil 2.8 T; spin-orgii durulmasi hesabinda kullanilan inverion recovery egrisi

2.2.5.5pin-Spin durulma Zamani (T2)

z-yoniindeki Mo miknatislanmasinin bilesiminde, dipolar genislemenin unsurlari olan
M1,M2, ... Mamiknatislanmalar1 bulunmaktadir. Bu miknatislar frekans ekseninde bir birine

bitigik 1, ®2,.....0n frekanslarina sirasiyla yerlesmistir. 90° puls uygulamasi tiim miknatislari
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y-yOniine yatirir. Puls kesilince, z-yoniindeki Hi, Ho, ...., .Hn alanlar tekrar ortaya ¢ikar. Her
bir miknatis, kendisinine dik olan ve kendisini Ureten alan etrafinda doner. o1, o2, .....,onile
verilen donme hizlarmin farklarindan dolayi, miknatislanmalar en sonunda , Sekil 2.9° daki

gibi, X-y diizleminde 360 derecelik yelpaze gibi agilir olur(Y1lmaz ve Korunur, 2012).
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Sekil 2.9 Baslangicta y-yoniine yonelen miknatislanmalarinx-y diizleminde rastgele dagilim siireci ve T durulma

zamani zamani (Y1lmaz ve Korunur, 2012).

Miknatislanmalarin y-yoniine yoneldigi durumdan (sol yan), X-y diizleminde gelisgiizel
dagilmasina (sag yan) kadar yasanan siireg, T2 Spin-spin rélaksasyon zamani olarak adlandirilir.

T, durulma zamani, [(90%-te-180°)-PR], spin-echo (SE) puls adiminmn ardarda n kez
uygulanmas ile 6l¢iiliir. Bu teknikte 90 derece pulsu ile tiim miknatislanmalar (M1, Mo,..., Mp)
y-yoniine yatirilir. te/2 kadar bekleyince, miknatislanmalar biraz agilir. Bu esnada 180 derece
pulsu uygulanirsa, miknatislanmalar ters yonde hareket etederk y-ekseninde birlesir ve bu
bilesim birinci eko sinyali olan My kaydedilir. Buradaki tesinyali 6lgmek igin beklenilen
zamandir. Her adim uygulamasindan once, sistemin z-yoniinde Mo degerine ulagsmasi i¢in, TR=
5T1 kadar beklenir. SE adiminin pes pese uygulanmasi sonunda M, Me,....,Mtn eko sinyalleri

elde edilir. Bu sinyal siddetleri ile te zamanlar1 arasindaki iligki
M, (t) =M, (0)e"'™ (2.4)

Denklemi ile verilmistir. Boyle bir iliskiden ¢izilen bozunum egrisiSekil 2.10° da verilmistir.

T, bu egriden fit yolu ile hesaplanir. (Yilmaz ve Korunur, 2012).
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Sekil 2.10. Spin eko (SE) adiminin pes pese uygulanmasi sonunda elde edilen M, My,....,Mn eko sinyalleri ve

spin eko (SE) bozunum egrisi.

T, zamani, 2.10 Seklinde c¢izilen egrinin Denklem (2.4) ile uyusturulmasindan elde

edilmektedir.

2.2.6.Bir I spinin yakininda bulunan diger I spininin bulundugu yerde kurdugu yerel

alanlarin Ho alanina eklenmesi ve dipolar genisleme

NMR probuna yerlestirilen tiip igindeki spinler birbirlerinden yalitik degildir. Bir | spinin
hemen yakininda diger bir | spini vardir. Bu spinler, Sekil.2.1°de goriildiigii gibi, etraflarinda
yerel alan kurarlar. Yerel alanlarin degisen z bilesenleri Ho alanimna eklenir ve HO’1
farklilagtirir. Diyelim ki Ho alant  Hiz, Hoa,........ , Hie000z alanlarinmi seklinde farklilagsin. Bu
alanlar da 6rnek igindeki spin topluluklarini 16000 kez boler ve 16000 farkli enerji diizeyi
¢iftinin olusumuna yol acar (Sekil 2.11a). Béylece Mo miknatislanmasi M1, Ma,.....Mz1e000 gibi
alt miknatislara boliiniir(Sekil 2.11a). Boyle bir sistemle uyarli 16000 RF pulsu
uyguladigimizda, s6z konusu miknatislanmalar y- yoniine yatar ve NMR cihazinda Sekil 11.b

de goriildiigii gibi Ho etrafinda genislemis bir sinyal edilir.
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Sekil 2.11 Gozlem altindaki | spinlerinin, komsu spinlerin bulundugu yerlerde kurduklar: yerel
alanlarin Ho alanim farklilastirmasi, bu farklilasmadan ortaya ¢ikan enerji seviyesi ¢iftleri ve
alt miknatislanmalar, sinyal genislemesi (Y1lmaz ve Korunur, 2012).

2.2.7.Pik yan yiiksekliginden olgiilen ¢izgi genisligi genisligive T2 durulmasinin pik yari
genisliginden tiiretilmesi

Komsu spinler tarafindan 16000 kez farklilastirilam M; degerleri, birbirine bitisik NMR
frekanslarina yerlesirler. Bu yerlesim sonucunda, Lorentzian formda bir NMR piki elde edilir
(Sekil.2.12). Bu pikin tabanini tepesine birlestiren dogrunun ortasindan tabana paralel bir dogru
cizildiginde; sinyal iki noktada kesilir. Kesim noktalar1 arasindaki uzakliga pik yari genisligi

denir.

= i == 1/aT;

Sekil 2.12. Lorentzien formda dipolar geniglemesekilli sogurma

Sekil 2.12 deki Lorenzien ¢izgi sekilli spektrum i¢in pik ¢izgi yar1 genisligi
Avio=nt(1\T2) (2.5)

Olarak hesaplanir. (Carrington and McLachan, 1967). Buradan 1/T>

1\T2 = wAviz (2.6)
Seklinde yazilir.
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2.2.8. Kimyasal kaymanin nitel gosterimi

Bir 6rnekte farkli molekiiliir ¢cevreler bulundugunda bu ¢evrelerle ilgili yoriingesel
akimlar dis Ho alanma farkli biiyiikliiklerde katkilarda bulunur. Ornegin CH3CH,OH
molekiiliiniin ti¢ farkli ¢evresi, Ho alanim1 3 kez farklilastirarak, 3 farkli sinyalin ortaya
cikmasina yol agar (Sekil 2.13). Benzer olarak n farkli gevrede ise n farkli sinyalimiz olur. Bu
sinyaller farkli rezonas frekanslarinda goriiniirler. Herbir sinyalin rezonans frekansi (o) ile
spinlerin yalitik olduklar1 duruma ait olan mo frekansi arasindaki uzakliga kimyasal kayma denir
ve ppm olarak birimlendirilir. Sekil 2.13’deki her bir pik, yerel dipolar etkilerden dolayi

genisler.
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Sekil 2.13. CH3CH>OH molekiiliindeki farkli ¢evre akimlarinin yol agtigi kimyasal kayma sinyalleri
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Orneklerin hazirlanmasi

29 kanserli, diabetli ve normal kan ve de29 kanserli, diabetli ve normal idrar numuneleri
Diyarbakir’da hizmet veren Memorial Hastanesinin kadin-dogum ve Onkoloji Birimlerinden
alindi. Parafilmle kapatilan tiipler plastik bir torba i¢inde ve -20 derecede muhafaza edildi.
Olgiimler esnasinda drnekler oda sicakligindacdzdiiriildii. Her bir rnekten alinan 0.02 mL kan
ayr1 ayr1 0.98 mL D20’ya eklendi. Idrar dlgiimlerinde ise 0.06mLs1v1, 0.94 mL D20’ya eklendi.
Boylece Olgiilecek karigimlar hazirlanmis oldu. Hazirlanan karigimlar 5 mm ¢apli NMR
tiiplerine transfer edildi.

3.2 NMR ol¢iimleri

Olgiimler, 400 MHz BRUKER AVENCE NMR spektrometresi kullanilarak ve sadece 90
derece pulsu uygulanarak yapildi. Scan sayisi 16 olarak secildi. NMR prob sicakligi otomatik
sicaklik kontrol yardimu ile (20 1) °C tutuldu. Kullanilan malzemeler ve NMR cihazi Sekil 3.1
de gortiliiyor.

1\/// 1
\ \ E

Sekil 3.1 Metabolite Slgiimleri i¢in kullanilan 400 MHz NMR cihaz1 ve kullanilan 6rnekler
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3.3 Metabolit piklerinin kimliklendirilmesi

Ayrica D20 ve idrar karismindan daha once elde edilen ve kimliklendirilmesi 6dnceden

yapilmis olan NMR metabolit piklerine ait bilgiler de literatiirdenderlendi.

verilmistir. (Ayala ve ark.2013).

Tablo 3.1 Ure érneklerinden ¢ikmasi olas1 metabolit pikleri

Ppm Metabolit

0.89 a-Phenylacetyl-L-glutamine
2.04 Glutamate

2.59 5-oxoproline

291 Dimethylglycine

3.11 Prolibetaine

3.52 Myoinositol

3.61 D-Threitol

3.74 Glutamate

3.79 L-alanine

3.89 Betaine

6.87 L-Tyrosine

7.01 Acetylglutamine

7.20 O-Cresylsulfate

7.42 a-Phenylacetyl-L-glutamine
7.54 Hippurate

7.01 Acetylglutamine

3. 4 Cizgi genisligi ol¢iimleri ve T2 degerlerinin hesaplanmasi

Tablo 3. 1 de

Kimliklendirilen her bir metabolit piki belli oranda genisletilerek, pik yar1 genisligi bir

kursor vasitasiyla 5 kez pespese ol¢iildii. Her bir pik icin yapilan 5 6l¢iimiin Hz cinsinden

ortalamast bulundu. Bu ortalama deger, (2.6) denklime yerlestirildi ve incelenen pikin 1/T>

degeribulundu. Ayn1 yontem spektumdaki her bir metabolit piki igin kullanilarak, tiim piklerin

cizgi genislikleri ve 1/T2 degerlerisaptandi. Bir pikin cizgi genisligini hesaplamadaki deneysel

hata, +0.06 Hz kadar idi.
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Saglikli, diabetli ve kanserli kan 6rneklerini NMR spektrumu genis bir pik vermektedir
(Sibel, 2021; Giilnur, 2021). Kan orneklerine ait NMR spektrumlarini temsil eden bir
metabolit profile Sekil.3.2 de goriilmektedir. Idrar 6rneklerine ait metabolite profilleri ¢ok pikli
idi (Sibel, 2021; Giilnur, 2021). Saglikli, kanserli ve diabetli kan ve idrar 6rneklerinin temsili
birer NMR spektrumlar1 sirasiyla Sekil 3.2, Sekil.3.3, Sekil 3.4, Sekil 3.5, Sekil 3.6 ve
Sekil.3.7’de verilmistir.

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 pp!

Sekil.3.2 Saghkh Kan érneklerinin temsili 400 MHz NMR spektrumu
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Sekil.3.3 Kanserli Kan érneklerinin temsili 400 MHz NMR spektrumu
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Sekil.3.4 Diabetli kan 6rneklerinin temsili 400 MHzn NMR spektrumu
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Sekil.3.5 Saghkl idrar 6rneginin temsili 400 MH NMR spektrumu

E |

Sekil.3.6 Kanserli idrar 6rneginin temsili 400 MH NMR spektrumu
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Sekil 3.7 Diabetli idrar 6rneginin temsili 400 MH NMR spektrumu

4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1 Arastirma sonuclari

Saglikli, kanserli ve diabetli kan ve serumun NMR spektrumundan elde edilen ¢esitli
pikler, sadelik amaci ileppm olarak takdim edilmistir. S6z konusu ppm degerlerinde ortaya
cikan piklerin kimlikleri Tablo 3.1 de verilmistir.

Saglikli kan, kanserli kan ve diabetli kan gruplarindaki cesitli piklerin cizgi yari
genislikleri ppm cinsinden degerleri Tablo 4.1, Tablo 4.2 ve Tablo 4.3 de verilmistir.

Tablo 4.1 Saghkh kan érneklerinden alinan NMR piklerinin ppm cinsinden
yar genislikleri

ppm 0,9 1,2 1,5 1,9 2,4 2,8 34 3,6
0,1 0,06 0,05 0,01 0,08 0,01
0,09 0,1 0,1 0,01 0,09 0,02
0,12 0,1 0,05 0,03 0,08
0,11 0,09 0,07 0,04 0,01 0,08 0,02
0,1 0,08 0,06 0,03 0,02 0,07 0,01
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Tablo 4.2 Saghkh kan orneklerinden alinan NMR piklerinin ppm cinsinden
yari genislikleri

ppm 0,9 1,2 1,5 1,9 2,4 2,8 3,4 3,6
0,1 0,1 0,04 0,05 0,01 0,09 0,01
0,1 0,11 0,04 0,08 0,01 0,1 0,01
0,09 0,08 0,05 0,03 0,01 0,03
0,1 0,09 0,04 0,03 0,02 0,06
0,1 0,09 0,01
0,07 0,11 0,025 0,01 0,01
0,1 0,1 0,08 0,02 0,06 0,02

Tablo 4.3 Saghkh kan 6rneklerinden alinan NMR piklerinin ppm cinsinden
yar genislikleri

ppm 0,9 1,2 15 1,9 2,4 2,8 3,4 3,6
0,1 0,09 0,07 0,04 0,01 0,05 0,02
0,1 0,11 0,05 0,04 0,1 0,02
0,1 0,06 0,09 0,07 0,02 0,09 0,02
0,09 0,07 0,06 0,05 0,01 0,08 0,01 0,01
0,09 0,08 0,06 0,04 0,01 0,07 0,01 0,01

Saglikli, Kanserli ve diabetli kan oOrneklerinden elde edilen piklerin ¢izgi yari

genisliklerinin Hertz cinsinden degerleri Tablo 4.4, Tablo 4.5 ve Tablo 4.6 da verilmistir.

Tablo 4.4 Saghkh kan orneklerinden alinan NMR piklerinin Hertz cinsinden yar1
genislikleri

ppm 0,9 1,2 1,5 1,9 2,4 2,8 3,4 3,6
Hertz 40 24 20 4 32
36 40 40 4 36 8
48 40 20 12 32
44 36 28 16 4 32 8
40 32 24 12 8 28 4
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Tablo 4.5: Kanserli kan orneklerinden alinan NMR piklerinin Hertz cinsinden

yari genislikleri

ppm 0,9 1,2 1,5 1,9 2.4 2.8 3,4 3,6
Hertz 40 40 16 20 4 36 4
40 44 16 32 4 40 4
36 32 20 12 40 12
40 36 16 12 8 24
40 36 4
28 44 10 4 4
8
40 40 32 8 24

Tablo 4.6: Diabetli kan 6rneklerinden alinan NMR piklerinin Hertz cinsinden yar1

genislikleri

pPm 0,9 1,2 1,5 1,9 2,4 2,8 3,4 3,6

Hertz 40 36 28 16 20
40 44 20 16 40 8
40 24 36 28 8 36 8
36 28 24 20 4 32 4 4
36 32 24 16 4 28 4 4

Saglikli, Kanserli ve diabetli kan orneklerinden elde edilen piklerin ¢izgi yar

genisliklerinin 1/T2 cinsinden degerleri Tablo 4.7, Tablo 4.8 ve Tablo 4.9 da verilmistir.

Tablo 4.7 Saghkh kan érneklerinden alinan NMR piklerinin 1/T2 cinsinden yar1

genislikleri

PPM 09 1,2 15 1,9 2,4 2,8 34 3,6

1/T2 125,6 75,36 62,8 12,56 100,48 12,56
113,04 125,6 125,6 12,56 113,04 25,12
150,72 125,6 62,8 37,68 100,48
138,16 113,04 87,92 50,24 12,56 100,48 25,12
125,6 100,48 75,36 37,68 2512 87,92 12,56
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Tablo 4.8 Kanserli kan orneklerinden alinan NMR piklerinin 1/T2 cinsinden yari

genislikleri

ppm 0,9 1,2 1,5 1,9 2,4 2,8 3,4 3,6

1/T2 125,6 1256 50,24 62,8 12,56 113,04 12,56
125,6 138,16 50,24 100,48 12,56 125,6 12,56
113,04 100,48 62,8 37,68 125,6 37,68
125,6 113,04 50,24 37,68 7536 75,36
125,6 113,04 12,56
87,92 138,16 31,4 12,56 12,56
125,6 125,6 100,48 2512 75,36 25,12

Tablo 4.9 Diabetli kan orneklerinden alinan NMR piklerinin 1/T2 cinsinden yari

genislikleri
PPM g9 12 15 1,9 24 28 34 36
1/T2 125,6 113,04 87,92 50,24 12,56 62,8 25,12
125,6 138,16 62,8 50,24 125,6 25,12
125,6 75,36 113,04 87,92 25,12 113,04 25,12
113,04 87,92 75,36 62,8 12,56 100,48 12,56 12,56
113,04 100,48 75,36 50,24 12,56 87,92 12,56 12,56

Saglikli, Kanserli ve diabetli idrar 6rneklerinden elde edilen NMR piklerinin ¢izgi yari

genisliklerinin Hertz cinsinden degerleri Tablo 4.10, Tablo 4.11 ve Tablo 4.12 da verilmistir

Tablo 4.10 Saghkh idrar érneklerinden alinan NMR piklerinin ppm yar1

genislikleri

PPM  09-01 2.1 29 315 3334 3637 39 51 56
0,03 0,03 0,02 0,02
0,03 0,03 0,02 0,01
0,03 0,03 0,02 0,01
0,03 0,04 0,02 0,02 0,01
0,03 0,03 0,02 0,01
0,03 0,03 0,02 0,01 0,01 0,01 0,1
Tablo 4.11 Kanserli idrar érneklerinden alinan NMR piklerinin ppm yar
genislikleri

PPM  09-01 2.1 29 315 3334 3637 39 51 56
0,03 0,04 0,02 0,03 0,01 01
0,03 0,03 0,02 0,01 0,01
0,03 0,03 0,02 0,04 0,04 0,01
0,03 0,03 0,02 0,01
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0,03 0,04 0,02 0,01 0,02

0,03 0,03 0,02 0,01
Tablo 4.12 Diyabetli idrar 6rneklerinden alinan NMR piklerinin ppm yar1
genislikleri

ppm 09-01 21 2,9 3,15 33-34 3,6-3,7 39 5,1 5,6
0,05 0,033 0,02 0,03 0,04 0,1
0,01 0,02 0,01 0,02 0,01 0,05
0,05 0,04 0,02 0,03 0,02
0,04 0,06 0,02 0,03 0,01
0,03 0,03 0,02 0,05 0,05 0,02
0,03 0,02
0,03 0,05 0,02 0,02 0,01
0,03 0,03 0,02 0,02
0,03 0,04 0,02 0,02

Saglikli, Kanserli ve diabetli idrar orneklerinden elde edilen NMR piklerin ¢izgi yari
genisliklerinin Hertz cinsinden degerleri Tablo 4.13, Tablo 4.14 ve Tablo 4.15°de verilmistir.

Tablo 4.13 Saghkh idrar 6rneklerinden alinan NMR piklerinin Hertz cinsinden
yar1 genisligi

PPM 0901 2,1 29 315 3334 3,6-3,7 39 51 56
Hertz 12 12 8 8

12 12 8 4

12 12 8 4

12 16 8 8 4

12 12 8 4

12 12 8 4 4 4 4

Tablo 4.14 Kanserli idrar érneklerinden alinan NMR piklerinin Hertz cinsinden yar1
genisligi

PPM 901 2,1 29 315 3334 3,6-3,7 39 51 56
Hertz 12 16 8 12 4 4

12 12 8 4 4

12 12 8 16 16 4

12 12 8 4

12 16 8 4 8
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Tablo 4.15 Diyabetli idrar 6rneklerinden alinan NMR piklerinin Hertz cinsinden

vari genisligi

ppm 0,9-0.1 2,1 29 3,15 3,3-3,4 3,6-3,7 39 51
Hertz 20 13,2 8 12 16

4 8 4 8 4

20 16 8 12 8

16 24 8 12 4

12 12 8 20 20 8

12 8

12 20 8 8 4

12 12 8 8

12 16 8 8

Saglikli , Kanserli ve diyabetli idrar orneklerinden elde edilen NMR pik ¢izgi yari

genisliklerinin 1/T2 cinsinden degerleri Tablo 4.16, Tablo 4.17 ve Tablo 4.18’de verilmistir.

Tablo 4.16 Saghkh idrar érneklerinin NMR pik yar1 genislig¢inden bulunan 1/T2

degerleri
PPM 0901 21 2.9 315 3334 3637 39 5,1 5,6
T2 37,68 37,68 2512 25,12

37,68 37,68 25,12 12,56

37,68 37,68 2512 12,56

37,68 50,24 25,12 25,12 12,56

37,68 37,68 2512 12,56

37,68 37,68 2512 12,56 12,56 12,56 12,56

Tablo 4.17 Kanserli idrar 6rneklerinin NMR pik yarigenisliginden ol¢iilen 1/T2

degerleri
pPMm  09-01 21 2.9 315 3334 36-37 39 5,1 5,6
1/T2 37,68 50,24 25,12 37,68 12,56 12,56
37,68 37,68 25,12 12,56 12,56
37,68 37,68 25,12 50,24 50,24 12,56
37,68 37,68 25,12 12,56
37,68 50,24 25,12 12,56 25,12
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37,68 37,68 25,12 12,56

Tablo 4.18 Diyabetli idrar 6rneklerinin NMR pik yar1 genisliginden ol¢iilen 1/T2
degerleri

ppm 0901 21 2,9 3,15 3,3-34 3,6-3,7 39 5,1 5,6
1/T2 62,8 41,448 25,12 37,68 50,24 125,6
12,56 25,12 12,56 25,12 12,56 62,8
62,8 50,24 2512 37,68 25,12
50,24 75,36 25,12 37,68 12,56
37,68 37,68 2512 628 62,8 25,12
37,68 25,12
37,68 62,8 2512 25,12 12,56
37,68 37,68 25,12 25,12
37,68 50,24 25,12 25,12

4.2 Tartisma

(a) Kan Pikleri: 0.9 ppm, 1.2 ppm ve 2.8 ppm de ¢ikan kan pikleri genis piklerdir (yar1
genislik 0,1 ppm civar) . 2.4, 3.4 ve 3.6 ppm lerde ¢ikan kan pikleri ise dar pikler
olmaktadir (yar1 genislik 0,01ppm civari). Diger ppmlerde ¢ikan pikler orta genislikte
piklerdir (Yar1 genisligi ortalama 0.05 ppm civarinda. Dar ve genis pik yari
genislikleri gruptan gruba degismezken, orta biiyiikliikteki pik genislikleri gruptan
gruba degiskenlik gosterebilmektedir.

(b) Idrar Pikleri: Kan piklerinin aksine idrar piklerinin tiimii yar1 genisligi 0.02 ppm
civarinda olan dar piklerdir. Bu pikler tiim gruplar i¢in , 0.9-0.1 ppm, 2.1 ppm,
2.9ppm ve 3.9 ppm degerlerinde ortaya ¢ikmaktadir. 3.15 ppm de ortaya ¢ikan pik
diabet grubunda daha siklikla goriilmektedir. 3.3ppm, 3.6ppm, 5.1ppm ve 5.6 ppm
pikleri, farkli gruplarda ya ortaya c¢ikmamakta ya da seyrek olarak ortaya
¢ikmaktadir.

(c) Kan ve idrar 6rneklerini yiiksekalan NMR spektrumu su baskilama teknikleriyle
bulunmaktadir (Beckonert et al 207, Dona et al 2014, MacKinnon ve ark. , 2019).
Bu teknikler suyu ortadan kaldirarak, ¢ozeltinin diger piklerini agiga ¢ikarmaktadir.
Ancak bu tekniklerle su piki ve diger piklerin durulma zamanlar 6l¢iillememektedir.
Mevcut teknik su pikini, radyasyon dampingi ortadan kaldiracak kadar
kiigiiltiiglinden, su pikini durulma zamani geleneksel yontemlerle (IR ve GPMQG)
olgiilebilmektedir. Diger piklerin durulma zamanlarimi da geleneksel yontemlerle

Ol¢mek olasidir.
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(d) Bu yontemde kan oOrnekleri 49 ve idrar ornekleri yaklasik 16 kez D.O ile
sulandirmigtir.  Bu sulandirma Ornegin  bilesimine dayali manyetik alan
homojensizliklerini ayni oranda azaltmaktadir. Bu da oOnerilen yontemin bir
istiinliigii olmaktadir.

(e) Onerilen teknik ile Olgiim sayis1 arttirilarak, Sinyal/giiriiltii oran yiikseltilebilir ve bu
da daha fazla piki goriintiilememizi saglayabilir.

(f) Yukarida ppm olarak 6l¢iilen degerler i¢in yapilan yorumlar 1/T2 iginde gegerlidir.
Bu c¢alisma, DO seyreltmesi yolu ile, 1/T2 degerlerinin hesabini esas almistir. Bu
yonii ile bulunan 1/T2 degerleri, metabolitler i¢in Onciil veriler olmaktadir.
Literatiirde yaymlanmis very bulunmadigi i¢in tam bir karsilastima yapma imkan
bulunmamaktadir. Ancak bulunan veriler serum proteinleri i¢in yaymlanan verilerle
tutarlilik i¢indedir. (Wierzuchowska and Blicharska 2014).

(9) idrardan elde edilen NMR piklerinin sayisi, kandan elde edilen piklerden fazla
olmaktadir. Idrar daha homojen ve iri molekiil icermeyen bir sivi oldugundan,
ornegin yol actig1 manyetik alan homojensizligi kiigiiktiir (Y1lmaz ve Yilmaz, 2020).

Bu nedenle de idrar 6rnekleri dar pikler vermektedir.

(h) Kan &rneklerinden bulunan 1/T> degerleri, ayn1 ppm de dlgiilen idrar 6rneklerinden
3-3.5 kat daha biiytiktiir. Bunun nedeni kandaki iri molekiillerin homojensizlige yol

acarak cizgi genisligini biiylitmeleridir (Y1lmaz ve Yilmaz, 2020).

(i) Idrar piklerinin bir ¢ogu kandan farkli yerlede gikmaktadir. Bu da idrar ve kan
metabolitlerin farkli oldugunun kanitidir. idrar metabolitleri, idrar gruplari icinde de
farkliliklar gostermektedir. Bu da bu metabolitlerin  tumor marker olarak

kullanmalarini saglayan 6zelligi olmalidir.

4.2.3 ONERILER

Su baskilama yerine D20O’nun kullanildigr durumda NMR metabolitlerin tim T1 ve T2
degerlerini diekt 6lgmek olanaklidir. Kullandigimiz NMR cihazinin durumu miisait
olmadigi i¢in, bu piklerin T2 zamanlari geleneksel yontemlerle 6lgiilemedi. Bu tip T1
ve T2 degerlerinin direct bulunmasi ¢ok yararl olacaktir. Boyle dl¢limler yapilirda T1
ve T2 hastalik tanisi i¢in kullanilabilir.

Deneysel verilerimizin biiyiik bir miktart NMR cihazina bagl bilgisayar hafizasinda
muhafaza ediliyordu. Yaz aylarinda yapilan ¢aligmalar bilgisayar hafizasinin temelden

silinmesine ve verilerimizin kaybolasina yol acti. Bu nedenle de farkli gruplara ait yar1
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genigliklerin istatistik bir karsilastirilmasi yapilamadi. Gelecekteki calismalarda boyle
bir karsilagtirma da yapilmalidir.

e Bu tezdeki verilen metabolit pikleri, su baskilama teknigi kullanilmadan elde edilmistir.
Bu teknik, kanser ve diyabet tanist1 i¢in  kullanilabilecek  sekilde
miikemmellestirilmelidir.

e Bu tezde verilen metabolit 1/T> degerleri, su baskilama teknigi kullanilmadan elde
edilmistir. Bu degerlerin, kanser ve diyabet tanisi i¢in kullanilabilme potansiyeli

degerlemdirilmelidir
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