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Ekinokokkozis’te Germinal Membran ve Kist
Sivisinin Raman Spektroskopisi ile Molekiiler
Diizeyde Biyokimyasal Analizi

Biochemical Analysis of Germinal Membrane and Cyst Fluid by Raman
Spectroscopy in Echinococcosis
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Amag: Hydatidosis, Echinococcus granulosus'un larva evresinin neden oldugu zoonotik paraziter bir enfeksiyondur. Calismada,

karaciger tutulumu olan hastalarin cerrahi sirasinda elde edilen germinal membran ve kist sivilarinin Raman spektroskopisi ile
molekiiler diizeyde biyokimyasal yapilarinin incelenmesi amaglanmugtir.

Yontemler: Calismada, germinal membran ve kist sivilarinin mitokondriyal gen bélgesine gére molekiiler karakterizasyonlar:
belirlenmis ve filogenetik analizleri yapilmistir. Orneklerde Raman spektroskopisi kullanilarak 300-1800 cm™ arasindaki spektral
bantlar incelenmistir.

Bulgular: PZR analizleri sonucunda hastalardan elde edilen germinal membranlarda ve kist siilarinda yaklagik 400 be
buyikluginde DNAbandi elde edilmistir. Germinal membranda 780, 880, 970, 1151, 1200, 1270 cm™de, kist sivisinda 780 ve 1200
cm™de farkli pikler gézlenmigtir. 1333-1335 cm™de elde edilen en giddetli spektral bantlarin CH3CH2 kollajen ve poliniikleotit
zincirini gsteren modlar oldugu belirlenmistir. Bu ise, E. granulosus’un molekiiler diizeyde biyokimyasal yapisini gésteren spesifik
pik olarak degerlendirilmistir.

Sonug: Mikroorganizmalarin tanimlanmasinda ve biyolojik dokularin biyokimyasal analizlerinde; molekiiler, serolojik ve
konvansiyonel farkli tan1 yéntemleri kullanilmaktadir. Bu yéntemlere ek olarak Raman spektroskopisinin hizh, tahribatsiz ve non-
invaziv bir yontem oldugu yapilan calismada gosterilmistir. Dolayisiyla mikroorganizmalarin temel biyokimyasal bilesenlerinin
molekiiler diizeyde analiz edilebilmesi bakimindan alternatif bir yéntem olacag: distntlmektedir.

Anahtar Kelimeler: Echinococcus granulosus, Raman spektroskopisi, biyokimyasal analiz

ABSTRACT

Objective: Hydatidosis is a zoonotic parasitic infection caused by the larval stage of Echinococcus granulosus. The aim of this study
was to investigate the biochemical structures of germinal membrane and cyst fluids obtained from patients with liver involvement
during surgery, by Raman spectroscopy at the molecular level.
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Methods: Molecular characterization of germinal membrane and cyst fluid according to mitochondrial gene region was
determined and phylogenetic analysis was performed. Raman spectroscopy was used in samples and spectral bands between 300
and 1800 cm™ were examined.

Results: As a result of PCR, approximately 400 bp DNA band was obtained from germinal membranes and cyst fluids gathered
from patients. Peaks were observed at 780, 880, 970, 1151, 1200, 1270 cm™ for germinal membrane and at 780 and 1200 cm™ for
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cyst fluid. The highest spectral bands were obtained at 1333-1335 cm™ and were determined to be modes indicating the CH3CH2 collagen and polynucleotide

chain.

Conclusion: In the identification of microorganisms and biochemical analysis of biological tissues; different diagnostic methods such as molecular,
serological and conventional methods are used. In addition to these methods, Raman spectroscopy has been shown in studies to be a fast, non-destructive
and noninvasive method. Therefore, it is thought to be an alternative method for analyzing the basic biochemical components of microorganisms at

molecular level.

Keywords: Echinococcus granulosus, Raman spectroscopy, biochemical analysis

GiRig

Hidatik kist (HK), Echinococcus granulosusun larva evresinin
neden oldugu zoonotik bir paraziter enfeksiyondur. Ulkemiz
de dahil hayvanaligin yaygin oldugu bircok tilkede énemli bir
halk saghg: sorununu tegkil etmekte ve ekonomik kayiplara
yol agmaktadir (1). E. granulosus’'un larva formu, ara konakta
kistik 6zellik gostermekte ve ¢ogu olguda benign tumér gibi
davranmaktadir (2). Zoo-cografik yap: farkliligs, iklim kogullar,
sosyo-ekonomik durum, halkin egitim dizeyine bagh olarak HK
prevalans: degisiklik gosterir. E. granulosus’un genetik cesitliligi;
rastlantisal ara konak olan insanlarda hastaligin epidemiyolojisi,
tedavisi ve kontroli i¢in olduk¢a énemlidir (3).

Son yillarda yapilan molekiiler caligmalar ile E. granulosus'un
taksonomisi yeniden belirlenmis ve yeni suglar ortaya cikmigtir.
Mitokondriyal DNA sekanslarina gére on farkli genetik yapi
(G1-10 genotipleri) tamimlanmugtir. Suglar arasindaki ara
konak ve gelisimsel farkliliklar parazitle miicadeleyi ve kontrol
caligmalarini olumsuz yoénde etkilemektedir (4). Son yapilan
caligmalara gore E. granulosus suslary; G1-G3 E. granulosus sensu
stricto, G4 E. equinus, G5 E. ortleppi ve G6-G10 ise E. canadensis
olarak siiflandirilmaktadir (5).

Diinyada baz: iilkelerde yapilan ¢aligmalarda bu genotiplerden
en yaygimmnin G1 genotipi oldugu belirlenmistir. E. granulosus
sensu stricto (Gl=evcil koyun sugu) insan ve hayvanlarda kistik
ekinokokkosuza neden olan etiyolojik ajanlardan biridir. Bu sestod
diinya ¢apinda yaygin bir dagilima sahiptir. Ozellikle képeklerle
yakin temasta olabilen hayvan yetistiricilerinin bulundugu fakir
ve kirsal kesimi etkilemektedir (6).
Echinococcustiirlerininarakonaklarda olugturduklarikistler; digtan
damarsiz, eozinofilik laminar tabaka ile en icte protoskolekslerin
gelistigi germinal membrandan (10-15p) olusur. E. multilocularis
haricindeki tirlerin kistlerinde konak dokusu tarafindan
cevrelenmis; endotel hiicreleri, eozinofiller ve dev hiicreleri
iceren, fibroblast ve kapillerden zengin fibréz bir adventisiya
tabakas: bulunur (7-9). Kist tabakalarinin biyokimyasal yapisi,
hastaligin metabolizmas, fizyolojisi ve immiinolojisinde énemli
bir rol oynamaktadir (10,11).

Raman spektroskopisi (RS); tahribatsiz olarak herhangi bir bilesik,
doku veya sivinin hizh bir sekilde tanimlanma, birbirinden farkl
numuneleri analiz edebilme ézelliginden dolays, son yillarda tibbi
bilimler agisindan énemi giderek artmaya baglamigtir. Kan, idrar,
tukirik, ter gibi viicut swilarinda, hastalik veya hiicre yiizey
antijenlerinin belirlenmesi amaciyla 6zellikle son 20 yilda bircok
calismada kullanilan giiclii bir analitik tekniktir (12-18). Toksik
ajanlar/ilaglar, hastalik, hiicre 6liimii ve farklilagsmasi gibi hiicresel
biyokimyasal degisikliklerin belirlenmesinde RS oldukga etkindir.
Bazi biyolojik numunelerin incelenmesinde RS tek bagina yetersiz
kalmaktadir. Bundan dolay1 Surface-Enhanced Raman Scattering
(SERS) yontemi kullanarak, Raman sinyallerinin siddeti
artirilabilmektedir (16-19). Isinin gimds, altin, bakir gibi baz
metallerin iletim bandindaki elektronlar: uyarmasiyla tzerine
absorbe edilen molekiillerde gorillen zenginlesmeye Raman

zenginlegmesi veya SERS denir. RSnin tek bagina yeterli olmadig:
bazi incelemelerde SERS metodunun kullanilmas:i avantaj
saglamaktadir (20,21). SERS metodu, metal nanoparcaciklar
iizerinden analiz edilmesi yéniinden RS'den ayrilir. Metal nano
parcaciklar, yiizeyde lokalize elektromanyetik alan olusturarak
RS siddetini artirirlar. SERS metodu gunumiize kadar; biyolojik
numunelerin analizi, parazitemi durumu, hiicrenin biyokimyasal
stirecleri, hastaliklarin tanisi, kanser hiicrelerin tanimlanmasi,
bakteri tirlerinin siniflandirilmasi, gen ekspresyon tahmini ve
ilaglarin teshisi gibi amaglarla uygulanmaktadir (22-26). Metalik
nano yapilar arasinda, altin nanoparcaciklar (AuNP) ve gimiis
nanoparcaciklar (AgNP), tibbi alanda biyik ilgi gérmektedir.
AgNP birbirine metalik olarak baglanmis giimiis atomlarindan
olusan nano boyutlu yapilardir. Bu partikiiller farkli fiziksel,
optik ve kimyasal 6zelliklerinin yaninda, anti-bakteriyel etkileri
de bilinmektedir. AgNP’ler (elektriksel olarak pozitif) ile parazit
(elektriksel olarak negatif) arasindaki elektrostatik etkilegimle
skolitik etki gerceklestirebilir. Ancak SERS metodunda kullanilan
AgNP’ler skolitik etki gostermezler.

Galismada ekinokokkoziste germinal membran ve kist sivilarinin
analizleri ile biyokimyasal yapilarinin incelenmesi icin Raman
spektroskopisinin hizl, tahribatsiz ve non-invaziv bir yéntem
oldugu dusiinildaginden dolayr mikroorganizmalarin temel
biyokimyasal bilesenlerinin molekiiler diizeyde analiz edilebilmesi
bakimindan alternatif bir yéntem olarak SERS metodu ile
incelenmesi ve E. granulosus'un larval formunun molekiiler
duzeyde biyokimyasal haritasinin gésterilmesi amaglanmigtur.

YONTEMLER

Orneklerin Elde Edilmesi

Hatay Mustafa Kemal Universitesi Tayfur Ata Sékmen Tip
Fakiiltesi'nde, karaciger kist hidatik tanis1 konulan ve hastalarin
cerrahi tedavisi sirasinda elde edilen germinal membran ve kist
swilar kullanilmistir. Caligmada germinal membran ve kist sivilar:
mitokondriyal gen bélgesine gére molekiiler karakterizasyonlar:
belirlenmis ve filogenetik analizleri yapilmistur.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Total genomik DNA 6rneklerinden mitokondriyal JB3 ve JB4.5
primerleri kullamlarak COI geninin yaklagik 400 b¢’lik bolgesi
cogaltilmis ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) irtuni elde
edilmistir (Tablo 1). DNA izolasyonu Gene AllExgeneCell SV Mini
Kit (GeneAll, Korea) prosedirine gore caligilmigtir. Elde edilen
PZR trtinlerinden Sanger dizileme protokolii ile DNA dizi analizi
yapilmistir. BLAST analizi ve MEGA programu ile filogenetik
analizleri yapilarak DNA dizi analiz sonuglar1 degerlendirilmistir.
Mitokondrial PZR isleminde toplam 25 pL’lik hacimde bir karigim
hazirlanmigtir (Tablo 2). PZR amplifikasyonunda 95 °C'de 5 dk
baslangi¢ denatiirasyonunu takiben, toplam 35 déngi 95 °C'de 45
sn denatiirasyon, 55 °C'de 45 sn primer birlesmesi ve 72 °C'de 45
sn sentezi gerceklestirilmigtir. Son déngiiyi takiben 72 °C’de 7 dk
son uzama iglemi yapilmigtir.
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Orneklerin Hazirlanmasi

On hastanin karacigerinden elde edilen fertil kist sivilar1 ve
aym hastalara ait germinal membranlar analizler yapilincaya
kadar -20 °Cde saklanmugtir. Fertil kist swvilari santrifij
edilerek  protoskolekslerin  ¢okmesi  saglandiktan sonra
sipernatant uzaklagtirilarak dipteki kisim kullamilmigtir.
Germinal membranlardan ise bir kesit alinarak quartz camh
ve Raman sinyallerinde degisime neden olmayan lamlar
izerine yerlestirilmistir. Hazirlanan numuneler 20 pL gumis
nanoparcactk kullanilarak spektrumlari elde edilmistir.

AgNP’lerin Sentezlenmesi ve Karakterizasyonu

AgNP’ler Lee ve Meisel (27) yontemine gore sentezlenmisgtir.
Olusan AgNPleri karakterize etmek icin UV/Gérunur bolge
spektrofotometresi ve Taramali Elektron Mikroskobu analiz
initesi (JEOL 5500/0XFORD Inca-X) kullanilmigtir.

Raman Spektroskopisi

Yapilan incelemelerde 785 nm lazere ve Charge-Coupled Device
detektore sahip Renishaw in Via RS kullanilmig ve 300-1800 cm™
arasindaki spektral bantlar incelenmigtir. Tiim 6l¢iimler i¢in elde
etme stresi, lazer giicii ve exposure siiresi sirasiyla 10 sn, 5 mW
ve 1 sn olarak alindi. Veriler, WiRE 3.2 yazilimi (Renishaw plc,

Wotton-under-Edge, Ingiltere) kullanilarak elde edildi. Spektra
6n isleme (yani, dérdiincii polinom taban cizgisi diizeltmesi ve
vektér normalizasyonu), analiz ve ¢izim, MATLAB® (Matlab
7.13, Mathworks, Natick, MA, ABD) programi kullanilarak
gerceklestirildi.

Bu caligma i¢in etik kurul onay1 Hatay Mustafa Kemal Universitesi
Tayfur Ata S6kmen Tip Fakultesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu'ndan alinmigtir (etik kurul no: 19/012017/02).

BULGULAR

PZR analizleri sonucunda hastalardan elde edilen germinal
membranlarda ve kist swvilarinda yaklasik 400 bg buyiikliginde
DNA bandi elde edilmisgtir ($ekil 1).

Mitokondrial CO1 gen bélgesi dizi analizleri sonuglar1 3 grupta
smiflandirlmigtir. Hasta gruplarimin kargilastirma sonucunda
dizilimlerinde bazi farklibk saptanmis olup izolatlar arasinda
genetik akrabaliklari 3 grubunda %99 oraninda elde edilmigtir.
Filogenetik analizler sonucunda izolatlarin E. granulosus (G1-
G3) kompleksi i¢cinde yer aldig1 gozlenmistir. Elde edilen veriler
BLAST search ile Genbank’ta bulunan sonuglarla kargilagtirilmas:
sonucunda; Hatay ilinden toplanan ve bu ¢alismaya dahil edilen
insan izolatlarinin hepsinin E. granulosus sensu stricto (G1) oldugu
belirlenmisgtir (Sekil 2).

Tablo 1. Echinococcus granulosus izolatlarinin PZR analizinde ve tiplendirilmesinde kullanilan primerler

Tiir Gen Primer Sekans Amplicon
. JB3 (5-TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT-3)
Echinococcus spp. mt-CO1 JB45 (5" TAAAG GAACATAATG T6-3") 400 be

PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu

Tablo 2. Mitokondriyal PZR igleminde kullanilan PZR karigimi
ve PZR amplifikasyonu

PZR karisimi (puL) PZR amplifikasyonu
10x reaksion buffer 2,5 95°C 5 dk

dNTP (2,5 mM) 2 95°C45 sn

JB3 (20 pmol/pL) 0,5 55°C45 sn

JB4.5 (20 pmol/pL) 0,5 72 °C 45 sn 35 déngii
Taq DNA pol. (5 tint./pL) 1 72 °C7dk

DNA1

Distile su 17,5

Toplam 25

PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu, sn: Saniye, dk: Dakika

Raman Siddeti

Raman Kaymas: (cm-1)

500 bg
400 bg

Sekil 1. E. granulosus PZR durunlerinin %1,5'lik etidyum
bromidle boyanmig agaroz jeldeki gériintiisii; M: 100 bg DNA
ladder, 1: Negatif kontrol, 2-3-4: Hasta 6rnekleri

PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu

Raman §iddet

Raman Kaymas (cm-1)

Sekil 2. Calismada elde edilen izolatlarin ve referans dizilerin filogenetik iligkisi
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Molekiler ¢aligmalari yapilmis olan bu 6rnekler ayrica RS ile
incelenmistir. Caligmada, fertil kistlerden elde ettigimiz germinal
membran ve kist stvilarinin Raman spektrumlar1 arasinda belirgin
bazi farkhiliklar elde edilmistir. Elde edilen bu spektral pikler
literatiirdeki normal ve patolojik dokulardan elde edilen Raman
spektrumlarinin  olusturuldugu veriler ile kargilagtirilmigtir
(17,28-42).

Yapilan calismada elde edilen spektrumlarin hangi biyokimyasal
bilesenlere ait oldugu Tablo 3'de gésterilmistir. Germinal
membran ve kist sivisinin igerigindeki farkliliklardan dolay:
karakteristik pikler degerlendirilmistir (Sekil 3). Orneklerin
Raman spektrumlar: molekiiler diizeyde protein, karbonhidrat,
yag ve nikleik asitlere ait biyokimyasal haritalanmasi elde
edilmigtir.

Germinal membran ve kist sivist i¢in 300-1800 cm™ arasindaki
spektral bélge incelenmistir. 780, 880, 970, 1156, 1200, 1270
cm¥de belirgin olarak farkh pikler gézlenmigtir. Elde edilen
bu piklerden 880, 970, 1156, 1270 cm™ noktalarinda germinal
membranda giiclii spektral pikler gézlenirken kist sivisinda bu
noktalarda spektral ézellik gérilmemistir. Kist sivisinda ise 780
ve 1200 cm™ noktalarinda farkli spektral bantlar gozlenmistir
(Sekil 4).

Germinal membrandan elde edilen spektrumlardaki siddetli
pikler; 880,1020,1086,1333-1335,1454ve 1662 cm™ bantlarinda
elde edilmis ve patolojik dokularin teghisi icin genellikle normal
dokulara gore protein deformasyonlarini gésteren 6nemli
piklerdir. 1454 cm™deki, metilen (-CH,-) deformasyonuna bagh

——— Kist smist
= Germinal membran

L B o o L e L e e S R s mEE s maEae mo
0 500 B0 700 500 500 1000 1900 1200 1300 1400 1500 1680 1700 4800

Raman Kaymas (em-1)
Sekil 3. On hastanin germinal membran ve kist sivilarindan
elde edilen Raman spektrumlar:

1333-133%

Raman Siddeti

T T 1
400 50 600 700 BOO 900 1000 100 1200 1300 10 1500 1600 1700 1800
Raman Kaymasi (em-1)

Sekil 4. Germinal membran ve kist swvilarinin Raman
spektrumlarindan elde edilen farkh pikler

Amid II proteinin; 1658 cm™de elde edilen spektral bandin ise
karbonil (C=0) gerilmesine bagli Amid I proteinlerinin tepe
noktalar: olarak bulunmustur. 1274 cm™deki pikin ise Amid IIl’'e
ait oldugu dugtintlmektedir.

Germinal membranin Raman spektrumunda 752-1006 cm
Yde elde edilen spektral bantlar proteinlerin farkli titregim
modlarin1 ve aminoasitlerin kalintilar1 olarak gosterilebilir.
Normal dokularda lipitler baskin spektrum vermektedir ancak
bening tiimoérlerde genellikle yiitksek protein icerigine sahip
olacagindan bulgularimizda proteinlere ait titresim modlar: daha
baskin elde edilmigtir. Ancak bu titresim modlari proteinlerin
kiiciik yogunluk varyasyonlariyla sinirlandirilarak gosterilmigtir.
Germinal membran da niikleik asitler, triptofan ve fenil alanin
proteinlerinin daha yiiksek sinyaller olusturdugunu ancak

13331335

Raman §iddeti

400 S0 800 0 800S00 1000 1100 1200 1300 400 1S 1600 1700 1800
Raman Kaymas: (em-1)

Sekil 5. Germinal membran ve kist sivilarimin Raman
spektrumlarindan elde edilen ortak pikler

Tablo 3. Germinal membran ve kist sivilarindan elde edilen
raman spektrumunun temel bantlar:

Raman kaymasi Biyomolekiil
622 Fenilalanin
780 Urasil baz
802 Triptofan
Prolin, hidroksiprolin, triozin,
800-830 fosfodiester baglari, DNA seker fosfat
omurgasi
880 hidroksiprolin
943 Prolin, valin
974-978 CH, proteinlerin deformasyonu
1006 Karotenoitler
1086 Fosfolipit
1124 Fosfolipit
1200 Amide III
1270 Amide III
1333-1335 Poliniikleotit (DNA piirin bazlar1)
1454 X;:jelrll (-CH,-) deformasyonuna bagh
1508 Sitozin
1520 Karotenoitler
1577 Amid II protein ve niikleik asitlerin
1658 i(arbonil (C=0) gerilmesine baglh Amid
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fosfolipit, prolin ve valin aminoasitlerin olusturdugu Raman
sinyallerinin dasiik oldugu gézlenmistir.

Protein ve aminoasitlere ait Raman spektrumlar; 622 ve 1006
cm™ (fenilalanin), 802 cm™ (triptofan), 880 cm™ (hidroksiprolin),
943 cm™de (prolin ve valin) olarak saptanmigtir. 974-978 cm’
Yde elde edilen spektral bant ise protein deformasyonu seklinde
yorumlanmustr.

Elde edilen diger spektral pikler incelendiginde; 1151 cm™de; C-C,
C-N gerilmesi (proteinler), normal dokuda olmayan karotenoidler,
1274 cm™de tipik fosfolipitler, proteinlerde ki Amid III band:
ve Alfa heliks proteinlerde ki C-N gerilmesi, 880 cm™de C-C-N*
simetrik gerilme, hidroksiprolin ve triptofan, 970 cm™de lipitler
(kolesterol), fosforilasyona ugramis proteinlerin ve hiicresel
nikleik asitlerin fosfo monoester gruplari olarak belirlenmistir
(Sekil 4).

715, 1020 ve 1333-1335 cmde elde edilen Raman bantlarinin
niikleik asitlere ait oldugu belirlenmistir. Genellikle kanserlegmis
dokularda goriillen 1086 cm™de olusan tepe noktasinin sekere
(C,OH) ait olan 6nemli bir pik olarak saptanmugtur.

Kist sivisindan elde edilen spektral pikler degerlendirildiginde ise,
780 cm™V'de urasil baz1 ve sitozin/urasil niikleotidleri, 1200 cm™'de
niikleik asitler, fosfatlar ve Amide III proteinlerine ait spektral
titresim modlarimin biyokimyasal 6zellikleri elde edilmistir (Sekil
4).

Germinal membran ve kist sivinin Raman spektrumunda aym
spektral desenlerden elde edilen pikler degerlendirilmistir.
800-943 cm™deki spektral pikler; protein bantlari, tiimérlerin
yapisal protein modlari, prolin ve hidroksiprolinin C-C gerilmesi,
fosfodiester baglari, DNAnin seker fosfat omurgas: ve tirozine
ait titregim modlar1 olarak bulunmusgtur. 1086 ve 1124 cm™deki
spektral pikler ise; fosfolipitlere ait olarak belirlenmistir. Hem
germinal membran hem de kist sivilarindan elde ettigimiz 1508,
1520, 1554, 1577 cm™deki spektral pikler sirasiyla; sitosin,
karotenoidler, Amid II protein ve niikleik asitlerin titresim
modlarina ait oldugu bulunmustur (Sekil 5).

Membran olusumuna fosfolipit, serbest yag asidi ve kolesterol,
swilarin iceriginde ise sadece fosfolipitlerin bulundugu, her
ikisinin yapisinin yogun antejinik 6zelliklere sahip oldugu
saptanmugtir. 1333-1335 cm™de elde edilen en giddetli spektral
bantin CH,CH, kollajen ve poliniikleotit (DNA pirin bazlar1)
zincirini gosteren modlara ait oldugu belirlenmistir. Bu Raman
band: E. granulosus’un molekiiler yapisini gésteren spesifik bir pik
olarak degerlendirilmistir. 1658 cm™deki spektral banttin ise o
heliks yapili ve Amid I proteinlerine ait oldugu bulunmustur. Elde
edilen bu spektral desenin germinal membranda daha yiiksek bir
titresim modu gosterdigi gozlenmistir. 1658 cmV'deki pik, kanserli
hiicrelerdeki amino asitlerin CH, asimetrik deformasyonuna
kargilik gelmektedir (Sekil 5).

TARTISMA

Bu calismada RS kullanilarak SERS metodu ile E. granulosus’a
ait germinal membran ve kist swvilarinin molekiiler diizeyde
biyokimyasal kompozisyonlar1 belirlenmeye caligilda.

Bir hiicrenin Raman spektrumu, hicrenin biyokimyasal
bilesiminin zengin bir “parmak izini” temsil eder. Bunedenle farkli
huicresel tepkileri baslatan farkl toksik maddeler ve biyokimyasal
degisiklikler Raman spektrumlarinda belirgin olarak ortaya
konulabilmektedir. Fizyolojik kosullarda muhafaza edilen canh

hiicrelerden herhangi bir invaziv girisim ve kontrast arttirici
kimyasallar kullanilmasina gerek kalmadan RS ile hiicrenin
molekiiler kompozisyonlar: belirlenebilmektedir (40).

Bugiine kadar yapilan aragtirmalar incelendiginde kemik, kornea,
servikal doku, akciger, gogiis, deri, gastrointestinal doku, beyin,
karaciger, tikirik, hem proteinleri, lenfositler, insan kan
hiicreleri ve kanser hiicreleri gibi bir¢ok biyolojik doku érnekleri
RS ile incelenmistir. Ancak E. granulosus ve diger parazitlerin
biyokimyasal yapilarini haritalayabilecek SERS metodu ile
ilgili calisgma bulunmamaktadir. Yapilan ¢alismalarda bildirilen
biyolojik dokularin spektrumlar ile E. granulosus’a ait germinal
membran ve kist swvilarinin  spektrumlar kargilagtirilarak
biyokimyasal kompozisyonlari belirlenmeye ¢aligilmigtir.

Hidatik kistlerin biyokimyasal komposizyonlar1 hastaligin
fizyolojisinde, metabolizmasinda ve immiinolojisinde 6nemli
rol oynamaktadir. Ayrica biyokimyasal varyasyon, farkhi ara
konaklardaki sus varyasyonunu da yansitabilmektedir (43).
Farkli ara konaklardan elde edilen hidatik kist tabakalar1 ve bunu
cevreleyen konak dokusunun serolojik yéntemlerle biyokimyasal
parametrelerinin aragtinldifi caligmada; kolesterol, trigliserit,
ire, urik asit, kreatin ve biluribin analizleri elde edilmigtir.
Kolesterol, biluribin ve kreatinin en yitksek konsantrasyonda
germinal tabakada oldugu ve diger organlara gore biyokimyasal
analiz sonu¢larmin konsantrasyon miktarlarinin  degistigi
bildirilmigtir (44).

Yapilan farkli caligmalarda 2700-3500 cm™deki spektral bolge
degerlendirildiginde yag asit zincirleri, fosfolipitler, kolesterol,
kreatin, proteinler ve niikleik asitleri gosterilmistir (17,45).
Galismamizda ise 300-1800 cm® arasindaki spektral bélge
degerlendirildiginden dolay1 germinal membran ve kist sivisina
ait nukleik asit, karbonhidrat, protein ve lipitlere ait spektral
pikler analiz edilmig fakat germinal membranda olmas: gerek
kreatin gosterilememisgtir.

Normal ve patolojik dokulardan elde edilen Raman spektrumlar:
6nemli farkhiliklar gostermektedir. Normal dokularin spektral
profili, yiksek seviyelerde lipitlerin gostergesidir. Hem benign
hem de malign olan patolojik dokularin spektral profili, daha
fazla protein ve daha az lipit varligina isaret etmektedir. Ayrica,
patolojik dokular arasinda, malign doku benign dokuya kiyasla
nispeten daha fazla lipit icermektedir (39).

Zheng ve ark. (46) saglikh ve ekinokokkozisli hastalarin
serum Orneklerinde RS kullanarak tam1 ve tahminlerini
gerceklestirmiglerdir.

Cheng ve ark.da (47) yapmus olduklar: caligmada 28 ekinokokozis
hastas: ve 38 saglikhi kiside RS yéntemi kullanilir. RS 6l¢timleri,
iki grup kan serumu Ornegi tzerinde gerceklestirmislerdir.
Raman spektrumlar gosterisi olarak ekinokokkozisli kan
serumunun yansiticiiginin, normal insan kan serumundan daha
yiksek oldugunu saptamiglardir. Saglikli ve ekinokokkozisli
kigilerde ki ortalama kesin tani oranimin %92,121 olarak elde
etmiglerdir. Sonug olarak Zheng ve ark. (46), Cheng ve ark.nin
(47) yaptiklari ¢alisma sonucunda geleneksel tani yéntemler ile
kargilastirnldiginda RS’nin digik maliyetli, kolay kullaniml,
ekinokokozun hizl analizi ve dogru teghisi agisindan avantajlar:
oldugunu bildirmiglerdir. Ayrica Raman spektroskopinin
ekinokokkozis i¢in non-invaziv ve hizli tespiti icin 6nemli
potansiyele sahip oldugunu belirtmiglerdir.

E. granulosus’un larva formu olgularin ¢ogunda benign bir timér
gibi davranmaktadir. Bu nedenle RS ile bu larval formun mikro
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yapisini, dokunun ve kist sivisimin biyokimyasal bilesenlerini
analiz etmek i¢cin 6énemli bir potansiyele sahiptir. Elde edilen
spektrumlarin 6zellikleri, germinal membran ve kist sivisimin
molekiler diizeyde biyokimyasal bilesimlerinde ki farkliliklar
gostermekte avantaj saglamaktadir.

SONUC

Mikroorganizmalarin tamimlanmasinda ve biyolojik dokularin
biyokimyasal analizlerinde molekiiler, serolojik ve konvansiyonel
gibi farkh tami yoéntemleri kullanmilmaktadir. Bu yéntemlere ek
olarak Raman spektroskopisinin hizli, tahribatsiz ve non-invaziv
bir yéntem oldugu yapilan caligmada gésterilmistir. Dolayisiyla
mikroorganizmalarin biyokimyasal  bilesenlerinin
molekiiler diizeyde analiz edilebilmesi bakimindan alternatif bir
yontem olacag digtuntlmektedir. Ayrica bir sonraki ¢calismalarda
saglam, kanserli dokularla kargilagtirmali analizleri yapilarak
tan: ve teshisinde dogrulugunun ve givenilirliginin artirilmasini
istiyoruz.
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