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Icindekiler

1. Proje Ozeti (Proje Tanimi)

Bu calismada ki amag bobrek tasi rahatsizliklarinda goriilen ani sancilarda zaman kaybini
ve olas1 farkli rahatsizliklarla karistirilma riskini 6nleyebilmek amacli her evde bulunabilecek,
hamilelik testi pratikliginde tasarlanan aparat icin kolorimetrik calisma sistemi Onermektir.
Arastirmalarimiz sonucunda bobrek tasi olan hastalarin idrarinda yiiksek oranda kalsiyum
oksalat kristalleri bulunmasi, tasarladigimiz teknigin kalsiyum oksalati tanimaya yonelik
olmasina sebep olmustur. Deney yontemi renk tayini olup oksalat kristali parcalandiginda
ortaya c¢ikan amonyagin TMB renklendiricisini kullanarak tespit edilmesi iizerinedir.
Amagclandigi gibi amonyum oksalat pargalandiginda ortaya c¢ikan amonyak, TMB
renklendiricisini kullanarak tespit edilmistir. Bobrek tasi olusumu idrar sivisinda oksalat
tuzunun Ol¢iilebilir konsantrasyonuna ulastiginda gerceklestigi diisliniilerek amonyum oksalat
kullanilmistir. Kontrol deneyi ile renk testi yapildiktan sonra optimum oranlar i¢in farkh
denemeler yapilmistir.Onerilen bu yontem gelistirildiginde renk sikalalar1 ile hastaligin
derecesi saptanabilecektir.

Bu yontemin erken tani ve tedavi siirecindeki onemli bir eksikligi giderecegi ve ayni
zamanda hamilelik testi gibi pratige aktarilabilecek ekonomik-glivenilir bir yontem oldugu
agiktir..

2. Problem/Sorun:

Bobrek tagi rahatsizlig1 genelde bel ve bacak agrisi olarak ortaya ¢ikar. Bu nedenle hastalar
genelde ilk basta bobrek rahatsizligi oldugunu diisiinmez ve agr1 kesicilere bagvurarak tasin
bobrekte buyumesine ve ilerleyen zamanlarda daha fazla agri ve risk ile karsilagsmalarina neden
olur.

Hastanelerdeki olas1 yogunluklar, sira, randevu gibi sorunlar hastane islerimizi
ertelememize neden olur. Bu sorunlarin iizerine giinliik yasantimizdaki ¢alisma sartlari, ulasim
gibi sorunlar da eklenince muayene olmak daha da zorlasir. Dolayisiyla bobrek tasi teshisi
gecikir. Her rahatsizlikta oldugu gibi bobrek tasi rahatsizliginin da geg tanisi tedavi siirecini
zorlastirmaktadir. Geg¢ tani sonrasinda ameliyat riski artar ve ilerleyen donemlerde bobregi
kaybetmeye dahi yol acabilir.

Bobrek taginin tespitinde kullanilan ilk yontem idrar tahlilidir. Bobrek tasi olan hastalarin
idrarlarinda kan hiicreleri, kristaller ve eger enfeksiyon varsa bakteriler goriilmektedir. Kan
tahlili olarak bobrek fonksiyon testleri (BUN,keratinin,iire) Oncelikle yapilmalidir. Eger
enfeksiyon siiphesi varsa tam kan sayimi1 ve enfeksiyon belirtecleri yapilmalidir.

Bobrek tasi rahatsizliginin kesin tanisi igin ise ultrason, rontgen, tomografi ve X 1sinlari
gebelik gibi durumlarda kullanilmas1 sakincali hale gelebilir bu nedenle MRI yani manyetik
rezonans yontemi kullamilir. Idrardaki kristallerin varliginin idrar taslarmin varhig ile
kolerasyon gostermedigine dikkat edilmelidir. Bu da giiniimiizde kullanilan tahlil ve tekniklerin
yetersizligini ortaya koymustur.



3. CO0zUim

Onerdigimiz yontem renk tayinidir. Amacimiz amonyum oksalat1 renk tayini ile tespit
etmektedir. Projemizde amonyum oksalat parcalandiginda ortaya ¢ikan amonyagt TMB
renklendiricisi yardimu ile tespit etmeyi amaglamaktayiz. Amonyum oksalat “oksalat oksidaz
enzimi” varliginda peroksit, amonyak ve karbondioksite parcalanmaktadir. Amonyum oksalat
yiikseltgenmekte, hidrojen peroksit ise HRP ile indirgenmektedir.

oksalatoksidaz

H,0, + (NH,Cyl4 » INH; + 30, + 2H,0

Brom-timol indikatorii varliginda olusan amonyak pH’1 arttikca (konsantrasyon arttik¢a)
cozeltinin rengi kademeli olarak saridan maviye donmektedir.

4. Yontem

Deneyde Kullanilan Materyaller

Deneyde idrarda bulunmasi1 muhtemel oksalat tiirevlerinin par¢alandiginda meydana gelen
hidrojen peroksidi indirgeme amacli HRP enzimi, renk verebilmesi icin TMB renkli ajan ve
amonyum oksalat’1 yilikseltgemek amacli oksalat oksidaz enzimi kullanilmistir.

Kontrol Grubu

Deneyin ilk asamasinda bir kontrol grubu olusturuldu. Bu kontrol grubunda amonyum
oksalat pargalandiginda ortaya ¢ikan amonyak i¢in renk vermek amagli TMB ve hidrojen
peroksidi indirgeme amagli HRP bulunmaktadir (tablo 1).

Tablo 1
Kontrol grubu Miktarlar:
Distile su 180 pL
Brom-timol mavisi indicator 5uL
Oksalat oksidaz enzimi (0.04 mg/ml) 25 uL

Kontrol grubunda yapilan deneylerde renk degisimi gozlemlendi ve tasarlanan deneyin
olabilirligi belirlenmis oldu (resim 1). Bundan sonraki calisma optimum oranlari
(stokiyometriyi) bulmaktir.



Resim 1

Deney grubu

Deneyin sonug¢ kisminda farkli derisimlerdeki amonyum oksalatin kolorimetrik yonteme
dayali tayini yapildi. Yontemde renk tayini tespiti i¢in uygun indikator kullanilarak farkli
konsantrasyonlardaki amonyum oksalatin enzim varliginda olusan tirtinlerin yapmis oldugu pH
degisimlerine bagl olarak renk degisimleri gozlemlendi.

Tablo 2.a.Deney grubu

Amoyum Oksalat

200 pL

Brom-timol mavisi indikator

S5 HL

Deneyin bu boliimiinde kullanilan dort materyalin birini degisken olarak alip digerlerini
sabit tutarak deneyde en uygun oranlar bulunmaya ¢alisildi.

Tablo 2.b.Deney grubu

10 mM amonyum oksalat 200 pL

Brom-timol mavisi indikator 5uL
Oksalat Oksidaz enzimi 30 L
Tablo 2.c.Deney grubu

1 mM Amonyum oksalat 200pL

Brom-timol mavisi indikator 5uL

Oksalat Oksidaz enzimi 30pL
Tablo 2.d Deney grubu

Saf su 200pL

Brom-timol mavisi indikator 5uL

Oksalat Oksidaz enzimi

30uL




Tablo 2. a ,b ,c ve d de belirtildigi gibi bir ¢ok kez denemis ve asagidaki optimum kosullar
bulunmustur.

1mM 180 pL Amonyum oksalat + 25 pL 0,04 mg/mL derisimli oksalat oksidaz + 5 pL brom-
timol mavisi ind.
10 mM 180 pL Amonyum oksalat +25 pL 0,04 mg/mL derisimli oksalat oksidaz + 5 uLL brom-
timol mavisi ind.
180 pL Distile su + 25 pL 0,04 mg/mL derisimli oksalat oksidaz + 5 pL brom-timol mavisi ind.

Yapilan deney brom-timol mavisi indikatoriiyle pH degisimine bagli olarak renk
degisimini gOstermektedir.

resim?2

Renkler; amonyak derigimi fazla olan 2. deneyde yesil, az olan 1.deneyde sarimsi yesil
seklinde gozlenmistir. Kor deneyde ise renk sari- turuncu olmustur (pH arttik¢a brom-timolle
rengin saridan yesile dondiigli gézlenmistir). Amonyum oksalata enzim olmaksizin eklenen
indikatorle olusan renk ise kahve-sar1 olmustur. (resim 2)

Sonug ve Tartisma
Hedeflendigi gibi Amonyum Oksalat parcalandiginda ortaya ¢ikan iirlinler, indikator
renklendiricisini kullanarak tespit edilmistir. Bobrek tasi olusumu idrar sivisinda oksalat



tuzunun Olciilebilir konsantrasyonuna ulastiginda gerceklestigi diisliniilerek amonyum oksalat
kullanilmigtir. Kontrol deneyi ile renk testi yapildiktan sonra optimum oranlar i¢in farkli
denemeler yapilmustir.

1 mM 200 pL. Amonyum oksalat + 0,04 mg/mL derisimli oksalat oksidaz kullanildiginda
ilk renk degisimi gézlenmis, 10 mM 200 pL Amonyum Oksalat + 0,4 mg/mL derisimli oksalat
oksidaz kullanildiginda ise belirgin olarak renk degisimi tespit edilmistir.

Onerdigimiz bu ydntem gelistirildiginde renk sikalalari ile hastaligin derecesi saptanabilecektir.
Bu yontem erken tani ve tedavi siirecindeki 6nemli bir eksikligi giderecegi ve ayni zamanda
hamilelik testi gibi pratige aktarilabilecek ekonomik-giivenilir bir yontem oldugu agiktir.

5. Yenilikci (inovatif) Yonii
Proje kapsaminda tasarlanmasi planlanan aparat sayesinde, daha dnceden geleneksel
yontemlerle belirlenen bobrek tasi hastaligi, ¢ok daha basit bir sekilde tespit
edilebilecektir. Ayrica hastalarin hastaneye gitmelerine gerek kalmayacak, erken teshisi
miimkiin kilmas1 nedeniyle tasin boyutu biiyiimeden tedavisi miimkiin olabilecektir.

6. Uygulanabilirlik
Tasarlanan aparatin eczanelere dagitimi yapilarak ihtiyaci olan insanlar tarafindan
kolayca temin edilmesi saglanabilecektir. Uriiniin tasinabilir boyutlarda olmasi
kullanimin1 kolaylastiracaktir. Daha ivedi bir sekilde uygulanabilmesi ve hizli sonug
vermesi goz Oniinde bulunduruldugunda hastanelerde de kullaniminin artacagi 6n
goriilmektedir. Diger taraftan herhangi bir riski olmamakla birlikte, rutin yontemlere
gOre aparatin hatali sonug verebilecegi de gbz 6niinde bulundurulmalidir.

7. Proje Fikrinin Hedef Kitlesi (Kullanicilar):

Projemizin hedef kitlesi 6zellikle bobrek rahatsizligi yasayan kisilerdir. Amacimiz bu
rahatsizliklarla kars1 karsiya kalan kisilerin sorunlarini hizl tespit etmektir.

8. Proje Ekibi
Takim Lideri:
Adi Soyadi Projedeki Gorevi

ilgili tecriibesi
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