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MEME KANSERININ FTIR VE KEMOMETRI TEKNIiGi KULLANIMI iLE
ERKEN TESHISI

OZET

Gilintimiiz teknolojisi pek ¢ok alanda gelisme gostermekte ve bu alanlar igerisinde tip
alaninda kanser hastalarinin hastalik siireglerinin erken teshisi, tedavi yontemleri ve
iyilestirilmesi iizerinde de ciddi ¢alismalar yiiriitilmektedir. Insanlara maddi ve
manevi anlamda c¢ok yardimeci olabilecek mevcut gelisen caligma alanlarinda; tip
alaninda kanser teshislerinde kullanimi oldukg¢a basit ve uygun olan FTIR teknigi
one ¢ikmaktadir.

FTIR teknigi ile kullanilacak olan insan dokular1 dinamik bir yapiya sahip olup
bolgesel heterojenik farkliliklar gdsterir. Heterojenik farkliliklar elde edilen Glgiim
sonuclarinin degerlendirilmesi ve yorumlanmasinda oldukg¢a fazla varyasyona yol
acar. Bu nedenle kemometri teknigi ile dokularin incelenmesi daha faydali sonuglar
elde etmemizi saglayacaktir. Giinimiizde pek c¢ok farkli alanda kullanilan bu
tekniklerin kullanimi, 2002 yilindan bu yana artis gostermistir.

Bu ¢alismada,daha 6nce tip alaninda farkli amaglarla kullanilan FTIR-ATR teknigi
ile birlikte kemometri teknigi ile olusturulan modellemeler de kullanilarak, meme
kanserinin erken teshisinde, daha kesin ve saglikli, objektif, hizli ve ekonomik
maliyeti diisiik olabilecek sonucglar veren bir yontem gelistirilmeye calisilmistir.
Acibadem MAA Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Ana Bilim Dali Acibadem
Maslak Afiliye Hastanesi Patololoji Laboratuvari ile birlikte yapilan bu ¢alismada,
ilgili numuneler hastane tarafindan temin edilmis olup lecmxlecmxlcm
boyutlarindadir. FTIR teknigi i¢in Perkin-Elmer Spectrum 100 cihazi kullanilmus,
numune Slgiimleri 650-4000 cm™ dalga boyu araliginda 4 cm™ spektral ¢oziiniirliikte
almmistir.  Numuneler — makroskopik ~ FTIR-ATR  olglimleri  sonrasinda
degerlendirilmis ve dokularin kimyasal kompozisyonlarimin spektral pozisyonlari
literatiirden karsilagtirilmistir.

Bu ¢aligmanin ikinci asamasinda ilgili veriler kemometri teknigi ile degerlendirilmek
tizere almarak PLS-CVA ve SIMCA diskriminasyon programlar1 ile model
olusumlar1 gerceklestirilmistir. Kemometrik tekniginde spektrumlarda bulunan
parmak izi, DNA/RNA ve protein amid I-II bolgeleri baz alinarak galismalar
yiirlitiilmiis  ve olusturulan modeller ile klinik histopatolojik  sonugclar
karsilastirilmistir.

Calismalar sonucunda oOzellikle parmak izi bolgesinde yapilan modellemelerde
normal ve patolojik doku orneklerinin birbirlerinden oldukca basarili bir sekilde
ayrimlanabildigi gozlemlenmis ve kimyasal bilgisi bilinmeyen dokularin
gruplandirilmasi yapildiginda da benzer sonuglar elde edilmistir.Incelemelere saglikli
ve patolojik dokularin birbirlerinden diskriminasyonundan baslanarak, patolojik
dokularin histopatolojik 6zelliklerine gore ayrisim saglanmustir.
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EARLY DIAGNOSIS OF BREAST CANCER USING FTIR AND
CHEMOMETRY TECHNIQUE

SUMMARY

For cancer patients, early detection of the relevant cancer symptomsis critical to
increase survival rates. It has been observed that postmenopausal women which
correspond age of 40-55 are most affected by breast cancer in the world.Breast
cancer-based deaths among women are estimated accounted for 14% of total cancer-
related deaths [1,2]. Early diagnosis of breast cancer is not cheap, rapid or easy. If it
is possible to reach all these features in one single case, researches will have come a
long way to treatment.

Nowadays, there are a few methods to detect a breast cancer which are MRI
(magnetic ~ resonance  imaging), = mammography, ultrasonography  and
histopathological examination. It was very likely that these methods would give
some erroneous measurements. MRI is an expensive tool and has low precision to
express clearly differences between benign and malignant tumor types. Additionaly,
even it was the best cancer detection method, it has a critical risk for the advanced
stage breast cancer patients because of high radiation area. Ultrasonography and
mammograpy have low accuracy in comparison to MRI. On the other hand,
histopathological examination can be considered the most using way to recognize the
breast cancer. However, this method has some negativeness such as personal
mistakes and time consuming procedures.

IR spectroscopy, which has many applications in the industry for environment- or
production-based applications, offers a number of advantageous solutions in many
ways. In the past, this technique has been used in a wide range of applications, from
the combination of gas or liquid mixtures, to the purity of gases or to the analysis of
trace components for environmental analysis. The devices used can be increased in
variety, from simple filter-based photometers to complex opto-mechanical devices
such as Fourier Transform Infrared (FTIR) devices. In complex measurement
situations, larger quantities of spectral information are required and either full-
spectrum or multi-wavelength analyzers are used. Among the analytical techniques
available for process analytical measurements, IR provides a versatile measurement
technique where all physical forms of a sample - gas, liquid, solids, and even mixed
phases - are present. In recent years, many new technologies have emerged as a
result of telecommunication developments in the late 1990s. While not directly
applicable at this time, many of these technologies will offer a way to improve the
performance of IR measurement devices and help in the development of smaller,
lower cost instruments in the future [3].

FTIR has been used as a tool in many investigations. This technique was first used to
classified breast cancer tissue in 1996. Normal and cancer tissues are discriminated
with phospodiester groups amide | and amide Il bands which are increased in cancer
tissues [4]. H. Fabian et al. were used IR imaging system with functional group
mapping techniques and cluster analysis to discriminate benign and malignant tumor
tissues [5]. FTIR-ATR imaging system which is a practical tool to identify chemical
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signatures of fluid or solid unknown structures was detected distinguish between
nuclear grades [6]. FTIR was showed that second derivative spectra of breast tissues
differ by specific peaks [7]. Samples which were formalin-fixation applied and
paraffin-embedded (FFPE process) were used widely to analyze. FFPE process were
showed small but significant changes in cancer cells after IR imaging [8]. FTIR were
succesfully used with recevier operating characteristic curves, second derivative
spectrums and deconvolution of protein amide | peak to distinguish normal,
malignant and benign tissues [9].Taking account all of these, IR spectroscopy can be
demonstrated as the newest and accuracy tool to determine a cancer and also its
grades by analyzing biochemical structures of tissue sections.

In some studies, different methods have been used in history in order to interpret the
data more efficiently. Chemometrics, or chemometric, is the use of mathematical and
statistical methods to improve understanding of chemical information and to relate
quality parameters or physical properties to analytical instrument data. The results of
the studies are modeled and these models can be routinely applied to future data to
estimate parameters with the same characteristics. The result of the chemometry
approach gains efficiency in evaluating product quality. It can be used to develop
more efficient laboratory applications or automated quality control systems. The only
requirement is an appropriate tool and software to interpret the patterns in the data
[13]. Chemometric method results for the analysis of spectrum data provide many
effective ways to calibrate the data.The three general headings to be noted in the use
of the chemometric methods are as follows: Powerful calibration, sample selection
diagnostics, variable selection and statistical calculation to create reliable models;
correct application of spectroscopic data preprocessing to reduce and correct
parasites such as overlapping bands, baseline deviations, scattering and path length
variation; model validation and integration, rigorous estimation, quality control
measurement, real-time product quality and process monitoring [13,15].

The aim of this study was not only to discriminate normal and tumor tissues but also
nuclear grades. 17 breast tissue samples were used including 14 normal and 17 tumor
tissues. It is stated what could be the spectrum expressing making the pathology in
the crude breast tissues which tumor and healthy tissues were not microscopically
analyzed. It has been determined that the breast tissue showing cancer formation
produces three types of spectrum depending on the fat content: strong, weak fat
content and no fat content. Additionaly, there were too many paramaters but more
suitable indicates were chosen to analyze which were histological grades (grade I, 11
and I11).

Samples were obtained from Acibadem Medical School Pathology Laboratory
(Istanbul/Turkey). Postoperative samples were taken to the pathology laboratory and
acquired macroscopic sections (1cm thickness, cubic shape). The sections were
immediately injected with formaldehyde and were not allowed to dry. The specimens
were analyzed by FTIR-ATR spectroscopy and studied chemometrically.

Chemical fingerprints of samples were determined using a classical FTIR
spectrometer (Perkin Elmer Spectrum 100) in the range of 650-4000 cm at spectral
resolution of 4 cm™ with 16 co-scan. A total of 211 normal and pathological samples
taken from 17 patients were evaluated by taking measurements from 106 surfaces.
The samples were evaluated according to their fat content after macroscopic FTIR-
ATR measurements and at first stage the necessary tissue spectra were
determined.The spectral positions of the chemical compositions of the tissues have
been compared with the literature.
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Spectral data were treated with partial least squares (PLS) technique to reduce the
size of the data. Spectral information related to the chemical nature of DNA&RNA
and proteins were treated with canonical variate analysis (CVA) and soft
independent modelling of class analogies (SIMCA) to predict tumor tissues on a 2D
variate plane and determine the class (healthy or not) of an unknown sample. Clinical
histopathologic results were compared with established models.

As a result of the studies, it has been observed that normal and pathological tissue
specimens can be distinguished from each other very well, especially in the
fingerprint region, and similar results are obtained when grouping of the unknown
chemical information is done. The chemometric methods used have been shown to
achieve great success in this context and as the most important difference from
previous articles, tumor tissues were attempted to classify by carsinoma stages with
chemometric examination.
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1. GIRIS

Kanser hastalar1 i¢in ilgili kanser tiiriiniin erken teshisi, hayatta kalim oranlarin
arttirmast  acisindan kritik bir 6neme sahiptir. Yapilan arastirmalara gore
postmenopozal donemde bulunan 40-55 yas araligindaki kadinlar, diinyada meme
kanserinden en ¢ok etkilenen grubu olusturmaktadir. Buna ek olarak diinya genelinde
kadinlarda ki kanser hastalar1 arasindaki 6liim oranlarina bakildiginda; meme kanseri
teshisi konulan hastalarin 6liim oranlarmin diger kanser tiirlerinden kaynaklanan

oliimlerin yaklasik %14 {inii olusturdugu tahmin edilmektedir [1,2].

Gilintimiizde spektroskopi ¢esitleri degisik kullanim alanlarina sahip olmakla birlikte
FTIR spektroskopisi klinik alanlarda kullanim igin biiylik bir potansiyele sahiptir.
Bahsedilen potansiyelin bu kadar biiyilik olmasinin en 6nemli sebepleri; klinik
alanlardaki kullanimlarinda hizli, hassas, ekonomik ve hasta i¢in zararsiz bir teshis
stirecine izin vermesidir. Dokuda meydana gelen biyokimyasal degisimlerin hastalik
stiresi boyunca farklilik gostermesi temel alinarak, molekiiler diizeyde meydana
gelen bu tiir kimyasal degisimler vibrasyonal spektroskopi teknikleri ile kanser

arastirmalarinda ek olarak incelenmektedir.

Bu calismada meme kanseri 6rnekleri lizerinde kemometrik incelemeler yapilmistir.
Fourier Transform Infrared Spektroskopisi attenuated total reflection (FTIR-ATR)
kullanilarak meme kanseri dokusunda ki biyokimyasal izler molekiiler diizeyde
incelenmis ve standart histopatolojik degerlendirmeler ile karsilastirilmistir. Buna ek
olarak kanser dokusu, normal doku ve kanser dokularinin evreleri arasinda ki farklar

incelenmistir.






2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1 infrared Spektroskopisi Hakkinda Bilgi

Cevre veya iiretim temelli uygulamalar igin endiistride pek ¢ok kullanim alan
bulunan Infrared (IR) spektroskopisi pek ¢ok anlamda avantajli ¢oziimler
sunmaktadir. Tarihte bu teknik, gaz veya sivi karisimlarinin bilesiminden, gazlarin
saflig1 veya g¢evresel analiz i¢in eser bilesenlerin analizine kadar genis bir yelpazede
kullanilmistir. Kullanilan cihazlar, basit filtre bazli fotometrelerden, Fourier
transform infrared (FTIR) cihazlar1 gibi opto-mekanik olan karmasik aygitlara kadar
cesitliligi arttirilabilir. Non-dispersif infrared spektrometrik yontem, karbon oksitler
ve hidrokarbonlar i¢in yanma gazlarinin analizi gibi iyi tanimlanmis analiz
yontemlerinin kullanildigi odlgiimlerde ortak olarak kullanilir. Karmagik o6l¢iim
durumlarinda, daha biiyiik miktarda spektral bilgi elde etmek gerekir ve ya tam-
spektrumlu ya da ¢oklu dalga boylu analizorler kullanilir. Proses analitik dlglimleri
icin mevcut olan analitik teknikler arasinda, bir numunenin tiim fiziksel formlariin -
gaz, s1vi, katilar ve hatta karigik fazlarin mevcut oldugu durumlarda IR ¢ok yonlii bir
Ol¢iim teknigi sunar. Genellikle uygulamalarda bu teknige ek olarak herhangi bir
modifikasyon yapilmasina gerek duyulmaz. Son yillarda birgok yeni teknoloji
1990'larin sonlarinda telekomiinikasyon gelismelerinin bir sonucu olarak ortaya
¢ikmistir. Su anda dogrudan uygulanabilir olmasa da, bu teknolojilerin bir¢ogu IR
6l¢iim cihazlarinin performansini artirmanin bir yolunu sunmakla beraber gelecekte
daha kiigiik ve daha diisiik maliyetli enstriimanlarin ortaya c¢ikmasi konusunda

yardimet olacaktir [3].

IR spektroskopisini Ol¢lim araligi agisindan tanimlamak oOnemlidir. Molekiiler
diizeydeki titresimlerden elde edilen bilgilere dayali olarak, IR spektroskopisi igin
operasyonel dalga boyu araligi, frekans birimleri cinsinden 800 ile 200000 nm (0.8-
200 mm) veya 12000 ila 50 cm™ arasindadir. Bunlar fonksiyonel olarak temel ve
ikincil spektroskopi olarak birbirlerinden ayr1 tanimlanabilir. Bu, mid-IR (orta IR) ve
near-IR (NIR) terimlerine dayanan IR spektroskopisinin klasik tanimlarmna yol

acmaktadir. NIR, geleneksel olarak izleme uygulamalari i¢in uygulanir. Bununla
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birlikte, yillar boyunca NIR uygulamalari, ¢ok iyi tanimlanmis alanlarda, 6zellikle
tarim ve gida, kimya ve petrokimya ile ilag endiistrisinde goriilmiistiir. Bir zamanlar
gaz izleme uygulamalar1 gibi klasik mid-IR uygulamalar1 olarak diisiiniilen
uygulamalar simdi NIR spektral bolgede, ozellikle lazer tabanli teknolojiler ve
telekomiinikasyon endiistrilerinden gelistirilen diger teknolojiler nedeniyle popiiler
hale gelmistir. Mid- IR bolgesi, hafif ile orta agirlikli elementlerin yaygin kimyasal
bag ozelliklerinin cogunun temel titresimlerini kapsar. Ozellikle, cogu gaz (oksijen
ve azot gibi diatomik molekiiler gazlar hari¢) ve organik bilesikler bu spektral
bolgede iyi temsil edilmektedir. Glinlimiizde mid-IR bdlgesi, normalde laboratuvar
cihazlarmin normal frekans calisma arali§i acisindan 5000-400 cm™ (2-25 mm)
olarak tanmimlanmaktadir. Cogu kimyasal bazli uygulamalar i¢in, dalga boyu

(wavenumber) frekans terimini cm™ birimleri ile kullanmak alisilmis bir islemdir [3].

Mid-IR icin spektral bolge 5000-400 cm™ araliginda oldugu belirtilmisti; burada 400
cm™in altindaki bdlge uzak IR olarak siniflandirilir ve diisiik frekanslh titresimleri
gosterir. NIR'm klasik taniminda IR ve spektrumun goriiniir kismi arasinda bulunan
(nominal olarak 750 ile 3300 nm [0.75-3.3 mm, yaklasik 13300-3000 cm™] aras1)
bolge olarak gosterilir. Aslinda NIR spektrumu ultraviyole goriintir (UV-vis)
cthazinin gelistirilmesiyle ortaya ¢ikti. 1970'lerin sonlarinda, NIR’1n ¢ok ¢esitli kati
ve sivi materyallerin kantitatif 6l¢limleri i¢in yararli oldugu kabul edildi ve bunun
sonucu olarak, yeni bir enstriiman sinifi tasarlanarak bu spektral bolgenin ona ait
oldugu kabul edildi. Proses izleme uygulamalar1 i¢in orta IR'nin NIR'ninkiyle
karsilastirildiginda avantaj ve dezavantajlar1 vardir. Mid-IR'nin en biiylik avantaji,
mid-IR spektrumunun data igerigine dayanan ¢ok sayida uygulamaya genis sekilde
uygulanabilir olmasidir [10,11]. Analitik olarak, NIR'in temel bilgi igerigi sinirlidir
ve farkli uygulamalar i¢in farkli bolgeler, kullanilan spektral bolge boyunca degisir.
Her durumda, ol¢iimler, mid-IR bolgede meydana gelen temel titresimlerden elde
edilen ikincil absorpsiyonlart ve kombinasyonlarla iliskili absorpsiyonlar1 kullanir
[12].



2.2 Kemometrik Yontem

Kemometri, ya da kemometrik yontem, kimyasal bilginin anlagilmasimi gelistirmek
ve kalite parametrelerini veya fiziksel oOzellikleri analitik enstriiman verisiyle
iliskilendirmek icin matematiksel ve istatistiksel yontemlerin kullanilmasidir.
Calismalardaki sonug¢ verileri modellenir vebu modeller ayni o6zellige sahip
parametreleri tahmin etmek igin rutin olarak gelecekteki verilere uygulanabilir.
Kemometri yaklasimimin sonucu, iiriin kalitesinin degerlendirilmesinde verimlilik
kazanmaktadir. Daha verimli laboratuvar uygulamalari1 veya otomatik kalite kontrol
sistemlerinin gelistirilmesinde kullanilabilir. Tek gereklilik, verilerdeki kaliplari
yorumlamak i¢in uygun bir ara¢ ve yazilimdir [13]. Bunlarin yani sira bu
calismalarin biyoloji dalinda kullanilmasina biyometrik yontem, miithendislik dalinda
kullanilmasina teknometrik yontem ve psikoloji dalinda kullanilmasina psikometrik
yontem denilmektedir. Ayrica bu ¢aligmalar istatistik, matematik, endiistriyel
calismalar, gida ve besinler, analitik kimya, organik kimya vb. bir¢ok alanda da

kullanilmaktadir [14].

Spektrum verilerinin analizi icin kemometrik yontemsonuglari, veri kalibrasyonu igin
bircok etkili yol sunar. Ayrica kemometri, metot gelistirmek ve veri analizi i¢in
istatistiksel modellerin rutin kullanimini saglamak i¢in kullanilabilir. Spektrum
verilerinin analizinde proses izleme ve kalite giivence ihtiyaglarmi kargilamak igin
modelleme, siniflandirma ve tahmin i¢in kemometrik yontemi destekleyen birgok

yazilim paketleri kullanilabilir [13,14].

Kemometrik yontemlerin kullanilmasinda dikkat edilmesi gereken 3 genel baslik su

sekilde belirtilmektedir [13,15];

e (Cakisan bantlar, temel sapmalar, sagilma ve yol uzunlugu varyasyonu gibi
parazitleri azaltmak ve diizeltmek icin, spektroskopik veri 6n islemenin dogru

sekilde uygulanmast

e Giivenilir modeller olusturmak i¢in gii¢lii kalibrasyon, drnek se¢imi teshisi,

degisken se¢imi ve istatistiksel sonug hesaplamasi.

e Model dogrulama ve entegrasyon, titiz tahmin, kalite kontrol 6l¢limii, gercek

zamanl {irtin kalitesi ve siireg izleme.



Yapilan bir calismanin analizi i¢in genel olarak asagida belirtilen kemometrik

yontemler uygulanmaktadir [15];
e Temel Bilesenler Analizi (Principal Component Analysis, PCA)
e Regresyon analizi (PLS, PCR, MLR, 3-way PLS) ve tahmin

e Analojik smiflamada esnek bagimsiz modelleme (SIMCA-soft independent
modelling of class analogies) ve PLS-DA Kklasifikasyonu

Kemometrik yontemin en 6nemli asamalarindan biri olan PCA, kullanilacak verilerin
dogrulugu ve sonuglarin sagligi agisindan en biiyiik rolii oynamaktadir. Sekil 2.1.’de
gosterildigi gibi veri se¢ciminin dogru yapilmasi ile benzer deneyler i¢in kolaylik

saglanmakla birlikte dogru sonug elde edilmesine biiyiik katki saglamaktadir.
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Sekil 2.1. PCA igin 6rnek Veri/Sonug grafigi [14].

Sonug olarak, kemometrik yontem bir kimyasal sistemin durumunu sistemin
Olctimlerine baglamak i¢in kullanilan bir koprii olarak adlandirilabilir. Bu ¢alismada
da gorildiigii lizere kemometri, modern kimya ve biyomedikal endiistrilerinde
onemli bir yer edinmistir. Kemometri i¢in kullanilan yazilimlar, iiriin gelistirmede
calisan bilim adamlari, siire¢ miihendisleri, Proses Analitik Teknolojisi (PAT)
uzmanlar1 ve Kalite Glivence ve Kalite Kontrol (QA/QC) bilim adamlari tarafindan

giivenilir model olusturmak, iiriin kalitesini saglamak, hammadde siniflandirmak ve



proses son noktasini gercek zamanli olarak izlemek icin yaygin olarak

kullanilmaktadir [13].

2.3 FTIR Mikrospektroskopinin Bashica Uygulama Alanlari

FTIR spektroskopisi astronomiden organik kimyaya kadar birgok farkli alanda
yillarca kullanilmis olup, mikrospektroskopideki hizli teknolojik gelismeler ile
paralel olarak son yillarda oldukg¢a genislemistir. Bu teknigin tipta kullanimindaki
gelismeler; oOzellikle patoloji, klinik biyokimya ve IR goriintiileme alanlarinda
olmustur. Mikrometre kalinligindaki ince bir doku diliminin istenilen bir bdlgesinin
net biyokimyasal haritasinin g¢ikarilmasina olanak saglayan bu teknik ile birgok
hastaligin neden oldugu biyokimyasal degisiklikler hakkinda bilgi sahibi olmak
miimkiindiir. Ayrica teshis amacl da kullanilabilen bu mikrospektroskopik teknik ile
herhangi bir boyama, ekstraksiyon ya da saflastirma islemine gerek olmadigi icin

incelenen sistemin molekiiler yap1 biitiinliigii bozulmamaktadir.

Molekiiler diizey de ¢ok degerli bilgiler veren FTIR spektroskopinin tiptaki genel
uygulama alanlar1 diyabet, inflamatuar bagirsak hastaliklari, kanser, osteoporoz,

Alzheimer ve ateroskleroz gibi degisik hastaliklardir.

2.3.1 Diyabet

Diabetes mellitus, insiilin eksikligi, yoksunlugu ve/veya direnci durumlarinda ortaya
cikan; kardiyovaskiiler sistem basta olmak iizere birgcok sistemi olumsuz yonde

etkileyen metabolik bir hastaliktir.

Toyran ve ark.nin yaptig1 bir calismada, tip 1 diyabet yapilmis yetiskin Winstar sican
kalplerinin sol ve sag taraflarinda bulunan damarlarda (venlerde) olusan degisiklikler
FTIR mikrospektroskopi teknigi kullanilarak molekiiler diizeyde incelenmistir [16].
Bu teknik ile mikrometre kalinligindaki bir doku diliminin istenilen bir bolgesinin
molekiiler analizi yapilabilmektedir. Her kalpten alinan 9 pm kalinligindaki 2’ser seri
kesitten birincisi FTIR mikrospektroskopi ¢alismalari i¢in, ikincisi ise hematoksilen
ve eozin (H&E) ile boyanarak karsilastirma yapmak i¢in kullanilmistir. Calismanin
sonunda yapilan sinyal analizinde, spektrumda yer alan bazi bantlarin sinyal
siddetlerine, kontrol ve diyabet gruplar1 arasinda istatistiksel bakimdan Onemli
degisikliklerin oldugu bulunmustur [16,17]. Doku boyasi ile c¢alisilan gruptan
farkliliklar bulunmasi; FTIR tekniginin diyabet sonucunda kalp damarlar iizerinde
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kisa siirede olusan (5 hafta) etkilerini molekiiler diizeyde gdstermesi bakimindan

Onemini anlatmaktadir.

2.3.2 inflamatuar bagirsak hastahklar

Crohn hastalig1 ve iilseratif kolit, inflamatuar bagirsak hastaliklarinin ¢ok 6nemli bir
boliimiinii olusturmaktadir. Insanda kolon hastaliklarinin patolojik &zellikleri
birbirine ¢ok benzer oldugu i¢in dogru teshis koymak ¢ok zordur. Yasl hastalarda
Crohn hastalig1 ve iilseratif kolit, kolonun en asag1 bolgesinde olugsma egilimindedir.
Bu iki hastaligin kansere doniisme riski tagimasi bakimindan dogru teshis edilmesi

biiylik 6nem tagimaktadir [18].

Teshis yoOntemlerinden biri olan kolonoskopi, kolonun morfolojik 6zelliklerini
gostermeye yarar, fakat biyokimyasal ozelliklerini gdstermek i¢in yeterli degildir.
Inflamatuar bagirsak hastaliklar1 kansere doniistiigii zaman Crohn hastaligi ve
ulseratif kolit birbiri ile ayn1 6zelliklere sahip olacaktir. 2004 yilinda Argov ve ark.
tarafindan yapilan bir caligmada, 20 adet kanser hastast ve 20 adet inflamatuar

bagirsak hastasi incelenmistir [19].

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda, normal saglikli durumdan inflamatuar
bagirsak hastaliklarina ve kansere gecis durumunda, 6zellikle dokudaki karbonhidrat
miktarinda olusan degisikliklerin izlenmesini saglayan 900-1185 cm™ spektral
araliginda 6nemli degisikliklerin oldugu bulunmustur [19].FTIR mikrospektroskopi
teknigi sayesinde Crohn hastaligi ve iilseratif kolit hastaligi olan bireylerden

hangilerinin kanser olmaya egilimli oldugunu saptamak miimkiin olmustur.

2.3.3 Kanser

Kiriptler, kolonda bulunan doku tabakalar1 boyunca uzanan tiip seklindeki bezlerdir.
Bu kriptlerin taban bdolgesinde bulunan aktif kok hiicreleri, bagirsak epitelinin
yenilenmesinden sorumludur. Kolonda normal olmayan kript iiremesi ve gelisimi,

kolon kanserinin premalin basamagi olarak kabul edilmektedir [20].

2004 yilinda FTIR mikrospektoskopisi kullanilarak yapilan bir ¢alismada, 21 tane
kolon kanseri hastasinin kolonlarindan 10 pum’lik kesitler alinmistir [21]. Kanserli
bolgenin uzagindan alinan, normal histopatolojik Ozelliklere sahip olan kolon

biyopsilerindeki kriptler incelenmistir.



Birgok molekiiliin kisa siirede es zamanli analizine olanak saglayan bu teknik ile elde
edilen sonuglar, klinik agidan biiyiik 6nem tagimaktadir. Cilinkii elde edilen bulgular,
Ozellikle kanser isaretleyici enzimlerin kullanilamadigi durumlar da FTIR
mikrospektroskopinin teshis amacli kullanilabilecegini ortaya ¢ikarmistir. Bu bulgu,
kolon kanseri ameliyatlarinda kanserli bolgenin daha dogru bir bigimde
belirlenebilmesi i¢cin  FTIR  mikrospektrospi  tekniginin  kullanilabilecegini
gostermektedir. Ayrica bu teknik kullanildiginda, yalanci negatif sonuglarin ¢ikma

riskide minimuma indirilmis olmaktadir [21].

2.3.4 Osteoporoz

Kemigin dayanikligini belirleyen baslica faktorler kemik yogunlugu, yapisi ve
kimyasal igerigidir. Osteoporozda olusan kemik kaybinda bu faktorlerde ciddi
degisikliklerin olmasi beklenir. Huang ve ark. tarafindan 2003 yilinda yapilan bir
calismada, menopozal osteoporoz modeli olusturmak i¢in disi maymunlarin

yumurtaliklari cerrahi yontemlerle ¢ikarilmistir [22].

FTIR mikrospektroskopinin kullanildigi bu calismada, kemigin farkli bolgelerinde
olusan biyokimyasal degisiklikleri, incelenen dokunun biitiinliigli ve yapisi
bozulmadan, molekiiler diizeyde tespit etmek miimkiin olmustur. Ayrica bu
calismanin sonuglari, osteoporoz tedavisinde kullanilan ilaglarin, kemigin farkh
bolgesinde farkli etki yapabilecegi gercegini ortaya koymasi agisindan Onem

tasimakla birlikte FTIR mikrospektroskopinin énemini de vurgulamaktadir.

2.3.5 Alzheimer

Demansin en sik goriilen formu Alzhimer hastaligidir. Alzheimer hastalarinin
beyninde gri maddede ve hiicre disinda da, ¢oziinmeyen amiloid birikintilerinin
oldugu ve bu birikintilerin ¢evresinde normal olmayan noronal islemlerin
gerceklestigi  bilinmektedir. Bu amiloid birikintilerinin = Alzheimer hastalig

patolojisinde 6nemli oldugu bilinmektedir [23].

1996 yilinda yapilan bir FTIR mikspektroskopi calismasinda, Alzheimer
hastalarindan alinan beyin dokusu kesitleri Kongo kirmizi ile boyanarak birikitiler
belirgin hale getirilmistir. Belirgin hale gelmis olan ilgili bolgeler FTIR

mikrospektroskopi teknigi ile incelendiginde, birikintilerden kaynaklanan protein



bantlar1 goriilmiistiir. Mikrospektroskopisinden elde edilen sonuglar Alzheimer

hastaliginin anlagilmasinda 6nemli veriler saglamistir [24].

2.3.6 Ateroskleroz

Gliniimiizde sikg¢a kullanilan medikal teshis yontemlerinden ultrason ve manyetik
rezonans goriintiileme teknikleri ile ateroskletorik plaklarin lokasyonu, biiytikliigii ve
sekli ile ilgili bilgi elde etmek miimkiin iken bu plakalarin yapisinin kimyasal igerigi
hakkinda bilgi sahibi olmak olanaksizdir. Son yillarda yapilan calismalar, bu
plaklarin stabilitesini ve hastaligin ilerlemesini etkileyen faktorlerin anatomik

yapidan ¢ok kimyasal i¢eriginin oldugunu gostermistir [25].

FTIR mikspektroskopi kullanilarak yapilan bir c¢alismada, aterosklerotik tavsan
aort’undan alinan 10 pm’lik kesitler alinarak incelenmistir. Elde edilen veriler
sonucunda, kimyasal harita ¢ikarilarak 6nemli kimyasallarin dokulardaki dagilimlari
incelenmistir. Boylece aterosklerotik damarlardaki kimyasallarin igerikleri ve

dagilimlart hakkinda detayli bilgi sahibi olmak miimkiin olmustur [26].

2.4 Kanser Histopatolojisi ve Meme Kanseri

Histopatoloji, biyopsi ile alinmis doku kesitlerinin mikroskop altinda gézle muayene
edilmesi islemi olup kanser basta olmak iizere bir¢cok hastaligin tedavisine yon veren
birinci kademe klinik diyagnoz teknigidir. Modern histopatoloji tarihinin Alman
patolojist, antropolojist, halk saglik¢isi ve politikact Rudolp Virchow tarafindan
19.yy. sonlarinda hastalikli dokuda hiicresel morfoloji farkliliginin mikroskop altinda
incelenmesi ile basladigi kabul edilir [27]. Saglikli bir dokudan anormal dokuya
gecis durumunda doku yapisinda ciddi morfolojik farkliliklar ortaya ¢ikar. Bu
farkliliklardan bazilari; anormal doku mimarisi olusumu, olgunlagsmis ve farklilagmis
bir dokunun bir bagka farklilasmis dokuya normal olmayan sekilde doniismesi,
inflamatuvar hiicrelerin olusumu, anormal degismis ¢ekirdek/sitoplazma orani,
cekirdek membraninin olagandis1 diizenlenmesi, ¢ekirdek icinde fazla niikleoli sayisi
ve hizli hiicre boliinmesini ifade eden ¢ok sayida mitotik figiirlerin olusumu olarak
siralanabilir [28,29]. Bahsi gegen bu diyagnostik tanimlayicilarin belirlenmesi igin
parafine sarilarak fikse edilmis veya flas dondurulmus halde dokulardan genellikle
mikrotom kullanarak 3 ile 5 mikrometre kalinlikta dogranmis kesitler histopatolojik

incelemeye alinir. Doku kesiti mikroskop slayti iizerine nakledildiginde beyaz veya
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grimsi gorlintiste olur ve bu halde belirgin bir kontrast farki olmadigindan iyi bir
gbzlem yapilamaz. Bu sebeple, modern patolojinin baslangicindan itibaren doku
kesitleri seliiler komponentlere farkli affinitede baglanma kapasitesine sahip boyar
madde ile muamele edilirler. Boyali dokularda yiiksek kontrast farki yardimiyla

goriintlilerde daha belirgin bir doku diferansi elde edilmis olur.

Hematoksilin/Eozin (H&E veya HE) kombinasyonu histopatolojide en siklikla
kullanilan boyama teknigidir [29]. Hematoksilin histon proteinlerini koyu mavi veya
mor renge boyarken, eozin sitoplazmaya pembe renk verir. Hematoksilin alkali pH
degerlerinde hiicre c¢ekirdegi ve kalsiyum c¢oOkiintiilerine baglanip oksijen ile
yiikseltgenerek aktif formu olan hemateine doniismesi ile mavi-menekse rengini

Verir.

Meme kanseri tiimorlerin biiyiik bir boliimiiniin kokeni terminal duktus-lobiiler
tinitelerdir. Hiicre biiyiikligii, niikleer derece ve nekroz varligi gibi sitolojik
ozellikler g6z 6niine alinarak duktal karsinoma insitu (DKIS) da komedo (biiytik
hiicreli, yiiksek dereceli) ve nonkomedo (kii¢iik hiicreli, diisiik dereceli) olarak ikiye
ayrilir. Ayrica nadir goriilen bir ara grup (ara derece DKIS) da vardir [30-32]. DKIS
icin baz1 histopatolojik incelemeler Sekil 2.2.’de verilmistir. Lobiiler karsinoma
insitu (LKIS) multifokal ve multisantrik 6zellikte olup kohezif karakterli hiicrelerin
proliferasyonu ile ortaya ¢ikan bir lezyondur. LKIS aslinda kalsifiye olarak bir kitle
olusturmaz ve genellikle bagka nedenlerle uygulanan biyopsilerde rastlanir.
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Sekil 2.2. HE boyama ile DKIS i¢in elde edililen histopatoloji goriintiileri;
(a): Dusiik derece DKIS durumu (b): Yiiksek derece DKIS durumu[30].

Genel olarak meme kanserinde ti¢ ayr1 dereceleme yapilabilir [33]. Bunlardan ilki iyi
diferansiye Grad 1 tiimorleridir ve hiicreler kiigiik tubuller halinde dizili durumdadir,
mikroskop altinda iyi ayrigsmis yani normal hiicrelere ¢ok benzeyen hiicreler goriiniir.

Grad 2 tiimorleri orta derece diferansiye tiimorlerde normalde biraz daha farkli hiicre
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goriintiileri alinir. Grad 3 tiimorlerde ise zayif diferansiye durumu temsil eder ve

orijinal doku hiicrelerine hi¢ benzemeyen tiimorlerdir.

2.5 FTIR Spektroskopisi ileMeme Kanseri incelenmesi

Infrared ve Raman spektroskopisi gibi molekiiler titresim esasli spektroskopik
teknikler, analiz hizi, numune hazirlama kolaylig1 ve ciizi deney masrafi gerektirmesi
nedenlerinden biyoloji alaninda yaygmn bir sekilde kullanilmaktadir [34,35].
Spektroskopik teknikler direk olarak optik bilgiyi nakledebildiginden, hem analiz
hizi hem de bilgi kalitesi agisindan {istiin Ozelliklere sahiptirler.  Titresim
spektroskopisi tekniginin 6zii esasinda molekiil kimyasina dayanmaktadir. Bu
nedenle IR gibi spektroskopik bir ydntemle incelenen Orneklerin  kimyasal
kompozisyon bilgileri tiim kovalent baglarin (C-H, C-C, C-O-C, C=0, O-H, vb gibi)
bir parmak izi okunusu seklindedir. Bu parmak izi spektrumunda her bir pik noktasi
spesifik bir enerjiye/dalga sayisina (wavenumber, cm™) tekabiil ettiginden, incelenen
ornegin kompozisyonu spektral bilgilerden kolaylikla tahmin edilebilir. Molekiiler
diizeyde yiiksek ayrinti igeren spektroskopik bilgi karmasik kompozisyondaki

biyolojik doku 6rneklerin bile hem nicel hem de nitel analizlerinde kullanabilir.

Spektroskopik bilgilerin asir1 detayli durumu ve analiz edilen 6rneklerin genelde
karmasik bir kimyasal yapiya sahip olmasi nedeniyle, elde edilen bulgularin saglikli
bir sekilde degerlendirilmesi i¢in 6zel ve kismen sofistike veri isleme teknikleri
gereklidir. Kemometri, spektroskopi ile elde edilen karmasik bir kimyasal verinin
matematiksel olarak islenip istatistiksel yontemlerle yorumlanmasina yardimer olan
cok rastlanti degiskeni “multivariate” {izerine yapilan bir analiz teknigidir [36].
Kemometri kullanarak bir 6rnegin kimyasal olarak tanimlanmasi ve gesitli tiirlerden
secilmis Orneklerin smiflandirilmast gibi niteliksel ¢alismalar yapilabilir. Bunun
yaninda karmasik bir kompozisyondaki bir O6rnegin igerdigi 6zel bir molekiiliin
miktar1 da tayin edilebilir. Kemometri tekniklerinden en ¢ok tercih edilenlerinden
biri Temel Bilesen Analizi olarak bilinen esas bilesen analizi teknigidir. Bir diger
onemli kemometrik teknik Partial Least Square (PLS) olarak bilinen kismi en kiigiik
kareler yontemidir. PLS temel regresyon islemleri igerip, ¢esitli kalibrasyon
uygulamalarinda ozellikle nicel analizler i¢in kullanilmaktadir. PLS ve PCA aym
zamanda kullanish birer veri azaltma (data reduction) yontemleridir. Kemometri

teknikleri 6rneklerin diskriminasyon ve siniflandirilmast gibi niteliksel analizlerde
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alaninda yogunlukla kullanilirlar. Coklu 6rnek gruplarini siniflandirmak i¢in hizli ve
giivenilir bir yontem olan lineer diskriminant analiz (LDA) ve kanonik degisken
analizi (Cnonical Variate Analysis, CVA) en ¢ok tercih edilir. Coklu ornek
gruplarindan tek bir sinif modeli olusturmak ve buna gore bilinmeyen 6rneklerin bu
smiftan olup olmadiginin incelemek icin SIMCA ve UNEQ (UNEQual dispersed
classes) gibi smif modelleme yontemleri kullanilir [36]. Sekil 2.3. Tipik bir PLS-
CVA Analizinden elde edilebilecek sonucu ve gruplandirmayi1 gostermektedir. Bu
ornek kullanarak tli¢ ayr1 grup setinden olusan 6rneklemede her bir 6rnegin hangi
gruba dahil olacagi %95 tolerans araliginda belirlenmistir. Analizin ilk adiminda
spektral veri bir matris kompozisyonuna dontistiiriilir. Bu matris iginde varyans
hesab1 PLS kullanarak elde edilir ve varyans degeri gruplandirma yapmak ig¢in
karsilagtiritlir. CVA tekniginde toleransa gore gruplanacak Orneklerin yerlesimi
(daireler igerisine yerlestirilmesi) chi-square (x?) istatistigi ile belirlenir [36]. Sekil
2.3.’de goruldiigii gibi kimi ornekler tolerans disinda kalarak bir guruba dahil
edilmeyebilir veya baz1 drnekler ise ¢akisik tolerans bolgelerine tekabiil ederek her
iki grup O6g8esi gibi tanimlanabilir. Basarili bir CVA analizinde 6rnekleri hemen
hepsinin belli bir guruba dahil edilir ve tanimlanmis gruplarin birbirinden uzak
bolgelere yayilir. Meme kanserinde su ana kadar kemometrik bir smiflandirma

modeli kullanarak saglikli ve timor ayrisimi gosterilmemistir.

6 2. grup igin % 95 o
tolerans bolges: O Tie3

Caksik tolerans
bolgeleni

Tolerans bolgest
disindaki gézlemler

-4 B 3. grup igim % 95 1. grup i¢in % 95
tolerans bolgesi tolerans bolgest
-4 0 4 8 12

Sekil 2.3. Ug &rnek igeren bir spektroskopik veri setinin CVA smiflandirmasi[36].

FTIR spektroskopik goriintiileme 6zellikle biyomedikal 6rneklerin incelenmesi igin
cok elverislidir ¢linkii var olan patolojik ve histokimyasal protokoller yogun bir
sekilde dokularin goriintiilenmesine dayanmaktadir. Dolayisiyla bu yeni nesil

kimyasal goriintiileme teknolojisi rahatlikla s6z konusu bu klasik histolojik
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metotlarla birlestirilebilir. Mikro-FTIR teknigi standart histolojik protokollerden
belirgin sekilde daha fazla bilgi saglamaktadir ¢iinkii 6rnek morfolojisi, spesifik
biyokimyasal smirlar1 ve degisimleri spektroskopik parametreler tarafindan
sorgulanabilmektedir [37]. Ayrica, FTIR goriintilemede olusturulan paternler
tamamen nesneldir, bunlar paternler sadece vibrasyonel absorbsiyon bandinin
(spesifik kimyasal fonksiyonel grup) varligi/yoklugu veya sinyal siddeti ile ilgilidir,
dolayisiyla deneyler igin Orneklerin ayrica boyanasi gerekmez. IR radyasyonu
nispeten diisiik enerjili oldugundan FTIR goriintiileme tahribatsiz bir tekniktir ve
bdylece 6rnek biitiinliigline zarar vermeden analizler yapilabilir. Bu metot hem doku
bilesenlerinin  konumsal lokalizasyonunun yiiksek hassasiyette belirleme
kabiliyetinde, hem de sundugu kantitatif sonuglarin baska kimyasal analizlerle elde
edilenlerle kiyaslanabilir oldugundan biyomedikal uygulamalar igin ilgi g¢ekicidir
[35]. Mikro-FTIR goriintiilleme teknolojisi histopatolojide ciddi bir yer tutacak
sekilde ilerlemektedir [38-41].

Meme karsinomasi epitel hiicre birikimleri olarak bilinir. Bu epitel tiimor, normal
epitele gore hiicre morfolojisi ve doku yapisi bakimindan farklilik sergiler. Meme
kanserinin bircok tiirli siit bezleri ve kanallarin yiizeylerinde baslar. Kanser nedenli
biyokimyasal ve morfolojik kompozisyon degisimleri genelde kiiciik ¢apta
gerceklestigi icin kanser tanimlanmasi zorlu bir islemdir. Mikroskopik seviyede
olusan bu degisimler kanser dokusunun ¢oziiniirliglii yiiksek bir sistemle

incelenmesini gerektirir. Meme hiicreleri yaklasik olarak 10 mikrometre capindadir
[42].

Bu bilgiye gore FTIR goriintiilemenin transmisyon modu hiicre 6l¢eginde ayristirma
yapabilmeye uygundur. Meme dokusu mikroheterojenitesi de kendi bagina bir baska
zorluk olusturan durumdur. Ozellikle invazif duktal karsinoma durumunda bu
heterojenite problemine ¢ok siklikla rastlamilir [42]. Invazif karsinoma dereceli
olarak yikici faza ilerleyen ve tliimoriin meme ¢evre dokusunu istila ettigi durumu
belirtmekte kullanilir. Bdyle durumlarda yapilacak oOlglimlerin hiicre bazinda
hassasiyete sahip olmas1 gerekir ki ¢evre dokularin ne derecede etkilendigi acik bir
sekilde belirlenebilsin. Cevre dokularin tiimor ile kusatilmasi kaydedilen Olgiim
degerlerinde kirlilige neden olarak analizin saglikli yapilmasina engel olur. Bu

kirlilik durumu duktal karsinoma in situ (DKIS) i¢in daha az sorun teskil edicidir.
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DKIS tiimor olusumunun baslangi¢ asamasini olusturur ve meme siit kanallarinda ur

yapisinda (neoplastik) hiicre proliferasyonuna neden olur.

Sekil 2.4. Kullanilan meme kesiti 6rnekleri (tiimor).
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Kullanilan Ornekler ve Numune Hazirlama

Ornekler Acibadem MAA Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Ana Bilim Dali
Acibadem Maslak Afiliye Hastanesi Patololoji Laboratuvari’nda makroskobik
boyutlarda hazirlandi. Meme kanseri hastalarindan ameliyatla alinan kesitlerden
mikrotom cihazi ile makroskobik boyutlarda (Iecmxlcmxlcm) kiip seklindeki
ornekler, ilgili uzman tarafindan elde edildi (Sekil 2.4). Oncelikle parca alindi ve
kasete yerlestirildi, kasetin kapagi kapatildi. Icinde doku &rnegi bulunan kaset,
formalin igerisine alinarak 6rnegin kurumasina izin verilmedi. Ornekler iTU Kimya
Miihendisligi Bolimii Proses Analitik Laboratuvarinda FTIR-ATR teknigi ile

incelemeye alindi.

3.2 Yontemler

3.2.1 Spektroskopi yontemi

Bu c¢alismada kullanilan doku numuneleri FTIR spektroskopisi kullanilarak
incelendi. Kullanilan spektroskopi teknigi ile tlimor dokular ile saglikli dokularin
birbirleri arasindaki farki goérmek i¢in dokularin kimyasal bilesenleri hakkinda bilgi
edinmesi amaglandi. Tiim doku numunelerinde 6l¢iim alinabilen her yiizey icin ayr1
ayrt incelemeler yapildi. Calisma sirasinda kullanilan spektroskopik yontem icin
Perkin-Elmer Spectrum 100 cihazi kullanildi. Kullanilan FTIR-ATR kristali ile bazi
ornekler arasinda cesitli problemler olustu. Bunlara Ornek olarak elde edilen
numunelerin her birinin farkli boyutlara, farkli sertlik ve yapiya sahip olmasi
gosterilebilir. Bu nedenle numunelerin 6l¢limii sirasinda temas ettikleri yiizeye gore
hassasiyetleri de goz oniline alinarak, ayni dokunun en fazla bes farkli yilizeyinden
olgiim alind. Ilgili numunelerin FTIR-ATR iizerinde bulunan elmas kapli 0.5 cm

capinda olan ZnSe kristal penceresi iizerine aktarilarak ¢aligmalar yapildi.

FTIR-ATR spektroskopisi maddenin kati ve sivi formlar1 i¢in uygundur ancak

analizlerin dogru sonuglar verebilmesi i¢in numune ile ATR kristali arasindaki yilizey
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temas oranin %100 veya %100’e yakin olmas1 gerekir. ilgili spektroskopi tekniginin
calisma mekanizmasina gore IR 1sinlari direkt olarak 6rnek i¢inden ge¢cmeli ve 6rnek
disinda bir ortama gegmeden geri donmelidir. Boylece 151n numune igerisinde toplam
reflektans fizigini gergeklestirmis olur. Doku ile ATR ylizeyi arasindaki temasi
arttirmak ve tekrarlanabilir sonuglar elde etmek amaciyla Olgiimlerin alinmasi
sirasinda her bir doku iizerine esit miktarda bir basing uygulayabilecek bir basing
kolu kullanilmistir. Bu basing kolu sistemle baglantili bir sekilde calismakta ve
ekrandan uygulanan basing miktar1 takip edilebilmektedir. Saglikli dokuya ait olan
ornekler, kanserli dokulara oranla daha yumusak ve hemen dagilabilir bir yapida
oldugundan dolayr doku {iizerine uygulanan basing, tiimor dokularina gore
degiskenlik gosterdi. Tiimor Orneklerinde 6rnek iizerine uygulanan basing, 6rnegin
daha sert ve elastik bir yapida olmasindan dolay:1 saglikli dokulara gére daha diisiik
ve basmcin doku iizerine uygulanabilirligi daha kolay oldu. Saglikli dokularda
dokunun kolayca hasar gorebilmesi riski dolayisiyla yiiksek basinglarin
uygulanabilirligi, aragtirmact acisindan daha zor oldu ve her saglikli dokuya aym
basinci uygulamada zorluklar yasandi. Normal ve patolojik 6rneklerin 6lgiimleri 650-
4000 cm™ dalga boyu arahiginda ve 4 cm™ spektral ¢oziiniirliigiinde 16 kez tarama
yapilarak alindi. Bu sekilde uygulanan parametrelerle alinan her bir 6l¢iim 80 saniye
gibi bir zaman aldi. Her bir doku yiizeyinden iki kez Ol¢iim alinarak sonuglarin

tekrarlanabilirligi gosterildi.

Bu c¢alismada kullanilan Ornekler homojen yapida degildi ve bundan dolayi
incelemeler sirasinda ¢esitli zorluklarla karsilasildi. Alinan 6lgiimlerin dogrulanabilir
tekrarlilikta olmasi da heterojen yapir dolayisiyla riske girmektedir. Normal ve
patolojik dokularin kimyasal bilesimlerinin bu yapisi dolayisiyla ilgili dokunun bir
yiizeyinden alinan spektrum ile baska bir ylizeyinden alinan spektrum arasinda
farkliliklar gozlemlendi. Bu nedenle normal ve tiimdr dokularindan alinan
spektrumlar arasindan, her bir 6rnegi temsilen tek bir spektrum, dokunun kimyasal
yapisini gosteren bolgeler géz Oniine alinarak titizlikle se¢ildi ve verileri kayit altina
alindi. Bu calismada kullanilan 6rnek doku sayilari, bu dokulara ait spektral veriler
ve verilerin icerdikleri yag oranlarima gore kimyasal icerikleri bakimindan

siiflandirilmasi Cizelge 3.1.’de gosterilmistir.
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Dokularin  heterojen yapilarindan dolayr olusabilecek karisikliklarin  Oniine
gecebilmek amactyla meme kanserinin sebep olabilecegi kimyasal kompozisyon
degisikliklerinin incelenebilmesi i¢in spektral verileri elde edilen 6rnekler igerdikleri
yag oranlarina gore ii¢ ayr sekilde simiflandirildi. Bu smiflandirmada 1740 cm™
bolgesinde gozlenen C=0 yag esterlerinin pik siddetleri géz oniine alindi. Boylece
normal ve patolojik dokular yag iceren, yag icermeyen ve az miktarda yag igeren
dokular olmak ftizere ii¢ ayr1 bilesimde ifade edildi. Dokularda meme kanserinden
kaynakl1 bir sekilde olusabilecek kimyasal yapidaki degisiklikler bu smiflandirma

yontemiyle daha giivenli bir sekilde incelendi.

Bu calisma boyunca 17 hastadan mastektomi ile g¢ikarilan memelerden alinan 13
normal ve 17 timoér ile Ol¢limler yapilarak degerlendirildi (Cizelge 3.1.). Bu
dokulardan 13 normal doku ve 13 tiimor dokusu ayn1 hastaya ait olmakla beraber, 4
hastanin sadece tiimor dokusu alindi. Bu numunelerin toplam 106 yiizeyinden 211
adet spektroskopik oOl¢iim yapilabildi. Daha oOnce de bahsedildigi gibi yapilan
spektral 6l¢timler dokularin yag iceriklerine gore siniflandirildi ve ilgili absorbans
piklerinin kuvvetli (yag iceren), zayif (az miktarda yag iceren) olmasi ve hi¢ (yag
icermeyen) olmamasi goz Oniine alinarak ii¢ siifa ayrildi. Absorbans piklerinin hig
olmamasi, ilgili absorbans degerinin 0.0025 veya daha diisiik olmasi olarak
tanimlandi. Bu deger belirlenirken elde edilen Olgiim sonuglarinda 1769-1719
araliginda degisen piklerin absorbanslarmin ortalamasi géz oniinde bulunduruldu.
Spektral 6l¢ctimlerde meme dokularinda yag kaynakli degisimler de goriilebildiginden
dolay1 bu simiflandirma, incelememizde 6rnek dokularin igeriklerinin nasil oldugu
konusunda ve kanser kaynakli olabilecek farkliliklar1 daha net ayirt edebilmemizde

ilk kez uygulanarak degerlendirildi.

Degerlendirmeler sonucunda dl¢timleri alinan toplam 211 doku yiizey spektrasinin
bir kismi elendi. Elenme sebepleri arasinda ayni dokuya ait birkag 6l¢iim sonucunda
bazi spektralarin kirlilik nedeniyle digerlerine uyumsuz olmasi, yiiksek yag igeriginin
gercek kimyasal parmak izlerini maskelemesi, degisik dokularda O6l¢iim sonrasi
baseline kaymasi ve dokularin igerisinde saklandig1 formalin ¢dzeltisinin 6l¢iimleri
etkilememesi icin referans alinmasindan sonra amid bandinin negatif absorbans
degerler gostermesi sayilabilir. Normal doku 6rneklerine ait 11, tiimor 6rneklerine ait

15 spektra ¢iplak gozle yapilan degerlendirme sonucu olarak elendi ve boylece IR
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dar bolgesi de (800 ile 1500 cm™) kullanilarak elde edilen modellerle birlikte
toplamda normal 6rneklerden 35, tiimor doku 6rneklerinden ise 73 sonug (toplamda
108 doku spektrasi) elendi. Bu da toplamda 103 o6l¢lim sonucunun yiiksek
giivenilirlik ve dogrulukla tiimor dokulari ile normal dokularin birbirlerine olan
diskriminasyonunun degerlendirmeye alinmasint sagladi. 103 doku spektrasindan

38’1 normal (saglikll), 65’1 tiimor dokularina aittir.

Cizelge 3.1.: Olciimleri yapilan doku tiirlerinin siiflandirilmast.

s Zayif Yag [ .
Doku Tiirii Olciim Yapilan Yiizey - Kuvvetli Yag Pik);eri V%ren Yag Pikleri
Hasta .. Pikleri Veren Vermeyen
No YuzeylerdenToplanan Spektrum Spekt.rum Spektrum
Timér | Normal | Spektrum Adedi Adedi Adedi (2 Adedi
0,0025 Abs)
1 Timor 3-8 - 6 2
2 Tiimor 4-8 1 5 2
3 Timor 5-11 1 3 7
4 Tumor 5-10 - 7 3
5 Timor 5-10 1 3 6
Normal 6-12 10 2 -
6 Timor 4-5 - 3 2
Normal 4-4 3 - 1
7 Tumor 3-6 - 1 5
Normal 4-7 7 - -
8 Tumor 4-8 - 2 6
Normal 4-7 3 2 2
9 Timor 4-8 - 4 4
Normal 2-5 2 3 -
10 Tumor 3-6 - - 6
Normal 3-6 4 2 -
11 Tumor 4-8 4 4 -
Normal 2-5 4 1 -
12 Tumor 5-10 - 4 6
Normal 3-7 2 3 2
13 Tumor 3-7 - 4 3
Normal 3-5 5 - -
14 Tumor 4-9 - 3 6
Normal 2-4 4 - -
15 Tumor 4-8 - 8 -
Normal 2-4 4 - -
16 Tumor 4-9 - 2 7
Normal 2-4 4 - -
17 Timor 3-7 - 6 1
Normal 2-3 3 -
NORMAL DOKULARDAN ALINAN SPEKTRALAR
13 hastadan alinan dokular I 39 yiizeyden- 73 I 55 I 13 | 5
TUMORDEN ALINAN SPEKTRALAR
17 hastadan alinan dokular | 67 yiizeyden- 138 | 7 | 65 | 66
TOPLAM-KULLANILAN SPEKTRALAR
Toplam 17 hastadan tiimor
dokusu, 13 hastadan normal 106-211 62 78 71
doku
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3.2.2 Kemometrik yontem

Kanser olusumu hakkinda bilgi verebilecegi diisiiniilen amid I ve II band1 ile DNA
pikleri kullanilarak tiimoér dokusunun normal dokudan diskriminasyonunda
kullanilabilecek kemometrik modeller olusturuldu. Spektroskopik 6l¢tim verileri
aliman normal ve tiimor dokularinin arasindaki farklar, CVA (canonical variate
analysis) ve SIMCA siniflama modelleri ile gosterilmeye c¢alisildi. PCA ile PLS
teknigi en cok bilinen kemometri tekniklerindendir ve bu ¢aligmamizda dokularin
diskriminasyonunda ciddi rol oynamigtir. Timdrlerin  kendi aralarinda
simiflandirilmalart da ayni istatistiksel matematik model olusturma sistemiyle
saglanmaya calisildi. Tipik modelleme sonuglart PLS-CVA koordinat diizleminde
gergeklesti. Ug ayr1 grup atamasi yapilan drneklemelerde %95 tolerans aralaginda
orneklerin hangi gruba dahil olacagi belirlendi. Bu analizler i¢in ilk olarak FTIR
Ol¢iimlerinde elde edilen veriler matris haline getirildi. Matris i¢in gerekli olan
varyans hesaplar1 PLS teknigi kullanilarak saglandi ve hesaplanan varyanslar
gruplandirma yapmak i¢in degerlendirildi. Toleransa gore Orneklerin hangi grupta
yer alacagi CVA tekniginde chi-square (x?) ile belirlendi [30]. Bu hesaplamalara
gore bazi ornekler belli bir gruba dahil olmayarak sapmalar yaratti, bazilar1 olmasi
gerekenden farkli gruplara dahil olabildi. Kemometrik analizlerde tam bagsar1 ancak
orneklerin hepsinin belli bir gruba dahil olmasiyla elde edilir ve bu gruplar da
birbirlerine uzak yerlerde konumlanmalidir. Meme kanseri arastirmalarinda bugiine
kadar istatistiksel bir matematik hesabi kullanilarak normal ve tiimor dokularinin
diskriminasyonu {izerinde calisiimamistir. WINDAS paket programi ilgili tiim

kemometrik analizler i¢in kullanildi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 FTIR Tekniginin Ornekler Uzerinde Kullanilmasi ile Ulasilan Sonuglar

Kullandigimiz doku orneklerinde tiimor olarak tanimlanmis igerige sahip olanlarda
daha fazla olmak iizere homojen bir dagilim olmadigi goézlemlendi. Dokularin
kimyasal igeriklerinin homojen olmamasi, elde edilen spektrumlar arasindan ilgili
dokuyu temsil edebilmesi agisindan en yararli ve gergekei spektrumlarin segilmesi
konusunda ¢alisilmasina yonlendirdi. Daha 6nce bahsedildigi gibi normal dokulardan

ve timor dokularindan alinan spektrum Slgiimleri ii¢ farkli sekilde siniflandirildi.

1719-1769 —p.
cmt araligl

Sekil 4.1. Meme dokusundan toplanmis 3 ayr1 spektrum tipi (Siyah; yiiksek yag
orani, mavi; diigiik yag orani, kirmizi; hi¢ yag orani gozlenmeyen spektrum

orneklerini temsil eder) .

Sekil 4.1°de goriildiigii gibi normal dokulara ait spektrumlarda yag oranmin yiiksek,
patolojik dokularda saglikli dokulara gore daha diisiik yag oraninin oldugu
gozlemlendi. Bir¢ok tiimdr dokusunda ise neredeyse hi¢ yag oram1 gézlemlenmedi.
Yag oranlarinin belirlenmesi igin temel alinan spektral pozisyon 1719 ile 1769 cm™

dalga sayis1 araligindadir (Cizelge 4.1).
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Her bir doku icin segilen temsili spektrumlardaki her bir pikin karsilik geldigi
spektral diizlem ve molekiiler gruplar literatiirden arastirildi ve Cizelge 4.1.’de bir
araya getirildi. Calismada spektrumlardaki DNA ve protein bandlarindaki degisimler
incelendi ve amid | (1613-1694 cm™) ve Il (1517-1590 cm™) bandlar1 arasinda
saglikli ve patolojik dokular arasinda ciddi bir farka rastlanilmamasina ragmen bu
bandlarda gériilen piklerin omuz diye tabir edilen olusumlarinda 5 cm™ dalga boyu

kadar kayma oldugu tespit edildi (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1.: Saglikli ve timor meme dokusu IR bantlar1 ve bunlarin karsilik geldigi

molekiiler gruplar(s-strong,m-medium,w-weak siddet skalasidir)
[5,43,44].
Normal Tiimor
Spektral Pozisyon Spektral Molekiiler Titresim Moduyla Eslestirmesi
(cm™?) Pozisyon (cm™)
3007 (w) 3006 (w) =CH olefinik gerilme (doymamis yaglar)

3000-2881 (s)

3000-2881 (s)

CHyasimetrik gerilme

2874-2836 (5)

2874-2836 (S)

CHa simetrik gerilme

1745 (s)

1769-1719 (s)

Fosfolipitler ve lipitlerin C=0 gerilme titresimleri (ester)

1688-1618 (s)

1694-1613 (s)

Protein amid I, C=0 gerilme titresimleri+NH biikiilme
(proteinler)

1586-1517 (s)

1590-1517 (s)

Protein amid II, NH biikiiliim, CN gerilme titregimleri

1519 (m) Halka C-C gerilmesi—tirosin kalintis1 (tirosin proteinleri)
1510 (m) Kaynak yok
1466 (5) CH; makaslama titregimi
1494-1473
(w/m) Kaynak yok

1458 (s)

1473-1436 (s)

CHa, CH3z egilme (proteinler)

1423-1378 (m)

1425-1376 (m)

COO  simetrik gerilme (DNA/RNA)

Amino asit kalintilarinda ki alifatik gruplarin CHs

1378 (m) 1376 (m) deformasyonu
1363 (m) Kaynak yok
1342-1282 (m) 1341-1282 (m) Amit Il (proteinler)
1240 (s) 1238 (s) PO, asimetrik gerilme (niikleik asitler)
1203-1159 (m/s) 1205-1161 (s) Kaynak yok
1117 (m) 1117 (s) C-O gerilme—riboz halkasi (RNA)
1098 (m) Kaynak yok
1082 (s) PO; simetrik gerilme (niikleik asitler, fosfolipitler)
1035 (w) 1033 (s) COH deformasyonu (niikleik asitler)
1002 (w) 995 (m) RNA gerilme ve lirasil halkas biikiilmesi
967 (w) Dianiyonik fosfat monoester
937 (m) 939 (m) Kaynak yok
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Cizelge 4.2.°de normal ve patolojik dokularinin spektrumlarinda gézlemlenen pik
konumlar1 arasindaki degisimlerin ne kadar oldugu gosterilmek istenmistir. Burada
protein amid I ve II bandlar1 ile DNA1240 ve 1082 cm™ dalga sayisinda goriilen
piklerin spektral diizlem iizerindeki konumlarinin patolojik degisim gosteren doku

hiicrelerine ait olabilecegi diisliniildii.

Cizelge 4.2.: Mikro normal ve patolojik dokularda protein ve DNA piklerindeki
kaymalar (meme kanseri).

Protein Amid | Protein Amid 11 DNA 1240 DNA 1082
Kullanilan Pik - - ) ) 1 1
1.pik 2.pik 1.pik 2.pik cm cm
Normal 163441 | 165245 | 155143 | 155745 1240+1 1081
Tumor 1634+2 | 165142 | 155143 | 155741 1239+1 1080+2

4.2 Kemometrik Yontemin FTIR ile Elde Edilen Verilerde Kullanim

Meme kanseri dokulari ile saglikli meme dokularmin FTIR ile o6l¢iimlerinin
alinmasindan sonra yapilan calismalar neticesinde protein amid I-Il ve DNA
piklerinin kanser hiicrelerinin olusumunun izlenmesinde etkili olacag: diisiiniildi.
llgili spektrum ve dalga sayilarinin absorbanslarinin verilerinin daha objektif
degerlendirilebilmeleri ve saglikli meme dokulariyla kanser dokularinin ayirt
edilebilmesi i¢in kemometrik modeller iizerinde ¢alisildi. CVA ve SIMCA
istatistiksel modelleme programlart kullanilarak normal ve timdr dokularin
diskriminasyonu saglanmaya calisildi. Tiimorlerin smiflandirilmasinda da benzer

siniflandirma modelleri olusturuldu.

Sekil 4.2.°de CV 1 (canonic variate 1) diizleminde 1240 cm™ dalga sayis1 verileri
kullanilarak, ilgili bolgede IR 1sinlarinin daha giiclii etkisini gostermesi nedeniyle
giiriiltiilerin asil bilgileri ¢ok etkilemeden giizel bir diskriminasyon elde edildigi
goriilebilir. Tlgili sekilde DNA piklerinin goriildiigii 1082 ve 1240 cm™ dalga
sayilarinin CVA analizi, normal ve patolojik dokularin farkini gostermek amaciyla

kullanildi.
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Sekil 4.2. CVA kullanilarak DNA spektrum bilgileri ile normal ve

patolojik dokularin ayirt edilmesi.

Olgiimleri alman protein amid I ve II piklerinin spektral pozisyonlar1 verileri, 12 adet
PLS skoru ile yapilan CVA simiflamasi Sekil 4.3.’te gosterildi. Normal ve patojenik
dokular arasindaki ayrim, bu piklerin verilerinin model iizerinde islenmesiyle
saptandi. Protein amid I bandinin amid II’ye gore daha fazla su/nemden etkilendigi
ve bu durumda da ilgili pikte degisiklikler oldugu goriildii ve protien amid II’'nin
spektral degerleri kullanildiginda saglikli ve tiimor doku arasindaki fark bu nedenle
daha iy1 yansitilabildi. Suyun kimyasal parmak izinin FTIR analizinde goriindiigu
dalga sayist araligi amid II ile cakismamakta ve bu sebepten dolay1 amid II bandinda

ki bilgiler daha net analiz edilebildi.

Group: Group:
& bbb ¢ 1 o oo ¢ 1
" A @ 2 .':.:::::I o 2
ool Ll i &
Score 1 .. Score 1 .‘E' : o o

1  <-—--- Observation Number 94 1 <----- Observation Number 107
1 1

Sekil 4.3. Soldaki CVA diskriminasyonunda amid I, sagdaki CVA
diskriminasyonunda amid II bandlar1 baz alinarak normal ve timor dokularinin

siniflandirilmasi (mavi, normal; yesil, timor dokular1 temsil eder) .
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FTIR olglimleri sonucu elde ettigimiz verilerden DNA ve protein bandlarinin birlikte
degerlendirilmesi sonucunda daha kapsamli ve daha belirgin bir sonu¢ elde etmek
amactyla 800-1700 cm™ bolgesindeki tim pikler kullanilarak yeni modeller
olusturuldu. Bu modeller parmak izi bdlgesinde (800-1700 cm™), 12 PLS skoru ile
CVA hibrit siniflandirmasi ile yapildi. Olusturulan modeller ile meme dokularindaki

normal ve patolojik ayriminin daha net oldugu gosterildi (Sekil 4.4.).

CVA(parmak izi bolgesi)

6
5
4
3
5 V' Saghikh (38
ornek)
cvil !
0
-1
-2 ¥ Tumor (69
3 ornek)

'
IS

n

Gozlemlenen doku sayisi

Sekil 4.4. Meme normal ve tiimdr dokularinin parmak izi bolgesi kullanimai ile

PLS-CVA model diskriminasyonu.

Sekil 4.4’de net bir sekilde goriildiigii gibi saglikli olarak ifade edilen Orneklerin
hepsi CV1 pozitif bolgesinde, tiimor olarak ifade edilen patolojik 6rnekler ise CV1
negatif bolgesinde kaldi. Parmak izi bolgesinde protein ve DNA bilgilerinin birlikte
degerlendirilmesi sonucunda CVA ile istenilen siniflandirmanin ¢ok iyi bir sekilde
yapilabildigi gosterildi. 69 tiimor 6rneginden 3 tanesi sifir diizeyinde goriildii, buna
karsihik tiim saglikli doku ornekleri pozitif CV1 bolgesinde kaldi. Boylece CVA

siniflandirmasinin yiiksek bir basari ile gerceklestigi rahatlikla soylenebilir.

Yukarida anlatilan islemler sonucunda FTIR oOl¢limlerinden elde edilen verilerin
saglikli ve patolojik dokularin birbirinden farkli olarak siniflandirilmasinin miimkiin
oldugu gosterildi. Bu asamada kemometrik, yani istatistiksel bir model olusturularak
hangi sinifa ait oldugu bilinmeyen bir dokunun hangi sinifa (normal veya tiimor) ait
olabileceginin saptanip saptanamayacagi iizerine ¢alisildi. SIMCA diskriminasyon
modeli, bir dokunun karakteristik 6zelliklerine gore belli bir gruba dahil edilip

edilemeyecegini gostermek i¢in kullanildi ve modeller, timdr ve normal dokular i¢in
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ayr1 ayrt olusturuldu. Tiimor i¢in 38 doku 6rnegi, saglikli doku 6rnekleri i¢in 21 doku
ornegi SIMCA modeli olusturmak {izere kullanildi. 31 tiimor ve 17 normal doku
ornegi de test asamasinda kullanildi. Cizelge 4.3.’de SIMCA modellerinin basari
oranlar1 gosterilmistir. Ilgili tablo incelendiginde saglikli dokular i¢in 12 6rnek dogru
simiflandirilirken 1 6rnek timor olarak siniflandirildi ve 4 6rnek de belli bir
siiflandirmaya dahil olamadi. Bu sekilde modelin siniflandirma basar1 oran1 %71°de
kald1 (normal dokular i¢in). Timdr dokularinin siniflandirmalart incelendiginde 26
doku 6rnegi dogru simiflandirilirken 5 doku 6rnegi model tarafindan saglikli olarak
gosterildi, boylece spektral molekiiler histopatoloji kaynakli tiimor igin olusturulan

modelin basar1 oran1 %84 olarak belirlendi.

Cizelge 4.3.: Normal dokularin ve kanser dokularinin SIMCA modeli ile tahmin
edilebilme oranlari

gnlr'::ltﬁﬁdl\ﬂ(;?:sli Saghkh Igin Tiimér ¢in
Belirsiz 4 )
1 (Normal) 12 5
2(Tlimor) 1 26
Modelin % Tahmin Etme 7 ”
Basarisi

Siniflandirma yapilirken kullanilan PLS’ler, siniflandirmas1 yapilmak istenen toplam
ornek sayisimnin 1/6’smin lizerinde kullanilmasi1 tavsiye edilmez. Yiiksek PLS
kullanim1 sapmalarin (overshooting) artmasina neden olarak saglikli sonuglar
vermez. Sekil 4.5., bu calismada su ana kadar yapilan siniflandirmanin sartlari
zorlagtirilarak elde edilen modelleri gostermektedir. Burada patolojik ornekler 2
gruba ayrildi ve 1 normal doku grubuyla birlikte diskriminasyonu elde edilmeye
calisildi. Boylece uygulanan kemometri tekniginin spektropatolojik ayrimlama
performansi daha saglikli bir bi¢imde 6l¢iildii. Sekil 4.5.’te PLS skorlar1 ve 6rnek
sayilar da belirtildi.
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Sekil 4.5. dikkatlice incelendiginde patolojik dokularin normal dokulardan ayri
gruplandigr gortildi. Timoér 1 (T1) ve Timor 2 (T2) gruplan elde edilen sonuglar
icerisinden tamamen random secilerek isimlendirildikten sonra model olusturma
caligmast yapildiginda bu gruplarin ya birbirine yakin ya da ortak bir grupta
smiflandig1r goriildii. Boylece tiimor gruplart random bir sekilde ayrildiginda da
model sonuglarinda bu gruplarin birbirlerine yakin konumlandigi gozlemlendi.
Gruplamalar protein amid I-II, DNA/RNA ve parmak izi bolgelerinde farkli PLS
skorlar1 kullanilarak yapildi. Bunlar arasinda parmak izi bélgesi kullanim ile en iyi

sonuglar elde edildi.
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Bolgelere gore
siniflandirma -
gruplandirma

bilgisi

Kullamilan PLS Faktora

Parmakizi ve DNA / RNA igin, 17
Amit I&I1 igin, 13

Parmakizi ve DNA / RNA igin, 15
Amit I1&II i¢in, 12

Parmakizi ve DNA / RNA igin, 13
Amit I&I1 i¢in, 10

Parmakizi
(1000-1750 cm™)

G1: H*(38)
G2:T*1 (33)
G3:T*2 (33)
H* Sagliklt
T* Tumor

CANONICAL VARIATE 2

/ a s

CANONICAL VARIATE 1
1 TUMOR 2

CANONICAL VARIATE 2

TN
A

~
CANDNICAL VARIATE 1

@HEALTHY @®TUMOR 1 ATUMOR 2

CANONICAL VARIATE 2

~
CANONICAL VARIATE 1

@ HEALTHY @®TUMOR 1 ATUMOR 2

DNA/RNA
(1210-1270 cm?)

G1: H (34)
G2: T1(33)
G3: T2 (33)

CANONICAL VARIATE 2

4
CANONICAL VARIATE 1
@HEALTHY ®TUMOR 1 ATUMOR 2

CANONICAL VARIATE 2

r
“CANONICAL VARIATE 1
e TUM

@ HEALTHY OR1 ATUMOR 2

CANONICAL VARIATE 2

L0
~7°CANONICAL VARIATE 1

@ HEALTHY ®TUMOR 1 ATUMOR 2

Amid 1 & I
(1500-1700 cm?)

G1:H (19)
G2: T1(31)
G3: T2 (31)

CANONICAL VARIATE 2

CANONICAL VARIATE 1
@ HEALTHY @ TUMOR 1 ATUMOR 2

CANONICAL VARIATE 2

- CANONICAL VARIATE 1
@ HEALTHY @®TUMOR1 ATUMOR?2

CANONICAL VARIATE 2

= CANONICAL VARIATE 1
@ HEALTHY @ TUMOR 1 ATUMOR 2

Sekil 4.5. 3 grupla yapilan patolojik ve normal meme dokularinin CVA ile siniflandirilmasi.
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4.3 Spektral Veriler ile Siniflandirma ve Hizlhi Meme Kanseri Teshisi

Normal ve timoér meme dokularinin spektroskopik oOlgiimlerinde elde edilen
spektrumlarla yapilan yag igerigine gore yapilmis siniflandirma ile patolojik
dokularin  histopatolojik  6zelliklerinin ~ degerlendirilmesi Ek-A’da  gosterildi.
Toplamda 17 hastadan elde edilen timoér ve normal dokular kullanildi. Timor
dokularmin incelemesine devam edilerek histolojik gradeleri arasinda bir
siniflandirma yapildi. Bdylece tiimor dokularinin kendi aralarinda kimyasal

iceriklerine gore 1, 2 veya 3. dereceden (grade) oldugu belirlenmeye calisildi.

Ek-A’da belirtilen tiimoriin histopatolojik 6zelliklerinden tiimor dereceleri baz
alinarak, timorler kendi i¢lerinde Gradel, Grade2 ve Grade3 olarak tanimlandi ve
birbirlerinden diskriminasyonuna calisildi. Sekil 4.6.’da IR dl¢iimlerinde elde edilen
DNA/RNA ve parmakizi bolgeleri absorbsiyonlari verileri kullanilarak 1 normal ve 3

patolojik grup tanimlanarak 14 PLS ile CVA diskriminasyon modelleri

gosterilmigtir.
4
*
~ ~
E 2 . -
< *% <
g o
s * <
= R * =
[ = - - (GF
g b 2 ° 4 g
Z x ® =
S x X X\ [® 3
o
Q)
b 4
CANONICAL VARIATE 1 CANONICAL VARIATE 1
o528kl g GRADE1 AGRADE2 XGRADE3 oSkl o RADE1 AGRADE2 XGRADE 3

A G1: H (38), G2:Gradel (8), G3:Grade2 (34), G4:Grade3 (22) B:G1: H (38), G2:Gradel1(8), G3:Grade2(34),G4:Grade3 (22,

Sekil 4.6. Meme dokularinin histolojik dereceye bagli olarak parmak izi (A) ve
DNA/RNA bilgileri (B) kullanilarak PLS-CVA ile diskriminasyonu

Sekil 4.6.’da gosterilen modellerden A seklini incelendiginde parmak izi bdlgesi
verileri ile yapilan ayrimlama sonucundan Grade 2 ve Grade 3 grubunun saglikli

gruptan rahatlikla ayrimlanabildigi ancak Grade 1 grubunun tam olarak
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ayrimlanamadig1 goriildii. Grade 1 grubunun kanser olusumunun en az oldugu grup
olmasi; doku kimyasal kompozisyonlarinda ki kiiciik degisikler oldugu anlamina
gelmesi nedeniyle, bu grupta bulunan orneklerin bir kismi saglikli grupta yer
almistir. Grade 2 ve 3 gruplarin saglikli doku grubundan diskriminasyonunun ise
kanser dokularinda ki kimyasal kompozisyonlarin kanser derecelerine gore
degismesi nedeniyle teorik bilgiler ile oOrtiistigi goriildi. DNA/RNA bilgileri
kullanarak olusturulan CVA diskriminasyon modelinde (B), Grade 3 ornekleri
sagliklidan ¢ok iyi ayirt edilebilirken, Grade 1 Ornekleri parmak izi bolgesinde
yapilan g¢aligmaya gore ¢ok daha iyi ayrimlanabildi. Hiicre g¢ekirdegi kimyasal
kompozisyon bilgileri kullanilarak yapilan bu calismada Grade 2, Grade 1’den tam
olarak diskrimine olurken birka¢ 6rnegin saglikli doku 6rneklerinin bulundugu gruba

dahil oldugu goriildii.

Makroskopik 6l¢iimlerin hiicre DNA ve RNA’sin1 tam olarak kapsayamamis ve ilgili
piklerin zayif olmasi CVA analizlerini ve dolayisiyla da elde edilmeye calisilan
diskriminasyon dogrulugunu ve duyarliligini etkilemektedir. Parmak izi bolgesi
olduk¢a genis bir aralik olup ¢ok fazla kimyasal kompozisyon bilgisi i¢cermesine
ragmen, yapilan diskriminasyon modellerinde Grade 2 ve Grade 3 timor
siniflandirmalarinda basar1 elde edildi. DNA/RNA boélgesi kullanilarak yapilan
diskriminasyon modellerinde ise Grade 1 tiimorlerin diferansiyelinin daha basarili

oldugu goriildii.

Meme kanseri evrelerini ifade eden bu histopatolojik derecelendirmelerin
yapilmasinda baz alinan hiicre tubulus yapimi (T), nukleus 6zellikleri (N) ve mitoz
sayilar1 (M) gibi verilere dayali olarak da normal ve patolojik meme dokularinin
ayrimi yapilmaya ¢alisildi. Cizelge 4.4.’te 17 hastanin T, N ve M skorlar ile bu
hastalardan toplanan spektrumlarin tipleri ve toplam sayilar1 ayrintili sekilde

gosterildi.
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Cizelge 4.4.: Meme dokusunun Spektro-Histopatolojik siniflandirilmasi igin
kullanilan 6rnek sayis1 ve T,N,M skorlar1

Spektrum Tipi Spektrohistopatolojik Simiflandirma
« . . . . . Tubulus Nukleus Mitoz
% TII P -I;Ilp -|I_||F|3 Tiimér Tipi H gtrc;gé ik Yapim Ozellikleri | Sayisi
(M (N) (M)
1 ) 2 2 Invanf duktal 2 3 3 1
karsinom
2 1 2 1 In\l/(anf duktal 2 3 3 1
arsinom
3 - 1 4 Lobiiler karsinom 2 3 3 1
4 i 4 2 In\II(azﬁ.~ duktal 3 3 3 5
arsinom

Lobiiler karsinom
(pleomorfik)

6 ) 1 ) Invanf duktal 2 3 3 1
karsinom
7 ) ) 1 Invamf duktal 2 3 2 2
karsinom
Invazif duktal
8 - 1 3 karsinom 1 2 2 1
(multifokal)
invazif lobiiler
9 - 1 ¥ karsinom (klasik) 1 S 1 1
Invazif duktal
10 - ) 4 karsinom 8 3 3 3
Invazif duktal
11 2 2 - karsinom 2 3 2 1
(multifokal)
12 ) 1 4 Nt’)roel_ldokrin 2 3 5 1
karsinom
13 i 2 1 Invamf duktal 2 3 5 1
karsinom
14 ) ) 5 Invamf duktal 3 3 3 5
karsinom
15 ) 5 1 Invamf duktal 3 3 3 3
karsinom
16 ) ) 5 Invamf duktal 2 5 3 2
karsinom
17 i 2 ) Invazil.C duktal 2 5 3 1
karsinom
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Cizelge 4.4.’te ki verilere dayanarak T, N ve M bilgilerine gore ayr1 gruplar atanarak
saglikli meme dokularindan ayristirilmaya c¢alisildi. Bu calismada daha once
uygulandig1 gibi DNA/RNA ve parmak izi bolgelerinde bulunan veriler kullanilarak
CVA diskriminasyon modelleri olusturuldu (Sekil 4.7.). Parmak izi bolgesinde
yapilan ¢alismalarin diger DNA/RNA bdlgesine gore daha iyi sonuglar verdigi
gozlemlendi. Tubulus olusturma 6zelligine gore yapilan gruplandirmada tiimdrlerin
normal dokulardan belirgin bir sekilde ayrimlandigi goriildii. Nukleus 6zelligine gore
ise parmak izi bolgesi bilgileri 1s1¢inda skor 2 ve skor 3 degerleri diskrimine
edilebildi. Mitoz sayisina gore de parmak izi bolgesi tiim tiimorleri basari ile
ayristirabildi ve skor 3 orneklerinin DNA/RNA bolgesinde digerlerinden tamamen
farkl1 bir yerde konumlandig1 goriildii.

Bu calismada normal ve patolojik dokularin birbirlerinden diskrimine edilmelerine
ilave olarak tiimor doku oOrneklerinin histopatolojik degerlerine gore diskrimine
edilmesine ¢aligildi. T,N ve M skor degerlerine gore degil de genel tiimdr histolojik
siiflandirmasina gore yapilan calismada PLS skoru 10’a disiiriilerek CVA analizi
basarili bir sekilde yapildi (Sekil 4.8.). CVA model olusumu i¢in toplamda 64 meme
tiimor dokusu Ornegi kullanildi ve Grade 2 ve Grade 3 birbirlerinden ¢ok ayri
konumlandiralamasa da Grade 1’in diger iki gruptan tamamen ayr1 konumlandig:
goriildii. Boylece Grade 2 ve 3 derecelerine sahip orneklerde Grade 1’e gore daha
fazla kimyasal kompozisyon farklilig1 oldugu sdylenebilir. Patolojik oldugu bilgisine
sahip olunan dokularin hangi derecede kanser hiicrelerine sahip oldugu bilgisine,
spektroskopi dl¢iimleriyle birlikte hizli diskriminasyonunun yapilarak ulasilabilmesi

calismanin klinik 6nemini gosterir.

Tiimdrler genel histopatolojik derecelerinin tanimlanmasinda kullanilan T, N ve M
skorlarima gore de gruplandirilmaya calisildr (Sekil 4.9.). Yine aym sekilde saglikli
dokular bu gruplandirilmalara dahil edilmedi. Bu asama sonucunda da en iyi ayrim
parmak izi bolgesinde elde edildi. Nukleus 6zelligi ve mitoz sayisina gore yapilan
simiflandirmada 3 adet grup atamasi yapilirken, tubulus olusumuna gore yapilan
simiflandirmada 2 adet grup atamasi yapilabildi. Tubulus olusumuna goére 2 grup
atanabilmesinin tek nedeni, incelenen doku o&rneklerinden 1 nolu skorun tespit
edilmemesi ve boylece sadece 2 ve 3 nolu skorlarin tespit edilmesidir. Sekil 4.9.’da
nukleus o6zelliklerine (a), mitoz sayisina (b) ve tubulus olusumuna (c) goére 10 PLS

skorlu CVA siniflandirmasinda atanan histopatolojik tiimor skorlarimin g¢ok iyi
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ayrildigi goriildii. Mitoz sayisina (b) gore olusturulan CVA modelinde daha kismi bir
diskriminasyon ile karsilasildi. Burada sapma gerc¢eklestiren yaklasik 4 adet 6rnege
rastland1 (Sekil 4.9.). Grup bilgileri ve her bir skor degeri icin kag¢ tane spektrum yer

aldig bilgileri de Sekil 4.9.’da modellerin hemen altinda sunuldu.
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[ Tubulus Yapimy(T) Nukleus Ozellikleri(N) Mitoz Sayisi(M)
L V1 Foros adasn SNHRCUsS MZCHIRICTIUY AL0Z SayISIivl,
Parmakizi PLS:10 Parmakizi PLS:10 Parmakizi PLS:12
FINUEKFKINI FL3: LU A e VIR mwese
o o -
= z =
] 5] g
z ‘a 3 8
-6
- =
CANONICAL VARIATE 1 CANONICAL VARIATE 1 CANONICAL VARIATE 1
@ HEALTHY(38) SKOR 2{8) ASKOR 3(31) @ HEALTHY(38]  @SKOR 1j2) SKOR2(9]  %SKOR 3(28) @ HEALTHY(33] @SKOR1(20) A SKOR 2(10] %SKOR 3(5)
DNA/RNA PLS:10 DNA/RNA PLS:10 DNA/RNA PLS:12
g e e e g e e e
. 8
6
~ ~ o~
£ £ = 4
E: E: 3 5
3 Z g
5 3 g =
g 2
g K] g ._2_\
w
5 -4
CANONICAL VARIATE 1 CANONICAL VARIATE 1 CANONICAL VARIATE 1
® HEALTHY(38) SKOR 2{(8) A SKOR 3131} @ HEALTHY(38] @SKOR 1{2) SKOR 2(9) #SKOR 3(28) & HEALTHY[38) @ SKOR 1(21) SKOR 2(13) #5KOR 314)

Sekil 4.7. Saglikli meme dokularinin timor derecelerinin histolojik siniflandirilmasina(T,N,M) gore diskriminasyonu
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PARMAK izi PLS:10

¢

CANONICALVARIATE2

CANE)NICALVARIATEl
®GRADE1 @GRADE2 GRADE 3

G1: Grade 1 (8), G2: Grade 2 (34), G3: Grade 3 (22)
Sekil 4.8. Tiimorlerin parmak izi bilgileri kullanilarak histolojik

derecelerine gore siniflandirilmasi.
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A:G1:Skorl(4),G2:Skor2(15),G3:Skor3(45) B:G1:Skor1(37),G2:Skor 2(17),G3:Skor 3(10) C: G1:Skor2 (11), G2:Skor3 (53)
(&) Nukleus ozellikleri (b)Mitoz Sayist (¢)Tubulus Olusumu

Sekil 4.9. Histopatolojik dzelliklerine gore tiimorlerin 10 PLS faktorlit CVA diskriminasyonu.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢aligmada 17 farkli meme kanseri hastasina ait patolojik doku ornekleri ile
saglikli doku 6rneklerinin kimyasal bilesenleri FTIR-ATR teknigi ile incelenmis ve
daha 6nce bu alanda kullanilmamis olan kemometri teknigi ile saglikli ve tiimor doku

orneklerinin birbirlerinden ayristirilmasinin gosterilmesi amaglanmistir.

Doku orneklerinin makro spektroskopik sonuglarinin degerlendirilmesinde her bir
ornegin icerdigi yag bilesenleri baz alinmis ve ii¢ farkli siniflandirma yapilarak
kanser hiicrelerinin bilinen enerji kaynaklar1 {izerinden ilerlenmeye ¢alisilmistir.
Fosfolipitler ve lipitlerin C=O gerilme titresimlerinin (ester) bilgisini iceren 1769-

1719 cm* bolgesinde bulunan pikler baz alinarak smiflandirmalar yapilmustir.

Dokularin  kimyasal kompozisyonlarinin incelenmesinde yag bilesenlerinin
bulundugu bdlgelerin yan1 sira, bu calismada yiliksek Onem tasiyan parmak izi
bolgeleri, DNA/RNA pikleri ile protein amid I-II bandlarmnin bulundugu dalga
sayilar1 da dikkatlice incelenmis ve kemometri teknigi kullanilarak CVA modelleri
olusturulmustur. Bu modellerin olusturulmasinda PLS faktorii kullanilmustir.
Patolojik ve saglikli dokularin kemometri teknigi ile diskrimine edilebilecegi
gosterildikten sonra SIMCA programi ile kimyasal kompozisyon bilgisi

tanimlanmayan 6rneklerin nasil bir gruplasma gosterecegi sergilenmistir.

Yapilan bu calismada elde edilen sonuglarda tiimor ve saglikli dokularin yag
igeriklerinin farkli olduklar1 ve tiimdr dokularinda ki yag igeriginin saglikli dokulara
gore oldukca az oldugu tespit edilmistir. Dokularin histopatolojik degerleri g6z
oniinde bulunduruldugunda patolojik dokularin hangi evrede kanserli hiicre
cogalmasina baglh olarak da yag iceriklerinin degistigi sOylenebilir. Bu durumda
grade 1 meme kanseri hiicrelerinde ki yag igerik oranlarmin grade 2 ve 3’e oranla

daha fazla olmasi1 beklenmektedir.

PLS-CVA modelleri ile saglikli ve patolojik doku &rnekleri basarili bir sekilde
birbirlerinden ayr1 siniflandirilmistir. Bu siniflandirma en iyi parmak izi bolgesinde

gozlenmistir. Boylece FTIR spektral verileri ile kemometrik teknigi kullaniminin
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beklenen Olciide fayda sagladigi goriilmiis ve patolojik doku orneklerinin kendi

aralarinda ayrimlanip ayrimlanamayacagi gézlenmistir.

SIMCA diskriminasyon modeli kullanilarak kimyasal karakteristik 6zellikleri
bilinmeyen bir 6rnegin ne kadar dogru siniflandirilabilecegi sergilenerek, tiimor
ornekleri i¢in basar1 orami %84 iken normal doku oOrneklerinde bu oran %71’de
kaldig1 goriilmistiir (Cizelge 4.3.). Timoér doku gruplart kendi aralarinda rastgele
tanimlanarak Sekil 4.5.’te dogru bir bi¢cimde CVA modeli ile saglikli gruptan

ayrimlanabilmistir. Burada da parmak izi bolgesinde en iyi sonuclar elde edilmistir.

Klinik histopatolojik degerlendirme sonuglarinda belirtilen hastalarin  kanser
derecelerine gore de benzer modeller kullanarak saglikli dokulardan ayrimlanmasina
calisilmistir (Sekil 4.6.). Degerlendirme parmak izi ve DNA/RNA bdolgeleri baz
alarak yapilmistir ve kanser derecelerinden Grade 1’in parmak izi bolgesinde
saglikli doku grubuna yakin oldugu gozlenmistir. DNA/RNA bélgesinde ise Grade
I’in daha basarili ayrimlandig1 gozlenmistir. CVA analizlerini etkileyen faktorlerden
birkag1; ilgili piklerin zayif olmasi ve DNA gibi bolgelerin makroskopik lgtimler ile
tam olarak tanimlanamamis olmasidir. Bu durum diskriminasyon dogruluklarini
etkilemektedir. Parmak izi bolgesinde ¢ok fazla kimyasal kompozisyon bilgisi
bulunmaktadir ve parametrelerin ¢okluguna ragmen bu golgede Grade 2 ve 3

tiimorlerinin ¢ok daha basarili oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.8.’de klinik histopatolojik gradelerin sadece kendi aralarindaki gruplagmasi
incelenmistir. Bunun sonucunda Grade 1’in diger iki gruptan acik¢a ayri
konumlanmasi; Grade 2 ve 3’{in hiicre kimyasal kompozisyon degisimlerinden ¢ok

daha az ve farkli oldugu goriilmektedir.

Son olarak, bu calismada benzer modellerin kullanildig1 bir diger gruplandirma ise
klinik ¢aligmalar sonucunda elde edilen histopatolojik tiimér derecelerinin
tanimlanmasinda rol oynayan 3 farkli yapmin (T,N,M) 06zelliklerine gore
diskriminasyon denenmistir (Sekil 4.9.). Burada elde edilen en iyi sonuglar parmak
izi bolgesindedir. Bu bdlgede ki sonuglar Sekil 4.10.’da gosterilmistir. Nukleus
ozelliklerine gore yapilan ayrimda tim skorlarin birbirlerinden en iyi sekilde

ayrimlandig1 gozlemlenmistir.

Elde edilen tim sonuclar FTIR-ATR tekniginin makroskopik oOlgiimlerinin

sonucunda elde edilen verilerle kemometrik siniflandirma yontemlerinin birlikte
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kullanilmasinin basarili sonuglar verdigini gostermektedir. Bu ¢aligmalarin devamu,
meme kanserinin hizli ve erken teshisinin ne kadar ucuz ve pratik yollarla

yapilabilecegini gosterecek niteliktedir.
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EKA.

HASTA

ORNEK CESiDi

Spektroskopik Ol¢iimlerde Karsilasilan
Farkh Spektrum Tipleri ve Rastlanma

Sikliklar:

Belirgin Yag
Pikleri
Veren

Zayif Yag
Pikleri
Veren

Yag
Pikleri
Vermeyen

Spektrum
Tip |

Spektrum
Tip 1l

Spektrum
Tip 111

TUMORUN HISTOPATOLOJIK
DEGERLENDIRMESI

Tiimér

2

2

Saghkh

Yas: 42, Tiimor Cap1:12 mm, Tiimér Kaynagy: Invazif
Duktal

Histolojik Grade: 2 (T:N:M=3:3:1)

Lenf Nodu Durumu: 3 lenf nodu pozitif,

Hormonlar: ER (-), PR(-), HER-2/neu(+)

Hiicre Proliferasyonu Ki-67 Degeri: %32
Lenfobaskiiler Bosluk Yayilim: Var

Tiimor

Saghkh

Yas: 61, Tiimor Capi: 20 mm, Tiimér Kaynagi:Invazif
Duktal

Histolojik Grade: 2 (T:N:M=3:3:1)

Lenf Nodu Durumu: 2 lenf nodu pozitif (mikrometastaz)
Hormonlar: ER (+) %100, PR(-), HER-2/neu(-)

Hiicre Proliferasyonu Ki-67 Degeri: %27
Lenfobaskiiler Bosluk Yayilimi: Yok

Tiimor

Saghkh

Yas: 73, Tiimér Capi: 19 mm, Tiimér Kaynag: Lobuler
Karsinom,

Histolojik Grade: 2 (T:N:M=3:3:1)

Lenf Nodu Durumu: 2 lenf nodu pozitif

Hormonlar: ER (+) %100, PR(+), %100, HER-2/neu(-)
Hiicre Proliferasyonu Ki-67 Degeri: %15
Lenfobaskiiler Bosluk Yayilim: Yok

Tiimor

Saghkh

Yas: 22, Tiimér Capi: 30 mm, Tiimér Kaynagr: Invazif
Duktal

Histolojik Grade: 3 (T:N:M=3:3:2)

Lenf Nodu Durumu: 14 lenf nodu pozitif

Hormonlar: ER (+) %60, PR(+), %50, HER-2/neu(+)
Hiicre Proliferasyonu Ki-67 Degeri: %44
Lenfobaskiiler Bosluk Yayihm: Var

Tiimor

Saghkh

Yas: 36, Tiimor Capi: 70 mm, Tiimér Kaynagr: Lobiiler
Karsinom (Pleomorfik tip)

Histolojik Grade: 2 (T:N:M=3:3:1)

Lenf Nodu Durumu: 5 lenf nodu pozitif

Hormonlar: ER (+) %93, PR(+) %13, HER-2/neu(-)
Hiicre Proliferasyonu Ki-67 Degeri: %40
Lenfobaskiiler Bosluk Yayilimi: Var

Tiimor

Saghkh

Yas: 49, Tiimor Capi: 45 mm, Tiimér Kaynag: Invazif
Duktal

Histolojik Grade: 2 (T:N:M=3:3:1)

Lenf Nodu Durumu: 35 lenf nodu pozitif

Hormonlar: ER (+) %100, PR (-), HER-2/neu (-)

Hiicre Proliferasyonu Ki-67 Degeri: %13
Lenfobaskiiler Bosluk Yayihm: Var

Tiimor

Saghkh

Yas: 73, Tiimor Capi: 20 mm, Tiimor Kaynag:: Invazif
Duktal

Histolojik Grade: 2 (T:N:M=3:2:2)

Lenf Nodu Durumu: 1 lenf nodu pozitif

Hormonlar: ER (+) %100, PR (+) %100, HER-2/neu (-)
Hiicre Proliferasyonu Ki-67 Degeri: %17
Lenfobaskiiler Bosluk Yayihm: Var

Tiimor

Saghkh

Yas: 45, Tiimoér Cap1:15-5 mm, Tiimér Kaynag:
Multifokal invazif Duktal

Histolojik Grade: 1 (T:N:M=2:2:1)

Lenf Nodu Durumu: 1 lenf nodu pozitif (mikrometastaz)
Hormonlar: ER (+) %100, PR (+) %65, HER-2/neu (-)
Hiicre Proliferasyonu Ki-67 Degeri: %12
Lenfobaskiiler Bosluk Yayilimi: Var

Tiimor

Saghkh

Yas: 61, Tiimor Capi: 50 mm, Tiimor Kaynag:: Invazif
Lobiiler (Klasik)

Histolojik Grade: 1 (T:N:M=3:1:1)

Lenf Nodu Durumu: 3 lenf nodu pozitif

Hormonlar: ER (+) %100, PR (+) %80, HER-2/neu (-)
Hiicre Proliferasyonu Ki-67 Degeri: %7

Lenfobaskiiler Bosluk Yayilimi: Yok
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HASTA

ORNEK CESIiDi

Spektroskopik Ol¢iimlerde Karsilasilan
Farkh Spektrum Tipleri ve Rastlanma

Sikliklar:

Belirgin Yag
Pikleri
Veren

Zayif Yag
Pikleri
Veren

Yag
Pikleri
Vermeyen

Spektrum
Tip |

Spektrum
Tip 1l

Spektrum
Tip 111

TUMORUN HISTOPATOLOJIK
DEGERLENDIRMESI

10

Tiimor

4

Saghkh

Yas: 32, Tiimér Capi: 14 mm, Tiimor Kaynag:: Invazif
Duktal

Histolojik Grade: 3 (T:N:M=3:3:3)

Lenf Nodu Durumu: Lenf nodu negatif

Hormonlar: ER (-), PR (-), HER-2/neu (-)

Hiicre Proliferasyonu Ki-67 Degeri: %68
Lenfobaskiiler Bosluk Yayilimi: Yok

11

Tiimor

Saghkh

Yas: 76, Tiimér Capi: 32-15-5-2-2-2 mm, Tiimor
Kayna@i: Multifokal Invazif Duktal

Histolojik Grade: 2 (T:N:M=3:2:1)

Lenf Nodu Durumu: 23 lenf nodu pozitif
Hormonlar: ER (?), PR (?), HER-2/neu (?)

Hiicre Proliferasyonu Ki-67 Degeri: %?
Lenfobaskiiler Bosluk Yayihim: Var

12

Tiimor

Saghkh

Yas: 46, Tiimor Capi: 21 mm, Tiimor Kaynagx:
Noroendokrin timor

Histolojik Grade: 2 (T:N:M=3:2:1)

Lenf Nodu Durumu: Lenf nodu negatif
Hormonlar: ER (?), PR (?), HER-2/neu (?)
Hiicre Proliferasyonu Ki-67 Degeri: %?
Lenfobaskiiler Bosluk Yayilimi: Var

13

Tiimor

Saghkh

Yas: 49, Tiimor Capi: 55 mm, Tiimor Kaynagi: Invazif
Lobiiler

Histolojik Grade: 2 (T:N:M=3:2:1)

Lenf Nodu Durumu: Lenf nodu negatif

Hormonlar: ER (+) %100, PR (+) %40, HER-2/neu (-)
Hiicre Proliferasyonu Ki-67 Degeri: %27
Lenfobaskiiler Bosluk Yayihmi: Var

14

Tiimor

Saghkh

Yas: 32, Tiimor Capi: 40 mm, Tiimor Kaynag:: Invazif
Duktal

Histolojik Grade: 3 (T:N:M=3:3:2)

Lenf Nodu Durumu: 8 lenf nodu pozitif

Hormonlar: ER (+) %90, PR (+) %13, HER-2/neu (-)
Hiicre Proliferasyonu Ki-67 Degeri: %42
Lenfobaskiiler Bosluk Yayilimi: Yok

15

Tiimor

Saghkh

Yas: 47, Tiimor Capi: 25 mm, Tiimér Kaynag: Invazif
Duktal

Histolojik Grade: 3 (T:N:M=3:3:3)

Lenf Nodu Durumu: Lenf nodu negatif

Hormonlar: ER (+) %90, PR (+) %50, HER-2/neu (+)
Hiicre Proliferasyonu Ki-67 Degeri: %79
Lenfobaskiiler Bosluk Yayilim: Yok

16

Tiimor

Saghkh

Yas: 80, Tiimor Capi: 20 mm, Tiimor Kaynag:: Invazif
Duktal

Histolojik Grade: 2 (T:N:M=2:3:2)

Lenf Nodu Durumu: 1 lenf nodu pozitif (mikrometastaz)
Hormonlar: ER (+) %97, PR (+) %100, HER-2/neu (-)
Hiicre Proliferasyonu Ki-67 Degeri: %26
Lenfobaskiiler Bosluk Yayilimi: Yok

17

Tiimor

Saghkh

Yas: 47, Tiimor Capi: 25 mm, Tiimér Kaynag: Invazif
Duktal

Histolojik Grade: 2 (T:N:M=2:3:1)

Lenf Nodu Durumu: 1 lenf nodu pozitif

Hormonlar: ER (+) %90, PR (+) %10, HER-2/neu (-)
Hiicre Proliferasyonu Ki-67 Degeri: %37
Lenfobaskiiler Bosluk Yayilhim: Yok

Toplam

17

Tiimor

25

39

Saghkh

45

11
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EK B.

Histolojik Grade: Farkli histolojik o6zelliklerin goz ©niinde bulundurulmasiyla
yapilan bir smiflandirmadir. Giliniimiizde en c¢ok kullanilan gradeleme sistemi
modifiye Bloom-Richardson sistemidir. Bu gradeleme sisteminde tiimor hiicrelerinin
niikleer 6zellikleri, olusturduklari tubulus yapilarinin oran1 ve mitoz sayisi ayri ayri

skorlanarak elde edilen toplam skora gore grade belirlenmektedir.

Tubulus Yapim (T): Tiimoriin ne kadarlik bir kisminda tubulus yapilar olustugunu

gosterir ve ona gore skor verilerek gradeleme yapilir.

Nukleus Ozellikleri (N): Tiimériin niikleer 6zellikleridir ve ¢ekirdek pleomorfizmine

bakilarak skorlar belirlenir.

Mitoz Sayis1 (M): Kullanilan mikroskopun tipine gore degismektedir. Hiicrede
belirli bir biiylitme alaninda ne kadar mitoz sayist oldugunu gosterir. Belirli mitoz

sayisina gore skor atanir.

Lenf Nodu: Lenfatik sistemin pargasi olan kii¢iik fasiilye sekilli organlar (lenf bezi
de denir). Kolun altinda yer alan lenf bezleri gdgiis ve kolda biriken lenf sivisim
bosaltir. Cerrahi sirasinda aksiller lenf bezlerinin bazilar1t meme kanserinin evresini

tespit etmek tlizere ¢ikarilir.
Lenf Nodu (+): Lenf bezlerine yayilmis meme kanseri.

Lenf Nodu (-): Lenf bezlerine yayillmamis meme kanseri. (Erken evre hastalik da

denir).

ER: Ostrojen reseptorii. Bazi hiicrelerin iizerinde yer alan, dstrojen hormonunun
baglanabildigi bir duyarga. ER —pozitif (ER+) terimi Ostrojen reseptoriinii tagiyan

timor hiicrelerini ifade eder.

PR: Progesteron reseptdrii. Bazi hiicrelerde yer alan progesteron hormonunun
baglanabildigi bir duyarga. PR — pozitif ( PR + ) terimi progesteron reseptoriine sahip

timor hicrelerini ifade eder.

HER-2/neu (Humon epidermal growth factor receptor-2): Epidermal biiylime
faktorii reseptor ailesinden bir protoonkogen. Metastatik meme kanserinin ne kadar
agresif oldugunu anlamaya yardimci olan prognostik bir belirleyici olarak kullanilir.

Genellikle 6strojen ve progesteron reseptor (ER ve PR) testleri ile beraber kullanilir.
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Ki-67: Hiicre g¢ekirdeginde bulunan ve mitozda miktar1 artan protein yapida bir
molekiildiir. Hiicre proliferasyonunun 1iyi bir belirtecidir. Ki-67 diizeyinin

immunohistokimya ile tespiti hiicre proliferasyon hizi hakkinda bilgi vermektedir.
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