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OZET

DOKTORA TEZi

KUCUK HUCRELI DISI AKCiGER KANSERi HASTALARINDA
RADYOTERAPI ETKINLiIGINIiN TITRESIiM SPEKTROSKOPiSi YONTEMLERI
ILE BELIRLENMESI

Yilmaz SAHIN

Damisman: Prof. Dr. Muhammet YILDIRII\{!
Ikinci Tez Damismani: Do¢. Dr. Hilal KIZILTUNC OZMEN

Amag¢: Bu calismada Kiigiik Hiicreli Disi Akciger Kanseri (KHDAK) hastalarina ait
radyoterapi oncesi (RO) ve radyoterapi sonrasi (RS) kan serumu &rnekleri iizerinden
radyoterapi etkinliginin farkl: titresim spektroskopi teknikleriyle belirlenmesi amaglandi.

Yontem: Calisma toplamda 6600 cGy radyoterapi dozu almis 20 hastanin kan serumu 6rnekleri
iizerinde yapildi. RS ve RO spektrumlarinda &rnekler arasi varyasyonlari saptamak igin
Gozetimsiz Oriintii metotlar1 olarak Temel Bilesen Analizi (PCA) ve Hiyerarsik Kiimeleme
Analizi (HCA) metotlar1 kulanildi. Gézetimli Oriintii metotlar1 olarak da Destek Vektor Makine
Metodu (SVM),Temel bilesen analizi-lineer diskriminant analizi (PCA-LDA) metotlar
kullanildi.

Bulgular: PCA skor grafiklerine gore hem Raman hem de FTIR spektrumlari i¢cin RS ve RO
gruplar1 birbirinden belirgin bir bicimde ayrildig goriildi. Gruplar arasi farkliliklari ifade eden
temel bilesenlerdeki varyasyonlar FTIR da %487 iken Raman spektroskopisinde bu oran %97
olarak elde edildi. PCA skor ayrimlar1t HCA ile dogrulandi. Elde edilen ayrimlara yonelik
metodun glivenilirligini test etmek i¢in olusturulan egitici ve test veri setlerine PCA-LDA ve
SVM uygulandi. Hem egitici hem de test veri setindeki 6rneklerin %100 dogrulukla kendi
gruplarinda siniflandig goriildii. Ayni analiz FTIR spektroskopi ile yapildiginda gruplar arasi
farkliliklar1 ifade eden temel bilesenlerdeki varyasyonlarin %87 oldugu goriildii. Ayni sekilde
Raman spektroskopisi analizlerinde SVM ile smiflar arasindaki dogru simiflandirma
yapildiginda bu oran %100 olarak bulundu.

Sonug¢: Elde edilen sonuglar KHDAK hasta serumlarinda radyoterapi etkinliginde tiresim
spektroskopisinin basarili bir analiz yontemi olarak kullanilabilecegini gosterdi. Radyoterapi
etkinliginin farkli analiz metotlariyla degerlendirilmesi ve dogrulanmasi tedavi etkinligi ve
tedaviye yon verilmesi agisindan son derece dnemlidir.

Anahtar Kelimeler: KHDAK, Radyoterapi, Raman Spektroskopi, FTIR Spektroskopi,
Kemometrik analiz

Temmuz 2022, 78 sayfa

v



ABSTRACT

DOCTORAL DISSERTATION

DETERMINATION OF RADIOTHERAPY EFFICIENCY IN NON-SMALL CELL LUNG
CANCER PATIENTS BY VIBRATIONAL SPECTROSCOPY METHODS

Yilmaz SAHIN

Supervisor: Prof. Dr. Muhammet YILDIRIM
Co-supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hilal KIZILTUNC OZMEN

Aim: In this study, it was aimed to determine the biochemical composition differences of blood
serum samples of Non-Small Cell Lung Cancer (NSCLC) before and after radiotherapy using
vibrational spectroscopic techniques and to determine the efficacy of radiotherapy in this
context.

Method: This study was done on blood serum samples of 20 patients who received a total of
6600 cGy radiotherapy dose. Principal Component Analysis (PCA) and Hierarchical Clustering
Analysis (HCA) methods were used as Unsupervised Pattern methods to detect inter-sample
variations in the RS and RO spectra. Support Vector Machine Method (SVM) and Principal
component analysis-linear discriminant analysis (PCA-LDA) methods were used as the
Supervised Pattern methods.

Results: According to the PCA score graphs, the RS and RO groups are separated from each
other for both Raman and FTIR spectra. While the variations in the principal components
expressing the differences between the groups were 87%in FTIR, this ratio was 97%in Raman
spectroscopy. PCA score distinctions were confirmed by HCA. PCA-LDA and SVM were
applied to the generated trainer and test datasets to test the reliability of the method for the
obtained discriminations. It was seen that the samples in both the training and test datasets were
classified in their groups with 100%accuracy. When the same analysis was performed with
FTIR spectroscopy, it was observed that the variations in the principal components expressing
the differences between the groups were 87%. Likewise, in Raman spectroscopy analysis, this
rate was found to be 100%when the correct classification between the classes was made with
the SVM.

Conclusion: The obtained results showed that vibration spectroscopy can be used as a
successful analysis method in the efficacy of radiotherapy in NSCLC patient blood serums.
Evaluating and confirming the effectiveness of radiotherapy with different analysis methods is
extremely important in terms of treatment effectiveness and direction of treatment.

Keywords: NSCLC, Radiotherapy, FTIR Spectroscopy, Raman Spectroscopy, Chemometric
Analyses

July 2022, 78 pages
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GIRIS

Titresimsel spektroskopi, elektromanyetik radyasyonun emilmesi veya yayilmasindan
kaynaklanan gegislerle ilgilidir. Bu gegisler 10? - 10* cm™ araliginda olusur ve molekiillerin
titresiminden kaynaklanir. Bir molekiildeki kimyasal bag farkli sekillerde titresebilir. Olusan
her titresime titresim modu ad1 verilir. Germe ve biikme olmak tizere iki tiir molekiiler titresim
modu vardir. Gerilme titresimi, atomlar aras1 mesafelerin artmasi veya azalmasiyla bag ekseni
boyunca hareket ile karakterize edilirken, biikiilme titresimi, molekiiliin geri kalanina gére bag
acilarinda bir degisiklikten olusur. Raman spektroskopisi ve kizilotesi spektroskopisi, titresim
enerjisine dayali, yaygin olarak kullanilan iki spektroskopik tekniktir (Singh et al. 2014). Her
iki yontem de tamamlayici bilgi verir ve herhangi bir molekiil icinde atomlarin, o molekiiliin
birkag kesin, keskin tanimlanmig frekans 6zelligi ile titrestigi gercegine dayanir. Bir numune
ile radyasyon demeti etkilestigi zaman numune, molekiillerde bulunan kimyasal baglarin
titresim frekansina 6zgii frekanslardaki enerjiyi absorbe eder. Titresimli kimyasal bag ile
enerjinin bu absorpsiyonu, bir Kizilétesi spektrum ile sonuglanir. Numunenin kimyasal
yapisinin “parmak izi” bilgisini saglamasi Raman sacilmasinin frekans kaymalari, gibi
ozellikleri ile Raman spektroskopisinin diger spektroskopik tekniklere kiyasla bir¢ok 6zelligi
oldugu goriilmektedir. Raman spektroskopisi bir sacilma olayidir ve sagilan radyasyon
frekanslar1 arasindaki farktan dolay1 ortaya ¢ikar. Raman spektroskopisi ile diger spektroskopik
tekniklere kiyasla bir¢ok farkli 6zelligi vardir. Ayrica, Raman pikleri ¢ok dardir, bu da ¢ok
bilesenli analiz ve miktar analizini kolaylastirir (Wang et al. 2017). Raman spektroskopisi,
biyomalzemelerin kimyasal parmak izlerini verebilir. Ayrica, biyokimyasal molekiillerin
bilesimini ve uzaysal yapisim1 da ayirt edebilir (Kong et al. 2015). Raman spektroskopisi,
tiimdriin kimyasal bilesimini arastirabilen, molekiiler bir sistemde titresim, donme ve diger
durumlar tespit etmek i¢in kullanilan ve molekiiler diizeyde tan1 koyabilen spektroskopik bir
tekniktir. Girisimsel olmayan bu hizli teshis yontemi ile hastalarda aci hissi olmadan teshis
islemi yapilabilir. Boylece, gelecekteki klinik uygulamalarda genis bir kapsama alanina sahip
olabilir (Wang et al. 2015). Fourier Dontistimli Kizilotesi (FTIR) spektroskopisi de tipki
Raman spektroskopisinde oldugu gibi, biyomedikal numune analizinde yaygin olarak
kullanilan spektroskopik bir tekniktir (Chan & Kazarian, 2016). FTIR spektroskopisi esas
olarak orta kizildtesi bolgedeki (4000-600 cm™) absorpsiyon modlarin1 belirlemek igin
kullanilir. Bu bolgedeki keskin bantlar oncelikle niikleer asitler, lipidler, proteinler ve

karbonhidratlar gibi biyomolekiillerden gelen spesifik titresimlerdir ve her numune i¢in oldukca



farkl1 bir absorpsiyon modeli ve spektral profil ile sonuglanir (Petibois & Déléris, 2006; Dorling
& Baker, 2013). FTIR spektroskopisi basit, hizli, ucuz ve invazif olmayan bir 6l¢iim teknigidir.
Tiimor olusumunun erken evresinde veya tiimoriin yok olusumu siirecinde, viicutta bulunan
dokular, kan veya diger sivilar; metabolizmada ve dokular1 ve hiicreleri olusturan ana
biyomolekiillerin bilesimi ve igeriginde degisikliklere ugrar. Ayrica, bu degisiklikler heniiz
goriintiileme degisikliklerine veya spesifik klinik semptomlara yol agmamistir Malins et al.
2004; Krishnan et al. 2017). FTIR teknolojisi, sagladig1 biyokimyasal ve molekiiler bilgiler
sayesinde kanser teshisinde lezyonu veya kanserin ilerlemesi sirasindaki kiiciik degisikliklerin
tespit edilmesini saglar (Sahu & Mordechai, 2005). Molekiiler yap1 degisiklikleri, 6zellikle
proteinlerin ikincil yapis1 FTIR spektral analizinden de elde edilebilir (Glassford et al. 2013).
Bu degisiklikler kanser belirtegleri olarak tanimlanabilir. Bu belirtegler de normal ve timor
dokular1 arasinda hassas ve spesifik ayrim yapilmasina ve tiimor ilerlemesinin gergek zamanl
izlenmesine olanak saglar. Harder ve ark. yaptig1 bir caligmada, insan epitelyal tiimor hiicre
hattinda radyasyona bagl spesifik tepkiler tanimladi. Klinik dozlar1 2-10 Gy arasinda olan
meme (MCF-7, MDA-MB-231), prostat (LNCaP) ve akciger (H460) iizerinde calisildi. Bu
hiicre hatlarinda, Temel bilesen analizini (PCA) kullanarak radyasyonla ilgili 6zellikleri
tanimlamak i¢in yalnizca 10 Gy veya daha az alan popiilasyonlardan spektral bilgiler alindi.
Buna karsilik, MDA-MB-231 hiicre hatti, 6 Gy veya daha yiiksek dozlarda niikleik asit ve lipid
spektral 6zelliklerine gore proteinde 6nemli bir artis gosterdi. Hiicreler klinik dozlara maruz
kaldiginda meydana gelen radyasyona bagh degisikliklerin, p53 durumu ve radyasyon
duyarhilig ile ilgili oldugu bulundu. Ayrica, RS'nin terapotik dozlarda radyasyona maruz kalan
insan tiimdr hiicrelerinde biyolojik bir yaniti tanimlamadaki faydasinin, bir radyasyon yaniti
tarafindan indiiklenen biyokimyasal degisikliklerin kapsami tarafindan yonetildigi ve bu
nedenle hiicre hattina 6zgii oldugu bulundu (Harder ef al. 2015). Bu tez kapsaminda, titresim
spektroskopisi ile birlikte kemometrik analiz yaklagiminin kulanilmasi, KHDAK hastalarinda
radyoterapi etkinliginin belirlenmesinde 6zgiin, hizli, ucuz ve invaziv olmayan bir yontem

olabilecegi gosterildi.



KURAMSAL TEMELLER

Bu boliimde, akciger kanseri, tedavi yontemleri, radyoterapinin akciger kanseri iizerinde
etkinligi, akciger kanseri teshis ve tedavi yontemleri ile ilgili bilgilere yer verilmektedir.
Akciger kanserinin radyoterapi yontemi ile tedavisinin etkinliginin belirlenmesinde alternatif
bir yontem olarak diisiinlilen Raman spektroskopisi ve Fourier Doniisiimlii Kizilotesi

Spektroskopi (FTIR) ile ilgili bilgiler verilmektedir.

Akciger Kanseri

Akciger kanseri, Amerika Birlesik Devletleri'nde her hafta yaklasik 3000 6liime neden
olan en yaygin ve en Oliimciil toraks malignitesidir (Siegel RL and Miller KD, 2016).
Tiirkiye'de yasa gore standardize edilmis akciger kanseri insidansi erkeklerde 100.000'de 60,4,
kadinlarda ise 100.000'de 9,3'tiir (T.C. Halk Saghg Kurumu, 2018). Akciger kanserinin en
yaygin sebeplerinden biri sigara dumanina maruz kalmadir. Arastirmalara gére vakalarin %85
ila %90'1 dogrudan aktif veya pasif sigara dumanina maruz kalma ile dogrudan iliskilidir (AJ et
al. 2007). 1960'larin ortalarina kadar uzanan sigara icme prevalansindaki azalmalar nedeniyle
erkeklerde akciger kanseri o0liim oranlar1 diisme egilimindeyken, kadinlarda 6liim oranlari
sadece 2003 yilinda sabitlenmeye basladi. Amerika Birlesik Devletleri'nde onemli cografi
farkliliklar vardir ve Kaliforniya, kadinlarda akciger kanseri insidansi ve 6lim oranlarinin
azaldig1 tek eyalettir (Egleston et al. 2009). Gelismis iilkelerde cesitli mesleki solunum
karsinojenlerine maruziyet kontrol altina alinmistir, ancak akciger kanseri oliimiinde ikinci
sirada yer alan radona c¢evresel maruziyet sorun olmaya devam etmektedir (Neuberger &

Gesell, 2002).

Cernobil felaketi bircok iilkeyi etkiledi. Radyoaktif serpintiden etkilenen bolgeler
arasinda sadece Ukrayna degil, Belarus, Giircistan, Polonya, Isve¢, Almanya, Avusturya,
Macaristan, Finlandiya, Norveg, Tiirkiye ve digerleri de yer aldi. Bu kazadan sonra, diinya
capinda cevresel orneklerin yogun, biiyiik dlgekli radyolojik arastirmalarina baslandi. Bu
caligmalarin temel amaci, kirlilik seviyesini belirlemek ve g¢evreyi yapay radyoaktivitenin
zararh etkilerine kars1t korumakti. Tiirkiye'nin kuzeydogusu bu kaza ile en ciddi sekilde
kirlenmis bolgelerden biriydi (Celik et al. 2008). Acil durum sirasinda Cekmece Niikleer
Arastirma ve Egitim Merkezi, cesitli maddelerin analizini yapti. Raporlarinda, Karadeniz
daglarmin dogu kesiminin yiizey topragi Sezyum aktivite konsantrasyonunun 1988 yilinda 0,5

cm toprakta 4-4,5 kBq kg™! civarinda oldugu belirtilmektedir (Gedikoglu & Sipahi, 1989).



Giresun ilinde meydana gelen tiim akciger kanseri Oliimlerinin %8'inden i¢ mekén
radonunun sorumlu oldugu bulundu. '¥’Cs aktivite konsantrasyonu Cernobil kazasindan 21 yil
sonra dlgiilmiistiir. Sonuglar, '3’Cs aktivite konsantrasyonunun 41 ila 1304 Bq kg™ arasinda

degistigini ve ortalama 307 Bq kg! degerinde oldugunu gosterdi (Celik et al. 2008).

Akciger kanseri ile bagvuran hastalarin ortalama yas1 70'dir (Howlader N et al. 2019).
Akciger kanseri genel olarak Kii¢iik Hiicreli Akciger Kanseri (KHAK) ve Kiigiik Hiicreli Dis1
Akciger Kanseri (KHDAK) tiplerine ayrilir. KHDAK, vakalarin yaklasik %80 ila %85'ini
olusturur. KHDAK'li hastalarin %50'den azinda ilk bagvuruda rezektabl (ameliyatla alinabilen)
hastalik vardir ve hastalarin %25'inde lokal olarak ilerlemis hastalik (uzak metastaz olmaksizin
bolgesel lenf nodu tutulumu) vardir. Basvuru sirasinda KHAK'li hastalarin yaklasik %30"unun

siirl evrede hastaliga sahip oldugu goriilmiistiir (Warde & Payne, 1992).

Akciger Kanserinin Biyolojisi

Akciger kanserleri erken yayillma egilimindedir ve cerrahi, kemoterapi, radyoterapi
(RT) veya bu modalitelerin kombinasyonlari ile agresif tedaviye ragmen yiiksek oranda niiks
etme egilimindedir. KHDAK, geleneksel olarak tek bir hastalik olarak tedavi edilmesine
ragmen, histolojik ve molekiiler 6zelliklerin dogrudan tedaviye yardimci olabilecegi konusunda
artan bir kabul vardir (Mok et al. 2009; Neal 2010; Jordan et al. 2017). Tiimore 6zgli T-hiicresi
bagisikliginin arttirilmasi programlanmis 6liim ligandi 1 (PD-L1) inhibisyonu, son zamanlarda
metastatik ve lokal olarak ilerlemis KHDAK’de sagkalimin arttigin1 gostermistir. Ancak PD-
L1 tiimor ekspresyonu, tiimor yaniti ile degisken bir iligkiye sahiptir (Reck et al. 2016; Antonia
et al. 2018).

Akciger Kanserinin Degerlendirilmesi ve Evrelemesi

Degerlendirme dikkatli bir 6ykii ve fiziki muayene ile baslanmaktadir. Hastanin genel
temel tibbi durumu, torasik neoplazm ile ilgili belirti ve bulgularin siiresi degerlendirme
acisindan onemlidir. Teshis ve evreleme diizenli ve uygun maliyetli bir sekilde yapilmalidir.
Balgam sitolojisi her ne kadar hastalarin sadece kiiciik bir yiizdesinde tan1 koysa da, solunum
semptomlar1 ve siipheli akciger kitlesi olan hastalar i¢in g6z 6niinde bulundurulmasi gereken
basit ve girisimsel olmayan bir degerlendirmedir. Geleneksel olarak, bronkoskopi santral
lezyonlarin biyopsisi i¢in kullanilirken, transtorasik igne biyopsisi genellikle periferik lezyonlar

i¢in ilk aklan gelen yontemlerden biridir.

Evreleme degerlendirmesi genellikle kesin bir patolojik tan1 konulmadan 6nce bagslatilir.
Bilgisayarli tomografi (BT) goriintiileme ile birlikte '®F-florodeoksiglukoz pozitron emisyon

tomografisi ("*F-FDG-PET), lokalize KHDAK ve KHAK!'li hastalarin ¢ogunda endikedir ve



gbgilis ve karin BT goriintiilemesi art1 bir kemik taramasi igeren geleneksel ¢alismanin yerini
alabilir. "*F-FDG-PET gériintiilemenin kullaniminm, KHDAK'li hastalar i¢in ggiis kafesinin
cerrahi girisimle agilmasi islemi olan torakotomi sayisini azalttigi ve Ozellikle ilgili alan
radyoterapi (RT) yaklagimi kullanildiginda, KHDAK ve KHAK ig¢in radyasyon tedavi plani

tizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir.

Normal Doku Toksisitesi Durumlari

Radyoterapide omurilik, akciger, yemek borusu ve kalp torasik malignite i¢in doz
sinirlayici yapilardir. Genel olarak, bir organin isleyen alt birimleri, seri veya paralel yap1 olarak
diizenlenebilir. Akciger gibi normal doku, organ hasar gérmeden once kritik sayida isleyen
birimde paralel yapiya bir 6rnektir (Marks, 1996). Fonksiyonel alt birimler kritik bir diizeyin
Otesinde hasar goriirse rgan yetmezligi baslar. Gastrointestinal sistem ve omurilik, tek bir
isleyen alt birimin kaybinin organ bozukluguna veya klinik semptomlarin gelismesine yol
acabilecegi seri yapilar1 temsil eder. Erken evre KHDAK ig¢in stereotaktik viicut
radyoterapisinden (SBRT) sonra sinirli toksik etkiler meydana getirdigini sdyleyen bir¢ok rapor
olmasina ragmen, tedaviye bagl 6liimler de bildirilmistir (Chi et al. 2010). Doz-hacim iligkisi,
sistemik kemoterapinin entegrasyonundan da etkilenebilir, tedavinin toksik etkileri {izerinde

onemli bir etkiye sahip olabilir (Belani ef al. 2005).

Akciger Kanserinin Tipleri

Akciger kanseri genel olarak KHAK ve KHDAK tiplerine ayrilir.

Kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK)

KHAK, daha yaygin bir karsiligi olan KHDAK genellikle daha agresif bir dogal
gecmise sahip bir akciger kanseri alt kiimesidir (M. J. Matthews et al. 1973). 2018'de, Amerika
Birlesik Devletleri'nde teshis edilen toplam 234.000 yeni akciger kanseri vakasi oldugu tahmin
ediliyordu (Society, 2018). Akciger kanseri, diinya ¢apinda en yaygin maligniteyi ve kansere
bagli 6liimlerin en yaygin nedenini temsil etmektedir (Ferlay ez al. 2015). KHAK, tiim akciger
kanseri teshisinin yaklasik %15'ini temsil eder. Zamanla, biiyiik Ol¢lide sigara igme

oranlarindaki diisiise atfedilen insidansinda bir diisiis olmustur (Govindan et al. 2006).

Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK)

KHDAK, tiim akciger kanserlerinin yaklasik %85’ini olusturur (Cadranel ef al. 2016).
TNM (tiimdr, nodiil ve metastaz) sistemi, KHDAK 'yi I, II, III ve IV asamalar1 olarak ayirmak
icin kullanilir. KHDAK nin erken evreleri olarak Evre I ve evre II kabul edilir. Herhangi bir

onemli fiziksel belirti vermeden var olabilir ve ilerleyebilirler. Bu nedenle, KHDAK teshisi



konan hastalarin ¢ogu maalesef ¢cogunlukla hastaligin III veya IV asamasindadir. KHDAK’1i
hastalarin teshisi gecikirse, hastalar icin tedavi secenekleri de olumsuz bir sekilde etkilenir.
Akciger kanserinin erken teshisi, hastalarin daha iyi tedavisi ve prognozu i¢in biiyiikk dnem
tasimaktadir. Gogiis rontgeni, BT taramasi ve balgamsitoloji de dahil olmak iizere akciger
kanseri i¢in birka¢ tarama yontemi mevcuttur (Hillerdal e al. 2001). Akciger kanserinin
2019'da Amerika Birlesik Devletleri'nde yaklasik 142.670 erkek ve kadini, kolon, meme,
prostat ve pankreas kanserlerinin toplamindan daha fazla 6ldiirecegi tahmin ediliyordu (Siegel
et al. 2019). Bu vakalarin %80'inden fazlasi sigara dumanindan veya g¢evresel maruziyetten
kaynaklanmistir (Alberg et al. 2013). Ancak bu tarama yontemleri, tarama yontemi olarak
etkinligi ve yiiksek maliyeti konusundaki tartigmalar nedeniyle yaygin olarak

uygulanmamaktadir (Klittich & Caro, 2002; Manser et al. 2005; Wisnivesky et al. 2003).

2020'de yayinlanan en son Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gére Tiirkiye de
Akciger Kanseri Oliimleri toplam &liimlerin %9.01%ine ve say1 olarak da 35.070'una esittir.
Yasa gore ayarlanmis 6liim hizi, 100.000 niifus basina 39.65 olarak belirlenmistir. Tiirkiye
diinyada 3. sirada yer almaktadir (World Health Organization, 2020)

Dogru evreleme onemlidir ¢iinkii tedavi segenekleri ve prognoz, asamalara gore onemli
Olclide farklilik gosterir. KHDAK'nin mevcut klinik evrelemesi, biiylik Olclide gogiis
radyografisi, X-1is1mn1 bilgisayarli tomografi (BT), emisyon bilgisayarli tomografi (EBT),
pozitron emisyon bilgisayarli tomografi (PET-CT), manyetik rezonans goriintiileme (MRG) ve
invazif fiberoptik Bronkoskopi ile yapilir (Detterbeck & Figueroa Almanzar, 2014; Kim et al.
2015). Bu testler hem pahalidir hem de komplikasyonlarla iliskilidir. Bu nedenle, akciger
kanserini tanimlamaya ve evrelemeyi kolaylastirmaya yardimeci olacak basit ve giivenilir

yontemlerin gelistirilmesine biiyiik ihtiya¢ vardir.

Akciger Kanseri Tanm1 Yontemleri

Akciger kanserinde uygulanan tanisal iglemler genellikle; anamnez, fiziki muayene, tam

kan sayimmi ve rutin biyokimya testlerinden sonra;

Girisimsel olarak; bronkoskopi, transtorasik igne aspirasyonu (TTIA), lenf bezi

biyopsileri, mediyastinoskopi vb islemlerden olusur.

Girisimsel olmadan; Akciger filmi, Toraks Bilgisayarli Tomografi (BT), Pozitron

Emisyon Tomografisi (PET), balgam sitolojisi vb. islemlerden olusur (Westeel, 2003).



Akciger Kanseri Tanisinda Kullanilan Radyolojik Yontemler
Akciger grafisi
Akciger kanseri tanisinda kullanilacak ilk yontemlerden biri iki yonlii akciger grafisidir.

Bulgular: Direkt bulgu olarak kenarlar belirsiz, anatomik yapilarla siiperpoze lezyon,
hiler bliylime ve infiltratif lezyonlar olarak, indirekt bulgular olarak ise, tedaviye cevap
vermeyen pnomoni veya atelektazi, tek tarafli hava hapsi, plevral efiizyon ve diyafram felci

sayilabilir.

Bilgisayarh Toraks Tomografisi (BT) : Bilgisayarl toraks tomografisi akciger kanseri
diistiniilen her hastanin hem tani hem de evrelendirilmesinde ©nemli bir goriintiileme
yontemidir. Bilinen ya da siipheli kitle varlig1 tespit edilen hastalarda spiral BT ¢ekilmesi

onerilir. Kontrastli ¢ekilmesi 6nerilir (Beckles et al. 2003; Hamilton, 2004)

Sekil 1. 78 yasindaki bir erkegin bilgisayarli tomografi taramasi cT1c No KHDAK tespiti i¢in
gorunti

Pozitron Emisyon Tomografisi (PET): 18F-florodeoksiglukozlu (FDG) PET,
malignitenin gostergesi olabilen, yukar regiile edilmis glikolizin metabolik bilgilerini saglar.
PET tek basina sinirli uzamsal ¢oziintirliige sahiptir, ancak CT ile birlikte kayit, yorumu 6nemli
ol¢iide iyilestirir. Metabolik alim, arka plan ve / veya mediastinal kan havuzu veya karaciger
gibi yakindaki organlarla ilgili olarak gorsel olarak degerlendirilebilir (Sekil 2) (Gould et al.
2013).



(A) (B)
Sekil 2. Sag iist lob cTIN3 KHDAK tanisi almis 74 yasinda bir kadin hastanin, kontrastli (A)
g0 giis bilgisayarli tomografi (BT) taramasi ve (B) hantal sag hiler ve subkarinal lenfadenopatiyi
gosteren flizyonlu pozitron emisyon tomografi-BT goriintiisii

Akciger Kanseri Tedavi Etkinliginin Belirlenmesindeki Eksiklikler

Akciger kanseri teshisi, onceki on yilda biiyiik 6l¢iide ilerlemistir. KHDAK’de tek bir
ornekten birden fazla genetik varyantin test edilmesine izin vererek molekiiler tani igin yeni
nesil modelleme platformlarinin uygulanmasi giderek daha yaygin hale gelmektedir. Dogru bir
histolojik tanm1 verilemeyen tiimorlerin orami (yani adenokarsinom ve skuamoz hiicreli
karsinom) immiinohistokimyasal belirteglerin kullanilmasiyla biiyiik 6l¢iide azalmistir (Reck
et al. 2014; Masters et al. 2015). Erken evre KHDAK i¢in cerrahi rezeksiyon bir segenek
olabilir ve baz1 durumlarda ameliyat sonrasi radyasyon tedavisi (RT) endike olabilir. Ancak
daha ileri evrelerdeki akciger kanserleri, tiimor boyutu, yerlesimi, lenfatik tutulum ve hastanin
genel saglik durumu gibi sinirlayici faktorler nedeniyle cerrahi icin aday olmayabilir. Bu
durumlarda RT’nin alternatif bir tedavi secenegi olarak kullanilabilecegi soylenebilir.
Radyasyon tedavisi, hastalikli dokuyu yiiksek enerjili radyasyon ile yok ederek, saglikli
dokulara minimum diizeyde zarar vermeyi amaglar (Harder et al. 2016). Kesin RT'ye basarili
bir sekilde yanit vermeyen hastalar, radyasyon direncini veya duyarliligini degerlendirmek i¢in
Oon tarama tekniklerinden yararlanabilir ve bu da kisi i¢cin uygun bir tedavi rejiminin
secilmesinde daha fazla rehberlik saglar. Basarili RT tedavisi i¢in en 6nemli sey, belirli bir
hastanin hastaligiyla iligkili radyasyona duyarlilig1 veya radyasyona direncinin derecesidir.
Radyasyona tiimor tepkisinin kapsamin1 ve dolayisiyla timdr hiicrelerinin igsel radyasyon
tepkisini ve ¢evreleyen timdr mikrogevresini igeren RT'nin bagarili sonucunu cesitli faktorler
etkileyebilir (Vaupel, 2004a; Karar & Maity, 2009b). Bu yiizden; bu sorunlarin ¢dziilmesi,
tiimdr biyolojisinin daha iyi anlasilmasina ek olarak teknolojik gelismeler gerektirecektir. Bu
teknolojik gelismelerden biri de titresim (FT-IR ve Raman) spektroskopisidir. Tiimorlerde

radyoterapiye direngle ilgili baz1 6nemli faktorler, bu tekniklerle agiklanabilir.



Akciger Kanseri Tedavi Yontemleri

Bu boliimde, erken evre, ileri ve tekrarlayan KHDAK i¢in standart ve yeni ortaya ¢ikan

tedaviler tartisilacaktir.

Erken evre (Evre I ve Evre II) kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserinin tedavisi

Rezektabl ve operabl erken evre hastaligin (evre I ve II) birincil tedavisi, uzun vadeli
sagkalim i¢in en 1yi segenek cerrahidir (R et al. 2010; Da Cunha Santos et al. 2011). Cerrahi
rezeksiyon sonrasi bes yillik sagkalim oranlarindan bahsedecek olursak, evre | KHDAK i¢in
%60 - %80 ve evre II KHDAK hastalar1 i¢in %30-%50'dir (Tanoue & Detterbeck, 2009).
Rezeke edilemeyen tiimoérler igin, cerrahi rezeksiyonu reddeden veya rezeke edilemeyen
tiimorleri olan hastalar i¢in ise Stereotaktik Viicut Radyoterapisi (SBRT) gibi birincil
radyoterapi tedavileri kullanilabilir. Bununla birlikte, evre I ve II hastalar i¢in ameliyat sonrasi
radyoterapi Onerilmez (Howington et al. 2013). Bugiine kadar, evre Il KHDAK hastalar1 i¢in
adjuvan platin bazli kemoterapinin faydal oldugu goriilmiistiir ve tamamen rezeke edilmis
hastalar i¢in Onerilen tedavi stratejisidir (J.P. et al. 2008; Howington et al. 2013). Aksine, evre
I KHDAK hastalarinda simdiye kadar adjuvan kemoterapi i¢in net bir fayda kanitlanmamastir
(NSCLC Meta-analyses Collaborative Group, 2010).

Evre III kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserinin tedavisi

KHDAK hastalarinin %70'inden fazlasina ileri evrelerde veya metastatik evrede (evre
I ve 1IV) teshis konulur (Travis et al. 2013). Evre III KHDAK homojen olmayan bir hastaliktir
ve mikroskobik metastazli rezektabl (cerrahi miidahaleye uygun) tiimorlerden lenf
diigtimlerine, ¢ok sayida nodal lokasyonu iceren rezeke edilemeyen, hacimli hastaliga kadar
degisir. Evre III KHDAK hastalarinin bu homojen olmayan popiilasyonunda tedavi stratejileri
(radyoterapi, kemoterapi ve cerrahi rezeksiyon) tiimoriin yeri ve rezeke edilebilir olup
olmadigina gore belirlenir. Standart tedavi, rezeke edilebilir evre IITA KHDAK olan hastalar
icin cerrahi ve ardindan kemoterapiden olusur. Rezeke edilemeyen evre IIIA hastalar i¢in
standart tedavi, kemoterapi ve radyasyon tedavisinin (kemoradyoterapi) sirali veya es zamanl
kombinasyonunu ve kombine tedavi ile tedavi edilemeyen hastalar i¢in harici radyasyon
tedavisini igerebilir. Birden fazla randomize klinik ¢alismanin meta-analizleri, platin bazli
kemoradyasyon tedavisinin, tek basina radyasyon tedavisi ile karsilastirildiginda 61iim riskinde
onemli bir %10 azalma sagladigin1 géstermistir (Stewart & Pignon, 1995; Rowell & O’Rourke,
2004; Aupérin et al. 2006).



Evre IV Kkiiciik hiicreli dis1 akciger kanserinin tedavisi

Evre IV KHDAK, teshisi yeni konulmus KHDAK hastalarinin %40'im1 olusturmaktadir.
Evre IV KHDAK hastalari i¢in tedavi se¢imi, kanserin komorbiditesi, histolojisi ve molekiiler
genetik ozellikleri dahil olmak {izere birgok faktore baglhidir (Oken et al. 1982). Palyatif harici
radyasyon tedavisi, kombinasyon kemoterapi, hedefe yonelik tedaviler ve gerektiginde
herhangi bir lazer tedavisi veya dahili endoskopik radyasyon tedavisi, Evre IV KHDAK
hastalig1 i¢in standart tedavi segenekleri arasinda yer alabilir. Bazi durumlarda, radyasyon

tedavisine benzer sekilde, ameliyat secenegi de hastalikla ilgili semptomlar1 hafifletmek i¢in

kullanilabilir.

Kemoterapi

KHDAK i¢in kemoterapi genellikle performans durumu 0 ve 1 olan hastalara uygulanir
ancak palyatif bakimin tercih edildigi performans durumu 3 ve 4 olan hastalarda nadiren
etkilidir. Kemoterapi kullanimy, ileri evre KHDAK hastalariin yaklagik %40'n1 temsil eden
performans durumu KHDAK hastalarinda tartigmalidir. Kemoterapi, giiniin %50'sinden fazlasi

icin makul derecede formda ve uyanik olan performans durumu 2 hastalar1 i¢in onerilir.

Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri icin as1 tedavisi

Modern tibbin en 6nemli gelismelerinden biri de patojenlere kars1 asilamadir. Bu sayede
her yi1l milyonlarca hayat kurtarilmaktadir. Ileri KHDAK hastalari i¢in ortalama hayatta kalma
stiresi yaklagik bir yildir. Standart kemoterapiye yeni tedavilerin eklenmesine ragmen tanidan
sonra sadece %3,5'1 bes yil hayatta kalmaktadir (Thomas & Hassan, 2012). Bu nedenle, kati
tiimorler i¢in ya Onleyici (insan papilloma virlisii ile iligkili rahim agz1 kanseri gibi
enfeksiyonlarla iligkili timorler igin) ya da terapotik (toleransi kirma ve ilerlemis melanomlarda
ipilimumab (anti-CTLA-4) gibi tiimorlerde uzun siireli yanit elde etme amagli asilar) kanser
hastalar1 i¢in uzun siiredir nihai tedavi secenegi olarak goriilmiistiir (Mao et al. 2006; Hodi et
al. 2010; Topalian et al. 2011). Diger bir¢ok kanser tirii gibi, KHDAK’de immiinojenik
olmayan tiimdrlere aittir ve bu nedenle as1 tedavisi i¢in tlimdre 6zgii immiinojenik antijenlerin
tanimlanmasi biiyiik bir zorluk teskil etmektedir. Ilerlemis KHDAK'de ve adjuvan ortamda,
KHDAK hastalar1 i¢in agilarin en umut verici sonuglari gézlemlenmistir (Capelletto & Novello,

2012).

Akciger Kanseri Tedavisinde Radyoterapi ve Etkinligi

Radyoterapi, akciger kanserinin multidisipliner tedavisinin ayrilmaz bir parcasidir.

KHDAK’de radyoterapi, yaygin hastalik olarak evrelenen tiimdrlerde kemoterapi (adjuvan)
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sonras1 ve es zamanl olarak lokalize hastalik olarak evrelenmis tiimorlerde yapilir (Turrisi et
al. 1999; Slotman et al. 2015). KHDAK de, cerrahi olarak rezeke edilebilir hale getirmek veya
lokorejyonel hastaliklarin ve pozitif sinirli tlimorlerin  niiksetmesini 6nlemek amaciyla
ameliyattan once veya sonra (adjuvan) radyoterapi, rezeke edilemeyen tiimorlerde ise tercihen

kemoterapi endikedir (Rusch ez al. 2001; Anne Aupérin et al. 2010)

Viicuttaki i¢ yapilarin taninmasina izin veren bilgisayarl sistemlerdeki gelismelerle son
yillarda radyasyon tedavisi ciddi ilerleme kaydetmistir. Onceden yapilandirilmis bir tedavi
planlama sisteminden tiiretilen ve radyasyon cihazina gonderilen bilgilerle normal dokular
korunurken, tedavi edilmesi amaglanan alana ulasan dogru bir doz dagilimi elde edilir. Bu da
konformal radyoterapi teknigi olarak adlandirilir. Bu yazilim, hastanin viicudundaki radyasyon
doz dagilimin1 gosterir ve hedef organ veya hacimde doz-yogunluk grafikleri olusturur.
Boylelikle bu organlarin potansiyel toksisitesini ve tiimoriin yeterince tedavi edilip

edilmedigini, yeterli dozu alip almadigin1 anlamak miimkiindiir (M. J. Chen et al. 2017).

Konformal teknik, saglikli organlar1 koruyarak 1smmlanmis bodlgede doz
degerlendirmesine izin verse de, 1sinlanan bolge ile temas halindeki dokular1 korumanin
yollarim1 saglamaz. Yogunluk Ayarli Radyoterapi Teknigi (YART) bu sorunu ¢ézmek i¢in
gelistirilmistir. YART teknigi, 1sinlanacak bolgenin sinirlari iginde belirlenen dozun kalmasini

saglar ve tedavi digindaki alanlarin maksimum diizeyde korunmasina da olanak tanir.

Torasik bolgede bulunan akcigerler, kalp, yemek borusu, omurilik ve gibi bir¢cok
radyasyona duyarli organ, konformal radyoterapide hasta gilivenligi i¢in minimal olarak

Onerilen bir tekniktir (Chen et al. 2017).

Radyoterapi komplikasyonlar ile ilgili klinik deneyimlere dayanarak, normal bir
organin hacmine gore doz sinirlayici bir standart olugturulmug ve 2010 yilinda Klinikte Normal
Doku Etkilerinin Kantitatif Analizi (QUANTEC) yayinlanmistir (Bentzen et al. 2010a).. Bu,
halihazirda tim diinyada radyoterapi uygulamayanlar icin pratik bir rehber olarak

Onerilmektedir.

Akciger Kanserinde Radyoterapi Etkinliginin Belirlenmesinde Kullanilan Yontemlerin
Dezavantajlan

Iyonize radyasyon tedavisi, ¢ok sayida kanser icin standart bir tedavi seklidir. Buna
ragmen, hastaya 0zel radyasyon duyarliligini hesaba katan onaylanmis bir yontem yoktur
(Harder et al. 2015). Basarili RT tedavisi i¢in en onemli sey, bir hastanin hastaligiyla iliskili
radyasyon duyarliligr veya radyasyon direncinin derecesidir. Radyasyona tiimér tepkisinin

derecesini ve dolayisiyla tiimdr hiicrelerinin i¢sel radyasyon tepkisini ve ¢evreleyen tiimoriin

11



mikro ortamini igeren RT'nin basarili sonucunu ¢esitli faktorler etkileyebilir (Vaupel, 2004b;
Karar & Maity, 2009a). Bir hasta i¢in radyasyon tepkisini belirleme yetenegi, radyoterapide
tedavi sonucunu iyilestirmeye yonelik onemli bir adimdir. Deoksiriboniikleik asit (DNA)
kirilma onarimi, kromozom sapmalari, apoptoz dahil olmak iizere hiicresel radyasyon yanitinin
tahmin edicileri, hipoksi, kanser kok hiicre i¢erigi ve radyorezistansin genetik biyobelirteclerini
arastirmak bu agidan 6nem arz etmektedir (Coco Martin ef al. 1999; Harada 2011; Bourton et
al. 2011). Radyoterapide tiimorlerde olusan direngle ilgili 6nemli faktorler bu teknikle
aciklanabilir. Ancak bu tekniklerin higbiri klinikte benimsenmemistir; muhtemelen bircogu,
klinik uygulama igin, tiimor tipi spesifikligi, invazivlik (tiimor dokusunun biyopsisini
gerektiren) ve ayrica zaman ve iscilik maliyeti dahil olmak iizere 6nemli sinirlamalardan

muzdariptir.

Radyoterapi

Radyoterapi, tibbi olarak ameliyat edilemeyen veya cerrahi bir yaklasimi reddeden
erken evre KHDAK hastalar1 i¢in tercih edilen alternatiftir. Erken evre hastaligi olan tedavi
edilmemis zayif hastalarda 6liim nedeni, diger eslik eden durumlardan degil, agirlikli olarak
kanserden kaynaklanmaktadir (Raz ef al. 2007).Bu hastalara kiiratif tedavi karar1 verilirken 1yi
diistiniilmelidir. Radyoterapi daha 6nce geleneksel planlama teknikleri kullanilarak 2D veya 3D
tekniklerle verilmisti, ancak Stereotaktik Viicut Radyoterapisi (SBRT) dahil daha modern
tekniklerin sagkalimi artirdig1 goriilmektedir (Boyer et al. 2017).

Radyasyon simiilasyonu, planlamasi ve dagitimindaki gelismeler SBRT platformunun
gelistirilmesini  kolaylastirmistir. Kisisellestirilmis solunum hareket degerlendirmesi ve
yonetimi kullanilarak hedef hacim en aza indirilir. Birden fazla es diizlemli ve diizlemsel
olmayan 151n veya ark iletme yetenegi, dik doz gradyanlarina izin verir ve boylece risk altindaki
yakin organlara radyasyon dozunu en aza indirirken tiimore alisilmadik sekilde yiiksek dozlara

izin verir.

Radyoterapi planlamasi ve teknikleri

Akciger kanseri i¢in radyoterapi planlamasinin amaci, yemek borusu, kalp, omurilik,
gogiis duvart ve deri dahil olmak iizere ¢evredeki normal dokularin radyasyona maruz
kalmasimi en aza indirirken birincil tlimoriin, patolojik olarak tutulan lenf diigiimlerinin ve
iliskili hedef hacimlerin optimum sekilde verilen dozun en yiiksek seviyede kapsanmasini
saglamaktir. Su anda kullanilan standart planlama ve tedavi yaklasimi, ¢oklu 151n diizenlemeleri

olan 3 Boyutlu Konformal Radyoterapi (3BKRT) veya YART'dir. Son zamanlarda kalp
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radyasyon dozu, akut ve gec toksisitesi ve hayatta kalmayi etkileyen planlama 6nceliklerinin

Oonemi agisindan akciger ve omurilik dozunu birlestirdi hatta ast1 denilebilir.

3 Boyutlu konformal radyoterapi (3BKRT)

3BKRT hastanin, Bilgisayarli Tomografi (BT) ile tedavi poozisyonunda cekilen
goriintiilerine dayali olarak yapilan bir planlama teknigidir. Tiimor bolgesine verilecek doz,
timor bolgesini gevreleyen saglam dokularin tolereans dozlariyla sinirlidir. 3BKRT'nin
kullanimi, hedef hacime tanimlanan dozun daha hassas sekilde verilmesini ve daha iyi Tiimor
Kontrol Olasilig1 (TCP) degerlerinin elde edilmesini saglar. Ayrica 3BKRT nin bir sonucu da
hedef yakinindaki ani doz diisiisleri, Normal Doku Komplikasyon Olasiligin1 (NTCP) en aza
indirir. Dolayisiyla, 3BKRT teknigi istenilen klinik sonuglara ulagsmak i¢in hem fiziksel hemde

biyolojik temelleri igerir.

Yogunluk ayarh radyoterapi (YART)

Goriintiileme teknolojilerindeki ilerlemelere paralel olarak Bilgisayarli Tomografi (BT)
kullaniminin artmasi ve manyetik rezonans goriintilleme (MRG) teknikleriyle, 1990’11 yillarda
hedefin lokalizasyonu daha giivenilir olarak ii¢ boyutlu (3D) degerlendirilmeye baslanmistir.
Ayrica tedavi planlama tekniklerindeki gelismelerle birlikte, hedef alan1 daha dogru kapsayan
3D tedavi alanlar1 tasarlanmaya baslanmistir. Genellikle homojen yogunluklu radyasyon
isinlarinin kullanildigr 2D ve 3D tedavi tekniklerinde, kontur diizensizliklerini azaltmak
ve/veya daha homojen karma doz dagilimlart olusturmak i¢in yogunluk profillerini degistirme
islemlerinde kama filtreler (wedge) ve kompansatorler kullanilmistir (Palma et al. 2010; Faiz
M. & John P., 2014). YART teknikleri, yliksek diizeyde uyumlu doz dagilimlarinin
olusturulmasina yol acar. Bu teknik de ¢oklu radyasyon 1sinlar1 boyunca degisken yogunluk
kullanir. Bu da, her bir radyasyon huzmesini daha kiiciik radyasyon huzmelerine bolerek ve bu

huzmelerin bireysel yogunluklarin1 degistirerek elde edilir (Webb, 1998).

Voliimetrik ayarh radyoterapi (VMAT)

Giliniimiizde sikc¢a kullanilmakta olan Voliimetrik Ayarli Ark Tedavisi (VMAT), 2007
yilinda Yogunluk Ayarli Ark Tedavisi (IMAT) nin temel prensiplerinin gelistirilmesiyle ortaya
cikmigtir. Standart lineer aksilator tedavi cihazinin degisken sekil ve yogunluga sahip cone-
beam’1in dondiiriilerek verilmesiyle olusan hacimsel tedavi seklidir (Faiz M. & John P., 2014).
VMAT, tedavi uygulamasi sirasinda gantri rotasyon hizi, MLC yapraklarinin hareketi yoluyla
tedavi aciklig1 sekli ve doz hizi olmak iizere ii¢ parametrenin eszamanli varyasyonuna izin

veren yeni bir radyasyon teknigi olarak tanimlandi (Otto, 2007). Ayrica, yogunluk ayarli
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radyoterapiye (YART) tedavi uygulama siiresinin daha kisa olmasi gibi ek avantajlar sunma

potansiyeline de sahiptir. VMAT"n diinya ¢apinda klinik kullanimi git gide artmaktadir.

Sterotaktik viicut radyoterapisi (SBRT)

Erken evre akciger kanserleri i¢in 6rnegin, Evre I KHDAK, stereotaktik viicut
radyoterapisi (SBRT), tibbi olarak ameliyat edilemeyen hastalar i¢in cerrahi rezeksiyona
alternatif bir tedavi segenegi olarak ortaya cikti ve miikemmel lokal kontrol oranlar1 (%95'e
kadar) verdi (Xia et al. 2006; Lagerwaard et al. 2008). SBRT genellikle hipofraksiyone
radyoterapi programlari ile ve ara sira dinamik arklarla birlikte birden fazla es diizlemli

olmayan sabit 1sinlar kullanilarak verilir.

Kanser tedavisinde radyoterapinin etkinligini belirlemek bazen kolay bazen zor olabilir.
Bunu belirlemenin cesitli yontemleri mevcuttur. Insan viicudunda radyasyona bagh
biyokimyasal degisiklikleri belirlemek radyoterapinin etkinligini, dolayisiylada tedavinin
ilerleyisini belirlemek agisindan 6nemlidir. Bu degisiklikleri belirlerkende miimkiin en kisa
zamani ve en az maliyetli bir analiz yontemi kullanmak son derece 6nemlidir. Bu ¢alismada da
KHDAK kan serumlarinda radyasyona bagl biyokimyasal degisiklikleri farkli spektroskopik

yontemlerle inceledik. Bunlar Raman Spektroskopisi ve FTIR yontemleridir.

Titresim Spektroskopisi Yontemleri ve Avantajlari

Titresim Spektroskopisi, bir molekiil (veya malzeme) igindeki titresimleri analiz eden
spektroskopinin alt kiimesidir. Titresimler molekiiler yapinin karakteristigidir ve ¢ok atomlu

"

molekiillerde spektroskopik bir "parmak izi" meydana getirir. Bu nedenle titresim
spektroskopisi, dis etkenler (6rnegin radyasyon, kimyasal maddeler) nedeniyle molekiiler bir
yapidaki degisiklikleri karakterize etmek icin kullanilabilir. Titresim enerjileri, elektromanyetik
spektrumun orta Kizilotesi (IR) bolgesine girer ve genellikle IR absorpsiyon spektroskopisi
yoluyla incelenir. 1800 yilinda kizildtesi absorpsiyon spektroskopisinin ilk uygulamalar
astronomi ve astrofizik ile siirliydi (Rieke, 2009). Abney ve Festing, malzeme bilimlerinde,
sogurma bantlarin1 molekiiler yapilarla iliskilendirerek 52 bilesik i¢in spektrumlar kaydetti.
Coblentz, hem organik hem de inorganik ylizlerce maddenin spektrumlarini kataloglayan rutin
bir analitik arag olarak IR spektroskopisinin kurulmasina yardime1 oldu (A. L. (Albert L. Smith,
1979). II. Diinya Savasi sonrasi teknolojik gelismeler, IR spektroskopisinin rutin bir laboratuvar
karakterizasyon teknigi olarak kurulmasina 6nemli 6l¢iide yardime1 oldu. 1960'larda ve 70'lerde
FTIR spektrometreleri ve 1980'lerin sonlarinda FTIR mikroskoplarinin gelistirildi (Z. Y. Chen
et al. 2019). IR spektroskopisi artik malzeme karakterizasyonu i¢in rutin bir tekniktir ve tip,
cevre bilimi ve farmakolojide dahil bir¢ok uygulamada kullanilmaktadir (Cantor et al. 2011).
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Raman ve FTIR spektroskpisi olmak iizere kullanilan 2(iki) tiir titresim spektroskopisi vardir.
Raman spektroskopisi, 1928'de Raman sagilmasinin kesfedilmesiyle uygulanmaya baslanmis
spektroskopinin tamamlayict bir teknigidir. Bunun i¢in C.V. Raman 1930'da Nobel fizik
Odiiliine layik goriildii. 1998'de Raman Etkisi, malzeme ve siire¢ analizindeki 6nemi nedeniyle
ACS Ulusal Tarihi Kimyasal Doniim Noktas1 olarak belirlendi. Raman spektroskopisi,
1960'larda lazerin ortaya ¢ikisina kadar biiylik dl¢iide bir merak konusuydu. 1980'lerde ve
1990'larda Charged Coupled Detector (CCD) dizilerindeki devrim, yiliksek lazer kaynagi
yogunluklarinin avantajlarina katkida bulundu (Byrne and Stone, 2011). Ek olarak, dar bant
lazer hatt1 eleme filtrelerinin gelistirilmesi, geleneksel liclii monokromator sistemlerinden gelen
sinyaldeki biiyiik kayiplarin, bir filtre seti ve tek bir spektroskopik 1zgara kombinasyonu ile
istesinden gelinebilecegi anlamina da geliyordu. 1990'larda teknolojik gelismelerin ilerlemesi
ile, yeni bir Raman spektroskopik mikroskop serisi olustu. Raman, spektroskopik
mikroskopisini geleneksel kizilotesi spektroskopiye rakip olacak nispeten ucuz bir masaiistii
laboratuvar araci olarak kurdu (Le Duff, 2003). Ayrica, ¢cok kanall1 sinyal algilama ile edinme

stiresindeki 6nemli azalmalar, sinyal-giiriiltii oranlarinda 6nemli iyilestirmeler sagladi.

In vitro teshis ve tedavi alaninda, titresim spektroskopisi ger¢ekei bir alternatif olarak
sunulmaktadir. Titresim spektroskopisi uygulamalarmin gelistirilmesi, biyomedikal ve
kimyasal uygulamalar i¢in biiylik dl¢lide ¢ok degiskenli istatistiksel ve veri madenciligi
tekniklerinin gelistirilmesine ve uygulanmasina dayanmigtir. Bir hiicre veya doku iizerindeki
tek bir nokta, kendi i¢inde ¢ok sayida farkli biyokimyasal bilesen igerir ve bu karmasik melanjin
bilesimi ve morfolojisi, 6rneklenen nokta boyutuyla karsilastirilabilir bir uzunluk 6lgeginde
onemli Olcilide degisebilir (Baranska, 2014). Dokudan dokuya, hiicreden hiicreye veya hastadan
hastaya degiskenlik de dikkate alinmalidir. Bu nedenle ilgili bilgileri ¢ikarmanin zorlugu ¢ok
bliytiktiir ve ¢cok sayida teknikte 6rneklendigi gibi sayisiz teknik uygulanmis ve uyarlanmastir.
Ozellikle tibbi teshiste elde edilen sonuglarm etkisi gdz 6niine alindiginda, spektral analiz ve
veri igleme kombinasyonunun “dogru cevabi” vermesi zorunludur. Ancak gergekte “dogru
cevabin” ne oldugunu kesin olarak bilmek imkansizdir. Bu baglamda, aragsal degiskenlikleri
ve Olglim artefaktlarin1 ve ayn1 zamanda 6rneklemden 6rnege degiskenlikleri iceren karmasik
benzetilmis veri kiimeleri, veri analitik tekniklerinin dogrulanmasi ve optimize edilmesinde
kritik bir rol oynayabilir. Hastalik teshisi ve oOtesi i¢in optimize edilmis spektroskopik
teknolojileri, 6rnek sunum protokolleri, veri isleme ve analiz tekniklerinin bir titresim

spektroskopisi ile kombinasyonu ¢ok onemlidir.
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Klasik Raman Spektroskopisi (KRS)
Tarihcgesi

Esnek olmayan 151k sagilmasi ilk olarak 1923'te A.Smekal tarafindan ileri siiriildii ve ilk
olarak 1928'de C.V. Raman ve K.S. Krishnan tarafindan deneysel olarak gozlemlendi (Sidorov
etal. 2016). O zamandan beri Raman sagilmasi olarak adlandirilir. Orijinal deneyde, giines 15181
bir teleskopla saflastirilmis bir s1v1 veya tozsuz bir buhar olan bir numuneye odaklandi. Tkinci
bir mercek yerlestirilerek sagilan radyasyonun toplanmasi saglandi. Raman sagilmasinin temel
ozelligi olan, gelen 1s1ktan farkli bir frekansta dagilmis radyasyonun varligini géstermek icin

bir optik filtre sistemi kullanildi.

Temel calisma prensibi

Isik madde ile etkilesime girdiginde, 15181 olusturan fotonlar sogrulabilir, sacilabilir ya
da malzeme ile etkilesime girmeden dogrudan i¢inden gegebilir. Gelen fotonun enerjisi, bir
molekiiliin temel durumu ile uyarilmis durumu arasindaki enerji araligina karsilik gelirse, foton
sogrulabilir ve molekiil daha yiiksek enerji seviyesine ¢ikabilir. Bununla birlikte, fotonun
molekiille etkilesime girmesi ve sa¢ilmasi da miimkiindiir. Bu durumda, fotonun, molekiiliin
iki enerji seviyesi arasindaki fark: karsilayan bir enerjiye sahip olmasina gerek yoktur. Sagilan

fotonlar, gelen 151k demetine belirli bir aciyla toplanarak gozlemlenebilir.

Sag¢ilma, yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Ornegin, sa¢ilma parcacik boyutunu 1
um'den kiiciik boyutlara kadar boyut dagilimini 6l¢mek i¢in yaygin bir yontem olarak kullanilir.
Bunun giinliik bir 6rnegi, gokyiizliniin mavi olmasidir, ¢iinkii atmosferdeki molekiillerden ve
parcaciklardan daha yiiksek enerjili mavi 151k, diisiik enerjili kirmizi 1s18a gore daha verimli bir
sekilde sacilir. Molekiiler tanimlama igin, sacgilan 1518in kii¢iik bir bileseni olan Raman

sagilmasi 6zellikle etkilidir.

Spektroskopide Oonemli olan nokta, dedektoriin kullanilan radyasyona duyarli olup
olmadigidir. Sogurma siireci ¢ok gesitli spektroskopik tekniklerde kullanilmaktadir. Ornegin,
taban ve uyarilmis durumlar arasinda c¢ok kii¢iik bir enerji farkinin oldugu akustik
spektroskopide ve cok biiylik bir farkin oldugu X-1s1mn1 absorpsiyon spektroskopisinde

kullanilir.

Radyasyon genellikle dalga boyu (A) ile karakterize edilir. Raman spektroskopisinde,
incelenen molekiiliin titresim durumlar lizerine sagilan radyasyondan elde edilen bilgiler
kullanilir. Bunlar genellikle enerji agisindan daha uygun bir sekilde tartisilir ve sonug olarak,
enerjiyle dogrusal olarak iligkili olan frekans (v) veya dalga sayis1 (k) 6lgekleri kullanilir. Bu

Olcekler arasindaki iliskiler asagidaki (1), (2) ve (3) denklemlerde verilmistir.
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Titresim spektroskopisinde tespit edilen enerji degisiklikleri, atomik veya molekiiler
titresimlerdeki farkliliklardan kaynaklanir. Kizilotesi spektroskopide, kizildtesi enerji
kaplamasi numuneye bir dizi frekansli radyasyon yonlendirir. Absorpsiyon, gelen radyasyonun
frekansi bir titresimin frekansina esit oldugunda meydana gelir, boylece molekiil titresimsel
uyarilmis bir duruma yiikseltilir. Isin numuneden gegtikten sonra bu radyasyon frekansinin
kaybi1 tespit edilir. Buna karsilik, Raman spektroskopisi numuneyi 1sinlamak icin tek bir
radyasyon frekansi kullanir. Tespit edilen radyasyon, gelen 1sin demetinden farkli bir titresim
enerjisiyle atom veya molekiilden sacilan radyasyondur. Bu nedenle, kizilotesi adsorpsiyondan
farkli olarak, Raman sagilmasi, gelen radyasyonun zemin ve uyarilmig durumlar arasindaki

enerji farkiyla eslestirilmesini gerektirmez.

Isik, bir sagilma siirecinde molekiille etkilesime girer ve sanal durum adi verilen kisa
Omiirlii bir durum meydana getirmek icin ¢ekirdeklerin etrafindaki elektron bulutunu bozar
(polarize eder). Bu durum kararli degildir ve foton hizla yeniden yayilir. Sagilma siirecinde
sadece elektron bulutu bozulursa, elektron bulutu baslangic konumuna dondiigiinde, fotonlar
gelen radyasyonla ayni1 frekansta sagilir. Bu sacilma siireci elastik sagilma olarak kabul edilir
ve baskin stirectir. Molekiiller i¢cin bu Rayleigh sacilmasi olarak adlandirilir. Bununla birlikte,
sagilma islemi sirasinda niikleer hareket indiiklenirse enerji, fotondan molekiile veya
molekiilden sagilmig fotona aktarilir. Bu durumlarda, siire¢ esnek degildir ve sagilan fotonun
enerjisi, gelen fotondan bir titresim birimi kadar farklidir. Bu, Raman sagilmasidir ve dogast
geregi zayif bir siirectir, ¢iinkii sag1lan her 10°-10® fotondan yalnizca biri Raman'm dagilmis
halidir. Modern lazerler ve mikroskoplarda ¢ok yiiksek gii¢ yogunluklari ¢ok kiigiik numunelere
verilebildiginden, bu kendi basina siireci duyarsiz hale getirmez, ancak numune bozulmasi ve

fliioresans gibi diger olas1 olaylarin kolayca gergeklesebilecegini gossterir.

Sanal durumlarin gergeklesebilmesi i¢in lazerin elektronlarla etkilesime girmesi ve
polarizasyona neden olmasi gerekir. Bunlar molekiiliin ger¢ek halleri degildir. Bu durumlarin
enerjisi kullanilan 151k kaynaginin frekansi ile belirlenir. Bir¢ok foton bu sekilde dagildigi igin

Rayleigh siireci en yogun siire¢ olacaktir.

Raman etkisini daha iyi anlayabilmenin en iyi yolu 1518in madde ile etkilesimini

anlamaktir. Bunun en iyi ve en kolay anlagilabilir aciklamasi kuantum mekanik etki ile
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aciklamaktir. Raman spektroskopisi, bir fotonun numuneyi uyardigi esnek olmayan bir 151k
sacilim1 seklidir. Bu uyarma, foton yayinlanmadan 6nce molekiilii kisa bir siire i¢in sanal bir
enerji durumuna sokar. Esnek olmayan sacilma, yayilan fotonun enerjisinin gelen fotondan
daha diisiik veya daha yiiksek enerjiye sahip oldugu anlamina gelir. Sagilma olayindan sonra,
numune farkli bir donme veya titresim durumundadir. Molekiil yeni bir donme-titresim-
elektronik durumuna gectikten sonra sistemin toplam enerjisinin sabit kalmasi i¢in sa¢ilan foton
farkl1 bir enerjiye ve dolayistyla farkli bir frekansa kayar. Bu enerji farki, molekiiliin ilk ve son
donme-titresim elektronik durumlari arasindaki farka esittir. Son halin enerjisi ilk halinden daha
yiiksekse, sagilan foton daha diisiik bir enerjiye (diisiik frekansa) kayar, boylece toplam enerji
ayni kalir. Frekanstaki bu kaymaya Stokes kaymasi ad1 verilir. Son durumda molekiiliin enerjisi
daha diisiikse, sagilan fotonun enerjisi artar, gelen ve sagilan fotonun enerjisindeki fark anti-

Stokes kaymasi1 olarak adlandirilir. Bu durum sematik olarak Sekil 3’te gosterilmistir.

F 3 » A
o Virtual State
—4' """ U A
= = hvg | hvgthv,,
=
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: v L 4 Eo
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Sekil 3. Radyasyon molekiil etkilesiminde enerji degisimleri
Fourier doniisiim kizilotesi (FTIR) spektroskopisi

Kizilotesi (IR) Spektroskopisi, elektromanyetik spektrumun kizilotesi bolgesindeki
radyasyonun bir numune i¢indeki molekiiller tarafindan sogurulmasinin incelenmesidir. Gelen
15181 frekansi, normal titresim modlarindan birinin frekansi ile ayni olmasi durumunda
absorpsiyonun gerceklesebilir. Bunun amaci, normal titresim moduna karsilik gelen bir
spektrum olusturmaktir (Bower & Maddams, 1989). Kizilotesi spektrum, y ekseninde
absorbans birimleri ile temsil edilen, x eksenindeki cm™ cinsinden dalga sayilarma karsi
sogrulan radyasyon miktarinin bir grafigidir. A= ebc, absorbansin A molar absorptivite ¢ ile

dogru orantili oldugunu belirten yasa Beer-Lambert yasasidir (L mol™! cm!

cinsinden), b
numunesinin yol uzunlugu (cm olarak) ve ¢ numunesinin konsantrasyonu (mol L olarak).

Sogrulan radyasyon, denklem (4) kullanilarak radyasyon iletiminin dl¢iilmesiyle hesaplanir:
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A=log(Io/T) “4)

Burada Ip gelen radyasyon ve I iletilen radyasyondur. Analiz edilen numune hakkinda
bilgi edinilmesi IR spektrumlarinin yorumlanmasina baglidir. Bir numune i¢indeki molekiiller,

sogurulan belirli dalga sayilarina karsilik gelen tepe konumlari ile tanimlanir.

Sabit Ayna
—

IR Kaynag >| Hareketli
| Ayna

Isin ayirica

-

-

Dedektor

Sekil 4. Bir FTIR spektrometresinin semast

Kiziltesi 151k, bir numune tarafindan sogrulabilir veya iletilebilir. iletilen 151310 numune
tarafindan hangi dalga boylarinin sogruldugunu belirlemek IR spektroskopisi kullanilabilir. Bu
durum, molekiiler bilesimini gosterebilen bir numunenin spektral parmak izine neden olur.
Molekiillerin, dipol momentinde bir degisiklik meydana gelirse molekiiller uyarilabilir ve 15181
sogurabilir. Sogrulan 15181n frekansi, titresim seviyelerinin temel durumu ile uyarilmis durumu
arasindaki enerji farkina baghdir. Meydana gelen spektrumda goriilen sogurma piklerinin
sayisi, molekiiliin serbestlik derecelerinin sayisina baghdir (Stuart, 2005). FTIR
spektrometreleri su anda en yaygin olarak kullanilan IR spektrometresidir ve ilk olarak
1940'larda kullanima sunulan dagitici enstriimantasyonun yerini almistir (Stuart, 2005).
FTIR'in gelistirilmesinin ana sebebi, daha hizli spektral kazanimlara duyulan ihtiyagti. Dagitict
enstriimantasyon, prizmalar veya 1zgaralar kullanarak IR radyasyonunu bireysel dalga
boylarma boéler. Burada, her frekanstaki iletim miktar1 dedektor tarafindan olgiiliir. FTIR
enstriimantasyonu, bireysel spektral taramalarin yalnizca bir saniye siirdiigli interferometreleri
kullanarak yiiksek ¢oziiniirliiklii spektral verileri eszamanli olarak tespit eder (Thermo Nicolet,
2001). Bir 1s1n ayirict igeren interferometre, bir kara cisim kaynagindan yayilan IR
radyasyonunun %350'sini yansitir ve diger %50'sini iletir. Bu 151n ayirici, radyasyonu biri 151n
ayiricitya birka¢ milimetre titresen bir aynadan yansiyan digeri ise statik bir aynadan yansiyan,
iki 151na boler (P. R. Griffiths and J. A. de Haseth, 2007). iki 151n daha sonra 1s1n ayiricida
yeniden birlesir ve kodlanmis bir sinyal olarak ¢ikar. Sinyal, her veri noktasinin IR kaynaginin

her bir IR frekansina iliskin bilgiye sahip oldugu bir interferogramdir. Belirli enerji frekansa
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sahip 151n daha sonra sogrulabilece§i Oornege ulasir. Bir dedektor, sayisallastirildiglr ve bir
frekansa bagli spektrumunun firetilmesi ve goriintiilenmesi i¢in gonderildigi bir bilgisayar
interferogram sinyalini toplar. Fourier doniisiimii olarak adlandirilan matematiksel bir teknigin
uygulanmasiyla bu islem gerceklestirilir. Spektrumun analiz edilen numunenin katkida
bulunmadigr (tipik olarak su ve COz'den olusan) kisminin ¢ikarilmasi i¢in bir arka plan

spektrumu toplanmalidir (Thermo Nicolet, 2001).

Fourier doniistimlii Michelson tipi interferometreler Fellgett, Jacquinot ve Connes
avantajlarindan faydalanilarak kullanilir. Bu avantajlar sirasiyla; Fellgett avantaji, es zamanh
dedektor 6l¢limiiniin bir sonucu olarak iyilestirilmis sinyal-giiriiltii oranidir. Jacquinot avantaji,
yiiksek optik ¢iktinin bir sonucu olarak artan sinyal-giiriiltii oran1 sunar (Lewis et al. 1995).
Connes avantaji ise, FTIR enstriimantasyonunda frekans dogrulugunda bir gelismedir (N. Jaggi

and D. R. Vij, 2006).

FTIR enstriimantasyonunu ile kati, sivi ve gaz gibi hemen hemen her durumdaki
molekiiler bir spektral parmak izi olusturmak i¢in herhangi bir numunenin analizi yapilabilir.
En 6nemli avantajlarindan biri ise enstriimantasyon nispeten ucuz ve kullanimi kolaydir. FTIR
spektrometreleri ayrica, molekiiler bilesenlerin pikogramlarina kadar tespiti ve spektral kaliteyi
degerlendirmek i¢in tepe boyutunun bir 6l¢iisii olan iyi bir sinyal-giiriiltii oran1 ile oldukca
hassastir. Ancak, bu teknigin dezavantajlar1 vardir. Karmagik karisimlar, karmasik ve
yorumlanmasi zor spektrumlara neden olabilir. Homoniikleer diyatomik molekiiller gibi IR

aktif molekiiler titresimlere sahip olmayan molekiiller bu teknikle tespit edilemez.

Biyolojik Sivilardan Kanser Tanisinda Titesim Spektroskopi Yontemlerinin Kullanimi

Su, biyolojik matrislerdeki ana molekiiler bilesendir ve 6zellikle MIR bdlgesinde, gliclii
O — H absorpsiyonlar1 nedeniyle secilen elektromanyetik spektral rejimlerin faydasini giiclii bir
sekilde etkiler (Shaw & Mantsch, 2008). Bununla birlikte, suyun Yakimn infrared (NIR)
bolgesinde nispeten genis bir iletim penceresi vardir, bu nedenle biyolojik 6rnegin dogrudan
Ol¢iilmesini saglar. Klinik analizler i¢in IR spektroskopisinin kullanimi disiiniildiigiinde, tiim
biyolojik sivilarda en ¢ok bulunan tiirtin su oldugu ve IR spektrumlarinin bu gergegi yansittigi

sOylenebilir.

Titresim spektroskopisi, kiziltesi aralikta (IR) bir¢ok karakteristik bant sunan hem ana
bilesikte hem de kiigiik bilesiklerle ilgili numunelerin kimyasal bilesimi hakkinda eksiksiz bir
bilgi sunar. Ek olarak, bazi durumlarda eser bilesiklerin varligi, ana bilesiklerin bantlarinin

boyutu da IR spektrumlarinin ¢ok degiskenli diizenlenmesi yoluyla modellenebilir.
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Orta kizildtesi (mid- IR) (MIR) spektrumun “biyo-parmak izi blgesi” (1800 cm™ ila
900 cm™), hiicre ici mekanizmalar1 anlamak igin kullanilabilecek anahtar kimyasal baglarin
temel titresim modlarini icerir. Bu nedenle, IR spektroskopisi, hizli bir sekilde yapilabilen
tantya tahribatsiz, tarama yaklasimi saglayan, tepe noktalar1 ve kimyasal baglar arasindaki
dogrudan iligki ile incelenen materyalin sdzde "biyokimyasal hiicre parmak izi"ni iiretir

(Francis L and Martin 2010).

FTIR spektroskopisinin ii¢ ana drnekleme yontemi mevcuttur. Iletim modu deneyleri,
ortaya ¢ikan radyasyon algilanmadan 6nce numune ve altlik lizerinden IR radyasyonu ileterek
calisir. Bu teknigin kullanilmasinda yaygin olarak pahali IR seffaf altliklar kullanilir. ilk olarak,
iletim modu deneyleri en yaygin olani olmasina ragmen, iletim spektrumlari, numune
olciiliirken meydana gelen cesitli fiziksel etkilere tabidir. ikinci olarak, transfleksiyon modu
deneyleri, numuneden iletildikten, altliktan yansidiktan ve numuneden geri iletildikten sonra
absorbe edilen IR radyasyonunu tespit eder. FTIR spektroskopisinin son modu Zayiflatilmig
Toplam Yansima — Fourier Déniisiimlii Kizil Otesi Spektrometresi (ATR-FTIR)'dir ve toplam
i¢ yansima ilkelerine gore ¢alisir. FTIR spektroskopisinin bu 6rnekleme modunu kullanarak,
spektrumlara yukarida belirtilen istenmeyen katkilarin iistesinden gelinebilir (Bunaciu,
Fleschin et al. 2015). Bu alanda ge¢misteki arastirmalar, ATR-FTIR'!m biyoakigkanlarin ve
kuru filmlerin analizi i¢in ¢ok uygun oldugunu gdstermistir. Klinik deneylerde ilgilenilen ¢esitli
serum bilesenlerinin miktarin1 belirlemede genis bir uygulanabilirlige sahiptir (Shaw &
Mantsch, 2008). Serum gibi Ornekleri analiz etmek ic¢in belirgin bir avantaja sahip olan
yontemlerden biride 6rnekleme yontemidir. Ciinkii Slgiilmeden oOnce ornek spektrumlar
dogrudan Zayiflatilmis Toplam Yansima (ATR) kristali iizerine yerlestirilebilir ve

kurutulabilir.

Doku biyokimyasindaki degisiklikler, hastalikli bir durumla iligkili herhangi bir
morfolojik veya semptomatik tezahiirden 6nce gelmelidir. Bu nedenle spektroskopik tani
hastaligin erken tespiti i¢in dnemli bir alternatiftir (Fernandez et al. 2005). Fourier doniisiim

! arasinda

kizilétesi (FTIR) spektroskopisi, elektromanyetik radyasyonun 4000 ila 400 cm’
absorpsiyonu ile molekiiler bilesimlerdeki ve yapilardaki degisikliklere karsi hassastir. Bu
spektroskopi araciligiyla milimetre boyutundaki 6rneklerden hizli bir sekilde spektrumlar elde
edilir ve hastaligin olusumu ve ilerlemesi ile iligkili dokularin biyokimyasal imzalar1 tespit

edilebilir (Das et al. 2008).

Sekil 5’de biyolojik 6rneklere titresim spektroskopisinin uygulanmasiyla ilgili siireci

gostermektedir (O’dea, 2020).
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Sekil 5. Akciger orneklerine titresim spektroskopisinin uygulanmasiyla ilgili siirecin akis
diyagrami

Zayiflatilmis Toplam Yansima — Fourier Déniisimli Kiz1l Otesi (ATR-FTIR)
Spektrometresi)

Kizilotesi (IR) titresim spektroskopisi, kimyasal bilesiklerin molekiiler bilesimini ve
yapisini  belirlemek i¢in kullanilan en gilivenilir tekniktir. Son yirmi yilda, IR
enstriimantasyonundaki ilerlemeyle birlikte, zayiflatilmis toplam yansima Fourier doniistimii
kizilotesi (ATR-FTIR) titresim spektroskopik yontem fizik, kimya, malzeme ve biyolojik
bilimler alaninda 6nemli bir konum almistir. Molekiiler yapiy1, kimyasal etkilesimlerini ve
dinamiklerini arastirmaya olanak tanir. ATR-FTIR, cevreleyen dalgalanmalara kargi daha
yiiksek duyarliligi sayesinde, molekiiler konfigiirasyon ve cesitli morfolojik durumlarda
bulunan farkli numunelerin yerel etkilesimli ¢ergevesi hakkinda bilgi edinmeye yardimci olur.
ATR-FTIR, toplu ¢bzeltide bulunan pargalarin yapisal molekiiler bilesimini ve baglanma
ortamini arastirmak icin kullanilan gii¢lii bir dogrusal titresim spektroskopik aragtir (Pradier &
Chabal, 2011). Parmak izi bolgesindeki molekiillerin titresimsel imzasini saglar. Cok yansimali

ATR sisteminin semas1 Sekil 6'da goriilmektedir.
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Sekil 6. Cok yansimali ATR sistemi yapis1 ((T. D. Wang et al. 2007)

ATR modununda kanser dahil pek cok hastalifin karakterizasyonu ve teshisinin
yapilabilecegi ve bu alanlarda kullanilabilecegi gosterilmistir. Ornegin, 2010 yilinda yapilan
calismalar ile bu teknik kullanilarak hastalardan alinan kan orneklerinden bazal hiicreli
karsinoma tanis1 yapilabilecegi gosterilmistir (Khanmohammadi et al. 2007). Ayrica, bu
metodun ¢ok degiskenli veri analiz metotlariyla birlikte biyolojk sivilardan bovin spongiform
encephalopathy (BSE), diyabet, 16semi, artrit gibi bir¢ok hastaligin tanisinda kullanilabilecegi
gosterilmistir (Eysel ef al. 1997; Petrich et al. 2000; Martin et al. 2004)

Akciger Kanseri Radyoterapisinde Tedavi Etkinliginin Belirlenmesinde Titresim
Spektroskopisinin Rolii

Karmagik tiimor fizyolojisi ve biyokimyasinin, RT sonrasi gozlenen glikojen birikimini
saglayan mekanizmalara katkida bulunmast miimkiindiir. Spesifik olarak, hipoksik hiicreler,
oksik hiicrelerden daha fazla radyo direnglidir, oksik hiicrelerin tercihen RT sirasinda
oldiirtilmesine neden olur (Vaupel et al. 2001). Bu, 1sinlanmamis tiimorlere kiyasla 1ginlanmis
tiimdrlerde bir dereceye kadar hipoksik iyilesmeye izin vererek tiimor i¢inde kanin yeniden
dagilimma yol acar. Hipoksiden kurtulan beyin dokusunda glikojen birikiminin meydana
geldigi gosterilmistir, bu nedenle bu, 1sinlanmis tiimorlerde glikojen Raman spektral
Ozelliklerinin artan ekspresyonunun olas1 bir agiklamasi olabilir (Ibrahim et al. 1970). Raman
ve FTIR spektroskopisi, tiimor hiicrelerinde radyasyona bagli biyokimyasal degisikliklerin
degerlendirilmesi yoluyla radyasyon tepkisini tespit edebilen, invaziv olmayan ve etiketsiz bir
tekniktir. Raman ve FTIR spektroskopisi bazen "kardes" teknikler olarak adlandirilir ve

molekiiller hakkinda tamamlayici bilgi saglar, ancak birkag temel yolla farklilik gosterir.

23



Insan epitelyal tiimér hiicre hatlar1 (KHDAK, meme, prostat), 6 MV foton enerji, tek
fraksiyonda (15, 30 veya 50 Gy) radyasyon dozuna maruz kaldiktan sonra, Raman
spektroskopisi ile radyasyon tepkisi 6l¢iildii. Bu ¢alismada, raman spektroskopisinin radyasyon
kaynakl1 spektral degisiklikleri, hiicre dongiisii gibi eszamanli olarak meydana gelen diger

spektral degiskenli kaynaklardan ayirabildigini gosterdi (Q. Matthews ef al. 2010, 2011).

Daha iyi klinik sonuglar ve daha az hasta morbiditesi i¢in titresimsel spektroskopi ve
goriintiilemenin artan tanisal dogruluk ve daha iyi tedavi i¢in kullanilmasi 6nemlidir.
Titresimsel tekniklerin kullanimi, gelecekteki gelisim acisindan klinik 6rneklerdeki kiigiik
degisiklikleri ve bunlarin hastaliklarin teshisinin karakterizasyonunu artiracagi agiktir

(Bunaciu, Aboul-Enein, et al. 2015).

Kemometrik Analiz

Kemometri, kimyasal sistemlerden veriye dayali araglarla bilgi ¢ikarma bilimidir.
Kemometri bir¢ok multidisipliner (fizik, kimya, biyoloji, tip, miihendislik vb.) alanda
kullanilan bir yontemdir. Kemometri, deneysel doga bilimlerinde, 6zellikle kimyada hem
tanimlayict hem de tahmine dayali problemleri ¢6zmek i¢in uygulanir. Kimyasal sistemlerde
aliman Olgiimler birgok farkli bicimde (spektroskopi, kromatografi, fiziksel analizler vb.)
gerceklestirilir ve her 6l¢iim bir data verir (Dearing 2012). Bu veriler ¢ok degiskenli ya da ¢ok
boyutlu dl¢tim verileridir. Bu ylizden kompleks materyallerin analiz edilmesi nedeniyle klasik
istatistiksel yontemlerle analizi miimkiin degildir. Verilerin ileri diizey bilgisayar yazilimlari
kullanilarak matematiksel ve istatistik yontemler ile analiz edilmesi gerekir (Ding 2007). Bu
calismada da elde edilen spektrumlar asagida belirtilen kemometrik analiz metotlar

kullanilarak degerlendirilmistir.

Kemometrik Analiz Metotlar:

Olgiime dayali alinan 6rnekler arasindaki benzerliklerin ve farkliliklarin tespit edilmesi
onemlidir. Bunun i¢in Orneklerle ilgili bilgilere gore yontemler kullanmak gerekir. Bu
caligmada da ¢alisilan gruplarin siniflandirilmasi amaciyla kemometrik analiz metotlarindan,
gbzetimsiz (unsupervised) oriintii tanima yontemlerinden hiyerarsik kiimeleme (HCA) ve temel
bilesen analizi (PCA) ile gozetimli (supervised) Oriintii tanima yontemlerinden Temel bilesen
analizi-lineer diskriminant analizi (PCA-LDA) (principal component analysis - linear
discriminant analysis) ve destek vektdr makinesi (SVM) (Support Vector Machine) metotlari

kullanilmastir.
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Gozetimsiz kemometrik analizler

Bu grupta iki yontem mevcuttur. Bunlar, Hiyerarsik Kiimeleme Analizi (HCA) ve
Temel Bilesenler Analizi (PCA)’dir. Buradaki amag, 6rneklerle ilgili sinifi kullanmadan veri

setinde herhangi bir kiimeleme olup olmadigini degerlendirmektir.

Hiyerarsik kiimeleme analizi (Hierarchical Cluster Analysis, HCA)

HCA, numuneler ve grup arasindaki mesafeyi degerlendirmek icin kullanilan bir
tekniktir. Bu mesafe, drnegin Oklid, Mahalanobis veya Manhattan mesafesi gibi farkli
yontemler kullanilarak hesaplanabilir. Oklid mesafesi i¢in denklem (5) kullanilir, Mahalanobis

mesafesi icin denklem (6) kullanilir ve Manhattan mesafesi i¢in denklem (7) kullanilir:

Mesafe = /(X; — Y)2 + (Xp — Y5)2 + -~ + (X, — ¥)? (5)
Burada;

X, ve Y,, satir uzayinin n'inci boyutundaki X ve Y 6rneginin koordinatlaridir.

Mesafe = \/(X; — Y)T + C71(X; + Y)) (6)
Burada;

X; ve Y}, sirasiyla i ve j nesneleri igin siitun vektorleridir ve C kovaryans matrisidir.
Mesafe = ¥7_ |X; — Y| (7)
Burada;

X; ve Y; vektorlerdir.

Mesafe tahmini yapildiginda, dendrogrami ¢izmek de miimkiindiir. Asagida genel bir
dendrogram goriilmektedir (Sekil 7). Bu dendrogramda oOrnekleri (harfleri) ve mesafeleri
(sayilar1) gormek miimkiindiir. A kiimesine ait numuneler birbirinden 0,2 birim mesafededir.

Ayni zamanda, B numunesinin A kiimesinden 0,5 birim mesafededir (Tulio & Oliveira, 1974).
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Sekil 7. Mesafeleri gosteren genel bir dendrogram
Temel bilesenler analizi (Principal Component Analysis, PCA)

Biiytik veri kiimeleri giderek daha yaygin hale gelir ve genellikle yorumlanmasi zordur.
Temel bilesen analizi (PCA), bu tiir veri kiimelerinin boyutlulugunu azaltan, yorumlanabilirligi
artiran ancak ayni zamanda bilgi kaybin1 en aza indiren bir tekniktir. Biiylik veri kiimeleri
bir¢ok disiplinde giderek yayginlasmaktadir. Bu tiir veri kiimelerini yorumlamak igin,
verilerdeki bilgilerin ¢ogu korunacak sekilde, boyutlarini yorumlanabilir bir sekilde biiyiik
Olclide azaltmak icin yontemler gereklidir. Bu amag i¢in birgok teknik gelistirilmistir, ancak
PCA en eski ve en yaygin kullanilanlardan biridir. Mantig1 basittir. Bir veri kiimesinin

boyutsalligini azaltirken, 'degiskenligi' (yani istatistiksel bilgiyi) miimkiin oldugu kadar korur.

PCA, dogrusal bir boyut azaltma teknigidir. Bir dizi iligkili degiskeni (p) , orijinal veri
kiimesindeki varyasyonun miimkiin oldugunca ¢ogunu korurken, temel bilesenler adi1 verilen

daha kiiciik k (k<p) sayida iliskisiz degiskene doniistiiriir.

PCA'min arkasindaki ana kavram, 6zellikler arasindaki korelasyonu dikkate almaktir.
Ozniteliklerin bir alt kiimesi arasinda korelasyon ¢ok yiiksekse, PCA yiiksek diizeyde iliskili
Ozellikleri birlestirmeye ve bu verileri daha az sayida dogrusal olarak iliskisiz 6zellikle temsil
etmeye calisacaktir. Algoritma, orijinal yiiksek boyutlu verilerde maksimum varyans yonlerini
bularak ve bunlar1 daha kii¢iik boyutlu bir uzaya yansitarak bu korelasyon azaltmay:

gerceklestirmeye devam eder. Bu yeni tiiretilen bilesenler, temel bilesenler olarak bilinir.

PCA’de skor ve ylikleme grafigi olmak iizere 2 tiir grafik elde edilir. Skor grafigi
ornekler arasindaki iliskilerin/varyasyonlarin arastirilmasina olanak saglarken, yiikleme grafigi
ise bu varyasyonlara hangi degiskenlerin ne kadar 6l¢iide katki sagladiginin analiz edilmesini

saglar.
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Gozetimli kemometrik analizler

Gozetimli Oriintli tantmlama yontemleri ise egitici veri 6rneklerinin siniflandiriimasiyla
ilgili bir 6n bilgiye ihtiya¢ duyan yontemlerdir. Verileri daha dnceden tanimlanmis gruplara
gore ayirarak, grup sinirlan iginde daha keskin bir smiflandirmaya olanak tanir. Lineer
diskriminant analizi (LDA), kismi en kiiciik kareler ayirma analizi (PLS-DA), Temel bilesen
analizi-lineer diskriminant analizi (PCA-LDA), SIMCA (soft independent modeling of class
analogy) ve yapay sinir aglar1 (Artificial Neural Networks, ANN) metotlar1 gdzetimli Griintii

tanimlama yontemleridir.

Temel bilesen analizi-lineer diskriminant analizi (PCA-LDA)

Bu analiz yontemi Temel bilesen analizi olan PCA ile lineer diskriminant analizi olan
LDA birlestirilerek olusturulmus iki oryantasyon matrisi iiretmek i¢in siiflar aras1 dagilim ve
siif i¢ci dagilim matrislerini paralel olarak diizenleyen iki agamali bir dogrusal diskriminant
analiz teknigidir. Temel bilesen ve lineer diskriminant analizlerinin (PCA-LDA) kullanimi1 RO

ve RS arasinda meydana gelen 6nemli spektral varyasyonlarin tanimlanmasini sagladi.

Destek vektor makine metodu ile siniflandirma, SVM (Support Vector Machine Based
Classification)

SVM yontemi birgok maddenin FTIR spektrumunu analiz etmek i¢in kullanilan bir
yontemdir. SVM'lerin ana fikri, iki sinifa ait veri drneklerini en iyi sekilde ayiran bir ayirma
hiperdiizlemi olusturmaktir; bdylece noktalar ve ayirma hiperdiizlemi arasindaki minimum
mesafe en iist dlizeye ¢ikarilir. Bu sekilde, bilinmeyen 6rnekler lizerinde genelleme yapmak en
tyisidir. Destek vektor makineleri yapisal riski en aza indirme ilkesini kullanir ve sifir egitim
hatas1 almay1 ve modelin karmasikligin1 en aza indirmeyi amaglar (Vapnik, 2000). Bazi
durumlarda dogrusal ayirma miimkiin degilse SVM'ler, durgun degiskenlerini ve
diizensizlestirmeyi tanitarak egitim setinde yanlis siniflandirilmis Ornek sayisini en aza

indirmeye ¢alisir.

Calismanin Amaci

Bu tez calismasmin amaci; KHDAK hastalarma ait radyoterapi oncesi (RO) ve
radyoterapi sonrasi (RS) kan serumu 6rnekleri {izerinden radyoterapi etkinliginin farkl: titresim
spektroskopi teknikleriyle belirlenmesidir. KHDAK hastalarinda radyoterapi etkinliginin
belirleyebilmek icin Raman ve FTIR titresim spektroskopi teknikleri kullanildi. Bu
spektroskopik tekniklerden elde edilen verilerin kemometrik analizleri yapilarak hastalarin kan

serumlarinda radyasyona bagl biyokimyasal degisiklikler belirlendi.
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MATERYAL VE METOT

Numune Tiirleri ve Orneklem Gruplari

KHDAK patoloji tiiriine sahip 20 hastadan RO ve RS kan 6rnekleri alind1. Serideki tiim
hastalar giinliik 200 cGy, 33 fraksiyon ve toplamda 6600 cGy radyasyon dozu almis hastalardir.

Tedavi yanit1 radyoterapi Oncesi ve sonrasi olarak degerlendirildi.

Spektral Deneyler icin Serum Orneklerinin Hazirlanmasi ve Spektrumlarin Elde
Edilmesi

Raman spektroskopisi

Radyoterapi 6ncesi ve sonrasi kan Ornekleri alindiktan sonra santrifiij edilip serum
ornekleri elde edildi ve -80° C’de muhafaza edildi. Daha sonra serum Ornekleri Raman
Ol¢iimleri icin lam iizerine Sekil 8'deki gibi numaralandirilarak 10 pl transparent Low-E

camlara damlatild1 ve ¢eker ocak altinda havayla kurutularak 6l¢time hazir hale getirildi.

Sekil 8. Lam iizerine damlatilmis serum Ornekleri

Her serum Ornegini test etmek i¢in Konfokal Raman Spektrometresi (WITec alpha
300R) kullanildi. Numuneler (A=532 nm dalga boyu, 50X objektif, 10 mW g¢ikis giicii) lazer
tarafindan biitiinlesik konfokal mikroskopla beslendi. Spektrumlar, 25 saniye ve 5 tarama sayist

kullanilarak 4000-400 cm! spektral bolgede elde edildi.

Infrared spektroskopisi

Serum ornekleri FTIR spektroskopisi analizi yapilirken Sekil 9°daki gibi cihazin kristal
yiizeyine 2 pl damlatilarak azot gazi ile kurutuldu ve 6lgiimler alindi. Her serum 6rnegini test
etmek i¢cin Konfokal Raman Spektrometresi (Bruker Vertex 70v) kullanildi. FTIR 6l¢timlerinde

hem background hem de &rnekler élgiiliirken 4 cm™ resolution ile 64 tarama sayisi kullanildi.
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Radyoterapi dncesi ve radyoterapi uygulanmis gruplar i¢in her bir 6rnekten 4’er kez spektrum

toplanarak her bir grup i¢in toplam 80 adet spektrum elde edildi.

l

Sekil 9. FTIR analizi i¢in serum Orneklerinin kristal {izerine eklenmesi ve azot gazi ile kurutma
islemi

Spektral Analizler
Kemometrik analizler

PCA ve LDA, ¢ok fazla girdi 6zelligine sahip verilerde yaygin olarak kullanilan iki
popiiler boyutluluk azaltma yontemidir. Bircok yonden iki algoritma benzer, ancak ayni
zamanda ¢ok da farklidir. Temel Bilesen Analizi veya kisaca PCA, yaygin olarak kullanilan bir
denetimsiz dogrusal doniisiim teknigidir. PCA, yiiksek boyutlu verilerde maksimum varyansi
bularak boyutlarin sayisini azaltir. Linear Discriminant Analysis veya kisaca LDA, boyutlarin
sayisini azaltirken sinif etiketlerini hesaba katan denetimli bir yontemdir. LDA'nin amaci, sinif
ayrilabilirligini en iyi sekilde optimize eden bir 6zellik alt uzayr bulmaktir. Her iki algoritma
da 6zdeger ve 6zvektor matrislerinin ayristirilmasina dayanir, ancak ikisi arasindaki en biiyiik
fark temel 6grenme yaklasimindadir. PCA'nin denetlenmedigi durumlarda, LDA denetlenir.
PCA, farkli 6zellikler arasindaki korelasyona bakarak boyutlar kii¢iiltiir. Bu, yeni bir alt uzay
olarak maksimum varyans yonii ile ortogonal eksenler - veya ana bilesenler - yaratilarak yapilir.
Esasen PCA, en fazla varyansin oldugu verilerdeki yone dayali1 olarak bilesenler iiretir. Kisaca

her ikisi de 6zdeger ve 6zvektor matrislerini ayristiran dogrusal doniisiim teknikleridir. Temel
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fark, LDA'nin PCA'nin denetimsiz oldugu ve olmadig1r durumlarda sinif etiketlerini dikkate

almasidir.

Tez kapsaminda, radyoterapi Oncesi ve sonrasi ¢alisilan kan ve serum orneklerinde
gruplarin birbirinden ayrilip ayrilmadigini belirlemek amaciyla gozetimsiz Oriintii tanimlama
metotlarindan temel bilesen analizi (PCA) ve hiyerarsik kiimeleme analizi (HCA) uygulandi.
Hem HCA hem de PCA i¢in Unscrambler X 10.3 (Camo Software AS) kullanildi. Tan1 amagl
metot gelistirmek amaciyla da gruplarin birbirinden ayrilmasinda kullanilacak gozetimli oriintii
tanimlama metotlarindan PCA-LDA ve SVM metotlar1 kullanildi. Serum 6rneklerinde 20 adet
radyoterapi Oncesi ve 20 adet radyoterapi sonrasi ornekler kullanildi. Toplam da 40 grup

kemometrik analize tabi tutulmus oldu.

Gozetimsiz oriintii tamimlama (PCA ve HCA) analizleri

Hiyerarsik kiimeleme analizi ve temel bilesen analizi i¢in Unscrambler X 10.3 (Camo

Software, Inc.) programi kullanildi.

Skor grafikleri gruplar arasi benzerlik veya farkliliklarin yorumlanmasinda yaygin
kullanilmakta olup, calisilan Ornekler arasindaki baglantilarin yorumlanmasina olanak
saglamaktadir (Kansiz et al. 1999). S6z konusu grafikler temel bilesenlere dayali olarak
cizilmektedirler. Dolayisiyla, bu bilesenlerle 6rnekler arasindaki farkliliklar gosterilir. Tlk temel
bilesen degiskenlik/ varyans degeri en biiyiik olandir ve diger temel bilesenler varyans degerleri

azalacak sekilde siralanir.

Gozetimli oriintii tamimlama analizleri
SVM analizi

SVM, giris vektorlerini optimum bir hyper diizlemin yapildig1 daha yiiksek boyutlu bir
vektor bosluguna esler. Dogrusal boliinebilirlige sahip veriler bir hiper diizlem ile analiz
edilebilir ve dogrusal olarak ayrilamayan veriler, Gaussian RBF (Radial Basis Function) gibi
cekirdek fonksiyonlari ile analiz edilir. Bir SVM'nin ¢iktisi, ¢ekirdek islevi kullanimiyla yiiksek
boyutlu bir unsur alanina yansitilan egitim 6rneklerinin dogrusal bir kombinasyonudur. Bu
calismada, numunelerin radyoterapi Oncesi ve radyoterapi sonrasi olmak tiizere iki sinifa
siiflandirilmasi i¢in lineer ve RBF (Radial Basis Function) ¢ekirdek fonksiyonlu SVM
kullamlmistir. Bu siniflar igin etiketler sirasiyla “RO” ve “RS” olarak adlandirilmistir.

Siniflandirma performans sonuglar1 ayrintili olarak sonug¢ boliimiinde tartigilmistir.

30



PCA-LDA analizi

Temel bilesen analizi-lineer diskriminant analizi (PCA-LDA), spektral veri setinde
radyoterapi Oncesi ve sonrasi alinan kan serumu 6rneklerinde tedavi etkinligini ayirt etmek i¢in
kaydedilen varyasyonlar1 iceren degiskenli bir analiz gerceklestirildi. PCA-LDA algoritmasi,
spektral veri setindeki tanisal olarak en 6nemli 6zellikleri belirlemek ve farkli numunelerdeki
radyoterapi etkinligindeki varyasyonlar1 daha fazla arastirilmasi igin kullanildi. Once verinin
boyutunu ve degisken sayisini azaltan ve varyansi miimkiin oldugunca koruyan PCA, ardindan
bagimsiz degiskenlere (dalga boylar1) dayali veri gruplama i¢in uygun bir model olan LDA

yontemi uygulandi. Sonu¢ bdliimiinde ayrintili olarak tartisildi.
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ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

KHDAK Hiicrelerinde Fourier Transform Spektroskopisi Metodu ile Molekiiler
Degisikliklerin Karakterizasyonu

Kemometrik analiz

RO ve RS gruplarima gruplari arasinda spektral degisimlere dayal1 olarak bir kiimelenme
olup olmadigini belirlemek, radyoterapi 6ncesi ve sonrasi hiicre spektrumlarini kontrol etmek
icin PCA ve HCA uygulandi. Her iki kemometrik yaklasim da farkli spektral gruplar
tanimlamay1 ve ayirt etmeyi saglayan gozetimsiz ¢ok degiskenli analiz yontemleridir (Gasper
et al. 2009). Bu nedenle, bu yontem mikroorganizmalar, hiicre zarlari, hatta dokular gibi farkli

biyolojik sistemleri ayirt etmek i¢in yaygin olarak kullanilir.

Gozetimsiz oriintii tanimlama
Temel bilesen analizi (PCA)

PCA, iliskisiz varyasyonlar iceren biiyiik spektral veri setlerinde tekrarlayan kiigiik
spektral varyasyonlar1 ayirt etmek icin uygun cok degiskenli bir analiz yontemidir. Ornek
gruplar1 arasindaki spektral varyasyonlar, temel bilesenler (PC) ile aciklanmaktadir (Romeo et
al. 2006). PC-1 degiskendir, varyasyonu ilk en 1yi, PC-2 ise ikinci en iyi agiklar ve bu boyle
devam eder. Numuneler genellikle bu bilesenlere dayali olarak kiimelenir/siniflandirilir; bu,
puan grafikleri bir ¢ift iki skor vektdriine dayali olarak ¢izildiginden PCA skor grafiklerinde
acikca goriilebilir. Bu grafikler, calisilan numune gruplar1 arasindaki iligkileri gostermek icin
kullanilir. Sekil 10°da elde edilmis iki boyutlu skor grafikleri goriilmektedir. Sekil 11°de ise
RO ve RS spektrumlarin ii¢ boyutlu dagilim/skor grafigi goriilmektedir.

Sekillerden de goriildiigii gibi RO ve RS gruplar spektral bolgede birbirinden basarili
bir sekilde ayrildi. Bununla birlikte, gruplar arasi farkliliklar1 ifade eden temel bilesenlerdeki
varyasyonlarin %87 oldugu goriilmektedir. Bu sonug¢ da spektral bolgede s6z konusu hastalik

da karakteristik molekiiler degisimin oldugunu gostermektedir.

32



Scores

0.3
0.2
RO
3‘:_; 0.
«©
o
& 0Yre
[ ]
=0.1 1 RO
®
-0.2 . - - . | : . . . .
-0.5 -0.4 -0.3 -0.2 -0.1 0 0.1 0.2 0.3 0.4 05

PC-1 (79%)

Hm RS @ RO

Sekil 10. RO ve RS alinan drneklerinin PCA analizine ait iki boyutlu skor grafigi
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Sekil 11. RO ve RS alinan kan serumlarimin ii¢ boyutlu PCA skor grafigi

PCA analizinde skor grafiginin yani sira elde edilen diger bir grafikte yilikleme grafigidir
ve bu grafik temel bilesenlerle ifade edilen degiskenler arasindaki iligkilerin yorumlanmasini
saglamaktadir (Kansiz et al. 1999; Kirschner et al. 2012). Spektral verilerde ise bu grafik temel
bilesenlerdeki varyasyonlara hangi frekanstaki spektral bantlarin hangi o6l¢iide katkida
bulundugunu ifade etmektedir. PCA'da, PCA elde edilen her bir temel bilesene ait yiikleme
grafikleri, veri gruplarini spektral olarak farklilastiran varyasyonlarin spektral bant olarak

kokeni hakkinda bilgi verir. Yiiklemelerdeki pozitif 6z degerleri, IR spektrumunda 6l¢iilen
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sinyallerin katkisindaki artisi gosterir. Ayni sekilde yliklemelerdeki negatif 6z degerleri de
sinyallerin katkisinin azaldigini gostermektedir (OZEK, 2015). Elde edilen belli bir frekanstaki
banda ait ylikleme degeri, o bant i¢in 6rnekler arasindaki farkliligin derecesini gostermektedir.
Sekil 12, 13 ve 14°’de PC-1, PC-2 ve PC-3 icin elde edilmis olan yiikleme grafikleri
gorilmektedir. Her ii¢ yiikleme grafigi gorsel olarak degerlendirildiginde, 6z degerlerinin
genelde 1800-800 cm™! spektral bolgesinde yer alan, parmak izi olarak isimlendirilen protein,
niikleik asit ve karbohidratlardan kaynakli bantlarda yiiksek oldugu goriilmektedir. Yiiksek 6z
degerleri (0.1 ve daha yliksek degerleri) radyoterapi uygulamasina bagl degisimlerin oldugunu
gostermektedir. 3700-1800 cm™ spektral bolgesinde yer alan protein ve dzellikle lipitlerden
kaynakli goriilen bantlarda da diger bolgedeki bantlara oranla daha az degisimlerin oldugunu

gostermektedir.

Loadings

0.1

PC-1
0 --»‘-n—-———'d/\w\ e b o
-0.1
3998 3774 3542 3313 3083 2854 2622 2393 2163 1934 1704 1473 1243 1014
X-variables (PC-1) (79%)
Sekil 12. 4000-800 cm-1 spektral bolge i¢in PC-1 yiikleme grafigi
Loadings
0.1
——PC-2
0-

'3998 3774 3542 3313 3083 2854 2622 2393 2163 1934 1704 1473 1243 1014
X-variables (PC-2) (8%)

Sekil 13. 4000-800 cm! spektral bolge i¢in PC-2 yiikleme grafigi
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04 Loadings

——PC-3

0.1
3998 3743 3481 3220 2958 2698 2435 2175 1913 1652 1390 1128 891.

X-variables (PC-3) (6%)

Sekil 14. 4000-800 cm’! spektral bolge icin PC-3 yiikleme grafigi
Hiyerarsik kiimeleme analizi (HCA)

PCA calismalarma ilaveten, RO ve RS gruplarma ayrim olup olmadigimi gézlemlemek
amaciyla gozetimsiz analiz metotlarindan biri olan HCA uygulandi. HCA genellikle 6rneklerin
ozelliklerine gore gruplandirilmasi icin gergeklestirilir (Zhang et al. 2017). Ote yandan, PCA
genellikle, 6rneklerin net bir farklilagsma gosterip gostermedigine dair veriler arasindaki genel
iliskileri aragtirmak i¢in kullanilir. Farklilagsma agiksa, ek kiime analizi yapilmalidir. HCA'da
gruplar kiimelenir ve dendrogram olarak gosterilir (Murtagh & Contreras, 2012). Numunelerin
benzerligi, dendrogramin x eksenlerinde heterojenlik degeri olarak belirtilir. Heterojenlik
degerindeki artis benzerlik indeksindeki diisiisii gosterir. Gruplar arasi belirgin bir ayrim olup
olmadigimi belirlemek amaciyla, oncelikle ikiserli gruplara, farkli spektral bolgelerde s6z
konusu analiz yapildi. Sekil 15°de RO ve RS gruplarindaki &rneklere ait HCA sonuglart
goriilmektedir. RO ve RS deki tiim drnekler yiiksek heterojenlik degeri/rolatif uzaklik ile

birbirinden ayrilmaktadir.
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Ward's method using Squared Euclidean distance
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Sekil 15. RO ve RS gruplarindaki Orneklere ait hiyerarsik kiimeleme analizi (HCA)
sonuglarinin dendrogrami

Gozetimli oriintii tanimlama analizleri
Linear discrimination analysis (LDA)

Spektroskopik sonuglarimizi dogrulamak i¢in, radyoterapi Oncesi ve sonrasi siire¢
sirasinda meydana gelen en 6nemli spektral degisiklikleri tanimlamaya ve farklilagmanin farkl
asamalarin1 ayr1 kiimelere ayirmaya izin veren LDA analizini gergeklestirdik (Echabe et al.
1995; Walsh et al. 2007). PCA tabanli ayrim modeli kullanilarak, bu ayrimin dogrulugunu
degerlendirmek igin LDA gozetimli kemometrik analiz 4000 ile 800 cm™ spektral bdlgede
yapildi. Bu yontem, spektral veri yonetiminde yaygin olarak kullanilmaktadir ve multidisipliner
arastirmalarda teshis/ayirt etme algoritmalart olusturur. Gozetimli metotlarda analiz
yapabilmek i¢in egitici ve test grubu olmak iizere iki adet veri seti gereklidir (“Introd. to Stat.
Pattern Recognit.,” 1990; Winn et al. 2005). Egitici veri seti her bir gruptan 18 adet hasta
secildi geri kalan 6rnekler ise test veri seti olarak kullanildi. Egitici set i¢in elde edilen dagilim
grafigi Sekil 16°da gdsterilmektedir. Ayrim grafiginden de goriilecegi iizere RO ve RS
gruplarinda bulunan 6rnekler kendi sinifinda yer almakta ve gruplar birbirinden belirgin bir

sekilde ayrilmaktadir.

LDA analizinde elde edilen egitici veri setine ait siniflandirma tahmin tablosu tablo 1°de
verilmektedir. Tiim Ornekler %100 dogruluk orani ile kendi smiflarinda yer almaktadir.
Tabloda verilen tahmine ait Ornekler arasindaki varyasyonlari gosteren ayrim degerleri

karsilastinnldiginda, yiiksek varyasyon degeri RO ve RS gruplarinda serum biyokimyasal
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kompozisyonunda farkliliklarin oldugunu ortaya koymaktadir. Egitici veri setindeki
siiflandirma yonteminin dogrulugunu kanitlamak amaciyla, LDA ayrim modeli kullanilarak,
test veri setindeki 6rneklere LDA siniflandirma analizi uygulanmistir. Elde edilen siniflandirma
sonuclar1 tablo 2’de verilmektedir. Test veri setinde yer alan tiinm 6rnekler %100 dogruluk
degeri ile kendi grubunda yer almistir. Elde edilen yiiksek dogruluk degeri, FTIR spektroskopisi
PCA-LDA kemometrik analiz yaklasiminin radyoterapiye bagli kanserli hastalarin serum
makromolekiiler iceriginde degisimlerin oldugunu ve FTIR spektroskopisinin radyoterapi
degisimlerin belirlenmesinde kullanilabilinecek, kullanicidan bagimsiz, kolay ve etkin bir
yontem oldugunu gostermektedir.

Discrimination

RO30
RO29  ns Feifomoe
RO14 F“-:‘“’ RC:?- o ® @020 RO23
- L]

-10

RO training

-12

-14

-16

-18

-20

-28 =26 =24 =22 =20 -18 -16 =14 -12 =10 -8 -6 -4 -2 0
RS training

Sekil 16. RO ve RS gruplarindaki drneklere ait LDA grafigi

Tablo 1. RO ve RS Gruplarinda Egitici Veri Setine Ait LDA Tahmin Tablosu

Numune Isimleri RS training RO training Class
RS11 -0.8867475 -6.656838 RS training
RS13 -0.8994884 -7.031961 RS training
RS2 -3.607786 -19.40371 RS training
RS14 -0.8171235 -8.366853 RS training
RS16 -0.8880625 -11.36684 RS training
RS4 -0.7545766 -9.417083 RS training
RS17 -1.202076 -10.05722 RS training
RS20 -0.7835723 -9.419405 RS training
RS21 -2.95375 -11.87684 RS training
RS25 -1.069395 -5.681621 RS training
RS27 -1.0515 -6.684558 RS training
RS28 -0.8201523 -8.187635 RS training
RS12 -1.386328 -8.594167 RS training
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Tablo 1. (devam)

RS29
RSI18
RS23
RS30
RSI
RO13
RO18
RO14
RO17
RO21
ROI11
RO1
RO20
RO25
ROI12
RO27
RO2
RO4
RO28
RO16
RO29
RO23
RO30

-0.8396958
-1.663149
-1.668378

-0.8117859
-1.230323
-5.876372
-10.82208
-12.25952

-5.81622
-8.331444
-7.469753
-7.064571
-5.474822

-6.50747
-22.40377
-7.429132
-13.00478
-28.76836
-6.074536
-7.422576
-12.44705
-4.053296
-10.15648

-9.434533
-7.064038
-13.77213
-10.60918
-5.472091
-1.239474
-1.586378
-1.901613
-1.183559
-1.647379
-1.255839
-0.8354503
-1.84885
-1.178425
-4.269535
-1.301127
-4.207523
-7.16699
-1.254185
-0.7636821
-1.274676
-1.879023
-0.8256983

RS training
RS training
RS training
RS training
RS training
RO training
RO training
RO training
RO training
RO training
RO training
RO training
RO training
RO training
RO training
RO training
RO training
RO training
RO training
RO training
RO training
RO training
RO training

Tablo 2. RO ve RS Gruplarinda Test Orneklerine Ait LDA Simiflandirma Tablosu

Numune Isimleri RS training RO training Class

RS31 -1.52359 -11.2099 RS training

RS3 -1.093809 -7.14002 RS training

RO3 -15.23384 -3.227879 RO training

RO31 -11.03665 -1.385148 RO training
SVM analizi

SVM, iki smifi izole eden ve simiflar arasinda en biiyiilk ayrimi1 yapmaya calisan bir
hiperdiizlem gelistirir. Siniflarin 6nemli bir kenarla izole edilmesi, normal spekiilasyon hatast
nedeniyle bir sinir belirler (S. Chen et al. 2007). Bu kistmda da RO ve RS serum drneklerine
SVM smiflandirma modeli uygulandi. Sekil 17°de RO ve RS kan serumu &rneklerinde egitici
veri setine ait SVM smiflandirma grafigi goriilmektedir. RO ve RS drnekleri egitici veri setinde
kendi grubunda yer ald1. Veri setinin egitici ve validasyon i¢in dogruluk degerleri ylizde olarak

Tablo 3’de verilmektedir. %100 dogruluk oran1 elde edilmistir. SVM egitici veri seti i¢in elde
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edilen tahmin matrisi Tablo 4’de verilmektedir. Her 6rnek %100 dogrulukla kendi grubunda
yer almistir. Test veri seti i¢in elde edilen siiflandirma tablosu ise Tablo 5’de verilmektedir.
Test veri setindeki 6rnekler %100 dogrulukla kendi grubunda yer aldi. SVM siniflandirma
metodu sonuglart FTIR spektroskopsinin KHDAK hastalarinda radyoterapiye bagli serum
molekiiler igerik degisimlerinin ortaya konulmasinda etkin bir yontem oldugunu

desteklemektedir.

Classification

L Y S —

1641.247
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=
=1
e

0.04 0.05 0.06 0.7
2937.273

W RStraining @® RO training
Sekil 17. Toplanan IR spektrumlari i¢in egitim setleri icin SVM siniflandirma grafigi
Tablo 3. Radyoterapi Oncesi ve Sonras1 Egitici Veri Setine Ait Dogruluk Degerleri

Accuracy ﬁ Training Validation

- Accuracy(%) | 1 100.0000]  100.0000
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Tablo 4. SVM Siniflandirma Modelinin Test Setinde Uygulanmasindan Elde Edilen Tahmin
Matrisi

RS14
RS16

BewvensunaiD

Tablo 5. RO ve RS Gruplarinda Test Orneklerine Ait SVM Simiflandirma Tablosu

Classified_F

[ TI——
1

2

3

RS training
RS training
RO training

RO31 4 RO training
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KHDAK Hiicrelerinde Raman Spektroskopisi Metodu ile Molekiiler Degisikliklerin
Karakterizasyonu

Kemometrik analiz

Farkli tiimor orneklerinin siniflandirilmasi, ¢ok degiskenli analiz gerektirir. Temel
Bilesen Analizi (PCA) ve Dogrusal Diskriminant Analizi (LDA), dokular arasinda ve hiicreler
arasinda ve kolajen ve kolajen olmayan bilesenler arasinda diisiik bir hesaplama maliyetiyle
ayirt etmede ¢ok etkilidir (D’ Acunto ef al. 2020). PCA, spektral verilerimizin degiskenligini en
iist diizeye ¢ikaran daha az sayida ana bilesene (PC) indirgemek suretiyle bir kimyasal sistemin
Olctimlerinde olusturulan spektral verilerin ayrilmasimi saglar. Veriler, yeni bir koordinat
sistemi olusturmak i¢in c¢esitli bilgisayar kombinasyonlar1 segilerek siniflandirilir. LDA
yontemi, PCA'ya benzer sekilde calisir. Ancak, PCA yontemiyle yapilan verilerin varyansini
maksimize eden bilesen eksenlerini tanimlamak yerine, LDA ek olarak, daha 6nce PCA
tarafindan tanimlanan ¢oklu siniflar arasindaki ayrimi maksimize eden eksenleri bulur. PCA ve
LDA, bu tir ozgin ozellikleri ile patolojik siniflandirma i¢in Raman spektroskopi

aragtirmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Tang et al. 2017).

Gozetimsiz oriintii tamimlama
Temel bilesen analizi (PCA)

Raman spektroskopisi kullanilarak kanser biyobelirteclerinin tanimlanmasi, zaman
sinyalinin veri madenciligi teknikleriyle bir tanilamaya doniistiiriilmesini gerektirir.
Spektrumlar arasindaki degisiklikler, makine O6grenimi yazilimi kullanilarak saptanir ve
degerlendirilir ve altin standart tani yontemlerinden elde edilen histopatolojik sonuglarla
iligkilendirilir. Bu veriler radyoterapi oncesi ve sonrasi alinan serumlarin birbirleri arasinda
ayrim yapmak icin bir siniflandirma sistemi tasarlamak i¢in kullanilabilir. Ek olarak, 6nemli
spektral bantlarin dalga sayilar1 da spesifik biyomolekiillerle iliskilendirilebilir ve hastaligin
ilerlemesi, ¢ogalmasi, radyoterapi etkinligi ve daha fazlasiyla ilgili yollar1 belirleyebilir.
Biyolojik Raman spektrumlarinin analizi i¢in ¢ok sayida istatistiksel teknik vardir. Temel
bilesen analizi (PCA), kanser arastirmalariyla ilgili olarak yaygin olarak kullanilan denetimsiz
bir veri azaltma teknigidir. Bireysel spektrumlar1 gruplar halinde siiflandirabilen verilerdeki
varyanslar1 belirlemek i¢in kullanilir (Bohnsack & Hirschi, 2004; Movasaghi et al. 2007;
Weinert & Lydall, 1993). PCA, veri kiimesindeki varyansin ¢ogunu korurken verilerin
boyutsalligini azaltir. Bu, birka¢ matematiksel adimla elde edilir. Baglangigta ortalama, yeni bir
veri seti, ortalama merkezli matris iiretmek icin veri setinden ¢ikarilir. Daha sonra ortalama
merkezli matrisin kovaryans matrisi, bireysel spektrumlar arasindaki dogrusal iligkiler

hesaplanir. Temel bilesenler (PC) ve puanlar veya ozvektorler ve 6zdegerler daha sonra
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kovaryans matrisi i¢in hesaplanir. Her bir PC bagimsiz varyans kaynaklarin1 agiklar ve buna
karsilik gelen varyanslar bir puana sahiptir. En yiiksek puana sahip PC, veri setindeki varyansin
cogunu aciklar ve ilk PC olarak adlandirilir. PC'ler, agikladiklar1 varyans oranina goére en
yiiksekten en diisiige dogru diizenlenir. Verilerin daha detayli analizi, her bir PC ile ilgili olarak
her bir degiskenin hesaplanan puanlar1 ile yapilir (Weinert & Lydall, 1993; Bohnsack &
Hirschi, 2004; Movasaghi et al. 2007)

PCA tarafindan ¢ikarilan bilgileri goriintiilemenin ii¢ yaygin yolunun bir 6rnegi Sekil
18’de goriilmektedir. Burada gruplar arasi farkliliklar1 ifade eden temel bilesenlerdeki
varyasyonlarin %97 oldugu goriilmektedir. Sekil 19°da ise PCA’nin {i¢ boyutlu skor grafigi

verilmigtir.

PC'ler arasindaki farklar1 belirlemenin bagka bir yolu da, karsilik gelen PC'nin yiikleme
faktdrlerinin bir analizidir. Sekil 20, 21 ve 22°de Raman spektrumlarina ait RO ve RS gruplar
i¢in elde edilen yiikleme grafikleri goriilmektedir. Her li¢ yiikleme grafigi gorsel olarak kalitatif
degerlendirildiginde, 6z degerleri, PC-1 igin 3200-2700 cm! spektral bolgesindeki protein ve
lipitlerden kaynakli bantlar, PC-2 igin 1700-0 cm! de yer alan, parmak izi olarak isimlendirilen
protein, niikleik asit ve karbohidratlardan kaynakli bantlar i¢in elde edilmis olup, s6z konusu
bantlarla ilgili molekiillerde radyoterapi uygulamasina bagl igeriksel degisimlerin oldugunu
gostermektedir. FTIR spektrumlarina ait ylikleme grafikleri ile de bulgular desteklenmektedir.
Iceriksel bulgularmn kantitatif olarak tayini spektral bantara ait bant alan1 veya bant sinyal

siddetlerinin hesaplanmasi ile yapilacaktir.

Scores
10000 -

8000
6000 |
4000 .
2000

0.
-2000 -

PC-2 (6%)

-4000 |

-6000 : : . .
-20000 -10000 0 10000 20000

PC-1(91%)

Sekil 18. RO ve RS 6rneklerinin PCA analizine ait 2B skor grafigi
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Scores
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=

Sekil 19. RO ve RS alinan kan serumlarini ii¢ boyutlu PCA skor grafigi

Loadings
0.1,

-0.1 4

-0.2.

"0.44 196. 397. 596. 798. 996. 1207 1429 1649 1871 2094 2313 2536 2755 2978 3200 3419 3642
X-variables (PC-1) (91%)

Sekil 20. 0-3700 cm™! spektral bdlge icin PC-1 yiikleme grafigi
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Loadings

0.1

—&— PC-2
0 W\‘A,\‘\ﬁ\lm
1

-0.1
0.44 196. 397. 596. 798. 996. 1207 1429 1649 1871 2094 2313 2536 2755 2978 3200 3419 3642
X-variables (PC-2) (6%)

Sekil 21. 0-3700 cm-1 spektral bolge i¢in PC-2 yiikleme grafigi

Loadings

0.1

—e—PC3

-0.1
0.44 196. 394. 596. 795. 993. 1204 1424 1646 1865 2088 2307 2527 2749 2969 3191 3411 3630
X-variables (PC-3) (1%)

Sekil 22. 0-3700 cm™! spektral bolge icin PC-3 yiikleme grafigi
Hiyerarsik kiimeleme analizi (HCA)

Burada, akciger kanseri hiicrelerinin radyoterapi tedavisine tepkisini izlemek icin
Raman goriintiilemeyi hiyerarsik kiimeleme analizi (HCA) ile birlestirdik. Sekil 23°de tam
spektral aralikta radyoterapi Oncesi ve sonrasi kan serumu o&rneklerinin dendrogrami
gorilmektedir. 2 ana kiime olusturuldu. Her bolge oldukga iyi bir kiime olusturdu ve mesafe
Olctimleri, tam spektral bolgenin biyokimyasal enstantanesine ve ti¢lii negatif alt tipleri arasinda

daha fazla benzerlik gostermistir.

44



—— Ward's method using Squared Euclidean distance
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Sekil 23. RO ve RS gruplarindaki orneklere ait hiyerarsik kiimeleme analizi (HCA)
sonuglarinin dendrogrami

PCA-LDA yontemi

Spektral veri setindeki tanisal olarak en O6nemli Ozellikleri belirlemek ve farkh
dokulardaki biyokimyasal varyasyonlar1 daha fazla arastirmak, radyoterapi oncesi ve sonrasi
tedavi etkinligini daha iyi degerlendirmek i¢in PCA-LDA algoritmasi kullanildi. RO ve RS kan
serumlarindan elde edilen Raman spektrumlarina karsilik gelen PC ve yiiklemelerinin
olusturdugu PCA hesaplandi. PC1, PC2 ve PC3'lin %98 giiven diizeyinde etkinlik a¢isindan en
anlamli PC'ler oldugu gosterildi. Bu skorlar daha sonra radyoterapi 6ncesi ve sonrasi etkinlik

arasindaki spektral dagilim farkliliklarini gorsellestirmek i¢in ¢izildi.

PCA sadece farkli dokularin spektrumlarini ayirt etmekle kalmadi, ayn1 zamanda her bir
PC'nin karsilik gelen yiikleme spektrumlarina bagli olarak siniflandirmalariyla ilgili molekiiler
Ozellik bilgilerini de ¢ikarabildi (Bonnier & Byrne, 2011). Tablo 6’da LDA prosediiriine gore,
dogrulama siirecinden tahmin matrisi gergeklestirildi, her bir 6rnek i¢in tahmin edilen sinifin
yani sira her siif icin ayirt edilen degerler belirlendi. Tablo 6 radyoterapi Oncesi ve sonrasi
numuneler arasindaki karsilagtirmayla smiflandirma sonuglarini gostermektedir. Dogru

siniflandirma oraninin burada %100 oldugu goriildii.

Gozetimli oriintii tammlama analizleri
Linear discrimination analysis (LDA)

Dogrusal diskriminant analizi (LDA), Raman spektrumlarina dayali bir tahmin modeli
gelistirmek icin PCA ile rutin olarak birlestirilen bagka bir tekniktir. LDA siniflandirma sistemi,

PCA modeli ile uygulandiginda, PC puanlarim1 kullanarak siniflandirma dogrulugunu artirir.
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LDA yontemi, smiflandirma i¢in dogrusal karar smirlarim1 kullanan bir yontem sinifinin
tiyesidir. LDA yoOntemi, smif i¢i kovaryans matrisini minimuma indiren dogrusal islevleri
tanimlar. Ayrica, farkli siniflar arasindaki ayrimi en st diizeye ¢ikarir ve verilerin farkl
siniflandirilmalarina izin verir (O’dea, 2020). Sekil 24’de radyoterapi 6ncesi ve sonrast kan

serumu Ornek gruplarina ait LDA grafigi goriilmektedir.

Discrimination

ineas
L RBGa3
- EESE B E EE O m

Sekil 24. RO ve RS gruplarindaki orneklere ait 4000-800 cm™' spektral bdgedeki lineer
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-200
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-100

RS training

M ROtraining @ RS training

diskriminant analizi ayrim grafigi

-50

Tablo 6. RO ve RS Gruplarinda Egitici Veri Setine Ait LDA Tahmin Tablosu

50

Numune Isimleri RS training RO training Predicted
RS11 -1.660774 -238.9472 RS training
RS29 -2.077157 -243.7674 RS training

RS1 -1.763212 -241.4214 RS training
RS30 -1.050934 -246.7296 RS training
RS2 -0.7963346 -231.4154 RS training
RS12 -1.233418 -210.1782 RS training
RS21 -1.429177 -203.9428 RS training
RS23 -0.798005 -237.2755 RS training
RS13 -1.53948 -246.8208 RS training
RS6 -4.987052 -270.6721 RS training
RS20 -6.548012 -181.0175 RS training
RS25 -1.789282 -229.5278 RS training
RS3 -1.566642 -239.3987 RS training
RS27 -0.9314522 -224.9369 RS training
RS31 -1.490557 -240.6798 RS training
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Tablo 6. (devam)

RS18
RS28
RS4
RO11
RO3
RO21
RO12
RO13
RO23
RO1
RO4
RO20
RO18
RO27
RO25
RO2
RO30
RO31
RO28
ROS
RO7
RS11
RS29
RSI
RS30

-1.559886
-1.337723
-0.9830469
-256.9041
-237.0853
-236.3091
-218.61
-192.5862
-190.1078
-237.1541
-235.3906
-251.6512
-217.0886
-207.3127
-225.7862
-218.3627
-247.3413
-228.1979
-210.3872
-262.5398
-263.1739
-1.660774
-2.077157
-1.763212
-1.050934

-227.4831
-206.3672
-223.5384
-1.679599
-0.9897951
-1.169933
-0.9851316
-3.253556
-2.861851
-0.9641563
-0.9867036
-1.352093
-1.01554
-1.46502
-0.8136213
-0.8374147
-1.153421
-0.9658439
-1.147042
-1.871048
-1.899388
-238.9472
-243.7674
-241.4214
-246.7296

RS training
RS training
RS training
RO training
RO training
RO training
RO training
RO training
RO training
RO training
RO training
RO training
RO training
RO training
RO training
RO training
RO training
RO training
RO training
RO training
RO training
RS training
RS training
RS training
RS training

Tablo 7. RO ve RS Gruplarinda Test Orneklerine Ait LDA Siiflandirma Tablosu

RS training RO training
RS training 18 0
RO training 0 18
SVM analizi

SVM modeli 4000-2400 ve 2300-600 cm ! araligindaki spektrumlar dikkate almarak
olusturuldu. Siniflandirma modeli ¢apraz dogrulanma ile yapildi. SVM’lerin sonucu, 6rneklerin
siiflandirilmasi, her 6rnek i¢in tahmini siniflandirma matrisi Tablo 9°da gosterilmistir. Elde
edilen veriler 1s18inda radyoterapi Oncesi ve sonrasi Orneklerin ayiriminin dogrulanmasi

gerceklestirilmis oldu. Tablo 8’de gorildiigii gibi spektrumlardan gergeklestirilen dogruluk
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oraninin %100 oldugu goériilmektedir. Daha sonra bu sonuglar sekil 25°de gosterildigi gibi 2D

siiflandirma grafigi ile dogrulanda.

Classification

850 | P s e e
Categories: 2
800 | Ity bt
750
700
650
600
550
500
450
400
350
300
250
200
150
100

1652.368

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500
2939.508

M RO training @ RS training

Sekil 25. Toplanan IR spektrumlari i¢in egitim setleri i¢in SVM simiflandirma grafigi

Tablo 8. Radyoterapi Oncesi ve Sonras1 Egitici Veri Setine Ait Dogruluk Degerleri

Accuracy Training . _\."alidatiﬂr
Accurscy(%) | 1 100.0000.  100.0000
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Tablo 9. SVM Siniflandirma Modelinin Test Setinde Uygulanmasindan Elde Edilen Tahmin
Matrisi

Prediction |

RS11
RS1 i

RS2
RS12
RS23
RS12

RS18

RO
RO3

RO21
RO1Z
RO13
ROZ3
RO4 i
'RO20
RO18
RO27
RO2
RO30
RO31
RO28

RO5 | 35
RO7 | 36 ROtraining

Tablo 10. RO ve RS Gruplarinda Test Orneklerine Ait SVM Siniflandirma Tablosu

Classified_F
RS31 | 1
RS3 2
RO3 3
RO31 -

~ RStraining
2 RStraining
~ RO training
RO training
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SONUC VE ONERILER

Akciger kanseri, diinya genelinde kanserle ilgili 6liimlerin baslica nedenidir; KHDAK
baslica akciger kanseri tiirlerinden biridir ve akciger kanseri vakalarinin %85'ini olusturur
(Cadranel et al. 2016) . Radyoterapi (RT), kesin ve eszamanli RT'nin standart bir tedavi
yaklasimi oldugu KHDAK yo6netiminde hayati bir rol oynar (Dosoretz et al. 1996; Falkson et
al. 2017). Hem igsel hem de digsal faktorler, timor yanitin1 ve RT'min genel sonucunu
etkileyebilir (Salem et al. 2018). Ozellikle, Raman Spektroskopisinin KHDAK'ya
uygulamalari, hiicrelerde (Van Nest et al. 2018) ve tiimor ksenograft dokusunda (Harder ef al.

2016) radyasyona bagli belirgin metabolik degisiklikleri ortaya ¢ikarmstir.

Raman spektroskopisi, hiicrelerdeki ve dokudaki genel biyomolekiiler degisikliklerin in
vivo izlenmesi potansiyeline sahip, tahribatsiz ve etiketsiz bir optik spektroskopik tekniktir. Bu
ozellikler biyomedikal uygulamalar icin elverislidir ve Ozellikle hiicre ve dokulardaki

radyasyon direnci gostergelerinin hedeflenmemis olarak izlenmesine olanak tanir.
Bir tan1 araci olarak Raman spektroskopisinin kullanimi {i¢ ana alani igerir:

(1) Patolojik taninin degerlendirmesinin belirsiz ve zor oldugu durumlarda tamamlayict
molekiiler bilgi saglama yetenegi,

(2) Gergek zamanli olarak tiimorii, timor ilerlemesini ve in vivo sinirlar teshis etme
imkan1 ve

(3) Radyasyon tedavisine tiimor yanitini ve normal doku yanitin1 belirleme imkanidir

(Devpura et al. 2014).

Radyasyon onkolojisi alaninda Raman tekniginin en etkili uygulamasi muhtemelen
terapotik yanit degerlendirmesi alaninda olacaktir. Tiimorlerin ve normal dokularin radyasyona
nasil tepki verdigini anlamak karmasik bir olaydir. Bu durumda mevcut olarak uygulanan
histopatoloji, tiimdr niiksii veya normal doku sekelleri ve iliskili biyokimyasal siireclerle ilgili
biyolojik belirtecleri incelemek Onemlidir. Hiicrelerin mekanik ve biyokimyasal yapist
hakkinda bilgi saglayan Raman spektroskopisinin spektral sonucundan, sonugla baglantili
(timor yaniti ve normal doku hasar1) biyolojik belirtecler radyasyon oncesi ve sonrasi
radyoterapideki degisiklikleri tanimlayabilecegimize olanak tanir (Crow et al. 2005; Devpura

etal 2011).
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Kolayca tanimlanabilen, hemen elde edilebilen, tanisal ve prognostik olan belirli bir
hastalik veya hasta igin spesifik olan belirte¢ler radyasyon tedavisi alaninda gereklidir
(Okunieff et al. 2008). Tiimdriin ve normal doku toksisitesinin radyasyon tedavisine yaniti
hastadan hastaya degisebilir (Emami et al. 1991; Bentzen et al. 2010b). Bu nedenle, Raman
spektroskopisi kullanilarak tiimor ve normal hiicrelerin mekanik 6zelliklerinin anlagilmasi,
tedaviye nasil yanit verdiklerinin daha iyi anlagilmasini saglar. Normal doku toksisiteleri ile
tiimdr kontrolii arasinda bir dengeye yol acan tiimor i¢in doz se¢imini sinirlayan faktorlerden
biri normal doku doz toleranslaridir. Radyasyon yanitini 6ngdéren molekiiler belirtecleri
belirleme ve bu bilgiyi radyasyon tedavisini degistirmek i¢cin Raman spektroskopisini kullanma

yetenegi, doz rejimini uyarlayarak hasta sonuglarini iyilestirme potansiyeline imkan saglar.

Raman spektroskopisinde kullanilan kan serumlarinda, 1smmlanmis timor ve
1sinlanmamis tiimorler arasindaki metabolik degisiklikleri inceleyen son yillarda yapilmig
caligmalar da mevcuttur (Harder ef al. 2016; Van Nest et al. 2019). Radyoterapinin ne diizeyde
etki gosterdiginin tespiti, tedavinin gidisati ve dolayisiyla da hastanin en yiiksek diizeyde

tedaviden fayda gérmesi agisindan son derece onemlidir.

Prostat kanseri hastalarindan alinan plazma 6rneklerinin FTIR spektrumlar1 arasinda
ayrim oldugu goriildii. Ayrica spektral ayrim, hem akut hem de gec toksisite derecesi gosteren
hastalardan alinan spektrumlar arasinda goriildii. Hasta gruplari, PLS-DA modeli ile yiiksek

duyarlilik ve 6zgiilliik ile siniflandirildi (Medipally ef al. 2019).

Raman spektroskopisi agiz kanserlerinde radyasyon drencinin ve hastaliin
prognozunun tahmininde oluk¢a 6nemli katkilar sunmaktadir (Yasser et al. 2014). Radyasyon
hasar1 sonucu doku ve beyinde meydana gelen biyokimyasal degisiklikleri belirlemek i¢in
Raman spektroskopi ¢aligmalar1 yapilmaktadir (Jyothi Lakshmi ef al. 2002). FTIR ve Raman
teknikleri, molekiiler diizeyde temel analizlerin klinik teshis degisikligine potansiyel olarak

uygulanabilir (Naurecka et al. 2017).

Tez kapsaminda calisilan gruplara ait serum 6rneklerinde biyokimyasal bilesenlere ait
radyoterapi etkinligi gérmek amaciyla normalize edilmemis, ham ortalama Raman ve FTIR

spektrumlarina hem gézetimsiz hem de gozetimli kemometrik analizler uygulandi.

FTIR spektroskopisindeki yogunluk oranlarinin temel bilesen analiziyle birlestirilmesi,
kanser ilerlemesinin izlenmesi i¢in bir yontemdir. Bu yontem, farkli IR absorpsiyonunun
molekiiler bilesiminin anlagilmasini saglar (Kar ef al. 2019). Bu ¢alismanin sonuglarinda, hem
Raman hem de FTIR spektroskopsi ile yaptigimiz analizlere gére radyoterapi oncesi ve sonrasi
orneklem gruplar1 arasinda belirgin ayirimlar elde edildi. FTIR spektroskopi yontemlerinden

gozetimsiz Orlintii tanimlama metodu temel bilesen analizi yapildiginda gruplar arasi
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farkliliklar1 ifade eden temel bilesenlerdeki varyasyonlarin %87 oldugu bulunmustur. Ayni
analiz Raman spektroskopisi ile yapildiginda gruplar arasi farkliliklar1 ifade eden temel
bilesenlerdeki varyasyonlarin %97 oldugu goriildii. PCA-LDA modelinin radyoterapi 6ncesi ve
sonrast numuneleri %100 oraninda ayirt edebildigi goriildii. SVM analizi de dogruluk acisindan

cok 1yi bir performans gosterdi.

Elde ettigimiz spektrumlardaki farkliliklar yardimiyla hastalarin tedaviye yaniti
degerlendirilmis oldu. Bu tedavi yanmitinin smiflandirilmast da PCA-LDA algoritmasi
kullanilarak dogrulandi. Elde edilen tiim sonuglar, Raman ve FTIR spektroskopisi ve
kemometrik analiz yontemlerinin birlikte kullaniminin s6z konusu hastalifin tedavisinde
radyoterapinin etkinliginin belirlenmesinde yiiksek bir potansiyele sahip oldugunu
gostermektedir. Bu analizler sayesinde molekiillerin ve hiicresel bilesenlerin tedavi boyunca
nasil degistigine dair bilgileri kaydedebilir ve analiz edebiliriz. Boylece tedaviye basladiktan
kisa siire sonra bile tedavi dozu daha kesin ve hedefli olacak sekilde ayarlanabilir. Onceden
tedavinin tek sonucu hastalik durumuydu; 6rnegin, tiimér boyutunun degisip degismedigi
yoniinde degerlendirilmesi idi. Diger bir¢ok hastalik gibi, kanser tedavisi ile zamanlama her
seydir. Basarili bir tedavi ne kadar erken uygulanirsa tedavi etkinligi o diizeyde yiiksek olur.

Hedefimiz, Raman ve FTIR gibi analizlerin dogru tedavi degerlendirmesini daha kisa siirede

saglanmasidir.

Calistigimiz Raman ve FTIR metotlar1 ile serum orneklerinde hastaliga 06zgii
radyoterapi etkinliginin kesinlik kazanmasi ve buna bagli olarak da farklt metotlarin

gelistirilmesi ve klinik alanda etkinliginin gosterilerek uygulamaya konulabilmesi i¢in;

e Kullanilan metotlarin tekrarlanabilirliginin gosterilmesi: Bu kapsamda, daha fazla
sayida hasta orneklerine ait, farkli zamanda, farkli ve daha giincel Raman ve FTIR
spektrometresi ile spektrumlarin toplanmasi, kantititaif spektral analizler ile bu tezde
kullanilan ve kullanilmayan diger kemometrik analizlerin yapilmasi ve sonug¢larinin
karsilastirilmasi,

e SOz konusu hastaliga ait veri bankasinin olusturulmasi gerekmektedir.

Bu nedenle yapilan bu ¢alisma 6zellikle Raman ve FTIR spektroskopisi ve kemometrik
analiz yontemlerinin, kan serumlar1 {lizerinden diger kanser tiirlerinde de radyoterapinin
etkinliginin arastirtlmasi ve buna yonelik yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi, tedavi
etkinligine bagl olarak tedavi yonteminin segilmesine yonelik yapilacak arastirmalara da oncii

olacaktir.
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