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Fourier Donusumlii Kizilotesi Spektroskopisinin Prostat Kanseri
Teshisinde Kullanilabilirliginin Arastirilmasi

Mevliit ALBAYRAK!

OZET: Fourier Déniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR) yéntemi, organik ve bazi durumlarda inorganik
materyalleri tanimlamak i¢in kullanilan analitik bir tekniktir. Bu teknik, dalga boyuna karsi numune tarafindan
absorblanan kizilotesi radyasyonu dlgemeye yarar. Kizilotesi absorpsiyon bantlari ise molekiiliin bilesenleri ve
yapilar1 hakkinda bilgi verir. Prostat kanseri, erkeklerde spermi besleyen ve tasiyan seminal siviy1 {ireten, ceviz
sekilli kiigiik bir bez olan prostatta meydana gelen bir kanserdir. Prostat kanseri, erkeklerde en sik goriilen kanser
tiplerinden biridir. Erken teshis edilen prostat kanseri, prostat bezi ile sinirli oldugu zaman tedavi sansi daha
basarili olur. Prostat kanseri tiimorlerini saglikl hiicrelerden ayirmak ve karakterize etmek igin kemometrik yontem
destekli, iyi bir dogruluk ve hassasiyete sahip basit, ucuz ve hizli yeni bir alternatif FT-IR yonteminin gelistirilmesi
amaglanmistir. Caligmanin gergeklestirilebilmesi igin, histopatolojik dlgiimlerle belirlenen hem kanser hem de
saglikli hiicreleri igeren parafin bloklardan 20 mikron kalinliginda kesildi, lam iizerine yerlestirildi ve deparafinize
edildi. Hem saglikli (n = 10) hem de kanserli dokular (n = 10) 50-4000 cm™ dalga boyu arasindaki kizilotesi
1518a maruz birakildi. 20 6rnege 50-4000 cm™ arasindaki kizilGtesi 1g18a karst davramiglarini saptamak igin temel
bilesenler analizi (Principle Component Analysis, PCA) ileri bir formu olan ortogonal kismi en kiigiik kareler
analiz (Ortogonal Partial Least Square, O-PLS) algoritmasi uygulandi. Elde edilen spektrumlar MATLAB software
PLS Toolbox paket programinda degerlendirildi. Kanserli ve saglikli hiicreleri ayirmak igin O-PLS analizi yapildi.
Onerilen yéntemin hassashig1 ve dzgiilliigii, Ortogonal Sinyal Diizeltme (Orthogonal Signal Correction, OSC) 6n
islem yontemi yardimiyla ¢ok yiiksek oldugu goriildii. Sonug olarak, parafin bloklardan prostat kanser teshisi i¢in
alternatif bir FT-IR yontemi gelistirildi ve basartyla uygulandi.
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Investigation of the Usability of Fourier Transform Infrared
Spectroscopy in Diagnosis of Prostate Cancer

ABSTRACT: Fourier Transform-Infrared Spectroscopy (FT-IR) is an analytical technique used to identify in
organic and some cases inorganic materials. This technique measures the absorption of infrared radiation by the
sample material versus wavelength. The infrared absorption bands identify molecular components and structures.
Prostate cancer is cancer that occurs in the prostate a small walnut shaped gland in men that produces the seminal
fluid that nourishes and transports sperm. Prostate cancer is one of the most common types of cancer in men.
Prostate cancer that is detected early when it’s still confined to the prostate gland has a better chance of successful
treatment. It is aimed to develop a new alternative chemometrics assisted method to separate and characterize
prostat cancer tumors from healthy cells by simple, cheap and rapid FT-IR method with good accuracy and
sensitivity. In order to perform such a study paraffin embedded blocks including both cancer and healthy cells
which are labelled by the histopathologic measurements were cut to 20 microns thick were located on a microscope
slide and deparafinized. Both healthy (n=10) and cancerous tissues (n=10) were exposured to infrared light between
wavenumber of 50-4000 cm™. Orthogonal partial least square analysis (O-PLS) algorithm which is an advanced
form of Principle Component Analysis (PCA) was applied to 20 samples to detect their behaviour against infrared
light in between 50-4000 cm'. Obtained spectrums were evaluated on MATLAB software PLS Toolbox package
program. O-PLS analysis were carried out in order to separate cancer and healthy tissues. Sensitivity and specificity
of the proposed method is so high with the aid of Orthogonal Signal Correction (OSC) preprocessing method. As
a result, an alternative FT-IR method for the diagnosis of prostate cancer from paraffin blocks has been developed
and successfully applied.
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GIRIS

Prostat kanseri, erkeklerde spermi besleyen ve
tastyan seminal siviy1 iireten, ceviz sekilli kiiglik bir bez
olan prostatta meydana gelen bir kanserdir (Anonim.,
2018). Prostat kanseri, erkeklerde en sik goriilen kanser
tiplerinden biridir. Erken teshis edilen prostat kanseri,
prostat bezi ile sinirli oldugu zaman tedavi sanst daha
basarili olur (Partin ve ark., 1997; Taylor ve ark., 2010;
Anonim., 2018). Prostat kanseri belirtileri ileri prostat
kanseri durumlari harici zordur. Prostat kanseri belirtileri
daha ¢ok ileri prostat kanseri durumlarmda daha sik
gortiliir. Prostat kanseri teshisinde ilk olarak plazmadaki
prostat spesifik antijen (PSA) seviyesine bakilir. Diger
bir yontem dijital rektal muayene (DRE) dir (Catalona
ve ark., 1994; Pinthus ve ark., 2007; Anonim., 2018).
Doktor tarafindan prostat kanser stiphesi konuldugunda
en etkili yontem prostattan biyopsi 6rneginin alinmasidir
(Catalona ve ark., 1997; Pinthus ve ark., 2007; Anonim.,
2018). Alinan biyopsi 6rnegi patoloji laboratuvarlarinda
giinler sliren bir histopatolojik islemlerden gecerek
patolog tarafindan patolojik tan1 konulur. Bu ¢aligmada
histopatolojik islemlerin ¢ok uzun zaman almasindan
dolayt hem histopatolojik islemleri dogrulayict
hemde prostat teshisinde alternatif bir yontem olarak
Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (Fourier
Transform-Infrared Spectroscopy, FT-IR) yonteminin
kemometri destekli olarak kullanilabilirligi arastirildi.
FT-IR spektroskopi yonteminde doku boyamasi gibi
herhangi bir 6n isleme gerek duyulmamasi (Petibois ve
Deleris, 2006) analizin ¢ok kisa, ucuz ve basit olmasi
FT-IR yonteminin kullamlabilirligini artiran {stiin
ozelliklerinden bir kagidir. FT-IR yontemi, organik ve
bazi durumlarda inorganik materyalleri tanimlamak
icin kullanilan analitik bir tekniktir. Bu teknik, dalga
boyuna karst numune tarafindan absorblanan kizilGtesi
radyasyonu Ol¢emeye yarar. Kizilotesi absorpsiyon
bantlar1 ise molekiiliin bilegenleri ve yapilar1 hakkinda
bilgi verir. Giiniimiizde kanser teshisinde FT-IR
spektroskopisinin uygulanabilirligi hi¢bir zararli kimyasal
madde kullanilmadigi i¢in ¢evreye dost bir alet olarak
adlandirtlip kullanimi yaygin hale gelmistir (Ly ve ark.,
2008; Mackanos ve Contag, 2010; Khanmohammadi ve
Garmarudi, 2011). FT-IR spektroskopisi {iglincli nesil
bir kizilotesi spektroskopisidir. Kizilotesi  (infrared)
spektroskopisine  titresim  spektroskopiside  denilir.
Bunun nedeni kizildtesi i1sinlarin molekiiliin titresim
hareketleri tarafindan absorblanmasidir. Farkli 6rnekler,
farkli molekiiler baglar veya molekiiler baglarm farkl
konfigiirasyonlarini icerdiginden FT-IR spektroskopisi
numune i¢indeki molekiiller hakkinda kimyasal bilgi elde

etmemizi saglar (Baker ve ark., 2008). Fourier doniisiim
adi matematiksel bir iglemden gelir ve asil spektrumdaki
ham veriyi doniistirmede gereklidir (Mantsch ve
Chapman, 1996; Anonim., 2015). Kemometrik yontemler,
materyal sistemler hakkinda gerekli bilgileri elde etmede
matematiksel ve istatistiksel yOntemleri kullanan
bir disiplin olarak tanimlanir (Otto, 2016). Literatiir
aragtirmasinda prostat kanserinin teshisinde kemometri
esliginde FT-IR yonteminin kullanildig1 (Siqueira ve ark.,
2017; Talarive ark., 2017; Siqueira, 2017; Paraskevaidi ve
ark., 2018) ¢alismalara ulasilmustir. Bu ¢calismada parafine
gomiilii kanserli ve normal prostat dokularmin teshisinde
herhangi bir histolojik boyama kullanmadan kemometri
esliginde hizli ve basit bir alternatif yontem olarak FT-
IR spektroskopisinin gelistirilmesi ve uygulanabilirligi
arastirilmustir.

MATERYAL VE YONTEM

Caligmamizda histopatolojik  degerlendirilmeleri
tamamlanarak raporlanmig 10 kanserli ve 10 normal
olmak iizere toplam 20 adet parafine gomiilii prostat
dokular1 Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji
Anabilim Dalindan saglandi. Calismamiz =~ Atatiirk
Universitesi Tip Fakiiltesi klinik arastirmalar etik kurulu
tarafindan 08.12.2016 tarih ve B.30.2.ATA.0.01.00/146
say1 nolu etik kurul onay1 alinarak gergeklestirildi. Elde
edilen parafin bloklar 20 mikron kalmliginda Leica
RM2255 mikrotom ile kesilerek pozitif yiiklii lamlara
alindi. 15 dakika 60 derecedeki etiiv de bekletildikten
sonra ksilol ile deparafinizasyon yapildi. % 70, % 80 ve
% 95 lik alkolden gegirildi.

Biitiin lamlar distile su ile yikanarak havada
kurutuldu ve ayni giin Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji
Uygulama ve Aragtirma Merkezinde (DAY TAM) bulunan
VERTEX 70v FT-IR (Bruker Optics Ltd., Coventry,
UK) spectrometri cihazi kullanilarak FT-IR analizleri
gerceklestirildi. Pozitif yiikli lam {izerine alinmig 20
mikron kalinligindaki toplam 20 6rnek FT-IR spektroskopi
cihaziile 1 dakika gibi ¢cok kisa siirede spektrumlari alindi.
Spektrumlari alian tiim drnekler daha sonra kemometrik
olarak degerlendirilerek tiimorlii ve tiimorsiiz prostat
dokular1 birbirinden ayrildi. Normal de histopatolojik
olarak bir prostat dokusunun degerlendirilerek kanser
ya da saglikli olup olmadig: teshisini koymak en iyi
sartlarda yaklagik 3 giin siirmektedir. Bu siire vakanin
kompleksligi ve is yogunlugu gibi olumsuz etkiler g6z
ontinde bulunduruldugunda 20 giline kadar ¢ikmaktadir
(Anonim, 2018). FT-IR spektroskopisi yonteminde ise
alinan spektrumlarin birbiriyle karsilagtirilmasi suretiyle
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dokunun tiimorlimii yoksa tiimdrsiiz mii oldugu cok
kisa slirede analiz edilmistir. Bir spektrumun bant
bolgeleri spektrumu anlamak i¢in ¢ok onemlidir. Farkli
frekanslar her bir molekiiler titresiminin farkl tiplerini
gostermede farkli piklerle iligkilidir. FT-IR analizleri 50-
4000 cm! dalga sayist arasinda gergeklestirildi. Fakat
bir spektrumun kimyasal olarak en ¢ok teshis edilebilen
bolgesi parmak izi de denilen 900 cm™ ile 1800 cm™ dalga
say1s1 arasindaki bolge oldugundan ve prostat dokularinin
spektrum data degerlendirilmesi analiz siiresini kisaltmak
ve kisa siirede spektrumu degerlendirebilmek igin
Movasachi ve ark., 2008; Dorling KM, 2012; Siqueira
LFS ve ark., 2017 caligmalarindaki gibi 900-1800 cm!
dalga sayis1 arasindaki parmak izi bolgesinde yapildi.
Tarama ve ¢oziiniirliik degerleri sirasiyla 64 ve 4 olarak
ayarlandi. 1866 fakli dalga sayisi tarandi ve 20 fakli
doku 6rnegi igin analiz edildi. Biitlin sonuglar MATLAB
R2015a ve PLS toolbox (Eigenvector Research Inc)
tarafindan kemometrik olarak degerlendirildi.

Genel olarak PLS algoritmasi asagidaki formiille
aciklandi:

X=TPT +E= >tf pif +E
Y=UQT +F= Yuf qif +F

P ve Q, yiikleme matrisleri iken, T ve U skor
matrisleridir. Artik matrisler ise sirasiyla E ve F olarak
aciklanmustir.  Elde edilen veriler Ortogonal Sinyal
Diizeltme (OSC) yaklagimi ile 6n-iglemden gegirildi. OSC
yaklagimi genel olara 6nemli verileri saklayip istenmeyen
interferasyonlar1 ortadan kaldirmaya yarar. Genel olarak
OSC modelinin formiilii asagidaki gibi ifade edilir.

X=t +X

osc pOSC 1

Bu formiilde, Tek OSC bilesenleri t ve p_
olarak agiklannmstir. X, filtre edilen OSC matristir.
Bu matematiksel fonksiyon ile ham FT-IR spektrum
verileri filtrelenmis ve daha yiiksek hassasiyetli ve
Ozgiilliigli ile kiimelenmistir. FT-IR analizleri her bir
numune i¢in 1 dakika gibi cok kisa siirede ve herhangi bir
kimyasal madde kullanilmadan ¢evreye dost bir sekilde
gerceklestirilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Elde edilen verilerin OSC yaklasimi ile on-
islemden gegirildikten sonra yontemin hassasiyetinin ve

Cilt / Volume: 8, Say1/ Issue: 4, 2018

Ozglinliigliniin ¢ok yiiksek oldugu gozlendi. Yontemin
korelasyon katsayisinin (R*) 0.9869, hata degerinin
(RMSEC) 0.102464, hatanin varyansimnin (RMSECV)
ise 87.4941 oldugu goriildii. On-islem sonras1 kanserli
ve saglikli prostat dokulart arasindaki farkliliklari
gozlemlemek ve ayirmak i¢in ortogonal kismi en kiigiik
kareler (Orthogonal - Partial Least Squares, O-PLS)
algoritmasi kullanildi. Bu yaklasim, sinif farkliliklarindan
cikarilan verileri yorumlayarak olusturulan genel bir
smiflandirma algoritmasidir (Worley ve Powers, 2013).
Sekil 1. Modeli agiklamak igin ortalama smiflandirma
hatasinin diigiik oldugu 3 gizli deger (Latent Variables,
LVs) secildi. Sekil 1° de LVs 2 nin bir fonksiyonu
olarak LVs 1 dagilim grafigi verilmistir. Sekil 1. e gore
sonuglarin ¢ok dogru oldugu goriilmektedir. Higbir sapma
olmadan ¢ok dogru ve kesin bir sonugla kanserli prostat
dokularnin saglikli prostat dokularindan ayrildigi ¢ok
acik bir sekilde goriilmektedir. Bu sonuglarla yontemin
dogruluk ve kesinliginin olduk¢a yiiksek oldugunu ve
analiz esnasinda herhangi bir interferasyonun olmadigin
gozlendi. Kanserli ve normal prostat dokularindan elde
edilen spektrum ise Sekil 2. de verilmistir. Elde edilen
spektrumlardan bir kag¢ farkliligin oldugu gozlendi. Bu
spektrumlarin degerlendirilmesinde en gdze carpan fark
1240 cm! dalga sayisinda niikleik asitlerdeki fosfodiester
gruplarmin (Andrus ve Strickland, 1998) farkliligindan
kaynaklanan bandlardan olustugu goézlenmektedir. Bu
bandlar kanserli prostat dokularinda normal prostat
dokularina nazaran oldukca diisiik gériilmektedir. ikinci
olarak gbze carpan farklilik 1659 cm™! dalga sayisindaki
amit [ bandinda (C-O gerilme (76%), C-N gerilme
(14%), CCN deformasyonu (10%)) goriilmekte ve
muhtemelen proteinlerin fakli sekonder yapilarindan
kaynaklandigi diistiniilmektedir (Dorling KM, 2012).
Kanserli ve saglikli prostat dokular1 arasmdaki bir diger
spektrum farkliligr ise Baker M ve arkadaslarmin da
(2008) calismalarinda belirttigi ve yine spektrumlarda da
gorildigi gibi 1510-1580 cm™! dalga sayisindaki Amit IT
bandinda (NH biikiilme (43%), C-N gerilme (29%), CO
biikiilme (15%), C-C gerilme (9%), N-C gerilme (8%))
farklilik gosterdigi ve 1200-1400 cm™! dalga sayisindaki
Amit III bandinda (NH biikiilme (55%), C-C gerilme
(19%), C-N gerilme (15%), CO biikiilme (11%), PO,
biikiilme, RNA ve DNA dan kaynaklanan) farklilik
gosterdigi  goriilmektedir. FT-IR  spektroskopisinde
saglikli ve patolojik dokular arasindaki spektral ayirim
veya degerlendirme genellikle amit absorpsiyon oranlari
iizerinden yapilmaktadir (Petibois C ve Deleris G;
2006). Elde edilen verilerin literatiire uyumlu ¢ikmasi
yontemin giivenilirligini ve dl¢iimler sirasinda herhangi
bir interferasyonun olmadigimi da ortaya koymustur.
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Sekil 2. Kanserli (mavi) ve saglikli (kirmizi) prostat dokularindan elde edilen spektrum

SONUC

FT-IR spektroskopi yontemi giiniimiizde ¢evreye
dost yesil analitik kimya aleti olarak tanimlanir ve
kanser teshisi arastirmalarinda yaygin olarak kullanilir
(Khanmohammadi ve Garmarudi, 2011). Cevreye dost
bir cihaz olmasi; analiz esnasinda herhangi bir kimyasal
maddenin kullanilmamasindan ileri gelir. YOntemin,
invaziv olmamasi, numuneye tahribat yapmamasi,
hizli ve basit olusu gibi diger avantajlar1 da vardir.
Histopatolojik islemler kanser teshisinde referans
yontem olarak kabul edilir. Fakat bu islemler dokularin
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parafine gdmiilmesi, hematoksilen-eozin boyama gibi
¢ok uzun zaman alan basamaklardan olusur. Bundan
dolay1 da histopatolojik islemler sonrasi dokulardan
kanser teshisinin verilmesi ¢ok uzun zaman alir.

Kemometri yardimli  FT-IR  spektroskopisi,
dokularin durumunu tahmin etmek i¢in kullanilan
¢ok hizli ve dogru bir tekniktir. Bu ¢alismada OSC
yaklasimi ile yontemin hassasiyetinin ve 6zglinliigiiniin
cok yiiksek oldugu gozlendi. O-PLS algoritmasi
kullanilarak kanserli ve saglikli prostat dokulari
arasindaki  farkliliklar

gozlemlenerek  referans

Igdir Universitesi Fen Bilimleri Enstitusu Dergisi / Journal of the Institute of Science and Technology
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yontem olarak kabul edilen histopatolojik sonuglarla
karsilastirildiginda FT-IR spektroskopik yonteminin
¢ok dogru ve kesin bir sekilde kanserli ve normal
prostat dokularmi analiz esnasinda herhangi bir
kimyasal madde kullanmadan ve ¢ok kisa siirede
birbirinden ayirdig1 goriildi. Sonug olarak, kemometri
yardimli FT-IR spektroskopi yonteminin hizli, basit,
giivenilir ve ¢evreye dost bir yontem oldugu, kanserli
ve normal prostat dokularinin teshisinde histopatolojik
yontemlere alternatif olabilecek 6nemli bir y&ntem
olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.
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