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Melanomanin yiizeyde zenginlestirilmis Raman spektroskopisi ile tespitinde
ortama eklenen serumun siniflandirma basarisi iizerine etkisinin incelenmesi
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success in the detection of melanoma using surface-enhanced Raman
spectroscopy
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Oz

Diinya genelinde 6liim oranlar1 agisindan ilk siralarda yer
alan melanomanin tespitinde kullanilan ydntemlerin
dezavantajlarindan dolay1 yeni yontemlerin gelistirilmesine
ihtiyag  duyulmaktadir. Bu  dogrultuda  yiizeyde
zenginlestirilmis Raman spektroskopisi (YZRS) giiclii ve
alternatif bir teknik olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Bu
calismada deri fibroblast, tiimor iligkili fibroblast ve
melanoma hiicrelerinin kiiltiir agamasinda hiicre kiiltiir
ortamina eklenen serumun hiicrelerden toplanan YZRS
spektrumlarinin  simiflandirma  basaris1  lizerine etkisi
aragtirilmigtir. Serum eklenen ve eklenmeyen ortamda
kiiltiirlenen hiicrelerden elde edilen YZRS spektrumlarinin;
temel bilegen analizi (TBA), yeniden yapilanma bagimsiz
bilesen analizi (YYBBA) ve seyrek filtreleme (SF)
yontemleri kullanilarak 0z nitelik ¢ikarimi
gerceklestirilmistir. Cikarilan 6z nitelikleri siniflandirmak
icin destek vektor makinast (DVM) ve k en yakin komsu
(KEYK) algoritmast kullanilmigtir. Serum eklenmeyen
hiicre kiiltiir ortamlarinda kiiltiirlenen hiicrelerden toplanan
spektrumlarin makine 6grenme teknikleri ile siniflandirma
islemi gerceklestirildiginde siniflandirma basarilariin
serum cklenen gruba gore daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir.  Serum  eklenmeyen  hiicre  grubunun
siniflandirma  basarisi SF ile  DVM kullanildiginda
%96.4+0.4, TBA ile KEYK algoritmasi1 kullanildiginda
%96.8+0.29 olarak bulunmus olup serum eklenen ve
eklenmeyen gruplara ait siniflandirma basaris1 arasinda
istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Melanoma, Yiizeyde zenginlestirilmis
Raman spektroskopisi, Temel bilesen analizi, Yeniden
yapilanma bagimsiz bilesen analizi, Seyrek filtreleme

1 Giris

Hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiyliylip ¢ogalmasi
sonucu meydana gelen kanser, diinya genelinde énemli bir
saglik sorunu olup 6liim nedenleri arasinda basi ¢cekmektedir
[1,2]. Cilt kanseri veya melanoma, ciltteki pigment iireten
hiicreler olan melanositlerden kaynaklanan koétii huylu bir
timordiir [3]. ABD ulusal kanser enstitiisii verilerine gore

Abstract

Due to the disadvantages of the methods used for the
detection of melanoma, which ranks among the leading
causes of death worldwide, there is a need for the
development of new methods. In this context, surface-
enhanced Raman spectroscopy (SERS) emerges as a
powerful and alternative technique. In this study, the effect
of serum added to the cell culture medium during the
culture of skin fibroblasts, tumor-associated fibroblasts,
and melanoma cells on the classification success of SERS
spectra collected from the cells was investigated. Feature
extraction was performed using principal component
analysis (PCA), reconstruction-independent component
analysis (RICA), and sparse filtering (SF) methods on
SERS spectra obtained from cells cultured in media with
and without serum. Support vector machines (SVM) and k-
nearest neighbors (KNN) algorithms were used to classify
the extracted features. It was found that the classification
accuracy of spectra collected from cells cultured in serum-
free media was higher compared to those from the serum-
added group when classified using machine learning
techniques. The classification accuracy of the serum-free
cell group was found to be 96.4+0.4% using SF with SVM
and 96.8+0.29% using PCA with the KNN algorithm, with
a statistically significant difference in classification
accuracy between the serum-added and serum-free groups.

Keywords: Melanoma, Surface enhanced Raman
spectroscopy, Principal component analysis,
Reconstruction independent component analysis, sparse
filtering

ABD’de yaygin kanser tiirleri igerisinde goriilme sikligi
acisindan 5. sirada yer alan melanomaya ait 2024 yilinda
100.640 yeni vaka kaydedilecegi ayn1 yil iginde melanoma
kaynakli 8.290 6liim meydana gelecegi tahmin edilmektedir
[4]. Diger kanser tiirlerinde oldugu gibi melanomada da
erken teshis son derece 6nemlidir. Melanoma tanist tipik
olarak klinik degerlendirme, goriintiileme testleri ve biyopsi
prosediirlerinin bir kombinasyonunu igermektedir [5].
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Bununla birlikte bu yontemlerin kullanimi zaman alici
olabilmekte ve girisimsel asamalar gerektirebilmektedir. Bu
nedenle hizli ve yiiksek dogrulukla sonu¢ verebilen ve
mevcut yontemlerin dezavantajlarint ortadan kaldirabilecek
nitelikte yeni yontemlere ihtiyag vardir.

Yiizeyde Zenginlestirilmis Raman Spektroskopisi
(YZRS) son yillarda olduk¢a artan popiilerlige sahip bir
yontem olup kanserin, patojenlerin ve hastaliklarin hizli
tespitine yonelik yaygin sekilde kullanilmaktadir [6-9].
YZRS, Raman spektroskopinin sagladigr molekiiler parmak
izi Ozgilligini potansiyel tek molekiil hassasiyetiyle
birlestirir [10]. Bu teknik; 6rnek hazirlama siirecinin kolay
olmasi, numuneye zarar vermemesi, yiiksek maliyetli
olmamasi, kullanimi i¢in egitimli personel gerektirmemesi
gibi avantajlara sahiptir [11]. Bununla birlikte benzer
bilesimli numunelere ait spektrumlarin oldukca benzer
olmasi elde edilen verilerin analizi i¢in gelismis veri isleme
algoritmalarmin kullanimini zorunlu hale getirmektedir. Bu
kapsamda gozetimli ve gozetimsiz makine Ogrenme
algoritmalarindan siklikla faydalanilmaktadir [12]. Bu
algoritmalar sayesinde son derece benzer spektral 6zelliklere
sahip kanserli ve saglikli hiicrelerin ayrigtiritlmasi basarilt bir
sekilde gergeklestirilebilmektedir [13].

Olduk¢a agresif ve metastatik Ozellik gosteren
melanomanin  YZRS ile tespitine yonelik c¢aligmalar
literatiirde rapor edilmistir. Qiu vd. [14] tarafindan
gerceklestirilen  ¢alismada melanosit ve  melanoma
hiicrelerini ayirt etmek i¢in hiicrelere ait YZRS spektrumlart
kat1 yiizey altin nanopargaciklar {izerinden toplanmistir. Son
derece benzer olan spektrumlari siniflandirmak i¢in evrigimli
sinir aglart  kullamldiginda 9%98’lik bir siniflandirma
dogrulugu elde edilmigtir. Wang vd. [15] tarafindan
gerceklestirilen baska bir ¢alismada ise 20 melanoma hastasi
ve 21 saglikli kisiden alinan kan serumu drneklerinden elde
edilen hiicre disi vezikiillerdeki protein biyobelirtegler
mikroakigkan  cihaz  ilizerinde yakalanarak  YZRS
spektrumlart toplanmistir. Melanom hastalart ve saglikli
kisilere ait protein biyobelirtegleri YZRS sinyalleri arasinda
anlamli farklar bulunmustur. Yousuff vd. [16] tarafindan
yapilan ¢alismada saglikli ve melanoma grubu ayristirmak
icin YZRS ve makine Ogrenme teknikleri birlikte
kullanildiginda yiiksek bir siniflandirma basaris1 elde
edilmistir. Erzina vd.’nin [17] yaptigi genis kapsamli
calisgmada melanoma hiicreleri, normal deri fibroblast
hiicreleri ve tiimor iligkili fibroblastlara ait YZRS
spektrumlar1 toplanarak bu hiicre gruplar1 evrisimli sinir
aglari ile basarili bir sekilde sinmiflandirilmistir.

Su ana kadar melanomanin YZRS ile tespitine yonelik
gerceklestirilen c¢aligmalarda agirlikli olarak hiicre kiiltiir
ortaminda biiyiitiilen hiicrelerin spektrumlar1 toplanarak
saglikli  ve  kanserli  hiicrelerin  siiflandirilmast
gergeklestirilmistir [14,17]. Kullanilacak hiicre tipine bagli
olarak  kiiltiir ortami parametreleri degisiklik
gosterebilmektedir [18]. Hiicre kiiltiir ortaminda bulunan
aminoasit, karbonhidrat, vitamin ve ¢esitli iyonlar hiicrede
metabolik olaylarin gerceklesmesi igin gerekli ortam saglar
[19]. Ayrica serum igeren ¢ozeltiler igerisinde bulunan
hormonlar, proteinler, biliylime faktorleri gibi bilesenler
hiicre ¢ogalmasi igin gereken bilesenlerdir [18]. Bununla

birlikte hiicre kiiltiir ortaminda serum kullanimi bazi
dezavantajlari da beraberinde getirebilmektedir. Bu
dezavantajlarin basinda bilesiminin degisken olmasi ve
virlis, mikoplazma, prion gibi kirletici kaynaklari igermesi
sayilabilir [20,21]. Pek ¢ok hiicre hatt1 serum igermeyen 6zel
kiiltiir ortaminda biiyttiilebilmektedir [21]. Literatiirde hiicre
kiiltir ortam1 parametrelerinde yapilan degisikliklerin
hiicrelerden toplanan YZRS spektrumlarinda bir degisiklik
olusturup  olusturmadigina  yonelik  bir  c¢alismaya
rastlanmamustir.

Bu ¢alismada hiicre kiiltiir ortamina eklenen serumun
melanomanin tespitinde hiicrelerden toplanan spektrumlarin
smiflandirma basarisi {izerine etkisi incelenmistir. Serum
eklenen ve eklenmeyen normal deri fibroblast hiicreleri,
tiimdr iligkili fibroblast hiicreleri ve melanoma hiicrelerine
ait YZRS spektrumlarmin ¢esitli makine 6grenme
algoritmalart ile siniflandirma islemi gerceklestirilerek
ortama eklenen serumun siniflandirma basarisi lizerine etkisi
arastirilmigtir.  Calisma kapsaminda Erzina vd. [17]
tarafindan  yapilan ¢aligmada toplanan veri  seti
kullamlmustir. Serum eklenen ve eklenmeyen ortamda
kiiltiirlenen hiicrelere ait YZRS spektrumlarindan temel
bilesen analizi (TBA), yeniden yapilanma bagimsiz bilesen
analizi (YYBBA) ve seyrek filtreleme (SF) yontemleri
kullanilarak 6z nitelik ¢ikarimi gergeklestirilmistir. Cikarilan
0z nitelikler destek vektdr makinasi (DVM) ve k en yakin
komsu (KEYK) algoritmasi ile smiflandirilmistir. Elde
edilen sonuglar hiicre kiiltiir ortamina serum eklenen ve
eklenmeyen gruptan elde edilen simiflandirma basarilari
arasinda istatistiksel acgidan anlamli bir fark oldugunu
gostermektedir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler, kanserli
ve saglikli hiicrelerin YZRS ile tespitinde hiicrelerin hiicre
kiiltiir ortaminda biiyiitiilmesi sirasinda ortama eklenecek
serum konusunda yol gosterici olacaktir.

2 Metot
2.1 Veri seti

Bu galismada erisime agik olarak sunulan bir veri seti
kullanilmustir. Sunulan veriler Erzina vd. tarafindan yapilan
caligmadan elde edilmistir ve verilerle ilgili ayrintili bilgilere
ilgili referanstan ulagilabilmektedir [17]. Veri seti, deri
fibroblast, tiimor iliskili fibroblast ve melanoma hiicrelerine
ait YZRS spektrumlarinin ADT-NH,, 4-ADT-COOH veya
ADT-(COOH); ile islevsellestirilmig Au nanopargacik yiizey
izerinden toplanmasiyla elde edilmistir. Hiicre hatt1 veya
birincil kiiltiirden elde edilen hiicrelerin kiiltlir ortaminda
biiyiitiilmesi sirasinda drneklerin bir grubuna %10 fetal sigir
serumu eklenirken diger gruba serum eklenmemis ve her iki
gruptan YZRS spektrumlart toplanmustir. Spektrumlar 785
nm dalga boylu lazer ile 33 mW lazer giicii altinda
toplanmistir. Orijinal veri setinde spektrumlara ait taban hatti
¢ikarildiktan sonra normalize edilmistir. Verilerin parmak izi
bolgesi olarak nitelendirilen bdlgede yer alan 400-2500 cm'?
bolgesi arasinda kalan kisimlar1 kullanilmistir.

2.2 Veri analizi

Veri seti, hiicre kiltiir ortamina %10 fetal sigir serumu
eklenen ve serum eklenmeyen ortamda biiyiiyen hiicrelerden
elde edilen spektrumlardan olusmaktadir. Serum eklenen
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ortamdan toplanan spektrumlarin 157 tanesi deri fibroblast
hiicrelerinden, 150 tanesi timor iligkili  fibroblast
hiicrelerinden ve 322 tanesi melanoma hiicrelerinden
olusmaktadir. Serum eklenmeyen ortamdan toplanan
spektrumlarin 151 tanesi deri fibroblast hiicrelerinden, 151
tanesi tiimor iligkili fibroblast hiicrelerinden ve 308 tanesi
melanoma hiicrelerinden elde edilmistir. Veri setinde toplam
1239 spektrum yer almaktadir.

Hiicre kiiltiir ortamina eklenen serumun siniflandirma
basarisi lizerine etkisini aragtirmak igin farkli 6z nitelik
¢ikarim metotlart  ve smiflandiricilar  kullanilmustir.
Swmiflandirict basarisi 6z nitelik ¢ikarim metoduna biiyiik
oranda bagli oldugu i¢in bu c¢aligmada farkli 6z nitelik
cikarim metotlarindan faydalanilmigtir. Burada kullanilan
TBA ve YYBBA girdi verilerini ¢iktt ozelliklerine
doniistiirtirken dogrusal bir doniigiim kullanirken SF bu amag
icin dogrusal olmayan bir doniisiim kullanir. Boylece 6z
nitelik ¢ikariminda hem lineer hem de lineer olmayan 6z
nitelik ¢ikarim yontemleri kullanilarak serum eklenen ve
eklenmeyen gruplarin siniflandirma basarilar1 kapsamli
sekilde kiyaslanmistir.

2.2.1 Oz nitelik ¢ctkarma

Veri setinden 6z niteliklerin ¢ikarilmasi amaci ile TBA,
YYBBA ve SF olmak {izere 3 farkli 6z nitelik ¢ikarma
yontemi kullamilmisgtir. ' TBA, Raman spektrumlarindan
anlamli bilgi ¢ikarmak i¢in siklikla bagvurulan gbzetimsiz
bir makine &grenme yontemidir [22,23]. TBA ile ¢ok
boyutlu uzayda yer alan veri igerisindeki varyans miimkiin
oldugunca korunarak verinin daha kiigiik boyutlu uzaylara
indirgenmesi gerceklestirilir. Doniisiim sonrasi ilk temel
bilesen en biiylik varyansa sahiptir ve son temel bilesene
dogru gidildik¢e varyans azalir [24]. TBA ile veri
icerisindeki dogrusal iligkiler belirlenerek veriden dogrusal
0z nitelikler ¢ikarilmasi saglanir. YYBBA, bagimsiz bilesen
analizinden yola ¢ikilarak elde edilen gozetimsiz bir 6z
nitelik ¢ikarma yontemidir ve bagimsiz bilesen analizinde
ortaya ¢ikan dezavantajlarin lstesinden gelebilmektedir.
Bagimsiz bilesen analizinin kisa tanimlamasi i¢in m adet

ornekten olusan bir veri seti {x(i)}izlm, x® e R" seklinde

verilmis olsun. Burada her bir 6rnegi k adet bagimiz bilesen
ile temsil etmek i¢in Denklem (1)’de verilen ifadeyi
minimum yapan agirhk matrisi  W’nun bulunmasi
gerekmektedir [25].

minW, I, Y, gWix®), wwT =1 1)

Burada verilen g lineer olmayan yapida konveks bir
fonksiyondur ve genellikle g(.) := log(cosh(.)) ile tanimlanir.
We RFM olarak tammlanan W agirlik matrisidir ve k 6z nitelik
sayisim ifade etmektedir. Denklem (1)’de verilen Wj, W
matrisindeki bir satir1 gostermektedir. Burada verilen
WWT=] ifadesi ortonormallik kisit: olarak tanimlanmaktadir
[25].

Bagimsiz bilesen analizinin bazi ortonormallik sorunlari
vardir. Bunun dstesinden gelmek icin YYBBA’dan
faydalanilir.  YYBBA’nde ortonormallik kisiti ortadan

kaldirilarak yeniden yapilandirma maliyeti adi verilen
yumusak bir ceza terimi uygulanmaktadir [26]. Buna ait
esitlik Denklem (2)’de verilmistir. Denklem (2)’de verilen
A>0 parametresi yeniden yapilandirma hatasi ile seyreklik
arasindaki dengeyi ifade etmektedir.

/1 m
—ZHWTWx(i)
m i=1

m k
—x0|3 +ZZ gW; x®)

i=1 j=1

min W,

O]

SF 6z nitelik ¢ikarim ydntemi, az sayida hiper parametreye
sahip olmast ve kullaniminin kolay olmasi gibi
ozelliklerinden dolay1 tercih edilen etkili bir ydntemdir.
Seyrek filtreleme ilk olarak Ngiam vd. tarafindan
Onerilmistir [27]. Yontem kisaca Oznitelik matrisine
seyreklik optimizasyonu uygulayarak girdi 6rneklerinden
seyrek Oznitelikleri 6grenmeyi amaglamaktadir. Etiketsiz

olarak verilen {xi}i_1 bir veri seti N 6rnek igeriyor ve xj€ RP

olsun. SF yontemi, Denlem (3) xi’leri fi € R"ye esleyerek
yeni 6z nitelikler elde edilmesini saglar. Burada h(.) lineer
olmayan yapida bir aktivasyon fonksiyonudur, d ise veriden
cikarilacak 6z nitelik sayisim ifade eder. Buradaki W e R
ise giris ve ¢ikigi baglayan agirlik matrisidir [28].

fi=hWT'x) ®)

SF yonteminin asil gérevi, her bir girdi 6rnegi xi'nin karsilik
gelen fiile iyi bir sekilde temsil edilebilecegi optimal bir W'yi
Ogrenmektir. Bu yonteme ait ama¢ fonksiyonu Denklem
(4)’te verildigi gibi formiile edilir. Denklem (4)’te verilen
optimizasyon siireci ayn1 zamanda W matrisinin en uygun
agirliklarinin belirlenmesinin optimizasyon siirecini ifade
etmektedir. Burada en uygun W matrisi belirlendikten sonra
girdi verilerine ait 6z nitelikler Denklem (3) vasitasiyla
cikarilir [28].

N
in JW) = > ||fi 4
min ;n I,

Verilen 6z nitelik ¢ikarma yontemleri igin 50 6z nitelik
¢ikarildiginda yiiksek siiflandirma dogruluguna
ulagilmistir. Oz nitelik sayist 50°den fazla segilse bile
smiflandirma dogrulugunda onemli bir degisim meydana
gelmedigi i¢in her 3 6z nitelik ¢ikarma yonteminde de 50 6z
nitelik ¢ikarilarak siniflandirici giriglerine uygulanmistir.

2.2.2 Simiflandirma

Serum igeren ve igermeyen ortamlarda biiyiitiilen deri
fibroblast hiicreleri, tiimor iligkili fibroblast hiicreleri ve
melanoma hiicrelerine ait YZRS spektrumlarindan farkli 6z
nitelik ¢ikarma ydntemleri kullanilarak elde edilen 6z
nitelikler ~ simflandirilmigtir.  Bu  amagla  geleneksel
smiflandirma yontemleri olan ve YZRS spektrumlarinin
siniflandirilmasinda oldukga basarili sonuglar veren DVM
ve KEYK algoritmalar1 kullanilmistir.
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Serum eklenen ve eklenmeyen ortamlarda biyiitiilen
hiicrelere ait YZRS spektrumlar1t 6z nitelik ¢ikarma
isleminden sonra 2 ayr1 veri seti seklinde smiflandirma
islemleri gerceklestirilmistir. Siniflandiricilara ait model
parametreleri Tablo 1’de verilmistir. Simiflandiricilarin
model parametreleri belirlenirken optimum parametreleri
belirlemek i¢in 10 kat ¢apraz dogrulama algoritmasindan
faydalanilmigtir. 10 kat capraz dogrulama tekniginde veri
seti 10 esit parcaya boliiniip her seferinde bir kismi test
verisi, kalani egitim verisi olarak kullanilir. Bu siire¢ 10 kez
tekrarlanir ve modelin genel dogrulugu hesaplanir. KEYK
algoritmasinda da optimum k degeri, farkli k degerleri
denenerek ¢apraz dogrulama sirasinda en iyi performansi
veren k degeri secilerek belirlenmistir. Simiflandirict
performanslarini degerlendirmek i¢in karmagiklik matrisleri
iizerinden smiflandiricilara  ait  dogruluk  degerleri
hesaplanmistir. Siniflandiricilar 50 kez calistirilmis ve
smiflandirict dogruluklarina ait ortalama + standart sapma
degerleri bulunmustur. Dogruluk degeri hesaplanirken
karmagiklik  matrisi  lizerindeki kosegen elemanlar
toplanarak matristeki elemanlarin toplamina boliinmiistir.
Tiim veri analiz asamalart MATLAB (The MathWorks,
Natick, USA) ile gergeklestirilmistir. Veri analizi igin
gerceklestirilen agamalar Sekil 1°deki blok diyagramda
verilmistir.

Tablo 1. Smiflandirici modellerini  olusturmak igin
kullanilan parametreler

Siniflandirict Parametre Degeri
Cekirdek fonksiyon Polinom
Cekirdek derecesi 2

DVM Box constraint 1
Cekirdek olgegi 1
Céziicii Slre_lll _minimal

optimizasyon

Komsu sayis1 1

KEYK Uzaklik dlglimii Oklid mesafesi

Mesafe agirliklandirma

fonksiyonu Equal

2.2.3 Istatistiksel analiz

Melanoma tespitinde hiicre kiiltlir ortamimna serum
eklenen ve eklenmeyen hiicrelerden toplanan YZRS
spektrumlarimin  siniflandirma  basaris1 iizerine etkisini
arastirmak icin Mann-Whitney U test kullanilmigtir. Bu test
iki grup arasinda fark olup olmadigini test etmek igin
kullanilan parametrik olmayan bir testtir [29]. Elde edilen
veriler, normal dagilima uymadigindan bu testin kullanimi
uygun bulunmustur. Serum igeren ve igcermeyen verilerin
farkli 6z nitelik ¢ikarim yontemleri ile elde edilen
siniflandirict dogruluklart arasinda fark olup olmadigini
aragtirmak i¢in Mann-Whitney U test %95 giiven diizeyinde
gerceklestirilmistir. Boylece p<0.05 igin gruplar arasinda
istatistiksel agidan anlamli fark oldugu sonucuna varilmustir.

Serum igeren/igermeyen
YZRS spektrumlar

— |

TBA ile 6z nitelik{ | YYBBAilc 6z
gikarim nitelik ¢ikarmm

l

Egitim ve Test Seti

/\

KEYK algortimast ile
simiflandirma

\/

Performans
degerlendirmesi

SF ile 6z nitelik
¢tkarimi

DVM ile simiflandirma

Sekil 1. Serum igeren ve igermeyen ortamda biiyiiyen
hiicrelerden elde edilen YZRS spektrumlarmnin veri
analizine ait blok diyagram

3 Bulgular ve tartisma

3.1 Serum eklenen ve eklenmeyen ortamlarda biiyiitiilen
hiicrelere ait YZRS spektrumlar

Hiicre kiiltiir ortamina eklenen serumun normal deri
fibroblast, tiimdr iligkili fibroblast ve melanoma hiicrelerine
etkisini incelemek i¢in hiicrelerden toplanan YZRS
spektrumlarinin ortalamalarina ait grafikler Sekil 2a, 2b ve
2c’de verilmistir. Sekil 2a’da normal deri fibroblast
hiicrelerinin kiiltiir ortamina serum eklenmeden (%0 serum)
ve serum eklenerek (%10 serum) biyiitildiigiinde elde
edilen YZRS spektrumlarinin ortalamasi verilmistir. Verilen
sekilde serum eklenen ve eklenmeyen gruplar arasindaki en
az farklihgin Sekil 2a’da goriilen normal deri fibroblast
hiicreleri arasinda oldugu goriilmektedir. Sekil 2a’daki fark
spektrumu incelendiginde iki grup i¢in Raman kaymalarina
ait dalga boylar biiyiik oranda ayni konumlarda olmakla
birlikte spektral pik siddetlerinde az miktarda da olsa
farkliliklar oldugu goriilmektedir. Sekil 2b’de verilen timor
iligkili fibroblast hiicrelerine ait serum eklenen ve
eklenmeyen Kkiiltiirlerden elde edilen ortalama YZRS
spektrumlari incelendiginde hem spektral piklerin konumlari
hem de siddetleri arasinda 6nemli farkliliklar mevcuttur.
Burada, serum eklenmeyen tiimor iliskili fibroblast hiicreleri
serum eklenen hiicre kiiltiir ortamina gore daha belirgin ve
siddetli Raman spektrumlar1 elde edilmistir. Burada 400-
1250 cm™ bolgesinde yer alan piklerin siddeti serum eklenen
orneklerde olduk¢a diisiik seviyede seyretmektedir. Bu
bolgedeki YZRS piklerinin olugmasina katki veren ¢ok
sayida biyomolekiil mevcuttur. Bunlara polisakkarit, niikleik
asit, protein gibi yapilar drnek olarak verilebilir [30]. 1330
cm?® civarindaki spektral bolge literatiirde DNA ve
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fosfolipitler ile iliskilendirilmigtir [31]. 1560 cm?
civarindaki pik ise triptofan ve COO" kaynakli olarak ortaya
cikmaktadir [30]. Sekil 2¢’de verilen melanoma hiicrelerine
ait ortalama YZRS spektrumlarinda serum eklenmeyen
hiicrelerin spektrumlarinda diger hiicre tiirlerinde oldugu
gibi pik siddetlerinde onemli farkliliklar goriilmektedir.
Sekil 2°de serum eklenen ve eklenmeyen hiicre gruplarina ait
YZRS spektrumlarinda 6zellikle tiimor iligkili hiicreler ve
melanoma  hiicrelerinde  spektrumlarin  farklilastig
goriilmektedir.

Hiicre kiiltir ortamma serum eklenmesi, serum
iceriginde bulunan g¢esitli besinler, biiyiime faktorleri,
hormonlar ve proteinler gibi bilesenlerden dolay1r serum
eklenen ve eklenmeyen hiicre gruplarinin biyokimyasal
yapisini  ve metabolik faaliyetlerini Onemli Olgiide
etkileyebilmektedir. Serum igeriginde bulunan yiiksek
miktarda protein ve aminoasit, hiicrelerin biyokimyasal
aktiviteleri ve protein sentezi iizerinde dnemli etkiye sahip
olabilmektedir. Ayrica serum iceriginde bulunan lipit ve
karbonhidrat gibi molekiiller hiicre zar yapisinda ve enerji
depolama ya da harcama siireglerinde degisiklige neden
olabilmektedir [32,33]. Biitiin bu degisiklikler g6z 6niine
alindiginda hiicre kiiltiir ortamina serum eklenen ve
eklenmeyen hiicrelerin YZRS spektrumlarin da farkliliklar
goriilecegi agiktir.

a
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Sekil 2. Serum igermeyen ve serum igeren ortamlarda
biiyiitiilen a. normal deri fibroblast, b. tiimor iligkili
fibroblast ve ¢. melanoma hiicrelerine ait ortalama ve fark
YZRS spektrumlari

3.2 Serum eklenen ve eklenmeyen hiicre kiiltiir
ortamlarinda biiyiitiilen hiicrelerin siniflandurilmasi

Hiicre kiiltiir ortamina serum eklenen ve eklenmeyen 3
grup hiicrenin smiflandirma basarilarini arastirmak igin
oncelikle hiicrelere ait spektrumlardan 6z nitelik ¢ikarma
islemi gergeklestirilmigstir. Siniflandiricilarin siniflandirma
basarisi ¢ikarilan 6z niteliklere bagli oldugundan 3 farkli 6z
nitelik ¢ikarma yontemi kullanilmistir. TBA, YYBBA ve SF
0z nitelik ¢ikarma yontemleri kullanilarak serum igeren ve
icermeyen hiicre gruplarindan 50 6z nitelik ¢ikarilip DVM
ve KEYK siniflandiricilarinin  giriglerine uygulanmustir.
Simiflandirict  performanslar1 10 kat capraz dogrulama
yontemi kullamlarak objektif olarak degerlendirilmistir.
Hiicre kiiltiir ortamina serum eklenmeyen hiicrelerden elde
edilen  YZRS spektrumlarma  ait  siniflandirici
performanslarini gosteren karmagiklik matrisi Sekil 3’te
goriilmektedir. Verilen matriste satirlar her bir sinif etiketine
ait gercek sayilari, siitunlar ise ilgili sinif etiketine ait model
tarafindan tahmin edilen sayilar1 gostermektedir. Matrisin
kosegeni tizerinde yer alan sayilar siniflandirici tarafindan
dogru olarak smiflandirilan sinif etiketine ait sayilari
gostermektedir. TBA, YYBBA ve SF ile 6z nitelik ¢ikarimi
yapilip DVM ile siniflandirilan 6rneklere ait karmasiklik
matrisi Sekil 3a, 3b ve 3c’de verilmistir. TBA-DVM i¢in
%91+0.5, YYBBA-DVM %90.3£0.63 ve SF-DVM
%96.4+0.4 sniflandirma dogrulugu elde edilmistir. Sekil 3d,
3e ve 3f’de ise TBA, YYBBA ve SF ile 6z nitelik ¢ikarimi
yapilip KEYK algoritmasi ile siniflandirilan 6rneklere ait
karmasiklik  matrisleri  verilmistir. TBA-KEYK ig¢in
%96.8+0.29 , YYBBA-KEYK i¢in %96.5+0.24 ve SF-
KEYK igin  %96.2+0.19 siniflandirma  dogrulugu
bulunmustur. Siniflandirma sonuglar1 Tablo 2’de verilmistir.
Burada verilen sonuglar degerlendirildiginde KEYK
algoritmasinin serum igermeyen ortamda kiiltiirlenen
hiicrelerden elde edilen spektrumlarin siniflandirilmasinda 3
0z nitelik ¢ikarma yontemi kullanildiginda da yiiksek bir
siniflandirma bagarist verdigi goriilmektedir. DVM ile elde
edilen sonuglar incelendiginde SF ile ¢ikarilan 6z nitelikler
en yiiksek siniflandirma basarisini verirken TBA ve YYBBA
yontemlerinden elde edilen 0z niteliklerin siniflandirma
basarisi SF’ye kiyasla bir miktar disik olarak elde
edilmistir. Melanomanin tespitinde, serum igermeyen
ortamda kiiltlirlenen hiicrelerden elde edilen YZRS
spektrumlarini siniflandirmak i¢in YYBBA ve SF 6z nitelik
¢ikarma yontemleri DVM ve KEYK algoritmalariyla birlikte
kullanildiginda oldukga yiiksek siniflandirma dogruluklari
bulunmustur. Bununla birlikte en yiliksek smiflandirma
dogrulugu TBA ve KEYK algoritmasi birlikte
kullanildiginda elde edilmistir. Sekil 3d’de deri fibroblast
hiicrelerine ait 3 spektrum, tiimor iligkili fibroblasta ait 3
spektrum ve melanomaya ait 13 spektrum yanlis olarak
smiflandirilmigtir. Béylece 1239 spektrumdan yalnizca 19
spektrum yanlis smiflandirilarak oldukga yiiksek bir
siiflandirma basarisi elde edilmistir.
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Sekil 3. Serum eklenmeyen ortamda biiyiitiilen hiicrelere
ait YZRS spektrumlarmin farkli 6z nitelik ¢ikarma
yontemleri ve siniflandiricilar kullanilarak elde edilen
karmagiklik matrisleri. a. TBA b. YYBBA c. SF ile 6z
nitelik ¢ikarimi yapilip DVM ile siniflandirilan 6rneklerin
smiflandirma sonuglari. d. TBA e. YYBBA f. SF ile 6z
nitelik ¢ikarimi  yapilip KEYK ile siniflandirilan
orneklerin siniflandirma sonuglari

Sekil 4’te serum igeren kiiltiir ortaminda biiyiitiilen
orneklerden elde edilen YZRS spektrumlarinin siniflandirma
sonuglarina ait karmasiklik matrisleri goriilmektedir. Bu
kisimda toplanan YZRS spektrumlarinin TBA, YYBBA ve
SF ile 6z nitelik ¢ikarimi yapildiktan sonra DVM ve KEYK
siniflandiricilar ile siniflandirma islemleri
gerceklestirilmistir. Sekil 4a, 4b ve 4c’de spektrumlarin
TBA, YYBBA ve SF 6z nitelik ¢ikarma yontemleri ile 6z
nitelikleri ¢ikarildiktan sonra DVM ile smiflandirilmast
neticesinde elde edilen karmasiklik matrisleri verilmistir.
TBA-DVM %86.8+0.79, YYBBA-DVM igin %86.6+0.64
ve SF-DVM igin %80.5+0.72 smiflandirma dogrulugu elde
edilmistir. Sekil 4d, 4e ve 4fde ise spektrumlarin 6z
nitelikleri  ¢ikarildiktan  sonra KEYK  algoritmasi
kullanilarak  siniflandirilmasi  neticesinde elde edilen
karmasiklik matrisleri verilmistir. Burada da TBA-KEYK
icin %91.4+0.36, YYBBA-KEYK i¢in %90.5+0.44 ve SF-
KEYK igin %74+0.66. smiflandirma dogruluklar1 elde
edilmistir. ~ Simiflandirma  sonuglar1  Tablo  2’de
gorilmektedir. Serum igeren ortamda kiiltiirlenen
hiicrelerden elde edilen spektrumlarin  smiflandirma
basarilar1 incelendiginde en basarili sonucu %91.4+0.36
dogruluk ile TBA ile 6z nitelik ¢ikarimi yapilip KEYK
algoritmas1 kullanilarak siniflandirilan 6rneklerden elde
edilmistir. Buna ait karmasiklik matrisi Sekil 4d’de deri
fibroblast hiicrelerine ait 7 spektrum, timdr iliskili
fibroblasta ait 23 spektrum ve melanomaya ait 24 spektrum
yanlis olarak siniflandirilmigtir. Boylece 1239 spektrumdan
54 spektrum yanhis smiflandirilmisti. Bu ¢alisma
kapsaminda kullanilan veri setinde hem serum eklenen hem
de eklenmeyen ortamdan toplanan YZRS spektrumlarinda
melanoma hiicrelerinden toplanan YZRS spektrumlarinin
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Sekil 4. Serum eklenen ortamda biiyiitiilen hiicrelere ait
YZRS spektrumlarimin farklt 6z nitelik ¢ikarma
yontemleri ve siiflandiricilar kullanilarak elde edilen
karmasiklik matrisleri a. TBA b. YYBBA c. SF ile 6z
nitelik ¢ikarimi yapilip DVM ile siniflandirilan 6rneklerin
siiflandirma sonuglari. d. TBA e. YYBBA f. SF ile 6z
nitelik c¢ikarimi  yapilip KEYK ile smiflandirilan
orneklerin siniflandirma sonuglari

sayisi diger hiicre gruplarindan fazladir. Sekil 3 ve 4’te
verilen karmagiklik matrisleri incelendiginde siniflar
arasindaki bu dengesizligin, siniflandirici modellerinin
dengesiz smiflar lehine yanli dgrenmesine yol a¢gmadigi
goriilmektedir. Burada kullanilan ¢apraz dogrulama yontemi
sayesinde veri seti defalarca egitim-test siirecine tabi
tutulmaktadir. Dengesiz siniflara sahip veri setlerinde, model
bazen tesadiifen bir egitim-test setinde iyi performans
gosterebilir. Capraz dogrulama, veri setini tekrar tekrar
kullanarak bu durumu dengelemektedir.

Tablo 2. Serum eklenen ve eklenmeyen ortamda biiyiitiilen
hiicrelere ait spektrumlarin siniflandirma sonuglari

Serum eklenmeyen ortamda bilyiitiilen hiicrelere ait siniflandirma
dogrulugu (%) + standart sapma sonuglari

TBA YYBBA SF
DVM %91+0.5 %90.3+0.63 %96.4+0.4
KEYK %96.8+0.29 %96.5+0.24 %96.2+0.19

Serum eklenen ortamda bilyiitiilen hiicrelere ait smiflandirma
dogrulugu (%) + standart sapma sonuglari

TBA YYBBA SF
DVM %86.8+0.79 %86.6+0.64 %80.5+0.72
KEYK %91.4+0.36 %90.5+0.44 %74+0.66

Sekil 3 ve 4’te elde edilen sonuglara gére melanomanin
tespitinde serum eklenmeyen ortamda kiltiirlenen hiicre
gruplarindan elde edilen spektrumlarin smiflandirma
sonuglarinin serum eklenen ortamda Kkiiltiirlenen hiicre
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gruplarindan elde edilen spektrumlarin siniflandirma
basarilarindan daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bununla
birlikte bu sonuglarin istatistiksel analiz ile desteklenmesi
gerekmektedir. Bu amagla Mann-Whitney U test
kullanilmustir.  Sekil 5’te serum eklenen ve eklenmeyen
ortamlarda  kiiltirlenen  hiicrelerden  elde  edilen
spektrumlarin 3 6znitelik ¢ikarma yontemi ile 6z nitelikleri
cikarildiktan sonra DVM ve KEYK algoritmasi ile bulunan
simiflandirma  sonuglarinin - Mann-Whitney U test ile
istatistiksel analiz sonuglar1 goriilmektedir. Verilen 6 durum
icin de p<0.001 bulunmustur. Bu durum serum eklenen ve
eklenmeyen ortamlardan elde edilen spektrumlarin
siniflandirma basarilari arasinda anlamli bir fark oldugunu
gostermektedir.
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Sekil 5. Serum eklenen ve eklenmeyen ortamlarda
kiiltiirlenen hiicrelerin TBA, YYBBA ve SF 6z nitelik
¢ikarma yontemleri ve DVM ve KEYK algoritmalari
kullanilarak elde edilen siniflandirma dogruluklarinin
Mann-Whitney U test ile bulunan istatistiksel analiz
sonuglari. a. TBA b. YYBBA c. SF ile 6z nitelik ¢ikarimi
yapitlip DVM ile smiflandirilan serum igeren ve
icermeyen Orneklerin istatistiksel analiz sonuglar1 d. TBA
e. YYBA f. SF ile 6z nitelik ¢ikarimi yapilip KEYK ile
simiflandirilan serum igeren ve icermeyen Orneklerin
istatistiksel analiz sonuglar1. *p<0.001 bulunmusgtur.

Su ana kadar verilen sonuglar kapsaminda hiicre kiiltiir
ortamma serum eklenmeyen hiicrelerden toplanan
spektrumlarin daha yiiksek siniflandirma basarisina sahip
oldugu goriilmektedir. Farkli 6z nitelik ¢ikarim yontemleri
siiflandirict  basarisint  degistirebildiginden  calisma
kapsaminda TBA, YYBBA ve SF olmak iizere 3 farkli 6z
nitelik ¢ikarim yontemine yer verilmistir. Bu yontemlerden
TBA ve YYBBA verilerden dogrusal 6z nitelikler ¢ikarirken
SF dogrusal olmayan &z nitelikler ¢ikarmaktadir. Serum
eklenmeyen grupta SF yontemi kullanilarak 6z nitelik
¢ikarim1 yapilip DVM veya KEYK algoritmalar1 ile

smiflandirildiginda diger 6z nitelik ¢ikarma metotlart ile
olduk¢a yakin simiflandirma sonuglar elde edilmistir. Ote
yandan serum eklenen grupta SF yontemi kullanilarak 6z
nitelik ¢ikarimi yapilip DVM veya KEYK algoritmalari ile
smiflandirildiginda diger 6z nitelik ¢ikarma metotlarindan
daha diisiik simiflandirma sonuglarina ulasilmistir. Dogrusal
olmayan 06z nitelik ¢ikarim metotlar1 bazi durumlarda
dogrusal yontemlerden daha yiiksek sonug saglayabildigi
gibi [22] bazt durumlarda da daha disik sonug
verebilmektedir. Bu durum kullanilan veri setinin yapisina
bagli olarak degisebilmektedir. Serum eklenen hiicrelere ait
YZRS  spektrumlarinin  smiflandirilmasinda KEYK
algoritmasi ile birlikte kullanilan her 3 6z nitelik ¢ikarim
yontemi de birbirine oldukca yakin sekilde siniflandirma
dogrulugu saglamigtir. Fakat en yiiksek simiflandirma
dogrulugunu hem serum iceren hem de icermeyen grupta
KEYK siniflandirma algoritmasi ile birlikte kullanilan TBA
0z nitelik ¢ikarma yonteminin sagladigi goriilmektedir. TBA
ile birlikte kullanilan KEYK siniflandirma yontemi YZRS
spektrumlarimin  siiflandirilmasinda  basarili  sonuglar
tiretmektedir [34]. Burada kullamlan DVM ve KEYK
algoritmalar1 birbirine yakin smiflandirma sonuglar
vermekle birlikte en yiiksek siniflandirma dogrulugunun
KEYK algoritmasi tarafindan saglanmasinin birkag¢ sebebi
olabilir. Verilerin farkli siniflara iyi ayrilmis oldugu, ancak
bu ayrimin daha bolgesel diizeyde oldugu bir veri dagilimi
s6z konusuysa, KEYK algoritmasi bu bdlgesel siirlari
DVM’den daha iyi yakalamig olabilir. Bir diger neden
ozellikle siniflarin birbirine karistigi bolgelerde DVM’nin
dogrusal olmayan sinirlari, KEYK algoritmasinin bolgesel
komsu iliskilerine gore daha zayif performans gostermis
olabilir [35].

Hiicre kiiltiir ortamina serum eklenen hiicrelerden elde
edilen YZRS spektrumlarinin siniflandirma basgarisinin
disiik olmasi ¢esitli sebeplerden kaynaklanabilir. Serum;
gesitli proteinler, lipitler ve diger biyomolekiilleri igerir ve
bunlar YZRS sinyaline katkida bulunabilir. Bu ek bilesenler,
spektral karmasikligi artirarak hiicresel bilesenlere 6zgii
sinyalleri izole etmeyi zorlastirabilir. Ornegin, serumda
bulunan besin maddelerinin ve proteinlerin hiicreler
tarafindan alinmasindaki degisiklikler, hiicre
metabolizmasinda ve zar kompozisyonunda degisikliklere
neden olabilir. Bu nedenle hiicre kiiltiir ortamina eklenen
serum, hiicrelerden toplanan YZRS  spektrumlarmi
etkileyebilmektedir. Bu durum, saglikli ve kanserli
hiicrelerden toplanan spektrumlarin ayurt edilmesini
zorlastiracak sekilde spektrumda yeni piklerin olusumu veya
pik siddetlerinde degisimlere sebep olmus olabilir.
Literatiirde ortama eklenen serumun hiicrelerden toplanan
Raman ya da YZRS spektrumlarinin {izerindeki etkilerini
gosteren bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bunun yerine farkl
kiiltiir ortamindan kaynaklanan biyokimyasal degisikliklerin
Raman spektroskopi ile tespitine dayali bir ¢alisma
mevcuttur [36]. Gargotti vd. tarafindan yapilan bu ¢aligmada
HeLa oliimsiizlestirilmis insan servikal hiicreleri ve HaCaT
dermal hiicreleri, ti¢ farkl yiizeyde kiiltlire edilmistir. Farkli
ylizeylerde yetistirilen her iki hiicre tipi iizerinde
gerceklestirilen bu calisma, in vitro hiicre kiiltiirii ortaminin
hiicre dongiisii lizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugunu
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gostermistir. Bakteri hiicreleri lizerine yapilan ¢alismalarda
ise bakterilerin biiyiitiilmesi i¢in kullanilan farkli
besiyerlerinin  bakteriden elde edilen spektrumlarda
degisiklik meydana getirdigi rapor edilmistir [37,38].
Mevcut c¢aligmalar, hiicre kiiltiir ortaminda yapilan
degisikliklerin hiicreler tizerinde cesitli biyokimyasal
degisiklikler meydana getirdigini ve bu degisikliklerin
Raman ya da YZRS ile tespit edilebildigini gdstermektedir.
Erzina vd. [17] tarafindan gergeklestirilen c¢aligmada
toplanan ve halka agik olarak paylasilan veri setinde hiicre
kiiltiir ortamina serum eklenen ve eklenmeyen hiicrelerden
elde edilen YZRS spektrumlarinda farkliliklar meydana
geldigi goriilmektedir. Fakat meydana gelen bu farkliliklarin
kanserli ve saglikli  hiicrelere ait spektrumlarin
ayristirilmasinda nasil bir etki yaratacagi su ana kadar
arastirilmamustir.

Bu caligma kapsaminda hiicre kiiltiir ortamima serum
eklenerek ve eklenmeden kiiltiirlenen normal deri fibroblast,
timor iligkili fibroblast ve melanoma hiicrelerine ait
spektrumlarda meydana gelen farkliliklarin hiicrelerin
makine 6grenme teknikleri ile ayirt edilme basarisina olan
katkis1 6l¢iilmiistiir. Elde edilen bulgular serum eklenmeyen
ortamda kiiltiirlenen hiicre gruplarindan elde edilen YZRS
spektrumlarinin daha yiiksek bir smiflandirma basarisi ile
ayirt edilebildigini gostermistir.

4 Sonuglar

Gergeklestirilen ¢alisma kapsaminda oldukga agresif bir
kanser tiirii olan melanomanin YZRS ve makine 6grenme
teknikleri ile tespitinde hiicre kiiltir ortamina eklenen
serumun saglikli, tiimér iligkili ve melanoma hiicrelerinin
siniflandirilmasi {izerine etkisi arastirilmistir. Bu amag igin
hiicre kiiltiir ortamimna serum eklenen ve eklenmeyen
hiicrelerin YZRS spektrumlar1 toplanarak farkli 6z nitelik
¢ikarma metotlar1 ile 6z nitelik ¢ikarimi yapilmis ve DVM
ve KEYK algoritmalar1 ile smiflandirma islemi
gerceklestirilmigtir. Serum eklenmeyen ortamda kiiltiirlenen
normal deri fibroblast, tiimor iligkili fibroblast ve melanoma
hiicrelerine ait YZRS spektrumlarindan TBA, YYBBA ve
SF yontemleri ile 6z nitelikler ¢ikarilip siniflandirildiginda
serum eklenmeyen ortamdaki hiicrelerden elde edilen YZRS
spektrumlarinin  simiflandirma basarisinin - daha  yiiksek
oldugu rapor edilmistir. Burada TBA ve KEYK algoritmasi
birlikte kullanildiginda siniflandirma dogrulugu %96.8+0.29
olarak elde edilmistir. Serum igeren ve igermeyen ortamda
kiiltiirlenen hiicre gruplarinin smiflandirma basarilari
arasinda istatistiksel agidan da anlamli bir fark bulunmustur.
Sonu¢ olarak melanomanin saghikli ve tiimor iliskili
hiicrelerden ayirt edilmesinde YZRS ve makine 6grenme
teknikleri birlikte kullanildiginda olduk¢a basarili sonuglar
elde edilmistir. Kiiltiir asamasinda kiiltiir ortamina serum
eklenmeyen saglikli, tiimor iligkili fibroblast ve melanoma
hiicrelerinin ~ YZRS  spektrumlarinin = siniflandirma
basarisinda serum eklenen gruba gore istatistiksel olarak
anlamli seviyede fark bulunmustur. Bununla birlikte burada
serum eklenen ve eklenmeyen hiicre gruplarindan elde edilen
YZRS spektrumlarindaki farklilagmalar1 anlayabilmek igin
serumun hiicre metabolizmasi lizerine etkisinin kapsaml
olarak aragtiracak c¢aligmalara ihtiya¢ vardir. Ayrica bu

calisma kapsaminda yalnizca deri fibroblast, timdr iligkili
fibroblast ve melanoma hiicrelerinden toplanan spektrumlar
kullanilarak ortama eklenen serumun siniflandirma basarisi
iizerine etkisi arastirilmistir. Elde edilen sonuglarin
genellestirilebilmesi icin diger hiicre gruplarinda yapilacak
benzer caligmalara ihtiyac vardir.
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