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OZET

Tekli optik fiber probtan olusan Elastik Isik Sacilim Spektroskopisi (EISS)
sistemi kullanarak prostat dokusu pozitif cerrahi sinirlar1 Temel Bilesenler Analizi
(TBA) ve Dogrusal Ayirim Analizi (DAA) ile tespit edildi. Toplam 27 hastadan
alman 299 adet doku tizerinde alinan EISS spektrumlari 450-750 nm dalga boyu
araliginda degerlendirildi. EISS spektral datasi altin standart olan histopatoloji
sonugclari ile karsilastirildi. Data analizi Temel Bilesenler Analizi (TBA) ve ardindan
Dogrusal Ayirim Analizi (DAA) ile yapildi. Teshis performansi i¢in Receiver
Operating Characteristic (ROC) egimi hesaplandi. Diskriminant skoruna bagli olarak
elde edilen smiflandirma sonucunda prostat dokusu cerrahi sinirlarinda malign
dokuyu benign dokudan ayirt etmedeki duyarlilik 100%, segicilik 95.2% ve ROC
egrisi altinda kalan alan 0.98 olarak bulundu. EISS sisteminin prostat dokusu cerrahi
siirlarinda malign dokuyu benign dokudan yiiksek duyarlilik ve segicilik ile ayirt
ettigi gosterildi. Bu c¢aligmadaki teshis dogrulugu in-vivo fiber optik doku ayirimi
uygulanabilirligini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Tekli Fiber Optik Prob, Prostat, Cerrahi Sinirlar, Temel
Bilesenler Analizi, Spektral Analiz



ABSTRACT

Elastic light scattering spectroscopy (ELSS) system with a single optical fiber
probe was employed to detect positive surgical margins of prostate cancer in
combination with principal components analysis and linear discriminant analysis.
ELSSS spectra in the 450-750 nm wavelength regions were obtained from the total
of 299 tissue samples of 27 patients. The ELSSS spectral data were compared against
the gold standard histopathology results. Data analysis was done using principal
components analysis, followed by linear discriminant analysis. Receiver operating
characteristic curve analysis was employed for differentiating performance. While
the classification based on discriminant score provided sensitivity of 100% and
specificity of 95.2%, in differentiating benign from malign surgical margins of
prostate tissue and the area under the receiver operating characteristic curve 0.98,
respectively. ELSSS system can accurately distinguish benign and malign surgical
margins of prostate tissues with high sensitivity and specificity. Diagnostic
accuracies show in this study the general viability of in-vivo fiber optical tissue
differentiation.

Key Words: Single Optical Fiber Probe, Prostate, Surgical Margins, Principle
Component Analysis, Spectral Analysis
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GIRIS

Tiirii fark etmeksizin kanser giiniimiiziin en yaygin hastalig1 olmakta ve goriilme
siklig1 giin gectikce artmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii’ niin 2008 de yayinladig: rapora
gore diinya capinda 12.4 milyon kanser vakasi kaydedilmis ve bunlardan 7.6 milyonu
6liimle sonu¢lanmistir. 2030 yilinda kanser vaka sayisinin 26.4 milyona ulasacagi ve bu
vakalardan 17 milyonunun 6liimle sonuglanacagi tahmin edilmektedir (1). Giiniimiizde
Klinik kanser tanis1 i¢in kullanilan gecerli metodlar arasinda fiziksel muayene, X-1sinlari
goriintiilemesi, manyetik rezonans goriintiileme, ultrason, endoskopi, kan veya idrar
testleri seklinde olmaktadir. Bu tekniklerle hastada tiimor olup olmadigi, biiyiikliigiiniin
ne kadar oldugu, organa smirli bir tiimor mii oldugu, lenfatik sisteme metastaz yapip
yapmadigi arastirilmaktadir (2). Ancak gelismis hastaneleri olmayan yerlerde bu
yontemlerin ¢ogu bulunmamaktadir. Bu metodlar1 degerlendirme i¢in uzman gerektiren
ve kullanimi kolay olmayan yontemlerdir. Hastalardan ¢ikarilan dokularin teshislerinde
altin standart olarak kullanilan en dogru teshis metodu patolojidir. Patolojik olarak
dokunun normal ya da kanser olup olmadiginin belirlenebilmesi i¢in parganin hastadan
alinmasi1 gerekmektedir. Biyopsi yapilarak hastadan parca alinirken agr1 veya enfeksiyon
gibi bir takim komplikasyonlar gelismektedir ve biyopsi materyallerinin patoloji
sonucunun beklenmesi i¢in uzman patolog degerlendirmesi gerekmekte ve sonucun
¢ikmasi birkag giin almaktadir (3). Kanser ameliyatlarinda basar1 kriteri kanserli
dokunun tamamen c¢ikarilmasidir. Cerrahlar operasyon esnasinda c¢ikarilan dokunun
cevresinde kanserli alan kalma olasiligin1 ve boylelikle kanserin tekrarlama riskini en
aza indirmek i¢in bu dokularin ¢evresinde genis kesi yapmak durumunda kalmaktadirlar.
Bu islem siirecinde ¢evre dokularda zarar gérmekte ve hastalarin operasyon sonrasi
yasam kalitelerini bozacak istenmeyen durumlar gelisebilmektedir. Ameliyat esnasinda
alian dokular ise frozen-section’a gonderilmekte ve burada patolojik degerlendirme 20-
30 dakika siirmektedir. Yapilan bazi ¢aligsmalarda frozen tekniginin kanserli dokuyu
belirlemedeki duyarliliginin diisiik oldugu gosterilmis, operasyon esnasinda doku teshisi
icin siire gerektirdiginden, sinirhi sayida 6rnekle calisildigindan ve analizi i¢in uygun
personel bulundurulmasi gerektiginden bazi limitlerinin oldugu belirtilmistir (4-7).

Rutinde hastalardan teshis amaciyla alinan doku ornekleri patoloji bdliimiine
gonderilir. Alinan doku 6rneklerinin 6nce dis goriintimleri (makroskobi) degerlendirilir
ve patolojik agidan mikroskop ile incelenmesi gerekli goriilen kisimlar segilir. Daha
sonra dokular c¢ok ince (4-5 um) olacak sekilde kesilir ve hazirlanan kesitler
hematoksilen-eosin (H&E) yontemiyle boyanir. Bu boyama ile hiicre ¢ekirdekleri mavi,
stoplazmalar ise kirmizi boyanir. Daha sonra, bu boyanmis kesitlerin 151k
mikroskobunda incelenmesiyle morfolojik degerlendirme yapilir. Patologlar doku
teshisi yaparken morfolojik kriterleri arasinda oncelikli yapilar hiicre ¢ekirdegi



buytikligl, sekli, ¢ekirdek stoplazma orani, ¢ekirdekgik ve bez yapilar1 seklinde ifade
edilebilir (8). Bu yapilar kanserli dokularda normal dokulara kiyasla farklilik
gostermektedir. Sunulan tez caligmasinda doku ayrimi i¢in Elastik Isik Sagilim
Spektroskopi (EISS) teknigi kullanildi. Bu teknik kullanilarak daha oOnce yapilan
calismalarda sistemin parcacik biiyiikliigiine duyarli oldugu gosterildi (9-14).

Son zamanlarda bir¢cok calisma grubu tarafindan doku teshisinde kullanilmak
tizere spektroskopik teknikler kullanilmakta ve bdylelikle kanser ve kanser Onciisii
lezyonlarin tespiti hizla gelisen bir alan olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu tekniklere
ornek olarak yakin kizilotesi spektroskopi metodu ile dokunun kan akimi, oksijen
tiketimi ve yapisi gibi fizyolojik Ozellikleri incelenebilmekte (15-20), floresans
goriintiileme yontemleri ile timor proteaz aktivitesi (21), anjiogenez (22), apoptozis (23,
24) gibi molekiiler yapilar goriintiilenebilmekte, Raman Spektroskopi sinyallerinin
absorbsiyon Olgimii ile dokunun biyokimyasal yapist hakkinda bilgi edinilmekte
(protein, lipid, niikleik asit gibi) (25, 26) ve dokunun yapisal ya da morfolojik bilgisi
elastik 151k sagilim Ozellikleri kullanilarak elde edilmektedir (27, 28). Biyolojik
dokularda 1s1k sagilimi farkli yapilarin  kirilma indislerinin farkli olmasindan
kaynaklanmaktadir. Ornegin hiicreler arasi sivinin kirilma indisi 1.36 iken hiicre zarinm
15181 kirma indisi 1.42° dir. Bundan dolay1 hiicreler arasi sividan hiicre zarina ulagan
15181 yonii degisir, bu durum sagilim olarak adlandirilir. Benzer sekilde hiicre igine
giren 1s1kta stoplazmada cekirdek veya diger organellerde sagilir. Burada 151k sac¢iliminin
nedeni ¢ekirdek ve organellerin zarlarinin 15181 kirma indislerinin stoplazmadan biiyiik
olmasidir (29, 30). Bu nedenle optik prob kullanilarak dokuya belirli dalga boylarinda
151k gonderildiginde 151k doku igerisinde ilerlerken bu yapilardan sagilir. Sagilan 151k
bilgisi spektroskopik veri (spektrum) olarak toplanir ve bdylelikle doku hakkinda teshis
bilgisi saglanir. Deneyler sonucunda normal ve kanserli dokulardan elde edilen
spektrumlar ¢esitli istatistiksel metodlarla analiz edilir ve histopatolojik doku ayirimi
yapilir. Biyomedikal optik arastirma alanlarinda 1518imn dokudan sacilimi en Onemli
parametrelerden biridir ve sagilim bilgisinin dokunun yapis1 hakkinda bilgi vermektedir.
Dokuya optik prob ile 151k gonderildiginde 151k dokunun bilesenleri ile etkilesime girer.
Bu bilesenler hiicre membrani ve ¢ekirdegi, kollajen fiberler ve diger hiicresel yapilardir.
Elastik sagilimda herhangi bir enerji transferi s6z konusu degildir. Dokuya gonderilen
151k ile dokudan geri sacgilan 15181n dalga boyunda degisim olmamakta sadece 15181n
dokuda uzaysal (spatial) dagilim1 olmaktadir (31).

Sunulan tez calismasinda Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim
Dalina bagvuran ve prostat malign neoplazm o6n tanisi olan ve agik prostat ameliyati
(Radikal Prostatektomi) yapilan 27 hasta ¢alismaya dahil edildi. Radikal Prostatektomi
operasyonu esnasinda prostat dokusu cerrahi sinirinda tamamen normal doku kalana
kadar hastadan parga alinir. Bu dokularin kesimi sirasinda prostat ¢evresinde bulunan
norovaskiiler ag ve sfinkterlerin hasarlanma ihtimali artmakta ve operasyon sonrasinda
hastalarda erektil disfonksiyon ve iiriner inkontinans (idrar tutamama) gelismesi olasiligi
da artmaktadir (32, 33). Uriner inkontinans ve erektil disfonksiyon acik prostat
ameliyatlariin en Onemli uzun doénem komplikasyonlaridir (33). Calismamizda



tirologlar tarafindan operasyon esnasinda prostat dokusu bazal, posterior, posterolateral,
lateral, apeks, mesane boynu, endlateral ve iiretra cerrahi siirlarlarindan kiiclik pargalar
halinde dokular kesilip ¢ikarildi ve bu dokular iizerinde EISS sistemi ile ex-vivo olarak 5
dakika icerisinde rastgele olacak sekilde Olgiimler alindi. Calismanin diger kisminda
metastaz olup olmadigini belirlemek amaciyla hastalardan ¢ikarilan lenf diiglimlerinden
de EISS sistemi ile Ol¢iimler alindi. Toplam 27 hastadan ¢ikarilan 299 tane doku
tizerinde EISS sistemi ile ve her dokudan en az 16 tane olacak sekilde spektrumlar
alindi. EISS sistemi ile 4 doku tipinden alian 7089 adet spektrum analiz edilerek doku
ayrimi yapildi. Bu tez calismasinda patolojik degerlendirme, EISS sistemi ile doku
teshisi i¢in standart referans olarak kullanildi. Fiber optik prob ile dokuya gonderilen ve
geriye sagilarak ayni fiber tarafindan toplanan 1sik spektrumunun sekli ise teshis
parametresi olarak kullanildi. Sunulan tez ¢aligmasinda EISS sisteminin prostat dokusu
cerrahi smirlarinda, farkli biyolojik ve fiziksel 6zelliklere sahip olduklarindan dolay1
malign ve benign dokular1 Temel Bilesenler Analizi (TBA) ve Dogrusal Ayirim Analizi
(DAA) ile 100% duyarlilik ve 95.2% segicilik ile ayirt ettigi bulundu. Sistemin kanserli
dokuyu cerrahi smirlarda ayirt etmedeki duyarliliginin yiiksek ve yanlis pozitiflik
oraninin diisiik olmasi ile operasyon esnasinda hastadan gereksiz yere doku alinmasinin
oniine gegilebilme ve kanser odakli teshis yapabilme potansiyeli bulunmaktadir.

Bu sistemin prostat dokusu cerrahi sinirinda ekstra-kapsiil tiimérlerini in-vivo
olarak tespit edebilme potansiyeli bulunmaktadir. Operasyon sirasinda fiber optik prob
prostat dokusu cerrahi sinirlarina degdirilerek dokunun kanserli olup olmadig1 gercek
zamanda anlagilabilinir. Bdylelikle ameliyat sirasinda prostat kapsiilii etrafindaki
norovaskiiler sinir aglar1 ve treter sfinkterler gibi g¢evre yapilara zarar vermeden
hastadan gereksiz yere parca alinmasinin Oniine gecilebilir ve hastalarin operasyon
sonras1 erektil disfonksiyon ve idrar kacirma gibi yasam kalitelerini bozan unsurlar
minimuma indirilmis olur. Spektroskopik teknikler niceliksel yontemlerdir ve bu
yoniiyle geleneksel yaklasimlardan daha objektif sonuclar vermektedir. Spektroskopik
sistem kullanarak prostat dokusu cerrahi sinirlarinda kanserli dokuyu tespit etmek igin
literatiirde heniiz bir ¢alisma bulunmamaktadir. EISS teknigi doku hakkinda detayli bilgi
vermemekte ve histopatolojinin yerine ge¢cmemektedir. Ancak prostat cerrahi
siirlarinda yiiksek duyarlilik ve segicilige sahip olmasi, tasmabilir bir sistem olmasi,
aninda sonug verebilmesi, kullanimmnin kolay ve maliyetinin de az olmasi operasyon
esnasinda hekimlere yardimci ek bir sistem olarak kullanilabilme olasiligini
arttirmaktadir.



GENEL BiLGILER

2.1.  Kanser

Insan viicudundaki zedelenen dokularin onarilmasi veya olen hiicrelerin
yenilenip diizenlenmesi ic¢in biitiin saglikli hiicreler boliinerek c¢ogalma yetenegine
sahiptirler. Bazi kalitimsal durumlar veya g¢evresel faktorlerden otiirii yeni hiicrelere
gerek olmadan hiicreler kontrolsiiz olarak boliiniir ve anormal olarak c¢ogalirlar. Bu
¢ogalan hiicreler tiimor olusumuna neden olurlar (34). Timorler benign (iyi huylu) veya
malign (koti huylu) olarak adlandirilirlar. Benign tiimdrler viicudun baska boliimlerine
metastaz (yayilma) yapmazlar ve bu tiimorler operasyonla alindiktan sonra nadiren
tekrarlarlar. Malign tiimorler ise siirekli olarak boliiniip gogalma egiliminde olup kan ya
da lenf diiglimleri aracilig1 ile cevre dokulara veya uzak organlara yayilma ozelligine
sahiptirler ve bu durum metastaz olarak adlandirilir (34).

2.2.  Prostat Kanseri

Saglik Bakanligi verilerine gore iilkemizde Prostat Kanseri (PCa) insidansi
yiizbinde 37.6 olarak verilmis ve akciger kanserinden sonra erkeklerde en sik goriilen
ikinci kanser durumundadir (35). PCa Amerika’da 2013 yili boyunca erkekler arasinda
goriilen en sik kanser tiiriidiir ve 854.790 kanser vakasinin %28’ ini olusturmaktadir.
Prostat kanseri tanisi konulan hastalarin tahmini 6liim sayis1 yaklasik olarak 30.692
civarindadir (36). Prostat kanserinde genelde erken evrede belirti yoktur. Yillar
igerisinde yavas ilerleyen bir hastalik oldugundan ge¢ semptom verir. Tiimoér boyutunun
ikiye katlanma zamani 4 yil civarindadir. Prostat kanserinin belirtileri arasinda sik idrara
cikma, kesikli ve agrili idrar yapma ve idrarda kan goriilmesi olarak sayilmaktadir.
Ancak bu gostergeler sadece prostat kanseri i¢in gegerli olmayip ayni zamanda Benign
Prostat Hiperplazisine de (BPH) bagli olabilir. BPH prostat bezinin biiylimesi
durumudur. Bu sikayetlerin tam olarak neden kaynaklandigini belirlemek icin 50 yas ve
tizeri erkeklerin yilda bir defa muayene yaptirmasi gerekmektedir. Yas ilerledik¢e aile
Oykiisline bagli olarak prostat kanseri riski artar. Prostat kanserlerinin %60°1 65 yas ve
tizeri, %97 si ise 50 yas ve iizeri erkeklerde goriilmiistiir (36). 1980 ve 1990 yillar
ortalarinda Prostat Spesifik Antijenin (PSA) kullanima girmesi ile birlikte prostat
kanserini (PCa) yakalama oranlarinda belirgin bir artis olmustur (37). Prostat kanseri en
stk olarak kemiklere metastaz yapar. Kemik metastazlarindan sonra akciger, karaciger
ve pelvik organlar gelir. Hastaligin kemiklere metastazi kemik agrilarina neden olabilir.
Ancak kemik metastazi olan hastalarin %25’ inden fazlasinda kemik agrilar1 gozlenmez
(38). Hastalarda biiyiiyen kanserli doku sinirlere invazyon yaparsa hastalarda erektil
disfonksiyon, rektuma invazyon yaparsa rektal kanama veya tikanma ve seminal
vezikiile invazyon yaparsa da hematospermi (meniden kan gelmesi) olusabilir.



2.2.1. Prostat Anatomisi

Prostat bezi erkekte idrar kesesinin altinda bulunan ceviz biiyiikliigiinde bir salgi
bezidir ve sekil 2.1° de goriildiigii gibi tepesi asagida iiretra ile, taban1 yukarida mesane
boynu ile baglantili, idrar yolunu c¢evreleyen koni seklinde bir organdir. Prostatin
anterior, posterior ve iki tane altta ve yanda (inferolateral) olmak iizere dort tane yiizii
vardir. Prostat kollajen, elastin ve yogun diiz kas yapisindan olusmus bir kapsiil ile
cevrilidir. Bu kapstil ayr1 bir anatomik yap1 olmayip 2—3 mm kalinligindadir ve kapsiiliin
dokusu prostat1 etraftaki bag dokusundan ayiriyor gibi goriinsede mikroskobik olarak
prostat bezinin bir pargasidir. Ayrica kapsiiliin dis ylizeyi prostat ¢gevresinde bulunan bag
dokusuna uzanan lifler verdiginden, belirgin bir simira sahip degildir. ilerleyen yasla
birlikte prostatin iginde bulunan transizyon bélgesine ait hiicreler hiperplaziye ugrar.
Boylelikle i¢ kisim hacimce genislemeye baslar ve ¢evre dokulart sikistirir. Prostatin dig
kismindaki sikismis olan bu yapiya cerrahi kapsiil denir (39). Prostat bezinin etrafinda
¢ok fazla sinir dagilimi mevcuttur ve bu otonom sinir lifleri (sempatik ve parasempatik)
kaverndz sinirini olustururlar. Sempatik sinirlerin ¢ogu salg ile ilgilidir. Baz1 sempatik
sinirler prostatik tretrayr timii ile saran diiz kas sfinkterleri inerve ederler (40).
Parasempatikler ise prostatin miiskiiler stromasina dagilir ve direk olarak mesane kaslari
ile devam ederler. Boylece iiriner sfinkterik fonksiyon saglarlar. Lenfatik dagilim
birincil olarak obturator ve internal iliak nodlaradir. Dagilimin kiigiik bir kismi ise
eksternal iliak nodlara olabilmektedir (Sekil 2.2).

PARA-AORTIC NODE

07 : IAC NODE:
R -

. ® 5 . EXTERNAL ILIAC NODE
ﬁ:mu
IUAC NODE

Sekil 2.1. Prostat Anatomisi (41) Sekil 2.2. Prostat lenfatik dagilimi (40)

2.2.2. Prostat Bolgesel Anatomisi

Sekil 2.3’ te goriildiigii gibi prostat, anterior fibromuskuler stroma, transizyonel
bolge, santral bolge ve periferal bolgeden olusmaktadir (42). BPH transizyonel bolgede
ve prostat kanseri ise ¢ogunlukla periferal bolgede gelismektedir (39). Transizyonel



bolge, komsulugundaki periferik ve santral bolgeden cerrahi kapsiill adi verilen
fibromiiskiiler bir doku ile ayrilir. Santral bolge prostat igerisindeki kanser dokusunun
prostat disina yayilmasi i¢in uygun potansiyel bir anatomik yoldur. Periferik bolgeyi
santral bolgeden yalnizca ince bir bag dokusu ayirir ve periferik bolgedeki bir kanser
rahatlikla buray1 gegerek santral bolgeye yayilim gosterebilir (43).

Sekil 2.3. Prostat Bolgeleri (PZ=Periferal Bolge, TZ=Transizyonel Bolge,
CZ=Central Bolge, AFM=Anterior Fibromuskiiler Bolge(42)).

2.2.3. Prostat Patolojileri ve Gleason Derecelendirmesi

Prostat kanserleri %98 oraninda adenokanserdir ve %70’ i periferik bolgeden,
%10-15 orani santral bolgeden, geri kalani ise transizyonel bolgeden kdken alir (39).
Prostat kanseri %85 vakada multifokaldir ve 40 yasindaki her 100 erkegin 30’unda
mikroskobik prostat kanseri vardir. Cok yavas gelistikleri i¢in bircogu klinik 6nemli hale
gelmezler. Gleason derecelendirilmesi ve skorlamasi prostat adenokarsinom
derecelendirmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu skorlamada farklilagsma
degerlendirilir ve 5 patern altinda toplanir (44, 45);

Patern 1:Benign bezlere benzeyen oval-yuvarlak ve orta boy bezlerin olusturdugu iyi
sinirli nodiil seklinde.

Patern 2: Iyi sinirl, orta boy neoplazik bezlerin etrafa uzandid: cesitli sekil ve boyutta,
benign bezlere benzer orta boy bezler seklinde.

Patern 3:Invaziv, cesitli boyut ve sekillerde bezler. Bu bezler arasinda belirgin stromal
alan bulunur.

Patern 4:invaziv, kétii siirly, i¢ ice gegmis bezler seklinde.

Patern 5: Ortalarinda nekroz olan kati yapilar seklinde.

Gleason skoru, en fazla goriilen patern ile ikincil goriilen paternin toplanmasiyla
elde edilir (Gleason skor 4+3=7 gibi). Sadece tek patern goriildiigiinde skor paternin
kendisiyle toplanmasi ile elde edilir (Gleason skor 3+3= 6 gibi). Gleason skoru ve
karsiligindaki patolojik durum tablo 2.1° de verilmistir.



Tablo2.1.Gleason skoru (Skor toplami 2-10 arasidir)

Gleason Skoru Patolojik Durum

2-4 Farklilasma az

5-6 Orta derecede farklilasma

7 Orta-Kotii derecede farklilasma
8-10 Kotii derecede farklilagsma

2.2.3.1. Adenokarsinom

Prostat adenokarsinomu benign bezlerle ayirimi zor olabilen iyi diferansiye bez
yapilarindan, kotii diferansiye tiimorlere kadar degisen genis bir spekturumu igerir.
Prostat adenokarsinomunun morfolojik kriterleri ¢ekirdeklerde biiyiime, sekil ve boyut
farkliligi, biiyiik belirgin ¢ekirdeke¢ik ve diizensiz bez yapilari seklinde ifade edilir (46,
47).

2.2.3.2. Prekanseroz Lezyonlar

Atipik Adenomatdz Hiperplazi (Adenozis) malign potansiyeli olmayan ve hiicre
boliinmesi yoluyla ¢ogalan (proliferatif) bir lezyon olarak kabul edilir. BPH nodiillerine
benzeyen bu lezyon, BPH’ den yapisal olarak farklidir. Bez yapilar siklikla ¢ok kiigiik
ve sikigik yerlesimli olup diizgiin yuvarlak-oval sekillidir. Prostat Intraepitelyal Neoplazi
(PIN), kanserin oncii lezyonu olarak kabul gérmektedir (48). Baslangigta PIN1, PIN2 ve
PIN3 olmak tizere 3 alt kategoride tanimlanan PIN, daha sonra diisiik dereceli (L-PIN)
ve yiiksek dereceli (H-PIN) olarak gruplandirilmistir (44). H-PIN epitelde tabakalasma,
iri hiperkromatik ¢ekirdek ve belirgin ¢ekirdekgik ile kendini gostermektedir (49, 50).

2.2.4. Prostat Kanseri Evrelemesi

Prostat kanserinin evresi tiimoriin yayilimina, farklilasmasmna ve ilerleme
derecelerine baghidir (Sekil 2.4). Hastada kanserin hangi boyutlarda ve nerede oldugunu
belirlemek amaci ile ilk olarak klinik tarama yapilmaktadir. Bu taramalar fizik muayene,
abdominal (karin) ultrasonografi, kemik sintigrafisi ve Bilgisayarli Tomografi (BT) /
Manyetik Rezonans Inceleme (MRI) gibi gériintiileme yontemleri ile yapilir. Bdylelikle
tiimdriin bliytikliigii ve yeri (T kategorisi), lenf nodlarinin tutulumu (N kategorisi) veya
kanserli dokunun viicuda yayilimi (M kategorisi) hakkinda bilgi sahibi olunur (Tablo
2.2). Timoriin hangi evrede oldugunun kesin sonucu cerrahi olarak ya da biyopsi ile
¢ikarilan dokunun incelenmesiyle belirlenir ve bdylelikle bu son evrede patolojik evre
olarak adlandirilir.



Sekil 2.4. Prostat kanser evreleri a) T1: Klinik olarak parmakla ve goriintii ile tespit edilemeyen timér
b) T2: Tiimér prostat iginde sinirli ve fizik muayenede hissedilebiliyor c¢) T3: Tiimér prostat
kapsiiliinii agmi d) T4: Tiimo6r komsu organlari tutmus (42)

Tablo2.2. Prostat kanserinin evrelemesi (T: tiimér, N: Lenf Nodiilii, M: Metastazi temsil eden TNM
sistemi) (42)

T : Primer tiimor

Tis : Primer tiimdriin kanitt yok

Tla: TUR(Transuretral Prostat Rezeksiyonu) materyalinde %35’den az timér, parmakla rektal muayene
normal(PRM), gleason toplam1 7’den az

T1b: TUR materyalinde %5’den fazla tiimér, PRM normal, gleason 7’den fazla

T1c: PSA yiiksekligi sonucu igne biyopsisi ile tan1 konan tiimoér, PRM normal

T2a: Timor bir lobun yarisini ya da yarisindan azini tutmus

T2b: Tiimdr bir lobun yarisindan fazlasini tutmus

T2c: Tiimor her iki lobu tutmus

T3a: Tek veya cift tarafli ekstra kapsiiler yayilim

T3b: Seminal vezikiil tutulumu

T4a: Mesane boynu, eksternal sfinkter ya da rektum tutulumu

T4b: Pelvik duvara yayilmis tiimor

N: Bolgesel lenf diigiimleri

NO: yayilim yok

N1: 2cm tek lenf nodu metastazi

N2: 2-5 cm arasi tek yada S5cm’den az metastaz

N3: Scm’den biiyiik lenf nodu metastazi

M: Uzak metastaz

MO: Metastaz yok

M1a: Bolgesel olamayan lenf nodlarina metastaz




M1b: Kemik metastazi

MIlec: Uzak organ metastazi

2.2.5. Prostat Kanseri Tedavisi

Prostat kanserinin tedavisi hastaligin evresi, hastanin yas1 ve hastada var olan
diger hastaliklara baghdir. Tedavi, cerrahi ve medikal tedavi olarak ikiye ayrilmaktadir.
Hastalik erken evrede saptandiginda hastanin cerrahi tedavi ile kurtulma sansi vardir.
Cerrahi tedavi Retropubik, Laparoskopik ve Robotik (Robot yardimli) Radikal
Prostatektomi (RP) yontemleri ile yapilmaktadir (51, 52). Sunulan tez g¢alismasinda
Retropubik Radikal Prostatektomi (RRP) yapilan hastalar calismaya dahil edildi. RP
prostat kapsiilii ile birlikte, seminal vezikiillerin ve ¢evre yag dokularinin birlikte
cikarilmasi islemidir. Bu islem genel anestezi altinda yapilir ve gobek altindan yapilan
insizyon (kesi) ile ger¢eklesir. Erken evrede lokal timor saptanan, ciddi kardiyovaskiiler
veya solunumsal hastaligi bulunmayan, en az 10 yillik yasam beklentisi olan hastalar bu
ameliyata alinirlar. Bu ameliyatin bazi komplikasyonlar1 vardir. Bunlar arasinda
empotans (iktidarsizlik), idrar kag¢irma ve idrar yollunda darlik olabilmektedir (53).
Yapmis oldugumuz tez ¢alismasinda RP yapilan hastalar ¢alismaya dahil edilmistir.

2.2.6. Prostat Dokusu Cerrahi Sinir1

RP ameliyat1 sonrasinda ¢ikarilan prostat dokusunun gevresi cerrahi sinir olarak
adlandirilir. Cikarilan biitiin halindeki prostat dokusu miirekkep boya ile boyandiktan
sonra 3 mm halinde ince kesitler seklinde kesilir ve degerlendirme yapilir. Eger
miirekkep boya ile boyanan sinirda kanser dokusuna rastlanirsa bu duruma ‘“Pozitif
Cerrahi Sinir” denir. Bu durumda prostat dokusunun ¢ikarildig1 cerrahi alanda kanserli
dokunun kalmis olma ihtimali olusur. RP materyalinde kapsiil ve cerrahi sir
degerlendirmesi yapilirken “kapsiiler insizyon” veya “intraprostatik insizyon” terimi
kullanilir. Sekil 2.5” te goriildiigii gibi intraprostatik insizyon RP esnasinda benign ya da
malign prostat doku kapsiiliiniin yanliglikla yirtilmas: ya da kesilmesi durumudur. Bu
durumda azda olsa prostat dokusu hastada kalir. Eger intraprostatik insizyon tiimorlii
doku tarafinda yapildiysa pozitif cerrahi sinir verir. Tiimdr hiicrelerinin prostat kapsiilii
disina uzanmas1 ise ekstrakapsiiler veya ekstraprostatik yayilim olarak adlandirilir.
Prostat dokusunun igerisinde yag dokusu ¢ok nadir bulunmaktadir (54). Patolojik
degerlendirme sirasinda goriilen kanser hiicreleri eger dis taraftaki yag hiicreleri ile
birlesmigse bu durum ekstraprostatik yayilim olarak belirtilir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Prostat dokusu intrakapsiiler (intraprostatik) ve ekstrakapsiiler (ekstraprostatik) yayilim (54)

2.3. Isik Doku Etkilesimi ve Isigin Dokudan Sa¢ilim

Sekil 2.6’ da goriiniir bolge spektrumu ve gama isinlarindan radyo dalgalarina
kadar elektromanyetik spektrum verilmistir. Foton, radyasyon dalga enerjisi tagiyan bir
parcaciktir ve boslukta saniyede 300.000 kilometre yol alir. Goriiniir 151k
elektromanyetik spektrumun insan gozii tarafindan saptanabilen araligidir. Bu dalga
boyu araligi 380 ile 750 nm arasindadir (55). Sunulan tez ¢alismasinda kullandigimiz
151k goriiniir bolgededir.
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Sekil 2.6. Elektromanyetik spektrum (55)
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Isik bir ortamdan diger bir ortama gecerken enerjisinin bir kismi ortam
yiizeyinden geri yansirken bir kismi da ortama geger. Dokuya giren 11k kirilima
ugramaktadir. Kirilma acgis1 iki ortamin 1181 kirma indislerinin degerlerine baghdir.
Sacilim olay1 1s181in kirilma indisi farkli olan bir ara yiizeyi kesmesi ile gerceklesir.
Isigin yayildig1 ortamda, kirilma indisi ortamdan farkli olan bir pargacik varsa, 1s1k bu
pargacik ile etkilestiginde ilerleme yonii degisir (sagilir). Biyolojik dokuda 15181n
sac¢ilimi sagici pargaciklarin biiyiikliigiine, dokuya gonderilen 1181 dalga boyuna, hiicre
zarl ve hiicredeki organeller gibi doku bilesenlerinin kirilma indisi farkliliklarina
baghdir. Hiicresel organeller ile bunlar1 g¢evreleyen stoplazmanin kirilma indislerinin
farkli olmasi, 15181n doku icinde ilerlerken sagilmasina neden olur. Hiicreler arasi sivinin
15181 kirma indisi yaklasik olarak 1.36 iken hiicre zarinin 15181 kirma indisi 1.42
civarindadir, bundan dolayi hiicreler arasi sivida ilerleyen 1s1k ¢ekirdek, mitokondri ve
diger organeller tarafindan sagilima ugrar (29, 30, 56).

Sacilim dokunun yapisina baglidir. Hiicredeki lipid membranin yogunlugu,
hiicrelerin yogunlugu, sekli ve biiyiikliigli, ¢ekirdek boyutu, dokudaki su miktari,
kollajen fiberler gibi dokuyu meydana getiren bir¢ok yap1 sacilimi etkilemektedir. Doku
icerisinde bulunan bu yapilar biyolojik sagicilar olarak gorev alirlar ve bu yapilarin
yaklasik olarak biiyiikliikleri sekil 2.7’ de verilmistir. Intraseliiler bir organel olan
mitokondrinin uzunlugu yaklasik olarak 1 um civarindadir. Hiicre membrani lipid
bilayer tabakasi yaklasik olarak 9 nm genisligindedir. Kollajen fiberlerin ¢ap1 yaklagik
olarak 2-3 um civarindadir ve 0.3 pm capindaki kiigiik kollajen fibril demetlerinin bir
araya gelmesi ile olusurlar (57).

Hiicre Kollajen fiber

1 oyl
10 wim Cekirdek demetleri=2-3 pm

Mie . _

Sacihmi Kollajen fiber
demetleri

10° pm Mitokondri

Goriiniir Spektrum Lizozom

1 Vezikiil

Rayleigh -1
10 m
Sagilimi H Kollajen lifteki seritlef

seritler=70 nm
Makromolekiiler pargaciklar

10'2 wm Membran

Sekil 2.7. Mie teorisi daha biiyiik boyuttaki biyolojik dokular i¢in gegerli iken Rayleigh Sa¢ilimi daha
kiigiik pargacik boyutlari igin gegerlidir (57)
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Patolojik bir durumda dokudaki bu yapilarin boyutlar1 degistigi i¢in bu
dokulardan 15181 sacilimi tan1 amagli olarak spektroskopi ve goriintiileme alanlarinda
kullanilabilmektedir. Dokudaki 1s181n zayiflamasi gelen 1s181n dalga boyuna ve dokunun
optik ozelliklerine baglidir. Bizim yapmis oldugumuz ¢alismada dokuya gonderilen 11k
doku i¢inde elastik sacilima ugramaktadir.

2.3.1. Elastik (Esnek) Sacilim

Eger sagilan 15181 frekansi gelen 15181n frekansina esitse bu elastik sa¢ilimdir. Bu
sacilimda dokuya gonderilen ve doku bilesenlerinden geri sagilan fotonlarin enerjileri
aynidir ve herhangi bir enerji kaybi1 olmamaktadir. Elastik sagilimin 6nemli ti¢ tiirii
Rayleigh, Mie ve Geometrik sagilimdir. Bu sagilimlar, pargacik boyutu ile gelen 15181n
dalga boyuna baglhidir (58).

2.3.1.1. Rayleigh sagilinm

Rayleigh sag¢ilimi, 15181 kendi dalga boyundan ¢ok daha kii¢iikk boyuttaki doku
yapilari tarafindan sa¢ildig1r durumlarda gegerlidir (Sekil 2.7). Par¢acik boyutunun gelen
15181 dalga boyuna oranla kiiciik olmasinin en énemli sonucu, parcacik etrafinda esit
dagilimli elektrik alaninin olugmasidir. Rayleigh Sacilimi izotropik bir sagilimdir yani
sacilim her yone esittir (59) (Sekil 2.8).

Gelen 15181n yonii
_
\

Sekil 2.8. Rayleigh Sagilimi

2.3.1.2 . Mie sag¢ilim

Mie teorisi, gelen 1518 dalga boyu ile pargacigin boyutunun birbirine yakin
oldugu durumlarda gegerlidir (Sekil 2.7). Bu teori Maxwell elektromanyetik
denklemlerinin dalga boyu ile aymi biyiikliik mertebesinde olan pargaciklardan
saciliminin analitik ¢éziimidiir. Sekil 2.9.a> da goriildiigii gibi Mie teorisinde pargacik
boyutu arttikca sacilma ileri yone dogru olmaktadir. Sagan parcaciklarin boyutunun
kiiciilmesi ile sagilma daha izotropik olmaktadir (59) (Sekil 2.9.b).
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Gelen 15181n yonii
_

a) b)
o —
N 3 ~a

Sekil 2.9. a) Biiyiik par¢aciktan Mie Sagilimi b) Kiigiik pargaciktan Mie Sagilimi

2.3.1.3 . Geometrik sacilim
Sacilima neden olan parcacigin boyu 1s181n dalga boyundan ¢ok biiytiktiir.

2.3.2. Sac¢ilim Faz Fonksiyonu (SFF) ve Anizotropi Faktorii

Is1g1 her yonde esit oranda kiran veya soguran parcgaciklara izotropik pargacik
denilir. Biyolojik dokularda 1s181n sagilimi izotropik degildir. Her zaman ileriye dogru
bir sagilim vardir (60). Bu yiizden bir (0) agisiyla sacilan fotonun agiya bagh olarak
dagilim olasilik fonksiyonunu tanimlamak gerekmektedir. Biyolojik dokularda bu
fonksiyon deneysel olarak Ol¢iilmiistiir (61). Sekil 2.10° da sematik olarak dokudaki
sa¢ilma icin 15181n geldigi yon, sagilma yonii ve sacilim agist gosterilmektedir. Sekilde,
§ vektori 15181 geldigi yonii, §' ise sacildig1 yonii gostermekte olup, aralarindaki aci(0)
ile gosterilmektedir. Sagilimin agiya bagli olmasi, olasilik dagilim fonksiyonu ya da
sacilim faz fonksiyonu (SFF) olarakta adlandirilir ve p(§, §') = p(0) ile gosterilir.

Sapma
Parcacik 25T

Gelen Foton

Fotonun izledigi
vol

Sacilim

Sekil 2.10. Is181n pargaciga garptiktan sonra (&) agistyla sapmasi(60)
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Biyolojik dokulardaki 1s1gin sagilma ag¢isini tanimlamak i¢in Henyey-Greenstein
faz fonksiyonu kullanilir ve esitlik (1)” deki gibi ifade edilir (53);

1_ 2
P (@)= 9 ®
neTT A4rx (1+9°-29 cos«9)3/2

Bu model kiigiik pargaciklardan sagilan 1s181n acisal olarak dagilimini ifade eder.
Anizotropi faktorii (g), acisal olarak Sacgilan fotonun ortalama cosiniis degerine esittir ve
esitlik (2)’deki gibi gosterilir;

g =(cosd) )

Bu faktor 15181n sagildiktan sonra yoniinden ne kadar saptig1 hakkinda bilgi verir.
Rayleigh sagilimi igin (g) degeri sifira esittir. Bunun nedeni, 1s18in sagilimin her yone
esit dagilmasidir (izotropik). Eger (g)>0 ise sagilim ileri yonde ve (g)<O0 ise sag¢ilim geri
yonde gergeklesmis demektir. Genel olarak (g) esitlik (3)’ teki gibi degisim gosterir;

-1<g <l (3)

Eger anizotropi faktorii degeri -1 ise tamamen geri, 1 ise tamamen ileri ve O ise
izotropik sagilim vardir denir. Biyolojik dokularda anizotropi degeri 476-633 nm dalga
boyu araliginda 0.8 ile 0.95 arasinda degismekte olup sagilim ileri yondedir(56).

2.4.  Optik Teshis ve Spektroskopi

Son yillarda doku teshisinde optik teknolojinin kullanilmasi hizla gelisen bir alan
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Spektroskopik teknikler kullanilarak kanser ve kanser
Onctisii lezyonlarin tespiti bircok ¢alisma grubu tarafindan yapilmaktadir. Normal bir
doku kansere dogru ilerledigi zaman dokunun morfolojik ve molekiiler yapisi
degismekte ve boylelikle bu tip dokularda 151k doku etkilesimi normal dokulara gore
farklilik gostermektedir. Optik sistemlerle kanserli lezyonlarin normal dokulardan
ayriminin nedeni bu degisimlerin olmasidir. Daginik Yansima, Floresans, Raman ve
Elastik Sacilim Spektroskopisi gibi farkli spektroskopik teknikler kullanilarak hiicresel
ya da molekiiler degisimler tespit edilebilmektedir (15, 16). Optik prob kullanilarak
dokuya belirli bir dalga boyu araliginda 1s1k gonderildiginde sagilan 1s1k bilgisi spektrum
olarak toplanmakta ve spektrumlar arasindaki farklar teshis bilgisi saglamaktadir.
Raman, floresans ve absorpsiyon spektrumlari dokunun biyokimyasal yapisi hakkinda
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bilgi verirken (triptofan, kollajen, NADH gibi), yapisal ya da morfolojik bilgi dokunun
elastik sagilim Ozellikleri kullanilarak elde edilmektedir (9, 14, 17, 18). Deneyler
sonucunda elde edilen spektrumlar gesitli istatistiksel metodlarla analiz edilmekte ve
histopatolojik doku ayirimi yapilmaktadir. Sunulan tez ¢alismasinda doku ayrimi igin
Elastik Isik Sacilim Spektroskopi (EISS) teknigi kullanildi. Calismamizda kullandigimiz
bu sistem ile kanserli ve normal dokuya gonderilen 151k dokudaki gekirdek ve
organellerden geri sagilmakta ve bunun sonucunda spektroskopik veri elde edilmektedir.
Farkli doku tiplerinden elde edilen bu veriler birbirleriyle karsilagtirilmakta boylelikle
doku ayrimi yapilmaktadir. Dokuya gonderilen 1$18in sagiliminin sebebi, hiicredeki
cekirdek, mitokondri ve diger organellerin yapilarinin, bilesim ve yogunluk farkindan
dolay1 kirilma indisinin degismesidir. Hiicre morfolojisindeki degisiklikler incelenerek
ozellikle c¢ekirdek stoplazma oranina bakilmak suretiyle dokuda kanserli hiicre olup
olmadig1 anlasilabilinmektedir. Kanser basta olmak iizere ¢esitli anormal yapiya sahip
dokularda, hiicresel diizeyde yapisal degisiklikler gozlenir ve bu degisikler spektral
Olgtimler ile belirlenebilir (62). Dokuda esnek sagilim yapan 1s18in sagilimi hiicre
boyutu, sekli ve hiicre ¢ekirdegi hacmi gibi yapisal 6zelliklere duyarlidir. Calismalarda
kullanilan fiber optik probun dizaymi spektroskopik ¢alismalarda Onemli rol
oynamaktadir. Sunulan tez ¢alismasinda kullanilan EISS sisteminde kullandigimiz optik
probun geometrik yapisindan dolay1 dokuda tekli sagilim yapan fotonlar prob tarafindan
toplanmakta ve bu durum dokunun en st tabakasi olan epitel dokuda gergeklesmektedir.
Bunun nedeni kullandigimiz optik probun ¢apinin ¢ok kiigiik olmasi1 nedeniyle (100 pm)
dokuya gonderilen fotonlardan derine ilerleyenlerin tekrar ayni proba gelme
olasiliklarinin diisiik olmasi, bununla beraber dokudan tek bir defa sacilan fotonlarin
ayn1 prob tarafindan toplanma olasiliklarinin daha yiiksek olmasidir. Kanserlerin 85%’
inin kokeni epitel doku oldugundan ve EISS sistemi de epitel dokudaki morfolojik
degisikliklere duyarlilik gosterdiginden alinan spektrumlar kanserli hiicrelerde normal
hiicrelere gore farklilik gostermektedir. EISS sistemi ile alinan spektrumlarda toplanan
fotonlarin doku i¢indeki optik yollarinin kisa olmasindan (0.1-0.2 mm) dolay1 alinan
spektrumlar doku absorbsiyon katsayilarindaki degisimlere duyarli degildir. Bu yiizden
calismamizda kullandigimiz tekli fiber optik prob hastadan hastaya ve bdlgeden bolgeye
degisiklik gosteren sacilim ve absorbsiyon katsayilarina bagli olmamakta sadece
dokunun morfolojisine yani ¢ekirdek biiylikliigline duyarlilik gostermektedir. Boylece
doku morfolojisinin degisimi calismada kullandigimiz tekli optik fiber Olglimlerini
etkilemektedir.

Bu zamana kadar EISS sistemi farkli dokularda kullanilarak birgok ¢alisma
yapilmig (10-14, 63, 64) ve sistemin calisilan dokuya gore degisen teshis potansiyeli
belirlenmistir. Sunulan tez ¢alismasinda kullandigimiz sistemin radikal prostatektomi
operasyonu esnasinda hastalardan c¢ikarilan prostat dokusu cerrahi sinirlarinda normal
dokuyu kanserli dokudan ayrimi incelendi.
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GERECLER VE YONTEMLER

3.1.  Elastik Isik Sagilim Spektroskopisi (EISS) Sistemi

Sunulan tez ¢alismasinda EISS sistemi ile prostat dokusu pargalarindan ex-vivo
olarak 6l¢iim alindi. Sekil 3.1° de bu ¢alismada kullanilan EISS sistemi 6l¢iim diizenegi
gosterildi. Sistem bir adet tungsten 151k kaynagi (Ocean Optics, Inc. Florida, ABD),
spektrometre (USB2000, Ocean Optics, Inc. Florida, ABD), laptop ve 100 um ¢apinda
fiber optik probtan olusmaktadir. Kullanilan optik probun sekil 3.1°de goriildiigli gibi bir
yoniinde tek bir optik lif diger yoniinde ise iki tane ¢ikist bulunmaktadir (1x2, %50 optik
fiber birlestirici). Her iki yondeki optik liflerin ¢capt 100 pm, yaklasik uzunluklar1 100
cm ve probun sayisal agikligi 0.22° dir. Optik prob doku iizerinde rastgele gezdirilerek
dokuya 151k gonderilmekte ve dokudan geri sagilan foton bilgisi spektrometre ve
bilgisayardaki yazilim (OOIBase32 Platinum, Ocean Optics, Inc, Florida, ABD) aracilig1
ile spektroskopik veri olarak kaydedilmektedir.

Spektrometre

Optik

birlestirici

Epitelyal
hiicre
Bazal <—
hiicre / : DOKU
Bazal |
lamina Normal Prostat

Sekil 3.1.EISS Sistemi

Calismamizda Canpolat’ in (65, 66) gelistirdigi ve 0.1 mm’ lik gapa sahip tek
optik liften olusan prob kullanildi. Probun capinin kiigiik olmas1 nedeniyle 151k dokuda
derine ilerlemeyip doku yiizeyinden bir ya da iki kez sagilarak geldigi i¢in sagilan 15181
spektrumu 15181 sagan pargaciklarin boyutuna duyarhidir. Bu durum bize doku
morfolojisi hakkinda bilgi vermektedir. Isik dokuya girince sogurulur veya sagilir.
Dokuda sogurulmadan sacilan 1518in kiigiik bir miktar1 1518in dokuya gonderildigi
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noktadaki optik prob ile tekrar toplanir. Dokuda difiizyona ugrayan fotonlar probdan
uzaklastig1 icin optik proba geri donme ihtimali disiiktiir. Boylelikle ¢alisma konumuz
olan prostat kanseri gelisiminde prostat epitelinde birbiri ardi sira meydana gelen
degisiklikler sistemimiz tarafindan algilanabilmektedir. EISS sistemi igin en temel
hiicresel sagici ¢gekirdektir. Daha 6nce yapilan bazi ¢alismalarda ¢ekirdek yogunlugunun
elastik sacilim spektrumlarimi degistirdigi (67), ¢ekirdek kromatin igeriginin 1s18in
sagilim spektrumunu etkiledigi (68, 69), ¢ekirdek stoplazma orani degisiminin sagilim
tizerinde istatistiksel olarak anlamli degisimler yaptigi Monte Carlo modelleme ile
gosterilmistir (70). Yapilan in-vitro deneylerde 100 um’ lik optik prob ile alinan
spektrumlarin 15181 sagcan pargaciklarin biiyiikligiine bagli olarak degistigi, sistemin
dokudaki morfolojik degisimlere ve ¢ekirdek yapisina duyarli oldugu bdylelikle kanserli
dokuyu normal dokudan ayirt ettigi gosterilmistir (10-14, 63, 64).

Calismamiz esnasinda patolojik olarak normal ve kanserli dokulardan alinan
spektrumlar karsilastirildi ve iizerinde calisilan dokunun normal mi yoksa kanser mi
oldugu belirlendi. Bir dokudan alman 6l¢iim genellikle 3-5 dakika kadar siirdii ve
dokuya gonderilen 151k 0.5 mW’ tan daha az oldugu i¢in dokuya higbir zarar vermedi.
EISS yontemi kullanilarak daha dnce yapilan ¢aligmalarda dokudaki anomaliteleri bulma
ve tanimlama i¢in arastirmalar yapilmstir (9-14, 58).

3.2.  Spektrometre

Elektromanyetik 1sinimi inceleyen bilim dalina spektroskopi denir. Madde ile
etkilesen elektromanyetik dalgalarin spektrumu degisir. S6z konusu madde atom,
molekiil veya iyon olabilir. Spektroskopiden elde edilen ve her bir dalga boyundaki
siddeti belirleyen veriye ise spektrum denilir. Spektrum, her bir dalga boyu igin enerji
yogunlugunu gdosteren bir grafiktir. Spektroskopik yontem ile maddenin yapisini, fiziksel
ve kimyasal 6zelliklerini incelemek ve nitel veya nicel analizler yapmak miimkiindiir.
Spektroskopik yontemler ile maddenin elektromanyetik radyasyonu yaymasi, sogurmast,
sacmasl, saptirmasi, genel olarak maddenin elektromanyetik radyasyonla etkilesimi ve
bu etkilesimin sonuglar1 analitik amaglara doniik olarak incelenir. Foton enerjilerine gore
farkli spektroskopik yontemler kullanilmaktadir. Sac¢ilim spektroskopisinde maddenin
belirli dalga boyu ve agilarda sa¢tigr 1s18in miktar1 olgiilerek maddenin baz1 fiziksel
ozellikleri belirlenir. Caligmamizda 400 ile 800 nm arasindaki dalga boyuna duyarli ve
2048 elemanli CCD detektor dizisine sahip olan bir spektrometre kullanildi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Calismada kullandigimiz spektrometrenin i¢ yapisi

1- SMA konektor

2- Slit

3- Filtre

4- Yonledirici ayna
5- Grating

6- Odaklayici ayna
7- Dedektor lensi
8- CCD Detektor

Spektrometrelerde 15181in gegcmesi igin bir agiklik, 15181 yonlendirici ayna, 15181
spektrumuna ayirmada kullanilan 1zgaralar (grating) ve yiiklenme ilistirilmis ara¢ (CCD)
bulunur. Spektrometreye gelen 151k, 6zel aynalar araciligi ile CCD detektor dizisi iizerine
dagitilir. CCD bunu elektrik sinyaline cevirir. Dalga boyuna bagl 151k siddeti yazilim
aracilig1 ile bilgisayara iletilir.

3.3.  Sistemin Kalibrasyonu

Radikal Prostatektomi ameliyat1 sirasinda tirologlar tarafindan hastalarin cerrahi
siirlarindan dokular ¢ikarildi. Bu dokularin tizerinde optik prob ile ex-vivo olarak
Ol¢iim yapmadan Once optik liflerin baglant1 yerleri ile optik lif doku ara yilizeyinde
olusan yansimalar1 hesaba katmak ve 151k kaynaginin spektral dagilimini elimine etmek
icin kalibrasyon oOl¢timleri yapildi. Kalibrasyon yapilirken 6ncelikli olarak, su dolu diiz
siyah bir kapta sistemden dolayr olusan geri yansimalar, R(A)ng, Ol¢iildii. Bu olgiim
sonucu elde edilen spektrum sekil 3.3 te gosterildi. Siyah renk absorbsiyon olmasi yani
15181n lizerine diistiigli madde tarafindan tamamen sogurulmasi i¢in kullanildi. Yalnizca
yansimalar Sl¢iilecegi i¢in 0l¢clim alinan ortamda sacgilimin olmamasi istenir. Isik, optik
lif probun ucundan ¢ikip suya girerken, lif ile suyun kirilma indisi farkindan dolay1 geri
yansima olur. Bu dl¢lim ile sistemdeki i¢ yansimadan kaynaklanan yansima spektrumu

elde edildi (71).
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Esnek Sagilim igareti (a.u.)

Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.3. Su dolu siyah kaptan alinan EISS 6l¢iimii

Daha sonra, 15181 biitiin dalga boylarinda %98 oraninda yansitan beyaz bir madde
(Spectralon, Lab-sphere, Inc., North Sutton, N.H.) {lizerinde R(1). geri yansima ol¢iildii.
Bu olciimiin spektrumu sekil 3.4° te gortilmektedir. Alinan spektrum, 151k kaynaginin
spektral dagilimini yok etmek i¢in kullanildi. Bu 6l¢liim alinirken prob, su icerisindeki
spektralondan 1-2 mm yukarida tutuldu. Olgiim sonucunda elde edilen deger, tamamen
151k kaynagindan olusan yansima degeridir.

Esnek Sagihm igareti (a.u)

o Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.4. Spektralondan alinan EISS 6l¢iimii

Son olarak doku tizerinde 6lgiim alindiktan sonra (R(4)s) diizeltilmis spektrum
(R()) esitlik (4)’ teki gibi yazildi:

_ R(4)s =R(A)y

R = ). —R ().,

(4)

Yapilan kalibrasyonun kontrolii i¢in doku esdegeri olarak kullanilabilecek 2 pm
capinda polistiren parcaciklarin (Duke Scientific Corp. Kaliforniya, ABD) yogun
siispansiyonundan spektrum alind1 (Sekil 3.5). Bu spektrumda goriinen salinimlar optik
prob ile yapilan Ol¢iimlerde sadece bir ya da iki defa sagilan fotonlarin toplandigini
gostermektedir. Bu da 15181 sacan parcaciklarin biiylikliigli hakkinda bilgi vermektedir.
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Sekil 3.5. 2 um ¢apindaki polisitren parcaciklarin EISS spektrumu

3.4.  Prostat Cerrahi Simir Dokular1 ve Gruplandirma

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik, Uroloji ve Patoloji Anabilim
Dallarinda gerceklestirilen calismamizda toplam 27 hasta ¢alismaya dahil edilip
hastalardan alinan toplam 299 adet prostat dokusu cerrahi sinirlarinda EISS sistemi ile
ex-vivo olarak ol¢iimler alindi. Calisma dncesinde Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar etik kurulu onay1 alindi. Tablo 3.1 de Radikal
Prostatektomi yapilan bu 27 hastanin klinik 6zellikleri verildi;

Tablo 3.1. RP yapilan hastalarin klinik 6zellikleri (PMN: Prostat Malign Neoplazmi)

Hasta# | Yas | Gleason | Klinik 6n tam | Hasta# | Yas | Gleason | Klinik 6n tam
Skoru Skoru

1 53 4+3=7 PMN 15 62 3+3=6 PMN
2 71 3+3=6 PMN 16 68 3+3=6 PMN
3 71 3+3=6 PMN 17 73 3+3=6 PMN
4 61 3+4=7 PMN 18 71 3+3=6 PMN
5 70 3+4=7 PMN 19 71 3+3=6 PMN
6 65 3+3=6 PMN 20 73 3+3=6 PMN
7 74 3+3=6 PMN 21 65 3+3=6 PMN
8 70 3+3=6 PMN 22 33 3+3=6 PMN
9 61 3+3=6 PMN 23 68 4+3=7 PMN
10 63 3+3=6 PMN 24 60 3+3=6 PMN
11 60 3+3=6 PMN 25 72 3+4=7 PMN
12 72 3+4=7 PMN 26 69 3+3=6 PMN
13 67 3+4=7 PMN 27 65 3+3=6 PMN
14 69 3+3=6 PMN

Urologlar tarafindan operasyon esnasinda prostatin bazal, posterior,
posterolateral, lateral, apex, mesane boynu, endlateral ve iiretra cerrahi sinirlarindan
kanserli doku olup olmadigimi belirlemek amaciyla doku ¢ikarildi. Cikarilan bu
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dokularin yiizeyinde EISS sistemi ile 5 dakika igerisinde rastgele farkli noktalarda, doku
biiyiikliigiine bagli olarak degisecek sekilde en az 16 tane olmak lizere ex-vivo olarak
Olctim alind1. Spektroskopik 6l¢iim alinan parcalar 6l¢iim alindiktan hemen sonra (10%)
formaldehit tamponunda histopatolojik degerlendirme igin Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalina génderildi. Yine operasyon esnasinda metastaz olup
olmadigini belirlemek amaciyla hastalardan ¢ikarilan lenf diigiimleri patolojik inceleme
sirasinda patologlar tarafindan ¢evre yag dokularindan temizlendi ve EISS sistemi ile
¢ikarilan bu lenf diigiimleri tizerinden de Ol¢limler alindi. Lenf diiglimiiniin etrafindan
cikarilan ve tamamen yag olan pargalar iizerinde de sistem ile 6l¢iimler alindi. Patolojik
degerlendirme i¢in dokular hematoksilen ve eosin stain (H&E stain) boyasi ile boyanip
doku tipleri belirlendi. Histopatolojik degerlendirme sonrasinda dokular 4 farkli gruba
ayrilip sayilari tablo 3.2’ de verildi;

Tablo 3.2. 4 Farkli grup ve sayilart

GRUP | PATOLOJIK DEGERLENDIRME | DOKU SAYISI
0 Benign 166

1 Lenf 83

2 Malign 14

3 Yag 36

EISS optik tani sistemi ile yapilan ex-vivo deneylerde dokudaki siiperfisial
kontaminasyonlari temizlemek, dokunun kurumasini engellemek ve dokuda pihtilagmis
kan pargaciklarinin spektral datayr olumsuz yonde etkilemesini engellemek amaci ile
tim dokular 6l¢iim alinmadan once steril salin soliisyon ile nemlendirildi. Dokunun
optik 6zelliklerini degistirmemek i¢in deneyin bu adimi dikkatlice yapildi. Spektral data
toplama stiresince kaplardan geri yansimayi1 engellemek amaciyla dokular siyah bir
zemin lizerine konulduktan sonra Ol¢limler alindi. Tek bir dokudan alinan ol¢limler
yaklasik 5 dakika siirdii. Deneyler yapilirken tek bir spektrum igin kisa siireli (< 2 sn.)
olacak sekilde ve dokunun fizyolojik 6zelliklerini degistirmemek amaciyla optik probun
basing etkisini en az diizeyde tutarak ol¢iimler alindi. Boylelikle spektrum 6lgtimlerini
ve sistemin teshis performansini negatif olarak etkilemekten kacinildi.

Daha sonra dokular {izerinde EISS sistemi ile alinan spektrumlar incelendi. Bu
sekilde farkli gruplara ait dokularda alinan spektrumlara ait veriler hazirlandi. Alinan
spektrumlarla patoloji sonuglari arasindaki iliski incelendi. Calismamizda patolojik
degerlendirme altin standart olarak kullanilip dokulardan aliman spektrumlar patoloji
sonuglart ile karsilastirildi ve teshis dogruluklar1 belirlendi. Calismadaki dokularda
cekirdek alani analizi yapilirken en az 30 tane ¢ekirdegin ortalamasi ve standart sapmasi
hesaplandi. Bu islem Microsoft Windows 98 isletim sistemi olan bir bilgisayar, 1s1k
mikroskopu (Lecia DMLB, Wetzlar, Almanya), goriintii yakalama kart1 (Matrox Meteor,
MatroxInc., Kanada), mikroskopa bagli dijital kamera (Sony XCO003P 3 CCD, Sony,
Inc., Japonya) ve gorlintii analiz yazilmi SAMBA 2000 (SAMBA Inc, Grenoble,
Fransa) kullanilarak yapildi.
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3.5. Data Prosesi ve Istatistiksel Degerlendirme

3.5.1. Temel Bilesenler Analizi ve Arkaplan Matematigi

Temel Bilesenler Analizi (TBA) ¢ok degiskenli matematiksel analiz teknigidir.
Bu teknik spektroskopik datalara uygulandigi zaman spektrumlarla doku tiplerini
karakterize etmek icin kullanilan bir veri analiz metodudur. Temel Bilesenler (TB)
cesitli dokulardan alinan spektrumlardan olusan data setinin dik ve dogrusal
transformasyonu sonucu elde edilir. TBA metodunun calismamizda kullandigimiz
datalara uygulamasini anlayabilmek i¢in bu metodu datalara uygulamadan once baslica
bir takim matematiksel ve istatistiksel kavramlar tanimlandi. Calismamizda
kullandigimiz datalarla bu kavramalar1 6rneklendirerek aciklayip konu daha anlagilir
hale getirildi.

3.5.1.1. Standart Sapma

Standart Sapma data verilerinin (spektrumlarin) dagilimini ve ortalamadan
uzakliklarini ifade eder. Standart sapma degeri (o) kiiciik ise verilerin ortalama etrafinda
yogunlastigini (birlestigini), biliylik ise verilerin ortalamadan uzaklastigini (dagildigini)
ifade eder ve esitlik (5)’ teki gibi gosterilir;

X : Belirli doku kiimesinin ortalama degerini verir ve esitlik (6)’ daki gibi ifade edilir;
- 1 <
X=— Xi 3]
—— Z (6)

m : Veri kiilmesindeki doku sayis1
X : x kimesinin ortalamasi

3.5.1.2. Varyans ve Kovaryans

Varyans data seti igerisinde data dagiliminin bir diger Ol¢limiidiir. Standart
sapmanin karesidir. Standart sapma ya da varyans tek boyutta yapilan bir islemdir ve
data setindeki her bir boyut diger boyutlardan bagimsiz bir bigimde hesaplanir. Fakat
coklu data setinin birbirlerine gore ortalamadan ne kadar degistigini belirlemek ise
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kovaryans ile hesaplanir. Kovaryans genelde 2 boyutta hesaplanir. Eger kovaryans tek
boyutta hesaplanirsa varyans elde edilir. Kovaryans formiili varyans formiiliine
benzerdir ve varyans esitlik (7)’ deki gibi ve kovaryansta esitlik (8) deki gibi ifade
edilir;

i (xi—X)(xi—X)

var(x) = 1= —— (7

S (- R)(i— )

cov(x, y) == — 8)

y :y kiimesinin ortalamasi

3.5.1.3. Kovaryans Matrisi

Eger data seti 2 boyuttan fazla ise birden fazla kovaryans degeri elde edilir. Eger
3 boyutlu data seti varsa (x, y, z) X ve y boyutlar1 arasindaki (cov(x,y)), y ve z boyutlari
arasindaki (cov(y,z)) ve x ve z boyutlar arasindaki (cov(x,z)) kovaryans hesaplanabilir
ve kovaryans matrisi 3 satir ve 3 siituna sahip olur ve degerler esitlik (9)’ daki gibi
gosterilebilir. x ve x, y ve y, z ve z arasindaki kovaryans hesabinda da x,y ve z
n—! tane
(n=2)1*2
kovaryans degeri hesaplanir. Tiim farkli boyutlar arasindaki olasi kovaryans degerlerini
elde etmenin en iyi yolu tiim kovaryans degerlerini hesaplayip matris bi¢iminde
yazmaktir. n boyutlu data setinde kovaryans matrisi n tane satir ve n tane siituna (kare)
sahip olur ve matristeki her deger 2 farkli boyut arasindaki kovaryans: verir.

boyutlarmin varyansi elde edilmis olunur. Eger n tane data seti varsa

cov(Xx, X) cov(X,y) cov(x,2)
C =| cov(y,X) cov(y,y) cov(y,z) 9
cov(z, x) cov(z,y) cov(z,z)

3.5.1.4. Ozdeger

Ozdegerin ne anlama geldigini agiklamadan 6nce dogrusal doniisiim kavramini
bilmekte fayda vardir. Dogrusal doniisiim matris ve vektdr ¢arpimina esit olan bir
fonksiyon tiiriidiir. Yani ayn1 vektoriin farkli koordinat sistemlerinde tanimlanmasi ya da
ayn1 vektoriin farkl yollarla ifade edilme seklidir. Herhangi bir vektoriin doniigiimiiniin
o vektorlin farkli uzunluga veya biiyiikliige sahip baska bir versiyonuna esit olmasi
durumudur ve formiili esitlik (10)’ daki gibi gosterilebilir;
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T(V)=Av=Av (10)

A : Herhangi bir data matrisi

V : A matrisinin dzvektorii
A : A matrisinin 6zdegeri olarak adlandirilir.

Burada V vektorii 0° dan farkli herhangi bir deger olacak sekilde esitlik (10)
kosulunu saglayan herhangi bir A degeri varsa bu degere 6zdeger denir. Burada v
vektori esitlik (11)” deki gibi ifade edilir;

—

V=1V (11)

I:  birim matris yani kosegen iizerindeki &gelerin 1, geri  kalan yerlerdeki
Ogelerin 0 oldugu matristir ve esitlik (12)” deki gibi gosterilir;

1 0 0
I=l0 1 0 (12)
0 0 1

Esitlik (10) asagidaki esitlik (13)° teki gibi ifade edilecek olursa;
T(V)=AV=Av=> Av—Av=0 (13)
ve esitlik (11) esitlik (13)’ teki yerine yazilirsa esitlik (14) elde edilir;
Alv—Av =0 (14)
Eger V ortak parantezine alinirsa esitlik (15) elde edilir;

V(A —A)=0 (15)
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0 olmayan bir v degeri igin esitlik (15)’ in 0 degerini saglamasi i¢in determinant alinir
ve 0’ a esitlenir ve esitlik (16)° daki gibi gosterilir;

det(/ll — A) =0 (16)

Eger esitlik (16) saglanirsa elde edilen A degeri A’ nin 6zdegeridir denir.

w 1 2
Ornek 1: Bu konunun daha net anlasilabilmesi i¢in 6rnek olarak basit bir A= L }

matrisinin (Sekil 3.6) 6zdegerlerini (1) bulacak olursak;

3,5
3 ==
2,5
2 b 4
1,5
1

0,5

[l C
0 1 2 3 4 5

Sekil 3.6. Ornek A matrisinin koordinat diizleminde gosterimi
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A =15 ve A =-1 6zdegerleri 6rnekteki A matrisinin 6zdegerleri olarak bulunur. A
matrisi 2 tane degiskene sahip oldugu i¢in 2 tane 6zdeger elde edilir. Elde edilen bu iki
O0zdeger en biiyilk ve en kiiciik aksis degerlerini ifade eder ve sekil 3.7° deki gibi
gosterilebilir. Bu 6zdegerler elde edilen seklin merkezini olusturur. Yani 6zdegerler
pozitif ve negatif eksende olabilir.

Sekil 3.7. Ornek A matrisinin 6zdeger aksisleri

Elde edilen elipsin merkezi A matrisinin merkezine yerlestirildiginde sekil 3.8’
deki gibi bir gésterim ortaya ¢ikar.

Sekil 3.8. Ozdeger aksislerinin merkezinin A matrisi merkezine yerlestirilmesi

Bu elipsi A matrisinin datalarin1 kapsayacak sekilde dondiirdiigiimiizde sekil 3.9
elde edilir.
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, Dondirme

Sekil 3.9. A matrisi datalarini kapsayacak sekilde elde edilen elipsin dondiiriilmesi

A matrisinden elde edilen 6zdegerlerin toplami (A = 5 ve A = -1, 5-1=4) her
zaman matrisin kdsegen elemanlarinin toplamina esittir (1+3=4).

3.5.1.5. Ozvektir
Yukarida A matrisi 6rneginde elde ettigimiz 6zdegerler (A = 5 ve A = -1) icin
0zvektor tanimlayacak olursak en biiylik 6zdegerin (A = 5) 6zvektorii elde edilen elipsin

en biiyiik aksisini gosterir ve bu major axisin egimi elde edilen 6zvektorlerinin orani ile
belirlenir.

A =5 i¢in 6zuzay (Es)=(AI-A) olacak sekilde;

ol S PR PO O R P

V2 V2 .
V1_5=0:>v1=3eger vo=t IS€e;

MRS
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ozvektorleri bulunur ve A=5 i¢in bu 6zvektorlerin orani egimi verir ((1/2)/1=1/2,
pozitif egim).

Elde edilen ikinci en biiyiik 6zdegerin (A = -1) 6zvektorii ise elde edilen elipsin
en kiicilik aksisini gosterir.

A =-11i¢in 6zuzay (E.;) =( L I-A);

-1 0] [1 2]\ [2 -2
o -1| |4 3| |-4 -4

2 2 o 1 1ffw]| [0

0 0| [0 0fv |O

V1i+V2=0=Vi=-V2eger vo=tise;

e

ozvektorleri bulunur ve A = -1 igin bu 6zvektorlerin oran1 egimi verir (-1/1=negatif
egim).

AV =\V bagmtisindan hesaplan A 6zdegeri ve V ozvektoriinde A matrisi V
vektoriinii A kadar biliylitmekte veya kiigiiltmektedir. V vektoriiniin - dogrultusu
degismemekte fakat yonii degisebilmektedir. A pozitif ise V. ve AV ayn1 yonde, negatif
ise ters yondedir denir. Bu bilgiler 1518inda deney datalarimiza TBA uygulamak i¢in
gerekli olan basamaklar asagidaki béliimde anlatilmaktadir.

3.5.2. TBA Uygulama Basamaklari

3.5.2.1. Deney sonucu elde edilen datanin standartlastiriimasi

EISS sistemi ile 450-750 nm dalga boyu araliginda alinan spektrumlar
istatistiksel analiz i¢in kullanildi. Kullandigimiz sistem ile dokulardan alinan
spektrumlarin teshis potansiyelini belirlemek amaciyla data prosesinin Oncesinde bu
spektrumlar standardize edilir ve data matrisi haline getirilir. Standardizasyon yapilirken
her bir doku tipine ait spektrumlarin ortalamasi alinir ve bu ortalama spektrum orjinal
spektrumlardan ¢ikarilir. Elde edilen fark spektrumu standart sapma degerine boliinerek
tiim spektrum seti standartlastirilmis olur. Boylelikle ham spektrum verileri standart
verilere doniistiiriilerek Ol¢ii birimi farkliligi ortadan kaldirilmis olur. Calismamizdaki
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herhangi bir doku tipi i¢in standartlastirma Sekil 3.10° da gosterilmistir. Bu standardize
edilmis genis data setine TBA uygulanarak minimum bilgi kaybi ile data boyut sayisi
azaltildi. 450-750 nm dalga boyu araliginda 0.34 nm araliklarla 937 data noktasi
incelendi ve boylelikle TBA 27 hastada 937 degiskenli ve 299 adet standardize edilmis
data setine uygulandi.

£155 Singyll fa)

155 Sinayl
3
1

©

T T T T T
T T T T T T . ! ! ' ! ! ! 450 500 550 600 650 70D 750
450 500 550 600 650 700 750

450 500 550 600 650 700 750 Dalgaboy (om)

Dalgaboyu (nm) -

Sekil 3.10. a) Orjinal spektrum, b) Ortalama spektrum, c¢) Standardize spektrum

3.5.2.2 . Kovaryans matrisi hesaplama

Yapilan deney sonucunda spektrumlarin her bir gézlem degiskeni (m) ve dalga
boyu data noktasi sayisi (n) olmak iizere toplamda (mxn) boyutunda bir data matrisi (A)
elde edilir. Bizim yapmis oldugumuz tez calismasinda bu matris (299x937)’dir. Bu
(m=299) tane spektrum gozlem degisken seti igerisinde (doku) herhangi bir korelasyon
varsa bu korele degisken kiimeleri bir araya gelir ancak (n=937) boyutlu uzayda (dalga
boyu data noktasi) bu korelasyonu goérmek imkansizdir. TBA ile data kiimesine dik
olacak sekilde yeni koordinat seti belirlenir. Bunun i¢in 6ncelikli olarak kovaryans
matrisi hesaplanir. Eger A data matrisinde m satir sayisini ve n ise siitun sayisini
gosterecek olursa bu matris esitlik (17)” deki gibi gosterilebilir;

ail aiz.... ....din
a2 az2.... ..d2n

Aman =] ... (17)
ami am2.... .o..dmn
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Bu data matrisinin kovaryans matrisi esitlik (18) gibi gosterilir;

ATA

K =cov(A) =
m-1

(18)

Boliim 3.5.1.3” te agikladigimiz gibi eger elimizde n tane data varsa kovaryans
matrisi (K) n tane satir ve siituna (kare) sahip olur ve matristeki her deger 2 farkli data
arasindaki kovaryansi verir. Elde edilen kovaryans matrisinde kdsegenler varyanslar
gosterir ve n tane 6zdeger ile n tane 6zvektdr hesaplanir. Hesaplanan n tane 6zdeger ile
olusturulan 6zdeger matrisi (A) (skor) elde edilir ve esitlik (19) ile ifade edilebilir;

A1

A= & (19)

An

Daha sonra elde edilen bu 6zdegerler ile bolim 3.5.1.5° te anlatilan sekilde
ozvektorler hesaplanir. TBA’ nin temel amact minimum data kaybi ile veri indirgemesi
yapmaktir. Bunuda data setini skora yani 6zdeger matrisine ¢evirerek yapar. Bu kismin
daha net anlagilmasi i¢in 6rnek 2’ deki gibi elimizde 2 boyutlu (A1 ve A orjinal datalari
icin) bir kovaryans matrisi (K) olmus olsun;

N 0.721 0.425
Ornek 2: K =
0.425 0.536

Kovaryans matrisindeki kosegenlerin toplami toplam varyansi verir ve herbir
degiskenin toplam varyansa etkisi kovaryans matrisindeki kdsegen degerlerinin toplam
varyansa orani ile hesaplanir. Bu matristeki A; ve A, arasindaki kovaryans degeri 0.425°
tir. Bu matrisin 6zdegerlerini hesaplayacak olursak;

A-0.721 0.425
det =0
0.425 A—-0.536

Ozdegerler A = 1.06 ve A, = 0.188 olarak elde edilir. Ozvektorleri (F) hesaplayacak
olursak;
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A1 = 1.06 igin;

0.721-1.06 0.425 X1 X1 —-0.778 .
=0=> = pozitif egim
0.425 0.536-1.06 || x2 X2 -0.627
A2 =0.188 i¢in;
0.721-0.188 0.425 X1 X1 0.627 .
=0= = negatif egim
0.425 0.536-0.188 || x2 X2 -0.778
0.627 -0.778 | . . 0.188 0 1.
= Ozvektorleri ve A = 0zdeger
—0.778 —0.627 0 1.06

matrisi elde edilmis olur.

Elde edilen bu 6zdegerler sekil 3.11° de oldugu gibi grafiksel olarak gosterilebilir ve
TB’ ler birbirine diktir.

N

Sekil 3.11. Ozdegerlerin TB aksisi ile gosterimi

TBA’ nin avantajini verdigimiz 6rnek 2 iizerinden agiklayacak olursak;

q 0.425
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K kovaryans matrisinin toplam varyansi= A;’ in varyanst (0.721)+ A’ nin
varyansi (0.536)=1.25" tir. Bu kovaryans matrisinde birinci degiskenin toplam varyansa
katkis1=0.721/1.257=0.573  (57.3%) iken ikinci degiskenin toplam varyansa
katk1s1=0.536/1.257=0.426 (42.6%) olarak hesaplanir. Eger bu data setimizi sadece bir
degiskenle agiklayacak olursak degiskenlerden birini ¢ikarmamiz gerekmektedir ve bunu
yaparak toplam varyansin 57.3% ya da 42.6%’ lik bir kismini atmak durumunda kaliriz
ve ¢ok biiylik bilgi kayb1 meydana gelir. Ancak data setimizi 6zdeger matrisine (A:skor)
cevirirsek;

(0.188 0
A= elde edilir ve toplam 6zdeger=0.188+1.06=1.25 olarak
YO D

bulunur. Elde edilen bu deger toplam varyans ile ayn1 degerdedir.

Ozdegerler boliim 3.5.1.4° te anlatildig1 gibi elipsin aksis uzunluklarini ifade eder
ve 6zdegerlerin toplami1 yani aksisler data setinin toplam varyansini verir. Burada birinci
temel aksis varyansin (TB1)=1.06/1.25=0.848" lik kismini (84.8%) ve ikinci temel
aksiste varyansin (TB2)=0.188/1.25=0.15" lik (15%) kismim igerir. Boylelikle data
setimizi birinci temel aksisteki skora doniistiiriirsek toplam data setimizden sadece
varyasyonun 15%’ lik bir kismimm kaybetmis oluruz ve bdylelikle minimum bilgi
kaybiyla avantaj saglanmis olur.

3.5.2.3 . Skor Hesaplama
Elimizde bulunan 2 boyutlu orjinal data setinin (A;-A;) TB aksisine (TB1-TB2)
doniisiimiinii matematiksel olarak ifade edecek olursak;

o X1 -0.778
A1 = 1.06 i¢in bulunan 6zvektorler = = ve
X2 -0.627

0.627

—0.778

X
A2 = 0.188 icin bulunan 6zvektorler = { 1} = {
X2

} olarak bulunmustu.

Bu durumda birinci temel aksis: TBl=ca1Ai+a2A2 ve ikinci temel aksis:
TB2= 1A+ S2A>  olacak sekilde gosterili. Burada A; ve A, orijinal

standartlastirilmis datalar, o’ lar birinci 6zvektoriin elemanlarini (-0.778 ve -0.627) ve B’
larda ikinci 6zvektoriin elemanlarini (0.627 ve -0.778) gostermektedir;
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TB1-0.778XF0.6271X,
TB2/r0.627 X, 1+0. 77]§~1X2

5P

Skor Loading (Yik)

Sonug olarak TBA ile elimizdeki orjinal datayr farkli koordinat sistemlerinde
tanimlamig oluruz ve bunu yaparken orijinal datalarda minimum bilgi kaybi olur.
Boylelikle standartlastirilmis data matrisi 6zdeger (skor) ve Ozvektor bilesenlerine
ayristirilir. Elde edilen sonug tiim spektrumlarin 6zvektorlerinin agirlik toplami olarak
ifade edilir. Eger genellestirilmis sekilde yazacak olursak esitlik (20)’ deki gibi yazilir;

S=AF=A=SF +E=sf.+s.f . +s:f:+..sf . +E (20

A : (mxn) data matrisi

S: agirlik matrisi, 6zdeger, skor; [s1,52,S3. .., Sn]

F': 6zvektor matrisi, temel bilesen faktorii, spektrum varyanst; [f'1, f', fa...., ]
E : glriilti

Ozvektorler (F') temel bilesen faktorii veya esas olarak “spektrum varyansi”
diye adlandirilir ve tiim spektrum data matrisindeki degisimi (varyansi) ifade eder ve
degiskenler ile TB’ ler arasindaki korelasyon katsayilaridir (72). Birinci temel bilesen
(TB1), toplam varyansa katkist maksimum olacak sekilde en biiyiikk varyans degerine
sahip olur ve ikinci temel bilesen (TB2), birinci temel bilesenden bagimsiz olarak,
birinci temel bilesenin agikladig1 varyanstan sonra geriye kalan toplam varyansa katkisi
maksimum olacak sekilde ikinci biiyiikk varyans degerine sahip olur, ayni bi¢cimde
ticlincii ve daha sonraki temel bilesenler her birinin toplam varyansa katkist maksimum
olacak sekilde ve birbirinden bagimsiz olarak belirlenir. Agirliklar ise 6zdeger veya TB
skoru (S) olarak adlandirilir ve spektrumlarin birbiri ile nasil iliski iginde oldugu
hakkinda bilgi verir. Skorlar ve temel bilesenler doku patolojisi gibi fiziksel faktorler ile
ilgilidir. Tiim temel bilesenler i¢in genel ifade esitlik (20)’ deki gibi olur ve sekil 3.12°
daki gibi sematize edilebilir;
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Sekil 3.12. TBA’ nin sematik olarak gdsterimi

Data kiimelerinin elde edilen yeni koordinata maksimum varyansi bulunarak ilk
temel bilesen elde edilir ve her bir data noktasinin koordinatlar1 dik projeksiyon
uygulanarak elde edilen yeni aksise haritalanir ve boylelikle 6zdeger yani “skor” ¢izimi
elde edilir (72). “Skor” temel bilesen uzayinda (mxn) matrisinin koordinatlarini
tanimlar. Daha sonra bir dnceki bilesene dik olacak ve maksimum varyanslar1 iginde
bulunduracak sekilde tiim temel bilesenler hesaplanir. Calismada 6l¢iim aldigimiz 4
farkli doku tipi i¢in (Benign, malign, lenf ve yag) bizim bulmus oldugumuz skorlarin
cizimi ilk iki TB i¢in sekil 3.13” de gdsterilmistir.
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Malign
Yagd
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Sekil 3.13. TB1 ve TB2 skor ¢izimi
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Burada (m) tane spektrum degiskeni i¢in hesaplanan ve maksimum varyansi
veren temel bilesenler birbirleri ile iligkili degillerdir. Hesaplanan ikinci temel bilesen ve
dik aksisi ile koordinatlar tekrar haritalanir fakat bu defa 2 boyutlu koordinat elde
edilmis olur. Her yeni hesaplanan temel bilesen degerleri biitiin data setinin az da olsa
varyansini i¢erir ve tim temel bilesenlerin varyanslarinin toplami her zaman 1’ e esittir.
Boylelikle temel bilesen sayisi higbir zaman elde bulunan data sayisindan fazla olamaz.
Genelde ilk 15-20 tane temel bilesen biitiin spektral data setinin varyansinin
c¢ogunlugunu (=99%) agiklamaktadir. Bu durumdan dolay1 ¢ok fazla data seti bulunan
caligmalarda TBA ile boyut indirgeme yapilip datalarda minimum bilgi kayb1 ve daha az
bir veri seti ile analiz yapilabilmektedir. Sekil 3.14° te TBA ile data sayisini1 azaltmanin
grafiksel olarak sekli verilmistir.

n f n
f 'IL‘_;\;.. _ / o
NIy
m = m
A S F
A = Orijinal Spektral Data (mxn) m = Spektrum Degiskeni Sayisi
S = Temel Bilesen Skorlar1 n = Data noktas1 sayis1

F’ = Temel Bilesen Faktorleri (Ozvektor f=Temel Bilesen Sayis1

Sekil 3.14. TBA ile data boyutu azaltmanin grafiksel gosterimi

Esitlik (20)’ nin analizinden elde edilen temel bilesen sayis1 A matrisindeki data
sayisindan ¢ok kii¢iik olacaktir. Data setinde varyansin 99%’ unu igeren ve 5-20 temel
bilesen ile agiklanan veri yapisi orjinalde yiizlerce dalga boyu ve 151k siddeti spektrum
datasidir. Elde edilen temel bilesenlerde spektrum datalar1 ile ilgili herhangi bir bilgi
kayb1 olmaksizin veri indirgemesi yapilmis olur (52, 73). Calismamizdaki data setimizde
299 tane doku kullanildi ve bu analiz uygulanirken ornekler arasindaki varyasyonun
cogunlugu (~99%) 26 tane temel bilesen ile acikland1 (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. 26 tane temel bilesen ve ~99% varyans ile orjinal data setinin elde edilmesi

Temel Bilesen, degiskenlerin lineer kombinasyonu olarak ifade edilir ve her bir
temel bilesenin “yiikk” degeri ile degiskenlerin standardize edilmis halinin ¢arpimlarinin
toplamu ile elde edilir. Calismamizda buldugumuz birinci temel bilesen i¢in 6zvektorler
ve standardize datalarla lineer olarak kombinasyonu TB1=0.036*Z1 + 0.025*Z2 -
0.031*Z3 + ........ +0.0259%7299 seklinde gosterilir. Burada Z1, Z2, Z3...2299 orjinal
degiskenlerin (Benign, Malign, Yag ve Lenf) standardize edilmis halidir. Tkinci Temel
Bilesen icin 2. 6zvektorler ve standardize datalarla lineer olarak kombinasyonu ve diger
tim bilesenler icin ayni islem tekrarlanir. TBA'nin esas hedefi ¢oklu data setinde
varyasyonun ¢ogunlugunu igerinde barindiracak sekilde boyut azaltmaktir.
Calismamizda elde edilen her bir temel bilesenin standart sapmasi ve her bilesen
tarafindan aciklanan varyansi tablo 3.3’ te gdsterilmektedir.

Tablo 3.3. Temel Bilesenlerin tiim dokular i¢in dagilim tablosu

TB1 TB2 TB3 TB4 TB5 TB6 TB7
Standart 23.5784 | 11.3266 10.5580 | 4.97429 4.31716 3.2686 2.95463
Sapma
Varyans 0.5933 0.1369 0.1190 0.02641 0.01989 0.0114 0.00932
Kiimiilatif 0.5933 0.7302 0.8492 0.87561 0.89550 0.9069 0.91622
TB8 TB9 TB10 TB11 TB12 TB13 TB14
Standart 2.87489 | 2.75678 2.38084 2.13502 2.0299 1.89403 | 1.82479
Sapma
Varyans 0.00882 | 0.00811 0.00605 0.00486 0.0044 0.00383 | 0.00355
Kiimiilatif 0.92504 | 0.93315 0.93920 0.94407 0.9485 0.95229 | 0.95585
TB15 TB16 TB17 TB18 TB19 TB20 TB21
Standart 1.72164 | 1.67848 1.53452 1.43920 1.38705 1.37465 | 1.22180
Sapma
Varyans 0.00316 | 0.00301 0.00251 0.00221 0.00205 0.00202 | 0.00159
Kiimiilatif 0.95901 | 0.96202 0.96453 0.96674 0.96879 0.97081 | 0.97240
TB22 TB23 TB24 TB25 TB26
Standart 1.20346 | 1.12446 1.07150 1.05230 1.01944
Sapma
Varyans 0.00155 | 0.00135 0.00123 0.00118 0.00111
Kiimiilatif 0.97395 | 0.97530 0.97652 0.97770 0.97881
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Varyansin ¢ogunlugunu kag tane temel bilesenin igerdigini belirlemek i¢in temel
bilesen - varyans grafiginde egim degisiminin en ¢ok oldugu bilesen sayisina bakilir.
Sekil 3.16° da gortildiigii gibi ilk 4 temel bilesende varyansin %88’ 1 agiklanmaktadir.

mypca

500
]

400
1

Variances

]

o5

o—o °
T T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

o

Temel Bilegenler

Sekil 3.16. Temel bilesen - varyans grafigi

Sonu¢ olarak deney sonucu elde edilen ham dataya TBA uygulamak i¢in
izlenecek basamaklar sekil 3.17° de verilmistir.

Orijinal data (Orijinal data- ortalama)/standart sapma
an an.... dn an —dorr / 8k1 n—Cort | Skn
azl an... ... a2n

Amw: Standartlastirma A=
—_—
aml am.... venildmn am — dort [ Sk1 Qv — dort | Sk n
Kovaryans Matrisi

!
A" A

m—1

l Skor

S=AF = A=SF +E=s.f +s:f 485 f i+...8f +E

K =cov(A4) =

Sekil 3.17. Temel Bilesen Analizi uygulama adimlar1
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Sunulan tez ¢alismasinda, TB 1°den 26’ya kadar olan temel bilesenler (TB)
spektrumlarin yaklagik 98% {izerinde varyansini igerdigi bulundu (Tablo 3.3). TBI
varyansin 59%’unu, TB2 13%’ilinli, TB3 11%’ini, TB4 2%’sini, TB5-26’ya kadar olan
temel bilesenlerde %1 ya da daha az varyansi sagladi. Elde edilen bu 26 tane TB
skorlarina parametrik olmayan Kruskal-wallis H testi uyguland1 ve istatistiksel olarak
anlamli (p<0.05) olan 17 tane temel bilesen (TB1, TB2, TB3, TB4, TB5, TB6, TB7,
TB9, TB12, TB14, TB15, TB17, TB18, TB19, TB20, TB21 ve TB24) bir sonraki analiz
olan Dogrusal Ayirim Analizi (DAA) igin kullanildi.

3.5.3. Dogrusal Ayirma Analizi

Dogrusal Ayirma Analizinin (DAA) amaci calismamizdaki 299 tane doku
degiskeninin dogrusal kombinasyonunu bulmak ve boylelikle gruplar (benign, malign,
yag, lenf) arasinda en iyi ayrimi yapmaktir. TBA data setindeki degiskenlerin
varyansinin maksimum oldugu vektorleri belirlerken, DAA bu vektorler i¢in data
gruplart arasinda ayirimi en iyi belirleyen tekniktir. TBA ile data sayisi indirgenip
dogrusal projeksiyonlarla yeni aksis elde edilmekte ve skor hesaplanmaktadir.
Hesaplanan bu TB skorlari DAA igin girdi olarak kullanilir. Daha sonra data setinde
gruplar arasi ve grup i¢i varyans hesaplanir ve DAA ile hesaplanan dogrusal ayirim
fonksiyonu ile grup ayirimi yapilir. DAA algoritmasina dogrusal olmayan degiskenler ve
cok fazla degisken sayisi girilemediginden DAA ham spektral data setine uygulanamaz.
Bu sebepten dolay1 bu teknigin 6ncesinde data setimize TBA teknigi uygulandi.

Calismamizdaki data seti 4 farkli doku grubundan olustugu i¢in (c=4) maksimum
ayirimi fonksiyon sayisi 3 (c-1) olmalidir. Bulunan 3 tane fonksiyon ile bu 4 farkli doku
tiiriiniin ayirimi yapildi. Bu 3 tane (LD1, LD2 ve LD3) ayirim fonksiyonlar1 ve elde
edilen istatistiksel olarak anlamli Temel Bilesenler kullanilarak (17 tane) her bir ayirim
fonksiyonunun lineer kombinasyonu hesaplandi. Fisher Ayirim Analizi olarakta
adlandirilan bu yontemde ayni grupta bulunan dokular1 bir araya toplayan ve farkli
gruptakileri de birbirinden ayirt edecek olan (w) yansima vektorleri bulunmak
istenmektedir. TBA ile bulunan 17 tane anlamli temel bilesen datalar1 (17x299 boyutlu)
17 boyuttan 3 boyuta (G-1) projekte (yansitilir) edilir. Yansima vektorleri (w) tiim datayi
3 tane (y) aywrim dogrulan ile gosterir ve ayirim fonksiyonu esitlik (21)° deki gibi
hesaplanir:

y=WX @1)

Grup aymrmu yapilirken grup i¢i varyans ve gruplar arasi varyans hesaplari
kullanilir. Grup i¢i varyans, tiim gruplarin kendi ortalamalar1 etrafindaki dagiliminm
gostermektedir. Eger ¢ (c=4) grup sayisim1 gosterecek olursa grup i¢i varyans esitlik
(22)’ deki gibi hesaplanir ve tablo 3.4 teki gibi ifade edilebilir:
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c N;j

Sw= D> (X — i) (Xii — i) (22)

j=1 i=1

Xij =j. gruptaki i. temel bilesen degeri
Nj = j. gruptaki doku sayis1 (Benign=166, Malign=14, Lenf=83, Yag=36)
Aj = j. grubun ortalamasi esitlik (23)’ teki gibi ifade edilir:

1

- :ij Wj (23)

wj = j. doku kiimesi

Tablo 3.4. Grup i¢i varyans hesaplama i¢in 4 grubun temel bilesen degerlerinin dagilimi

17 tane anlamh temel bilesen

<
o
\\
\\
N
. IB
AN
\\ TB1 TB2 TB3 TB24
. N\
GRUP \
- A Y
=N
E Bemgn (1.grp) | X1 X211 X3 X171
=T}
I Lenf (2 gnyy
—’ ent (2.giup)
X1z X222 X3z X172
=
-
=]
3 Malign (3. grp) | X1.3 X23 X33 X173
=
[
; Yag (4. grup) Ni4 N24 X34 X174
Sy
Gruplar arasi varyans ise esitlik (24)’ teki gibi hesaplanmaktadir;
c
1
Sg —zNj(ﬂj_ﬂ)(ﬂj_ﬂ) (24)
=1
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Nj = j. gruptaki doku sayis1 (Benign=166, Malign=14, Lenf=83, Yag=36)
M =]j. grubun ortalamasi
H = genel ortalama esitlik (25)’ teki gibi hesaplanir:

1
ﬂzﬁz Nii (25)

XEW]j

4 farklh doku grubu i¢in grup i¢i varyans (esitlik 21), grup ortalamalar (esitlik
22), gruplar aras1 varyans (esitlik 23) ve genel ortalama (esitlik 24) sekil 3.18’ deki gibi
gosterilebilir.

" > |
My ’\ /vpH 2

SB4

w4

«—,
§\

S

/

v

X3

Sekil 3.18. 4 farkli grup icin varyans ve ortalamalarin gosterimi

Yine aynmi sekilde hesaplanan, alt uzaya yansima islemi yapildiktan sonra elde
edilen ayirim dogrular (y) i¢inde grup ortalamalart (esitlik 26), genel ortalama (esitlik
27), grup ici (esitlik 28) ve gruplar arasi varyans (esitlik 29) hesaplanir:

o1

fpi=—>y (26)
N yew]

-1 -

fi=—7 Nii; (27)
N yewj

40



Su= 2" (yi— ) (yi— ) (28)

j=1 i1
S~B:ZNJ(/~1]_[1)(/]J'_,&)| (29)
j=1

(28) ve (29). esitliklerin Y =W X formulii ile derivasyonlar1 yapildiktan sonra
esitlik (30) ve (31)’ deki gibi ifade edilirler:

§W =W'Sww (30)

~

Sg =W'Ssw (31)

Yansima islemi yapildiktan sonra gruplari birbirinden ayirim kriterini
formiillestirebilmek i¢in gruplar aras1 varyansin grup i¢i varyans matrisine oraninin birer
saylya doniistliriilmesi gerekmektedir. Bu oran bir sabit olamayacagi i¢in, esitlik (32)’de
gosterildigi gibi bu matrislerinin determinant1 kullanilir (51);

B W' Suw| (32)

Bu sayi, gruplar arasi varyans biiyiidikkgce ve grup ic¢i varyans kiigiildiikce
maksimum degerine ulasir ve dolayisiyla en dogru ayrim bilgisi elde edilir (Sekil 3.19).
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1. Dogrusal ayirin ‘

Gruplar arast
ﬁ fark maximum
Grupici 6
fark mininmim

Sekil 3.19. Gruplar arasi varyans biiyiik ve grup ici varyans kii¢iik ise ayirim belirgin olur.

Sonuncu islemde ise esitlik (32)’ deki orani maksimum yapacak optimum
yansima matrisi (w*) bulunmaya calisilir ve esitlik (33)° teki Genellestirilmis Ozdeger
Problemi (Generalized Eigenvalue Problem) ¢oziildiigiinde elde edilen en biiyiik
0zdegere sahip 6zvektorler bu (w*) yansima matrisinin siitunlarini olustururular:

|w' Sew|

e W' Suw|

W =[w§ W;‘...‘wé_l}:arg max{ }:(SB —AiSy)w; =0 (33)

A, 6zdegeri igin ve bu 6zdegere karsilik gelen 6zvektdrw, ise birinci diskriminant
fonksiyonu (y1) esitlik (34)’ teki gibi gosterilir ve en bilyiik diskriminant Kriterine (4,)
sahiptir;

Yi= W X (34)

Bizim g¢alismamizda buldugumuz birinci dogrusal ayirim fonksiyonu (LD1=yl)
icin 6zvektor degerleri ve istatistiksel olarak anlamli temel bilesenlerle lineer olarak
kombinasyonu esitlik (35)’ teki gibi gosterilir;

LD1=y1 = 0.048*TB1-0.06*TB2-0.045*TB3+0.247*TB4.....-0.263*TB24 (35)

A, bzdegeri igin ve bu degere karsilik gelen 6zvektdrw, ise ikinci diskriminant
fonksiyonu y; esitlik (36)” daki gibi ifade edilir;
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Yo= W, X (36)

Calismamizda kullandigimiz datalarin % 95 giliven aralikli elips ¢izimi ile 2
boyutlu ayirim fonksiyon grafigi sekil 3.20° de gosterilmektedir.

0:Benign,1:Lenf.2:Malign,3:Yag

Loz
44

Sekil 3.20. % 95 giiven aralikli elips ¢izimi ile 2 boyutlu ayirim fonksiyon grafigi
y» ikinci en biiyiik diskriminant Kriteri A, ye sahiptir. y, diskriminant fonksiyonu
ile y; diskriminant fonksiyonu arasindaki korelasyon sifirdir. Benzer sekilde y; ve y; ile

korelasyonu sifir olan iigiincli en biiyiikk diskriminant kriterine sahip ys diskriminant
fonksiyonuda esitlik (37)” deki gibi elde edilir;

Ya= W, X (37)

Calismamizda bulunan bu 3 tane dogrusal ayirim fonksiyonu (LD1, LD2 ve
LD3) ve 4 farkli dokunun 3 boyutlu grafikte gosterimi sekil 3.21° deki gibidir.
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LD3

Sekil 3.21. Benign, Lenf, Malign ve Yag dokularinin 3 boyutlu ayirim fonksiyon grafigi

3.5.4 Birini Disarida-Birak (Capraz Saglama)Metodu

Capraz saglama doku gruplandirma dogrulugunu hesaplama yontemidir (74).
TBA ve sonrasinda DAA metodu uygulamasi ile EISS sisteminin calismamizda
kullanilan 4 doku tipini (299 doku) birbirinden ne kadar ayirt ettiginin dogrulugunun test
edilmesi yontemidir. Bunu yaparken data setinde bulunan 299 dokudan rastgele secilen
ve tipi bilinmeyen bir doku test (validasyon) i¢in kullanilirken, geri kalan dokular (298
tane) ise egitim (training) i¢in kullanilir. Bu islem data setindeki her doku bir defa test
ornegi olarak kullanilincaya kadar devam eder yani 299 defa tekrarlanir. Bu metodun
sematik gosterimi sekil 3.22” de gosterildi.
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Sekil 3.22. Capraz Saglama Y 6ntemi semasi

DAA ile ¢alismamizdaki 299 tane doku degiskeninde gruplar (benign, malign,
yag, lenf) arasindaki varyansi maksimize ederek ve grup i¢i varyansi minimize ederek
patolojik siniflandirma yapildi (75, 76). Datalara birini disarida-birak metodu
uygulandiktan sonra grup ayirimi tablo 3.5’ teki gibi elde edildi.

Tablo 3.5. Doku ayirim tablosu

EISS PATOLOJI
Benign: Grup0 | Lenf: Grupl Malign : Grup2 | Yag: Grup 3
Benign : Grup0 | 162 3 2 14
Lenf: Grupl |4 80 1 0
Malign: Grup2 |0 0 11 0
Yag : Grup3 | O 0 0 22
Toplam : 299 166 83 14 36

Benign ve Malign dokular1 ayirt etmek igin ikili karsilastirmada siniflandirma
performans:1 Receiver Operating Characteristic (ROC) analizi ile yapildt ve (77)
optimum kesim noktasi ile duyarlilik, secicilik ve AUC (Area Under the ROC curve)
hesaplandu. Istatistiksel degerlendirmede temel bilesenler analizi, dogrusal ayirim analizi
ve ROC analizi R software paket program kullanilarak elde edildi (78).
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BULGULAR

41.  Deney Prosediirii
Toplam 27 hastadan 299 tane doku tizerinde EISS sistemi ile her dokudan en az

16 tane olacak sekilde spektrum alindi. Alinan spektrum sayis1 doku biiyiikliigiine bagh
olarak degisiklik gosterdi. EISS sistemi ile farkli dokulardan alinan spektrum sayisi ve
doku sayis1 tablo 4.1° de gosterilmektedir. Dokulardan toplam 7089 adet spektrum alindi
ve bu spektrumlar analiz edilerek doku ayirimi yapildi. Bu tez calismasinda patolojik
degerlendirme, EISS sistemi ile doku teshisi i¢in standart referans olarak kullanildi.
Fiber optik prob ile dokuya gonderilen ve sonrasinda dokudaki hiicre ve organellerden
geri sagilan 118a bagli olarak degisen spektrumlarin sekli ise teshis parametresi olarak
kullanildi.

Tablo 4.1. Kullanilan 4 farkli doku tipi, sayist ve bu dokulardan alinan spektrum sayilari

Doku Tipi Doku Sayis1 | Spektrum Sayisi
Benign : Grup0 | 166 4071

Lenf: Grupl |83 2064

Malign: Grup2 |14 378

Yag : Grup3 |36 576

Toplam : 299 7089

Kalibrasyon islemi yapildiktan sonra, hastalardan alinan dokular tizerinde optik
tan1 sistemi EISS ile alinan veriler, Igor Pro 4.03 teknik grafik ve veri analizi programi
ile islendi ve sonugta sekil 4.1°deki gibi spektrum grafikleri elde edildi.
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Sekil 4.1. IGOR programinda EISS veri grafiklerinin elde edilmesi

Daha 6nce EISS sistemi ile hayvanlar tizerinde yapilan ¢alismada in-vivo olarak
alinan spektrumlar ile bu siire iginde ex-vivo olarak alinan spektrumlar arasinda bir fark
olusmadigr gorilmistiir (10). Bu durumda, doku alindiktan sonraki ilk 10 ya da 15
dakika igerisinde dokularda EISS sisteminin duyarliligin1 bozacak sekilde morfolojik
degisimlerin olmadig1 gosterilmektedir.

4.2, Morfometrik Analiz Sonuclari

Morfometrik analiz dokularin ¢ekirdek alanmi ile bu dokulardan EISS sistemi ile
alinan spektrumlar arasindaki iligkiyi inceleme amaciyla yapildi. Dokularin histopatoloji
sonuglar1 ve EISS spektrumlari arasindaki iliski karsilagtirildi. Her doku tipi igin
ortalama cekirdek alanlar1 hesaplandi ve fotograflari gekildi. Sekil 4.2.a” da goriildiigii
gibi benign dokularin ortalama cekirdek alanlar1 24.6+5.82 pmz, sekil 4.2.b> de goriilen
malign dokularin ortalama g¢ekirdek alanlar1 52.5+12.7 umz ve sekil 4.3’ te lenf nodu
ortalama cekirdek alani ise 41.2+8.22 pmz olarak hesaplandi.
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Sekil 4.2. a) Benign prostat dokusu histolojik goriiniimii H&E X400
b) Malign prostat dokusuhistolojik goriintimi H&E X400

o> o
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e :'3‘:%&3'2'-:,& :

Sekil 4.3. Lenf dokusu histolojik goriiniimii H&E X200

4.3. Doku Simiflandirma

Sekil 4.4’ te EISS sistemi ile her doku tipinden alinan dogrultulmus spektrumlar
goriilmektedir.

2.44

Dogrultulmus Elastik Sacilim Spektrumu (a.u)

—&— Malign
—B- Yag
—4— Lenf
—X— Benign|

2.34

2.32

T T T T T T 1
450 500 550 600 650 700 750

Dalgaboyu (hm)
Sekil 4.4. 4 Farkli prostat dokusu cerrahi sinir doku tipi i¢in dogrultulmus EISS spektrumlart
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Istatistiksel karsilastirma oncesi bu spektrumlarin standardize edilmesi sonucu
elde edilen spektrumlar sekil 4.5 te goriilmektedir.

Lenf Standardize

# Malign Standardize
24 _x Benign Standardize
¢ .
@ Ya§ Standardize

-2

Standartlastirilmis EISS sinyali (a.u)

T T T T T T 1
450 500 550 600 650 700 750
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.5. 4 Farkli prostat dokusu cerrahi sinir doku tipi igin standartlastirilmig EISS spektrumlari

Standartlastirilmis spektrum datalarina TBA uygulayarak tiim spektral data 26
tane TB’ e indirgendi. Bu TB’ lerin standart sapma ve varyans degerleri tablo 3.3 te
verildi. Calismada 6l¢iim aldigimiz 4 farkli doku tipi i¢in (Benign, Malign, Lenf ve Yag)
bulunan ilk 6 tane TB skorlarinin ¢izimi sekil 4.6’ da, TB7” den TB12’ ye kadar olan
skorlarmin ¢izimi sekil 4.7’ de, TB13’ ten TB18’ e kadar olan skorlarinin ¢izimi sekil
4.8’ de ve TB19’ dan TB26’ ya kadar olan skorlarinin ¢izimi de sekil 4.9’ da gosterildi.
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Sekil 4.6. TB1-TB6 skor grafigi (Her bir temel bilesenin digerlerine gore skor dagilimi)
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Sekil 4.7. TB7-TB12skor grafigi (Her bir temel bilesenin digerlerine gore skor dagilimi)
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Sekil 4.9. TB19-TB26 skor grafigi (Her bir temel bilesenin digerlerine gore skor dagilimi)
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Elde edilen bu 26 TB skorlarina parametrik olmayan Kruskal-Wallis H testi
uygulandi ve istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) olan 17 tane TB bir sonraki analiz olan
Dogrusal Ayirim Analizi (DAA) i¢in kullanild1 (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Kruskal-Wallis H testi sonucu TB ve p-deger tablosu

TB1 TB2 TB3 TB4 TB5 TB6 TB7

p degeri | 2.2e-16 1.962e-15 7.379e-06 | 2.2e-16 0.04387 | 0.006621 0.003726
TB8 TB9 TB10 TB11 TB12 TB13 TB14

p degeri | 0.1376 7.773e-09 0.7589 0.7 0.002398 | 0.1108 0.02289
TB15 TB16 TB17 TB18 TB19 TB20 TB21

p degeri | 0.0003068 0.05189 0.02916 4.617e-07 | 0.03309 | 4.993e-06 | 0.0005842
TB22 TB23 TB24 TB25 TB26

p degeri | 0.3813 0.8767 0.0007721 | 0.853 0.3748

Istatistiksel olarak anlamli olan TB skorlar1 DAA metodu icin kullanildi ve DAA

ile ayirim skorlar1 hesaplandi. Elde edilen bu ayirim skorlar ile grup siniflandirmasi
yapildi. Her bir ayirim fonksiyonu i¢in istatistiksel olarak anlamli 17 tane TB degerine
karsilik gelen katsayr degerleri (6zvektdr) Tablo 4.3’ te verildi ve bu katsayr degerleri

kullanilarak 3 tane ayirim fonksiyonu elde edildi (Esitlik (34), (36) ve (37)).

Tablo 4.3. Dogrusal Ayirim Fonksiyonlarmin katsay1 (6zvektor) degerleri

LD1 LD2 LD3
TB1 0.048172114 | -0.008537407 0.01746299
TB2 -0.060315087 | 0.032563405 -0.06293062
TB3 -0.045258863 | 0.048696843 0.02553086
TB4 0.247456560 | 0.133756301 -0.12842899
TB5 -0.027331322 | -0.058196532 0.03364193
TB6 -0.082264335 | 0.001330632 0.09071221
TB7 -0.231484394 | 0.021876379 -0.02457825
TB9 -0.078578818 | -0.099008842 0.03802136
TB12 0.240069413 | 0.058597202 0.02611052
TB14 0.062376108 | -0.058420682 -0.11029450
TB15 0.206819694 | -0.206661443 -0.06496172
TB17 0.051406333 | 0.094193476 0.12527621
TB18 0.082679787 | -0.382050387 -0.26908216
TB19 0.008203339 | -0.123492111 0.02062886
TB20 0.014135506 | -0.435912895 -0.27379410
TB21 -0.158020601 | 0.360199957 0.05306725
TB24 -0.263978772 | -0.321229825 -0.38857397
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DAA ile hesaplanan birinci ayirim fonksiyonu degerleri i¢in grup-ayirim
fonksiyon degeri histogram grafigi sekil 4.10° da verildi. Histogram grafiklerinde x
ekseni ayirim skoru degerini ve y ekseni de her skordaki yiizde degerini (frekansi)
gostermektedir. Grup 0 (Benign) ve grup 1 (Lenf) doku ayirimu ile grup 1 (Lenf) ve grup
3 (Yag) doku ayirimi birinci ayirim fonksiyonu ile iyi bir sekilde yapilmaktadir. Ciinkii
benign grubunun ayirim skoru degeri -4.5 ile2.5 arasinda iken lenf grubunun degeri -0.5
ile 6.5 arasinda ve yag grubunun degeri -4 ile 1 arasindadir ve bu degerlerde ¢akisan
doku ¢ok azdir.

LD1 Histogram

00 02 04 08

00 02 04 08

YUlzde

00 02 04 08

00 02 04 08

Sekil 4.10. Birinci ayirim fonksiyonu i¢in grup-ayirim fonksiyon degeri histogram grafigi (Grup 0:
Benign, Grup 1: Lenf, Grup2: Malign, Grup3: Yag)
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fkinci aymrim fonksiyonu igin grup-ayirim fonksiyon degeri histogram grafigi
sekil 4.11” de verildi. Grup 2 (Malign) ve grup 3 (Yag) ayirimi ikinci ayirim fonksiyonu
ile yapilmaktadir. Ciinkii malign grubunun ayirim skoru degeri 0 ile 8 arasinda iken yag
grubunun degeri -6 ile 1.5 arasindadir ve bu degerlerde ¢akisan doku sayisi digerlerine
gore daha azdir.

LD2 Histogram
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Sekil 4.11.  Ikinci ayirim fonksiyonu igin grup-ayirim fonksiyon degeri histogram grafigi (Grup 0:
Benign, Grup 1: Lenf, Grup 2: Malign, Grup 3: Yag)

Ugiincii ayirim fonksiyonu grup-ayirim fonksiyon degeri histogram grafigi sekil
4.12’° de verildi. Grup 0 (Benign) ve grup 2 (Malign) doku ayirimi ile grup 1 (Lenf) ve
grup 2 (Malign) ayirimi iigiincii ayirim fonksiyonu ile yapilmaktadir. Ciink{i benign
grubunun ayirim skoru degeri -2 ile 1.8 arasinda iken lenf grubunun degeri -2 ile 3
arasinda iken malign grubunun degeri -0.5 ile 6.5 arasindadir ve bu degerlerde ¢akisan
doku sayis1 digerlerine gore daha azdir.
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LD3 Histogram
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Sekil 4.12.  Ugiincii ayirim fonksiyonu igin grup-ayirim fonksiyon degeri histogram grafigi (Grup 0:
Benign, Grup 1: Lenf, Grup 2: Malign, Grup 3: Yag)

Ayirim fonksiyonu yiizdeleri gruplar arasi varyansin grup i¢i varyansa oranini
gostermektedir. Gruplararas1 varyanst maksimum yapmak icin grup i¢i varyans degeri
her grup i¢in 1° e esit olmaktadir. Bu durumdan dolay: elde edilen ayirim fonksiyonu
yiizde degerleri gruplararasi varyans degerini gostermektedir. Calismamizda elde edilen
birinci ayirim fonksiyonu ayirim yiizdesi 69%, ikinci ayirim fonksiyonu 21%, tigiincii
ayirim fonksiyonu ise 15% olarak hesaplandi. Yiiksek ylizde degeri doku ayiriminda en
Oonemli rolii oynayan fonksiyonu ifade eder. Calismamizda 4 grup aymriminda birinci
ayirim fonksiyonu 69%’ luk degerle en iyi ayirimi yapmaktadir.

Calismamizda kullanilan 4 farkli doku tipi ve hesaplanan bu 3 tane dogrusal
ayirim fonksiyonu (LD1, LD2 ve LD3) 2 boyutlu grafigi sekil 4.13’ te ve 3 boyutlu
grafigi de sekil 3.21° deki gibi gosterilmektedir.
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Sekil 4.13. LD1, LD2 ve LD3 ayirim fonksiyonlarinin4 doku tipi i¢in grafigi

Calismamizda kullanilan benign ve malign doku tipleri ayirimi i¢in TBA, DAA
ve capraz saglama metodu kullanilarak elde edilen ROC egrisi sekil 4.14.a’ da ve
siiflandirma grafigi sekil 4.14.b> de gosterildi. Bunun sonucunda EISS sisteminin
prostat dokusu cerrahi siirlarinda malign ve benign dokuyu ayirt etmedeki duyarliligi
100%, seciciligi 95.2% ve AUC degeri 98.8% olarak bulundu. Duyarlilik hesabinda
0.893 kesim degerinde 14 tane malign dokunun tamami EISS sistemi ile malign doku
olarak bulundu. Segicilik hesabinda ise ayn1 kesim degerinde 166 tane benign dokunun
158 tanesi optik tani sistemi ile benign olarak bulundu. ROC analizi i¢in grup basina
gerekli olan minimum 6rneklem sayis1 AUC degeri (0.988), Tip I hata (Alfa) degeri
(0.05), Tip II hata (Beta) degeri (0.20) ve 0 hipotez degeri (0.5) kullanilarak hesaplandi
ve 10 olarak bulundu.
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Sekil 4.14. a) Benign ve Malign dokularinin karsilastirilmasi ile elde edilen ROC egrisi
b) 0.89 Ayirim skoru kesim degerinde Malign ve Benign dokularinin grafigi

Calismanin diger kisminda hastalardan ¢ikarilan lenf ve yag dokularmin EISS
sistemi ile ayiriminda ise elde edilen segicilik ve duyarlilik tablolar: tablo 4.4 ve 4.5’ te

verildi.

Tablo 4.4. EISS sistemi ile doku ayirimu segicilik degerleri

Secicilik Benign Lenf Malign Yag
Benign -

Lenf 0.952 -

Malign 0.952 0.904 -

Yag 0.976 0.928 1.0 -

Tablo 4.5. EISS sistemi ile doku ayirimi duyarhilik degerleri

Duyarhhk Benign Lenf Malign Yag
Benign -

Lenf 1.0 -

Malign 1.0 0.429 -

Yag 0.611 0.472 0.389 -

57




TARTISMA

EISS sistemi ile dokuya 100 pm ¢apinda probtan 1s1k gonderildiginde ayn1 prop
ile geri toplanan 15181n doku igerisinde aldigi optiksel yolun kisa olmasindan dolayi
calismamizda kullandigimiz bu sistem dokunun epitel morfolojisine ve yapisal
degisimine duyarlilik gostermektedir. Bu morfolojik ve yapisal degisiklikler sacilim ve
absorbsiyon katsayilarindan daha ¢ok dokudaki sagicilara, g¢ekirdek biiyiikliigiine,
¢ekirdek stoplazma oranina ve mitokondrial biiylikliige bagli olmaktadir (9-11, 13, 14,
65). Bu parametreler dokulara patolojik inceleme yapilacagi zaman patologlarin doku
degerlendirme kriterleri ile paralellik gostermektedir. Sacilim hiicre morfolojisine bagl
olarak degisim gosterir ve biyolojik dokuda 1s1k sac¢ilimi hiicre ¢ekirdegi, mitokondri,
lizozom ve golgi cisimcigi gibi intraseliiler bilesenler ile stoplazmanin kirilma indisi
farkliligindan kaynaklanir (29, 30). Stoplazmanin 15181 kirma indisi yaklasik olarak 1.36
iken hiicre ve organellerin membranlarinin 15181 kirma indisi ise yaklasik 1.42°dir ve bu
farktan dolay1 151k dokuya girdiginde sagilima ugrar (69, 79, 80). Dalga boyu ile ayni
biiyiikliik mertebesine sahip izotropik bir kiireden 1518 sagilimi Mie sagilimi olarak
adlandirilir. Tek boyutlu sacic1 kullanilarak doku benzeri bir ortam olusturuldugunda ve
bu ortamda spektroskopik Ol¢iim alindiginda Mie salimimi gozlemlenir (81-83).
Calismamizda ¢ap1 2+0.5 olan %210 polisitren mikro-kiirecik su karisimindan olusan
doku fantomu kullanilarak tekli fiber optik prob test edildi. Bu salinimlar EISS
sisteminin doku benzeri bir ortamda difiiz fotonlardan daha ¢ok tek bir defa sagilan
fotonlart topladigimi gdstermektedir. Doku gibi igerisinde farkli boyutlarda sagici
bulunduran turbid ortamlardan elde edilen farkli spektrumlarin iist iiste gelmesi ile Mie
salinimlari kaybolur (9-11, 65, 84).

Bu tez ¢alismasinda kullandigimiz fiber optik probun geometrisinden dolay1
elastik olarak geri sagilan 15181in ¢cogunlugu dokuda tek bir defa sacilmis ve dokunun
epitel yiizeyinden geri toplanmistir. Insanlarda kanser olusumu genellikle epitel dokuda
gelisim gosterir. Epitel doku igerisinde birgok bag doku yapist bulunduran yiizeyel doku
tabakasidir ve ortalama kalinlig1 yaklasik olarak 100-500 um civarindadir. Normalde
epitel hiicreler bazal membrana dik olacak sekilde yerlesmisken kanser gelisimi ile
birlikte bu diizen bozulur ve hiicre dizilisi dagilir (85). Benign dokularda bu diizen
kismen korunurken, malign dokularda epitel doku dizilimi bozulur. Malignite gelisen
dokularda epitel yiizey morfolojisi degisimi ile kalinlik degisiminin olmasi EISS sistemi
ile bu dokulardan alinan spektrumlarin normal dokulara gore farkli olmasini
saglamaktadir. Malign dokularda ¢ekirdek biiyiimekte, golgi, mitokondri ve
endoplazmik retikulum gibi metabolik organellerin konsantrasyonu artmaktadir. Normal
dokulara kiyasla malign dokunun bu tiir fiziksel ve biyokimyasal 6zelliklerinin degisimi
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EISS sistemi ile doku hakkinda bilgi elde edilmesini saglamaktadir. EISS sistemi
kullanilarak daha 6nce yapilan caligmalarda sistemin insanda malign deri lezyonlarini
teshis ettigi (13), beyin tiimorlerini normal beyin dokusundan ayirt ettigi (11), hayvan
modelinde melanoma dokuyu melanoma olmayan deri dokusundan ayirt ettigi (10)ve
servikste HSIL dokuyu gergek zamanli teshis etme potansiyelinin oldugu gosterildi (14).
EISS sistemi ile yapilan diger bir ex-vivo 6n ¢alismada sistemin radikal prostatektomi
yapilan hastalardan ¢ikarilan radikal dokuda kanserli dokuyu normal dokudan ayirt ettigi
gosterildi (12).

Sunulan tez ¢alismasinda sistemin cerrahi sinirlarda malign dokuyu belirlemede
ve diger doku tiirlerini ayirt etmedeki duyarliligt ve seciciligi hesaplandi. Prostat
kanserinde hiicre cekirdekleri degiskenlik gostermekte ve malign doku ile benign
dokular karsilastirildiginda sitolojik farkliliklar izlenmektedir (47). Prostat kanserinde
cekirdek biiyiimesi, diizensiz ¢ekirdek sinirlar1 ve belirgin ¢ekirdek¢ik en sik izlenen
bulgudur (64, 79). Benign dokular ise igerisinde yag ve bag doku bulunduran yapilardir
ve bu bag dokularda kollajen ve elastik fiberlerden zengin yapilardir (74). Operasyon
esnasinda cerrahi sinirlardan ¢ikarilan ve patolojik olarak benign tanist konulan
dokularin daha detayli patolojik incelemesi yapilarak bu dokularin genellikle bag doku,
yag doku ve prostat stromasindan olustugu belirlendi. Patologlar ile yapilan ortak
calismalar sonucunda benign, malign ve lenf dokularinin ortalama cekirdek biiyiikliikleri
hesaplandi ve bunun sonucunda benign dokularin ¢ekirdek biiyiikliiklerinin malign
dokulara gore daha kiiciik oldugu belirlendi. Bu yapisal farkliliktan dolayr malign
dokular ile benign dokularin EISS sistemi ile ayirimi 95.2% segicilik ve 100% duyarlilik
ile bulundu. Bir hiicrede siirekli aktif bir metabolizma varsa yani hiicre ileri derecede
metabolik aktivite gosteriyorsa bu hiicreler biiyiik ¢ekirdege sahip olmaktadirlar. Lenf
dokular1 da aktif dokulardir. Lenf dokular retikiiler bag dokudan olusmaktadir. Lenf
dokusunda bulunan retikulum hiicreleri iri ¢ekirdekli, yuvarlak, merkezi konumlu ve
birgok hiicreye farklilasabilme yeteneginde hiicrelerdir. Retikulum hiicrelerinin
stoplazmalar1 ve retikulum fibrillerinin birlikte olusturdugu agsi yapi (retikiiler ag)
lenfatik organlarin stromasini olusturur. Bu nedenle retikulum hiicreleri lenf dokusunda
¢ok¢a bulunur (86). Lenf dokusunun aktif yapida olmasi sonucunda biiyiik
cekirdeklerinin olmas1 EISS sistemi ile bu dokuyu benign dokudan %95.2 secicilik ve
100% duyarlilik ile ayirt etmemizi saglamistir. Patolojik olarak malign doku lehine
morfolojik bulgular icerisinde c¢ekirdek biiylimesi, g¢ekirdekcik belirginligi, yapisal
olarak birbirine yakin bez kiimeleri olarak degerlendirilir (8). Yaptigimiz tez
caligmasinda patolojik olarak malign ve lenf dokularin ortalama g¢ekirdek biiytikliikleri
hesaplanarak malign dokularin ortalama g¢ekirdek biiyiikliigii ile lenf dokularin ortalama
cekirdek biiyiikliigiiniin birbirine yakin oldugu belirlendi. EISS sistemi ile malign ve
lenf dokularinin ayirimi 90.4% secicilik ve 42.9% duyarhilik ile bulunmustur. EISS
sistemi ¢ekirdek biiylikliigline duyarli bir sistem oldugundan bu iki dokunun optik
aymriminda duyarlilik diisiik bulundu. Yag dokusu, yagin trigliserit seklinde depolandigi
Ozellesmis bag dokusu olup temel islevi yagi depolamaktir. Stoplazmasinda kandan
gelen yag asitlerini trigliseridlere doniistliriip depolamaya basladiktan sonra genis bir
yapiya sahip yuvarlak veya koseli, stoplazmasi kiiciik olan ve ¢ekirdegi de hiicrenin bir
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kenarina itilmis tipik bir sekil alan bag doku hiicreleridir. Yag dokular1 enerji iiretim
merkezi olduklarindan dolay1 stoplazmalarinda bol mitokondri bulunur ancak golgi
cisimcigi ve endoplazmik retikulum ise gelismemistir (87). Hiicrelerinde mitokondrinin
bol bulunmasindan dolay:1 EISS sistemi ile yag dokularinda 15181n geri sagilim farklilik
gostermektedir. Daha once Beauvoit ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 calismalarda
goriiniir dalga boyu araliginda mitokondrinin 6nemli bir sagic1 oldugu belirtilmistir (88).
Yapilan bagka bir ¢alismada mitokondrinin seklinin ve sayisinin degisiminin dokudaki
151k sagilimini etkiledigi gosterilmistir (89). Calismamizda bu dokunun benign doku ile
karsilastirilmas1 sonucunda 97.6% segicilik ve 61.1% duyarlilik bulunmustur. Bu
dokularin optik ayiriminda yanlis negatifligin fazla bulunmasinin nedeni benign
dokunun icerisinde de yag doku bulunmasindan dolayr biyolojik benzerlik
olusturmasindan kaynaklanmaktadir. Radikal prostatektomi operasyonu esnasinda
prostat dokusu lateral, apex ve mesane boynu cerrahi sinirlarlarindan ¢ikarilan 14 tane
malign doku ile yag dokularinin aymrimi 100% segicilik ve 38.9% duyarlilik ile ayirt
edildi. Prostat kanseri ekstraprostatik yayilim durumlarinda (pT3a) prostatin posterior,
posterolateral ve lateralinde timor dokusu prostat ¢evresinde bulunan yag dokusu ile i¢
ice gecmektedir (90, 91). 2011 yilinda yapilan patoloji konferansinda katilimeilarm %
90’ 1 extraprostatik yayilim durumunda malign dokunun yag dokusunu istila ettigi ya da
malign dokunun yag dokusu ile birlestigi hakkinda ayni fikri savunmuslardir (92).
Cerrahi sinirlardan ¢ikarilan malign dokular mesane ¢evresinde bulunan yag dokuya
invaze oldugundan yani extraprostatik yayilim gosterdiginden EISS sistemi ile malign
dokuyu yag dokudan optiksel olarak ayirt etmede duyarlilik diisiik bulundu. Radikal
Prostatektomi operasyonu esnasinda lenf diigiimleri hastalardan alinarak metastaz olup
olmadigint belirlemek amaciyla patolojiye gonderildi. Lenf diigiimleri yag dokusu
tarafindan cevrelenmis dokulardir. Cikarilan bu lenf diiglimlerinin etrafindaki yag
dokular1 patologlar tarafindan temizlendi ve EISS sistemi ile bu lenf diigiimleri
tizerinden spektroskopik dl¢iimler alindi. Calismamizda lenf dokusunu yag dokusundan
ayirt etmedeki segicilik 92.8% ve duyarlilik 47.2% olarak bulundu. Sistemin bu iki
dokuyu birbirinden ayirt etmede yanlis negatifliginin yiiksek bulunmasinin nedeni yag
dokusundan tam olarak temizlenemeyen lenf dokusu {izerinden optik prob ile dl¢iim
alinmasindan kaynaklanmaktadir. Optik probun ¢apinin kiiciik olmasindan dolay1 lenf
diigiimii lizerindeki yag dokudan 6l¢iim alinmis olma olasiligt bulunmaktadir ve bu
nedenle yanlis pozitiflik yliksek bulunmustur.

Radikal prostatektomi operasyonunun basarili olabilmesi i¢in kanserli doku tam
olarak cikarilmalidir. Eger kanserli doku kesim siirlarina ulasiyor ise 1 yillik izlem
stirecinde tekrarlama olasiligi dort kat artmaktadir (93). Radikal Prostatektomi
operasyonu esnasinda pozitif cerrahi sinir kalma olasiligin1 ve boylelikle tekrarlama
riskini en aza indirmek igin prostat ve ¢evresinde ¢ok genis Kesi yapilmak durumunda
kalinmaktadirlar (94). Operasyon uzman hekimlerce yapilsa bile hastalardan ¢ikarilan
radikal prostatektomi materyalinde pozitif cerrahi sinir olma olasilig1 bulunmaktadir.
Mauermann ve arkadaglarinin 2013 yilinda yayinlamis olduklar1 ¢aligmada Radikal
Prostatektomi yapilan 1712 hastanin patolojik degerlendirmeleri sonucunda 281 (16.4%)
tanesinde tek odakli ve 310 (18.1%) tanesinde ise ¢oklu pozitif cerrahi sinir saptanmistir
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(95). Chalfin ve arkadaslarmmin 2012 yilinda yapmis olduklari bir diger ¢alismada
Radikal Prostatektomi yapilan 4461 hasta calismaya dahil edilmis ve bu hastalarin 462
(10.4%) tanesinde pozitif cerrahi siir saptanmistir (96). Boorjian ve arkadaslarinin
2010 yilinda yapmis olduklar1 baska bir ¢alismada agik prostat ameliyat: yapilan 11729
hasta calismaya dahil edilmis ve bu hastalarin 3651 (31.1%) tanesinde pozitif cerrahi
siir saptanmistir (97). Ayni yilda Wright ve arkadaslarinin yapmis olduklari ¢alismada
Radikal Prostatektomi yapilan 65633 hasta ¢alismaya dahil edilmis ve bu hastalarin
13914 (21.2%) tanesinde pozitif cerrahi sinir saptanmistir (98). Pfitzenmaier ve
arkadaglarinin 2008 yilinda yapmis olduklari c¢alismada ise Radikal Prostatektomi
yapilan 406 hasta calismaya dahil edilmis ve bu hastalarin 70 (17%) tanesinde pozitif
cerrahi sinir saptanmistir (99). Sunulan tez ¢alismasinda radikal prostatektomi esnasinda
tirolog tarafindan kesilen malign dokular genellikle prostatin apex, lateral ve mesane
boynundan ¢ikarildi. Daha 6nce Smith ve arkadaglarinin yapmis oldugu bir ¢alismada
pozitif cerrahi siirlarin genellikle yaygin olarak bulundugu yerin prostatin apex kismi
oldugunu séylemektedirler (100). Obek ve arkadaslarina gore prostatin mesane boynu ya
da posterolateral cerrahi yiizeyinde bulunan kanserli doku hastaligin ilerleme riskini
arttirmaktadir (101). Radikal prostatektomi operasyonunda iirolog tarafindan tiimorlii
alanda intraprostatik insizyon yapilarak kiiciik bir prostat dokusunun hastada kalmasi
pozitif cerrahi sinir verir. Shuford ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir diger ¢alismada
intraprostatik insizyon ile tek veya ¢ok odakli extraprostatik yayilimli (pT3a) pozitif
cerrahi sinirin belirtileri benzerlik gostermektedir (102). Chuang ve arkadaglarinin
yapmis oldugu bir calismada tiimorli alanda intraprostatik insizyonun organa sinirli
extraprostatik yayilim yani negatif cerrahi sinir ile kiyaslandiginda hastaligin tekrarlama
olasiliginin ¢ok yiiksek oldugu gosterilmistir. Bu tekrarlama orani extraprostatik
yayilimi olan pozitif cerrahi sinirl hastalara gére daha diistiktiir. Fakat her ikisinde de
ilerleme riski yiiksektir (103). Hull ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir diger ¢alismada
progresyon (ilerleme) gostermeme ylizdelerini cerrahi sinirlari negatif olanlarda 81%
olarak saptarken cerrahi sinirlar1 pozitif olan olgularda ise 36% olarak saptamislar ve
pozitif olmasinin tekrarlama ihtimalini 3,23 kat artirdigini belirtmislerdir (104). Pozitif
cerrahi sinirlar timdr devamhiliginin bir gostergesidir ve 1998 yilinda bu oran radikal
prostatektomi yapilan %10-68 hastada belirlenmistir (105). Hastalarda pozitif cerrahi
smirlar riskini en aza indirmek i¢in operasyon esnasinda genis kesim yapilmakta ve bu
yapilirken prostat ¢evresindeki norovaskiiler ag ve treter sfinkterlerin hasarlanma
ihtimalide artmaktadir. Prostat c¢evresindeki bu hasarlanmalar neticesinde operasyon
sonrasinda hastalarda erektil disfonksiyon ve firiner inkontinans (idrar tutamama)
gelismektedir. Yapilan operasyon sonrasinda erektil disfonksiyon hemen hemen tiim
olgularda goriilmektedir (33). Radikal prostatektomi sonrasi 1 yildan uzun siiren idrar
tutamama sorunu ise 7.7%’ dir (32). Calismamizda kullandigimiz sistemin prostat
dokusu cerrahi smirlarinda malign ve benign dokuyu ayirt etmedeki duyarliligi ve
seciciliginin yiiksek olmasi operasyon sirasinda sistemin in-vivo olarak kullanilabilme
potansiyelini arttirmaktadir. Boylelikle EISS sistemi operasyon esnasinda kullanilarak
bu yapilara zarar vermeden hem gereksiz yere hastadan par¢a alinmasinin Oniine
gecilecek hem de operasyon sonrasi hastalarin yasam kalitelerini bozan sorunlar
engellenmis olacaktir.
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Erken donemde tan1 konamadigi takdirde prostat kanseri lenf ve kan damarlari
yoluyla ¢evre dokulara yayilir. En sik yayilim yeri c¢evresindeki lenf diigiimleri ve
kemiklerdir. Prostat kanseri ile basvuran ve lenf nodu metastazi olan hastalarin tekrar
kansere yakalanma yiizdesi 82% olarak bulunmustur (104). Lenf nodu pozitif hastalarda
cogunlukla sistemik ilerleme olusmaktadir ve hastalar kaybedilmektedir. Yapmis
oldugumuz tez ¢alismasinda reaktif lenf diiglimii hiperplazisi olan hastalar ¢aligmaya
dahil edilmis ve bu dokunun benign dokudan optiksel olarak ayirimi yiiksek
bulunmustur. Radikal prostatektomi operasyonunda c¢ikarilan lenf digiimlerinde
herhangi bir metastaz olmadigindan bu dokularin reaktif olanlarla karsilastirilmasi
yapilamamigtir.

Ameliyat sirasinda hastada operasyonun gidisatin1 degistirebilecek bir durumla
karsilagildiginda, dakikalar i¢cinde verilecek bir taniya gereksinim duyulabilir. Hastanin
anestezi alma siiresini uzatmamaya ve yeniden ameliyata alinmasina engel olmaya
yonelik bir uygulama olarak "frozen-section"a (dondurarak kesme) doku gonderilir ve
maksimum 15 dakika igerisinde dokunun kanserli olup olmadigi sdylenir. Patologlar
prostat dokusunda cerrahi sinirlar1 belirlemek i¢in frozen teknigini kullanmaktadirlar.
Yapilan bazi calismalarda bu teknigin bazi limitlerinin oldugu gosterilmistir. Tsuboi ve
arkadaglarinin 1998 ve 2002 yillar1 arasinda 760 hasta iizerinde yapmis oldugu bir
calismada frozen tekniginin prostat dokusu pozitif cerrahi sinirlar1 belirlemesindeki
duyarliligint 41.8% ve segiciligini de 100% olarak bulmuslardir (4). Dillenburg ve
arkadaglarinin yaptig1 diger bir ¢aligmada laparoskopik radikal prostatektomi yapilan
hastalarda frozen tekniginin seciciligi 97% ve duyarliligi 70% olarak bulunmustur (5).
Goharderakhshan ve arkadaslar1 frozen tekniginin tiim alanlarda duyarliligini 40.7% ve
seciciligini 95% olarak bulmuslar (6), ve Lepor ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir
diger benzer ¢aligmada ise frozen teknigi ile apikal yumusak doku cerrahi sinirlarinda
kanserli dokuyu belirlemedeki duyarliigt 57.7% ve segiciligi 98.2% olarak
belirlenmistir(7). Yapilan bu ¢aligmalar ile frozen tekniginin kanserli dokuyu
belirlemedeki duyarliliginin 40.7% ve 70% araliginda degistigi gosterilmektedir. Bu
teknigin dezavantajlari operasyon esnasinda 20-30 dakika gibi bir siire almasi, sinirh
sayida Ornekle calisilmasi ve analizi i¢in uygun personel bulundurulmasidir. EISS
sistemi ile kanser odakli teshis yapma potansiyeli bulunmaktadir. Bu sistemin in-vivo
olarak kullanilmasi ile operasyon sirasinda fiber optik prob prostat dokusu cerrahi
siirlarma degdirilerek dokunun kanserli olup olmadigi ger¢ek zamanda anlasilabilinir.

Sunulan tez ¢alismasinda EISS sisteminin prostat dokusu cerrahi sinirlarinda
malign dokuyu benign dokudan ayirt etmedeki duyarliligt 100% ve segiciligi ise 95.2%
olarak bulundu. Sistemin yanlis pozitiflik oranmin diisiik olmas1 ile prostat dokusu
cerrahi sinirlarinda operasyon esnasinda hastadan gereksiz yere doku alinmasinin oniine
gecilebilme potansiyeli bulunmaktadir. Boylelikle hastanin operasyon sonrasi yasam
kalitesini bozan unsurlar minimuma indirilmis olur. Spektroskopik teknikler niceliksel
yontemlerdir ve bu yoOniiyle geleneksel yaklasimlardan daha objektif sonuglar
vermektedir.  Spektroskopik sistem kullanarak prostat dokusu cerrahi sinirlarinda
kanserli dokuyu tespit etmek i¢in literatiirde heniiz bir calisma bulunmamaktadir. EISS
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teknigi doku hakkinda detayli bilgi vermemekte ve histopatolojinin yerine
geememektedir.

Yapilan ex-vivo c¢alismada kullanilan EISS sistemi ile radikal prostatektomi
ameliyatlarindan sonra cerrahi smirlarda pozitif dokularin yliksek bir duyarlilik ve
secicilik ile belirlenebilecegi gosterildi. Kullanilan sistemde optik fiber ¢apt 100 pum
oldugu i¢in biitiin cerrahi smir1 sistematik olarak taramak olduk¢a uzun zaman
almaktadir. Bundan dolay1 EISS sisteminin pratikte kullanilabilmesi i¢in birden fazla
optik liften olusan bir probun in-vivo deneylerde kullanilmasi gerekmektedir. Bu ¢aligma
Biyomedikal Optik Arastirma Unitesinde devam etmektedir.
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SONUCLAR

Kanser, giliniimiiziin en ciddi saglik sorunlarindan birisi olmakla birlikte sik
goriilmesi ve mortalitenin yiiksek olmasi nedeniyle de 6nemli bir sorundur. Kanser
hastaliginin bilinen tedavi yontemlerinden birisi ameliyattir. Kanser ameliyatlarinin en
onemli noktasi tiimoriin tekrarlamamasi i¢in tiimore miimkiin oldugunca dokunmadan,
tiimorii delmeden ve etrafta mutlaka saglikli doku kalacak sekilde timorlii dokunun
lenf diigiimleri ve etkiledigi organlar ile birlikte eksiksiz olarak c¢ikartilmasidir.
Ameliyatla ¢ikarilan dokunun etrafindaki cerrahi sinirlar tiim kanser operasyonlari igin
¢cok Onemlidir. Ameliyat bitiminde hastada kanser hiicresi kalmamasi amactir. Bu
siirlarin patolojik olarak incelemesinde temiz olarak belirtilmemisse yani kanserli doku
bulunuyorsa patoloji uzmanimin belirttigi bolgeden yeniden doku ¢ikartilir. Boylece
kanserin kisa zamanda yeniden tekrarlama riski ¢ok aza iner. Radikal Prostatektomi
operasyonu esnasinda prostat dokusu cerrahi sinirinda normal doku bulunana kadar
hastadan parca alinir. Bu dokularin kesimi sirasinda noérovaskiiler ag ve sfinkterlerin
hasarlanma ihtimalide artmakta ve sonucunda erektil disfonksiyon ve iiriner inkontinans
gelismesi olasiig: da yiikselmektedir. Uriner inkontinans ve erektil disfonksiyon radikal
prostatektominin en 6nemli uzun déonem komplikasyonlaridir. Tiim bu islemler ameliyat
esnasinda yapilmakta ve bazen teknik aksakliklardan dolay1 uzun zaman almaktadir.

Bu tez calismasinda, tiim bu olumsuz durumlar1 en aza indirmek i¢in agik
prostat ameliyat1 yapilan hastalarin cerrahi sinirlarinda kanserli dokunun olup olmadigi
EISS sistemi ile ex-vivo olarak incelendi. Sistemin cerrahi sinirlarda kanser dokusunu
benign dokudan yiiksek bir duyarlilik ve segicilik ile belirlediginden pratikte kullanilma
potansiyeli bulunmaktadir. Bu durumda, operasyon esnasinda frozen-section inceleme
ile patoloji sonucu beklemek durumu ortadan kalkacak ve ger¢ek zamanda hastalarin
sadece kanserli dokular1 cikarilacagi i¢in cerrahi siirdan gereksiz yere parca
alinmayacak ve bdylelikle sinir ve kaslarin daha az hasar goérmesi saglanacaktir. Bu
durum sonucunda hastalarin hayat kalitelerini bozan islev bozuklugu ve idrar kagirma
durumlart da azalacaktir. Kullanilacak olan sistemin maliyetinin ucuz, kullaniminin
kolay ve tasmabilir olmasi nedeniyle de ameliyat esnasinda biiylik kolaylik
saglayacaktir.
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