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Fourier Transform infrared
Mikrospektroskopi Teknigi

Fourier Transform Infrared
Microspectroscopy Technique: Review

OZET “Fourier Transform Infrared (FTIR)” spektroskopi tekniginde, hiicresel bilegenlere zarar
vermedigi bilinen IR 151n1n sogurulmasi, molekiile 6zgii titresime ve bunun sonucu olarak da belir-
li frekans degerlerinde karakteristik sinyallerin (bantlarin) olusmasina neden olmaktadir. Bu sinyal-
lerin siddetinde, bant genisliginde ve frekans degerinde meydana gelen degisiklikler, incelenen
sistem hakkinda molekiiler diizeyde 6nemli bilgiler vermektedir. FTIR mikrospektroskopi, FTIR
spektroskopiye mikroskop eklenmesi ile elde edilen, yiiksek yerel ve spektral ¢oziiniirliige sahip
bir tekniktir. Astronomiden organik kimyaya kadar birgok farkli alanda yillarca kullanilmis olan
FTIR spektroskopinin kullanim alani, mikrospektroskopideki hizl teknolojik gelismeler ile paralel
olarak son yillarda olduk¢a genislemistir. Bu teknigin tipta kullanimindaki gelismeler; 6zellikle pa-
toloji, klinik biyokimya ve IR goriintiileme alanlarinda olmustur. Mikrometre kalinligindaki ince
bir doku diliminin istenilen bir bélgesinin nokta-nokta biyokimyasal haritasinin ¢ikarilmasina ola-
nak saglayan bu teknik ile birgok hastaligin neden oldugu biyokimyasal degisiklikler hakkinda bil-
gi sahibi olmak miimkiindiir. Ayrica teshis amagh da kullanilabilen bu mikrospektroskopik teknik
ile herhangi bir boyama, ekstraksiyon ya da saflastirma islemine gerek olmadig: i¢in incelenen sis-
temin molekiiler yap biitiinligii bozulmamaktadir. Bu derlemede elektromanyetik dalgalarin ge-
nel 6zellikleri ve IR mikrospektroskopi tekniginin temel prensipleri, bu teknigin deneysel hazirlik
yontemleri 6zetlenmis; medikal alandaki baglica uygulamalar1 derlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Spektroskopi, fourier transform infrared; molekiiler etki mekanizmasi

ABSTRACT In the Fourier Transform Infrared (FTIR) spectroscopy technique, the absorption of in-
frared (IR) radiation, which is known to be a harmless electomagnetic wave to the cellular compo-
nents, causes specific molecular vibrations. As a result, characteristic signals (bands) appear at
particular frequency values. The changes in the intensity, bandwidth and frequency values of these
bands give valuable information at molecular level on the investigated system. The combination of
a microscope with a FTIR spectrometer results in FTIR microspectroscopy, which has a high spa-
tial and spectral resolution. FTIR spectroscopy has been used in many different fields ranging from
astronomy to chemistry for many years. In the last years, in parallel with the rapid advances in mi-
crospectroscopy technology, the number of its application areas increased remarkably. The ad-
vances in the application of FTIR microspectroscopy in medicine occured particularly in pathology,
clinical biochemistry and IR imaging. This technique, which enables us to obtain point-by-point
biochemical map using a thin tissue slide having thickness in pm values, can be used to have in-
formation about the biochemical changes induced by many diseases. In addition, this technique can
also be used for diagnostic purposes. Since there is no need for any kind of staining, extraction or
purification procedures in this microspectroscopic technique, the investigated system remains in-
tact in terms of its molecular structure. In this review, general properties of electomagnetic waves,
the basic principles of FTIR microspectroscopy and its experimental preparation methods were
summarized and its main applications in the medical field were reviewed.

Key Words: Spectroscopy, fourier transform infrared;
molecular mechanisms of pharmacological action
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pektroskopi, cesitli tipte 1s1inlarin madde ile
Setkile§imini inceleyen bilim dali i¢in kulla-

nilan genel bir terimdir. Spektroskopik tek-
niklerden biri olan kizilotesi “Infrared (IR)”
spektroskopi teknigi 1800’lii yillarda Ingiliz gok-
bilimci William Herschelin elektromanyetik
spektrumda IR bolgeyi kesfetmesi ile gelismeye
baglamistir.! Bunu takip eden 35 yil iginde ilk or-
ta-IR spektrometre yapilmistir.! 90 yil i¢inde bu
teknik astronomi, fizikokimya, organik kimya gi-
bi alanlarda uygulanmaya baglanmigtir.! 1949 y1-
linda Blout ve Mellors; Woernly, insan ve hayvan
dokularindan elde edilen IR spektrumlarinin do-
kunun yapasi ile ilgili bilgi verdigini gosteren 6n-
cii g¢aligmalar1 gergeklestirmislerdir.?® 1960’1
yillarda Elliot ve Ambrose, IR spektroskopi tekni-
ginin protein konformasyon ¢alismalarinda kulla-
nilabilecegini gostermislerdir.* Yine ayn1 yillarda
lipid/membran yap1 ve dinamiginin, 6zellikle lipid
faz davraniglarinin incelendigi ¢aligmalar yapil-
maya baglanmigtir.!>€ IR spektroskopi teknigi kul-
1968 DNA’nin  yapisi
incelenmeye baglamigtir.> Bu teknik Mantsch ve

lanilarak yilinda,
McElhaney tarafindan 1991 yilinda lipid-protein
etkilesmelerini incelemek ic¢in kullanilmigtir.®
Ozellikle son 10 yilda IR spektroskopinin metodo-
lojisindeki biiyiik gelismeler sayesinde bu teknigin
biyomedikal alandaki kullanimi yayginlagmistr.
Bu teknik ile veriler elektronik ortamda toplandi-
g1i¢in amaca bagh olarak, bircok matematiksel ve
istatistiksel islem yapmak miimkiindiir. Degisik
hastaliklarin molekiiler mekanizmalarini anlama-
nin yani sira tegshis amach da kullanilabilen bu tek-
nik, 6zellikle histolojik tekniklere gore {istiin olan
yonleri ile dikkat cekmektedir.! Bir doku kesitin-
de histolojik yontemler ile tespit edilmesi miim-
kiin olmayan, baslangi¢ sathasindaki anormal bir
proliferasyonu tespit edebilmesi; objektivite sagla-
mas1; doku kesitlerinin histolojik olarak degerlen-
dirmesinde kullanilan boyama islemlerine gerek
olmamasi nedeni ile incelenen dokuya hicbir ge-
kilde zarar verilmemesi; ayn1 anda bir¢ok makro-
molekiiliin analizinin dogal ortamlarinda, yapilar
bozulmadan ve disardan herhangi bir isaretleyici-
nin kullanilmasina gerek kalinmadan yapilabilme-
si, bu teknigin bagta gelen avantajlarindandir.” Bu
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derlemede, IR mikrospektroskopinin 6zellikleri-
nin ve biyomedikal alandaki yerinin belirtilmesi
amaclanmistir.

I ELEKTROMANYETIK DALGALAR

Elektomanyetik dalgalar, dalga boyu km’ler ile ifa-
de edilen radyo dalgalarindan , dalga boyu 10® m
dolaylarina kadar inen y (gama) 1s1nlarina kadar ge-
nig bir araligi kapsar. Elektromanyetik dalgalar,
elektrik yiikii olan parcaciklarin hareketi ile olu-
surlar. Elektromanyetik 15181n bircok 6zelligi dalga
boyu, frekans, genlik gibi parametreleri igeren kla-
sik siniis dalga modeli ile agiklanabildigi gibi; 151n
enerjisinin absorpsiyonu (sogurulmasi) ve emisyo-
nuyla ilgili olaylarin agiklanmasinda elektroman-
yetik 151010, enerjileri 151n frekansi ile orantili olan
ve foton adi verilen parcacik 6zelligi kullanilmak-
tadir. Bu nedenle elektromanyetik dalganin dalga-
parcactk cift oOzelligi vardir. En oOnemli
parametreler frekans, dalga boyu ve enerjidir. Fre-
kans, 1 saniyede bir noktadan gecen dalga dongii-
st sayisidir. Bir tam dalga dongiistiniin uzunluguna
ise dalga boyu denir. Elektomanyetik dalgalar bos-
lukta c= 3.10® m/s hiz ile birbirine dik dogrultuda-
ki elektriksel ve manyetik alan degismeleri
seklinde yayilirlar. Elektromanyetik dalgalarin ya-
yilma hizi boslukta sabittir. Dalgalarin yayilma hi-

z1 (c), frekans (v) ve dalga boyu (M) arasinda,
c=Av [m/s]

seklinde bir iligki vardir. Foton adi verilen
elektromanyetik enerji paketciginin enerjisi, h
Planck sabiti olmak tizere,

E=hu[]]

seklindedir. Frekans: yiiksek (dalga boyu kii-
ciik) olan fotonlarin enerjileri yiiksektir.®

IR spektroskopide yaygin olarak kullanilan
dalga sayis:1 (0), santimetre cinsinden dalga boyu-
nun tersidir. Birimi cm™dir. IR spektroskopide ge-
nellikle dalga sayisi skalasi kullanilmaktadir.
Aslinda sogurulan 151810 frekansi sogurma olayinin
gercek sorumlusu olan molekiiliin titresim frekan-
sidir. Ancak birimin biiytikliigtiniin uygunsuzlugu
nedeni ile frekans yatay eksende nadiren kullani-
Lir.
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Elektromanyetik spektrumda yer alan 1sinlar-
dan kizil6tesi, goriiniir ve moro6tesi 1s1nlarinin sogu-
rum Olciimleri ¢ok sayida bilesigin kantitatif
analizinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Dalga
boylar1 0.8 pm-125 pm arasinda olan bu 1sinlar IR
spektroskopide 151n kaynag: olarak kullanilirlar. IR
spektrumu, yakin (0.8 ym-2.5 pm), orta (2.5 pm-50
pm) ve uzak (50 pm-100 um) olmak iizere 3’e ayri-
Lir. Sicak yiizeylerden salinan bu 1g1nlarin salinmasi
veya sogurulmasi, molekiiler sistemlerdeki donme
ve titresim enerji diizeylerinin degismeleri ile ilgili-
dir.® Bir molekiiliin kizil6tesi 151n1n1 sogurulabil-
mesi i¢in titresim veya donme hareketi sonucunca,
molekiiliin dipol momentinde net bir degisiklik ol-
mas1 gerekir. Kizil6tesi sogurma spektrumlari, 6zel-
likle molekiiler madde analizinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Kizil6tesi 1g1nlar iyonlagmaya ne-
den olmadiklarn icin etkilestikleri biyolojik mole-
kiillere zarar vermezler. Elektromanyetik
spektrumda kizil6tesi 1g1nlardan sonra yer alan go-
riiniir 151810 dalga boyu 360 nm-800 nm’dir. Gorii-
niir 151k, atomlardaki elektronik enerji diizeylerinin
degismesi ile salinir veya sogurulur. Goriiniir 151k
salma ve sogurma spektrumlarinin spektrofoto-
metrik olarak incelenmesi ile maddelerin atomik
icerigi ile ilgili analiz yapmak mimkiindiir.® Elek-
tromanyetik spektrumda goriiniir 1siktan sonra,
dalga boylar1 2 nm-400 nm olan morétesi 1s1nlar:
yer almaktadir. Bu 1sinlar, atomlarda elektronik
enerji diizeyleri arasindaki gegisler ile ilgilidir. Ult-
raviyole 1sinlar olarak da bilinen bu 1sinlar prote-
inler ve niikleik asitler tarafindan karakteristik bir
sekilde sogurulurlar. Sahip oldugu yiiksek enerji
nedeni ile etkilestigi maddede iyonlasmaya neden
olur.®

I FTIR MIKROSPEKTROSKOPI

FTIR mikrospektroskopi, FTIR spektroskopiye
mikroskop eklenmesi ile olusturulmus, yiiksek
spektral ¢oztiniirlige sahip bir tekniktir.>!® IR
spektroskopi, IR 1s1n1n molekiiller tizerinde olus-
turdugu titresimlerin neden oldugu karakteristik
frekans degerlerinin kullanilmasi ile molekiiler dii-
zeyde madde analizi yapilmasini saglar.

Bir IR spektrumu elde etmek i¢in, 6rnege IR
15181 gonderilir. Bir molekiiliin IR 151n1n1 sogurabil-

706

mesi i¢in, molekiiliin titresimi sonucunda molekii-
liin dogal dipol momentinde net bir degisikligin ol-
mas1 gerekir. Ornege iletilen 15110 ne kadarinin
belli bir enerjide sogurulduguna bakilir. Sogurma
spektrumunda bir sinyalin (bandin) elde edildigi
enerji, 6rnek molekiiliin titresim frekansini verir.
1980’li y1llardan sonra Fourier transformasyon (d6-
niisiim) 6zellikli IR spektrometrelerin gelismesi ile
daha hizli, giivenilir ve sinyal/giiriiltii oram yiik-
sek olan veri elde etmek miimkiin olmustur. Fou-
rier doniisiim, bir sinyal fonksiyonunun zaman
serileri seklindeki gosteriminin bazi algoritmalar
ile frekans spektrumuna déniigtiiriilmesidir. Bu do-
niisiim, sinyal formundaki fiziksel bilginin mate-
matiksel olarak analiz edilmesini kolaylagtir-
maktadir. Belirli bir sinyalin frekans bilesenlerinin
belirlenmesini saglayan Fourier doniisiim, her fre-
kansin sinyale olan katkisinin bir gegit gosterimi-
dir. Incelenen sinyalin sonlu ve kesikli oldugu
durumlarda, sinyal isleme siirecinin 6nemli bir par-
cast olan “kesikli Fourier dontigim” kullanilir. Bu
doniisiim gerceklesirken 6zel bir yontem ile yapi-
lacak olan iglem sayis: azaltilabilir. Kesikli Fourier
doniigimiin 6zel bir durumu olan bu doniisiime,
“hizli Fourier doniisim” denir. Bu doniisiim, ke-
sikli Fourier doniisiimiin daha etkin bir gekilde he-
saplanmasini saglayan bir algoritmadar.!

Bir molekiilde bulunan atomlarin birbirine go-
re yerlesimleri tam olarak sabit olmay1ip, molekiil-
deki baglar etrafinda ¢ok sayida titresim ve dénme
sonucu devaml degisir. Molekiillerin titresim mod-
lar1 bag agisina ve uzunluguna bagl olarak degisim
gosterir. Bu modlar, bag uzunluklarina gére simet-
rik ve asimetrik gerilme; bag acgilarina gore de ma-
burkulma vb. seklinde

kaslama, salinma,

isimlendirilmiglerdir.

ORNEK HAZIRLAMA YONTEMI

FTIR mikrospektroskopi teknigi ile spektral harita
cikarma deneylerini yapabilmek i¢in, kriyotom
kullanilarak dokunun incelenecek bolgesinden pm
kalinliginda seri olarak en az 2’ser kesit alinir. Ke-
sit alma iglemi sirasinda dokuyu sabitlemek icin,
doku ile etkilegsime girmeyen bir dondurucu mad-
de kullamilir. Ilgili bolgelerden alinan kesitlerden
birincisi FTIR mikrospektroskopi 6l¢iimii yapabil-
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mek icin CaFy, BaFy gibi IR 15181na gecirgen olan
ve suda ¢oziinmeyen 6zel lamlara alinir. Olgiimler
yapilana kadar, alinan 6rnekler bir desikator igin-
de kuru ortamda muhafaza edilir. Mikroskoba bag-
Ii olan bilgisayar ile kontrol edilebilen x/y
platformu ile doku diliminin incelenmek istenen
bolgesinin, belirli mikrometre araliklarla yiiksel ye-
rel ¢oziiniirliige sahip spektral haritasini ¢ikarmak
miimkiindiir. Boylece, doku kesitinde incelenmek
istenen bolgenin tamamini kapsayacak IR verisi el-
de edilmis olur. Normal lam tizerine alinan diger
kesitler, kesitlerdeki yapilarin tanimlanabilmesi
i¢in hematoksilen ve eozin (H&E) gibi, amaca bag-
L1 olarak degisik histolojik boyama teknikleri kulla-

nilarak boyanir.>1

VERILERINiN DEGERLENDIRILMESI

Spektral veri analizleri bilgisayar ortaminda (OPUS

3.0 gibi uygun bilgisayar programlar: kullanilarak)

gerceklestirilir. Veri analizi yapilirken takip edil-

mesi gereken baslica basamaklar sunlardir: Spekt-
ral kalite testi, tiirev hesaplari, sinyallerin

normalizasyonu, kiimeleme analizleri, spektrumla-

rinin ortalama hesaplar1 ve degisik fonksiyonel

gruplara gore yapilan kimyasal haritalar. Kiimele-

me analizleri, kalite testini basar ile gecen spekt-
rumlarin 6nce tiirevi alinarak, daha sonra da belirli

spektral araliklarda normalizasyonu yapilarak elde

edilen spektrumlar ile gerceklestirilir. Kiimeleme

analizi ile benzer spektral 6zellige sahip olan spekt-
rumlar ayni siniflarda toplanabilmekte ve boylece

farkli doku yapilarinmi spektral olarak ayirt etmek

miimkiin olabilmektedir. Kiimeleme analizi sonu-

cunda elde edilen ve degisik kiimelere ait olan

spektrumlar kaydedilir. Kalite testi analizi yapilir-

ken goz oniine alinmasi gereken baslica kriterler

sunlardir:

1- Su buharimin varligi: Su buhar1 1800-1450
cm™ (Orta-IR) spektral aralikta, 6zellikle 1750-
1800 cmde, ¢ok giiclii sinyaller verir. Glivenilir
sinyal analizi yapabilmek i¢in, asil incelenmek iste-
nen molekiillerin sinyallerini bozan su buhari sin-
yallerinin ortamda yer almadigindan emin olmak
gerekir. Orneklerde su buhari sinyalleri tespit edi-
lirse, 6rnekle ayni kosullar altinda ¢ekilmis olan su
buhar spektrumu, 6rnek spektrumdan bilgisayar
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ortaminda ¢ikarilir. Boylece su buharinin etkisi or-
tadan kaldirilmig olur.

2- Ornek kalinhifi: Doku kesiti kalinligi, so-
gurma degerini dogrudan etkileyen énemli bir fak-
950-1750 cm'!
sogurmalarin integralleri hesaplanarak 6rnek ka-

tordiir. spektral araligindaki
Linlig1 hakkinda bilgi sahibi olmak miimkiindiir. Bu
yontem ile kesitte, ayarlanan kalinlik degerinden
daha kalin ya da daha ince (tekniksel nedenlerle)
olan bolgeler belirlenebilmekte ve boylece bu bol-
gelerden gelen sinyaller analiz dis1 birakilmakta-
dir.

3- Kesit alirken kullanilan maddenin varlig::
Kriyotom ile diizglin doku kesiti elde etmek i¢in
kullanilan 6zel maddenin, spektral analiz yapilacak
doku bolgelerine bulasmamis olmas: gerekmekte-
dir. Bundan emin olmak i¢in bu maddenin spekt-
rumu ¢ekilir ve ilgili bantlarin o6rnek
spektrumunda olup olmadig: kontrol edilir. Bu
maddenin bulastig1 bolgelerden gelen sinyaller

analiz dig1 birakilir.>1

FTIR MiKROSPEKTROSKOPININ
BASLICA UYGULAMA ALANLARI

Molekiiler diizeyde ¢ok degerli bilgiler veren FTIR
spektroskopinin tiptaki genel uygulama alanlar: di-
yabet, inflamatuar bagirsak hastaliklari, kanser, os-
teoporoz, Alzheimer ve ateroskleroz gibi degisik
hastaliklardir.?>16

Diyabet

Diabetes mellitus, instilin eksikligi, yoksunlugu
ve/veya direnci durumlarinda ortaya ¢ikan; kardi-
yovaskiiler sistem basta olmak tizere bircok siste-
mi olumsuz yonde etkileyen metabolik bir
hastaliktir. Toyran ve ark.nin yaptig: bir ¢alisma-
da, tip 1 diyabet yapilmis yetiskin Winstar sican
kalplerinin sol ve sag ventrikiil miyokardiyumun-
da ve sol ventrikiil miyokardiyumunda bulunan
damarlarda (venlerde) olusan degisiklikler FTIR
mikrospektroskopi teknigi kullanilarak molekiiler
dizeyde incelenmigtir.’ Bu teknik ile mikrometre
kalinhigindaki bir doku diliminin istenilen bir bol-
gesinin molekiiler analizi yapilabilmektedir. Her
kalpten alinan 9 um kalinligindaki 2’ser seri kesit-
ten birincisi FTIR mikrospektroskopi ¢aligmalar:
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i¢in, ikincisi ise H&E ile boyanarak karsilastirma
yapmak i¢in kullanilmigtir. Sekil 1A’da sican kal-
binin sol ventrikiil kasindan elde edilen kesitin
H&E ile boyama sonucu 151k mikroskobunda 100x
biiytitmedeki goriintiisii, FTIR mikroskobu ile 61-
¢lim yapilan bolge kare icine alinarak verilmistir.
Sekil 1B’de, dl¢iim yapilan bolgeden elde edilen
spektrumlarin kiimeleme analizi yapildiktan son-
ra elde edilen gortntiisii verilmistir. Sekil 1C’de
ise, kiimeleme analizi sonucu elde edilen sinyaller
verilmistir. Sekil 1B’deki gri renk, sol ventrikiil
kasindaki damara ait olan bolgedir ve Sekil 1C’de
de ayni1 renk ile gosterilmistir. Siyah renk ise sol
ventrikiil kasini gostermektedir ve bu bolgeden
gelen spektrum yine siyah renk ile gosterilmistir.
Kiimeleme analizi her grup icin gerceklestirilmis-
tir ve elde edien orijinal sogurma spektrumlarinin
ortalamalar1 kaydedilmistir. Bu ortalama spekt-
rumlar OPUSM programina yiiklendikten sonra 2.
tiirevleri alinmig ve daha sonra degisik spektral
bolgelere gore vektor normalizasyonlar: yapilmis-
tir. Bu islemlerden sonra da kontrol ve diyabet
gruplar spekral olarak birbirleri ile karsilagtiril-
mistir.

Sag ventrikiil kasi i¢in kiimeleme analizi ya-
pilmamistir. Ciinkii spektral ¢ekim yapilan alan sa-
dece sag ventrikill miyokardiyumu igermekte,
farkli kiimelere ayrilmas: beklenen farkli yapilar
icermemektedir.’

IR 15101010 sogurulmasi sonucu belirli frekans
degerlerinde ortaya ¢ikan karakteristik sinyaller
Sekil 2’de verilmistir. Spektral degisikliklerin kar-
silastirilmasi, ortalamalar1 hesaplanan spektrumla-
rin 2. tiirevleri kullanilarak yapilmigtir. Orijinal
sogurma spektrumlarinin 2. tiirevleri alindiginda
sinyallerin maksimum olan noktalar1 minimuma
dontisiir ve daralan sinyaller daha belirgin hale ge-
lir.>1° Birbirine ¢ok yakin frekans degerlerine sahip
olan fonksiyonel gruplardan kaynaklanan sinyal-
ler, orijinal sogurma spektrumunda iist iiste binmig
durumda ortaya ¢ikarlar. Bu spektrumlarin 2. tii-
revleri alindiginda, iist {iste binmis olan sinyaller
daralarak birbilerinden kolaylikla ayirt edilebile-
cek duruma gelirler ve boylece daha saglikl sinyal
analizi yapmak miimkiin olur. Bu ¢alismada, $ekil
2A’da kontrol sol ventrikiil miyokardiyumundan
elde edilen orijinal sogurma sinyalinin 2. tiirevi ve-
rilmistir. Sag ventrikiil kasina ait spektrumda da
benzer sinyaller goriilmiistiir. Sekil 2B’de ise kont-
rol sol ventrikiil miyokardiyumda bulunan damar-
dan (venden) elde edilen orijinal sogurma
sinyalinin 2. tiirevi goriilmektedir.

Sekil 2A ve B’de goriilen sinyaller birbirlerine
benzerlik gostermektedir. Ancak sol ventrikiil ka-
sinda bulunan damardan elde edilen spektrumda
71201 cm™! de dokudaki kolajene ait yeni bir ban-
din ortaya giktig goriilmektedir (Sekil 2B’de ok ile
isaretli). Sekil 2’de goriilen karakteristik sinyaller-
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SEKIL 1: Sican kalbinin sol ventrikiil kasindan elde edilen kesitin H&E boyama sonucu 15tk mikroskobunda 100x biiyitmedeki gortintiisii (haritas gikarilan
bdlge kare icine alinmistir) (A), kiimeleme analizi sonucu olusan harita (B), ve farkli kiimelere ait ortalama spektrumlar (C). (Toyran, 2006'dan “9” degistirilerek
Gizilmigtir).
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SEKIL 2: Sican kalbinin kontrol sol ventrikiil miyokardiyumuna ait ikinci tirev
(A) spektrumu, kontrol sol ventrikil miyokardiyumunda bulunan damara ait ik-
inci tlirev (B) spektrumu. (Toyran, 2006'dan “9” degistirilerek cizilmistir).

den CHjy asimetrik ve simetrik gerilme, CH, asi-
metrik ve simetrik gerilme bantlarini iceren 2800-
3030 cm! spektral bolge (1. bolge); Amid I ve Amid
IT gerilme bantlarinin iceren 1480-1800 cm™ spekt-
ral bolge (2. bolge); baslica PO, gerilme, C-O geril-

me, C-N gerilme, CO-O-C gerilme bantlarini ige-
ren 1000-1270 cm™ spektral bolge (3. bolge) ince-
lenmistir. Bu gerilme modlarinin frekans degerleri
ve karsilik gelen fonksiyonel gruplarin agiklamasi
Tablo 1’de verilmigtir. 1. spektral bolge, cogunluk-
la lipidlerden kaynaklanan sinyalleri, 2. spektral
bolge cogunlukla proteinden kaynaklanan sinyal-
leri ve 3. spektral bolge cogunlukla lipidlerden, gli-
kojenlerden, glikolipidlerden, sakkaritlerden,
kolajenden, kaynaklanan sinyalleri icermektedir.

Tiim optiksel spektroskopi tekniklerinde oldu-
gu gibi IR sogurmalarinin sinyal siddetleri ve/veya
egri altinda kalan alan, ad1 gegen fonksiyonel gru-
bun konsantrasyonu hakkinda bilgi verir.!*!71? Fre-
kans degerlerinde goriilen degisiklikler, sistemin
yap1 ve konformasyonunda meydana gelen degi-
siklikleri gosterirken, bant genisligindeki degisik-
likler sistemin dinamigi hakkinda bilgi verir.20*
Yapilan sinyal analizi sonucunda, spektrumda yer
alan bazi bantlarin sinyal siddetlerine, kontrol ve
diyabet gruplari arasinda istatistiksel bakimdan
onemli degisikliklerin oldugu bulunmugtur.’ Kal-
bin incelenen her bélgesinde diyabet hastaliginin
lipid miktarinda artisa; o-heliks miktarinda azalisa

TABLO 1: 3015-1000 cm™ araliginda titresim frekanslarindan kaynaklanan baslica fonksiyonel gruplar ve karsilik gelen
dalga sayilari.®

Bant Numarasi Karsihigi Frekans (cm™)
1 Olefinik=CH gerilme: Doymamis yag asitleri 3012

2 CH; asimetrik gerilme: Lipid 2956

3 CH, asimetrik gerilme: Lipid 2925

4 CHg simetrik gerilme: Cogunlukla protein 2873

5 CH, simetrik gerilme: Lipid 2854

6 C=0 gerilme: Lipidlerdeki ester gruplar 1733-1739
7 Amid I: {protein C=0 gerilme), o.-heliks 1655

8 Amid I: B-plakali tabakali yapi 1638

Y Amid II: {protein N-H bikiilme, C-N gerilme), oi-heliks 1545
10 CH, makaslama: Lipid 1468

1 CH; biikilme: Lipid 1386
12 PO," asimetrik gerilme: Fosfolipidler, niikleik asitler 1228
13 Kolajen 1201

14 CO-0-C asimetrik gerilme: Kolesterol esterdeki ester baglari 1173
15 C-O gerilme: Glikojen, nikleik asitler 1156
16 PO, simetrik gerilme: Fosfolipidler, nikleik asitler 1080-1085

C-O gerilme: Glikojen, oligosakkarit, glikolipid
17 C-O gerilme: Oligosakkarit, polisakkarit 1041
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ve B plakali tabakali yap1 miktarinda artisa neden
olacak sekilde proteinlerin ikincil yap: profilinde
degisiklige; glikojen ve glikolipid miktarinda artisa
neden oldugu gorilmiistiir. Ayrica diyabetin sol
ventrikiil kasinda bulunan damarda, kolajen mikta-
rinda artig oldugu gozlenmigtir. Bu ¢aligma diyabe-
tin, sol ve sag ventrikiil miyokardiyumu ve sol
ventrikiill miyokardiyumunda bulunan damarlarn
tizerine olan kisa donem (5 hafta) etkilerini mole-
kiiler gostermesi bakimindan 6nem tagimaktadir.

inflamatuar Bagjirsak Hastaliklari

Crohn hastalig1 ve iilseratif kolit, inflamatuar ba-
girsak hastaliklarinin ¢ok 6nemli bir boliimiini
olusturmaktadir. Insanda kolon hastaliklarinin pa-
tolojik 6zellikleri birbirine ¢ok benzer oldugu i¢in
dogru
Crohn hasalig: ve iilseratif kolit, kolonun en asag:

teshis koymak zordur. Yagli hastalarda

bolgesinde olusma egilimindedir. Bu iki hastaligin
kansere doniigme riski tagimasi bakimindan dogru
teshis edilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir.”? Teghis
yontemlerinden biri olan kolonoskopi, kolonun
morfolojik 6zelliklerini gostermeye yarar, fakat bi-
yokimyasal 6zelliklerini gostermek i¢in yeterli de-
gildir. Bu iki hastaligin patolojik orijinleri
birbirinden farkli oldugu i¢in inflamatuar bagirsak
hastaliklarinin kansere dontisiimiine kadar olan do-
nemdeki biyokimyasal 6zelliklerinin farkli olmasi
gerekir. Inflamatuar bagirsak hastaliklar1 kansere
doniistiigli zaman Crohn hastalig: ve iilseratif kolit
birbiri ile aym1 6zelliklere sahip olacaktir. 2004 y1-
linda Argov ve ark. tarafindan yapilan bir ¢aligma-
da, 20 adet kanser hastas1 ve 20 adet inflamatuar
bagirsak hastas: incelenmigtir.'” Bu hastalarin ko-
lonlarinin saglikli olan bolgeleriden alinan 6rnek-
ler kontrol gruplarini olusturmustur. Kolonlardan
10 um’lik kesitler alinmis, bir patologun belirledi-
gi bolge dahilinde rastgele secilen 5 farkli yerden
FTIR mikrospektroskopi ile 6l¢tim yapilmistir. E1-
de edilen sinyallerin, belirli araliklarda integralle-
bolgelerdeki
miktarlar1 hesaplanmistir. Incelenen doku bélge-
sindeki karbonhidrat miktarini bulmak i¢cin 900-
1185 cm™ spektral araliginin, niikleik asitlerdeki

ri almarak ilgili molekiillerin

fosfat gruplarinin miktarini bulmak i¢in 1185-1350
cm’! spektral aralifinin, fosfolipidlerin ve protein-
lerin miktarlarini bulmak i¢in 1350-1475 cm™
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spektral araliginin integralleri alinmistir. Ayrica
DNA ve RNA’dan kaynaklanan sinyaller incelene-
rek RNA/DNA oraninda olusan degisiklikler ince-
lenmistir. Bu metabolitlerden hangilerinin
miktarinda goriilen degisikliklerin teshis amach
kullanilabilecegi aragtirilmigtir. Yapilan istatistik-
sel analizler sonucunda, normal saglikli durumdan
inflamatuar bagirsak hastaliklarina ve kansere gecis
durumunda, 6zellikle dokudaki karbonhidrat mik-
tarinda olusan degisikliklerin izlenmesini saglayan
900-1185 cm™ spektral araliginda 6nemli degisik-
liklerin oldugu bulunmustur. Eldeki inflamatuar
bagirsak hastalig: tasiyan dokular: normal ve kan-
serli olmak tizere 2 gruba ayirmak miimkiin olmus-
tur. FTIR mikrospektroskopi teknigi sayesinde
Crohn hastalig ve {ilseratif kolit hastalig1 olan bi-
reylerden hangilerinin kanser olmaya egilimli ol-
dugunu saptamak mimkiin olmustur. Crohn
hastasi olan 10 kisiden 3 tanesinin, tlseratif kolit
olan 10 kisiden 7 tanesinin ilerde kanser olma ihti-
malinin yiiksek oldugu (premalin agamada oldugu)
sonucuna varilmigtir,'?

Kanser

Kriptler, kolonda bulunan doku tabakalar1 boyun-
ca uzanan tiip seklindeki bezlerdir. Bu kriptlerin
taban bolgesinde bulunan aktif kok hiicreleri, ba-
girsak epitelinin yenilenmesinden sorumludur. Ko-
londa normal olmayan kript proliferasyonu ve
gelisimi, kolon kanserinin premalin basamag: ola-
rak kabul edilmektedir.”” 2004 yilinda FTIR mik-
rospektoskopi kullanilarak yapilan bir ¢aligmada,
21 tane kolon kanseri hastasinin kolonlarindan 10
um’lik kesitler alinmigtir.”® Kanserli bolgenin uza-
gindan alinan, normal histopatolojik 6zelliklere sa-
hip olan kolon biyopsilerindeki kriptler
incelenmigtir. Histolojik olarak normal kabul edi-
len kolon biyopsilerinde, FTIR mikrospektoskopi
teknigi ile anormal proliferasyonun varligini tespit
etmek miimkiin olmustur. Normal histopatolojik
ozelliklere sahip olan kolon biyopsilerinin incelen-
digi bu ¢alismada, biyopsilerde bulunan normal ve
normal olmayan kriptler spektral olarak birbirin-
den ayirt edilebilmistir. Kriptler, kript boyunca
ilerlendikge, IR’da goriilen spektral desenler agisin-
dan 3 gruba ayrilmistir: i) Tiim biyokimyasal bile-

senler acisindan normal spektral desene sahip
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olanlar, ii) Baz1 biyokimyasal bilesenler agisindan
normal spektral desene sahip olanlar, iii) Tim ya
da bircok biyokimyasal bilesenler agisindan normal
olmayan spektral desene sahip olanlar. Ozellikle
kanserli bolgenin tamamen uzagindan alinan bi-
yopsi 6rneklerinde, histolojik olarak tamamen nor-
mal goriinen kriptler incelenmistir. Bu ¢alismada,
dokudaki tirozinde olusan degisiklikleri analiz et-
mek i¢in 1515 ¢m! bandi, karbonhidrat miktarin-
da olusan degisiklikleri analiz etmek i¢in 900-1185
cm™ spektral aralig, fosfat miktarinda olusan degi-
siklikleri analiz etmek i¢in 1185-1300 cm™ spektral
aralig1, fosfolipid miktarinda olusan degisiklikleri
analiz etmek i¢in 1350-1475 cm™ spektral araligs,
niikleik asit miktarinda olusan degisiklikleri analiz
etmek icin ise 1121 ve 1020 cm™ de sinyal veren
RNA ve DNA’dan kaynaklanan bandlar incelen-
mistir. Bircok molekiiliin kisa siirede es zamanh
analizine olanak saglayan bu teknik ile elde edilen
sonuglar, klinik a¢idan biiyitk 6nem tasimaktadir.
Clinkii elde edilen bulgular, 6zellikle kanser isaret-
leyici (marker) enzimlerin kullanilamadig1 durum-
larda  FTIR
biyopsilerinde normal histopatolojik 6zelliklere sa-

mikrospektroskopinin,  kolon
hipmis gibi gortindiigii halde, premalin asamada
olan yapilarin teshisinde teghis amagh kulanilabi-
lecegi ortaya ¢ikmistir. Bu bulgu, kolon kanseri
ameliyatlarinda kolostomi sinirin1 daha dogru be-
lirlemek i¢in FTIR mikrospektroskopi tekniginin
kullanilabilecegini gostermektedir. Ayrica bu tek-
nik kullanildiginda, yalanci negatif sonuglarin ¢ik-
ma riski de minimuma indirilmis olmaktadir.'®

Osteoporoz

Kemigin dayanikligini belirleyen baglica faktorler
kemik yogunlugu, yapisi ve kimyasal igerigidir.?
Osteoporozda olusan kemik kaybinda bu faktor-
lerde ciddi degisikliklerin olmas: beklenir.? Hu-
ang ve ark. tarafindan 2003 yilinda yapilan bir
caligmada, menopozal osteoporoz modeli olustur-
mak i¢in disi maymunlarin yumurtaliklar: cerrahi
yontemlerle ¢ikarilmigtir.'* Proksimal tibiadan ahi-
nan 5 um kalinligindaki kesitler kullanilarak yapi-
lan bu ¢aligmada, osteoporozda olusan kimyasal
icerik degisikliginin yani sira, hiicre yikimini bas-
kilayic1 etkiye sahip ilaglarin osteoporoz iizerine
olan etkilerinin aragtirilmas: amaglanmigtir. Ke-
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mikteki fosfattan (500-650 cm™'), karbonattan
(825-905 cm™) ve kolajenden (1600-1700 cm™)
kaynaklanan sinyaller incelenmstir. Fosfat mikta-
rinda gozlenen degisiklikler, kemik dokusundaki
mineralizasyon miktar1 hakkinda; fosfat/protein
oraninda gozlenen degisiklikler, mineral/matriks
orani hakkinda; karbonat/protein oraninda gozle-
nen degisiklikler ise karbonat birikimi hakkinda
bilgi vermektedir. Yapilan sinyal analizi sonucun-
da, osteoporozda, kortikal kemikte fosfat miktari-
nin arttifl, karbonat miktarinin azaldigs;
trabekiiler kemikte ise fosfat miktarinin degisme-
digi, karbonat miktarinin azaldig1 goriilmiistiir.
Bunun yani sira ila¢ uygulamasinin, osteoporoz
olusturulan grupta, kortikal kemikte olugan olum-
suz degisiklikleri diizelttigi goértilmiistir. FTIR
mikrospektroskopinin kullanildig: bu ¢alismada,
kemigin farkli bolgelerinde olusan biyokimayasl
degisiklikleri, incelenen dokunun biitiinligi ve
yapist bozulmadan, molekiiler diizeyde tespit et-
mek mimkiin olmusgtur. Ayrica bu ¢aligmanin so-
nuglari, osteoporoz tedavisinde kullanilan
ilaglarin, kemigin farkli bolgesinde farkh etki ya-
pabilecegi gercegini ortaya koymasi agisindan
6nem tagimaktadir.!

Alzheimer

Demansin en stk goriilen formu Alzheimer hastali-
g1dir 33! Alzheimer hastalarinin beyninde gri mad-
dede ve hiicre disinda, ¢oziinmeyen amiloid
(protein ve peptitten olusan) birikintilerinin oldugu
ve bu birikintilerin ¢evresinde normal olmayan no-
ronal iglemlerin gergeklestigi bilinmektedir.>* Bu
amiloid birikintilerinin Alzheimer hastalig1 patolo-
jisinde 6nemli oldugu bilinmektedir.33** Bu birikin-
tiler cogunlukla amiloid B-peptitlerden olusur. Bu
peptit, amiloid B-6nciil proteininden tiiremekte-
dir. Bu proteinin anormal bir sekilde bolinmesi
amiloid B-peptitlerin birikmesine neden olur.® Alz-
heimer’in klinik semptomlarinin olusmasinda ami-
loid B-peptitlerin rolt tam olarak anlagilamamus,
sadece baz1 caligmalarda norotoksik etkilerinin ol-
dugu gosterilmistir.?¢ Bu hastaligin erken teghis ve
tedavisi i¢in yapi-fonksiyon iligkisinin kurulabile-
cegi disiniildigiinden, yapisinin bilinmesi biiyiik
6nem tasimaktadir. Bu alanda yapilan ¢alismalarda
Dairesel Dikroizm (CD), Niikleer Magnetik Rezo-
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nans (NMR) spektroskopi, X-151n1 difraksiyonu ve
FTIR spektroskopi teknikleri kullanilmigtir.*# Bu
yap1 analiz ¢aligmalarinda, izole edilmis ya da kim-
yasal olarak sentezlenmis amiloid pB-peptitler kul-
lanilmigtir. Sentetik amiloid B-peptitler tizerinde
yapilan ¢aligmalar sonucunda, kullanilan ¢ozelti
sartlarina bagli olarak bu peptitin f-plakal: taba-
kal1 yap1, «-heliks ve diizensiz (unordered) yapi-
lardan olustugu bulunmustur.’® Bu ¢aligmalar,
protein agregatlarini ¢6zmek i¢in kullanilan fizyo-
lojik olmayan kosullara sahip ¢ozeltiler i¢cinde ger-
ceklestirildigi ic¢in, elde edilen yap: bulgulan
amiloid B-peptitlerin beyindeki gercek yapisini
yansitmiyor olabilir. 1996 yilinda yapilan bir FTIR
mikrospektroskopi ¢alismasinda, Alzheimer hasta-
larindan (otopsi) alinan 8 pm kalinligindaki beyin
dokusu kesitleri Kongo kirmizisi ile boyanarak bi-
rikintiler belirgin hale getirilmistir.'> Belirgin ha-
le gelmis olan ilgili boélgeler FTIR mikros-
pektroskopi teknigi ile incelendiginde, birikinti-
lerden kaynaklanan protein bantlar gériilmiistiir.
Elde edilen spektral bulgular, gri maddede bulu-
nan proteinlerin o-heliks ve/veya diizensiz yapida
oldugunu; amiloid birikintilerde, p-plakali taba-
kal1 yapisinin baskin oldugunu ortaya koymus-
tur.”

Ateroskleroz

Giiniimiizde sikca kullanilan medikal teshis yon-
temlerinden ultrason ve manyetik rezonans goriin-
tiileme teknikleri ile aterosklerotik plaklarin
lokasyonu, buyikligi ve sekli ile ilgili bilgi elde
etmek miimkiin iken bu plakalarin yapisinin kim-
yasal icerigi hakkinda bilgi sahibi olmak olanaksiz-
dir.’® Son yillarda yapilan ¢aligmalar, bu plaklarin
stabilitesini ve hastaligin ilerlemesini etkileyen fak-
torlerin anatomik yapidan ¢ok mikroskopik mor-
folojisinin ve kimyasal igeriginin oldugunu
gostermistir.® Aterosklerotik arterlerde farkli kom-
ponentlerin dagilimi hakkinda hem kimyasal hem
de yerel bilgiye ihtiya¢ vardir. Gerekli bu bilgileri
FTIR mikrospektroskopi teknigi kullanarak elde et-
mek miimkiindiir. Aterosklerotik plaklarda, prote-
in matrikse gomiilii halde bulunun kolesterol ester
kiimeleri vardir.'® Aterosklerozun gozle goriilen en
erken belirtisi, kolesterol esterlerin birikmesi so-
nucunda goriilen kalinlagmadir.'® FTIR mikrospek-
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troskopi kullanilarak yapilan bir ¢alismada, ate-
rosklerotik tavsan aortundan alinan 10 pm kalinli-
gindaki enine kesitler tizerindeki tunica medianin
elastik lameli ve heterojen dagilim gosteren koles-
terol ester kiimeleri incelenmistir.'® Aterosklerotik
plagin hemen yakinindan, uzagindan ve plak bol-
gesinden spektral ¢ekim yapilmistir. Elde edilen
spektrumlar incelendiginde, aterosklerotik plagin
hemen yakinindan ve uzagindan elde edilen spekt-
rumlarin birbirine benzer 6zellikte sinyaller icerdi-
gi, plak bolgesinden elde edilen spektrumda ise
protein bantlarinin yam sira kolestrol ester ile ilig-
kin yeni bantlarin ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. En
onemli degisikliklerin gortldiigii kolesterol ester
ve amid II bantlarina gore kimyasal haritalar yapi-
larak, bu iki 6nemli maddenin dokudaki dagilim-
lar1  incelenmigtir.’® Boylece aterosklerotik
arterdeki kimyasallarin icerikleri ve dagilimlar:
hakkinda detayl bilgi sahibi olmak miimkiin ol-
mustur.

I TARTISMA VE SONUC

Son yillarda teknolojide goriilen hizli gelisme ile
birlikte FTIR mikrospektroskopi teknigi tip ala-
ninda kullanilmaya baglanmistir. Bu teknik ile de-
gisik dokulardan elde edilmis olan spektrumlar, ¢cok
miktarda degerli bilgi icermektedir. Elde edilen bil-
gi miktari, 6niimiizdeki ytlizyilda patolojinin isle-
yisini etkileyecek diizeydedir. Kanserli dokularin
biyokimyasal analizinde sik¢a kullanilan bu tekno-
loji son yillarda damarsal patolojide kullanim ile
de dikkat cekmektedir. Ozellikle patolojik damar
dokusunun kimyasal iceriginde ve bu kimyasallarin
dokudaki dagilim profillerinde olusan degisimlerin
incelenmesinde bagari ile kullanilmaktadir.!® FTIR
mikrospektroskopinin bilgisayara bagh dijital bir
teknik olmasi nedeni ile doku degerlendirme is-
lemleri otomatik olarak yapilabilmekte ve dokuya
ait spektral veri tabanlar:1 olusturulabilmektedir.
FTIR mikrospektroskopi teknigi, hizla gelisen tek-
noloji ile paralel olarak 6niimiizdeki giinlerde ye-
terli spektral veri tabanlarinin olusturulmas: ile
tipta yaygin olarak kullanilan ucuz ve 6nemli bir
tan1 yontemi haline gelecektir.

Cogunlukla dokulardan elde edilen mikromet-
re kalinliginda kesitler kullanilarak yapilan FTIR
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mikrospektroskopi ¢aligmalarinin canli dokularda
da yapilabilmesi konusunda baz: kisitlayic: faktor-
ler bulunmaktadir. Bunlardan en 6nemlisi canli do-
kuda bulunan sudur. Su, yaklagik olarak 3410 cm™
ve 1645 cm™de giiglii sogurma bandlar1 vermekte-
dir. Bu bandlar, lipidlerin C-H ve C=0O gerilme
modlar ile proteinlerin amid bandlar: ile ¢akigarak
bu 6nemli molekiillere ait bandlarin analizlerini
zorlagtirmaktadir. Bu soruna bir ¢6ziim olarak, ince-
lenen dokuda bulunan sivinin spektrumu cekil-
mekte ve dokuya ait spektrumdan dijital ortamda
¢ikartilmaktadir. Boylece suya ait sogurma bandla-
rinin, dokuya ait sogurma bandlar: iizerine olan
olumsuz etkisi ortadan kaldirilmaktadir. Ayrica ki-
z1l6tesi bolgesinin yiiksek sontim katsayisi nedeni
ile canl dokunun in-situ analizi de bir problem ola-

rak karsimiza ¢ikmaktadir. Sadece yakin-IR bdlge-
sinde radyasyonun dokudaki penetrasyon derinligi
1 mm’yi gecebilmektedir.! FTIR mikrospektroskopi
tekniginin kemik ve dis gibi sert dokularin incelen-
mesinde de uygulamasi simirhdir, ¢iinkii sert doku-
lardan gereken incelikte kesit almak her zaman
mimkiin olmamaktadir. Bu gibi durumlarda bu
probleme kismi bir ¢6ziim olarak sert dokulara de-
mineralizasyon islemi uygulanmaktadir.!

Uygulamada karsilasilan baz: kisitlayic: faktor-
lere ragmen FTIR mikrospektroskopi teknigi ile
¢ok yakin bir gelecekte daha yiiksek kalitede IR
spektral haritalarin elde edilmesi, yeni gelismekte
olan “hiperspektral analiz” gibi hesaplama yontem-
leri ile daha iistiin ayiric1 giice sahip grafiksel gos-
terimlerin gelismesi miimkiin olacaktir.
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