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ALGORITAM ZA ODREDIVANJE BIOFIZICKOG STANJA EPITELNOG TKIVA NA BAZI
SPEKTROSKOPIJE

Rezime

Savremeni dijagnosticki testovi koji se koriste u klinickoj praksi imaju neosporan
uticaj na smanjenje smrtnosti kao posledice obolevanja od razlicitih tipova
kancera. S obzirom da viSe od 85% kancera potice iz epitelnog tkiva, za istraZivanje
u okviru ove doktorske disertacije je izabran grli¢ materice kao jedan od
predstavnika epitelnih tkiva. Kada govorimo o kanceru grlica materice,
Papanikolau test jo$ uvek predstavlja nezamenljiv skrining test ¢iji se uticaj u ranoj
dijagnostici meri znacajnim opadanjem trenda u broju obolelih i broju umrlih u
poslednjih 60 godina. Medutim, Papanikolau test nije 100% tacan, te procenat
laZzno negativnih rezultata i dalje predstavlja problem koji prati izvodenje ovog
testa. [ dok su u razvijenim zemljama organizovani skrining programi uspeli da
nadomeste nedovoljnu senzitivnost Papanikolau testa, u nerazvijenim zemljama iz
kojih potice ¢ak 80% slucCajeva karcinoma grlica materice, u kojima ne postoje
uslovi za sprovodenje ovakvih programa, potreba za jeftinijim i efikasnijim testom
raste. Pogresno postavljene dijagnoze Cesto su posledica ljudske greske, pa se kao
reSenje nameCe automatizacija dijagnostickog procesa. Analiziraju¢i ovu
problematiku, javila se ideja o testiranju patentirane metode Optomagnetne
imidZing spektroskopije na uzorcima celija grlica materice i njenoj primeni u
dijagnostici karcinoma grli¢a materice. U tom cilju, prikupljeno je 2293 uzorka koji
su snimljeni Optomagnetnom imidZing spektroskopijom, Ciji su spektri koriS¢eni
kao ulazna veliCina u algoritmu za odredivanje biofizickog stanja epitelnog tkiva.
Algoritam za odredivanje biofizickog stanja epitelnog tkiva i graficki korisnicki
interfejs razvijeni su u programskom paketu MATLAB® 2013. Algoritam je
potpuno automatizovan i na osnovu znacajnih parametara iz OMIS spektra vrsi
klasifikaciju datog uzorka u klasu zdravo/bolesno. Klasifikacija uzoraka se bazira
na modelu stabla odlu€ivanja koji se pokazao kao najefikasniji od Cetiri testirana

modela Kklasifikacije. Algoritam za odredivanje biofizickog stanja namenjen je za



implementaciju u OMIS uredaj i kao takav trebalo bi da doprinese razvoju nove
verzije OMIS metode koja bi kao pomoéna dijagnosticka metoda mogla da se
koristi u nerazvijenim zemljama u cilju povecanja tacnosti konvencionalnih
metoda dijagnostike. TaCnost binarne klasifikacije uzoraka celija grlica materice
koriS¢enjem razvijenog algoritma i OMIS metode u dve grupe, pri ¢emu jednu
grupu Cine uzorci iz I1 i III Papanikolau grupe, a drugu uzorci iz IV i V Papanikolau
grupe koje oznacavaju karcinom, iznosi 98.48%, sa senzitivnoS¢u od 83.33%,
specificnos¢u od 100% za nebojene uzorke. Klasifikacija nebojenih uzoraka OMIS
metodom dala je bolje rezultate u odnosu na bojene uzorke i predstavlja glavnu
prednost OMIS metode u odnosu na konvencionalne dijagnosticke testove s
obzirom da bi inovacija u vidu eliminisanja procesa bojenja uzoraka dovela do

znatne uStede u vremenu i novcu.
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ALGORITHM FOR SPECTROSCOPY BASED DETECTION OF EPITHELIAL TISSUE
BIOPHYSICAL STATE

Abstract

Diagnostic tests used in clinical practice have the undeniable impact on reducing
mortality related to different types of cancer. Since more than 85% of all cancers
originate in epithelial tissue, cervix is chosen to be a testing material in this
doctoral dissertation. When it comes to cervical cancer, Papanicolaou test is still
the most effective screening test for cervical cancer detection. Its importance is
reflected in decreasing trend in mortality and number of diseased in the last 60
years. However, Papanicolaou test is not 100% accurate with the main problem
being high percentage of false negative results. This problem of low sensitivity is
partially resolved in developed countries with organized screening programs. Still,
since about 80% of cervical cancer cases occurr in less developed countries, where
the cost of screening program implementation is not affordable and infrastructure
is not satisfying, the need for cost-effective screening test is rising. This is why the
tendency in scientific world nowadays is to develop automated diagnostic system
that would minimize ,human error” and allow effective screening even in low

resource settings.

Optomagnetic Imaging Spectroscopy is recognized as potential screening method
for cervical cancer detection. In order to fully explore its possibilities, 2293
cervical samples were collected and subjected to OMIS. The algorithm for detection
of epithelial tissue biophysical states developed in this dissertation uses OMIS
sample spectrum and classifies sample into healthy/cancerous group. It is aimed to
be implemented in Optomagnetic Imaging Spectroscopy device and in that way
contribute to the development of improved OMIS device that would be cost-
effective, acurrate and efficient and that would in combination with other
diagnostic tests increase overall accuracy of conventional tests. The accuracy of
the binary classification in groups (II&IIl Papanicolaou group)/(IV&V
Papanicolaou group) achieved with the developed algorithm and OMIS is 98.48%,

sensitivity is 83.33% and specificity is 100% for the unstained samples. The



classification of unstained samples gave notably better results compared to stained
samples and represents the main advantage of OMIS method since the examination

of unstained samples significantly reduces time and the cost of screening test.

Key words: Optomagnetic Spectroscopy, algorithm, cervical cancer, classification,

screening, automated detection
Scientific field: Mechanical Engineering
Scientific subfield: Biomedical Engineering
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Predgovor

Doktorska disertacija na temu ,Algoritam za odredivanje biofizickog stanja
epitelnog tkiva na bazi spektroskopije” proistekla je iz viSegodiSnjeg rada na
projektu Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloSkog razvoja Republike Srbije
[1141006 pod nazivom ,Razvoj novih metoda i tehnika za ranu dijagnostiku
kancera grli¢a materice, debelog creva, usne duplje i melanoma na bazi digitalne
slike i ekscitaciono emisionih spektara u vidljivom i infracrvenom domenu“. U
okviru projekta, ispitivane su mogucnosti primene nove metode ,Optomagnetna
imidZing spektroskopija“ u dijagnostici kancera razlicitih tipova epitelnih tkiva:
grli¢ materice, debelo crevo, usna duplja i koZa. S obzirom na obim i kompleksnost
svake od navedenih Kkategorija dijagnostike, projekat je podeljen na Cetiri
potprojekta, pri ¢emu se upravo iz potprojekta koji se odnosio na primenu
Optomagnetne imidZing spektroskopije u ranoj dijagnostici karcinoma grli¢a
materice iznedrila ova doktorska disertacija. Stoga, epitelno tkivo u nazivu
doktorske disertacije odnosi se na epitelno tkivo grlica materice, te algoritam za
odredivanje biofizickog stanja epitelnog tkiva grlica materice svoj doprinos daje u
polju rane dijagnostike karcinoma grli¢a materice otkrivajuci nov pristup sadrZan
u metodi Optomagnetne imidZing spektroskopije i kao krajnji cilj ima smanjenje

smrtnosti od ove opake bolesti.

Na projektu i u izradi doktorske disertacije sam, na moje veliko
zadovoljstvo, bila vodena i rukovodena stru¢njacima iz oblasti Biomedicinskog
inZenjerstva: Prof. dr Lidijom Matijom, mojim mentorom i ujedno rukovodiocem
projekta, kao i idejnim tvorcem metode Optomagnetne imidZing spektroskopije,
Prof. dr Purom Korugom, koji su mi pruzili moguénost za usavr§avanje na modulu
za Biomedicinsko InZenjerstvo na MaSinskom fakultetu Univerziteta u Beogradu,
kako struc¢no, kroz laboratorijski rad, tako i nastavno, kroz rad sa studentima.
Eksperimentalni rad koji predstavlja osnovu doktorske disertacije ne bi bio mogu¢

bez stru¢ne pomoc¢i mog komentora Doc. dr Milene Papi¢-Obradovi¢, Specijaliste



ginekologije i akuSerstva i Nacelnika odeljenja za nau¢no-istrazivacku i obrazovnu
delatnost u GAK ,Narodni Front“, gde su tokom pet godina prikupljani uzorci
neophodni za izradu ove doktorske disertacije. Veliku zahvalnost dugujem i Prof.
Aleksandru Tomicu, koji je u saradnji sa Prof. Purom Korugom patentirao metodu
Optomagnetne imidZing spektroskopije koriS¢enu u radu. Takode se zahvaljujem
Prof. dr Aleksandri Vasi¢-Milovanovi¢, Prof. dr RadiSi Jovanovicu i doc. dr Jeleni
Muncan, na savetima, sugestijama i stru¢noj pomoc¢i koju su mi pruzili tokom

izrade ove doktorske disertacije.

Na kraju, hvala mojoj divnoj porodici, mojim prijateljima i kolegama na podrsci i
razumevanju. Bez njih ovo bi bio samo licni uspeh, a sa njima je i povod za

zajednicku radost.



1.UVOD

Razvoj novih tehnika i metoda za ranu detekciju karcinoma predstavlja
jedan od aktuelnih problema u oblasti biomedicine koji se tretira u savremenim
naucnim krugovima i c¢ija je vaZnost oslikana mno$tvom savremenih studija i
rezultata koji ukazuju na nove trendove u dijagnostici i koji imaju zajednicki cilj da
poboljSaju postojece metode i omoguce efikasnu dijagnostiku i pravovremeno
lecenje. S druge strane, sve se viSe teZi automatizaciji u dijagnostici kako bi se
prevaziSao problem ,ljudske greSke“ pri obradi podataka i postavljanju dijagnoze.
Naime, pri izvodenju razli¢itih dijagnostickih testova, kao Sto je na primer
citologija, preveliki broj uzoraka koje citolog treba da pregleda u toku jedne smene
i zamor koji je time izazvan, neki su od glavnih uzroka greSke u dijagnostici
karcinoma grlica materice. GreSke se mogu javiti i usled neadekvatne pripreme
uzoraka, kao i neadekvatnog prikupljanja uzoraka, te se iz svih navedenih razloga u
brojnim studijama ispituje mogucnost automatizacije procesa pripreme uzoraka za
ispitivanje, kao i razvoj softverskih reSenja koja bi na osnovu obrade digitalne slike
uzorka i razli¢itih metoda masinskog ucenja omogucila detekciju abnormalnih

stanja tkiva sa dovoljno visokom ta¢nos¢u [1-5].

Zadatak ove doktorske disertacije je da da doprinos u oblasti rane
dijagnostike karcinoma kombinovanjem nove metode za detekciju abnormalnog
stanja tkiva zasnovanoj na spektroskopiji sa metodama za klasifikaciju, nudeci na
taj nacin automatizovan pristup detekciji karcinoma. S obzirom na podatak da je
karcinom grlica materice Cetvrti po redu kancer u svetu po broju obolelih, a kod
Zzena drugi po redu, odmah iza kancera dojke, epitelno tkivo grli¢a materice
odabrano je kao predstavnik epitelnih tkiva koje je sluZilo za ispitivanje u ovoj
doktorskoj disertaciji i razvijanje algoritma koji ¢e se koristiti za detekciju

razlicitih biofizickih stanja epitela grli¢a materice.

Evropski podaci iz 2012. godine (EUCAN), beleZe incidenciju karcinoma
grli¢a materice koja se krece od 4.2 na 100,000 u Svajcarskoj do 34.9 na 100,000 u



Rumuniji. U svetu, 2012. godine zabeleZeno je 528,000 novih slucajeva obolelih od
karcinoma grlica materice, od kojih je 84% slucajeva poteklo iz nerazvijenih
zemalja. Razlog pojave znacajno veceg broja obolelih u nerazvijenim zemljama je
viSestruk, pri ¢emu su nedostatak sredstava za sprovodenje organizovanih
programa za skrining i ranu dijagnostiku karcinoma grli¢a materice, nedovoljan
broj medicinskih institucija i obucenih lekara, kao i neinformisanost Zena, samo
neki od njih. U Srbiji, karcinom grli¢a materice je drugi po redu uzrok obolevanja i
Cetvrti uzrok umiranja od karcinoma. Incidencija karcinoma grli¢a materice u Srbiji
je 2002. godine bila najvisa u Evropi i iznosila je 27,3 na 100.000. Od tada do danas
incidencija je u opadanju, $to je posledica sprovodenja oportunog nacionalnog
programa za rano otkrivanje karcinoma grli¢a materice, ali je i dalje medu najviSim
u Evropi i dvostruko je veca od prosecne stope incidencije u Evropi. Karcinom
grlica materice najucestaliji je kod Zena starosnih grupa od 45 do 59 i od 70 do 74
godine. Medutim, poslednjih godina se vrh u obolevanju pomera prema mladim

uzrastima [6].

Karcinom grli¢a materice se razvija relativno sporo i u proseku od 5 do 15
godina potrebno je da promena (blaga displazija) preraste u invazivni karcinom.
Ova cCinjenica direktno ukazuje na znacaj rane dijagnostike, s obzirom da karcinom
grlica materice moZe da se kontroliSe skriningom i da pravovremena detekcija
cervikalnih abnormalnosti i leCenje Zena sa cervikalnim abnormalnostima visokog
stepena mogu da sprece razvoj karcinoma grlica materice. Da bi se na vreme
detektovala promena na grlicu materice, neophodna je dovoljno tacna
dijagnosticka metoda koja nije subjektivna i cija implementacija u zdravstvene
ustanove nije skupa i zahtevna, kako bi mogla da se koristi i u nerazvijenim
zemljama u kojima se javlja najveci procenat obolelih i umrlih od ove bolesti.
Automatizacija procesa dijagnostike mogla bi da obezbedi objektivnost, pa se sve
viSe pribegava softverskim reSenjima koji bi pomogli u detekciji abnormalnih ¢elija
i umanjili ljudski faktor koji u velikom broju slu¢ajeva dovodi do greske u
dijagnozi. Algoritam za odredivanje biofizickog stanja epitelnog tkiva grli¢a
materice, koji je tema ove disertacije, razvijen je kako bi omogucéio automatsku

detekciju normalnih i abnormalnih uzoraka celija grli¢a materice, klasifikujuci



uzorke na osnovu spektralnih karakteristika dobijenih metodom Optomagnetne
imidZing spektroskopije sa ciljem razvijanja in vivo dijagnosticke metode koja bi se
koristila u organizovanim programima za ranu dijagnostiku karcinoma grli¢a

materice.

1.1 UZROCNICI NASTANKA OBOLJENJA GRLICA MATERICE

Poznato je da je dugotrajna infekcija grlica materice visokorizi¢nim
tipovima humanog papiloma virusa (vrHPV) najce$¢i uzrok razvoja invazivnog
karcinoma grli¢a materice. VrHPV infekcija je Cesta, narocCito kod mladih Zena koje
su seksualno aktivne. Vec¢ina ovih infekcija je prolazna i spontano se povlaci bez
klini¢kih posledica. Medutim, kod nekih Zena razvija se dugotrajna infekcija koja
povecava rizik od nastajanja karcinoma grlica materice. Cak 99,7% slucajeva
karcinoma grli¢a materice je povezano sa prisustvom infekcije Humanim papiloma
virusom (HPV). Medutim, prisustvo HPV infekcije nije i dovoljan uslov za nastanak
karcinoma grlica materice, s obzirom na dug period latencije, prisustvo HPV
infekcije kod asimptomatskih pacijenata i ¢injenicu da se proces maligne alteracije
dogodi samo u jednoj od nekoliko hiljada inficiranih celija. Faktori rizika kao $to su
pusenje, dugotrajna upotreba oralnih kontraceptiva, multiparnost, rizi¢no
seksualno ponasanje, Herpes Simplex Virus (HSV) tipa 2 i imunosupresija su
faktori koji doprinose nastanku intraepitelnih neoplazija i karcinoma grli¢a

materice [6-8].

Hipoteza o virusnoj etiologiji karcinoma grlica materice postavljena je u
drugoj polovini 20. veka. Hipotezu je postavio nemacki virolog Harald zur Hausen
koji je za to otkri¢e dobio Nobelovu nagradu. Etiologija karcinoma grli¢a materice i
dalje nije u potpunosti razjasnjena, ali veruje se da su pocetno mesto infekcije
bazalne celije ili primitivne Celije nezrelog plocastog epitela, koje imaju specificne
receptore za HPV infekciju (slika 1.1). Nakon ulaska u bazalne ¢elije virus u njima
moZe postojati u dva bioloSka oblika. Prvi oblik je neproduktivna infekcija HPV-om,

latentna faza. U ovoj fazi se ne stvaraju infektivne virusne cestice, tako da nema



karakteristicnog citopatogenog efekta, a postojanje infekcije moZe se, za sada,
otkriti samo metodama molekularne biologije. Drugi oblik infekcije HPV-om je
produktivna virusna infekcija. U tom slucaju virusna DNK replikacija se deSava
nezavisno o deobi cCelija domacina. Produktivna virusna infekcija dovodi do
karakteristi¢nih citolosko-histoloskih promena koje se mogu najbolje videti kod
intraepitelnih lezija niskog onkogenog rizika. Naime, citopatogeni efekat se u ovom
slucaju oslikava jedarnom atipijom, vakuolizacijom sa zadebljanjem
citoplazmatske membrane i anizocitozom.
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Slika 1.1 Progresija HPV infekcije [9]

Vec¢inu HPV infekcija koja se detektuje pomocu molekularnih (DNK ili RNK)
testova, posle nekoliko meseci nije moguce detektovati. Nije poznato do koje mere
nedostatak mogucénosti detekcije predstavlja nestanak postojanja virusa ili

istrajnost virusa u nekoj vrsti latentne faze [10].

1.2 ZNACA] RANE DIJAGNOSTIKE KARCINOMA GRLICA MATERICE

U borbi protiv karcinoma grlica materice veliki znacaj imaju primarna i

sekundarna prevencija. Primarna prevencija podrazumeva vakcinisanje protiv



HPV, kao i prevenciju svih loSih navika i ponaSanja koji predstavljaju glavne
faktore rizika za razvijanje karcinoma. Vakcinacijom se sprecava HPV infekcija, Cija
perzistencija moZe dovesti do nastanka prekanceroznih i kanceroznih bolesti. U
Srbiji su registrovane dve vakcine koje pruZaju zaStitu od visoko rizi¢nih tipova
HPV 16 i 18 (Gardasil, Merck&Co, USA koji pored 16 i 18 §titi i od tipova HPV 6, 11
i Servariks, GSK, USA), ali vakcinacija protiv HPV i dalje nije deo obavezne
imunizacije.

Sekundarna prevencija podrazumeva ranu detekciju kancera grliéa materice i
realizuje se u okviru organizovanih nacionalnih (skrining) programa ¢iji je cilj
prvenstveno smanjenje broja obolelih i umrlih od ove bolesti, a posledi¢no i
poboljsanje kvaliteta Zivota Zena, o¢uvanje plodnosti i smanjenje troskova leCenja.
Do 2006. godine u Srbiji nije postojao organizovan skrining program za kancer
grlica materice, ve¢ se prevencija ogledala u oportunom skriningu. Oportuni
skrining podrazumeva nesistematsku primenu skrining testova u okviru redovnih
pregleda i stoga ukljuc¢uje samo Zene koje se same jave na pregled. 2006. godine su
zapocete aktivnosti na uvodenju organizovanog skrininga koji podrazumeva
pozivanje ciljne populacije na pregled. Da bi skrining program bio uspesan, trebalo
bi da pokrije najmanje 75% populacije, kao i da uklju¢i zbrinjavanje Zena sa
pozitivnim rezultatom skrining testa, njihovo pracenje, skladiStenje svih podataka

o pacijentu i rezultata skrining testova u bazu podataka i kontrolu kvaliteta.

Da bi se realizovao masovni skrining program, moraju biti ispunjeni odredeni
uslovi: moraju postojati stru¢ni kadrovi u zdravstvenim ustanovama koji ¢e biti
nosioci aktivnosti pri sprovodenju skrining testova i zdravstvene ustanove moraju
biti opremljene adekvatnom opremom koje obezbeduju uslove za odvijanje
kolposkopskih pregleda, citoloske i histopatoloske dijagnostike. Potrebno je
takode da postoji jedinstveni ginekoloski zdravstveni karton koji ¢e sadrzati sve
parametre ispitivanja skrining testom. Organizacija na nivou primarnih
zdravstvenih centara - domova zdravlja, treba da podrazumeva preglede svih Zena
koje Zive na toj opStini i taj proces treba da bude zavrSen u roku od tri godine.

Efikasnost skrininga se procenjuje tek nakon petogodiSnjeg sprovodenja kad se na



osnovu procenta pregledanih Zena, broja rano otkrivenih bolesti, uspesSnosti

lecenja, kao i stope smrtnosti vrsi procena stanja.

Dugo je primarni skrining test za detekciju karcinoma grli¢a materice u najvecem
broju razvijenih zemalja na svetu bio Papanikolau test. Papanikolau test je uveden
Sezdesetih godina proSlog veka i od tada do danas doveo je do znacajnog
smanjenja incidencije karcinoma grlica materice i broja smrtnih slucajeva kao
posledice obolevanja od karcinoma grli¢a materice. Medutim, tacnost ove metode
nije statisticki zadovoljavajuca (senzitivnost u opsegu 30% - 87%, specifi¢nost u
opsegu 86% - 100%), pa stoga i dalje postoji nezanemarljiv procenat pogresSno
postavljenih dijagnoza [11]. S jedne strane imamo laZzno negativne rezultate koji
pacijentkinju koja je obolela oznacavaju kao zdravu, pri ¢emu pacijentkinja ne
dobija pravovremenu terapiju ili leCenje u potpunosti izostaje, dok s druge strane
imamo laZno pozitivne rezultate koji dovode do toga da se pacijent podvrgava

nepotrebnom lecenju, a drzava se nepotrebno tereti troskovima lecenja.

Nakon $to je utvrdena etioloSka veza izmedu karcinoma grlica materice i humanog
papiloma virusa, u martu 2014. godine FDA (US Food and Drug Administration) je
odobrio primenu HPV testa kao primarnog skrining testa i pojedine zemlje kao Sto
je Holandija, ve¢ su uvele primarni HPV test u organizovane skrining programe.
Medutim, efikasnost primene HPV testa u skriningu, Sto kao primarnog skrining
testa, Sto kao jednog od kombinovanih testova za skrining, jos uvek nije potpuno

utvrdena i dalje se razmatra u brojnim studijama [12, 13].

Prema preporukama ACS (American Cancer Society), ASCCP (American Society for
Colposcopy and Cervical Pathology) i ASCP (American Society for Clinical
Pathology) iz 2012. godine, skrining programom obuhvataju se Zene starije od 21.
godine koje bi trebalo da se pregledaju na svake tri godine samo cervikalnom
citologijom, dok bi Zene starije od 30 godina trebalo radije da se podvrgnu
skriningu svakih 5 godina i to kombinovano cervikalnom citologijom i HPV testom
(,kotestiranje“). Uputstva iz iste godine podrzavaju upucivanje Zena pozitivnih na
HPV 16 ili 18 na kolposkopiju i ponovno kotestiranje Zena koje su pozitivne na neki

od ostalih visoko rizi¢nih HPV tipova za 12 meseci [14].



Kombinacijom Papanikolau testa i HPV testa za sada se dobijaju najbolji rezultati i
propisana je direktiva koja opisuje ta¢nu proceduru skrining programa, odreduje
starosno doba u kojem bi se trebalo podvrgnuti pregledima, kao i vremenski
period u kome bi testove trebalo ponoviti ukoliko je rezultat pozitivan odnosno
negativan. Za razliku od situacije u razvijenim zemljama, gde se uveliko ispituju i u
skrining programe uvode novi, tacniji testovi, u nekim nerazvijenim zemljama se
kao primarni skrining test koristi vizuelna inspekcija grlica materice sa sir¢etnom
kiselinom. Cinjenica da vise od 80% slu¢ajeva karcinoma grli¢a materice potice iz
nerazvijenih zemalja upozorava da je neophodno u ovim zemljama organizovati
skrining programe koji ¢e koristiti efikasne i ta¢ne skrining testove koje je moguce

sprovesti u postojecoj infrastrukturi [15, 16].



2. PREGLED 1 ANALIZA POSTOJECEG STANJA PREDMETA
IZUCAVANJA

2.1 SAVREMENE DIJAGNOSTICKE METODE

2.1.1 CERVIKALNA CITOLOGIJA

Cervikalna citologija podrazumeva prikupljanje i mikroskopsku analizu
¢elija koje spontano deskvamiraju (ljuste se i otpadaju) sa grli¢a materice, sa ciljem
otkrivanja invazivnog karcinoma grli¢a materice i njegovih prekursora. Cervikalnu
citologiju je u klinicku praksu uveo grc¢ki naucnik Papanikolau (George N.
Papanicolaou) 1942. godine. Papanikolau je bio uveren da ova metoda omogucava
ranu dijagnostiku karcinoma grli¢a materice i da ¢e njeno uvodenje dovesti do
smanjenja smrtnost kao posledice obolevanja od karcinoma grlica materice. Od
1960. godine cervikalna citologija je postala Siroko koriS¢ena metoda za detekciju
karcinoma grli¢a materice u ve¢em broju razvijenih zemalja, nakon Sto je utvrden

nacin identifikacije i klasifikacije prekursora karcinoma grli¢a materice.
Papanikolau je nalaze cervikalne citologije razdvojio u pet grupa:

I Pap grupa: odsustvo atipicnih ili abnormalnih Celija

Il Pap grupa: atipicne Celije, ali bez dokaza o malignitetu

[II Pap grupa: abnormalne, suspektne Celije

IV Pap grupa: maligne Celije u manjem broju, jako ukazuju na malignitet
V Pap grupa: brojne maligne Celije

pri ¢emu I i Il Pap grupa predstavljaju negativan citoloski nalaz, III grupa

suspektan, a IV i V pozitivan citoloski nalaz [17].

Za nalaz Pap grupe I karakteristicne su normalne celije odgovarajucih slojeva,
jedra normalnog izgleda i velic¢ine, dok se u nalazu Pap II mogu naci Celije koje su

neobicne po izgledu i odstupaju od ostalih, ali ne postoje Celije koje su sumnjive na



malignitet. U nalazu Pap grupe III postoje modifikacije klasifikacije koje prave
podelu na blagu, srednje teSku i teSku displaziju. Displazija je stanje u kojem se
epitelne Celije grli¢a materice svojom veliCinom, izgledom i sazrevanjem razlikuju
od normalnih epitelnih celija. Displasticne celije mogu biti viSe ili manje
promenjene, pa se tako razlikuju tri nivoa displazije: blaga, umerena i teska. Kao
sinonim za displaziju koristi se termin CIN (cervikalna intraepitelna neoplazija),

pri ¢emu se u zavisnosti od debljine zahvacenog epitela razlikuju (slika 2.1):
CIN 1 -> blaga displazija
CIN 2 -> umerena displazija i

CIN 3 -> teska displazija odnosno CIS (carcinoma in situ).

o> ©
T

Slika 2.1 A) Normalan citoloski nalaz, B) CIN 1, C) CIN 2, D) CIN 3 [18]

Za karcinom in situ karakteristican je znatni porast nukleoplazmatskog odnosa. Za
invazivni karcinom dobija se nalaz polimorfnih malignih Celija, a karakteristi¢ne su
i hiperhromazija, kariomegalija, anizokarioza, anizocitoza, nekroza tumorskih
¢elija, posebni celijski oblici kao Sto su vretenaste cCelije i ¢elije oblika punoglavca.
Karcinom in situ (CIS), za razliku od invazivnog karcinoma, nije probio bazalnu
membranu koja razdvaja epitel od vezivnog tkiva s krvnim i limfnim sudovima koje
se nalazi ispod epitela, pa je joS uvek ograni¢en samo na epitel. Termin Carinoma In

Situ su uveli Schottlander i Kermauner da naglase da su neinvazivne epitelne



abnormalnosti najverovatnije predstavljale poreklo invazivne komponente i njime
opiSu te intraepitelne abnormalnosti [19]. Pedesetih godina proSlog veka
ustanovljeno je postojanje grupe cervikalnih lezija koje imaju karakteristike CIS-a,
ali lakSeg oblika. Reagan et al. je prvi uveo termin displazija da opiSe ove lezije.
Displazija se odnosi na abnormalnosti koje ukljucuju citoloski i histoloski spektar
lezija koje se svrstavaju izmedu CIS i normalnog epitela [17]. 1973. godine Ralph
Richart uvodi Kklasifikaciju za cervikalnu intraepitelnu neoplaziju (CIN - Cervical
Intraepithelial Neoplasia) [20]. Naime, on je tvrdio da displazija i CIS predstavljaju
histoloski kontinuum pre nego seriju diskretnih entiteta i uvodi termin ,cervikalna
intraepitelna neoplazija“. U originalnoj CIN-terminologiji, CIN1 odgovara blagoj

displaziji, CIN 2 umerenoj displaziji, a CIN3 teskoj displaziji i CIS-u.

U citoloskom nalazu moguce je nai¢i i na termin SIL (skvamozna intraepitelna

lezija), koji se takode odnosi na displasticne celije grli¢a materice, pri ¢emu:

1. SIL niskog nivoa (LSIL od eng. low grade squamous intraepithelial lesion)

odgovara CIN 1

2. SIL visokog nivoa (HSIL od eng. high grade squamous intraepithelial lesion)
ukljucuje CIN 2 i CIN 3.

Kako bi se obezbedila jedinstvena terminologija koja ima klinicku relevantnost,
1988. godine uveden je Bethesda sistem za opisivanje cervikalnih nalaza. Revidiran

Bethesda sistem iz 2001. godine podrazumeva izvestaj koji obuhvata sledec¢a polja:

o Tip uzorka, gde se navodi koji metod za pripremu brisa grlica materice je
koriS¢en (konvencionalan Papanikolau razmaz sa grli¢a, citologija na te¢noj

podlozi (Liquid Based Citology - LBC) ili neki drugi vid pripreme)

o Adekvatnost uzorka, u kome se naznacava da li je uzorak zadovoljavajuéi za
analizu (opisuje se prisutnost ili nedostatak endocervikalnih C¢elija/¢elija
transformacione zone, upale, krvi, itd) ili nezadovoljavajuéi za analizu (navodi
se razlog: uzorak je odbijen/nije obraden, uzorak je obraden i pregledan, ali

nije zadovoljavajuci za procenu epitelnih abnormalnosti, navodi se razlog)
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o Opsta kategorizacija (opciono): Negativna na intraepitelnu leziju ili malignitet
ili drugo (npr. Celije endometrijuma kod Zena starijih od 40 godina) ili

Abnormalnost epitelnih Celija

o Interpretacija / rezultati
o Negativan na intraepitelne lezije ili malignitet (ukoliko ne postoji dokaz
da je prisutna neoplazija to se navodi u opstoj kategorizaciji)
o Drugo: Celije endometrijuma (kod Zena starijih od 40 godina)
o Abnormalnosti epitelnih Celija
»  Skvamozne Celije
e atipitne skvamozne celije
e skvamozna intraepitelna lezija niZeg stepena (LSIL) koja
obuhvata HPV/blagu displaziju/CIN 1
e skvamozna intraepitelna lezija visokog stepena (HSIL)
koja obuhvata srednju i tesku displaziju, CIS; CIN 2 i CIN 3
e karcinom skvamoznih Celija
» Glandularne Celije
e atipicne
e endocervikalni adenokarcinom in situ
e adenokarcinom
o Druge maligne neoplazme
o Pomocno testiranje — kratak opis test metode i izveStaj o rezultatima koji je lako
razumljiv za klinicare.
o Automatizovan pregled - navodenje uredaja ukoliko je ispitivanje uzoraka
vrSeno pomocu automatizovanog uredaja.

o Edukativne beleske i predlozi (nije obavezno) [21].

U ginekoloSko-akuSerskoj klinici ,Narodni Front“, u kojoj su prikupljani uzorci i
rezultati Papanikolau testa, citoloski nalaz se izdaje u formi prikazanoj na slici 2.2,

na kojoj se vidi i relacija izmedu Klasifikacije rezultata prijavljenih prema
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standardnom Papanikolau testu i Bethesda

relacija je prikazana u tabeli 2.1.
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Tabela 2.1 Poredenje kategorija prijavljenih prema standardnom Papanikolau

testu gde se rezultati kategoriSu u II, I1I, IV i V Papanikolau grupu i prema Bethesda

Kklasifikaciji

PAP BETHESDA klasifikacija

Pap II Uzorci koji ne sadrze CcCelijske abnormalnosti,
negativni na intraepitelne lezije ili malignitet, a koji
mogu ukljuciti neke benigne nalaze (infekcije,
zapaljenja...)

Pap Illa Atipicne ¢elije neodredenog znacaja:
ASC-US/ASC-H

Pap IIIb LSIL/HSIL

Pap IV HSIL

PapV Invazivni karcinom

Kod citoloSkog nalaza, izveStaj o adekvatnosti uzorka moze biti zadovoljavaju¢i za
analizu, manje od optimalnog i nezadovoljavajuéi. Manje zadovoljavajuéi i
nezadovoljavajuéi uzorci mogu se javiti kao posledica nedovoljnog broja celija, loSe
fiksacije, ekscesivne citolize, prisustva inflamacije ili krvi u ve¢oj meri, odsustva
endocervikalne komponente, prisustva stranog materijala, itd. Citologija se
ponavlja u slu¢aju uzoraka koji su nezadovoljavajuci za pregled, u slu¢aju ASC-US
nalaza (atipi¢ne skvamozne ¢elije neodredenog znacaja) ili LSIL nalaza. Slucajevi
nezadovoljavaju¢ih Pap testova povezuju se sa povecanim rizikom od epitelne
lezije na narednom pregledu. Stoga, predlaze se dodatno laboratorijsko
procesiranje ili ponovno uzimanje uzorka. Danas se za trijazu uzoraka sa
nezadovoljavajuc¢om citologijom preporucuje HPV DNK testiranje, kao i u slucaju
ASC-US nalaza, jer ovaj test moZe da razgranici slucajeve kojima je potreban uput
na kolposkopiju i histoloski pregled, Sto predstavlja znacajno pitanje ocekivanog

povecanja troskova kako za pacijenta tako i za laboratoriju.

Citoloska metoda se pokazala kao pogodan skrining test zbog brzine kojom se
izvodi, jednostavnosti, mogucnosti dinamickog pracenja, odsustva Stetnog dejstva,
kao i dovoljno visokog stepena senzitivnosti i specificnosti. Procena je da

citoloSkim skriningom svakih 3-5 godina incidencija invazivnog karcinoma grli¢a
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materice moZe da se smanji za 80% [22]. Medutim, s obzirom da skrining programi
Cesto nisu valjano sprovedeni, stvarno smanjenje smrtnosti kao posledice

oboljevanja od karcinoma grli¢a materice varira od 20% do 60%.

Bez obzira Sto je Papanikolau test priznati standard u borbi protiv karcinoma
grlica materice, on ima svoje nedostatke, medu kojima su najznacajniji lazno
negativni nalazi, naj¢eS¢e sa stopom od 10 % do 30%, a prema nekima cak i do
50% [23]. Lazno negativnim rezultatom smatra se normalan citoloski nalaz kod
Zene sa premalignom i malignom lezijom, kao i dijagnoza blaZeg stepena od
stvarne konacne dijagnoze koja se predstavlja histoloskim nalazom. Do laZno
negativnih nalaza moZe dovesti mnoStvo razloga. Deo nastaje kao posledica
nepravilnog uzimanja preparata i fiksiranja, a deo kao posledica nepravilnog
tumacenja rezultata usled subjektivnosti metode. Kao posledica, javlja se razlika
izmedu abnormalnog citoloSkog nalaza i nalaza dobijenog biopsijom ili

kolposkopskog nalaza.

2.1.2 CITOLOGIJA NA TECNOJ BAZI

Citologija na tecnoj bazi (eng Liquid Based Cytology, LBC) razvijena je
upravo da bi se prevazisli nedostaci konvencionalnog Papanikolau testa koji se
ogledaju pre svega u procentu lazno negativnih rezultata, a potom i u broju
nezadovoljavajuc¢ih Papanikolau razmaza. Citologija na tefnoj bazi podrazumeva
drugaciji pristup prikupljanju cervikalnog uzorka i pripremi uzorka =za
mikroskopsku analizu. Naime, kod LBC metode, cervikalne celije koje se prikupe
Cetkicom iz kanala grlica materice i sa ektocerviksa (spoljasnja povrSina grlica
materice) ne nanose se na mikroskopsku plocicu, vec se Cetkica potapa u bocicu sa
rastvorom koji omoguc¢ava momentalnu fiksaciju i ¢elije se u tom rastvoru ¢uvaju
do trenutka dok ne usledi priprema uzorka na automatizovanim uredajima. U
zavisnosti od tipa citoloSkog testa na tec¢noj bazi, priprema uzorka varira, ali
nezavisno od vrste testa krajnji korak je nanoSenje uzorka na mikroskopsku

ploc¢icu i mikroskopska inspekcija uzorka. Dva najpoznatija citoloSka testa na
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tecnoj bazi koja imaju FDA odobrenje su ThinPrep i SurePath. Njihove performanse

su opisane i ispitivane u brojnim studijama [24-27].

Veliki broj studija poslednjih godina bavio se poredenjem specificnosti i
senzitivnosti LBC testa sa konvencionalnim Papanikolau testom. Iako podaci ne idu
u prilog iskljuc¢ivo jednoj od ove dve citoloSke metode, razlike u senzitivnosti i
specifi¢nosti nisu znacajno velike. I dok jedni tvrde da je LBC metoda senzitivnija
od konvencionalnog Papanikolau testa, drugi tvrde oprec¢no [28-30]. Medutim, ono
Sto je sigurno je da se prednost LBC metode ogleda u kvalitetu prikupljenih
cervikalnih uzoraka i moguénosti izvodenja dodatnih molekularnih testova na
istom uzorku Kkoji je uzet za potrebe LBC testa, kao i da je procenat
zadovoljavaju¢ih uzoraka ve¢i kod LBC u odnosu na procenat zadovoljavajuc¢ih
uzoraka kod konvencionalne citologije [31]. U jednoj studiji pokazano je da je broj
uzoraka nezadovoljavajucih za evaluaciju kod ThinPrep (0,57%) skoro dvostruko
veli od broja nezadovoljavaju¢ih uzoraka kod SurePath (0,27%), Sto je posledica
metodologije procesiranja uzoraka, pri ¢emu se misli na tehnologiju baziranu na

filtriranju kod ThinPrep i proces sedimentacije kod SurePath metode [32].

Broj nezadovoljavajuéih uzoraka kod citologije na tecnoj bazi je manji nego kod
konvencionalne citologije i interpretacija LBC zahteva manje vremena. S druge
strane, LBC test je nesto skuplji od konvencionalnog, ali ako se uzme u obzir da na
jednom LBC uzorku moZe da se izvrsi i dodatno molekularno testiranje kao sto je
na primer HPV testiranje u slucaju detektovanja atipi¢nih skvamoznih c¢elija
neodredenog znacaja (ASC-US), moZe se re¢i da je test isplativ. Takode, LBC
omogucava bolje prikupljanje epitelnih ¢elija i zahvaljuju¢i momentalnoj fiksaciji
doprinosi oCuvanju ¢elija, a s obzirom da se prikupljanjem jednog uzorka mogu
uraditi dva testa, izostaje problem koji neki autori navode a koji se javlja kod
kotestiranja i tiCe se uzimanja dva brisa uzastopno, jednog za Pap jednog za HPV

test, pri Cemu prednost ima prvi uzeti bris [33].
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2.1.3 KOLPOSKOPIJA

Kolposkopiju je u klini¢ku praksu uveo nemacki ginekolog Hinselman (Hans
Hinselmann). On je pretpostavio da je moguce detektovati karcinom grli¢a
materice u ranom stadijumu ukoliko se grli¢ posmatra pomocu uredaja sa
uvecanjem i posebnim osvetljenjem. 1925. godine je konstruisao prvi monokularni
kolposkop koji je do danas viSe puta usavrSavan. 1928. godine Walter Schiller,
histolog iz Beca, otkrio je da displasti¢ne i kancerozne strukture ne sadrZe glikogen
i voden tim otkri¢em napravio je test sa jodnim rastvorom za detekciju karcinoma

koji Hinselman prihvata kao sastavni deo kolposkopije [34].

U kolposkopiji se pri pregledu koristi endocervikalni spekulum koji se uvodi u grli¢
materice i omogucava bolji pregled endocerviksa. Takode, u kolposkopiji se koriste
reagensi koji sluZze za otklanjanje sluzi i sekrecije (3-5% sirc¢etna kiselina).
KoriS¢enjem sircetne kiseline odredene vrste epitela se dovode u nabubrela stanja,
pa se tako kod ektopije vrlo jasno istaknu grozdiéi pri cemu je Citava povrsina
vaginalnog dela vrata materice crvenkasto-beliCasta. Drugi reagens koji se koristi u
kolposkopiji je Lugolov rastvor (rastvor joda). Premazivanjem jodom zdravi
plocasti epitel se boji mrko braon, jer ovaj epitel u intermedijalnom sloju u
citoplazmi Celija ima veliku koli¢inu glikogena koji se vezuje za jod, dok izmenjeni

epitel ostaje neobojen ili slabo obojen [35].

Hinselman je prvi opisao promene epitela grli¢a i dao im nazive koji su se ve¢inom
odrzali do danas. On je proucavao histoloSku gradu i izvrsio klasifikaciju patoloskih

promena. Kolposkopske slike se mogu klasifikovati u tri grupe:

1. Normalni kolposkopski nalazi
e originalni plocCasto-slojeviti epitel
e cilindri¢ni epitel

¢ normalna zona transformacije

2. Abnormalni kolposkopski nalazi

e aceto-beli epitel
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e punktuacija (baza leukoplakija)
e leukoplakija

e jod-negativni epitel

e mozaik

e atipiCni krvni sudovi

3. Kolposkopski suspektni invazivni karcinom.

Atipi¢na zona transformacije predstavlja deo grlica materice na kome se nalazi
cervikalna intraepitelna neoplazija ili preklini¢ki invazivni karcinom koja se vidi
kao bela promena. MoZe biti predstavljena bilo kojim od atipi¢nih kolposkopskih
slika kao Sto su: leukoplakija, mozaik, punktacije, atipi¢ni krvni sudovi, aceto-beli

epitel [35].

Slika 2.3 Kolposkopska slika normalnog skvamoznog epitela grlica materice (slika
levo gore), Kolposkopska slika leukoplakije - belog epitela vidljivog pre aplikacije
sircetne kiseline, Histopatoloski nalaz: CIN 11 (slika sredina gore); Kolposkopska
slika mozaika koji oznacava prisustvo terminalnih kapilara koji okruZuju blokove

aceto-belog epitela, Histopatoloski nalaz: CIN Il (slika desno gore); Kolposkopska

slika grli¢a materice sa atipicnim krvnim sudovima. Histopatoloski nalaz:

Mikroinvazivni karcinom (slika levo dole); Kolposkopska slika aceto-belog epitela -

epitel koji postaje beo nakon aplikacije 3% do 5% sircetne kiseline (slika sredina
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dole); Kolposkopska slika invazivnog karcinoma grli¢a materice (slika desno dole)
[36]
Osnovni cilj kolposkopije je da se otkloni sumnja na invazivni karcinom. Na osnovu
prethodno navedenih lezija, kao i intenziteta boje, povrsSine, granica, brzine razvoja
i trajanja bele boje lezije vrSi se kolposkopska detekcija invazije. Za invazivni
karcinom su karakteristi¢ni atipicni krvni sudovi, dok je CIN predstavljen
punktacijama, mozaikom i aceto-belim epitelom ili njihovom kombinacijom (slika

2.3).

Kolposkopija ima nisku specificnost i u velikoj meri rezultati testa su odredeni
subjektivnim utiskom onog ko vrsi pregled, te stoga nije pogodna kao primarna
skrining metoda niti kao wusamljena dijagnosticka metoda. Senzitivnost
kolposkopije za detekciju CIN2 i CIN3 je oko 60%-70%, a specificnosti 50% [37].
Ipak, kolposkopija se koristi kao neizostavnha pomo¢na metoda za ranu
dijagnostiku karcinoma grli¢a materice. Kolposkopijom se odreduje i mesto odakle
se uzima isecak promenjenog epitela za biopsiju, ukoliko za to ima indikacija, pa je
od velikog znacaja utvrditi da li kolposkopski nalazi odgovaraju stvarnim

promenama na grlicu.

2.1.4 BIOPSIJA

Biopsija je kratkotrajna i gotovo bezbolna operacija pri kojoj se uzima
uzorak tkiva radi daljeg histopatoloSkog ispitivanja. Vrsi se otkidanjem patoloskog
tkiva kleStima za biopsiju ili presecanjem hirurSkim makazama. Biopsija se radi u
takozvanoj prelaznoj zoni, odnosno uzima se isecak koji sadrzi atipi¢no izmenjeno
tkivo, zonu metaplazije, normalan skvamozan i cilindrican epitel, kao i stromu
grlica materice. U sluc¢ajevima kada na svim mestima nije prisutan isti stepen

atipije, radi se multifokalna biopsija.

Ukoliko je rezultat biopsije CIN III neophodno je uraditi konizaciju, $to predstavlja

Siri isecak sa grlica materice u obliku konusa, Sto je kod povoljnog rezultata
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dovoljno i ne zahteva dodatne intervencije. Kod nepovoljnog rezultata neophodno
je operativno leCenje koje obuhvata histerektomiju sa obostranom
adneksektomijom, Sto predstavlja vadenje genitalnih organa, a po potrebi i

zracenje.

2.1.5 HISTOPATOLOGIJA

Histopatologija predstavlja zlatni standard u dijagnostici. NaZalost ni
histopatologija ne pruza 100 % tacnost dijagnoze. Neoplasticne promene koje
dovode do razvoja karcinoma grli¢a materice najceS¢e nastaju u transformacionoj
zoni (slika 2.4). Skvamozni epitel grlica materice je povezan sa epitelnim tkivom
vagine preko vaginalnih svodova i oblaZe egzocerviks do spoja sa cilindri¢nim
epitelom endocerviksa. Granica izmedu plocasto-slojevitog i cilindri¢nog epitela se

pomera tokom Zivota procesom metaplazije.
Osnovni parametri u dijagnostici su:

1. Diferencijacija Celija
2. Jedarna atipija

3. Mitotska aktivnost

Slika 2.4 Transformaciona zona grli¢a materice na kojoj se nalazi mesto promene

skvamoznog epitela u kolumnarni epitel [38]
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Diferencijacija ¢elija predstavlja razli¢it izgled ¢elija u odnosu na normalni.
Jedarna atipija predstavlja najpouzdaniji Kkriterijum. Smatra se da je jedan od
osnovnih razloga Sto do atipije dolazi aneuploidni DNK sadrZaj. Kod skvamoznih
intraepitelnih lezija jedra su uvecana, hiperhromati¢na, nepravilna i nejednaka, a
moguce je i prisustvo viSejedarnih Celija. Kod skvamoznih intraepitelnih lezija
povecan je broj mitoza, a znacajan je i njihov polozZaj u odnosu na slojeve epitela,
kao i pojava patoloSkih mitotskih figura. Kod LSIL (CIN I i HPV lezija)
diferencijacija je prisutna u gornje dve trecine epitela, jedarna atipija lakog stepena
nalazi se u bazalnoj trecini i broj mitoza je blago povecan u bazalnoj trecini epitela.
Kod HSIL (CIN II i CIN III) diferencijacija je prisutna u gornjoj polovini ili samo u
gornjoj trecini epitela, jedarna atipija je jaCe izraZena u svim slojevima epitela, dok

su mitoze brojne i prisutne u svim slojevima epitela (slika 2.5) [35].

Slika 2.5 a) Histoloska slika normalnog cervikalnog skvamoznog epitela, b)
Histoloska slika CIN I - displasti¢ne Celije zauzimaju manje od treéine skvamoznog
epitelnog sloja iznad bazalnog sloja, c) Histoloska slika CIN II - displasticne Celije
zauzimaju od jedne trecine do polovine debljine epitela, bazalni sloj je netaknut, d)
Histoloska slika CIN III - ozbiljna cervikalna skvamozna displazija koja se Siri od
centra na desno. Jedra displasticnih Celija su veca, tamnija, a displasticne Celije su
neorganizovano rasporedene u epitelu. lako se displasticne Celije nalaze duZ cele

debljine epitela, bazalna membrana nije probijena [39].

2.1.6 HPV DNK TESTIRANJE

Primarni etioloski faktor u genezi karcinoma gri¢a materice je infekcija

odredenim tipom Humanog papiloma virusa. Upravo je ovaj odnos izmedu HPV
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infekcije i invazivnog karcinoma grli¢a materice iskoriS¢en za razvoj molekularnih
tehnologija za virusnu detekciju kako bi se uveo novi skrining test koji bi
prevaziSao ogranicenja postojecih citoloskih testova koje nemaju dovoljno visoku

senzitivnost.

Postoji viSe od 40 razlic¢itih HPV virusa koji inficiraju anogenitalnu regiju. Utvrdeni
su HPV tipovi visokog onkogenog rizika koji ukljucuju tipove: HPV16, HPV18,
HPV31, HPV33, HPV35, HPV39, HPV45, HPV51, HPV52, HPV56, HPV58, HPV59 i
HPV68. Utvrdeno je i da su dva visoko-rizicna HPV tipa, tip 16 i 18, zasluzna za oko
70% karcinoma grli¢a materice [14]. Najonkogeniji HPV tip je tip 16 i zasluZan je
za oko 55-60% svih cervikalnih kancera. Slede¢i je HPV tip 18 koji je zasluZan za
oko 10-15% karcinoma, a preostalih 25-35% karcinoma izazvano je prisustvom
preostalih 10 tipova HPV [40]. Pokazano je da infekcija izazvana sa viSe tipova HPV
kod Zena starosne dobi od 31-65 ima viSe izgleda za abnormalnom citologijom
nego infekcija izazvana jednim HPV tipom [41]. FDA je u martu 2014. godine
predlozila primenu HPV DNK testa kao primarnog skrining testa, pri ¢emu se
pacijenti koji imaju HPV 16 i 18 Salju direktno na kolposkopiju, a pacijenti pozitivni
na druge visokorizi¢ne HPV tipove, na citolosku trijaZu. HPV infekcije se najceSce
spontano ociste, naroc¢ito kod mladih Zena i zato detekcija HPV infekcije moZe
dovesti do nepotrebnih kolposkopija, psihickog stresa i povecanih troskova

lecenja.

Pokazano je da primarni skrining vrHPV testom detektuje veci broj CIN2/3 i
kancera u poredenju sa citologijom pri ¢emu je granica ASC-US ili LSIL, ali i da HPV
test ima manju specificnost od citologije. Takode, incidencija CIN3 i kancera kod
Zena starijih od 30 godina koje su vrHPV negativne znatno je manja od incidencije

kod Zena koje imaju citoloski negativan rezultat [42].

ACS (American Cancer Society) predlaze da se HPV DNK test koristi u kombinaciji
sa citologijom za skrining Zena starijih od 30 godina i za trijaZu Zena sa sumnjivim
citoloSkim nalazom (ASC-US) [40]. S druge strane Evropske preporuke iz 2010.
godine predlaZzu koriS¢enje HPV DNK testa za pracenje Zena koje su leCene od CIN-

a da bi se predvideo uspeh lecenja, kao testa koji Ce se koristiti za trijazu ASC-US
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slucajeva, ali i kao primarne skrining metode [22]. U poslednjih 10 godina
razvijeno je preko 125 HPV testova, ali nije potvrdena klinicka upotrebna vrednost
svih pa samo nekoliko ima dozvolu za klinicku upotrebu. HPV testovi: Hybrid
Capture-2 (HC2) i GP5+/6+ PCR enzyme immunoassay (EIA) evaluirani su u viSe
dugotrajnih studija i smatra se da su ova dva testa potpuno klinicki i epidemioloski
ispitani, pa se tako u odnosu na njih definiSu norme koje treba da zadovoljavaju
novi HPV testovi u pogledu senzitivnosti i specifi¢nosti, kao i ponovljivosti. Neki od
HPV testova koji zadovoljavaju ove uslove su: Abbot RT hrHPV test, Cobas 4800
HPV test, PapilloCheck HPV-Screening test, BD Onclarity HPV assay, HPV-Risk
assay, APTIMA assay, pri ¢emu na primer APTIMA (USA) ima sli¢nu senzitivnost,
ali vecu specificnost od HC2, ali potrebne su dodatne studije koje ¢e pratiti razvoj
bolesti u narednim godinama, kako bi se potvrdila ova tvrdnja [42-44]. Najcesce

koriS¢eni komercijalni HPV testovi prikazani su u tabeli 2.2.

Tabela 2.2 Savremeni komercijalni HPV testovi [45]

HPV testovi Proizvodac Trenutni status
Hybrid Capture® 2(HC2) | QIAGEN Inc.,, US FDA-odobren
HPV DNA Test Gaithersburg, MD, USA | (2003)
EIA kit HPV GP HR Diassay, Rijswijk, Klinicki validiran
Netherlands
Cervista® HPV HR Test | Hologic, Madison, W1 | oo I DA-odobren
(2009)
QIAGEN Inc,, Cer
™
CareHPV™ Test Gaithersburg, MD, USA Klinicki validiran
Roche Molecular
cobas® 4800 HPV Test Systems Inc., Alameda, I(stolilil)/x-odobren
CA, USA
RealTime High Risk HPV | Abbott Molecular, Des Cer
. Klinicki validiran
test Plaines, IL
Cervista HPV 16/18 Test | Hologic, Madison, WI ?23022?'0‘10““
PapilloCheck® HPV- Greiner Bio-One,
Screening Test/High- Frickenhaqusen, Klinicki validiran
risk Test Germany
Slan TSIy & = Genomica, Coslada
Papillomavirus Clinical : ’ ’ Siroko kori$éen test
Spain
Arrays
Gen-Probe Inc., San US FDA-odobren
® )
APTIMA® HPV Test Diego, CA (2011)
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2.2 OPTICKO ISPITIVANJE EPITELNOG TKIVA GRLICA MATERICE

Konvencionalne skrining metode koje se koriste u Kklinickoj praksi su
vremenski zahtevne i skupe. Kao takve, ove medicinske tehnike su dostupne samo
jednom ogranicenom delu svetskog stanovniStva. Skrining i detekcija bi mogli biti
znaCajno unapredeni optickim metodama koje su zastupljene u savremenim
naucnim istrazivanjima, ali koje jo$ uvek nisu nasSle mesto u klinickoj praksi.
Opticke metode omogucavaju vizuelizaciju strukture tkiva i metabolizma na
subcelijskom nivou, obezbedujucdi na taj nacin funkcionalne informacije neophodne
za identifikaciju prekanceroznih lezija. Opticke metode spektroskopije kao Sto su
Ramanova spektroskopija, FTIR (Fourier Transform Infrared) i fluorescentna
spektroskopija pokazale su se kao dobre alternativne metode za detekciju
neoplasti¢nih promena u tkivu. Ove metode su brze, objektivne i mogu se razviti za
in vivo skrining bolesti ¢ime bi potencijalno iskljucile potrebu za izvodenjem bolne
biopsije ukoliko bi se njihova tac¢nost priblizila ili izjednacila sa histopatologijom.
Glavne prednosti ovih metoda se ogledaju u tome Sto one mogu da obezbede
informacije o biohemijskim, strukturnim i patofizioloSkim promenama koje se
javljaju u tkivu. Karcinom grli¢a materice je tip maligniteta koji je u velikom broju
studija ispitivan optickim spektroskopskim metodama i to najviSe FTIR, Raman i

fluoroscentnom spektroskopijom [45-48].

Dijagnosticki kriterijumi na osnovu kojih FTIR spektar moze razlikovati normalne
od abnormalnih celija su promene razli¢itih spektralnih parametara kao Sto je
pozicija pikova, forma pikova, kao i odnosi intenziteta reflektanse/transmitanse
koji su rezultat strukturnih promena na molekulskom nivou u celijama grli¢a

materice.

Prema rezultatima istrazivanja Sindhuphak et al, FTIR je dala visoku senzitivnost
(96,3%) i specificnost (96,4%), kao i dobru stopu laZno negativnih rezultata
(3,7%) u detekciji karcinoma grlica materice. Pokazano je da postoji znacajan Sift
talasnih brojeva na kojima se javljaju pikovi u spektrima normalnih i abnormalnih

uzoraka (tabela 2.3) [46].
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Tabela 2.3 Srednja vrednost talasnih brojeva na kojima se javljaju pikovi (srednja

vrednost = SD) normalnih i abnormalnih spektara i nosioci glavnih udela [46]

Talasni broj | Abnormalne qas .
. . . 1is Normalne celije Najveci udeo

pikova (cm1) Celije

A 1027.16 + 4.32 1024.97 + 1.01 Glikogen

B 1081.60 + 1.96 1080.25 + 0.36 Nukleinska
kiselina

C 1158.78 £ 4.91 1155.66 + 0.96 Ugljovodonik

D 1236.86 + 1.70 1239.54 + 1.95 Nukleinska
kiselina

E 1405.21 £9.42 1414.48 +7.72 Protein

F 1455.06 + 2.96 1454.37 + 2.43 Protein

G 1544.47 + 4.24 1547.33 +2.76 Protein (amidi II)

H 1652.12 £9.41 1647.63 £+ 11.84 | Protein (amid I)

Reprezentativni FTIR spektri normalnih i abnormalnih cervikalnih uzoraka
prikazani su na slici 2.6. Pikovi sa oznakama A-F javljaju se na talasnim brojevima
1025 cm1, 1080 cm1, 1156 cm1, 1240 cm'1, 1414 cm! i 1454 cm™1 (9756 nm, 9259
nm, 8650 nm, 8065 nm, 7072 nm i 6878 nm), respektivno.

Karcinom grli¢a materice
Karcinom endometrijuma

..........

—

Normalan nalaz

Absorbance

950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450

Frequency (cm1)

Slika 2.6 FTIR spektar karcinoma grlica materice, karcinoma endometrijuma i

zdravog tkiva [46]
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S druge strane, visoka prostorna rezolucija (do 1 pm) koja se moZe postici
Ramanovom spektroskopijom, koriS¢enje manje Stetnog NIR zracenja, mogucnost
primene u in vivo/in situ merenjima i rezultati istraZzivanja predstavljeni u
studijama u kojima je ispitivana dijagnosticka efikasnost ove metode ukazuju na
veliku moguénost primene Ramanove spektroskopije kao neinvazivne

dijagnosticke metode za detekciju karcinoma grli¢a materice.

Tipican Ramanov spektar normalnog i malignog tkiva (slika 2.7) prikazuje jasne
razlike u spektralnim profilima ova dva stanja. Siroki opseg amida I i pikovi na
1384, 1269, 939 i 854 cm! koji karakteriSu normalan spektar, ne javljaju se u
spektru malignog tkiva. Raman spektroskopija tkiva zahvaéenog karcinomom
grlica materice opisana je smanjenjem nivoa kolagena/elastina i relativnim

povecanjem nivoa lipida, nukleinskih kiselina i ugljovodonika [47].
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Slika 2.7 Ramanov spektar (srednja vrednost) normalnog tkiva (tackasta linija) i

malignog tkiva (tanka linija) [47]

Potencijal NIR Ramanove spektroskopije u oblasti talasnog broja 2800-3700 cm
primenjene u in vivo dijagnostici i detekciji prekanceroznih stanja grlica materice
prikazan je u studiji u kojoj je koriS¢enjem algoritma na bazi analize glavnih
komponenti i linearne diskriminantne analize, zajedno sa metodom unakrsne
validacije, pokazano da Ramanova spekroskopija postize dijagnosticku

senzitivnost od 93.5% i specificnost od 97.8% za detekciju displasticnog stanja
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tkiva [48]. NeSto niZa senzitivnost (72.5%) i specificnost (89.2%) dobijeni
kombinacijom Ramanove spektroskopije i GA-PLS-DA (Genetic Algorithm-partial
least squares-discriminant analysis), kao i dovoljno visoki procenat tacnosti

ukazuju na Kklini¢ku upotrebljivost ove metode [49].

Fluoroscentna spektroskopija je Cesto koriS¢ena i testirana opticka metoda za in
vivo detekciju bolesti uopste, a specijalno kancera. Biofizicke promene koje prate
displastitne promene u tkivu Cesto dovode do izmene optickih karakteristika tkiva.
Fluorescentna spektroskopija kao opticka metoda koja je osetljiva na takve
promene, moZe doprineti razvoju kvalitativnog, neinvazivnog dijagnostickog alata
koji bi u realnom vremenu omogucio detekciju karcinoma grlica materice.
Fluorescentna spektroskopija meri Siroki opseg optickih karakteristika tkiva koje
su osetljive na promene na molekulskom nivou, a do kojih dolazi usled Sirenja
displazije. RazliCiti endogeni fluorescentni molekuli u tkivu apsorbuju ekscitaciono
svetlo Sto dovodi do emisije fluorescentnog svetla. Biohemijske i morfoloSke
promene povezane sa prekanceroznim stanjem unose poremecaje u procese
apsorpcije i rasejanja, pa samim tim uticu i na fluorescentna svojstva tkiva [35].
Vise od 85% kancera potice iz epitelnog tkiva, dok ostatak od 15% pripada nekoj
od slede¢ih grupa kancera: sarkoma, leukemija, limfoma i mijeloma, kanceri
centralnog nervnog sistema. Vecini epitelnih kancera prethode prekancerozne
promene koje zahvataju povrSinski epitel i stromu. U dosadasnjim ispitivanjima
primene fluorescentne spektroskopije u dijagnostici kanceroznog tkiva grli¢a
materice utvrdeno je da su statisticki znacajni indikatori displazije povecano
rasejanje svetla u epitelnom tkivu i apsorpcija u stromi koja potice od

hemoglobina.

Sve navedene opticke metode imaju potencijal da postanu deo alata za ranu
dijagnostiku kancera. Medutim, jo$ uvek ne postoji dovoljan broj podataka koji bi
ukazao na to koja od ovih metoda bi mogla da pruZi najefikasnije rezultate u
skriningu i dijagnostici. Trenutno postoji velika potreba za metodom koja bi bila
automatizovana, osetljiva i objektivna kako bi omogucila identifikaciju prekursora

karcinoma sa dovoljnom ta¢noScu.
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3. UOCAVANJE PROBLEMA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

3.1 NEDOSTACI POSTOJECIH METODA U DIJAGNOSTICI

Uvodenjem Papanikolau testa u klinicku praksu Sezdesetih godina proslog
veka znacajno je smanjena incidencija i smrtnost kao posledica obolevanja od
karcinoma grlica materice. Uspeh ove dijagnosticke metode u zdravstvu na
globalnom nivou je neosporan, ali nedostatak koji se ne moZe zanemariti jeste da je
ova metoda subjektivna i da se oslanja na ekspertizu tehnic¢ara koji priprema
mikroskopske slajdove i patologa koji ih pregleda. Nepravilno prikupljanje
uzoraka, fiksiranje i bojenje, tumacenje rezultata i zamor koji se javlja usled
pregledanja velikog broja mikroskopskih plocica sa uzorcima Celija grlica materice
su faktori koji mogu dovesti do pogreSno postavljenih dijagnoza. Dok je
specificnost Papanikolau testa visoka (95-99%), svi malopre navedeni faktori
prouzrukuju nisku senzitivnosti Papanikolau testa, koja se krece u opsegu od 50%

do 85% i dovodi do postavljanja velikog broja laZzno negativnih dijagnoza [50].

lako je uvodenjem Papanikolau testa u programe za rano otkrivanje karcinoma
grlica materice postignuto znacajno smanjenje incidencije cervikalnog karcinoma u
razvijenim zemljama, u slabo razvijenim zemljama gde se javlja vise od 80%
slucajeva karcinoma grlica materice od ukupnog broja obolelih u svetu, citoloski
skrining je skup i logisticki komplikovan za implementaciju. Zato se u slabo
razvijenim zemljama kao alternativni skrining test ¢esto koristi vizuelni pregled sa
sircetnom kiselinom, jer je jednostavan i jeftin. Vizuelni pregled sa siréetnom
kiselinom bazira se na upotrebi 3-5% sir¢etne kiseline koja kad se primeni na grli¢
boji displasticni epitel u belo i tako ga ¢ini vidljivim za evaluaciju golim okom.
Studije skoras$njeg datuma prijavljuju senzitivnost vizuelne inspekcije koja se krece
od 21,9 - 96% i specificnost od 37 - 98%, Sto ukazuje na veliku subjektivnost testa,
ali i zadovoljavajuci procenat senzitivnosti i specificnosti za koriS¢enje ove metode
u delovima sveta gde ne postoje uslovi za izvodenje zahtevnijih skrining testova
[51-54]. Uvodenje skrininga na bazi HPV testiranja i vakcinacije protiv onkogenih

HPV tipova u slabo razvijene zemlje za sada nije moguce, pre svega zbog cene ovih
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testova, ali i zbog neodgovarajuce infrastrukture. Zato se danas razvijaju jeftiniji
HPV DNK testovi koji su tehnoloski dostupniji i laksi za izvodenje, kao Sto je
careHPV koji je u studiji sprovedenoj u Indiji, Nikaragvi i Ugandi, pokazao
zadovoljavajuci stepen tacCnosti. Senzitivnost cervikalnog careHPV testa za
detekciju CIN2+ iznosila je u proseku 81.5%, a za detekciju CIN3+ iznosila je
85.3%, dok je specificnost ovog testa iznosila 91.6% [54]. Medutim, iako bi u
idealnoj situaciji koriS¢enje HPV DNK testa znacajno poboljsalo trenutno stanje u
nerazvijenim zemljama, upotreba citoloSkog testa se i dalje ne moze izbeci, Sto kao

trijaznog testa, Sto kao primarnog testa kod Zena mladih od 30 godina.

U cilju povecanja tacnosti izvornog Papanikolau testa tokom proteklih nekoliko
decenija radilo se na poboljSanju ove metode i kao rezultat razvijena je citologija
na tec¢noj bazi. Uvodenje LBC u Kklinicku praksu za skrining prekursora kancera
grliCa materice, revolucionarizovalo je tradicionalni Papanikolau test. Prednost
LBC u odnosu na konvencionalni Papanikolau test je u tome Sto se ostatak uzorka
koji se ne iskoristi za citoloSko testiranje moze iskoristiti u sloZenijim sluc¢ajevima
za HPV testiranje. lako je LBC metoda znatno doprinela boljoj pripremi uzoraka i
samim tim smanjila broj nezadovoljavaju¢ih uzoraka, studije pokazuju razli¢ite
rezultate u slucaju kada treba prosuditi da li se koriS¢enjem LBC tehnike postiZe
veca senzitivnost i specificnost u poredenju sa konvencionalnom citologijom. Uticaj
LBC tehnike na smanjenje nezadovoljavaju¢ih Papanikolau razmaza, u odnosu na
konvencionalnu citologiju priznata je u brojnim studijama [17, 32]. I dok deo
klinickih studija predlaZze LBC kao senzitivniju od tradicionalnog Pap testa u
detekciji cervikalnih skvamoznih intraepitelnih lezija, druge studije nisu uspele da

dokaZu ove tvrdnje [31, 55-59].

Cinjenica da je svaki karcinom grli¢éa materice povezan sa visoko-rizi¢nim HPV
tipovima omogucava ranu detekciju karcinoma grlica materice i daje prednost
molekularnim testovima u odnosu na druge skrining testove, u cilju prevazilazenja
ogranicenja povezanih sa citoloskim testovima. Od trenutka uvodenja Papanikolau
testa u klinicku praksu, pregledi su se sprovodili uglavnom na godi$Snjem nivou, pri
¢emu bi u slucaju pozitivnog rezultata pacijentkinja bila upucena na kolposkopiju

sa ili bez biopsije i ukoliko bi to bilo potrebno, na dalje leCenje. Danas je ova
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jednostavna praksa zamenjena komplikovanim procedurama sa preporukama koje
variraju od drzave do drzave. Naime, nakon odluke FDA da odobri da se HPV test
koristi kao primarni skrining test umesto citologije u Martu 2014. godine, saveti
Svetske Zdravstvene Organizacije po pitanju procedura skrining programa su
postali kompleksniji i sve dok se u potpunosti ne sprovede tranzicija, postojace
nedoslednosti u organizovanju programa, protivrecnost rezultata i teskoc¢a u
tumacenju razli¢itih kombinacija rezultata i dijagnosticke procedure koja sledi
[60]. Takode, postoji i problem koji se ogleda u definisanju vremenskog intervala u
kojem bi trebalo ponavljati skrining testove, uzevsi u obzir studije koje predvidaju
porast rizika od nastajanja karcinoma grli¢a materice nakon negativnih HPV i LBC
testova sa povecanjem skrining intervala [33]. HPV testiranje bi imalo poseban
znacaj u okruZenjima u kojim se Zene podvrgavaju skriningu samo jednom ili
dvaput u Zivotu, s obzirom da pored toga Sto ovo testiranje identifikuje Zene koje
imaju cervikalno oboljenje, HPV DNK test identifikuje i Zene koje imaju rizik za
razvijanje CIN u narednih 3-10 godina, $to je posebno vaZno za zemlje u razvoju
koje nemaju dovoljno sredstava da skriningu podvrgnu sve Zene u intervalu od 5

do 10 godina.

Prednost koris¢enja HPV DNK testa kao primarnog skrining testa ogleda se u vecoj
senzitivnosti za detekciju CIN2+ u odnosu na senzitivnost Papanikolau testa
(94,6% u odnosu na 55,4%) [61]. Medutim, naucnici i lekari jo§ uvek nisu dali
konacan odgovor na pitanje: da li je bolje HPV DNA testiranje Kkoristiti kao primarni
skrining test ili u kombinaciji sa citoloSkim testom? HPV testiranje na onkogene
tipove moze se razmotriti kao primarni test za skrining umesto citologije ili
kotestiranja i ima potencijal da smanji broj obolelih i umrlih od karcinoma grli¢a
materice, ali joS uvek postoje pitanja koje treba razresiti, a ticu se primarnog HPV
testiranja kod Zena mladih od 30 godina i trijaZe pacijentkinja sa pozitivnim
rezultatima [62]. Takode, HPV DNA test ne moZe da utvrdi da li je infekcija HPV
prolazna ili ne, pa moZe da proizvede veliki broj nepotrebnih uputa na dalja
ispitivanja, Sto predstavlja dodatni trosak i stres za pacijenta. Nedavno objavljena
studija koja poredi efikasnost HPV testa sa efikasnos¢u Papanikolau testa, u

retrospektivnoj analizi pacijenata sa histoloski dijagnostikovanim karcinomom
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grlica materice kojima je u godini koja je prethodila dijagnozi uraden HPV i/ili
Papanikolau test, pronalazi da je HPV test bio negativan kod 9.8% Zena u kratkom
periodu pre dijagnoze karcinoma. Papanikolau test je u ovoj studiji imao i neSto
ve(Ci procenat lazno negativnih rezultata (16,7%). Negativne vrHPV rezultate autori
objasnjavaju nedostatkom c¢elija lezija u prikupljenom uzorku, ali i ¢injenicom da
postoje tumori (kao $to su neki neobicni tipovi adenokarcinoma) koji nisu etioloSki
povezani sa HPV i stoga takvi nalazi mogu biti smatrani tacno negativnim. Treci
razlog negativnih HPV testova u slucaju histoloSki potvrdenih karcinoma grli¢a
materice, jesu odredeni tipovi HPV koji mogu izazvati mali broj karcinoma a koji
nisu obuhvaceni HPV testom. Moguca objasnjenja pojave negativnih Papanikolau
testova kod Zena sa kancerom, obuhvataju nedovoljno dobro uzimanje cervikalnog

uzorka kao i pogreSno tumacenje uzorka [63].

Prema podacima istraZivanja u kojem su obradeni rezultati Cetiri odvojene
kontrolisane studije u cilju poredenja uc¢inka HPV DNK testa i citologije kao
pojedinacnih skrining testova, pokazano je da se specificnost HPV DNK testa
povecava sa godinama pacijenta. Dok u grupi Zena od 20 do 34 godine citologija
ima znacajno vecu specificnost od HPV DNK testa, u grupi Zena starijih od 30
godina, specificnosti ova dva testa se gotovo preklapaju pri detekciji CIN2+. Na
osnovu ovih rezultata, autor istrazivanja predlaZze koris¢enje HPV DNK testa kod
Zena starijih od 30 godina. Skrining HPV DNK testom u populaciji Zena mladih od
30 godina mogla bi dovesti do tretiranja prolaznih HPV infekcija i nepotrebnog
daljeg leCenja. Ova studija takode prijavljuje da HPV DNK ima veéu senzitivnost od
citologije u detekciji CIN2+ nakon jednog zavrSenog kruga skrininga [64]. [ drugi
autori ispitivali su efikasnost skrininga na bazi HPV DNK testa kao meru prevencije
invazivnog karcinoma i predlazu skrining na bazi HPV DNK testa sa trijazom u
intervalu od 5 godina, Sto bi smanjilo broj nepotrebnih kolposkopija i biopsija u

poredenju sa CeSc¢im citoloSkim pregledima [65].

Rezultati velike ATHENA trogodisSnje studije koja je zapoceta u Sjedinjenim
Americkim DrZzavama 2008. godine sa ciljem da oceni primarno HPV skrining
testiranje Zena starijih od 25 godina i da odredi koje HPV pozitivne Zene bi trebalo

da se upucuju na kolposkopiju, potvrduje da HPV DNK test kao primarni skrining
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test ima vecu senzitivnost u poredenju sa citologijom i da kotestiranje obezbeduje
minimalnu povecanu zasStitu od razvoja CIN2+ ili CIN3+ u poredenju sa HPV
primarnim skriningom [66]. HPV test na tipove 16 i 18 bi trebalo koristiti kao
dodatni skrining test kod Zena starijih od 30 godina, narocito kod onih Zena koje
imaju negativni citoloSki rezultat, dok je testiranje na druge visoko rizicne HPV
tipove preporucljivo s obzirom da su oni zasluzni za 30 % slucajeva karcinoma

grlica materice [14].

Iako brojne aktuelne studije pokazuju da se najbolja optimizacija specificnosti i
senzitivnosti postiZze kombinacijom HPV DNK testa sa citologijom, sa stanovista
troskova, kotestiranje doprinosi dupliranju cene skrininga s obzirom da se koriste
dva testa. Takode, istovremeno izvodenje dva testa komplikuje dalju proceduru

pracenja pacijenata.

Uocavanje kriticne uloge HPV infekcije u razvoju karcinoma grlica materice
otvorilo je put razvitku vakcine protiv HPV kao mere preventive u borbi protiv ove
opake bolesti [67]. Podatak da je skoro 100% karcinoma grlica materice povezano
sa prisustvom HPV virusa ukazuje na uticaj koji bi vakcina protiv HPV mogla da
ima u budu¢nosti [68-70]. Vakcinisanje devojcica, pa i decaka, koji su prenosioci
ovog virusa, protiv HPV tipova koji izazivaju oko 70% karcinoma grli¢a materice,
postalo je dodatna mogucnost u okviru programa prevencije karcinoma grli¢a
materice, ali glavni uticaj ove mere bi¢e poznat tek za nekoliko decenija kada
devojcice koje su sada vakcinisane budu imale trideset i ¢etrdeset godina. Iako bi
vakcinacija protiv HPV mogla da predstavlja najbolju preventivnu strategiju,
skrining i dalje mora biti nastavljen, jer nece sve Zene primiti vakcinu, a takode i
Zene koje su ve¢ izloZene HPV infekciji ne mogu imati koristi od vakcine. Takode,
postojeCe vakcine ne pruzaju zastitu od svih onkogenih HPV tipova i zato je

skrining neophodan ¢ak i za vakcinisane Zene.
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3.2 UOCAVANJE PROBLEMA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

Cak i ako bi svi navedeni savremeni skrining testovi postali potpuno
dostupni populaciji u zemljama sa najve¢im procentom slucajeva karcinoma grli¢a
materice, bio bi reSen jedan aspekt problema, a to je visoka incidencija karcinoma
na globalnom nivou, dok problem tacnosti ovih skrining testova i dalje ne bi bio

reSen.

Skrining testovi za detekciju karcinoma grlica materice su efikasni, ali nisu
statisti¢ki zadovoljavajuce tacni. MoZe se desiti da pacijent dobije rezultat testa
koji ukazuje na prisustvo abnormalnih ¢elija, a Celije su zapravo normalne (lazno
pozitivan nalaz) ili da je nalaz normalan, a zapravo su prisutne abnormalnosti koje
nisu detektovane (lazno negativan nalaz). Ogranicenje postojecih skrining testova
se ogleda i u tome $to oni ne mogu utvrditi da li je HPV infekcija prolazna i stoga
upucuju na mnogo veci broj kolposkopija Sto predstavlja dodatni psihicki teret za
pacijenta i troSak za drZavu. Vec¢ina HPV infekcija je prolazna i dovodi do
privremenih promena u cervikalnim cCelijama, pa zato precesti skrining moze
detektovati HPV infekcije ili promene na cervikalnim ¢elijama koje nikada nece
izazvati kancer. Takode, kontrolni testovi i leCenje mogu biti neugodni, a neki
vidovi lecenja koji ukljuc¢uju uklanjanje tkiva grlica materice, kao $to su LEEP i
konizacija imaju potencijal da oslabe grli¢ materice, mogu uticati na plodnost i
blago povecati rizik od prevremenog porodaja u zavisnosti od toga koliko je tkiva

uklonjeno.

Naucni cilj ove doktorske disertacije je istrazivanje epitela grli¢a materice pomocu
Optomagnetne imidZing spektroskopije i razvijanje automatizovanog algoritma za
razvrstavanje stanja epitela grlica materice po grupama kako bi se poboljsala

preciznost konvencionalnih metoda dijagnostike uz uStedu vremena i novca.

Polazi se od Cinjenice da su postojeCe metode za dijagnostiku stanja cervikalnog
epitelnog tkiva, narocito karcinoma grlica materice, subjektivne - zavise od
strucnosti lica koje ih izvodi, vremenski su zahtevne i skupe. Narocito je vazno

uoCiti da i pored velikog znacaja konvencionalnih metoda u smanjenju broja
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obolelih od ove bolesti i dalje postoji problem laZzno negativnih nalaza u
dijagnostici. KoriS¢enjem fenomena interakcije svetlosti i materije, odnosno tkiva,
dobijamo informaciju o karakteristikama tkiva na osnovu kojih moZemo izvrsiti
klasifikaciju po grupama. Realizacija automatizovanog algoritma za klasifikaciju na
osnovu podataka o stanju cervikalnog epitelnog tkiva stvorila bi uslove za
prevazilaZzenje problema subjektivnosti postojecih metoda, dok bi inovacija u vidu
eliminisanja procesa bojenja uzoraka koji je sastavni deo Papanikolau metode za
dijagnostiku karcinoma grlica materice, dovela do znatne uStede u vremenu i

novcu.
Ciljevi istraZivanja mogu se saZeti u sledece tri celine:

1. Ispitivanje epitela grlica materice Optomagnetnom imidZing spektroskopijom

2. Utvrdivanje mogucnosti ispitivanja uzoraka ¢elija grlica materice koji nisu bojeni

3. Razvijanje algoritma za automatsko razvrstavanje stanja epitela grlica materice

po grupama
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4. MATERIJAL

4.1 ANATOMIJA I FIZIOLOGIJA EPITELA GRLICA MATERICE

Grli¢ materice (cervix uteri) je suZeni, donji deo materice, ¢ija je duzZina oko
3 cm kod Zena koje nisu radale, a oko 2 cm kod Zena koje su radale. Grli¢ materice
ima oblik cilindra i deli se na dva dela: gornji, slobodni, nadvaginalni (portio
supravaginalis) i donji vaginalni deo (portio vaginalis). Gornji deo grlica materice
napred je u vezi sa dnom mokraéne beSike, a pozadi sa prednjim zidom rektuma.
Na vrhu grli¢a materice nalazi se otvor (ostium uteri) koji vodi u Supljinu materice.
Ovaj otvor je okrugao kod Zena koje nisu radale, dok je oblika horizontalne

pukotine duzine 10-15 mm kod Zena koje su radale.

U grlicu materice se nalazi kanal grlica materice (canalis cervicis) koji je
vretenastog oblika i dugacak oko 2,5 cm. Vaginalni deo grli¢a materice je, kao i zid
vagine, pokriven plocasto-slojevitim (skvamoznim) epitelom, dok je cervikalni
kanal pokriven jednorednim cilindricnim (kolumnarnim) epitelom koji oblaZe
povrsinu i glandularne strukture (slika 4.1). Plocasto-slojevit epitel bez oroZavanja
pokriva vaginalni deo grlica materice (portio vaginalis) i nastavlja se epitelom
vagine. Sastoji se od 15 do 20 redova celija u generativnom periodu, a u trudno¢i i

do 30 redova.

CILINDRICNI EPITEL N PLOCASTI EPITEL
. " TRANSFORMACIONA ZONA

Slika 4.1 Prikaz Celija plocasto-slojevitog epitela, cilindricnog epitela i

transformacione zone
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Originalni plocasto-slojevit epitel egzocerviksa ¢ine sledeci slojevi: bazalni sloj koji
se sastoji od jednog reda nezrelih Celija sa velikim jedrima i malom koli¢inom
citoplazme, parabazalni sloj koji ima dva do Ccetiri reda nezrelih Ccelija,
intermedijalni sloj koji se sastoji od dva do Cetiri reda nezrelih Celija sa velikom
koli¢inom citoplazme i superficijalni sloj, koji ima pet do osam redova spljoStenih
Celija sa malim uniformnim jedrima i citoplazmom ispunjenom glikogenom.

Uzimanjem brisa za Papanikolau test ispituju se upravo ove celije.

Skvamozni epitel vaginalnog dela vrata materice retikulinskim vlaknima je
razdvojen od strome i tu zonu ne moZemo nazvati bazalnom membranom u
klasi¢tnom smislu, ve¢ je nazivamo ,zona limitans®“. Zona limitans ima odbrambenu
ulogu. Plocasto-slojevit epitel vaginalnog dela grlica materice ne poseduje ni
vezivna vlakna ni krvne kapilare. Ishrana ovog epitela vrsi se difuzijom pomocu
kapilara. Na osnovu mreZastog rasporeda ovih kapilara mogu se pretpostaviti neki

neregularni, pa ¢ak i maligni procesi na grlicu materice.

Kanal grlica materice je obloZen jednorednim cilindri¢nim epitelom od svetlih
Celija koje proizvode mukus. Ove celije su dugacke 20-35um, a Siroke oko 5-9 pm.
Proksimalni deo je pokriven cilijama, a jedra su postavljena ekscentri¢no. Ove
Celije su sitne vakuolizovane protoplazme u kojoj se uglavnom nalazi sluz.
Deskvamiraju i neotporne su, brzo degenerisu, pa se u razmazu ovih celija vidi
samo jedro. Uglavnom deskvamiraju u grupama, a njihova pojava u vaginalnom
brisu ukazuje na neki patoloski proces. Cervikalni epitel podleze transformaciji
slicno vaginalnom epitelu i najveca proliferacija i sekrecija nastupa u periodu
ovulacije. Skvamocilindri¢na prelazna zona predstavlja spoj plocasto-slojevitog i
cilindri¢nog epitela grlica materice. Prelaz plocasto-slojevitog epitela u cilindri¢ni
epitel sastoji se od Siroke trake ektopitnog cilindri¢nog epitela koji je prekriven

plocastim epitelom.

Procesom metaplazije koji predstavlja pretvaranje cilindricnog epitela u plocasto-
slojeviti epitel, nastaje povrSina koja se zove transformaciona zona. Ova
transformacija se odvija na sledeci nacin: stvaranjem estrogena u ovarijumima na

poCetku menarhe stimuliSe se sazrevanje cervikalne i vaginalne skvamozne
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mukoze. Kao morfoloski odraz ovog sazrevanja javlja se veca koli¢ina glikogena u
¢elijama plocasto-slojevitog epitela. Kada ove Ccelije deskvamiraju glikogen
predstavlja supstrat za rast endogenih vaginalnih aeroba i anaeroba, $to dovodi do
pada vaginalnog pH. S obzirom da je endocerviks osetljiv na promene hemijske
okoline i bakterijske flore, on reaguje na te promene transformacijom jednorednog

cilindri¢nog epitela u skvamozni epitel [71].

Nezrele metaplasticne celije imaju velika jedra i malu koli¢inu citoplazme, bez
glikogena. Pri sazrevanju, ove celije stvaraju glikogen i formiraju cetiri sloja

plocasto-slojevitog epitela.

Mesto zone transformacije pomera se tokom Zivota. Ova granica izmedu
jednorednog cilindri¢nog epitela cervikalnog kanala i plocasto-slojevitog epitela
grlica materice ne odgovara uvek spoljaSnjem uS¢u materice, osim kod mladih Zena
i devojaka. U vecini slucajeva, zona transformacije se nalazi ili na egzocerviksu i to
kod polno zrelih Zena ili u cervikalnom kanalu, odn. endocerviksu u
klimakterijumu, a moZe biti i duboko smesten u senijumu. U transformacionoj zoni
nastaju prekancerogene lezije i karcinom grli¢a materice i zato je veoma vazno da
se prikupljanje celija obavi pravilno kako bi uzorak koji se ispituje sadrzao

dovoljnu koli¢inu ¢elija iz transformacione zone.

4.2 FIZICKE I OPTICKE OSOBINE EPITELA

U klinickoj praksi za dijagnostiku karcinoma grli¢a materice vec se koriste
neke od karakteristika celija Cije promene u slucaju prisustva prekanceroznih i
kanceroznih lezija izazivaju ¢itav spektar promena u optickim karakteristikama
tkiva (apsorpcija, rasejanje, fluorescencija). To su morfoloSka obeleZja epitelnih
¢elija, metabolicke aktivnosti i diferencijacija, stromalna angiogeneza i dr. Tako se,
na primer, osvetljavanjem tkiva zelenom svetlos¢u tokom kolposkopskog pregleda
omogucava vizuelizacija krvnih sudova, kao posledica pojave da hemoglobin

apsorbuje zelenu svetlost (hemoglobin ima karakteristican apsorpcioni spektar sa
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pikovima na 420 nm, 542 nm i 577 nm). S druge strane, primena sircetne kiseline
pojacava rasejanje svetlosti neoplasti¢nih lezija, pa abnormalno tkivo izgleda belje
nego normalno kao posledica izmenjene morfologije jedra, opticke gustine i
promena u teksturi hromatina. Promene u arhitekturi tkiva, morfologiji ¢elija i
biohemijskom sastavu umnogome bi mogle da pomognu u detekciji razlicitih

stanja epitelnog tkiva, ali i dalje nisu dovoljno iskoris¢ene.

U interakciji svetlosti sa tkivom, svetlost moZe biti apsorbovana sa ili bez reemisije
ili rasejanja povrSinskim ili subpovrSinskim interakcijama [72]. Osnovna
interakcija svetlosti sa tkivom se odvija kroz elasticno rasejanje. Na putu
prostiranja svetlosti kroz tkivo, rasejanje e zavisiti od talasne duZine upadne
svetlosti i od struktura u tkivu. Teorijski proracuni rasejanja svetlosti u ¢elijama
otkrili su neke zanimljive Cinjenice koje se odnose na doprinos jedra rasejanju.
Naime, ukoliko se jedro modeluje kao homogena struktura, rasejanje pod velikim
uglovima ne menja se znacajno sa povecanjem veliCine jedra. Medutim, primecuje
se veli intenzitet rasejanja pod velikim uglovima u jedru sa ve¢im DNK sadrzajem i
to upravo zbog rasejanja o njegove unutrasnje strukture. Pokazano je da do 40%
Celijskog rasejanja svetlosti potice od jedra i da je povratno rasejanje pod uglovima
vecim od 110° korelisano sa DNK sadrZajem Celija [73]. Drezek et al pokazuje da se
intenzitet rasejanja svetlosti o cervikalne Ccelije povefava sa progresijom
cervikalnih intraepitelnih neoplazija i da se najdrasti¢nija razlika uocava izmedu

CIN 2 i CIN3, gde su najnaglaSenije razlike u veli€ini jedra i DNK sadrZaja [74].

Veéina prekanceroznih lezija visokog stepena povezana je sa vaskularnim
promenama usled razvoja novih krvnih sudova. Takode, cervikalni prekancer
povezan je sa smanjenim stromalnim rasejanjem koje se pripisuje degradaciji
kolagenih vlakana usled izluivanja enzima proteaze. Razlika u rasejanju izmedu
zdravog i prekanceroznog epitela pripisuje se povecanoj veliCini jedra i

promenama u teksturi hromatina koja se javlja u ¢elijama kancera [75].
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4.3 METODE PRIKUPLJANJA MATERIJALA (UZORAKA) ZA ISPITIVANJE

U ginekolosko-akusSerskoj Kklinici ,Narodni Front“, u kojoj su prikupljani
uzorci, za skrining karcinoma grlica materice se koristi konvencionalna
Papanikolau metoda, koja podrazumeva prikupljanje uzoraka celija grlica materice
pomocu drvene Spatule i endocervikalne cetkice i nanoSenje Celija na staklenu
plocicu, nakon cega se cCelije boje i pregledaju pod mikroskopom. Dimenzije

staklene plocice su 75mm x 25mm x 1mm.

Za potrebe istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije koris¢eni su uzorci ¢elija
grlica materice koji su prikupljeni i bojeni prema Papanikolau proceduri (bojeni
uzorci) i uzorci ¢elija grlica materice koji nisu bojeni niti fiksirani (nebojeni
uzorci). U oba slucaja, Celije se prikupljaju ¢etkicama i nanose se na mikroskopske
plocice, nakon cega u slucaju bojenih uzoraka sledi fiksiranje i procedura bojenja
koja traje oko 50 minuta. Nakon Sto je uzorak fiksiran i obojen, moZe da se
razmatra u bilo kojem trenutku s obzirom da je struktura celija oCuvana
fiksiranjem. Nebojeni uzorci koji nisu fiksirani se razmatraju odmah nakon

prikupljanja, u roku od 5 minuta.

4.4 BOJENI I NEBOJENI UZORCI

U konvencionalnoj Papanikolau metodi mikroskopski se analiziraju bojeni
uzorci kako bi se ustanovile promene koje mogu da ukaZu na oboljenje karcinoma
grlica materice. Proces bojenja uzorka celija grlica materice prema Papanikolau
proceduri traje oko 50 minuta u proseku, nakon Cega se uzorak Salje patologu na
pregled. Na rezultate Papanikolau testa se u privatnim praksama ceka dva dana,

dok je taj period nesto duZzi u drzavnim ambulantama.

Prvi korak u izvodenju Papanikolau testa je prikupljanje materijala sa egzocerviksa
i iz cervikalnog kanala (endocerviks) koriS¢enjem drvene Spatule i endocervikalne

Cetkice, respektivno. Cervikalna Cetkica se uvodi u cervikalni kanal i istovremeno
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rotira i na taj nacin se prikupljaju deskvamirane celije iz cervikalnog kanala. Celije
se sa Cetkice nanose na mikroskopsku plocicu u jednom potezu. Drvena Spatula
sluzi za prikupljanje cervikalnih celija sa cele povrSine egzocerviksa. Istim
postupkom kao kod cervikalne cetkice, na mikroskopsku ploc¢icu se u jednom
potezu nanosi razmaz. Predmetna plocica se fiksira u 96% alkoholu najmanje 10
minuta, a zatim se boji po metodi Papanikolau hematoksilinom, metiloranZom i
polihromom. Po zavrSenom bojenju, na predmetnu plocCicu se stavlja kedrovo ulje
i pokrovna ljuspica, a zatim se pod mikroskopom vrsi analiza citoloSkog preparata

(slika 4.2).

Bojenje PH, CH i PUNKTATA
XYLOL 96% 96%
, ALKOHOL ALKOHOL
i RED 10 ISPIRANJE ISPIRANJE
X X X
Il BOJA - ORANZ %% Il BOJA — POLIHROM
s ALKOHOL .
I RED o ISPIRANJE o
Vi Vil Vil
LLE ke | BOJA - HEMATOKSILIN | =
| RED RAZBLAZENI ALKOHOL 10 ISPIRANJE
ALKOHOL ISPIRANJE - | POD
I | TEKUCOM
V  ISPIRANJE | v VODOM
Posle XI radnje, plocice se osude filter papirom, gornja strana se prebrie i stavi se na svaki razmaz po
jedna kap kedrovog ulja, preko toga ljuspice.
Visak kedrovog ulja se upije drugim filter papirom.
Takve plocice su spremne za dalji rad tj. pregled lekara.
Boje se menjaju u zavisnosti od koli¢ine preparata na 2 nedelje, a alkoholi kada se isprljaju

Slika 4.2 Postupak bojenja uzoraka

Bojenje celija omogucava uocavanje Celijskih struktura, jer razli¢ite Celijske
strukture imaju razli¢ite afinitete prema boji, pa se samim tim razliito boje. Ja€ina
obojenosti stuktura zavisi od hemijskog afiniteta objekta prema boji i obrnuto,

gustine objekta i permeabilnosti ¢elijskih struktura prema boji.

Bojenje je hemijski proces tokom kojeg se obojeni joni boja, koji mogu biti
pozitivno ili negativno naelektrisani vezuju za tkivne konstituente. U zavisnosti od

naelektrisanja obojenih jona boje ¢e biti obeleZene kao kisele ili bazne. Obojeni joni
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se vezuju za suprotno naelektrisane grupe Ccelijskih struktura. Ribonukleinske
kiseline ribozoma su anjonske, pa se vezuju za katjonsku boju metilen plavu ili
toluidin plavu. Nukleus je bazofilan, a citoplazma eozinofilna. Pri pH 5-6

citoplazma je katjonska, pa se vezuju za anjonsku boju eozin ili oranz.

Bazne boje nose ukupno pozitivno naelektrisanje, pa se bazne boje vezuju sa
¢elijskim komponentama koje su negativno naelektrisane. Tkiva koja se dobro boje
baznim bojama se nazivaju bazofilnim. Hematoksilin je bazna boja, a DNK, RNK i
neki elementi citoplazme su bazofilni (odnosno fosfati, sulfati i karboksilne grupe u
njima). S druge strane, oranZ G (OG) i eozin su acidofilni i boje mitohondrije,

citoplazmu.

Hematein je kisela boja koja se najceSce upotrebljava u citologiji i histologiji.
Hematin se moZe ekstrahovati iz biljke Haematoxylon campechianum Linn, iz ¢ijeg
drveta se vadi hematoksilin koji je bezbojan, a oksidacijom postaje crvenkast i zove
se hematein. Hematein je oksidisana forma hematoksilina negativno naelektrisana
i nalazi se u rastvoru za bojenje koji sadrzi sirCetnu Kkiselinu i
K2S04Al12(S04)3x24H20. Uzorak se stavlja u ovaj rastvor i zatim ispira ¢ime se
podiZze pH, hematin postaje pozitivno naelektrisan, ka¢i se za negativno
naelektrisane fosforne grupe DNK i hromatin se boji plavo. Hromatinski materijal
se dobro boji baznim bojama, zato se i kaze da je hromatinski materijal bazofilan
[76]. Bojenje hematoksilinom obi¢no traje 1 do 2 minuta. Plava boja je
zadovoljavajuca, ljubiCasta predstavlja nedovoljno bojenje plavom, siva ivice, dok
je braon nezadovoljavajuca. Opseg opticke gustine treba da bude dovoljan da se
pod uvecanjem mikroskopa od 400 puta vide hromatinski delovi u jedrima
skvamoznih Celija srednjeg sloja. Blaga prebojenost citoplazme je dozvoljena. Jaka
obojenost ukazuje na to da je vreme bojenja predugo trajalo ili je rastvor previse

koncentrovan.

Oranz G treba da se pojavi kao Zuta do nijanse narandzaste (boji keratin), a 15
sekundi do 1 minuta je uobicajeno vreme bojenja. Bojenje sa EA (meSavina eozina,
svetlo zelene i Bizmark plave) daje sledeCe rezultate: eozin daje pink boju

citoplazmi zrelih skvamoznih Ccelija, jedarcetu, cilijama; svetlo zelena boja boji
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citoplazmu metaboli¢ki aktivnih celija u plavo (parabazalne skvamozne celije,
intermedijalne skvamozne celije i kolumnarne celije). Bizmark plava ne daje
karakteristicnu boju citoplazmi. EA je problematican zbog osnovnih ogranicenja
njegovog hemijskog sastava. U idealnom slucaju, trebalo bi da se vide nijanse
zelene i crvene u odvojenim cCelijama. Vreme bojenja manje od 3 minuta najceSce
favorizuje upijanje eozina, pri ¢emu eozin i svetlo zelena cesto zauzimaju razlicite
oblasti iste cCelije. Vec¢ina EA optimalno reaguju u opsegu od 6-8 minuta. OG i EA
vremena bojenja su nezavisna, ali e previSe vremena u OG zasititi Celije sa oranz G

i blokirati prihvatanje eozina koje sledi.

Na kraju procesa bojenja vrsi se ciS¢enje Kksilolom, koji predstavlja bezbojnu,
hemijski nereaktivnu supstancu koja ima skoro isti refraktivni indeks (1,494) kao

staklo Sto omogucava najbolju mogucu transparentnost slike.

Bojenje obezbeduje fiksiranje Celija i o¢uvanje njihove strukture, pa se takvi uzorci
mogu Cuvati godinama. U GAK ,Narodni Front“ obojeni uzorci se ¢uvaju godinu
dana, nakon cega se uniStavaju po propisima zdravstvene i ekoloSke sluZbe.
Nebojeni uzorci celija grlica materice, koji se prikupljaju na isti nacin kao pri
izvodenju Papanikolau testa, stavljaju se na mikroskopske plocCice, ali se ne
fiksiraju niti se boje. Uzorci pripremljeni na ovaj na¢in razmatraju se odmah nakon

prikupljanja, a zatim se uniStavaju po propisima zdravstvene i ekoloske sluzbe.
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5. METODE I TEHNIKE

Osnovna metoda koja je korisS¢ena u ekperimentalnom delu istraZivanja
jeste Optomagnetna imidZing spektroskopija (OMIS). Nakon S$to su prikupljeni,
eksperimentalni podaci su podvrgnuti analizi, zatim je izvrSena selekcija atributa i

klasifikacija podataka razli¢itim metodama masinskog ucenja.

5.1 OPTOMAGNETNA IMIDZING SPEKTROSKOPIJA

5.1.1 Osnovni principi Optomagnetne imidzing spektroskopije

Optomagnetna imidZing spektroskopija je nova metoda za karakterizaciju
razli¢itih materijala, sa akcentom na bioloSke materijale. Do sada, Optomagnetna
imidZing spektroskopija koriS¢ena je uspesno u ispitivanju Epstein-Bar virusa,

vodonic¢nih veza i koze [77-79].

Optomagnetna imidZing spektroskopija se bazira na interakciji svetlosti i materije,
taCnije bele difuzne svetlosti i valentnih elektrona materije. Proracuni na osnovu
orbitalne brzine valentnih elektrona daju odnos magnetnih i elektri¢nih sila Fu/Fg
~ 10-% Kako je sila u direktnoj relaciji sa kvantnim dejstvom izraZenim Plankovom
konstantnom, h = F x d x t, gde je F sila Cije su vrednosti u opsegu 0,01 - 1.0 nN, d
pomeraj Cije su vrednosti u opsegu 0,1 - 5.0 nm, a t vreme Cije su vrednosti u
opsegu 10-8-10-10s, moZe se zakljuciti da su magnetske sile u materiji za Cetiri reda
veliCine bliZe kvantnom dejstvu od elektri¢nih sila. Znajuci da su za konformacione
promene u materiji primarno zasluzna kvantna stanja bioloskih makromolekula,
mozZemo re¢i da ¢e promene u stanju uzorka biti otkrivene posmatrajuci

magnetske sile pre nego elektricne sile [80].

Da bi se detektovale magnetske osobine materije metodom OMIS, koristi se bela
difuzna svetlost koja se emituje prvo u pravcu normalnim na uzorak, a zatim pod

odredenim uglom koji treba da omogudi polarizaciju upadne svetlosti u interakciji
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sa uzorkom. Ovaj ugao se naziva Brusterov ugao i on omogucava slabljenje veceg
dela upadne svetlosti i odbijanje manjeg dela koji postaje polarizovan. Svetlost koja
je polarizovana pod Brusterovim uglom gubi deo inteziteta magnetske
komponente, pa se oduzimanjem odziva reflektovane polarizovane svetlosti od
odziva bele difuzne svetlosti koji sadrzi ravnomerno elektricnu i magnetsku

komponentu dobijaju magnetske osobine uzorka (slika 5.1) [80].

Digitalni detektor (kamera) Digitalni detektor (kamera)
Izvor svetlosti
Izvor svetlosti A ! A Izvor svetlosti AUARAAA A %
: i Reflektovana Reflektovana )
Uparng difizna difuzna polarizovana gglzd:vae?}ls:tzna
Belaystiost svetlost svetlost
-« > «“>»
Uzorak Uzorak

Slika 5.1 Prikaz relativnih pozicija izvora svetlosti za belu difuznu (levo) i
reflektovanu polarizovanu svetlost (desno). Stepen polarizacije svetlosti je 95.4%,
dok je razlika izmedu uglova 0 i 6; +1:6° (Sest belih LED dioda postavljeno je u krug)
[78, 80]

5.1.2 OMIS uredaj

OMIS uredaj sastoji se od kucisSta koje objedinjuje digitalnu kameru (Canon
digital camera model IXUS 105, 12.1 MP), sistem za osvetljavanje uzorka i drzac
uzorka. Sistem za osvetljavanje uzorka sastoji se od Sest LED dioda (Lucky Light
LL-304W(C4B-W2-3PD) poredanih u krug i postavljenih ispred objektiva kamere i
obezbeduje osvetljavanje uzorka belim difuznim svetlom, pri ¢emu je precnik
vidnog polja 25 mm. Drzac uzoraka dizajniran je posebno za mikroskopske plocice

(slika 5.2).
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Slika 5.2 Uredaj B53 razvijen na Masinskom fakultetu, u Nanolabu - laboratoriji za
Biomedicinsko inZenjerstvo, koji se koristi za primenu Optomagnetne imidZing

spektroskopije u ranoj dijagnostici kancera epitelnog tkiva

Procedura snimanja uzoraka OMIS metodom je opisana u sledeca tri koraka (slika

5.3):

1. Uzorak na mikroskopskoj plocici se prvo obasjava belom difuznom svetlos¢u, pri
¢emu je pravac upadne svetlosti normalan na povrsinu uzorka i meri se reflektansa

koja je upravna na uzorak, odnosno snima se prva digitalna slika uzorka.

2. Uzorak na mikroskopskoj plocici se zatim obasjava belom difuznom svetlo$¢u
pod Brusterovim uglom i snima se druga digitalna slika uzorka na bazi

reflektovane svetlosti koja je polarizovana.

Ovaj postupak se za bioloske uzorke ponavlja 20 puta: 10 puta se snima odziv
obasjavanja uzorka belom difuznom svetloS¢u pod pravim uglom i 10 puta se
snima odziv obasjavanja uzorka belom difuznom svetloS¢u pod Brusterovim

uglom.

3. Nakon Sto su uzorci snimljeni, digitalne slike uzoraka se obraduju algoritmom za
spektralnu konvoluciju razvijenim u MATLAB® 2013a (MathWorks, USA).
Algoritam za spektralnu konvoluciju zasnovan je na dijagramu hromati¢nosti
nazvanom ,Maksvelov trougao®, odnosno na dvodimenzionalnom predstavljanju
boja i na aproksimacijama tog dijagrama koje se koriste u digitalnoj fotografiji.

Algoritam za spektralnu konvoluciju proizvodi Optomagnetne spektre uzoraka.
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KONVOLUCIONI ALGORITAM

WRmPR=WRn-PRn;
WBmPB=WBn-PBn;
RmMBWmP=WRmPR-WBmMPE;

OM’S RMEWmMP=RmEWmP*1000;
WRmMPR=WRmPR*1000;
WBmPB=WBmPE*1000;

RmBWmP=Fflipud(RmBWmP);
WRmPR=flipud (WRmMPR);
WEmPB=flipud (WEmMPB);

EmBWmPsrvr=mean(RmBWmP,2j;
WRmPRsrvr=mean{WRmPR,2};
WEBmPBsrvr=mean(WEBmPB,2};

2. GRUPA 1/2 (R-B)&(W-P)

5:‘ "‘:- {
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Slika 5.3 Procedura snimanja uzorka Optomagnetnom ImidZing Spektroskopijom:
prikupljeni uzorak se nanosi na mikroskopsku plocicu po Papanikolau proceduri,
ploCica sa uzorkom se postavlja u OMIS uredaj, zatim se slika 20 puta, pod belom
difuznom svetlos¢u i belom difuznom svetlos¢u pod Brusterovim uglom. Digitalne

slike uzorka se obraduju algoritmom spektralne konvolucije u programskom paketu

MATLAB koji formira OMIS spektar uzorka

Optomagnetna imidzing spektroskopija koristi spektralnu raspodelu intenziteta u
crvenom, zelenom i plavom delu spektra u RGB sistemu boja. Spektri dobijeni
pomocu OMIS se mogu kombinovati medusobno, pa s obzirom na to da se
pojavljuje veliki broj mogu¢ih kombinacija, konvolucioni spektri (convolution -
smotan, zavijen), mogu izdvojiti razliCite osobine materijala - koje su na odreden
nacin povezane sa prostornom raspodelom elektrona, elektronskih orbitala, kao i
intenzitetom veze (kovalentna, vodonicna, jon-dipol i dr.). Oznaka (R-B)&(W-P)
predstavlja operaciju konvolucije spektralne raspodele intenziteta u crvenom (R) i
plavom (B) delu spektra odziva pri osvetljavanju belom difuznom svetlos¢u (W) i

reflektovanom polarizovanom svetloscu (P).
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Nakon $to se uzorci snime Optomagnetnom imidZing spektroskopijom i dobiju se
OMIS spektri, pristupa se analizi spektra i ekstrakciji karakteristi¢nih velic¢ina iz
OMIS spektra. U te svrhe razvijen je algoritam u MATLAB-u koji pronalazi i raCuna
ekstremume, razlike talasnih duZina na kojima se ekstremumi javljaju i povrSine

ispod maksimuma i minimuma, a zatim upisuje te vrednosti u Excel tabelu.

5.2 METODE MASINSKOG UCENJA

MasSinsko ucenje se fokusira na algoritme koji su sposobni da prilagode
svoju strukturu na osnovu skupa posmatranih podataka. Kao takvo, maSinsko
uCenje obezbeduje metode koje mogu da posluZze kao pomoc¢ne tehnike za
reSavanje dijagnostickih problema u raznim domenima medicine. MaSinsko ucenje
se u tom smislu koristi za analizu podataka, uocavanje regularnosti u podacima,
predikciju progresije bolesti analizom i odredivanjem znacaja odredenih klinickih
parametara, klasifikaciju u dijagnostikovanju bolesti, odabir terapije i dr. UspeSna
implementacija metoda masinskog ucenja mogla bi znacajno da potpomogne
integraciju kompjuterskih sistema u zdravstvene ustanove, a samim tim i da

poboljsa rad medicinskih stru¢njaka.

U ovoj doktorskoj disertaciji koriS¢ene su razlicite metode maSinskog ucenja za
klasifikaciju rezultata dobijenih OMIS metodom u viSe razli¢itih grupa, odnosno
klasa. Definisano je viSe razli¢itih vrednosti praga izmedu zdravih i bolesnih
pacijenata, OMIS podaci su analizirani pomo¢u PCA metode, dok je klasifikacija
uzoraka izvrSena pomocu Naive Bayes klasifikatora, metode potpornih vektora

(Support Vector Machine - SVM) i Stabla odlucivanja (Decision Trees - DT).

Predikcija klasa je nadgledani metod u¢enja u kojem algoritam uci iz obucavajuceg
skupa podataka (poznatih uzoraka) i utvrduje pravilo predikcije za klasifikaciju
test skupa novih uzoraka. Razvoj algoritma za predikciju klasa sastoji se iz odabira
obeleZja (atributa) i podeSavanja predikcionog modela kako bi se razvilo pravilo

klasifikacije koriS¢enjem obucavajuceg skupa. Primarni kriterijumi za evaluaciju
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performanse klasifikacionog algoritma su senzitivnost (sensitivity - SN),
specificnost (specificity - SP) i tacnost (accuracy AC), kao i pozitivna prediktivna
vrednost (positive predictive value - PPV) i negativnha prediktivna vrednost
(negative predictive value - NPV) (tabela 5.1). Senzitivnost je mera tacnosti koja
predstavlja proporciju tacno pozitivno klasifikovanih od ukupnog broja obolelih i
odnosi se na sposobnost modela/testa/sistema da identifikuje one pacijente koji

stvarno imaju bolest:

TP

SN = 75T IN

[5.1]

Specificnost je mera tac¢nosti koja se odnosi na sposobnost metode da iskljuci
postojanje bolesti. [zracunava se kao proporcija ta¢no negativnih od ukupnog broja

zdravih:

TN

SP=1p%TN

[5.2]

Tacnost metode/testa se odreduje kao odnos tacnih rezultata i ukupnog broja

uzoraka:

5 TP + TN
Tacnost = N [5.3]

Tabela 5.1 Odredivanje tacnosti metode/dijagnostickog testa na osnovu zlatnog
standarda (TP - tac¢no pozitivni, LP - lazno pozitivni, LN - laZno negativni, TN -

taCno negativni, N - ukupan broj uzoraka)

STVARNI STATUS BOLESTI NA
OSNOVU REFERENTNOG -
ZLATNOG STANDARDA
OBOLELI ZDRAVI
REZULTAT | POZITIVAN TP LP PPV = —
INDEKSNOG TPTJ;VLP
TESTA NEGATIVAN LN TN NPV = —
LN + TN
SENZITIVNOST | SPECIFICNOST
TP TN
TP +LN ~_LP+TN
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Pozitivna prediktivnha vrednost (PPV) vezuje se za pacijente koji imaju pozitivan
rezultat testa i izraCunava se kao odnos broja obolelih i ukupnog broja test
pozitivnih:

PPV = — 5.4
=“7tprzp Y

Negativna prediktivna vrednost (NPV) vezuje se za pacijente koji imaju negativan

test rezultat i izraCunava se kao odnos zdravih i ukupnog broja negativnih na testu:

NPV = N 5.5
" LN +TN [5-5]

Na prethodno prikazan nacin odreduju se senzitivnost i specificnost testova koji
imaju dihotoman ishod (pozitivan /negativan rezultat testa). Za testove koji imaju
viSe od dva moguca ishoda, senzitivnost i specificnost se odreduju u odnosu na vise

mogucih vrednosti praga.

5.2.1 ANALIZA GLAVNIH KOMPONENTI

Analiza glavnih komponenti (eng. Principal Component Analysis - PCA) je
nenadgledani metod za smanjenje dimenzionalnosti podataka [81]. To je jedan od
najkorisé¢enijih metoda za ekstrakciju obelezja. Broj obeleZja nekog skupa
podataka odreduje dimenzionalnost prostora obeleZja i kompleksnost problema
klasifikacije. S druge strane, podatke je vizuelno lakse analizirati ako je broj
obeleZja smanjen na dovoljan minimum. Ukoliko imamo fiksnu koli¢inu podataka,

veci broj obeleZja dovodi do preteranog prilagodavanja podataka.

Ideja ove metode je da podatke predstavi u $to manje-dimenzionom prostoru u
odnosu na pocetnu dimenzionalnost, a da se pri tome sacuva varijansa
viSedimenzionalnog prostora koliko je to moguce. PCA to postiZe upravo tako Sto

pronalazi mali broj dimenzija, tj. glavnih komponenti, pri ¢emu svaka glavna
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komponenta predstavlja linearnu kombinaciju originalnih obeleZja. Postoji onoliko
glavnih komponenti koliko ima originalnih obeleZja. Prva glavna komponenta je
normalizovana linearna kombinacija originalnih obeleZja koja ima najvecu
varijansu. Druga glavna komponenta je linearna kombinacija obeleZja sa najvecom
varijansom u odnosu na sve linearne kombinacije koje nisu u korelaciji sa prvom
glavnom komponentom. Svaka naredna komponenta moZe da se definiSe na isti
nacin: ona treba da ima najvecu varijansu pod uslovom da nije u korelaciji sa

prethodnim komponentama.

Ukoliko pretpostavimo da imamo nxp matricu X koja se sastoji od n obucavajucih
observacija u p-dimenzionom prostoru (n merenja skupa od p obeleZja), podaci se
mogu posmatrati kao n tataka u p-dimenzionalnom prostoru. Ovih p obeleZja
opisuje varijabilnost sistema, odnosno podataka. Medutim, Cesto se ta varijabilnost

sadrzi u k (k<p) glavnih komponentata koje sadrZe istu koli¢inu informacija.

PCA nam daje p novih promenljivih koje predstavljaju linearnu kombinaciju
originalnih obeleZja. Te nove promenljive, glavne komponente, dobijaju se
projekcijom originalnih promenljivih na koordinatne ose novog koordinatnog
sistema koji se dobija rotacijom starog sistema. Glavne komponente zapravo
predstavljaju pravce u prostoru obelezja u kojima podaci najviSe variraju, pri cemu
je prva glavna komponenta linija koja se nalazi najbliZze n merenjima u smislu
srednjeg Euklidskog rastojanja. Nakon proracunavanja glavnih komponenti, one se

projektuju duZ pravaca u p-dimenzionalnom prostoru obeleZja.
Glavne komponente se definiSu kao linearne kombinacije originalnih promenljivih:
51 = (,U11X1 + (1)12X2 + -+ (l)lep [5.6]

52 = (1)21X1 + (1)22X2 + -+ wszp [57]

fp = wple + (Up2X2 + -+ (Uprp [58]
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gde su &4,$; ..., &, glavne komponente, a w;j su svojstveni vektori (konstante koje
Cine koeficijente j-te promenljive za i-tu glavnu komponentu) koji zadovoljavaju
sledece uslove: ukupna varijansa je suma varijansi svih originalnih promenljivih,
pri ¢emu se deo te ukupne varijanse objasnjen jednom glavnom komponentom
naziva svojstvena vrednost; svojstvena vrednost je najvea u prvoj glavnoj
komponenti i prva glavna komponenta objasSnjava maksimum varijanse iz
podataka. Takode postavlja se i uslov da je zbir kvadrata konstanti iznosi 1 i da je

obezbedena medusobna nekorelisanost novih promenljivih:

Wi +oh+ o twi=1 i=1.,p [59]

Wi wj1 + WipWj + -+ Wipwy, = 0,zasvei #j  [5.10]

Pravilo da druga glavna komponenta ne sme biti u korelaciji sa prvom, treca sa
drugom, itd., je ekvivalentno uslovu da pravac druge glavne komponente mora biti

normalan na pravac prve glavne komponente, itd.

Postavlja se pitanje koliko je glavnih komponenti potrebno da se vizuelizuju
podaci. Ne postoji jednostavan odgovor na ovo pitanje. Bilo bi zgodno da se koristi
samo prvih par glavnih komponenti i to bi bilo potuno opravdano, s obzirom da se
najceSce varijansa podataka moze opisati samo pomocu prve glavne komponente.
Odluka o broju glavnih komponenti koje ¢e biti razmatrane je subjektivna i
odredena problemom koji se reSava. U praksi se najceS¢e posmatraju prve dve
glavne komponente i ukoliko se pronade neki $ablon koji je interesantan, razmotri

se i naredna glavna komponenta i tako sve dok Sablon ne nestane.

PCA je koris¢en za analizu podataka dobijenih OMIS metodom, kako bi se odredile
OMIS veliCine koje najviSe doprinose dobrom razdvajanju po klasama. S obzirom
da je postojala teznja da se izvorne veliCine sacuvaju u cilju povezivanja obeleZja
izvornih promenljivih sa klasama i da ovom ispitivanju nisu bile od znacaja
novoformirane promenljive (glavne komponente), njihova klasifikacija nije bila

deo rada.
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5.2.2 STABLA ODLUCIVANJA

Metode na bazi stabla odluc¢ivanja podrazumevaju uslojavanje i
segmentaciju prostora prediktora u ve¢i broj jednostavnih regija [82]. Da bi se
napravilo predvidanje za datu observaciju, obi¢cno se koristi srednja vrednost
observacija iz obucavajuceg skupa podataka u regiji kojoj ona pripada. S obzirom
da se skup pravila koji se koriste da bi se podelio prostor prediktora moZe saZeti u
stablo, ovaj pristup je oznacen kao metod stabla odlucivanja. Stabla odlucivanja su
jednostavna i zgodna za interpretaciju, medutim nisu u rangu najboljih metoda
nadgledanog ucenja po pitanju tacnosti predvidanja. PoboljSanja u tacnosti

predvidanja se postiZzu kombinovanjem veceg broja stabala.

Stabla odlucivanja se mogu primeniti i na regresione i na klasifikacione probleme.
Klasifikaciona stabla su sli¢na regresionim, sa razlikom u tome $to se klasifikaciona
stabla koriste za predikciju kvalitativnog odgovora pre nego kvantitativnog. Kod
klasifikacionog stabla, predvida se da svaka observacija pripada klasi obucavaju¢ih
observacija u regiji kojoj pripada i koja se najceSCe javlja. Za generisanje
klasifikacionog stabla koristi se rekurzivno binarno deljenje (splitting), dok se kao
kriterijum za binarnu podelu koristi stopa greske klasifikacije (classification error
rate) koja predstavlja frakciju obucavaju¢ih observacija u regiji koji ne pripadaju

najverovatnijoj klasi:

E=1- ml?x(pjn\k) [5.11]

gde p,r predstavlja proporciju obucavajuéih observacija u m-toj regiji koje
pripadaju k-toj klasi. Medutim, ispostavlja se da klasifikaciona greska nije dovoljno

osetljiva za gajenje stabla, pa se u praksi koriste druge dve mere:

1. Gini indeks:

K
6= rmc-rm0)  [512]
k=1
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koji je definisan kao mera totalne varijanse preko K klasa. Oc¢igledno je da Gini
index uzima male vrednosti ako su sve p,,, blizu nule ili jedinice. Stoga se Gini
indeks oznacava kao mera ,Cisto¢e” ¢vorova, gde mala vrednost oznacava da ¢vor

sadrZi pretezno observacije iz jedne klase.

2. Cross-entropy:

K
D=- Z PmklogPme  [5.13]
k=1

S obzirom da je 0 < pp < 1, sledi da je 0 < —p . logPmk- MoZe se pokazati da Ce
unakrsna entropija imati vrednost blisku nuli ako su p,,;, svi blizu nuli ili jedinici.
Stoga, kao i Gini indeks, unakrsna entropija ¢e imati malu vrednost ako je m-ti ¢vor

Cist.

Da bi se smanjila kompleksnost rezultujuc¢eg stabla i da bi se izbeglo preterano

prilagodavanje podataka, pribeZe se tzv. podrezivanju stabla (pruning).

Bilo koji od tri navedena pristupa moZe se Kkoristiti za podrezivanje stabla, ali
ukoliko je cilj tatnost predikcije finalnog podrezanog stabla, bolje je koristiti stopu
klasifikacione greSke. Da bismo odredili najbolji nacin za podrezivanje stabla,
moZemo izabrati podstablo koje vodi do najniZe test stope greske koju moZemo
proceniti koriS¢enjem unakrsne validacije. Medutim, procena gresSke unakrsnom
validacijom za svako moguce podstablo bila bi suviSe zahtevna, s obzirom da
postoji ekstremno veliki broj mogucih podstabala. Zato je potrebno pronaci nacin
da se odabere mali broj podstabala koji ¢e biti razmotren. Jedan od nacina je
podrezivanje poznato pod nazivom ,najslabija karika“, koji umesto da razmatra
svako moguce postablo, razmatra sekvencu stabala indeksiranih nenegativnim
parametrima a. Za svaku vrednost a postoji odgovarajuce podstablo T c T, (T, je
veoma veliko stablo). Parametar a kontroliSe kompromis izmedu kompleksnosti
podstabla i njegove aproksimacije obucavaju¢im podacima. Kada je a« = 0 tada ce
podstablo T biti jednako stablu T,. Sa porastom a, grane se podrezuju po

ugnjezdenom i predvidivom maniru. Vrednost a se moZe odabrati koris¢enjem
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validacionog skupa ili unakrsne validacije, nakon cega se iz celokupnog skupa

podataka dobija podstablo koje odgovara a.

Metode stabla odlucivanja koriste se u slucaju kada je veza izmedu prediktora i
odziva veoma kompleksna i nelinearna, te u tom slu¢aju ove metode mogu dati
bolje rezultate nego klasi¢ni pristup za regresiju i klasifikaciju. Takode, u nekim
sluc¢ajevima, predikcija koriS¢enjem stabla odlucivanja moze biti bolji izbor zbog

lakSe interpretacije ili vizuelizacije.

Da bi se sagradili mo¢niji predikcioni modeli na bazi stabla odlu€ivanja, koriste se
tehnike kao $to su Bagging i Random Forest. ,Bagging” ili ,bootstrap aggregation“
predstavlja proceduru koja uzimanjem ponavljaju¢ih uzoraka iz jednog
obucavaju¢eg skupa podataka (eng. bootstrap), generiSe B razli¢itih
»bootstrapped” obucavajucih skupova podataka, a zatim obucava metod na b-tom
bootstrapped obucavaju¢em skupu podataka i usrednjava sve predikcije. U slucaju
klasifikacije, prakti¢no to izgleda ovako: za dati skup observacija, beleze se klase
koje je svako od B stabala predvidelo, a zatim se kona¢na predikcija odreduje kao
klasa koja se najcesce javlja medu B predikcijama. Veoma je lako proceniti gresku
testiranja ovakvog modela, jer u proseku svako bagged stablo koristi oko dve
trecine observacija, tako da preostala jedna trecina nije koriS¢ena za aproksimaciju
datog stabla (ovo su tzv. ,out-of-bag“ - OOB observacije). Stoga se moZe napraviti
predikcija za i-tu observaciju koriS¢enjem svakog od stabala za koje je ta
observacija bila OOB observacija, pri ¢emu ¢e postojati B/3 predikcija za i-tu
observaciju. Da bi se dobila jedinstvena predikcija za i-tu observaciju, glasa se za

najverovatniju, pa se iz nje raCuna greska klasifikacije.

Sluc¢ajne Sume (eng. Random Forsets) kao i kod bagging procedure grade viSe
stabala odlucivanja na ,bootstrapped” obucavaju¢im uzorcima. Medutim, kada god
treba da se dogodi grananje na stablu, sluc¢ajni uzorak od m prediktora se bira kao
kandidat za podelu iz celokupnog skupa prediktora. Prilikom svakog grananja, novi
uzorak od m prediktora se bira tako da je broj prediktora koji se razmatra pri
svakom grananju pribliZzno jednak kvadratnom korenu ukupnog broja prediktora.

Slucajne Sume mogu se koristiti i za ocenu vaznosti atributa.

53



5.2.3 NAIVE BAYES KLASIFIKATOR

Koris¢enje Bajesovog klasifikatora je posebno prikladno kada je dimenzija p
prostora obelezja velika [83]. Bajesov klasifikator koristi informaciju o statistickoj
distribuciji vektora obeleZja u prostoru obleZja i dodeljuje svakom vektoru
najverovatniju klasu. Pretpostavimo da su obeleZja koja Zelimo da klasifikujemo
predstavljena sa N-dimenzionalnim vektorima obeleZja x, ¢ije su komponente
merenja koja opisuju prostor obelezja. Neka postoji M primera vektora obeleZja
Cije su klase poznate od kojih je sacinjen obucavajuci skup. Neka postoji C klasa
obeleZja w4, wy, ..., wc kojima obeleZje moZe biti dodeljeno. Tada mogu da se
defini$u a priori verovatnoce p(w;),p(w,), ..., p(w¢) kao poznate verovatnoce da
vektor obelezja pripada svakoj od klasa. Neka uslovna verovatnota p(wj|x)

predstavlja gustinu verovatnoce pripadanja klasi w; za zadatu pojavu vektora

obelezja x.

Sa svim navedenim pretpostavkama mozZe se definisati Bajesovo pravilo

odlucivanja kao pravilo koje dodeljuje x najverovatnijoj klasi na slede¢i nacin:
ako p(wj|x) > p(wil|x) za sve vrednosti k # j tada dodeli x klasi w;

Na osnovu Bajesove teorije odlucivanja:

p(*|w)p(w))

D [5.14]

p(wjlx) =
Bajesovo pravilo odlu¢ivanja moZe se napisati u obliku:
ako p(x|wj)p(wj) > p(x|w,)p(wy) za sve k # j tada dodeli x klasi w;

gde je p(x|wj) uslovna gustina verovatnoce koja se moze opisati kao verovatnoca
za pojavljivanje vektora x onda kada se zna da obeleZje pripada klasi w;. p(x)

nezavisno je od oznake klase i ne ulazi u pravilo odlucivanja.
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Naive Bayes klasifikator redukuje kompleksnost uzoraka koja je neophodna za
obucavanje Bajesovih klasifikatora uvodenjem pretpostavke uslovne nezavisnosti
koja dramati¢no umanjuje broj parametara koje treba proceniti pri modelovanju
p(x|w). Drugim re¢ima, Naive Bayes algoritam je Klasifikacioni algoritam baziran
na Bajesovom pravilu i skupu pretpostavki o uslovnoj nezavisnosti. Algoritam
pravi ,naivne“ pretpostavke da su svi atributi statisticki nezavisni i podjednako

vazni.

5.2.4 KAPPA STATISTIKA

Kapa statistika je mera koja poredi posmatranu tac¢nost sa ocekivanom
tacnoS¢u [84]. Kapa statistika se koristi kako za evaluaciju jednog klasifikatora
tako i za uporednu evaluaciju visSe Klasifikatora. RaCunanje posmatrane tacnosti i
ocekivane tacnosti je znacajno za razumevanje kapa statistike i najlakSe se opisuje

preko matrice konfuzije.

Pretpostavimo da imamo model koji je napravljen koriS¢enjem nadgledanog
masinskog ucenja na obeleZenim podacima (Kapa statistika se Cesto koristi kao
mera pouzdanosti izmedu dva coveka-ocenjivaca). Kolone neka odgovaraju
jednom ocenjiva¢u dok vrste odgovaraju drugom ocenjivacu. U nadgledanom
masinskom ucenju, jedan ocenjivac oslikava prave vrednosti svake instance koja se
klasifikuje (u medicini bi to bio rezultat testa koji se smatra zlatnim pravilom odn.
rezultat referentnog testa), koja je dobijena od obeleZenih podataka, a drugi
ocenjivac je klasifikator masSinskog ucenja koji se koristi da izvrsi klasifikaciju (u
principu nije vazno da li su kolone ili vrste rezultati referentnog testa/klasifikatora

kod rac¢unanja kapa statistike).

Posmatrana tacnost (OA od eng. Observed Accuracy) predstavlja broj instanci koje
su tacno Kklasifikovane kroz celu matricu konfuzije, odnosno broj instanci koje su
obeleZzene sa Zdravo referentnim testom, a zatim Kklasifikovane kao Zdrave

klasifikatorom maSinskog ucenja, ili obeleZene kao Bolesno referentnim testom, a
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zatim klasifikovane kao Bolesno klasifikatorom masinskog ucenja. Da bi se
izraCunala Posmatrana taCnost, treba da se saberu brojevi instanci za koje se
klasifikator i referentni test slazu i da se taj broj podeli sa ukupnim brojem

instanci.

Ocekivana tacnost (EA od eng. Expected Accuracy) se definiSe kao ta¢nost koju bi
trebalo da postigne bilo koji random klasifikator na osnovu matrice konfuzije.
Ocekivana tacnost je direktno povezana sa brojem instanci svake klase (zdravo i
bolesno) zajedno sa brojem instanci za koje se klasifikator sloZio sa referentnim
testom. Da bi se izraCunala ocekivana taCnost, prvo se pomnoZe marginalne
frekvencije za Zdravo za jednog ocenjivaca i marginalne frekvencije za Zdravo za

drugog ocenjivaca i zatim se taj broj podeli sa ukupnim brojem instanci.
Na osnovu ovih vrednosti, kapa se mozZe izracunati koris¢enjem sledece formule:
Kappa=(0OA-EA)/(1-EA)

Vrednosti kape se kre¢u u opsegu od 0 do 1, pri ¢emu je u idealnom slucaju kapa=1

za Klasifikator koji klasifikuje sve uzorke sa 100% tacnoscu.

5.2.5SVM

Metoda potpornih vektora (eng. Support Vector Machine - SVM) predstavlja
generalizaciju jednostavnog i intuitivnog klasifikatora koji se zove klasifikator
maksimalne margine [82]. Ukoliko podaci mogu idealno da se razdvoje
koriS¢enjem hiper-ravni, zapravo ¢e postojati beskonacan broj takvih ravni, jer se
takva razdvajajuca hiper-ravan moZe cesto pomeriti malo gore ili dole ili se moZe
rotirati tako da ne dode u kontakt sa bilo kojom od observacija. Stoga, mora
postojati opravdan nacin za odabir jedne od beskona¢no mnogo hiper-ravni koji ¢e
se koristiti za modelovanje klasifikatora. Prirodan izbor je hiper-ravan maksimalne
margine (optimalna razdvajajuc¢a hiper-ravan) koja predstavlja razdvajajucu hiper-

ravan najudaljeniju od observacija obucavajueg skupa. MoZe se izraCunati
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normalno rastojanje svake od observacija obucavajuceg skupa u odnosu na datu
hiper-ravan, pri ¢emu najmanje rastojanje predstavlja minimalno rastojanje
observacije od hiper-ravni i poznato je pod nazivom margina. Hiper-ravan
maksimalne margine je razdvajajuca hiper-ravan za koju je margina najveca,
odnosno predstavlja hiper-ravan koja ima najudaljenije minimalno rastojanje od
observacija obucavajuceg skupa. Tada se observacija iz test skupa moZe
klasifikovati na osnovu toga sa koje strane hiper-ravni maksimalne margine se
nalazi. Klasifikator koji radi na ovom principu naziva se klasifikator maksimalne

margine.

U slucajevima kada je potrebno izvrsiti klasifikaciju u dve klase izmedu kojih se
moZe povudi linearna granica odlucivanja prirodan izbor je klasifikator potpornih
vektora (Support Vector Classifier). Klasifikator potpornih vektora se joS naziva i
klasifikator meke margine (eng. Soft Margin Classifier) jer za razliku od
klasifikatora maksimalne margine (eng. Maximal margin classifier) koji trazi
najvecu mogucu marginu tako da je svaka observacija ne samo na pravoj strani
hiper-ravni nego i na pravoj strani margine, klasifikator meke margine dozvoljava
da se pojedine observacije nadu na pogresnoj strani margine ili ¢ak na pogresnoj
strani hiper-ravni koja razdvaja podatke. Klasifikator potpornih vektora klasifikuje
observacije iz test skupa u zavisnosti od toga na kojoj strani hiper-ravni leZe.
Hiper-ravan je izabrana tako da tacno razdvaja vecinu observacija iz obucavajuceg
skupa u dva skupa, ali moZe pogresno klasifikovati nekoliko observacija, odnosno

predstavlja reSenje optimizacionog problema:

maximize M
Bo,ﬁl.,...,ﬁp,fl,...,fn

P
tako da Z,sz =1
=1
J’i(ﬁo + B1xi1 + Boxip + -+ ﬁpxip) > M1 —¢g),

n
€ >0, Zeisc [5.15]
i=1
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gde je C nenegativni parametar greSke koji odreduje broj i stepen pogresno
klasifikovanih observacija koji ¢e biti tolerisani i u praksi se naj¢es¢e bira preko
kros-validacije. M je Sirina margine koju Zelimo da pove¢amo koliko god je moguce,
a €4, ..., €, su promenljive koje dozvoljavaju pojedinacnim observacijama da budu
na pogresnoj strani margine ili hiper-ravni. ReSavanjem gore navedenih jednacina,
test observacija x*, koja predstavlja p-vektor obelezja (xj, x3, ... x;), se Klasifikuje
tako Sto se odredi na kojoj strani hiper-ravni se nalazi, odnosno na osnovu znaka
f(x*) = Bo + B1x] + B2x3 + -+ + Byx,. Ispostavlja se da na klasifikator potpornih
vektora uticu samo observacije koje ili leZe na margini ili se nalaze sa pogresne
strane margine i kao takve uti¢u na hiper-ravan. Drugim re¢ima, observacije koje
leZe striktno na pravoj strani margine ne uticu na klasifikator potpornih vektora.
Observacije koje leze direktno na margini ili se nalaze sa pogresSne strane margine
u odnosu na njihovu klasu nazivaju se potporni vektori. Kada je parametar C veliki,
margina je Siroka, te se mnoge observacije nalaze sa pogreSne strane margine i ima

mnogo potpornih vektora, a klasifikator je pristrasniji, ali ima manju varijansu.

U slucaju kada postoji nelinearna veza izmedu prediktora i ishoda, klasifikator
potpornih vektora moze se koristiti za reSavanje problema Kklasifikacije ali pod
uslovom da se prostor obelezja poveca koris¢enjem kvadratnih, kubnih, pa c¢ak i
polinomijalnih funkcija viSeg reda. Tako ¢e, na primer, umesto da se klasifikator
potpornih  vektora aproksimira koriS¢enjem p obelezja X;, X5, .., X,
aproksimacija vrsiti kori$¢enjem 2p obelezja Xy, X7, X5, X5, ..., X, X;. Tada
jednacine [5.15] postaju:

maximize M
Bo,B11.B12+-+Bp1,Bp2:€1,-En

tako da y;(Bo + Xi_1 Bjr Xij + X5_1 B2 X)) = M(1 = €)), [5.16]
n p 2
Zei <C, =0, ZZﬁfk =1.
i=1 =1 k=l

U uveCanom prostoru obeleZja, granica odlucivanja koja proistice iz [5.16] je

zapravo linearna, ali u originalnom prostoru obelezja, granica odlucivanja je oblika
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q(x)=0, gde je q kvadratni polinom i njegova resenja su generalno nelinearna. Osim
polinoma viSeg stepena, moZe se Kkoristiti i neka druga funkcija prediktora, ali mora
se voditi ractuna o tome da se povecanjem prostora obeleZja povecava broj
obeleZja, pa proracuni mogu biti veoma zahtevni. Metod potpornih vektora
predstavlja generalizaciju klasifikatora potpornih vektora koja omogucava
uvecanje prostora obeleZja za reSavanje problema nelinearnih granica izmedu
klasa uz efikasno proracunavanje koriS¢enjem kernela. Drugim recima, kada je
klasifikator potpornih vektora kombinovan sa nelinearnim kernelom kao Sto je na

primer polinomijalni kernel reda d, gde je d pozitivan ceo broj veci od 1:
p
K(x;,x;) =1+ Z xijpxp)* [5.17]
j=1

rezultuju¢i klasifikator se naziva SVM. Za d=1 SVM se svodi na klasifikator
potpornih vektora. Pored polinomijalnog kernela viSeg stepena, koriste se i

radijalni kerneli oblika:

P
K(x;,x;1) = exp —VZ(xij — x;7;)* [5.18]
=1

gde je y pozitivna konstanta.

SVM je u principu binarni klasifikator, ali SVM moZe biti prilagoden i slu¢ajevima
kada imamo proizvoljan broj klasa ve¢i od dva. Dva najpopularnija pristupa u
slucaju veceg broja klasa su jedan protiv jednog i jedan protiv svih. Jedan protiv
jednog pristup pravi (’2() SVM gde svaki SVM poredi par klasa. Test observacije se
klasifikuju koriS¢enjem svakog od (12() klasifikatora i prati se koliko puta je test
observacija pridodata svakoj od K klasa. Konacno, test observacija se dodeljuje

klasi kojoj je najceSce dodeljivana tokom (g) klasifikacija.

Princip jedan protiv svih podrazumeva aproksimaciju K SVM, pri ¢emu se svaki put
poredi jedna od K klasa sa preostalih K-1 Kklasa. Ako sa B, Biks Bzks -+ Bpk

obeleZimo parametre koji proizilaze iz aproksimacije SVM koji poredi k-tu klasu sa
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preostalim klasama, a sa x* test observaciju, observacija ¢e biti dodeljena klasi za

koju je Box + P1xX1 + PakXz + - + PprXx, najvece.

5.2.6 ROC KRIVA

ROC analiza se koristi u klinickoj epidemiologiji za kvantifikovanje
dijagnostickih testova ili sistema, odnosno za odredivanje tacnosti sa kojom
dijagnosticki testovi mogu da razlikuju dva stanja pacijenta (bolestan/zdrav) [85].
ROC kriva se bazira na pojmu skale razdvajanja na kojoj rezultati za zdrave i
bolesne formiraju par distribucija koje se preklapaju (slika 5.4), pri ¢emu bi
potpuno odvojene distribucije ukazivale na idealni dijagnosticki test, dok bi

potpuno preklapanje ukazivalo da nema razdvajanja.

GUSTINA VEROVATNOCE
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Slika 5.4 Preklapajuce distribucije za bolesne (desna) i zdrave (leva) sa Cetiri

razli¢ite vrednosti praga odlucivanja [85]

Vrednost praga (granicna vrednost) predstavlja vrednost testa koja razdvaja
pozitivne i negativne rezultate. U zavisnosti od kriterijuma tj. vrednosti praga koji
vaze za postavljanje dijagnoze, odluka da li je rezultat pozitivan ili negativan ¢e
varirati. Posledi¢no, sa pooStravanjem kriterijuma, dolazi do smanjenja
senzitivnosti i povecanja specificnosti, dok primena blaZih kriterijuma dovodi do

povecanja senzitivnosti i smanjenja specificnosti. Cesto je teSko definisati samo
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jednu grani¢nu vrednost za donoSenje odluke da li je rezultat pozitivan ili
negativan, pa se tacnost dijagnostickog testa procenjuje za vise razli¢itih grani¢nih

vrednosti.

ROC kriva prikazuje odnos senzitivnosti i specificnosti, tako Sto je senzitivnost
prikazana na y-osi, a stopa lazno pozitivnih rezultata na x-osi. Test sa velikom
dijagnostickom tacnos¢u biée predstavljen krivom koja je bliza levom gornjem
uglu, dok ¢e test bez dijagnosticke tacnosti biti predstavljen linijom koja ide od

donjeg levog ugla ka gornjem desnom uglu (slika 5.5).

100%
SENZITIVNOST

100%

1-SPECIFICNOST

Slika 5.5 ROC kriva [86]

Za ocenu jednog dijagnostickog testa ali i za uporedivanje viSe dijagnostickih
testova moZe se Koristiti povrSina ispod ROC krive (AUC od eng. Area Under
Curve). Sa povecanjem tacnosti testa raste i povrSina ispod krive. Maksimalna
vrednost AUC=1 znaci da je dijagnosticki test idealan, Sto se deSava u slucaju kada
se distribucije rezultata testa ne preklapaju. Vrednost AUC=0 znaci da test netacno
klasifikuje sve bolesne pacijente kao negativne i sve sve zdrave pacijente kao
pozitivne. Minimalna vrednost povrSine ispod ROC Kkrive trebalo bi da bude 0.5

[85].
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6. PROTOKOL ISTRAZIVANJA

U periodu od 2011. godine do 2015. godine, eksperimenti za potrebe
doktorske disertacije i u okviru projekta 1141006 Ministarstva prosvete, nauke i
tehnoloskog razvoja su radeni u GinekoloSko akusSerskoj klinici ,Narodni Front" u
Beogradu i prikupljeno je ukupno 2293 uzoraka od 1057 pacijenata. Od ovog broja,
odreden broj uzoraka je odbacen (uzorci za koje naknadno iz nekog razloga nije
dobijen rezultat Papanikolau testa iskljueni su iz razmatranja, kao i uzorci
pacijenata za koje je nedostajao jedan od uzoraka iz kanala ili sa povrSine grli¢a
materice), pa je konacan broj razmatranih uzoraka OMIS metodom iznosio 2126
uzoraka prikupljenih od 851 pacijenta. Od ukupnog broja prikupljena su 1672

bojena uzorka i 454 nebojena uzorka (tabela 6.1).

Tabela 6.1 Prikaz broja uzoraka po Papanikolau grupama prikupljenih u periodu

od 2011. godine do 2015. godine

BOJENI Il PAP i1l PAP IV PAP V PAP
UZORCI GRUPA GRUPA GRUPA GRUPA
2011. godina 70 68 56 64
2012. godina 514 674 26 38
2013. godina 118 42 0 2
2014. godina 0 0 0 0
UKUPNO 702 784 82 104 1672
NEBOJENI Il PAP IHIPAP IV PAP V PAP
UZORCI GRUPA GRUPA GRUPA GRUPA
2011. godina 0 0 0 0
2012. godina 226 38 0 0
2013. godina 118 42 0 0
2014. godina 0 0 14 16
UKUPNO 344 80 14 16 454

Razmatrani su bojeni i nebojeni uzorci celija grlica materice. Bojeni uzorci
podrazumevali su predmetne ploCice sa razmazom Ccelija grlica materice koje su

fiksirane u 96% alkoholu najmanje 10 minuta i obojene po metodi Papanikolau
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hematoksilinom, metiloranZom i polihromom. Nebojeni uzorci nisu fiksirani niti su

bojeni.

Svaka plocica sa uzorkom ¢elija grli¢a materice (bojena i nebojena) je postavljana u
kuc¢iste OMIS uredaja i slikana 20 puta: 10 puta pod belom svetlo$¢u i 10 puta pod
belom svetlo$¢u pod Brusterovim uglom. Svih 454 nebojenih uzoraka snimljeno je
neposredno nakon pregleda pacijenta, u roku od 5 minuta. Napravljeno je ukupno
42.520 digitalnih slika koje su obradene u programskom paketu MATLAB
koriS¢enjem konvolucionog algoritma, a kao rezultat su dobijeni OMIS spektri.
Svaka digitalna slika je prvo kropovana, pri ¢emu je u prvoj fazi ispitivanja izdvajan
centralni deo slike, veli¢ine 1000 piksela x 1000 piksela, a zatim se pristupilo

digitalnoj obradi cele slike uzorka.

U nastavku je dat detaljan prikaz brojnog stanja uzoraka po fazama istraZivanja od

2011. godine do 2015. godine.

6.1 1 FAZA (2011. godina)

U prvoj fazi ispitivanja prikupljeni su Papanikolau razmazi retroaktivno, iz
2010. godine koji su obuhvatili uzorke iz sve Cetiri Papanikolau grupe. Razmatrana
su po dva brisa iz grlica materice svake pacijentkinje: jedan iz unutrasnjosti kanala
(U) i jedan sa spoljasnje povrSine kanala grlica materice (S). Iz svake od cetiri

grupe prikupljen je slede¢i broj uzoraka:
II Papanikolau grupa: 35 pacijenata=70 Papanikolau razmaza (70 plocica)
[II Papanikolau grupa: 34 pacijenta=68 Papanikolau razmaza (68 plocica)

IV Papanikolau grupa: 35 pacijenata, od kojih je 7 imalo samo jedan uzorak (odn.

jednu plocicu)=63 Papanikolau razmaza (63 plocice)

V Papanikolau grupa: 35 pacijenata, od kojih je 3 imalo samo jedan uzorak (odn.

jednu plocicu)=67 Papanikolau razmaza (67 plocica)
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Ukupno je prikupljeno: 268 bojenih uzoraka od 139 pacijenata. Od ukupnog broja
prikupljenih uzoraka, odbaceni su uzorci onih pacijenata za koje je falio po jedan
uzorak, pa je ukupno razmatrano 129 pacijenata (35 II Pap, 34 III Pap, 28 IV Pap,
32 V Pap), odnosno 258 uzoraka (70 II Pap, 68 III Pap, 56 IV Pap, 64 V Pap).

6.2 I FAZA (2012. godina)

U drugoj fazi pocelo je prikupljanje nebojenih uzoraka, kako bi se rezutati
dobijeni za bojene uporedili sa rezultatima dobijenim za nebojene uzorke i kako bi
se ustanovila moguénost koris¢enja nebojenih uzoraka u dijagnostici pomoc¢u OMIS
metode. Svi nebojeni uzorci su obeleZeni sa S ili U u zavisnosti od toga da li sadrze
razmaz Celija iz kanala grlica materice (U) ili ¢elije sa spoljaSnje povrSine grlica
materice (S). Nebojeni uzorci nisu fiksirani i razmatrani su odmah nakon uzimanja
brisa. Deo bojenih razmaza nije obeleZen sa U/S, jer se ne raspolaze informacijom

0 mestu uzimanja brisa. Takvi uzorci su obeleZeni sa 1 ili 2.

I. BOJENI UZORCI

Ia BOJENI UZORCI ZA KOJE SE NE ZNA DA LI SU PRIKUPLJENI IZ KANALA GRLICA ILI
SA SPOLJASNJE POVRSINE (neobeleZeni uzorci, oznake plocica su 1i2):

II Papanikolau grupa: 214 pacijenta, 10 pacijenata je imalo samo jedan uzorak

(odn. jednu ploc€icu)=418 Papanikolau razmaza (418 plocica)

III Papanikolau grupa: 335 pacijenta, 7 pacijenata je imalo samo jedan uzorak (odn.

jednu plocicu)=663 Papanikolau razmaza (663 plocica)

IV Papanikolau grupa: 15 pacijenata, 2 pacijenta su imala samo jedan uzorak (odn.

jednu plocicu)=28 Papanikolau razmaza (28 plocica)

V Papanikolau grupa: 20 pacijenata, 1 pacijent je imao samo jedan uzorak (odn.

jednu plocicu)=39 Papanikolau razmaza (39 plocica)
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Ib BOJENI UZORCI ZA KOJE SE ZNA DA LI SU PRIKUPLJENI IZ KANALA GRLICA ILI SA
SPOLJASNJE POVRSINE (obeleZeni uzorci, oznake plocica su UiS):

II Papanikolau grupa: 55 pacijenata, 2 pacijenta su imala samo jedan uzorak (odn.

jednu plocicu)=108 Papanikolau razmaza (108 plocica)

[II Papanikolau grupa: 10 pacijenata, 1 pacijent je imao samo jedan uzorak (odn.

jednu plocicu)=19 Papanikolau razmaza (19 plocica)
IV Papanikolau grupa: 0 pacijenata
V Papanikolau grupa: 0 pacijenata

Ukupno je prikupljeno: 1275 bojenih uzoraka od 649 pacijenata. Od ukupnog broja
prikupljenih uzoraka, odbaceni su uzorci onih pacijenata za koje je nedostajao po
jedan uzorak, pa je ukupno razmatrano 626 pacijenata (257 II Pap (204
pacijenata ¢iji uzorci nisu obeleZeni sa U/S + 53 pacijenta ciji uzorci jesu obeleZeni
sa U/S), 337 III Pap (328 pacijenata ciji uzorci nisu obeleZeni sa U/S + 9 pacijenata
Ciji uzorci jesu obeleZeni sa U/S), 13 IV Pap (13 pacijenata ciji uzorci nisu obeleZeni
sa U/S + 0 pacijenata ¢iji uzorci jesu obelezeni sa U/S), 19 V Pap (19 pacijenata c¢iji
uzorci nisu obeleZeni sa U/S + 0 pacijenata ¢iji uzorci jesu obelezeni sa U/S)),
odnosno 1252 uzoraka (514 Il Pap (408 obeleZenih + 106 neobelezZenih), 674 111
Pap (656 obelezenih + 18 neobelezenih), 26 IV Pap (26 obelezenih + 0
neobeleZenih), 38 V Pap (38 obelezZenih + 0 neobeleZenih)).

II. NEBOJENI UZORCI

0d ukupnog broja nebojenih uzoraka, oduzeti su oni uzorci za koje nisu postojali
odgovarajuci bojeni uzorci (nisu svi prikupljeni ili su ponovljeni, pa ih nismo

dobili).

Bojeni uzorci su prikupljani od pacijentkinja koje su doSle na pregled u GAK
,Narodni Front“. Uzimana su 4 brisa: dva za standardnu Papanikolau proceduru
testiranja koja podrazumeva fiksiranje celija i zatim bojenje i dva koja se nece niti
fiksirati niti bojiti. Prvo su uzeti brisevi za standardni Papanikolau test, a zatim za

ispitivanje OMISom (nebojeni uzorci).
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Prvobitno su na istu ploCicu nanoSeni bris iz kanala grliéa materice i bris sa
povrsine grli¢a materice, pa su ti uzorci iskljuceni iz razmatranja (bilo je ukupno
48 ovakvih slucajeva). Zatim je usledilo prikupljanje uzoraka koji se nisu bojili ni
fiksirali na dve zasebne ploCice, kako bi se mogli uporediti sa njihovim

odgovaraju¢im obojenim parovima.

Ila NEBOJENI UZORCI ZA KOJE SE NE ZNA DA LI SU PRIKUPLJENI IZ KANALA
GRLICA ILI SA SPOLJASNJE POVRSINE (neoboeleZeni uzorci, oznake plocica su 1i2):

II Papanikolau grupa: 65 pacijenata, 5 pacijenata je imalo samo jedan uzorak (odn.

jednu plocicu)=125 Papanikolau razmaza (125 plocica)

[II Papanikolau grupa: 11 pacijenata=22 Papanikolau razmaza (22 plocica)
IV Papanikolau grupa: 0 pacijenata

V Papanikolau grupa: 0 pacijenata

IIb NEBOJENI UZORCI ZA KOJE SE ZNA DA LI SU PRIKUPLJENI IZ KANALA GRLICA
ILI SA SPOLIASN]E POVRSINE (obeleZeni uzorci, oznake plodica su Ui S):

II Papanikolau grupa: 55 pacijenata, 2 pacijenta su imala samo jedan uzorak (odn.

jednu plocicu)=108 Papanikolau razmaza (108 plocica)

[II Papanikolau grupa: 9 pacijenata, 1 pacijent je imao samo jedan uzorak (odn.

jednu plocicu)=17 Papanikolau razmaza (17 plocica)
IV Papanikolau grupa: 0 pacijenata
V Papanikolau grupa: 0 pacijenata

Ukupno je prikupljeno 428 nebojenih plocica sa uzorcima od 188 pacijenata,
medutim iskljucene su plocice koje su sadrzale dva brisa (48) i pacijenti za koje
nismo naknadno dobili obojene uzorke, pa je taj broj sveden na: 280 nebojenih
plocica (uzoraka) od 140 pacijenata. Od ovog broja prikupljenih uzoraka, odbaceni
su uzorci onih pacijenata za koje je nedostajao po jedan uzorak, pa je ukupno

razmatrano 132 pacijenata (113 II Pap (60 pacijenata ¢iji uzorci nisu obeleZeni sa
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U/S + 53 pacijenta ¢iji uzorci jesu obeleZeni sa U/S), 19 III Pap (11 pacijenata ciji
uzorci nisu obelezeni sa U/S + 8 pacijenata ciji uzorci jesu obelezeni sa U/S), 0 IV
Pap, 0 V Pap, odnosno 264 uzoraka (226 II Pap (120 obeleZenih + 106
neobeleZenih), 38 11l Pap (22 obeleZenih + 16 neobeleZenih), 0 IV Pap, 0 V Pap.

6.3 111 FAZA (2013. godina)

U trecoj fazi prikupljeni su dodatni uzorci iz II i III Papanikolau grupe.
Poreklo c¢elija (kanal grlica materice/povrsina grlica) je poznato kod svih
nebojenih uzoraka, dok to nije slucaj kod bojenih uzoraka. Za svakog pacijenta
postoje 4 plocCice sa uzorcima cCelija iz grlica materice, 2 uzorka su bojena a dva
nebojena. Samo za jednog pacijenta kojem je dijagnostikovana V Papanikolau

grupa, ne postoje nebojeni uzorci.

Ia BOJENI UZORCI ZA KOJE SE NE ZNA DA LI SU PRIKUPLJENI 1Z KANALA GRLICA ILI
SA SPOLJASN]E POVRSINE (neoboeleZeni uzorci, oznake plodica su 1i2):

II Papanikolau grupa: 59 pacijenata=118 Papanikolau razmaza (118 plocica)
[II Papanikolau grupa: 21 pacijent=42 Papanikolau razmaza (42 plocica)

IV Papanikolau grupa: 0 pacijenata

V Papanikolau grupa: 1 pacijent=2 Papanikolau razmaza (2 plocica)

Ib NEBOJENI UZORCI ZA KOJE SE ZNA DA LI SU PRIKUPLJENI IZ KANALA GRLICA ILI
SA SPOLJASN]JE POVRSINE (obeleZeni uzorci, oznake ploéica su Ui S):

II Papanikolau grupa: 59 pacijenata=118 Papanikolau razmaza (118 plocica)
III Papanikolau grupa: 21 pacijent=42 Papanikolau razmaza (42 plocica)
IV Papanikolau grupa: 0 pacijenata

V Papanikolau grupa: 0 pacijenata
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Ukupno je prikupljeno 162 bojenih uzoraka i 160 nebojenih uzoraka od 81
pacijenta. Od tog broja oduzeti su uzorci pacijenata koji nisu imali obe plocice, pa je
konacan broj razmatranih bio 81 pacijent (59 II Pap, 21 III Pap, 0 IV Pap, 1 V Pap),
odnosno 322 uzoraka (236 Il Pap (118 obeleZenih + 118 neobeleZenih), 84 III Pap
(42 obelezenih + 42 neobelezenih), 0 IV Pap, 2 V Pap).

6.4 IV FAZA (2014. godina)

U Cetvrtoj fazi prikupljeni su nebojeni uzorci pacijenata koji imaju

dijagnostikovanu IV i V Papanikolau grupu.

Ia NEBOJENI UZORCI ZA KOJE SE ZNA DA LI SU PRIKUPLJENI IZ KANALA GRLICA ILI
SA SPOLJASNJE POVRSINE (obelezeni uzorci, oznake plodica su Ui S):

II Papanikolau grupa: 0 pacijenata
[II Papanikolau grupa: 0 pacijenata
IV Papanikolau grupa: 7 pacijenata=14 Papanikolau razmaza (14 plocica)
V Papanikolau grupa: 8 pacijenata=16 Papanikolau razmaza (16 plocica)

Ukupno, razmatrano je 30 nebojenih uzoraka (0 II Pap, 0 III Pap, 14 IV Pap, 16 V
Pap) od 15 pacijenata (0 II Pap, 0 I1I Pap, 7 IV Pap, 8 V Pap).

68



7. REZULTATI

Rezultati dobijeni eksperimentalnim merenjima prikazani su u nastavku
teksta pomocu slika, tabela i dijagrama. Optomagnetni spektri uzoraka grlica
materice prikazani su za ispitivane bojene i nebojene uzorke zasebno, kao i
uporedno i objedinjeni su na osnovu Papanikolau grupe kojoj uzorci pripadaju i na
osnovu mesta sa kog su ¢elije prikupljene (kanal grlica materice/povrsina grli¢a).
Takode, napravljena je razlika izmedu dela digitalne slike uzorka koji je razmatran,
te su stoga prvo prikazani rezultati obrade digitalnih slika uzoraka iz kojih je iz
centra kropovan deo veliCine 1000 pix x 1000 pix, a zatim i rezultati obrade
digitalnih slika uzoraka iz kojih je kropovana regija koja obuhvata ceo uzorak

snimljen OMIS uredajem.

Uradena je Klasifikacija OMIS spektara uzoraka, pri cemu su koriS¢ene razlicite
metode masinskog ucenja kako bi se utvrdio model Klasifikacije koji sa
zadovoljavaju¢om tacnos¢u razvrstava uzorke cCelija grlica materice na osnovu
njihovih OMIS spektara. Rezultati klasifikacije prikazani su graficki i dati uporedno
za sve testirane metode: Naive Bayes, Decision Trees, Random Forest, SVM i to u
vidu procenata postignute senzitivnosti, specificnosti i taCnosti modela. Za
medusobno poredenje testiranih modela binarne klasifikacije koris¢ena je ROC

kriva posebno za bojene i nebojene uzorke grlica materice.

7.1 REZULTATI ISPITIVANJA UZORAKA OMIS METODOM

7.1.1 BOJENI UZORCI CELIJA GRLICA MATERICE

Na osnovu karakteristi¢nih pikova i razlike talasnih duzina na kojima se oni
nalaze u okviru OMIS spektara dobijenih za bojene uzorke celija grlica materice,
izvrSena je analiza OMIS spektara uzoraka u odnosu na rezultate dobijene
konvencionalnom Papanikolau metodom koja je koriS¢ena kao referentna metoda

[87].
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Kao Sto je napomenuto, svakom pacijentu pripadaju dve plocice sa uzorcima ¢elija
grli¢a materice: jedna koja sadrzi uzorak Celija grlica materice uzet iz kanala grli¢a
materice i drugi koji sadrzi Celije grlica materice uzete sa povrSine kanala grli¢a
materice. Prilikom izvodenja Papanikolau testa u Kklinici, na plo¢icama ne stoji
oznaka koji je uzorak od dva navedena na toj plocici, tako da je podatak o tome
izostao u prvoj fazi ispitivanja i ploCice su obeleZene sa 1 i 2, time oznacavajuci
samo dva razlicita uzorka istog pacijenta. Na slikama 7.1, 7.2, 7.3, 7.4 su prikazani
OMIS spektri dobijeni za uzorke-karakteristicne predstavnike sve Ccetiri
Papanikolau grupe. Za generisanje OMIS spektara koriS¢en je konvolucioni

algoritam razvijen u programskom paketu MATLAB® 2013.
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Slika 7.1 OMIS spektri dobijeni za bojene uzorke iz Il Papanikolau grupe oznake
10480_1 (levo) i 10480_2 (desno).
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Slika 7.2 OMIS spektri dobijeni za bojene uzorke iz 11l Papanikolau grupe oznake
104381 (levo) i 10438_2 (desno).
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RmBWmPaverage IV_obojena_10255_2
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Slika 7.3 OMIS spektri dobijeni za bojene uzorke iz IV Papanikolau grupe oznake

10255_1 (levo) i 10255_2 (desno).
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Slika 7.4 OMIS spektri dobijeni za bojene uzorke iz V Papanikolau grupe oznake
7775_1 (levo) i 7775_2 (desno).
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7.1.2 REZULTATI UPOREDNOG ISPITIVANJA BOJENIH I NEBOJENIH UZORAKA
CELIJA GRLICA MATERICE OMIS METODOM

U drugoj fazi ispitivanja, razmatrane su po 4 plocice sa uzorcima celija grlica
materice svake pacijentkinje: dve nebojene i dve odgovarajuce bojene. U ovoj fazi
razmatrano je ukupno: 162 bojena uzorka i 160 nebojenih uzoraka ¢elija grli¢a
materice prikupljenih od 81 pacijentkinje. Pod nebojenom plo¢icom sa uzorkom
podrazumevamo mikroskopsku plocicu na koju je nanesen bris iz grlica materice,
koji nije fiksiran u alkoholu niti bojen po Papanikolau standardu. Svakoj
pacijentkinji odgovaraju po dve nebojene ploCice: na jednu je nanesen bris iz
cervikalnog kanala, a na drugu bris koji je uzet sa povrSine grlica materice.
Nebojene ploCice sa razmazima su odmah nakon ginekoloSkog pregleda
pacijentkinja, prenoSene u laboratoriju i u vremenskom periodu od maksimum 5
minuta su podvrgnute ispitivanju Optomagnetnom spektroskopijom. Bojene
ploCice sa odgovaraju¢im razmazima celija grica materice, kao i rezultati
Papanikolau testa, naknadno su dobijeni, s obzirom da je za postupak bojenja

potrebno oko sat vremena, a za rezultate nekoliko dana.

Oznaka 1/2 u naslovu dijagrama oznacava da je u pitanju prva od dve bojene
ploCice koje odgovaraju jednoj pacijentkinji. Prilikom ispitivanja samo bojenih
plocica (u prvoj fazi kada nisu razmatrane nebojene plocice), nije bilo poznato koja
od dve bojene ploCice odgovara brisu uzetom iz cervikalnog kanala, a koja
odgovara brisu uzetom sa same povrsine grli¢a materice, jer postupak dijagnostike
koju sprovodi bolnica nije ukljuc¢ivao obeleZavanje odgovarajucih plocica. U drugoj
fazi, uvedeno je oznacavanje plocCica prilikom uzimanja brisa, pri ¢emu se slovo S
pored oznake plocice odnosi na bris koji je uzet sa spoljaSnje povrSine grli¢a
materice, a slovo U se odnosi na bris koji je uzet iz cervikalnog kanala. Deo bojenih
i nebojenih razmaza nije obeleZen sa U/S, jer se ne raspolaze informacijom o mestu

uzimanja brisa. Takvi uzorci su obeleZeni sa 1 ili 2.

Analizirajuci intenzitete pikova koji se javljaju na odredenim talasnim duZinama, a

na osnovu rezultata dobijenih Papanikolau testom, uoceno je da postoji doslednost
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OMIS metode u razdvajanju uzoraka u cetiri Papanikolau grupe. Intenzitet

maksimalnih pikova opada idu¢i od grupe uzoraka iz II grupe koja predstavlja

normalan nalaz, do uzoraka iz V grupe koji predstavlja invazivni karcinom, gde su

maksimumi najmanjeg intenziteta (slike 7.1-7.4)

Analizom podataka dobijenih primenom Optomagnetne spektroskopije na bojene i

njima odgovaraju¢e nebojene uzorke, primeéeno je da isti trend postoji i kod

nebojenih plocica. Intenzitet glavnog (najveceg) maksimalnog pika najveci je kod

predstavnika Il grupe i opada iduci ka V grupi (tabele 7.5-7.14).

Na slikama koje slede su predstavljeni rezultantni dijagrami dobijeni primenom

Optomagnetne spektroskopije na ispitivanje bojenih i nebojenih plocica iz II i III

PAP grupe.
[R-B]&[W-P]
NEOBOJENA 50-11°S
80
60
E 40 ———O0BOJENA 50-11 5
(%2}
2 20 - DRUGA GRUPA
z
o O '
= 100 \ 7 7 120 140 —_— -
= 50 / NEOBOJENA 50-11 U
<
g [
z _40 V
0 ——OBOJENA 50-11 U
-80 DRUGA GRUPA

WAVELENGTH DIFFERENCE [nm]

Slika 7.5 OMIS spektri predstavnika Il grupe (oznaka plocice 50-11): prikazani su

spektri dobijeni obradom digitalnih slika bojenih i nebojenih plocica sa razmazom

brisa cervikalnih Celija jedne pacijentkinje
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Slika 7.6 OMIS spektri predstavnika IlI grupe (oznaka plocice 22321): prikazani su

spektri dobijeni obradom digitalnih slika bojenih i nebojenih ploCica sa razmazom

brisa cervikalnih Celija jedne pacijentkinje
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Slika 7.7 OMIS spektri nebojenih uzoraka cervikalnih Celija pet pacijentkinja iz Il

grupe; uzorci su uzeti sa povrsine grlica materice (S)
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Primecuje se da su OMIS spektri nebojenih uzoraka dosledniji u odnosu na spektre
bojenih uzoraka koji poticu od iste pacijentkinje, odnosno da se karakteristi¢ni
pikovi u OMIS spektru javljaju na istim talasnim duZinama i da su bliskih

intenziteta (tabele 7.1-7.4).

Tabela 7.1 Karakteristi¢ni pikovi, razlike talasne duZine na kojima se javljaju i
njihovi intenziteti za 5 nebojenih plocica sa razmazima uzetih sa povrsine grli¢a
materice (S) iz II PA grupe (5 pacijentkinja) (WLD-wavelength difference, I-

intensity)

I1 PA I MAKSIMUM [ MINIMUM I MAKSIMUM II MINIMUM

S
OZNAKA WLD I WLD I WLD I WLD I

PLOCICE (nm) (nm) (nm) (nm)

1027 106,51 | 58,85 | 109,96 | -41,03 | 123,34 | 13,95 125,73 | -17,15

16088 | 106,13 | 64,38 | 109,58 | -36,80 | 123,34 | 26,50 125,73 | -19,20

50-11 106,32 | 66,23 | 109,96 | -49,66 | 124,16 | 9,41 125,73 | -12,82

20058 | 106,71 | 56,93 | 109,96 | -40,46 | 122,97 | 15,78 125,73 | -18,25

4378 106,51 | 62,00 | 109,77 | -47,99 | 124,16 | 19,33 125,73 | -18,62
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Slika 7.8 OMIS spektri nebojenih uzoraka cervikalnih Celija pet pacijentkinja iz I1

grupe; uzorci su uzeti iz cervikalnog kanala (U)
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Tabela 7.2 Karakteristicni pikovi, razlike talasnih duzina na kojima se javljaju i
njihovi intenziteti za 5 nebojenih ploCica sa razmazima uzetih iz cervikalnog kanala

(U) iz I PA grupe (5 pacijentkinja) (WLD-wavelength difference, I-intensity)

IT PA I MAKSIMUM [ MINIMUM I MAKSIMUM II MINIMUM

U
OZNAKA WLD [ WLD [ WLD I WLD I

1027 107,28 | 63,16 | 110,54 | -42,79 | 123,83 | 10,99 | 125,5 |-7,17

16088 107,09 | 61,56 | 110,74 | -51,47 | 122,97 | 24,73 | 125,26 | -21,07

50-11 106,51 | 65,65 | 109,77 | -48,11 | 124,16 | 18,08 | 126,11 | -18,79

20058 1069 |54,51 [110,16 | -42,95 | 123,34 | 11,63 | 125,73 | -17,56

4378 106,51 | 66,48 | 109,96 | -47,25 | 122,97 | 20,21 | 125,50 | -20,14
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Slika 7.9 OMIS spektri bojenih uzoraka cervikalnih Celija pet pacijentkinja iz 11

grupe; uzorci su uzeti sa povrsine grlica materice (S)
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Slika 7.10 OMIS spektri bojenih uzoraka cervikalnih Celija pet pacijentkinja iz 11

grupe; uzorci su uzeti iz cervikalnog kanala (U)
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Slika 7.11 OMIS spektri nebojenih uzoraka cervikalnih Celija pet pacijentkinja iz 11

grupe; uzorci su uzeti sa povrsine grlica materice (S)
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Tabela 7.3 Karakteristicni pikovi, razlika talasnih duzina na kojima se javljaju i
njihovi intenziteti za 5 nebojenih ploCica sa razmazima uzetim sa povrsine grlica
materice (S) iz III PA grupe (5 pacijentkinja) (WLD-wavelength difference, I-

intensity)

IITPAS I MAKSIMUM [ MINIMUM I MAKSIMUM II MINIMUM

OZNAKA | WLD I WLD I WLD I WLD I
PLOCICE | (nm) (nm) (nm) (nm)

3437 107,28 | 54,38 | 111,50 | -36,18 | 122,76 | 7,31 124,71 | -8,12

5402 106,71 | 43,09 | 110,54 | -34,20 | 122,97 | 9,76 125,73 | -10,11

22321 106,71 | 55,59 |110,93 | -39,13 | 122,97 | 6,67 126,56 | -7,23

6454 106,51 | 49,91 |[110,35|-44,91 | 124,44 | 17,31 | 126,56 | -9,28

17498 106,32 | 69,90 | 109,77 | -39,41 | 12297 | 31,44 | 125,26 | -24,97
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Slika 7.12 OMIS spektri nebojenih uzoraka cervikalnih Celija pet pacijentkinja iz 11

grupe; uzorci su uzeti iz cervikalnog kanala (U)

78



Tabela 7.4 Karakteristicni pikovi, razlika talasnih duzina na kojima se javljaju i
njihovi intenziteti za 5 nebojenih ploCica sa razmazima uzetim iz cervikalnog
kanala (U) iz III PA grupe (5 pacijentkinja) (WLD-wavelength difference, I-

intensity)

[ITPAU | I MAKSIMUM [ MINIMUM I MAKSIMUM II MINIMUM

OZNAKA | WLD I WLD I WLD I WLD I
PLOCICE | (nm) (nm) (nm) (nm)

3437 107,28 | 53,34 | 111,86 | -35,48 | 122,25 | 14,59 | 124,98 | -15,36

5402 107,28 | 39,96 [110,93 | -30,36 | 121,74 | 14,27 | 124,16 | -15,88

22321 106,51 | 48,06 | 111,31 | -33,40 | 123,34 | 8,21 126,32 | -9,07

6454 106,32 | 56,28 | 110,16 | -43,19 | 122,97 | 6,29 125,73 | -11,31

17498 106,90 | 47,32 | 111,69 | -26,41 | 121,99 | 4,71 124,44 | -9,38
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Slika 7.13 OMIS spektri bojenih uzoraka cervikalnih Celija pet pacijentkinja iz 11

grupe; uzorci su uzeti sa povrsine grlica materice (S)
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Slika 7.14 OMIS spektri bojenih uzoraka cervikalnih Celija pet pacijentkinja iz 111

grupe; uzorci su uzeti iz cervikalnog kanala (U)

U trecoj fazi ispitivanja koja je izvedena tokom 2013. godine, prikupljeni su
dodatni uzorci iz II i III Papanikolau grupe, kako bojeni tako i nebojeni, dok je
Cetvrta faza, izvedena 2014. godine, imala za cilj da obezbedi Sto veéi broj uzoraka

iz IV iV Papanikolau grupe, koje su najmanje zastupljene u ovom istrazivanju.

Nakon S$to su svi prikupljeni podaci dobijeni Optomagnetnom imidZing
spektroskopijom objedinjeni i razvrstani po grupama na osnovu referentnog
Papanikolau testa, pronadena je srednja vrednost svih merenja po grupama, po
kategorijama: bojeni/nebojeni uzorci, kao i po kategorijama: unutraSnjost
kanala/spoljasnja povrSina grlica materice. Rezultantni OMIS spektri prikazani su

na slikama 7.15-7.18.
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Slika 7.15 Srednje vrednosti OMIS spektara nebojenih uzoraka koji pripadaju 11, 111 i

V Papanikolau grupi za koje se ne zna da li su iz kanala grli¢a ili sa povrsine (oznaka

12). Nije prikazan rezultat za uzorke iz IV Papanikolau grupe, jer nije postojao

nijedan nebojeni uzorak sa oznakom 12 iz IV Papanikolau grupe
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Slika 7.16 Srednje vrednosti OMIS spektara nebojenih uzoraka koji pripadaju 11, 111,

IV iV Papanikolau grupi za koje se zna da li su iz kanala grlica ili sa povrsine

(oznaka US)
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Slika 7.17 Srednje vrednosti OMIS spektara bojenih uzoraka koji pripadaju 11, 111, IV i

V Papanikolau grupi za koje se ne zna da li su iz kanala grlica ili sa povrsine (oznaka

12)
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Slika 7.18 Srednje vrednosti OMIS spektara bojenih uzoraka koji pripadaju 11 i 111

Papanikolau grupi za koje se zna da li su iz kanala grli¢a ili sa povrsine (oznaka US).

Nije prikazan rezultat za uzorke iz IV i V Papanikolau grupe, jer nije postojao nijedan

bojeni uzorak sa oznakom 12 iz navedenih Papanikolau grupa
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7.1.3 POREDENJE BOJENIH I NEBOJENIH UZORAKA CELIJA GRLICA MATERICE
OBRADOM CELOKUPNE REGIJE OD INTERESA

Nakon $to su Optomagnetnom imidZing spektroskopijom razmotreni bojeni
i nebojeni uzorci Celija grlica materice tako $to je iz digitalne slike uzorka izvucena
regija velicine 1000 piksela x 1000 piksela iz centralnog dela slike, prislo se analizi
celokupne regije uzorka (slika 7.19), pri ¢emu celokupna regija podrazumeva sliku
uzorka kruznog oblika koja je izvucena iz originalne slike (,kruzno kropovanje).
KruZno kropovanje se vrsi automatski u algoritmu za odredivanje stanja epitelnog

tkiva.

b) Kropovana regija 1000 piksela x 1000
piksela iz centra originalne slike

a) Originalna slika 4000 piksela x 3000 piksela ¢) Kropovana celokupna regija od interesa

Slika 7.19 Prikaz razlic¢itih delova iz originalne slike uzorka (a) koji su razmatrani:

kvadratni krop iz centra slike (b) i kruzni krop (c)

Za te potrebe razvijen je algoritam koji automatski obraduje svih 2126 uzoraka i
formira jednu Excel tabelu u koju upisuje sve relevantne podatke, kao i oznaku

pacijenta, oznaku uzorka i Papanikolau grupu kojoj uzorak pripada.

Rezultati obrade kruznog kropa iz slike uzorka koji obuhvata celu povrSinu
prikupljenog uzorka prikazani su na slede¢im slikama i obuhvataju uporedne
usrednjene OMIS spektre za II, III, IV i V grupu. Na dijagramima su, kao i u slucaju
prethodno prikazanih OMIS rezultata za kvadratni krop dimenzija 1000 piksela x
1000 piksela, odvojeno prikazani slucajevi za koje znamo da li je uzorak iz kanala
ili sa povrsSine grli¢a materice (US) koji su namenski prikupljani za potrebe ovog

istrazivanja i slucajevi za koje ne znamo koji je bris uzet iz kanala, a koji sa
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povrsine grli¢a (uzorci obeleZeni sa 12) Sto predstavlja standardni postupak pri
uzimanju uzoraka u Kklinickoj praksi. Bilo je znacajno utvrditi da li na rezultate
utiCe Cinjenica da je od jedne pacijentkinje prikupljeno Cetiri brisa, pri ¢emu su
prvo prikupljeni brisevi za potrebe Papanikolau testa, a zatim brisevi za potrebe
istrazivanja. Mogu¢i problemi se u ovom slucaju mogu javiti u vidu
nezadovoljavaju¢eg uzorka u smislu nedovoljnog broja ¢elija. Medutim, kao Sto se

da videti sa slika koje slede (slike 7.20-7.23), to ovde nije bio slucaj.

ILIII TV PA NEOBOJENE_12 KRUZNI KROP SRVR
15

10

RELATIVE INTENSITY

-10

WAVELENGTH DIFFERENCE [nm]

Slika 7.20 Usrednjeni OMIS spektri nebojenih uzoraka koji pripadaju I, I11i V
Papanikolau grupi za koje se ne zna da li su iz kanala grli¢a ili sa povrsine (oznaka
12). Nije prikazan rezultat za uzorke iz IV Papanikolau grupe, jer nije postojao

nijedan nebojeni uzorak sa oznakom 12 iz IV Papanikolau grupe
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Slika 7.21 Usrednjeni OMIS spektri nebojenih uzoraka koji pripadaju I, 111, IV i V

Papanikolau grupi za koje se zna da li su iz kanala grliéa ili sa povrsine (oznaka US)
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Slika 7.22 Usrednjeni OMIS spektri bojenih uzoraka koji pripadaju 11, I1I, IVi V

Papanikolau grupi za koje se ne zna da li su iz kanala grlica ili sa povrsine (oznaka

12)
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Slika 7.23 Usrednjeni OMIS spektri bojenih uzoraka koji pripadaju 11 i 111
Papanikolau grupi za koje se zna da li su iz kanala grli¢a ili sa povrsine (oznaka US).
Nije prikazan rezultat za uzorke iz IV i V Papanikolau grupe, jer nije postojao nijedan

bojeni uzorak sa oznakom 12 iz navedenih Papanikolau grupa

7.2 KLASIFIKACIJA OMIS PODATAKA

Uzorci Celija grlica materice prikupljeni u periodu od 4 godine, podvrgnuti
su ispitivanju Optomagnetnom imidZing spektroskopijom, a zatim se, nakon
objedinjenja svih prikupljenih OMIS podataka pristupilo testiranju razli¢itih
modela za Klasifikaciju rezultata dobijenih OMIS metodom u cilju najboljeg

razdvajanja normalnih od uzoraka Celija grli¢a materice koji sadrZe abnormalnosti.

Preliminarna analiza i ispitivanje optomagnetnih spektara uzoraka celija grli¢a
materice u cilju njihove klasifikacije, koja je izvrSena na pocetku ovih istrazivanja,
ukljuCila je razmatranje kako nebojenih tako i bojenih uzoraka i ispitivala je
tacnost Naive Bayes klasifikatora sa unakrsnom validacijom u razdvajanju zdravih
uzoraka od uzoraka karcinoma. Na prvobitno koris¢enom setu od ukupno 135

bojenih uzoraka, od kojih je bilo 69 uzoraka koji pripadaju II Papanikolau grupu i
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66 uzoraka koji pripadaju V Papanikolau grupi (karcinom), klasifikator je pokazao
visok procenat tacnosti: senzitivnost od 97.92% i specificnost od 78.16% [88].
Drugo preliminarno ispitivanje izvrSeno je na nebojenim uzorcima, na setu od
ukupno 320 uzoraka celija grlica materice, koji je obuhvatio 249 uzoraka iz II
Papanikolau grupe, 50 uzoraka iz III Papanikolau grupe, 16 uzoraka iz IV
Papanikolau grupe i 14 uzoraka iz V Papanikolau grupe. KoriS¢enjem istog
klasifikatora, Naive Bayes, i Cetiri atributa, dobijeni su senzitivnost od 75% i

specificnost od 97% za klasifikaciju uzoraka u dve grupe (zdravo/kancer) [89].

Na osnovu ovih rezultata pristupilo se testiranju jos tri dodatna klasifikatora, te su
na svim prikupljenim uzorcima testirana ukupno 4 razli¢ita modela klasifikacije:
Naive Bayes klasifikator, Stabla odlucivanja, Random Forest i SVM. Uporedivanjem
performansi navedenih klasifikatora za bojene i nebojene uzorke, doneta je odluka
o izboru klasifikatora koji ¢e se koristiti u algoritmu za odredivanje biofizickog
stanja epitelnog tkiva grlica materice. Algoritam za testiranje svih navedenih
klasifikatora razvijen je u R paketu. Efikasnost klasifikatora procenjena je na
osnovu senzitivnosti, specificnosti i ROC krive odnosno povrsine ispod ROC krive

(AUC).

Skup podataka bojenih uzoraka obuhvatao je 1632 observacije, dok je skup
podataka nebojenih uzoraka obuhvatao 336 observacija. Skupovi podataka
podeljeni su na podatke za obucavanje i podatke za testiranje u razmeri 80% : 20%
slucajnim izborom. U odnosu na OMIS parametre Kkoji su kori$¢eni kao atributi u
klasifikaciji, razmatrana su dva tipa klasifikacije sa razli¢itim atributima: u prvom
koriS¢eno je 6 atributa za svaku observaciju: intenzitet glavnog maksimuma i
minimuma (I+,I-), talasne duZine na kojima se glavni maksimum i minimum nalaze
(WD+, WD-) i povrSine ispod pozitivnih i negativnih pikova (P+P-) iz OMIS
spektra, dok je u drugom odabrano 160 intenziteta iz OMIS spektra na talasnim
duZinama u opsegu od 103.54 nm do 143.483 nm koji su koriS¢eni kao atributi u
klasifikaciji. Dati opseg je odabran s obzirom da se u njemu javljaju promene u
spektru koje su karakteristicne za odredene Papanikolau grupe, odnosno stanje

tkiva.
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7.2.1 BINARNA KLASIFIKACIJA

U odnosu na granicu izmedu zdravih i bolesnih uzoraka, uradena su dva tipa
binarne klasifikacije. Prvi tip binarnog klasifikatora je uzorke Kklasifikovao u 2
grupe: zdravo/bolesno, pri ¢emu je granica izmedu zdravog i bolesnog postavljena
na LSIL, odnosno nalazi uzoraka LSIL+ smatrali su se pozitivnim. Drugi tip binarne
klasifikacije podrazumevao je klasifikaciju: zdravo/kancer i u tom slucaju granica
izmedu ove dve klase postavljena je na IV Papanikolau grupu, odnosno klasifikacija

je vrSena u grupe: (Il PAilll PA)/(IV PAiV PA).

Algoritmi razvijeni u paketu R koji su koris¢eni za binarnu klasifikaciju OMIS
podataka ucitavaju OMIS podatke (spektre), izdvajaju parametre Kkoji se koriste
kao obeleZja, koris¢enjem funkcije createDataPartition vrsi podelu podataka na
obucavajucdi skup i test skup u odnosu 80:20% tako Sto slobodnim izborom bira
podatke u okviru svake klase ¢uvajuci pritom ukupnu distribuciju klasa podataka,
zatim treniraju sve testirane modele i vrSe predikciju na test skupovima, racunaju
sprecificnost, senzitivnost i ostale parametre efikasnosti modela, da bi na kraju

graficki prikazali rezultate Kklasifikacije i iscrtali ROC krive.

7.2.1.1 Binarna Klasifikacija na osnovu 6 OMIS parametara: intenzitet
glavnog maksimuma i minimuma, talasne duZine na kojima se glavni
maksimum i minimum nalaze i povrsine ispod pozitivnih i negativnih pikova

Iz OMIS spektara koriSceni su sledec¢i parametri: intenzitet glavnog maksimuma i
minimuma, talasne duZine na kojima se glavni maksimum i minimum nalaze i
povrSine ispod pozitivnih i negativnih pikova. Ukupno 6 parametara je koriS¢eno
za svaku observaciju (odnosno svako OMIS merenje). Rezultati klasifikacije dati su
u odeljku i I za 6 parametara, a zatim i za 160 parametara u odeljku 7.2.1.2 pri

Cemu je algoritam prilagoden posebno za taj slucaj.
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I. Granica izmedu grupa: LSIL

U prvom slucaju granica izmedu zdravih i bolesnih uzoraka postavljena je
na LSIL. Klasu I ¢inili su uzorci iz II Papanikolau grupe, a klasu Il uzorci iz I, [ViV
Papanikolau grupe. Skup podataka je €inilo 1632 bojena uzorka i 336 nebojena
uzorka, pri ¢emu je bojenih uzoraka iz klase I bilo 672, a iz klase I 960. Nebojenih
uzoraka iz Kklase I bilo je ukupno 254, iz klase Il 82. Kod SVM Kklasifikatora testirani
su radijalni i polinomni kernel pri klasifikovanju obojenih i nebojenih uzoraka.
Uporedni rezultati efikasnosti Cetiri koriS¢ena klasifikatora prikazani su na slikama
koje slede. Na slici 7.24 prikazana je senzitivnost kao mera efikasnosti za Cetiri

klasifikatora dobijena za bojene i nebojene uzorke.
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Slika 7.24 Senzitivnost u procentima Cetiri klasifikatora za bojene (siva) i nebojene
(Zuta) uzorke. Binarna klasifikacija radena je na skupu od 1632 observacije i 6
atributa bojenih uzoraka i 336 observacije i 6 atributa nebojenih uzoraka. Klase su:

zdravo/bolesno, sa pragom postavljenim na LSIL
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Na slici 7.25 prikazani su procenti postignute specificnosti kao druge mere
efikasnosti, koja predstavlja procenat pozitivnih slucajeva koji su klasifikovani kao

bolesni.
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Slika 7.25 Specificnost u precentima Cetiri klasifikatora za bojene (siva) i nebojene
(Zuta) uzorke. Binarna klasifikacija radena je na skupu od 1632 observacije i 6
atributa bojenih uzoraka i 336 observacije i 6 atributa nebojenih uzoraka. Klase su:

zdravo/bolesno, sa pragom postavljenim na LSIL

Preciznost sva Cetiri klasifikatora u odnosu na bojene i nebojene uzorke prikazana

je na slici 7.26.
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Slika 7.26 Uporedno prikazane tacnosti Cetiri klasifikatora za binarnu klasifikaciju
bojenih i nebojenih uzoraka sa 6 atributa i 1632 observacije kod bojenih i 336 kod

nebojenih, pri cemu je prag za klase: zdravo/bolesno postavljen na LSIL

Na slikama 7.27 i 7.28 prikazane su ROC krive za Cetiri testirana klasifikatora za

slucaj bojenih i nebojenih uzoraka, respektivno.
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Slika 7.27 ROC kriva za Cetiri klasifikatora pri binarnoj klasifikaciji
(klase:bolesno/zdravo) bojenih uzoraka sa 6 atributa i 1632 observacije, pri cemu je

granica izmedu bolesnog i zdravog postavljena na LSIL
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Slika 7.28 ROC kriva za Cetiri klasifikatora pri binarnoj klasifikaciji
(klase:bolesno/zdravo) nebojenih uzoraka sa 6 atributa i 336 observacija, pri cemu

je granica izmedu bolesnog i zdravog postavljena na LSIL

II. Granica izmedu grupa: IV PA

Uzorci su podeljeni u dve grupe: jednu grupu su ¢inili uzorci koji pripadaju
I1 i III Papanikolau grupi, dok su drugu cinili uzorci iz IV i V Papanikolau grupe, pri
¢emu IV Papanikolau grupa oznacava kancer in situ, a V Papanikolau grupa
invanzivni karcinom. Na taj nacin su razdvojeni uzorci u stadijumu karcinoma od
ostalih uzoraka. Kao i u prethodnom slucaju, koriS¢eno je Sest atributa
(parametara OMIS spektra) i isti broj bojenih i nebojenih uzoraka je koriS¢en za
treniranje i testiranje klasifikatora u R paketu. Skup podataka u klasi I u slucaju

bojenih uzoraka cinilo je 1456, a u klasi II 176 uzoraka. Skup podataka u klasi I u
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slucaju nebojenih uzoraka cinilo je 304, a u klasi Il 32 uzorka. Na slikama koje
slede (Slike 7.29-7.31) prikazani su rezultati klasifikacije koji ukazuju na kvalitet

testiranih klasifikatora.
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Slika 7.29 Senzitivnost u procentima Cetiri klasifikatora za bojene (siva) i nebojene
(Zuta) uzorke. Binarna klasifikacija radena je na skupu od 1632 observacije i 6
atributa bojenih uzoraka i 336 observacije i 6 atributa nebojenih uzoraka. Klase su:

zdravo/bolesno, sa pragom postavljenim na IV Papanikolau grupu
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Slika 7.30 Specificnost u precentima Cetiri klasifikatora za bojene (siva) i nebojene

(Zuta) uzorke. Binarna klasifikacija radena je na skupu od 1632 observacije i 6

atributa bojenih uzoraka i 336 observacije i 6 atributa nebojenih uzoraka. Klase su:

zdravo/bolesno, sa pragom postavljenim na IV Papanikolau grupu
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Slika 7.31 Uporedno prikazane tacnosti Cetiri klasifikatora za binarnu klasifikaciju
bojenih i nebojenih uzoraka sa 6 atributa i 1632 observacije kod bojenih i 336 kod

nebojenih, pri cemu je prag za klase: zdravo/bolesno postavljen na IV Papanikolau

grupu
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Slika 7.32 ROC kriva za Cetiri klasifikatora pri binarnoj klasifikaciji
(klase:bolesno/zdravo) bojenih uzoraka sa 6 atributa i 1632 observacije, pri cemu je

granica izmedu bolesnog i zdravog postavljena na 1V Papanikolau grupu

Pri klasifikaciji bojenih uzoraka u dve klase sa pragom LSIL, dobijene vrednosti
AUC takode nisu dovoljno velike kao i u slucaju bojenih uzoraka u dve klase sa
pragom IV PA i krecu se od 0.57-0.68, Sto ne predstavlja zadovoljavajuci rezultat. S
druge strane, AUC vrednosti kod klasifikacije nebojenih uzoraka su znacajno vece
Sto ukazuje na bolju efikasnost primenjenih klasifikatora u slucaju nebojenih
uzoraka. Najbolji rezultat klasifikacije se dobija za Random Forest model, gde je

AUC=0.83.
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Slika 7.35 ROC kriva za Cetiri klasifikatora pri binarnoj klasifikaciji
(klase:bolesno/zdravo) nebojenih uzoraka sa 6 atributa i 336 observacija, pri ¢emu

je granica izmedu bolesnog i zdravog postavljena na IV Papanikolau grupu

7.2.1.2 OMIS parametri: 160 intenziteta u opsegu talasnih duZina od 103.54
nm do 143.483 nm

Na osnovu analize OMIS spektara ustanovljeno je da je opseg talasnih
duZzina od 103.54 nm do 143.483 nm posebno vazan za klasifikaciju uzoraka celija
grlica materice, s obzirom da se u ovom opsegu javljaju karakteristi¢ni pikovi koji
se intenzitetom i pozicijom razlikuju u zavisnosti od Papanikolau grupe kojoj
uzorak pripada. Ispitivanjem razli¢itih podopsega ovog primarnog opsega
ustanovljeno je da se razmatranjem podopsega ne dobijaju bolji rezultate

klasifikacije, pa je skup svih intenziteta koji odgovaraju primarnom opsegu
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u ovom delu rada. Kao i do sada, razmatrana je klasifikacija u dva slucaja: kada je
granica izmedu grupa postavljena na LSIL i kada je granica postavljena na IV

Papanikolau grupu.

I. Granica izmedu grupa: LSIL

Klasifikacija bojenih i nebojenih uzoraka pokazala je znacajne razlike u
efikasnosti Cetiri testirana klasifikatora kada je skup atributa obuhvatao 160

parametara OMIS spektra (Slike 7.34-7.36).
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Slika 7.34 Senzitivnost u procentima Cetiri klasifikatora za bojene (siva) i nebojene
(Zuta) uzorke. Binarna klasifikacija radena je na skupu od 1632 observacije i 160
atributa bojenih uzoraka i 336 observacije i 160 atributa nebojenih uzoraka. Klase

su: zdravo/bolesno, sa pragom postavljenim na LSIL
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Slika 7.35 Specificnost u procentima Cetiri klasifikatora za bojene (siva) i nebojene

(Zuta) uzorke. Binarna klasifikacija radena je na skupu od 1632 observacije i 160

atributa bojenih uzoraka i 336 observacije i 160 atributa nebojenih uzoraka. Klase

su: zdravo/bolesno, sa pragom postavljenim na LSIL
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Slika 7.36 Tacnost u procentima cCetiri klasifikatora za bojene (siva) i nebojene
(Zuta) uzorke. Binarna klasifikacija radena je na skupu od 1632 observacije i 160
atributa bojenih uzoraka i 336 observacije i 160 atributa nebojenih uzoraka. Klase

su: zdravo/bolesno, sa pragom postavljenim na LSIL
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Slika 7.37 ROC kriva za Cetiri klasifikatora pri binarnoj klasifikaciji
(klase:bolesno/zdravo) bojenih uzoraka sa 160 atributa i 1632 observacije, pri cemu

je granica izmedu bolesnog i zdravog postavljena na LSIL
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Slika 7.38 ROC kriva za Cetiri klasifikatora pri binarnoj klasifikaciji
(klase:bolesno/zdravo) nebojenih uzoraka sa 160 atributa i 336 observacije, pri

Cemu je granica izmedu bolesnog i zdravog postavljena na LSIL

II. Granica izmedu grupa: IV Papanikolau grupa

Na osnovu prikazane uporedne specificnosti, senzitivnosti i tacnosti Cetiri
klasifikatora za slucaj bojenih i nebojenih uzoraka (slike 7.39-7.41) utvrdeno je da
u ovom slucaju najbolje rezultate daje model Naive Bayes Kklasifikacije za bojene

uzorke, a za nebojene Random Forest i Naive Bayes.
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Slika 7.39 Senzitivnost u procentima Cetiri klasifikatora za bojene (siva) i nebojene

(Zuta) uzorke. Binarna klasifikacija radena je na skupu od 1632 observacije i 160

atributa bojenih uzoraka i 336 observacije i 160 atributa nebojenih uzoraka. Klase

su: zdravo/bolesno, sa pragom postavljenim na IV Papanikolau grupu
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Slika 7.40 Specificnost u procentima Cetiri klasifikatora za bojene (siva) i nebojene
(Zuta) uzorke. Binarna klasifikacija radena je na skupu od 1632 observacije i 160
atributa bojenih uzoraka i 336 observacije i 160 atributa nebojenih uzoraka. Klase

su: zdravo/bolesno, sa pragom postavljenim na IV Papanikolau grupu
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Slika 7.42 Tacnost u procentima Cetiri klasifikatora za bojene (siva) i nebojene
(Zuta) uzorke. Binarna klasifikacija radena je na skupu od 1632 observacije i 160
atributa bojenih uzoraka i 336 observacije i 160 atributa nebojenih uzoraka. Klase

su: zdravo/bolesno, sa pragom postavljenim na IV Papanikolau grupu
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Slika 7.42 ROC kriva za Cetiri klasifikatora pri binarnoj klasifikaciji
(klase:bolesno/zdravo) bojenih uzoraka sa 160 atributa i 1632 observacije, pri cemu

je granica izmedu bolesnog i zdravog postavljena na IV Papanikolau grupu

107



o |
@ |
(=]
g 8
[}
=
:%‘
(=]
(=N
L <
2 5 AUC_NB = 0.9667
'_
AUC_DT =0.7417
g -
AUC_SVM =0.8250
g -

| 1 | | | |
0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0

False positive rate

Slika 7.43 ROC kriva za Cetiri klasifikatora pri binarnoj klasifikaciji
(klase:bolesno/zdravo) nebojenih uzoraka sa 160 atributa i 336 observacije, pri

cemu je granica izmedu bolesnog i zdravog postavljena na IV Papanikolau grupu

7.2.2 KLASIFIKACIJA U 4 KLASE

Klasifikacija u Cetiri klase, pri ¢emu su klase odredene pripadnosti svakoj od
Cetiri Papanikolau grupe, radena je posebno za bojene i nebojene uzorke.
Klasifikacija bojenih i nebojenih uzoraka radena je na osnovu 6 OMIS parametara:
intenzitet glavnog maksimuma i minimuna, talasne duZine na kojima se glavni
maksimum i minimum nalaze i povrSine ispod pozitivnih i negativnih pikova u
Cetiri klase: II, III, IV i V Papanikolau grupe. Skup bojenih uzoraka obuhvatao je
1632 observacije i 6 atributa, dok je skup nebojenih uzoraka obuhvatao 336

observacije i 6 atributa.
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Algoritam za testiranje razli¢itih modela klasifikacije u cetiri klase ucitava OMIS
spektre, vrsi podelu na obucavaju¢i skup i test skup, trenira modele i vrsi
predikciju test podataka, preko matrice konfuzije racuna interklasnu senzitivnost,
specificnost, tacnost i ostale parametre koji ocenjuju performanse modela, a na
kraju graficki prikazuje rezultate klasifikacije. Ovi rezultati su prikazani tabelarno

u poglavljima 7.2.2.117.2.2.2.

7.2.2.1 Klasifikacija bojenih uzoraka na osnovu 6 OMIS parametara u cetiri
Klase

Klasifikacija bojenih i nebojenih uzoraka u cetiri klase: II, III, IV i V Papanikolau
grupe izvrSena je koriS¢enjem pet razlic¢itih modela: Naive Bayes, Random Forest,
Decision Tree, Decision Tree sa bagging metodom i SVM. Skup bojenih uzoraka
obuhvatao je ukupno 1632 uzorka: 672 uzorka iz II Papanikolau grupe, 784 uzorka
iz III Papanikolau grupe, 82 uzorka iz IV Papanikolau grupe i 94 uzorka iz V
Papanikolau grupe. Skup nebojenih uzoraka obuhvatao je ukupno 336 uzorka: 254
uzoraka iz Il Papanikolau grupe, 50 uzoraka iz Il Papanikolau grupe, 16 uzoraka iz
IV Papanikolau grupe i 16 uzoraka iz V Papanikolau grupe. Performanse svakog od
modela date su tabelama 7.5-7.14. Prikazane su vrednosti interklasne

senzitivnosti, specifi¢nosti, tacnosti, PPV, NPV, kapa i CI (eng. Confidence Interval).

Tabela 7.5 Performanse Naive Bayes Kklasifikatora pri klasifikaciji bojenih uzoraka

(skup 1632 x 6) u Cetiri klase odredene Papanikolau grupama I, II[, IVi V

Naive Bayes Klase

I PA [ PA IV PA V PA
Senzitivnost | 71.64% 41.67% 37.50% 5.56%
Specifi¢nost | 47.37% 79.17% 96.75% 96.41%
PPV 48.98% 65% 37.50% 8.33%
NPV 70.31% 59.38% 96.75% 94.55%
Tacnost 51.85%
Kappa 0.1931
95% CI (0.4626,0.5741)

109



Tabela 7.6 Performanse Decision Tree klasifikatora pri Klasifikaciji bojenih

uzoraka (skup 1632 x 6) u Cetiri klase odredene Papanikolau grupama I, II[, [Vi V

DT Klase

I PA 11 PA IV PA VPA
Senzitivnost | 73.13% 39.74% 12.50% 0%
Specifi¢nost | 45.79% 65.48% 99.68% 100%
PPV 48.76% 51.67% 66.67% NaN
NPV 70.73% 53.92% 95.64% 94.44%
Tacnost 50%
Kappa 0.1145
95% CI (0.4442,0.5558)

Tabela 7.7 Performanse Random Forest klasifikatora pri klasifikaciji bojenih

uzoraka (skup 1632 x 6) u Cetiri klase odredene Papanikolau grupama II, III, IVi V

RF Klase

II PA III PA IV PA V PA
Senzitivnost | 49.25% 58.97% 50% 44.449,
Specificnost | 65.26% 54.76% 98.70% 98.69%
PPV 50% 54.76% 66.67% 66.67%
NPV 64.58% 58.97% 97.43% 96.80%
Tacnost 53.7%
Kappa 0.199
95% CI (0.4811, 0.5923)

Tabela 7.8 Performanse DTbagging klasifikatora pri klasifikaciji bojenih uzoraka
(skup 1632 x 6) u Cetiri klase odredene Papanikolau grupama II, III, IVi V

DTbagging Klase

I PA [ PA IV PA V PA
Senzitivnost | 49.25% 57.05% 56.25% 33.33%
Specifi¢nost | 64.21% 54.76% 98.38% 98.37%
PPV 49.25% 53.24% 64.28% 54.55%
NPV 64.21% 57.86% 97.74% 96.16%
Tacnost 52.47%
Kappa 0.1801
95% CI (0.4688, 0.5802)
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Tabela 7.9 Performanse SVM Kklasifikatora pri klasifikaciji bojenih uzoraka (skup
1632 x 6) u Cetiri klase odredene Papanikolau grupama II, III, [IVi V

SVM Klase

I1 PA I11 PA IV PA V PA
Senzitivnost | 46.27% 48.08% 31.25% 16.67%
Specifitnost | 57.89% 48.81% 98.70% 97.06%
PPV 43.66% 46.58% 55.56 25
NPV 60.44% 50.31% 96.51% 95.19%
Tacnost 44.75%
Kappa 0.0409
95% CI (0.3925, 0.5035)

7.2.2.2 Klasifikacija nebojenih uzoraka na osnovu 6 OMIS parametara u Cetiri
klase

Tabela 7.10 Performanse Naive Bayes klasifikatora pri klasifikaciji nebojenih

uzoraka (skup 1632 x 6) u Cetiri klase odredene Papanikolau grupama Il, II], IVi V

Naive Bayes Klase

I PA 11 PA IV PA VPA
Senzitivnost | 20% 90% 33.33% 33.33%
Specifi¢nost | 75% 28.57% 98.41% 100%
PPV 71.43% 18.37% 50% 100%
NPV 23.08% 94.12% 96.88% 96.92%
Tacnost 31.82%
Kappa 0.0592
95% CI (0.2089, 0.4444)
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Tabela 7.11 Performanse Decision Tree Klasifikatora pri Kklasifikaciji nebojenih

uzoraka (skup 1632 x 6) u Cetiri klase odredene Papanikolau grupama I, II[, [Vi V

DT Klase

I PA 11 PA IV PA VPA
Senzitivnost | 84% 0% 33.33% 66.67%
Specifi¢nost | 18.75% 87.50% 98.43% 100%
PPV 76.36% 0% 50% 100%
NPV 27.27% 83.05% 96.88% 98.44%
Tacnost 68.18%
Kappa 0.0906
95% CI (0.5556, 0.7911)

Tabela 7.12 Performanse Random Forest klasifikatora pri klasifikaciji nebojenih

uzoraka (skup 1632 x 6) u Cetiri klase odredene Papanikolau grupama II, III, IVi V

RF Klase

II PA III PA IV PA V PA
Senzitivnost | 100% 20% 33.33% 33.33%
Specificnost | 25% 100% 100% 100%
PPV 80.65% 100% 100% 100%
NPV 100% 87.50% 96.92% 96.92%
Tacnost 81.82%
Kappa 0.3561
95% CI (0.7039, 0.9024)

Tabela 7.13 Performanse DTbagging klasifikatora pri klasifikaciji nebojenih
uzoraka (skup 1632 x 6) u Cetiri klase odredene Papanikolau grupama Il, III, IVi V

DTbagging Klase

I PA [ PA IV PA V PA
Senzitivnost | 94% 100% 33.33% 33.33%
Specifi¢nost | 25% 94.64% 98.41% 100%
PPV 79.66% 25% 50% 100%
NPV 57.14% 85.48% 96.88% 96.92%
Tacnost 75.76%
Kappa 0.2218
95% CI (0.6364, 0.8546)

112



Tabela 7.14 Performanse SVM Kklasifikatora pri klasifikaciji nebojenih uzoraka

(skup 1632 x 6) u Cetiri klase odredene Papanikolau grupama II, III, [Vi V

SVM Klase

IT PA III PA IV PA V PA
Senzitivnost | 100% 100% 0% 0%
Specifi¢nost | 6.25% 100% 100% 100%
PPV 76.92% 100% NaN NaN
NPV 100% 86.15% 95.46% 95.46%
Tacnost 77.27%
Kappa 0.0967
95% CI (0.653, 0.8669)

7.3 ALGORITAM ZA ODREDIVAN]JE BIOFIZICKOG STANJA EPITELNOG
TKIVA NA BAZI SPEKTROSKOPIJE

Razvijanju algoritma za odredivanje biofizickog stanja epitelnog tkiva na
bazi spektroskopije prethodile su dve faze istrazivanja. Prva faza je podrazumevala
prikupljanje uzoraka ¢elija grlica materice u klinici ,Narodni Front“ tokom Cetiri
godine na nedeljnom nivou i snimanje prikupljenih uzoraka Optomagnetnom
imidZing spektroskopijom. Druga faza istraZivanja koja je neposredno prethodila
razvoju krajnje verzije algoritma, podrazumevala je analizu podataka dobijenih
OMIS metodom i testiranje razlicitih metoda maSinskog ucenja u programskom
paketu R u cilju pronalaZenja najoptimalnije metode klasifikacije. Nakon $to su ove
dve faze zavrSene pristupilo se razvoju algoritma za odredivanje biofizickog stanja
epitelnog tkiva na bazi spektroskopije u programskom paketu MATLAB® 2013.

Sema algoritma je prikazana na slici 7.44.
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Slika 7.44 Algoritam za odredivanje biofizickog stanja epitelnog tkiva na bazi
Optomagnetne ImidZing Spektroskopije

Prvi deo ovog algoritma ukljucuje ucitavanje digitalnih slika uzoraka i obradu
digitalnih slika uzoraka po principu patentirane metode spektralne konvolucije
koja predstavlja sastavni deo metode Optomagnetne imidzing spektroskopije [80].
Izlaz iz ovog dela algoritma predstavlja OMIS spektar. Idejni deo koji se odnosi na
spektralnu konvoluciju digitalne slike preuzet je iz patenta i implementiran u
algoritam. Princip rada ovog dela algoritma prikazan je na slici 7.45. Algoritam je u
prethodnim razvojnim verzijama omogucavao Kkropovanje regija razliitih
dimenzija i oblika, ali je u konacnu verziju integrisano kropovanje regije od
interesa koja obuhvata sliku celog uzorka (“kruzni krop”), s obzirom da je veoma

bitno ispitati ceo uzorak, a ne samo neke njegove delove.

114



\ W_slika, P_slika /
1

Kropovanje W_slike
Kropovanje P_slike

Histogram RGB
W_slike i P_slike

|

Spektralna konvolucija
R,G,B kanala

|

/ OMIS spektar \

Slika 7.45 Konvolucioni algoritam koji podrazumeva obradu digitalne slike uzorka
obasjanog belom difuznom svetlos¢u pod pravim uglom (W_slika) i digitalne slike
uzorka obasjanog belom difuznom svetlos¢u pod Brusterovim uglom (P_slika),
pronalaZenja histograma RGB komponenti boja svake od slika i njihovu konvoluciju,

Ciji je rezultat OMIS spektar

Drugi deo algoritma pronalazi parametre karakteristicne za OMIS spektar uzoraka
koji pripadaju razli¢itim Papanikolau grupama. Parametri od znacaja su pikovi koji
se javljaju na odredenim talasnim duZinama, pri ¢emu algoritam izdvaja glavne
maksimume i minimume, zatim odgovarajuce talasne duZine na kojima se ti pikovi
nalaze i povrSine ispod pozitivnih i negativnih pikova, odnosno sumu povrsina

ispod svih pozitivnih i sumu ispod svih negativnih pikova.

Kako je u fazi testiranja razlicitih klasifikacionih modela najbolju efikasnost
pokazao model na bazi stabla odlucivanja, u konacnoj verziji algoritma koriscen je
upravo ovaj model, pa treci deo algoritma klasifikuje uzorke metodom baziranom
na stablima odluCivanja na osnovu parametara iz OMIS spektra. Algoritam
obezbeduje Kklasifikaciju kako bojenih tako i nebojenih uzoraka na osnovu 160
parametara OMIS spektra u kojima su sadrzani intenziteti koji se javljaju na

talasnim duZinama iz opsega 103.54 nm do 143.483 nm. Razvijen je i graficki
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korisnicki interfejs (GUI) u programskom paketu MATLAB koji omogucéava
koriS¢enje algoritma od strane lekara i tehni¢ara u zdravstvenoj ustanovi bez

neophodnog predznanja o MATLAB-u.

GUI omogucava upisivanje svih relevantnih podataka o pacijentu (slike 7.46-7.48),
ucitavanje digitalnih fotografija naCinjenih OMIS uredajem, obradu digitalnih slika,
obezbeduje prikaz OMIS spektra svakog uzorka, karakteristicnih intenziteta i
talasnih duZina u spektru i njihove vrednosti, kao i prikaz rezultata. Na prvom
panelu omogucden je upis podataka o pacijentu i oznake pacijenta, nakon cega se
bira folder u kojem se nalaze digitalne slike uzorka dobijene Optomagnetnom
spektroskopijom (slika 7.46). Na drugom panelu GUI-ja prikazuje se OMIS spektar
datog uzorka i omogucava se korisniku da analizira spektar promenom opsega osa
¢ime moZe da zumira odredeni deo spektra od interesa (slika 7.47). Pritiskom na
dugme REZULTATI otvara se tre¢i panel na kojem se odabirom tipa uzorka
(bojen/nebojen) pokrece proces aproksimacije Kklasifikacionog modela na
obucavaju¢em skupu koji je sacinjen od svih do tada prikupljenih OMIS spektara, a
zatim vrsi predikcija modela za novi uzorak koji se razmatra. Rezultat klasifikacije i
tacnost predvidanja se prikazuju u centralnom delu panela, dok su u donjem delu
prikazane neke karakteristicne vrednosti iz OMIS spektra (slika 7.48). Pritiskom na

dugme NOVI SLUCAJ omoguéeno je razmatranje novog uzorka.
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Slika 7.46 Prikaz prvog panela GUI resenja za OMIS uredaj
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Slika 7.47 Prikaz drugog panela GUI resenja za OMIS uredaj na kojem korisnik moZe

da analizira OMIS spektar podesavanjem prikazanog dela spektra
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REZULTATI ANALIZE UZORKA
Uzorak je:
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Slika 7.48 Prikaz treceg panela GUI reSenja za OMIS uredaj koji daje rezultat
klasifikacije uzorka, tacnost predvidanja i vrednosti OMIS parametara od znacaja
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8. DISKUSIJA

U savremenim istrazivanjima iz oblasti rane dijagnostike i detekcije
prekursora karcinoma, evidentan problem predstavljaju performanse
dijagnostickih testova koji se koriste u skrining programima. Kako bi se poboljsala
senzitivnost konvencionalnog Papanikolau testa, u poslednjih nekoliko decenija
razvijeni su novi testovi kao Sto je citologija na te¢noj bazi i HPV DNK test.
Medutim, iako su nova reSenja dovela do povecanja detekcije lezija niskog stepena,
nisu dovela do poboljSane detekcije invazivnog karcinoma i znacajno su povecale

troSkove izvodenja Papanikolau testa [90].

Nezadovoljavaju¢a tacnost jednog testa moZe se nadomestiti organizovanim
redovnim pregledima, pa tako Papanikolau test joS uvek predstavlja najefikasniji
skrining test za detekciju karcinoma grli¢a materice, iako ima visok procenat lazno
negativnih nalaza sa stopom od 10-30%, a po nekim autorima i do 50% [16].
Prikupljanje uzorka, proces bojenja uzorka, kao i proces pregledanja uzorka pod
mikroskopom zavise od struc¢nosti onoga koji ih izvodi, te se neretko u radovima
navodi faktor ljudske greske kao jedan od najceScih razloga pogresno postavljene
dijagnoze. ReSenje ovog problema lezi u automatizaciji dijagnostickog procesa.
Stoga se u aktuelnim studijama razvijaju automatizovana softverska reSenja za
obradu digitalne slike uzorka koje na osnovu segmentacijom izdvojenog jedra i
citoplazme klasifikuju uzorke u kategorije primenom razli¢itih metoda klasifikacije

kojima pripadaju i metode maSinskog ucenja [91-96].

Jedan od ciljeva ove doktorske disertacije je upravo da razvijanjem
automatizovanog algoritma za odredivanje stanja epitela grlica materice pomoc¢u

spektroskopije poboljsa preciznost konvencionalnih metoda dijagnostike.

DISKUSIJA EKSPERIMENTALNIH REZULTATA DOKTORSKE DISERTACIJE

Optomagnetna imidZing spektroskopija testirana je prvobitno na bojenim

uzorcima Celija grlica materice, pripremljenim prema standardnom Papanikolau
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protokolu. Analiza rezultantnih OMIS spektara dobijenih za bojene uzorke celija
grlica materice ukazala je na moguc¢nost OMIS metode da klasifikuje uzorke po

grupama koje odgovaraju klasifikaciji prema Papanikolau standardu.

Na osnovu analize OMIS spektara dobijenih za bojene Papanikolau razmaze,
uoCeno je da metoda Optomagnetne imidZing spektroskopije dobro razdvaja
uzorke iz cetiri Papanikolau grupe, pri ¢emu su spektri razmatranih uzoraka
unutar svake grupe dosledni. Uoceno je kod bojenih uzoraka da je intenzitet
maksimalnih i minimalnih pikova najveci za uzorke koji pripadaju II Papanikolau
grupi, da je neSto manji kod uzoraka iz III Papanikolau grupe, jo§ manji kod
uzoraka iz IV Papanikolau grupe, dok je kod uzoraka koji pripadaju V Papanikolau
grupi najmanji. Takode, primetan je i pomeraj pikova kako se ide od Il ka V
Papanikolau grupi. Na osnovu rezultata dobijenih obradom bojenih i nebojenih
uzoraka, zakljucujemo da bi primena OMIS metode za klasifikaciju uzoraka grlica
materice u cilju rane dijagnostike kancera grlica materice mogla da iskljuci
postupak bojenja plocica koji dugo traje i utiCe na postavljene dijagnoze.
Primeceno je da su rezultati dobijeni primenom OMIS-a na bojene plocice zavisni
od metode bojenja, odn. neadekvatnog bojenja. Prebojenost uzorka koja se neretko
javlja kao posledica neadekvatne pripreme uzorka, dovodi do razlicitog OMIS
odziva u odnosu na uzorke koji su pravilno obojeni. Neadekvatno bojenje uzoraka i
u konvencionalnim dijagnostickim metodama predstavlja problem, pa se takvi

uzorci odbacuju, a proces uzimanja uzorka i bojenja se ponavlja.

Iz OMIS spektara (slike 7.1-7.14) vidi se da nebojeni uzorci daju uniformniji odziv
u odnosu na bojene uzorke celija grlica materice po grupama, $to jo$ viSe govori u
prilog prednosti razmatranja nebojenih uzoraka Optomagnetnom imidZing

spektroskopijom.

Nakon Sto su dobijeni spektri za bojene i nebojene uzorke Optomagnetnom
spektroskopijom tako Sto je razmatran deo digitalne slike uzorka veli¢ine 1000 pix
x 1000 pix kropovan iz centra slike, pristupilo se analizi cele digitalne slike uzorka
nacinjene OMIS uredajem. Rezultati analize slike cele povrSine uzorka pratili su

trend prethodno dobijenih rezultata, te se shodno razlozima opravdanosti
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koriS¢enja ovog kropa u daljem istraZivanju pristupilo razmatranju iskljucivo
,kruznog kropa“. Sa dijagrama prikazanog na slici 7.20, jasno se vidi razlika koju
OMIS i u ovom slucaju pravi izmedu nebojenih uzoraka koji pripadaju II i III
Papanikolau grupi i uzoraka koji pripadaju V Papanikolau grupi. S obzirom da II
Papanikolau grupa odgovara normalnom nalazu, a III Papanikolau grupa mozZe
oznaCavati kako atipi¢ne Ccelije neodredenog znacaja tako i skvamozne
intraepitelne lezije lakog ili srednjeg stepena, ocCekivano je da OMIS spektri
uzoraka iz II i III Papanikolau grupe budu sli¢ni. Nasuprot tome, razlika koja se
uocava izmedu OMIS spektara nebojenih uzoraka iz II i III Papanikolau grupe sa
jedne strane i nebojenih uzoraka iz V Papanikolau grupe koja oznacava invazivni
karcinom, svakako je prisutna kao neophodna i upravo na njoj se bazira
opravdanost koriS¢enja Optomagnetne imidZing spektroskopije u karakterizaciji
uzoraka cCelija grliéa materice. IV Papanikolau grupa koja oznacava skvamoznu
intraepitelnu leziju tesSkog stepena bliZa je V Papanikolau grupi u odnosu na II i III
Papanikolau grupu, kao Sto pokazuju i OMIS dijagrami dobijeni za nebojene uzorke
iz svih grupa prikazani na slici 7.21. Isto vazi i za bojene uzorke, s tim $to u slucaju
bojenih uzoraka mora da se uzme u obzir uticaj boje, ali i pored toga OMIS razdvaja

slucaj invazivnog karcinoma kao posebne kategorije (slike 7.23 i 7.24).

Optomagnetna imidzing spektroskopija predstavlja novu metodu za ispitivanje
epitela grlica materice. Eksperimentalni rezultati dobijeni koriS¢enjem OMIS
metode koji su prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji ukazuju na njen potencijal i

mogucénost njenog koriS¢enja u dijagnostici karcinoma grli¢a materice.

DISKUSIJA REZULTATA KLASIFIKACIJE

Dosadasnja istrazivanja u oblasti rane dijagnostike bavila su se
usavrSavanjem postojec¢ih dijagnostickih metoda, ali i razvojem novih pristupa
ovoj problematici. Iz potrebe za automatizacijom dijagnosti¢ckog postupka nastala
su reSenja koja se baziraju na digitalnoj obradi mikroskopskih slika uzoraka grli¢a
materice pripremljenih prema Papanikolau proceduri koja bi zamenila manuelno

pregledanje. Ova resenja se uglavnom baziraju na segmentaciji slike uzorka koja
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podrazumeva primenu tehnika digitalne obrade slike kao Sto su: detekcija ivica,
postavljanje praga i razlic¢ite morfoloske operacije. Segmentacija slike omogucéava
izdvajanje objekata od interesa, kao Sto su jedro i citoplazma, te se na osnovu
obeleZzja ovih parametara (intenzitet, oblik i velicina jedra, odnos
jedro/citoplazma) uzorci klasifikuju pomoc¢u neuronskih mreZa, metode potpornih

vektora i drugih metoda masSinskog ucenja [96].

Ova doktorska disertacija predlaze koris¢enje Optomagnetne imidZing
spektroskopije za ispitivanje uzoraka grli¢a materice i automatizovanog algoritma
za detekciju stanja epitelnog tkiva grlica materice koji na osnovu spektra uzorka
klasifikuje uzorak u odgovarajucu klasu zdravo/bolesno. Koriste se uzorci bojeni

po Papanikolau proceduri, ali i nebojeni uzorci ¢elija grli¢ca materice.

Testirana su ukupno 4 razli¢ita modela Kklasifikacije, koriS¢enjem: Naive Bayes
klasifikatora, Stabla odluc¢ivanja, Random Forest i SVM. Algoritam za testiranje svih
navedenih klasifikatora razvijen je u R paketu. Efikasnost klasifikatora procenjena
je na osnovu Senzitivnosti, Specificnosti i ROC Kkrive odnosno povrsine ispod ROC
krive (AUC). U testiranju korisc¢eno je ukupno 1632 bojena uzorka i 336 nebojenih
uzoraka. Navedena Ccetiri tipa Klasifikacionih modela koris¢ena su u binarnoj
klasifikaciji i klasifikaciji u Cetiri klase. U odnosu na OMIS parametre koji su
koriS¢eni kao atributi u Klasifikaciji, razmatrana su dva tipa klasifikacije sa
razli¢itim atributima: u prvom KoriS¢eno je 6 atributa za svaku observaciju:
intenzitet glavnog maksimuma i minimuma (I+,1-), talasne duZine na kojima se
glavni maksimum i minimum nalaze (WD+, WD-) i povrSine ispod pozitivnih i
negativnih pikova (P+P-) iz OMIS spektra, dok je u drugom odabrano 160
intenziteta iz OMIS spektra na talasnim duZinama u opsegu od 103.54 nm do
143.483 nm koji su koris¢eni kao atributi u klasifikaciji. Dati opseg je odabran s
obzirom da se u njemu javljaju promene u spektru koje su karakteristitne za
odredene Papanikolau grupe, odnosno za odredena stanja tkiva. U odnosu na
granicu izmedu zdravih i bolesnih uzoraka, uradena su dva tipa binarne
klasifikacije. Prvi tip binarnog klasifikatora je uzorke klasifikovao u 2 grupe:

zdravo/bolesno, pri ¢emu je granica izmedu zdravog i bolesnog postavljena na
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LSIL, odnosno nalazi uzoraka LSIL+ smatrali su se pozitivhim. Drugi tip binarne

klasifikacije podrazumevao je klasifikaciju u grupe: (Il PAiIIl PA) i (IV PA iV PA).
Binarna klasifikacija

Algoritam za binarnu klasifikaciju uzoraka sa 6 razmatranih atributa pri

¢emu je granica izmedu klasa postavljena na LSIL

Kada je granica izmedu zdravih i abnormalnih uzoraka postavljena na LSIL, pored
toga Sto sveukupno binarni klasifikatori imaju vecu senzitivnost za bojene uzorke
kada se koristi Sest atributa, najveci procenat senzitivnosti pokazuje algoritam koji
koristi metodu potpornih vektora (70.83%), dok je u slucaju nebojenih uzoraka
senzitivnost nesto niZa, a najveca u slucaju klasifikatora na bazi stabla odlucivanja
(37.5%). SVM daje najniZi procenat senzitivnosti za Kklasifikaciju nebojenih
uzoraka, dok je to Naive Bayes u slucaju bojenih uzoraka (slika 7.24). Ve¢i procenti
specificnosti (slika 7.25) su prisutni kod Klasifikacije nebojenih uzoraka, sa
akcentom na Random Forest (RF) i Naive Bayes (NB) i krecu se oko 90%, dok su
kod bojenih uzoraka oni nesto nizi (39-66%). Na osnovu vrednosti povrsine ispod
ROC krive (AUC) koja se Kkoristi kao mera efikasnosti (slike 7.27 i 7.28),
zaklju¢ujemo da se za klasifikaciju bojenih uzoraka od ponudenih metoda najbolje
pokazala metoda potpornih vektora (AUC=0.6004), dok je u slucaju nebojenih
uzoraka najbolje resSenje Random Forest (AUC=0.6675). PovrSine ispod ROC krivih
proracunate za Cetiri klasifikatora u slucaju bojenih i nebojenih uzoraka nisu vece
od 0.70 sto ukazuje na ne tako visoku sposobnost ovih klasifikatora da ta¢no
klasifikuju uzorke u slucaju odabranog skupa podataka koji obuhvata 1632
observacije bojenih, odnosno 336 observacija nebojenih uzoraka sa 6 zadatih
atributa po observaciji, ako se uzme da je vrednost AUC=0.5 ravna slucajnom

predvidanju.

Algoritam za binarnu klasifikaciju uzoraka sa 6 razmatranih atributa pri

¢emu je granica izmedu klasa postavljena na IV Papanikolau grupu

U slucaju kada je granica izmedu klasa postavljena na IV Papanikolau grupu, na

osnovu prikazanih rezultata na slikama 7.29 i 7.30, zaklju¢ujemo da je Random
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Forest model pokazao najvetu senzitivnost za bojene uzorke (37.14%) koja je
znacajno manja od senzitivnosti koja je dobijena za modele na bazi stabla
odlucivanja koja je iznosila 66.67% u slucaju nebojenih uzoraka. Na osnovu ROC
krivih prikazanih na slikama 7.32 i 7.33 i vrednosti AUC, moZemo zakljuciti da je za
klasifikaciju skupa razmatranih podataka koji je obuhvatao 1632 observacije
bojenih uzoraka i 336 observacija nebojenih uzoraka, sa Sest OMIS parametara tj.
atributa po svakoj observaciji u dve klase (Il i IIl PA / IV i V PA) najbolje reSenje
daje algoritam baziran na Random Forest metodi i u sluc¢aju bojenih i u slucaju

nebojenih uzoraka.

Algoritam za binarnu klasifikaciju uzoraka sa 160 razmatranih atributa pri

¢emu je granica izmedu klasa postavljena na LSIL

Algoritam za klasifikacija bojenih i nebojenih uzoraka pokazao je znacajne razlike
u efikasnosti Cetiri testirana klasifikatora kada je skup atributa obuhvatao 160
parametara OMIS spektra, a granica izmedu klasa postavljena na LSIL (Slike 7.34-
7.36). U slucaju praga LSIL najbolje performanse pokazao je model Random Forest
kod bojenih uzoraka, sa senzitivnos¢u od 79.17% i specificnos¢u od 27.61%, iako
je procenat specifi¢nosti prilicno nizak. Kod nebojenih uzoraka Random Forest je
takode najefikasniji klasifikator od cetiri testirana, iako senzitivnost od 37.5% nije
zadovoljavajuca, specificnost od 83.33% predstavlja sasvim dobar rezultat. Na
osnovu ROC krive i vrednosti AUC (slike 7.37 i 7.38) potvrduje se tvrdnja da je od
Cetiri testirana klasifikatora najefikasniji algoritam kako u slucaju bojenih tako i u
slucaju nebojenih uzoraka pri razmatanju 160 atributa baziran na stablima
odlucivanja. Medutim, vazno je naglasiti da sveukupna efikasnost bilo kojeg od
klasifikatora u klasifikaciji bojenih uzoraka nije na zavidnom nivou i da
najverovatnije izbor ovih 160 parametara nije najbolji u slucaju bojenih uzoraka,
jer su vrednosti AUC bliske vrednosti od 0.5. NeSto bolji slucaj je kod nebojenih
uzoraka gde se vrednosti AUC nalaze u opsegu od 0.6 do 0.7 i gde najveca vrednost

AUC pripada modelu baziranom na Random Forest.
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Algoritam za binarnu klasifikaciju uzoraka sa 160 razmatranih atributa pri

¢emu je granica izmedu klasa postavljena na IV Papanikolau grupu

Algoritam za klasifikaciju baziran na Naive Bayes postigao je senzitivnost od
57.14% 1 specificnost od 76.98% u Kklasifikaciji bojenih uzoraka i tako dao je
najbolje rezultate kod bojenih kao i nebojenih uzoraka gde je postignuta
senzitivnost od 100% i specificnost od 93.94%. Odmah iza Naive Bayes
klasifikatora u slucaju nebojenih uzoraka nalazi se po efikasnosti model Random
Forest sa senzitivnoS¢u od 83.33% i specificnos¢u od 100%. Medutim, na osnovu
ROC krive i vrednosti AUC kod bojenih uzoraka i praga HSIL, moZemo zakljuciti da
jedino ima smisla koristiti Naive Bayes klasifikator, dok preostali klasifikatori ne
pruzaju dobro razdvajanje bojenih uzoraka (slike 7.42). Potpuno je drugacija
situacija kod nebojenih uzoraka gde vrednosti AUC za sva Cetiri klasifikatora imaju
vrednosti vece od 0.7, a medu kojima prednjac¢i Naive Bayes klasifikator sa

AUC=0.9667, a odmah zatim i Random Forest sa AUC=0.9167 (slika 7.43).

Rezultati klasifikacionih algoritama ukazuju na vecu efikasnost modela
klasifikacije u slucaju nebojenih uzoraka u odnosu na bojene. Jedini slucaj gde se
na skupu bojenih uzoraka postiZe bolja senzitivnost klasifikatora (do 70.85% sa
SVM) je slucaj kada se razmatra Sest atributa/prediktora i granica izmedu zdravog
i bolesnog tkiva se postavlja na LSIL. Medutim, u tom sluaju specificnost je
znaCajno niza (maksimalno 49.25% sa SVM). U svim ostalim klasifikacijama
nebojeni uzorci pokazali su bolje razdvajanje i to uglavnom kori§¢enjem modela na
bazi stabla odlucivanja (Random Forest), dok je kod razmatranja 160 prediktora i
Naive Bayes klasifikator postigao odli¢ne rezultate. S druge strane, ROC krive, AUC
vrednosti i najviSi postignuti procenti senzitivnosti i specificnosti ukazuju da je,
posebno kod nebojenih uzoraka, najbolje rezultate klasifikacije dao slu¢aj kada su
uzorci klasifikovani u dve klase, pri ¢emu su jednu klasu c¢inili uzorci iz II i III
Papanikolau grupe, a drugu uzorci iz IV i V Papanikolau grupe, ¢ime je obezbedeno
detektovanje kancera in situ i invazivnog kancera. Random Forest je u tom slucaju
za nebojene uzorke sa 6 prediktora dao senzitivnost od 66.67% i specificnost od
100%, dok je AUC=0.833, a u slucaju nebojenih uzoraka i 160 prediktora
senzitivnost od 83.33%, specificnost 100% i AUC=0.9848.
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Klasifikacija u Cetiri klase: I, 111, IV i V Papanikolau grupe

Na osnovu rezultata prikazanih u tabelama 7.5-7.14, zakljucuje se da je najbolji
izbor za klasifikaciju u cetiri grupe model baziran na stablima odlucivanja,
konkretno Random Forest, koji u slucaju bojenih i nebojenih uzoraka postize
zadovoljavajuce procente interklasne senzitivnosti (II PA: 49.25%, III PA: 58.97%,
IV PA: 50%, V PA: 44.44%) i specificnosti (Il PA: 65.26%, III PA: 54.76%, IV PA:
98.70%, V PA: 98.69%) i kapa=0.2 za bojene uzorke i senzitivnosti (II PA:100%, III
PA:20%, IV PA:33.33%, V PA:33.33%) i specifi¢nosti (II PA:25%, III PA:100%, IV
PA:100%, V PA:100%) i kapa=0.4 za nebojene uzorke.

Testirani su navedeni klasifikatori i na skupovima podataka od 1632 x 160 bojenih
uzoraka i 336 x 160 nebojenih uzoraka, gde je razmatrano 160 intenziteta na
opsegu talasnih duZina od 103.54 nm do 143.483 nm, medutim odabrani
klasifikatori nisu dali zadovoljavajce rezultate na ovim skupovima podataka, pa s

toga nisu razmatrani za aplikaciju u algoritmu za detekciju stanja epitelnog tkiva.

Metodom slucajnih Suma, PCA metodom i analizom varijanse podataka,
ustanovljeno je da najveéi doprinos tacnoj Kklasifikaciji uzoraka daje parametar
OMIS spektra koji predstavlja sumu svih povrSina ispod negativnih pikova u
spektru, ali zbog malog broja uzoraka u okviru IV i V Papanikolau grupe nije jo$
uvek moguce pouzdano odrediti vrednost ove promenljive koja bi mogla razdvajati

uzorke sa velikim procentom tac¢nosti.

Algoritam za odredivanje biofizickog stanja epitelnog tkiva na bazi

spektroskopije

Algoritam za odredivanje biofizickog stanja epitelnog tkiva na bazi spektroskopije
razvijen je na osnovu svih dobijenih rezultata istraZivanja prikazanih u

prethodnim poglavljima.

Prvobitno su ispitivani uzorci ¢elija grlica materice bojeni po standardnoj

Papanikolau metodi koji se kao takvi koriste u dijagnostici karcinoma grli¢a

127



materice u klinikama. Uzorci su prikupljeni, podvrgnuti ispitivanju
Optomagnetnom imidZing spektroskopijom i na skupu od 258 uzoraka (70
uzoraka iz Il Papanikolau grupe, 68 uzorakak iz III Papanikolau grupe, 56 uzoraka
iz IV Papanikolau grupe i 64 uzoraka iz V Papanikolau grupe) izvrSena je analiza
OMIS spektara uzoraka. Na osnovu rezultata analize, pri Cemu su glavni parametri
na osnovu kojih su uzorci razvrstani po Papanikolau grupama bili maksimalni i
minimalni pikovi i razlike talasnih duzina na kojima su se pikovi javljali, utvrdeno
je da se Optomagnetnom spektroskopijom mogu detektovati razli¢ita stanja
epitelnog tkiva grli¢a materice. Istom analizom utvrdeno je i da se odredena greSka
u snimanja OMIS metodom unosi neadekvatnim bojenjem uzorka, te se pristupilo
ispitivanju nebojenih uzoraka. Na skupu od 454 nebojena uzorka u daljem toku
istrazivanja pokazano je da OMIS podjednako dobro razdvaja nebojene uzorke i da
je prednost ispitivanja nebojenih uzoraka grli¢a materice u tome Sto se skraduje
vreme, kao i troSak testiranja. Algoritam za odredivanje biofizickog stanja
epitelnog tkiva na bazi spektroskopije omogucava razmatranje kako bojenih tako i
nebojenih uzoraka, ali se u perspektivi ocekuje da ce se Kkoristiti isklju¢ivo nebojeni

uzorci.

Odluka o regiji digitalne slike uzorka koja se razmatra takode je predstavljala ishod
razlic¢itih faza istrazivanja. Naime, u prvoj fazi istrazivanja algoritam koji na osnovu
informacije o boji u slici sprovodi spektralnu konvoluciju slika uzorka i proizvodi
OMIS spektar, primenjivan je na delove slika uzoraka koji su kropovani iz centra
originalne slike velicine 1000 pix x 1000 pix. Ideja je bila da se nade OMIS spektar
uzorka na mestu na plocici na kojem se nalazi najviSe Celija, a to je centralni deo
mikroskopske plocice. Medutim, kako se na bilo kom mestu na plocici sa razmazom
Celija grlica materice mozZe na¢i abnormalna celija koju treba detektovati, u
narednoj fazi istraZivanja pristupilo se razmatranju citave povrSine uzorka i
takozvani “kruzni krop” odabran je kao konac¢no resSenje koje se koristi u algoritmu
za odredivanje biofiziCkog stanja epitelnog tkiva na bazi spektroskopije. Ovo
reSenje je idealno za ispitivanje uzoraka grlica materice koji su pripremljeni na
osnovu LBC procedure, gde se Celije grlica materice nanose na mikroskopsku

ploCicu upravo na centralni deo plocice kruznog oblika.
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Konacno, testiranje razli¢itih algoritama masinskog ucenja u klasifikaciji uzoraka
ukazalo je na stabla odlucivanja kao najefikasniji model u razvrstavanju uzoraka na
osnovu njihovih OMIS spektara. Klasifikacija u cetiri klase koje su odredene
Papanikolau grupama, dala je neSto loSije rezultate u odnosu na binarnu
klasifikaciju, dok je najbolje razdvajanje uzoraka postignuto u dve klase: klasa I
koju ¢ine uzorci iz II i III Papanikolau grupe i klasa II koju ¢ine uzorci iz IV i V
Papanikolau grupe. Stoga je odabrano da algoritam za odredivanje biofizickog
stanja epitelnog tkiva koristi model baziran na stablima odlucivanja i da vrsi
klasifikaciju uzoraka u dve navedene grupe koje razdvajaju slucajeve karcinoma in

situ i invazivnog karcinoma od ostalih stanja tkiva.

PRAVCI DALJEG ISTRAZIVANJA

[straZivanje u okviru doktorske disertacije obuhvatilo je razmatranje 2126
uzoraka prikupljenih od 851 pacijenata, ali to i dalje nije bio zadovoljavajuci broj
uzoraka za reSavanje problema Klasifikacije, s obzirom na to da je najveci broj
uzoraka pripadao II i Il (ukupno 1910 uzoraka iz Il i III grupe) Papanikolau grupi,
dok su neuporedivo manje bili zastupljeni uzorci iz IV i V (ukupno 216 uzoraka iz
IV i V grupe) grupe koji predstavljaju karcinom in situ (IV) i invazivni karcinom
(V). Takode, znacajno manje nebojenih uzoraka (ukupno 454 nebojenih uzoraka),
posebno iz IV (14 uzoraka) I V (16 uzoraka) Papanikolau grupe bilo je prikupljeno
u odnosu na bojene uzorke. Dalje istrazivanje bi trebalo da ukljuci ve¢i broj
uzoraka, posebno uzorke koji pripadaju IV i V Papanikolau grupi i da ispita nove
metode za odabir atributa relevantnih za klasifikaciju (feature extraction). U ovoj
doktorskoj disertaciji je pokazan znacaj povrSine ispod negativnih pikova kao
atributa koji doprinosi efikasnijoj klasifikaciji, medutim potreban je znacajno veci
broj uzoraka kancera da bi se ova tvrdnja statisticki potvrdila. Takode, trebalo bi
dodatno testirati modele koriS¢ene u ovoj doktorskoj disertaciji i modele koje nisu
obuhvacene ovim radom (na primer logisticka regresija, neuronske mreze, fazi
logika i druge), te na statisticki znaCajnom obucavaju¢em skupu i test skupu, koji

¢e obuhvatiti dovoljan broj uzoraka iz svih Papanikolau grupa, potvrditi
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najefikasniju metodu Kklasifikacije. Na veéem skupu uzoraka, bi¢e moguce
odstraniti uzorke koji znacajno odskacu od ostalih (outliers), Sto u ovom slucaju
nije bilo moguce usled veoma malog broja uzoraka iz IV i V Papanikolau grupe. Sa
podjednakom zastupljenoS¢u uzoraka iz sve Cetiri Papanikolau grupe, bi¢e moguce
sa vecom tacnoScu Kklasifikovati uzorke u veci broj grupa, te bi trebalo testirati i
razli¢ite multiklasne modele Kklasifikacije, ¢ime bi se omogucilo razdvajanje
normalnih uzoraka od uzoraka sa razli¢itim stepenom prisutne abnormalnosti i na

kraju od uzoraka kancera.

Na osnovu rezultata dobijenih u ovoj doktorskoj disertaciji pristupilo se izradi
novije, savremenije i isplativije verzije uredaja Optomagnetne imidZing
spektroskopije za primenu u ranoj dijagnostici karcinoma grli¢ca materice. Novo
reSenje upravo ¢e objediniti OMIS uredaj sa algoritmom baziranim na algoritmu
razvijenom u ovoj disertaciji i na taj nain omoguciti automatizovanu pomoc¢nu
metodu za ranu detekciju karcinoma grlica materice. Novi OMIS uredaj je u fazi
razvoja i planira se njegovo plasiranje na trZiSte zemalja gde bi takav jedan
automatizovan skrining test baziran na OMIS metodi, koji ne zahteva posebnu
infrastrukturu, kao pomo¢na metoda mogao da pruZi informaciju o tome da li
pacijenta treba uputiti na pregled konvencionalnim metodama. Do sada izvrSeno je
testiranje prototipa novog uredaja u Indiji na oko 2000 uzoraka i planira se
prikupljanje dodatnih uzoraka kako bi se sprovela klinicka studija koja bi potvrdila
efikasnost metode. Istrazivanja bi trebalo da obuhvate i ispitivanja LBC uzoraka. S
obzirom da se LBC tehnikom postiZe bolja priprema uzorka, ocekuju se i bolji

rezultati klasifikacije.
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9. ZAKLJUCAK

Osnovna hipoteza od koje se poSlo u radu je Cinjenica da su postojece
metode za dijagnostiku stanja cervikalnog epitelnog tkiva subjektivne, odnosno
zavise od strucnosti lica koje ih izvodi, vremenski su zahtevne i skupe. Narocito je
vaZno uociti da i pored velikog znacaja konvencionalnih metoda u smanjenju broja
obolelih od ove bolesti i dalje postoji problem laZzno negativnih nalaza u
dijagnostici. Papanikolau test koji i dalje predstavlja najefikasniji skrining test za
dijagnostiku karcinoma grli¢a materice ima visok procenat lazno negativnih nalaza
sa stopom od 10-30%, a po nekim autorima i do 50% [16]. S druge strane,
testiranje na HPV ima vecu senzitivnost od Papanikolau testa, ali implementacija
ove dijagnosticke metode u vidu primarnog skrining testa jo§ dugo nece biti
moguca u slabo razvijenim zemljama odakle potic¢e ¢ak 80% slucajeva karcinoma

grlica materice u svetu.

KoriS¢enjem fenomena interakcije svetlosti i materije, odnosno tkiva, dobijamo
informaciju o Kkarakteristikama tkiva na osnovu Kkojih moZemo izvrsiti
karakterizaciju uzoraka po grupama koje obuhvataju zdravo i grupama koje
obuhvataju bolesno tkivo odnosno kancer. Obecavajuci rezultati postignuti su u
studijama koje su ispitivale moguénost primene razlicitih spektroskopskih metoda
u dijagnosticke svrhe, medutim i dalje nijedna takva metoda nije uvedena u
klinicku praksu [47-49]. Realizacija automatizovanog algoritma za dijagnostiku
stanja cervikalnog epitelnog tkiva na bazi Optomagnetne imidZing spektroskopije
stvorila bi uslove za prevazilazenje problema subjektivnosti postoje¢ih metoda,
dok bi inovacija u vidu eliminisanja procesa bojenja uzoraka koji je sastavni deo
Papanikolau metode za dijagnostiku karcinoma grli¢a materice, dovela do znatne
uStede u vremenu i materijalnim sredstvima koji su neophodni za izvodenje jednog

takvog dijagnostickog testa.

Saglasno uocenim problemima i postavljenim ciljevima istrazivanja (Poglavlje 3),
prikupljeno je i ispitano 2126 (1672 bojenih i 454 nebojenih) uzoraka Celija grli¢a

materice metodom Optomagnetne imidZing spektroskopije ¢ime su ostvareni
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obecavajuci rezultati koji ukazuju na potencijal ove metode kao pomoéne metode u
dijagnostici karcinoma grlica materice. Razmotreni su bojeni uzorci koji se koriste
u konvencionalnim dijagnostickim metodama, ali i nebojeni uzorci i utvrdene su
prednosti ispitivanja jednih u odnosu na druge. Utvrdeno je da neadekvatno
bojenje moze uneti gresSku u merenja, dok je kod nebojenih uzoraka ovakav faktor

greske iskljucen.

Testirani su razli¢iti modeli za klasifikaciju bojenih i nebojenih uzoraka ¢elija grlica
materice na osnovu njihovih OMIS spektara: Naive Bayes, Random Forest, Decision
Trees i Support Vector Machine. Pokazano je da model na bazi stabla odlucivanja
daje najbolje rezultate pri Klasifikaciji nebojenih uzoraka u dve klase pri cemu je
granica izmedu dve klase postavljena na IV Papanikolau grupu, a 160 vrednosti
intenziteta iz Optomagnetnog spektra je koriS¢eno za predikciju. Nebojeni uzorci
su generalno bolje klasifikovani po grupama u odnosu na bojene uzorke. Rezultati
klasifikacije nebojenih uzoraka (ukupno 454) na osnovu 160 parametara iz OMIS
spektra koriS¢enjem modela Kklasifikacije na bazi stabla odlucivanja ukazuju na
prednost koriS¢enja nebojenih uzoraka u odnosu na bojene uzorke. Dok su
vrednosti AUC, koje se koriste u oceni efikasnosti odredenog klasifikatora, za sve
modele Kklasifikacije bojenih uzoraka neSto iznad 0,5 osim za Naive Bayes
(AUC=0,67), potpuno je drugacija situacija kod nebojenih uzoraka gde vrednosti
AUC za sva cetiri Kklasifikatora imaju vrednosti vece od 0,7, a medu kojima
prednjaci Naive Bayes klasifikator sa AUC=0,9667, a odmah zatim i Random Forest
sa AUC=0,9167. Senzitivnost, specificnost i tacnost Kklasifikacije nebojenih uzoraka
Celija grlica materice veci su od senzitivnosti, specificnosti i tacnosti klasifikacije
bojenih uzoraka u slucaju kada se razmatra 160 atributa i granica izmedu dve klase
je postavljena na IV Papanikolau grupu. Kod nebojenih uzoraka postignuta je
senzitivnost od 100% za Naive Bayes, 50% za stabla odlucivanja, 83.33% za
Random Forest i 66.67% za SVM, dok je kod bojenih uzoraka za iste modele
senzitivnost bila 57.14%, 2.86%, 5.71% i 2.86%, respektivno. Za nebojene uzorke
postignuta je specificnost od 93.94% za Naive Bayes, 93.94% za stabla odlucivanja,
100% za Random Forest i 95.45% za SVM, dok je kod bojenih specificnost za
navedene modele iznosila 76.98%, 97.94%, 99.31% i 99.31%, respektivno.
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U odnosu na dosadas$nja istraZivanja u kojima se primenjivala digitalna obrada
odredenog dela slike uzorka, uvedena je obrada cele povrsine snimka (,kruzno
kropovanje“). Razlika u postignutnoj ta¢nosti u klasifikovanju uzoraka izmedu dve
razli¢ite regije razmatranja je 1% i to kod nebojenih uzoraka koriS¢enjem
algoritma na bazi stabla odlucivanja i kod bojenih uzoraka koriS¢enjem Naive
Bayes algoritma, Sto potvrduje opravdanost primene kruznog kropa, dok se
prednost koriS¢enja ,kruznog kropovanja“ ogleda u analizi veeg broja

prikupljenih Celija, te manjoj mogucnosti da se abnormalna ¢elija ne detektuje.

Ispitan je znacaj razliCitih parametara iz OMIS spektra u razdvajanju zdravih
uzoraka od abnormalnih uzoraka i kancera. Od Sest ispitanih parametara: glavni
maksimum, glavni minimum, talasna duzina na kojoj se javlja glavni maksimum,
talasna duZina na kojoj se javlja glavni minimum, povrsina ispod pozitivnih pikova
i povrSina ispod negativnih pikova, koriS¢enjem razli¢itih metoda masinskog
ucenja (PCA, Random Forest) pokazano je da povrSina ispod negativnih pikova u
Optomagnetnom spektru uzorka najbolje vrsi razdvajanje izmedu klasa zdravih i
abnormalnih uzoraka. Takode, utvrdeno je da je opseg razlike talasnih duZina od
103.54 nm do 143.483 nm iz OMIS spektra posebno znacajan za razdvajanje

zdravih od abnormalnih uzoraka.

Od 4 testirana algoritma u kojima su koriS¢ena cetiri razli¢ita modela binarne
klasifikacije (Naive Bayes, Random Forest, Decision Trees i Support Vector
Machine) doSlo se do saznanja da algoritam koji koristi model na bazi stabla
odlucivanja sa najve¢om ta¢noS$¢u razvrstava uzorke kancera od ostalih stanja
tkiva. Ovim algoritmom je pokazano da se OMIS metodom moZze dobiti SE 83.33%,
SP 100% i AC 98.48% za nebojene uzorke pri razdvajanju uzoraka koji pripadaju
IV i V Papanikolau grupi (karcinom) od uzoraka koji pripadaju II i III Papanikolau
grupi (uzorci koji ne sadrze abnormalnosti i skvamozne intraepitelne lezije niZzeg i
visokog stepena). Algoritam koji koristi Naive Bayes model za klasifikaciju
nebojenih uzoraka pri razmatranju 160 atributa u navedene dve klase postigao je
SE=100%, SP=93.94% i AC=93.94%. Klasifikacija bojenih uzoraka sa 6 atributa u
dve klase (I i III / IV i V) dala je najbolje rezultate koriS¢enjem algoritma na bazi

stabla odlucivanja, tacnije Random Forest model gde je ROC kriva dala AUC=0.68,
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ali i prilicno nizak procenat senzitivnosti od 37.14% i specificnost od 98.97%. Pri
razmatranju 160 atributa za bojene uzorke, najefikasniji model bio je Naive Bayes

model Kklasifikacije (SE 57.14%, SP 76.98%, AC 74.85%).

Razvijen je algoritam za detekciju biofiziCkog stanja epitela grlica materice koji na
osnovu parametara iz Optomagnetnog spektra vrsi klasifikaciju datog uzorka u
jednu od klasa: (Il i III Papanikolau grupa) ili (IV i V Papanikolau grupa). Algoritam
podrazumeva ucitavanje digitalne slike uzorka, spektralnu konvoluciju, formiranje
Optomagnetnog spektra uzorka i klasifikaciju datog uzorka u jednu od zadatih
klasa na osnovu 160 intenziteta iz opsega razlike talasnih duzina od 103.54 nm do
143.483 nm. Algoritam za odredivanje biofizickog stanja epitela i graficki
korisnicki interfejs koji je razvijen za potrebe koris¢enja u Kklinickoj praksi

realizovani su u programskom paketu MATLAB® 2013.

Ostvareni nau¢ni doprinosi doktorske disertacije:

1. Primenjena je nova metodologija ispitivanja Celija epitelnog tkiva koja se zasniva
na ispitivanju uzoraka Optomagnetnom imidZing spektroskopijom i digitalnoj

obradi slike koris¢enjem algoritma spektralne konvolucije.

2. Eksperimentalnom analizom utvrden je uticaj bojenja uzoraka na detekciju

razlic¢itih stanja epitela Optomagnetnom ImidZing Spektroskopijom.

3. Statistickim proracunima pokazano je da se u oblasti primene Optomagnetne
imidZing spektroskopije u dijagnostici karcinoma grli¢a materice mogu koristiti i
nebojeni uzorci, pored bojenih uzoraka i utvrdena je prednost koriS¢enja

nebojenih uzoraka.

4. U odnosu na dosadasnja istrazivanja u kojima se primenjivala digitalna obrada
odredenog dela slike uzorka, uveden je nov pristup obradi slike uzorka koji

podrazumeva obradu cele povrSine snimka (,,kruzno kropovanje®).

5. Primenom metoda nadgledanog ucenja izvrSena je klasifikacija uzoraka na

osnovu njihovih optomagnetnih spektara i potvrdena je polazna pretpostavka da
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se metoda Optomagnetna imidZing spektroskopija moZe primeniti za odredivanje

biofizickog stanja epitelnog tkiva, u ovom slucaju epitelnog tkiva grli¢a materice.

6. Razvijen je algoritam za odredivanje biofizickog stanja epitela grlica materice
koji na osnovu parametara iz Optomagnetnog spektra razdvaja slucajeve
karcinoma in situ i invazivnog karcinoma od ostalih stanja tkiva. Algoritam za
odredivanje biofizickog stanja epitelnog tkiva na bazi spektroskopije predstavlja
nov pristup u oblasti dijagnostike kancera i predlaZze koriS¢enje Optomagnetne
imidZing spektroskopije kao nove metodologije za ispitivanje tkiva u cilju detekcije
malignih stanja epitela i metode maSinskog ucenja za klasifikaciju uzoraka.
Implementacija ovakvog sistema u zdravstveni sistem zemalja sa visokim
procentom obolelih od Kkarcinoma grlita materice ne zahteva posebnu

infrastrukturu i mogla bi znac¢ajno da smanji troskove i vreme ispitivanja.

7. Razvijen je graficki korisnicki interfejs koji omoguava da metodu
Optomagnetne imidzing spektroskopije u dijagnostici karcinoma grlica materice
koristi medicinsko osoblje bez potrebe za zahtevhom obukom, dodatno

olakSavajuci na taj nac¢in implementaciju metode u zdravstveni sistem.

8. Na osnovu rezultata istraZivanja sprovedenog za potrebe projekta Ministarstva
prosvete, nauke i tehnoloSkog razvoja iz kojeg je proizasSla ova doktorska
disertacija, pokrenut je razvoj savremenog, unapredenog i efikasnog uredaja za
Optomagnetnu imidzing spektroskopiju koji ¢e u sebi sadrzati implementiran
algoritam za detekciju stanja epitelnog tkiva baziran na rezultatima ove doktorske
disertacije, sa mogu¢nosc¢u prikazivanja rezultata klasifikacije bojenih i nebojenih
uzorka Celija grlica materice. Ovaj uredaj je trenutno u fazi testiranja, nakon cega
sledi sprovodenje klinicke studije koja bi omogucila proizvodnju i plasiranje

uredaja na trziste.
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IIpuor 1.

U3jaBa o0 ayTOpCTBY

[loTnucaHu-a Bpanuciasa JebTuh

6poj MHJEeKca J35/10

H3jaB/byjem
Jla je JOKTOpCKa JucepTaluja o HacJ10BOM

LAnroputaM 3a oapehuBame 6MOGU3IUYKOr CTala ENUTEJHOr TKUBa Ha 6asu
CIIEKTPOCKOIIHje”

® pPe3yJTaT COIICTBEHOT UCTPaA*KUBAYKOT palia,

e a mpeAsioKeHa JUCepTalHja y LeJUHH HU Yy JeJOBUMa HHje OuHJa
npejaJioXKeHa 3a Jobujarkbe OWJIO KoOje JUIJIOMe MpeMa CTYAUjCKUM
IporpamMuMa ApPyryux BUCOKOIIKOJICKUX YCTAaHOBA,

e Jla cy pe3yJITaTH KOPEKTHO HAaBEJeHH U

e Jla HMCaM KpIIMO/Jla ayTOpCKa MpaBa U KOPUCTHUO UHTEJIEKTYaIHy CBOjUHY
JpyTrUx JyLa.

IloTniuc goKTOpaH A

Y Beorpapny, 22.06.2017.
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IIpuor 2.

HU3jaBa 0 MICTOBETHOCTH LITAMIAHE U eJIEKTPOHCKE Bep3Hje
JIOKTOPCKOT paja

MMe u npesume aytopa bpanuciara Jeptuh

Bpoj ungekca [35/10

Ctypujcku nporpaMm [lOKTOpCKe cTyauje

HacnoB paga ,Anroputam 3a oapehrBambe 6M0QU3UIYKOT CTaha ENUTENHOT TKMBA
Ha 6a3u cuekTpockonuje”

MenTop IIpod. ap Jluauja Matuja

[lornucanu/a BpaHucnaga JepTuh

UsjaB/byjeM pa je 1wITaMmaHa Bep3Wja MOI JOKTOPCKOr paZla HCTOBETHa
eJIEKTPOHCKOj Bep3HjU KOjy caMm Ipejao/ja 3a o6jaB/bUBakbe Ha MOpPTaIy
JluruTtasiHor peno3suTopujyma YHuBep3uTera y beorpaay.

Jlo3BoJ/baBaM Jia ce o6jaBe MOjU JIMYHU MMOJALM Be3aHU 3a JI06Hjambe aKaJeMCKOT
3Baba JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UMe U Ipe3uMe, TOJMHA U MEeCTO pohema U
JlaTyM oJibpaHe paja.

OBM JIMYHM TNOAALM MOTYy ce 00jaBUTH HA MpPEXHUM CTpaHUILAMa JAUTHTaJIHe
O6ub/1MOTEeKe, Y eJIeKTPOHCKOM KaTaJllory W y Myb6JuKalnujamMa YHUBep3uTeTa y
Beorpany.

IloTiuc goKTOpaHAa

Y Beorpapny, 22.06.2017.
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IIpuor 3.

U3jaBa o kopumhemy

OBsnamhyjem YHuBep3uTeTcky 6ubsauoteky ,CBeto3ap MapkoBuh” pga y
JUrutajHu penosuTopujyM YHuBep3uTeTa y beorpajay yHece Mojy IOKTOpPCKY
JyvicepTalyjy 1oJ, HacJ0BOM:

LAaropurtaM 3a oapebuBambe 6UM0DU3UYKOT CTaba EMUTEJHOr TKUBA
Ha 0a3U_clieKTpockonuije”

KOja je Moje ayTOpPCKO JieJio.

JlvcepTanujy ca CBUM IpUJO3UMa NpeAao/ia caM y eJIeKTPOHCKOM ¢opMaTy
IIOTO/IHOM 32 TPAjHO apXUBUPAIbE.

Mojy n[OKTOpCcKy pAucepTauujy IMoxpakbeHy Yy JIUTMTaJlHU pPeNno3UTOpPHUjyM
YHuBepsuTeta y Beorpajgy Mory ga KoOpucTe CBM KOjU TMOIUTYjy oJpejbe
caZip>kaHe y ofabpaHoM Ttuny JauleHne KpeatuBHe 3ajesnune (Creative
Commons) 3a Kojy caM ce oAJ1y4ro/na.

1. AytopcTBoO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPILHjaJIHO
@AyTOpCTBO - HEKOMepLHjaJHo — 6e3 npepaje
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLHjaJHO — AEJUTH MOJ UCTUM YCJI0BUMA
5. AytopcTBo - 6e3 npepajie
6. AyTOpPCTBO — J|€JIUTH N0Ji UCTUM yCJIOBHMaA

(MosiiMo i@ 3a0KpYKUTeE CaMo jeiHY O] IeCT MOHYheHUX JIMLEHIIH, KpaTaK OMKC
JIMLIEHIIW AaT je Ha moJiehuHu smcra).

IloTnuc JOKTOpaHAA

Y Beorpapny, 22.06.2017.

146



1. AytopcTBo - /[03BO/baBaTe YMHOXKaBawe, JUCTPUOYIHjY M jaBHO CAONIITABaH€
JleJia, ¥ TIpepajie, ako ce HaBeJie UMe ayTopa Ha HauMH oJipeheH o] CTpaHe ayTopa
WM JaBaolia JIMLEHIIE, YaK U y KoMeplujasHe cBpxe. OBO je Hajciob60HUja Of
CBUX JIULIEHIU.

2. AytopcTBO - HekoMepLHjaiHo. /lo3Bo/baBaTe yMHOXaBakbe, JUCTPUOYLH]Y U
jaBHO caominTaBame JieJa, U Ipepajie, aKo Ce HaBeJle MMe ayTopa HAa HA4YMH
oapeheH o/ cTpaHe ayTopa WM JaBaola JjuleHLe. OBa JiMleHLla He J103B0JbaBa
KOMepLHjaJHy yIIoTpeoy Aea.

3. AyTOpCcTBO - HeKOMeplHUjaJHO - 6e3 mpepajge. /lo3Bo/baBaTe YMHOKaBame,
JUCTPUOYLUjY U jaBHO CaollITaBamwe Jies1a, 6e3 MpoMeHa, MpeobJMKOBamba UJId
ynoTpebe Jiesia y CBOM JieJly, aKO Ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HayuH ojpebeH of
CTpaHe ayTopa WJH JlaBaola juleHle. OBa JiMlieHLla He 103B0/baBa KOMePLUjaIHY
ynoTpeby Aesia. Y 0JJHOCY Ha CBe OCTaJle JIMLeHlle, OBOM JIMLEHL[OM Ce OrpaHHUYaBa
HajBehu 06uM npaBa Kopulihewa Jea.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEPIIUjAJHO — JeJIUTH TI0J] UCTUM ycoBHUMa. /lo3BoJbaBaTe
YMHOXaBakbe, AUCTPUOYLHjY U jaBHO caolllTaBake Jiesia, U Ipepajie, ako ce
HaBe/le MMe ayTopa Ha HA4MH o/ipeheH o/ cTpaHe ayTopa WJIM AaBaola JHUIEHLEe U
aKo ce mpepaja JUCTPUOyHpa MO UCTOM UJIK CJIUYHOM JiuleHIoM. OBa JIKIeHI|a
He /103BOJ/baBa KOMePIHja/IHy yIOTPeOy Aesia U mpepaja.

5. AytopcTBo - 6e3 npepaje. /lo3Bo/baBaTe YMHOXKaBabe, JUCTPUOYIHjY U jaBHO
caomiuTaBame Jesa, 6e3 MpoMeHa, NPeobJMKOBamba UK YIoTpebe iesia y CBOM
JleJly, aKO Cce HaBeJle MMe ayTopa Ha HayuH ojpebheH oj cTpaHe ayTopa WM
JlaBaolia sinieHIe. OBa JIMIEHIIA 103BO/baBa KOMePIIUjaJHy yIIOoTPeOy AeJa.

6. AyTOpCTBO - JeJIMTU IIOJ, MCTUM Yyca0BUMaA. /l03Bo/paBaTe yMHOXaBake,
JUCTPUOYLUjY U jaBHO caolllITaBame Jiesia, U pepaje, ako ce HaBeJie UMe ayTopa
Ha HA4yuH oJipeheH o/ cTpaHe ayTopa W/ JaBaolia JIMLEHIE U aKo ce mpepaja
JAUCTpUbyHpa MOJ MCTOM WM CJAUYHOM JuneHIoM. OBa JiMleHLIa [03BOJbaBa
KOMepIijaJHy yInoTpeby Aesia U npepaja. CinyHa je coQTBEPCKUM JIMIEHIIAMA,
O/IHOCHO JIMIleHIlaMa OTBOPEHOT Ko/a.
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