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PRIMENA OPTOMAGNETNE IMIDZING SPEKTROSKOPIJE U  BIOFIZICKO]
KARAKTERIZACIJI MARGINALNOG I KARCINOMOM IZMENJENOG TKIVA U USNOJ DUPLJI

Sazetak

Jedan od najznacajnijih faktora u hirurSkom lecenju obolelih od oralnog karcinoma
predstavlja status hirurSke margine. Nalaz pozitivne hirurske margine u direktnoj je vezi sa
loSom prognozom, ucestalijom pojavom lokalnih recidiva i smanjenom stopom petogodiSnjeg
preZivljavanja. Cilj ovog istraZivanja bio je da ispita efikasnost primene nove opti¢ke metode -
optomagnetne imidZing spektroskopije (OMIS) u razlikovanju marginalnog i karcinomom
izmenjenog tkiva u usnoj duplji. IstraZivanje je obuhvatilo analizu razlika kod 60 nativnih
(karcinom - 31, normalno tkivo - 29) i 857 bojenih uzoraka (karcinom - 514, normalno - 343).
Prilikom digitalnog fotografisanja uzoraka tkiva, tj. izlaganja uzoraka vidljivoj beloj svetlosti
pod pravim i pod Brusterovim uglom, OMIS metodom je registrovano magnetno ponasanje
analiziranih uzoraka. Obradom digitalnog zapisa specijalizovanim konvolucionim algoritmom
dobijen je optomagnetni spektar u kojem su opisane vrednosti intenziteta magnetne
aktivnosti na 256 pozicija (razlika talasnih duZzina). Vrednosti vece od nule podrazumavaju
paramagnetno, a vrednosti manje od nule dijamagnetno ponaSanje tkiva. Klasifikaciona
efikasnost OMIS metode procenjena je primenom Sest algoritama zasnovanih na metodama
masinskog ucenja. Kod nativnih uzoraka uoceno je da tkivo oralnog planocelularnog
karcinoma pokazuje izraZeniju paramagnetnu i dijamagnetnu aktivnost u odnosu na
normalno marginalno tkivo, dok je kod bojenih uzoraka razli¢itih tipova normalnog tkiva bila
izraZenija paramagnetna, a kod uzoraka karcinoma dijamagnetna aktivnost. U slu¢aju nativnih
uzoraka OMIS metoda je razlikovala tkivo karcinoma od normalnog tkiva u hirurSkim
marginama sa tacnosti do 88,89%, senzitivnosti do 88,89%, specificnosti do 88,89% i
vrednosti AUC do 0,988. U slucaju bojenih uzoraka OMIS metoda je razlikovala preparate
karcinoma od preparata normalnog marginalnog tkiva sa tacnosti do 91,07%, senzitivnosti do
100%, specificnosti do 87,5% i vrednosti AUC do 0,973. Na osnovu dobijenih rezultata moze
se re¢i da je optomagnetnom imidZing spektroskopijom moguce razlikovati marginalno i
karcinomom izmenjeno tkivo u usnoj duplji. Na taj nac¢in ona poseduje evidentan potencijal za
evaluaciju hirurskih margina kod oralnog planocelularnog karcinoma u Kklinickom i
laboratorijskom okruZenju.

Kljuéne reci: oralni planocelularni karcinom, hirurSka margina, optomagnetna
spektroskopija, analiza, algoritmi, maSinsko ucenje, klasifikaciona efikasnost, automatizacija
donoSenja odluke

Naucna oblast: stomatoloske nauke

UZa naucna oblast: biomedicinski inZenjering u stomatologiji



APPLICATION OF OPTO-MAGNETIC IMAGING SPECTROSCOPY IN BIOPHYSICAL
CHARACTERIZATION OF MARGINAL AND CARCINOMA TISSUE IN THE ORAL CAVITY

Abstract

The surgical margin status represents one of the most significant factors in patients
undergoing surgical treatment for oral squamous cell carcinoma (OSCC). The finding of a
positive surgical margin indicates the infiltration of marginal tissue with neoplastic cells and
relates to poor prognosis, higher recurrence, and lower overall survival rate. The main goal of
this study was to explore the efficiency of a new optical method - the Opto-magnetic imaging
spectroscopy (OMIS) in discriminating between the histologically normal tissue in surgical
margins and OSCC tissue in the oral cavity. The study encompassed the analysis of 60 native
tissue samples (OSCC - 31, normal tissue - 29) and 857 H&E stained tissue samples (OSCC -
514, normal tissue - 343). The OMIS procedure is based on digital imaging of tissue samples or
more specifically their illumination with the white light perpendicular to the sample and the
white light under a characteristic Brewster angle. Such an operation enables the OMIS device
to register the magnetic behaviour of structures within the analyzed tissue. With the use of a
specially designed convolution algorithm, these digital images were then transformed into
Opto-magnetic spectra represented with the intensity values of magnetic activity on 256
positions (wavelength differences). Values above zero signify paramagnetic and values below
zero diamagnetic tissue behaviour. The classification efficiency of the OMIS method was
determined with six machine learning algorithms. In native samples, the OSCC tissue has
shown extensive paramagnetic and diamagnetic activity as compared to normal tissue. In
stained samples, different types of normal tissue were more paramagnetic, and the OSCC
tissue more diamagnetic in comparison between the two groups. The OMIS method
distinguished the native OSCC tissue from native normal tissue with an accuracy of up to
88.89%, the sensitivity of up to 88.89%, a specificity of up to 88.89%, and the AUC value of up
to 0.988. In stained samples, the accuracy was up to 91.07%, sensitivity up to 100%,
specificity up to 87.5%, and the AUC value up to 0.973. Based on the results of this study, it
could be concluded that the OMIS method successfully discriminates the OSCC tissue from
normal tissue in surgical margins. This way, it possesses an evident potential for the
evaluation of surgical margins in patients treated for oral squamous cell carcinoma both in
clinical and laboratory settings.

Key words: oral squamous cell carcinoma, surgical margin, opto-magnetic spectroscopy,
analysis, algorithms, machine learning, classification efficacy, automation of decision-making
processes

Scientific field: dental medicine

Scientific subfield: biomedical engineering in dentistry
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1.UVOD

1.1. | Kancer u21.veku

Na pocetku 21. veka nezarazne bolesti predstavljaju najveéi izazov savremene
medicine. Procene su da ¢e kancer, uz kardiovaskularna oboljenja, u narednim decenijama
postati glavni uzrok smrti u svim zemljama sveta (Bray i sar., 2018).

Podaci Svetske Zdravstvene Organizacije (SZO, eng. WHO) iz 2015. rangiraju kancer
medu prva dva uzroc¢nika smrtnosti kod osoba starosti do 70 godina u gotovo polovini drzava
sveta (91/192). U periodu od 2006. do 2016. godine na godiSnjem nivou primecen je porast
od 28% u broju obolelih (Fitzmaurice i sar., 2018). Procene su da je u svetu samo u 2018.
godini registrovano 18,1 milion novih pacijenata obolelih od kancera, a da je broj smrtnih
slucajeva kao direktna posledica istog oko 9,6 miliona (Bray i sar., 2018). Posebno su
alarmantne projekcije da ¢e se do 2040 ovaj trend nastaviti i da ¢e broj umrlih na godisSnjem
nivou u najboljem slucaju iznositi nesto visSe od 13 miliona, a da moZe dostici i cifru od preko
17, Sto bi predstavljalo porast od gotovo 80% u odnosu na 2018. godinu (Foreman i sar.,
2018).

U pogledu geografske rasprostranjenosti kancera, najveéi broj slucajeva
dijagnostikovan je u Aziji (60%), Sto se moZe smatrati oCekivanim s obzirom na broj ljudi koji
na tom kontinentu Zive (Bray i sar., 2018). Zanimljivo je da je u Evropi, iako u njoj Zivi svega
9% ukupne svetske populacije, registrovana cetvrtina od broja obolelih na globalnom nivou,
sa najviSom incidencom prisutnom u zemljama Zapadne Evrope (Bray i sar., 2018; Ferlay i
sar., 2013; United Nations, Population Division, 2017). U odnosu na indeks humanog razvoja
(IHR), incidenca malignih neoplazmi i stopa smrtnosti u 2018. godini znacajno je visa u
zemljama sa visokom vrednosti IHR-a, odnosno ekonomski razvijenim zemljama u poredenju
sa zemljama u razvoju koje se uglavnom nalaze na africkom kontinentu i Juznoj Aziji (Bray i
sar.,, 2018; United Nations Development Programme, 2016). Ipak, ove razlike iz godine u
godinu sve su manje usled tzv. ,vesternizacije“ stila Zivota ljudi u manje razvijenim zemljama,
kao i smanjenja broja obolelih od kancera povezanih sa infekcijama, loSim uslovima Zivota i
siromastvom (Gersten i Wilmoth, 2002; Maule i Merletti, 2012; Bray, 2014).

Kanceri pluca, Zenske dojke i kolorektalne regije tri su najzastupljenija tipa kancera na
globalnom nivou (slika 1) (Bray i sar., 2018). Ipak, specificnosti poput seksualne
opredeljenosti obolelih, razli¢itih socio-ekonomskih i kulturoloskih faktora, kao i stila Zivota
na regionalnom i lokalnom nivou, mogu uticati na ucestaliju pojavu i drugih tipova malignih
neoplazmi. Takav je recimo slucaj Indije i Pakistana, dve zemlje srednjeg IHR - a, sa visokom
prevalencijom upotrebe duvana i najviSom incidencom i stopom smrtnosti registrovanih za
kancer usana i usne duplje kod muskaraca (Bray i sar., 2018; United Nations Development
Programme, 2016).

Srbija pripada grupi zemalja sa visokim IHR-a te su i podaci o broju obolelih i umrlih
kao posledica malignih neoplazmi u skladu sa podacima u zemljama sa sli¢nim ili viSim [HR-a.
Sa 20,7% od ukupnog broja umrlih u 2017, kancer predstavlja drugi najces¢i uzrok smrti u
Srbiji, odmah iza kardiovaskularnih oboljenja. Od 2008. do 2017. godine stopa mortaliteta
uvecala se za 8%, uz oko 20% viSe smrtnih slucajeva kod muskaraca nego kod Zena. Po
podacima iz 2015. godine na teritoriji Centralne Srbije najucestaliji bili su kanceri pluca,
kolona i rektuma te prostate kod muskaraca i dojke, kolona i rektuma te pluc¢a kod Zena.
Incidenca obolelih u Republici Srbiji za 2018. godinu projektovana je na 460.5/100.000 kod
muskaraca, odnosno 377.2/100.000 kod Zena (Ferlay i sar., 2018; Institut za javno zdravlje
Srbije, 2018).
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Slika 1. Najzastupljeniji tipovi kancera prema broju novih slu¢ajeva (a) i broju umrlih (b) na
globalnom nivou u 2018. godini (Bray i sar., 2018).

Glavni razlozi dosta nepovoljnih pokazatelja za kancer u Srbiji i na globalnom nivou,
nalaze se pre svega u faktorima rizika na koje je moguce uticati i delovati preventivno.
Konzumiranje duvana i alkohola, prekomerna telesna tezina, fizicka neaktivnost i loSa ishrana
su faktori koji znacajno doprinose pojavi ve¢ine malignih neoplazmi, narocito onih vezanih za
disajni i digestivni sistem (Secretan i sar., 2009; Bouvard i sar., 2015; Lauby-Secretan i sar.,,
2016; Islami i sar., 2018). Ipak, konzumiranje duvana u vidu pusSenja, pa ¢ak i indirektnog
udisanja duvanskog dima posebno se izdvaja. Ovo je, pojedinacno, bio najzastupljeniji faktor
rizika u 2014. godini u Sjedinjenim Americkim Drzavama, povezan sa blizu 20% svih slucajeva
dijagnostikovanog kancera, odnosno sa 30% smrtnih ishoda kao posledica istih. Podaci
takode ukazuju i da su konzumacija duvana i alkohola kao udruZeni faktor rizika najprisutniji
kod kancera usne duplje i Zdrela (Islami i sar., 2018).
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1.2. | Usna duplja

Usna duplja predstavlja pocetni deo digestivnog trakta koji u covekovom organizmu
obavlja funkciju Zvakanja, govora, mimike, Cula ukusa, lu€enja pjuvacke i pocetne faze varenja
hrane (Meyer i sar., 1984; Shah i sar., 2001).

1.2.1. | Anatomija i histologija usne duplje

U anatomskom smislu, usna duplja se prema napred prostire od mukokutane linije
rumenog dela usana do prelaza tvrdog u meko nepce prema nazad i gore, odnosno opsSanc¢enih
papila jezika prema nazad i dole.!

nosna Supljina

usna duplja u uzem
smislu

resica
tvrdo nepce

/

predvorje usne Zdrelo

duplje

prednie 2/3 jezika koren jezika

Slika 2. Anatomske granice usne duplje (Preuzeto i prilagodeno sa interneta -
OpenStax College, 2013)

Ve¢i deo usne duplje pokriva oralna sluzokoZa koja se sastoji od oralnog epitela i
vezivnog tkiva koje se nejasnom granicom nastavlja u submukozno tkivo ili periost kosti.
Oralni epitel je plocasto-slojevitog tipa i to sa oroZavanjem (keratinizirajuci) (slika 3a) ili bez
orozavanja (nekeratinizirajuci) (slika 3b).

Osnovnu komponentu oralnog epitela ¢ine keratinociti - Celije Ciji stepen maturacije
definiSe njegove biofizicke karakteristike. Keratinociti su u razli¢itom obliku prisutni u svim
slojevima oralnog epitela. U najdubljem - bazalnom sloju (lat. stratum basale) oni su
kuboidalnog oblika sa velikim jedrom. U sloju iznad - spinoznom (stratum spinosum), ove

'Preko usnog otvora (lat. rima oris) otvorena je ka spoljasnjoj sredini. Zubnim nastavcima gornje i donje vilice sa
gornjim i donjim zubnim lukom podeljena je na predvorje usne duplje (lat. vestibulum oris) i usnu duplju u uzZem
smislu (lat. cavitas oris proprium). Predvorje usne duplje ograniceno je obrazima i usnama ka spolja i zubnim
nastavcima sa zubnim lukovima ka unutra. Zubni nastavci gornje i donje vilice sa zubnim lukovima formiraju
usnu duplju u uzem smislu koja je prema gore ogranicena tvrdim nepcem a prema dole podom usne duplje i
jezikom (prednje 2/3). Usna duplja se preko zdrelnog suzenja (lat. isthmus faucium) nastavlja u orofarinks (Shah
i sar, 2001; Greene i sar., 2002b; Barnes i sar., 2005).
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Celije su ovoidne i u njihovoj citoplazmi nalaze se snopovi tonofilamenata, odnosno granule
kod ¢elija gornjeg dela ovog sloja.

oralni epitel [olele]

bazalna bazalna
membrana = membrana
= | lamina
propria
periost sa .‘.§§ [ S submukozno

sa misiénim

kostanim | }" ‘\}"
tkivom !&‘"\

tkivom

Slika 3. Oralna sluzokoZza. a) oralna sluzokoZa sa keratiniziraju¢im epitelom b) oralna
sluzokoZa sa nekeratiniziraju¢im epitelom c) slojevi keratinizirajuéeg epitela d) slojevi
nekeratinizirajuceg epitela

Iznad spinoznog smesten je granulozni sloj (lat. stratum granulosum) u kome su
keratinociti spljoSteni i u Cijoj se citoplazmi nalaze keratohijalinske granule. U poslednjem -
povrsinskom sloju (lat. stratum corneum) nalaze se izduZene, dehidrirane cCelije bez jedra i
¢elijskih organela i citoplazmom bogatom fibrilarnim proteinima. Ovakav raspored i osobine
keratinocita karakteristicni su za keratinizirajuc¢i epitel (slika 3c). Ponekad je u ¢elijama
povrsinskog sloja moguce uociti tamno piknoti¢no jedro - fenomen parakeratinizacije. Kod
drugog tipa oralnog epitela - nekeratiniziraju¢eg, dva dublja sloja (bazalni i spinozni) su
gotovo iste grade i karakteristika, dok nedostaje granulozni sloj, a povrsinski (lat. stratum
superficiale) ¢ine izduZene Celije sa jedrom, organelama i citoplazmom u kojoj se nalaze
tonofilamenti (slika 3d). Pored keratinocita, u oralnom epitelu nalaze se i druge celije -
melanociti, Langerhansove i Merkelove C¢elije. Melanociti se nalaze u bazalnom sloju i
odgovorni su za pigmentaciju oralne sluzokoze; Langerhansove ¢elije imaju imunolosku ulogu
dok se Merkelove ponasaju kao mehanoreceptori. Ispod oralnog epitela nalazi se vezivno
tkivo bogato mreZom kolagenih vlakana, krvnih sudova i nerava (lat. lamina propria). Kontakt
epitelnog i vezivnog tkiva ostvaruje se duZ talasaste linije koja nastaje evaginacijama gornjeg
(papilarnog) dela lamine proprie u epitel. Donji (retikularni) deo Cine snopovi kolagenih
vlakana postavljeni paralelno sa povrSinom sluzokoZe. Ka dubini, vezivno tkivo lamine
proprie prelazi u submukozno, periost kosti ili misSi¢no tkivo (slika 3a,b) (Meyer i sar., 1984;
Danilovi¢ i Kuburovi¢-Radujkovi¢, 2012; Nanci, 2013). U zavisnosti od funkcije koju obavlja u
usnoj duplji, zastupljena su tri tipa oralne sluzokoze: mastikatorna, zastorna i specijalizovana
(Danilovi¢ i Kuburovi¢-Radujkovi¢, 2012). Procene su da je oko 60% usne duplje prekriveno
zastornom, 25% mastikatornom i 15% specijalizovanom sluzokozom (Collins i Dawes, 1987).
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Epitel mastikatorne sluzokoZe je po histoloSkoj organizaciji keratinizirajuci (u nekim
delovima parakeratinizirajuc¢i) plocasto-slojevit epitel koji je najviSe izloZen delovanju
mastikatornih sila. Od papilarnog dela lamine proprie deli ga talasasta bazalna membrana
nastala brojnim evaginacijama vezivnog tkiva u epitel. Papilarni deo lamine proprie Cini
umereno vaskularizovano vezivno tkivo, dok se u retikularnom nalaze gusto rasporedeni
snopovi kolagenih vlakana (slika 3a) (Danilovi¢ i Kuburovi¢-Radujkovi¢, 2012; Pawlina i Ross,
2016).

Epitel zastorne sluzokoze uglavnom je nekeratinizirajuceg tipa i generalno je tanji od
epitela mastikatorne mukoze. Kontaktna linija epitela i lamine proprie je relativno ravna sa
plitkim evaginacijama u epitel. Lamina propria je dobro vaskularizovana i Cini je rastresito
vezivno tkivo koje sadrzi kolagena i elasticna vlakna. U odnosu na mastikatornu, lamina
propria zastorne sluzokoZe nesto je deblja. Sastav i dubina submukoznog sloja variraju u
odnosu na anatomski predeo (slika 3b) (Danilovi¢ i Kuburovi¢-Radujkovi¢, 2012; Pawlina i
Ross, 2016).

Epitel specijalizovane sluzokoZe je u odnosu na svoju ulogu (mehanicka ili senzorna)
keratiniziraju¢eg ili nekeratiniziraju¢eg tipa. U lamini prorpii nalazi se umereno
vaskularizovano vezivno tkivo sa izraZenim evaginacijama u epitel. Mogu biti prisutne i male
pljuvacne Zlezde. Submukozno tkivo nije prisutno (Danilovi¢ i Kuburovi¢-Radujkovi¢, 2012;
Pawlina i Ross, 2016).

Usna duplja podeljena je u nekoliko anatomskih predela: usne (gornja i donja),
sluzokoZa obraza, gingiva (gornja i donja), prednje 2/3 jezika, pod usne duplje, retromolarni
trougao i tvrdo nepce (slika 4) (Shah i sar., 2001; Miloro i sar., 2004).

gornja usna

gingiva (gornja) tvrdo nepce

sluzokoZa obraza sluzokoZa obraza

retromolarni trougao retromolarni trougao

prednje 2/3 jezika

pod usne duplje gingiva (donja)

donja usna

Slika 4. Anatomski predeli usne duplje (Preuzeto i prilagodeno sa interneta - OpenStax
College, 2013)
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Usne (donja i gornja) se nalaze na ulazu u digestivni trakt. Sastoje se iz spoljaSnjeg -
koZnog, prelaznog (rumenog) i unutrasnjeg (mukoznog) dela. Predeo koji pripada usnoj duplji
obuhvata rumeni deo koji predstavlja i kontaktnu povrsinu gornje i donje usne, kao i mukozni
koji je okrenut ka zubnim nastavcima. Histoloski, sluzokoZa usana je ve¢inom zastornog tipa -
tanak nekeratinizovani plocasto-slojevit epitel sa dobro vaskularizovanom laminom propriom
i submukozom u kome su smesStene male pljuvacne Zlezde. U predelu rumenog dela epitel je
keratinizirajuc¢i dok se u lamini proprii gube dlake, lojne i znojne Zlezde karakteristicne za
koZni deo usana. U lamini proprii dobro je razvijena kapilarna mreza koja ovom delu daje
tamno crvenu boju. Mukoza je direktno vezana za vlakna kruznog miSi¢a usana (Danilovic i
Kuburovi¢-Radujkovi¢, 2012; Pawlina i Ross, 2016).

SluzokoZa obraza oblaZe unutrasnju povrSinu usne duplje i prostire se od komisure
usana do palatoglosalnog luka. Cini je zastorni nekeratinizirajuéi plo¢asto slojevit epitel
debljine oko 500um i dobro vaskularizovano vezivno tkivo lamine proprie bogato kolagenim i
elasticnim vlaknima kojim je mukoza vezana za miSi¢e obraza. U vezivnom tkivu submukoze
prisutni su adipociti i male pljuvac¢ne Zlezde (Danilovi¢ i Kuburovi¢-Radujkovi¢, 2012; Pawlina
i Ross, 2016).

Gingiva (gornja i donja) predstavlja deo usne duplje koji pokriva alveolarni greben,
interdentalni septum i koronarni deo zubnih nastavaka. Deli se na tri dela - slobodnu,
pripojnu i interdentalnu gingivu. Slobodna obavija krunicu zuba od kojeg je odvojena
sulkusom. Apikalno se nastavlja u pripojnu koja je ¢vrsto vezana za zub i alveolarnu Kkost.
Interdentalna je smeStena u interdentalnom prostoru i delom je slobodna. Pripojna gingiva sa
vestibularne i oralne strane prelazi u alveolarnu sluzokoZzu od koje je demarkirana
mukogingivalnom linijom, dok palatinalno prelazi u sluzokoZu tvrdog nepca. Generalno,
gingivalna sluzokoZa je mastikatornog tipa. Epitel je debljine oko 250um, keratinizirajudi i sa
elementima parakeratinizacije. Laminu propriu ispunjava gusto vezivno tkivo sa izrazenim
evaginacijama papilarnog sloja u epitel. Submukoznog sloja nema, jer je gingivalna sluzokoza
direktno vezana za periost kosti. Kao Sto je napomenuto, gingiva se sa vestibularne i oralne
strane nastavlja u sluzokoZzu zubnih nastavaka - alveolarnu sluzokoZu. Za razliku od
gingivalne, alveolarna sluzokoZa je zastornog tipa sa tankim nekeratiniziraju¢im plocasto-
slojevitim epitelom i dobro vaskularizovanom laminom propriom sa mnostvom elasti¢nih
vlakana. U submukozi se nalazi rastresito vezivno tkivo koje je elasticnim vlaknima vezano za
periost kosti, a prisutne su i male pljuvacne Zlezde (Shah i sar., 2001; Greene i sar., 2002b;
Danilovi¢ i Kuburovi¢-Radujkovi¢, 2012; Pawlina i Ross, 2016).

Prednje dve treéine jezika pripadaju usnoj duplji, dok zadnja tre¢ina pripada
orofarinksu. Prednji deo je pokretan i prema napred vezan za pod usne duplje jezi¢nim
frenulumom, dok se pozadi prostire do terminalnog sulkusa (lat. sulcus terminalis) oblika
slova V, otvorenim prema vrhu jezika. MozZe se podeliti u pet anatomskih polja: vrh, bo¢ne
strane, dorzalna i ventralna strana. Jezik je preteZzno misi¢na struktura koja je na dorzalnoj
strani prekrivena specijalizovanom sluzokoZom. Zbog svoje mehanicko-senzorne uloge sadrzi
zone i Kkeratinizirajucegi nekeratinizirajueg plocasto-slojevitog epitela organizovanog u
jezicne papile. Postoje Cetiri vrste jezi¢nih papila - opSancene, pecurkaste, listaste i koncaste.
Opsancene papile nalaze se u predelu terminalnog Zleba u koji se izlivaju i von Ebnerove male
pljuvacne Zlezde. Sa gornje strane prekrivene su keratinizirajuéim a na bocnim
nekeratiniziraju¢im epitelom. Pecurkaste papile nalaze se na prednjem delu dorzalne strane
jezika, pecurkastog su oblika, a njihov vrh je jasno crvene boje i prekriven nekeratinizovanim
epitelom ispod kojeg se nalazi dobro vaskularizovano vezivno tkivo. Od papila koje sadrze
gustativne korpuskule prisutne su jos i listaste papile. Najbrojnije papile - koncaste, obavljaju
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mehanicku ulogu i prekrivene su keratiniziraju¢im epitelom (Danilovi¢ i Kuburovi¢-
Radujkovi¢, 2012; Pawlina i Ross, 2016). Papilarni deo lamine proprie dobro je razvijen, sa
brojnim evaginacijama u epitel i sadrZzi mrezu kapilara i male pljuvacne Zlezde. Lamina
propria direktno je vezana za miSice jezika. Ventralna strana jezika prekrivena je zastornom
sluzokoZom koju ¢ine tanak nekeratinizirajuci plocasto slojevit epitel i tanka lamina propria u
kojoj se nalaze elasti¢na vlakna, malo pljuvacnih Zlezda, kapilarna mreza u papilarnom sloju i
relativno slabo vaskularizovan retikularni sloj. Submukoza, ukoliko je prisutna, nekada sadrzi
masno tkivo i dobro je vaskularizovana. Na mestima gde izostaje, sluzokoZa je direktno
vezana za miSi¢e (Shah i sar., 2001; Greene i sar., 2002b; Danilovi¢ i Kuburovi¢-Radujkovic,
2012; Pawlina i Ross, 2016).

Pod usne duplje prema napred i sa bo¢nih strana ogranicen je unutrasnjom povrsinom
donjeg alveolarnog grebena, u srediSnjem delu ventralnom stranom jezika a pozadi
palatoglosalnim lukovima. PotkoviCastog je oblika i u kontinuitetu je sa predelom
nalaze se i otvori sublingvalnih i submandibularnih Zlezda. SluzokoZa poda usne duplje je
zastornog tipa i Cine je tanak nekeratinizirajuci plocasto slojevit epitel debljine oko 100um i
dobro vaskularizovana lamina propria bogata elasticnim vlaknima. U submukoznom tkivu
nalaze se male pljuvacne Zlezde i vezivno tkivo (Shah i sar., 2001; Greene i sar., 2002b;
Danilovi¢ i Kuburovi¢-Radujkovi¢, 2012; Pawlina i Ross, 2016).

Retromolarni predeo (lat. trigonum retromolare) je trouglasti prostor smesten iza
distalnih povrsina donjih tre¢ih molara ¢ija sluzokoza pokriva ushodni deo unutrasnje strane
ramusa donje vilice. Bo¢no je u kontinuitetu sa bukalnom sluzokoZom, ka sredini sa
sluzokoZzom mekog nepca dok se prema dole nastavlja u pod usne duplje. Epitel
retromolarnog predela je nekeratinizirajudi i prekriva Zlezdano i misi¢no tkivo (Shah i sar.,
2001; Greene i sar., 2002b; Danilovi¢ i Kuburovié-Radujkovi¢, 2012; Pawlina i Ross, 2016).

Tvrdo nepce ograni¢eno je prema napred zubnim nastavkom gornje vilice dok se
prema nazad nastavlja u meko nepce koje pripada orofarinksu. Od spoja tvrdog i mekog nepca
do incizalne jame prostire se medijalna linija (lat. raphe palati). SluzokoZa tvrdog nepca je
mastikatornog tipa. Cini je keratiniziraju¢i (ponekad parakeratiniziraju¢i) plocasto-slojevit
epitel na koji se nastavlja lamina propria izraZenih evaginacija u epitel i koju Cine gusto i
umereno vaskularizovano vezivno tkivo. U predelu medijalne linije submukoza nije prisutna i
sluzokozZa je direktno vezana za periost kosti. U anterolateralnoj i posterolateralnoj zoni
submokozni sloj je prisutan i bogat je masnim, odnosno mukoznim Zlezdanim tkivom (Shah i
sar.,, 2001; Greene i sar.,, 2002b; Danilovi¢ i Kuburovi¢-Radujkovi¢, 2012; Pawlina i Ross,
2016).




1.2.2. | Limfni évorovi vrata

Drenaza limfe svakog anatomskog predela usne duplje vrsi se odredenim putem u
preko 300 limfnih ¢vorova vrata (Rouviere, 1938).Na osnovu anatomskih struktura i iz
klinicke (hirurske) perspektive svi limfni ¢vorovi vrata mogu se svrstati u Sest nivoa (slika 5).

Slika 5. Nivoi limfnih ¢vorova vrata (Preuzeto i prilagodeno sa interneta - Nick's Radiology
Wiki, 2017)

Nivo I obuhvata submentalnu i submandibularnu grupu limfnih ¢vorova. Submentalnu
grupu (I-A) ¢ine limfni ¢vorovi smesteni izmedu prednjih trbuha digastri¢nih miSica, hioidne
kosti i simfize donje vilice. Submandibularna grupa (I-B) obuhvata limfne ¢vorove u prostoru
ograniCenom prednjim i zadnjim trbuhom digastricnih miSi¢a, telom donje vilice i
stilohioidnim misSi¢em (Robbins i sar., 2002; Greene i sar., 2002a).

Nivo II obuhvata gornje jugularne limfne ¢vorove smeStene duz gornjeg dela
unutrasnje jugularne vene i gornjeg dela akcesornog Zivca. Nivo II-A predstavlja grupu limfnih
¢vorova koja je prema dole ograni¢ena horizontalnom linijom u nivou hiodne kosti, bazom
lobanje prema gore, stilohioidnim misi¢em prema napred i vertikalnom linijom definisanom
akcesornim Zivcem prema pozadi (Robbins i sar., 2002; Greene i sar., 2002a).

Nivo II-B grupa je prema dole ogranicena horizontalnom linijom u nivou hioidne kosti,
prema gore bazom lobanje, prema napred vertikalnom linijom akcesornog Zivca i prema




pozadi zadnjom ivicom sternokleidomastoidnog miSi¢a (Robbins i sar., 2002; Greene i sar.,
2002a).

Nivo IIl obuhvata limfne ¢vorove duz srednje tre¢ine unutrasnje jugularne vene. Prema
dole je ogranic¢en horizontalnom linijom u nivou donje ivice krikoidne hrskavice, prema gore
horizontalnom linijom u nivou hioidne kosti, prema napred zadnjom ivicom sternohioidnog
miSica i prema nazad zadnjom ivicom sternokleidomastoidnog misSica ili senzitivnim granama
vratnog pleksusa (Robbins i sar., 2002; Greene i sar., 2002a).

Nivo IV obuhvata limfne ¢vorove duZ donjeg dela unutrasnje jugularne vene. Ogranicen
je klavikulom, donjom ivicom krikoidne hrskavice, zadnjom ivicom sternohioidnog miSica i
zadnjom ivicom sternokleidomastoidnog misi¢a ili senzitivnim granama vratnog pleksusa
(Robbins i sar., 2002; Greene i sar., 2002a).

Nivo V obuhvata sve limfne ¢vorove zadnjeg trougla vrata, limfne C¢vorove duZ
akcesornog Zivca, limfne ¢vorove duZ poprecne arterije vrata kao i sve limfne ¢vorove duz
unutrasnje jugularne vene u projekciji zadnje ivice sternokleidomastoidnog misi¢a. Nivo V-A
ograniCen je donjom ivicom krikoidne hrskavice, vrhom na kome se susrecu
sternokleidomastoidni i trapezoidni miSi¢, zadnjim trbuhom sternokleidomastoidnog misi¢a
ili senzitivnim granama vratnog pleksusa i prednjim trbuhom trapezoidnog misSic¢a. Nivo V-B
ogranicen je klavikulom, donjom ivicom hioidne kosti, zadnjim trbuhom
sternokleidomastoidnog misica ili senzitivnim granama vratnog pleksusa i prednjim trbuhom
trapezoidnog misi¢a (Robbins i sar., 2002; Greene i sar., 2002a).

Nivo VI obuhvata pretrahealne, paratrahealne, i prelaringealne limfne ¢vorove. Ovaj
prostor je prema dole ogranicen suprasternalnom incizurom, prema gore hioidnom kosti, a
pozadi zajednickom karotidnom arterijom. Ovaj nivo je poznat i kao "prednji kompartment"
(Robbins i sar., 2002; Greene i sar., 2002a).




1.3. | Kancer usne duplje

Oralni kancer predstavlja svaku malignu neoplazmu koja se moZe razviti na tkivima
usana i usne duplje (Rivera, 2015; Barnes i sar., 2005). Maligni tumori usne duplje mogu biti
epitelnog, mezenhimalnog ili hematolimfoidnog porekla (Barnes i sar., 2005). U 85 do 95%
slucajeva oralni kancer nastaje malignom transformacijom epitelnog tkiva - oralni
planocelularni karcinom (Strong i Spiro, 1987; Funk i sar., 2002). U ustima je moguce
dijagnostikovati i prisustvo drugih tipova malignih neoplazmi poput sarkoma, melanoma,
tumora malih pljuva¢nih Zlezda kao i udaljenih metastaza kancera sa bilo koje lokacije u
ljudskom organizmu (Miloro i sar., 2004).

1.3.1. | Oralni planocelularni karcinom (OPK) - definicija

"Oralni planocelularni karcinom predstavlja invazivnu neoplazmu razli¢itog stepena
skvamozne diferencijacije uz tendenciju ranog i izraZenog metastaziranja u regionalne limfne

.....

1.3.2. | Epidemiologija karcinoma usne duplje

Vectina epidemioloskih studija incidencu i stopu smrtnosti za oralne karcinome
prikazuje u sklopu registra za kancer usne i usne duplje (ICD-10; CO0-14) ili usne, usne duplje
i farinksa (CO0-C0O6) (Warnakulasuriya, 2009).

Najnovije procene SZ0O ukazuju da je u 2018. godini dijagnostikovano 354.864 novih
slucajeva kancera usana i usne duplje na globalnom nivou, kao i da broj umrlih kao posledica
istih dostiZe cifru od oko 180.000. U zemljama sa srednjim i niskim IHR-a, maligne neoplazme
usana i usne duplje nalaze se na Cetvrtom mestu po broju smrtnih sluc¢ajeva kod pripadnika
muske populacije. NajviSu incidencu kancera usana i usne duplje pokazuju zemlje
Melanezijske regije (Papua Nova Gvineja), pracene zemljama JuZne i Srednje Azije (Indija,
Pakistan, Banglades, Avganistan). Slede Australija i Novi Zeland, Istofna i Zapadna Evropa te
drzave Severne Amerike (Sjedinjene Americke Drzave i Kanada). Ipak, kancer usana i usne
duplje najvece posledice ostavlja u Indiji, koja se sa oko 120.000 dijagnostikovanih slucajeva u
2018. godini nalazi na 2. mestu, odmah iza kancera dojke. Shodno navedenom, kod muske
populacije ova grupa kancera zauzima 1. mesto sa udelom od oko 16% u odnosu na sve
slucajeve novoobolelih od malignih neoplazmi u 2018 (Bray i sar., 2018).

Incidenca kancera usana, usne duplje i farinksa na evropskom Kkontinentu
projektovana je na 19,9/100.000 kod muskaraca i 5,9/100.000 kod Zena. U slucaju prvih
navedena incidenca predstavlja 4,3% od ukupnog broja dijagnostikovanih malignih
neoplazmi. U Evropi, pomenuti pokazatelji pozicioniraju ovu grupu kancera na 5. mesto po
ucestalosti kod muskaraca, 10. mesto u odnosu na ukupan broj dijagnostikovanih kancera kod
oba pola, te 11. mesto po broju slucajeva sa smrtnim ishodom za 2018. godinu (slika 6a,b,c)
(Ferlay i sar., 2018).

U odnosu na broj novoobolelih, broj umrlih u 2018. iznosi oko 45% - nesto nize od
globalnog proseka koji se poslednjih decenija nije mnogo menjao (preko 50% umrlih) (Jemal i
sar., 2008; Bray i sar., 2018).

Najveci zdravstveno-ekonomski teret prouzrokovan karcinomom orofariengalne regije
podnose zemlje Srednje i Isto¢ne Evrope (Madarska, Belorusija, Rumunija, Slovacka), pracene
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Zapadnom i Severnom (Letonija, Francuska, Danska), dok su najniZa incidenca i stopa
smrtnosti prisutne u zemljama Mediterana (Juzna Evropa) (Ferlay i sar., 2018).

b)

Slika 6. Pokazatelji za oralni planocelularni karcinom u Evropi. a) pozicija OPK - a u odnosu
na broj umrlih od kancera b) pozicija OPK -a u odnosu na ucestalost kancera kod muskaraca i
c) kod Zena

U grupi zemalja JuZzne Evrope, za musku populaciju Srbija zauzima 3. mesto po
ucestalosti (20,9/100.000) i stopi smrtnosti (10,1/100.000).
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Kod Zenske populacije, Srbija se i po ucestalosti (5,6/100.000) i po stopi smrtnosti
(2,0/100.000)nalazi na 1. mestu.

B stopasmrtnosti  ®incidenca
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b)

prosecna incidenca

————— prosecna stopa smrtnosti

Slika 7. Incidenca i stopa smrtnosti za OPK u JuzZnoj Evropi. a) incidenca i stopa smrtnosti kod
muskaraca b) incidenca i stopa smrtnosti kod Zena (Ferlay i sar., 2018)

Navedeni podaci nalaze se unutar prosec¢nih vrednosti za Evropu u celini, a iznad
prosecnih vrednosti za drzave Juzne Evrope (incidenca: 14,7/100.000, 4,6/100.000; stopa
smrtnosti: 5,7/100.000, 1,5/100.000) (slika 7a,b). U odnosu na zemlje Centralne i Isto¢ne
Evrope (Belorusija, Madarska, Poljska, Rumunija, Slovacka, Ukrajina) Srbija ima niZe
vrednosti incidence i stope smrtnosti, dok su vrednosti slicne pojednim zemljama Severne i
Zapadne Evrope (Danska, Litvanija, Belgija) (Ferlay i sar., 2018).

Prema podacima za 2015. godinu, kod muske populacije je dijagnostikovano 288 novih
slucajeva kancera usne duplje i farinksa. U odnosu na ukupan broj novoobolelih od malignih
neoplazmi u istom periodu, kancer usne duplje i farinksa zauzima 12. mesto (Institut za javno
zdravlje Srbije, 2018).

Karcinom orofarinksa najcesce se javlja kod muskaraca starosti izmedu 40 i 60 godina i
povezan je sa uobicajenim faktorima rizika (konzumacija duvana i alkohola). Odnos obolelih
muskaraca i obolelih Zena varira od 2:1 do 4:1 (La Vecchia i sar., 1997; Scully i Bagan, 2009;
Grégoire i sar., 2010). Istrazivanja sprovedena na Klinici za maksilofacijalnu hirurgiju
StomatoloSkog fakulteta u Beogradu kod pacijenata sa dijagnostikovanim karcinomom usana
utvrdila su da ovaj odnos iznosi 5:1 u korist muske populacije (Vukadinovi¢ i sar., 2007;
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Petrovic¢ i Jelovac, 2008). Ipak, poslednjih godina se broj obolelih Zena uvecava, narocito u
kategoriji onih mladih - starosti 20 do 35 godina. Posebno je zanimljiva Cinjenica da se u
pomenutoj populaciji ovaj tip kancera sve CeSce javlja u odsustvu tradicionalnih faktora rizika
(Dahlstrom i sar., 2008; Koo i sar.,, 2013). Poslednja istraZivanja u Sjedinjenim Americkim
DrZavama ukazuju da je generalno broj pacijenata mladih od 45 godina sa dijagnostikovanim
karcinomom jezika sve veci (Miiller i sar., 2008; Patel i sar., 2011; Saba i sar., 2011; Brown i
sar., 2012; Ng i sar., 2017). U periodu od 1975. do 2007. godine, broj novoobolelih muskaraca
starosti do 45 godina uvecao se za 44%, dok se broj novoobolelih Zena u istom periodu uvec¢ao
za ¢ak 111% (Patel i sar., 2011).

1.3.3. | Etiologija i faktori rizika za nastanak karcinoma usne duplje

U osnovi nastanka oralnog karcinoma nalaze se mutacije DNK na ¢elijskom nivou -nivo
oralnog keratinocita. One se mogu javiti kao posledica razli¢itog uticaja - hemijskog, fizickog
ili mikrobioloSkog (Scully i Bagan, 2009). Nabrojani faktori mogu ispoljavati svoje dejstvo
pojedinacno ili u sinergiji sa drugim faktorima. Proces transformacije normalne u malignu
¢eliju, tj. zdravog tkiva usne duplje u oralni karcinom je postepen i vrlo kompleksan. Razli¢iti
su nivoi patoloske alteracije tkiva koji sa vecom ili manjom verovatnoom mogu progredirati
u kancer - hiperplazija i displazija niskog, srednjeg ili visokog stepena (Scully i Bagan, 2009;
Rivera, 2015). Osim navedenih tipova agensa i drugi faktori poput genetskih (porodicni),
higijensko - dijetetskih, prisustva sistemskih bolesti ili stanja imunosupresije organizma mogu
podstaci razvoj oralnog karcinoma (Dahlstrom i sar., 2008; Scully i Bagan, 2009; Petti, 2009).

Konzumacija duvana i alkohola svakako su najzastupljeniji u etiologiji OPK-a. Ovi
faktori direktno su povezani sa 65-70% (duvan), odnosno 20-35% (alkohol) slucajeva
karcinoma usne duplje (La Vecchia i sar.,, 1997; Parkin, 2011a; Parkin, 2011b). Bitno je
napomenuti da se rizik za nastanak oralnog karcinoma uvecéava 8 do 15 puta ukoliko se duvan
i alkohol konzumiraju zajedno (Blot i sar., 1988; Andre i sar., 1995; Castellsagué i sar., 2004;
Hashibe i sar., 2009; Lubin i sar., 2011; Maasland i sar., 2014).

Na povecan rizik od pojave karcinoma usne duplje mogu uticati i odredene geografske
specificnosti. Tako se Zvakanje lista biljke betel (vrsta bibera) povezuje sa preko 50%
dijagnostikovanih slucajeva oralnog karcinoma u regionima juZne i jugoisto¢ne Azije (Petti,
2009). Ishrana koja obiluje hranom bogatom Secerima i mastima, a u nedostatku voc¢a i povréa
takode je prisutna kao faktor u 10-15% slucajeva karcinoma usne duplje (Petti, 2009).

Humani papiloma virus (HPV) najznacajniji je mikrobioloski agens koji se vezuje za
nastanak karcinoma orofaringealne regije, ukazujuci na ¢injenicu da osobe koje ¢esto menjaju
seksualne partnere, narocito u mladem dobu, imaju povecan rizik za nastanak oboljenja
(Scully, 2002; D'Souza i sar., 2007). LoSa oralna higijena i posledi¢ne infekcije u usnoj duplji
doprinose razvoju patoloskih promena koje mogu dovesti do pojave oralnog karcinoma
(Zheng i sar., 1990). Znacajan broj studija ukazuje na potencijalnu ulogu prisustva pojedinih
gljivicnih i bakterijskih infekcija- kandidijaza i sifilis (Trieger i sar., 1958; Cawson i Binnie,
1980; Parkin i sar., 2005). Ustanovljeno je da je rizik za nastanak oralnog karcinoma kod
pacijenata koji su redovno posecivali stomatologa bio nizi za 62% (Holmes i sar., 2009). Sa
druge strane, periodontalna bolest, gubitak zuba i neadekvatni stomatoloski radovi (proteze)
mogu takode biti povezani sa razvojem neoplasticnih promena u usnoj duplji (Meyer i sar.,
2008; 0ji i Chukwuneke, 2012; Rajesh i sar., 2013; Goyal i sar., 2014).
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Pored svega navedenog, treba istaci i da svako stanje imunosupresije organizma i
prisustva sistemskih bolesti (diabetes mellitus, eritematozni lupus, skleroderma i dr.)
povecava i rizik za pojavu malignih neoplazmi, u ¢emu oralna sredina ne predstavlja izuzetak
(Derki sar., 2005; Dikshit i sar., 2006).

1.3.3.1. | Duvani oralni karcinom

Danas je poznato da jekonzumacija duvana, tj. puSenje, Zvakanje, Zvakanje u
kombinaciji sa betelom ("betel quid"), nedobrovoljno puSenje, najodgovornija za nastanak
oralnog karcinoma (La Vecchia i sar., 1997; Scully i Bagan, 2009; Parkin, 2011a). Rizik za
pojavu oboljenja je 2 do 12 puta veci kod osoba koje konzumiraju duvan u poredenju sa
nepusacima, dok je rizik kod nepuSaca koji su izloZeni duvanskom dimu (nedobrovoljno
pusenje) takode uvecan, i to za 87% (Blot i sar., 1988; Jovanovic i sar., 1993; Mashberg i sar.,
1993; Lee i sar., 2009). Neke studije ukazuju da se prestankom pusSenja, potencijal za razvoj
karcinoma usne duplje umanjuje za 35% kod osoba koje su to ucinile pre 4 godine, dok se
rizik kod onih koji ne puSe preko 20 godina ne razlikuje u odnosu na nepusace (Marron i sar.,
2010). Kada je re¢ o konzumiranju "bezdimnog" duvana relativni rizik za nastanak oralnog
karcinoma zavisi od odnosa kancer promoviSu¢ih i kancer inhibiSu¢ih sastojaka. Tako
proizvodi na bazi vlaznog duvana imaju nizak potencijal za razvoj karcinoma usne duplje
(Janbaz i sar., 2014).

Mehanizam delovanja duvana na oralna tkiva izuzetno je sloZzen i obuhvata niz
hemijskih procesa na molekularnom nivou. Duvanski dim u kombinaciji sa toplotom dovodi
do oslobadanja elemenata koji mogu promovisati razvoj kancera (Miloro i sar., 2004; Lee i
sar., 2012). Ovi elementi (benzopireni, nitrozamini, aromati¢ni amini) se inicijalno ponasaju
kao pre-kancerogeni, da bi se uinterakciji sa oksidativnim enzimima tkiva transformisali u
agens koji uspostavljanjem kovalentne veze sa DNK tkiva dovodi do mutacije (Parise, 2000).
Kao dodatni produkt metabolizma, dolazi do oslobadanja slobodnih radikala sa velikim
brojem nesparenih elektrona. Sa visokim nivoom reaktivnosti koji poseduju, oni takode
podsti¢u mutacije koje idu u prilog patoloskoj transformaciji zdravog tkiva (Parise, 2000).

U slu¢aju "bezdimnog" duvana, najznacajniju grupu potencijalno kancerogenih
sastojaka ¢ine N-nitrozamini (Janbaz i sar., 2014). Oslobadanjem slobodnih radikala mogu
dovesti do naruSavanja anti-oksidativne odbrane u ¢elijama oralnog tkiva, Sto se manifestuje
njihovim povecanim brojem u tkivima oralnih prekanceroza i oralnog karcinoma (Choudhari i
sar., 2014).

1.3.3.2. | Alkoholi oralni karcinom

Konzumacija alkohola nesumnjivo doprinosi patoloskoj alteraciji tkiva auto-
digestivnog trakta, a narocito je to izraZeno u pogledu usne duplje. Kao faktor,alkohol je
prisutan u oko 30% pacijenata sa dijagnostikovanim oralnim karcinomom (Parkin, 2011b). U
kombinaciji sa konzumacijom duvana znacajno uvecava rizik za pojavu oboljenja (Blot i sar.,
1988; Andre i sar., 1995; Castellsagué i sar., 2004; Hashibe i sar., 2009; Lubin i sar., 2011;
Maasland i sar., 2014). Iako nije poznato koja koli¢ina i koncentracija alkohola u pi¢u na
dnevnom nivou najnepovoljnije utice na tkiva usne duplje, utvrdeno je da je uticaj bio deset
puta izraZeniji kod osoba koje su konzumirale 170g viskija dnevno u poredenju sa onima koji
retko konzumiraju alkoholna pi¢a (Wynder i sar., 1957).
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Hemijski efekat alkohola ogleda se u podsticanju dejstva drugih kancerogenih agensa
na tkiva usne duplje (McCoy, 1978). Alkohol povetava permeabilnost tkiva razlaganjem
lipidnih komponenata epitela dovodeci do njegove atrofije i modifikacija u sintezi DNK (Reidy
i sar.,, 2011). Uz negativan uticaj na normalno odvijanje metabolickih procesa u ¢elijama
oralnog epitela, moZe ispoljavati i mutageno dejstvo (McCoy, 1978; Reidy i sar., 2011). Sve ovo
dovodi do pada odbrambenih sposobnosti oralnog tkiva, koja tako postaju sklona infekcijama
i patoloSkim promenama (Reidy i sar., 2011).

1.3.3.3. | Potencijalno maligna oboljenja u usnoj duplji

Prema preporukama radne grupe Svetske Zdravstvene Organizacije iz 2005., sve
oralne lezije sa predispozicijom maligne transformacije klasifikuju se kao "potencijalno
maligna oboljenja". Jedinstvenom terminologijom obuhvacene su sve prekancerozne lezije
izolovanog tj. lokalnog porekla, kao i prekancerozna stanja povezana sa sistemskim stanjem
organizma (Warnakulasuriya i sar., 2007). Prekancerozne lezije definiSu se kao "morfoloski
izmenjeno tkivo u kojem je verovatnoca razvoja oralnog kancera znacajno ve¢a u odnosu na
normalno tkivo istog sastava". Prekancerozno stanje predstavlja "sistemsko stanje organizma
udruZeno sa znacajno ve¢im rizikom za pojavu kancera" (World Health Organization, 1973).

U prekanceroznim lezijama, tkivo usne duplje moZe u histopatoloSkom smislu
pokazivati razlic¢it stepen transformacije. Novija kategorizacija ovih promena primenjuje
binarni sistem Kklasifikovanja navedenih promena u displaziju niskog i displaziju visokog
stepena (tabela 1) (El-Naggari sar., 2017).

Tabela 1. Kategorizacija patoloske transformacije tkiva u usnoj duplji (Preuzeto i prilagodeno
iz El - Naggari sar., 2017)

histopatoloski
stadijum (2017)

histopatoloski
stadijum (2005)

karakteristike

akantoza u spinoznom sloju, hiperplazija

displazija niskog hiperplazija u bazaln(im; nije pr1:sutna ce11]s'ka atipija;
oCuvana arhitektura tkiva
stepena
displazija niskog poremecaj arhitekture u donjoj 1/3
stepena epitela; pojava Celijske atipije
displaziia srednie poremecaj arhitekture proSiren na
plazl 1e8 srednju 1/3 epitela; izrazenija Celijska
stepena L
atipija
displazija visokog
stepena displazija visokog viSe od 2/3 epitela poremecene

stepena

arhitekture; izraZenija Celijska atipija

carcinoma in situ

arhitektura poremecena celom ili gotovo
celom debljinom epitela; veoma izrazena
Celijska atipija
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U tom pogledu, razlikujemo hiperplaziju - povecan broj ¢elija spinoznog (akantoza) ili
bazalnog sloja epitela usne duplje (hiperplazija bazalnih ¢elija) bez prisustva Celijske atipije, i
displaziju tkiva - poremecaj tkivne arhitekture pracen Celijskom atipijom. U odnosu na opseg
zahvacenosti epitelnog sloja i stepena prisutne Celijske atipije moguce je identifikovati
displaziju niskog, srednjeg i visokog stepena. U trenutku kada je epitelni sloj zahvacen celom
ili gotovo celom debljinom sa izraZenom atipijom celija koja je istih karakteristika kao i kod
malignog tumora (hiperhromati¢na jedra i iregularan raspored), promena se definisSe kao
karcinom in situ (van der Waal, 2009; Barnes i sar., 2005). U najznacajnije i najcesce
prekancerozne lezije ubrajaju se leukoplakija i eritroplakija (Scully i Bagan, 2009).

Leukoplakija se definiSe kao "bela naslaga upitnog rizika u trenutku kada je isklju¢eno
prisustvo oboljenja i poremecaja za koje je poznato da ne poseduju rizik za nastanak kancera"
(Warnakulasuriya i sar., 2007). Klinicki, moguce je dijagnostikovati dva tipa leukoplakije koja
mogu zahvatiti bilo koji lokalitet usne duplje - homogena i nehomogena leukoplakija. Prva se
karakteriSe kao ravna, uniformna i tanka bela naslaga, dok se druga definiSe kao belo-crvena
lezija koja moZe biti iregularno ravna (eng. speckled) ili nodularne grade (van der Waal, 2009).
U nehomogene leukoplakije ubraja se i verukozna leukoplakija, Ciji proliferativni tip poseduje
visok potencijal maligne transformacije (Hansen i sar., 1985; Cabay i sar., 2007; van der Waal i
Reichart, 2008). Histopatolo$ki, razlikuju se leukoplakija sa i bez prisustva displazije, u
odsustvu ili prisustvu Celijske atipije (van der Waal, 2009). Leukoplakija se naj¢esce pojavljuje
na vermilionu donje usne, obrazima i gingivi, dok su displasti¢ni oblici leukoplakije sa ve¢im
stepenom rizika za nastanak oralnog karcinoma prisutniji na jeziku i u predelu poda usne
duplje (Waldron i Shafer, 1975; Silverman i sar., 1976; Banoczy, 1977; Silverman i sar., 1984).
Najznacajniji faktori koji uticu na potencijalnu malignu transformaciju leukoplakije
obuhvataju: ne-homogenu tipizaciju, veli¢inu preko 200mm?, prisustvo Candide Albicans,
njeno dugotrajno prisustvo, pojavu kod Zena, idiopatsku leukoplakiju, pojavu na jeziku i podu
usne duplje i prisustvo epitelne displazije (van der Waal, 2009).

Eritroplakija se definiSe kao "vatreno crvena mrlja koja se klini¢ki i patoloski ne moZze
karakterisati kao niti jedno drugo poznato oboljenje” (Pindborg i sar., 1997). Eritroplakija
moZe biti ravna ili blago udubljena, glatke ili granularne povrSine (van der Waal, 2009).
Uglavnom se pojavljuje kao izolovana lezija i moZe zahvatiti bilo koji lokalitet orofaringealne
regije. Eritroplakija uvek pokazuje izvestan stepen displazije, a Cesto se moZe dijagnostikovati
i kao carcinom in situ, a ponekad i kao invazivni karcinom (Shafer i Waldron, 1975). U vecini
identifikovanih slucajeva dolazi do maligne transformacije (van der Waal, 2009).

0d prekanceroznih stanja koja se manifestuju u usnoj duplji i poseduju izvestan rizik
za nastanak oralnog karcinoma izdvajaju se lihen planus i oralna submukozna fibroza.

Oralni lihen planus (OLP) zahvata sluzokoZu usne duplje, najceS¢e obraza, jezika i
gingive (Scully i Carrozzo, 2008; van der Waal, 2009). Ovo oboljenje je autoimunog karaktera i
klinicki se ispoljava kao belicaste strije koje podsecaju na paukovu mreZu sa mogucim
izrazenim crvenilom usled ulceracija i plikova (Thorn i sar., 1988; Epstein i sar., 2003). U
odnosu na eritroplakiju koja je izolovanog karaktera, lezije u okviru OLP-a rasporedene su
simetri¢no i bilateralno (van der Waal, 2009). Postoji nekoliko formi OLP-a: retikularna,
papularna, plocasta, erozivna, atroficna i bulozna (van der Waal, 2009). Prve tri su obicno
bezbolne, dok su ostale pra¢ene bolnim simptomom pecenja u ustima (van der Waal, 2009).
lako postoje oprefna misljenja o riziku koji prisustvo OLP-a predstavlja za nastanak oralnog
karcinoma, u manje od 1% dijagnostikovanih slucajeva OLP-a na godiSnjem nivou dolazi do
maligne transformacije (Gandolfo i sar., 2004; van der Waal, 2009).
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Oralna submukozna fibroza je hroni¢no oboljenje koje karakteriSe fibroza zastornog
epitela usne duplje i manifestuje se atrofijom epitela i pove¢anim gubitkom mobilnosti tkiva
uz prisustvo simptoma pecenja, stezanja i sijanja oralne mukoze (Warnakulasuriya i sar.,
2007; van der Waal, 2009). U prisustvu kancerogena, atrofi¢ni epitel pokazuje povecan nivo
rizika za nastanak oralnog karcinoma (van der Waal, 2009). Dosadas$nja istraZivanja pokazuju
da stepen maligne transformacije na godiSenjem nivou u proseku iznosi oko 0,5% (Murti i
sar., 1985).

1.3.4. | Oralni planocelularni karcinom - karcinogeneza

Oralni karcinom rezultat je hroni¢nog delovanja razlic¢itih faktora koji podsticu procese
genetskih alteracija u celijama oralnog epitela (Tanaka i Ishigamori, 2011; Fukuda i sar.,,
2012). Smatra se da su u nastanku oralnog karcinoma ukljucene promene na hromozomima u
preko 100 gena (Roepman i sar., 2005). Najznacajnije su svakako one na TP53 genu,
receptoru epidermalnog faktora rasta (EGFR), inhibitoru ciklin-zavisne kinaze 2A (CDKN2A),
protein prenosiocu signala i aktivatoru transkripcije STAT3 i ciklinu D1 (Curry i sar., 2014).
Povecano nakupljanje hipoksijom indukovanog faktora (HIF)-1alfa koje se vezuje za mutacije
u mitohondrijskoj DNK kod OPK-a takode igra bitnu ulogu u njegovom razvoju (Ha Pk i sar,
2009).

Navedene alteracije dovode do poremecaja normalnog Celijskog ciklusa, njene
diferencijacije i "programirane” smrti kao i do poremecaja u reparaciji DNK. Na ovaj nacin,
¢elije oralnog epitela postaju nestabilne i poprimaju osobine koje vremenom dovode do
potpune transformacije u malignu neoplasticnu celiju (Feller i sar.,, 2013). Kao posledica
dolazi do razvoja neoplasticnog tkiva koga karakteriSu neograniceni replikativni potencijal,
sopstveni faktori rasta, neoskupljivost na inhibiciju rasta, izbegavanje "programirane” celijske
smrti, proliferacija krvnih sudova (angiogeneza) i sposobnost invazije i metastaziranja
(Hanahan i Weinberg, 2000; Pickup i sar., 2014). U njegovom daljem razvoju znacajnu ulogu
ima i sadrZaj mikrosredine samog tumora (Rivera i Venegas, 2014). U njoj mogu biti prisutni
kancer-karakteristi¢cni fibroblasti (CAFs), citokini, elementi epitelijalno mezenhimalne
tranzicije (EMT) kao i povecana koncentracija slobodnih radikala (eng. reactive oxygen species
- ROS) (Cavallo i sar., 2011). Kancer-karakteristicni fibroblasti (eng. cancer-associated
fibroblasts - CAFs) posebno su znacajni elementi tumorskog tkiva koji podsti¢u njegovu
proliferaciju i invazivnu prirodu dok povecana akumulacija citokina doprinosi imunosupresiji
i epitelijalno mezenhimalnoj tranziciji (Hanahan i Weinberg, 2011; Cavallo i sar., 2011). Uz
navedene faktore, u tkivima oralnog planocelularnog karcinoma prisutna je i viSe ili manje
izrazena inflamacija kao i hipoksija koje pospesSuju procese proliferacije krvnih sudova i
metabolizma u njima (Hanahan i Weinberg, 2011).

[ako za oralne karcinome ne postoji specifican biomarker, odredeni markeri poput E-
kadherina, N-kadherina, citokeratina, vimentina i dr. mogu se nalaziti u mikrosredini samog
tumora (Curry i sar., 2014). Novija istraZzivanja kao potencijalne biomarkere za oralni
karcinom namecu interleukin 8 (IL-8) i interleukin 1beta (IL-1f3) (Elashoffi sar. 2012; Gleber-
Netto i sar., 2016).
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1.3.5. | Histopatoloski aspekt oralnog planocelularnog karcinoma

Kao i u slucaju promena na molekularnom nivou, tako se i patoloSka transformacija
normalnih ¢elija oralnog epitela odvija postepeno i u vise faza (slika 8).

Slika 8. Patoloska transformacija oralnog epitela u oralni planocelularni
karcinom. a) normalan epitel b) hiperplazija c) displazija d) carcinoma in
situ e) invazivni karcinom

U procesima displazije koji mogu dovesti do nastanka oralnog karcinoma dolazi do
ugrozavanja tkivne strukture i promena na celijskom nivou, kao Sto je prikazano u tabeli 1
(van der Wall, 2009; El-Naggar i sar., 2017). U trenutku kada se displasti¢no tkivo proteZe
skoro ¢itavom Sirinom oralnog epitela i uz prisutnu atipicnost ¢elija, lezija se definiSe kao
karcinom in situ (Barnes i sar., 2005). NaruSavanjem integriteta bazalne membrane karcinom
poprima invazivni karakter, dolazi do njegovog Sirenja u dublje slojeve lamine proprie i
submukoznog tkiva i posledi¢ne stromalne reakcije (Barnes i sar., 2005; Kumar i sar., 2009).
Upravo invazivna priroda i razliCit stepen skvamozne diferencijacije oznacavaju maligni
potencijal OPK-a (Pindborgi sar., 1997; Barnes i sar., 2005; Riverai sar., 2011).

Uzimajuéi u obzir stepen diferencijacije neoplasticnih c¢elija oralni planocelularni
karcinomi Klasifikuju se u dobro, srednje i slabo diferentovane. Dobro diferentovani OPK ¢ine
Celije slicne celijama normalnog oralnog epitela. Srednje diferentovani ¢ine cCelije koje
pokazuju razlicit stepen jedarnog pleomorfizma i mitotskih aktivnosti uz prisustvo patoloskih
mitoza i smanjenom keratinizacijom u poredenju sa normalnim celijama. Slabo diferentovani
sastoji se od celija koje su pretezno nediferentovane, sa velikim brojem tipi¢nih i atipi¢nih
mitoza i slabo izrazenom keratinizacijom (Pindborg i sar., 1997; Barnes i sar., 2005).

Invazivna priroda, odnosno invazivni front tumora, predstavlja deo tumora sa
najvetom dubinom invazije i najizraZenijem potencijalom za Sirenje u okolne strukture
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(Barnes i sar., 2005; Wang i sar., 2009). KarakteriSu ga odreden stepen keratinizacije, jedarni
pleomorfizam, limfocitna infiltracija i nacin Sirenja - ekspanzivni, infiltrativni, oba (Kurokawa
i sar., 2005; Bryne i sar., 2005; Barnes i sar., 2005). Ekspanzivni tip Sirenja obuhvata velike
"plaze" tumora sa jasno definisanim granicama prema okolnom tkivu, dok se infiltrativni
odlikuje snopovima tumorskih Celija nepravilnog izgleda ili invazijom pojedina¢nih tumorskih
¢elija nejasnih granica prema okolini (Bryne i sar., 2005; Dissanayaka i sar., 2012). Invazivni
front tumora smatra se najreprezentativnijim delom tumorskog tkiva, Sto potvrduju i jasne
razlike u njegovoj molekularnoj strukturi u poredenju sa povrSinskim slojevima tumora
(Kurokawa i sar., 2005; Bankfalvi i Piffko, 2000).

Kao posledica Sirenja OPK-a javlja se reakcija okolnog tkiva sa kojim ¢elije karcinoma
stupaju u interakciju. Kao rezultat dolazi do formiranja ranije pomenute mikrosredine tumora
u kojoj predominantnu ulogu igraju kancer-karakteristi¢ni fibroblasti (Barnes i sar., 2005;
Koontongkaew, 2013). Pored njih, mogu biti prisutni i miofibroblasti, endotelijalne celije,
periciti, neutrofili, eozinofili, bazofili, T i B limfociti, mast ¢Celije, NK (eng. natural killer) celije,
makrofagi i dr. (Rivera i Venegas, 2014). Smatra se da kancer-karakteristi¢ni fibroblasti u
potpunosti menjaju strukturu normalnog ekstracelularnog matriksa doprinosec¢i invazivnom
potencijalu tumorskih celija na molekularnom nivou (Koontongkaew, 2013). Pojedina
istraZzivanja ukazuju i na ulogu koju proces ve¢ pomenute epitelijalno mezenhimalne tranzicije
potencijalno ima u invazivnosti i metastaziranju OPK-a (Thiery, 2002). Ovaj proces
podrazumeva potpunu transformaciju epitelnih ¢elija u mezenhimalne fibroblastima sli¢ne
Celije. Epitelne Ccelije gube svoj polaritet, dolazi do raskidanja meducelijskih veza,
reorganizacije organela, poveane mobilnosti, lokalne invazije i metastaziranja (Thiery i
Sleeman, 2006). JoS jedna bitna karakteristika tumorskog tkiva, kao i preduslov dalje
progresije oralnog karcinoma jeste endotelijalna proliferacija i stvaranje novih krvnih sudova,

tj. angiogeneza. Ona predstavlja neophodnu osnovu ishrane i razvoja kancera (Choi i Myers,
2008).

1.3.6. | Biohemijski aspekt oralnog planocelularnog karcinoma
Voda

Kod ljudi, voda c¢ini oko 50, 60% ukupne telesne mase (Strauss, 1957; Edelman i
Leibman, 1959). Kao takva predstavlja osnovnu komponentu normalnog odvijanja
biohemijskih i fizioloSkih procesa u ljudskom organizmu (Pollard i sar., 2008). Posebno je
znacajna njena uloga u povezivanju makromolekula - proteina i lipida (izgradnja fosfolipidnog
sloja) kao i sintezi i degradaciji proteina i nukleinskih kiselina (Chaplin, 2001; Albiser i sar.,
2001; Pollard i sar., 2008). Svoju funkciju ostvaruje uspostavljanjem nekovalentnih
vodoni¢nih veza izmedu pozitivho naelektrisanog vodonika i negativno naelektrisanih
elemenata, najceSce kiseonika i azota, Sto je od vaznosti za stabilizaciju strukture proteina («-
heliks) i DNK (Pollard i sar., 2008). Pored vodoni¢nih veza, za normalno funkcionisanje celija i
tkiva znacajni su i hidrofobni efekat vode (kreiranje glicerofosfolipidnog dvosloja), kao i Van
der Valsove (eng. Van der Waals) interakcije koje se deSavaju na nivou atoma

komplementarnih molekula koji se nalaze na maloj medusobnoj udaljenosti (Pollard i sar.,
2008).
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Efekat vode na stabilnost proteina najbolje se ogleda u stanju vodoni¢ne veze kod
proteina u osnovnom ("stabilnom") i proteina u ekscitiranom stanju (slika 9) (Nossal i Lecar,
1991).

Slika 9. Uticaj molekula vode na strukturu i funkcionalnost proteina. a) osnovno stanje
proteina b) viSak molekula vode u medijumu c) promena konformacione strukture proteina
usled vezivanja jednog od prisutnih molekula vode - prelazak u ekscitirano stanje

U covekovom telu voda se nalazi intracelularno (65%) i ekstracelularno (35%)
(Chumlea i sar., 1999). IstraZivanja ukazuju da se unutar celije molekuli vode organizuju u
vodene lance i klastere - kristalasto ("gelasto”) stanje (Pollack, 2001; Ho i sar., 2006; Koruga,
2017). Ovakva sredina mesto je izuzetne Celijske aktivnosti gde dolazi kako do vezivanja tako i
do otpustanja vode i faza u kojima su molekuli vode medusobno vezani ve¢im (niska gustina),
odnosno manjim (visoka gustina) brojem vodonicnih veza (Wiggins, 1996; Fullerton i sar.,
2006). S tim u vezi, razlicite faze podrazumevaju i razlicitu hidrataciju i metabolizam unutar
¢elija (Chaplin, 2006). Upravo se povecana hidratacija celije smatra jednim od okidaca
karcinogeneze, kao i faktorom u procesima rasta i metastaziranja tumora (Mclntyre, 2006;
McIntyre, 2007). Potencijalno objasnjenje leZi u povecanoj potrebi celije kancera za
nutritivnim faktorima koji joj omogucavaju dalji razvoj. Vec¢a koli¢ina slobodne vode ubrzava
njenu aktivnost, a posebno respiraciju, i obezbeduje joj primat u ishrani u odnosu na zdrave
¢elije (Chaplin, 2006). U prilog navedenom govore i istrazivanja sprovedena primenom
magnetne rezonantne tomografije (MRT) i teraherc spektroskopije u kojima je potvrden veci
sadrzaj vode u celijama kancera pluca, grlica materice i koZe (Boyd i sar., 2010; Wang i sar.,
2010; Yu i sar., 2012). Veca koli¢ina slobodne vode takode je prisutna i u tkivima oralnog
karcinoma. Primenom Ramanove spektroskopije utvrdena je jasna razlika u koncentraciji
vode izmedu tkiva oralnog planocelularnog karcinoma i zdravog tkiva sa senzitivnosti od 99%
i specificnosti od 92% (Barroso i sar., 2015). Istom metodom doSlo se i do rezultata koji
ukazuju da se sadrzaj vode smanjuje pomeranjem polja interesovanja od tumorskog ka
zdravom tkivu (Barroso i sar., 2016).
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Proteini

Kao najvaznije komponente u celijama ljudskog organizma, proteini predstavljaju
kombinaciju 20 aminokiselina povezanih peptidnim vezama u jedan ili viSe polipeptida. U
zavisnosti od naelektrisanja aminokiselina u njima, proteini lak3e ili teZe formiraju vodonicne
veze sa molekulima vode. Kao $to je navedeno, interakcija sa vodom je posebno bitna u
procesu stabilizacije sekundarne strukture proteina (Pollard i sar., 2008). Na ovaj nacin
proteini koji ulaze u sastav Ccelijskih sistema ostvaruju svoju punu funkcionalnost. U
karcinogenezi, a shodno tome i u vezi sa razvojem oralnog planocelularnog karcinoma,
proteini su izloZeni patoloskim procesima koji menjaju njihovu strukturu, a samim tim i ulogu
koju imaju (Chaplin, 2006; Nossal i Lecar, 1991). NajvaZniji medu njima su kolagen (tip IV), e-
kadherin i integrini (Choi i Myers, 2008; Rivera i Venegas, 2014).

Kolagen tipa IV po strukturi je a-heliks, Sto govori o znacaju koji za njegovu stabilnost
imaju molekuli vode i vodoni¢ne veze koje se ostvaruju unutar polipeptidnog lanca. Ovaj
protein najznacajniji je gradivni element bazalne membrane i obezbeduje njen integritet i
strukturu (Yurchenco i O'Rear, 1994; Ninomiya i sar., 1995; Kadler i sar., 2008; Pollard i sar.,
2008). Razgradnjom kolagena tipa IV u kojoj ucestvuju proteoliticki enzimi matriks-
metaloproteinaze (MMP-2, MMP-9), u bazalnoj membrani stvaraju se kanali za prodor
tumorskih celija (Duffy i sar., 2008; Kessenbrock i sar., 2010). Kao posledica dolazi do njene
degradacije i infiltracije dubljih tkivnih struktura kancerom, kao i posledi¢nog metastaziranja
(Duffy i sar., 2008). Do sada, viSe studija potvrdilo je ulogu koju razgradnja kolagena tipa IV
ima u progresiji oralnog karcinoma (de Vicente i sar., 2005; Fan i sar., 2012; Tamamura i sar.,
2013).

E-kadherin je najznacajniji transmembranski glikoprotein koji obezbeduje blizak
kontakt ("priljubljenost") ¢elija u tkivu (Halbleib i Nelson, 2006; Choi i Myers, 2008).
Smanjeno prisustvo e-kadherina tokom karcinogeneze dovodi do poveéane pokretljivosti
tumorskih cCelija i podiZe njihov invazivni kapacitet (Takeichi, 1991; Gumbiner, 1996). Nizak
nivo e-kadherina povezan je sa loSijom prognozom i lokalnim metastazama kod oralnog
karcinoma (Diniz-Freitas i sar., 2006; Lim i sar., 2004).

Integrini su jo$ jedan tip transmembranskih glikoproteina ¢iji sadrzaj opada u tkivima
OPK-a u poredenju sa normalnim tkivom (Jones i sar., 1993; Cortesina i sar., 1995). Ova grupa
proteina ucestvuje u procesima proliferacije, diferencijacije i migracije celija (Thomas i
Speight, 2001).

Lipidi

Lipidi su molekuli koji ¢ine osnovu svih bioloSkih membrana, odgovorni su za
odrzavanje proteina na povrSinama membrana, skladiStenje energije i prenos informacija
unutar i van Celije. Najzastupljeniji tip lipida su fosfogliceridi koji ulaze u sastav celijske
membrane. Sami fosfogliceridi su delom hidrofobni, a delom hidrofilni. Shodno navedenom,
sastavljeni su od komponenata koje variraju od pozicija pozitivnog do pozicija negativnog
naelektrisanja. Osim fosfoglicerida u membranama su jo$ prisutni sfingolipidi, steroli,
glikolipidi i trigliceridi (Pollard i sar., 2008).

Odnos sadrZaja proteina i lipida u zdravom i tkivu oralnog planocelularnog karcinoma
jedan je od glavnih biohemijskih pokazatelja razlika dva tkiva. Primenom Ramanove
spektroskopije doSlo se do zakljucka da se u tkivima oralnog planocelularnog karcinoma
nalazi znacajno visi nivo proteina, dok u zdravom tkivu preovladuju lipidi (Malini i sar., 2006;

21



Deshmukh i sar., 2011; Singh i sar.,, 2012; Guze i sar., 2015). Smatra se da celije oralnog
karcinoma sadrze viSe povrSinskih proteina - receptora, enzima, antigena i antitela (Malini i
sar.,, 2006). U Ramanovom spektru ovako izmenjene membranske grade tumorske Ccelije
preovladuju pre svega amidni regioni (amid I i III) $to i ukazuje na dodatni sadrzaj proteina. U
Ramanovom spektru normalnog ("zdravog") tkiva na istim mestima preovladuju
fosfogliceridi, ukazuju¢i na normalnu strukturu celijske membrane (Malini i sar., 2006;
Deshmukh i sar., 2011; Singh i sar., 2012; Guze i sar., 2015).

1.3.7. | Klini¢ka slika oralnog planocelularnog karcinoma

U kombinaciji razli¢itih simptoma, kao i samog izgleda promene na povrSini oralne
sluzokoze, klinicka slika oralnog planocelularnog karcinoma se u najboljem slucaju moze
opisati kompleksnom i varijabilnom (Shah i sar., 2012). Prvi korak u identifikaciji promena
suspektnih na OPK jeste adekvatna inspekcija usne duplje i vrata. U mnogim slucajevima, dok
se nalazi u pocetnom, lokalizovanom stadijumu, OPK nije pra¢en znacima i simptomima koji bi
se vizuelno mogli uociti (Lehew i sar., 2010). Pojavu pojedinacnih izraslina, crvenih mrlja,
nepravilnih belicastih i crveno-belic¢astih naslaga prisutnih duZe od tri nedelje, ekstrakcionih
rana koje ne zarastaju, bola ili utrnulosti, kao i ulceracija izdignutih ivica trebalo bi smatrati
manifestacijama OPK-a, dok se ne dokaZe suprotno. Takode, prisustvo uvecanih limfnih
¢vorova vrata u ranim stadijumima bolesti moZe ukazati na ve¢ prisutne metastaze primarnog
OPK-a. U kasnijim fazama, na OPK je moguce posumnjati usled kla¢enja zuba koji se ranije
nisu klatili, protetskih radova koji su bez jasnog razloga neadekvatno pozicionirani, bola u
usSima i ogranicenog ili onemogucenog otvaranja usta (trizmus). U razgovoru sa pacijentima
kod kojih postoji sumnja na OPK takode se dobijaju i informacije o teSko¢ama i bolu prilikom
govora i gutanja, poremecaju cula ukusa kao i neprijatnom zadahu iz usta (foetor ex ore)
(Mashberg i Samit, 1995; Miloro i sar., 2004; Brandizzi i sar., 2008; Scully i Bagan, 2009).

U odnosu na rast tumora, moguce je razlikovati tri klinicke forme - ulceroznu,
egzofiticnu i endofiticnu (Greene i sar., 2002a). Ulcerozna forma odlikuje se ulceracijom
¢vrstog induriranog dna i izdignutih i nepravilnih ivica na koju se ¢esto nadovezuje infekcija.
MoZe biti udruzena sa endofiti¢nim rastom tumora, koji infiltriSe ve¢u koli¢inu mekog tkiva
ispod same povrsSine suspektnog regiona. Sa druge strane, egzofiti¢ni oblik lezije manifestuje
se "karfiolastim izraStajem" (papilomatozni tip) Cesto prekrivenim beli¢astim naslagama ili
ravnim ruZzicasto-belim proliferativnim mrljama. Papilomatozni tip promene moze pokazivati
razlicit stepen keratinizacije, tj. biti prekriven ve¢om ili manjom koli¢inom beli¢astog keratina
koji potencijalno moZe maskirati obim, granice i invazivni potencijal OPK-a. Prisustvo
krvarenja u ovim lezijama posebno je indikativno i moZe ukazati na prisustvo maligne
neoplazije (Gavrici sar., 2001; Shah i sar., 2012).

Lokalizacija OPK-a je jo$ jedan znacajan faktor u klinickoj evaluaciji same promene, jer
zahvacenost razli¢itih anatomskih regiona u usnoj duplji povlac¢i za sobom i specifi¢nosti
zahvacenog tkiva (Greene i sar., 2002b). Ove specificnosti obuhvataju izgled, veli¢inu,
debljinu, oblik, granice, teksturu, tvrdoc¢u, pokretljivost, kao i odnose same lezije sa okolnim
miSi¢nim, Zlezdanim, masnim i kostanim tkivnim strukturama (Shah i sar., 2012). S obzirom
da OPK prvenstveno metastazira limfnim putem u regionalne limfne ¢vorove vrata, na osnovu
lokalizacije primarnog OPK-a moze se utvrditi i potencijalni put metastaziranja oralnog
karcinoma (Miloro i sar.,, 2004; Shah i sar., 2009). Najces¢e su oralnim planocelularnim
karcinomom zahvaceni jezik i pod usne duplje (slika 10) (de Camargo Cancelai sar., 2010).
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Slika 10. Zahvacenost tkiva oralnim karcinomom u odnosu na anatomski region usne duplje
(de Camargo Cancelai sar., 2010)

Zatim slede usne, gingiva, obrazna mukoza, retromolarni trougao i tvrdo nepce (slika
10). Ovakav raspored uglavnom se odnosi na zemlje Severne Amerike i Evrope. U azijskom
regionu zastupljeniji su OPK obrazne sluzokoZe i retromolarnog trougla (Shah i sar., 2001; de
Camargo Cancelai sar., 2010).

OPK jezika obuhvata oko 40% od ukupnog broja dijagnostikovanih slucajeva oralnog
karcinoma (Chen i sar., 1991; Worrall, 1995; Antunes i sar.,, 2001; Shah i sar.,, 2001; de
Camargo Cancela i sar., 2010). Limfna drenaza jezika prvenstveno je usmerena ka nivou II, a
zatim nivou III i I limfnih ¢vorova vrata. OPK jezika moZe dati metastaze ipsilateralno (bo¢ne
strane jezika) i bilateralno (vrh i telo jezika) (Shah i sar., 1990). Metastaze u limfnim
¢vorovima vrata prisutne su kod 40% pacijenata u trenutku postavljanja dijagnoze (Spiro,
1985).

OPK poda usne duplje javlja se u 8 do 25% slucajeva (Chen i sar., 1991; Worrall, 1995;
Antunes i sar., 2001; Shah i sar., 2001; de Camargo Cancela i sar., 2010). Limfna drenaza vrsi
se bilateralno (prednji deo poda usta) u submandibularne limfne ¢vorove (Nivo I) i
ipsilateralno u duboke limfne ¢vorove vrata (Nivo I, II i III). Metastaze u limfnim ¢vorovima

vrata prisutne su kod 50 do 60% pacijenata u trenutku postavljanja dijagnoze (Shaha i sar.,
1984).

OPK sluzokoZnog dela usana javlja se u 2 do 25% slucajeva (Chen i sar., 1991; Shah i
sar.,, 2001; Cooper i sar., 2009; de Camargo Cancela i sar., 2010). Metastaze u limfnim
¢vorovima vrata prisutne su kod 10% do 20% pacijenatai ¢eS¢e kod onih sa OPK gornje usne
(Jorgensen i sar., 1973; Bucur i Stefanescu, 2004; Ozturk i sar., 2015). Kod donje usne
metastaze su zastupljenije u limfnim ¢vorovima nivoa I u poredenju sa limfnim ¢vorovima
nivoa I, dok je kod gornje usne obratno (Zitsch i sar., 1993).
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OPK gingive nastaje u 2 do 18% pacijenata, i pretezno se javlja u donjoj vilici (Soo i sar.,
1988; Chen i sar., 1991; Worrall, 1995; Gomez i sar., 2000; Shah i sar., 2001; Yoon i sar., 2007;
de Camargo Cancela i sar., 2010). Ono Sto je posebno karakteristicno za OPK gingive jeste
podatak da je u treini slucajeva prisutna infiltracija kosti, dok su metastaze u limfnim
¢vorovima vrata prisutne kod oko 25% pacijenata u trenutku dijagnostikovanja. Limfna
drenaZa gingivalne mukoze, kako donje tako i gornje vilice, vrsi se u limfne ¢vorove vrata
nivoa I il (Soo i sar., 1988; Overholt i sar., 1996; Shah i sar., 1990; Gomez i sar., 2000).

OPK obrazne mukoze prisutan je u 2 do 10% slucajeva (Chen i sar., 1991; Diaz i sar.,
2003; de Camargo Cancela i sar., 2010). Metastaze su prisutne prvenstveno u limfnim
¢vorovima vrata I, pa zatim II nivoa kod 10 do 27% pacijenata u trenutku dijagnostikovanja
(Urist i sar., 1987; Shah i sar., 1990; Chhetri i sar., 2000; Diaz i sar., 2003).

OPK retromolarnog trougla obuhvata 2 do12% od ukupnog broja obolelih (Chen i sar.,
1991; Antunes i sar., 2001; Shah i sar., 2001; Mazziotti i sar., 2013; de Camargo Cancela i sar.,
2010). Uglavnom su karcinomi na ovoj lokaciji povezani sa karcinomima prisutnim i u drugim
regijama u usnoj duplji (Miloro i sar., 2004). Kod 27 do 56% pacijenata dolazi do
metastaziranja u limfne ¢vorove vrata (Byers i sar., 1984; Kowalski i sar., 1993). Limfna
drenaZa je predominantno u nivo I-B i nivo II (Shah i sar., 1990).

OPK tvrdog nepca javlja se u 3 do 6% slucajeva (Chen i sar., 1991; Antunes i sar., 2001;
Shah i sar., 2001; de Camargo Cancela i sar., 2010). Limfna drenaZa vrsi se u limfne ¢vorove
vrata I i Il nivoa. Sa metastazama se na prvom pregledu pojavi 10 do 25% obolelih (Chung i
sar., 1980).

Kada je rec o udaljenim metastazama OPK-a, treba re¢i da su one izuzetno retke, ali da
ukoliko do istih dode, uglavnom se javljaju na plu¢ima i u skeletnom sistemu. Kod prvog
pregleda prisutne su kod 1% pacijenata (Gavric¢ i sar., 2001).

Osim detaljnog klini¢kog pregleda, u postavljanju konac¢ne dijagnoze OPK-a koriste se i
dodatna sredstva, tehnike i metode.

Kada je rec¢ o sredstvima, najc¢esce se u klinickoj praksi koristi toluidin plavo. Ono je sa
relativno visokom senzitivnosti i specifi¢nosti narocito primenjivo u dijagnostikovanju OPK-a
u pocetnom stadijumu (Junaid i sar., 2012; Junaid i sar., 2013). Pod istim okolnostima,
poslednjih godina koriste se i pojedine opticke metode poput VEL-Scope-a, koje sa visokom
tatnos¢u razlikuju zdravo od patolosSki izmenjenog tkiva OPK-a (Poh i sar., 2006; Messadi,
2013). "Zlatni" standard u potvrdivanju prisustva OPK-a u usnoj duplji i dalje predstavlja
histopatoloska evaluacija hirurski uzetog uzorka suspektnog tkiva sa njegove primarne
lokacije - biopsija. Procedura se obavlja u bolnickim uslovima i obi¢no u lokalnoj anesteziji. U
svakodnevnoj praksi najCeS¢e se sprovode inciziona biopsija - uzima se uzorak
najreprezentativnijeg dela lezije i uzorak okolne zdrave sluzokoze i "punch" biopsija u kojoj se
cilindri¢nim noZem uzima deo reprezentativnog tkiva (Miloro i sar., 2004; Shah i sar., 2012).
Od izuzetnog je znacaja da uzorak ne obuhvata nekroti¢no tkivo, jer se na taj nacin mogu
kompromitovati rezultati histopatoloske analize (Shah i sar., 2012). U praksi se jo$ primenjuju
eksciziona (lezije manje od 1cm u promeru), aspiraciona i sentinel biopsija (Miloro i sar.,
2004; Kalmar, 2006). Kada je OPK zahvatio dublje strukture, npr. kost donje vilice ili u slucaju
endofiticnog karcinoma jezika kada je potrebno utvrditi obim zahvacenosti mekih tkiva,
koriste se dopunske radioloSke metode - kompjuterizovana tomografija (CT), magnetna
rezonanca (MR) kao i sofisticiranije metode poput 3D kompjuterizovane tomografije
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("Dentascan") i pozitron emisione tomografije - "PET scan" (Miloro i sar., 2004; Aulino i sar.,
2006; Shahisar., 2012; Aryai sar., 2014).

Kada su prikupljene sve neophodne informacije pristupa se TNM Kklasifikaciji
primarnog OPK-a po kriterijumima Americkog udruZenja za borbu protiv kancera (eng.
American Joint Committee on Cancer - AJCC) (Greene i sar., 2002). Prema standardima osmog
izdanja vodi¢a za odredivanje stadijuma kancera (eng. AJCCCancer Staging Manual, 8th
Edition, 2017) klasifikacija kancera u usnoj duplji se vrsi po slede¢oj nomenklaturi: slovom "T"
obeleZava se tumor, slovom "N" regionalni limfni ¢vor, a slovom "M" udaljene metastaze
(Amin i sar., 2017).

Tx - primarni tumor se ne moZe ustanoviti; Tis - Carcinoma in situ; T1 - tumor velic¢ine
do 2cm, dubina invazije (eng. depth of invasion - DOI) do 5mm; T2 - tumor veli¢ine do 2cm,
dubina invazije ve¢a od 5, a manja od 10mm ili tumor veli¢ine od 2 do 4cm i dubina invazije
do 10mm; T3 - tumor veli¢ine vece od 4cm ili bilo koji tumor sa dubinom invazije vecom od
10mm; T4 - srednje razvijena ili veoma razvijena lokalna bolest - T4a - srednje razvijena
lokalna bolest: usne - tumor kroz kortikalni deo kosti infiltriSe donji alveolarni Zivac, pod usne
duplje i koZu lica (brade ili nosa); ostali delovi usne duplje - tumor infiltriSe okolne strukture -
kroz kortikalni deo donje ili gornje vilice, ili infiltriSe maksilarni sinus ili koZu lica (erozija
kosti kao posledica primarnog tumora gingive nije dovoljna da bi se ovakav tumor
klasifikovao kao T4); T4b - veoma razvijena lokalna bolest - tumor infiltriSe prostore koji
ogranic¢avaju mastikatorni misici, pterigoidni nastavci ili baza lobanje i infiltriSe unutrasnju
karotidnu arteriju.

Nx - regionalne metastaze se ne mogu ustanoviti; NO - nisu nadene regionalne
metastaze; N1 - matastaza u jednom ipsilateralnom limfnom ¢voru veli¢ine do 3cm; N2(a,b,c),
N3(a,b) - palpatorno izmenjeni limfni ¢vorovi vrata, metastaze u jednom ili viSe limfnih
¢vorova vrata, ipsilateralno, kontralateralno i/ili bilateralno, veli¢ine do i preko 6cm; N3b -
metastaza u bilo kom limfnom ¢voru koja je probila kapsulu limfnog ¢vora. MO - nema
udaljenih metastaza; M1 - prisutne udaljene metastaze (Amin i sar., 2017).

Na osnovu navedenih podataka odreduje se stadijum bolesti - stadijumi I, II, III, IVA,
IVB, IVC (tabela 2).

Tabela 2. TNM Kklasifikacija (Preuzeto i prilagodeno iz Amin i sar., 2017)

T kategorija N kategorija

NO N1 N2a,b,c N3ab
T1 I 11 IVA IVB
T2 11 11 IVA IVB
T3 11 11 IVA IVB
T4a IVA IVA IVA IVB
T4b IVB IVB IVB IVB

sve kategorije u kombinaciji sa M1 statusom - IVC stadijum
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Uz TNM Klasifikaciju, procenjuje se i histopatoloski stadijum bolesti. Kao Sto je vec
napomenuto, histopatoloski, OPK se klasifikuje kao dobro diferentovan (gradus I), srednje
diferentovan (gradus II) ili slabo diferentovan (gradus III) tumor (Barnes i sar., 2005).

Posebno znacajan parametar u novijem shvatanju sveukupne prognoze kod OPK-a ima
dubina invazije (DOI). "Histopatoloski DOI se meri od nivoa bazalne membrane okolne zdrave
sluzokoZe do najdublje tacke invazije tumora" (slika 11) (Lydiatt i sar., 2017).

Slika 11. Dubina invazije OPK - a. A - dubina invazije (DOI); B - debljina tumora

Na ovaj nacin se, u odnosu na ustaljenu praksu merenja najvece debljine tumora, uvodi
parametar koji preciznije definiSe dalji tok bolesti (Shim i sar., 2010). Do zvanitnog
prihvatanja DOI-a doSlo se pre svega na osnovu istraZivanja koje su sproveli Ebrahimi i
saradnici, a koje je obuhvatilo preko 3000 obolelih od OPK-a. Uklju¢ivanjem grani¢nih
vrednosti DOI-a na svakih 5 mm, autori su dosSli do tacnije prognoze petogodiSnjeg
preZivljavanja nego u slucaju kada je koriS¢en samo klasicni TNM sistem Kklasifikacije
(Ebrahimi i sar., 2014). Infiltracija kosti karcinomom takode predstavlja lo$ prognosticki znak,
kako u klinickom tako i u histopatoloSkom smislu (Shah i sar., 2012). Nekoliko istrazivanja
govori u prilog ovakvom stanovistu. Li i saradnici istiCu znacaj infiltracije spongiozne kosti,
dok druge studije ukazuju da je navedena infiltracija kosti povezana sa loSom prognozom, bez
obzira na veli¢inu primarnog tumora (Kuk i sar., 2016; Li i sar., 2017; Fives i sar., 2017).
Svakako, jedan od najbitnijih faktora u pogledu toka bolesti i procene uspeSnosti hirurske
terapije jeste i histoloski status hirurske margine, o ¢emu ¢e posebno biti reci (Shah i sar,
2012).
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1.3.8. | Lecenje oralnog planocelularnog karcinoma

"Lec¢enje OPK-a usmereno je pre svega na potpuno izlecenje, oCuvanje i povracaj
funkcionalnosti usne duplje (govor, gutanje, Zvakanje, spoljaSnji izgled), minimalizaciju
posledica leCenja (pojava zubnog karijesa, osteonekroza vilice, trizmus) i podizanje svesti
pacijenta na rizik od pojave novih tumora" (Shah i sar., 2012). Kao izuzetno sloZena bolest,
oralni planocelularni karcinom u pogledu terapije zahteva multidisciplinarni pristup (Shah i
sar., 2009). U izboru metode lecenja ucestvuje konzilijum za maksilofacijalnu regiju koji
prilikom predlaganja terapije uzima u obzir anatomsku regiju, veliCinu (T stadijum),
lokalizaciju tumora (anteriorno-posteriorno), histoloske aspekte (tip, gradus i dubina
invazije), status limfnih ¢vorova vrata, odnos tumora i koStanih struktura, kao i prethodne
terapije ukoliko ih je bilo (Shah i sar., 2003). Uz navedene, analiziraju se i faktori poput
potencijalnih komplikacija lecenja, godiSta, kooperativnosti, Zivotnih navika (konzumacija
duvana i alkohola) i socio-ekonomskog statusa pacijenta te troSkova samog lecenja i
kompetencija ¢lanova tima koji leCenje sprovodi (Jun i sar., 1983; Friedlander i sar. 1998;
Shah i sar., 2009). Definitivna odluka donosi se uz pisani pristanak pacijenta, nakon Sto je
informisan/a o svim aspektima predloZenog lecenja.

U le¢enju OPK-a primenjuju se tri tipa terapije - hirurska, zra¢na i polihemioterapija. U
zavisnosti od stadijuma bolesti ove procedure se sprovode pojedinacno ili u kombinaciji. Kod
povrsinskih i tumora male veli¢ine koji se nalaze u pocetnom stadijumu (T1 i T2) najceSce se
primenjuje samo hirurska terapija (Huang i sar., 2010; Shah i sar., 2012). Kod uznapredovale
bolesti (T3 i T4) primena pojedinac¢nih procedura - hirurske ili zracne terapije, pruza losije
rezultate u pogledu lokalne Kkontrole tumora i stope petogodiSnjeg prezivljavanja.
Kombinovanom terapijom - hirursko lecenje praceno postoperativnim zracenjem, postiZe se
bolja lokalna kontrola tumora, ali se u slucaju preZzivljavanja prognoza znacajno ne menja
(Mishra i sar., 1996; Shah i sar., 2012). Odredene klinicke studije ukazuju da se ukljucivanjem
hemioterapije, uz postoperativno zraCenje obezbeduje bolja kontrola bolesti i povoljnija
prognoza u pogledu preZivljavanja, a naroCito kod pacijenata sa loSijim prognosti¢kim
pokazateljima (pozitivne hirurSke margine, metastaze u limfnim ¢vorovima vrata,
ekstranodalno Sirenje tumora, perineuralna i perivaskularna infiltracija) (Bernier i sar.,
2005).

Hirursko leCenje predstavlja terapiju izbora kod pacijenata sa dijagnostikovanim OPK.
Ono obuhvata potpunu eksciziju primarnog tumora do u klinicki - makroskopski zdravo tkivo,
uz maksimalno ocuvanje integriteta nezahvacenog tkiva i rekonstrukciju reseciranog dela
tkiva ili organa ukoliko to uslovi dozvoljavaju. Zahvaéenost regionalnih limfnih ¢vorova

metastazama takode zahteva njihovo hirursko uklanjanje (Gavric¢ i sar., 2001; Miloro i sar.,
2004).

Nacin na koji ¢e se u okviru hirurske procedure pristupiti primarnom tumoru zavisi od
vise faktora, a to su (Shah i sar., 2009):

veli¢ina tumora

dubina invazije

lokalizacija tumora (prema napred, prema nazad)
odnos tumora sa kosti donje ili gornje vilice

Malim i povrSinskim tumorima (T1 i T2), pozicioniranim u prednjem delu usne duplje
uglavnom se pristupa intraoralno. Ovakav pristup je mogu¢ kod svih tumora smeStenih u
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prednjem delu usne duplje, kao i kod uznapredovalih lezija (T3 i T4) u slucaju bezubosti donje
vilice. Ipak, u okolnostima gde je tumor, bez obzira na veliCinu, infiltrisao dublje strukture, ili
se svojim rastom priblizio kosti donje ili gornje vilice, pristup je ekstraoralni. Ovo je ujedno
karakteristicno za tumore vecih dimenzija (T3 i T4), a pozicioniranih na srednjoj i zadnjoj
trecini jezika, podu usne duplje i u retromolarnom predelu (Shah i sar., 1987; Miloro i sar.,
2004; Shahisar., 2012, Omura, 2014).

Pored radikalne ekscizije primarnog tumora, kod velikog broja pacijenata sa
dijagnozom OPK-a potrebno je sprovesti i hirurski postupak uklanjanja metastatski
izmenjenih limfnih ¢vorova vrata - disekcija vrata. Najveci rizik za metastaziranje pokazuju
tumori jezika, poda usne duplje i retromolarnog predela. Takode, pojava regionalnih
metastaza je ¢eS¢a kod primarnih lezija lokalizovanih prema nazad - posteriorno, u poredenju
sa lezijama lokalizovanim prema napred - anteriorno u usnoj duplji. Disekcija vrata se
uobicajeno sprovodi pre uklanjanja primarnog OPK-a i moZe biti radikalna, proSirena
radikalna, modifikovana i selektivna (Shah i sar., 1987; Miloro i sar., 2004; Shah i sar., 2012,
Omura, 2014).

Kao S$to je ve¢ napomenuto, u situacijama kada su prisutni odredeni faktori rizika za
uspeSan ishod lecenja OPK-a, uz hirurSku sprovode se i postoperativna zracna i
polihemioterapija. Faktore koji uticu na primenu dodatne terapije moZemo svrstati u one
srednjeg i one visokog rizika.

U faktore srednjeg rizika spadaju (Langendijk i sar., 2003):

patoloski stadijum T3 ili T4

ivice resekcije u blizini tumora
limfo-vaskularna infiltracija

perineuralna infiltracija

prisustvo metastaza u limfnim ¢vorovima vrata

U faktore visokog rizika spadaju (Bernier i sar., 2005):

e prisustvo tumorskih ¢€elija u hirurskim marginama
e ekstranodalno Sirenje tumora

Kada su prisutni faktori srednjeg rizika primenjuje se postoperativna zrac¢na terapija
(radioterapija) koja podrazumeva primenu jonizujuceg zracenja od 60 Gy (greja), s tim da
odredena istrazivanja ukazuju da je dovoljno i zracenje od 54 Gy. Kada su prisutni faktori
visokog rizika zracenje se moZe povecati na 57.6 Gy i dodatno sprovesti hemioterapija
(Tupchong i sar., 1991; Peters i sar., 1993). Od svih preparata, Cis platina se u ovim
sluc¢ajevima pokazala kao najefikasnija u kombinaciji sa postoperativnim zrac¢enjem, dok je
efekat primene preparata poput Cetuximab-a i dalje pod istrazivanjem (Hartner, 2018).

[ pored primene razli¢itih modaliteta lecenja, kod izvesnog broja pacijenata (20%) doc¢i
¢e do pojave recidiva na mestu primarnog tumora, dok ¢e se u 10% slucajeva javiti i recidivi u
limfnim ¢vorovima vrata. Uz navedeno, rizik za razvoj sekundarnog primarnog karcinoma
iznosi 4 do 7% na godiSnjem nivou i glavni je uzrok smrti kod pacijenata kod kojih je
sprovedeno lecenje karcinoma u ranom stadijumu (Vikram i sar., 1984a; Vikram i sar., 1984b;
Vikram i sar., 1984c; Vikram i sar., 1984d).
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1.3.9. | Petogodis$nje prezivljavanje

Prema najnovijem istraZivanju, petogodiSnja stopa preZivljavanja kod pacijenata sa
dijagnostikovanim primarnim OPK-om iznosi 64%. Kao nezavisni prognosticki faktori
petogodiSnjeg preZivljavanja oznaceni su godiSte pacijenta, prisustvo komorbiditeta,
perivaskularna i perineuralna invazija, dubina invazije, patoloski T stadijum, patoloski N
stadijum, histoloSki gradus, ekstranodalno Sirenje tumora i status hirurS$kih margina. U
odnosu na T stadijum stopa petogodisSnjeg preZivljavanja opada idu¢i od T1 ka T4 stadijumu
(81%; 64%; 51%; 39%). Povecanje dubine invazije takode se nepovoljno odraZava na
sveukupnu prognozu bolesti. Sa dubinom invazije ve¢om od 10mm, stopa petogodiSnjeg
preZivljavanja smanjuje se na 44%. Kod hirurskih margina u kojima je potvrdeno prisustvo
¢elija karcinoma (pozitivna margina) stopa iznosi 38%, i znacajno je niZa u poredenju sa
histoloski "Cistim" (negativnim) marginama (73%) (Zanoni i sar., 2019). Kod pacijenata
obolelih od OPK-a u ranom stadijumu bolesti (T1 i T2) i kod kojih je u 90% slucajeva status
hirurSske margine negativan, stopa petogodisnjeg preZivljavanja je 70% (Luryi i sar., 2015).
Alonso i saradnici utvrdili su da je stopa petogodiSnjeg preZivljavanja u slucajevima obolelih
od OPK-a tvrdog nepca 33%, dok u Rizvijevoj studiji koja je obuhvatila veliki broj pacijenata
sa OPK-om retromolarnog predela (4022), ona iznosi 38% (Alonso i sar., 2018; Rizvi i sar.,,
2018). Takode, na uzorku od preko 14000 obolelih od karcinoma poda usne duplje utvrdena
je petogodisSnja stopa prezivljavanja od 39% (Saggi i sar., 2018).

U pogledu modaliteta terapije, kod pacijenata kod kojih je sprovedena postoperativna
zracna terapija, petogodiSnja stopa preZivljavanja iznosi 57% (Quinlan- Davidson i sar., 2017).
U studiji u kojoj je preko 60% obolelih od karcinoma obrazne mukoze i gingivobukalnog
sulkusa tretirano postoperativnom zracnom terapijom zabeleZeno je petogodisnje
preZivljavanje od 60% (Shukla i sar, 2018). Sa druge strane, Ling i saradnici u svom
istraZivanju u kome je u oko 60% pacijenata sa OPK-om jezika leceno i postoperativnim
zracenjem beleZe niZu stopu preZivljavanja - 44% (Ling i sar., 2013). U analizama pojedinih
studija obuhvacen je veliki broj pacijenata tretiran samo zra¢nom terapijom (14-23%), Sto
svakako uti¢e na smanjenu stopu preZzivljavanja (Alonso i sar., 2018; Rizvi i sar., 2018; Saggi i
sar., 2018; Zanoni i sar., 2019).

Prisustvo regionalnih metastaza u limfnim ¢vorovima vrata je znacajan faktor u ishodu
leCenja kod obolelih od OPK-a. PetogodiSnja stopa preZivljavanja smanjuje se idu¢i od
stadijuma NO/Nx ka stadijumu N3 (74%; 63%; 48%; 23%). Ekstranodalno Sirenje tumora
takode je izuzetno lo$ prognosticki znak, sa stopom petogodiSnjeg preZivljavanja od svega
28% u poredenju sa slucajevima u kojima nije prisutno - 55% (Zanoni i sar., 2019). Slican
trend zabeleZen je i u drugim studijama (Wreesmann i sar., 2016; Garzino-Demo i sar., 2016;
Ongisar., 2017).

1.3.10. | Prevencija oralnog planocelularnog karcinoma

U javno - zdravstvenom smislu, oralni karcinom se ne nalazi na listi prioriteta kada je
reC o aktivnom pracenju i evaluaciji osoba sa visokim rizikom za razvoj ove bolesti (Thomson,
2015). Kompleksnost, kao i relativno kasna klinicka prezentacija OPK-a stvaraju dodatne
probleme u profilisanju osobe sa "visokim rizikom" za nastanak oralnog karcinoma
(Thomson, 2015; Williams i Bethea, 2011). Medutim, kao i kod drugih oboljenja u kojima je
manje viSe poznata etioloska pozadina, tako se i kod OPK-a moZe preventivno delovati upravo
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na faktore koji mu doprinose i koji pospesuju njegov dalji razvoj. U svojoj studiji, Thomson
predlaZe tri "stuba" prevencije OPK-a:

e primarnu, koja je usmerena na uklanjanje primarnih faktora rizika kao Sto su
konzumacija duvana i alkohola te loSa ishrana, a kroz javno - zdravstvene programe
na nivou zajednice

e sekundarnu, u kojoj ¢e na efikasan nacin biti moguce identifikovati promene dok se
one nalaze na nivou potencijalno malignih oboljenja ili OPK-a u ranom stadijumu i

e tercijarnu, koja za zadatak ima da smaniji rizik od pojave recidivantne bolesti i ublazi
posledice nastale usled lectenja OPK-a, obezbedujuc¢i ciljanu klinicku uslugu u
adekvatnim uslovima i slede¢i jasne postterapijske protokole (Thomson, 2018).

Ono Sto svakako predstavlja imperativ svakodnevne stomatoloSke prakse u prevenciji
oralnog karcinoma jesu redovni pregledi, narocito kod osoba koje konzumiraju duvan i velike
kolicine alkohola. Modifikacijom stila Zivota i kontinuiranim prac¢enjem ve prisutnih
potencijalno malignih oboljenja moZe se spreciti ve¢ina negativnih posledica koje sa sobom
nosi pojava oralnog karcinoma (Rethman i sar., 2010; Thomson, 2015).
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1.4. | Hirurska i histoloSka margina kod oralnog planocelularnog
karcinoma

U svrhu ostvarivanja povoljnog ishoda hirurskog lecenja i definisanja eventualne
postoperativne terapije, maksilofacijalni hirurzi zajedno sa oralnim karcinomom ekscidiraju i
odredeni deo klinicki tj. makroskopski zdravog tkiva koji se naziva hirur§ka margina (Ward i
van As-Brooks, 2007; Brown i sar., 2012; Hinni i sar., 2013; Zanoni i sar., 2017). Ona obi¢no
obuhvata pojas makroskopski zdravog tkiva unutar 1 cm od vidljive ivice samog tumora, sa
ciljem uklanjanja svih potencijalnih rezidua OPK-a na mikroskopskom nivou (Kurita i sar.,
2010; Wong i sar., 2012). Osim povrSinske mukoze, ekscizijom su obuhvacene i dublje
strukture - submukozno, vezivno, miSi¢no i po potrebi kostano tkivo koje okruZuju tumor
(Woolgar, 2006).

Ovako dobijeni uzorak tkiva podleZe histoloSkoj evaluaciji ne bi li se utvrdila
adekvatnost sprovedene ekscizije i definisao status histoloske tj. mikroskopske margine.
Status histoloSke margine jedan je od najznacajnijih faktora sveukupne prognoze bolesti i
modaliteta dalje terapije (Brown i sar., 2012; Priyai sar., 2012).

Brojna istrazivanja ukazuju da je prisustvo malignih celija u histoloSkim marginama
(pozitivna margina) povezano sa povecanim rizikom za pojavu recidiva, kao i sa smanjenom
stopom petogodiSnjeg preZivljavanja (Looser i sar., 1978; Chen i sar., 1987; Loree i Strong,
1990; Sutton i sar., 2003; Binahmed i sar., 2007; Ganly i sar., 2012; Zanoni i sar., 2019). U
svojoj studiji Looser i saradnici predlazu klasifikaciju histoloski pozitivnhe margine na osnovu
sledecih kriterijuma:

e margina unutar 0,5 mm od tumora,

e prisustvo premalignih promena u margini,

e carcinoma In situ u marginii

e invazivni karcinom u margini (Looser i sar., 1978).

Posebnu paZnju zahteva prisustvo displazije u histoloskim marginama. Smatra se da
marginalno tkivo koje u sebi sadrZi elemente displazije predstavlja lo§ prognosticki znak, a
narocito u sklopu povecanog rizika za pojavu lokalnih recidiva (Loree i Strong, 1990; Batsakis,
1999; Slootweg i sar., 2002; Bradley i sar., 2007). Ipak, istraZivanje Americkog udruZenja za
glavu i vrat koje je obuhvatilo oko 500 svojih ¢lanova - hirurga za ovu regiju, govori da vecina
njih (oko 80%) ne klasifikuje displaziju u marginama kao pozitivhu marginu, dok je obratno u
slucaju prisustva carcinoma in situ (Meier i sar., 2005). [ako ne opovrgavaju znacaj prisustva
displazije ili carcinoma in situu marginama, McMahon i saradnici smatraju da se pojava jednog
ili drugog ne moZe posmatrati u istom svetlu kao pojava invazivnog karcinoma u margini
(McMahoni sar., 2003).

Kontroverze oko definisanja statusa hirurskih, a shodno tome i histoloskih margina
najizraZenije su u pogledu udaljenosti linije resekcije tj. "hirurskog noza" (skalpel,
elektrokauter ili laser) od ivice karcinomom izmenjenog tkiva (Hinni i sar., 2013).

Prema preporukama Kraljevskog koledZa patologa Ujedinjenog Kraljevstva (eng.
Guidance on pathological margins for OSCC) sve margine se histoloSki mogu podeliti u tri
kategorije (slika 12) (Helliwell i Woolgar, 2011):
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e '"involvirane" tj. pozitivne margine - <1 mm od ivice tumora
e "bliske" (close margins) margine - 1-5 mm od ivice tumora i
e '"Ciste" tj. negativne margine - > 5 mm od ivice tumora.

1 ®

(O negativna margina

O »bliska“ margina

() pozitivna margina

Slika 12. Uzimanje uzoraka marginalnog tkiva kod oralnog planocelularnog karcinoma

I pored toga $to je malo nedoumica u vezi sa loSom sveukupnom prognozom kada je
margina na manje od 1 mm od ivice tumora, problemi i opre¢na misljenja nastaju u
definisanju negativnih ("¢istih"), a posebno "bliskih" margina (Dixit i sar., 1998; Sutton i sar.,
2003; Bessell i sar., 2011; Wong i sar., 2012; Hinni i sar., 2013; Anderson i sar., 2015).

U velikom broju studija vrednost od 5 mm Kkoristi se kao referentna u definisanju
adekvatne, tj. "Ciste" (>5 mm) i neadekvatne margine (<5 mm). Ovakva podela povezana je sa
vecom pojavom recidiva i smanjenim preZzivljavanjem kod margina na manje od 5 mm od ivice
tumora (Chen i sar., 1987; Loree i Strong, 1990; Sutton i sar.,, 2003; Amaral i sar., 2004;
Weijers i sar.,, 2004; Brandwein-Gensler i sar., 2005; Garzino-Demo i sar.,, 2006). Liao i
saradnici su u svom ispitivanju dosli do zakljucka da su margine na manje od 7 mm od ivice

tumora povezane sa loSijom prognozom (Liao i sar., 2008).

Sa druge strane, postoje i dokazi da u pogledu pojave lokalnih recidiva nema znacajnih
razlika izmedu "bliskih" i "¢istih" margina, a da se u slucaju preZivljavanja za referentnu
vrednost moZe postaviti i margina na 1,6 mm od ivice tumora (Wong i sar., 2012). Alicandri-
Ciufelli i saradnici predlazu da se "bliskim" marginama mogu smatrati one do 4mm, dok
Zanoni i saradnici u svojoj studiji definiSu "Cistim" one na viSe od 2,2 mm od ivice tumora
(Alicandri-Ciufelli i sar., 2013; Zanoni i sar., 2017). U istraZivanju koje je obuhvatilo preko 300
pacijenata obolelih od OPK-a u ranom stadijumu (T1 i T2) i koji su podvrgnuti hirurskoj
terapiji uoceno je da margine zapravo i nemaju uticaj na pojavu recidiva i preZivljavanje
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(Barry i sar., 2015). Brojni su razlozi nekonzistentnosti u rezultatima navedenih studija, od
toga da su oralni karcinomi statisticki posmatrani u sklopu karcinoma glave i vrata zajedno sa
karcinomima orofarinksa i larinksa, do toga da nisu uzeti u obzir i drugi znacajni faktori poput
dubine invazije, prisustva ili odsustva perineuralne i limfovaskularne infiltracijei veli¢ine
tumora (Weijers i sar., 2004; Binahmed i sar., 2007; Nason i sar., 2009; Wong i sar., 2012;
Hinni i sar., 2013; Alicandri-Ciufelli i sar., 2013; Anderson i sar., 2015). Tako na primer
agresivniji tumori, tj. oni sa infiltrativnom prirodom Sirenja, zahtevaju Siru marginu od onih sa
ekspanzivnim invazivnim frontom (Nason i sar., 2009).

Adekvatnost same ekscizije u direktnoj je vezi sa lokalizacijom tumora, anatomskim
ograniCenjima, bioloSkim karakteristikama i obimom hirurske procedure (Nason i sar., 2009;
Hinni i sar., 2013; Alicandri-Ciufelli i sar., 2013). Tako je verovatnoca nalaza pozitivne
margine vec¢a kod OPK-a poda usne duplje i obrazne mukoze nego Sto je to slucaj sa OPK-om
jezika (Kamat i sar., 2019). Pozitivne margine takode su ucestalije u slucajevima kada
obuhvataju dublje mekotkivne strukture u poredenju sa povrsinskim mukoznim marginama
(Woolgar i Triantafyllou, 2005). Potencijalna objasnjenja ovakvog nalaza mogu se nadi u
anatomskim ograni¢enjima samog hirurskog zahvata i Cinjenici da su povrSinske margine
vidljive, dok se kod dubokih hirurg orijentise palpacijom (Hinni i sar., 2013).

Na poziciju resekcione linije utice joS jedan znacajan faktor, a to je tzv. "skupljanje”
tkiva (eng. tissue shrinkage) (Hinni i sar., 2013; Anderson i sar., 2015;Kamat i sar., 2019). Ovaj
fenomen se javlja nakon ekscizije i tokom histoloske obrade uzorka tkiva (Sarode i Sarode,
2012; Gonzalez- Ballester, 2016). U nekoliko studija, najizraZenije "skupljanje" zabeleZeno je
kod obrazne mukoze, dok se u odnosu na sve regione u usnoj duplji "skupljanje" tkiva krece
od 9 do 70% (Johnson i sar., 1997; Mistry i sar., 2005; Cheng i sar., 2008; El-Fol i sar., 2015).
Umanjenje dimenzija margine moZe nastati i kao posledica elasticiteta mukoze, Sto posebno
moze imati implikacije po intraoralnu eksciziju OPK-a obrazne mukoze (Tsai i sar., 2016).
Navedeni rezultati ukazuju na potrebu zahvatanja vece koli¢ine marginalnog tkiva u toku
hirurske procedure, ne bi li se efekti "skupljanja" tkiva umanjili (Johnson i sar., 1997; Hinni i
sar., 2013).

Uzevsi u obzir gotovo sve faktore izloZzene u velikom broju studija, Anderson i
saradnici u svojoj meta-analizi ipak dolaze do zakljucka da je 5 mm minimalno prihvatljiva
vrednost histoloSke margine kod oralnog karcinoma (Anderson i sar., 2015).

Razvojem novih tehnologija i metoda, uz one koje u oblasti evaluacije margina
predstavljaju "zlatni" standard, otvaraju se brojne moguénosti efikasnijeg i preciznijeg
definisanja toka i modaliteta lecenja, kao i sveukupne prognoze kod obolelih od OPK-a.
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1.4.1. | Evaluacija hirur$kih margina kod oralnog planocelularnog
karcinoma

Inicijalnu procenu povrSine tkiva zahva¢enog karcinomom, a samim tim i pozicije
buduce resekcione linije sprovodi hirurg vizuelnom inspekcijom i palpacijom. U ovoj fazi
evaluacije, Cesto se kao pomoc¢ne metode u definisanju granica tumora, ali i prisustva
potencijalnih "satelita" OPK-a, koriste vitalno bojenje tkiva i odredene opticke metode o
kojima ¢e posebno biti reci.

U okviru vitalnog bojenja tkiva, odnosno upotrebe nefluorescentnih boja najcesce se
primenjuje ve¢ pomenuto toluidin plavo (Niebel i Chomet, 1964; Strong i sar., 1968;
Warnakulasuriya i Johnson, 1996; Kerawala i sar., 2000). Radi se o metahromatskoj boji za
koju se smatra da poseduje afinitet prema nukleinskim kiselinama (DNK i RNK) (Herlin i sar.,
1983). U praksi se ovaj efekat oslikava kroz bojenje patoloski izmenjenog tkiva - invazivnog
karcinoma, carcinoma in situ i displazije tamno plavom bojom, $to hirurgu omogucava bolju
preglednost patoloSke promene (Mashberg, 1980; Mashberg, 1981; Silverman i sar., 1984).
Osim toluidin plavog, pojedina istrazZivanja isticu i pozitivne rezultate bojenja izmenjenog
tkiva rastvorima joda i definisanja margine u nebojenom tkivu na minimum 5 mm od ivice
obojene povrsine (Kurita i Kurashina, 1996; Umeda i sar., 2011; Xiao i sar., 2013).

Kao glavni nedostaci primene nefluorescentnih boja isticu se nemogucénost detekcije
promena po dubini, kao i odsustvo efekta bojenja na keratinizovani epitel (Mashberg, 1981;
Kerawala i sar., 2000; Kurita i Kurashina, 1996; Umeda i sar., 2011; Xiao i sar., 2013).

U procesu evaluacije hirurskih margina najviSe se teZi brzom dobijanju informacija o
adekvatnosti ekscizije u toku operacije - intraoperativno. Poslednjih decenija se u te svrhe
intenzivno traga za optimalnom metodom koja bi mogla posluziti kao zamena za
postoperativnu histopatolosku analizu prethodno fiksiranih uzoraka tkiva. Kain i saradnici u
svojoj studiji Klasifikuju pomenute metode u one koje podrazumevaju patolosku analizu
uzoraka, analizu Sirokog polja lezije i analizu uskog polja lezije (Kain i sar., 2020). Poslednje
dve grupe preteZno se zasnivaju na interakciji svetlosti i tkiva - opticke metode, sa izuzetkom
upotrebe ve¢ pomenutih nefluorescentnih boja.

U metode patoloske analize uzoraka tkiva hirurskih margina spadaju:

e ex tempore dijagnostika (eng. frozen section procedure)
e Mohs mikrografska hirurgija (eng. Mohs Micrographic Surgery)
¢ molekularne analize (Kain i sar., 2020).

Ex tempore dijagnostika predstavlja intraoperativnu metodu namenjenu brzoj
histopatoloskoj analizi tkiva hirurskih margina. Tkivo se zamrzava u kriostat masini, sec¢e u
slojevima od 5 do 7 um, postavlja na mikroskopsku plocicu, fiksira, boji (hematoksilin eozin
bojenje) i analizira pod mikroskopom (Winship i Rosvoll, 1959; Ackerman i Ramierez, 1959;
Black i sar., 2006). Ono $to ovu metodu ¢ini izuzetno prakticnom je relativno kratko vreme
procesuiranja uzorka i njegove evaluacije - oko 20 minuta (Novis i Zarbo, 1997). Celokupna
procedura se odvija u bliskoj komunikaciji hirurga i patologa, te se prvom omugucava prostor
za uklanjanje dodatne koliCine tkiva u toku operacije, ukoliko je margina ocenjena kao
pozitivna (Black i sar., 2006).
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Veliki broj studija govori u prilog preciznosti ove metode (Sawady i sar., 1988; Oneson
i sar., 1989; Howanitz i sar., 1990; Zarbo i sar.,, 1991). Zarbo i saradnici zakljuCuju da se
uceSCem iskusnog patologa rezultati ex tempore metode poklapaju sa konacnim
histopatoloskim nalazom u preko 90% slucajeva (Zarbo i sar., 1991). Pojedina istrazivanja
dolaze i do preciznosti od 98%, uz veoma visoku senzitivnost (88%) i specificnost (99%)
(DiNardo i sar., 2000). Drugi pak ukazuju da se u 2 do 10% margina oznacenih kao negativne,
nalaz menja u pozitivan status nakon definitivne histopatoloske evaluacije (Spiro i sar., 1999;
Cooleyisar., 2002).

Sa druge strane, neki autori smatraju da primena ove metode ne poboljSava lokalnu
kontrolu bolesti i stopu preZivljavanja (Pathak i sar., 2009; Varvares i sar., 2015; Buchakjian i
sar., 2016; Mair i sar., 2017). Dodatno uklanjanje tkiva kod margina sa pozitivnhim nalazom
nakon ex tempore procedure takode nema uticaja na preZivljavanje (Buchakjian i sar., 2016).
Kao glavni nedostatak istiCe se nacin uzimanja tkiva, jer se u 76% slucajeva uzorak uzima iz
predela postekscizionog defekta (eng. tumor bed margins) (slika 13) (Meier i sar., 2005; Kain i
sar., 2020).

O ) (O uzorak marginalnog
tkiva

Slika 13. Uzimanje uzoraka tkiva postekscizionog defekta

Tako se u kontekstu prethodno navedene visoke preciznosti, ona posmatra iz
perspektive konacnoghistopatoloskog nalaza tkiva sa iste lokacije (Kain i sar., 2020). U
odnosu na nalaz kod glavnog uzorka- ekscidirano tumorsko tkivo sa marginama, pozitivan ili
negativan status dobijen ex tempore metodom nije u statisticki znacajnoj korelaciji (Gerber i
sar., 2011). Abbas i saradnici beleZe preciznost ovakvog pristupa od svega 36% u odnosu na
glavni "en bloc" uzorak (Abbas i sar., 2017). Jedan od problema je i isplativost same
procedure. Odnos troskova i koristi (eng. cost-benefit) je 20:1, dok prosecni troskovi primene
ex tempore metode iznose oko 3123 americkih dolara ($) po pacijentu (DiNardo i sar., 2000).

Iz navedenih razloga veliki broj studija istiCe potrebu intraoperativne evaluacije
hirurskih margina kod OPK-a analizom tkiva glavnog uzorka (eng. specimen driven approach),
za razliku od ustaljene prakse analize uzoraka tkiva postekscizionog defekta. Autori smatraju
da se na taj nac¢in omogucava bolja lokalna kontrola i poboljSava sveukupna prognoza bolesti
(Hinni i sar,, 2013; Chang i sar., 2013; Maxwell i sar., 2015; Moran i sar., 2016).

Mohs mikrografska hirurgija predstavlja potencijalno alternativnu metodu ex tempore
evaluaciji hirurSkih margina. U ovoj tehnici celokupna povrsSina resektovanog uzorka analizira
se pod mikroskopom u toku trajanja hirurSkog postupka (Gauthier i sar., 2010; Bergeron i
sar.,, 2016; Kain i sar., 2020). Do sada su samo pojedina istraZivanja ukazala na povoljne
rezultate ovakvog pristupa(Gauthier i sar., 2010; Bergeron i sar., 2016). Glavnim nedostacima
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smatraju se otezana izvodljivost ove metode usled anatomskih ogranicenja u usnoj duplji, kao
i produZeno trajanje hirurske procedure (Kain i sar., 2020).

Razvojem inovativnih tehnologija i metoda za molekularnu analizu humanog tkiva, u
poslednje vreme se i u evaluaciji hirur§kih margina ovaj pristup sve viSe primenjuje. Zasniva
se na premisi da histoloSki negativna margina moZe sadrzZati genetske alteracije, Sto utiCe na
povecan rizik za pojavu lokalnog recidiva (Braakhuis i sar., 2010; Reis i sar., 2011). Koncept
sam po sebi nije nov, i povezan je sa fenomenom polja kancerizacije, koje je prvi put opisao
Slaughter sa saradnicima davne 1953. godine (Slaughter i sar., 1953). Ovaj fenomen
objasnjava se pojavom lokalnih recidiva na istom mestu gde je prethodno sprovedena
potpuna ekscizija tumora (Gandor i Meyer, 1988; Reibel, 2003). U usnoj duplji, to
podrazumeva oralnu mukozu koja makroskopski izgleda normalno, dok je na molekularnom
nivou pod uticajem razli¢itih agensa ve¢ podlegla alteraciji (Braakhuis i sar., 2002). Veliki broj
studija bavi se prisustvom razli¢itih genetskih mutacija i epigenetskih markera u tkivima
hirurskih margina koje su prethodno oznacene kao histoloski "¢iste" (Kamat i sar., 2019; Kain
i sar., 2020). Neke od njih usmerene su na povecanu ekspresiju p53 i TP53 gena, onkogena
poput receptora epidermalnog faktora rasta kao i pojedinih protoonkogena kao $to je slucaj sa
Her-2 (Bilde i sar., 2009; Vosoughhosseini i sar., 2012; Singh i sar., 2016; Wang i sar., 2016;
Jelovac i sar., 2016; Milosevic i sar., 2018). I pored obecavaju¢ih rezultata, primena
molekularnih analiza i dalje je ograni¢ena u pogledu brzog dobijanja informacija u toku
trajanja hirurskog postupka (Kain i sar., 2020).

Uzevsi u obzir preciznost, efikasnost i isplativost pojedinih procedura, poslednjih
godina sve je veCi akcenat na potencijalnoj primeni razli¢itih optickih metoda i njihovoj
upotrebnoj vrednosti u analizi tkiva hirurskih margina kod oralnog karcinoma.
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1.5. | Opticke metode evaluacije hirurS§kih margina kod oralnog
planocelularnog karcinoma

Opticke metode u savremenoj medicini zasnivaju se na interakciji svetlosti i humanog
tkiva. Kada je rec o primeni ovih tehnologija u oralnoj onkologiji, one se mogu podeliti na one
koje se koriste u analizi Sirokog polja lezije i one koje se koriste u analizi uskog polja lezije
(Kain i sar., 2020).

U prvu grupu ubrajaju se:
¢ metode zasnovane na primeni fluorescentnih boja - egzogene fluorofore
¢ metode zasnovane na principu autofluorescencije (autofluorescent imaging - AFI) i

¢ endoskopija uskog snopa (narrow band imaging - NBI)
U drugu grupu ubrajaju se:
e spektroskopske metode:

» Spektroskopija na bazi elasti¢nog rasejanja (Elastic Scattering Spectroscopy)
» Ramanova spektroskopija (Raman Spectroscopy)

e opticka koherentna tomografija (Optical Coherence Tomography - OCT) i
¢ mikroendoskopija visoke rezolucije (High-Resolution Microendoscopy - HRME)

1.5.1. | Interakcija svetlosti i materije - opti¢ke karakteristike humanih
tkiva

Svetlost predstavlja grupu fotona elektromagnetne prirode koji se kroz datu sredinu
prostiru kao spreg elektricnog i magnetnog polja. Obe komponente elektromagnetnog talasa
su vektorske velicine (imaju intenzitet, pravac, smer i napadnu tacku) i u svim uslovima
normalne su jedna u odnosu na drugu (Pain, 2005; Koruga, 2017). Svaki foton ima svoju
talasnu duZinu koja odgovara odredenoj frekvenciji, odnosno energiji koju sa sobom nosi.
Talasna duzina, frekvencija i energija fotona nalaze su u takvom odnosu da S$to je veca
frekvencija (broj ponavljanja u sekundi) i energija fotona je veca, Sto je stanje koje odgovara
manjoj talasnoj duzini:

hc
E="¢
A

E - energija fotona; h - Plankova konstanta; ¢ - brzina svetlosti u vakumu; A - talasna duZina
fotona; % - frekvencija fotona.

Redom su date veliCine izraZene u metrima (m), hercima (Hz) i elektronvoltima (eV).
Shodno navedenom, svetlost Cine elektromagnetni talasi fotona razlicite talasne duZine,
frekvencije i energije i kao takvi deo su elektromagnetnog spektra. U odnosu na talasnu
duzinu, elektromagnetni talasi klasifikuju se kao gama zraci, iks zraci, ultraljubicasti zraci,
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zraci vidljive svetlosti, infracrveni zraci, teraherc zraci, mikro talasi i radio talasi (slika 14)
(Tuchin, 2010; Tuchin 2015a).
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Slika 14. Elektromagnetni (EM) spektar sa izdvojenim regionom od interesa za interakciju
svetlosti i tkiva u usnoj duplji. A - blisko podrucje UV zraka; B - vidljiva svetlost (VIS); C -
blisko podrucje IR zraka (eng. near infrared spectrum - NIR)

U biomedicinskoj optici, od najveeg znacaja za interpretaciju interakcije svetlosti i
humanih tkiva jesu regioni ultraljubicastog, vidljivog i infracrvenog dela elektromagnetnog
spektra - 100nm (nm - nanometar) do 1000um (um - mikrometar) (Tuchin, 2015a). Osnovne
pojave koje definiSu ovu interakciju, a samim tim i opticke karakteristike tkiva kroz koju
svetlost prolazi, jesu apsorpcija i rasejanje. Sa njima u vezi opisuju se i koeficijent apsorpcije,
koeficijent rasejanja, anizotropija i realni indeks prelamanja svetlosti u tkivu (Jacques i Pogue,
2008; Welch i van Gemert, 2011; Jacques, 2013).

1.5.1.1. | Apsorpcija

Apsorpcija je proces gubitka jednog dela energije svetlosti, koja se moZe transformisati
u toplotu, zvuk, te fluorescenciju prilikom prolaska (penetracije) svetlosti kroz odredenu
sredinu, tj. tkivo (Lister i sar., 2012; Tuchin, 2015b). Nastaje kada atom iz stanja najnize
dozvoljene energije prede u pobudeno stanje pod uticajem fotona odgovarajuce energije
(Bohren i Huffman, 1983).
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Nivo apsorpcije svetlosti opisuje se kroz koeficijent apsorpcije @« (cm) koji
predstavlja recipro¢nu vrednost predenog puta svetlosti kroz tkivo, u okviru kog je doSlo do
umanjenja intenziteta upadne svetlosti. Uglavhom se ovaj parametar posmatra u odnosu na
talasnu duZinu upadne svetlosti (Jacques, 2013; Tuchin 2015b).

Apsorpcija u humanim tkivima pre svega zavisi od prisustva molekula sposobnih da
apsorbuju fotone odredenih talasnih duZina - hromofora. Medu najznacajnije hromofore, koje
definiSu apsorpcioni potencijal tkiva ubrajaju se voda i cela krv, u kojoj presudnu ulogu ima
hemoglobin - oksihemoglobin (sadrZi kiseonik) i deoksihemoglobin (ne sadrZi kiseonik).
Pored njih, znacajan doprinos apsorpciji upadne svetlosti mogu dati i prisustvo masti (lipida),
melanina, bilirubina, karotenoida i porfirina. Od znacaja za spektroskopske analize bitne su i
hromofore sa niZim stepenom apsorpcije svetlosti - aminokiseline (triptofan, tirozin),
nukleinske kiseline, citohrom c oksidaza, mioglobin, vitamin B12 (sadrzi kobalt) i dr. (Sandell
i Zhu, 2011; Lister i sar., 2012; Jacques, 2013; Tuchin, 2015b; Wu i sar., 2018).

Sve navedene hromofore apsorbuju fotone upadne svetlosti nejednakim intenzitetom i
na razli¢itim talasnim duZinama elektromagnetnog spektra. Tako voda u regionu vidljive
svetlosti (400-750nm) apsorbuje 100 puta viSe svetlosti u crvenom (600-750nm) u poredenju
sa plavim delom spektra (400-500nm) (slika 15a). To je opet znacajno manje od intenziteta
apsorpcije u bliskom podrucju infracrvenih zraka, gde voda pokazuje specificne apsorpcione
krive izmedu 900 i 1100nm (slika 15b) (Sandell i Zhu, 2011; Jacques, 2013; Tuchin, 2015b).
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Slika 15. Apsorpcioni spektar vode sa posebnim osvrtom na podrucje vidljive svetlosti
(Preuzeto i modifikovano sa interneta - zhun310, 2009)
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Hemoglobin (Hgb), sa druge strane, jeste najznacajniji absorbent svetlosti u vidljivom
delu spektra, i to na odredenim talasnim duZinama koje se razlikuju kada je u pitanju
oksihemoglobin, odnosno deoksihemoglobin (Sandell i Zhu, 2011; Jacques, 2013; Tuchin,
2015b). Oksihemoglobin pokazuje specifiCan apsorpcioni pik u plavom delu spektra na
415nm - tzv. Soretov pik (slika 16a). Ovo je ujedno i pozicija najveceg intenziteta apsorpcije,
koja je prisutna joS u zeleno - Zutom podrucju vidljivog spektra na 542 i 577nm - tzv. Q krivina
(slika 16b). Intenziteti ova dva pika su 1 - 2% intenziteta Soretovog pika (Hsu i Woody, 1971).
U poredenju sa oksihemoglobinom, primarni apsorpcioni pik deoksihemoglobina nesto je
pomeren na 430nm (slika 16a), dok se kod istog nalazi joS samo jedan pik i to na 555nm (slika
16b). U slucaju oba tipa hemoglobina nivo apsorpcije znacajno se smanjuje posle 620nm, tj.
ulaskom u crveni deo spektra (slika 16¢) (Tuchin, 2015b).
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Slika 16. Apsorpcioni spektar hemoglobina sa posebnim osvrtom na podrucje vidljive
svetlosti (Preuzeto i modifikovano sa interneta - zhun310, 2009)

Melanin je bioloski pigment koji takode moZe imati znacajnog uticaja na apsorpciju
svetlosti, a narocito u pogledu epidermisa koZe. Opseg apsorpcije melanina je izmedu 300 i
1000nm, s tim da je apsorpcija najizraZenija u bliskom podrucju ultraljubicastih zraka, dok se
krecuci se ka zonama infracrvenog dela spektra ona smanjuje (slika 17) (Jacques i McAuliffe,
1991; Meredith i sar., 2006; Zonios i sar., 2008; Tuchin, 2015b). Apsorpcija melanina se Cesto
opisuje kao model hemijskog nereda, u kome razli¢cite komponente melanina pokazuju
razli¢ite apsorpcione intenzitete koji su u elektromagnetnom spektru predstavljeni jednom
apsorpcionom krivom (Riesz, 2007; Zonios i sar., 2008; Lister i sar., 2012).
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Slika 17. Apsorpcioni spektar melanina sa posebnim osvrtom na podrucje vidljive svetlosti
(Preuzeto i modifikovano sa interneta - zhun310, 2009)

Kada su u pitanju masti tj. lipidi, njihov uticaj na apsorpciju u tkivima narocito je
izraZen u podrucijima na talasnim duZinama ve¢im od 700nm, sa najznacajnijim pikovima na
930nm (slika 18a) (Simpson i sar., 1998; van Veen i sar., 2004; Anderson i sar., 2006).
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Slika 18. Apsorpcioni spektar lipida sa posebnim osvrtom na podrucdje vidljive svetlosti
(Preuzeto i modifikovano sa interneta - zhun310, 2009)
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Ostale hromofore uglavnom apsorbuju svetlost u podrucju ultraljubicastih zraka i
plavog spektra vidljive svetlosti - tabela 3. (Dawson, 1985; Du i sar., 1998; Jacques, 2013;
Tuchin, 2015b). Treba ista¢i i da su pojedini autori misljenja da u ultraljubicastom delu
spektra preovladuje apsorpcija kolagena (Wang i sar., 2008).

Tabela 3. Apsorpcija svetlosti - ostale spektroskopski vazne hromofore u tkivima

Apis;(o/l;)pcsl:nl Podrucje
Hromofora P pseg elektromagnetnog
talasna duzina
spektra
(nm)
p - karoten 400 -500 plava VIS
nukleinske 260 - 270 uv
kiseline
tirozin 275 uv
triptofan 280 uv
bilirubin 330,460 UV, plava VIS
NADH 339 uv
NAD 259 uv
citohrom c 500 - 600; 820 - 830 VIS, NIF
oksidaza

1.5.1.2. | Rasejanje

Kada upadna svetlost u interakciji sa tkivom promeni pravac prostiranja, polarizaciju i
fazu tada govorimo o rasejanju svetlosti (Lister i sar., 2012). Do njega dolazi kada elektroni u
atomima tkiva pod uticajem elektri¢nog polja upadne svetlosti po¢nu oscilirati napred i nazad
oko svog centra ravnoteZe. To dovodi do promene brzine naelektrisanja i kao posledica
emituje se svetlost u svim pravcima u ravni upravnoj na oscilaciju (Bohren i Huffman, 1983).
Emitovana svetlost moZe biti iste frekvencije kao i upadna ili moZe promeniti frekvenciju, a
samim tim i energiju. U prvom slucaju tada govorimo o elasti¢cnom, a u drugom o neelasticnom
rasejanju (Bohren i Huffman, 1983; Wang i Wu, 2007).

Do inicijalnog rasejanja dolazi prilikom prelaska svetlosnih zraka iz vazdusne u tkivnu
sredinu na tzv. granici vazduh - tkivo. Kod oralne sluzokoZe to su povrsinski slojevi - stratum
corneum ili stratum superficiale u zavisnosti od tipa epitela. U interakciji sa navedenim
strukturama 4 - 7% upadne svetlosti biva rasejano u suprotnom smeru od smera upadne
svetlosti tj. biva reflektovano (tzv. Fresnelova refleksija), dok ostatak svetlosti zadrzava smer
ka napred i prodire u tkivo, tj. biva refraktovano (Anderson i Parrish, 1982; Takiwaki, 1998;
Lister i sar., 2012; Cruchley i Bergmeier, 2018). Na dalje rasejanje svetlosti uticCe
nehomogenost humanog tkiva kroz koje svetlost prodire i Cini je skup brojnih procesa
refleksije i refrakcije. Efekti refleksije i refrakcije svetlosti karakteristicni su za svaki sloj tkiva
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i uslovljeni su prisustvom razli¢itih komponenti na strukturalnom, celularnom i
intracelularnom nivou (slika 19).

refrakcija svetlosti
refleksija svetlosti

Slika 19. Refrakcija i refleksija svetlosti u interakciji sa sluzokoZom usne duplje. a) epitel
mastikatorne sluzokoze b) epitel zastorne sluzokoze

Do rasejanja dolazi usled razli¢itih vrednosti indeksa prelamanja svetlosti (eng.
refractive index) ovih komponenti i okolne sredine ¢iju okosnicu u tkivima ¢ini voda.

U datim interakcijama preovladuju dva tipa elasticnog rasejanja - Rejlijevo (eng.
Rayleigh scattering) i Mia (eng. Mie scattering). Rejlijevo se suStinski smatra tipom Mia
rasejanja, jer se i jedno i drugo zasnivaju na teoriji rasejanja svetlosti od objekata sferi¢nog
oblika (Jacques, 2013; Tuchin 2015b).

Rejlijevo rasejanje karakteristicno je za strukture koje su manjih dimenzija od
vrednosti talasne duZine upadne svetlosti - promera do 100nm (Saidi i sar., 1995; Jacques,
1996; Tuchin, 2015b). U oralnoj sluzokoZi to su strukturalni elementi poput keratinskih
vlakana u keratinocitima ili kolagenih vlakana u bazalnoj membrani i lamini proprii (Saidi i
sar., 1995; Jacques, 1996; Lister i sar., 2012; Cruchley i Bergmeier, 2018). Na celularnom i
intracelularnom nivou glavni izvori Rejlijevog rasejanja jesu lipidne membrane (6-10nm
debljine), Sto je narocCito karakteristicno za Celije sa velikim brojem mitohondrija i lizozoma
(Beauvoit i sar., 1995; Wilson i sar., 2007; Tuchin 2015b). Od ostalih znacajnijih komponenti
tu su jo$ ribozomi (promera 20nm) te miofilamenti i miofibrili u miSiénom tkivu (Tuchin,
2015b). Poseban znacaj po ovaj tip rasejanja svetlosti ima i sadrzaj DNK u celijama, jer je
dokazano da je ono vece kada se Celije nalaze u S i G2 fazi u poredenju sa G1 fazom celijskog
ciklusa. Pored zakljucka da je nivo rasejanja direktno proporcionalan koli¢ini DNK u ¢elijama,
treba reci i da je ovako rasejana svetlost mahom reflektovana, jer je ugao rasejanja vrednosti
od 110 do140° (Mourant i sar., 2000). Osim komponenti koje rasejavaju svetlost, joS jednu
bitnu razliku Rejlijevog i Mia rasejanja predstavlja ¢injenica da Rejlijevo rasejanje zavisi od
talasne duZzine upadne svetlosti (Jacques, 2013; Tuchin 2015b). Naime, ugao rasejanja
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obrnuto je proporcionalan cetvrtom stepenu talasne duZine, Sto znali da fotoni manjih
talasnih duZina viSe skre¢u (Bohren i Huffman, 1983; Mishchenko i sar., 2002).

Mia rasejanje karakteristi¢no je pre svega za vece celularne i intracelularne strukture -
¢eliju kao celinu i jedro, kao i mitohondrije, lizozome i peroksizome vecih dimenzija (Mourant
i sar., 2000; Jacques, 2013; Tuchin, 2015b). Veliki broj studija ukazuje da je Mia rasejana
svetlost gotovo uvek usmerena prema napred (refrakcija), tj. prema dubljim tkivnim
strukturama (Anderson i Parrish, 1982; Jacques i sar., 1987; Mourant i sar., 2002; Hall i sar.,
2012).

Kao parametri intenziteta i pravca rasejanja prilikom interakcije svetlosti i
nehomogene sredine kao $to je humano tkivo, najceSce se koriste koeficijent rasejanja us (cm-
1), anizotropija g (cos 6, gde je Bugao rasejanja) i realni indeks prelamanja svetlosti n’
(Jacques, 2013).

Kao i koeficijent apsorpcije, koeficijent rasejanja predstavlja umanjenje intenziteta
upadne svetlosti u funkciji vrednosti predenog puta svetlosti kroz tkivo. Prikazuje se najces¢e
u odnosu na talasnu duZinu upadne svetlosti (Jacques, 2013; Tuchin, 2015b).

Kako tkiva predstavljaju izuzetno sloZene sisteme, ukupno rasejanje nije vezano samo
za pojedina¢nu komponentu tkiva. Iz tog razloga se za opisivanje relativnog pravca rasejane
svetlosti koristi anizotropija g=cos6. Anizotropija nam daje informaciju o tome da li je svetlost
pretezno usmerena prema napred (refrakcija) ili prema nazad (refleksija). Njene vrednosti
krecu se od -1 do 1, gde -1 predstavlja direktnu refleksiju, a 1 direktnu propagaciju svetlosti
(slika 20) (Wang i Wu, 2007; Jacques, 2013; Tuchin 2015b).

refleksija
zrak upadne svetlosti svetlosti >
/

refrakcija
svetlosti

O1i 02 - ugao rasejanja

anizotropija (g) = cos Q12

Slika 20. Rasejanje svetlosti u interakciji sa oralnim epitelom definisano uglom
rasejanja i anizotropijom
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Indeks prelamanja svetlosti predstavlja odnos brzine svetlosti kroz vakuum i brzine
svetlosti kroz supstancu. Relativni indeks prelamanja podrazumeva odnos brzine svetlosti u
dva opticka entiteta - tkivna sredina i tkivne komponente. Za aproksimaciju kod humanih
tkiva koristi se realni indeks prelamanja svetlosti n'i izrazava se kao:

n'=n 'dry' (n 'dry -n 'Water) w

gde je n'4ryindeks prelamanja svetlosti suve mase tkiva, 1 'waterindeks prelamanja svetlosti
vode, a W sadrzaj vode,

¢ime se realni indeks prelamanja svetlosti tkiva stavlja u funkciju koli¢ine vode u tkivima
(Jacques, 2013). Indeks prelamanja svetlosti je od izuzetnog znacaja za rasejanje svetlosti. Sto
su vece razlike u vrednosti indeksa prelamanja razli¢itih komponenata tkiva (¢elija, jedra,
organela i dr.) i indeksa prelamanja sredine u kojoj se one nalaze, to je rasejanje svetlosti vece
(Tuchin, 2015b).

Koji je tip elasticnog rasejanja svetlosti dominantniji? Anizotropija tkiva u mnogim
studijama pokazuje izuzetno visoke vrednosti, Sto ukazuje da se manji deo svetlosti reflektuje,
a da je veci deo svetlosti usmeren ka napred (Anderson i Parrish, 1982; Jacques i sar., 1987;
Mourant i sar., 2002; Hall i sar., 2012). Takvi nalazi idu u prilog dominantnoj ulozi ¢elije kao
celine i jedra u ukupnom rasejanju, ali potencijalno i drugih struktura visoke gustine i
promera (Jacques, 2013). Sa druge strane, rezultati nekih istrazZivanja ukazuju da Mia
rasejanje preovladuje kada je ugao rasejanja manji od 10°, dok je kod vecih uglova znacajniji
doprinos manjih struktura, tj. organela i membrana (Xu i sar., 2008). Mourant i saradnici
takode isticu da su za 55% ukupno rasejane svetlosti, pri uglu rasejanja vecem od 40°,
odgovorne intracelularne strukture, i to sa ulogom jedra u samo 40% navedenog rasejanja
(Mourant i sar., 2000). U odnosu na talasnu duzinu upadne svetlosti, treba ocekivati da se
uticaj manjih komponenti u tkivima na ukupno rasejanje svetlosti smanjuje sa porastom
talasne duZine (Jacques, 2013).

Za oblast biomedicinske optike najznacajniji vid neelasticnog rasejanja predstavlja
Ramanovo rasejanje. Ono nastaje kada foton upadne svetlosti u interakciji sa molekulima
sredine kroz koju prolazi preda ili primi malu koli¢inu energije. Kada upadni foton tkivu
predaje energiju, izlazni foton nosi manju koli¢inu energije i tada govorimo o stoksovom
Ramanovom rasejanju. U suprotnom, kada upadni foton primi energiju od molekula tkiva,
izlazni nosi vecu koli¢inu energije i tada se radi o antistoksovom Ramanovom rasejanju. U oba
slucaja emituje se svetlost novih talasnih duzina (frekvencija), koja predstavlja kombinaciju
frekvencija upadne svetlosti i frekvencija vibracionih i rotacionih kretanja molekula. Na taj
nacin ona nosi informacije o karakteristikama odredenog dela tkiva na molekularnom nivou.
Treba reci da najinformativniji spektralni region ovog tipa rasejanja predstavljaju intenziteti
stoksovih Ramanovih linija, ali da je to ujedno i intenzitet koji je tek 10-1°do 10-7deo
intenziteta Rejlijevog rasejanja (Tu, 1982; Mahadevan-Jansen i Richards-Kortum, 1996;
Lucassen i sar., 2016).

1.5.1.3. | Generi¢ki model interakcije svetlost - tkivo

KoristeCi najznacajnije karakteristike apsorpcije i rasejanja svetlosti prilikom njenog
prolaska kroz tkivo, Jacques je definisao genericki model tkiva Cije optiCke karakteristike
zavise od:

45



saturacije Hemoglobina u krvnim sudovima tkiva kiseonikom
prosec¢nog volumena krvi u tkivu

sadrZaja (koliCine) vode u tkivu

koncentracije bilirubina

koncentracije £ - karotena

sadrZaja (koli¢ine) masti (lipida) u tkivu

udeo volumena melanozoma u tkivu (koli¢ina melanina)

Simulacijom razli¢itih stanja u tkivima koja se zasnivaju na razli¢itim vrednostima
navedenih faktora, mogu se modelovati brojni scenariji interakcije svetlosti i tkiva. Na ovaj
nacin moguce je prikazati brojne aspekte apsorpcije, kao i odnose Rejlijevog i Mia rasejanja
svetlosti u tkivu (Jacques, 2013).

1.5.1.4. | Fluorescencija

Fluorescencija je fenomen interakcije svetlosti i tkiva koji se nadovezuje na proces
apsorpcije. Naime, ona predstavlja emisiju fotona koja je atomu hromofore neophodna da bi
se iz pobudenog stanja, nastalog kao posledica apsorpcije fotona upadne svetlosti, vratio u
svoje osnovno stanje (slika 21a)(Rosenthal i sar., 2015a; Schneckenburger i sar., 2016; Wu i
sar., 2018).

V3

V2 ~
Vo

Stoksovo pomeranje

a

intenzitet

apsorpcija fluorescencija

apsorpcija

fluorescencija

BN ~Q XN =

V3
A\
Vo 2 talasna duzina

a) b)

Slika 21. Fenomen fluorescencije (Preuzeto i prilagodeno sa interneta —Jacopo Werther,
2010; Chem461S16Group1, 2016)

U toku ovog procesa dolazi do gubitka energije, te u odnosu na apsorpcioni, spektar
emitovane svetlosti biva pomeren ka stanjima niZe energije, a stoga i ve¢im talasnim
duZinama. Ovo pomeranje spektra fluorescencije u odnosu na spektar apsorpcije naziva se
Stoksovo pomeranje (eng. Stokes shift) (slika 21b) (Schneckenburger i sar., 2016; Wu i sar.,,
2018). Svaka hromofora poseduje karakteristican fluorescentni Zivotni vek, ¢ije se trajanje, uz
sve specifiCnosti, meri nano i piko sekundama (Tuchin, 2016; Schneckenburger i sar., 2016;
Wuisar., 2018).
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U tabeli 4 prikazana su poredenja pikova/opsega apsorpcije i fluorescencije pojedinih
hromofora, na osnovu kojih se moze utvrditi i vrednost Stoksovog pomeranja (Jérome i sar.,
2007; Zheng i sar., 2011; Schneckenburger i sar., 2016).

Tabela 4. Spektar apsorpcije i fluorescencije hromofora u humanim tkivima

spektar apsorpcije spektar fluorescencije

hromofora talasna duzina (A (nm)) talasna duZina (A (nm))
proteini
fenilalanin - tirozin - 257 - 280 280 - 350
triptofan
kolagen, 400 - 600 (pikovi - 400,
elastin 300 - 400 430, 460)
oksihemoglobin Soretov pik 415 438
NADH 335-350 440 - 470
FAD 450 505 -550

Zahvaljuju¢i metodama koje se zasnivaju na ovom fenomenu u mogucnosti smo da
dobijemo informacije o fluorescenciji odredenih molekula (povecana ili sniZena
koncentracija), njihovim konformacionim stanjima, interakcijama i vezama sa drugim
molekulima unutar ¢elije i tkiva (Sinichkin i sar., 2016).

U praksi se primenjuju dva pristupa fluorescencije - prvi koji koristi fluorescenciju
prirodnih hromofora kao onih prikazanih u tabeli 4 i koje se jo$ nazivaju endogenim
fluoroforama i drugi koji podrazumeva upotrebu egzogenih fluorescentnih boja sposobnih za
identifikaciju grade i fiziologije Celija u tkivu - egzogene fluorofore (Sinichkin i sar., 2016; Wu i
sar., 2018).

1.5.1.5. | Vrste svetlosti u biomedicinskoj optici
Za potrebe medicinske dijagnostike, kao i terapije najcesce se koriste tri vrste svetlosti:

e difuzna svetlost (razli¢ite vrste lampi, prirodna Sunceva svetlost)

e laserska svetlost - laseri koji koriste podrucja X zraka, ultraljubicastih i infracrvenih
zraka (laseri sa X zracima, UV laseri, IR laseri) i

e linearno polarizovana svetlost.

Razlike u karakteristikama navedenih tipova svetlosti ogledaju se pre svega u fotonima
koji mogu biti razlicitih ili istih talasnih duzina - polihromatska ili monohromatska svetlost.
Fotoni difuzne i linearno polarizovane svetlosti su polihromatski, dok lasersku svetlost €ine
fotoni monohromatske svetlosti. Kod difuzne svetlosti prisutno je nasumicna orijentacija
elektricne i magnetne komponente fotona (u svim pravcima), kod laserske visoka energija
usmerena je ka tatno odredenoj povrsini, dok se kod linearno polarizovane fotoni istih
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frekvencija nalaze u istoj ravni. Laserska svetlost je u poredenju sa druge dve koherentna, t;.
talasi koji je Cine nalaze se u istoj fazi i vremenski i prostorno su isti. Kod difuzne svetlosti
elektricno i magnetno polje uvek su upravni jedno u odnosu na drugo u svim pravcima
prostiranja svetlosti. Kod laserske i linearno polarizovane moguca je vertikalna ili
horizontalna polarizacija (Koruga, 2017).

1.5.1.6. | Polarizacija svetlosti

"Polarizacija svetlosti opisuje geometrijsku orijentaciju oscilacija elektromagnetnog
talasa" (Baumann, 2017). Postoje tri tipa polarizovane svetlosti - linearno polarizovana,
cirkularno polarizovana i elipti¢cno polarizovana svetlost. Kod linearno polarizovane svetlosti
vektori elektri¢nog i magnetnog polja osciliraju u jednoj ravni - ili duZ x ose kada govorimo o
horizontalnoj, ili duZ y ose kada je re¢ o vertikalnoj linearnoj polarizaciji. Kada se vektor
elektromagnetnog zraka rotira oko pravca zraka u ravni koja je upravna na zrak rec je o
elipticnoj polarizaciji. Ako je rotacija kruzna i ukoliko ne dode do periodicne promene
intenziteta, ona postaje cirkularna. Cesto se u interpretaciji polarizacije svetlosti koristi
Poenkareova sfera koja na osnovu faznog pomeranja elektromagnetnog talasa prikazuje
raspored linearnih i cirkularnih polarizacija (Tuchin, 2016; Baumann, 2017; Koruga, 2017).

Linearna polarizacija u biomedicinskoj optici je fenomen u kome se tehnickim
reSenjima (postavljanjem polarizatora) ili prirodnim putem (od strane tkiva) propusta ili
reflektuje odredeni deo difuzne svetlosti (njena elektricna komponenta) u kome su fotoni iste
talasne duZine uredeni u ravni (Tuchin, 2016; Koruga 2017). Tako ¢e recimo difuzna svetlost
propustena kroz vertikalni polarizator sadrzati samo fotone kod kojih je elektri¢na
komponenta vertikalna, dok ¢e kroz horizontalni polarizator prolaziti fotoni kod kojih je
elektricna komponenta horizontalna (slika 22) (Koruga, 2017).

e
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—_——
p—
e

-

horizontalna (magnetna)
komponenta
EM talasa

I
I
I
I
vertikalna (elektricna)
komponenta

EM talasa

Slika 22. Polarizacija svetlosti
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Da li ¢e linearna polarizacija biti vertikalna ili horizontalna zavisi i od ugla upadne
svetlosti. U slu¢aju humanih tkiva kada difuzna svetlost padne na povrsinu tkiva pod tacno
odredenim uglom, to tkivo ¢e polarizovati svetlost. U takvim okolnostima horizontalna
komponenta linearne polarizacije je jednaka nuli. Samim tim reflektovana svetlost bice
vertikalno polarizovana, tj. sadrzace samo fotone elektricne komponente svetlosti. Ovaj ugao
naziva se Brusterov ugao (eng. Brewster angle) i karakteristican je za razli¢ita tkiva i
materijale (slika 23). Tako je recimo vrednost Brusterovog ugla za vodu 53,1° (Baumann,
2017; Koruga 2017).

vertikalna (elektri¢na) komponenta EM talasa

horizontalna(magnetna) komponenta EM talasa

100 % TN

svetlost sadrZi i elektricnu i
L magnetnu komponentu

reflektovana svetlost
\

50%
Brusterov ugao (53,1° za
L vodu) - svetlost sadrzi samo
elektricnu komponentu
5 \\
0% 1 N L 1 ]
0° 40° 50° 6b° 90°
~__~7

upadni ugao svetlosti

Slika 23. Refleksija difuzne svetlosti u odnosu na njen upadni ugao (Preuzeto i prilagodeno sa
interneta - Ulflund, 2011)

U slucaju da je prilikom polarizacije povrsine nekog materijala doslo do reflektovanja
svetlosti pod uglom koji je upravan na Brusterov ugao tada govorimo o spekularnoj refleksiji
koja je Kkarakteristicna za linearnu polarizaciju materijala sa ravnom povrsinom (npr.
ogledalo). Kod tkiva, ¢ija je povrSina neravna a organizacija nehomogena preovladuje difuzna
refleksija (Fox, 2010; Koruga, 2017).

1.5.1.7. | Dubina prodiranja svetlosti

Kao Sto je ve¢ napomenuto, sveukupan prodor difuzne svetlosti kroz tkiva nalazi se u
funkciji procesa apsorpcije i rasejanja svetlosti.
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Prodor fotona razlicitih talasnih duZina stoga je uslovljen njihovom interakcijom sa
komponentama u razlic¢itim slojevima tkiva. Veliki deo apsorpcije ispoljava se interakcijom
fotona na talasnim duZinama koje odgovaraju podrucju ultraljubiCastih zraka i podrucju
vidljive svetlosti (plavi, zeleni i Zuti deo spektra), dok efekti rasejanja slabe sa porastom
talasne duzine (Clement i sar., 2005; Jacques, 2013; Tuchin, 2015b; Sturm i Wang, 2015; Yang
isar., 2017).

Shodno navedenom, moZe se zakljuciti da ¢e fotoni sa talasnim duZinama koje
odgovaraju podrucju crvenog dela vidljivog spektra i podrucju infracrvenih zraka prodirati
dublje u tkiva (Zhao i Fairchild, 1998; Kwon i sar., 2009). Ipak, neka istrazivanja ukazuju i na
odredena ogranicenja u tom pogledu, smatrajuci da nije jasna dubina prodiranja fotona na
talasnim duZinama ve¢im od 1000 nm (Thayson-Peterson i sar., 2012).

U biomedicinskoj optici, vrednosti prodora svetlosti u tkivima procenjene su na 4 do 6
mm. (Fitzpatrick, 1988; Clement i sar., 2005) Ash i saradnici u svojoj studiji procenjuju dubinu
prodiranja na 5,4 mm za svetlost talasne duZine od 750 nm (Ash i sar., 2017). U slucaju oralne
sluzokoZe, zbog razli¢ite organizacije oralnog epitela, sastava lamine proprie i prisustva
submukoznog ili koStanog tkiva, prisutne su znacajne varijacije u dubini prodiranja svetlosti
kroz tkivo (slika 24).

Slika 24. Prodor svetlosti kroz dva razlicita tipa sluzokoZe usne duplje za opseg talasnih
duZina od 200 do 750+ nm

U tabeli 5 prikazane su vrednosti dubine prodiranja svetlosti u zavisnosti od talasne
duZine i u odnosu na slojeve oralne sluzokoze (Clement i sar., 2005; Jacques, 2013; Koruga,
2017).
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Tabela 5. Dubina prodiranja svetlosti u odnosu na sloj oralne sluzokoze

podrucje EM talasna duzina dubina sloj oralne

spektra (A (nm)) pr?ﬁ:;?)n ja sluzokoZe

stratum corneum
uv 200 -400 <0,5 / stratum
superficiale

stratum corneum
/ stratum
plavi deo VIS 400 -500 05-1 superficialle/
stratum
granulosum
stratum basale /
lamina propria

zeleni deo VIS 500 -560 %25

Zuti deo VIS 560 - 600 <4 lamina propria

lamina propria /
crveni deo VIS 600 - 740 <5 submukoza /
periost / kost

submukoza /

NIR 750+ periost / kost
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1.5.2. | Analiza Sirokog polja lezije

U grupu metoda koje imaju moguénost analize Sirokog polja lezije ubrajaju se (Kain i sar.,
2020):

1. metode zasnovane na principu autofluorescencije (eng. autofluorescent imaging -
AFI)

2. metode zasnovane na primeni fluorescentnih boja

3. endoskopija uskog snopa (narrow band imaging - NBI)

1.5.2.1. | Primena metoda zasnovanih na autofluorescenciji tkiva u evaluaciji
hirurskih margina kod OPK-a

Princip rada

Ove metode koriste sposobnost razliCitih tkivnih hromofora (endogene fluorofore) da
emituju svetlost - autofluorescencija, o ¢ijem mehanizmu je ve¢ bilo rec¢i (Sinichkin i sar.,
2016). Uredaji na bazi autofluorescencije (AFI uredaji) uglavnom proizvode ekscitacionu
svetlost u podrucjima ultraljubicastih zraka (200-400 nm) i vidljivog dela spektra (400-600
nm) (Lane i sar.,, 2006). U zdravom tkivu, nakon $to hromofore apsorbuju deo upadnih fotona,
dolazi do emisije flourescentne svetlosti. Kod neoplasticnog tkiva usled morfoloskih i
metabolickih alteracija, menjaju se i opticka svojstva tkiva te je ovaj fenomen umanjen ili
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izostaje (Sweeny i sar., 2011; Mercadante isar., 2012; Messadi, 2013). Iz tog razloga,
makroskopski posmatrano, tumorsko tkivo izgleda tamnije od okolnog zdravog (Lane i sar.,
2006). NajceSce se kod metoda zasnovanih na principu autofluorescencije koriste
apsorpciono - emisione karakteristike redukovanog nikotinamid adenin dinukleotida (NADH)
i flavin adenin dinukleotida (FAD) (de Veld i sar., 2005).

Instrumentacija

U analizi suspektnih promena u usnoj duplji danas se koriste dva uredaja koja se
zasnivaju na autoflourescenciji posmatranog tkiva - ranije pomenuti VELscope (LED Medical
Diagnostics, Vankuver, Kanada) i Identafi (DentalEZ, Lankaster, SAD)(Messadi, 2013).Prvi
predstavlja ru¢nu kameru koja ekscitira tkivne hromofore plavom (400-460 nm), dok drugi,
Cija sonda podseca na stomatolosSko ogledalce, ekscitaciju, shodno nameni, sprovodi belom,
ljubicastom (405 nm) ili zeleno Zutom (545 nm) svetlosti (Roblyer i sar., 2009; Farah i sar.,
2012; Bhatia i sar., 2013). VELscope se zbog lakog rukovanja i interpretacije osvetljenog
podrucja Cesce koristi u svakodnevnoj praksi. Identafi, i pored Sireg okvira performansi od
VELscope-a, zahteva duzu obuku u adekvatnom korisc¢enju, te se stoga rede primenjuje. Oba
uredaja zamiSljena su pre svega kao pomoc¢ne tehnike u skriningu, dijagnostici i hirurskom
leCenju patoloskih promena u usnoj duplji (Wu i sar., 2018).

Klini¢ka primena

Makroskopski, zdrava tkiva osvetljena plavom svetlosti VELscope - a su bledo zelene
boje. Patoloski izmenjena, zbog umanjene ili izgubljene autofluorescencije, izgledaju tamnije u
odnosu na okolna tkiva (slika 25).

normalno tkivo osvetljeno bledo
zeleno
~N

patoloski izmenjeno tkivo TOPK)
pod osveteljenjem tamnije boje

Slika 25. Polje vizuelizacije uspostavljeno primenom VELscope uredaja

Kod Identafi - a, bela svetlost koristi se pri standardnom stomatoloskom pregledu a
ljubicasta kao i u slu€aju VELscope-a u razlikovanju zdravog od neoplasti¢nog tkiva. Posebnu
namenu ima zeleno Zuta svetlost. Njena talasna duzina odgovara jednom od apsorpcionih
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pikova oksihemoglobina, $to potencira vizuelizaciju novostvorenog vaskularnog tkiva kod
tumora - identifikacija angiogeneze (Farah i sar., 2012; Bhatia i sar., 2013; Wu i sar., 2018).

Kao $to je ve¢ navedeno, VELscope se CeSce koristi u svakodnevnoj klinickoj praksi
(Wu i sar., 2018). U pogledu skrininga (stomatoloSka ordinacija), pokazao se kao pouzdano
pomoc¢no sredstvo standardnom stomatoloSkom pregledu usne duplje - veci broj primecenih
patoloSkih promena u kombinaciji sa pregledom u odnosu na pregled zasebno (Huff i sar.,
2009). Bhatia i saradnici beleZe da primenjen samostalno (bez pregleda), VELscope pokazuje
specificnost od samo 54,3%, dok upotrebljen sa pregledom, ovaj parametar raste na skoro
98% (Bathia i sar., 2014). U dijagnozi OPK-a i displazije, najnovije sprovedena meta analiza
ukazuje na srednje vrednosti senzitivnosti i specifi¢nosti od 72,4 i 63,8%, ¢ime se po autorima
u ovom trenutku primena VELscope-a u ove svrhe moZe smatrati nedovoljno pouzdanom
metodom (Giovannacci i sar., 2016).

Kada je rec¢ o intraoperativnoj evaluaciji hirurskih margina, VELscope-om je u studiji
koju su sproveli Poh i saradnici, identifikovan gubitak autofluorescencije u regionima na 4 do
25 mm (srednja vrednost 10,3 mm) od granice klinicki vidljivog tumora. Od margina koje su
pokazale gubitak autofluorescencije, za 89% njih je histopatoloSkom analizom utvrdeno
prisustvo nekog oblika displazije ili karcinoma. Kod margina koje su zadrzale svoju
autofluorescenciju, samo je jedna od 66 histopatoloski ocenjena kao displasticna (Poh i sar.,
2006).

U novijim istrazivanjima utvrdeno je da primena VELscope-a tokom procene
adekvatnosti hirurskih margina znacajno umanjuje stopu lokalnog recidiviranja u periodu od
tri godine nakon hirurske terapije. Naime, u slucajevima gde je pored standardne procedure
koriS¢en i VELscope, trogodisnja stopa iznosila je 6,5% za OPK, odnosno 8,1% za displaziju
visokog stepena, dok je u slucajevima gde je primenjena samo standardna procedura, ova
stopa iznosila 40,6 (OPK) i 39,3% (displazija) (Poh i sar., 2016). Ohnishi i saradnici utvrdili su,
koriste¢i VELscope, veoma visoku senzitivnost i specificnost (91%; 100%) u diskriminaciji
normalnog od patoloski izmenjenog (karcinom, displazija) tkiva u usnoj duplji (Ohnishi i sar.,
2016).

Sa druge strane, mali je broj studija koje se bave procenom efikasnosti Identafi uredaja.
Tako je u jednom istrazivanju utvrdena niza specificnost ljubicaste i zeleno Zute svetlosti
koriS¢ene u ovom uredaju u poredenju sa standardnim belim svetlom (Sweeny i sar., 2011;
Lallai sar., 2015).

Prednosti i nedostaci

Prednosti primene metoda zasnovanih na autofluorescenciji u hirurgiji glave i vrata
(Poh i sar., 2006; Sweeny i sar., 2011; Mercadante i sar., 2012; Ohnishi i sar., 2016; Wu i sar.,
2018):

neinvazivnost

prakti¢na primena

isplativost

povoljni rezultati u slucajevima prekanceroznih lezija i pocetnih stadijuma oralnih
karcinoma

ANENENEN
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Nedostaci primene metoda zasnovanih na autofluorescenciji u hirurgiji glave i vrata
(Sweeny i sar., 2011; Poh i sar,, 2011; Mercadante i sar., 2012; McNamara i sar., 2012; Bathia i
sar., 2013; Wu i sar., 2018):

v’ relativno niska specifi¢nost
e preklapanje efekta gubitka autofluorescencije sa istim kod granulacionog tkiva,
edema ili inflamacije
e fluorescencija patoloSki izmenjenog tkiva usled prisustva izraZeno
fluorescentnih bakterija i keratina kod hiperkeratoze
v" mali broj pacijenata uklju¢enih u studiju (trenutno u toku najveca studija - oCekuje se
da 400 pacijenata obolelih od oralnog karcinoma budu podvrgnuti analizama koje
uklju€uju primenu uredaja na bazi autofluorescencije - COOLS studija)
v ograni¢enost na povrsinsku analizu (niska dubina prodiranja primenjene svetlosti)

1.5.2.2. | Primena fluorescentnih boja u evaluaciji hirurskih margina kod OPK-a
Princip rada

Ova metoda podrazumeva lokalnu ili sistemsku (intravenoznu) aplikaciju razli¢itih
egzogenih fluorofora pracenu ekscitacijom svetlosti Cije se talasne duZine naj¢eS¢e nalaze u
podrucju bliskih infracrvenih zraka (700-900 nm) (Zhang i sar., 2017; Kain i sar., 2020). Kako
su u ovom regionu apsorpcioni potencijal tkivnih hromofora i ukupno rasejanje svetlosti
minimalni, u njemu je moguce posti¢i optimalan efekat - adekvatnu dubinu prodiranja i
trajanje fluorescencije (Cheong i sar., 1990; Frangioni, 2003; Rosenthal i sar., 2015a). Svaka
egzogena fluorofora sastoji se iz dve komponente - one koja se vezuje za tumorske strukture
(tumorska komponenta) i fluorescentne boje koja pod uticajem svetlosti proizvodi
fluorescenciju (fluorescentna komponenta) (de Boer i sar., 2015).

Egzogene fluorofore vrSe markiranje neoplasticnih c¢elija na nekoliko nacina
(Keereweerisar., 2012):

e vezivanjem tumorske komponente za receptore tumora (receptor epidermalnog
faktora rasta) ili migriranjem u unutrasnjost tumorske celije, da bi nakon toga
fluorescentna komponenta proizvela flourescenciju i oznacila ¢eliju tumora

e specifitni enzimi tumora (npr. matriks metaloproteinaza) reaguju sa molekulima
umanjene fluorescencije prethodno akumuliranim u tumorskom tkivu, dovodeci ih u
stanje poviSene fluorescencije

e tumorska komponenta vezuje se za elemente neoplasticne angiogeneze, a zatim
ekcitirana fluorescentna komponenta emituje svetlost (fluorescenciju) i obelezava
vaskularne strukture tumora

U sva tri slucaja prvo dolazi do akumulacije tumorske komponente u neoplasticnom
tkivu, a zatim izvor svetlosti (posebno filtrirane lampe ili laseri) ekscitira fluorescentnu
komponentu koja emituje fotone ¢iji se signal, koriste¢i CCD (eng. charge coupled device)
kameru, pretvara u sliku. Na kraju, meri se odnos signala koji poti¢e od tumorskih celija i
signala koji je porekla okolnih struktura na slici - TBR (eng. tumor-to-background ratio). Kada
je vrednost TBR-a najmanje 2, moze se reci da je dato tkivo u potpunosti identifikovano kao
tumor (Wu i sar., 2018).
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Instrumentacija

Shodno regulatornim ograniCenjima, uredaji za ekscitaciju prethodno aplikovanih
fluorescentnih boja prilagodeni su proizvodnji svetlosti koja odgovara njihovom apsorpciono-
emisionom spektru. Danas se iz tih razloga koristi samo svetlost talasnih duZina u podrucju
bliskih infracrvenih zraka (NIR). Uredaji na principu NIR svetlosti se u intraoperativnim
uslovima primenjuju inkorporirani u postoje¢i operativni ili kao Sto je to slucaj sa
fluorescentnim bojama, zaseban sistem (Rosenthal i sar., 2015; Wu i sar., 2018).

Klini¢ka primena

Kao tumorska komponenta u hirurgiji glave i vrata najceSce se koriste antitela koja se
vezuju za receptor epidermalnog faktora rasta - cetuksimab i panitumumab. Navedena
antitela su ujedno i jedine tumorske komponente odobrene za klinicku upotrebu od strane
Americke uprave za hranu i lekove (eng. U.S.Food and Drug Administration) (Warram i sar.,
2014; Wu i sar., 2018). Brojna klinicka istraZivanja takode ispituju mogu¢nosti primene nano i
afitela (eng. nanobodies, affibodies) koja poseduju lakSu molekularnu masu u odnosu na
antitela, ¢cime bi se omogucila bolja distribucija, dublje prodiranje i efikasnije izlu¢ivanje (Bai i
Bornhop, 2012; van Driel i sar., 2014).

Veliki broj studija usmeren je na pronalaZenje optimalne fluorescentne boje koja bi
zauzela mesto fluorescentne komponente (Wu i sar., 2018). Najces¢e se koristi, i jedina je
odobrena, indocijanin zelena - ICZ (eng. indocyanine Greene - ICG) (Schaafsma i sar., 2011; Wu
i sar., 2018). Uloga ICZ-e se u hirurgiji oralnog karcinoma pre svega ispituje u mapiranju i
biopsiji sentinel limfnih ¢vorova. Dok neke studije isticu pouzdanost ICZ-e, druge je i pored
specifitnosti od 100% smatraju nedovoljnom dijagnostickom metodom (Peng i sar., 2015; Al-
Dam i sar, 2018). U pogledu evaluacije hirurskih margina, Scott-Wittenborn i Jackson u svom
istrazivanju dolaze do zakljucka da primenom ICZ-e nije moguce napraviti jasnu razliku
izmedu tumorskog i zdravog tkiva (Scott-Wittenborn i Jackson, 2018). Trenutno se sprovode
klinicke studije koje ispituju pouzdanost primene joS jedne boje - IRDye800CW (LICOR
Biotechnology, Linkoln, SAD) (Wu i sar., 2018; Kain i sar., 2020). U kombinaciji sa
cetuksimabom i panitumumabom, primena ove boje pokazuje specificnost od 85, 78,6 i
81%, kao i senzitivnost od 91, 90,5 i 92,9% prilikom diskriminacije uzoraka normalnog te
tkiva planocelularnog karcinoma i postekscizionog defekta u regiji glave i vrata (Rosenthal i
sar., 2015b; Warram i sar., 2015). Primena ove dve boje je posebno znacajna zbog njihove
ekcitacije i fluorescencije u podrucju bliskih infracrvenih zraka. Vrednosti njihovih
apsorpcionih i flourescentnih pikova prikazani su u tabeli 6 (Wu i sar., 2018).

Tabela 6. Apsorpcioni i emisioni spektri fluorescentnih boja

spektar apsorpcije spektar fluorescencije

fluorescentna boja talasna duzina (A (nm)) talasna duZzina (A (nm))

indocijanin zelena - ICZ 807 820

IRDye800CW 785 810
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Na uzorcima oralnog karcinoma radena su i istrazivanja u primeni y-glutamil
hidroksimetil rodamin zelene (eng. y-glutamyl hydroxymethyl rhodamine Greene - HMRG) sa
senzitivnosti od 100%, specificnosti od 63% i tacnosti od 78%. (Slooter i sar., 2018) Od
ostalih fluorescentnih boja, i u kombinaciji sa razli¢itim tumorskim komponentama ispitivani
su joS i PARPi-FLi Cy5 (Kossatz i sar. 2016; Nguyen i sar., 2010).

Prednosti i nedostaci
Prednosti primene fluorescentnih boja u hirurgiji glave i vrata (Zhang i sar., 2017):

netoksic¢ne po pacijenta

nema zracenja

rezultati dostupni u toku hirurske procedure
adekvatno polje vizuelizacije

niska cena

AN NI NN

Nedostaci primene fluorescentnih boja u hirurgiji glave i vrata (Keereweer i sar., 2014; Zhang
isar., 2017; Wuisar., 2018; Kain i sar., 2020):

razliciti fenotipi tumorskih ¢elija - smanjenje senzitivnosti

opticka svojstva okolnih tkiva - smanjenje TBR - a

nekompatibilnost izvora svetlosti uredaja i LED svetla u operativnoj sali

niska specifi¢nost ICZ - e u razlikovanju tumorskog od zdravog tkiva

mali broj pacijenata uklju¢enih u istrazivanja

regulatorna ogranicenja - potrebno je da talasne duZine svetlosti proizvedene u
uredajima odgovaraju apsorpciono - emisionom spektru fluorofore

AN N NN

1.5.2.3. | Primena endoskopije uskog snopa (eng. Narrow Band Imaging - NBI) u
evaluaciji hirurSkih margina kod OPK-a

Princip rada

NBI tehnika zasniva se na razvoju posebne vaskularne mreZe u okviru neoplasti¢nog
tkiva - angiogeneza. Kako novostvoreni krvni sudovi podrazumevaju i povecan protok krvi u
tkivu, tako se u njemu moZe ocekivati i veca koli¢ina hemoglobina (Choi i Myers 2008;
Messadi i sar., 2013). Iz tog razloga, 2003. godine prislo se razvoju metode koja ¢e suziti snop
upadne svetlosti, tako da on odgovara apsorpcionom opsegu Kkarakteristicnim za
oksihemoglobin (400-600 nm, sa pikovima na 415, 542 i 577 nm). Glavni cilj bio je da se
ovakvim pristupom navedeni krvni sudovi vizuelizuju i povratna informacija predstavi kao
faktor u razlikovanju neoplasti¢nog i zdravog tkiva (Hsu i Woody, 1971; Gono i sar., 2003;
Tuchin, 2015b).

Instrumentacija

Ova tehnologija dostupna je u okviru vecine fleksibilnih endoskopskih uredaja. Tako je
korisniku omoguceno da jednostavnim pritiskom na dugme menja oblik upadne svetlosti, iz
bele u NBI generisanu, i obratno. Kada korisnik izabere NBI opciju, emituje se upadna svetlost
koja istovremeno sadrzi suzeni snop plave svetlosti (400-430 nm, centriranim na 415 nm -
Soretov pik) i suzeni snop zelene svetlosti (525-555 nm, centriranim na 540 nm - drugi
apsorpcioni pik oksihemoglobina). Prvi snop namenjen je vizuelizaciji povrSinske vaskularne
mreze u epitelnom sloju oralne sluzokozZe, dok drugi, shodno dubini prodiranja, ekscitira
oksihemoglobin prisutan u krvnim sudovima lamine proprie. Poslednjih godina, u svrhu
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dobijanja jasnije i preciznije slike, koriste se endoskopska uveliCanja i kamere visoke
rezolucije (Piazza i sar., 2012; Bhatia i sar., 2013).

Klini¢ka primena

Makroskopski, primenom NBI metode neoplasti¢ni oblici tkiva vide se u pozadini
zeleno plave zone naizgled normalnog tkiva kao polja ili tacke tamnije boje (tamno zeleno do
braon). Ova mesta braonkaste boje pre svega predstavljaju polja izrazene vaskularne gustine i
patoloskih intraepitelijalnih kapilarnih petlji (eng. intraepithelial papillary capillary loops -
IPCL), koje su u odnosu na normalnu sluzokoZu dilatirane i krivudave (slika 26) (Piazza i
sar., 2012; Nii Wang, 2016).

normalno tkivo zeleno plave boje

mreZa dilatiranih krvnih sudova tamno
zelene boje - patoloski izmenjeno tkivo
(OPK)

Slika 26. Polje vizuelizacije uspostavljeno primenom NBI tehnike

Upravo je na osnovu karakteristika navednih petlji Takano sa saradnicima razvio
sistem Klasifikacije neoplasti¢ne transformacije tkiva u okviru primene NBI tehnike. Na taj
nacin definisane su cetiri grupe: 1) IPCL tip I ili normalno - kapilarne petlje su upravne na
povrsinu sluzokoZe; 2) IPCL tip II ili dilatirano - kapilarne petlje veceg promera, a slicnog
oblika kao IPCL tip I; 3) IPCL tip III ili elongacija - petlje su veeg promera, ¢ine se duZim i
Cesto su zamrSene; 4) IPCL tip IV ili narusSena struktura - petlje podsecaju na velike krvne
sudove. Tipovi IIl i IV smatraju se potencijalno neoplasticnim tkivom - pozitivne lezije
(Takano i sar., 2010).

U dijagnostici planocelularnog karcinoma glave i vrata NBI metoda je cesto koriS¢ena.
U svojoj meta analizi Li i saradnici utvrdili su da je sa senzitivnosti od 90%, specificnosti od
97% i tacnosti od 98% NBI pouzdanija tehnika u dijagnostikovanju povrsinskih sluzokoznih
maligniteta od standardne evaluacije pod belom svetlosti (bela svetlost), Sto je potvrdeno i u
drugim istrazivanjima (Li i sar., 2013; Nguyen i sar., 2013; Zabrodsky i sar., 2014).
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U oblasti intraoperativne hirurgije, tj. evaluacije hirurskih margina u terapiji OPK-a,
NBI se pokazao superiornijim od bele svetlosti (Wu i sar., 2018). Tako je u jednom
istrazivanju, na uzorku od 58 pacijenata, ex tempore dijagnostikom zabeleZen znacajno manji
broj pozitivnih margina kod hirurskih postupaka u kojima je primenjena NBI metoda - 12,1%
(NBI), 42,1% (bela svetlost) (Vicini i sar., 2015). U sli¢noj studiji, Tirelli i saradnici ex tempore
dijagnostikom nisu utvrdili znacajne razlike izmedu NBI tehnike i bele svetlosti, ali su one
doSle do izraZaja nakon definitivnog histopatoloskog nalaza - 11,5% (NBI), 36,4% (bela
svetlost). Autori su takode ukazali na moguc¢nost reevaluacije stanovista da se prilikom
ekscizije oralnog karcinoma resekciona linija postavlja na 1 do 1,5 cm od granice vidljivog
tumora. Oni su kod 19 pacijenata, primenom NBI metode, registrovali patolosku alteraciju i u
tkivu koje se nalazilo i do 2,5 cm od granice tumora (Tirelli i sar., 2015). U svoje dve studije,
Farah sa saradnicima takode istiCe prednosti NBI u odnosu na konvencionalnu primenu bele
svetlosti. Osim $to su margine primenom NBI bile manje involvirane tumorskim ¢elijama od
onih prosvetljenih belom svetlosti, stopa lokalnog petogodiSnjeg recidiviranja bila je svega
5,26%, dok je stopa petogodiSnjeg odsustva bolesti iznosila 84,21% (Farah i sar., 2015; Farah
isar., 2018).

Prednosti i nedostaci

Prednosti primene NBI metode u hirurgiji glave i vrata (Tirelli i sar., 2015; Farah i sar., 2018;
Wuisar., 2018):

v bolja lokalna kontrola bolesti
v jednostavna primena
v deo vec postojecih endoskopskih sistema

Nedostaci primene NBI metode u hirurgiji glave i vrata (Piazza i sar., 2011; Lin i sar., 2012;
Chuisar., 2012):

v’ subjektivno ocenjivanje NBI rezultata na osnovu IPCL statusa

v nejasno definisan termin "pozitivne lezije" usled anatomskih razlika u usnoj duplji

v slaba vidljivost neoplastitne angiogeneze u situacijama kada su prisutni
hiperkeratinizacija, debeo epitel ili limfati¢no tkivo

v lazno pozitivni rezultati u sluc¢ajevima kada se radi o vaskularnim malformacijama
benigne prirode, modifikacijama usled zracenja ili hirurSkog zahvata i prisustva
inflamacije

1.5.3. | Analiza uskog polja lezija

U grupu metoda koje imaju mogucnost analize uskog polja lezije ubrajaju se (Kain i sar.,
2020):

1. spektroskopske metode:
a) Spektroskopija zasnovana na elasticnom rasejanju (eng. Elastic
Scattering Spectroscopy - ESS)
b) Ramanova spektroskopija (eng. Raman Spectroscopy - RS)

2. opticka koherentna tomografija (eng. Optical Coherence Tomography - OCT)i
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3. mikroendoskopija visoke rezolucije (eng. High-Resolution Microendoscopy - HRME)

1.5.3.1. | Primena spektroskopskih metoda u evaluaciji hirur§skih margina kod OPK-
a
a) | Spektroskopija zasnovana na elasticnom rasejanju svetlosti (eng. Elastic

Scattering Spectroscopy - ESS)
Princip rada

Kod ESS metode, kao Sto je to istaknuto i u samom nazivu, Kklju¢nu ulogu u
razlikovanju razlicitih tipova tkiva (normalno, displasticno, neoplasticno) imaju osobine
elasticnog rasejanja svetlosti u njima. Ova tehnika, koja je osmiSljena devedesetih godina
proslog veka, pre svega se zasniva na rasejanju svetlosti koje potice od Celije kao celine i
odredenih subcelularnih struktura - jedra i celijskih organela (Bigio i Mourant, 1997;
Mourant i sar.,, 1997; Hielscher i sar., 1997; Mourant i sar., 2000). Posebno se u
histopatoloskom smislu isticu uticaj veliCine jedra, tj. odnosa jedro - citoplazma u Cceliji,
jedarnog sastava u pogledu hromatina i njegove granularnosti, kondenzacije DNK
materijala, broja i gustine mitohondrija, kao i prisustva strukturalnih proteina u tkivu
(Mourant i sar., 1997; Perelman i sar., 1997; Wallace i Van Dam, 2000; Mourant i sar., 2000;
Drezek i sar., 2003). Osnovna hipoteza je da ¢e zdravo i patoloSki izmenjeno tkivo u
interakciji sa svetlosti proizvesti razlicit efekat i obim Rejlijevog i Mia rasejanja. Ovaj efekat
(razlic¢it koeficijent rasejanja, razlic¢ita anizotropija, izmenjeni indeksi prelamanja svetlosti)
na kvantitativan nacin (ESS spektri) oponaSa odnose i status navedenih komponenti u
ispitivanim tkivima (Mouranti sar., 1997; Fang i sar., 2003).

Instrumentacija

Kao izvor svetlosti, u ESS sistemu uglavnom se Koristi ksenon lampa, koja je fiber
optickim kablovima povezana sa spektrometrom u okviru kog se nalazi i CCD kamera, dok je
ceo sistem povezan sa laptop ili PC racunarom. Prvi fiber opticki kabl direktno je povezan sa
ksenon lampom i sluZi prenosu svetlosti u ispitivano tkivo sa kojim se nalazi u direktnom
kontaktu. Drugi fiber opticki kabl takode se nalazi priljubljen uz tkivo i sluzi prikupljanju
rasejane svetlosti koju prenosi do spektrometra gde se vrsi dalje procesuiranje signala.
Osnovni dijametar kablova je 200 do 400 um, dok njihovi zavrseci mogu biti dijametra i do
2mm. Dva kabla se nalaze na rastojanju od 250 do 300 um i na osnovu datih dimenzija
moguce je dobiti informacije o statusu tkiva zapremine od oko jednog kubnog milimetra (1
mm3). Cesto se navedeni kablovi nalaze unutar jednog veéeg, koji je jedini i vidljiv. Opseg
svetlosti koji je moguce koristiti u okviru ESS tehnologije pokriva podrucja ultraljubicastih
zraka, vidljive svetlosti i bliskih infracrvenih zraka (300-900 nm). Da bi se izbegli efekti
ambijetalne svetlosti u okruZenju ispitivanog polja, sistem je automatizovan da obavi prvo
merenje bez ukljucivanja ksenon lampe. Nakon 100 milisekundi (ms), meri se signal dobijen
paljenjem lampe i dobija ESS spektar. Konacni rezultat analize podrazumeva oduzimanje
spektra ambijetalne svetlosti od ESS spektra. Kontrola celokupnog procesa vrsi se pomocu
laptop ili PC rac¢unara, dok se rezultat za ispitivani deo tkiva dobija kroz jednu sekundu (1s)
(Bigio i Mourant, 1997; Jerjes i sar., 2004; Jerjes i sar., 2005; Sharwani i sar., 2006; Grillone i
sar., 2017).
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Algoritam

Kako kod ESS metode nije moguc¢a makroskopska vizuelizacija kao u analizi Sirokog
polja lezije, neophodno je razvijati algoritme koji ¢e adekvatno predstaviti razlike
ispitivanih tipova tkiva (Mourant i sar., 1997; Fang i sar., 2003).

Algoritmi se kreiraju tako da prate interakciju svetlosti i tkiva u odredenom opsegu
talasnih duZina u kome se beleZe jasni signali odredenih apsorpcionih ili emisionih pikova
(Sharwani i sar., 2006; Grillone i sar., 2017). Zatim se, radi lakSe i preciznije interpretacije
rezultata, vrsi normalizacija spektra. Normalizacija predstavlja odnos vrednosti intenziteta
na svim posmatranim talasnim duzinama i neke referentne vrednosti - maksimalni
intenzitet, vrednost intenziteta na odredenoj talasnoj duzini, ukupan broj piksela kod
digitalne slike i dr. Na ovaj nacin spektre razli¢itih uzoraka moguce je porediti pod istim
okolnostima (Randolph, 2006; Malacara, 2011). Nakon normalizacije, a u slucaju velikog
broja atributa (talasnih duZina) koje nose neku vrednost (hiperdimenzionalnost), pristupa
se njegovom smanjenju kako bi se izdvojile one koje najbolje reprezentuju osobine spektra
(Roweis i Saul, 2000). Na tako pripremljenom skupu podataka uglavnom se primenjuje neka
od metoda masinskog ucenja, s ciljem da se uzorku tkiva, tj. vrednostima njegove interakcije
sa svetlosti, odredi kategorija kojoj pripada - npr. zdravo ili tumorsko tkivo (Grillone i sar.,
2017).

Tako su u slucaju primene ESS metode, Grillone i saradnici prvo za analizu izdvojili
216 vrednosti intenziteta u odredenom opsegu talasnih duzina (330-760 nm). Zatim su
normalizovali spektar u odnosu na vrednost intenziteta na jednoj talasnoj duzini - 650 nm.
Zbog velikog broja varijabli (216) primenili su neku od metoda smanjenja njhovog broja, a
nakon toga novoformirani skup podataka izlozili obradi jednom od procedura masinskog
uCenja - u njihovom slucaju radilo se o metodi potpornih vektora (eng. Support Vector
Machine - SVM). Algoritam je dalje bio razvijen tako da svakom uzorku dodeli neku vrednost
od 0 do 1. Sto je vrednost bliZa jedinici, ve¢a je $ansa da se radi o malignoj promeni, dok se
obratno uzorci sa vrednostima bliZim nuli smatraju benignijim. (Grillone i sar., 2017) Sli¢nu
proceduru sproveo je i Sharwani sa saradnicima, s tim da se u tom istrazivanju kao metoda
za razlikovanje benignog i patoloSki izmenjenog tkiva koristila linearna diskriminantna
analiza (eng. Linear Discriminant Analysis - LDA) (Sharwani i sar., 2006).

Klinicka primena

ESS metoda do sada je koriS¢ena u dosta malom broju studija kada je rec¢ o tkivima
usne duplje. U polju dijagnostike, porede¢i uzorke normalnog i displasticnog tkiva sa
njihovim histopatoloskim nalazima, Sharwani i saradnici dosli su do senzitivnosti od 72 i
specifi¢nosti od 75% (Sharwani i sar., 2006). U evaluaciji hirurS§kih margina kod OPK-a, prvo
istrazivanje bilo je usmereno ka potencijalnoj upotrebi ESS sistema u identifikaciji
karcinomom infiltrisane kosti. Za ove potrebe koriS¢eni su arhivirani formalinom fiksirani
uzorci koji su sadrzali kost donje vilice. U Kkorelaciji sa zvani¢nim histopatoloskim
izvesStajima, ostvarena je senzitivnost od 87 i specificnost od 80%. (Jerjes i sar., 2005). Ipak,
do danas,samo je jedna studija sprovedena ovom metodom intraoperativno i obuhvatila je in
vivo analizu neoplasticnog i grani¢nog tkiva kod OPK-a. Grillone i saradnici doSli su,
primenjujuci ve¢ pomenuti algoritam i princip klasifikacije uzoraka, do senzitvnosti od 84 i
specificnosti od 71% u poredenju kategorija normalno/blago displasticno i izrazeno
displasti¢no/carcinoma in situ/invazivni karcinom tkiva. Kada su iz analize iskljucili grupu
uzoraka sa invazivnim karcinomom, doslo se do novih vrednosti navedenih parametara -
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100 i 89%. ESS metodom bilo je takode moguce razlikovati normalno od svih tipova
displasti¢nog tkiva sa senzitivnosti od 85 i specificnosti od 78%. Isti autori procenjuju da bi
u slucaju vece proizvodnje i klinicke primene, cena pojedinacnog ESS sistema mogla iznositi
oko 10000$ (Grillone i sar., 2017).

Prednosti i nedostaci

Prednosti primene ESS metode u hirurgiji glave i vrata (Jerjes i sar., 2005; Sharwani i sar.,
2006; Grillone i sar., 2017):

mala teZina i lak prenos u hirurskoj sali

dostupnost svih regija usne duplje - posebno dizajnirani fiber opticki kablovi
kratko vreme dobijanja rezultata

povoljna senzitivnost u evaluaciji hirurskih margina (84 - 100%)

slab uticaj prisustva inflamacije na rezultate

AN NI NN

Nedostaci primene ESS metode u hirurgiji glave i vrata (Sharwani i sar., 2006; Grillone i sar.,
2017):

v mali broj ispitivanih uzoraka

v’ prisustvo krvi u polju analize

v ograni¢ena dubina prodiranja u ve¢em delu spektra - nemogucnost analize dubokih
margina

v' nemogucénost analize celokupne mukozne margine - polje analize ograni¢eno na
povrsinu pre¢nika 2 mm

v’ niZa specifi¢nost

b) | Ramanova spektroskopija (eng. Raman Spectroscopy - RS)

Princip rada

Ramanova spektroskopija (RS) zasniva se na Ramanovom rasejanju svetlosti. Kao Sto
je ve¢ navedeno, ovaj tip rasejanja vrlo je specifican iz razloga Sto sa sobom nosi informacije
o vibracionim, rotacionim i drugim niskofrekventnim fenomenima na molekularnom nivou
(Tu, 1982; Mahadevan-Jansen i Richards-Kortum, 1996; Lucassen i sar., 2016). Kod RS
metode, ovi fenomeni oslikavaju status odredenih biohemijskih komponenti u tkivu,
prvenstveno proteina i lipida, ali i vode (Malini i sar., 2006; Su i sar., 2012; Singh i sar., 2012;
Barroso i sar., 2015). Za svaku od tih komponenti i molekularnih struktura karakteristi¢ni
su intenziteti odredene vrednosti (pikovi) i u odredenim delovima Ramanovog spektra
(Lloyd i sar., 2013). Oni se za razliku od drugih optickih metoda najc¢esce prikazuju u odnosu
na talasnu duzinu izrazenu talasnim brojem (broj talasa u jednom duZnom centimetru - cm-
1) - tzv. Ramanov pomak (eng. Raman shift) (slika 27) (Tu i Chang, 2012).

Ramanovom spektroskopijom moguce je prikupiti veliki broj informacija. Takva
saznanja mogu se u sluc¢aju navedene metode iskoristiti za razlikovanje Sireg opsega
razlic¢itih tipova tkiva (Wu i sar., 2018).
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Slika 27. Primer Ramanovog spektra (Preuzeto i prilagodeno sa interneta — Naurecka i sar.,
2017)

Instrumentacija

U vecini slucajeva sistem za primenu Ramanove spektroskopije sastoji se od izvora
svetlosti, mikroskopskog objektiva, razli¢itih vrsta filtera svetlosti, spektrometra i CCD
kamere. Kao izvor koriste se laseri koji emituju svetlost u podruc¢jima vidljivog dela spektra i
NIR - a. U istrazivanjima u regiji glave i vrata uglavnom se Kkoriste diodni laseri sa
ekscitacionom svetlosti na 785 nm i snagom od 30 do 300 milivati (mW) (Malini i sar., 2006;
Singh i sar., 2012; Cals i sar., 2013; Cals i sar., 2015; Barroso i sar., 2015; Guze i sar., 2015;
Calsi sar., 2016). Samo je Su sa saradnicima u svojoj studiji koristio helijum neonski (He-Ne)
laser sa ekscitacionom svetlosti na 632,8 nmsnage 13,5 mW (Su i sar., 2012). Sama
ekscitacija tkiva sprovodi se kroz posebno dizajnirani mikroskopski objektiv, sa fokusom na
odredeno tkivno polje pre¢nika od 2 um do 3,5 mm (Cals i sar., 2013; Cals i sar., 2015;
Barroso i sar., 2015; Guze i sar., 2015; Cals i sar., 2016). Trajanje ekscitacije u jednom fokusu
i njeno pomeranje na drugi traje oko dve sekunde (Cals i sar., 2013). Rasejana svetlost
prikuplja se kroz isti objektiv, sprovodi ka optimizovanom spektrometru, da bi se uz
primenu filtera (npr. holografski filteri) eliminisao doprinos Rejlijevog rasejanja i ovako
"procis¢en" spektar detektovao CCD kamerom (Malini i sar., 2006; Cals i sar., 2013). Kao Sto
je ve¢ napomenuto, Ramanovi spektri posmatraju se u odnosu na talasne brojeve. U
dosadasnjim studijama analizirani su Ramanovi spektri u opsegu 300 do 2530 cm-! (800-
1800; 700-1800; 310-2530; 300-2500; 0-1800; 400-1800), Sto odgovara talasnim duzinama
u podrucju NIR - a (Malini i sar., 2006; Singh i sar., 2012; Cals i sar., 2013; Cals i sar., 2015;
Guze i sar., 2015; Cals i sar., 2016). Izuzetak predstavlja istrazivanje koje je sa saradnicima
sproveo Barroso gde je korisS¢en opseg Ramanovog spektra od 2500 do 4000 cm! (Barroso i
sar., 2015).
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Algoritam

U gotovo svim studijama se na pocetku analize podataka prikupljenih Ramanovom
spektroskopijom pristupa definisanju dela spektra koji najbolje oslikava osobine tkiva
(tabela 7).

Tabela 7. Ramanov spektar u analizi tkiva u usnoj duplji

analizirani deo Ramanovog spektra

studija (em)

Malini i sar., 2006 800 -1800
Oliveirai sar., 2006 800 -1800
Suisar., 2011 700 - 1800
Singh i sar., 2012 1200 -1800
Singh i sar., 2012 1200 -1800
Guzeisar., 2015 800-1700
Calsisar., 2013 400 - 1800
Calsisar., 2015 400-1800
Barrosoisar., 2015 2500 -4000
Barrosoi sar., 2016 2500 -4000
Calsisar., 2016 400-1800

Zatim se sprovodi ve¢ pomenuti proces normalizacije (npr. u odnosu na ukupnu
povrsinu spektra), a potom pristupa izboru metoda koje ¢e na najbolji nacin klasifikovati
razlic¢ite vrste tkiva (zdravo, displasti¢no, tumorsko i dr.). U svim istrazivanjima Kkoje
obuhvataju interpretaciju Ramanovog spektra primenjuje se metod nenadgledane (eng.
unsupervised) analize glavnih komponenata (eng. Principal Component Analysis - PCA) kako
bi se umanjila njegova dimenzionalnost i istakli parametri od najveceg znacaja za proceduru
daljeg klasifikovanja uzorakatkiva (Jolliffe, 2002). Pojedini autori na osnovu PCA rezultata
sprovode i diskriminaciju tkiva na normalno i maligno (OPK) (Oliveirai sar., 2006; Su i sar.,
2012). U drugim studijama se za potrebe daljeg razlikovanja razlicitih tipova tkiva
primenjuju linearna diskriminantna analiza (LDA) i klasterizacija metodom K - srednjih
vrednosti (eng. K - means clustering) (Malini i sar., 2006; Singh i sar., 2012; Cals i sar., 2013;
Cals i sar., 2015; Guze i sar., 2015; Cals i sar., 2016). Kod prve se na osnovu linearne
kombinacije obeleZja odreduje grupa kojoj uzorak pripada, a kod druge se uzorci svrstavaju
u klastere u kojima poseduju najslicnije osobine jedni drugima (Jain, 1988; Tabachnick,
1996).

Klinicka primena

Odnos proteina i lipida u tkivima predstavlja okosnicu razumevanja Ramanove
spektroskopije. Biohemijska kompozicija u korist lipida karakteristika je zdravog tkiva, dok
se ona koja obiluju proteinima smatraju patoloski izmenjenim. Ovakvo nacelo potvrduju i
razultati brojnih istraZivanja, a narocito onih kod kojih se na mestima lipidnih pikova nalaze
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amidne grupe u Ramanovim spektrima tumorskog tkiva (Malini i sar., 2006; Su i sar., 2012;
Singh i sar., 2012; Guze i sar., 2015). U nekoliko studija kao faktor razlikovanja koriS¢ena je i
koli¢ina vode u tkivima (Barroso i sar., 2015; Barroso i sar., 2016).

U pogledu razlikovanja prekanceroznih lezija, OPK-a, benignog i normalnog tkiva,
Guze i saradnici doSli su do obecavajucih rezultata sa senzitivnosti od 100 i specificnosti od
77% (Guze i sar., 2015). Singh i saradnici takode ukazuju na moguc¢nosti efikasne primene
Ramanove spektroskopije u razlikovanju zdravog, prekanceroznog i malignog tkiva (Singh i
sar., 2012). Primenom Ramanovih eksperimenata mapiranja, Cals sa saradnicima definiSe
spektre suprabazalnih slojeva epitela, bazalnog sloja epitela, kolagenog tkiva razlicite
gustine, masnog i glatkog misSi¢nog tkiva (Cals i sar., 2013).

Kada je re€ o evaluaciji hirur§kih margina kod OPK-a Cals i saradnici su u nekoliko
svojih studija, koriste¢i razlicite algoritme dosli do sli¢nih razultata. U svojoj studiji iz 2015.
godine sa visokom preciznosti razlikuju uzorke OPK-a i razli¢itih tipova zdravog tkiva u
hirurskim marginama. Tako se OPK primenom Ramanove spektroskopije diskriminiSe od
masnog i nervnog tkiva sa tacnosti od 100%, od vezivnog sa 93%, od misSi¢nog sa 97%, od
Zlezdanog sa 94%, dok najmanju preciznost (75%) pokazuje u odnosu na epitelno tkivo
(Cals i sar., 2015). U svojoj drugoj studiji, analizirajuc¢i razlike u spektrima tumorskog i
normalnog tkiva, dolazi do tacnosti od 86% (senzitivnost 100%, specificnost 66%) i ta¢nosti
od 91% (senzitivnost 100%, specificnost 78%) primenjujuci dva pristupa u analizi spektra
(Cals i sar., 2016). Koriste¢i grani¢nu vrednost od 69% sadrZaja vode u tkivima, Barroso sa
saradnicima sa senzitvnosti od 99 i specificnosti od 92% identifikuje tumorsko tkivo
(Barroso i sar., 2015). Nadovezuju¢i se na navedene rezultate, isti autor sa saradnicima
definise sadrzaj vode od 76+8% u tumorskom tkivu, od 59+24% u neadekvatnim (0 - 5 mm)
i od 54%¥24% u adekvatno postavljenim marginama (>5mm). Shodno navedenom, autori
smatraju da se Ramanova spektroskopija moZe primeniti u evaluaciji hirurskih margina i na
osnovu sadrzaja vode u tkivu (Barroso i sar., 2016).

Prednosti i nedostaci
Prednosti primene RS metode u hirurgiji glave i vrata (Harris i sar., 2010; Lii sar., 2010):

v apsorpcija vode ne uti¢e na merenja

v kori$¢enjem eksicitacione svetlosti ve¢e talasne duZine znacajno se umanjuje uticaj
fluorescencije na dobijene rezultate

v zbog velikog broja informacija koje u sebi sadrzi Ramanov spektar, moguce je sprovesti
razli¢ite hemometrijske analize i obrade podataka

v' primenom laserske svetlosti, potreban je manji volumen tkiva za spektroskopska
merenja

Nedostaci primene RS metode u hirurgiji glave i vrata (Smith i Dent, 2005; Tu i Chang, 2012;
Calsisar., 2013; Guzeisar., 2015):

v neefikasnost Ramanove spektroskopije - merenje individualnog eksperimenta moze
potrajati i do 67 sati

v" mala povrsina analiziranog tkiva

v" mali udeo rasejane svetlosti pripada Ramanovom rasejanju

v' iako se umanjuje uticaj fluorescencije, povecanjem talasne duzine ekscitacione
svetlosti umanjuje se efikasnost same metode
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v" mali broj pacijenata uklju¢en u pojedine studije

1.5.3.2. | Primena opticke koherentne tomografije (eng. Optical Coherence
Tomography - OCT) u evaluaciji hirurskih margina kod OPK-a

Princip rada

U osnovi OCT metode nalazi se fenomen interferencije. Ekscitaciona svetlost deli se na
dva jednaka svetlosna zraka - referentni, koji je usmeren ka sistemu referentnog ogledala i
onaj koji je usmeren ka uzorku tkiva. Do interferencije dolazi kada se na mestu prvobitne
podele susretnu zraci reflektovane svetlosti ogledala i svetlosti reflektovane od tkiva. U
interakciji sa tkivom dolazi do ve¢ pomenutih procesa apsorpcije i rasejanja. Svetlost rasejana
prema nazad (reflektovana svetlost) je iz tog razloga manjeg intenziteta od upadne svetlosti.
Kombinovanjem reflektovane svetlosti ogledala i reflektovane svetlosti tkiva dobija se signal
interferencije koji se detektuje i prikazuje kao dvodimenzionalna slika poprec¢nog preseka
arhitekture tkiva (Wilder-Smith i sar., 2004; Jerjes i sar., 2010; Hsieh i sar., 2013). Na ovaj
nacin, odredene zone i slojevi tkiva koji reflektuju viSe svetlosti dace jaci signal i bice
prikazani u viSoj rezoluciji. Najznacajnije informacije koje se primenom OCT metode mogu
dobiti jesu one o debljini epitela i stanju bazalne membrane (Jerjes i sar., 2010). Dubina
prodiranja svetlosti od 2 do 3 mm u mekim tkivima omogucava detekciju i epitelijalnih i
subepitelijalnih struktura (Bouma i Tearney, 2002).

Instrumentacija

Osnovni OCT sistem zasniva se na merenju optickog kasnjenja svetlosnog zraka i
zahvaljuju¢i mobilnosti referentnog ogledala poseduje sposobnost detekcije svetlosti
reflektovane na razli¢itim dubinama u tkivu (Drexler i Fujimoto, 2008; Gabriele i sar., 2011).
Novija resenja, poput Furijerove OCT metode dizajnirana su tako da u odnosu na osnovni OCT
sistem obezbede brzinu snimanja i do 500 puta vecu, uz poboljSanu senzitivnost. Ove visoke
performanse ostvaruju se ili spektrometrima ili brzim skenirajué¢im laserima (Leitgeb i sar.,
2003; Wojtkowski i sar., 2004; Bouma i sar., 2009). Oni sistemi koji se zasnivaju na
spektrometrima najefektniji su na radnim talasnim duzinama od 800 nm i upotrebom CCD
detektora ostvaruju najbolju aksijalnu rezoluciju, dok se laserski preporucuju na talasnim
duZinama od 1310 nm. Kao takvi, pogodni su za vizuelizaciju krvnih sudova i nerava (Yun i
sar., 2003; Cense i sar., 2004; Bouma i sar., 2009). U praksi se jos Koriste i verzije OCT sistema
koje su sposobne prikazati i funkcionalne karakteristike tkiva. U njih spadaju Doplerov,
polarizaciono - senzitivni i molekularni OCT sistem (Pircher i sar., 2011; Leitgeb i sar., 2014;
Kim i sar., 2015) . U dosadasnjim istraZivanjima u regiji glave i vrata uglavnom su kori$¢eni
laserski sa maksimalnom Sirinom dobijene slike od 6 i dubinom penetracije od 1,5 mm (Tsai i
sar., 2008; Tsai i sar., 2009; Jerjes i sar., 2010; Hamdoon i sar., 2013; Hamdoon i sar., 2016).

Klinicka primena

Klinicka interpretacija slika razlic¢itih tipova tkiva dobijenih OCT metodom uglavnom
se svodi na status debljine epitelnog sloja i bazalne membrane (Wilder-Smith i sar., 2004).
Tsai i saradnici u svom istrazivanju isticu da povecana debljina epitelnog sloja i slabo vidljiva
granica izmedu epitela i lamine proprie (bazalna membrana) predstavljaju parametre
abnormalnosti u arhitekturi tkiva (Tsai i sar., 2008). U svojoj drugoj studiji, analizirajuci
uzorke zdravog i tkiva na razli¢itim stadijumima karcinogeneze (normalno, displasti¢no,
karcinom), uocavaju bitne razlike. Kod normalnog tkiva bazalna membrana je na OCT snimku
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jasno izrazena, dok se u papilarnom sloju lamine proprie mogu uociti tamnija polja koja
odgovaraju krvnim sudovima. Kod displasti¢nog tkiva bazalna membrana je i dalje vidljiva, ali
je epitelni sloj deblji, dok je u slu¢aju karcinoma ova granica prakti¢no neprimetna (Tsai i sar.,
2009). Pored navedenih parametara, Jerjes i saradnici primenom OCT metode bliZe analiziraju
i stanje keratinskog sloja kao i prisustvo odredenih komponenti u lamini proprii u 26 uzoraka
leukoplakije i 8 uzoraka eritroplakije. Korelacijom sa oblikom lezije (papule, ulceracije,
makule, plak, vezikule) i krajnjim histopatoloSkim nalazom uspevaju da identifikuju bazalnu
membranu u samo 15 slucajeva, ali isti¢u i nepouzdanost OCT metode u tacnoj diferencijaciji
promena (Jerjes i sar., 2010). U sli¢noj, ali opseZnijoj studiji (125 uzoraka), Hamdoon sa
saradnicima analizira efikasnost OCT metode u prepoznavanju razli¢itih promena u usnoj
duplji. Koristec¢i kapa statistiku u korelaciji sa histopatoloskim nalazom dolazi do ta¢nosti od
82, senzitivnosti od 85 i specifi¢cnosti od 78% (Hamdoon i sar., 2013).

U evaluaciji hirurskih margina kod OPK-a, primenom iste metodologije identifikovano
je 90 negativnih i 22 pozitivne margine. Srednja vrednost debljine epitela negativne margine
iznosila je 360, a pozitivne 567 pm. Tac¢nost je u zavisnosti od evaluatora iznosila 84, odnosno
88%, dok su ukupna senzitivnost i specifi¢nost bile 81,5 i 87% (Hamdoon i sar., 2016).

Prednosti i nedostaci

Prednosti primene OCT metode u hirurgiji glave i vrata (Wilder-Smith i sar., 2009; DeCoro i
Wilder-Smith, 2010):

v" moguénost in vivo analize tkivne arhitekture u realnom vremenu

v’ visoka rezolucija

v' niska cena i visoka efikasnost

v’ pacijenti lakSe prihvataju sprovodenje biopsije kada su im prvo dostupni OCT snimci

Nedostaci primene OCT metode u hirurgiji glave i vrata (Fujimoto i sar., 2000; Jerjes i sar.,,
2008; Hamdoon i sar., 2012; Hamdoon i sar., 2013; Hamdoon i sar., 2016):

ex vivo priroda pojedinih istrazivanja

prisustvo krvarenja u tkivima moZe uticati na pogresnu interpretaciju OCT snimaka
dubina prodiranja svetlosti ograni¢ena na maksimalnih 2 mm

uticaj hiperkeratoze na kvalitet dobijene slike

upitna analogija sa kontrastom u histopatoloskim nalazima

prisustvo efekta "skupljanja" tkiva u analizama hirurskih margina moZe uticati na
korelaciju OCT i histopatoloskog nalaza

AVANEE N N NN
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1.5.3.3. | Primena mikroendoskopije visoke rezolucije (eng. High-Resolution
Microendoscopy - HRME) u evaluaciji hirurskih margina kod OPK-a

Princip rada

U primeni ove tehnike centralno mesto zauzima proces fluorescencije. Za te potrebe
koriste se karakteristike endogenih fluorofora ili se na povrsinu ispitivanog tkiva aplikuje
fluorescentno kontrastno sredstvo. Ekscitacija se vrsi difuznom svetlosti (Wu i sar., 2018).
Kod HRME metode emitovana svetlost sadrzi informacije o stanju i promenama na
subcelularnom nivou - veli¢ina jedra, odnos jedra i citoplazme i pleomorfizam c¢elije (Vila i
sar., 2012). Zbog moguc¢nosti prikaza navedenih komponenata tkiva u visokoj rezoluciji i u
realnom vremenu, ova metoda se smatra i tzv. "optickom biopsijom" (Louie i sar., 2015;
Protano i sar., 2015).

Instrumentacija

HRME sistem sastoji se od izvora bele svetlosti, fiber-optickih kablova organizovanih u
jedinstven snop, optickog sociva, filtera i ogledala, CCD detektora i PC ili laptop racunara. Kao
izvor svetlosti koriste se obicne LED lampe (Pierce i sar., 2011). Fiber-opticki snop u celom
sistemu ima dvojaku ulogu. Prva je sprovodenje ekscitacione svetlosti do tkiva, a druga
prikupljanje emitovane svetlosti i njeno usmeravanje ka CCD kameri i racunaru. Kako se fiber-
opticki snop nalazi u direktnom kontaktu sa povrSinom ispitivanog tkiva, ovi se procesi
prakticnu odvijaju istovremeno. Svaki fiber-opticki kabl u okviru snopa predstavlja jedan
piksel buduce slike (Louie i sar., 2015; Wu i sar., 2018). Sama rezolucija uslovljena je
razmakom izmedu pojedinacnih kablova. U standardnim uslovima (razmak od oko 4 pm)
moguce je postic¢i uvelicanje do 1000 puta na subcelularnom nivou. I povrsina analiziranog
tkiva uslovljena je ovim razmakom. Veé¢i razmak povlaci i Siri opseg analiziranog tkiva, ali i
slabiju rezoluciju. Uglavnom je polje vizuelizacije dijametra720 um (Pierce i sar., 2011). Kao
fluorescentni kontrast najcesc¢e se koristi proflavin (Vila i sar., 2012). Njegova uloga ostvaruje
se vezivanjem za DNK materijal u jedru. Proflavin emituje svetlost na talasnoj duZzini od 515
nm, dok se njegova ekscitacija ostvaruje na 445 nm (Pierce i sar, 2011). HRME sistem
trenutno se ne nalazi u komercijalnoj upotrebi, dok proflavin jos uvek nije odobren za in vivo
upotrebu od strane Americke uprave za hranu i lekove (Louie i sar., 2015).

Klinicka primena

Na tipi¢noj HRME slici nalazi se svetlucavo jedro sa tamnom pozadinom (Louie i sar.,
2015). Upravo se jedro i njegov odnos sa citoplazmom Kkoriste kao klju¢ni parametri u
diferencijaciji normalnog od neoplasti¢nog tkiva. Kod prvog, jedra se vide kao svetlucave
tacke ravnomerno rasporedene u vizuelnom polju, dok su kod drugog prisutne neuredenost,
nagomilavanje i povecanje njihovog volumena (slika 28) (Vilai sar., 2012; Wu i sar., 2018).

U te svrhe prislo se i razvoju algoritama kod kojih je na osnovu navedenih promena
moguce kvantifikovati odnos jedro - citoplazma (Pierce i sar.,, 2012; Muldoon i sar. 2012;
[shijima i sar., 2015). Najjednostavniji takav algoritam podrazumeva vrstu normalizacije same
slike - broj piksela koji odgovara svetlucavim jedrima podeljen je sa ukupnim brojem piksela
na slici i tako je dobijena vrednost odnosa jedro - citoplazma za odredenu zonu tkiva (Pierce i
sar., 2012; Muldoon i sar., 2012). U nekoliko studija koje su ispitivale preciznost ovakvog
sistema u poredenju sa histopatoloskim nalazom doslo se do senzitivnosti od 84, 71 i 69%,
dok je specificnost bila 71, 80 i 76% (Pierce i sar., 2012;Ishijima i sar., 2015).
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Slika 28. Ilustracija HRME nalaza. a) normalno tkivo b) neoplasti¢no tkivo

Veliki broj ex vivo istrazivanja u regiji glave i vrata obuhvatio je primenu HRME
metode. Porede¢i HRME slike uzoraka tumorskog, prelaznog i normalnog okolnog tkiva sa
kona¢nim histopatoloSkim nalazom, Vila i saradnici doSli su do obecavaju¢ih rezultata -
tacnost 97%, senzitivnost 98%, specificnost 91% i vrednost Flajsove (eng. Fleiss) kape
statistike od 0,84 (Vila i sar., 2012). Flajsova kapa statistika se koristi u slucajevima kada je
potrebno proceniti slaganje tri i viSe evaluatora oko klasifikacije nekih obeleZja (vrednost
kape od 0,81 do 1 ukazuje na gotovo savrseno slaganje) (Fleiss, 1971; Landis i Koch, 1977). U
rezultatima koji se nadovezuju na ovu studiju, Levy i saradnici dosli su do sli¢nih vrednosti
senzitivnosti i specificnosti za HRME slike (98% i 92%). Ipak, mereci iste parametre za HRME
video snimke doslo je do njihovog pada - senzitivnost 84%, specificnost 68%. Flajsova kapa
statistika iznosila je u slucaju slika 0,84, a kod prikaza HRME nalaza u vidu video snimka 0,47
(Levyisar., 2013). U jo$ jednom istraZivanju koje je obuhvatilo 141 uzorak normalnog epitela,
displazije razli¢itog stepena i neoplasti¢nog tkiva ostvarena je senzitivnost od 81 do 90%, dok
je specifi¢nost iznosila 77 do 85% (Muldoon i sar., 2012).

Na osnovu rezultata navedenih ex vivo istraZivanja, Miles i saradnici analizirali su in
vivo potencijal HRME metode u razlikovanju neoplasti¢ne od benigne sluzokoze usne duplje,
oro i hipofarinksa. U evaluaciji HRME snimaka ucestvovalo je 11 specijalista za regiju glave i
vrata, koji su prethodno obuceni u njihovoj adekvatnoj interpretaciji. U korelaciji sa
definitivnim histopatoloSkim nalazima ostvarene su srednje vrednosti tacnosti od 95,1,
senzitivnosti od 96 i specifi¢nosti od 95%. Flajsova kapa iznosila je 0,81 (Miles i sar., 2015).

Prednosti i nedostaci
Prednosti primene HRME metode u hirurgiji glave i vrata (Vilai sar., 2012; Louie i sar., 2015):

v' veoma visoke vrednosti tacnosti, senzitivnosti i specifi¢nosti
v’ tehnicki jednostavna instrumentacija - bolja mobilnost u klini¢kim uslovima i niZa cena
v gotovo analogna standardnoj histopatoloskoj evaluaciji

Nedostaci primene HRME metode u hirurgiji glave i vrata (Pierce i sar., 2011; Vilai sar., 2012;
Louie i sar., 2015;Ishijimai sar., 2015; Wu i sar., 2018):

v’ analizirana povrsina tkiva dijametra do 1400 um
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niska vrednost dubine prodiranja svetlosti(do 50 pm) - analiza ograniCena na
povrsinske slojeve sluzokoZe

hiperkeratinizacija - zbog dubine prodiranja i visokog afiniteta fluorescentnog
kontrasta (proflavin) prema keratinu

niza efikasnost automatizovanih algoritama za interpretaciju HRME slika
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1.6 | Postoperativna evaluacija hirurskih margina kod OPK-a -
histopatoloska analiza ekscidiranog tkiva

Metoda histopatoloSke evaluacije predstavlja "zlatni standard" analize ekscidiranog
tkiva kod OPK-a. Ona se zasniva na bojenju prethodno fiksiranog uzorka tkiva kako bi se u
njemu identifikovale odredene strukture od znacaja za postavljanje definitivne dijagnoze
(Chan, 2014). U te svrhe najces¢e se primenjuje hematoksilin eozin bojenje (eng. hematoxylin
and eosin stain - HE stain). Hematoksilin u svom oksidisanom stanju predstavlja baznu boju.
Strukture koje poseduju afinitet prema hematoksilinu su bazofilne, tj. hematoksifilne i boje se
plavo. Eozin je kisela boja. Strukture sa afinitetom prema eozinu boje se roze do crvene boje i
smatraju se acidofilnim, tj. eozinofilnim (Fischer i sar., 2008; Kumar i Kiernan, 2010; Avwioro,
2011).

U bazofilne strukture spadaju: jedro sa jedarnom membranom i heterohromatinom,
granulirani endoplazmatic¢ni retikulum, ribozomi, kiseli mucini i dr. (Luna 1991; Chan, 2014)

U acidofilne strukture spadaju: ¢elijska membrana, cilije, mitohondrije, lizozomi, glatki
endoplazmati¢ni retikulum, intermedijarni filamenti, miofilamenti, mikrotubule, proteini (npr.
hemoglobin, imunoglobulini), jedarce, neutralni mucini i dr. Kod hematoksilin eozin bojenja
lipidne vakuole ostaju neobojene (Luna, 1991; Chan, 2014).

Afinitet pojedinih tkivnih struktura prema bojama, kao i selektivnost odredenih boja
prema razli¢itim komponentama u tkivu uslovljena je fizicko hemijskim interakcijama medu
njima. Osnovna premisa je da se boja krece sa mesta viSe (rastvori boje) ka mestu nize
koncentracije (tkiva, ¢elije) (Prento, 2009; Kumar i Kiernan, 2010). Ipak, samo kretanje boje
na ovakav nacin nije dovoljno za njeno selektivno vezivanje sa odredenim elementima u tkivu.
U ovom procesu klju¢nu ulogu imaju medumolekulska privlacenja i hemijske veze. Na malim
udaljenostima najc¢eS¢e dolazi do Van der Valsovog privlacenja (Horobin i Bennion,
1973;Prento, 2009; Kumar i Kiernan, 2010). Ono je posebno prisutno u vezama Kkiselih boja,
poput eozina, i molekula proteina u tkivu. Drugi nacini podrazumevaju interakcije jona,
formiranje kovalentnih i vodoni¢nih veza te hidrofobno vezivanje. Poslednje se smatra i
potencijalnim mehanizmom kojim hematoskilin boji jedro (Kumar i Kiernan, 2010). Najveci
znacaj u bojenju hematoksilinom ima bojenje hromatina, tj. identifikacija DNK materijala u
¢eliji. Ipak, hematoksilin u svom osnovnom stanju ne poseduje sposobnost formiranja
hemijske veze sa navedenim komponentama u tkivu. Oksidacijom, on se transformise u
negativno naelektrisani hematein koji takode ne moze stupiti u reakciju sa negativno
naelektrisanim grupama fosforne kiseline u DNK molekulu. Iz tih razloga, njemu se pridodaju
joni metala, najceS¢e aluminijuma. Na taj nacin formira se hemalum koji strukturu od interesa
boji plavo (Bettinger i Zimmermann, 1991; Kumar i Kiernan, 2010).

Postoji nekoliko principa koje je neophodno zadovoljiti kako bi se HE bojenje moglo
smatrati adekvatnim. Oni podrazumevaju (Luna, 1991):

e dase hromatin u jedru boji plavo do plavo ljubicasto i jasno uocava,

e da sejedarce boji ruzicasto,

e da seikod kolagenog i miSi¢nog tkiva jasno uocava fibrilarnost dok se misi¢ boji nesto
izraZzenijom nijansom crvene od kolagena koji je rozikast i

e da se eozinofilne granule boje narandzasto crveno i da ih je moguce jasno
identifikovati.
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Ono Sto svakako treba pomenuti jeste Cinjenica da tkiva i tkivne komponente nisu
obojene iskljucivo jednom nijansom plave, roze, crvene ili ljubicaste, ve¢ su predstavljene
razli¢itim kombinacijama u okviru RGB (eng. R - red;G - Greene;B - blue) sistema boja(Ruifrok i
Johnston, 2001). I pored navedenih univerzalnih pravila, svako tkivo poseduje i specificnosti
koje mogu uticati na intenzitet i tip bojenja. Takav je slucaj i sa tkivom oralnog
planocelularnog karcinoma i onim koje se nalazi u hirurskim marginama.

U =zavisnosti od histopatoloSkog stadijuma OPK-a, HE bojenjem moguce je
identifikovati razlicite strukture specificne za dati stadijum. Tako se kod dobro i srednje
diferentovanog OPK-a mogu uociti Celije karcinoma koje podsecaju na "bodljikave" celije
spinoznog sloja epitela sa bledo izraZenom citoplazmom. Cesto ove celije ucestvuju u
formiranju koncentri¢nih struktura roze do ruZzicaste boje - tzv. keratinskih petlji. Jedra
takode pokazuju atipiju i veci broj mitoza i boje se tamno plavo. Kod slabije diferentovanog
oblika OPK-a ¢elije su prakticno bez vidljive citoplazme, nepravilnog oblika sa izraZenim
hiperhromatizmom i gotovo bez prisustva keratina. Time se znacajno uveava povrsina
preparata koja se boji tamno plavom bojom. Cesto se u fiziolodkim, a naro¢ito u okolnostima
prisutnog OPK-a mogu videti i plazma cCelije bobicastog izgleda, tj. limfocitni infiltrat koji se
boji tamno plavo. Na invazivnost OPK-a ukazuju naruSavanje bazalne membrane (linija
rozikaste boje koje se teze uoCava HE bojenjem), plaze ili difuzno rasporedene Ccelije
karcinoma u lamini prorpii kao i infiltracija submukoznog, vaskularnog, nervnog i kostanog
tkiva (Barnes i sar., 2005; Mills, 2013; Odell, 2017).

U skladu sa lokalizacijom OPK-a, u uzorcima grani¢nog tkiva (hirurska margina) mogu
biti prisutni razliciti tipovi tkiva: oralni epitel, vezivno, miSi¢no, masno, tkivo pljuvacnih
zlezda, krvni sudovi, nervi i kost.

Kada je re¢ o oralnom epitelu, bilo da se radi o Kkeratiniziraju¢em, bilo o
nekeratiniziraju¢em, c¢elije bazalnog sloja su kuboidalnog oblika, jedra se boje tamno plavo i
bazofilne (plavitaste) su citoplazme. Celije spinoznog sloja poseduju karakteristi¢ne "bodlje",
plavo obojeno jedro i eozinofilniju citoplazmu. U spljoStenim c¢elijama granuloznog sloja
keratinizirajuéeg epitela nalaze se tamne, bazofilne keratohijalinske granule smestene u roze
obojenoj citoplazmi. Poslednji povrsinski sloj Cine Celije bez jedra i organela sa eozinofilnom
citoplazmom usled nakupljanja keratina. Kod nekeratinizirajuc¢eg epitela, umesto poslednja
dva, nalazi se samo povrsinski sloj sa plavo obojenim jedrom i citoplazmom Kkoja je iste boje
kao i kod granuloznog sloja (Mills, 2013; Chan, 2014).

Vezivno tkivo lamine proprie se uglavnom boji nijansama roze do crvene boje kao
posledica prisustva kolagenih vlakana vece ili manje gustine. U lamini proprii, a narocito u
njenom papilarnom delu mozZe biti prisutan i limfocitni infiltrat. Krvni sudovi i nervi takode se
boje nijansama crvene i roze boje (Mills, 2013; Chan, 2014).

MiSi¢ne Celije sadrze ruzicastu do crvenu citoplazmu te je istim bojama i celokupno
tkivo obojeno. Izuzetak je jedro u cCelijama, koje je obojeno tamno plavo (Mills, 2013; Chan,
2014).

Masno tkivo, se kao $to je ve¢ navedeno ne boji kod primene HE bojenja, tj. prisutne su
providne lipidne vakuole. Cesto se na preparatima masnog tkiva mogu uo¢iti i roze obojena
kolagena vlakna, kao i crveno bojeni krvni sudovi (Mills, 2013; Chan, 2014).
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Tkivo pljuvacnih Zlezda moZe sadrzati Celije seroznih acinusa koje sadrZze bazofilnu
citoplazmu i boje se intenzivno plavo, dok je u ¢elijama mukoznih acinusa citoplazma gotovo
providna pri HE bojenju (Mills, 2013; Chan, 2014).

Nakon dekalcifikacije, tkivo kompaktne kosti boji se nijansama roze, ruZicaste i crvene
boje. Ista bojenja karakteristi¢na su i za trabekularnu kost. Izmedu trabekula nalazi se gotovo
providna, rozikasta kostana srz (Mills, 2013; Chan, 2014).

Potrebno je naglasiti da se u pojedina¢nim uzorcima hirurskih margina moze nalaziti
viSe razlicitih tipova tkiva.
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2. CILJ

Naucni cilj doktorske disertacije bila je analiza tkiva oralnog planocelularnog
karcinoma i tkiva u hirurskim marginama kroz primenu inovativne i neinvazivne opticke
metode - optomagnetne imidZing spektroskopije (OMIS) i razvoj automatizovanih algoritama
za njihovu biofizi¢ku karakterizaciju i razvrstavanje.

Na osnovu navedenog cilja postavljena je nulta hipoteza (HO) koja glasi:
"Optomagnetnom imidZing spektroskopijom nije moguce razlikovati karcinomom izmenjeno i
normalno tkivo u usnoj duplji".

U svrhu realizacije definisanog cilja i testiranja nulte hipoteze istraZivanja postavljeni
su sledeci zadaci:

a) Kvalitativnom analizom optomagnetnog spektra

1.

Registrovati i analizirati razlike izmedu nativnih uzoraka tkiva oralnog
planocelularnog karcinoma i normalnog tkiva u histopatoloski negativnim
marginama primenom optomagnetne imidZing spektroskopije

Registrovati i analizirati razlike izmedu bojenih uzoraka tkiva oralnog
planocelularnog karcinoma i razlic¢itih tipova tkiva u histopatoloski negativnim
marginama primenom optomagnetne imidZing spektroskopije

b) Kvantitativnom analizom optomagnetnog spektra

1.

Razviti automatizovane algoritme za biofizicku karakterizaciju i razvrstavanje
nativnih uzoraka po grupama

Razviti automatizovane algoritme za biofizicku karakterizaciju i razvrstavanje
bojenih uzoraka po grupama

Poredenjem rezultata predloZiti automatizovani algoritam koji sa najvisSim
stepenom efikasnosti Kklasifikuje nalaze, tj. podatke dobijene primenom OMIS
metode na tkivo oralnog karcinoma i normalno tkivo u hirurskim marginama
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3. MATERIJAL I METODE

3.1 | Materijal - uzorak

Prospektivni deo istrazivanja obuhvatio je slucajni uzorak 25 pacijenata koji su
podvrgnuti hirurSkom lec¢enju oralnog planocelularnog karcinoma na Klinici za
maksilofacijalnu hirurgiju StomatoloSkog fakulteta Univerziteta u Beogradu u periodu od
2016 do 2018 godine. Ukupno je prikupljeno 60 uzoraka nativnog tkiva - 31 uzorak
tumorskog (histopatoloSki potvrden OPK) i 29 uzoraka tkiva hirurS§ke margine. Svi nativni
uzorci karcinomom izmenjenog i marginalnog tkiva uzeti su sa glavnog disektata neposredno
po sprovodenju radikalne ekscizije primarnog OPK-a. Uzorci tkiva karcinoma uzeti su sa
podrucja makroskopski vidljivog tumora, dok su uzorci marginalnog tkiva uzeti na rastojanju
od najmanje 5 mm od njegove klini¢ki vidljive ivice. Uzorak marginalnog tkiva uzet je sa
najmanje jedne lokacije oko tumora. Veli¢ina uzorka varirala je od 3 do 8 mm u dijametru i 2
do 5 mm u debljini shodno ukupnoj koli¢ini resektovanog tkiva dostupnog za analizu. Uzorci
su potom postavljeni na standardne mikroskopske plocice (76 x 26 mm; 1 - 1,2 mm debljine) i
svaki ponaosob (uzorak karcinoma; uzorak marginalnog tkiva) podvrgnut OMIS analizi.

HistopatoloSkom evaluacijom hirurskih margina uklju¢enih u studiju nije zabeleZeno
prisustvo Celija karcinoma u marginama, tj. ocenjene su kao negativne. Kada je re¢ o OPK-u
histopatoloski je evidentiran:

» dobro diferentovani oblik karcinoma (n = 6)
» srednje diferentovani oblik karcinoma (n = 23)
» slabo diferentovani oblik karcinoma (n = 2)

U pogledu lokalizacije (anatomska regija) sa koje su uzorci prikupljeni raspodela je
sledeca:

jezik (n=11)

pod usne duplje (n=7)

donja usna (n = 4)

gingiva i sluzokoZa alveolarnog nastavka (n = 4)
obrazna sluzokoza (n = 2)

retromolarni trougao (n = 2)

tvrdo nepce (n=1)

VVVVYVYVY

U retrospektivnom delu istrazivanja analizirano je 857 bojenih preparata (HE bojenje).
Prisustvo ¢elija karcinoma verifikovano je u 514 uzoraka. Oni su razvrstani u nekoliko
kategorija:

» kategorija 1 - uzorci koji preteZno sadrZe tkivo OPK-a (n = 114)

» kategorija 2 - uzorci koji pored OPK-a sadrZe i tragove drugog tkiva (n=129)

» kategorija 3 - uzorci razlicitih tipova tkiva infiltrisanih ¢elijama karcinoma - pozitivne
margine (n = 48)

» kategorija 4 - uzorci sa verifikovanom infiltracijom koStanog tkiva (n = 90)

» kategorija 5 - uzorci koji sadrZe prelaz tkiva OPK-a uneki od tipova normalnog tkiva
(sadrze i OPK i normalno tkivo) oznaceni kao prelazni uzorci (n = 133)

Na osnovu histopatoloskog nalaza (kategorije 1, 21 5):

» uzorci dobro diferentovanog OPK-a (n = 64)
» uzorci srednje diferentovanog OPK-a (n = 292)
» uzorci slabo diferentovanog OPK-a (n = 20)

74\




U pogledu lokalizacije (kategorije 1, 21 5):

jezik (n=130)

pod usne duplje (n=79)

donja usna (n=27)

gingiva i sluzokoZa alveolarnog nastavka (n = 88)
obrazna sluzokoZa (n = 24)

retromolarni trougao (n = 17)

tvrdo nepce (n=11)

YVVVVVVY

Preparati normalnog tkiva, prisutni u histopatoloski negativnim marginama i kojih je bilo 343,
razvrstani su na sledeci nacin:

uzorci epitelnog i vezivnog tkiva (n = 45)
uzorci miSi¢nog tkiva (n = 160)

uzorci masnog tkiva (n = 40)

uzorci tkiva pljuvacnih Zlezda (n = 24)
uzorci koStanog tkiva (n = 74)

YVVVVYVYYVY

Sve analize i prikupljanja podataka u okviru ove disertacije sprovedeni su uz
informisani pristanak pacijenata uklju¢enih u istraZivanje, saglasnost Etickog komiteta
StomatoloSkog fakulteta Univerziteta u Beogradu (br. 36/29) i poStujudi principe Helsinske
Deklaracije o etickim nacelima medicinskih istraZivanja na ljudima.
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3.2 | Metode
3.2.1. | Optomagnetna imidzing spektroskopija (OMIS)
Princip rada

OMIS predstavlja novu opticku metodu koja se zasniva na magnetnim osobinama
analiziranog materijala. One su posebno zanimljive jer se smatra da je njihovom
interpretacijom moguce do¢i do podataka koji ukazaju na potencijalne konformacione
promene koje se odvijaju na kvantnom, odnosno molekularnom nivou (Matija i sar., 2014). U
fizicko - hemijskom smislu osnovu za analizu ovih promena ¢ine prose¢na energetska stanja
valentnih elektrona u datom materijaluy, tj. njihov status u okviru vodonic¢nih i kovalentnih
veza te jon-elektron i Van der Valsovim privlaCenjima prilikom interakcije materijala i
svetlosti (Koruga i Tomi¢, 2009; Koruga i sar., 2010; Coey, 2015). Uzevsi u obzir da je njihova
magnetna sila 104 deo njihove elektricne sile (Fu / Fg = 104), a da je sila F direktno
proporcionalna kvantnoj akciji (Plankova akcija) h=Fxd xt=6.266 x 10-34 s (d - pomeraj; t -
vreme akcije), moze se izvesti zakljucak da se akcija magnetne sile odvija 10000 puta bliZe
kvantnom stanju materijala od elektricne (Koruga i sar., 2010; Matija i sar., 2014). Shodno
tome i na osnovu dobijenih informacija 0 magnetnom ponasanju datog materijala, kod OMIS
metode svaki se uzorak moZe posmatrati kao dija ili paramagnetik. Dijamagnetici su sve one
strukture koje se odbijaju u prisustvu magnetnog polja i ¢ije atome cine spareni elektroni. Sa
druge strane, paramagnetici se u prisustvu magnetnog polja blago privlace, dok su sacinjeni
od atoma ¢iji su elektroni nespareni (Coey i sar., 2015). U odnosu na interakciju materijala sa
svetlosti, njegov dijamagnetizam promovise apsorpciju (atrakciju), a paramagnetizam njenu
emisiju - repulziju (Koruga i Tomi¢, 2009).

Kako bi se u okviru navedenog doslo do Zeljenih informacija koristi se ve¢ pomenuta
elektromagnetna priroda svetlosti u kojoj se elektricna komponenta svetlosnog talasa u svim
pravcima nalazi upravna na magnetnu. Kod OMIS metode svaki uzorak, tj. materijal prvo je
izloZen difuznoj beloj svetlosti, koja na njegovu povrSinu pada pod pravim uglom (slika 29a)
(Koruga i Tomi¢, 2009; Matija i sar., 2014).

digitalni detektor (kamera) digitalni detektor (kamera) izvor
} ! svetlosti

PN ~

izvor \ 44 | izvor T
svetlosti '\ || || | svetlosti |
AL K] |
A I 1M \
J \ I I I AN / /‘/ |
upadna/ \ : : | Yeflektovana reflektovana’” |\ | “upadna
difuzna L1 difuzna polarizovana \\: difuzna
svetlost L1l svetlost svetlost \ svetlost
a) uzorak uzorak b)

Slika 29. Interakcija svetlosti i materije u OMIS-u. a) reflektovana svetlost je difuzna b)
reflektovana svetlost je polarizovana (Preuzeto i prilagodeno iz Koruga i Tomi¢, 2009)
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Rezultat ovakve interakcije jeste reflektovana difuzna svetlost koja sa sobom nosi
informacije o elektromagnetnim osobinama materijala. Sa druge strane, ako se izvor svetlosti
postavi tako da svetlost na povrSinu istog uzorka pada pod tacno utvrdenim uglom -
Brusterov ugao, sam uzorak izvrsice linearnu polarizaciju svetlosti (slika 29b). Kao rezultat,
reflektovana polarizovana svetlost sadrZzace samo vertikalnu, tj. elektricnu komponentu
svetlosti, dok ¢e horizontalna, tj. magnetna biti jednaka nuli. Na ovaj nacin reflektovana
svetlost nosi informacije o elektri¢cnim osobinama materijala (Koruga i Tomi¢, 2009;Matija i
sar., 2014).

Kada se od reflektovane difuzne svetlosti (elektromagnetne osobine) oduzme
reflektovana polarizovana svetlost (elektri¢ne osobine) dobija se rezultat koji nosi informacije
o0 magnetnim osobinama analiziranog uzorka (Koruga i Tomi¢, 2009;Matija i sar., 2014).

Instrumentacija

Kompletan sistem za semiautomatizovanu primenu OMIS metode ¢ini adaptabilno
kuciste u kojem su smesteni: digitalna kamera, opticki senzor, izvor svetlosti i pokretni stalak
za pozicioniranje uzorka (slika 30).

uti¢nica za dopunu podesavanja
baterije digitalne
' _kamere
dugmad za v
manuelno g
podesavanje -_
ugla
upadne
svetlosti
i
ukjlucivanje o .
uredaja opticki senzor i led
diode
/
/
- - //
navigaciona
rucka

\
pokretni stalak
za pozicioniranje
uzorka

Slika 30. NL - B53 uredaj za primenu optomagnetne imidZing spektroskopije
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Digitalna kamera koja se koristi u okviru OMIS metode za ova istraZivanjaje model
IXUS 105, efektivne senzorne rezolucije 12,1 megapiksela i senzora veli¢ine 1/2,3 inca
proizvodaca optickih uredaja Canon (Canon Inc., Japan). Opticki senzor za registrovanje
reflektovane svetlosti je tipa CCD (eng. charge - coupled device), dok se kao izvor bele difuzne
svetlosti koristi sistem Sest emisionih LED dioda (tip LL-304WC4B-W2-3PD) kruzno
postavljenih pod odgovarajué¢im uglom ispred kamere. Bela difuzna svetlost koja se koristi
kod OMIS metode nalazi se u opsegu talasnih duZina koje odgovaraju vidljivom delu
elektromagnetnog spektra (400-700 nm). PodeSavanja svetlosti normalne na uzorak i pod
Brusterovim uglom sprovode se manuelno. Navedeni opseg svetlosti OMIS metodi omogucava
analizu razliCitih slojeva datog materijala na dubini do 5 mm. Pokretni stalak za pozicioniranje
uzorka dizajniran je tako da odgovara dimenzijama standardnih mikroskopskih plocica i
povezan je sa navigacionom ruckom. Ovako postavljenim sistemom moguce je sprovesti
digitalno slikanje kruZznog podruc¢ja datog uzorka dijametra do 25 mm. Dobijene slike
obraduju se na laptop ili PC racunaru primenom odgovarajucih softverskih programa.

Obrada digitalne slike - Konvolucioni algoritam

Obrada digitalne slike dobijene OMIS metodom obuhvata primenu posebno
dizajniranog konvolucionog algoritma razvijenog u softverskom paketu MATLAB® R2013a
(MathWorks, MA, SAD). Algoritam podrazumeva transformaciju RGB (eng. R - red;G - Greene;B
- blue) slika u optomagnetne spektre i zasniva se na tzv.Maksvelovoj potkovici boja (slika 31).
Ona predstavlja dvodimenzionalni dijagram razlicitih sekvenci plave, zelene i crvene boje u
vidljivom delu elektromagnetnog spektra (400-700 nm) i sa vrednostima energije valentnih
elektrona u opsegu od 2,75 eV (eV - elektronVolt) za plavu do 1,65 eV za crvenu boju (Koruga
i Tomi¢, 2009; Malacara, 2011).

520
540
560 2,17
500 2,50 2,10
580
600
490 620
700 1,65
480
460 2'73526
400 a) , b)

Slika 31. Maksvelova potkovica boja. a) RGB sistem boja u odnosu na talasnu duzinu A(nm) b)
RGB sistem boja u odnosu na energiju valentnih elektrona (eV)

Celokupan proces sprovodi se u nekoliko faza. Prvo se za svaku digitalnu sliku uzorka
(svetlost normalna na uzorak - reflektovana difuzna svetlost (W); svetlost pod Brusterovim
uglom - reflektovana polarizovana svetlost (P)) generiSu RGB histogrami - histogram plavog
(B), zelenog (G) i crvenog (R) dela spektra (slika 32a 1, 2). Zatim se dobijeni histogrami
normalizuju tako Sto se njihova vrednost za svaku boju deli sa ukupnim brojem piksela date
digitalne slike. Na ovaj nacin dobijaju se standardizovani intenziteti spektra za svaku
pojedinacnu boju u vrednosti od 0 do 1, a koji su u vezi sa vrednostima talasne duzine upadne
svetlosti u opsegu od 400 do 700 nm (slika 32b 1, 2) (Koruga i Tomi¢, 2009).
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Slika 32. Dobijanje kompozitnog spektra. a.1) histogram plavog spektra a.2) histogram
crvenog spektra b.1) normalizovani plavi deo spektra za difuznu (W) i polarizovanu (P)
svetlost b.2) normalizovani crveni deo spektra za difuznu (W) i polarizovanu (P) svetlost c.1)
kompozitni plavi deo spektra B (W - P) ¢.2) kompozitni crveni deo spektra R (W - P) (Preuzeto
i prilagodeno iz Koruga i Tomi¢, 2009)
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Sledeca faza podrazumeva proces oduzimanja navedenih vrednosti za digitalnu sliku
dobijenu sa svetlosti pod Brusterovim uglom za istu povrsSinu, od istih vrednosti za digitalnu
sliku dobijenu sa difuznom svetlosti normalnom na uzorak. Rezultat ove matematicke
operacije jesu kompozitni spektri za plavi - B (W - P), zeleni - G (W - P) i crveni - R (W - P) deo
spektra (slika 32c 1,2). U poslednjoj fazi ovi se spektri kombinuju kako bi se dobio jedinstveni
konvolucioni optomagnetni spektar ispitivanog uzorka predstavljen u koordinatnom sistemu
u kojem se na y osi prikazuje intenzitet izraZzen u normalizovanim arbitrarnim jedinicima
(n.a.u.) a na x osirazlika talasnih duZina (eng. wavelength difference - WD) izrazena u
nanometrima (nm) (slika 33) (Koruga i Tomi¢, 2009).
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Slika 33. Konvolucioni optomagnetni spektar (R - B) i (W - P) (Preuzeto i prilagodeno iz
Koruga i Tomi¢, 2009)

U koordinatnom sistemu optomagnetnog spektra analiziraju se intenziteti, pozicije,
oblici i ucestalost pojave karakteristi¢nih pikova koji opisuju magnetne osobine nekog uzorka
(slika 33, pozicija a) (Koruga i Tomi¢, 2009). Kada su u pitanju meka humana tkiva, najc¢esce
se u primeni OMIS metode kombinuju kompozitni spektri plave i crvene boje kako bi se dobio
optomagnetni spektar specifikacije (R - B) i (W - P). Uzevsi u obzir ranije pomenute aspekte
dubine prodiranja svetlosti kroz tkiva, ovom se specifikacijom identifikuju karakteristike i
potencijalne konformacione promene u prostoru od povrsinskih do dubljih slojeva odredenog
uzorka tkiva (Jacques, 2013; Matija i sar.,, 2014). U ovako generisanom optomagnetnom
spektru pikovi sa negativnim vrednostima intenziteta indikacija su dijamagnetnog ponasSanja
tkiva i reprezentuju neto apsorpciju, tj. "atrakciju” svetlosti u njemu. Pikovi sa pozitivnim
vrednostima asociraju na paramagnetnu prirodu tkiva i predstavljaju neto emisiju, t;j.
"repulzivnost” (refleksiju) svetlosti u interakciji sa tkivom (slika 33) (Koruga i Tomi¢, 2009).
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3.2.2. | Protokol primene OMIS metode u analizi uzoraka marginalnog i
karcinomom izmenjenog tkiva u usnoj duplji

OMIS analiza sastoji se iz digitalnog slikanja uzoraka uredajem za optomagnetnu
imidzing spektroskopiju i procesa obrade dobijenih slika primenom konvolucionog algoritma
(slika 34).

Digitalno slikanje uzoraka sprovodi se u nekoliko koraka:

1. Mikroskopska plocica sa uzorkom tkiva postavlja se na pokretni stalak koji se
navigacionom ruckom maksimalno pribliZi objektivu digitalne kamere. Prvo se uzorak
izlaZe difuznoj svetlosti ¢iji je pravac normalan na povrSinu uzorka i dobija se prva
digitalna slika - reflektovana difuzna svetlost (W) (slika 34A).

2. Zatim se izvor svetlosti manuelno ukljucuje tako da ona na povrsinu uzorka pada pod
Brusterovim uglom od 53°. Uzorak se izlaze navedenoj svetlosti i dobija se druga
digitalna slika - reflektovana polarizovana svetlost (P) (slika 34A).

3. Procedura se simultano ponavlja 10 puta za oba tipa uzorka - za slikanje jednog uzorka
potrebno je izmedu 5 i 10 sekundi.

Na ovaj nacin je na grupi od 60 uzoraka dobijeno ukupno 1200 digitalnih slika (620
slika OPK-a i 580 slika marginalnog tkiva). Nativni uzorci se nakon slikanja fiksiraju i $alju na
histopatolosku evaluaciju.

U slucaju bojenih preparata kompletna procedura digitalnog slikanja je ista kao i kod
nativnih uzoraka, s tim Sto se procedura ponavlja 5 puta za sve tipove uzoraka. Ukupno je na
taj nacin dobijeno 8570 digitalnih slika.

Slike se zatim prebacuju na racunar sa instaliranim softverima (Adobe Photoshop®,
MATLAB®) za njihovu dalju obradu.

Obrada dobijenih digitalnih slika takode se sprovodi u nekoliko faza:

1. Slike se prvo kropuju (iseku) tako da novoformirana povrSina sadrzi minimalnu
koli¢inu bele pozadine, ¢ime se maksimalno umanjuje prisustvo Suma u okviru OMIS
signala (slika 34B).

2. Kropovane slike se dalje obraduju ranije pomenutim algoritmom za konvoluciju
spektra u regiji plave, zelene i crvene boje (slika 34C).

3. Kao rezultat navedenih matematickih operacija dobijaju se optomagnetni spektri
prikazani u obliku dijagrama i u okviru ve¢ opisanog koordinacionog sistema. Ovi
dijagrami sadrze informaciju o vrednosti intenziteta na 256 tacaka koje predstavljaju
razliku talasnih duZina u opsegu od 100 do 300 nm (slika 34D).

Dobijeni dijagrami i podaci o karakteristicnim pikovima u okviru optomagnetnog
spektra omogucavaju njegovu kvalitativnu evaluaciju.

Za potrebe razvrstavanja i klasifikacije uzoraka razlicitih tipova tkiva dalje se pristupa
razvoju automatizovanih algoritama (klasifikatora) zasnovanih na metodama maSinskog
ucenja. Klasifikacija podrazumeva da se na osnovu odredenih atributa datom uzorku odredi
klasa kojoj pripada, a na osnovu obucavajuceg skupa opservacija unapred poznatih kategorija
(Tanisar., 2006). Kod primene OMIS-a ona je binarna - moguc¢nost razvrstavanja u dve klase.
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Slika 34. Protokol primene OMIS metode na uzorcima tkiva u usnoj duplji
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3.2.3. | Algoritmi za automatizovano razvrstavanje i Klasifikaciju
uzoraka razlicitih tipova tkiva

Metode maSinskog ucenja predstavljaju okosnicu razvoja algoritama za
automatizovanu Kklasifikaciju razlic¢itih tipova tkiva na osnovu rezultata dobijenih primenom
OMIS metode. Statisticki, radi se o metodama nadgledanog (eng. supervised) u€enja u kojima
se teZi pronalasku funkcije f koja ulazna obeleZja X (256 atributa) mapira u ishod Y (klasa
tumorskog ili normalnog tkiva) (Tan i sar., 2006).

Y=f(X)

U okviru istrazivanja koje obuhvata analizu uzoraka tkiva u usnoj duplji prislo se
identifikaciji najoptimalnijeg modela za zadati skup vrednosti u okviru optomagnetnog
spektra. U te svrhe ispitivana je efikasnost nekoliko metoda masSinskog ucenja:

Naivni Bajesov klasifikacioni metod (eng. Naive Bayes Classifier-NB)
Stablo odlucivanja (eng. Decision Tree - DT)

Metod "slucajne Sume" (eng. Random Forest - RF)

Metod potpornih vektora (eng. Support Vector Machine - SVM)
Neuralna mreza (eng. Neural Net - NN)

Dubinsko ucenje (eng. Deep Learning - DL)

YVVVYVVY

3.2.3.1. | Naivni Bajesov Kklasifikacioni metod (NB)

Primenom NB metode podrazumeva se da je za potrebe klasifikacije uzoraka uticaj
vrednosti svakog atributa na datu klasu nezavisan od vrednosti drugih atributa, a u skladu sa
pravilima Bajesove teoreme. Tako se na "naivan" nacin svakom atributu pridaje jednaka
vaznost u definisanju klase kojoj uzorak pripada (Tan i sar., 2006;Sammut i Webb, 2011).

Prednosti NB metode u Kklasifikaciji uzoraka se pre svega odnose na njenu
jednostavnost i programsku efikasnost, kao i nisku varijansu. lako se u praksi retko potvrduje
pretpostavljena nezavisnost atributa, NB algoritam je po svojoj preciznosti kompatibilan
rezultatima kompleksnijih metoda masinskog ucenja (Sammut i Webb, 2011; Murty i Devi,
2011).

3.2.3.2. | Stablo odluéivanja (DT)

Kao jedna od najc¢eS¢e primenjivanih metoda, stabla odlucivanja predstavljaju
algoritam koji je u svojoj gradi slican stablu drveta. Sastoji se iz odredenog broja ¢vorova u
kojem je svaki od njih povezan sa donosenjem odluke o pripadnosti uzorka nekoj od klasa
(Quinlan, 1986; Murthy, 1998;Sammut i Webb, 2011).

Svako stablo odlucivanja pocinje glavnim ¢vorom - "korenom", odnosno izborom
atributa koji je najbolji za tu ulogu. Selekcija najreprezentativnijeg atributa sprovodi se
merenjem stepena "necistoce" (eng. impurity) nekog ¢vora, odnosno broja predstavnika iste
klase u njemu (Tan i sar., 2006; Sammut i Webb, 2011). Ova mera odreduje se na dva nacina -
primenom informaciono teoretske entropije ili gini indeksa (Breiman i sar. 1984; Quinlan,
1986). Ovim putem tezi se izboru atributa koji ¢e odredeni skup podataka podeliti na dve
grupe u kojima se u idealnim uslovima nalaze samo predstavnici iste klase. U takvom sistemu,
algoritam bira atribut sa najviSe umanjenom prosecnom "necistocom". Iz glavnog ¢vora stablo
se u odnosu na vrednosti navedenog atributa grana do narednog Cvora koji odgovara
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vrednosti novog atributa. Proces se ponavlja sve dok se ne dode do zavrSnog ¢vora, tzv. lista
koji odgovara vrednosti date klase, tj. uzorak se npr. identifikuje kao tumor ili kao zdravo
tkivo. Za sve uzorke koji se na osnovu vrednosti svojih atributa zavrSe na isti nacin, tj. na
istom listu, DT algoritam odreduje pripadnost istoj klasi (slika 35) (Tan i sar., 2006; Sammut i
Webb, 2011).

glavnicvor- 4BAe — — — — — — — npr. intenzitet na razlici
"koren"stabla talasnih duZina
P, 0od 110,34 nm
Ve N
> 70 // \\ < 70
Ve AN
Ve N
7/ N . .
v S _____ npr.intenzitet
meducvor na razlici
talasnih duZina
y \ / \ 0d 130,75 nm
/ \ >25 , \ <25
zavrsni ¢vor -
"list"
tumorsko tkivo normalno normalno tumorsko tkivo
(OPK) tkivo tkivo (OPK)

Slika 35. Ilustracija razvrstavanja po klasama primenom DT algoritma

Glavna prednost koriS¢enja DT algoritma jeste njegova lako razumljiva i transparentna
interpretacija. Svaki ¢vor u okviru stabla predstavlja kriterijum za donoSenje neke odluke, Sto
ovaj algoritam cini jednostavnim i efikasnim. Primarnim nedostatkom moZe se smatrati
povecan rizik od preteranog prilagodavanja (eng. overfitting) podataka (Sammut i Webb,
2011; Murty i Devi, 2011).

3.2.3.3. | Metod "slucajne Sume" (RF)

U svrhu jo$ preciznijeg donoSenja odluka u odnosu na DT algoritam, Cesto se u praksi
primenjuje metod "sluc¢ajne Sume". "Slu¢ajnu Sumu" sacinjava odredeni broj nasumicno
odabranih stabala odlucivanja formiranih na razli¢itim podgrupama glavnog skupa podataka -
tzv. obucavaju¢ih (eng. bootstrap) podskupova. Za sve nove uzorke, svako stablo donosi
odluku o pripadnosti uzorka odredenoj klasi na osnovu sopstvenih pravila klasifikacije
(Breiman i sar., 1984; Breiman, 2001).

U realnoj primeni navedeni pristup podrazumeva izlaganje svakog uzorka analizi
nezavisnih stabala odlucivanja treniranih na razli¢itim podskupovima podataka. Kako bi se
dodatno uvecao broj faktora koji klasifikuju uzorak, algoritam sprovodi i nasumic¢ni odabir
atributa. Na svakom cvoru se u okviru stabla vrsi izbor atributa iz razli¢itih podskupova
veli¢ine n, a koji proisticu iz celokupne baze atributa. Proces se sprovodi na isti nacin kao i u
selekciji najreprezentativnije vrednosti atributa kod DT metode - primenom entropije ili gini
indeksa. Pripadnost uzorka nekoj klasi definiSe se metodom glasanja, odnosno identifikacijom
one odluke koja se najc¢eS¢e ponavlja kao rezultat primene nezavisnih stabala u okviru
"sluCajne Sume"(Breiman i sar., 1984; Breiman, 2001; Tan i sar., 2006; Sammut i Webb, 2011).
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Slika 36. Odredivanje pripadnosti uzorka jednoj od klasa primenom RF algoritma (Preuzeto i
prilagodeno sa interneta - Jagannath, 2017)

Shodno samoj strukturi algoritma i nacCinu donoSenja odluka, primenom metode
"slucajne Sume" postiZe se umanjenje varijanse, izbegava "zamka" preteranog prilagodavanja
podataka i postiZe veca preciznost (Breiman, 2001; Touw i sar., 2013).

3.2.34. | Metod potpornih vektora (SVM)

"SVM primarno predstavlja vrstu linearnog algoritma koji se moZe koristiti za potrebe
klasifikacije, regresije i dr."(Sammut i Webb, 2011). Kada je re¢ o njenoj prakti¢noj primeni,
ona se naj¢esce odnosi na binarnu klasifikaciju koja predvida formiranje jedne ili viSe hiper-
ravni koje jasno definiSu pripadnost uzorka nekoj od dvaju klasa na osnovu skupa obelezja
obucavajuc¢ih uzoraka (Tan i sar., 2006; Sammut i Webb, 2011; Murty i Devi, 2011).

U izboru optimalne hiper-ravni klju¢nu ulogu imaju obelezja koja naleZu na samu
ravan ili se nalaze u njenoj neposrednoj blizini - tacke koje predstavljaju potporne vektore.
PronalaZenje ovih ta¢aka obezbeduje kreiranje najveteg moguceg prostora, tj. maksimalne
margine izmedu analiziranih klasa. U scenariju linearno deljivog skupa obeleZja, ovako
kreiran SVM model, obucavan na skupu navedenih vektora, nove uzorke svrstava sa jedne ili
druge strane hiper-ravni, tj. opredeljuje ih prostorima koji odgovaraju dostupnim klasama
(slika 37a). U slucaju kada neki skup podataka nije moguée u potpunosti linearno razvrstati
uvodi se pojam tzv. meke margine. U ovako definisanoj margini toleriSe se pozicioniranje
nekih obeleZja u prostoru same margine ili sa pogreSne strane hiper-ravni. Ovaj pristup
zahteva Korekciju modela uz "kaznjavanje" prisustva navedenih tacaka, a koje je
proporcionalno njihovom geometrijskom odstupanju od marginalne ivice prostora koji
odgovara klasi kojoj nominalno pripadaju (slika 37b) (Tan i sar., 2006; Sammut i Webb, 2011;
Murty i Devi, 2011).
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@® obelezja klase tumora obelezja klase normalnog tkiva @

Slika 37. Razdvajanje obelezja dve klase metodom potpornih vektora. a) maksimalna
margina (M) b) meka margina (mM). U oba slucaja potporni vektori predstavljaju obeleZja
koja se nalaze na isprekidanoj liniji. U slu¢aju meke margine pogresno pozicionirana obeleZja
oznacena su strelicama (Preuzeto i prilagodeno sa interneta - Larhmam, 2018)

Kada je re¢ o podacima dobijenih OMIS metodom, oni, kao i u vecini slucajeva,
pripadaju skupu nelinearno deljivih obeleZja datih klasa. U takvim okolnostima neophodna je
njegova transformacija u sistem u kojem je omoguéeno njihovo linearno razvrstavanje.
Originalni prostor u kome su navedena obeleZja nelinearno deljiva (slika 38a) mapira se u
prostor vec¢ih dimenzija u kojem je moguce realizovati koncept linearnog SVM modela (slika
38b). Kako bi takva procedura proizvela znacajno operativno i memorijsko opterecenje
pristupa se primeni razli¢itih tipova kernel funkcija, matemati¢kog algoritma u praksi
poznatog i kao kernelski trik (eng. kernel trick) (Tan i sar., 2006; Sammut i Webb, 2011).

a) b)

Slika 38. Mapiranje nelinearne podele obelezja dve klase (a) u viSedimenzionalni linearni
prostor (b) (Preuzeto i prilagodeno sa interneta - Shehzadex, 2016)
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Uzevsi u obzir da skalarni proizvod vektora predstavlja osnovu linearnog SVM
klasifikacionog modela, za nelinearno deljiv skup obelezZja neophodno ga je izraCunati u
prostoru vece dimenzionalnosti. Kernel funkcija to implicitno i izvrSava, obezbedujuci tim
putem SVM algoritmu resurse za ucenje nelinearnih principa razdvajanja dve klase. U tipove
kernel funkcija (kernela) koje se naj¢eS¢e primenjuju spadaju linearni, polinomijalni te
radijalni kerneli (Tan i sar., 2006; Sammut i Webb, 2011).

Glavne prednosti SVM klasifikacionog algoritma odnose se na svestranu primenu ovog
algoritma u reSavanju razlicitih problema. Veoma dobre performanse ove metode posebno su
vidljive na opseZnijim bazama podataka, gde obukom na Sirokom opsegu informacija podize
preciznost klasifikacije kada je izloZena novim opservacijama - osobina generalizacije. Izbor
potpornih vektora je nezavisan dok aplikacija kernelove funkcije omogucava rad sa
nelinearno deljivim obeleZjima (Sammut i Webb, 2011).

3.2.3.5. | Neuralna mreZa (NN)

Kao posebno dizajniran algoritam, neuralna mreza je konceptualno sli¢na strukturi i
funkcionisanju nervnog sistema bioloSkih jedinki. Kao takva sastavljena je od brojnih
vestackih neurona - ¢vorova (eng. nodes), medusobno povezanih radi prenosa i obrade neke
informacije. Iz tih razloga ova metoda cCesto nosi naziv veStacka neuralna mreZa (eng. Artificial
Neural Network - ANN). Najcesce koriS¢en koncept ovog tipa jeste viSeslojna perceptron (eng.
multi-layer perceptron - MLP) neuralna mreZa c¢iji se rad zasniva na algoritmu povratne
propagacije (eng. backpropagation) i u kojoj se informacija prenosi i procesuira samo u
jednom smeru - prema napred (eng. feedforward) (slika 39) (Tan i sar., 2006;Murty i Devi,
2011).

MLP mreZu grade najmanje tri sloja neurona - ulazni (eng. input), skriveni (eng.
hidden) i izlazni (eng. output) (slika 39).

ulazni sloj skriveni sloj izlazni sloj

___ neuron

Slika 39. Koncept klasi¢ne neuralne mreZe sa jednim skrivenim slojem neurona

U okviru ovako struktuiranog sistema svaki neuron prvog u nizu sloja komunicira sa
svim neuronima narednog, dok je za ovaj tip neuronske mreZe iskljuen prenos informacije
unutar istog sloja. Svaki neuron u okviru mreZe poseduje aktivacionu funkciju, dok se svaka
interneuronska veza meri teZinom odredene vrednosti. Informaciju (ulazni skup podataka)
prvo prihvataju neuroni ulaznog sloja, prenose je na neurone skrivenog da bi se u poslednjem
koraku na izlazu generisao odziv, odnosno rezultat rada MLP mreZe. Osim onih koji se nalaze
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u ulaznom sloju, svi ostali neuroni najceS¢e poseduju sigmoidnu aktivacionu funkciju.
Prilikom prve propagacije informacija kroz sistem, koriste se nasumicno izabrane vrednosti
praga aktivacione funkcije i teZine interneuronske veze, da bi se svakim ponavljanjem procesa
mreZa adaptirala i korigovala ih. Na taj nacin ona proucava sve zavisnosti na relaciji ulazne
informacije i izlaznog rezultata. Osnovu navedenog pristupa Cc¢ini algoritam povratne
propagacije. Sa svakim ponavljanjem izlazni rezultat algoritma poredi se sa ocekivanom
odlukom o pripadnosti uzorka datoj klasi. Na osnovu vrednosti greSaka generisanih prilikom
svakog ciklusa, mreZa koriguje teZine svake veze kako bi se efikasnost (preciznost
klasifikacije) modela podigla na odgovarajuci nivo, a greSka svela na minimum (Tan i sar.,
2006; Murty i Devi, 2011).

Efikasnost neuralne mreZe uvecava se sa povetanjem broja uzoraka koji se analiziraju.
To je Cini posebno pogodnom u analizi velikih baza podataka. Jednu od njenih bitnih
karakteristika predstavlja i veca brzina procesuiranja informacija u odnosu na standardne
metode masinskog ucenja. Ipak, glavnu prednost oslikava osobina generalizacije - obezbeduje
precizne rezultate i na osnovu parametara kojima prilikom obuke nije izloZena (Tan i sar.,
2006; Sammut i Webb, 2011; Murty i Devi, 2011).

3.2.3.6. | Dubinsko ucenje (DL)

U kontekstu jednostavnosti osnovne strukture neuralne mreZe, dubinsko ucenje
prvenstveno se zasniva na njenoj nadogradnji. Ono obuhvata upotrebu Siroke grupe
algoritama - duboke, rekurentne, konvolucione neuralne mrezZe i dr., a koji su u skladu sa
svojom prakti¢cnom primenom. U interpretaciji OMIS rezultata koris¢en je koncept "duboke
neuralne mreze" (eng. deep neural network) u okviru programske dokumentacije H20 3
platforme za masinsko ucenje. Ona se od osnovne strukture MLP mreZe razlikuje po ve¢em
broju skrivenih slojeva i aktivacionim funkcijama neurona u njima (funkcije: rectifier, tanh i
maxout) (slika 40). Zasniva se na istim algoritmima i principu rada - algoritam povratne
propagacije i procesuiranje informacija prema napred. Uz adaptabilnu stopu ucenja (eng.
learning rate) i druga napredna reSenja smatra se superiornijim klasifikacionim modelom od
bazi¢nih neuralnih mreza, s posebnim akcentom na vecéu ta¢nost (Schmidhuber, 2015, H20.ai,
2020).

ulazni sloj skriveni slojevi 1 - 4 izlazni sloj

Slika 40. Dubinska neuralna mreza sa ve¢im brojem skrivenih slojeva neurona
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3.2.4. | Analiza Klasifikacione efikasnosti razlic¢itih algoritama
primenjenih na baze podataka dobijene opto-magnetnom imidZing
spektroskopijom

Magnetne osobine svakog uzorka (opservacije) opisane su, kao Sto je ranije navedeno,
intenzitetima spektralnih pikova (vrednosti uvecane 1000 puta i izraZene u arbitrarnim
jedinicama) i pozicijama na kojima se isti javljaju - razlike talasnih duZina (256 tacaka u
opsegu od 100 do 300 nm). Pripadnost nekog uzorka odgovarajucoj klasi je na taj nacin
definisana vrednostima 256 obelezja (atributa) (Koruga i Tomi¢, 2009). U binarnoj
klasifikaciji uzoraka na osnovu atributa dobijenih OMIS metodom, klasa opservacija oznacena
kao tumorsko tkivo (OPK) uparena je sa jednom od navedenih klasa:

e zanativne uzorke tkiva
» klasa opservacija oznacena kao normalno tkivo
e zabojene preparate tkiva
klasa opservacija oznacena kao normalno tkivo
klasa opservacija oznacena kao epitelno i vezivno tkivo
klasa opservacija oznacena kao miSi¢no tkivo
klasa opservacija oznacena kao masno tkivo
klasa opservacija oznacena kao tkivo pljuvac¢nih Zlezda
klasa opservacija oznacena kao kostano tkivo

YVVVVVY

Uz navedena poredenja, sprovedeno je i razvrstavanje uzoraka koji pripadaju klasama
kostanog tkiva infiltrisanog Celijama karcinoma i koStanog tkiva normalne histopatoloske
grade.

Kompletna analiza podataka dobijenih OMIS metodom obuhvata tri faze:

1. Priprema podataka

» smanjenje dimenzionalnosti (velic¢ine slike - piksela)i normalizacija
2. Primena automatizovanih algoritama

» mere efikasnosti klasifikacionih modela
3. Validacija automatizovanih algoritama

» unakrsna validacija (eng. cross validation)

3.2.4.1. | Priprema podataka

U slucaju podataka dobijenih primenom OMIS metode, "svaki objekat analize (klasa
pripadnosti uzorka) moguce je predstaviti kao multidimenzionalnu tacku u n -
dimenzionalnom matematickom prostoru, u kome n odgovara ukupnom broju dostupnih
atributa" - 256 (Sammut i Webb, 2011). Smanjenje dimenzionalnosti takvog skupa podataka
podrazumeva prezentovanje n - dimenzionalne tacke u smanjenom p - dimenzionalnom
prostoru (p<n). U pogledu klasifikacije ovaj postupak nudi nekoliko pogodnosti, medu kojima
se narocito isticu niZa varijansa novoformiranog skupa i uklanjanje eventualno prisutnih
iregularnosti (statisticki Sum), a u svrhe poboljSanja ta¢nosti. Najc¢eS¢e koriS¢enu metodu
smanjenja dimenzionalnosti predstavlja analiza glavnih komponenti (eng. Principal
Component Analysis - PCA) (Tan i sar., 2006; Sammut i Webb, 2011).

PCA algoritam traga za atributima koji se nalaze u potencijalnoj korelaciji, te ih je
ortogonalnom transformacijom moguce prezentovati u manjem broju dimenzija, a njihove
vrednosti projektovati u skup tzv. glavnih komponenti (vestacki formirana obeleZja). Na taj
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nacin se veci deo varijanse originalnog skupa atributa preslikava u odredeni broj medusobno
nepovezanih, nezavisnih obeleZja. Prva u nizu PCA komponenti je ona koja sadrZi maksimalnu
vrednost varijanse originalnog skupa, dok se svaka slede¢a odreduje po istom principu i tako
da se ne nalazi u korelaciji sa onom koja joj prethodi (Tan i sar., 2006; Sammut i Webb, 2011).

U zavisnosti od OMIS datoteka koriS¢enih u sklopu Zeljenih razvrstavanja, PCA
metodom se originalnih 256 atributa mapira u skupove podataka koji u proseku sadrze 9 do
10 glavnih komponenti. Na ovaj nacin zadrZava se 95% primarne varijanse.

Uz analizu glavnih komponenti sprovodi se i normalizacija vrednosti intenziteta
spektralnih pikova kako bi se iste nalazile u istom opsegu.

3.2.4.2. | Primena automatizovanih algoritama

Druga faza analize podrazumeva aplikaciju metoda maSinskog wucenja na
novoformirani PCA skup podataka. Na pocetku, pomenuti skup podataka deli se na
obucavajuci i test skup u odnosu 70% prema 30%. Algoritmi prvo proucavaju pravila
predvidanja pripadnosti uzoraka odgovaraju¢im klasama na skupu obucavajucih opservacija
(obucavajuci skup), a zatim ih primenjuju u kategorizaciji novih, do tada nevidenih uzoraka
(test skup). Njihova Kklasifikaciona efikasnost meri se brojem ta¢nih i netacnih predvidanja
ostvarenih na test skupu. U prakticnom smislu dobijaju se informacije o stepenu podudaranja
unapred poznatih klasa sa rezultatima Klasifikacije. Na taj nacin formira se matrica konfuzije
(eng. confusion matrix) (Sammut i Webb, 2011). U binarnom sistemu cine je dve vrste
opservacija - one koje pripadaju pozitivnoj (tumorsko tkivo) i one koje pripadaju negativnoj
klasi (normalno tkivo). Prikazuje se u obliku tabele u kojoj su definisana Cetiri interesna polja
(tabela 8) (Sammut i Webb, 2011):

e “tacno pozitivni (TP)” (eng. true positive) uzorci - broj opservacija koje je algoritam
identifikovao kao tumorsko tkivo, a koje zaista i pripadaju toj klasi

e “lazno pozitivni (LP)” (eng. false positive) uzorci - broj opservacija koje je algoritam
identifikovao kao tumorsko, a koje pripadaju klasi normalnog tkiva

e “tatno negativni (TN)” (eng. true negative) uzorci — broj opservacija koje je algoritam
identifikovao kao normalno tkivo, a koje zaista i pripadaju toj klasi

e “lazno negativni (LN)” (eng. false negative) uzorci - broj opservacija koje je algoritam
identifikovao kao normalno, a koje pripadaju klasi tumorskog tkiva

Tabela 8. Matrica konfuzije

MATRICA KONFUZIJE
predvidena klasa stvarna klasa
POZITIVNA NEGATIVNA
POZITIVNA (OPK) TP LP
NEGATIVNA (normalno tkivo) LN TN

Na osnovu navedenih vrednosti moguce je evaluirati performanse razlicitih algoritama
putem brojnih statistickih parametara. Kada je re¢ o vecini dijagnostickih metoda poput
OMIS-a najceSce se koriste sledeci (Simundi¢, 2009):
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Senzitivnost (eng. Sensitivity)

Specifi¢nost (eng. Specificity)

Tacnost (eng. Accuracy)

Povrsina ispod ROC krive (eng. Area Under the Curve - AUC)
Odnos verovatnoce (eng. Likelihood Ratio - LR)
Dijagnosticki odnos Sansi (eng. Diagnostic Odds Ratio - DOR)

VVVYVYVY

Senzitivnost

Senzitivnost predstavlja meru efikasnosti odredenog algoritma u identifikaciji uzoraka
koji stvarno pripadaju klasi tumorskog tkiva (Altman i Bland, 1994). Prikazuje se kao odnos
broja ta¢no predvidenih i ukupnog broja uzoraka tumorskog tkiva.

SENZITIVNOST = TP / (TP + LN)

Specificnost

Specificnost predstavlja meru sposobnosti odredenog algoritma u ispravnoj
identifikaciji uzoraka normalnog tkiva (Altman i Bland, 1994). Prikazuje se kao odnos broja
tacno predvidenih i ukupnog broja uzoraka normalnog tkiva.

SPECIFICNOST = TN / (TN + LP)

Tacnost

Tacnost je parametar koji meri sposobnost algoritma u tatnom predvidanju
pripadnosti uzoraka nekoj od dostupnih klasa (Altman i Bland, 1994). Prikazuje se kao odnos
broja ispravnih predvidanja i ukupnog broja uzoraka.

TACNOST = TP+ TN / (TP + LP + TN + LN)

Povrsina ispod ROC krive?

Primarna svrha analize ROC Kkrive jeste da utvrdi u kojoj meri je odredeni klasifikator
(algoritam) efikasan u razlikovanju dve klase opservacija. Sto su razlike izraZenije, to je

’ROC kriva (eng. Receiver Operating Characteristic curve) predstavlja grafi¢ki prikaz odnosa senzitivnosti (stopa
“tacno pozitivnih” predvidanja) i specificnosti (stopa “tacno negativnih” predvidanja). Definisana je vrednostima
tih parametara u koordinatnom sistemu u kome se na y osi nalaze vrednosti senzitivnosti, a na x osi vrednosti
“lazno pozitivnih” predvidanja (jedan minus specificnost)
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mogucnost greSke i preklapanja njihovih distribucija manja (Swets, 1979; Hanley i McNeil,
1982; Hanley, 1989). U praksi se ROC kriva nalazi izmedu dva ekstremne pozicije (slika 41).

Senzitivnost

O-O T T T T
0.0 0.2 0.4

0.6 0.8 1.0

1 - Specificnost

Slika 41. Efikasnost klasifikatora iz perspektive ROC krive. ROC kriva tamno plave boje
pokazuje vecu efikasnost u razlikovanju dve klase opservacija od ROC krive roze boje

Prva je ona u kojoj postoji jednaka verovatnoc¢a da ¢e npr. uzorak tkiva pripasti klasi
tumora i kada joj stvarno i pripada, ali i u slu¢aju njegove pripadnosti klasi normalnog tkiva.
Kada uzmemo u obzir rezultate dobijene OMIS metodom ova pozicija upucuje na istu
raspodelu spektra i kod tumorskog i kod normalnog tkiva. U koordinatnom sistemu takva
kriva predstavljena je pravom linijom koja povezuje tacke (0, 0) i (1, 1) i naziva se dijagonala
slu¢ajnog ishoda (eng. chance diagonal) (slika 41a). U drugom scenariju, u kome postoji
najmanje jedna grani¢na vrednost na kojoj ¢e svi uzorci biti rasporedeni klasi kojoj i
pripadaju, obezbedeno je potpuno, tj. idealno razlikovanje dve klase. Tada sa aspekta
senzitivnosti i specificnosti klasifikator sve uzorke tumorskog i normalnog tkiva deklarise
prema njihovoj stvarnoj pripadnosti. ROC Kriva je u tom slucaju prikazana kao kombinacija
pravih linija, prve koja povezuje tacke (0, 0) i (0, 1) i druge koja se na nju nadovezuje u tacki
(0, 1) i prostire do tacke (1, 1). Kvalitativno, algoritam je uspeSan u razlikovanju opservacija
dve klase onoliko koliko je vrh ROC krive bliZi gornjem levom uglu grafika (slika 41b).
Kvantitativno, navedeni grafi¢ki prikaz najcesée se interpretira vrednostima povrsine ispod
ROC krive - AUC (Swets, 1979; Zou i sar., 2007; Sammut i Webb, 2011; Hajian-Tilaki, 2013).

Vrednost AUC - a koristi se u praksi kao parametar od znaCaja za procenu
diskriminatorne moci neke dijagnostic¢ke, odnosno opticke metode. U takvim testiranjima teZzi
se dobijanju informacije o odbacivanju (AUC # 0,5) ili potvrdi (AUC = 0,5) nulte hipoteze da
metoda primenom odgovarajuceg algoritma ne razlikuje obzervacije dve nominalno razlic¢ite
klase (Hajian-Tilaki, 2013).
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Vrednost AUC = 1,0 karakteristi¢na je za situaciju u kojoj i senzitivnost i specificnost
iznose 100% i ukazuje na maksimalnu diskriminatornu mo¢ klasifikatora. Vrednost AUC = 0,5
(senzitivnost 50%; specificnost 50%) ukazuje da klasifikator nema mo¢ razlikovanja
tumorskog od normalnog tkiva (Zou i sar., 2007; Hajian-Tilaki, 2013). Obi¢no se AUC
vrednosti kre¢u izmedu navedenih ekstrema i u razli¢itim opsezima koji definiSu kvalitet
diskriminatorne moci primenjenih algoritama (tabela 9).

Tabela 9. Diskriminatorna mo¢ automatizovanih algoritama zasnovana na vrednostima AUC
indeksa (Swets, 1979; Simundi¢, 2009)

AUC vrednost diskriminatorna mo¢ algoritma
0.5-0.7 slaba do prihvatljiva
0.7-0.8 dobra
0.8-0.9 veoma dobra
09-1.0 odli¢na

Odnos verovatnoce (0V)

U pogledu evaluacije dijagnosticke opravdanosti primene nekog testa ili metode
(OMIS-a) odnos verovatnoce pruza nam informacije o odnosu ocekivanog rezultata testa u
uzorcima oznacenim kao tkivo karcinoma prema uzorcima oznac¢enim kao normalno tkivo. U
praksi se koriste dve varijante ovog parametra - odnos verovatnoce za pozitivan rezultat testa
(karcinom, bolest) i odnos verovatnoce za negativan rezultat testa (normalno tkivo, odsustvo
bolesti) (Deeks i Altman, 2004; Simundié, 2009).

Odnos verovatnoce za pozitivan rezultat testa (OV+) nam govori koliko je verovatnije
da ¢e OMIS pokazati da uzorak karcinoma pripada klasi karcinoma nego klasi normalnog
tkiva. Izracunava se kao odnos stope stvarno pozitivnih (senzitivnost) i stope laZzno pozitivnih
rezultata (1 - specifi¢nost) (Simundi¢, 2009).

OV+ = Senzitivnost / 1 - Specifi¢nost

Vrednost OV+ parametra ve¢a od 1 ukazuje da OMIS prepoznaje uzorak kao tkivo
karcinoma. Sto je ona veca to je primena OMIS-a u datim okolnostima opravdanija.

Odnos verovatnoce za negativan rezultat testa (OV-) pruza informaciju o tome koliko je
manje verovatno da OMIS tkivo karcinoma oznaci kao normalno u odnosu na verovatnoc¢u da
normalno tkivo i registruje kao normalno. Izrac¢unava se kao odnos stope lazno negativnih (1 -
senzitivnost) i stope stvarno negativnih rezultata (specifi¢nost) (Simundi¢, 2009).

OV- =1 - Senzitivnost / Specifi¢nost

93 |



Vrednost OV- parametra manja od 1,0 povezana je sa nalazom OMIS-a da uzorak
pripada klasi normalnog tkiva. Sto je njegova vrednost manja OMIS sa vetom sigurno$cu
iskljucCuje prisustvo karcinoma u uzorku i prepoznaje ga kao normalno tkivo.

primenu tezi se vrednostima ve¢im od 10 za OV+ (OV+ >10), odnosno manjim od 0,1 za OV-
parametar (OV- < 0,1). Kada je vrednost oba parametra jednaka 1,0 metoda ili test smatraju se
neupotrebljivim (Deeks i Altman, 2004). Navedeni parametri nalaze se u uskoj vezi i sa
vrednostima verovatnoce da je neki uzorak dijagnostikovan kao karcinom ili normalno tkivo
pre i nakon primene OMIS metode. Ova veza ostvaruje se matematickim operacijama
zasnovanim na Bajesovoj teoremi ili graficki, analizom Faganovog nomograma. U oba slucaja
dobijeni rezultat nam daje uvid u doprinos OMIS metode donosenju odluke o statusu hirurske
margine kod oralnog karcinoma (Fagan, 1975; Sackett i sar., 2000).

Verovatnoca pre testa - VpreT (eng. pre - test probability - preTP) predstavlja neku
referentnu vrednost u odnosu na koju se meri u¢inak OMIS metode (Deeks i Altman, 2004). U
te svrhe moZe se Koristiti vrednost prevalence za OPK, klinicka procena maksilofacijalnog
hirurga, histopatoloski status kao "zlatni standard" i dr. U ovom istraZivanju upotrebljeni su
sledec¢i parametri:

e histopatolosSki status kao "zlatni standard" (za merenje ucinka svih klasifikacionih
razvrstavanja) - npr. ako je u grupi nativnih uzoraka histopatoloski potvrden 31
uzorak karcinoma i 29 uzoraka normalnog tkiva, za vrednost verovatnoce pre testa
uzima se udeo karcinoma koji u ovom slucaju iznosi 51,67% (0,5167)

¢ udeo pacijenata kod kojih je u tri referentne studije histopatoloski potvrdeno prisustvo
¢elija karcinoma u hirurSkoj margini (pozitivna margina - za merenje ucinka
klasifikacionog razvrstavanja kod nativnih uzoraka) - vrednost verovatnoce pre testa
od 20,56% (0,2056; 233/1133) (Loree i Strong, 1990; Zanoni i sar., 2017; Tasche i sar.,
2017)

Formula za izracunavanje verovatnoce nakon primene testa - VposleT (eng. post - test
probability - postTP) glasi (Deeks i Altman, 2004):

VposleT = (VpreT / 1 - VpreT) xOV (+;-) / 1 + (VpreT / 1 - VpreT) x OV (+;-)

VposleT (%) = VposleT x 100

Kada se Zeli utvrditi za koji procenat pozitivan rezultat (karcinom) primene OMIS
metode povecava verovatnocu da uzorak tkiva pripada klasi karcinoma u formuli se koristi
vrednost parametra OV+ (Akobeng, 2007).

Kada se Zeli utvrditi za koji procenat negativan rezultat (normalno tkivo) primene
OMIS metode umanjuje verovatnoc¢u da se u normalnom tkivu hirurskih margina nalaze ¢elije
karcinoma u formuli se koristi vrednost parametra OV-(Akobeng, 2007).

Faganov nomogram sa druge strane predstavlja jednostavno graficko reSenje za
procenu doprinosa nekog dijagnostickog testa donoSenju klinicke odluke. Sa leve strane
nomograma nalazi se skala vrednosti verovatnoce pre testa (VpreT), u sredini skala vrednosti
odnosa verovatnoce (OV) i sa desne strane skala vrednosti verovatnoce nakon primene testa
(VposleT). Kroz tacku sa leve strane (VpreT) i dobijene vrednosti parametra OV povlaci se
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prava linija koja sece desnu skalu nomograma. TaCke preseka odgovaraju vrednostima
verovatnoce nakon primene testa (OMIS metode) (slika 42).

VpreT VposleT
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Slika 42. [lustracija Faganovog nomograma (Fagan, 1975)

Dijagnosticki odnos Sansi (DOS)

Upotreba DOS parametra u Kklasifikacionim razvrstavanjima takode je svrsishodna
kada se Zeli odrediti diskriminatorna mo¢ nekog dijagnostickog testa ili metode poput OMIS-a.
Njegova vrednost je poput odnosa verovatnoce usko vezana za vrednosti senzitivnosti i
specifi¢nosti. U skladu sa opStom definicijom, dijagnosti¢ki odnos Sansi primene OMIS metode
predstavlja odnos Sanse pozitivnosti testa kod klase uzoraka OPK-a i Sanse pozitivnosti testa u
klasi uzoraka normalnog tkiva (Glas i sar., 2003; Simundié¢, 2009).

DOS = (TP /LN)/ (LP/ TN)

Vrednost DOS - a takode se moze iskazati odnosima verovatnoce:

DOS = OV+ / OV-
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Kako bi se diskriminatorna mo¢ neke metode i primenjenog algoritma smatrala
zadovoljavajuéom potrebno je da vrednost DOS parametra bude veéa od 1,0. Sto su vrednosti
senzitivnosti i specificnosti viSe to je i kvalitet razvrstavanja dve klase bolji. Kada vrednost
DOS - a iznosi 1,0, test ili metoda su neupotrebljivi, dok vrednost manja od 1,0 ukazuje na
povecan broj negativnih rezultata testa u kategoriji tkiva OPK-a (Glas i sar., 2003; Simundi¢,
2009).

Zajednicka karakteristika ve¢ine parametara klasifikacione efikasnosti OMIS metode
jeste nezavisnost od prevalence oralnog karcinoma. Ova osobina rezultate senzitivnosti,
specifi¢nosti, odnosa verovatnoce i dijagnostickog odnosa Sansi Cini visoko transferabilnim i
primenjivim u okolnostima njene promenjene vrednosti u nekoj drugoj populaciji. Za razliku
od navedenih, parametar tac¢nosti zavisi od prevalence OPK-a u odredenoj populaciji i sa
njenim smanjenjem u uslovima nepromenjenih senzitivnosti i specificnosti, dolazi do
njegovog uvecanja. I u pogledu senzitivnosti i specifi¢nosti, kao i svih parametara direktno
povezanih sa ova dva, postoje odredena ogranicenja. Ona se pre svega ogledaju u definisanju
stanja bolesnog - karcinoma u slu¢aju OMIS-a. Ukoliko se u analizu dodatno ukljuce razliciti
stadijumi karcinoma, histopatoloska tipizacija ili prisustvo komorbiditeta, tada su ovi
parametri podloZni promenama (Simundié, 2009).

3.2.4.3. | Validacija automatizovanih algoritama

Kao najces¢i problem Kkoji se moze javiti prilikom primene nekog od algoritama
zasnovanog na nadgledanom masinskom ucenju istice se preterano prilagodavanje podataka
(Tan i sar., 2006).

U pozadini svakog klasifikacionog modela krije se ideja o prepoznavanju onih
karakteristika koje se ponavljaju kod svih ili ve¢ine uzoraka koji pripadaju istoj klasi. Na taj
nacin otvara se mogucénost ranije pomenute generalizacije - pravilne klasifikacije novih
uzoraka sa Cijim obeleZjima model prethodno nije imao dodira. Onog trenutka kada neki
algoritam ukljuci i ona obeleZja karakteristicna samo za pojedina¢ne uzorke i primeni ih
tokom klasifikacije kao atribute od znacaja za celu klasu, model se moZe smatrati preterano
prilagodenim. U takvim okolnostima velika je verovatnoca da ¢e prilikom klasifikacije novih
uzoraka do¢i do greske i posledicnog smanjenja taCnosti algoritma. Kako bi se navedene
okolnosti predubhitrile i efikasno izbegle, sprovodi se neka od tehnika validacije modela. Na
prvom mestu Koristi se metod unakrsne validacije (Tan i sar., 2006).

Unakrsna validacija

Kod ove metode celokupna baza podataka deli se u k podskupova (eng. folds) iste
veli¢ine -Py, P;,.....Pr. Od tog broja (k) bira se jedan u kojem ¢e se nalaziti opservacije koje e
posluziti kao test skup algoritmu koji ¢e se obucavati na preostalih k minus 1 podskupova. Srz
evaluacije nalazi se u Cinjenici da se celokupan proces ponavlja k puta, tako da se svaki
formirani podskup jednom Kkoristi i kao test skup. Konacna vrednost klasifikacione mo¢i
algoritma dobija se pronalaZenjem srednje vrednosti senzitivnosti, specificnosti, tacnosti i
vrednosti AUC za sve primenjene iteracije. Na ovaj nacin se performanse klasifikatora dovode
u stanje u kome se mogu ocekivati slicni rezultati i na skupovima novih opservacija,
izbegavajuci pritom preterano prilagodavanje podataka. NajCeSce se sprovodi pet ili deset
iteracija — k = 5 ili k = 10. Algoritmi u okviru primene OMIS metode evaluirani su primenom
vrednosti k = 10 (eng. 10-fold cross validation) na obucavaju¢em skupu podataka. U okviru
ovog istrazivanja takode je koriS¢en stratifikovani tip unakrsne validacije (eng. stratified cross
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validation) u kojem je svaki od deset podskupova formiran tako da sadrzi istu ili pribliZznu
distribuciju klasa kao i originalna OMIS datoteka (Tan i sar.,, 2006;Sammut i Webb, 2011;
Purushotham i Tripathy, 2011).

Za razvoj algoritama za automatizovanu klasifikaciju uzoraka tkiva u usnoj duplji na
osnovu podataka dobijenih OMIS metodom koriS¢en je softverski paket otvorenog koda (eng.
open source) za maSinsko ucenje i analizu podataka RapidMiner Studio Educational, verzija
9.5.0® (RapidMiner, Boston, MA, SAD).

3.2.4.4. | Izbor optimalnog algoritma za automatizovanu interpretaciju podataka
dobijenih primenom OMIS metode

Kako bi se identifikovao algoritam koji na osnovu razlicitih parametara klasifikacione
efikasnosti najviSe odgovara tipu podataka i informacija dobijenih primenom OMIS metode,
prislo se njihovom rangiranju i proceni razlika medu njima. U te svrhe kori$¢eni su Fridmanov
(eng. Friedman) i Nemenji (eng. Nemenyi) testovi (Demsar, 2006).

Fridmanov test rangira koriS¢ene algoritme prema parametrima Kklasifikacione
efikasnosti koji obuhvataju ta¢nost, vrednost AUC, odnos verovatnoce za pozitivan rezultat
testa (OV+), odnos verovatnoce za negativan rezultat testa (OV-) i vrednost dijagnostickog
odnosa $ansi (DOS). Rangiranje se sprovodi za svako od 10 klasifikacionih razvrstavanja za
svaki od navedenih parametara. Tako se npr. za vrednost tacnosti, 6 algoritama rangira za
svako od 10 poredenja. Klasifikatoru sa najboljom ta¢nosti za dato razvrstavanje dodeljuje se
6 bodova, slede¢em u nizu 5, itd. Po zavrSetku rangiranja ukupno dobijeni rezultat za svaki od
algoritama, a po pitanju tacnosti deli se brojem 10 (broj razvrstavanja tj. poredenja u ovom
istrazivanju) i dobija prosec¢na vrednost ranga.

U slede¢em koraku Fridmanov test poredi dobijene prosefne vrednosti ranga i
utvrduje da li po pitanju svakog od navedenih parametara klasifikacione efikasnosti postoje
statisticki znacajne razlike medu algoritmima sa intervalom poverenja od 95% (95% CI;
p<0,05). Analizama Fridmanovog testa potencijalno se dobija informacija da medu
klasifikatorima postoji razlika u interpretaciji rezultata dobijenih OMIS metodom. Medutim,
na ovaj nacin nije moguce definisati izmedu kojih algoritama i u kom broju slucajeva (u ovom
istrazivanju taj broj iznosi 36 po parametru) postoje statisticki znacajne razlike. Iz navedenih
razloga, ova markiranja zahtevaju dodatnu analizu. U te svrhe sprovodi se Nemenji test
(Demsar, 2006).

Ovim testom se statisti¢ki znacajnom razlikom (p<0,05) u vrednosti prose¢nog ranga
dva algoritma smatra ona koja je jednaka najmanje kriti¢noj razlici (eng. critical difference -
CD), a koja se izracunava formulom (Demsar, 2006):

CD =qq |K &2

u kojoj qq« predstavlja kriticnu vrednost Nemenji testa za o = 0,05 i koja za broj algoritama K u
ovom istrazivanju (K=6) iznosi 2,850; N oznacava broj merenja, tj. razvrstavanja (N=10).
Kriticna razlika u prosefnom rangu algoritama za sve analizirane parametre i prema
navedenoj formuli u ovoj studiji iznosi 2,4036.
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Za sprovodenje navedenih testova i analiza koriS¢en je statisticki softver XLSTAT,
verzija 2019.4.1® (Addinsoft, New York, NY, USA).

3.2.4.5. | Testiranje nulte hipoteze

U okviru ovog istraZivanja nulta hipoteza testirana je u odnosu na vrednosti 4
parametra klasifikacione efikasnosti primene OMIS metode na tkivima u usnoj duplji (tabela
10).

Tabela 10. Testiranje nulte hipoteze

parametar klasifikacione prihvatanje nulte odbacivanje nulte
efikasnosti hipoteze hipoteze

vrednost AUC =0,5 >0,5

odnos verovatnocée OV+ =1,0 >1,0

odnos verovatnoce OV- =1,0 <1,0i>0,0

gi(j)aggnostiéki odnos Sansi - =10 > 1,0

Na ovaj nacin nulta hipoteza testirana je za 6 klasifikacionih algoritama u 10 razlic¢itih
okolnosti u kojima se primenom OMIS metode teZi razlikovanju tkiva oralnog karcinoma od
normalnog tkiva u hirurskim marginama. Ukupan broj testiranih vrednosti iznosi 240.
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4. REZULTATI

4.1. | Rezultati kvalitativne analize primene optomagnetne imidzing
spektroskopije u razlikovanju karcinomom izmenjenog tkiva i normalnog
tkiva u hirur§kim marginama - optomagnetni spektri

Optomagnetni spektri dobijeni primenom OMIS metode, kao Sto je ranije navedeno,
predstavljaju odnos intenziteta spektralnih pikova izraZenog u normalizovanim arbitrarnim
jedinicama (n.a.j.) uve¢anih 1000 puta (y osa) i razlike talasnih duzina na kojima se isti javljaju
izraZene u nanometrima (x osa). U okviru ovog istraZivanja koriS¢ene su srednje vrednosti
spektralnog intenziteta karakteristicnog za odredenu klasu uzoraka tkiva, a u opsegu razlika
talasnih duZina od 100 do 300 nm (256 talasnih duZina od interesa). Kvalitativna analiza
optomagnetnog spektra podrazumeva sledece opisne parametre:

e region opsega razlike talasnih duzina na kojima se karakteristi¢ni pikovi javljaju i
e vrednost intenziteta karakteristicnih spektralnih pikova (pozitivna/negativna;
viSa/niZa).

4.1.1. | Optomagnetni spektri nativnih uzoraka tkiva OPK-a i normalnog
tkiva u hirurskim marginama

U okviru evaluacije spektra dobijenog primenom OMIS metode na nebojenim, tj.
nativnim uzorcima tkiva OPK-a (n = 31) i normalnog tkiva u hirurskim marginama (n = 29)
sprovedena su kvalitativna poredenja njegovih srednjih vrednosti. Na slici 43 prikazana je
spektralna distribucija karakteristicna za tkivo karcinoma i normalno tkivo u hirurskim
marginama.

normalno karcinom

Slika 43. Optomagnetni spektri nativnog tkiva OPK-a i normalnog tkiva u hirurskim
marginama

99



Posmatranjem dve spektralne distribucije moZe se uociti pojava karakteristicnih
pikova za obe klase uzoraka u regionu razlika talasnih duzina od 110 do 125 nm (slika 43b,c),
dok je za klasu uzoraka koji pripadaju tkivu OPK-a ona izrazena i u regionu od 100 do 110 nm
(slika 43a). Kada su u pitanju intenziteti spektralnih pikova tkiva OPK-a, oni pokazuju vise
vrednosti u odnosu na pikove normalnog tkiva. Prvi se nalaze u opsezima od +5 do +17 n.a,j.
(pikovi pozitivnih vrednosti) i do -20 n.a,. (pikovi negativnih vrednosti), dok se pikovi
normalnog tkiva nalaze u opsegu od +3 do -6 n.a,j.

Za 31 uzorak tkiva oralnog karcinoma sprovedena su jo§S dva poredenja dobijenog
optomagnetnog spektra:

» spektralna distribucija u odnosu na primarnu lokalizaciju OPK-a (slika 44).
» spektralna distribucija u odnosu na histopatoloski stadijum OPK-a (slika 45).

donja usna
jezik
. retromolarni trougao
pod usne duplje
obrazna sluzokoza
gingiva

tvrdo nepce

Slika 44. Optomagnetni spektri nativnog tkiva OPK-a. Distribucija spektra u odnosu na
primarnu lokalizaciju karcinoma

U optomagnetnom spektru uzoraka oralnog karcinoma vide se, nezavisno od
lokalizacije, tri interesna regiona pojacane spektralne aktivnosti (slika 44a,b,c). Prvi pikovi
karakteristi¢ni za karcinome svih anatomskih regiona u usnoj duplji javljaju se u opsegu od
105 do 110 nm razlike talasnih duZina (slika 44a), drugi u opsegu 110 do 120 nm (slika 44b) i
trec¢i u opsegu od 120 do 130 nm (slika 44c). Pikovi u prvom i treCem opsegu nalaze se u
podrudju pozitivnog, dok se oni u drugom nalaze u podrucju negativnog intenziteta. Prisutno
je i nekoliko odstupanja od navedenog trenda. Treci karakteristiCan pik uzoraka OPK-a
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obrazne sluzokoZe nalazi se u regionu od 115 do 120 nm (slika 44d) dok se isti kod uzoraka
OPK-a retromolarnog trougla nalazi u podrucju negativnog intenziteta (slika 44e). U odnosu
na parametar vrednosti intenziteta, one se generalno kre¢u od +10 do +40 za prvi, od -10 do -
65 za drugi i, izuzimaju¢i klasu uzoraka tkiva retromolarnog trougla, od +5 do +45 n.a,j. za
tre¢i karakteristi¢ni pik. NajviSe intenzitete prvog pika pokazuju uzorci OPK-a nepca,
retromolarnog trougla i obrazne sluzokoze (+20 do +40 n.aj.), a one su nesto nize kod
uzoraka ostalih klasa (+10 do +25 n.a.j.). Drugi i tre¢i pik pokazuju najviSe vrednosti (-65 i +45
n.a.,j.) u slucaju karcinoma obrazne sluzokoZze. Takode se moZe izdvojiti i intenzitet treceg pika
kod uzoraka OPK-a donje usne. Specificnog je oblika i vrednosti koja se nalazi izolovana u
opsegu intenziteta od +15 do +35 n.a,j (+30 n.a.j.) (slika 44c).

dobro srednje slabo

Slika 45. Optomagnetni spektri nativnog tkiva OPK-a. Distribucija spektra u odnosu na stepen
diferencijancije oralnog karcinoma

U odnosu na histopatoloski stadijum OPK-a, primetan je prvi pik u podrucju pozitivnog
intenziteta za dobro i srednje diferentovane karcinome za opseg razlike talasnih duZina od
100 do 110 nm (slika 45a). Niza spektralna aktivnost registruje se za slabo diferentovane
karcinome na oko 112 nm razlike talasnih duZina. Drugi karakteristi¢an pik javlja se u regionu
od 110 do 115 nm i u podruéju negativnog intenziteta za sve tri klase uzoraka (slika 45b), dok
se tre¢i u sva tri slucaja javlja u podrucju pozitivnog intenziteta i opsegu od 115 do 120 nm
(slika 45c). Posebno se izdvaja i Cetvrti pik klase slabo diferentovanog OPK-a na oko 125 nm
razlike talasnih duZina i u podrucju negativnog intenziteta (intenzitet -10 n.a.j.) (slika 45d).
Kada je re¢ o vrednostima intenziteta, najviSu poseduje tre¢i spektralni pik slabo
diferentovanih karcinoma (+30 n.a.j.) dok se ostali nalaze u slede¢im rasponima - prvi od +8
do +25, drugi od -15 do -30 i trec¢i od +10 do +30 n.a.j. Spektar dobro i srednje diferentovanih
uzoraka OPK-a pokazuje sli¢nu distribuciju.
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4.1.2. | Optomagnetni spektri bojenih uzoraka tkiva OPK-a i normalnog
tkiva u hirurS$kim marginama

Optomagnetni spektri dobijeni primenom OMIS metode na bojenim uzorcima tkiva

OPK-a i razli€itim tipovima normalnog tkiva u hirur$kim marginama analizirani su kroz
sledeca poredenja:

>

>

spektralnu distribuciju svih uzoraka OPK-a (n=514) i razlic¢itih tipova normalnog tkiva
(n=343) (slika 46)

spektralnu distribuciju kategorije 1 uzoraka OPK-a (n=114), kategorije 5 uzoraka OPK-
a (prelazno tkivo; n= 133) i razlicitih tipova normalnog tkiva (n=343) (slika 47)
spektralnu distribuciju uzoraka OPK-a u odnosu na njihov histopatoloski status (slika
48)

spektralnu distribuciju kategorije 1 uzoraka OPK-a (n=114) i klase uzoraka normalnog
epitelnog i vezivnog tkiva (n=45) (slika 49)

spektralnu distribuciju kategorije 1 uzoraka OPK-a (n=114) i klase uzoraka normalnog
miSi¢nog tkiva (n=160) (slika 50)

spektralnu distribuciju kategorije 1 uzoraka OPK-a (n=114) i klase uzoraka normalnog
masnog tkiva (n=40) (slika 51)

spektralnu distribuciju kategorije 1 uzoraka OPK-a (n=114) i klase uzoraka normalnog
kostanog tkiva (n=74) (slika 52)

spektralnu distribuciju kategorije 4 uzoraka OPK-a (infiltrisana kost; n=90) i klase
uzoraka normalnog kostanog tkiva (n=74) (slika 53)

spektralnu distribuciju kategorije 1 uzoraka OPK-a (n=114) i klase uzoraka normalnog
tkiva pljuvacnih zlezda (n=24) (slika 54)

normalno karcinom
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Slika 46. Optomagnetni spektri svih bojenih uzoraka tkiva OPK-a i razliCitih tipova normalnog

tkiva
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Razlike u optomagnetnom spektru preparata tkiva karcinoma i normalnog tkiva
najuocljivije su na razlici talasnih duzina od 100 nm (slika 46a). I spektralni pik OPK-a i pik
normalnog tkiva nalaze se u podrudju pozitivnog intenziteta - vrednost kod prve grupe iznosi
oko +15, a kod druge oko +45 n.a.j. Na 115 nm razlike talasnih duZina u podrucju pozitivnog
intenziteta nalazi se drugi spektralni pik gotovo identi¢ne vrednosti intenziteta od +10nm za
obe klase uzoraka (slika 46b). Treci karakteristi¢ni pik za preparate normalnog tkiva nalazi se
u podrudju negativnog intenziteta na oko 122 nm. U istom podrudju nalazi se i pik tkiva
karcinoma na oko 127 nm (slika 46c). Vrednost oba spektralna pika je oko -10 n.a.j. Treba
istaci i blagu spektralnu aktivnost u zoni negativnog intenziteta kod klase normalnog tkiva na
105 nm razlike talasnih duZina (slika 46d). Navedena aktivnost karakteristicna je za sve
tipove bojenih uzoraka normalnog tkiva (slike 47, 49, 50, 51, 52, 53, 54).

normalno prelazno karcinom

135 140 145 150 155 160

Slika 47. Optomagnetni spektri bojenih uzoraka tkiva OPK-a, bojenih preparata koji sadrze i
normalno i karcinomom izmenjeno tkivo (klasa prelaznih uzoraka) i razlicitih tipova
normalnog tkiva

Sli¢no trendu spektralne aktivnosti prikazane na slici 46 prvi pik javlja se na 100 nm.
Za klasu normalnog tkiva on je intenziteta oko +45, za klasu prelaznog +24 (slika 47a), a za
klasu preparata koji sadrze samo tkivo OPK-a nalazi se u podrucju negativnog intenziteta sa
vrednosti od -10 n.a.j (slika 47b). Drugi pik normalnog i prelaznog tkiva javlja se na oko 113
nm i intenziteta je od +8 do +12 n.a.j. Kod klase OPK-a isti se nalazi na oko 117 nm i iznosi +10
n.a.j (slika 47c). Tre¢i pik prve dve klase nalazi se na istoj poziciji u regiji negativnhog
intenziteta (121 nm) i pribliZno je iste vrednosti - oko -10 n.a,j (slika 47d). Kada je rec o
preparatima karcinoma tre¢i karakteristican pik nalazi se takode u zoni negativnog
intenziteta na razlici talasnih duZina od 127 nm (slika 47e). Vrednost njegovog intenziteta
iznosi -10 n.a.j. Opisane osobenosti spektralne distribucije klase uzoraka OPK-a (kategorija 1)
iste su kod svih poredenja sa razlicitim tipovima normalnog tkiva (slike 49, 50, 51, 52, 54).
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dobro srednje slabo
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Slika 48. Optomagnetni spektri bojenih uzoraka tkiva OPK-a. Distribucija spektra u odnosu na
stepen diferencijancije oralnog karcinoma

Gotovo Citava spektralna distribucija kod bojenih preparata karcinoma razlic¢itog
stepena diferencijacije ima identican tok u opsegu od 100 do 160 nm razlike talasnih duzina.
Prvi karakterisit¢an pik javlja se, kao i kod svih klasa bojenih uzoraka tkiva, na 100 nm.
NajviSu vrednost intenziteta od +23 n.a.j. poseduje klasa slabo diferentovanih karcinoma.
Pracena je klasom srednje diferentovanih sa +13, a zatim i klasom dobro diferentovanih sa +8
n.a.j (slika 48a). Sve tri grupe uzoraka na istoj poziciji pokazuju blagu spektralnu aktivnost u
podrucdju negativnog intenziteta, da bi se u opsegu od 104 do 110 nm spektri nalazili prvo u
zoni pozitivnog a onda i u zoni negativnog intenziteta (slika 48b). Drugi karakteristi¢an pik
javlja se kod sva tri stepena diferencijacije OPK-a na oko 115 nm sa vrednostima intenziteta
od oko +10 n.a.j (slika 48c). Treci pik javlja se na razlici talasnih duZina od oko 125 nm u
podrudju negativnog intenziteta. Vrednost intenziteta dobro i srednje diferentovanih
karcinoma iznosi oko -7, a klase slabo diferentovanih oko -13 n.aj (slika 48d). Vredi
napomenuti i blagu spektralnu aktivnost uzoraka slabo diferentovanog OPK -a u podrucju
pozitivnog intenziteta na razlici talasne duZine od 135 nm (slika 48e). Kod ostalih klasa na
istoj poziciji prisutna je neznatna spektralna aktivnost u zoni negativnog intenziteta.

Na slikama 49, 50, 51, 52 i 54 opisane su samo karakteristike optomagnetnog spektra
klasa razlic¢itih tipova normalnog tkiva. Klasa uzoraka OPK-a opisana je u okviru evaluacije
spektra na slici 47, dok je klasa uzoraka infiltrisane kosti opisana na slici 53.
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normalno karcinom
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Slika 49. Spektralna distribucija klase normalnog epitelnog i vezivnog tkiva i klase oralnog
karcinoma (kategorija 1)

Karakteristi¢ni pikovi klase uzoraka epitelnog i vezivnog tkiva javljaju se na slede¢im
pozicijama: prvi na 100 nm (+40 n.a,j.) (slika 49a), drugi na 115 nm (+10 n.a.j.) (slika 49b) i
tre¢ina 121 nm (-9 n.a.j.) (slika 49c).

normalno karcinom
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Slika 50. Spektralna distribucija klase normalnog misi¢nog tkiva i klase oralnog karcinoma
(kategorija 1)

Karakteristi¢ni pikovi klase uzoraka miSi¢nog tkiva javljaju se na slede¢im pozicijama:
prvi na 100 nm (+40 n.a.j.) (slika 50a), drugi na 113 nm (+10 n.a.j.) (slika 50b) i tre¢i na 121
nm (-12 n.a,j.) (slika 50c).
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normalno karcinom
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Slika 51. Spektralna distribucija klase normalnog masnog tkiva i klase oralnog karcinoma
(kategorija 1)

Karakteristi¢ni pikovi klase uzoraka masnog tkiva javljaju se na slede¢im pozicijama:
prvi na 100 nm (+63 n.a,j.) (Slika 51a), drugi na 104 nm (-12 n.a,j.) (slika 51b), tre¢i na 115
nm (+10 n.a.j.) (slika 51c) i ¢etvrtina 121 nm (-12 n.a,j.) (slika 51d).

normalno karcinom
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Slika 52. Spektralna distribucija klase normalnog kostanog tkiva i klase oralnog karcinoma
(kategorija 1)

Karakteristi¢ni pikovi klase uzoraka koStanog tkiva javljaju se na slede¢im pozicijama:
prvi na 100 nm (+45 n.a,j.) (Slika 52a), drugi na 105 nm (-10 n.a.j.) (slika 52b) i tre¢i na 120
nm (-10 n.a.j.) (slika 52c).
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normalno karcinom

Slika 53. Spektralna distribucija klase normalnog koStanog tkiva i klase karcinomom
infiltrisanog koStanog tkiva (kategorija 4)

Karakteristi¢ni pikovi klase uzoraka karcinomom infiltrisanog kostanog tkiva javljaju
se na slede¢im pozicijama: prvi na 100 nm (+23 n.a.,j.) (slika 53a), drugi na 113 nm (+10 n.a.j.)
(slika 53b) i tre¢i na 122 nm (-8 n.a.j.) (slika 53c).

normalno karcinom
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Slika 54. Spektralna distribucija klase normalnog tkiva pljuvacne Zlezde i klase oralnog
karcinoma (kategorija 1)

Karakteristi¢ni pikovi klase uzoraka tkiva pljuvacne Zlezde javljaju se na slede¢im
pozicijama: prvi na 100 nm (+52 n.a.j.) (slika 54a), drugi na 115 nm (+9 n.a.j.) (slika 54b) i
tre¢i na 125 nm (-6 n.a.j.) (slika 54c).
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4.2. | Rezultati kvantitativne analize primene optomagnetne imidzing
spektroskopije u razlikovanju karcinomom izmenjenog tkiva i normalnog
tkiva u hirur§kim marginama

4.2.1. | Razvoj algoritama za automatizovano Kklasifikovanje nativnih
uzoraka tkiva OPK-a i normalnog tkiva u hirur§kim marginama

U okviru analize obuhvaceno je ukupno 60 uzoraka tkiva (karcinom - 31, normalno -
29) cija je karakterizacija definisana podacima prikupljenim OMIS metodom. Sa inicijalnih
256 atributa, odgovornih za odredivanje pripadnosti uzoraka nekoj od dostupnih klasa, PCA
tehnikom za smanjenje dimenzionalnosti doSlo se do kona¢nih 11 PCA obelezja.
Novoformirani skup podataka podeljen je na obucavajuci (karcinom - 22, normalno - 20) i test
(karcinom - 9 (50%), normalno - 9 (50%)) skup.

Na test skup podataka primenjeni su algoritmi za maSinsko ucenje Kkreirani na
obucavaju¢em skupu podataka i dobijeni rezultati predstavljeni u tabeli 11.1. U tabeli 11.2
prikazane su vrednosti parametara dijagnosti¢ckog znacaja primene OMIS metode.

Tabela 11.1. Parametri primene OMIS metode na nativnim uzorcima tkiva

parametar algoritam

NB DT RF SVM NN DL
tacnost 88,89% 72,22% 83,33% 83,33% 66,67% 72,22%
senzitivnost 88,89% 66,67% 88,89% 77,78% 77,78% 88,89%
specificnost 88,89% 77,78% 77,78% 8889% 5556% 55,56%
vrednost AUC 0,988 0,691 0,840 0,901 0,605 0,765
TP* 8 6 8 7 7 8
LP* 1 2 2 1 4 4
TN™ 8 7 7 8 5 5
LN™ 1 3 1 2 2 1

*TP - tacno pozitivni - br. uzoraka tkiva OPK-a koje je algoritam predvideo kao OPK

**LP - laZno pozitivni - br. uzoraka normalnog tkiva koje je algoritam predvideo kao OPK
**TN - tatno negativni - br. uzoraka normalnog tkiva koje je algoritam predvideo kao
normalno

*#**LN - lazno negativni - br. uzoraka tkiva OPK-a koje je algoritam predvideo kao normalno

108



Na slici 55 prikazano je poredenje parametara klasifikacione efikasnosti (senzitivnost,
specificnost, vrednost AUC indeksa) primenjenih algoritama.

B Senzitivnost M Specificnost  ®vrednost AUC

100% -

80% -

60% -

40% -

20% -

0% -
NB DT RF SVM NN DL

Slika 55. Klasifikaciona efikasnost automatizovanih algoritama primenjenih na OMIS nalaze
kod nativnih uzoraka (4.2.1.)

Tabela 11.2. Dijagnosticki znacaj primene OMIS metode na nativnim uzorcima tkiva

parametri algoritmi

NB DT RF SVM NN DL
OovV+ 8,00 3,00 4,00 7,00 1,75 2,00
Oov- 0,12 0,42 0,14 0,25 0,40 0,25
DOS 66,66 7,14 28,57 28,00 4,75 8,00

l

algoritam verovatnoca pre testa (primene OMIS-a) - VpreT
50,00% 20,56% 50,00% 20,56%

VposleT (za OV+) VposleT (za OV-)
NB 88,88% 67,43% 10,71% 3,01%
DT 75,00% 43,70% 29,57% 9,80%
RF 80,00% 49,21% 12,28% 3,49%
SVM 87,50% 64,43% 20,00% 6,07%
NN 63,63% 31,17% 28,57% 9,38%
DL 66,66% 34,10% 20,00% 6,07%
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Na slici 56 prikazano je poredenje ROC kriva za sve algoritme primenjene na dati skup
podataka.

NB DT
RF SVM
NN DL

Senzitivnost

1 - Specifi¢nost

Slika 56. Poredenje ROC kriva za nativne uzorke tkiva (4.2.1.)
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4.2.2. | Razvoj algoritama za automatizovano Kklasifikovanje bojenih
uzoraka tkiva OPK-a i normalnog tkiva u hirur§kim marginama

4.2.2.1. | Klasifikacija uzoraka tkiva OPK-a (kategorije 1,2,3,4 i 5) i svih preparata
razli¢itih tipova normalnog tkiva

U okviru analize obuhvaceno je ukupno 857 uzoraka tkiva (karcinom - 514, normalno -
343) ¢cija je karakterizacija definisana podacima prikupljenim OMIS metodom. Sa inicijalnih
256 atributa, odgovornih za odredivanje pripadnosti uzoraka nekoj od dostupnih klasa, PCA
tehnikom za smanjenje dimenzionalnosti doSlo se do konac¢nih 10 PCA obeleZja.
Novoformirani skup podataka podeljen je na obucavajuéi (karcinom - 360, normalno - 240) i
test (karcinom - 154 (59,92%), normalno - 103 (40,08%)) skup.

Na test skup podataka primenjeni su algoritmi za maSinsko ucenje kreirani na
obucavaju¢em skupu podataka i dobijeni rezultati predstavljeni u tabeli 12.1. U tabeli 12.2
prikazane su vrednosti parametara dijagnosti¢ckog znacaja primene OMIS metode.

Tabela 12.1. Parametri primene OMIS metode na bojenim uzorcima tkiva (4.2.2.1.)

parametar algoritam

NB DT RF SVM NN DL
tacnost 66,54% 71,21% 74,71% 70,43% 73,54% 72,37%
senzitivnost 82,47% 80,52% 81,17% 82,47% 80,52% 66,23%
specificnost 42,72%  57,28%  6505% 52,43% 63,11% 81,55%
vrednost AUC 0,728 0,686 0,808 0,785 0,793 0,796
TP* 127 124 125 127 124 102
LP* 59 44 36 49 38 19
TN™ 44 59 67 54 65 84
LN™* 27 30 29 27 30 52

*TP - tacno pozitivni - br. uzoraka tkiva OPK-a koje je algoritam predvideo kao OPK

**LP - laZno pozitivni - br. uzoraka normalnog tkiva koje je algoritam predvideo kao OPK
**TN - tacno negativni - br. uzoraka normalnog tkiva koje je algoritam predvideo kao
normalno

*#**LN - lazZno negativni - br. uzoraka tkiva OPK-a koje je algoritam predvideo kao normalno
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Na slici 57 prikazano je poredenje parametara klasifikacione efikasnosti (senzitivnost,
specificnost, vrednost AUC indeksa) primenjenih algoritama.

B Senzitivnost  ® Specificnost ™ vrednost AUC
100% -

80%
60%
40%

20%

0%

NB DT RF SVM NN DL

Slika 57. Klasifikaciona efikasnost automatizovanih algoritama primenjenih na podatke
OMIS-a kod bojenih uzoraka (4.2.2.1.)

Tabela 12.2. Dijagnosticka efikasnost primene OMIS metode (4.2.2.1.)

parametri algoritmi
NB DT RF SVM NN DL
ovV+ 1,44 1,88 2,32 1,73 2,18 3,59
ov- 0,41 0,34 0,29 0,33 0,31 0,41
DOS 3,51 5,53 8,00 5,24 7,03 8,75
|
algoritam verovatnoca pre testa (primene OMIS-a) - VpreT
59,92% 20,56% 59,92% 20,56%
VposleT (za OV+) VposleT (za OV-)

NB 68,28% 27,15% 38,00% 9,60%

DT 73,75% 32,72% 33,70% 8,08%

RF 77,62% 37,51% 30,24% 6,98%

SVM 72,11% 30,92% 33,03% 7,86%

NN 76,52% 36,06% 31,66% 7,42%

DL 84,29% 48,16% 38,00% 9,60%
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Na slici 58 prikazano je poredenje ROC kriva za sve algoritme primenjene na dati skup
podataka.

NB DT
RF SVM
NN DL

1,0

0,8

0,6

Senzitivnost
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0,0

1 - Specifi¢nost

Slika 58. Poredenje ROC kriva za bojene uzorke tkiva (4.2.2.1.)
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4.2.2.2. | Klasifikacija uzoraka tkiva OPK-a. Razvrstavanja preparata kategorije 1
(OPK) i kategorije 5 (OPK i normalno - prelazno)

U okviru analize obuhvaceno je ukupno 247 uzoraka tkiva (OPK - 114, prelazno - 133)
Cija je karakterizacija definisana podacima prikupljenim OMIS metodom. Sa inicijalnih 256
atributa, odgovornih za odredivanje pripadnosti uzoraka nekoj od dostupnih klasa, PCA
tehnikom za smanjenje dimenzionalnosti doslo se do kona¢nih 9 PCA obeleZja. Novoformirani
skup podataka podeljen je na obucavajuci (OPK - 80, prelazno - 93) i test (OPK- 34(45,94%),
prelazno - 40 (54,06%)) skup.

Na test skup podataka primenjeni su algoritmi za maSinsko ucenje kreirani na
obucavaju¢em skupu podataka i dobijeni rezultati predstavljeni u tabeli 13.1. U tabeli 13.2
prikazane su vrednosti parametara dijagnostickog znacaja primene OMIS metode.

Tabela 13.1. Parametri primene OMIS metode na bojenim uzorcima tkiva (4.2.2.2.)

parametar algoritam

NB DT RF SVM NN DL
tacnost 71,62% 6892% 7838% 82,43% 77,03% 77,03%
senzitivnost 61,76%  73,53% 79,14% 82,35% 7941% 82,35%
specificnost 80,00%  6500% 77,50% 82,50%  75,00% 72,50%
vrednost AUC 0,793 0,671 0,859 0,870 0,842 0,809
TP* 21 25 27 28 27 28
LP* 8 14 9 7 10 11
TN™ 32 26 31 33 30 29
LN™ 13 9 7 6 7 6

*TP - tacno pozitivni - br. uzoraka tkiva OPK-a koje je algoritam predvideo kao OPK

**LP - laZno pozitivni - br. uzoraka normalnog tkiva koje je algoritam predvideo kao OPK
**TN - tacno negativni - br. uzoraka normalnog tkiva koje je algoritam predvideo kao
normalno

*#**LN - lazno negativni - br. uzoraka tkiva OPK-a koje je algoritam predvideo kao normalno
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Na slici 59 prikazano je poredenje parametara klasifikacione efikasnosti (senzitivnost,
specificnost, vrednost AUC indeksa) primenjenih algoritama.

B Senzitivnost ® Specificnost ® vrednost AUC

100% ~
80% -
60% -
40% -
20% -
O% - ' ' T _—r
NB DT RF SVM NN DL

Slika 59. Klasifikaciona efikasnost automatizovanih algoritamaprimenjenih na podatke OMIS-
a kod bojenih uzoraka (4.2.2.2.)

Tabela 13.2. Dijagnosticki znacaj primene OMIS metode (4.2.2.2.)

parametri algoritmi

NB DT RF SVM NN DL
OovV+ 3,09 2,10 3,52 4,70 3,18 2,99
Oov- 0,48 0,40 0,27 0,21 0,27 0,24
DOS 6,44 5,25 13,04 22,38 11,77 12,45

!

algoritam verovatnoca pre testa (primene OMIS-a) - VpreT

45,94% 20,56% 45,94% 20,56%
VposleT (za OV+) VposleT (za OV-)

NB 72,42% 44,43% 28,97% 11,04%
DT 64,09% 75,27% 25,37% 15,70%
RF 74,94% 47,67% 18,66% 6,53%
SVM 79,97% 54,88% 15,14% 5,15%
NN 72,99% 45,14% 18,66% 6,53%
DL 71,76% 43,62% 16,94% 5,85%
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Na slici 60 prikazano je poredenje ROC kriva za sve algoritme primenjene na dati skup
podataka.

NB DT
RF SVM
NN DL

Senzitivnost

1 - Specifi¢nost

Slika 60. Poredenje ROC kriva za bojene uzorke tkiva (4.2.2.2.)
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4.2.2.3. | Klasifikacija uzoraka tkiva OPK-a (kategorija 5 - prelazno) i svih preparata
razli¢itih tipova normalnog tkiva

U okviru analize obuhvaceno je ukupno 476 uzoraka tkiva (prelazno - 133, normalno -
343) cija je karakterizacija definisana podacima prikupljenim OMIS metodom. Sa inicijalnih
256 atributa, odgovornih za odredivanje pripadnosti uzoraka nekoj od dostupnih klasa, PCA
tehnikom za smanjenje dimenzionalnosti doslo se do kona¢nih 9 PCA obeleZja. Novoformirani
skup podataka podeljen je na obucavajuci (prelazno - 93, normalno - 240) i test (prelazno - 40
(27,97%), normalno - 103 (72,03%)) skup.

Na test skup podataka primenjeni su algoritmi za maSinsko ucenje kreirani na
obucavaju¢em skupu podataka i dobijeni rezultati predstavljeni u tabeli 14.1. U tabeli 14.2
prikazane su vrednosti parametara dijagnostickog znacaja primene OMIS metode.

Tabela 14.1. Parametri primene OMIS metode na bojenim uzorcima tkiva (4.2.2.3.)

parametar algoritam

NB DT RF SVM NN DL
tacnost 7343%  72,73% 79,02% 82,52% 78,32% 81,82%
senzitivnost 62,50% 62,50% 57,50% 60,00% 65,00% 72,50%
specificnost 77,67%  76,70% 87,38% 91,26% 83,50%  85,44%
vrednost AUC 0,796 0,671 0,814 0,855 0,836 0,830
TP* 25 25 23 24 26 29
LP* 23 24 13 9 17 15
TN™ 80 79 90 94 86 88
LN™ 15 15 17 16 14 11

*TP - tacno pozitivni - br. uzoraka tkiva OPK-a koje je algoritam predvideo kao OPK

**LP - laZno pozitivni - br. uzoraka normalnog tkiva koje je algoritam predvideo kao OPK
**TN - tacno negativni - br. uzoraka normalnog tkiva koje je algoritam predvideo kao
normalno

*#**LN - lazno negativni - br. uzoraka tkiva OPK-a koje je algoritam predvideo kao normalno

117



Na slici 61 prikazano je poredenje parametara klasifikacione efikasnosti (senzitivnost,
specificnost, vrednost AUC indeksa) primenjenih algoritama.

B Senzitivnost ® Specificnost ® vrednost AUC

100% -

0%

80% -
60% -
40%
20%
NB DT RF SVM NN DL

Slika 61. Klasifikaciona efikasnost automatizovanih algoritamaprimenjenih na podatke OMIS-
a kod bojenih uzoraka (4.2.2.3.)

Tabela 14.2 Dijagnosticki znacaj primene OMIS metode (4.2.2.3.)

parametri algoritmi

NB DT RF SVM NN DL
OovV+ 2,80 2,68 4,56 6,16 3,94 4,97
Oov- 0,48 0,49 0,49 0,44 0,42 0,32
DOS 5,83 5,47 9,30 14,00 9,38 15,53

|

algoritam verovatnoca pre testa (primene OMIS-a) - VpreT

27,97% 20,56% 27,97% 20,56%
VposleT (za OV+) VposleT (za OV-)

NB 52,07% 42,01% 15,70% 11,04%
DT 50,97% 40,95% 28,55% 11,25%
RF 63,88% 54,13% 28,55% 11,25%
SVM 70,50% 61,45% 14,58% 10,22%
NN 60,45% 50,48% 14,01% 9,80%
DL 65,85% 56,25% 11,04% 7,64%
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Na slici 62 prikazano je poredenje ROC kriva za sve algoritme primenjene na dati skup
podataka.

NB DT
RF SVM
NN DL

1,0

0,8

0,6

0,4

Senzitivnost

0,2

1 - Specifi¢nost

Slika 62. Poredenje ROC kriva za bojene uzorke tkiva (4.2.2.3.)
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4.2.2.4. Klasifikacija uzoraka tkiva OPK-a (kategorija 1) i preparata normalnog
epitelnog i vezivnog tkiva

U okviru analize obuhvacdeno je ukupno 159 uzoraka tkiva (karcinom - 114, normalno
epitelno i vezivno tkivo - 45) Cija je karakterizacija definisana podacima prikupljenim OMIS
metodom. Sa inicijalnih 256 atributa, odgovornih za odredivanje pripadnosti uzoraka nekoj
od dostupnih klasa, PCA tehnikom za smanjenje dimenzionalnosti doslo se do kona¢nih 9 PCA
obeleZja. Novoformirani skup podataka podeljen je na obucavajuci (karcinom - 80, normalno -
31) i test (karcinom - 34 (70,83%), normalno - 14 (29,17%)) skup.

Na test skup podataka primenjeni su algoritmi za maSinsko ucenje kreirani na
obucavaju¢em skupu podataka i dobijeni rezultati predstavljeni u tabeli 15.1. U tabeli 15.2
prikazane su vrednosti parametara dijagnosti¢ckog znacaja primene OMIS metode.

Tabela 15.1. Parametri primene OMIS metode na bojenim uzorcima tkiva (4.2.2.4.)

parametar algoritam

NB DT RF SVM NN DL
tacnost 75,00% 77,08% 87,50% 77,08% 70,83% 77,08%
senzitivnost 88,24% 7941% 97,06% 97,06% 97,06%  94,12%
specificnost 42,86% 71,43% 64,29%  28,57% 7,14% 35,71%
vrednost AUC 0,842 0,711 0,891 0,853 0,716 0,826
TP* 30 27 33 33 33 32
LP* 8 4 5 10 13 9
TN™ 6 10 9 4 1 5
LN™* 4 7 1 1 1 2

*TP - tacno pozitivni - br. uzoraka tkiva OPK-a koje je algoritam predvideo kao OPK

**LP - laZno pozitivni - br. uzoraka normalnog tkiva koje je algoritam predvideo kao OPK
**TN - tacno negativni - br. uzoraka normalnog tkiva koje je algoritam predvideo kao
normalno

*#**LN - lazno negativni - br. uzoraka tkiva OPK-a koje je algoritam predvideo kao normalno
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Na slici 63 prikazano je poredenje parametara klasifikacione efikasnosti (senzitivnost,
specificnost, vrednost AUC indeksa) primenjenih algoritama.

B Senzitivnost ™ Specificnost ®vrednost AUC

100% -
80%
60%
40%

20%

NB DT RF SVM NN DL

0%

Slika 63. Klasifikaciona efikasnost automatizovanih algoritama primenjenih na podatke
OMIS-a kod bojenih uzoraka (4.2.2.4.)

Tabela 15.2. Dijagnosticki znacaj primene OMIS metode (4.2.2.4.)

parametri algoritmi

NB DT RF SVM NN DL
OovV+ 1,54 2,78 2,71 1,36 1,04 1,46
Oov- 0,27 0,29 0,04 0,10 0,41 0,16
DOS 5,70 9,58 67,75 13,6 2,53 9,12

!

algoritam verovatnoca pre testa (primene OMIS-a) - VpreT

70,83% 20,56% 70,83% 20,56%
VposleT (za OV+) VposleT (za OV-)

NB 78,89% 28,49% 39,59% 6,53%
DT 87,08% 41,83% 41,31% 6,98%
RF 86,80% 41,22% 8,85% 1,02%
SVM 76,75% 26,03% 19,53% 2,52%
NN 71,63% 21,20% 49,88% 9,59%
DL 78,00% 27,42% 27,97% 3,97%
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Na slici 64 prikazano je poredenje ROC kriva za sve algoritme primenjene na dati skup
podataka.

NB DT
RF SVM
NN DL

Senzitivnost

1 - Specifi¢nost

Slika 64. Poredenje ROC kriva za bojene uzorke tkiva (4.2.2.4.)

122



4.2.2.5. | Klasifikacija uzoraka tkiva OPK - a (kategorija 1) i preparata normalnog
miSi¢nog tkiva

U okviru analize obuhvacdeno je ukupno 274 uzoraka tkiva (karcinom - 114, normalno
miSi¢no tkivo - 160) cija je karakterizacija definisana podacima prikupljenim OMIS metodom.
Sa inicijalnih 256 atributa, odgovornih za odredivanje pripadnosti uzoraka nekoj od
dostupnih klasa, PCA tehnikom za smanjenje dimenzionalnosti doslo se do kona¢nih 9 PCA
obeleZja. Novoformirani skup podataka podeljen je na obucavajuci (karcinom - 80, normalno -
112) i test (karcinom - 34 (41,46%), normalno - 48 (58,54%)) skup.

Na test skup podataka primenjeni su algoritmi za maSinsko ucenje kreirani na
obucavaju¢em skupu podataka i dobijeni rezultati predstavljeni u tabeli 16.1. U tabeli 16.2
prikazane su vrednosti parametara dijagnostickog znacaja primene OMIS metode.

Tabela 16.1. Parametri primene OMIS metode na bojenim uzorcima tkiva (4.2.2.5.)

parametar algoritam

NB DT RF SVM NN DL
tacnost 79,23% 73,17% 86,59% 8293% 8293% 7927%
senzitivnost 67,65% 97,06% 8529% 76,47% 7941% 82,35%
specificnost 87,50% 56,25% 87,50% 87,50% 8542% 77,08%
vrednost AUC 0,869 0,775 0,916 0,889 0,900 0,873
TP* 23 33 29 26 27 28
LP* 6 21 6 6 7 11
TN™ 42 27 42 42 41 37
LN™* 11 1 5 8 7 6

*TP - tacno pozitivni - br. uzoraka tkiva OPK-a koje je algoritam predvideo kao OPK

**LP - laZno pozitivni - br. uzoraka normalnog tkiva koje je algoritam predvideo kao OPK
**TN - tacno negativni - br. uzoraka normalnog tkiva koje je algoritam predvideo kao
normalno

*#**LN - lazno negativni - br. uzoraka tkiva OPK-a koje je algoritam predvideo kao normalno
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Na slici 65 prikazano je poredenje parametara klasifikacione efikasnosti (senzitivnost,
specificnost, vrednost AUC indeksa) primenjenih algoritama.

B Senzitivnost ™ Specificnost ® vrednost AUC

100%
80% -
60% -
40% -

20% -

0% -
NB DT RF SVM NN DL

Slika 65. Klasifikaciona efikasnost automatizovanih algoritama primenjenih na podatke
OMIS-a kod bojenih uzoraka (4.2.2.5.)

Tabela 16.2. Dijagnosticki znacaj primene OMIS metode (4.2.2.5.)

parametri algoritmi

NB DT RF SVM NN DL
OovV+ 541 2,22 6,82 6,12 5,44 3,59
Oov- 0,37 0,05 0,16 0,27 0,24 0,23
DOS 14,62 44,40 42,62 22,66 22,66 15,60

!

algoritam verovatnoca pre testa (primene OMIS-a) - VpreT
41,46% 20,56% 41,46% 20,56%

VposleT (za OV+) VposleT (za OV-)
NB 79,29% 58,33% 20,75% 8,73%
DT 61,11% 36,48% 3,41% 1,27%
RF 82,84% 63,83% 10,17% 3,97%
SVM 81,24% 61,29% 16,04% 6,53%
NN 79,38% 58,47% 14,52% 5,84%
DL 71,76% 48,16% 14,00% 5,61%
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Na slici 66 prikazano je poredenje ROC kriva za sve algoritme primenjene na dati skup
podataka.

NB DT
RF SVM
NN DL

Senzitivnost

0,8 1,0

1 - Specificnost

Slika 66. Poredenje ROC kriva za bojene uzorke tkiva (4.2.2.5.)
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4.2.2.6. | Klasifikacija uzoraka tkiva OPK - a (kategorija 1) i preparata normalnog
masnog tkiva

U okviru analize obuhvacdeno je ukupno 154 uzoraka tkiva (karcinom - 114, normalno
masno tkivo - 40) Cija je karakterizacija definisana podacima prikupljenim OMIS metodom. Sa
inicijalnih 256 atributa, odgovornih za odredivanje pripadnosti uzoraka nekoj od dostupnih
klasa, PCA tehnikom za smanjenje dimenzionalnosti doSlo se do konac¢nih 9 PCA obeleZja.
Novoformirani skup podataka podeljen je na obucavajuci (karcinom - 80, normalno - 28) i test
(karcinom - 34 (73,91%), normalno - 12 (26,09%)) skup.

Na test skup podataka primenjeni su algoritmi za maSinsko ucenje kreirani na
obucavaju¢em skupu podataka i dobijeni rezultati predstavljeni u tabeli 17.1. U tabeli 17.2
prikazane su vrednosti parametara dijagnosti¢ckog znacaja primene OMIS metode.

Tabela 17.1. Parametri primene OMIS metode na bojenim uzorcima tkiva (4.2.2.6.)

parametar algoritam

NB DT RF SVM NN DL
tacnost 82,61% 84,78% 8043% 76,09% 84,78%  84,78%
senzitivnost 97,06% 100% 97,06% 100% 97,06%  97,06%
specificnost 41,67%  41,67%  33,33% 8,33% 50,00% 50,00%
vrednost AUC 0,909 0,681 0,879 0,929 0,885 0,873
TP* 33 34 33 34 33 33
LP* 7 7 8 11 6 6
TN™ 5 5 4 1 6 6
LN™* 1 0 1 0 1 1

*TP - tacno pozitivni - br. uzoraka tkiva OPK-a koje je algoritam predvideo kao OPK

**LP - laZno pozitivni - br. uzoraka normalnog tkiva koje je algoritam predvideo kao OPK
**TN - tacno negativni - br. uzoraka normalnog tkiva koje je algoritam predvideo kao
normalno

*#**LN - lazno negativni - br. uzoraka tkiva OPK-a koje je algoritam predvideo kao normalno
hwkikZa vrednosti senzitivnosti i specificnosti od 100 i 0%, radi izracunavanja odnosa
verovatnoce i dijagnostickog odnosa Sansi koris¢ene su vrednosti 99 i 1%.
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Na slici 67 prikazano je poredenje parametara klasifikacione efikasnosti (senzitivnost,
specificnost, vrednost AUC indeksa) primenjenih algoritama.

B Senzitivnost M Specificnost ™ vrednost AUC

100% -
80% -
60% -
40% -
O% _—I—I—I+I—I—\
NB DT RF SVM NN DL

Slika 67. Klasifikaciona efikasnost automatizovanih algoritama primenjenih na podatke
OMIS-a kod bojenih uzoraka (4.2.2.6.)

Tabela 17.2. Dijagnosticki znacaj primene OMIS metode (4.2.2.6.)

parametri algoritmi

NB DT RF SVM NN DL
OovV+ 1,66 1,69 1,46 1,08 1,94 1,94
Oov- 0,07 0,02 0,09 0,12 0,06 0,06
DOS 23,71 84,5 16,22 9,00 32,33 32,33

!

algoritam verovatnoca pre testa (primene OMIS-a) - VpreT
73,91% 20,56% 73,91% 20,56%

VposleT (za OV+) VposleT (za OV-)
NB 82,45% 30,05% 16,54% 1,77%
DT 82,71% 30,42% 5,36% 0,51%
RF 80,52% 27,42% 20,31% 2,27%
SVM 75,36% 21,84% 25,36% 3,01%
NN 84,60% 33,42% 14,52% 1,52%
DL 84,60% 33,42% 14,52% 1,52%
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Na slici 68 prikazano je poredenje ROC kriva za sve algoritme primenjene na dati skup
podataka.

NB DT
RF SVM
NN DL

Senzitivnost

1 - Specifi¢nost

Slika 68. Poredenje ROC kriva za bojene uzorke tkiva (4.2.2.6.)
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4.2.2.7. | Klasifikacija uzoraka tkiva OPK - a (kategorija 1) i preparata normalnog
kostanog tkiva

U okviru analize obuhvacdeno je ukupno 188 uzoraka tkiva (karcinom - 114, normalno
koStano tkivo - 74) Cija je karakterizacija definisana podacima prikupljenim OMIS metodom.
Sa inicijalnih 256 atributa, odgovornih za odredivanje pripadnosti uzoraka nekoj od
dostupnih klasa, PCA tehnikom za smanjenje dimenzionalnosti doSlo se do kona¢nih 10 PCA
obeleZja. Novoformirani skup podataka podeljen je na obucavajuci (karcinom - 80, normalno -
52) i test (karcinom - 34 (60,71%), normalno - 22 (39,29%)) skup.

Na test skup podataka primenjeni su algoritmi za maSinsko ucenje kreirani na
obucavaju¢em skupu podataka i dobijeni rezultati predstavljeni u tabeli 18.1. U tabeli 18.2
prikazane su vrednosti parametara dijagnosti¢ckog znacaja primene OMIS metode.

Tabela 18.1. Parametri primene OMIS metode na bojenim uzorcima tkiva (4.2.2.7.)

parametar algoritam

NB DT RF SVM NN DL
tacnost 82,14% 8393% 91,07% 87,50% 8571% 89,29%
senzitivnost 91,18%  8529% 94,12% 91,18% 94,12% 91,18%
specificnost 68,18% 81,82% 86,36% 81,82% 72,73%  86,36%
vrednost AUC 0,936 0,921 0,973 0,936 0,959 0,971
TP* 31 29 32 31 32 31
LP* 7 4 3 4 6 3
TN™ 15 18 19 18 16 19
LN™* 3 5 2 3 2 3

*TP - tacno pozitivni - br. uzoraka tkiva OPK-a koje je algoritam predvideo kao OPK

**LP - laZno pozitivni - br. uzoraka normalnog tkiva koje je algoritam predvideo kao OPK
**TN - tacno negativni - br. uzoraka normalnog tkiva koje je algoritam predvideo kao
normalno

*#**LN - lazno negativni - br. uzoraka tkiva OPK-a koje je algoritam predvideo kao normalno
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Na slici 69 prikazano je poredenje parametara klasifikacione efikasnosti (senzitivnost,
specificnost, vrednost AUC indeksa) primenjenih algoritama.

B Senzitivnost  ® Specificnost  ®vrednost AUC

100% -
80% -
60% -
40% -
20% -
O% - e
NB DT RF SVM NN DL

Slika 69. Klasifikaciona efikasnost automatizovanih algoritama primenjenih na podatke
OMIS-a kod bojenih uzoraka (4.2.2.7.)

Tabela 18.2. Dijagnosticki znacaj primene OMIS metode (4.2.2.7.)

parametri algoritmi

NB DT RF SVM NN DL
OovV+ 2,18 4,69 6,90 5,01 3,45 6,68
Oov- 0,13 0,18 0,07 0,11 0,08 0,10
DOS 16,76 26,05 98,57 45,54 43,12 66,80

!

algoritam verovatnoca pre testa (primene OMIS-a) - VpreT
60,71% 20,56% 60,71% 20,56%

VposleT (za OV+) VposleT (za OV-)
NB 77,10% 36,06% 16,72% 3,25%
DT 87,87% 54,82% 21,75% 4,45%
RF 91,42% 64,10% 9,75% 1,78%
SVM 88,55% 56,45% 14,52% 2,76%
NN 84,20% 47,16% 11,00% 2,02%
DL 91,16% 63,35% 10,00% 2,52%
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Na slici 70 prikazano je poredenje ROC kriva za sve algoritme primenjene na dati skup

podataka.

Senzitivnost

NB
RF
NN

DT

SVM
DL

0,6

0,4

1 - Specifi¢nost

Slika 70. Poredenje ROC kriva za bojene uzorke tkiva (4.2.2.7.)
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4.2.2.8. | Klasifikacija uzoraka tkiva OPK - a (kategorija 4 - infiltrisano kostano
tkivo) i preparata normalnog kostanog tkiva

U okviru analize obuhvaceno je ukupno 164 uzoraka tkiva (infiltracija kosti - 90,
normalno kostano tkivo - 74) Cija je karakterizacija definisana podacima prikupljenim OMIS
metodom. Sa inicijalnih 256 atributa, odgovornih za odredivanje pripadnosti uzoraka nekoj
od dostupnih klasa, PCA tehnikom za smanjenje dimenzionalnosti doslo se do konac¢nih 10
PCA obeleZja. Novoformirani skup podataka podeljen je na obucavajudi (infiltracija kosti - 63,
normalno - 52) i test (infiltracija kosti - 27 (55,10%), normalno - 22 (44,90%)) skup.

Na test skup podataka primenjeni su algoritmi za maSinsko ucenje kreirani na
obucavaju¢em skupu podataka i dobijeni rezultati predstavljeni u tabeli 19.1. U tabeli 19.2
prikazane su vrednosti parametara dijagnosti¢ckog znacaja primene OMIS metode.

Tabela 19.1. Parametri primene OMIS metode na bojenim uzorcima tkiva (4.2.2.8.)

parametar algoritam

NB DT RF SVM NN DL
tacnost 5510% 61,22% 57,14% 6531% 6531% 67,35%
senzitivnost 51,85% 92,59% 6296% 74,07% 70,37% 70,37%
specificnost 59,09% 22,73% 50,0000 54,55% 59,09% 63,64%
vrednost AUC 0,601 0,620 0,650 0,682 0,721 0,734
TP* 14 25 17 20 19 19
LP* 9 17 11 10 9 8
TN™ 13 5 11 12 13 14
LN™* 13 2 10 7 8 8

*TP - tacno pozitivni - br. uzoraka tkiva OPK-a koje je algoritam predvideo kao OPK

**LP - laZno pozitivni - br. uzoraka normalnog tkiva koje je algoritam predvideo kao OPK
**TN - tacno negativni - br. uzoraka normalnog tkiva koje je algoritam predvideo kao
normalno

*#**LN - lazno negativni - br. uzoraka tkiva OPK-a koje je algoritam predvideo kao normalno

132



Na slici 71 prikazano je poredenje parametara klasifikacione efikasnosti (senzitivnost,
specificnost, vrednost AUC indeksa) primenjenih algoritama.

B Senzitivnost ® Specificnost ®vrednost AUC

100% ~
80%
60%
40%

20%

0%

NB DT RF SVM NN DL

Slika 71. Klasifikaciona efikasnost automatizovanih algoritama primenjenih na podatke
OMIS-a kod bojenih uzoraka (4.2.2.8.)

Tabela 19.2. Dijagnosticki znacaj primene OMIS metode (4.2.2.8.)

parametri algoritmi

NB DT RF SVM NN DL
OovV+ 1,27 1,20 1,26 1,63 1,72 1,94
Oov- 0,81 0,32 0,74 0,47 0,50 0,46
DOS 1,57 3,75 1,70 3,46 3,44 4,22

l

algoritam verovatnoca pre testa (primene OMIS-a) - VpreT
55,10% 20,56% 55,10% 20,56%

VposleT (za OV+) VposleT (za OV-)
NB 60,29% 24,73% 49,85% 17,32%
DT 59,55% 23,69% 28,19% 7,64%
RF 60,72% 24,59% 47,58% 16,07%
SVM 66,67% 29,66% 36,57% 10,84%
NN 67,85% 30,80% 38,02% 11,46%
DL 70,41% 33,42% 36,07% 10,63%
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Na slici 72 prikazano je poredenje ROC kriva za sve algoritme primenjene na dati skup
podataka.

NB DT
RF SVM
NN DL

Senzitivnost

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1 - Specifi¢nost

Slika 72. Poredenje ROC kriva za bojene uzorke tkiva (4.2.2.8.)
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4.2.2.9. | Klasifikacija uzoraka tkiva OPK - a (kategorija 1) i preparata normalnog
tkiva pljuvacnih Zlezda

U okviru analize obuhvacdeno je ukupno 138 uzoraka tkiva (karcinom - 114, normalno
tkivo pljuvacne Zlezde - 24) ¢ija je karakterizacija definisana podacima prikupljenim OMIS
metodom. Sa inicijalnih 256 atributa, odgovornih za odredivanje pripadnosti uzoraka nekoj
od dostupnih klasa, PCA tehnikom za smanjenje dimenzionalnosti doslo se do kona¢nih 9 PCA
obeleZja. Novoformirani skup podataka podeljen je na obucavajuci (karcinom - 80, normalno -
17) i test (karcinom - 34 (82,92%), normalno - 7 (17,08%)) skup.

Na test skup podataka primenjeni su algoritmi za maSinsko ucenje kreirani na
obucavaju¢em skupu podataka i dobijeni rezultati predstavljeni u tabeli 20.1. U tabeli 20.2
prikazane su vrednosti parametara dijagnosti¢ckog znacaja primene OMIS metode.

Tabela 20.1. Parametri primene OMIS metode na bojenim uzorcima tkiva (4.2.2.9.)

parametar algoritam

NB DT RF SVM NN DL
tacnost 82,93% 80,49% 8293% 8293% 8293% 80,49%
senzitivnost 97,06%  97,06% 100% 100% 97,06%  91,18%
specificnost 14,29%  0,00% 0,00% 0,00% 14,29%  28,57%
vrednost AUC 0,769 0,378 0,889 0,782 0,870 0,752
TP* 33 33 34 34 33 31
LP* 6 7 7 7 6 5
TN™ 1 0 0 0 1 2
LN™* 1 1 0 0 1 3

*TP - tacno pozitivni - br. uzoraka tkiva OPK-a koje je algoritam predvideo kao OPK

**LP - laZno pozitivni - br. uzoraka normalnog tkiva koje je algoritam predvideo kao OPK
**TN - tacno negativni - br. uzoraka normalnog tkiva koje je algoritam predvideo kao
normalno

*#**LN - lazno negativni - br. uzoraka tkiva OPK-a koje je algoritam predvideo kao normalno
wkikZa vrednosti senzitivnosti i specificnosti od 100 i 0%, radi izracunavanja odnosa
verovatnoce i dijagnostickog odnosa Sansi koris¢ene su vrednosti 99 i 1%.
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Na slici 73 prikazano je poredenje parametara klasifikacione efikasnosti (senzitivnost,
specificnost, vrednost AUC indeksa) primenjenih algoritama.

B Senzitivnost ~ ® Specificnost  ®vrednost AUC

100% -
80% -
60% -
40% -
20% - I
v, HD i
NB DT RF SVM NN DL

Slika 73. Klasifikaciona efikasnost automatizovanih algoritama primenjenih na podatke
OMIS-a kod bojenih uzoraka (4.2.2.9.)

Tabela 20.2. Dijagnosticki znacaj primene OMIS metode (4.2.2.9.)

parametri algoritmi

NB DT RF SVM NN DL
OovV+ 1,13 0,98 1,00 1,00 1,13 1,28
Oov- 0,20 2,94 1,00 1,00 0,20 0,34
DOS 5,65 0,33 1,00 1,00 5,65 3,76

|

algoritam verovatnoca pre testa (primene OMIS-a) - VpreT
82,92% 20,56% 82,92% 20,56%

VposleT (za OV+) VposleT (za OV-)
NB 84,57% 22,62% 49,25% 4,92%
DT 82,62% 20,23% 93,45% 43,20%
RF 82,92% 20,56% 82,92% 20,56%
SVM 82,92% 20,56% 82,92% 20,56%
NN 84,57% 22,62% 49,25% 4,92%
DL 86,13% 24,88% 62,27% 8,08%
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Na slici 74 prikazano je poredenje ROC kriva za sve algoritme primenjene na dati skup
podataka.
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Slika 74. Poredenje ROC kriva za bojene uzorke tkiva (4.2.2.9.)
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4.2.3. | Rangiranje automatizovanih algoritama i testiranje nulte
hipoteze prema definisanim parametrima klasifikacione efikasnosti

4.2.3.1. | Rangiranje po tacnosti

Rezultat Fridmanovog testa: p=0,028 (referentna vrednost p<0,05)

Tabela 21.1 Rangiranje algoritama prema vrednosti tacnosti

algoritmi NB DT RF SVM NN DL

VPR* 2,450 2,400 4,600 4,100 3,500 3,950

*VPR -vrednost prose¢nog ranga

Rezultati Nemenji testa za vrednost kriti¢ne razlike prosecnog ranga od 2,4036 u odnosu na
vrednost p (referentna vrednost p<0,05)

Tabela 21.2 Prisustvo statisticki znacajnih razlika izmedu primenjenih algoritama
po vrednostima za parametar ta¢nosti

algoritmi NB DT RF SVM NN DL
NB 1 1.000 0.109 0.361 0.809 0.472
DT 1.000 1 0.094 0.327 0.777 0.434
RF 0.109 0.094 1 0.991 0.777 0.971
SVM 0.361 0.327 0.991 1 0.980 1.000
NN 0.809 0.777 0.777 0.980 1 0.995
DL 0.472 0.434 0.971 1.000 0.995 1

*bojom su obeleZena polja sa vrednosti p<0,05

4.2.3.2. | Rangiranje po vrednosti AUC

Rezultat Fridmanovog testa: p~0,0002 (referentna vrednost p<0,05)

Tabela 22.1 Rangiranje algoritama prema vrednosti AUC

algoritmi NB DT RF SVM NN DL

VPR* 2,950 1,200 4,800 4,550 3,900 3,600

*VPR -vrednost prose¢nog ranga

Rezultati Nemenji testa za vrednost kriticne razlike prosecnog ranga od 2,4036 u odnosu na
vrednost p (referentna vrednost p<0,05)
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Tabela 22.2 Prisustvo statisticki znacajnih razlika izmedu primenjenih algoritama
po vrednostima parametra AUC

algoritmi NB DT RF SVM NN DL
NB 1 0.295 0.236 0.397 0.866 0.971
DT 0.295 0.051
RF 0.236 0.706
SVM 0.397 1.000 0.866
NN 0.866 0.891 0.971 1 0.999
DL 0.971 0.051 0.706 0.866 0.999 1
*bojom su obeleZena polja sa vrednosti p<0,05

4.2.3.3. | Rangiranje po odnosu verovatnoce za pozitivan rezultat testa (vrednost

0ov+)

Rezultat Fridmanovog testa: p=0,212 (referentna vrednost p<0,05)
Tabela 23.1 Rangiranje algoritama prema vrednosti OV+
algoritmi NB DT RF SVM NN DL
VPR* 3,050 2,400 4,150 3,750 3,400 4,250

*VPR -vrednost prose¢nog ranga

Rezultati Nemenji testa za vrednost kriti¢ne razlike prose¢nog ranga od 2,4036 u odnosu na
vrednost p (referentna vrednost p<0,05)

Tabela 23.2 Prisustvo statisticki znacajnih razlika izmedu primenjenih algoritama
po vrednostima za parametar odnosa verovatnoce za pozitivan rezultat testa

algoritmi NB DT RF SVM NN DL

NB 1 0.971 0.777 0.960 0.998 0.706
DT 0.971 1 0.295 0.590 0.839 0.236
RF 0.777 0.295 1 0.997 0.947 1.000
SVM 0.960 0.590 0.997 1 0.998 0.991
NN 0.998 0.839 0.947 0.998 1 0.912
DL 0.706 0.236 1.000 0.991 0.912 1

*bojom su obeleZena polja sa vrednosti p<0,05
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4.2.3.4. | Rangiranje po odnosu verovatnoce za negativan rezultat testa (vrednost
ov-)

Rezultat Fridmanovog testa: p=0,447 (referentna vrednost p<0,05)

Tabela 24.1 Rangiranje algoritama prema vrednosti OV-

algoritmi NB DT RF SVM NN DL

VPR* 2,850 3,050 4,050 3,250 3,500 4,300

*VPR -vrednost prose¢nog ranga

Rezultati Nemenji testa za vrednost kriticne razlike prosetnog ranga od 2,4036 u odnosu na
vrednost p (referentna vrednost p<0,05)

Tabela 24.2 Prisustvo statisticki znacajnih razlika izmedu primenjenih algoritama
po vrednostima za parametar odnosa verovatnoce za negativan rezultat testa

algoritmi NB DT RF SVM NN DL

NB 1 1.000 0.668 0.931 0.809 0.511
DT 1.000 1 0.839 0.986 0.931 0.706
RF 0.668 0.839 1 0.995 1.000 1.000
SVM 0.931 0.986 0.995 1 1.000 0.971
NN 0.809 0.931 1.000 1.000 1 0.997
DL 0.511 0.706 1.000 0.971 0.997 1

*bojom su obeleZena polja sa vrednosti p<0,05

4.2.3.5. | Rangiranje po dijagnostickom odnosu $ansi (vrednost DOS)

Rezultat Fridmanovog testa: p=0,202 (referentna vrednost p<0,05)

Tabela 25.1 Rangiranje algoritama prema vrednosti OV+

algoritmi NB DT RF SVM NN DL

VPR* 2,450 3,100 4,150 3,700 3,250 4,350

*VPR -vrednost prose¢nog ranga

Rezultati Nemenji testa za vrednost kriticne razlike prosecnog ranga od 2,4036 u odnosu na
vrednost p (referentna vrednost p<0,05)
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Tabela 25.2 Prisustvo statisticki znacajnih razlika izmedu primenjenih algoritama
po vrednostima za parametar dijagnostickog odnosa Sansi

algoritmi NB DT RF SVM NN DL
NB 1 0.971 0.327 0.668 0.931 0.210
DT 0.971 1 0.809 0.980 1.000 0.668
RF 0.327 0.809 1 0.995 0.891 1.000
SVM 0.668 0.980 0.995 1 0.995 0.971
NN 0.931 1.000 0.891 0.995 1 0.777
DL 0.210 0.668 1.000 0.971 0.777 1

*bojom su obeleZena polja sa vrednosti p<0,05

Prosecna vrednost ranga algoritama po svih pet analiziranih parametara prikazana je
na slici 75.
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2.43
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1
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NB DT RF SVM NN DL
Slika 75. Prosecna vrednost ranga efikasnosti primenjenih algoritama u odnosu na pet
analiziranih parametara

Na slici 76 predstavljen je graficki prikaz prisustva ili odsustva statisticki znacajnih
razlika u performansama primenjenih algoritama po svakom parametru pojedinacno.
Statisticki znacajnim smatraju se sve vrednosti ranga koje se nalaze iznad grani¢ne vrednosti
(grani¢na vrednost = najnizi rang + Kriti¢na razlika prosecnog ranga - 2,4036).
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Slika 76. Statisticki znacajne razlike u efikasnosti primenjenih algoritmima u odnosu na
zadatu grani¢nu vrednost za parametre (a) tacnosti (b) vrednosti AUC (c¢) OV+ (d) OV-i (e)
DOS
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4.2.3.6. | Testiranje nulte hipoteze

U okviru testiranja nulte hipoteze sprovedeno je ukupno 240 testova po Cetiri
parametra koji ujedno opisuju i dijagnostic¢ki znacaj primene OMIS metode na tkiva u usnoj
duplji: vrednost AUC, odnos verovatnoce za pozitivan rezultat testa (OV+), odnos verovatnoce
za negativan rezultat testa (OV-) i dijagnosti¢ki odnos $ansi (DOS).

Rezultati testiranja nulte hipoteze (slika 77):

Broj testova kod kojih se vrednosti parametara nalaze ispod (AUC, OV+ i DOS) ili iznad
grani¢nih vrednosti (OV-): 10 (4%)

Broj testova kod kojih se vrednosti parametara nalaze iznad (AUC, OV+ i DOS) ili ispod

grani¢nih vrednosti (OV-): 230 (96%)

testovi losiji od grani¢ne
vrednosti

testovi bolji od grani¢ne
vrednosti

Slika 77. Primena OMIS-a u odnosu na testiranje nulte hipoteze
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5. DISKUSIJA

Poslednjih decenija poseban akcenat stavljen je na razvoj novih tehnologija za
pravovremenu i ta¢nu detekciju Celija karcinoma u humanom tkivu. Uporedo sa radom na
unapredenju rane dijagnostike, skrining programa, molekularnih analiza, inovativnih tehnika i
pametnih uredaja, teZnja struCne i Sire javnosti konstantno je usmerena na pronalaZenje
reSenja koja bi na efikasan, neinvazivan, brz i isplativ na¢in mogla zameniti neke od ustaljenih
metoda analize prekanceroznih i kanceroznih stanja. Veoma dinamicna sfera novih
istraZivanja po tom pitanju jeste i oblast onkologije usne duplje, sa narocitim interesovanjem
za dijagnostiku i leCenje oralnog planocelularnog karcinoma.

Osim rastuceg broja studija koje govore o potencijalnom znacaju neoplasti¢nih
promena koje se odvijaju na molekularnom nivou, dobar deo novijih ispitivanja fokusiran je
na podatke koji se o malignoj transformaciji tkiva u usnoj duplji mogu dobiti njihovom
neposrednom interakcijom sa svetlosti, tj. primenom optickih metoda. Potreba za novim
pristupom javila se iz nekoliko razloga. Prvi je rano i precizno uocavanje inicijalnih promena
koje mogu ukazivati na oralni karcinom, drugi je poboljSanje prognoze lecenja i stope
petogodisnjeg prezivljavanja kod pacijenata obolelih od OPK-a, a tre¢i je invazivna priroda i
svrsishodnost primene nekih od tradicionalno kori$¢enih dijagnostickih metoda.

Dok su neke od optickih metoda poput onih zasnovanih na fluorescenciji i
autofluorescenciji svoje mesto mahom nasle kao pomo¢ne tehnike u ranoj dijagnostici oralnog
karcinoma, druge su aktuelizovale jedan od najznacajnih problema koji se javlja u sklopu
hirurske terapije OPK-a, a to je pozitivan status hirurske margine, tj. histopatoloski potvrdeno
prisustvo cCelija karcinoma u grani¢cnom uzorku tkiva (Shah i sar., 2012; Kain i sar., 2020).
Osnovne premise njihove eventualne klinicke primene leZe u neinvazivnoj prirodi procedure i
tacnoj proceni stanja u kome se ispitivani uzorak tkiva (ex vivo) ili podrucje margine u usnoj
duplji (in vivo) nalaze u realnom vremenu i u toku samog sprovodenja hirurskog postupka. Na
ovaj nacin teZi se pronalaZenju opticke metode koja bi mogla predstavljati alternativu
standardnom postupku histopatoloske evaluacije koji se izvodi postoperativno. Takode,
njihovom upotrebom i automatizacijom procesa donoSenja odluke Zeli se premostiti
negativan uticaj neta¢nih nalaza, tj. greSaka do kojih dolazi primenom ex tempore
dijagnosticke metode i greSaka nastalih kao posledica subjektivne procene hirurga i patologa.
One se u slucaju ex tempore dijagnostike, inaCe naj¢eSCe primenjivane u toku trajanja
hirurskog zahvata, najbolje oslikavaju kroz ta¢nost od svega 38% (Gerber i sar., 2011; Abbas i
sar., 2017). Njena neisplativost (oko $3000/pacijent) daje dodatni impuls potencijalnoj
primeni jeftinijih, a opet efikasnijih opti¢kih metoda (DiNardo i sar., 2000).

Dosadasnja istrazivanja u oblasti procene statusa hirurS$ke margine kod oralnog
karcinoma pored ostalih obuhvatila su primenu optickih metoda zasnovanih na elasticnom i
Ramanovom rasejanju, na apsorpcionim karakteristikama odredenih hromofora, fenomenu
interferencije i efektima fluorescencije. [ pored obecavajuce efikasnosti u prepoznavanju tkiva
karcinoma i normalnog tkiva (tipova tkiva) u usnoj duplji, kod svih pomenutih metoda uoceni
su odredeni nedostaci koji i dalje ogranicavaju njihovu standardnu klini¢ku primenu. U neke
od najznacajnijih spadaju mali opseg analiziranog tkiva, mala dubina prodiranja svetlosti,
dugo procesuiranje podataka, izostanak automatizacije procesa donoSenja odluke, uticaj
izrazene keratinizacije, varijabilnost parametara, niska senzitivnost i neisplativost (Smith i
Dent, 2005; Sharwani i sar., 2006; Vila i sar., 2012; Muldoon i sar., 2012; Tu i Chang, 2012;
Calsisar., 2013; Hamdoon i sar., 2013).
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Trenutni domet postojeCih optickih metoda nametnuo je potrebu pronalaska nove
metode kojom je moguce otkloniti navedene nedostatke i ponuditi efikasniji pristup
automatizaciji procesa donos$enja odluka u klinickom i laboratorijskom okruZenju.

Kao potencijalno reSenje pomenutog problema, u okviru ovog istrazZivanja primenjena
je inovativna opticka metoda - optomagnetna imidZing spektroskopija (OMIS). Ovo je ujedno i
prva studija u kojoj je OMIS metoda implementirana na tkivima u usnoj duplji. Do sada je,
kada je re¢ o humanim tkivima, ona koriS¢ena u analizi tkiva koZe, grlica materice i debelog
creva (Korugai sar., 2012; Jeftic i sar., 2017; Jefti¢, 2017; Dragicevic i sar., 2019).

Broj ispitanika (n=25) uklju¢enih u ovu studiju odgovara podacima sli¢nih istraZivanja
u oblasti primene opti¢kih metoda u analizi mekotkivnih struktura u usnoj duplji. On je u
prvom slucaju neSto niZi u odnosu na studije sa primenom mikroendoskopije visoke
rezolucije (HRME) (n=38), opticke koherentne tomografije (OCT) (n=28), a veéi u poredenju
sa ispitivanjima efikasnosti spektroskopija zasnovanih na Ramanovom (RS) (n=10-21) i
elasticnom rasejanju (ESS) (n=20) (Sharwani i sar., 2006; Vila i sar., 2012; Barroso i sar.,
2015; Cals i sar., 2015; Cals i sar., 2016; Hamdoon i sar., 2016). U odnosu na broj uzoraka
nativnog tkiva (n'=60), svakako treba ista¢i dosta veci broj u studiji koju su Hamdoon i
saradnici sproveli koriste¢i OCT metodu (n'=112), dok je broj uzoraka kod primene OMIS-a
znacajno veci od onog u studijama u kojima je primenjena Ramanova spektroskopija (n'=25-
44) (Cals i sar., 2015; Cals i sar., 2016; Hamdoon i sar., 2016; Barroso i sar., 2016). Ako
uporedimo njen broj sa ispitivanjima primene OMIS-a na tkivima grli¢a materice (n'=320-
454) i debelog creva (n'=316), onda je on znacajno manji, Sto je opet u skladu i sa znacajno
vecom prevalencijom karcinoma u pomenutim anatomskim regijama (Jeftic i sar., 2017; Jefti¢,
2017; Bray i sar., 2018; Dragicevic i sar., 2019).

Sa aspekta bojenih preparata, broj (n=857) koriS¢en u ovom istrazivanju manji je od
broja preparata koriS¢enim u primeni OMIS-a na tkiva grli¢ca materice (n=1672), kao i u
poredenju sa drugim studijama ¢iji je jedan od ciljeva i automatizacija procesa histopatoloske
evaluacije. Takav je recimo primer dijagnostike karcinoma plu¢a na osnovu baze bojenih

preparata Ciji je broj iznosio preko 2000 (Yu i sar., 2016; Jeftic i sar., 2017; Jefti¢, 2017).

U odnosu na princip rada i biofizicke osnove na kojima se zasniva, primena OMIS
metode na tkivima u usnoj duplji povla¢i sa sobom brojne inovativnosti. Prva je da se u
poredenju sa svim drugim metodama, osim delimi¢no optickom koherentnom tomografijom,
za opis stanja tkiva koriste efekti neto apsorpcije i neto emisije svetlosti. U prakticnom smislu,
njeni nalazi nisu uslovljeni doprinosom samo jednog fenomena interakcije svetlosti i tkiva.
Tako se npr. u odnosu na RS metodu koja koristi efekte isklju¢ivo Ramanovog rasejanja, kod
OMIS-a u obzir uzimaju celokupni efekti rasejanja na putu svetlosti kroz tkivo, koji mahom
pripadaju nekom od tipova elasticnog rasejanja svetlosti - Rejlijevom ili Mia. U pogledu
apsorpcije se za razliku od endoskopije uskog snopa i drugih fluorescencija, koje se oslanjaju
na karakteristike apsorpcije odredene hromo ili fluorofore, kod OMIS-a posmatraju doprinosi
razli¢itih komponenata i struktura u tkivu.

Opticka aktivnost kod svih metoda ovog tipa diktirana je odredenom biofizickom
osnovom. Tako je kod Ramanove spektroskopije, ramanovo rasejanje u tkivima usne duplje
definisano odnosom sadrzaja proteina i lipida u tkivu, kao i manjim ili ve¢im sadrzajem vode u
njemu. Kod endoskopije uskog snopa (NBI) uslovljeno je ve¢im ili manjim prisustvom
hemoglobina, a recimo kod OCT metode debljinom epitela i stanjem bazalne membrane (Wu i
sar., 2018; Kain i sar., 2020). U poredenju sa njima, OMIS je jedinstven po tome Sto su efekti
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apsorpcije i rasejanja (emisije) svetlosti analogni obliku magnetizma koji preovladuje u
uzorku - dija ili paramagnetizmu. Iako se radi o fizickim fenomenima kvantne prirode, oni su
ipak uslovljeni prisustvom ili odsustvom slicnih faktora kao i u pomenutim optickim
metodama. Najznacajniji od njih svakako je sadrZaj vode, a ne mali znacaj imaju i hemoglobin,
melanin, status bazalne membrane, prisustvo slobodnih radikala kao i promene koje na
¢elijskom nivou nastaju kao posledica patoloske transformacije tkiva. Kada je re¢ o analizi
bojenih uzoraka OMIS metodom, optic¢ka aktivnost i oblik magnetizma prisutan u preparatu u
zavisnosti su od odnosa hematoksilin i eozin vezanih struktura, slicno kao i u sluc¢aju primene
OMIS-a na bojene uzorke tkiva grlica materice (Jeftic i sar., 2017; Jefti¢, 2017).

Tehnicka reSenja prilagodena principu rada u okviru OMIS metode najviSe se razlikuju
od drugih metoda ovog tipa u pogledu dubine penetracije svetlosti i maksimalnog opsega
analize, tj. povrSine tkiva dostupne digitalnom slikanju. U odnosu na Ramanovu
spektroskopiju kod koje je u pojedinacnoj analizi moguce obuhvatiti podrucje tkiva dijametra
od svega 2 um do 3,5 mm, kod OMIS-a ono je prec¢nika do 25 mm(Koruga i Tomi¢, 2009; Cals i
sar., 2013; Cals i sar., 2015; Barroso i sar., 2015; Guze i sar., 2015; Cals i sar., 2016). [ u
poredenju sa HRME (dijametar do 1,4 mm) i ESS metodama (dijametar do 2 mm), OMIS po
ovom pitanju poseduje vece moguénosti (Sharwani i sar., 2006; Pierce i sar., 2011; Grillone i
sar., 2017). Dubina penetracije upadne svetlosti od 3 do 5 mm kod OMIS metode je takode
veca od one prisutne kod OCT (do 1,5 mm), HRME (50um), ESS (oko 1 mm) i svih drugih
metoda ogranicenih na povrSinske slojeve tkiva (metode zasnovane na florescenciji i
autofluorescenciji, endoskopija uskog snopa) (Sharwani i sar., 2006; Tsai i sar., 2008; Jerjes i
sar., 2010; Pierce i sar., 2011; Hamdoon i sar., 2013). OMIS se od pojedinih metoda, kao Sto je
Ramanova spektroskopija razlikuje i u vremenu procesuiranja podataka i dobijanja rezultata.
Kod Ramanove spektroskopije je u odredenim istrazivanjima bilo potrebno 67 sati kako bi se
dobili rezultati pojedinacnog eksperimenta, dok se primenom OMIS metode oni mogu dobiti u
roku od 5 minuta (Cals i sar., 2013).

U pogledu informacija prikupljenih primenom opti¢kih metoda, podaci dobijeni OMIS
metode, tj. spektroskopskim metodama. Kako bi se izbegla mogucénost gresSaka, tj.
subjektivnog tumacenja rezultata, kao Sto je to npr. slucaj sa NBI metodom, pribegava se
automatizaciji samog procesa donoSenja odluke. U te svrhe u ovoj studiji koris¢eni su
algoritmi koji se zasnivaju na metodama masinskog ucenja. Ovi algoritmi ponasaju se sli¢no
ljudima - ucenjem razli¢itih ulaznih principa (spektri) razvijaju sposobnost samostalnog
donosenja odluke. Uz ovu, oni u odnosu na standardne statisticke metode poseduju jos jednu
prednost - princip generalizacije. On podrazumeva da procesom ucenja, tj. treniranja na
dovoljnoj koli¢ini informacija mogu donositi ta¢ne odluke i kada se izloZe podacima sa kojima
pre toga nisu imali kontakt.

Algoritmi koriS¢eni u ovom istraZivanju odgovaraju algoritmima primenjenim i u
drugim OMIS studijama na uzorcima humanog tkiva. U poredenju sa studijom na tkivu grli¢a
materice primenjeno je nekoliko istih algoritma - metod naivnog bajesa (NB), stablo
odlucivanja (DT), metod "sluc¢ajne Sume" (RF) i metod potpornih vektora (SVM)(Jefti¢, 2017).
U odnosu na OMIS analize uzoraka sluzokoZe debelog creva ovde su takode koriS¢eni metod
naivnog bajesa i metod viSeslojne neuralne mreZe (Dragicevic i sar., 2019). U tom pogledu,
novitet u ovom istrazivanju predstavlja primena algoritma"duboke neuralne mreze" iz
programske dokumentacije H20 3 platforme za masSinsko ucenje (DL). U odnosu na druge
opticke metode, poput ESS-a, a po ugledu na studiju koju su sproveli Grilone i saradnici i u

ovom istrazivanju primenjena je metoda potpornih vektora (Grillone i sar., 2017).
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Kada je re¢ o RS metodi, u istraZivanjima je uglavnom koriS¢ena linearna diskriminantna
analiza (LDA) u kombinaciji sa metodom K-srednjih vrednosti koje su se za takav skup
podataka pokazale najoptimalnijim (Cals i sar., 2015; Cals i sar.,, 2016). U odnosu na mere
kvaliteta Kklasifikacione efikasnosti algoritama, u ovom istaZivanju upotrebljeni su isti
parametri kao i u drugim pomenutim studijama koje su obuhvatile primenu OMIS-a i u skladu
su i sa svim prethodno kori$¢enim optickim metodama na uzorcima tkiva u usnoj duplji -
taCnost, senzitivnost, specificnost i vrednost AUC. Za razliku od drugih, u okviru ove sudije
koriSc¢eni su i neki od parametara dijagnostickog znacaja - odnos verovatnoce i dijagnosticki
odnos $ansi, kako bi se ocenio trenutni status potencijalne primene OMIS-a u klinickom
okruZenju. Po ugledu na studiju koju su sproveli Yu i saradnici, sprovedeno je rangiranje
algoritama kako bi se utvrdilo da li se efikasnost algoritama po odredenim parametrima
razlikuje i da li su te razlike statisticki znacajne (Yu i sar., 2016). Kako u ovom istrazivanju
podaci nisu normalno distribuirani, za potrebe rangiranja koriS¢eni su neparametarski
Fridmanov test u kombinaciji sa Nemenji testom (Demsar, 2006).

Koliko je OMIS efikasan u razlikovanju tkiva karcinoma (OPK) i normalnog tkiva u
usnoj duplji procenjeno je oblikom magnetizma koji u nativnim i bojenim uzorcima tkiva
preovladuju, faktorima koji na magnetnu aktivnost uti¢u i kvantifikacijom tih razlika kroz
primenu automatizovanih algoritama.

Optomagnetni spektri kod nativnih uzoraka

Kada je rec o nativnim uzorcima, na slici 43 mogu se uociti jasne razlike u magnetnom
ponasanju uzoraka tkiva oralnog karcinoma i normalnog tkiva u hirurskim marginama, Sto
potvrduju i rezultati primene automatizovanih algoritama - ta¢nost do 89% i vrednost AUC do
0,988.

Uzorci karcinoma pokazuju izraZzene paramagnetne osobine u podrucjima od 100 do
110 nm razlike talasnih duZina, a zatim i neSto manju paramagnetnu aktivnost u podrucju oko
120 nm razlike talasnih duZina. U istim delovima optomagnetnog spektra uzorci normalnog
tkiva pokazuju neznatan paramagnetizam. Treba ista¢i da pomenuto ponasanje uzoraka tkiva
OPK-a nije iznenadujuce i da verovatno, kada je re¢ o OMIS-u, odgovara uticaju prisustva
povecanog sadrZaja vode koji promenom indeksa prelamanja svetlosti sredine povecava
efekat rasejanja prilikom njenog prolaska kroz tkivo. Povecan sadrzaj vode, koji je generalno
karakteristi¢an za karcinome, takode je registrovan i u studiji koju su primenom Ramanove
spektroskopije na hirurSkim marginama kod OPK-a sproveli Barroso i saradnici. Osim
pomenutog, viSak vode dovodi i do ekscitacije proteinskih struktura. Ve¢i broj novoformiranih
vodoni¢nih veza dovodi se u vezu sa ve¢im brojem nesparenih elektrona, koji sa druge strane
predstavljaju osnovu paramagnetnog ponasSanja. Drugi moguéi razlog je aktivan proces
neoplasticne transformacije u tkivu, koji je slican tumacenju rezultata kod primene ESS
metode. U slucaju porasta vrednosti DNK materijala u Celijama, veci je i stepen refleksije
svetlosti, Sto direktno utice na pojavu pozitivnih spektralnih pikova koji su analogni
paramagnetizmu u uzorku. Od ostalih faktora koji doprinose paramagnetnoj aktivnosti vredi
spomenuti poveéan sadrzaj slobodnih radikala u tkivu OPK-a, $to opet za posledicu ima i
povetan broj nesparenih elektrona. U odnosu na lokalizaciju karcinoma, izgled
optomagnetnog spektra na slici 44 ukazuje da najveci doprinos izraZenom paramagnetizmu u
okviru ove klase daju uzorci OPK-a obrazne sluzokoZe, a da je u odnosu na stepen
diferencijacije OPK-a ovaj efekat najdominantniji kod slabo diferentovanih karcinoma (slika
45).
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Osim jasne razlike u paramagnetnom ponasanju karcinomom izmenjenog i normalnog
tkiva u usnoj duplji, evidentne su i one po pitanju njihovog dijamagnetizma. Naime, u regionu
od 110 do 115 nm razlike talasnih duZzina pojavljuje se zona dijamagnetne aktivnosti kod oba
tipa uzoraka analiziranih u okviru ovog istraZivanja (slika 43). Primetno je da uzorci tkiva
OPK-a pokazuju izraZeniju dijamagnetnu aktivnost od one registrovane kod uzoraka
normalnog tkiva. Glavni razlog jeste povecano prisustvo hemoglobina, koji iako po prirodi
paramagnetik, vezivanjem kiseonika postaje dijamagnetik. Ova pojava gotovo sigurno
posledica je aktivnog procesa angiogeneze, tj. stvaranja novih krvnih sudova, karakteristicnih
za tkivo karcinoma i teku¢i proces karcinogeneze. Povecano prisustvo hemoglobina u tkivima
OPK-a dokazano je i primenom endoskopije uskog snopa. Kao i u pogledu paramagnentog
ponasanja, karcinomi obrazne sluzokoZe najviSe doprinose dijamagnetizmu na nivou klase
uzoraka tkiva OPK-a (slika 44), dok je izolovana dijamagnetna aktivnost primetna i kod
uzoraka karcinoma retromolarnog trougla. U odnosu na stepen diferencijacije svi tipovi
uzoraka pokazuju slicnu dijamagnentu aktivnost, sa izuzetkom izolovanog dijamagnetizma
kod slabo diferentovanih karcinoma (slika 45).

Razlike u optomagnentim spektrima u odnosu na lokalizaciju karcinoma diktirane su i
histoloSkom gradom neizmenjenog tkiva u uzorku. Za ocekivati je da rasejanje svetlosti bude
izraZenije kod mastikatorne i delom specijalizovane sluzokoZe u odnosu na zastornu, cija je
bazalna membrana gotovo ravna. Drugacija grada epitela, kao i razliCit stepen prokrvljenosti i
prisustva kolagenih i elasticnih vlakana u lamini proprii takode govore u prilog njihovom
doprinosu magnetnoj aktivnosti tkiva. Ipak, dosta ogranicen magnetizam kod Kklase
normalnog tkiva ukazuje da ipak predominantnu ulogu u spektru uzoraka karcinoma
poseduju celije karcinoma i celokupna patoloska i biohemijska transformacija koja se u tkivu
odvija (slika 43). Ne treba zaboraviti ni uticaj koji na spektar ima i prisustvo drugih tipova
tkiva - miSi¢nog, masnog, koStanog i Zlezdanog, Sto je i predstavljalo motivaciju da se u okviru
ovog istrazivanja ispitaju razlike koje u njihovom spektru eventualno postoje u odnosu na
onaj kod karcinoma. Pomenuti faktori narocito dolaze do izraZaja kada uporedimo
optomagnente spektre kod OPK-a i karcinoma grlica materice i debelog creva, gde uzorci OPK-
a pokazuju izraZenije paramagnetne i dijamagnetne karakteristike.

Automatizacija procesa donosenja odluke kom tipu (karcinom ili normalno) pripadaju
analizirani nativni uzorci

Kada su navedene kvalitativne osobine i razlike optomagnetnog spektra uzoraka OPK-
a i uzoraka normalnog tkiva pretocene u njihovu kvantitativnu, tj. klasifikacionu verziju
dobijen je pravi uvid u njihovu realnu vrednost. Svih Sest primenjenih algoritama na osnovu
vrednosti AUC govori u prilog Cinjenici da OMIS poseduje odgovarajucu diskriminatornu mo¢
prilikom poredenja nativnih uzoraka tkiva OPK-a i normalnog tkiva u usnoj duplji. Kod dva
algoritma (NB, SVM) ona je odli¢na, kod RF metode veoma dobra, u slucaju DL algoritma
dobra, a u pogledu DT i NN metoda prihvatljiva (tabela 11.1). Od svih metoda masinskog
uCenja primenjenih na test skup OMIS podataka dobijenih na nativnim uzorcima u usnoj
duplji, metod naivnog bajesa predstavlja algoritam izbora po gotovo svim analiziranim
parametrima Kklasifikacione efikasnosti (slika 55). U pogledu tacnosti od 88,89%, specifi¢nosti
od 88,89% i vrednosti AUC od 0,988 NB metoda najbolje razlikuje tkivo karcinoma od
normalnog tkiva u hirurS§kim marginama. Sa aspekta senzitivnosti, tri metode - naivni bajes,
metod "slucajne Sume" i metod potpornih vektora pokazuju istu efikasnost (88,89%) u
prepoznavanju uzoraka tkiva OPK-a. Po navedenom parametru DT metoda pokazala se manje
efikasnom od ostalih, dok su po vrednosti specificnosti najslabiji NN i DL algoritmi (tabela

148



11.1). Izgled ROC kriva odgovara vrednostima AUC. Tamo gde su one najniZe, kao Sto je slucaj
sa NN algoritmom (0,605), ROC kriva je bliZe dijagonali slucajnog ishoda, dok je kod NB
metode njen vrh najblizi gornjem levom uglu grafika, ukazujuéi na najbolju diskriminatornu
moc¢ (slika 56). U poredenju sa drugim optickim metodama kori$¢enim na istim klasama tkiva
u usnoj duplji navedeni rezultati su slicnih vrednosti. Bolji su u odnosu na rezultate studija
koje su primenjuju¢i ESS metodu sproveli Sharwani (senzitivnost 72%; specificnost 75%) i
Grillone (senzitivnost 84%; specificnost 71%) sa saradnicima, a delimi¢no bolji u odnosu na
rezultate studije koju su primenom Ramanove spektroskopije sproveli Cals i saradnici
(tacnost 86%; senzitivnost 100%; specificnost 66%) (Sharwani i sar., 2006; Cals i sar., 2016;
Grillone i sar., 2017). Ako ih uporedimo sa rezultatima dobijenih primenom OCT i HRME
metode, moZe se re¢i da su u prvom slucaju slicni (tacnost 88%; senzitivnost 81,5%;
specificnost 87%), a u drugom nesto loSiji (tacnost 95,1%; senzitivnost 96%; specificnost
95%) (Miles i sar., 2015; Hamdoon i sar., 2016). Kada rezultate dobijene u ovom istraZivanju
stavimo u kontekst rezultata primene OMIS-a u studiji sa tkivom sluzokoZe grlica materice,
oni su po vecini parametara sli¢ni (tacnost do 96%; senzitivnost do 82%; specificnost do 97%;
vrednost AUC do 0,931) (Jeftic i sar., 2017). U odnosu na studiju sa tkivom sluzokoze debelog
creva oni su gotovo istih vrednosti kod NB algoritma (tacnost 89,87%; senzitivnost 92,11%;
specificnost 87,8%; vrednost AUC 0,917), a loSiji ako uporedimo primenu neuralne mreZze i
duboke neuralne mreZe u ovoj studiji, sa upotrebom viseslojne perceptron neuralne mreZze
kod tkiva debelog creva (tacnost 92,59%; senzitivhost 96,3%; specificnost 88,89%)
(Dragicevici sar., 2019).

Zahvaljujudi visokim vrednostima senzitivnosti i specifi¢nosti, NB algoritam u ovom
istrazivanju poseduje i najvise vrednosti OV+ (8,0) i DOS parametara (66,66), kao i najnize
vrednosti OV- parametra (0,12) (tabela 11.2). Njihov prakti¢ni smisao dolazi do izraZaja kada
OMIS metoda registruje neki uzorak tkiva kao karcinom (pozitivan rezultat primene OMIS-a),
odnosno kada pokaZe da se u nekom uzorku tkiva karcinom ne nalazi (negativan rezultat
primene OMIS-a). Za pozitivan rezultat primene OMIS-a kod NB i SVM algoritama, vrednosti
OV+ od 8,0 i 7,0 podiZu verovatnoc¢u da je u uzorku prisutan karcinom sa bazi¢nih 50% (udeo
uzoraka OPK-a u test skupu koris¢enom u ovom istrazivanju) na 88,88 i 87,5%, dok se u
slucaju referentne vrednosti od 20,56% (% pozitivnih margina na osnovu referentnih studija)
ona podiZe na 67,43 i 64,43%. Kada je rezultat primene OMIS-a negativan, tada se na osnovu
vrednosti OV- parametra od 0,12, kod NB algoritma moZe reci da je verovatnoca da se u
uzorku tkivu nalazi karcinom opala sa 50 na 10,71%, odnosno sa 20,56 na 3,01% (tabela
11.2).

Optomagnetni spektri kod bojenih uzoraka - karcinom/prelaz/normalno

Kada je u pitanju interpretacija magnetnog ponasanja kod bojenih preparata OPK-a i
normalnog tkiva u hirur$kim marginama treba ista¢i da su razlike medu njima mahom
definisane odnosom struktura u tkivu vezanih za hematoksilin, odnosno eozin.

Zajednic¢ka karakteristika svih bojenih preparata normalnog tkiva jeste inicijalno
izraZzeni paramagnetizam. Na ovakvo ponasanje ukazuje vece prisustvo eozin bojenih
komponenti u odnosu na preparate OPK-a, $to i nije iznenadujuce ukoliko se zna da se i
miSicno i vezivno, kao i koStano tkivo boje nijansama roze i crvene. Ono je pre svega posledica
prirode hemijske veze (Van der Valsova privlac¢enja) eozina i odgovarajucih struktura u tkivu,
ali i ¢injenice da je u svom ekscitiranom stanju i sam eozin paramagnetik (Harryvan i sar.,
1996). Pomenuti trend prisutan je i kada se optomagnetni spektri za razlicite tipove
normalnog tkiva posmatraju kao jedinstvena grupa u poredenju sa tkivom koje sadrzi Celije
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karcinoma (slike 46 i 47), kao i kada se svaki tip normalnog tkiva analizira zasebno u
poredenju sa uzorcima koji sadrze pretezno tkivo OPK-a (slike 49, 50, 51, 52 i 54). Doprinos
eozin bojenih struktura posebno je uocljiv prilikom poredenja tri kategorije analiziranih
preparata - razlicitih tipova normalnog tkiva, uzoraka koji sadrze i normalno i tkivo OPK-a
(kategorija prelaznih uzoraka) i uzoraka koji pretezno sadrZe tkivo OPK-a. Na slici 47 vidi se
da optomagnetni spektar uzoraka koji sadrZze pretezno tkivo OPK-a pokazuje na pocetnim
pozicijama izrazenu dijamagnetnu aktivnost, za razliku od kategorije prelaznih i uzoraka
normalnog tkiva kod kojih je ona inicijalno paramagnetne prirode. Pomenuti dijamagnetizam
kod uzoraka sa naglaSenim sadrzajem tkiva karcinoma najverovatnije je uzrokovan
povecanim prisustvom kovalentnih veza ostvarenih izmedu kompleksa hemaluma i DNK
molekula u ¢elijama karcinoma (Bettinger i Zimmermann, 1991). Pozitivno naelektrisani
aluminijum stupa u reakciju sa negativno naelektrisanim fosfornim grupama Sto dovodi do
sparivanja elektrona i inicira dijamagnetnu aktivnost. Sa druge strane, stepen paramagnetnog
ponasanja prelaznih uzoraka dosta je niZi od onog koji je karakteristican za grupu uzoraka
koji sadrze razlicite tipove normalnog tkiva. Navedeni opis optomagnetnog spektra ukazuje
na mogucénost da se kod bojenih preparata nivo paramagnetizma, tj. emisije svetlosti uvecava
sa doprinosom eozin bojenih struktura, dok se nivo dijamagnetizma, tj. apsorpcije svetlosti
uvecava sa doprinosom hematoksilin bojenih struktura.

U daljem toku optomagnetnog spektra, bojeni preparati normalnog i karcinomom
izmenjenog tkiva ne pokazuju izraZenije razlike (slika 46). Ipak, kada se dalji tok spektra
posmatra u odnosu na tri kategorije uzoraka (slika 47) prisutna je slicna paramagnetna
aktivnost kod preparata normalnog i prelaznog tkiva izmedu 110 i 115 nm razlike talasnih
duzina, dok je isto ponasanje uzoraka koji sadrze pretezno tkivo OPK-a prisutno izmedu 115 i
120 nm. Pomenuto pomeranje pozicije paramagnetne aktivnosti kod tkiva OPK-a analogno je i
dijamagnetnom ponasanju tri grupe uzoraka u regiji od 120 do 130 nm. Tako je
dijamagnetizam normalnog i prelaznog tkiva prisutan na 120 nm, dok preparati koji pretezno
sadrze tkivo OPK-a apsorbuju svetlost u podrucju od 125 do 130 nm. Kada se optomagnetni
spektar posmatra iz perspektive stepena diferencijacije oralnog planocelularnog karcinoma,
kao Sto je to slucaj sa prikazom tri spektra na slici 48, moZe se primetiti da osim izraZenijeg
paramagnetizma zastupljenog kod grupe uzoraka slabo diferentovanog OPK-a, nema vecih
razlika u magnetnom ponasSanju i distribuciji spektra kod dobro, srednje i slabo
diferentovanih karcinoma.

Automatizacija procesa donoSenja odluke kom tipu (karcinom/prelaz/normalno)
pripadaju analizirani bojeni uzorci

Kada razlike u optomagnetnim spektrima preslikamo na klasifikacionu efikasnost
primenjenih algoritama rezultati ukazuju da je u gotovo svim slucajevima moguce ostvariti
dobru diskriminatornu moc¢ (AUC>0,8) izmedu analiziranih klasa uzoraka.

U odnosu na poredenje svih dostupnih preparata tkiva OPK-a i svih tipova normalnog
tkiva u usnoj duplji, metod "slucajne Sume" se u pogledu ukupne ta¢nosti od 74,71% pokazao
neznatno efikasnijim medu primenjenim algoritmima (tabela 12.1). NB i SVM metode najbolje
prepoznaju uzorke koji sadrZze tkivo karcinoma. Njihova senzitivnost iznosi 82,47%. Sa druge
strane, samo je kod DL metode registrovana specifi¢cnost ve¢a od 80% (81,55%). Kada je rec o
vrednosti AUC, Cetiri metode imaju slicne vrednosti u opsegu od +0,23 - RF, DL, NN i SVM
algoritam (slika 57). Medu pomenutim, samo je vrednost AUC kod RF metode iznad 0,8
(0,808), sto potvrduje i vrh ROC krive koji je najblizi gornjem levom uglu grafika,
obezbeduju¢i mu na taj nacin veoma dobru diskriminatornu mo¢ (slika 58). U poredenju sa
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rezultatima OMIS-a na bojenim uzorcima dve klase tkiva grlica materice (karcinom i
normalno) sa tacnosti od 57,98%, senzitivnosti od 79,17%, specificnosti od 27,61 i vrednosti
AUC od 0,6775 za RF algoritam rezultati su neSto bolji (Jefti¢, 2017). Kada algoritme
primenimo na klase preparata koje sadrze tkivo karcinoma, jednu u kojoj je preteZno tkivo
OPK-a i drugu u kojoj su podjednako zastupljeni tkivo OPK-a i razli¢iti tipovi normalnog tkiva
(kategorija prelaznog tkiva), najbolje rezultate po svim parametrima ostvaruje SVM algoritam
- tacnost od 82,43%, senzitivnost od 82,35%, specificnost od 82,5% i vrednost AUC od 0,870
(tabela 13.1, slika 59). Veoma dobru diskriminatornu mo¢ pored ovog pokazuju joS i RF, NN i
DL algoritmi, dok se oni zasnovani na NB i DT metodama mogu smatrati klasifikatorima
dobre, odnosno prihvatljive diskriminatorne mo¢i. Trend visoke klasifikacione efikasnosti
SVM metode prisutan je i prilikom poredenja podataka prikupljenih primenom OMIS metode
na klase "prelaznih" i uzoraka razli€itih tipova normalnog tkiva. Ovom metodom ostvarene su
najviSe vrednosti tacnosti (82,52%), specifi¢nosti (91,26%) i AUC-a (0,855). Ono Sto je
karakteristika svih algoritama u ovom sluc¢aju jeste i niZa senzitivnost, koja samo u slucaju DL
algoritma prelazi 70% (72,5%) (tabela 14.1, slika 61). U oba poredenja vrh ROC krive najbliZi
je levom gornjem uglu grafika u slu¢aju SVM algoritma, a najblizZi dijagonali slu¢ajnog ishoda
kod primene DT algoritma (slike 60 i 62).

Kao i kod procene prakti¢nog znacCaja automatizacije procesa odlucivanja (primene
algoritama) kod nativnih uzoraka, tako je i kod bojenih preparata moguée na ovaj nacin
interpretirati dobijene rezultate. U tom kontekstu vrednost OV- parametara od 0,29 govori da
se primenom RF algoritma u slucaju negativnog rezultata primene OMIS-a najvisSe smanjuje
verovatnoca da se u preparatu nalazi karcinom - sa 59,92% (bazi¢na vrednost) na 30,24% i sa
20,56% (referentna vrednost) na 6,98%. Sa druge strane, vrednost OV+ od 3,59 kod DL
algoritma ukazuju, da se u slucaju pozitivnog rezultata primene OMIS-a, verovatnoc¢a da je
karcinom prisutan u uzorku povecava sa 59,92 na 84,29% i sa 20,56 na 48,16% (tabela 12.2).
Ako analiziramo scenarije pozitivnog i negativnog rezultata primene OMIS-a prilikom
poredenja klase prelaznog i klase normalnog tkiva, tada se u slu€aju prvog verovatnoca
povecava sa 27,97 na 70,5% i sa 20,56 na 61,45% za vrednost OV+ od 6,16 kod SVM
algoritma, dok se u slu€aju drugog ona smanjuje sa 27,97 na 11,04% i 20,56 na 7,64% za
vrednost OV- od 0,32 kod DL algoritma (tabela 14.2). U oba primera najvi$u vrednost DOS-a
ima algoritam zasnovan na metodi dubokih neuralnih mreza (DL) - 8,75 i 15,53, §to nam iz
ugla automatizacije govori da pomenuti algoritam kod ovih poredenja potencijalno ima
najvedi prakti¢ni znacaj.

Optomagnetni spektri kod bojenih uzoraka - karcinom/razliciti tipovi normalnog tkiva

Poredenja optomagnetnog spektra bojenih uzoraka koji sadrze pretezno tkivo OPK-a
sa pojedinacnim spektrima bojenih uzoraka razli¢itih tipova normalnog tkiva otvaraju
mogucnost novih zapaZanja kada je re¢ o njihovom magnetnom ponasanju.

Tako se na slikama 49 i 50 moZe uociti gotovo analogna distribucija spektra preparata
klase normalnog epitelnog i vezivnog tkiva (slika 49) i normalnog miSi¢nog tkiva (slika 50).
Obe klase uzoraka pokazuju isto pocetno paramagnetno ponaSanje i slican dalji tok
optomagnetnog spektra u poredenju sa spektrom uzoraka karcinoma. Neznatne razlike
javljaju se u neSto ranijoj paramagnetnoj aktivnosti miSi¢nog tkiva u odnosu na uzorke
epitelnog i vezivnog tkiva (miSi¢no na oko 112 nm, a epitelno i vezivno tkivo na oko 115 nm
razlike talasnih duzina) i izraZenijem dijamagnetizmu miSi¢nog tkiva na 120 nm. Kada na
pomenute nalaze nadovezemo i one na slikama 51, 52 i 54, a koji prikazuju spektre masnog,
kostanog i tkiva pljuvacne Zlezde, primetno je da najizraZeniji inicijalni paramagnetizam
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pokazuju preparati masnog tkiva, praeni uzorcima tkiva pljuvacnih Zlezda i uzorcima
kostanog tkiva. Treba ista¢i da sve tri navedene grupe u daljem toku spektra pokazuju
smanjenu paramagnetnu aktivnost u odnosu na preparate epitelnog i vezivnog, kao i misi¢nog
tkiva, ali i primetnije dijamagnetno ponaSanje na 105 i 120 nm razlike talasnih duZina u
sluCaju bojenih uzoraka masnog i kosStanog tkiva. Posebno je interesantno ponaSanje
preparata masnog tkiva. Dok se za ostale grupe uzoraka moZe reci da je paramagnetizam
posledica razlic¢itog afiniteta tkivnih komponenti prema eozinu, tj. njihovom eozinofilnom
potencijalu, €ini se da je u slucaju uzoraka masnog tkiva on najizraZeniji usled izostanka
vezivanja pomenutog tkiva i sa eozinom i sa hematoksilinom. Sa druge strane, dijamagnetizam
je narocito prisutan na dve pozicije kod masnog i koStanog, kao i na jednoj kod preparata
miSi¢nog tkiva. Kod uzoraka masnog tkiva on je moguca posledica prisustva tragova drugih
tipova normalnog tkiva, ali i prisustva krvnih sudova, dok je kod koStanog verovatno rec¢ o
razli¢itom odnosu zastupljenosti trabekularne kosti i koStane srzi u analiziranim preparatima.
U slucaju bojenih uzoraka tkiva pljuvacnih Zlezda moZe se rec¢i da optomagnetni spektar zavisi
od zastupljenosti seroznih, odnosno mukoznih ¢elija (mukociti) u njima. U okviru ovog
istrazivanja ¢ini se da izraZeni paramagnetizam govori u prilog veteg udela mukocita u
koriS¢enim uzorcima koji poput ¢elija masnog tkiva pokazuju slab afinitet prema hematoksilin
eozin bojenju.

Poredenje optomagnetnog spektra bojenih uzoraka normalnog kostanog tkiva i
spektra bojenih uzoraka kostanog tkiva sa potvrdenim prisustvom celija karcinoma u njima
takode govori u prilog stanovista da je magnetno ponasanje bojenih preparata uslovljeno
odnosom eozina i hematoksilina (slika 53). Intenzivnija pocetna paramagnetna aktivnost kod
uzoraka normalnog kostanog tkiva ukazuje na smanjenu distribuciju eozina u preparatima
infiltrisanog koStanog tkiva Sto pretpostavlja prisustvo hematoksilin bojenih jedara u ¢elijama
karcinoma prisutnih u preparatu. Dalji tok optomagnetnog spektra infiltrisanih uzoraka
veoma je slican i odgovara spektralnoj distribuciji u okviru klase bojenih uzoraka koji sadrze
pretezno tkivo OPK-a. To se narocito ogleda kroz dijamagnetnu aktivnost u podrucju od 120
do 130 nm razlike talasnih duZina (slika 53c).

Automatizacija procesa donosSenja odluke kom tipu (karcinom/razlic¢iti tipovi
normalnog tkiva) pripadaju analizirani bojeni uzorci

U kvantifikaciji optomagnetnog spektra razlicitih tipova normalnog tkiva i njihovih
razlika sa spektrom uzoraka koji sadrze pretezno tkivo OPK-a, samo je u slucaju normalnog
koStanog tkiva zabeleZena odli¢na diskriminatorna mo¢ kod svih primenjenih algoritama
(AUC>0,9) (slika 70). I pored malih razlika medu njima, kod pomenutog poredenja najbolji
rezultati ostvareni su primenom RF algoritma - tacnost od 91,07%, senzitivnost od 94,12%,
specificnost od 86,36% i vrednost AUC od 0,973 (tabela 18.1, slika 69). Koriste¢i ESS metodu,
Jerjes i saradnici analizirali su prisustvo karcinoma u uzorcima formalinom fiksiranog
kosStanog tkiva i ostvarili neSto loSije rezultate - senzitivnost od 87 i specificnost od 80%
(Jerjes i sar. 2005). Ipak, ako iste rezultate uporedimo sa vrednostima senzitivnosti i
specificnosti kod razlikovanja preparata normalnog i karcinomom infiltrisanog kostanog tkiva
za DL algoritam u ovom istrazivanju (senzitivnost 70,37%; specificnost 63,64%), onda su oni
dosta loSiji (tabela 19.1, slika 71). Potrebno je takode ista¢i da je u istom poredenju DT
algoritam postigao senzitivnost od 92,59%, ali u kombinaciji sa veoma niskom specificnosti
(22,73%) i vrednosti AUC od 0,620. Samo dva algoritma su u ovom slucaju posedovala
vrednosti AUC vece od 0,7 - NN i DL (slika 72).
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Metod "slucajne Sume" (RF) najbolje se pokazao i kada su za klasu normalnog tkiva
koriS¢eni uzorci normalnog epitelnog i vezivnog, kao i preparati miSi¢nog tkiva. Kod prvih
ostvarena je tacnost od 87,5%, senzitivnost od 97,06% (kao i za SVM i NN algoritme),
specificnost od 64,29% (veca je samo kod DT algoritma) i vrednost AUC od 0,891 (tabela 15.1,
slika 63). PoloZaj vrha ROC krive potvrduje veoma dobru diskriminatornu mo¢ ovog algoritma
(slika 64). U poredenju sa rezultatima primene Ramanove spektroskopije (za vezivno tkivo -
tacnost od 93%, senzitivnost od 86%, specificnost od 95%); za epitelno tkivo - tacnost od 75%,
senzitivnost od 81%, specificnost od 72%) oni su u ovoj studiji nesto bolji po pitanju
senzitivnosti, a neSto loSiji po pitanju specificnosti (Cals i sar., 2015). Kod miSi¢nog tkiva
tacnost je iznosila 86,59%, senzitivnost 85,29%, specificnost 87,5% a vrednost AUC 0,916,
ukazuju¢i na odli¢nu diskriminatornu mo¢ RF algoritma u ovom poredenju (tabela 16.1, slika
65). Samo je joS kod NN algoritma vrednost AUC najmanje 0,9, dok je jedino u sluc¢aju DT
metode ispod 0,8, Sto potvrduje i izgled ROC kriva (slika 66). Navedeni rezultati su neznatno
losiji u odnosu na Kklasifikacionu efikasnost Ramanove spektroskopije koja uzorke karcinoma
od uzoraka miSi¢nog tkiva razlikuje sa tacnosti od 97% (senzitivnost 97%; specificnost 98%)
(Cals i sar., 2015). U kvantifikaciji razlika spektra masnog i karcinomom izmenjenog tkiva kod
tri algoritma postignuta je ista tacnost od 84,78% (DT, NN i DL). Senzitivnost je kod svih
algoritama izuzetno visoka (97-100%), dok je specificnost samo kod dva najmanje 50% (NN i
DL) (tabela 17.1). Odli¢nu diskriminatornu mo¢ poseduju SVM i NB algoritmi, $to se vidi u
vrednostima njihovog AUCa (0,929; 0,909) i polozZaju njihovih ROC kriva (slike 67 i 68).
Pomenuti rezultati losiji su od onih ostvarenih primenom Ramanove spektroskopije (tacnost,
senzitivnost, specificnost - 100%), s tim da su u pogledu senzitivnosti kod upotrebe pojedinih
algoritama identic¢ni (Cals i sar., 2015). Kada se za klasu normalnog tkiva postave uzorci tkiva
pljuvacnih Zlezda cetiri algoritma pokazuju istu ta¢nost od 82,93% (NB, RF, SVM, NN), visoke
vrednosti senzitivnosti do 100% (RF i SVM), i izuzetno nisku specifi¢nost, koja je u tri slucaja
0% (DT, RF i SVM algoritmi) (tabela 20.1). Kod dva algoritma zabeleZena je veoma dobra
diskriminatorna mo¢ (RF i NN), dok se na osnovu vrednosti AUC od 0,378 i poloZaja ROC krive
ispod dijagonale slucajnog ishoda, DT algoritam moZe smatrati neupotrebljivim za ovaj skup
podataka (slike 73 i 74). Sli¢an trend prisutan je i ako u obzir uzmemo rezultate Ramanove
spektroskopije - senzitivnost od 100% i niZa specificnost od 65%, koja je opet znacajno bolja
od one postignute u ovom istraZivanju (Cals i sar., 2015).

Efekti prakticne primene OMIS-a na pomenutim grupama uzoraka normalnog tkiva
najuocljiviji su u slucajevima registrovanja karcinoma u odnosu na normalno misi¢no i
kostano tkivo. Visoke vrednosti OV+ parametra od 6,82 i 6,9 za metod "slucajne Sume" u
slu¢aju pozitivnog rezultata primene OMIS-a dovode do povecanja verovatnoce da se
analizirano tkivo moZe smatrati karcinomom, sa osnovnih 41,46% na 82,84% i sa referentnih
20,56 na 63,83% u sluc¢aju misi¢nog, odnosno do povecanja verovatnoce sa osnovnih 60,71 na
91,42% i sa 20,56 na 64,1% u slucaju koStanog tkiva (tabele 16.2 i 18.2). Po pitanju
negativnog rezultata primene OMIS-a, upotrebom RF algoritma se kod preparata koStanog
tkiva (OV-=0,07), smanjuje verovatnoc¢a da je u njemu prisutno tkivo OPK-a sa 60,71 na 9,75%
i sa 20,56 na 1,78 (tabela 18.2). Isti algoritam optimalan je za koris¢enje i kod normalnog
epitelnog i vezivnog tkiva, gde se u sluCaju negativnog rezultata primene OMIS-a verovatnoca
da se u tkivu nalazi karcinom smanjuje sa pocetnih 70,83 na 8,85% i sa 20,56 na 1,02%
(tabela 15.2). Zanimljiva je i veoma niska vrednost OV- parametra u dva slucaja primene DT
algoritma - kod miSi¢nog (OV-=0,05) i masnog tkiva (OV-=0,02) (tabele 16.2i 17.2). Ona je pre
svega definisana visokom senzitivnosti pomenutog algoritma prisutnom u oba poredenja.
[ako su vrednosti AUC kod DT metode generalno nize u odnosu na ostale algoritme, to Cini se
ne utiCe na njenu prakti¢nu primenu u pogledu verovatnoce da se u tkivu nalazi karcinom u
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slucaju negativnog rezultata primene OMIS-a. Tako se npr. kod negativnog rezultata prilikom
analize preparata masnog tkiva ona smanjuje sa pocetnih 73,91 na 5,36% i sa 20,56 na 0,51%
(tabela 17.2). I pored niZih vrednosti OV+ parametra ovaj algoritam se u prakti¢cnom smislu
pokazao najboljim u datim okolnostima, $to potvrduju i vrednosti DOS-a od 44,4 kod
miSi¢nog, odnosno 84,5 kod masnog tkiva (tabele 16.2 i 17.2). Sa druge strane, moze se re¢i da
je u prakticnom smislu OMIS u ovom trenutku najmanje upotrebljiv kod registrovanja ili
iskljucivanja infiltracije kosti, kao i iskljuc¢ivanja prisustva karcinoma u tkivu pljuvacnih
zlezda. U prvom slucaju, po svim parametrima on se nalazi iznad granice upotrebljivosti, ali sa
nizim vrednostima OV+ i DOS parametara (OV+=1,94, DOS=4,22 za DL algoritam) i vi$im
vrednostima OV- parametra (najnizi OV- od 0,32 zabeleZen je kod DT algoritma) (tabela 19.2).
Treba istaci da je vrednost OV+ od 1,94 identi¢na maksimalnoj vrednosti ovog parametra kod
masnog tkiva te da je u pogledu verovatnoce da se u tkivu nalazi karcinom usled pozitivnhog
rezultata primene OMIS-a, efekat isti kod ovih grupa, ali u smislu ukupne prakticne
primenjivosti izraZeniji kod masnog tkiva usled niZih vrednosti OV- parametra (tabele 17.2 i
19.2). Kod tkiva pljuvacnih Zlezda OMIS se i pored registrovane visoke senzitivnosti i visokih
vrednosti AUCa (RF i SVM algoritmi), u tri situacije moZe smatrati u potpunosti
neupotrebljivim - kod primene DT, RF i SVM algoritama, dok u pogledu NB i NN algoritma
pokazuje relativno dobre rezultate, a narocito u pogledu iskljucivanja prisustva karcinoma u
uzorku (OV- od 0,2 i DOS od 5,65). Na ovaj nacin se u slu¢aju negativnog rezultata primene
OMIS-a verovatnoca da je u tkivu pljuvacnih Zlezda prisutan karcinom smanjuje sa bazi¢nih
82,92 na 49,25% i sa referentnih 20,56 na 4,92% (tabela 20.2).

Rangiranje algoritama - izbor algoritma Kkoji OMIS metodi pruZa najveci stepen
klasifikacione efikasnosti

Kao Sto se vidi u analizama njihove klasifikacione efikasnosti i prakti¢cnog znacaja
automatizacije procesa donosSenja odluka, primenjeni algoritmi sa sobom nose Sirok opseg
raznolikosti i znacaja prilikom poredenja razlic¢itih skupova podataka dobijenih OMIS
metodom. Iz pomenutih razloga priSlo se njihovom rangiranju ne bi li se utvrdilo da li su
performanse nekog od njih superiornije ili inferiornije u odnosu na one karakteristicne za
druge.

Po pitanju parametara tacnosti i vrednosti AUC, za 10 sprovedenih poredenja u okviru
ovog istraZivanja, najbolje performanse vidljive su kod metode "slu¢ajne Sume" (RF) (tabele
21.11i 22.1). U pogledu odnosa verovatnoce za pozitivan i negativan rezultat primene OMIS-a,
kao i dijagnostickog odnosa S$ansi, najbolje se pokazao algoritam zasnovan na "dubokoj
neuralnoj mrezi" (DL) (tabele 23.1, 24.1 i 25.1). Ako posmatramo prose¢nu vrednost ranga
svakog algoritma za svih pet parametara, tada metod "slu¢ajne Sume" sa vrednosti od 4,35
OMIS metodi obezbeduje najvisi stepen klasifikacione efikasnosti. Prate ga DL i SVM algoritmi,
dok se najslabije pokazao DT algoritam (2,43) (slika 75).

Sa druge strane, ako se pomenuti rezultati stave u kontekst prisustva statisticki
znacajnih razlika u performansama jednog ili viSe algoritama u odnosu na performanse
ostalih, onda se samo u slucaju vrednosti AUC, superiornost ili inferiornost algoritma/ama
moZe smatrati validnim. Naime, po vrednosti AUC registrovane su statisti¢ki znacajne razlike
(p<0,05) izmedu RF, SVM i NN algoritama sa jedne i DT algoritma sa druge strane (tabela
22.2). Ovo ukazuje da je diskriminatorna mo¢ DT algoritma statisticki zna¢ajno manja u
odnosu na onu kod tri pomenuta algoritma. To je primetno i na slici 76b na kojoj rang tri
algoritma prelazi granicnu vrednost dobijenu sabiranjem vrednosti ranga najslabijeg
algoritma po pitanju vrednosti AUC (DT) i kriticne razlike prosecnog ranga od 2,4036. lako se
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NB i DL algoritmi nalaze ispod linije grani¢nog ranga, oni, niti su statisticki znacajno
inferiorniji od RF, SVM i NN algoritama, niti su statisticki znacajno superiorniji od DT
algoritma. Po drugim parametrima, iako su razlike vidljive, one statisticki nisu znacajne i ne
preporucuju koriS¢enje jednog na ustrb drugog algoritma, Sto se moZe i videti na slici 76a,
76¢, 76d i 76e, gde rang svih algoritama ne prelazi grani¢nu vrednost.

Nauc¢ni doprinos primene OMIS metode na uzorcima tkiva u usnoj duplji

Ovim istraZivanjem, magnetne osobine nativnih i bojenih uzoraka tkiva u usnoj duplji
prvi put su posluZile kao osnova za detekciju Celija karcinoma u njima.

Karakteristike tkiva posmatrane su iz perspektive aktivnosti koje se u njemu odvijaju
na kvantnom nivou - nivou hemijskih veza i prisustva ili odsustva elektronskih parova u
njima. Ovakvo paramagnetno ili dijamagnetno ponasanje tkiva dovedeno je u direktnu vezu sa
neto efektima njegove interakcije sa difuznom svetlosti koriS¢enom u okviru OMIS metode.
Zahvaljujuci dostupnoj literaturi i dosadasnjim istrazZivanjima definisana je jasna povezanost
histoloski normalne strukture ili faktora karcinogeneze sa pomenutim optickim efektima -
apsorpcijom i emisijom svetlosti. Prisustvo ili odsustvo karcinoma u normalnom tkivu
hirurskih margina na taj nacin stavljeno je u funkciju preovladujuceg oblika magnetizma
zastupljenog u njima. Kod bojenih uzoraka uspostavljena je jasna korelacija izmedu sadrzaja
boja u preparatu i magnetizma registrovanog putem OMIS-a. Definisana je meduzavisnost
dijamagnetne i paramagnetne aktivnosti i odnosa eozin i hematokislin vezanih struktura u
tkivu. Na osnovu poznate hemijske osnove bojenja odredenih komponenti u tkivu kada je ono
normalno i kada je patoloski izmenjeno definisano je koja od boja (hematoksilin ili eozin) u
preparatima karcinoma i razli¢tih tipova normalnog tkiva preovladuje. Na taj nacin prisustvo
karcinoma u tkivu dovedeno je u vezu sa magnetnim osobinama samih boja i kompleksa koje
one formiraju sa razli¢itim tkivnim elementima.

Primenom algoritama zasnovanih na metodama masinskog ucenja kvalitativno vidljive
razlike u spektrima tkiva OPK-a i normalnog tkiva u usnoj duplji dobile su svoju kvantitativnhu
interpretaciju. Na taj nacin, validnost koriS¢enja magnetne aktivnosti u tkivu kao faktora za
njihovo razlikovanje jasno je povezana sa stepenom Kklasifikacione efikasnosti algoritama.
Definisanjem vrednosti Kklasifikacione efikasnosti postavljene su osnove automatizaciji
procesa donoSenja odluke da li je tkivo karcinom ili normalno na osnovu njegovih magnetnih
osobina. Za skupove podataka dobijene OMIS metodom po prvi put je primenom
odgovarajuceg testa rangiranja algoritama odreden onaj sa najboljim performansama i u
pogledu Klasifikacione efikasnosti ali i u kontekstu potencijalnog znacaja za praksu.
Testiranjem statisticke znacajnosti dobijenh rezultata doslo se i do realne procene da li nekom
algoritmu ili algoritmima treba dati prednost u procesu automatizacije donosenja odluka.

Uvodenjem parametara odnosa verovatnoce i dijagnostickog odnosa Sansi po prvi put
je primena neke opticke metode na tkivima u usnoj duplji dobila i svoj realan uticaj koji u
datom trenutku ima na donosSenje odluke u Kklinickom i laboratorijskom okruzenju.
Uspostavljena je direktna veza rezultata primene OMIS-a i verovatnoce da se u uzorku tkiva
hirurske margine nalaze ili ne nalaze celije karcinoma pre i posle primene OMIS-a. Na taj
nacin, data je procena trenutnog doprinosa koji bi OMIS kao neinvazivna metoda mogao imati
na donoSenje odluke u realnom vremenu i u toku sprovodenja hirurske ekscizije tkiva
izmenjenog oralnim planocelularnim karcinomom. KoriS¢enjem pomenutih vrednosti dobija
se objektivan osvrt na pravac kojim je potrebno usmeriti dalja istraZivanja koja obuhvataju
primenu OMIS metode, kako bi se omugucili njen dalji razvoj i klinicka primena.
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Pravac buducih istrazivanja primene OMIS metode na uzorcima tkiva u usnoj duplji

Razvoj novih tehnologija i metoda u onkologiji nije jednostavan proces i zahteva
dugogodiSnju posvecenost otklanjanju svih ogranicenja koja se na tom putu namecu. Ovo je
posebno slu¢aj sa neoplasticnom transformacijom tkiva u usnoj duplji, koja svojom
kompleksnom gradom i funkcijom predstavlja svojevrsni izazov.

U pogledu vrednosti odredenih parametara, a narocito specificnosti i odnosa
verovatnoce za pozitivan rezultat primene OMIS-a ostvarenih u ovom istraZivanju, potrebno
je sa ex vivo prirode istrazivanja preci na in vivo analizu promena koje se potencijalno odvijaju
u granicnom podrucju oko prisutnog oralnog karcinoma. Pomenuti pristup bi¢e omogucen
unapredenjem postojeceg sistema OMIS instrumentacije i to u vidu fiber-optickog kabla kojim
¢e biti obezbedeni direktan kontakt i digitalno slikanje Zeljene regije u ustima pacijenta. Ovim
putem reSice se i problem efekta "skupljanja" tkiva koji nastaje prilikom njegove ekscizije, a
umanjiti uticaj spoljasSnje sredine na dobijene OMIS podatke. Na ovaj nacin, takode se
eliminiSe i prisustvo tzv. Suma, prisutnog u vidu bele pozadine digitalnih snimaka, a koja ne
predstavlja deo analiziranog uzorka tkiva.

Sa histopatoloSkog aspekta, buduce studije potrebno je usmeriti i na utvrdivanje
znacaja razli¢itog stepena keratinizacije, koja ukoliko je izraZenija moZe proizvesti neZeljene
efekte na dobijene rezultate. Keratinizacija generalno predstavlja problem kod svih optickih
metoda primenjenih na tkivima u usnoj duplji. Pored nje, trebalo bi ispitati i nivo uticaja koji
na OMIS nalaze moZe imati limfocitna infiltracija i prisustvo zapaljenskog procesa u
analiziranom tkivu. Kod analize tkiva OPK-a, neophodno je ukljuciti veéi broj uzroka koji su
histopatoloski ocenjeni kao dobro i slabo diferentovani karcinomi, kako bi se dobila
relevantnija slika o razlikama medu njima i srednje diferentovanih karcinoma. Kada je re¢ o
nativnim uzorcima normalnog tkiva, bilo bi poZeljno utvrditi pojedinacni znacaj koji po
optomagnetni spektar u datim okolnostima imaju vezivno, miSi¢no, masno i tkivo pljuva¢nih
zlezda. Unapredenje Klasifikacione efikasnosti narocito je znacCajno kod analize bojenih
preparata. Ta¢no definisanje povrsina koje u datom preparatu pripadaju nekom od tipova
normalnog ili patoloski izmenjenog tkiva, uz nalaze iz ovog istraZivanja, dace potpuniju sliku o
specificnom uticaju koji na OMIS rezultate imaju boje poput eozina i hematoksilina.

U svetlu velikog broja studija koje ispituju znacaj alteracija razli¢itih gena na nastanak i
razvoj oralnog karcinoma, bilo bi zanimljivo ustanoviti da li je moguce uspostaviti jasnu vezu
prisustva neke od ovih alteracija i magnetnog ponasanja u analiziranim uzorcima tkiva. Ovo je
posebno interesantno, ako se uzme u obzir kvantna priroda optomagnetne imidZing
spektroskopije.

U odnosu na znacaj koji potencijalno ima na donosenje odluka u klinickom okruzenju,
neophodno je ispitati i prakticnu vrednost primene OMIS-a u ranoj dijagnostici oralnog
karcinoma. Poput studije sa uzorcima tkiva grlica materice, uzimanjem i analizom brisa sa
razlic¢itih podrucja normalne i patoloski izmenjene sluzokoZe u usnoj duplji, bilo bi moguce
detektovati promene koje ukazuju na displaziju niskog, odnosno visokog stepena. Na ovaj
nacin mogao bi se definisati i optomagnetni spektar odredenih prekanceroznih lezija i stanja
poput leukoplakije, eritroplakije oralnog lihen planusa i dr. i utvrdio znacaj OMIS-a u
prevenciji nastanka oralnog karcinoma. U tom pogledu, ispitala bi se i potencijalna korelacija
odredenih etioloskih faktora, poput konzumacije duvana i alkohola, sa dobijenim OMIS
nalazom, Sto bi narocito bilo znacajno ako se uzme u obzir dejstvo koje pomenuti faktori
ispoljavaju na molekularnom nivou.
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Svi navedeni pravci bududih istraZivanja, uz istovremeni razvoj automatizovanih
algoritama, imaju za cilj da OMIS metodu postave kao efikasnu, neinvazivnu i jeftinu
tehnologiju koja stru¢nim licima omogucava ta¢no i pravovremeno donoSenje odluka na
svakom koraku, od prevencije i rane dijagnostike do lecenja oralnog planocelularnog
karcinoma.
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6. ZAKLJUCAK

1. Primenom OMIS metode na nativnim uzorcima tkiva oralnog planocelularnog
karcinoma i normalnog tkiva u histopatoloski negativnim marginama utvrdeno je da
tkivo OPK-a pokazuje vidljivo razli€itu distribuciju optomagnetnog spektra u odnosu
na normalno tkivo. U pogledu magnetne aktivnosti, tkivo OPK-a pokazuje izraZenije i
paramagnetne i dijamagnatne osobine od normalnog tkiva ukazuju¢i na izmenjene
efekte apsorpcije i emisije svetlosti nastale kao posledica patoloSke transformacije u
tkivu.

2. Primenom OMIS metode na bojenim uzorcima tkiva oralnog planocelularnog
karcinoma i razlicitih tipova normalnog tkiva u histopatoloski negativnim marginama i
uvidom u njihove optomagnetne spektre utvrdeno je da tkivo OPK-a pokazuje razlicite
magnetne karakteristike od normalnog tkiva - niZu paramagnetnu i viSu dijamagnetnu
aktivnost.

e Preparati kod kojih preovladuje bojenje eozinom pokazuju izraZeniji
paramagnetizam i odnose se uglavnom na klase uzoraka normalnog tkiva

e Preparati kod kojih preovladuje bojenje hematoksilinom pokazuju izraZeniji
dijamagnetizam i odnose se na klasu uzoraka koji pretezno sadrze tkivo OPK-a

e Preparati koji pokazuju najvise vrednosti paramagnetizma, a koje su ve¢e od 50
arbitrarnih jedinica pripadaju klasama masnog tkiva i tkiva pljuvacnih Zlezda
koje imaju slab afinitet prema hematoksilin eozin bojenju

e Registrovanje karcinomom izmenjenog tkiva u razli¢itim preparatima dovodi
do pada paramagnetne aktivnosti u njima

3. Algoritmima zasnovanim na metodama masSinskog ucenja moguce je razlikovati
optomagnetne spektre nativnih uzoraka tkiva OPK-a i uzoraka normalnog tkiva u
histopatoloski negativnim marginama sa ta¢nosti do 88,89%, senzitivnosti do 88,89%,
specifi¢nosti do 88,89% i vrednosti AUC do 0,988.

e Najbolju klasifikacionu efikasnost pokazuje metod naivnog bajesa

e 0Odli¢nu diskriminatornu mo¢ poseduju algoritmi zasnovani na metodi naivnog
bajesa i metodi potpornih vektora

e Za pozitivan rezultat primene OMIS metode u kombinaciji sa automatizovanim
algoritmima verovatnoca da je u tkivu prisutan karcinom raste sa bazi¢nih 50
na najvisih 88,88%

e Za negativan rezultat primene OMIS metode u kombinaciji sa automatizovanim
algoritmima verovatnoca da je u tkivu prisutan karcinom opada sa bazi¢nih 50
na najnizih 10,71%

4. Algoritmima zasnovanim na metodama masinskog ucenja moguce je razlikovati
optomagnetne spektre bojenih uzoraka tkiva OPK-a, prelaznih uzoraka i uzoraka
normalnog tkiva u histopatoloski negativnim marginama sa tac¢nosti do 82,52%,
senzitivnosti do 82,47%, specificnosti do91,26% i vrednosti AUC do 0,870.

e OMIS metodom najbolje se razlikuju klase prelaznog i normalnog tkiva, te klase
prelaznog i tkiva koje pretezno sadrzi OPK

e Najlosiji rezultati ostvaruju se kada se porede svi uzorci koji sadrze tkivo OPK-a
i svi uzorci normalnog tkiva, Sto ukazuje na drugaciji doprinos eozin i

158



hematoksilin bojenih struktura kod razlicitih klasa normalnog i karcinomom
izmenjenog tkiva

5. Algoritmima zasnovanim na metodama masSinskog ucenja moguce je razlikovati
optomagnetne spektre bojenih uzoraka koji sadrZze pretezno tkivo OPK-a i uzoraka
razli¢itih tipova normalnog tkiva u histopatoloski negativnim marginama sa tac¢nosti
do 91,07%, senzitivnosti do 100%, specificnosti do 87,5% i vrednosti AUC do 0,973.

e Najvecu Kklasifikacionu efikasnost algoritmi imaju prilikom poredenja tkiva
OPK-a i klase normalnog kostanog tkiva

e Najveci potencijal za tatno razvrstavanje uzoraka karcinoma, a ujedno i najnizi
potencijal za tatno razvrstavanje uzoraka normalnog tkiva prisutan je prilikom
poredenja klase OPK-a i klasa normalnog masnog i tkiva pljuvacnih Zlezda

e Najveci doprinos automatizaciji procesa donosSenja odluke za pozitivan rezultat
primene OMIS-a prisutan je za porast verovatnoce da se u tkivu nalazi karcinom
u odnosu na preparate normalnog kostanog i miSi¢nog tkiva

e Najveci doprinos automatizaciji procesa donosSenja odluke za negativan rezultat
primene OMIS-a prisutan je za pad verovatnoce da se u tkivu nalazi karcinom u
odnosu na preparate normalnog masnog, normalnog epitelnog i vezivnog tkiva,
kao i u odnosu na preparate normalnog misi¢nog tkiva

e NajniZi doprinos automatizaciji procesa donoSenja odluke da li se u tkivu nalazi
karcinom ili ne, OMIS ima u slucaju poredenja klase OPK-a i klase normalnog
tkiva pljuvacne Zlezde

6. U izboru algoritma sa najviSim stepenom Klasifikacione efikasnosti prednjaci metod
"slucajne Sume" sa prosecnom vrednosti ranga od 4,35, dok statisticki najloSije
performanse u pogledu diskriminatorne mo¢i ima algoritam zasnovan na stablu
odlucivanja. Po ostalim parametrima nijedan algoritam nije statisticki gledano
superioran ili inferioran u odnosu na druge.

7. Nulta hipoteza u ovom istrazivanju odbacena je u 96% testova (230/240). S obzirom
na navedenu cinjenicu, moZe se reci da je optomagnetnom imidZing spektroskopijom
moguce razlikovati karcinomom izmenjeno i normalno tkivo u usnoj duplji. Na taj
nacin ona poseduje evidentan potencijal za evaluaciju hirurS§kih margina kod oralnog
karcinoma u klinickom i laboratorijskom okruZzenju.
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LJIprYMeHa onTOMarHeTHe UMUIIMHT CIEKTPOCKOoNHje Y 6M0DU3NIKO] KapaKTepH3aluju

MapryuHaJHOT ¥ KapIIMHOMOM U3MeHeHOr TKWBA Y YCHOj AYI/bU"

e pe3yJITaT CONCTBEHOT UCTPAKUBAYKOT Pajia;

e JlavcepTalyjay LeJUHU HU Yy [leJIOBUMA HUje OWJia Npe/JIoKeHa 3a CTULIabe Jipyre
JIUIIJIOMe peMa CTYAUjCKUM MporpaMuUMa APYTrUX BUCOKOIIKOJICKUX

® YCTaHOB3;

e Jla Cy pe3yJITaTH KOPEKTHO HaBeJeHU U

e Jla HMCaM KPILIHO/Jia ayTOpCcKa IpaBa U KOPUCTHUO/JIa UHTEJIEKTya/IHy CBOjUHY JPyTUX
JIULA.

Y Beorpagay, IloTnmc ayTopa
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H3jaBa 0 HCTOBETHOCTH LITAMIAHE U eJIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT
paja

HmMme v npesuMe aytopa_boraaH Jlvcya

bpoj unaexkca 4017/2011

Ctypujcku nporpam_JoKTOpCKe CTyauje

HacsioB paza_JlpuMeHa onToOMarHeTHe UMUIIMHT CIEKTPOCKONUje Yy 6U0PHU3UYKO)]

KapakKTepu3alyju MapruHaJIHOr U KapIIMHOMOM U3MEHEHOr TKUBA V VCHO] AVILbY"

MenTopIlpod. ap Bypuna 'pra, [Ipod. ap Musan [leTpoBuh

H3jaB/pyjeM fga je wTaMnaHa Bep3vja MOr JOKTOPCKOI pajila UCTOBETHA eJIEKTPOHCKO]
BEP3UjU KOjy caM Mpejao/sa paju MNoxpawmHUBawa y /JAMrATA/JIHOM peno3suTopUjymy
Yuusepsurterta y beorpaay.

Jlo3Bo/baBaM Jia ce oGjaBe MOjU JIMYHHU MOJAld Be3aHW 3a J00Hjarbe aKaJeMCKOr Ha3uBa
JIOKTOpA HayKa, Kao LITO Cy UMe U Npe3uMe, F'0JIMHAa U MeCTOo poherwa U AaTyM oJi6paHe paja.

OBM JIMYHU NOJALM MOTY ce 06jaBUTH Ha MPEXHUM CTpaHHULAMa AUTHTa/lHe OUOJIMOTEKE, ¥
eJIEKTPOHCKOM KaTaJIoTy U y nybJyinKalujaMa YHUBep3uTeTa y beorpagy.

Y Beorpagay, IloTnimc ayTopa
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U3jaBa o kopumhemwy

Opnamhyjem YHuBep3uTeTcky 6ubsuoreky ,CBeTo3ap MapkoBuh“ ga y JlururtanHu
penosvuTopujyM YHuUBep3uTeTa y beorpaay yHece MOjy JAOKTOPCKY JAucCepTaLujy IOJ
HACJIOBOM:

JIpyuMeHa onToOMardHeTHe UMUIIMHT CIEKTPOCKOIIMje v 6Mo0dU3NIYKO] KapaKTepUu3aluju

MaprUHaJHOTr U KapIIMHOMOM M3MEHEHOI TKUBA V VCHO] AVILbU"

KOja je MOoje ayTOPCKO JeJIo0.

JlicepTanujy ca CBUM NpUJI0O3MMa Npejao/a caM y eJleKTPOHCKOM popMaTy NMOroJHOM 3a
TPajHO apXUBUpAILE.

Mojy JOKTOpPCKY AUcepTalUjy NoXpaweHy y JJUTUTa/lHOM peno3uTOpUjyMy YHUBep3UTeTa Y
Beorpasy u AOCTYNIHY ¥ OTBOPEHOM MPUCTYMY MOTY Jia KOPUCTe CBU KOjU MOIUTYjy ofpebe
cazpkaHe y ofabpaHoM Tumny JjauueHue KpeatuBHe 3ajegHule (Creative Commons) 3a Kojy
caM ce oiJIy4uo/na.

AyTtopcto (CC BY)

AyTtopcTtBo - HekoMep1jaiaHo (CC BY-NC)

AyTopcTBO - HeKOMep1UjaiHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)

AyTopCcTBO — HEKOMepIHjaaHO — AeJauTH o uctuM ycaoBruma (CCBY-NC-SA)

AyTtopcTBo - 6e3 npepajga (CC BY-ND)

A L T o

AyTtopcTBo - gesiuTu o, uctuM ycaosuma (CC BY-SA)

(MosinMo 2 320KpY>KUTE CaMoO jeJIHY OJ1 IeCT NOHyheHUX JnleHI . KpaTak onuc JUIeHIH je
CaCTaBHHU [Ie0 OBe

v3jaBe).

Y Beorpagay, IloTnimc ayTopa
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1. AytopcTBo. /l[03BO/baBaTe yMHOKaBakbe, JUCTPUOYIHMjy U jaBHO CaolIITaBamke Jesa, U
npepajie, ako ce HaBeJle MMe ayTopa Ha Ha4MH oJpebheH oj cTpaHe ayTopa WJM JaBaola
JIMLIEHIIE, YaK U y KoMepljasiHe cBpxe. OBO je Hajcsi0604HUja Ol CBUX JIMLIEHLIU.

2. AyTopcTBO - HeKoMepLujaaHO. /l03Bo/baBaTe YMHOXaBakbe, AUCTPUOYIMjy U jaBHO
caomllTaBake Jiesia, U Mpepajie, ako Ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HauuH oJpebheH o cTpaHe
ayTopa MJIM AaBaolia uleHIe. OBa JiMleHla He [03B0/baBa KOMepLUjaHy YIOTpeby Aea.

3. AyTOpCcTBO - HeKOMepLujaJHO - ©6e3 mpepaga. /[lo3Bo/baBaTe YMHOXaBake,
JUCTPUOYLMjy U jaBHO caollITaBame JeJsa, 6e3 npoMeHa, Npeo6JMKOBawba WU ynoTpebde
Jlesla y CBOM /[iesly, akO Ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HayMH oJpebheH oJ cTpaHe ayTopa WJH
JlaBaolia sivneHne. OBa JiMIleHIIa He [J03B0J/baBa KOMepLUja/Hy YIOTpeby Jesna. Y oJHOCYy Ha
CBe OCTaJie JIULeHIle, OBOM JIMIIEHLIOM Ce OrpaHHUYaBa Hajeehu o6uM npaBa Kopuiihemwa ena.

4. AyTopcTBO - HEKOMepLHUjaJIHO - JeJUTH NOoJ HCTUM YycJaoBUMaA. /lo3Bo/baBaTe
YMHOXaBake, AUCTPUOYIMjy Y jaBHO CAOMNIITaBamwe Jiesa, U mpepajie, aKko Ce HaBeje UMe
ayTopa Ha HauyuH oJijpeheH oJ cTpaHe ayTopa WJM JaBaolia JIMIEHILle M aKo ce mpepaja
JUCTPUOyUpa IMOJ, WCTOM WJHM CJIMYHOM JiHleHLoM. OBa JiMIleHI]a He /[03B0OJbaBa
KOMepIi1ja/iHy yoTpeoby Jiesia ¥ npepaja.

5. AytopcTBO - 06e3 mnpepajga. /lo3Bo/baBaTe YMHOXKaBame, AUCTPUOYLHjy M jaBHO
caomilTaBame Jesa, 6e3 NpoMeHa, Npeob/IMKOBaba UK yoTpebe Jiesia y CBOM Jiesly, ako ce
HaBeJle MMe ayTopa Ha HauyuH oApeheH oJ; cTpaHe ayTopa WJM JaBaola JjuleHLe. OBa
JIMIEHIIA 103B0J/baBa KOMepLUjaIHy yIOTpeOy Aea.

6. AyTOpCTBO - J€J/IUTH N0, UCTUM YCJIOBUMA. /|03BO/baBaTe YMHOKaBae, AUCTPUOYIIH]Y
Y jaBHO caolllUTaBame Jiesa, U Ipepajie, ako Cce HaBeJle MMe ayTopa Ha HaduH ozapeheH of
CTpaHe ayTopa WJM JaBaolia JIMIEHIle U aKo ce Ipepaja AUCTpUOyrpa MoJ UCTOM WJIH
CIM4YHOM JinLeHLoM. OBa JiMLleHLa [03B0/baBa KOMepLHUjalHy ynoTpeby Aesia ¥ Npepaja.
Csiv4Ha je copTBEpPCKUM JIMIEHIIaMa, O4HOCHO JIMLleHllaMa OTBOPEHOT Ko/a.
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