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PREDGOVOR

Doktorska disertacija na temu ,, Biomehanicka i opti¢ka karakterizacija epidermalnog tkiva“
proistekla je iz rada na projektu Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja Republike Srbije
11141006, pod nazivom ,,Razvoj novih metoda i tehnika za ranu dijagnostiku kancera grlica materice,
debelog creva, usne duplje i melanoma na bazi digitalne slike i ekscitaciono emisionih spektara u
vidljivom i infracrvenom domenu“. Eksperimentalni deo doktorske disertacije, primenom
Optomagnetne imidzing spektroskopije i biomehanike tkiva za ranu dijagnostiku kolorektalnog
carcinoma, raden je na Prvoj Hirurskoj klinici Medicinskog fakulteta u Beogradu i u laboratoriji
Nanolab MaSinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

Tokom trajanja projekta, a i tokom izrade doktorske disertacije imala sam cast i zadovoljstvo da
saradujem 1 diskutujem sa stru¢njacima iz oblasti biomedicinskog inzenjerstva, medicine, vestacke
inteligencije, matematike i fizike kojima dugujem zahvalnost.

Ovom prilikom Zelim neizmerno da se zahvalim Prof. dr Lidiji Matiji, mom mentoru i rukovodiocu
projekta i Prof. dr Puri Korugi, koji je zaetnik i idejni tvorac primenjene metode Optomagnetne
imidzing spektroskopije, na inicijalnoj ideji i ukazanoj Sansi da radim na Katedri za Biomedicinsko
inzenjerstvo MasSinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu i usavrS§avam se u polju biomedicinskog
inZenjerstva kroz laboratorijski rad, brojna stru¢na usavrSavanja u zemlji i inostranstvu koja su mi
pomogla da na $to bolji nacin realizujem ideju, 1 naravno ne manje vazan aspekt rada sa studentima.
Hvala Vam na podrsci, ohrabrenjima, kritikama i “vetru u leda” da savladam kako rad na disertaciji,
tako 1 vaznim zivotnim lekcijama.

Posebnu zahvalnost zelim da iskazem akademiku, Prof. dr Zoranu Krivokapi¢u, mom komentoru za
savete, komentare, za omogucen pristup eksperimentalnom radu, na¢inu organizovanja prikupljanja
uzoraka na Prvoj Hirurskoj klinici Klini¢kog centra Srbije i podr§ku tokom celokupnog rada. Veliko
hvala timu Prof. Krivokapic¢a na vremenu, volji i zelji, koje su izdvojili da mi pomognu i olaksaju rad
kako stru¢nim savetima i objasnjenjima, tako i u prakticnom pogledu prilikom snimanja uzoraka.

Takode se zahvaljujem i Prof. dr Aleksandri Vasi¢-Milovanovi¢, doc. dr Branislavi Jefti¢ i Prof. dr
Goranu Lazovi¢u na savetima i stru¢noj pomo¢i tokom izrade ove doktorske disertacije. Prof. Dr
Draganu Aleksendri¢u hvala na savetima, literaturi 1 objasnjenjima u oblasti veStacke inteligencije.
Prof. dr Aleksandru Tomicu se zahvaljujem na obja$njenjima i saradnji tokom dugog niza godina.
Kolegama Borisu Kosi¢u i Ivanu Puri¢i¢u dugujem veliku zahvalnost na pomoci oko akvizicije
podataka i podrske prilikom obuke i rada na uredaju JR-6A. Kolegi Marku BaroSu Zelim da se
zahvalim na pomoc¢i oko klasifikacije podataka.

Na kraju, beskrajno hvala mom sinu i mojoj divnoj porodici, mojim prijateljima i kolegama na podrsci
I razumevanju bez kojih ovaj rad ne bi imao ovoliki znacaj za mene.



BIOMEHANICKA I OPTICKA KARAKTERIZACIJA EPIDERMALNOG TKIVA

Sazetak

Kolorektalni karcinom je jedan od glavnih zdravstvenih problema u razvijenim zemljama. Opto-
magnetna imidzing spektroskopija (OMIS) kao nova metoda za karakterizaciju razli¢itih vrsta
materijala, ukljucujuci i ljudska tkiva, se u ovoj Disertaciji po prvi put koristi za rano otkrivanje raka
debelog creva. OMIS metoda zasniva se na interakciji svetlosti i materije i daje biofizicke parametre
za karakterizaciju tkiva zdravo/bolesno. Da bi se izmerila razlika zaostalog magnetizma izmedu
zdravog tkiva i tkiva karcinoma debelog creva, primenjen je dvobrzinski spinner magnetometar JR-
6A, sa tacnoscu 2,4 uA/m (3pT). Kako su ove dve metode komplementarne, JR-6A je koriscen da
karakteriSe ukupnu zapreminu tkiva i potvrdi da optomagnetna imidzing spektroskopija koja meri
paramagnetna/dijamagnetna svojstva tkiva u tankim povrSinskim slojevima daje relevantne podatke
za Kklasifikaciju zdravo/bolesno. OMIS spektri daju tacnost do 92.5% koriséenjem viseslojne
neuronske mreze kao klasifikatora, dok podaci magnetometra na bazi parametarskog frakcionog
racuna daju ta¢nost 86.1%. Ovim je pokazano da obe metode jasno razlikuju zdravo tkivo od
kancerogenog. Dobijeni rezultati pokazuju da bi se ova nova neinvazivna metoda mogla koristiti za
karakterizaciju tkiva ex vivo. Medutim, kao takva OMIS metoda otvara moguénost koris¢enja u in
vivo uslovima u kombinaciji sa modifikovanom kolonopskopijom $to bi lekarima pomoglo u ranijem
otkrivanju kancera debelog creva.

Kljuéne redi: Optomagnetna imidzing spektroskopija, kolorektalni karcinom, neuronske mreze,
skrining, klasifikacija, diferencijacija tkiva

Naucéna oblast: Oblast tehnickih nauka, Masinstvo
UZa naulna oblast: Biomedicinsko inzenjerstvo

UDK broj:



BIOMECHANICAL AND OPTICAL CHARACTERIZATION OF EPIDERMAL TISSUE
Abstract

Colorectal carcinoma is one of the major health problems in industrialized countries. Opto-magnetic
imaging spectroscopy (OMIS) as a new imaging method for the characterization of various materials,
including human tissues, is used in this Dissertation for the first time for early detection of colon
cancer. The OMIS method is based on light-matter interaction and allows biophysical criteria in tissue
characterization, healthy/cancer. To measure the difference of the remanent magnetism between
healthy and colon cancer tissue, a dual-speed spinner magnetometer JR-6A, with accuracy +2.4 pA/m
(3pT) was applied. As both of these methods are complementary to each other, JR-6A was used to
characterize the total tissue volume and to confirm that opto-magnetic imaging spectroscopy
measuring the paramagnetic/diamagnetic properties of tissue in thin surface layers providing relevant
data for the healthy/cancer classification. OMIS spectra give an accuracy of up to 92.5% using the
Perceptron multilayer neural network as a classifier, while magnetometer data give an accuracy of
86.1%. This shows that both methods clearly distinguish healthy tissue from cancer tissue. The
obtained results indicate that this new non-invasive method could be used for ex vivo characterization.
However, the OMIS method opens up the possibility of using the same method in in vivo studies in
combination with modified colonoscopy to assist physicians in targeting biopsies of colorectal tissue.

Key words: opto-magnetic imaging spectroscopy, colorectal cancer, neural networks, screening,
classification, tissue differentiation

Scientific field: Mechanical Engineering
Scientific subfield: Biomedical Engineering

UDK number:
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INDEKS SKRACENICA I OZNAKA

SZO — svetska zdravstvena organizacija

EU — Evropska unija

SAD - Sjedinjene Americke drzave

BDP — bruto domaci proizvod

FISH — fluerescenta in situ hibridizacija

CSH - cross-species hibridizacija

PCR — lanc¢ana reakcija polimeraze (polymerase chain reaction)
DNK — dezoksiribonukleinska kiselina

MRNK — mitohondrijalna ribonukleinska kiselina

Al — artificial intelligence, vesStacka inteligencija

IVD — in vitro dijagnostika

gFOBT — gvajak test na okultno krvarenje

FOBT — faecal occulut blood (test na okultno krvarenje)
FIT — Imunohemijski test

CTC — kompjuterizovana tomografkska kolonografija
KRK - kolorektalni karcinom

USPSTF - americka radna grupa za preventivne usluge (United States Preventive Services
Task Force)

LED — (eng. light-emitting diode) svetle¢a diode

EAR — evropska agencija za rekonstrukciju

ADR — adenoma detection rate (stopa detekcije adenoma)
GALT - (eng. gut-associated lymphoid tissue) limfno tkivo creva
OMIS — Otpo-magnetna imidzinig spektroskopija

RM — remanentna magnetizacija

ANN - vestacke neuronske mreze

MLP — viseslojna perceprtronska mreza

TNM — klasifikacija tumora, linfnih ¢vorova 1 metastaza
WLD — wavelenght difference (razlika talasnih duzina)
ROC - receiver operating characteristic (ROC kriva)
AUC — povrsina ispod ROC krive (Area under curve)
Al — vestacka inteligencija

ANN- vestacke neuronske mreze

D¢ - parametarski frakcioni izvod

a - frakcioni izvod (0 <a <1)

o(t) — napon u zavisnosti od vremena

E - modul elasti¢nosti

&(t)- prostorna dilatacija u vremenu

n - koeficijent viskoznosti fluida

A - promena remantne magnetizacije (A/m)

¢ - vrednost Fibonacijevog niza 0.61803 (a/b, b> a)

® - vrednost Fibonacijevog niza 1.61803 (a/b, a> b)
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zdravog tkiva i karcinoma, velicina isecanja 1700x1700 piksela (SI. 7.1c), klasifikacija
zdravog tkiva i karcinoma, velicina isecanja 1418x1418 piksela (SI. 7.2c), klasifikacija
zdravog tkiva i karcinoma, velicine isecanja 710x710 piksela

Slika 7.22. ROC kriva za dve vrste klasifikacije pomocu Random Forest klasifikatora: klasifikacija
zdravog tkiva i tkiva u blizini tumora, SI. 7.2 - velicina isecanja od 1418x1418 piksela i
Fig. 7.3 - velicina isecanja od 710x710 piksela.

Slika 7.23. Skica primenjene viseslojne perceptronske neuronske mreze, prilagodena Kolmogorovom
Mapirajucom neuronskom mrezom prema referenci [35]. Intenzitet WLD (256) je ulazni
sloj (X1, X2...., xn), prvi skriveni sloj ima 513 vestackih neurona (2 x 256 +1),, dok drugi i
treci skriveni sloj imaju 32 vestacka neurona. Izlazni sloj ima dve vrednosti y1 (ne-rizicno
ili zdravo) i y2 (rizicno ili karcinom)

Slika 7.24. Korelacioni koeficijenti izmedu WLD. Medusobna korelacija je predstaviljena ,, matricno “
gde je intenzitet korelacije prikazan pomocu intenziteta boje.

Sllika 7.25. Vaznost promenljihvih, nakon primene filterVarlmp().

Slika 7.26. Korelacioni koeficijent nakon primene novog algoritma za maksimalnu vrednost
koeficijenta korelacije od 0,75. WLD = 136.797 predstavlja dominantnu promenljivu
dobijenu tokom primene algoritma na svim tipovima uzoraka.

Slika 7.27. Rezultati biomehanike tkiva na bazi parametarske ocene frakcionog dinamickog modela.
Vecina kancerogenog tkiva (preko 85% slucajeva ) ima frakcioni izvod manji od 0.38
(0.22< D#<0.38) i oko 15% ima frakcioni izvod 0.75< D$¢<0.88), dok zdravo tkivo ima
frakcioni izvod 0.50< D #<0.75), a inflamatorno 0.38< D ¢<0.05).
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1 UvOD

Karcinom je drugi vodec¢i uzrok smrti na globalnom nivou i kao posledicu ima 9,6 miliona smrtnih
slucajeva u 2018. godini. Globalno, otprilike 1 od 6 smrtnih slucajeva je posledica karcinoma, dok se
skoro 70% smrti od karcinoma dogada u zemljama sa niskim i srednjim prihodima. Prema podacima
Svetske zdravstvene organizacije (SZO), od karcinoma u 2018. godini obolelo je 18,07 miliona i
preminulo 9,55 miliona, dok su podaci za Evropu za isti period, 4,22 miliona novoobolelih i 1,94
miliona preminulih. Evropu naseljava 9% svetske populacije, sa stopom od 25% ukupnog broja
obolelih od ove bolesti, a kao osnovu za dalju borbu Evropa vidi u aZiranoj statistici koja je klju¢na
za planiranje borbe protiv karcinoma. Procene incidence i mortaliteta za 25 glavnih karcinoma
predstavljene su za 40 zemalja u Cetiri evropska podrucja koje su definisale Ujedinjene nacije 1 za
Evropu i Evropsku uniju (EU-28) za 2018. godinu. S obzirom na trend enormnog rasta broja obolelih
od karcinoma posebno se istice GLOBOCAN-ova predikcija za period 2018.-2040. godina gde se
predvida porast broja novoobolelih sa 18,1 milion na 29,6 miliona slu¢ajeva [1-6].

Globalno ekonomsko opterecenje usled karcinoma je nepoznato, iako su podaci dostupni u nekim
zemljama. Ekonomsko opterecenje u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama (SAD) iznosi priblizno 1,8%
bruto domaceg proizvoda (BDP), procenjena potros$nja u sektoru zdravstva za 2017. godinu iznosila
je 161,2 milijarde americkih dolara; gubitak produktivnosti zbog morbiditeta 30,3 milijarde
ameriCkih dolara, a prevremena smrtnost 150,7 milijardi ameri¢kih dolara. U Evropskoj uniji
potro$nja je iznosila 57,3 milijarde evra, a gubici produktivnosti usled morbiditeta i prevremene smrti
10,6 milijardi evra i 47,9 milijardi evra. Sa troskovima neformalne nege od 26,1 milijarde evra,
ukupan teret porastao je na 141,8 milijardi evra, ili 1,07% BDP-a. Ekonomsko opterecenje gubitka
produktivnosti usled morbiditeta i prevremene smrti od karcinoma iznosi skoro 60% ukupnog
ekonomskog optere¢enja povezanog sa karcinomom u zemljama Evropske unije, gde troskovi
produktivnosti usled prevremene smrtnosti iznose 42,6 milijardi evra godisnje, dok gubici radnih
dana iznose 9,43 miliona evra godiSnje. Iz prethodno navedenog moze se videti da troskovi lecenja
karcinoma rastu Sirom sveta, ukazujuci sve vise na znacaj i isplativost prevencije i skrininga, a
ponekad i velikom uStedom na drzavnom nivou. Na primer, prema dostupnim podacima kada su
razmatrane skuplje hemoterapije u poredenju sa skriningom raka debelog creva 1 bez skrininga, uSteda
le¢enja od sprecavanja uznapredovalog karcinoma i smrti se viSe nego udvostruéila u SAD-u [7-9].
Trenutno se moze spreciti izmedu 30-50% karcinoma izbegavanjem faktora rizika i primenom
postojecih strategija prevencije zasnovanih na dokazima. Teret karcinoma se takode moze smanyjiti
ranim otkrivanjem raka i leCenjem pacijenata koji imaju preduslove za razvoj ove bolesti. Mnogi
karcinomi imaju velike Sanse za izleenje ako se rano dijagnostikuju i adekvatno lece. Zbog svih
pomenutih ¢injenica, maja 2017. godine, svetske vlade su se obavezale da ¢e ulagati u kontrolu
karcinoma kao prioritet javnog zdravlja, donosenjem Rezolucije Svetske zdravstvene skupstine 70.12
0 prevenciji i kontroli karcinoma u okviru integrisanog pristupa[1,6].

Maligna transformacija celija u karcinom nije u potpunosti poznata, ali ve¢ina nau¢nika smatra da
nastaje usled dugotrajnog nagomilavanja genetskih i epigenetskih mutacija te je stoga blagovremena
dijagnoza jedan od najvaznijih zadataka i1 svrha medicine kao zdravstvene zaStite. Rano
dijagnostikovanje ovih transformacija u ¢elijama moze poboljsati prognozu slucajeva karcinoma.
Dijagnoza karcinoma danas ukljucuje analizu uzoraka tkiva i citologije dobijenih kroz nekoliko
postupaka, ukljucuju¢i hirurSku biopsiju, aspiracionu biopsiju, venepunkciju, pleuralnu punkciju,
struganje povrsine tkiva i sakupljanje eksfoliativnih ¢elija iz urina i sputuma. Konvencionalna
histopatologija zasnovana na proceni morfologije ostala je standardna dijagnosti¢ka metoda ve¢ dugi
niz godina, ali razvoj naprednih sofisticiranih tehnologija poput masene spektrometrije, mikromreze
I automatizovanog sekvenciranja DNK otvorio je nove puteve u dijagnozi karcinoma i terapiji.
Upotreba enzimske histohemije i elektronske mikroskopije prosirila je primarnu mikro-anatomsku
procenu tako da ukljucuje biohemijske i subcelijske ultra-strukturne karakteristike. Metode skrininga
I nadzora karcinoma ukljucuju ultrazvuk, mamografiju, digitalnu mamografiju, kolonoskopiju,
magnetnu rezonancu, kompjuterizovanu tomografiju, pozitronsku emisionu tomografiju i
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spektroskopiju magnetnom rezonancom. Takode, za dijagnozu se danas koriste druge tehnike kao §to
su imunohistohemija, in situ hibridizacija (FISH, CSH), PCR, RT-PCR (PCR u realnom vremenu),
proto¢na citometrija i mikromreza. Najnovija tehnologija Microarray je efikasan pristup za izdvajanje
podataka od biomedicinske vaznosti za Sirok spektar primena, U istrazivanju karcinoma pruzice veliku
propusnost i dragocene uvide u razlike u tumoru pojedinca u poredenju sa DNK, ekspresijom mRNK
i ekspresijom i aktivnoS¢u proteina [10]. Ipak i pored svih dijagnosti¢kih metoda, javljaju se greske i
iz tog razloga je SZO nedavno je dala prioritet oblastima bezbednosti pacijenata u primarnoj
zdravstvenoj zastiti, koja predstavlja okosnicu i sam pocetak za ranu dijagnostiku bolesti, 1
dijagnosticke greske uvrstila u prioritetni problem. Teznja za poboljSanjem bezbednosti pacijenta
protekle decenije uglavnom se bavila kvantificiranim problemima kao $to su greSke u lekovima,
infekcije povezane sa zdravstvenom zaStitom i posthirurSke komplikacije. Dijagnostickoj gresci
pripalo je srazmerno manje paznje, uprkos €injenici da su znacajne studije bezbednosti pacijenta
dosledno otkrile da je dijagnosticka greska Cesta. U Harvardskoj medicinskoj praksi, dijagnosticka
greska Cinila je 17% greSaka koje se mogu spreciti kod hospitalizovanih pacijenata, a sistematski
pregled studija obdukcije koji je obuhvatio cetiri decenije klasifikovane istorije podataka otkrio je da
je priblizno 9% pacijenata doZivelo veliku dijagnosticku gresku koja je ostala neotkrivena dok je
pacijent bio ziv. Sve ove studije podrazumevaju da hiljade hospitalizovanih pacijenata svake godine
umru zbog dijagnosti¢kih greSaka [11-13]. Sagledavanjem potreba koje se javljaju u iznalazenju
najboljeg, najkvalitetnijeg nacina da se pomogne pacijentu javlja se i potreba za $to ve¢im brojem
informacija i sa te strane zdravstvena zastita postaje Sve bogatija podacima generisanim od pacijenata.
Koli¢ina tako generisanih podataka zahteva racunarski potpomognutu analizu u obliku koris¢enja
vestacke inteligencije (Al) / dubokog ucenja kako bi imala smisla i razvila razumljive rezultate koji
klini¢arima 1 pacijentima mogu da pomognu na znacajan nacin. Najvazniji delovi aplikacija za
masinsko ucenje koji su se pojavili poslednjih godina sa porastom podataka su: 1) identifikacija /
dijagnoza bolesti, 2) personalizovani tretman 3) pametni elektronski zdravstveni kartoni 4)
istrazivanje klini¢kih ispitivanja. Ukupna ulaganja javnog i privatnog sektora u vestacku inteligenciju
zapanjujuca su: sve u svemu, prema nekim procenama ocekuje se da ¢e dostic¢i 6,6 milijardi dolara
do 2021. godine. “Accenture” predvida da bi vrhunske aplikacije za vestacku inteligenciju mogle
rezultirati godiSnjom uStedom od 150 milijardi dolara do 2026. godine [14-16]. Al ima vaznu ulogu
u zdravstvenoj ponudi buduénosti, kroz razvoj precizne medicine za koju se smatra da je preko
potreban napredak u nezi. lako su se rani napori na pruzanju dijagnoze i preporuka za lecenje pokazali
izazovnim, o¢ekujemo da ¢e Al na kraju savladati i taj domen. S obzirom na brzi napredak u Al u
analizi slike, ¢ini se vrlo verovatnim da ¢e vecinu radioloskih i patoloskih slika u jednom trenutku
ispitivati masina. Celukupan razvoj i napredak Al sistema ide u prilog povecanja napora doktora u
zbrinjavanju pacijenata, a ne u njihovoj zameniti klinicare.

Zadatak ove doktorske disertacije je da da doprinos u oblasti rane dijagnostike karcinoma
kombinovanjem nove metode za detekciju abnormalnog stanja tkiva zasnovanoj na spektroskopiji sa
metodama za klasifikaciju, nude¢i na taj nain automatizovan pristup detekciji karcinoma, sa
posebnim osvrtom na kolorektalni karcinom. Pre nekoliko decenija, kolorektalni karcinom se retko
dijagnostikovao. U svetu, u 2018. godini, karcinom kolorektuma je bio tre¢i vodeci uzrok oboljevanja
sa procentualnim udelom od 10,2% medu svim obolelim (Slika 1.1), i drugi uzrok smrtnosti sa
procentualnim udelom 8,2%. Na globalnom nivou to bi znacilo da svaka deseta osoba obolela i svaka
dvanaesta preminula osoba su imale kolorektalni karcinom. Najvisa stopa incidencije i mortaliteta je
zabelezena u Evropi (28,2/100.000 i 12,2/100.000), a najniza u Africi (6,1/100.000 i 4,6/100.000)
prema podacima SZ0-a. Procenjuje se da ¢e broj novoobolelih i umrlih od kolorektalnog karcinoma
povecati na globalnom nivou za 60%, tj. 2030. godine broj novoobolelih ¢e iznositi vise od 2,2
miliona, a broj umrlh vise od 1,1 milion [17-19]. U Srbiji je prema podacima GLOBOKAN-a za
2018. godinu kolorektalni karcinom bio na drugom mestu oboljevanja od malignih bolesti sa brojem
novoobolelih 6.14, odmah iza karcinoma pluc¢a. Ukoliko pogledamo raspodelu prema polu, kod
muskaraca kolorektalni karcinom je bio drugi vodec¢i uzrok novoobolelih (3.77) odmah iza karcinoma
pluca, dok je kod zena bio na trecem mestu (2.37), iza karcinoma dojke i pluc¢a [18,20].
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pluca
A 2093 876 (11.6%) B pluca

1761007 (18.4%)

. dojka ) ostali
] 2088 849 (11.6%) 3422 417 (35.8%)
ostali
7 753 946 (42.9%) kolorektum kolorektum
1849 518(10.2%) 880 792 (9.2%)
.’ prostata prostata seludac

1276 106 (7.1%) 358 989 (3.8%) 782 685 (8.2%

grli¢ materice zeludac pankreas jetra

569 847 (3.2%) 1033 701 (5.7%) 432 242 (4.5%) 781 631 (8.2%)

jednjak jetra jednjak dojka

572 0341 (3.2%) 841 080 (4.7%) SOB 585 (5.3%) 626 679 (6.6%)

Slika 1.1. Statistika kolorektalnog karcinoma u svetu u 2018. godini, A — broj novoobolelih
slucajeva, B — broj smrtnih slucajeva, https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/cancers/10 8 9-
Colorectum-fact-sheet.pdf

Kolorektalna karcinogeneza je kompleksan process koji se odvija u vise faza, tokom kojeg dolazi
do patoloskih neoplastiénih promena crevne mukoze i akumulacije genetickih i epigenetickih
promena u ¢elijama crevne mukoze. Kolorektalni karcinom nastaje transformacijom normalne crevne
mukoze prvo u benigni, a zatim u premaligni polip koji daljim razvojem prerasta u invazivni maligni
tumor. Kljuc¢ni faktori u nastanku kolorektalnog karcinoma su onkogeni i tumor-supresorski geni ¢ije
promene dovode do deregulacije ¢elijskog ciklusa [18]. Polipi su ¢esti, mogu se razviti na bilo kom
delu epitelnog tkiva kolona i procenjuje se da ¢e tre¢ina ili polovina svih osoba tokom Zivota razviti
jedan ili vise polipa, ali se velika veéina njih neée razviti u karcinom. Prose¢no trajanje razvoja
benignog polipa do karcinoma nije poznato, procena je da je potrebno najmanje 10 godina [21]. Dug
period od nastanka polipa do razvoja kolorektalnog karcinoma je jako znacajan za rano otkrivanje
bolesti. Otkrivanje bolesti u prekanceroznom stadijumu - stadijumu dobro¢udnog polipa ili u
stadijumu lokalizovane bolesti omogucava potpuno izlecenje u vise od 85% (76%-90%) obolelih
[22]. Kljuénu ulogu u ranoj dijagnozi bolesti ima primarna prevencija koja podrazumeva mere i
postupke koji se sprovode da ne bi doSlo do nastanka oboljenja (zdrava ishrana, fizicka aktivnost,
kontrola telesne mase, izbegavanje alkohola i cigareta) i kojom se moze spreciti nastanak tumora u
oko dve tre¢ine osoba. Medutim, nije uvek moguce preventirati nastanak malignih bolesti primarnom
prevencijom jer nisu uvek poznati svi mehanizmi i uzro¢nici nastanka tumora. U tom slu¢aju veliku
ulogu ima sekundarna prevencija, tj. otkrivanje bolesti u ranoj fazi kada je moguce njeno lecenje i
izleCenje. Otkrivanje bolesti u ranoj fazi realizuje se putem skrining programa ¢iji je cilj otkrivanje
bolesti u ranoj, po€etnoj fazi, kada je lecenje daleko efikasnije, Sto ¢e direktno uticati na smanjenje
broja novoobolelih 1 umrlih, a indirektno ¢e uticati na poboljSanje kvaliteta Zivota pacijenata obolelih
od ove bolesti [18]. Da bi skrining bio uspesan treba omoguciti: 1) veliku pokrivenost populacije
(treba teziti obuhvatu od najmanje 75% populacije); 2) dalje zbrinjavanje lica sa pozitivnim testom i
njihovo pracenje; 3) prikupljanje podataka putem informacionog sistema; i 4) kontrolu kvaliteta.
Ciljna populacija u skriningu karcinoma debelog creva moZe biti razli¢ita 1 zavisi od mnogo faktora:
epidemioloskih, demografskih, kadrovskih, organizacionih i1 finansijskih, a preporuka evropskih
vodica je da treba da obuhvati muSkarce 1 Zene od 50 do 74 godina zivota. Test koji se primenjuje
treba da bude visokosenzitivan, specifi¢an, lako primenljiv i relativno jeftin [22].



2 PREDMET ISTRAZIVANJA
U svetu i naSoj zemlji je do sada objavljeno nekoliko vodica dobre klinic¢ke prakse, koji se odnose
na prevenciju, rano otkrivanje karcinoma debelog creva i prac¢enje obolelih pacijenata. Srbija spada u
zemlje sa visokom stopom mortaliteta i srednje visokom stopom incidence kolorektalnog karcinoma,
1 u skladu sa tim neophodne su mere prevencije sa ciljem smanjenja broja obolelih 1 umrlih, a takode
i radi poboljsanja kvaliteta Zivota i smanjenja troSkova lecenja (Slika 2.1) [20, 22].
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Slika 2.1. Predlozeni algoritam populacionog skrininga u Srbiji [26]

S obzirom da se do 40% slucajeva karcinoma prepisuje uzrocima koji mogu da se sprece, postoji
jako veliki potencijal za smanjenje broja slu¢ajeva i prostor za delovanje u Evropskoj uniji u vidu
skrininga. Medutim, trenutno se na prevenciju izdvaja oko 3% budzeta Sirom EU [23]. Uocavanje
znacaja skrininga i rane detekcije bolesnika je od krucijalano zna¢aja za samog pacijenta, dalji tok
bolesti, kvalitet zivota pacijenta i socio-ekonomske razloge. Skrining se odnosi na upotrebu
jednostavnih testova u zdravoj populaciji kako bi se identifikovali pojedinci koji imaju bolest, a €iji se
simptomi jo§ uvek nisu pojavili. Ipak, lekari u primarnoj zdravstvenoj zastiti se obi¢no suocavaju sa
velikim brojem pacijenata i ponekad donose nepouzdane odluke i iz tog razloga, moze se reci da
dijagnoza u primarnoj zdravstvenoj zastiti (tj. prvi kontakt, dostupnost, nastavak, sveobuhvatna i
koordinirana nega) predstavlja podrucje visokog rizika za greske. Dijagnosti¢ka greska se javlja
kada se pacijentova dijagnoza potpuno propusti, ukoliko se neprimereno odlaze i/ili pogresi, Sto se
procenjuje prema eventualnoj koli¢ini sakupljnih 1 obradenih informacija, ali kategorije propustenih,
odloZenih 1 pogresnih se u velikoj meri preklapaju. Ipak, Cesto je teSko odvojiti ove tri navedene
stvari; na primer, 1 u propusStenim i u pogresSnim scenarijima, dijagnoza je takode odlozZena. Stoga se
ovi koncepti moraju primeniti zajedno kako bi se steklo razumevanje situacije i na sto efikasniji
nacin sprecila pojava greske, Sto navodi na misljenje o potrebi razvoja visoko senzitivnog testa. U
skladu sa tim segment medicinske tehnologije koji se trenutno suo¢ava sa revolucionarnim promenama
je In Vitro dijagnostika (1VD), usled najnovijih dostignuéa u genetickim istrazivanjima, dijagnosti¢koj
tehnologiji i digitalizaciji. VD obuhvata pregled uzoraka pacijenta van tela, koji se analiziraju ili u
laboratoriji, direktno kod lekara ili u kué¢i pacijenta. Proizvodaci dijagnosticke opreme i testova
pokrivaju ¢itav spektar, od jednostavnih testova glukoze u krvi i trudno¢e do slozenih karcinoma i
genetskih testova - uglavnom zasnovanih na uzorcima krvi, stolice ili urina. Rezultati ispitivanja
omogucavaju zakljucke o stanju pacijenta, ukazuju na od koje bolesti pati i kako se najbolje moze
pojedinacno izleciti. IVD proizvodi (ukljucujuéi uredaje, instrumente i takozvane ,,komplete za
testiranje*) i IVD usluge (kao $to su upravljanje podacima, odrzavanje softvera i opreme) obezbedili
su prihod veci od 70 milijardi dolara Sirom sveta u 2019. godini. Glavni pokreta¢ ovog razvoja je
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starenje stanovnistva, incidenca oboljevanja gde je potrebna precizna dijagnostika i terapije zasnovane
na ishodima [24].

Skrining testovi se grubo mogu podeliti na dve kategorije:

1. Neinvazivni testovi za ispitivanje stolice, ¢iji je primarni cilj otkrivanje karcinoma u ranoj
fazi, i

2. Pregledi debelog creva, ciji je cilj pored ranog otkrivanja karcinoma otkrivanje i

prekursorskih lezija i njihovo otklanjanje (invazivno ispitivanje).
2.1 Testovi za ispitivanje stolice

Testovima za ispitivanje stolice se otkriva prisustvo ,,nevidljive® krvi u stolici pacijenta golim
okom ili specificna DNK, odnosno fragmenti koji mogu upucivati na prisustvo karcinoma debelog
creva. Ovaj tip testova je neinvazivan i moze se primeniti i u kuénim uslovima [18,25-28].

2.1.1 Gvajak test na okultno krvarenje (QFOBT)

Test se zasniva na pretpostavci da postoji krvarenje kod neoplazmi debelog creva pri ¢emu
se otkriva aktivnost peroksidaze hema. U slucajevima kada postoje veliki polipi, otkrivanje
okultnog (golim okom nevidljivog) krvarenja je dosta lakSe. UspeSnost otkrivanja se povecava
sa ve¢im brojem testiranja (dva do tri testiranja) u nekoliko dana u poredenju sa samo jednim
testom jer gvajak FOBT nije specifian i postoji moguénost dobijanja lazno pozitivnih rezultata
pogotovo kod osoba koje su konzumirale crveno meso ili hranu koja ima perioksidnu aktivnost jer
aktivnost peroksidaze hema nije samo specifi¢na za ljude, a i laZzno negativnih rezultata u slucaju
konzumacije vitamina C. Lekari preporucuju izbegavanje ovih namirnica, medutim nije poznato
koliko se testirani pacijenti pridrzavaju preporuka. Uticaj na ta¢nost testa mogu da imaju i nesteroidni,
antiinflamatorni i antikoagulantni lekovi, za sada ne postoji mnogo podataka, dok vodic¢i dobre
klinicke prakse ne preporucuju prekidanje njihovog uzimanje u toku i pre testiranja [18, 25-29].

Pacijenti koji imaju pozitivan gvajak FOBT test imaju 3-4 puta veéi rizik da imaju rak debelog
creva u odnosu na one sa negativnim [30]. U slucaju pozitivnog testa pacijentima se preporucuje
kolonosklopski pregled [18, 22, 26, 30, 31]. Nakon izvrSenog testiranja (na 3 uzorka stolice), test i
dalje nema veliku senzitivnost na neoplaziju, otkriva 13-50% pacijenata sa karcinomom i 11-24%
bolesnika sa uznapredovalim adenomom. Uznapredovali adenom se definiSe kao tubularni adenom
koji je ve¢i od 10mm, adenomom sa viloznom komponentom ili displazijom visokog stepena [18, 26,
30]. U slucaju postojanja negativnih rezultata efikasnost testa ¢e rasti ako se isti ponavlja na
godi$njem nivou. Studije pracenja testiranja na prisustvo okultne krvi u stolici, U trajanju od preko
deset godina, pokazale su znacajno smanjenje stope mortatileta, cak za 15-33% i to bez obzira na
postojanje razlika u metodama istrazivanja i intervalu testiranja. Druga istraZivanja pokazuju da je
incidenca karcinoma debelog creva smanjenja za 17-20% u periodu pracenja od 18 godina. Primena
ovakvih testova u kué¢nim uslovima je moguca uz relativno male troSkove, sa akcentom da njegova
efikasnost zavisi od uspeSnosti naknadnih kolonoskopskih pregleda za one sa pozitivnim rezultatima
I ponovljenog godisnjeg testiranja za one sa negativnim rezultatima. Potrebno je napomenuti da se
zahvaljuju¢i tehnoloSkom napretku osetljivost testa popravila poslednjih godina, ali 1 bez obzira na
to prihvatljivost ponovnog testiranja u ciljnoj populaciji nije uvek na o€ekivanom nivou u vise od
50% [18, 30].

2.1.2 Fekalni imunohemijski test - (FIT)

FIT (fekalni imunohemijski test) je test novije generacije na prisustvo, golim okom nevidljive,
krvi u stolici. Ovaj test koristi antitela koja su specificna za neku komponentu krvi, npr. za humani
hemoglobin, albumin ili neke druge. Kako je specifi¢an za ljudsku krv manje je podlozan lazno-
pozitivnim rezultatima (usled nacina ishrane) u poredenju sa gFOBT testom. Senzitivnost ovog testa
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je znacajno veca i prelazi 50% u slucajevima kada se koriste 1-3 uzorka stolice. U velikom broju
istrazivanja pokazano je da je pri kvalitativnom koriS¢enju testa, senzitivnost 20-30% za
uznapredovale polipe, a kod kvantitivnog ocitavanja testa senzitivnost raste do 67%. Danas je u
upotrebi nekoliko komercijalnih FIT testova sli¢ne osetljivosti [18, 30, 32].

Od velike klinicke vaznosti je informacija o ucinku skrining programa (gde se ispituje stolica)
koja se meri odzivom ciljane populacije, gde znacajnu prednost pokazuje FIT jer se kod njega
testiranje vr§i samo jednom u poredenju sa gFOBT-om (gde je potrebno izvrsiti 3 testiranja zbog
povecéanja senzitivnosti) i gde su odzivi pacijenata na skrining 59,6% i 46,8% respektivno [18, 30,
32].

lako FIT (imunohemijski testovi) imaju vecu senzitivnost od standardnih gvajak FOBT testova,
nije poznata njihova efikasnost u smanjenu mortaliteta karcinoma debelog creva u poredenju sa
senzitivnijim gFOBT. Sa druge strane, moguc¢nost prevencije karcinoma i uklanjanja
uznapredovalih adenoma je ograni¢ena koriS¢enjem kvalitativno ocitavanih imunohemijskih
testova, ispod 50% i u glavnom se krece u rasponu 25-30%, ukoliko se ne koristi kvalitativni FIT
[26].

2.1.3 Pregled stolice na DNK

Mutacije gena povezane sa karcinomom debelog creva, u slucaju otkrivanja mehanizama
karcinogeneze dalo je osnov za razvoj specificnih metoda otkrivanja pomenutih mutacija pregledom
stolice. U velikoj studiji 2004. godine testirana je prva verzija ovog testa i pokazano je da je kancer
otkriven kod 52% pacijenata, medutim samo kod 18% pacijenata potvrdeno je postojanje
uznapredovalih adenoma. Zatim se usledile godine usavrSavanja i kasnija istraZivanja pri testiranju
jednog uzorka stolice pokazala su senzitivnost za karcinom ¢ak 87%, a za uznapredovale adenome
oko 40% [18, 26, 33, 34].

Pregledom stolice moguce je otkriti tumore u ranom stadijumu ukoliko se osobe odazivaju na
ponovno testiranje u propisanim intervalima. Medutim, sprovedena istrazivanja su pokazala da 25—
40 % osoba tokom godina ne prihvata ponovno testiranje kada je u pitanju pregled stolice i zbog
toga je preporucen interval od 3 godine za ponovno testiranje. Taj period moze biti prihvatljiva,
efikasna i ekonomski isplativa alternativa u odnosu na gvajak i imunohistohemijski test. Glavna
prednost fekalnih DNK testova u poredenju sa FOBT testom ili kolonoskopijom je ¢injenica da na
njih ne utice proksimalna lokacija tumora [35, 36]. Druga prednost je nedostatak potrebe za
proc¢iscavanjem ili promenama u ishrani. Ipak, osetljivost fekalnih DNK testova za adenome u
poredenju sa otkrivanjem kolorektalnog karcinoma je niza. Pored toga, nedostaju podaci o
kontrolisanim studijama ispitavanja skrininga ovim testom kao za FOBT.

Druge tehnicke poteskocée ukljucuju probem realizacije sakupljanja i isporuke uzoraka stolice za
pacijente koji su na skriningu. Zatim, sprovedena studija pokazuje da su DNK testovi imali
dvostruko viSe abnormalnih rezultata od FIT-a, sa veCom stopom lazno pozitivnih rezultata, Sto dalje
implicira da ¢e biti potrebno vise kolonoskopija za dalju procenu kolorektalnog karcinoma. Dakle,
neizbezno veéi broj dijagnostickih ispitivanja povecao bi troSkove i rizike skrininga. Usled
pozitivnog rezultata gFOBT testa, kao trenutne metode skrininga, uradeno je 690.011 kolonoskopija
za lazno pozitivne skrining testove 1 rezultiralo dodatnim godiSnjim tro§kovima od oko 800miliona
funti [36-38].

Najveci nedostatak testova fekalne DNK je njegova isplativost, jer su i starije i novije studije,
posebno zasnovane na Markovljevom modelu, zakljuc¢ile da je fekalna DNK isplativa samo na
sopstveni zahtev pacijenta, ali u sustini dominira vecina ostalih dostupnih opcija skrininga,
ukljucuju¢i FOBT i kolonoskopiju [36, 39,40]. Ovo moze zahtevati ogranicenje broja DNK markera
kako bi njihova klinicka upotreba bila razumnija [36, 41]. Inace mnogi hromozomi (1, 3, 5,7,
8,12,15,17,18,19,20 i 22) su odgovorni za nastanak kancera debelog creva.



2.2 Pregledi-debelog-creva

Dijagnostikovanje maligniteta se ¢esto postavlja na osnovu podataka dobijenim snimanjem, a
kasnije potvrdenih histopatoloskim nalazom. Do skora su radioloSska procena ili istrazivacka
hirurgija najc¢esc¢e koris¢ena za dijagnozu karcinoma. Pojavom kompjuterizovane tomografije i
magnetne rezonance otvorio se novi pristup sagledavanja vaznih struktura i anatomskih informacija.
Trenutno je u klini¢koj praksi moguc¢e molekularno snimanje spektroskopijom magnetne rezonance
i pozitronsko emisionom tomografijom (PET). Ovi modaliteti omogucavaju funkcionalnu,
biohemijsku i fiziolosku procenu vaznih aspekata maligniteta [10]. U daljem delu poglavlja
navesc¢emo cetiri glavne metode koje se koriste za preglede debelog creva: (1) kompjuterizovana
tomografska kolonografija, (2) endoskopska ispitivanja kapsulom, (3) sigmoidoskopija, i (4)
kolonoskopija.

2.2.1 Kompjuterizovana tomografska kolonografija (CTC, CT-kolonografija ,,virtuelna
kolonoskopija”)

Metoda kompjuterizovane tomografske kolonografije (virtualna kolonoskopija) koristi 2D ili 3D
slike kolona kako bi se videle i analizirale promene zida creva, intraluminalne promene, kao i
promene koje sa spoljasnje strane pritiskaju zid creva. Efikasnost skrininga CT kolonografijom
dobijaju se indirektno na osnovu detekcije prekursorskih lezija karcinoma debelog creva. Tehnika
koristi magnete za polarizaciju i pobudivanje jezgara vodonika u molekulima vode u tkivu,
proizvodec¢i detektabilni signal koji je prostorno kodiran, §to rezultira slikama tela. Snimanje traje
oko 20 minuta, a tokom njega pacijent ima moguénost komunikacije sa lekarom ili tehni¢arem.
Rendgenski zraci (jonizujuce zraCenje) prolaze kroz telo pod razli¢itim uglovima i detektuju se
pomocu kompjuterizovanog skenera. Tako dobijeni podaci se obraduju i prikazuju kao slike preseka
unutrasnjih struktura tela [18, 42]

CT kolonografijom otkriva se 90% promena vecih od 10mm, ali takode postoji i 14% lazno
pozitivnih rezultata. Polipe veli¢ine od 6-9mm moguce je otkriti u 65,3% slucajeva. Podaci za polipe
manje od 6mm ne postoje jer je senzitivnost CT kolonografije u tim slu¢ajevima mala. U slucaju
CT kolonografske histoloske analize otkriveno je 55% uznapredovalih adenoma vecih od 6mm. U
vodi¢ima dobre klini¢ke prakse preporucuje se da se pacijenti upucuju na kolonoskopski pregled
ako imaju vise polipa vec¢ih od 6mm, §to je oko 15-25% svih pregledanih na CT kolonografiji. Ovi
rezultati su doprineli da CT kolonografija postane prihvatljiv metod skrininga, medutim, kao
nedostatak, navodi se da je za bilo kakvu otkrivenu promenu na debelom crevu neophodna dodatna
kolonoskopija. Sa druge strane prednosti CT kolonografije u odnosu na kolonoskopiju jeste da ne
zahteva sedaciju, zatim nema rizika od perforacije i dovoljno je nekoliko minuta za pregled, ali kao
1 kolonoskopija zahteva pripremu debelog creva koja u mnogim slucajevima moze biti i zahtevnija
kod CT kolonografije [10, 18, 25, 26, 43].

U slucaju CT kolonografije postoji ,,strah® zbog nastanka tumora usled posledica zrafenja
pacijenata u toku pregleda (8,8-10,2mSv/pregled), medutim noviji i napredniji uredaji omoguéavaju
kvalitetne snimke sa minimalnim izlaganjem zracenju. Trenutno nije utvrdeno da li je CT
kolonografija odgovaraju¢i pregled za pracenje pacijenata sa otkrivenim polipima, kao 1 u kojem bi
se intervalu vrsili pregledi, stoga su neophodna dodatna istrazivanja da bi se utvrdilo koji pacijenti
mogu da se prate neinvazivnim metodama, a koji moraju da se upute na endoskopski pregled [18].



Slika 2.2. Virtuelna kolonoskopija, prikaz dobijenog rezultata,
https://www.youtube.com/watch?v=-11z-6HKuNo

2.2.2 Endoskopsko ispitivanje kapsulom (kapsula endoskopija)

Kod ove vrste ispitivanja koristi se kapsula u kojoj se nalazi video kamera na oba kraja sa kojom
se fotografiSe unutrasnjost gornjih delova digestivnog trakta i tankog creva. Snimljene slike se
prenose bezi¢nim putem do uredaja za snimanje koji ih posle pojacava, pretvara i prosleduje na
racunar. Unapredeni modeli imaju znacajno dugotrajnije baterije tako da je moguée snimiti i debelo
crevo. U poredenju sa klasiénim kolonoskopskim pregledom senzitivnost je niza, 73%
uznapredovalih adenoma i 74% ostalih karcinoma, dok je 90% uznapredovalih adenoma i karcinoma
detektovano pomocu kolonoskopa. Ispitivanje kapsulom zahteva ,,perfektnu® pripremu debelog
creva sa jedne strane jer na uticaj i kvalitet snimaka uti¢e molitet digestivnog trakta $to se kasnije
ogleda pouzdanoscu pregleda. U 10% pregleda kapsula ne stigne da snimi celo crevo. Ovo sporo
napredovanje kapsule kroz creva moze biti posledica usporenog moliteta zbog Cega se baterija istrosi
pre nego Sto kapsula dode do kraja. Ubrzan prolaz kamere kroz debelo crevo, sa druge strane, moze
za posledicu da ima mali kvalitet slika. Zbog svega navedenog pocele su da se primenjuju ,,pametne*
kapsule, koje su osetljive na pokrete tako da snimaju samo kada se ostvari dovoljan pomeraj unutar
creva, a u slucaju usporenog kretanja prelaze u ,,sleep mode* da ustede bateriju [18, 25, 26, 44, 45,
46].

26 mm

Slika 2.3. Endskopska kapsula, https://www:.clinicaladvisor.com/home/web-exclusives/fda-
clears-video-capsule-endoscopy-device/, Glukhovsky, A. (2003). Wireless capsule endoscopy.
Sensor Review, 23(2), 128-133. doi:10.1108/02602280310468233



U slucaju da se ovim pregledom otkrije polip preporucuje dodatni kolonoskopski ili CTC pregled.
Da bi se ova tehnika mogla pouzdano primenjivati neophodna su dalja istrazivanja gde bi ciljevi
bili: adherencija bolesnika, kvalitet pripreme creva, dugotrajnost bateije i senzitivnost i specifi¢nost
uznapredovalih lezija.

2.2.3 Sigmoidoskopija

Sigmoidoskopija predstavlja metodu za vizualizaciju prvih 50-60cm kolona. Kao takva zahteva
pripremu debelog creva, moze se obaviti u ordinaciji bez sedacije i obi¢no je pra¢ena oseCajem
nelagodnosti. Procedura je relativno jednostavna i mogu je obaviti obuceni lekari koji nisu
specijalisti gastroenterologije, endoskopski asistenti pa ¢ak i medicinske sestre, medutim postoji
znacajna razlika o procentu uo¢enih promena stoga se mora paziti na kvalitet pregleda. U sluc¢aju
pronalaska promena pacijenti se $alju na kompletan kolonoskopski pregled. Na osnovu rezultata
kolonoskopskih pregleda pokazano je da oko 30% osoba sa uznapredovalim lezijama levog kolona
ima promene i u proksimalnom kolonu, a one se ne mogu otkriti sigmoidoskopskim pregledom [47].
Ova vrsta promena prisutnija je kod osoba zenskog pola starosti preko 60 godina te se smatra da bi
u ovim sluéajevima sigmoidoskopija bila manje korisna [48].

Rezultati studije obavljene u Norveskoj sa nasumi¢nim izborom pacijenata pokazuju da nakon 7
godina od skrining programa metodom sigmoidoskopskog pregleda, nije bilo zna¢ajnog smanjenja
incidence kolorektalnog kracinoma dok je primeéeno neznacajno smanjenje mortaliteta od kancera
debelog creva u opstoj populaciji. Medutim, kod pregledanih pacijenata doslo je do smanjenja smrti
usled karcinoma kolona za 59%, i smanjenja mortaliteta od karcinoma rektuma i sigme za 76% u
poredenju sa kontrolnom grupom. U praksi, lekarima je kolonoskopija mnogo prihvatljivija u
sluaju pregleda debelog creva, posebno §to se, pregleda celo crevo, pregled se obavlja u
analgosedaciji, dok je u nekim zemljama (SAD) mnogo skuplji pregled a samim tim i unosniji u
poredenju sa sigmoidoskopijom. Sve navedeno moZe da predstavlja razloge ZaSto lekari retko
primenjuju sigmoidoskopiju [18, 26, 49].

2.2.4 Kolonoskopija

Kolonoskopijom se vrsi pregled celog debelog creva, pri ¢emu postoji moguénost uklanjanja
polipa i uzimanja biopsijskih uzoraka. Kod kolonoskopije je neophodno ¢is¢enje debelog creva pre
pregleda, koje se izvodi u endoskopskoj jedinici ili ambulanti u sluc¢aju ve¢ zbrinutih pacijenata.
Kompletna jedinica sastoji se od video kolonoskopa i procesora.

Slika 2.4. Prikaz kolonskopskog uredjaja i nacina rada istog.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articless/PMC5467064/,
https://www.youtube.com/watch?v=4aK_2QgNEKU
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Kolonoskop za odrasle osobe ima radnu duzinu od 168 do 200 cm i spoljnjeg prec¢nika je od 9,2
do 12,8 mm, fleksibilan je i omogucava dijagnostic¢ke i terapijske procedure. Takode, vidno polje je
visoke rezolucije i pokriva 330°, a to je postignuto pomocu tri slike i LED grupe, postavljene po
jedna na prednjoj i dve na obe strane distalnog vrha optickog vlakna. Slike odrazavaju prenos
odgovarajucih sociva i endoskopisti na taj nacin omogucéavaju da izvede sve potencijalne manevre,
poput potpunog skretanja vrha (180° gore/dole i 160° levo/desno) [50-52]. Usled neugodnosti
prilikom izvodenja pregleda, dodatno se pacijenti mogu podvrgnuti sedaciji. Nakon pregleda obi¢no
se zahteva da pacijent izostane sa posla taj dan $to indirektno povecava troskove pregleda.

Najbolji rezultati su kolonoskopije su za lezije ve¢e 0od 6 mm, pokazujuci osetljivost i specifi¢nost
od oko 98%, odnosno 99%. Medutim, znacajan deo pacijenata imacée nepotpunu kolonoskopiju zbog
lose pripreme creva, loSe tolerancije pacijenta, opstrukcije ili drugih tehnickih poteskoca [53]. Na
osnovu rezultata studija koje su sprovedene pokazuje se da se primenom kolonoskopije u skiningu,
smanjuje incidenca karcinoma debelog creva za 53-72% i smrtnost za 31%. Medutim nedostaci ovih
studija leze u tome $to ni jedna od njih ne uzima u obzir komplikacije kolonoskopskog pregleda, sa
druge strane ni jedna od ovih studija nije pokazala stvarnu dobrobit kolonoskopije u smanjenju
smrtnih ishoda uopste. Nacionalna Polyp studija pokazala je da incidenca kolorektalnog bila manja
od ocekivane kod pacijenata sa adenomima, koji su kolonoskopski pregledani i kod kojih su
uklonjeni polipi, u periodu za 6 godina pracenja [18, 26].

U nekim istrazivanjima rezultati sugeriSu da kolonoskopija ima uticaj na smanjenje mortaliteta u
slucaju karcinoma distalnog kolona (¢ak za 67%) dok nema nikakvog uticaja na smanjenje
mortaliteta od karcinoma u proksimalnom, desnom kolonu. Ipak treba napomenuti da se u ovom
istraZzivanju ne bave kvalitetom i1 kompletno$¢u samog kolonoskopskog pregleda. U Nemackoj u
okviru polulacionog istrazivanja je pokazano da pacijenti sa obavljenim kolonoskopskim pregledom
imaju 67% smanjenje prevalence uznapredovalih adenoma u levom kolonu, dok u desnom nje
pokazano nikakvo smanjenje prevalence. Ovi rezultati namecu opravdano pitanje o uspesnosti
kolonoskopije kod otkrivanja karcinoma proksimalnog kolona i to iz dva razloga: 1) nedovoljno
razumljiva biologija proksimalnih adenoma i karcinoma, i 2) kvalitet pregleda zbog nemoguénosti
uocavanja promena u desnom kolonu [26].

Ipak, kolonoskopija sa histopatologijom predstavlja zlatni standard u dijagnostikovanju
kolorektaklnog karcinoma zbog svoje uspesnosti i mogucénosti delovanja prilikom dijagnostikovanja
i leCenja. Od velike vaznosti na ucinkovitost kolonoskopije ima sam nacin i kvalitet izvodenja
pregleda jer ona predstavlja krajnju rezultantu svih drugih skrining programa za kolorektalni
karcinom. Vazni parametri kvalitetno uradenog pregleda ogledaju se u broju/procentu karcinoma
koji je otkriven u odredenom periodu posle obavljenog pregleda, broj/procenat uocenih polipa u
odnosu na broj skrining kolonoskopija, procenat komplikacija, i ostali parametri kvaliteta pregleda
(procenat intubacije cekuma, vreme izvlacenja instrumenta, retrofleksija instrumenta u rektumu
itd.).

Komplikacije prilikom izvodenja kolonoskopije su vrlo retke, jedna do tri na 1000 pacijenata.
Komplikacije koje se mogu pojaviti prilikom pregleda su krvarenje usled uklanjanja polipa, reakcije
bolesnika na sedative ili komplikacije od strane kardiovaskularnog ili respiratornog sistema, i kao
najtezi oblik perforacija, odnosno nastanak rascepa zida creva koji moZze zahtevati hirurSku
intervenciju [18].

U prethodnim godinama tehnoloski napredak u oblasti endoskopske slike doveo je do moguénosti
da se otkriju i povrsinske promene sluznice do 2,5mm visine (prema pariskoj klasifikaciji), gde se
hromoendoskopija (indigo karmin) izdvaja kao najkorisnija. Takode, poboljsan je kvalitet
endoskopske slike i posebna kompjuterska obrada slike. Vazno je napomenuti da uspes$nost
skrininga zavisi od kvaliteta kolonoskopije, s obzirom da se koristi kao potvrda pozitivnih rezultata
prethodnih testiranja 1 stoga su jako bitni slede¢i faktori: nacin izveStavanja, pravovremeno
upucivanje na kontrolni pregled u periodu pracenja, izvestaji o drugim oboljenjima, rizici za pregled,
kvalitetna priprema za pregled, celovitost pregleda, vreme trajanja i opis analiza, tehnika izvodenja
polipektomije i komunikacija sa odgovornim medicinskim osobljem. Indikatori kvaliteta pregleda
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izmedu ostalog su i kvalitet pripreme, procenat intubacije cekuma, procenat uo¢avanja adenoma,
procenat uhvaéenih polipa i poslatih na histopatolosku analizu, neplanirani ili nezeljeni
dogadaji, davanje pravilne preporuke za dalje pracenje i satisfakcija bolesnika. Vreme izvlacenja
instrumenta ne bi trebalo da bude kra¢e od 6 minuta i ono je udruzeno sa ve¢im procentom
detekcije adenoma [18, 26].

Sve navedene metode imaju svoje prednosti, kao i ograni¢enja, ali i dalje postoji velika potreba i
potencijal za razvojem nove metode koja bi bila koris¢ena u ranoj detekciji kolorektalnog karcinoma.
Predmet istraZzivanja ove doktorske disertacije je epitelno tkivo kolona i rektuma i otkrivanje njegovog
malignog stanja u ranoj fazi. Koris¢enjem metode OMIS dobijamo informaciju o biofizickim
karakteristikama tkiva na osnovu kojih je izvrSena klasifikacija epidermalnog tkiva kolorektuma na
zdravo i bolesno, a kasnijim unapredenjem moze se izvrsiti raspodela prema stepenima prihvacene TMN
klasifikacije. Predlozeni automatski algoritam za razvrstavanje materijala prema obradenim podacima
omogucila bi uslove za prevazilazenje problema subjektivnosti postoje¢ih metoda kao §to je vec
navedeno u tekstu Disertaciji. Pored toga ova doktorska disertacija otvara moguénost nove inovacije
kombinovanjem postojec¢e metode OMIS sa kolonoskopom. Na ovaj na¢in povecali ta¢nost, skratili bi
vreme dijagnostikovanja, ukazali koje promene su samo za pracenje, a za koje je neophodno uzeti
biopsijski nalaz.
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3 UOCAVANJE PROBLEMA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

Rano otkrivanje karcinoma je presudno, jer stanje pacijenta moze biti nepovratno kada se pojave
klinicki simptomi. Zapravo, rano otkrivanje bolesti i identifikacija rizi¢nih osoba mogu odloziti ili
spreciti dalje napredovanje odgovaraju¢im tretmanima i u velikoj meri bi povecali stopu
prezivljavanja pacijenata. Medutim, trenutne metode skrininga i dijagnostike, ukljucujuéi tehnike
snimanja, obi¢no otkrivaju karcinom u kasnoj fazi kada je vidljiva tumorska masa, a postoje¢im
skrining testovima nedostaje neophodna osetljivost i specifi¢nost u ranoj fazi bolesti. Do danas je
zlatni standard za dijagnozu vecine karcinoma i dalje mikroskopska procena obojenih uzoraka tkiva
od strane patologa, koja se vr$i kada su kancerogene ili predkancerogene lezije uocljive i ve¢ sadrze
znadajne genetske promene. Stavise, upotreba histopatologke dijagnoze je invazivna, dugotrajna i ima
ogranicenu osetljivost, jer u velikoj meri zavisi od subjektivne procene patologa Sto dovodi do
varijacija unutar i medu posmatra¢ima. Stoga su pogresne dijagnoze sa visokim lazno negativnim i
laZzno pozitivnim stopama uobicajene u proceni tkiva. U stvari, priblizno 10% patoloske procene ne
bi moglo rezultirati ¢vrstom dijagnozom, jer su ili neki tumori histoloski sli¢ni ili tkivo porekla nije
moglo biti identifikovano iz razloga slabo diferenciranih ¢elija. Takode, metoda ukljucuje slozeni
proces histohemijskih tehnika bojenja uzoraka tkiva, pri cemu najéesée koriséene boje hematoksilina
i eozina nisu specifi¢ne za karcinom [54].

Najsire strategije skrininga kolorektalnog karcinoma zasnivaju se na godisnjim ili dvogodis$njim
testovima fekalne okultne krvi, sa kolonoskopijom rezervisanom za pozitivne testove, ili na
endoskopskim postupcima koji se izvode jednom ili na svakih 5 godina za fleksibilnu
sigmoidoskopiju (FS) ili na svakih 10 godina u sluc¢aju kolonoskopije. Pored toga, u toku su i drugi
postupci skrininga, poput CT kolonografije i analize fekalne DNK. Uskladenost sa skriningom i
tacnost skrining testova su dve glavne odrednice efikasnosti skrining programa. lako su dokazi iz
nekoliko studija pokazali da su neke od gore pomenutih strategija efikasne i isplative, ucesce je i dalje
slabo sa stopama uskladenosti nizim od 50% u programima zasnovanim na populaciji koji se izvode
u Evropi i SAD. Tokom poslednje decenije doslo je do znaCajnog poboljSanja u performansama
skrining testova za otkrivanje KRK i preneoplasti¢nih lezija. Kao S§to je reéeno nekoliko
randomiziranih kontrolisanih ispitivanja pokazalo je da su novi polukvantitativni fekalni
imunohemijski testovi (FIT) bolje prihvaceni i imaju bolje performanse od tradicionalnog gvajak testa
za otkrivanje kolorektalne neoplazije. Pored toga, uvedene su nove tehnologije (tj. endoskopija sa
poboljsanom slikom (IEE)) za poboljsanje endoskopske detekcije polipa, iako njen uticaj u okviru
skrininga jo$ uvek treba definisati [30, 55].

Znacajno je navesti da skrining kolorektalnog karcinoma nije samo efikasno sredstvo za smanjenje
smrtnosti i incidencije povezane sa boles¢u, ve¢ se procenjuju i prihvatljivi troskovi. Pre skoro
dvadeset godina, americ¢ka radna grupa za preventivne usluge (USPSTF) procenila je da su se troskovi
za razli¢ito zivotno doba dobijeni po Zivotnoj godini kretali izmedu 10,000 i 25,000 americkih dolara.
Medutim, nekoliko metoda skrininga koje se danas smatraju prvim izborom strategija skrininga (tj.
FIT) nisu bile dostupne u vreme izvestaja USPSTF. Dokazi sprovedenih studija potvrdili su
isplativost u kontinuiranom skriningu kolorektalnog karcinoma u poredenju ukoliko ga ne bi bilo, bez
obzira na kori§¢eni test skrininga. Medutim, isplativa analiza ne pojaSnjava koji je optimalni test za
skrining, zbog neizvesnosti koja okruzuje mnoge aspekte takvih intervencija [55].

Odgovarajuca dijagnoza i odredivanje stadijuma bolesti su presudni za sigurnost ispravne strategije
le¢enja. U poslednjih 10 godina stopa smrtnosti od kolorektalnog karcinoma smanjila se za vise od
20% usled sve veceg razvoja dijagnostickih tehnika i optimizacije hirurSke, adjuvantne i palijativne
terapije. Kompletna kolonoskopija do slepog creva, zajedno sa biopsijom za histopatoloski pregled,
smatra se zlatnim standardom za dijagnozu kolorektalnih lezija, s obzirom na njene visoke
dijagnosticke performanse. Njegova glavna prednost je $to se uklanjanje adenoma ili ranog karcinoma
moze obaviti tokom istog postupka, dok svi ostali skrining testovi zahtevaju kolonoskopiju za potvrdu
i uklanjanje. Medutim, i pored svih prednosti kolonoskopija takode ima vazna ogranicenja: prvo, rizik
od velikih komplikacija (postpolipektomsko krvarenje i perforacija procenjuje se na vrlo nizak nivo
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(0,1 1 0,3%) za simptomatske pacijente, ali i dalje moze biti relevantan podatak u okviru skrining
programa, gde se istrazuju asimptomatski subjekti; drugo, iako se kolonoskopija smatra referentnim
standardom za otkrivanje neoplazije debelog creva, polipi se i dalje propustaju. Znacajna stopa
propusta adenoma od 20 do 26% za bilo koji adenom i od 2,1% za velike adenome ( >10 mm)
zabelezeno je u studijama kolonoskopije. Stopa otkrivanja adenoma u velikoj meri zavisi od standarda
kvaliteta, ukljucujuéi vestine kolonoskopiste, tehnologiju i nekoliko faktora povezanih sa pacijentima
[53, 55]. Endoskopska kapsula za detekciju karcinoma debelog creva primenjena kod visoko rizi¢nih
pacijenata pokazala je osetljivost i specifi¢nost za otkrivanje polipa >6 mm 64%, odnosno 84%, dok
su osetljivost 1 specificnost za napredno otkrivanje adenoma bili 73%, odnosno 79%. Osnovni
nedostaci endoskopske kapsule su njena cena, jednokratna upotreba i nedostupnost celokupnoj
populaciji, zatim vek trajanja baterije, lo§ kvalitet slike, nekontrolisana insuficijencija vazduha,
zadrzavanje ili odloZzen prolaz, video kompresija, nemoguénost manevrisanja, nemogucnost
terapijskog ili biopsijskog dejstva, odlozeno vreme tumacenja rezultata. U poredenju sa punom
kolonoskopijom, ta¢nost kapsule debelog creva je znatno niZza i potrebno je jo$ opseznije ¢iscenje
creva [55-57]. Sigmoidoskopija kao metoda zasniva se na ¢injenici da se vecina, 60%, lezija nalazi u
sigmoidnom delu debelog creva i da se moZze izvesti bez opSte anastezije uz manju neprijatnost.
Medutim, i ova metoda trazi pripremu pacijenta i teza je od testova, a glavni limit joj je $to ne moze
da pregleda celo debelo crevo [58]. Testovi na okultno krvarenje i pored prednosti u lako¢i primene
imaju velike nedostatke koji se ogledaju u niskoj senzitivnosti koja ograni¢ava efikasnost u smanjenju
smrtnosti od kolorektalnog karcinoma, zatim visoka specifi¢nost koja poveéava troskove skrininga jer
se 0sobe sa lazno pozitivnim rezultatima Salju na dodatni kolonoskopski pregled, kao i broj
ponavljanja testa (FOBt). DNK test ima prednost u odnosu na pomenute testove jer ne zahteva
promene ishrane ili pripremu pre testiranja, za razliku od FOBt-a i kolonoskopije nije osetljiv na
proksimalnu lokaciju tumora. I pored svojih prednosti navedeni test ima ograni¢enja u vidu
senzitivnosti, naCina sakupljanja i transporta uzoraka. Kao veliki nedostatak navodi se visoka stopa
lazno pozitivnih rezultata, a samim tim i isplativost njegove upotrebe [39,40].

Iz prethodno navedenih ¢injenica moze se videti da metode skrininga imaju svoje prednosti i
ogranicenja, a da bi idealan model skrininga kako se navodi trebalo da bude jeftin, nekomplikovan,
neinvazivan, visoke senzitivnosti i specifi¢nosti §to bi omogucéilo jasno izdvajanje osoba sa visokim
rizikom od kolorektalnog karcinoma. U tom kontekstu i uzimajuéi u obzir sve veci broj pacijenata sa
kolorektalnim karcinomom, IVD testiranje postaje sve neophodnije i ¢e$ce. Testovi za prevenciju
bolesti i rano otkrivanje, procena rizika od bolesti 1 identifikacija lekova specificnih za pacijenta bice
neophodni u buduc¢nosti. Pojavljuje se fundamentalna promena, sve manje testova se izvodi
centralizovano u laboratorijama, ali se vise odvija decentralizovano blizu pacijenta u bolnickoj stanici
i u lekarskoj praksi. Na kraju, sam pacijent ¢e (mora) viSe doprineti odrZzavanju svog zdravlja,
testirajuci se kod kuce i integrisuci se u mrezu elektronske dijagnostike svih ostalih u¢esnika na trzistu,
ukljucujuéi proizvodace lekova, proizvodace dijagnostike, medicinske laboratorije i obveznike.
Trenutno se ovi zahtevi buduceg IVD trzista brzo oblikuju, Sto pokazuju sledec¢i primeri najnovijih
dostignuca u genetskim istrazivanjima, dijagnostickoj tehnologiji i digitalizaciji. Poslednjih godina
znaajno je podstaknut razvoj dijagnosticke tehnologije. Pacijent ¢e uskoro moc¢i da dobije
pristupa¢nu kompletnu DNK analizu koju mu je isporucila ordinacija lekara opSte prakse. Pored
opisanog razvoja u genetickim istrazivanjima i dijagnosti¢koj tehnologiji, digitalizacija ima najveci
potencijal za IVD industriju. Sve veci broj malih komercijalno upotrebljivih uzoraka uzrokuje veliku
koli¢inu podataka na ve¢ rastu¢em trziStu. Za procenu takvih tokova podataka potrebni su
najsavremeniji sistemi. Ovaj trend doveo je do bliske saradnje i akvizicija izmedu IT kompanija i
dobavljac¢a IVD-a. IT kompanije imaju sve ve¢u ulogu u 1\VD industriji, kroz formiranje saradnje ili
direktne ponude svojih resenja krajnjim kupcima IVD trzista [24].
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Tabela 3.1. Tipovi KRK skrining testova i njihova efkasnost u klini¢kim studijama [18, 26]

Vrsta
skrining
testa

Pregledi
stolice

gFOBT-stand
ardni
gFOBT-SENS
A

FIT

DNA stari
DNA novi

Pregledi
debelog creva
CTC

FRSS

Kolonoskopij
a

Senzitivnost
za KRK -
jednom
uradjen test

13-50 %
50-75 %

60-85 %

51 %
80 % +

>90 %

>95-%
distalni

Kolon 95 %

Senzitivnost
za adenome
- jednom-
uraden testa

11 %24 %
20 %-25 %

20 %-50 %

18 %
40 %

90 %

30-70 %

88-98 %

Preporuceni
nterval
pregleda

godisnje

dvogodisnje

Nepoznato,
predlog 3
godine

5 godina

5 godina

10 godina

14

Prednosti

- Bez pripreme za
pregled

- Testiranje od kuce
- Niska cena

- Neinvazivan

- Specifican za
ljudsku krv

- Jedno testiranje

- Niska cena

- Neinvazivan

- Bez pripreme

- Bez pripreme

- Testiranje kod kuée
- 1 uzorak

- Neinvazivan

- Pregled Citavog
kolona

- Bez sedatacije
- Neinvazivan

-Relativno
jednostavna
procedura

- Omogucava pregled
proksimalnog dela
kolona

- Pregled celog
debelog creva

- Uklanja polipe i
moguca biopsija

- Dijagnostika drugih
oboljenja

- Obavezna posle
abnormalnih rezultata
drugih testova

Ogranicenja

- Broj testiranja 3

- Propustanje polipa

- LaZno pozitivni rezultati
- Obavezna kolonoskopija
u sluéaju abnormalnosti

- Propustanje polipa

- Lazno pozitivni rezultati
- Obavezna kolonoskopija
u slucaju abnormalnosti

- Propustanje polipa

- Visoka cena testa

- Nepoznat interval
testiranja

- Obavezna kolonoskopija
u sluc¢aju abnormalnosti

- Potpuna priprema za
pregled

- Visoka cena pregleda

- Nemoguénost uklanjanja
polipa i biopsije

- IzloZenost niskoj dozi
radijacije

- Ne pokrivenost
osiguranjem

- Obavezna kolonoskopija
u slucaju abnormalnosti

- Potpuna priprema za
pregled

- Pregled dela kolona

- invazivna

- Potuna priprema za
pregled

- Sedatacija ponekad
neophodna

- Neprijatna i invazivna

- Odsustvo pacijenta sa
posla

- Rizici od povreda

- Nemoguénost pregleda
proksimalnog dela kolona



Ci]j istrazivanja ove doktorske disertacije je karakterizacija epitelnog tkiva debelog creva pomocu
Optomagnetne imidzing spektroskopije i remanentne magnezacije, kao dve osnovne metode, i
primene automatizovanog algoritma za razvrstavanje stanja tkiva na dve grupe: zdravo/bolesno kako
bi se otvorio novi pravac za dalji razvoj metode i njeno uvodenje u klinicku praksu kao metodu/test
za skrining, uz povecanje preciznosti dijagnostike i ustedu vremena i novca.

Ciljevi istrazivanja

Pregledom literature i na osnovu izlozenog materijala ciljevi ove doktorske disertacije su:

1. Utvrdivanje spektralnih karakteristika zdravog i kancerogenog tkiva kolona i rektuma,
definisanje karakteristika tkiva na bazi optomagnetne imidzing spektroskopije na uzorcima velicine
25 x 25mm,

2. Utvrdivanje biomehanickih osobina zdravog i kancerogenog tkiva pomocu merenja
paramagnetnih/dijamagnetnih osobina tkiva koris¢enjem rezultata merenja remanentne magnetizacije
(tacnot = 3 pT) i parametarskog frakcionog modela (tecno-viskoelasti¢no-¢vrsto).

3. Izbor advekvatne metode i algoritama za automatsko razvrstavanje epitelnog tkiva rektuma
(zdravo/kancerogeno) na bazi optomagnetnih spektralnih signala iz reflektovane difuzne i
polarizovane svetlosti.

Ocekivani rezultati
Ocekivani rezultati doktorske disertacije:

1. Dase pomocu optickih i paramagnetno/ dijamagnetnih svojstva tkiva debelog creva u ex vivo
uslovima mogu identifikovati biofizi¢ke razlike izmedu zdravog i kancerogenog tkiva, pomo¢u OMIS
I JR-6A metoda.

2. Da ¢e se pomocu predlozenenog algoritama na bazi vestackih neuronskih mreza i OMIS
spektara, izvrsiti klasifikacija zdravao/kancerogeno tkivo sa tacnosc¢u vecom od 85%.

3. Da ¢e se nova metoda OMIS sa algoritmom na bazi vestackih neuronskih mreza, kao
neinvazivna metoda, mo¢i primeniti za skrining i monitoring karcinoma debelog creva,

4. Da ¢e disertacija otvoriti nove mogucnosti za razvoj tehnika/metoda ne samo za skrining i
monitoring ve¢ i za ranu, neinvazivnu dijagnostiku karcinoma debelog creva na bazi kombinacije
OMIS metode i kolonoskopa
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4 MATERIJAL

Materijal koji istrazujemo u doktorskoj disertaciji je epitalno tkivo debelog creva. Debelo crevo
(lat. intestinum crassum) je zavr$ni deo gastrointestinalnog trakta. Prostire se od ilealnog usca (lat.
ostium ileocecale) do ¢mara (lat. anus). U celini ima oblik znaka pitanja, koji svojim konkavitetom,
okrenutim nanize, obuhvata vijuge tankog creva. Duzina debelog creva je 120-150 cm (oko 1/4
duzine tankog creva), dok se Sirina lumena smanjuje zdesna ulevo, od 8-9 cm na njegovom pocetku
(cekumu) do 2-3 cm u zavr$nom delu na sigmoidnom kolonu. Dimenzije (Sirina i duzina) variraju u
zavisnosti od konstitucije, uzrasta i pola.

4.1 Anatomija debelog creva

Anatomski debelo crevo se deli na slepo crevo, kolon i pravo crevo. Slepo crevo (lat. cecum ili
caekum) je pocetni deo desnog kolona i lezi u desnoj bedrenoj jami. Ima oblik plitke kese, Cije je
slepo zatvoreno dno okrenuto nanize. Duzina cekuma je 6 cm, a kalibar 8-9 cm. Od donjeg dela
unutra$nje strane cekuma polazi crvuljak ili crvoliki privezak (lat. appendix vermiformis). DuZzina
crvuljka iznosi oko 9 cm, a njegov kalibar iznosi 5-10 mm. Sluzokoza crvuljka sadrzi brojne
grupisane limfne ¢vorove zbog Cega se crvuljak naziva “crevni karajnik”, a samim tim cesto se u
njemu razvija zapaljenski proces (lat. appendicitis) koji zahteva hirursko uklanjanje.

Kolon (lat. colon) je sredi$nji i najduzi deo debelog creva. Deli se na ushodni (lat. colon
ascendens), poprecni (lat. colon transversum) i nishodni kolon (lat. colon descendens) koji na kraju
prelazi u srpasti kolon (colon sigmoideum). Na pocetku i kraju popre¢nog kolona nalaze se dve ostre
krivine (hepati¢na i slezinska) u kojima je kolon najévrsce pripojen za zadnji trbusni zid. Poprec¢ni i
srpasti kolon poseduju peritonealnu duplikaturu — mezo, §to ih ¢ini intraperitonealnim organima, dok
su preostali delovi kolona sekundarno retroperitonealni.

POPRECNI ¥
USHODNE — xoLoN Y

. : $L1’_Mm[ \/ :(
. ;i,}(/ su;MOlmd
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% ; .J' £
) W,

SLEPO CREVOY» L" NISHODNI
KOLON

Slika 4.1. Delovi debelog creva, https://www.webmd.com/digestive-disorders/picture-of-the-
colon#l

Ushodni kolon penje se vertikalno kroz desnu polovinu podmezokoli¢nog sprata trbusne duplje do
ispod desnog rebarnog luka, tj. do ispod desnog reznja jetre i tu skrece ulevo, prelaze¢i u poprecni
kolon. Lezi u desnoj bedrenoj jami. Njegova duzina iznosi 15 cm, a prema polozaju koji zauzima u
trbusnoj duplji spada u sekundarno retroperitonealni organ.

Poprecni kolon je intraperitonealan organ, duzine 50 cm i prec¢nika 5 cm, pruza se popre¢no kroz
trbusnu duplju do ispod levog rebarnog luka 1 tu skre¢e naniZe, nastavljajuci se nishodnim kolonom.
Na prelazu ushodnog u poprecni kolon nalazi se desna krivina kolona ili hepati¢na (flexura coli
dextra), dok se na prelazu popre¢nog kolona u nishodni kolon nalazi leva krivina kolona ili slezinska
(flexura coli sinistra).

Nishodni kolon pruza se vertikalno nanize do leve bedrene jame, sekundarno retroperitonealni
organ, gde se nastavlja sigmoidnim kolonom. DuZina nishodnog kolona iznosi 25 cm. Po¢inje u
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levom hipohondrijumu, gde se nastavlja na krivinu kolona (flexura coli sinistra), zatim se pruza
vertikalno nanize, kroz levi slabinski predeo, do leve bedrene jame i tu se produzava srpastim
kolonom. Lezi u podmezokoli¢nom spratu trbusne duplje dublje polozen nego ushodni kolon. Izmedu
prednje strane nishodnog kolona i prednjeg trbusnog zida leze vijuge tankog creva te zato nishodni
kolon ne moze da se napipa kroz prednji trbisnii zid.

Sigmoidni kolon (srpasti) ima oblik slova S, dug je 40 cm 1 kalibar mu je 3 cm, a pruza se najpre,
kroz levu bedrenu jamu, a zatim silazi u malu karlicu, gde se nastavlja ¢marnim (pravim) crevom.
Prema svom polozaju je intraperitonealan organ. Njen gornji, manji deo, lezi u levoj bedrenoj jami,
dok se njen donji, veci deo, nalazi u maloj karlici.

Pravo crevo (lat. rectum) se nastavlja na terminalni deo debelog Cija je gornja treéina (rekto-
sigmoidni prelaz) polozena intraperitonealno. Njegove donje 2/3 se nalaze ispod peritoneuma,
prolaze¢i kroz presakralni prostor i miSicnu masu poda karlice. Pravo crevo pocinje na
rektosigmoidnom prelazu u visini treceg sakralnog pr$ljena. DuZzina rektuma je 12-15 cm. lako re¢
rectus znaci prav, rektum zapravo nije pravo crevo. U sagitalnoj ravni gradi luk konkavan ka napred
prilagodavajudi se i ispunjavajuci sakrokokcigealno udubljenje, da bi pri prolasku kroz pelviéni pod
formirao anorektalni ugao konkavan pozadi. U frontalnoj ravni gradi tri krivine od kojih su gornja i
donja konveksne u desno a srednja u levo. U lumenu rektuma ovim krivinama odgovaraju valvule
rektuma tzv. Hustonovi nabori koje formiraju cirkularni mi$i¢ni sloj 1 sluzokoZa. SluzokoZza nije
¢vrsto vezana za misiéni sloj te se nabori gube prilikom distenzije rektuma [59].

4.2 Histologija debelog creva

Mikroanatomska grada debelog creva, u svom popre¢nom preseku, ogleda se u slojevitosti,
karakteristi¢noj za veéinu organa digestivnog sistema. Zid debelog creva sastoji se iz Cetiri sloja:
sluzokoza (lat. tunica mucosa), podsluzokoza (lat. tunica submucosa), misi¢ni sloj (lat. tunica
muscularis) i serozni sloj ili adventicijalni omota¢ (lat. tunica serosa ili tunica adventitia). Navedeni
raspored slojeva prikazan je za pogled od iznutra ka spolja.
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Slika 4.2.(levo) slojevi zida digestivne cevi i (desno) histoloski prikaz zida debelog creva, Ros
H, Hystology: a text and atlas, sixth edition, Lippincott&Wilkins, 2010

Sluzokoza 1 podsluzokoza debelog creva specificno su nabrane i ovi nabori su uzrok
karakteristi¢nog izgleda lumena debelog creva, u vidu pukotine izmedu nabora koji se susti¢u prema
sredini lumena.

Sluzokoza sastoji se iz tri lamine (podsloja), po¢ev od lumena digestivne cevi: lamina epithelialis,
lamina propria i lamina muscularis mucosae.

Epitelni podsloj sastoji se iz jednorednog cilindri¢nog epitela 1 gradi paralelne uvrate podjednake
dubine, perpendikularne u odnosu na sluznicu. Uvrati ovog sloja predstavljeni su kriptama, Sto u
sustini ¢ini prototip prostih tubularnih Zlezda. Pokriva mnogobrojne crevne resice, a nastavlja se u
kontinuitetu 1 kroz laminu propriu do miSi¢nog sloja kao epitel tubularnih Liberkinovih Zlezda
(glandulae Lieberkiihni). Najzastupljenije Celije ovog podsloja su apsorptivne ¢elije (enterociti) i
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peharaste celije. Odnos ovih ¢elija je priblizno je 1:1, s tim §to je u proksimalnim delovima vise
apsorptivnih, a u rektumu viSe peharastih ¢elija. Apsorptivne celije su visoke cilindri¢ne polarizovane
¢elije Cija je apikalna plazmalema u kontaktu sa sadrzajem lumena debelog creva, a bazalna
plazmalema u kontaktu sa bazalnom membranom. Osim uloge digestije i apsorpcije sastojaka hrane,
enterociti imaju ulogu sekrecije imunoglobulina A (sIgA). Peharaste ¢elije imaju karakteristi¢an
izgled pehara jer im je bazalna polovina uza od apikalne koja se naglo $iri jer se u njoj nalaze
nagomilane granule mucina. Ove c¢elije sintetiSu i sekretuju glikoprotein mucin koji sjedinjavanjem
sa vodom u lumenu creva daje mukus, koji kasnije omogucéava prolaz sadrzaja-fecesa, nastalog
uklanjanjem velikog dela vode iz sadrzaja koji postaje ¢vrsta masa, bez suvisnog i Stetnog trenja.

Pored ovih, jasno morfoloski definisanih ¢elija u epitelnom podsloju nalaze se enteroendokrine 1
mati¢ne Celije. Maticne celije se nalaze u najdubljim delovima Liberkinovih kripti, ¢ijom
proliferacijom i diferencijacijom nastaju sve ostale populacije epitelnih ¢elija. U slepom crevu i na
mestu prelaska u ushodni kolon nalaze se Panetove (Paneth) ¢elije, dok njihovo pojavljivanje u
distalnijim delovima vezuje za nastanak nekih infekcija.

Slika 4.3. sluzokoza debelog creva, Ros H, Hystology: a text and atlas, sixth edition,
Lippincott&Wilkins, 2010

Drugi podsloj, laminu propriju, u osnovi ¢ini rastresito vezivno tkivo. KarakteriSe je postojanje
Liberkinovih kripti koje su prave tubularne i pruZaju se celom Sirinom mukoze. Oko bazalne
membrane epitela Liberkinovih kripti uocava se kontinuirani sloj fibroblasta koji ¢ine markantniji
omota¢ oko epitela. Fibroblasti sintetiSu retikularna vlakna koja ¢ine laminu retikularis bazalne
membrane epitela kolona. Uglavnom se ispod epitela uo€ava zadebljali sloj retikularnih vlakana koja
su organizovana u vidu ploc¢e kolagena koja se nalazi izmedu bazalne lamine epitela i bazalne lamine
endotela krvnog suda laminae propriae. Uloga im je u pruZanju prostorne orijentacije apsorbovanim
molekulima hrane i njihovom usmeravanju ka krvnim sudovima laminae propriae. Osim fibroblasta,
u lamini propriji se nalaze 1 mnogobrojne druge celije medu kojima i ¢elije imunoloske odbrane u
okviru GALT-a. Za laminu propriju kolona karakteristi¢no je i veoma vazno odsustvo limfnih sudova.
S$to znaci da karcinom debelog creva koji je ogranien na sluzokozu nema metastatski potencijal, ve¢
se tretira kao in situ karcinom [60,61].

Lamina muskularis mukoze se sastoji od glatkih miSi¢nih ¢elija koje se pruzaju kruzno u odnosu
na duznu osu debelog creva i predstavlja granicu izmedu sluzokoze i podsluzokoze. Ovaj podsloj se
sastoji iz tunica submucosa i tunica muscularis. Submukoza je rastresito vezivno tkivo debelog creva
koje obiluje krvnimi limfnim sudovima, kao i nervima.

Misi¢éni sloj debelog creva sastoji se iz unutraSnjeg cirkularnog podsloja i spoljasnjeg
longitudinalnog sloja koji je na popre¢nom preseku diskontinuiran i ¢ine ga tri uzduzne trake (taeniae
coli), dok je prisustvo misi¢nih ¢elija izmedu traka kontinuirano, ali su rasporedene u veoma tankom
sloju. Takode za ovaj sloj je karakteristicno prisustvo pojedinacnih misiénih snopova koji se
periodicno odvajaju od tenija i zalaze u unutrasnji (cirkularni) podsloj glatkih miSiénih ¢elija.
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Ovakvim rasporedom mi$iénih snopova omogucéava se segmentna kontrakcija i stvaranje haustra
(sakulacija kolona) §to omogucava bolji kontakt izmedu sadrzaja lumena i epitela kolona.

Seroza i adventicija zastupljene su u zavisnosti od toga koji deo debelog creva se nalazi
intraperitonealno (tunica serosa), a koji deo ekstraperitonealno (tunica adventitia). U oba slucaja ¢ini
rastresito vezivno tkivo koje je kod tunicae serose pokriveno mezotelom visceralnog lista
peritoneuma (trbuSne maramice).

Crvuljak je deo debelog creva koji je prakti¢no izgubio svoju ulogu u obradi hrane. U mukozi se
zapazaju malobrojne kratke Liberkinove kripte. Ispod zaravnjene povrsine epitela, u lamini propriji i
submukozi su mnogobrojni limfociti grupisani u nodule (nodulli lymphatici solitarii). Zbog prisustva
1 funkcije ovih struktura, appendix vermiformis je simboli¢no nazvan crevnom tonzilom. Naime,
postoji morfo-funkcionalna sli¢nost izmedu grade tonzole (tonsilla) u Zzdrelu i apendiksa. Kao
limfati¢ni organ, tonzila predstavlja barijeru antigenima (unetim vazduhom ili hranom) koji prolaze
kroz zdrelo. Isto tako se u apendiksu, ostvarivanjem kontakta sa imunokompetentnim ¢elijama,
zaustavljaju i inaktiviraju antigeni koji su prosli prethodne barijere.

Kao deo debelog creva, apendiks ima iste slojeve zida. Spoljni sloj tunicae muscularis se sastoji
od uniformnog sloja glatkih miSi¢nih ¢éelija koje su paralelne duznoj osi apendiksa.

Slika 4.4.(levo) histoloski prikaz zida appendix vermiformis-a; (desno) histoloski prikaz analnog
kanala, Ros H, Hystology: a text and atlas, sixth edition, Lippincott&Wilkins, 2010

Pravo crevo histoloski gledano ima sli¢nu gradu kao 1 ostatak debelog creva. Na oko 2 cm od
anusa, U tranzicionoj zoni, jednoredan cilindri¢an epitel naglo prelazi u plocasto slojevit epitel bez
orozavanja koji se zatim u nivou anusa nastavlja na plocasto slojevit epitel sa orozavanjem (epidermis
perineuma). Epitelni sloj prati sloj vezivnog tkiva (lamina propia) sa krvnim i limfnim sudovima i
misi¢nim slojem (lamina muscularis mucosae). Submukoza sadrZi rastresito vezivno tkivo sa krvnim
sudovima, limfnim folikulima i Meisnerovim pleksusom. Misiéni sloj ima unutr$nji kruzni i spoljasnji
longitudinalni sloj izmedu kojih lezi Auerbahov pleksus.

U mukozi proksimalnog dela rektuma nalaze se tubularne prave Zlezde sa mnogobrojnim
peharastim celijama koje sekretuju mucin u lumen rektuma, dok se u distalnom delu nalaze
cirkumanalne Zlezde koje sekretuju po apokrinom tipu [59, 62, 63].

4.3 Funkcionalne karakteristike debelog creva

Osnovne funkcije kolona obuhvataju dehidrataciju i1 skladiStenje ileumskog otpadnog materijala u
obliku fecesa. Vodu, elektrolite i neke metabolite apsorbuje sluzokoza, pokretima preko luminalnog
sadrZaja uz pomo¢ lokalnih (segmentacione) 1 totalnih (peristalticke) kontrakcija zida. Kalijum se
dodaje sadrzaju preko sluzi tj. mukusa. Uopsteno gledajuci, sto je veci broj pokreta veca je apsorpcija
teCnosti, u mnogim slucajevima rastresitost stolice je povezana sa relativnom neaktivno$éu misica
zida i konstipacijom usled preterane kontraktilnosti.
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4.4 Metode prikupljanja uzoraka za ispitivanje

Za potrebe istrazivanja projekta ,,Razvoj novih metoda i tehnika za ranu dijagnostiku kancera
grlica materice, debelog creva, usne duplje i melanoma na bazi digitalne slike i ekscitaciono
emisionih spektara u vidljivom 1 infracrvenom domenu‘* Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog
razvoja, u ¢ijem okviru je radena ova doktorska disertacija, koris¢eni su uzorci tkiva kolona na klinici
za digestivnu hirurgiju — I hirur§koj klinici klini¢kog centra Srbije. Uzorci su preuzimani odmah
nakon ekscizije tkiva, isprani vodom i karakterisani opto-magntnom imaging spektroskopijom
(OMIS). Zatim je uz pomo¢ viskokvalifikovanog lica vr$eno uzorkovanje materijala u specijalne
kontenjere za skladiStenje bioloSkog materija i uzorci su nakon transporta snimani u laboratoriji
Nanolab na MaSinskom fakultetu, Univerziteta u Beogradu, pomocu spiner magnetometra JR-6A.
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5 METODE, TEHNIKE | PROCEDURE

Osnovna tehnika koriS¢ena u eksperimentalnom delu studije je Opto-magnetna imidzing
spektorskopija (OMIS) za karakterizaciju optickih osobina tkiva debelog creva, a remanentni
magnetizam za odredjivanje relevantnih paramagnetnih i mehanickih osobina koriste¢i model
frakcionog izvoda.

5.1 Opto-magnetna imidzing spektroskopija
5.1.1 Osnovni principi Opto-magnetne imidZing spektroskopije

Opto-magnetna imidzing spektroskopija je tehnika koja se bazira na interakciji elektormagnetnog
zraCenja sa valentnim elektronima materije i vodoni¢nim vezama. Proracuni na osnovu orbitalne
brzine valentnih elektrona u atomima ukazuju da je odnos magnetnih i elektri¢nih sila Fm/Fe = 107,
Kako je sila neposredno povezana sa kvantnim dejstvom, izrazenim Plankovom konstantnom, h = F
x d x t =6.626 x34Js, gde je F sila ¢ije su vrednosti u opsegu 0,01 — 1.0 nN, d pomeraj ¢ije su
vrednosti u opsegu 0,1 — 5.0 nm, a t vreme ¢ije su vrednosti u opsegu 10%-10%, moze se zaklju¢iti
da su magnetske sile u materiji za Cetiri reda veli¢ine blize kvantnom dejstvu od elektri¢nih sila.
Kvantna stanja bioloskih makromolekula su na prvom mestu odgovorna za konformacione promene
u materiji, §to nam govori da ¢e se promene stanja uzorka na molekularnom i ¢elijskom nivou jasnije
uociti (otkriti) posmatrajuci dejstva koja izazivaju posmatraju¢i magnetske sile u odnosu na elektri¢ne
sile [64,65].

U ovoj metodi svetlost se koristi kao merno sredstvo (sonda) kojim se ispituju osobine materijala
iz razloga §to je samo foton vidljive svetlosti dovoljno mali senzorski modalitet, kojime se moze
ostvariti garantovano dovoljna osetljivost i neinvazivnost interakcije sa materijom. Fundament
spektroskopije, interakcija svetlost-materija, lezi u Poinkarovoj sferi koja opisuje kako osobine
difuzne svetlosti tako i polarizovane svetlosti i Blohove sfere za stanje slobodnih elektrona. Osnovni
opseg OMIS-a je elektromagnetni spektar svetlosti talasnih duzina u opsegu od ~ 400 - 800nm, §to
daje mogucénost dobijanja informacija o viSim nivoima organizacije bioloskih makromolekula
[65,66].

5.1.2 Fizi¢ke karakteristike OMIS-a

Svetlost kao elektromagnetni fenomen sastoji se iz elektri¢nog i magnetnog talasa uvek normalnih
jedan u odnosu na drugi, a oni pod specifiénim uslovima mogu zauzimati razli¢ite orjentacije (ako je
orjentacija proizvoljna onda se radi o difuznoj svetlosti, ako je uredjena linearno, onda moze biti
vertikalno ili horizontalno linerarno polarizovana, ili ako je uredena kruzno, onda moze biti
cirkularno polarizovana, sa levom i desnom orjentacijom). Polarizovano reflektovana svetlost nastaje
kada upadna svetlost, pod odredenim uglom, interaguje Sa uzorkom.Ova zakonitost je definisana
Poenkareovom sferom. Potrebna vrednost upadnog ugla pri kojoj se postize ovaj efekat naziva se
Brusterovim uglom. Kako svaka vrsta materije ima jedinstvenu vrednost Brusterovog ugla, polazna
pretpostavka rada je da je moguce iskoristiti ovu specificnost i karakterisati bilo koju materiju,
odnosno tkivo, a samim tim i kolon. Zbog toga §to je Brusterov ugao za vodu 53.1°, a voda ¢ini oko
70% tkiva to je uzeto da je vrednost Brusterovog ugla za tkivo kolona 53°. Metoda OMIS-a detektuje
paramagnetne i dijamagnetne osobine materije i koristi belu difuznu svetlost koja se najpre emituje
normalno u odnosu na uzorak, a zatim ta ista svetlost se emituje pod Brusterovim uglom. Kada se od
reflektovane difuzne svetlosti (RGB sistem boja i intenziteta 0-255) za svaki piksel, oduzme svetlost
koja se reflektovala pod dejstvom upadne svetlosti (Brusterovim uglom) dobija se razlika intenzitea
svetlosti po pikselima (0-255) koja nosi informaciju o sparenim (dijamagnetizam) i nesparenim
(paramagnetizam) elektronima, a samim tim i 0 konformacionim stanjima tkiva (slika 5.1) [63-66].
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Slika 5.1 Prikaz relativnih pozicija izvora svetlosti za belu difuznu (levo) i reflektovanu
polarizovanu svetlost (desno). Stepen polarizacije svetlosti je 95.4%, dok je razlika izmedu uglova 6
101 +1:6° (dvanaest belih LED dioda postavljeno je u dva kruga: Sest-izvor difuzne svetlosti i Sest
izvor svetlosti pod Brusterovim uglom) [64-68].

5.1.3 Uredaj

Uredaj za opto-magnetnu imidzing spektroskopiju, koji je koriséen u ovom istrazivanju, sastoji se
od ku¢ista koje povezuje digitalnu kameru (Canon digital camera model IXUS 105, 12.1 MP), sistem
za osvetljavanje uzorka i drza¢ uzorka. Sistem za osvetljavanje uzorka sastoji se od dvanaest LED
dioda poredanih u dva kruga i postavljenih ispred objektiva kamere tako da obezbeduju osvetljavanje
uzorka belim difuznim svetlom (Sest dioda) i belim difuznim svetlom pod Brusterovim uglom (Sest
dioda). Vidno polje za snimanje je kruznog oblika, pre¢nika 25 mm. Korisé¢ene LED diode su LL-
304WC4B-W2-3PD sa prate¢im tehnickim karakteristikama: pre¢nik 3mm, hladno bele boje,
emisiona boja X=0.28, Y=0.29, svetlost 9000mcd, ugao gledanja 20°, prednji: konveksni, providno
socivo, 20mA sa visokom efikasno$¢u i pouzdanoséu. Drza¢ uzoraka dizajniran je posebno za tkivo,
a takode postoji i za mikroskopske plocice (slika 5.2) [65].

Drzac za postavljanje uzorka tkiva kolona (ex vivo) ;

Slika 5.2. NL-B53 sa Canon digitalnom kamerom, model IXUS 105, 12.1 MPix. (levo), i poloZzaj
ispitivanog uzorka tkiva i OMIS aparata (desno) [65]

Procedura snimanja uzoraka OMIS metodom sastoji se iz slede¢ih koraka:

1. Uzorak tkiva se postavlja na drzac 1 pritiska antirefleksnim staklom kako bi se postiglo stanje
najblize vakumu izmedu uzorka i stakla. Zatim se uredaj spusta na antirefleksno staklo. Udaljenost
izmedu uzorka i uredaja je 2mm (debljina stakla). Ukoliko je uzorak na mikroskopskoj plocici
procedura je ista, uzorak se postavlja na drzac¢ u specijalno izradenom kucistu kako ne bi bilo uticaja
spoljasnjih faktora. Zatim se uzorak prvo obasjava belom difuznom svetlo$¢u, pri ¢emu je pravac

22



upadne svetlosti na povrsinu uzorka i meri se reflektansa koja je upravna na uzorak, odnosno snima
se prva digitalna slika uzorka.

2. Uzorak tkiva se zatim obasjava belom difuznom svetlos¢u pod Brusterovim uglom i snima se
druga digitalna slika uzorka na bazi reflektovane svetlosti koja je polarizovana.

Ovaj postupak se za bioloSke uzorke, zbog paramagnetne/dijamagnetne dinamike vode u
bioloskim tkivima, ponavlja 20 puta: 10 puta se snima odziv obasjavanja uzorka belom difuznom
svetlos¢u pod pravim uglom i 10 puta se snima odziv obasjavanja uzorka belom difuznom svetlos¢u
pod Brusterovim uglom.

3. Nakon §to su uzorci snimljeni, digitalne slike uzoraka se obraduju u tri faze. U prvoj fazi, zona
od interesa je iseGena/kropovana sa originalne slike na osnovu ekspertskog misljenja hirurga. Druga
faza podrazumeva konvoluciju spektara u domenu plavog i crvenog kanala, izracunavanje razlike
izmedu odziva uzorka obasjanog belom difuznom 1 polarizovanom svetlos¢u. U poslednjoj, trecoj
fazi, analiza spektara se vrsi klasifikacijom uzoraka na osnovu njihovih intenziteta i razlika talasnih
duzina.

Digitalne slike uzoraka obraduju se pomoéu algoritma razvijenog u MATLAB® 2013a
(MathWorks, USA). Algoritam za spektralnu konvoluciju prilagoden je potrebama OMIS metode i
zasniva se na dijagramu hromati¢nosti nazvanom ,Maksvelova potkovica“, odnosno na
dvodimenzionalnom predstavljanju boja i na aproksimacijama tog dijagrama koje se Koriste u
digitalnoj fotografiji. Kao izlaz algoritam za spektralnu konvoluciju proizvodi Optomagnetne spektre
uzoraka (slika 5.3).

Opto-magnetna imidZing spekiroskopija
(R-B)&(W-P)
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Slika 5.3. Konvolucioni algoritam obrade digitalne slike i dobijanje opto-magnetnog spektra
uzorka [67]

Optomagnetna imidzing spektroskopija koristi spektralnu raspodelu intenziteta u crvenom,
zelenom i plavom delu spektra u RGB sistemu boja, s obzirom da je kamera prilagodena ljudskom
oku (vizuelni sistem). Kao §to je navedeno, algoritam za obradu slike zasnovan je na dijagramu
hromati¢nosti ,,Maksvelova potkovica“ i omogucava konverziju digitalne slike u optomagnetne
spektre kroz nekoliko operacija, pocevsi od stvaranja histograma za svaki kanal svake boje i naknadne
konverzije histograma u spektar. Par digitalnih slika dobijenih osvetljavanjem uzorka pod belom
difuznom 1 polarizovanom svetlo$¢u rezultirace dobijanjem tri spektra za sva tri kanala, crveni, plavi
i zeleni, za svaku sliku.

Spektri dobijeni pomocu OMIS se mogu kombinovati medusobno, pa s obzirom na to da se
pojavljuje veliki broj moguc¢ih kombinacija, konvolucioni spektri (convolution - sSmotan, zavijen),
mogu izdvojiti razli¢ite osobine materijala — koje su na odreden nain povezane sa prostornom
raspodelom elektrona, elektronskih orbitala, kao i intenzitetom veze (kovalentna, vodoni¢na, jon-
dipol i dr.). Oznaka (R-B)&(W-P) predstavlja operaciju konvolucije spektralne raspodele intenziteta
u crvenom (R) i plavom (B) delu spektra odziva pri osvetljavanju belom difuznom svetlos¢u (W) i
reflektovanom polarizovanom svetlos¢u (P).
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Nakon $to se uzorci snime Optomagnetnom imidzing spektroskopijom i dobiju se OMIS spektri,
pristupa se analizi spektra 1 ekstrakciji karakteristi¢nih veli¢ina iz OMIS spektra. U te svrhe razvijen
je algoritam u MATLAB-u koji pronalazi i racuna ekstremume, razlike talasnih duzina na kojima se
ekstremumi javljaju i povrsine ispod maksimuma i minimuma, a zatim upisuje te vrednosti u Excel
tabelu.

5.2 Spiner magnetometar JR-6A

Spiner magnetometrima se meri remanentna magenizacija (RM) razlicith uzoraka. Uglavnom se
koristi za merenje magnetnih karakteristika stena, medutim uz odgovaraju¢u pripremu moze se
primeniti i za merenje RM kog drugih vrsta materijala. Remanentna magnetizacija je magnetizacija
koja ostane unutar objekta kada se ukloni spoljaSnje magnetno polje, drugim re¢ima ona predstavlja
magnetnu memoriju. Prirodna remanentna magnetizacija nastaje kao posledica dejstva magnetnog
polja zemlje na stene u toku njihovog formiranja kao i posledica promena tokom dugogodiSnjeg
postojanja usled izlozenosti fizickim i hemijskih faktorima. [69].

Materijali kao $to su gvozde, kobalt, nikl i njihove legure imaju permanentne magnetne momente
koji su organizovani u male domene sa istim smerom, medutim zbog nasumicne orijentacije tih
domena ukupna magnetizacija je nula ili veoma mala. Pri dejstvu spoljasnjeg magnetnog polja na
feromagnetike oni se trajno namagnetiSu tako da ostaju namagnetisani i izvan polja odnosno poseduju
remanentnu magnetizaciju. U literaturi ovakvi materijali su poznati kao feromagnetici i imaju
histerezisna svojstva, $to zapravo govori da magnetizacija ovih materijala zavisi od istorije
primenjenog magnetnog polja [70].

Drugi tip remanentne magnetizacije, meren spiner magnetometrom, odnosi se na paramagnetne i
dijamagnetne materijale. Na osnovu prethodnih istrazivanja i pregleda literature radena su
istrazivanja na zdravom i obolelom tkivu debelog creva [71].

Uredaj JR-6A (slika 5.4) kompanije Agico, Ceska Republika, je dvobrzinski spiner magnetometar
zasnovan na klasi¢nom dizajnu spiner magnetometra sa Helmholcovim navojima. Instrument ima dva
mikroprocesora koji kontroliSu brzinu rotacije uzorka, pojacanje signala, akviziciju i obradu
podataka, digitalno filtriranje 1 kontroliSu autopozicioniranje manipulatora. Magnetometar je povazan
sa raCunarom putem RS232C protokola preko kojeg se kontrolisu sve funkcije uredaja [72]. Spiner
magnetometar meri ukupnu remanentnu magnetizaciju koja predstavlja sumu komponenti vektora
RM u tri ortogonalna pravca, ja¢ina magnetizacije su reda veli¢ine 10 [Am™] za slabo namagnetisane
sedimente do 102 [Am™] [69].

Slika 5.4. Spiner magnetometar JR — 6A (proizvodaé: AGICO, Ceska Republika)

JR-6A spiner magnetometar poseduje automatski drza¢ uzorka pomocu kojeg se omogucava
automatsko merenje svake pojedinacne komponente RM vektora. Primenom manje brzine rotacije
povecava mogucnost merenja krhkih 1 mekih uzoraka. Pre svakog merenja preporucuje se kalibracija
koja se izvodi pomoc¢u uzorka za kalibraciju. Kalibracioni uzorak dolazi u dva oblika i moze biti u
vidu kocke stranice 20 mm ili cilindra pre¢nika 25,4 mm i duzine 22 mm. Kod oba kalibraciona
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uzorka jedna strana je uvek obelezena sa strelicom ¢ime se odreduje njihova orijentacija u odnosu na
koordinatni sistem uredaja. Komponente RM vektora se na osnovu dobijenih signala izracunavaju uz
pomo¢ Furijeove analize koja je implementirana u okviru programskog paketa.

5.2.1 Principi rada

Princip rada spiner magnetometra je zasnovan na zakonu elektromagnetne indukcije koji je
formulisao Majkl Faradej jo§ 1831. godine. Po ovom principu namagnetisani uzorak koji se
krece/rotira u blizini provodnika (kalema) stvara promenjivo magnetno polje koje indukuje elektri¢nu
struju u samom uzorku. U slucaju spiner magnetometra uzorak je fiksiran i1 rotira konstantnom
ugaonom brzinom unutar jako osetljivih kalemova koji su izolovani od dejstva spoljasnjeg magnetnog
polja. Usled postojanja remanentne magnetizacije u uzorku i usled kretanja/rotacije uzorka, stvara se
promenjivo magnetno polje koje indukuje struju u kalemovima srazmerno intezitetu RM. Kroz
procese kalibracije eleminisane su moguce nepreciznosti merenja usled RM nosaca. Kod
nestandardnih nosaca i pri merenju slabih uzoraka mogucée je uraditi korekciju vrednosti za veli¢inu
RM nosaca tako $to se on izmeri samostalno i komponente njegovog vektora RM se oduzmu od
komponenti koje su izmerene kod sistema uzorak-nosac.

Standardno merenje RM vektora se sastoji iz uzastopnih merenja u najmanje Cetiri pozicije uzorka
i drzaca. Ovakav tip merenja daje Cetiri vrednosti z komponente RM vektora i dve vrednosti X iy
komponente na osnovu kojih se dobija kona¢na vrednost kao srednja vrednost svih merenih
komponenti. Kod ovakvog na¢ina merenja eliminiSe se nezeljena vrednost nosaca uzorka kao i greske
koje mogu nastati kao posledica nepravilnog oblika uzorka i Suma instrumenta. Prednost ovog metoda
je u tome Sto eliminiSe vrednost RM i ako korekcija drzaca nije uradena. Ova eliminacija RM nosaca
je moguca ako se merenje izvrsi u Cetiri ili Sest pozicija, dok je suprotno kada se upotrebljavaju manje
od 4 pozicije i tada je obavezno da se izvrsi korekcija za vrednost RM nosaca.

BROJ POZICIJA KOMPONENTE VEKTORA
POZICIJE UZORKA REMANENTNE
MAGNETIZACIJE
1 <+ X Z

Slika 5.5. Polozaji automatskog drzaca za cilindri¢ni uzorak [72]

Model JR-6A omogucava automatsko merenje pri ¢emu se uzorak fiksira samo jednom unutar
nosaca, a pozicije se menjaju automatski. U toku menjanja pozicije uzorak nije izlozen spoljasnjem
magnetnom polju i neprekidno ostaje zatvoren unutar trostrukog zastitnog poklopca od legure nikla i
gvozda. Automatski nosac se sastoji od spoljasnje sfericne ljuske i rotirajueg unutrasnjeg sferi¢nog
jezgra u kojem se fiksira uzorak. Pri promeni polozaja uzorka vrsi se rotacije oko zamiSljene
dijagonale kocke §to omogucava postavljanje uzorka u 3 polozaja u kojima je moguce izmeriti sve 3
komponente (x,y,z) vektora magnetnog polja. Primenom ovakvog automatskog pozicioniranja uzorka
u 3 polozaja nije moguce pronaci kombinaciju pozicija koje bi eliminisale vrednost RM nosaca.
Druga posledica ovakvog pozicioniranja je potpuno oslanjanje na korekciju koju instrument napravi
Sto unosi dodatnu nesigurnost u rezultat merenja. Ovaj slucaj je posebno izraZzen kod mekih i krhkih
uzoraka kada usled pomeranja necistoca unutar uzorka mogu da se dobiju rezultate sa velikom
greSkom. Uzorci €ije dimenzije odstupaju od nominalnih mogu da prouzrokuju velike vibracije usled
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disbalansa pa se ne preporucuje njihovo merenje upotrebom automatskog drzaca. JR-6A meri
vrednosti u opsegu od 0 do 12500 [A/m] sa osetljivoscéu od 2,4 [LA/m] i mernom nesigurno$éu 1%.

Za merenje se mogu koristiti dve brzine rotacije, visa i niza, (87,7 [s7] ili 16,7 [s}]). Sa ve¢om
brzinom se postize maksimalna senzitivnost uredaja, dok se sa nizom brzinom rotacije omogucava
merenje vode, rastvor, mekih i krhkih uzoraka, kao i uzoraka nepravdinog oblika. Osetljivost uredaja
pri velikoj brzini merenja iznosi 2,4 x-10% [A/m] sa vremenom integracije od 10 [s], dok kod merenja
manjom sa brzinom senzitivnost iznosi 1,0-x107° [A/m].

Spiner magnetometar Agico JR-6A se u potpunosti kontroliSe pomocu seftvera Rema6W.
Rema6W omogucéava merenje vektora RM pomocu automatskog, poluautomatskog ili manuelnog
moda, a dobijeni podaci se cuvaju u ASCII tekstualnom obliku kome se moze lako pristupiti.

Tabela 5.1. Prose¢na vrednost remanentnog maganetizama vode (Cesmovace) na bazi 10 merenja,

meren kao razlika [A/m] pre i posle tretmana magnetnim poljem jacine 0.25 [mT] u trajanju od 10
minuta.

Pre tretmana Pre tretmana

18.67 18.67
-4.35
-4.35+0.24
-4.59
-4.11

Tabela 5.2. Prose¢na vrednost remanentnog maganetizama ¢vrstog materijala (polimera PMMA)

na bazi 5 merenja, meren kao razlika [A/m] pre i posle tretmana magnetnim poljem jacine 0.25 [mT]
u trajanju od 10 minuta.

Pre tretmana Pre tretmana
2417.28 2417.28
+8.58
+8.58 £0.24
+8.82

+8.34

Da bi osobine tkiva, koje je 45-65% te¢no (vodeni rastvor) i 35-55% ¢vrsto (polimerne strukture),
mogli da izratunavamo sa biomehani¢kog apekta neopodno je naéi veze izmedu zakonitosti
Njutnovskih fluda sa Hukovim zakonom. Kao §to je dobro poznato odnos normalnog napona o i
relativne promene duzine (istezanje ili sabijanje) ¢ ¢vrstog elastiénog polimernog tela u vremenu t se
moze iskazati Hukovim zakonom:

o(t) = Es(t)  [5.1]
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gde E predstavlja moduo elasti¢nosti tela. Kada su u pitanju Njutnovski fluidi tada zakonitost odnosa
napona, relativne promene duZzine su u odnosu

o(t) =nde/dt, [5.2]

gde je sa # oznacen koeficijent viskoznosti fluida.

Ove jednacine su matematicki modeli idealnih ¢vrstih materijala i fluida kojih u prirodi skoro da
nema. U realnosti veéina materijala poseduje oba svojstva i elasti¢nih tela i fluida, pa zato kazemo da
se nalaze u stanju izmedu idealno te¢nog (koje mozemo obeleZiti sa “0”) i idealno ¢vrstog stanja koje
mozemo obeleziti sa “1”. Zbog toga se Hukovi (elasti¢ni) i Njutnovi (viskozni) elementi kombinuju
u jednu jednacinu koja odrazava oba svojstva, i to na dva nac¢ina: kao da su te¢na i ¢vrsta faza slojevito
razdvojene (u mnogo serijskih slojeva: ¢vrsto-te¢no-¢vrsto-te¢no-Cvrsto) i paralelno (meSavina
¢vrsto/te¢no, povezano jakim vodoni¢im vezama ili jon-jon i jon-dipol vezama).

Ako kombinujemo Hukov/Njutnovske zakonitosti slojevito (serijski) tada dobijamo vezu
Maksvelovog modela viskoelasti¢nosti u obliku

de _1do | o
dt  E dt

za koji imamo da ako je o = const tada sledi da je i de/dt = const., §to znaci da ako je napon konstantan
deformisanje je beskonacno, §to ne odgovara stvarnoj situaciji. Medutim, ako je material povezan
jakim vodoni¢im vezama ili jon-jon i jon-dipol vezama tada dobijamo Voigtov model:

0=Eg+n% [5.4]

koji opet dovodi da ako je & = const da je i ¢ = const, §to ne odrazava prirodno stanje stvari, tj. nije u
saglasnosti sa eksperimentalnim podacima.

U cilju prevazilazenja navedenih nedostataka razmotrimo Kelvinov model viscoelasti¢nosti, koji
se dobija serijskom vezom Voigtovog viskoelasti¢nog i Hukovog elasti¢énog elementa u obliku:

do E1+E2 _ ﬁ 2
-+ - o=E T - €) [5.5]
kao 1 Zenerov model viskoelasticnosti, koji se dobija paralelnom vezom Maksvelovog

viskoelasticnog 1 Hukovog elasti¢nog elementa:

L+ Zo=(E+ Ey) Sy 2% (5]

Kao §to se moze uociti u oba sistema imamo po dva Hukova elementa sa modulima elasi¢nosti E1
i E2 i jedan viskoelasti¢ni element sa koeficijentom viskoznosti . Ovi modeli daju dobar kvalitativni
opis svojstava materijala, ali sa kvantitativne tacke glediSta u eksperimentima se nisu pokazali
dovolno dobrim [74]. Polazeé¢i od ovih osnovnih zakona deformisanja viskoelasti¢nih materijala,
dobijaju se komplikovane diferencijalne jednacine viseg reda koje nisu pogodne za upotrebu. Ali, ako
pazljivije analiziramo Hukovu jednacinu [o(t) = FEe(t)] moZzemo primetiti da je napon upravo
srazmeran relativnoj promeni duzine ¢vrstog tela, tacnije, proporcionalan je nultom izvodu funkcije
promene duzine ¢vrstog tela, dok kod te¢nosti [a(t) = 5 de/dt ] imamo da je proporcionalan prvom
izvodu. Na osnovu ovih uvida logi¢no se namece pretpostavka da u slucaju materijala sa “te¢no-
¢vrsto”, odnos napona i promene duzine mozemo izraziti koriS¢enjem “medu-izvoda” (nultog i
prvog), pa mozemo napisati

o(t) = EoDf &(t), O<a<l, [57]
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gde su Eo i a konstante, pri ¢emu ¢e a biti vrednost frakcionog izvoda koji ¢e kod razli¢itih
viskoelesti¢nih materijala biti razlicit [75].

Frakcioni izvodi su oblast matematicke analize koja je zapoceta jo§ krajem XVII veka kada su
Njutn i Lajbnic postavljali osnove diferencijalnog i integralnog racuna. Tacénije receno “iskra”
frakcionog racuna se pojavila kada je Lopital 1697. godine postavio pitanje Lajbnicu koje je znacenje
izvoda ako on nije celobrojna vrednost, nego naprimer %2 (n =1/2)?. Mnogi danas smatraju da je ovom
reCenicom roden frakcioni ra¢un. Ova ideja privukla je paznju mnogih matematicara i nau¢nika tog
doba, kao sto su Liuvil, Riman, Ojler, Abel i drugi. Medutim sve do kraja 80’ godina proslog veka,
kada su otkrivene fizi¢ke manifestacije koje se mogu mnogo bolje objasniti frakcionim ra¢unom nego
drugim matematickim analizama, ovaj metod je dobio na svom znacaju [75]. Matematicki modeli
zasnovani na frakcionim diferencijalnim jedna¢inama su se pokazali veoma korisnim u mehanici,
biohemiji, medicini, finansijama, teoriji verovatnofe i drugim oblastima nauke ukljucujuci
psihologiju za modeliranje ponasanja ljudi. Funkcija tipa:

1 a rx f()

a = —_
DUfO) = e & Jo oo @t [5:8]

je dobila na znacaju u modeliranju pojava iz svakodnevnog zivota, a jo§ viSe kada se uvidelo da se
ovom matematickom analizom mogu opisati difuzioni procesi i viskoelasti¢na svojstva materijala.
Kako je 0 < a < 1, to se ovim matematickim modelom mogu opisati kako grani¢na stanja materijala
(te¢no i ¢vrsto) tako i medustanja materijala (viskoelasti¢na). Medutim, ispostavilo se da postoje i
nedostatci pri modeliranja nekih realnih problema u mehanici i teoriji viskoelasti¢nosti. Zato je
uveden malo drugaciji pristup kod frakcionog rac¢una (Kaputovi izvodi). Na bazi ovog modifikovanog
prilaza razvijeno je nekoliko frakcionih modela koji se sa uspehom koriste u biofizici, biohemiji i
medicini [73]. U ovom radu za biomehaniku tkiva koristi¢cemo frakcioni model parametarskog tipa *
0 <a <17, pri ¢emu je “0” patolosko stanje tkiva, a “1” zdravo tkivo. Imajuéi u vidu da je polimer
biolosko tkivo jedna vrsta te€nog kristala (polimeri su u bioloskoj tecnosti uredeni sli¢no kristalnim
¢elijama Cvrstog stanja) to izmedu mehanickih (deformacija strukture i napona), toplotnih
(temperature), elektricnomagnetnih (elektricnog i magnetnog polja, kao i njihovih indukcija, odnosno
zaostalih remanentnih vrednosti) i entropijskih vrednosti postoji medusobna povezanost [76,77].
Savremena istrazivanja pokazala su da su magnetne osobine materijala u direktnoj vezi ne samo sa
mehani¢kim osobinama biopolimera ve¢ i sa hemiskim procesima [78]. Pored toga sva tkiva se nalaze
pod uticajem zemljinog magnetnog polja (47.000 [nT]) koje kontinualno u okolini paramagnetnih
biomolekula pove¢ava magnetizam, a kod dijamagnetnih smanjuje. Kada zdravo ili bolesno tkivo
stavimo u uredaj (spiner magnetometar) koji meri remanetnu magnetizaciju (zaostali magnetizam u
tkivu) tada ¢e se na bazi rotacionog viskoznog koeficijenta (yi) dobiti viskoelasni¢ne osobine tkiva
kao “+A” 1 “-A* vrednosti od ravnoteznog frakcionog izvoda a (koji je izmedu 0 i 1). Kako su
dobijene vrednosti razlike zdravo/bolesno kod remanentnog magnetizma normalizivane (izmedju O i
1) to je za zdravo tkivo

t
D¢=D,, = (E, + AE) % [5.9]
a za bolesno tkivo

&(t)
¢=D_,=(Ey — 4E) o® [5.10]
pri ¢emu je Eo —moduo elasti¢nosti ravnoteznog stanja tkiva, Eo+AEi= Ezdravo , Eo-AEj= Ebolesno, &(t)
— promena duzine u vremenu i a(t) — promene napona u vremenu (o(t) = » de/dt).
Kako je ceo problem sveden na parametarsku analizu na osnovu “+A” i “-A* moZemo izvrsiti
klasifikaciju tkiva: zdravo/bolesno.

28



BIOMEHANIKA TKIVA

<:IViskozno — elsti¢no [:>

(biolosko tkivo)

Tecnost Cvrsto
(voda) (Polimer-Plastika)
0 1
Kancer - TKIVO —— Zdravo i
SMANJEN POVECAN
Remanentni Remanentni
magnetizam -A +A magnetizam
(manji) (veéi)

Slika 5.6. Model biomehanike tkiva na bazi ocene parametarskog frakcionog dinami¢kog modela
I remanentne magnetizacije, odnosno smanjena (-A) i povecéanja (+A) remanentne magnetizacje. Kako
je remanentna magetizacija vode (viskoznog stanja) -A = - 4.35+0.24, a cvrstog (elasti¢nog) +A
=+8.34, to kada kod tkiva imamo smanjenje remanentne magnetizacije (ide ka pove¢anom viskoznom
stanju, viSak vode) tada takav poremecaj vodi kancerogenom stanju, jer karcinom ima vise vode za
oko 21% [79].

5.3 Masinsko ucenje i veStacka inteligencija

Medu prvim masinama i uredajima koje je covek osmislio i napravio nasle su se jednostavne alatke
da bi olaksao i ubrzao svoj svakodnevni fizi¢ki rad (npr., ¢eki¢, noz, i dr.). Daljim razvojem
civilizacije usledio je razvoj sve slozenijih masina koje je ¢ovek redovno Koristio u skoro svim
oblastima svoje fizicke delatnosti. Te masSine i uredaji postajali su sve slozeniji da su u potpunosti
uspele da zamene rad fizicki ¢oveka u odredenim oblastima (prva tehnoloska revolucija: zamena
ljudskog fizickog rutinskog rada masinskim). Zatim je nastao razvoj masina koje su zamenila rutinski
ljudksi mentalni rad (racunari) i svodio se na to da su procedure za izvrSenje nekog zadatka bile u
potpunosti definisane od strane ¢oveka koji su u potpunosti sagledali sve situacije koje se mogu
dogoditi u toku rada masine (druga tehnoloska revolucija). Napretkom racunarskih tehnologija
poslednjih 60 godina stvorene su mogucénosti za razvoj ,,Vestacke inteligencije* koja predstavlja
pocetak trece tehnoloske revolucije [80]. Vestacka inteligencija (Artificial intelligence) se definise
kao oblast racunarskih nauka koja proucava aktivnosti u kojima ,,inteligentntni agenti* (inteligent
agents), predstavljaju uredaje i masine koji ,,maksimizuju“ svoje Sanse za uspeh na osnovu
proucavanja okoline u kojoj se nalaze [80,81].

Pod pojmom masinsko u¢enje podrazumevaju se algoritmi i programi koji mogu da ,,nauce® i
spoznaju zakonitosti nekog procesa na osnovu podataka koji ga opisuju [80,81]. Sa stanovista
raCunarskih nauka masinsko u¢enje omogucava racunarima da uce, a da pritom nisu eksplicitno
programirani. Ma$insko ucenje se primenjuje u sluajevima gde nije moguce jednostavno dizajnirati
konkretne algoritme sa dobrim performansama npr. filtriranje e-mail-ova, prepoznavanje karaktera i
td. Ovakvi algoritmi donose odluke i prave predikcije na osnovu modela koji su odredeni strukturom
podataka koji se proucavaju. Posebna oblast maSinskog u€enja koja se u poslednjih nekoliko godina
i izdvojila kao zasebna oblast kojoj se posvecuje sve visSe paznje zahvaljujuéi rezultatima i potencijalu
primenjenih algoritama je ,,dubinsko ucenje* (Deep learning). Dubinsko ucenje je oblast masinskog
ucenja gde se proucavaju vestatke neuronske mreze i sliéni algoritmi koji poseduju proucavane
osobine skrivenog i dubinskog u problemu koji trebamo resiti. Neuronske mreze koje se primenjuju
u dubinskom uéenju imaju strukturu koja se sastoji od velikog broja skrivenih slojeva gde se u svakom
sloju nalazi veliki broj nelinearnih procesirajucih jedinica (vestackih neurona). Metodologija ucenja
koja se primenjuje u algoritmima maSinskog ucenja moze se podeliti na: nadgledano ucenje
(supervised learning), nenadgledano ucenje (unsupervized learning), polu-nadgledano
(semisupervised learning) i podpomognuto ucenje (reinforcement learning).
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U oblasti analize podataka metode masinskog ucenja se koriste se za razvoj slozenih modela i
algoritama za predvidanje pouzdanih i ponovljivih rezultata.

Vestacka Inteligencija

Program koji moze da se
adaptira, reaguje i rezonuje

Masinsko Ucenje
Algoritmi ¢ije se performase poboljsavaju
kako se izlazu ve¢em broju podataka

Duboko Uéenje
Posebna oblast masinskog
ucenja gde vestacke
neuronske mreZe uce iz
ogromne kolicine

podataka

Slika 5.7. Odnos vestacke inteligencije, masinskog uc¢enja i dubinskog ucenja.
https://medium.com/swih/artificial-intelligence-machine-learning-and-deep-learning-whats-the-
real-difference-94fe7e528097

Masinsko uc€enje se pokazalo kao jedna od korisnih metoda za analizu rezultata dobijenih pomoc¢u
Optomagnetne imidzing spektroskopije (OMIS), §to potvrduju radovi izlozeni u doktorskoj disertaciji
,»Algoritam za odredivanje biofizickog stanja epitelnog tkiva na bazi spektroskopije” [82], kao i
rezultati izloZeni u knjizi Nanomedicna u poglavlju izdatoj od ,,One Central Press* [49].

Rezultati dobijeni pomo¢u OMIS metode predstavljeni su dijagramima, gde je svaki dijagram
definisan sa 256 razli¢itih vrednosti razlike talasnih duzina. Analiziraju¢i dijagrame u velikom broju
slucajeva je moguce primetiti jasnu razliku izmedu razli¢itih vrsta uzoraka medutim, u slu¢ajevima
gde postoji mnogo veli¢ina koje opisuju jedan fenomen (slu¢aj OMIS diagrama, gde su razlike
talasnih duzina vrednosti vezane za svaki snimljeni uzorak), odredivanje i prepoznavanje jasnih
zakonitosti koje odreduju tip uzorka moze biti veoma slozen proces gde procedure masinskog ucenja,
zahvaljuju¢i moguénosti da uci na osnovu dostupnih podataka, pokazuje jasne prednosti u odnosu na
klasi¢ne analize.

Na osnovu strukture podataka i primenjenih algoritama masSinskog ucenja iz literature izabrani su
»Naive Bayes®, ,,Random Forest* i Neuronske mreze za analizu i obradu podataka.

5.3.1 Naive Bayes klasifikator

Naive bayes je jednostavan, ima dobre performanse i veoma robustan klasifikator koji se moze
brzo obuciti ¢ak i za velike skupove podataka. Jedna od osnovnih pretpostavki kada se primenjuje
ovaj klasifikator je da su promenjive koje se analiziraju medusobno nezavisne (da promena jedne ne
utice na promenu druge). Medutim, u praksi se pokazalo da krsenje ove pretpostavke ne uzrokuje
velike posledice po performanse samog klasifikatora $to su pokazali i P. Domingos & M. Pazzani
1997 [83].

Klasifikator je baziran na Bajesovoj teoremi pomocu koje se izraCunava uslovna verovatnoca da
¢e se neki dogadaj desiti ako nam je poznata verovatnoca da se neki dogadaj, koji mu je prethodio,
ve¢ desio. Npr. ako je danas oblatno mnogo je veca verovatnoc¢a da ¢e sutra padati kiSa nego da je
danas suncano. U ovom primeru ,,padanje kiSe sutradan® je hipoteza ¢iju verovatnocu pokusavamo
odrediti na osnovu poznavanja trenutnih vremenskih prilika (detaljnije o uslovnoj verovatnoci
pogledati u prilogu 1). Bajesova teorema glasi:

F’r[Y=C||x1=F’f[Y]Pé[[Xx']Y:C.]

r

[5.11]
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gde je: P. [Y =C, | X]- verovatno¢a da Y pripada klasi C, za novo X (u slucaju OMIS diagrama

klase mogu biti bolesno i zdravo dok je X skup vrednosti po talasnim duzinama),
P [Y] - verovatno¢a dogadaja koji posmatramo, bazirana na onome $to znamo o problemu koji

pokusavamo da klasifikujemo tj. verovatnoca da je uzorak zdrav ili bolestan bez ikakvih uslova. Na
primer za probleme koji se odnose na procenu bolesti, ova verovatno¢a odgovara broju slucaja
kancera u odnosu na ukupnu populaciju koju posmatramo.

P [X Y = C|] - je uslovna verovatnoca, predvida da li se odredeni dogadaj desio ako je hipoteza

tacna (koja je verovatnoca da postoji X ako Y pripada klasi).

P [X] - ova verovatnoca predstavlja verovatno¢u da se desio neki dogadaj ako se posmatraju svi

moguci uslovi koji mogu da dovedu do tog dogadaja. Medutim, vazno je naglasiti da ovaj ¢lan ne
uti¢e na ishod dogadaja jer prestavlja normalizujuc¢u konstantu [84, 85].

5.3.2 Kilasifikaciona stabla i ,,Random forest*

Klasifikaciona stabla su algoritmi ¢ija se metodologija odluc¢ivanja zasniva na strukturi stabala i
pri ¢emu dolazi do grananja polaznih podataka u razli¢itim ,,pravcima‘ u zavisnosti kako ispunjavaju
postavljene uslove. Drugim re¢ima, modeli klasifikacionih stabala zasnivaju se na ako-onda (if-then)
iskazima pomocu kojih se podaci dele u Zeljene grupe, npr. visoki ljudi su visi od 190cm, a niski su
nizi. Ovako prostom analizom podaci se mogu klasifikovati u razli¢ite grupe.

Ideja stabala odlucivanja je da se podaci na osnovu njihovih karakteristika podele u manje
homogene grupe, u pogledu klasa u koje Zelimo da svrstamo podatke. Da bi se postigla homogenost
grupa potrebno je izvrsiti podelu ulaznih podataka na takav nacin da se izvr$i optimizacija po nekom
od kriterijuma kao $to su ta¢nost izlaznog klasifikatora, Gini index i ,,cross“ entropija. Na primer,
stablo odlucivanja pretrazuje sve vrednosti datih podataka pri ¢emu odreduje granicu podele na dve
grupe na takav nacin da se postigne najveca ta¢nost klasifikacije za podelu u datom ¢voru. Ovaj
proces podele atributa na manje homogene grupe se nastavlja sve dok se ne zadovolji jedan od uslova:
maksimalna veli¢ina stabla ili minimalni broj uzoraka u ¢voru [84].

5.3.3 ,,Random forest“ i Skupovi stabala (bagged trees — bag of trees)

Osnovna ideja ,,Random forest* tehnike je da se na osnovu skupa polaznih podataka formira
mnogo razli¢itih stabala odluc¢ivanja na posebno odredenim skupovima sa nasumi¢no izabranim
prediktorima (prediktor predstavlja karakteristiku nekog uzorka koji opisuje stanje tog uzorka) u
svakom ¢voru odluc¢ivanja. Tehnika kojom se podaci uzorkuju u nove skupove u literaturi se naziva
,,Bootstrap®. U osnovi ove tehnike lezi da se od polaznog skupa formiraju novi skupovi podataka na
kojima ¢e se trenirati izabrani klasifikator, pri ¢emu ti skupovi mogu da sadrze 1 uzorke koji se
ponavljaju. Od ovako formiranih skupova podataka moze se formirati skup klasifikatora (stabala
odluc¢ivanja) gde svaki klasifikator ,,glasa” za konacni rezultat klasifikacije. Ova tehnika za
odredivanje rezultata klasifikacije i formiranje klasifikacionog modela u literaturi se naziva
,,Bagging®. Primenjujuci ,,Bagging* tehniku znacajno se moze smanjiti varijansa koja se javlja kod
stabala ¢ime se povecava sposobnost klasifikatora da ispravno klasifikuje nove podatke.

,Random forest™ u osnovi se sastoji od ,,Bagging* tehnike, pri ¢emu se za grananje stabala ne
koriste sve karakteristike podataka ve¢ se nasumi¢no bira nekoliko njih u svakom ¢voru odlucivanja,
$to dovodi do smanjivanja korelacije izmedu stabala, a samim tim i do poboljsanja klasifikacije
podataka [84].
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5.34 ,DEEP LEARNING* — Dubinsko u¢enje — Neuronske mreZe

U razli¢itim oblastima tehnike javila se potreba za analizom veoma slozenih procesa koji su na
prvi pogled veoma jednostavni i trivijalni, medutim detaljnijom analizom postaje jasno da je skoro
nemoguce opisati ili predvideti sve postupke koji se javljaju unutar analiziranog procesa ili pojave.
Primer ovakvog procesa je sposobnost coveka da prepozna razli¢ita lica drugih ljudi na osnovu
fotografija. U ovom primeru se postavlja pitanje koje su to karakteristike koje definiSu razlicite oblike
ljudskih lica, odnosno kako opisati i kvantifikovati parametre da se sa sigurno$¢u moze odrediti
razlika izmedu svakog ljudskog lica. Ovakav problem iziskuje pre svega definisanje Ssvih
karakteristi¢énih parametara koji opisuju razliku izmedu dva lica, a zatim odredivanje svih tih
definisanih parametra na osnovu fotografije. U ovakvom pristupu najlakse je poc¢i od stvarnih fizickih
veli¢ina koje definiSu odredene geometrijske karakteristike lica, a zatim njihovo odredivanje na
fotografijama. Kao $to se moze videti iz svega navedenog da bi se odredila tatna empirijska razlika
izmedu dva lica neophodno je da se izvrsi slozena analiza velike koli¢ine podataka. Postavlja se
pitanje na koji nacin je moguce da ljudski mozak ovako sloZen problem veoma jednostavno resava.
Sli¢an primer je i sa bilo kojom drugom vrstom obrade podataka ukljuc¢ujuci i na§ problem koji treba
da reSimo ovom disetracijom: interakcija mnoStva fotona vidljive svetlosti, razlicitih talasnih duzina
od 400-800 nm, i njihova interakcija sa tkivom, odnosno sparenim i nesparenim elektronima. Pomocu
vestackih neuronskih mreza se uspesno mogu resiti mnogobrojni problemi u tehnici bez poznavanja
svih fizickih interakcija izmedu delova sistema, ve¢ je dovoljno poznavati samo odziv sistema na
definisane pobude, drugim re¢ima Artificial Neural Networks - ANN omogucavaju analizu sistema i
procesa bez potreba za poznavanjem svih fizickih zakonitosti koje upravljaju njihovim ponasanjem
[86]. Oblast Masinskog ucenja koja se bavi prouc¢avanjem i primenom neuronskih mreza za razne
probleme u literaturi se naziva dubinsko ucenje (Deep learning) [80].

Vestacke neuronske mreze razvijene su po ugledu na fiziolosko ponasanje ljudskog mozga i
anatomije neurona kao osnovne jedinice nervnog sistema Coveka. Prema upro$c¢enom fizickom
modelu neuron se sastoji od dendrita, tela ¢elije i aksona. Dendriti, njih oko 10.000, prikupljaju
podatke iz okoline, odnosno sa aksona nervnih ¢elija koje prethode posmatranoj nervnoj Celiji, i
sprovode ih do nervne ¢elije. Nervna celija ¢e postati aktivna ako ulazi sa dendrita predu odredeni
prag aktivacije neurona. Kada se nervna cCelija aktivira ona svoj signal Salje aksonom do drugih
neurona koji se u redosledu povezivanja nalaze posle nje. Aksoni neurona su pomocu sinapsi
povezani sa dendritima ostalih nervnih ¢elija. U sinapsama se pomocu sloZenih hemijskih proseca
aktivacioni signali sa aksona nervnih ¢elija prenose na dendrite ostalih nervnih ¢elija, a hemijskim
procesima u sinapsama se reguliSe koliko svaki pojedinacni signal doprinosi ukupnom signalu
potrebnom da se neuron aktivira [86].

Viseslojna perceptronska neuronska (Multi Layer Perceptron - MLP) mreza je vestacka neuronska
mreza (ANN) koja omogucava prenos signala u pravcu samo napred, tj. od ulaznog do izlaznog
neurona. Cesto se koristi u prepoznavanju uzoraka. Ovaj tip neuronske mreze ima vise slojeva
¢vorova (neurona) koji su u potpunosti povezani sa ¢vorovima na slede¢em sloju. Svaki MLP sadrzi
najmanje tri sloja, prvi je ulazni sloj, drugi je skriveni sloj, a poslednji je izlazni sloj. Sli¢no ljudskom
mozgu, neuroni u neuronskoj mrezi prihvataju ulazni signal, procesiraju ga i Salju izlazni signal. Tako
se neuroni sastoje od tri komponente: ulaznog signala, funkcije aktivacije i izlaza. Ulaz u neuron je
signal koji neuron dobija od okoline ili sa prethodnog neurona, zatim se taj signal transformise
pomocu tezinskog koeficijenta nakon ¢ega se sumira sa svim ostalim ulazima, a izlaz je signal koji
ide na sledece susedne ¢vorove, a dobijen je kada se suma svih ulaza propusti kroz aktivacionu
funkciju neurona. U pocetku su faktori tezinski koeficijenti svake veze izmedu dva neurona
postavljeni kao male slucajne vrednosti, a zatim se ovi faktori azuriraju u procesu ucenja.

Proces ucenja ANN koristi algoritam koji menja vezu izmedu ¢vorova, na osnovu promene
tezinskih koeficijenata I na taj na¢in se minimizuje odstupanje izlaza od poznatih vrednosti. Obi¢no
se ta razlika izrazava srednjom kvadratnom greskom.

32



5.3.5 Algoritam sa povratim prostiranjem greske — ,,backpropagation*

Ovaj algoritam je jedan od najefikasnijih nacina za obucavanje neuronskih mreza za veliki broj
uzoraka. Ovom tehnikom se ne izracunavaju tezinski koeficijent ve¢ se iskljucivo koristi za
izraCunavanje gradijenta funkcije cilja, a zatim se gradijentnim postupkom odreduju vrednosti
koeficijenata. Kod ovog algoritma je iskoris¢en princip povratnog prostiranja greske gde greska
jednog sloja neurona unutar mreze isklju¢ivo zavisi od rezultata koji su dobijeni u sloju nakon njega
(videti prilog 1). Drugim rec¢ima, gresku u pretposlednjem sloju je moguée odrediti jedino na osnovu
greSaka sa izlaza neuronske mreze odnosno na greSku u pretposlednjem sloju utiCu tezinski
koeficijent iz poslednjeg sloja, a zatim se na osnovu pretposlednjeg sloja greska odreduje u sloju pre
njega i sve tako redom do ulaza u neuronsku mrezu. Primenom ovog postupka dosta se uprosc¢ava
odredivanje gradijenta funkcije cilja gde su se u slucaju primene osnovnog gradijentnog algoritma
svi koeficijenti uzimali u obzir pri odredivanju gradijenta funkcije cilja [87].

5.3.6 ROC - kriva (Receiver operating characteristic)

Jedan od osnovnih metoda za analizu bilo kojeg klasifikacionog problema sastoji se u odredivanju
specifi¢nosti, senzitivnosti i ta¢nosti na test uzorcima. Ipak ovakva analiza ne daje potpunu
informaciju o ponasanju modela ve¢ daje vrednosti za izabranu granicu razdvajanja klasa (npr. visok
covek > 175c¢m, nizak covek < 175cm). U nekim slucajevima (u zavisnoti od polaznog skupa
podataka) mozZe postojati velika razlika izmedu senzitivnosti i specifi¢nosti kako bi se popravio odnos
senzitivnosti i specifi¢nosti (odredila najbolja granica za razdvajanje) pogotovo ako se favorizuje
jedna od njih (npr. kod senzitivnosti u slucaju obolelih pacijenata mnogo je vaznije otkriti bolesnog
pacijenta nego pogresno klasifikovati zdravog, daljim testovima ¢e se pokazati da je lazno bolestan
pacijent) [84].

Da bi se stekla potpuna slika o modelu neophodno je ispitati svaki moguci odnos senzitivnosti 1
specifi¢nosti pomerajuci granicu razdvajanja izmedu dve klase. Ovakva analiza se moze predstaviti
u obliku dijagrama gde se na ordinatu nanosi senzitivnost, a na apscisu vrednost (1-specifi¢nost).
Ovako dobijen dijagram se naziva ROC kriva (slika 5.8), i u praksi se ¢esto koristi da bi se odabrala
odgovarajuca granica razdvajanja izmedu klasa. Medutim, poveéanje senzitivnosti uvek ¢e biti
uslovljeno smanjenjem specifi¢nosti i obrnuto. Jednostavno analizom ROC krive moguce je
kvantitivno odrediti kvalitet rada klasifikatora. U slucaju idealnog modela koji savrSeno razdvaja
klase, 100% senzitivnost i 100% specifiénost, ROC kriva bi imala jedan skok po ordinatisaOnali
zatim skok po apscisi sa 0 na 1. Kao kvantitivna mera ovakvog modela uzima se povrSina (Area
Under Curve — AUC) ispod ROC krive koja bi u slucaju ,,savr§enog razdvajanja“ imala vrednost ,,1°.
U slucaju kada je AUC 0,5 odnosno ROC kriva je linija koja spaja (0,0) i (1,1), klasifikator je u
potpunosti neefikasan i kao takav vr$i potpuno nasumi¢nu klasifkaciju uzoraka. Kako bi se uporedili
modeli dovoljno je da se uporede njihove ROC krive kao i njhove AUC, kvalitetniji modeli bi imali
krivu koja je viSe pomerena u gornji levi ugao sto bi za posledicu imalu 1 ve¢i AUC. Posebna prednost
primene ROC krive je u tome S$to je neosetljiva na disproporciju u veli¢ini podataka kod klasa.
Medutim, primena AUC, kao samostalne kvantitativne mere, moze da prikrije informaciju o
ponasanju modela, pogotovo u primerima kada je ROC kriva ,,nagnuta“ u samo u jednu stranu npr.
ako je kriva jako strma u pocetku (velika senzitivnost, Sto moze biti povoljna karakteristika), a ima
manju AUC od drugog modela [84].
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Slika 5.8. ROC kriva — na slici su prikazane dve granice razdvajanja (0,5 i 0,3) kao i vrednosti
specifi¢nosti i senzitivnosti za obe granice [84].
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6 PROTOKOL ISTRAZIVANJA

U okviru projekta 11141006 Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja, a za potrebe izrade
doktorske disertacije u saradnji sa Prvom hirurSkom klinikom, Klinickog centra Srbije u Beogradu, u
periodu od 6 godina (2011-2017.godina) prikupljeno je 596 uzoraka tkiva kolona i rektuma
snimljenih i obradenih metodom OMIS (uzorci tkiva kolorektuma i histopatoloske plo¢ice istog tkiva)
I 209 uzoraka tkiva (tkivo nakon resekcije, u fizioloskom rastvoru i formalinu) ¢ije su karakteristike
merene spiner magnetometrom JR-6A. Navedeni uzorci pripadali su grupi od 208 pacijenata, oba
pola, razli¢itih starosnih grupa i sa potvrdenom histopatoloskom analizom na kolorektalni karcinom.

Od ukupnog broja snimljenih uzoraka vecina, preko 98%, pripadali su najces¢em tipu
kolorektalnog karcinoma — adenokarcinomu, dok su preostala 2% bili melanom, MALT limfom,
planocelularni karcinom, GIST. EX vivo istrazivanje sprovedeno je neposredno nakon resekcije tkiva.
Kako se OMIS kao opticka metoda zasniva na interakciji svetlost-materija sa prodorom od 3 do 5
mm unutar tkivnog uzorka [62] izvrSena je karakterizacija svih slojeva tkiva debelog creva. Debljina
normalnog zida debelog creva krece se od 0,2 do 2 mm i skoro nikada ne prelazi 2 mm (debljina moze
biti od 0,2 do 2,5 mm u kolonskim segmentima pre¢nika 3—4 cm, od 0,3 do 4 mm u segmentima sa
pre¢nikom od 2-3 cm i od 0,5 do 5 mm u segmentima pre¢nika 1-2 cm) [88].

Pored metode OMIS-a, za merenje karakteristika kolorektalnog tkiva kori$¢ena je i metoda za
merenje remanentnog magnetizma, spiner magnetometrom JR-6A. Uzorci snimljeni ovom metodom
razvrstani su u tri grupe.

Kao §to je navedeno, kolorektalni karcinom zapocinje promenom u ¢elijama sluzokoze debelog
creva i rektuma. Kako se bolest razvija, tumorske celije se Sire kroz sve slojeve crevnog zida u druga
tkiva i na kraju u udaljene organe. Prilikom pregleda i dijagnostikovanja kolorektalnog karcinoma
potrebno je odrediti stadijum bolesti koji se odreduje se obimom lokalne i udaljene invazije, pomocu
opste prihva¢enoh TNM sistema klasifikacije (tabela 6.1) [65,89].

Tabela 6.1. TNM Kklasifikacija i grupisanje po stadijumima kolorektalnog karcinoma; T - odnosi
se na veli¢inu i opseg glavnog tumora. Glavni tumor se obi¢no naziva primarnim tumorom; N - 0dnosi
se na broj obliznjih limfnih ¢vorova zahvaéenim karcinomom; M - odnosi se na to da li je tumor
metastazirao - proSirio se sa primarnog mesta na druge delove tela.

Klasifikacija CRC-a prema stadijumu bolesti

Stadijum T N M
0 Tis NO MO
| T1 NO MO
T2 NO MO
IHA T3 NO MO
1B T4a NO MO
lC T4b NO MO
A T1-T2 N1 MO
T1 N2a MO
1B T3-T4a N1 MO
T2-T3 N2a MO
T1-T2 N2b MO
Ic T4a N2a MO
T3-T4a N2b MO
T4b N1-N2 MO
\Y% Any T Any N M1
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Svaki uzorak je slikan pomoc¢u OMIS-a 20 puta, 10 puta pod belim difuznim svetlom i 10 puta
pod belim difuznim svetlom pod Brusterovim uglom (refleksija svetla je polarizovana), da bi se dobile
digitalne slike. Nakon snimanja, uzorci epitelnog tkiva su fiksirani u 10% formalinskom rastvoru za
histopatolosko ispitivanje. Istrazivanje je u svim slucajevima obavljeno u istim uslovima kako bi se
smanjila moguénost gresaka u prikupljanju signala i obradi podataka.

—

Tumorsko tkivo Zdravo tkivo

Slika 6.1. Uzorak tkiva debelog creva nakon hirurSke resekcije i oznacena mesta koriS¢ena za
snimanje uzorka OMIS metodom.

Za potrebe sprovedenog istrazivanja, koris¢eni su humani uzorci koji su bili u skladu sa etickim
standardima institucionalnog i/ili nacionalnog istrazivackog odbora i Helsinskom deklaracijom iz
1964. godine i njenim kasnijim izmenama ili uporedivim etickim standardima, $to je potvrdio Eticki
komitet Univerziteta u Beogradu Medicinski fakultet izdavanjem odluke koja potvrduje mogucnost
sprovodenja studije.

U nastavku bice dat presek stanja, broj i vrsta prikupljenih uzoraka prema godini istrazivanja.

| godina istraZivanja (2011. godina)

U prvoj godini istrazivanja snimljeno i obradeno je 40 uzoraka tkiva i 22 histopatoloske plocice.
Materijal sveZzih uzoraka obuhvatio je i jedan netipian uzorak kolorektalnog karcinoma, MALT
lymphom. Sto se ti¢e histopatoloskih plogica, pripremljene su dve grupe uzoraka po 11 plogica. Prva
grupa bile su standardno pripremljene bojene plocice, dok je dok drugih 11 plocica izostao proces
bojenja.

11 godina istraZivanja (2012. godina)

U drugoj godini istrazivanja snimljeno i obradeno je 97 uzoraka kolorektalnog tkiva. Tokom ove
godine pocelo je slikanje tkiva koje se nalazi pored tumorskog tkiva, sa cljem poredenja rezultata 3
klase, zdravo-tkivo pored tumora-bolesno.

111 godina istraZivanja (2013. godina)
U trecoj godini istrazivanja ukupno je snimljen i obraden 81 uzorak tkiva.

1V godina istraZivanja (2014. godina)
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Cetvrtu godinu istraZivanja pored snimanja uzoraka tkiva metodom OMIS-a, zapodeta su i merenja
na Spiner magnetometru JR-6A i dobijeni prvi preliminarni rezultati. Ukupno je snimljeno 84 uzorka,
od toga 76 uzoraka na metodom OMIS i 15 uzoraka od 8 pacijenata na spiner magnetometru.

Uzorci snimani na spiner magnetometru bili su podeljeni u tri faze/grupe: 1- uzorci tkiva snimljeni
odmah nakon resekcije, 2- uzorci tkiva nakon jednog dana u fizioloskom rastvoru, i 3- uzorci tkiva u
formalinu.

V godina istraZivanja (2015. godina)
Tokom pete godine uzorkovano je 215 uzoraka tkiva kolona i rektuma koji su obradeni metodom
OMIS i 194 uzorka izmerenih na spiner magnetometru JR-6A, raspodeljenih u 3 faze istrazivanja.

VI godina istraZivanja (2016. godina)

Poslednje, Seste godine istrazivanja prikupljeno i obradeno je 19 uzoraka tkiva kolona, 12
histopatoloskih plocica klasifikovanih zdravo/bolesno 1 12 histoloskih plocica sa razli¢itim vrstama
kolorektalnog karcinoma (GIST, Lymphoma, melanom, NEC) OMIS metodom.
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7 REZULTATI

U ovom poglavlju predstavicemo rezultate dobijene pomocu dve kori§¢éene metode za snimanje
ispitivanih uzoraka tkiva kolona i rektuma, OMIS-a i spiner magnetometra JR-6A, u vidu slika,
dijagrama i tabela. Prikaz obradenih rezultata postavljen je kroz nekoliko celina: Rezultati snimanja
uzoraka OMIS metodom, Klasifikacija dobijenih rezultata i rezultati uzoraka snimanih metodom
spiner magnetometra JR-6A.

7.1 Rezultati snimanja uzoraka metodom OMIS

7.1.1 Rezultati snimanje uzoraka odmah nakon resekcije tkiva, tumorski tip -
adenocarcinom

Metodom OMIS su pracene/snimane tri razliCite regije uzoraka kolorektalnog tkiva: zdrava
sluznica - udaljenosti najmanje 10 cm od tumora, sluznica pored tumora i tumorsko tkivo. Nakon
toga snimljene slike su isecene/kropovane u tri razli¢ite veli¢ine: 1700x1700 piksela (cela slika),
1418x1418 piksela (centralna regija slike) i 710 x710 piksela (izabrana oblast od interesa prema
smernici lekara), (SI.6.1). Pristup podele kropovanja na tri razli¢ite veli¢ene uraden je da bi se uvidelo
da li postoji razlika u senzitivnosti i specifi¢nosti metode, kao i u izboru regije od interesa. Nakon
kropovanja pristupilo se obradi slike, a za predstavljanje rezultata koris¢en je najcesé¢i tip OMIS
spektra (R-B) & (W-P).

Predstavljeni dijagrami i slike, SI. 7.1, SI. 7.2 i SI. 7.3 [65], predstavljaju rezultat obrade jednog
uzorka tipa kolorektalnog karcinoma dobijenog od istog pacijenta koji je tipi¢an predstavnik zdrave
sluzokoze i tumorskog tkiva (tip adenokarcinoma, stadijum T3b, N1, MO0).

a) ZDRAVA SLUZNICA, 1700x1700p b) TUMORSKO TKIVO,1700x1700p
(R-B)&(W-P) _ (R-B)&(W-P)
g 25 g 25
S 20 E 20
%15 ﬂ 5 15
< 10 2 10
c =
s 5 }\ "‘\ crop1700p | = g f crop 1700 p
E 0 W T T 1 % 0 // \n n . : .
é -5100 L"-]42“ 140 160 180 § 5100 VoY 140 160 180
= =
-10 i -10
-15 -15
-20 -20
Razlika talasnih duzina [nm] Razlika talasnih duzina [nm]
Crop
1700 x 1700
pixels

c)

Slika 7.1. Optomagnetni spektar slike istog uzorka, koji je obuhvatao najvecu povrsinu slike (,,Fig.
7.1c¢*) koja se moze iseci (cela slika), veli¢ina kropovanja 1700x1700 piksela: ,,S1. 7.1a - normalna
sluznica i ,, Fig. 7.1b ”- kolorektalni karcinom.[65]
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Slika 7.2. Optomagnetni spektar slike istog uzorka iz tri razli¢ita podruc¢ja sa istim centralnim
isecanjem (Slika 7.2d - 1418 piksela): SI.7.2a - normalna sluznica, Sl. 7.2b - kolorektalni karcinom |
Sl. 7.2c - tkivo u blizini tumora [65]

a)  ZDRAVA SLUZNICA, 710x710p b) TUMORSKO TKIVO, 710x710p
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Slika 7.3. Optomagnetni spektar slike istog uzorka iz tri razli¢ita podrucja sa istim kropom (Slika
7.3d - 710 piksela): Sl. 7.3a - normalna sluznica, Sl. 7.3b - kolorektalni karcinom i Sl. 7.3c - tkivo
blizu normalnog tkiva [65]

Uporedujuci reprezentativne dijagrame za tumor i zdravu sluznicu kao jednu grupu, moze se videti
da se OMIS spektri znacajno razlikuju izmedu normalne mukoze / tumora, dok su dijagrami istog
stanja tkiva izrazito sli¢ni. Analizom svih grupa dijagrama, za sve vrste kropova moze se videti
prisustvo dva Kkarakteristicna pika, jednog pozitivnog i jednog negativnog. Razlog malih razlika
izmedu dijagrama, posebno izmedu prva dva i trec¢eg, je viSe diferencirano stanje kolorektalnog
karcinoma zbog veli¢ine kropa (prva dva dijagrama imaju sli¢ne veli¢ine kropova u poredenju s
tre¢cim od 710p ).

Najuocljivije karakteristike koje razlikuju zdrave od uzoraka tumora su vrednost intenziteta
(izmedu +/- 15 normalizovanih arbitrarnih jedinica [n.a.u]) i OMIS spektar (raspon razlika talasnih
duzina (WLD) od oko 107 nm do skoro 160 nm). Za zdravu sluznicu (SI. 7.2 i SI. 7.3), prvi vrh u sva
tri isecanja/kropa je pozitivan na razlikama talasnih duzina od oko 113 nm i pokazuje paramagnetna
svojstva. Drugi vrh pokazuje dijamagnetna svojstva tkiva i ukazuje da tkivo poseduje normalnu
paramagnetnu/dijamagnetnu dinamiku i da je kompaktno i dobro uredeno. Iako se pojavljuju razlike
u nivou energije 1 talasnim duzinama od oko 2-5 nm, dijagrami zdrave sluzokoze pokazuju sli¢no
ponasanje. Prvi vrh za kolorektalni karcinom (Slika 7.3) je ostar, sa talasnim duzinama od oko 112
nm, a slede¢i vrhovi su manjeg intenziteta i ukazuju na to da je tkivo bogato nesparnim elektronima
(paramagnetnim). Prvi negativni vrh pojavljuje se oko 115-115 nm i ukazuje da sadrzi sparene
elektrone (dijamagnetni). Dijagrami druge grupe, normalne sluznice i tkiva u blizini tumora, prikazani
na Sl. 7.2c i Sl. 7.3c, pokazuju razlike u broju karakteristi¢nih vrhova i njihovom intenzitetu .[65].

7.1.2 Rezultati snimanje uzoraka odmah nakon resekcije tkiva, razliite vrste
kolorektalnog karcinoma

U nastavku predstavljena su ¢éetiri vrste kolorektalnog karcinoma sa kojima smo se susreli prilikom
prikupljanja uzoraka za doktorsku disertaciju. Radi poredenja sa najprisutnijom vrstom kolorektalnog
karcinoma dat je prikaz tri reprezentativna uzorka te vrste, jedan uzorak MALT limfoma, melanoma
i planocelularnog karcinoma.
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Slika 7.4. Uzorak 1, 2 i 3 — adenokarcinoma (a, b, c), snimci dobijeni belom difuznom svetlosti i
belom reflektujuéom polarizovanom svetlos¢u 1 Optomagnetni dijagrami za tri uzorka
adenokarcinoma [89]

Slika 7.4 prikazuje 3 uzorka adenokarcinoma kod kojih se moze uociti sliéno ponasanje tkiva u
paramagnetnom i dijamagnetnom domenu. Prikazane su tipi¢ne vrednosti, karakteristicni pikovi, za
sva tri tkiva u domenu (R-B) & (V-P): za uzorak 1 - (112,073, 25,356), (116,036, -17,754); uzorak 2
- (112,846, 23,201), (116,637, -22,294); uzorak 3 - (116,423, 21,065), (117,993, -20,019).
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Slika 7.5. Snimak MALT limfoma dobijen belom difuznom svetlosti i belom reflektuju¢om
polarizovanom svetlos¢u i Optomagnetni dijagram za uzorak MALT limfoma [89].
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Slika 7.6. Snimak melanoma, dobijen belom difuznom svetlosti i belom reflektuju¢om polarizovanom
svetloS¢u 1 Optomagnetni dijagram melanoma koji pokazuje malu paramagnetno/dijamagnetu
aktivnost, pa je zbog karakteristi¢nog izgleda krive nemoguce precizno odrediti vrednosti intenziteta
pikova i razlika talasnih duzina [89]
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Slika 7.7. Snimak planocelularnog karcinoma, dobijen belom difuznom svetlosti i belom
reflektuju¢om polarizovanom svetlos¢u i Optomagnetni dijagram planocelularnog karcinoma koji
pokazuje malu paramagnetno/dijamagnetu aktivnost, pa je zbog karakteristicnog izgleda krive
nemoguce precizno odrediti vrednosti intenziteta pikova i razlika talasnih duzina [89].

Uporedujuci dijagram adenokarcinoma, sl. 7.4 sa dijagramima na slikama 7.5, 7.6 i 7.7, mogu se
uociti potpuno razli¢ite aktivnosti u dijamagnetskom i paramagnetnom domenu, intenzitetu i razlici
talasne duzine. Tkivo zahvaceno MALT limfomom pokazuje aktivnost u domenu razlika talasnih
duzina od 107 do 175 nm sa intenzitetom od -5 (dijamagnetna zona) do +7 (para-magnetna zona).
Suprotno tome, tkivo zahva¢eno melanomom pokazuje aktivnost u talasnim duzinama izmedu 119-
175 nm 1 intenzitetom -3 - +3 normiranih jedinica. Poslednji uzorak, planocelularni karcinom,
pokazuje aktivnost u talasnim duzinama razlike od 105-145 nm i intenzitet -4 - +4 normiranih
jedinica. Dobijeni rezultati pokazuju da je metoda opto-magnetne slikovne spektroskopije dovoljno
osetljiva metoda za klasifikaciju tkiva 1 da jasno pokazuje razliku izmedu razlicitih vrsta raka, kao 1
sli¢nosti sa istom vrstom. Potrebna su dalja istrazivanja na vec¢em broju uzoraka [89].
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7.1.3 Rezultati snimanje histopatoloskih plo¢ica uzoraka kolorektalnog karcinoma,
adenokarcinoma

Pored predstavljenih rezultata, uradeno je i komparativno snimanje uzoraka histopatoloskih
plocica tkiva adenokarcinoma koje su pripremane prema propisanim procedurama, a zatim su za iste
uzorke uradene i histopatoloske plocice kod kojih je izostavljeno bojenje. Kao i kod uzorkovanja
svezeg tkiva dobijene su digitalne slike histopatoloskih ploc¢ica, snimane po 20 puta OMIS metodom.

(R-B)&(W-P) uzorak 1, (R-B)&(W-P) uzorak 1,
nebojena plocica bojena plocica
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Slika 7.8. OMIS dijagrami ne obojenih (levo) i obojenih (desno) histopatoloskih plocica istog
uzorka tkiva 1.
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Slika 7.9. OMIS dijagrami ne obojenih (levo) i obojenih (desno) histopatoloskih plocica istog
uzorka tkiva 2.
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Slika 7.10. OMIS dijagrami ne obojenih (levo) i obojenih (desno) histopatoloskih plo€ica istog
uzorka tkiva 3.

Slike 7.8, 7.9 1 7.10 prikazuju OMIS dijagrame nebojenih i obojenih plocica kolorektalnog tkiva.
Ove slike nebojenih plo€ica pokazuju jasan intenzitet pika koji je ve¢i od vrednosti kod obojenih
plocica, §to se moze objasniti misljenjem da posmatrano tkivo nije izgubilo svoja prirodna svojstva.
Rezultati dobijeni obradom obojenih i ne obojenih ploc¢ica pokazuju znacajnu sli¢nost, §to ukazuje da
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se postupak bojenja moze izbeci. Prednosti ukljucuju brzu i jeftiniju obradu podataka. Najvaznija
stvar plocica bez bojenja je da rezultat ne zavisi od postupka uzimanja uzoraka I bojenja.

7.1.4 Rezultati snimanje histopatoloskih ploc¢ica kolorektalnih uzoraka, zdravo tkivo i
adenokarcinom

Naredne slike i dijagrami prikazuju rezultate dobijene obradom uzoraka histopatoloskih plo¢ica
koje su izradene za adenokarcinom i zdravo tkivo. Ukupno je snimljeno 6 parova plocica, a bice
predstavljena 3 predstavnika.

[R-B]&[W-P] uzorak 1 - zdravo [R-B]&[W-P] uzorak 1 - adenokarcinom
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Slika 7.11. Snimak histopatoloskik plo¢ica za uzorak 1, kropovana regija, levo — zdravo tkivo,
desno — adenokarcinom i OMIS dijagrami histopatoloskik plocica za uzorak 1, levo — zdravo tkivo,
desno - adenokarcinom

[R-B]&[W-P] uzorak 2 - zdravo [R-B]&[W-P] uzorak 2 - adenokarcinom
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Slika 7.12. Snimak histopatoloskik plo¢ica za uzorak 2, kropovana regija, levo — zdravo tkivo, desno
—adenokarcinom i OMIS dijagrami levo — zdravog tkiva, desno — adenokarcinoma.
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[R-B]&[W-P] uzorak 3 - zdravo [R-B]&[W-P] uzorak 3 - adenokarcinom
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Slika 7.13. Snimak histopatoloskik plo¢ica za uzorak 3, kropovana regija, levo — zdravo tkivo,
desno — adenokarcinom i OMIS dijagrami levo — zdravog tkiva, desno — adenokarcinoma.

Slike 7.11, 7.12 1 7.13 prikazuju OMIS dijagrame obojenih plocica kolorektalnog tkiva prikazane
za zdrave uzorke i uzorke sa adenokarcinomom. Prikazani dijagrami prikazuju jasno razdvajanje
uzoraka na zdravo i bolesno, pri ¢emu se jasno uocava drugacija aktivnost uzoraka zahvaéenih
karcinomom.

7.1.5 Rezultati snimanje histopatoloSkih plocica razlic¢itih vrsta kolorektalnih
karcinoma

Poslednja vrsta uzoraka snimljena OMIS metodom su histopatoloske plo¢icena kojima su
uzorkovanje 4 razlicite vrste kolorektalnog karcinoma.

uzorak 1- GIST uzorak 2 - LIMFOM
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Slika 7.16. i Slika 7.17. Opto-magnetni dijagram uzorka MELANOM i NEC kolorektalnog carcinoma

Poredenjem dijagrama mogu se uociti potpuno razliCite aktivnosti u dijamagnetskom i
paramagnetnom domenu, intenzitetu i razlici talasne duzine. Tkivo zahvaceno GIST-om pokazuje
aktivnost u domenu razlika talasnih duzina od 100 do 117 nm sa intenzitetom od +27 (para-magnetna
zona) do -21 (dijamagnetna zona). Kod uzorka sa LIMFOM-om vide intenziteti u rasponu od +22
(para-magnetna zona) do -13 (dijamagnetna zona) i razlici talasnih duzina 106-123 nm. MELANOM
pokazuje aktivnost u domenu razlika talasnih duzina od 107 do 127 nm sa vr$nim intenzitetom od -
20 (dijamagnetna zona) do +12 (paramagnetna zona). Suprotno tome, tkivo zahva¢eno NEC-om
pokazuje aktivnost u talasnim duZinama izmedu 102-120 nm i intenzitetom +30 - -16 normiranih
jedinica. Dobijeni rezultati pokazuju da je metoda opto-magnetne slikovne spektroskopije dovoljno
osetljiva metoda za klasifikaciju tkiva i da jasno pokazuje razliku izmedu razlicitih vrsta raka, kao 1
sli¢nosti sa istom vrstom,ali zahteva dalja detaljna istrazivanja.

7.2 Primenjeni algortimi za klasifikaciju podataka

Kao §to je pomenututo u odeljku metode i procedure, za obradu dobijenih podataka kori§¢eni su
slede¢i algoritmi maSinskog ucenja: viSesojna perceptron neuronska mreza, Naive-Bayes i Random
forest. Svaki od primenjivanih algoritama masinskog ufenja moze se svrstati pod grupaciju
algoritama za nagledano ucenje (supervizijsko ucenje). Ovakav tip u€enja podrazumeva da se podaci
podele u minimum 2 skupa od kojih jedan predstavlja trening skup, a drugi skup je za testiranje
algoritma. Veli¢ina ovih skupova se moze razlikovati od slu¢aja do slucaja, ali se u okviru literature
mogu pronaci podele od 70% - 30% na trening i test set respektivno, do 90% - 10%. Ova podela moze
zavisiti od broja uzoraka koji se analiziraju kao i od koli¢ine klasa u koje se podaci svrstavaju. U
zavisnosti od algoritma koji se primenjuje moguce je izdvojiti jo$ jedan set, ali se ova vrsta seta
uglavnom koristi kod neurnoskih mreza kako bi se izvrsila validacija treninga i izracunao gradijent
greske u toku obucavanja algoritma. Veli¢ina testa za validaciju moze biti 1 preko 10%.

Kod izbora veli€ine test 1 trening skupova neophodno je da se obrati paZnja da bude dovoljno velik
broj podataka u test skupu kako ne bi doslo do velikih grasaka u odredivanju tacnosti. Veoma veliki
uticaj na ta¢nost klasifikacije algoritma odnosno modela ima 1 broj podataka svake klase u svakom
u slucaju klasifikacije na dve klase, a kada se radi o klasifikaciji na veci broj klasa neophodno je da
postoji podjednak broj podataka iz svake klase kako bi se smanjilo favorizovanje one klase koje ima
viSe u odnosno na ostale. Ovaj problem je posebno izraZzen ako postoji jako velika razlika izmedu
kolic¢ine podataka koji definiSu svaku klasu. Npr. ako u slucaju karcinoma postoji 150 zdravih uzoraka
I 3 bolesnih klasifikator ispravno klasifikuje 150 zdravih, a zatim 2 bolesna smesti u pogresnu grupu
1 pri tome samo 1 bolestan ispravno klasifikuje. Za postavljene podatke dobija se tacnost 98,69% pri
¢emu je senzitivnost 100%, a specifi¢nost 33,33%. Na osnovu dobijenih rezultata vidi se da je ta¢nost
prili¢no visoka i1 da je senzitivnost 100% na osnovu ¢ega bi se moglo zakljuciti da se radi o veoma
dobrom modelu, medutim niska specifi¢nost govori o tome da su u skupu podataka favorizovani
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zdravi podaci. Ovakav raspored u skupu moze imati za posledicu da tac¢nost ostane visoka i ako se
svi bolesni pogresno klasifikuju.

7.2.1 Opis strukture podataka

Podaci prikupljeni pomo¢u OMIS metoda nalaze se u obliku dijagrma koji su formirani tako da se
na apscisi nalazi razlika talasnih duzina, a na ordinati intenziteti. Svaki dijagram se sastoji od 256
vrednosti inteziteta 1 isto toliko razlika talasnih duzina. PosSto su razlike talasnih duZina iste za sve
uzorke, celokupnu informaciju o uzorcima nose samo vrednosti inteziteta, stoga je bilo dovoljno
analizirati samo njih. Detaljnijom analizom podataka utvrdeno je da postoji 36 razlika talasnih duzina
gde su inteziteti nula i koje nije bilo potrebno analizirati jer ne nose nikakvu informaciju.

Prikupljeni podaci su se sastojali od nekoliko grupacija podataka koji su bili podeljeni prema
veli¢ini i poziciji gde su slike snimljenje i od kojih su dobijeni dijagrami OMIS metodom. Na ovaj
nacin mozemo prikupljene podatke podeliti u nekoliko grupa:

- Prvapodela je na zdrave i bolesne uzorke

- Druga prema veli€ini snimljene slike

- Ovoj podeli se moZe pridruziti i posebna grupacija gde se nalaze slike koje su snimane na
prelazu izmedu zdravog i bolesnog tkiva.

Prema podeli u odnosu na veli¢inu slike postoje 3 vrste slika od kojih su se formirali OMIS
dijagrami:

- 1700x1700 pixela, ove slike su najvecée i kod njih postoji podela samo na zdrave i bolesne
uzorke

- 1418x1418 pixela, kod ovih slika su pored jasno razdvojenih zdravih i bolesnih uzoraka
snimani i uzorci koji se nalaze na granici izmedu zdravog i bolesnog tkiva odnosno postoje 3 vrste
uzoraka.

- 710x710 pixela, dimenzija slika u ovoj grupi je najmanja sto je omogucilo da se uzorkuje
najveci broj slika da bi se od njih dobili OMIS dijagrami. U ovoj veli¢ini razlikujemo sledece vrste:

- Zdravi uzorci
- Bolesni uzorci
- Zdravi uzorci pored tumora odnosno granic¢ni uzorci.

Na osnovu svih ovih podataka formirano je 9 analiza da bi se napravile sve moguce kombinacije
uzoraka za svaku od veli¢ina slika. Tako u slu¢aju slika 1700x1700p postoji samo jedna kombinacija
odnosno vrsi se klasifikacija na zdravo i bolesno.

Kod slika veli¢ine 1418x1418p postoji tri kombinacije koje je Se ispituju:

- Zdravo — Bolesno

- Zdravo — uzorci pored tumora - grani¢ni uzorci

- Granié¢ni uzorci — Bolesno

Kod slika dimenzija 710x710p napravljeno je 2 kombinacije:

- Zdravo — Bolesno

- Zdravo — Zdravi uzorci pored tumora

7.2.2 Opis algoritma

Modeli klasifikatora za Naive Bayes 1 Random Forest razvijeni su pomoc¢u programskog jezika ,,R*
1 pomocu ingegrisanog razvojnog okruZenja ,,R Studio*. Da bi se od polaznih podataka OMIS metode
doslo do klasifikatora koji mogu da sortiraju ulazne podatke bilo je neophodno da se ti podaci
pripreme. Priprema podataka se sastojala iz slede¢ih koraka:

1. UKlonjene su sve talasne duzine koje imaju konstantnu vrednost nula i koje se ne menjaju u
toku vremena,
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2. Svakoj grupi podataka su se pridruzile odredene klase (zdravom tkivu klasa ,,zdravo* i
bolesnom tkivu klasa ,,bolesno®),

3. Zatim je izvrSena pred obrada podataka primenjujuc¢i metod standardizacije podataka. Ovim
metodom je skup svake posebne WLD modifikovan tako da ima nultu srednju vrednost i jedini¢nu
varijansu (videti prilog 1). Na ovaj nacin se postignuto je da svi podaci imaju podjednak znacaj pri
obucavanju klasifikatora, odnosno smanjen je uticaj podataka koji imaju velike relativne promene
vrednosti [91-93],

4, Zatim je izvrSena ,,randomizacija“ podataka tako S$to su svi podaci (zdravi i bolesni) izmeSani
koristeci sluc¢ajne brojeve sa uniformnom raspodelom. Na ovaj na¢in postignut je nasumican redosled
podataka koji se dovodi klasifikatoru, odnosno da unapred nije poznato da li je podatak zdrav ili
bolestan, a uz pomo¢ uniformne raspodele se postize da su zdravi i bolesni uzorci ravnomerno
raspodeljeni kroz ceo skup. Takode, ovako je omoguéena ravnomerna raspodela zdravih i bolesnih
uzorka kod podele na trening i test skup u oba skupa.

5. Razdvajanje natrening i test skup je sprovedeno tako da se u okviru trening skupa nalazi 75%
podataka, dok se u okviru test skupa nalazi ostatak od 25%.

Prethodni postupak predstavlja pripremu podataka koja je izvedena pre obucavanja svakog novog
klasifikatora za svaku od navedenih kombinacija uzorka. Primenjeni kodovi u programskom jeziku
R prikazani se mogu videti u prilogu 2. Kako se ulazni podaci sastoje od 256 promenljivih
primenjeni su algoritmi koji sluze za eliminaciju promenljivih na takav nacin da nemaju uticaja na
ta¢nost klasifikatora. U okviru ,, CARET* biblioteke u programskom jeziku ,,R* iskori§¢enja je ,,rfe()
funkcija koja vrsi selekciju promenljivih na osnovu unapred definisanih parametara [94]. Selekcija
promenljivih se vrsi tako §to se ,,rfe()* funkciji dovedu svi podaci iz trening skupa zajedno sa svojim
klasama, navede se vrsta za koju se pripremaju podaci kao i nacin na koji se testira uticaj podataka
(tacnost, specifi¢nost, AUC za ROC krivu).

Na osnovu ovih podataka algoritam ,,rfe()* funkcije vrsi rangiranje promenljivih prema njihovom
znacaju, a zatim redom ispituje taénost zeljenog klasifikatora tako $to se pocinje od promenljive sa
najvec¢om ,,vaznoscu“ pa se zatim dodaje slede¢a promenljiva sa manjim znacajem i sve tako dok se
ne pronade skup promenljivih koji najbolje ispunjava zadati kriterijum (npr. skup promenljivih koje
imaju najvecu tacnost). Na ovaj nacin, u slu¢aju OMIS dijagrama* eliminiSe se i 1 vise od pola
promenjivih i tako zna¢ajno s vreme potrebno da se obrade podaci (Slika 7.28). Na osnovu rezultata
dobijenih pomocu ,,rfe()* funkcije formirani su novi skupovi koji sadrze promenjive koje najbolje
ispunjavaju zadati kriterijum (primenjeni kod se moze videti u prilogu 2).

E]

Ta¢nost - Krosvalidacijom
z = R
L

2

0 50 100 150 200
Promenjive

Slika 7.18. Povratna informacija ,,rfe()“ funkcije za eliminaciju promenljivih.

Dijagram prikazuje zavisnost tacnosti klasifikatora od broja promenljivih koje ucestvuju u
klasifikaciji. Nakon odredene promenljive ta¢nost se smanjuje, odnosno nisu sve promenljive
neophodne za klasifikaciju. Tako novodobijeni skup je upotrebljen za obuku finalnog klasifikatora.
Potrebno je naglasiti da je prethodni algoritam isti za sve klasifikatore jedino se razlikuju ulazni
podaci i vrsta klasifikatora koji se obucava i za koji se odreduju promenljive koje postizu najbolju
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tacnost. Svaki od primenjenih algoritama poseduje i odreden broj parametara koje je moguce
podesavati u toku obucavanja, a uspesnost definisanih parametara odredivanja je pomocu metoda
krosvalidacije (videti prilog 1). Za svaki od parametara su postavljene granice u kojima se mogu
kretati njihove vrednosti i koraci sa kojima se te vrednosti menjaju, a zatim je postavljen algoritam
odnosno funkcije koje su definisane u okviru upotrebljenih programskih biblioteka da samostalno
pretrazuju sve moguce kombinacije parametara dok se ne odredi kombinacija koja najbolje
zadovoljava zadati kriterijum (tacnost klasifikatora) (videti prilog 2).

Prethodni algoritam primenjen je u slucaju dva klasifikatora: Naive Bayes (NB) i Random forest
(RF). Kod NB Klasifikatora postoje 3 parametra koja je moguée modifikovati, dok kod RF postoji
jedan (videti prilog 1). Nakon obuke klasifikatora izvrSeno je njihovo testiranje uz pomoc test seta
koji predstavlja 25% polaznih podataka. Iz test seta su takode izdvojene promenljive koje su izbacene
iz trening seta. Postignuti rezultati su prikazani u Tabeli 7.1, Tabeli 7.2 i Tabeli 7.3 gde su navedene
vrednosti za tacnost, senzitivnost i specifi¢nost za svaki klasifikator i svaki tip podataka. Kao dodatno
merilo rada klasifikatora odredene su ROC krive za test podatke, za svaku kombinaciju podataka, i
izraCunata je povrsina ispod krive (AUC). Na slikama Slika 7.19, Slika 7.20, Slika 7.21 i Slika 7.22,
su prikazane ROC krive za svaku od kombinacija uzoraka sa izracunatim AUC.

Rezultati klasifikatora Naive-Bayes ukazuju na visok procenat ta¢nosti za ispitivanu grupu
uzoraka: 74,68% za kropovanje 1700x1700 piksela, 81,25% za 1418x1418 piksela i 89,87% za regiju
kropovanja 710x710 piksela (Tabela 7.2). Ove rezultate prate i dobijene ROC krive, gde su najvece
vrednosti AUC za 710x710p (AUC = 0,917) kropove koji se fokusiraju na jasno definisanu oblast
gde se kancer nalazi. Zatim 1418x1418p sa vrednos¢éu AUC = 0,86 i veli¢inu kropa 1700x1700p gde
je AUC =0,859.

Tabela 7.1. Uporedivanje mera performansi klasifikacije OMIS podataka koris¢enjem Naive
Bayes klasifikatora za normalnu mukozu i karcinom (veli¢ina kropovane regije: 1700x1700 piksela,
1418x1418 piksela i 710x710 piksela) [65]

Centralni krop

Celaslika Zona od interesa
NAIVE-BAYES 1700 x1700 piksela 1418 x 1418 710 x710 piksela
klasifikator piksela
Zdravo - karcinom . Zdravo - karcinom
Zdravo - karcinom
Senzitivnost % 76.32 77.50 92.11
Specificnost % 73.17 85.00 87.80
Taénost % 74.68 81.25 89.87

Tabela 7.2. Uporedivanje mera performansi OMIS klasifikacije podataka koris¢enjem Naive
Bayes klasifikatora za zdravo tkivo i tkivo u blizini tumora (veliina iseCene regije: 1418x1418
piksela i 710x710 piksela)[65]

NAITVE-BAYES Kklasifikator 1418 x 1418 piksela 710x710 piksela
Zdravo — tkivo pored Zdravo — tkivo pored
tumora tumora
Senzitivnost % 78.26 65.22
Specificnost % 56.82 72.73
Tacnost % 64.18 70.15
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a) ROC  zdravo - karcinom b) ROC  zdravo - karcinom
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Slika 7.19. ROC kriva za tri vrste klasifikacije pomoc¢u Naive Bayes Kklasifikatora: klasifikacija
zdravog tkiva i karcinoma, veli¢ina isecanja 1700x1700 piksela (SI. 7.1a), klasifikacija zdravog tkiva
i karcinoma, veli¢ina isecanja 1418x1418 piksela (SI. 7.2a), klasifikacija zdravog tkiva i karcinoma,
veli¢ine isecanja 710x710 piksela (SI. 7.3a).[65]

a) ROC healthy-tissue near tumour b) ROC healthy-tissue near tumour
1418x1418p AUC=0.71 710x710p AUC =0.671
1 1
0,9 0,9
0,8 0,8
> 07 > 07
S 06 S 06
£ 05 z 05
§ 04 S 04
9?03 @ 03
0,2 0,2
01 01
0 0
0o 010203040506 07 0809 1 6 o10203 040506 07 0809 1
1-Specificity 1-Specificity

Slika 7.20. ROC kriva za dve vrste klasifikacije pomo¢u Naive Bayes klasifikatora: klasifikacija
zdravog tkiva i tkiva u blizini tumora, Sl. 7.2c - veli¢ina isecanja od 1418x1418 piksela i Sl. 7.3c -
veli¢ina isecanja od 710x710 piksela.[65]

Dobijeni rezultati ,,Random Forest* klasifikatora se neznatno razlikuju od rezultata dobijenih sa
NB klasifkatorom kod malih kropova 710x710p dok se sa porastom veli¢ine slike razlike povecavaju
i ne prelaze vize od 10% (pogledati u tabelama 7.1, 7.2, i 7.3). Potrebno je naglasiti da su razlike u
tacnosti, senztivnosti i specifi¢nosti zna¢ajno manje kod kombinacija gde se razdvaja bolesno tkivo
od zdravog nego u slucajevima kada se analizira zdravo i tkivo pored tumora. Oblici ROC kriva (Slike
7.19, 7.20, 7.21, 7.22) kod oba tipa klasifikatora potvrduju dobijene rezultate gde se jasno vidi da je
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u slucaju zdravog tkiva u kombinaciji sa tkivom pored tumora ROC kriva mnogo bliza dijagonalnoj
liniji (kada se ROC kriva poklapa sa dijagonalnom linijom klasifikator vrsi potpuno nasumic¢nu
klasifikaciju).

Tabela 7.3. Dobijeni rezultati Random forest klasifikatora za tip tkiva: zdravo i tumorsko tkivo.
Velic¢ine isecanja: 1700x1700 piksela, 1418x1418 piksela i 710x710 piksela.

Cela slika1700x1700 Centralni krop Zona od interesa

Random Forest piksela 1418 x 1418 piksela 710 x710 piksela

Zdravo - Karcinom  zqrayo - karcinom  Zdravo - karcinom

Senzitivnost % 84.21 87.50 84.21
Specifi¢nost % 63,41 72.50 90.24
Tacnost % 73.42 80.00 87.34

Tabela 7.4. Dobijeni rezultati Random forest Kklasifikatora za tip tkiva: zdravo i zdravo pored
tumora. Veli¢ine isecanja: 1418x1418 piksela 1 710x710 piksela.

1418 x 1418 piksela 710 x710 piksela
Random Forest Zdravo — tkivo pored Zdravo — tkivo pored
tumora tumora
Senzitivnost % 73,91 43.48
Specifi¢nost % 63,64 75,00
Tacénost %0 67.16 64.18
a) ROC RF zdravo - karcinom ROC RF zdravo karcinom
1700x1700p AUC=0.864 b) 1418x1418p AUC=0.922
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0,9 0,9
.~ 08 - 08
8 07 8 0,7
2z 08 2 o5
N 04 N 04
B 03 3%
0,1 0,1
0 0
o 010203040506 07 0809 1 o o1 02 03 04 05 06 07 08 09 1
1-Specifi¢nost 1-Specifi¢nost

ROC RF zdravo-karcinom
c) 710x710p AUC=0.945

1
0,9
08
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

0 010203040506 07 0809 1

1-Specifi¢nost

Senzitivnost

51



Slika 7.21. ROC kriva za tri vrste klasifikacije pomoc¢u Random Forest klasifikatora: klasifikacija
zdravog tkiva i karcinoma, veli¢ina isecanja 1700x1700 piksela (S1. 7.1c¢), klasifikacija zdravog tkiva
i karcinoma, veli¢ina isecanja 1418x1418 piksela (SI. 7.2c), klasifikacija zdravog tkiva i karcinoma,
veliCine isecanja 710x710 piksela (SI. 7.3c).

a) ROC RF zdravo-tkivo pored tumora b) ROC RF zdravo-tkivo pored tumora
1418x1418p AUC = 0,704 710x710p AUC = 0.645
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Slika 7.22. ROC kriva za dve vrste klasifikacije pomo¢u Random Forest klasifikatora: klasifikacija
zdravog tkiva i tkiva u blizini tumora, Sl. 7.2 - veli¢ina isecanja od 1418x1418 piksela i Fig. 7.3 -
veliCina isecanja od 710x710 piksela.

Kao tre¢i klasifikator, jednostavan, a ujedno snazan i dovoljno slozen da obu¢i model za
klasifikaciju razlicitih tipova tkiva koriS¢en je viSeslojni perceptron. Za pronalazenje optimalnih
parametara primenjen je postupak pretrazivanja mreze. Tokom pretrazivanja mreze pronadene su sve
kombinacije parametara, a svaka kombinacija obucena je kao jedinstveni model krosvalidacijom.
Zatim je model testiran i izraGunate su parametri neophodni za ocenu kvaliteta. Na samom kraju su
rangirane najbolje kombinacije 1 najbolji model je potpuno obucen i testiran. U proceduri
pretrazivanja mreze koriS¢eni su slede¢i parametri: broj skrivenih slojeva, broj neurona unutar
skrivenih slojeva, brzina uc¢enja i impuls brzine u€enja (smanjivanje varijacije kod gradijenta greske).
Izabrana mreza imala je pet slojava, pri ¢emu je prvi sloj bio ulazni, tri srednja sloja su bila skrivena,
a poslednji je bio izlazni sloj. Prvi sloj imao je 256 ulaznih neurona ili ¢vorova, koji su predstavljali
vrednosti intenziteta kod 256 razlika talasnih duzin. Medu skrivenim slojevima prvi je imao 513, a
druga dva po 32 ¢vora. Broj ¢vorova prvog sloja dobijen je narednim prora¢unom, dva puta broj
ulaznih ¢vorova plus jedan dodatni ¢vor, iz razloga pravljenja viSe kombinovanih parametara za
obuku modela. Sledec¢a dva sloja su imala po 32 ¢vora kako bi se suzio broj do najvaznijih parametara.
Izlazni sloj imao je samo dva ¢vora, pri ¢emu je prvi predstavljao zdravo stanje tkiva (ne-rizi¢no), a
drugi predstavlja karcinom (rizi¢no), slika. Ova dva izlazna ¢vora su izlazne klase. Analizirani uzorak
pripada klasi €iji ¢vor u zavrsnom sloju uma vecu vrednost. Vrednost stope ucenja i1 uCestalosti stope
ucenja bile su 0,35 odnosno 0,45. Izabrani parametri i dobijena struktura prilikom mreznog
pretrazivanja najbolju kefikasnost su imali u izabranom slucaju.

Model se trenira kroz iteracije i sa svakom novom iteracijom izraunati vrednosti izlaza za svakog
pacijenta se porede sa njegovim realnim stanjem. Ako se rezultati na izlazu poklapaju sa zeljenim
vrednostima za svakog, srednja kvadratna greska se smanjuje a tezinski koeficijenti se zadrzavaju za
odgovarajuci neuron. A u slucaju gde se izlaz ne poklapa sa realnim stanje, algoritam azurira tezinske
koeficijente kako je objaSnjeno u poglavlju 5 i prilogu 1. Dakle, model prolazi kroz iteracije sve dok
kvadrat greSke ne postane 0. U pogledu koris¢enih podataka, odnos podele je bio 90-10, Sto je znacilo
da je 90 procenata podataka bilo u obuci, a 10% u setu za testiranje. Ovaj postupak je koris¢en kod
pretrazivanja mreZe. Nakon dobijanja optimalnih parametara koriS¢ena je unakrsna validacija da bi
se ispitalo u kom stepenu podele je trenirani model najefikasniji i pokazalo se da je taj odnos 82,5-
17,5%.
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Slika 7.23. Skica primenjene viseslojne perceptronske neuronske mreze, prilagodena
Kolmogorovom Mapiraju¢om neuronskom mrezom prema referenci [35]. Intenzitet WLD (256) je
ulazni sloj (X1, Xa...., Xn), prvi skriveni sloj ima 513 ves$tackih neurona (2 x 256 +1),, dok drugi i treci
skriveni sloj imaju 32 vestacka neurona. Izlazni sloj ima dve vrednosti y1 (ne-rizi¢no ili zdravo) i y2
(rizi¢no ili karcinom) [65].

Predstavljeni rezultati u Tabelama 7.5 i 7.6 pokazuju smanjenje ta¢nosti. Najniza, 30%, primecena
je za osetljivost upotrebom viseslojne neuronske mreze za isecanje 710x710p. Ovo ukazuje da je
OMIS metoda osetljiva na veli¢inu i lokaciju iseCenog regiona. Zbog toga ¢e lekari biti u moguénosti
da prilikom koris¢enja ove metode odluce koja veli¢ina podrucja ¢e se ukloniti.

Tabela 7.5. Dobijeni rezultati viSeslojne perceptron neuronske mreze za tip tkiva: zdravo i
tumorsko tkivo. Veli¢ine isecanja: 1700x1700 piksela, 1418x1418 piksela i 710x710 piksela [65].

Viseslojsna Celaslika Centralni krop Zona od interesa
perceptron _ ) .
neuronska mre¥a 1700 x1700 piksela 1418 x 1418 piksela 710 x710 piksela
Zdravo - karcinom Zdravo - karcinom Zdravo - karcinom
Senzitivnost % 71.43 82.14 96.30
Specifi¢nost % 85.19 77.78 88.89
Taénost % 78.54 80.00 92.59

Tabela 7.6. Dobijeni rezultati viseslojne perceptron neuronske mreze za tip tkiva: zdravo i zdravo
pored tumora. Veli¢ine isecanja: 1418x1418 piksela i 710x710 piksela [65].

Viseslojsna perceptron 1418 x 1418 piksela 710 x710 piksela

neuronska mreza ) .
Zdravo — tkivo pored Zdravo — tkivo pored

tumora tumora

Senzitivnost % 42.86 30.00
Specifi¢nost % 88.89 96.30
Tacénost % 68.75 68.09
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7.2.3 Novi algoritam za pred obradu podataka

Primenom prethodnog algoritma obezbeduje se da se postigne maksimalna ta¢nost klasifikatora
medutim broj promenljivih koje algoritam odredi je i dalje relativno veliki (preko 50 promenljivih
koje zavise od vrste OMIS dijagrama, odnosno veli¢ine slike). SuStina novog algoritma sastoji se u
tome da se smanji broj promenljivih tako Sto ¢e se pronaci one koje imaju najviSe uticaja na rad
klasifikatora. Polazna pretpostavka u svakoj obradi podataka je da su promenljive koje opisuju neki
proces (u ovom sluc¢aju WLD) medusobno nezavisne [83,84 ].

U slucajevima gde se neka od promenljivih menja zajedno sa nekom drugom medu njima postoji
jasna povezanost i moze se re¢i da dve promenljive nose istu informaciju o posmatranom procesu
(npr. visina ¢oveka i1 duzina njegovih ruku, ako je Covek ve¢i onda su mu i ruke duze). Ovakve
promenljive su korelisane i promena jedne uslovljava promenu druge (vazi i obrnuto). U sluc¢ajevima
gde ne postoji korelacija izmedu promenljivih moze se zakljuciti da su promenljive nezavisne, stoga
se obe moraju analizirati kako bi se dobila potpuna slika posmatranog procesa.

Kod OMIS podataka, za odredivanje korelacije izmedu promenljivih upotrebljen je korelacioni
koeficijent definisan jednacinom ispod (videti prilog 1) [91]. Uz pomo¢ korelacionog koeficijenta
analizira se da li izmedu promenljivih postoji linearna veza pri ¢emu vrednosti koeficijenta mogu da
se kre¢u od -1 do 1. Kada su vrednosti 1 ili -1 dve promenljive u potpunosti linearno zavise jedna od
druge, dok su u slu¢aju kada je koeficijent 0 promenljive medusobno linearno nezavisne [95,96].

COR (X, Y) — Zi:l(xi_f)(yi_y) [71]
Jz;;l(xi—f)z Jz;;lcyi—w

Kod algoritama, kao $to je algoritam za klasifikaciju Naive Bayes, polazi se od pretpostavke da su
promenljive medusobno nezavisne. Uvodenjem ovakve pretpostavke moze se znacajno smanjiti broj
promenljivih koje je neophodno analizirati, a samim tim i kompleksnost modela. Drugim re¢ima se
trazi minimalni broj promenljivih koje jednoznac¢no opisuju posmatrani proces. Primenom metode
korelacionih koeficijenta na OMIS rezultate dobijeno je da postoje veliki korelacioni koeficijenti
izmedu susednih promenljivih §to se moze videti na slici 7.24. Ovakve vrednosti korelacionog
koeficijenta govore da talasne duzine linearno zavise jedna od druge, stoga je moguce pa cak 1
neophodno da se eliminiSu sve one koje imaju visoku korelaciju odnosno zajedno nose istu
informaciju, Sto bi dovelo do smanjenja kompleksnosti modela.

Slika 7.24. Korelacioni koeficijenti izmedu WLD. Medusobna korelacija je predstavljena
,matricno* gde je intenzitet korelacije prikazan pomocu intenziteta boje.

Potrebno je naglasiti da se u slucaju prethodnog algoritma koristenjem ,,rfe()* funkcije nisu
eliminisale zavisno promenljive ve¢ je algoritam iskljucivo pratio uticaj svake promenljive na ta¢nost
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klasifikatora. U ovom slucaju su eliminisane sve promenljive koje smanjuju njegovu tacnost, dok sam
algoritam rfe() ne prati korelaciju izmedu WLD. Analiziraju¢i rezultate i broj promenljivih
ostavljenih nakon primene rfe() algoritma (Tabele 7.7 1 7.8) vidi se da se u razli¢itim slu¢ajevima
klasifikacije broj WLD koje se koriste za obuku Klasifikatora znacajno razlikuje. Detaljnijom
analizom rezultata, nakon primene ovakvog algoritma, jasno se uocava da je veliki broj preostalih
WLD za klasifikaciju i dalje znacajno korelisan sa svojim susedima, Sto je posebno izrazeno u
slu¢ajevima gde je ostavljeno preko 100 WLD.

U literaturi se mogu prona¢i razni modeli bazirani na analizi korelacije promenljivih i
njihovom uticaju na ishod klasifikacije. Ovi algoritmi se sastoje u odredivanju ,,vaznih promenljivih®,
putem njihovog rangiranja na osnovu nekog Kriterijuma, a zatim analizom njihove korelacije i
eliminacijom redundantnih komponenata. [96, 97]. Ve¢ postojeca funkcija koju u svom radu koristi i
rfe() algoritam se bazira na odredivanju vaznosti promenljivih na osnovu AUC koji se dobija kada se
ROC kriva odredi za svaku promenljivu posebno. [94]. Ovako odredena ROC kriva predstavlja dobar
pokazatelj uticaja svake pojedina¢ne promenljive na rezultat klasifikacije [96].

Za potrebe analize OMIS dijagrama razvijen je novi algoritam baziran na odredivanju vaznosti
promenljivih pomocu povrSine ispod ROC krive (AUC) i analizom medusobne korelacije
promenljivih baziranoj na primeni korelacionog koeficijenta (Videti prilog 2). Algoritam se moze
opisati u nekoliko koraka:

1. Sve WLD su rangirane na osnovu ROC krive gde je najvaznija ona sa najve¢om AUC. Za
ovaj deo algoritma iskori$éena je veé postojeca funkcija ,,filterVarimp()“ iz ,,CARET* paketa koja
racuna ROC 1 AUC za svaku pojedinaénu WLD tako da se odrede specificnost i senzitivnost
pomerajuci granicu odsecanja, ako bi se vrsila klasifikacija samo sa osnovu jedne WLD [94]. (Slika
7.25)

2. U Slede¢em koraku se bira promenljiva koja ima najvecu vaznost odnosno AUC i sa kojom
se porede sve ostale, a eliminiSu se one koje sa njom imaju korelacioni koeficijent veé¢i od unapred
zadate vrednosti.

3. Kada se eliminiSu sve promenljive koje su korelisane sa prvom onda se, bira druga
promenljiva sa najveCom AUC, a koja je preostala u skupu nakon eliminacije.

4. Sada se druga promenljiva poredi sa svim ostalim (sem sa prethodnom, jer sa njom ve¢ ima
nisku korelaciju) kako bi se eliminisale promenljive koje sa njom imaju koeficijent korelacije vec¢i od
zadate vrednosti.

5. Ovo se ponavlja sve dok se ne eliminiSu sve promenljive sa visokim korelacionim
koeficijentima.

6. Nakon primene ovog metoda vrsi se obuka klasifikatora na preostalim promenljivim.

Sllika 7.25. Vaznost promenljihvih, nakon primene filterVarimp().
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Primenom ovog metoda za predobradu podataka smanjuje se broj WLD koje se Koriste za
klasifikaciju sa polaznih 220 na 10-40 talasnih duZina u zavisnosti od granice za maksimalni
koeficijent korelacije (Slika 7.26). Druga posledica ovog algoritma je da nove talasne duzine nemaju
ni jednu medusobnu vrednost koeficijenta korelacije vecu od unapred definisane. Primenjujuci
ovakav metod dobijeni rezultati klasifikatora se razlikuju za nekoliko procenata u odnosu na one koji
su dobijeni pomoc¢u ,rfe() algoritma medutim osnovna prednost sastoji u tome S§to je broj
promenljivih i do 5-10 puta nizi u odnosu na polazni broj WLD i $to su eliminisane sve linearno
korelisane promenljive. Oba klasifikatora (NB i RF) su testirana u 3 razli¢ita slu¢aja za maksimalne
korelacione koeficijente (0,75, 0,51 0,25), za sve kombinacije uzoraka i rezultati su prikazani u tabeli
7.7 u slu¢aju NB i tabeli 7.8 za RF. Dobijeni rezltati su pokazali da je najmanji broj promenljivih kod
maksimalnog korelacionog koeficijenta od 0,25 i raste sa porastom korelacionog koeficijenta. Broj
WLD kod rfe() uglavnom se kretao izmedu 100 i 200 WLD neophodnih za klasifikaciju sa najve¢om
tacnos$cu dok je u jednom sluc¢aju njihov broj pao na 18, a kod novog algoritma ovaj broj WLD nije
presao 40 za vrednost koeficijenta 0,75 i 10-15 WLD-a za vrednost od 0,25. Ta¢nost NB klasifikatora
opada sa smanjenjem broja WLD koje se koriste za klasifikaciju, u slu¢aju RF klasifikatora njegova
tacnost je u nekim sluc¢ajevima bila ¢ak i ve¢a od one dobijene nakon primene rfe(). Interesantno je
napomenuti da je WLD = 136.797 izdvojena kao dominantna za sve tipove podatka.

Tabela 7.7. Tacnost klasifikatora u slu¢aju primene Naive bayes-a sa prethodnom obradom podataka
pomoc¢u rfe() i novog algoritma za razli¢ite vrednosti maksimalno dopustenog korelacionog
koeficijenta. Kao dodatna informacija u efikasnosti novog algoritma za predobradu podataka u
zagradama su navedeni i broj promenljivih koje su ucestvovale u klasifikaciji.

7854%  80.00%  92.59% (125) 68.75%(137)  68.09%(18)
74.68%( 78,75%(33) 87.34% (39)  67,16%(31)  68.66% (36)
69,62%( 825%(19) 82.28% (24)  67,16% (24)  71,64% (23)

60,62%( 80,00%(10) 78.48% (15) 64,18 %(11)  65,68%(13)

Slika 7.26. Korelacioni koeficijent nakon primene novog algoritma za maksimalnu vrednost
koeficijenta korelacije od 0,75. WLD = 136.797 predstavlja dominantnu promenljivu dobijenu
tokom primene algoritma na svim tipovima uzoraka.

Tabela 7.8. Tacnost klasifikatora u slucaju primene Random Forest-a sa prethodnom obradom
podataka pomocu rfe() 1 novog algoritma za razli¢ite vrednosti maksimalno dopustenog korelacionog
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koeficijenta. Kao dodatna informacija u efikasnosti novog algoritma za predobradu podataka u
zagradama su navedeni i broj promenljivih koje su ucestvovale u klasifikaciji.

73.42%(140) 80.00%(201) 89.87 (114)  67.16% (127) 64.18%(175)
78.48%(34)  78,75%(33) 86.08% (39)  62.69%(31)  65.67% (36)
82.28%(21)  78.75%(19) 87.34% (24)  64.18% (24)  64,18% (23)
79.75%(11)  77.5%(10) 87.34% (15)  68.66 %(11)  65,68%(13)

7.3 JR-6A Spiner Magnetometar

Kao $to je ve¢ spomenuto, JR-6A instrument, sa taénos¢u od 2.4 [uA] ili [3pT], koriséen je za
merenje preostalog magnetizma kod 76 uzoraka. Za uzorke tkiva koris¢eni su zasebni kontenjeri,
veli¢ine prec¢nika 25,4 mm i duzine 22 mm. Svaki uzorak je meren pet puta da bi se smanjile greske
U merenju 1 izracunata je prosecna vrednost. Dobijene vrednosti pokazuju razliku izmedu normalne
sluznice i kolorektalnog karcinoma i potvrduju postojanje razlika u merenju paramagnetnih i opto-
magnetnih svojstava zdravog i kanceroznog tkiva. Rezultati su predstavljeni u tabeli 7.9, a podeljeni
su prema TNM Klasifikaciji u tabeli 6.1.

Tabela 7.9. Rezultati izmerenih uzoraka normalne mukoze i CRC koriste¢i JR-6A, i klasifikovani
su prema TNM Kklasifikaciji i klasifikaciji faza.

]
1. T1 0,0352 0,0350 2.0
2. T2 0,0707 0,0433 27.4
3. T2 0,1915 0,0273 164.2
4. T2 0,0794 0,0447 34.7
5. T2 1.3647 0.3455 1019.2
6. T2 8.5420 0.9301 7611.9
7. T3b 1,6876 0,1013 1586.3

_ 8. T3b 0,1514 0,0473 104.1
0. T3b 0,1451 0,0430 102.1
10. T3a 0,0750 0,0570 18
11. T3 1,4120 0.0412 1370.8
12. T3b 0,1482 0,0795 68.7
13 T3b 0,0692 0,0273 41.9
14, T3c 0,1389 0,0491 89.8
15. T3c 0,0920 0,0202 71.8
16. T3a 0,0696 0,0392 30.4
17. T4a 1.7968 0.8168 1080

_ 18. T2b 0,2951 0,0526 2425
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19. T2b 0,1282 0,0588 69.4

20. T3b 0,1926 0,0661 1265
o1, T3b 0,1022 / /
99, T3b 0.8778 0.7602 117.6
23, T3c 9.0313 1.2720 7759.3
oa. T3a 0,1083 0,0815 26.8
25, 2T 0,1550 0,0383 116.7
26. ToT3d 0,2315 0,0245 207
27, T3c 0,0483 0,0466 1.7
28, T4b 1,4146 0,0621 1352.5
2. T4a 0,1736 0,0915 82.1
30. T4 0,1304 0,0478 82.6
3L T3c 0,1448 0,0293 1155
3 T3c 0,2651 0,0276 2375

Na bazi parametarskog frakcionog modela (D¢ : 0 < a < 1) datog u Poglavlju 5, ravnotezni
frakcioni izvod za tkivo nije jedna vradnost, jer tkivo je dinamicki sistem kod koga se odnos
nesparenih i sparenih elektrona u vremenu menja, pa zbog toga vrednosti paramagnetizma i
dijamagnetizama osciluju. Kako je zdravo tkivo harmonicno uskladeno [98,99] to je onda njegova
vrednost ~0.62 (0.61803...) usitemu 0 <o < 1. Prelomna tacka kada se tkivo ne moze iz poremecenog
stanja vratiti u normalno (zdravo) je kvadrat navedene vrednosti, tj. 0.38, jer 0.62 +0.38 =1. Ako 0.62
obelezimo sa ¢, a 0.38 sa ¢%, tada dobijamo jednacinu ¢*+¢ =1, odnosno ¢?+¢-1= 0. Resenja ove
jednacine su (V5 -1)/2 i -(v/5 +1)/2, §to predstavlja ¢ i - @, odnosno 0.61803 i -1.61803. Kako je
|o|x |®@| = 1 to se D¢ moze primeniti i sa inverznim preslikavanjem 1/¢ = ®. Ovo ukazuje da kancer
moze biti i u formi veoma mekog tvrdog materijala, tj da su vrednosti remanentne magnetizacije
kancerogenog tkiva manje od zdravog tkiva (kao §to je to eksperimentalno dobijeno, Tabela 7.9).

VISKOZNO I« Viskoelasticno ———=1  ELASTIENO
(Njutnov fluid) I i (Hukova elasti¢nost)
I i
i i RavnoteZni dinamicki i
Retki ﬂ Gusti I ? D(tl 0 g m\;i?trcfdi ﬂMekitvrdi
I

[ﬂ materijali g materijali

rastvori | rastvori |
z I (tkivo) |

sl

Staticki

" | _ 8 -
Voda : @ - - Metali
Inflamatorno
Ai (A/m): - 4.35 Kancer predkancerogeno Zdravo +8.58
D?’I 0 0.18 0.28 0.38 0.5 0.62 0.75 0.85 1

Slika 7.27. Rezultati biomehanike tkiva na bazi parametarske ocene frakcionog dinamic¢kog modela.
Vecina kancerogenog tkiva (preko 85% slu€ajeva ) ima frakcioni izvod manji od 0.38 (0.22<
D#<0.38) i oko 15% ima frakcioni izvod 0.75< D$<0.88), dok zdravo tkivo ima frakcioni izvod
0.50< D#<0.75), a inflamatorno 0.38< D ¢<0.05).

Dobijeni rezultati u vecini slucajeva (preko 85% slu¢ajeva) pokazuju veée vrednosti frakcionog
izvoda za zdravo tkivo. Oduzimajuéi vrednosti izmedu dve grupe (zdrave / kancerogene), najveca
razlika u dobijenim podacima je u fazi I, a kasnije, kako faza CRC raste, razlike u vrednostima
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sesmanjuju. Uporedujuci rezultate JR-6A i OMIS, moze se primetiti da obe metode jasno razlikuju
zdravo tkivo od kanceroznog tkiva.
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8 DISKUSIJA

Kolorektalni karcinom je znacajan zdravstveni problem §irom sveta, a skoro 55% slucajeva se
javlja u industrijski razvijenijim zemljama. U nekim zemljama se beleZi ukupno smanjenje
incidencije kolorektalnog karcinoma kolonoskopskim uklanjanjem premalignih lezija, tj.
kolorektalnih adenoma [100]. Prevedeno u statistiku, 85% kolorektalnog karcinoma razvija se iz
kolorektalnih polipa [101], a obi¢no im je potrebno od 8 do 10 godina za malignu transformaciju [26].
Histoloski, naj¢es¢a malignost debelog creva je adenokarcinom (90%) sa rektalnom i sigmoidnom
lokalizacijom (75%), zatim slepo crevo i ascendentno debelo crevo (15%), medutim poslednjih
decenija primecen je pomak ka proksimalnim segmentima debelog creva koris¢enjem kolonoskopija
[102]. Preostalih 10% slu¢ajeva obuhvataju druge histoloske vrste karcinoma debelog creva, kao §to
su karcinoid, anaplasti¢ni karcinom i skvamozni karcinom, kao i razli¢ite vrste limfoma [103] i
melanomi [104]. Pored otkrivanja i leCenja premalignih lezija, kolonoskopija je ,,zlatni standard* za
otkrivanje kolorektalnog karcinoma [105, 106], ali su se druge opti¢ke metode uspesno primenjivale
u otkrivanju i diferencijaciji lezija debelog creva.

Opticka svojstva zdravog 1 obolelog ljudskog tkiva su neophodna ako Zelimo koristiti opticke
metode za medicinsku primenu u dijagnostici i terapiji. Danas se koriste razli¢ite tehnike za otkrivanje
ljudskih lezija [107-110]. Najcesce koriscene opticke metode su Ramanova spektroskopija, NIR
spektroskopija, Fourier-ova transformaciona infracrvena spektroskopija (FTIR) i difuzna
spektroskopija. Ramanova spektroskopija je pogodna za dijagnostiku malignosti zbog svoje
osetljivosti na otkrivanje malih molekularnih promena tipi¢nih za rak, kao §to su odnos prosirenog
jedra i citoplazme, neorganizovani hromatin, pove¢ana metaboli¢ka aktivnost i promene nivoa masti
I proteina [111]. Prvi in vivo Ramanov spektar ljudskog gastrointestinalnog tkiva prijavljen je 2000.
godine i pokazao je izvodljivost Ramanove spektroskopije optickim vlaknima za klasifikaciju bolesti
tokom in vivo klini¢ke gastrointestinalne endoskopije [112]. Molckovski i dr. [113] prvi su Koristili
Raman in vivo u debelom crevu da bi diferencirali normalne polipe tkiva, hiperplastike i
adenomatoze. Koristili su prilagodenu vlakno-opticku sondu ("Visionek", Enviva Raman Probes,
Visionek Inc.), u po¢etku na uzorcima ex vivo. Analizom 54 spektra ex vivo uzoraka polipektomije
(20 hiperplasti¢nih polipa 1 34 adenom uzetih od 5 pacijenata) bili su u stanju da razlikuju adenom sa
osetljivoséu od 91% i specificnoscu od 95%, koriste¢i dugacka vremena akvizicije podataka od 30
sekundi. Opsirnija ex vivo merenja izveli su Vidjaja i dr. [114] u 2008. godini. 156 Ramanovih
spektara izmereno je na 105 uzoraka tkiva kod 59 pacijenata, ukljucujuci 41 uzorak normalnog tkiva,
18 hiperplasti¢nih polipa i 46 uzoraka tkiva koji sadrze kolorektalni adenokarcinom. Adenomi,
potencijalno prekarcinozni polipi, nisu uklju¢eni u ovo istrazivanje. Koriste¢i vremena akvizicije od
5 sekundi, razvili su dijagnosti¢ke algoritme koji su identifikovali normalno tkivo sa 98,8-99,8%
osetljivosti i 100% specifi¢nosti, hiperplasti¢ni polipi sa 100% osetljivoscu i 100% specifi¢noscu i
kancerozno tkivo sa 100% osetljivosc¢u i 98,1-99,7% specifi¢nost. Nedavni rad Short i dr. ispitao je
mogucu upotrebu ramana visoke frekvencije u debelom crevu, meru¢i talasne tacke od 2050 do 3100
cm™ [115]. lako su karakteristi¢ni vrhovi uglavnom otkriveni na nizim talasnim brojevima, merenje
u ovom vec¢em opsegu smanjuje efekte autofluorescencije tkiva i emisije u kateteru koji sadrzi opticka
vlakna, za §ta je potrebna post-obrada i skupi opticki filtri. Ovo malo istrazivanje ex vivo uzoraka
svezeg tkiva pokazalo je da je moguca diferencijacija patoloskih podtipova karcinoma korisé¢enjem
ovih talasa sa vremenom akvizicije od 1 sekunde.

FTIR spektroskopija in vitro, meri apsorpciju infracrvenog zraenja hemijskim vezama u
funkcionalnim grupama molekula. Frekvencijski rasponi apsorpcije molekula su u korelaciji sa
strukturom ovih molekula [116]. Difuzna refleksna spektroskopija [117] takode se koristi za
razlikovanje tumora od zdravog tkiva karakterizacijom svakog sloja sa pet histoloskih parametara:
zapreminski udeo u krvi, zasi¢enje hemoglobinom, veli¢ina rasprSenih Cestica [118], ukljucujuci
kolagen, zapreminski udeo Cestica rasprSivanja i debljina sloja i tri opticka parametra: faktor
anizotropije, indeks loma materijala i indeks loma Cestica rasprsivanja [119]. Studija iz 2004. godine
sprovela je FTIR preslikavanje uzorka rektalnog uzorka raka i procenila metode analize podataka za
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interpretaciju [120]. Uporedeno je nekoliko metoda ra¢unske analize, ukljucujué¢i fuzzi-C, znaci:
grupisanje (FCM), k-sredstvo klasteriranja (KMC) i aglomerativno hijerarhijsko (AH) grupisanje, i
utvrdeno je da AH daje najbolju diferencijaciju strukture tkiva. Kallenbach-Thieltges et al. istrazivali
su FTIR u kombinaciji sa imunohistohemijskim bojenjem. Deparafinizirani preseci tkiva analizirani
su transflekcionim rezimom FTIR, a podaci su analizirani klasifikatorom slucajnih stabala. Nakon
spektralnog merenja, izvr$eno je bojenje imunohistohemije (IHC), najpre za strukture vezivnog tkiva
I mucin, a zatim mrlje da bi se istakla kancerozna ili proliferativna aktivnost (p53, Ki-67). Ova studija
je pokazala dobru povezanost FTIR-a i IHC-a u identifikovanju regiona aktivnosti raka [121,65].

Kraft i svi u 2009. godini pokazali su prve Ramanove i CARS podatke debelog creva, koji mogu
definisati buduc¢e trendove spektralnog snimanja [122]. CARS slike su snimane u razli¢itim
Stokesovim pomacima izmedu 1000 i 3100 cm™. Selektivne proteinske i lipidne trake su rezonantno
ispitivane. Sve slike CARS-a dobro su povezane sa fotomikrografima, jer su nerezonantni signali
pruzili znac¢ajne morfoloske informacije. Takode, slike su dobro povezane sa Ramanovim slikama.
Dobijanje i obrada Ramanovih slika bila je mnogo teza ¢ak za tri reda veli¢ine, a i mnogo vise
vremena je potrebno dobijanje slike nego za dobijanje CARS slika [65].

Prema minimalno invazivnoj detekciji malignog tkiva debelog creva, Bindig i ostali su uporedili
pacijentove spektre svezeg, normalnog i malignog tkiva dobijenih upotrebom nekontaktnog IR-
mikroskopa i kontaktne opti¢ko sonde u vidu vlakna. Najbolji rezultati dobijeni su eksperimentalnom
postavkom u kojoj su pobudivanje i detekcija vlakana imali ugao pada 60,8. Udaljenost vlakna do
tkiva koja se koristi kod nekontaktnog IR-mikroskopa odrzavana je na 0,5 mm. U poredenju sa
rezultatima IR mikroskopa, spektralne karakteristike sonde optickih vlakana bile su konzistentne i
kompaktne. Jo$ vaznije, dozvoljene su spektralne informacije za razlikovanje normalnog i malignog
tkiva debelog creva [65].

Pored toga, spektri nesusenog tkiva dobijenih IR mikroskopom mogu se verifikovati u poredenju
sa IR merenjima uzoraka osuSenog tkiva dobijenim interferometrom na bazi optickih vlakana. Ovi
rezultati pokazali su da je moguce dobiti korisne spektre sa minimalnim ometanjem vode u blizini
povrsine tkiva. Utvrdeno je da se ,,preslikavanje® optickih vlakana moze izvesti na dehidratatisanom
tkivu debelog creva i da moze da razlikuje normalno i tumorsko tkivo kod pacijenata. Pored toga, ova
studija je pokazala da ako su dostupne manje sonde, moguce je izvrsiti pouzdana i prediktivna
merenja in vivo [123, 65].

Rezultati prethodno predstavljenih spektroskopskih metoda otvorili su vrata za razvoj novih,
metoda, a jedna od njih neinvazivha OMIS metoda, predstvaljena je u ovoj disertaciji. Sprovedeno
istrazivanje, zasnovano na kropovanim slikama dve grupe (normalna mukoza / tumor; normalna
mukoza / tkivo u blizini tumora), pokazalo je razli¢ite vrednosti osetljivosti, specificnosti 1 ta¢nosti.
Objasnjenje ovog rezultata je prisustvo zdravih i tumorskih ¢elija u uzorku. Ovaj problem se moze
resiti isecanjem 1 odvajanjem nezdrave regije od zdrave, bez obzira koliko one bile male, ¢ak i veli¢ine
od 24 piksela, $to je jednako kvadraturi 75x75 pm. lako bi ovaj ,,0brazac* rezultirao mnogo ve¢om
tatnoS$¢u, nacin da se to postigne joS uvijek nije poznat.

Za klasifikaciju podatka dobijenih OMIS metodom kori§¢eno je nekoliko razlic¢itih veli¢ina slika
koje su uzorkovane tako da pokriju odreden deo uzorka. Veli¢ina 1700p izabrana je tako da se dobije
slika koja ¢e pokriti §to ve¢u povrsinu snimljenog uzorka. Zatim, veli¢ina kropa 1418p birana je tako
da tako da se fokusira na odredeni deo uzorka koji je znacajan, a da pri tome obuhvati Sto vecu
povrsinu, dok je velic¢ina kropa 710p koris¢ena da se fokusira na odredeni deo slike od znacaja.

Analizom rezultata moze se uvideti da je najveca tacnost (oko 90% uzoraka je ispravno
klasifikovano u test setu) klasifikacije postignuta kod veli¢ine kropa od 710p, dok je najmanja tacnost
postignuta na test setovima sa veli¢inom slike od 1700p. Najveca ta¢nost klasifikacije postignuta je
kod podele na zdravo tkivo i karcinom gde je jasno fokusiran karcinom sa najmanjom veli¢inom
kropovane slike, a sa porastom veli¢ine kropa ta¢nost opada, i kod 1700p je oko 15% niZza u odnosu
na 710p. U slucaju ,,grani¢nih® segmenata tkiva ,,tkivo pored tumora® i njegovog poredenja sa
zdravim, rezultati su pokazali da je tacnost dosta niza (oko 20% 1 viSe) u poredenju sa podelom na
zdravo i bolesno. Ove rezultate prate i rezultati dobijeni pomoc¢u ROC krivih gde se jasno vidi da je
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pri podeli na zdravo i bolesno AUC je mnogo veéi nego kod klasifikacije na zdravo i zdravo pored
tumora, $to govori da je ROC kriva bliza dijagonalnoj liniji u kojoj bi se slu¢aju podaci nasumi¢no
klasifikovali [84, 124] . Ovakvi rezultati pokazuju da su manji kropovi dosta precizniji, odnosno da
se manjim kropovima mogu dosta preciznije obuhvatiti bolesno tkivo. Sa pove¢anjem veli¢ine kropa
postoji moguénost da je i pored bolesnog tkiva u analizu sa OMIS metodom obuhvacen i deo zdravog
tkiva oko kancera koji mozZze da dovede do pogresnog klasifikovanja uzorka. Kao dodatna potvrda
ove pretpostavke su rezultati (pogotovo oblik ROC krive) dobijeni pri analizi zdravog i tkiva pored
tumora, gde je vrednost AUC veoma niska (oko 0,7 1 manja), $to dovodi do zakljucka da su tkiva
sli¢ne prirode odnosno da postoji naznaka da je u pitanju tkivo izmenjenih karakteristika (slike tkiva
pored tumora) u odnosu na zdravo, ali da nije u potpunosti zahva¢eno karcinomom. Na ovaj nacin je
jasno pokazano da primenjeni metod OMIS i algoritam klasifikacije daje pouzdane rezultate pri
detekciji karcinoma debelog creva.

U okviru analize OMIS dijagrama razvijen je i novi algoritam koji predstavlja kombinaciju dva
popularna metoda za pred obradu slika baziranih na odredivanju vaznosti promenljivih i analizi
njihove medusobne linearne korelacije [96,97]. Visoka linearna korelacija govori da promena jedne
promenljive uti¢e na promenu druge, odnosno da dve promenljive zajedno nose istu informaciju te
stoga nije neophodno da se analiziraju [125]. Novi algoritam je omogucio da se izbace sve
promenljive koje imaju korelaciju ve¢u od izabranog praga za vrednost stepena korelacije (0,25, 0,50,
i 0,75), a da se prva promenljiva odredi na takav nacin da ima najveéi uticaj na performanse
klasifikacije (ima najvecu vaznost). Kao metrika ,,vaznosti“ iskoris§¢ena je AUC kod ROC krivih za
svaku pojedinaénu WLD. Primenom ovog algoritma pokazano je da je u svim slucajevima
najdominantnija WLD 136,797. Tacnost klasifikacije dobijena nakon primene ovog algoritma
pokazuje da se mogu zadrzati navedene pretpostavke o klasifikaciji kod razli¢itih kombinacija
(zdravo — bolesno) i za razlicite veli¢ine slike, medutim pokazan je pad ta¢nosti kako je smanjivan
prag odsecanja za korelacioni koeficijent. Ovaj pad u tanosti je posebno izrazen kod NB klasifikatora
dok je kod RF klasifikatora razlika znacajno manja. Pokazani rezultati mogu da potvrde dobre
performanse klasifikacije samog algoritma u smanjenju broja potrebnih WLD (sa preko 100-200 za
vec¢inu klasifikatora na 30-40 za maksimalnu korelaciju od 0,75; 20-30 WLD kod korelacione
vrednosti od 0,5; i 10-15 za korelaciju manju od 0,25). Iz navedenog se moze zakljuciti da je
primenom ovakvog algoritma za klasifikaciju moguce znacajno uprostiti kompleksnost klasifikacije
OMIS dijagrama uz relativno malu ,,cenu® smanjenja tacnosti klasifikacije, medutim na osnovu
rezultata se vidi da je ovakav algoritam doprineo i u povecanju tacnosti u nekim pojedina¢nim
slucajevima.

Takode, od 76 prikupljenih uzoraka (32 zdrava / 31 CRC), za merenje JR-6A, iz rezultata je
isklju¢eno 13 (7 zdravih / 6 tumora): dva uzorka nisu adenokarcinom (vrsta posmatranih kolorektalnih
karcinoma), a ostalih pet pokazali su suprotne vrednosti, tabela 7, u poredenju sa merenjima u tabeli
4. Objasnjenje za ovih pet slucajeva moze biti promenjeno stanje tkiva pod uticajem hemoterapije ili
Sirenje nekroze tkiva izazvane stadijem kolorektalnog karcinoma.

Tabela 8.1. Rezultati uzoraka zdravog tkiva i tkiva karcinoma iskljuceni iz analize merenja JR-
6A. u tabeli 7.9.

1. T3b 0,0346 0,0434 -8.8
2. T3c 0,1374 0,4795 -342.1
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3. T4a 0,0515 0,6954 -18.04
" T4b 0,0285 0,0668 -38.3
_ 5 T3b 0,0482 0,2799 2317
_ 6. / 0.0808 0.0678 13
Dysplasia
epitheliali
7. gravis Gradus 0:8394 / /
H-111

Zasto JR-6A na bazi remanentne magnetizacije, koji meri svu zapreminu tkiva, daje tacnost 86.1%,
a OMIS koji meri povrsinske slojeve tkiva 92.6%.. Odgovor mozemo naci u parametarskom modelu,
jer kako se Hukov zakon koji je jednoparametarski model (parametar a), tako se i drugi modeli mogu
uopstavati dodavanjem izraza koji sadrze izvode napona i deformacije proizvoljnog reda, $to dovodi
do viseparamaterskog opSteg modela:

o(t) + a0 Da(t) = boe(t) + co DPe(t)  [8.1]

Ovaj izraz se moZe pojednostaviti jer kod ve¢ine materijala je a = f, pa je opSti model ustvari umesto
petoparametarskog, ¢etvoroparametarski model. Ako bi primenili ovaj ¢etvoroparametarski model
frakcionog racuna dobila bi se i bolja ta¢nost razvrstavanja zdravo/bolesno, ali za to su potrebni
dodatni eksperimentalni podaci koji se nisu mogli dobiti iz remanentne magnetizacije.

Dobijeni dijagrami su uporedeni sa histopatoloskim izvestajima i unutar svake grupe T-stadijuma
(faze TO, T1, T2, T3 i T4) utvrdene su sli¢nosti i razlike. Razlike pokazuju prisustvo podskupina
unutar T grupe (T1a, T1b, T1lc .... T4c).

OMIS metoda je neinvezivna jer je energija vidljive bele svetlosti i energija valentnih elektrona
(tkiva) ista (od 1,8 eV do 2,6 eV) i omoguc¢ava proces ispitivanja koji se moze ponoviti onoliko puta
koliko je neophodno i bez ikakvog rizika od oStecenja tkiva. Uredaj u ovoj studiji je prenosiv i moze
se koristiti u hirur§kim operativnim salama. Rezultati se mogu dobiti u roku od 7-10 minuta i nije
potrebna posebna priprema uzoraka. Jos jedna od prednosti je i u tome da je metoda jeftinija od drugih
opti¢kih metoda (UV-VIS-NIR, FTIR, Ramanova i dr).
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9 ZAKLJUCAK

U savremenom svetu karcinomi su oboljenja koja su postala jedan od glavnih uzro¢nika prerane
smrti kod svih generacija. Efikasni lekovi za ovaj tip oboljenje ne postoje pa je zbog toga jedino
dovoljno dobro (mada ne apsolutno sigurno) reSenje odstranjivanje obolelog tkiva iz organizma.
Najbolje reSenje za ovakav tip oboljenja je prevencija koja se sastoji od inicijalnih (skrining) i
redovnog pracenja (monitoring). Lekari se koriste raznim metodama i tehnikama (endoskopski
pregledi, razne tehnike za akviziciju medicinske slike i dr.) kako bi mogli da daju procenu biofizickog
stanja tkiva uporedujuci to sa histopatoloskom nalazom tkiva. Jedna od metoda koja daje dobre
laboratorijske rezultate su i spektroskopske tehnologije, medutim njihova primena je u velikoj meri
ogranicena jer su uredaji koji su potrebni za njihovu primenu neprakti¢ni za klinicki rad sa stanovista
medicinskih radnika. Pored toga sistem obrazovanja ne daje medicinskom osoblju znanja neophodna
za obradu signal, masinsko ucenje i tumacenje rezultata. Moderne ra¢unarske tehnologije i algoritmi
omogucuju masinama da uce na osnovu postojecih podataka i da na osnovu naucenog izvrse
klasifikaciju odnosno odrede biofiyicko stanje tkiva, organa ili organizma.

Saglasno postavlenim ciljevima istrazivanjima i o¢ekivanim rezultatima glavni zakljucci do kojih
se doslo u ovoj doktorskoj disertaciji su:

1. Na uzorku od 596 slucajeva izvrSeno je snimanje zdravog i kancerogenog tkiva kolona i
rektuma pomocu optomagnetne imaging spektroskopije (OMIS) i u svim sluc¢ajevima dobijene su
validne OMIS spektralne karakteristike tkiva.

2. Na bazi dobijenih OMIS spektara pomocu tri klasifikatora, Naive-Bayes, Random foresta i
viseslojna perceptron neuronske mreze izvrSena je automatska klasifikacija epitelnog tkiva rektuma:
zdravo/kancerogeno i dobijeni su sledeci rezultati ta¢nosti razvrstavanja: Naive-Bayes 89.87%,
Random forest 87,34% i neuronska mreza 92.59%, ¢ime je pokazano da je OMIS metoda validna za
skrining i monitoring biofizickog stanja epitelnih tkiva (debelog creva).

3. Na uzorku od 63 ispitanika analizirane su mehanicke osobine zdravog i kancerogenog tkiva
(te¢no-viskoeleasti¢no-tvrdo) na osnovu podataka o remanentnom magnetizmu tkiva i pokazano je
sa tatnoS¢u 86.1% da zdravo tkivo ima bolja mehanicka (viskoelasti¢na) svojstva nego kancerogeno
tkivo, Sto je u saglasnosi sa eksperimentalnim biohemiskim rezulatima kod kojih je pokazano da
kancerogeno tkivo, u odnosu na zdravo, ima oko 21% vise vode.

4. Da je doktorska disertacija otvorila moguénosti za razvoj tehnika / metoda ne samo za skrining
1 monitoring ve¢ 1 za ranu, neinvazivnu dijagnostiku karcinoma debelog creva na bazi kombinacije
OMIS metode i kolonoskopa.

Glavni rezultat ove doktorske disertacije su rezultati primene Opto-magnetne imidzing
spektroskopije na analizu karcinoma i zdravog tkiva na bazi razvijenog algoritama. IzvrSena je
dodatna analiza performansi klasifikatora primenom ROC krivih koje su pokazale veoma dobre
vrednosti povrsina ispod krivih (AUC) (preko 0,85) Sto potvrduje dobijene vrednosti rezultata
odnosno moguénosti da klasifikatori sa visokom sigurno$§¢u mogu klasifikovati obolela i zdrava tkiva.

U prilog metodi idu i rezultati koji su dobijeni kada su uporedivana zdrava tkiva i deo tkiva koji
je snimljen odmah pored tumora. Ovi rezultati su pokazali znacajno manju ta¢nost i AUC kod ROC
krivih $to indirektno potvrduje kvalitet metode za analizu tkiva. Jo§ jedna indirektna potvrda je
primena manjih slika, odnosno kropovanih regija od interesa gde je izdvojen samo tumor, gde su
metode masSinskog ucenja pokazale ta¢nost mnogo vecu nego kada je veca slika gde postoji
mogucénost da je na slikama uhvaceno 1 zdravo tkivo.

Drugi eksperiment uraden je primenjujuci JR-6A automatizovani uredaj za merenje remanentne
magnetizacije. Sposobnost ovog uredaja da meri veoma male promene magnetnog polja uzorka sa
tacnos¢u + 3pT. Zahvaljujuci velikoj preciznosti ovog instrumenta izvrSeni su eksperimenti gde su
snimana zdravi 1 bolesni uzorci tkiva. Dobijeni rezultati su pokazali da postoji razlika izmedu zdravog
1 bolesnog tkiva gde su vrednosti magnetizma vecée kod bolesnog neko kod zdravog, dok se razlika
smanjuje kod tkiva koja su zracena. Ovako ponasanje se moZze objasniti sa kompaktnijom strukturom
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kod zdravog tkiva nego kod bolesnog koje sadrzi i vise vode. Ove nalaze potvrduju i greske pri
merenju koje nastaju u toku procesa rada JR-6A gde se meri pravac i intenzitet vektora magnetnog
polja procesom rotacije uzorka unutar izolovanih kalemova. Usled rotacije manje kompaktni uzorci
imaju tendenciju da se njihovi ,,delovi® relativno kre¢u jedan u odnosu na drugi i da kao takvi menjaju
pravac vektora remanentne magnetizacije Sto za posledicu ima veéu greSku merenja.

Jedan od rezulatata disertacije predstavlja i potvrdu metoda i tehnika koje se mogu primeniti za
unapredenje kolonoskopije. Kako je OMIS metoda bazirana na RGB slici danas skoro svi moderni
kolonoskopi poseduju digitalne kamere za beleZenje vizuelnih stanja tkiva. Uz minimalne
modifikacije moguce je razviti uredaj OMIS-kolonoskop baziran na belezenju biofizickih stanja tkiva
i primenom predstavljenih metoda masinskog ucenja tako da se analiza lezije moze izvrSiti in vivo u
toku samog kolonoskopskog pregleda.

Predstavljeni rezultati sugeriSu da OMIS moZe brzo razlikovati normalno od kancerogenog
debelog creva, potencijalno omoguc¢avajuci upotrebu u realnom vremenu. Daljim poboljsanjem,
OMIS moze omoguciti ,,opticku biopsiju® kolorektalnog tkiva u realnom vremenu, $§to bi
dijagnosticke i terapijske intervencije moglo usmeriti na ciljana podruc¢ja neobi¢nog rasta sluzokoze.
Iako sama tehnologija nije direktno le¢enje, jedna od njenih potencijalnih buducih primena je procena
nove strategije leCenja karcinoma rektuma ,,sacekaj i pazi‘“ koja omoguc¢ava onima koji lece bez
preostalog karcinoma bezbedno pracenje slikanjem, umesto hirurSkom intervencijom i zbog toga
¢uva njihov kvalitet Zivota.

Istrazivanja sprovedena u disertaciji doprinela su novim saznanjima o: (1) interakciji epitelnog
tkiva sa difuznom i polarizovanom svetloscu, (2) primeni algoritama masinskog ucenja u klasifikaciji
zdravo/bolesno tkivo, i (3) mogucnosti koris¢enja prethodno navedenih standardnih metoda
(kolonoskopije) i nove OMIS spektroskopije za projektovanje novog uredaja za in vivo rad kod
utvrdivanja biofizickog stanja tkiva debelog creva.

Naucni dopinosi ostvareni u doktorskoj disertaciji se mogu sumirati kao:

1. Novi algoritam za in vitro dijagnostiku karcionoma epitelnog tkiva rektuma (zdravo/bolesno)
OMIS (opto-magnetne imidzing spektroskopije) sa tanoséu 92.6%

2. Odedivanje mehanickih osobina epitelih tkiva (te¢no-viskoelasti¢no-¢vrsto), kao i stepen
viskoelasti¢nosti na bazi vrednosti remanentnog magnetizma tkiva sa tacnos¢u 86.1%

3. Saznanje o moguénosti Nnovog reSenja uredaja za in vivo dijagnostiku karcinoma epitelnog
tkiva rektuma na bazi eksperimentalnih rezultata istrazivanja ostvarenih u ovoj doktorskoj disertaciji,
postojecih kolonoskopskih rezultata i teoretskih modela biofizi¢kih osobina epitelnog tkiva rektuma.

Strucni doprinosi su dva tehnicka reSenja:

1. Predlog novog resenja na osnovu konstrkcionih karakteristika kolonoskopa i OMIS metode
moguce je izvrsiti na dva nac¢ina (dve modifikacije) kako bi se OMIS metod implementirao za in vivo
preglede pacijenata:

a) Prema prvom reSenju moguce je izvrsiti snimanje difuznom i polarizovanom svetlo§éu uz
dodatni izvor polarizovane svetlosti koji bi se postavio u kanal za biopsiju, a za difuznu svetlost bi se
iskoristio postojeci izvor svetlosti. Postoje¢im CCD senzorom bi se izvrSila akvizicija slika. Na ovaj
naéin kroz kanal za sukciju provukla bi se jedna LED koja bi osvetljavala Zeljeni region pod
Brusterovim uglom. Medutim, ovo resenje bi zahtevalo da se omoguc¢i orijentisanje pravca osvetljenja
LED i razdaljine uzorka od objektiva CCD senzora, tako da se ispoStuju geometrijske karakteristike
OMIS osvetljenja.

b) Kod drugog resenja predlaze se modifikacija vrha sonde koja bi sadrzala sistem osvetljenja
OMISa, odnosno LED za difuznu svetlost i LED za polarizovanu svetlost, a ve¢ postoje¢i CCD senzor
bi se iskoristio kao uredaj za akviziciju. Ovakvo reSenje bi zahtevalo povecanje precnika
kolonskopske sonde §to bi dodatno otezalo sam pregled.

c) Izrada prototipova uredaja pod a) i b), sa tehni¢kim organi¢enjima pokazace koji od navedenih
predloga ¢e se pokazazti svrsishodnijim.
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Znacajan naucni i prakti¢no medicinski doprinos posti¢i ¢e se razvojem nove, neinvazivne metode
koja ¢e na bazi podataka dobijenih u in vitro uslovima i biofizickog modela epitelnog tkiva rektuma
omoguciti projektovanje aparata za in vivo rad.
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12 PRILOG

12.1 PRILOG 1 - Osnovni pojmovi statistike i masinskog ucenja
12.1.1 Centriranje i skaliranje podataka

Jedne od najjednostavnijih operacija nad podacima su centriranje i skaliranje tih podataka.
Metodom centriranja svaka vrednost podatka se oduzme od njenje srednje vrednosti tako da se dobije
promenjiva koja se posmatra ima nultu srednju vrednost. Kod metode skaliranja sve vrednosti
podataka se podele sa svojojm standradnom devijacijom §to dovodi do toga da svaka promenjiva ima
standardnu devijaciju jednaku 1. Zajedni¢ka formula za ove metode je prikazana u nastavku i u
literaturi se ova metoda moze pronaci i pod nazivom Z-Skor (Z-score). Primenom ovih metoda
postize se poboljsanje numericke stabilnosti algoritama dok neki odredeni modeli imaju posebne
benefiti od primene centriranja i skaliranja jer mnogo povoljniji slucaj kada su relativne promene
vrednosti promenjivih iste veli¢ine (npr. mala promena jedne promenjive je £1000 dok je za drugu
promenjivu velika promena +0,1). Centriranje i skaliranje se posebno primenjuju u sluéaju kada se
zeli uporediti uticaj dve promenjive koje imaju razlicitu fizi¢ku prirodu i koje je nemoguée uporediti
dok se ne svedu na istu skalu. Jedina mana ovih metoda je da se nakon njihove primene gubi fizicka
smisao i ne mogu se podaci jednostavno tumaciti. [Max Kuhn, Kjell Johnson, Applied Predictive
Modelling, Springer 2013, Robert S. Witte, John S. Witte, Statistics, Wiley 2017]

U nastavku je prikazana formula za skaliranje podataka:

x|

' X—

x' = [12.1]

g

¥ — 2X
X=% [122]

o= /z(x—i)z [12.3]

Gde je x'- skalirana vrednost podatka, X- srednja vrednost posmatrane promenjive, o- njena
standardna devijacija i n- ukupan broj podataka odnosno uzoraka [Robert S. Witte, John S. Witte,
Statistics, Wiley 2017].

12.1.2 Krosvalidacija

Krosvalidacija je tehnika koja se koristi za kao metod za procenu efikasnosti klasifikatora gde
se polazni skup trening podata deli prema unapred definisanom pravilu (npr. 90%-10%) na skup za
obuku i skup za proveru efiksanosti. Sustinski se trening skup deli na trening set i test set kao i kod
provere rada klasifikatora samo S$to se u slu€aju krosvalidacije koriste svi podaci iz trening seta i to
po principu da se trening i test setovi menjaju tako da svi podaci barem jednom uéestvuju u test setu
a rezultat ispitvanja efikasnosti dobija se kao suma (srednja vrednost) svih dobijenih rezultata.

Jedna od najprimenjivanijih metoda krosvalidacije je podela polaznog skupa trening podataka
na ,,k“ jednakih delova (eng. Fold — prevod je u duhu naseg jezika) odnosno podskupova sa istim
brojem clanova. Nakon podele na podskupove ispitivanje se dalje vrsi na slede¢i nacin: jedan skup
se odvoji a na ostalih k-1 se vrsi obuka klasifikatora. Posle obuke klasifkatora, na izostavljenom skupu
se vrsi testiranje pri ¢emu se dobija rezultat efikasnosti klasifkatora (kao tacnost, ROC kriva,
AUC...). Zatim se bira slede¢i skup po redu koji se izostavlja iz obuke klasifkatora a podskup iz prve
iteracije se pridruzuje ostatku za treniranje (pogledati sliku 12.1). Na ovom novom trening skupu se
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vr$i obuka klasifkatora i testira se na novom izostavljenom. Nakon ponavljanja procedure za k broj
skupova izraCunava se ukupan rezultat koji predstavlja efiksanost klasifkatora.

U praksi se najc¢esce koristi krosvalidacija kada je k=10 ili 5, ali ne postoji pravilo po kojem
se bira vrednost k, medutim pristrasnost (eng. Bias — razlika izmedu procenjenje i stvarne efikasnosti)
rezultata se smanjuje kako ,,k* raste, drugim re¢ima pouzdanost rezultata ce biti veca ako je vece ,,k*.
[Max Kuhn, Kjell Johnson, Applied Predictive Modelling, Springer 2013]

Polazni skup OO LIO O N L W W

Redukovani trening skup Test skup
Grupa - 1 LHMOONMUGGW QU WO
Grupa -2 Qu O RS RS RS HMOOM
Grupa - k QW uoLOOM RS RS RN

Slika 12.1 Primer kros validacije [Max Kuhn, Kjell Johnson, Applied Predictive Modelling,
Springer 2013]

12.1.3 MaSinsko ucenje i veStacka inteligencija

Od kako je ¢ovek napravio prvu masinu postalo je jasno da ¢e masine polako zameniti Coveka u
skoro svim oblastima ljudske delatosti. Prve masine koje je covek osmislio bile su jednostavne alatke
koje su mu pomagale da olakSa i ubrza svoje rad (npr.kramp, lopata, aSov 1 dr.). Kako se civilizacija
razvijala masine koje je Covek pravio i koristio postajale su sve slozenije i mogle su da izvrSavaju sve
slozenije poslove. U dvadesetom veku maSine su postale dovoljno kompleksne da su u nekim
oblastima industrije u potpunosti zamenile ¢oveka. Medutim sve te masine nisu mogle da odlucuju o
poslu koji su obavljale niti su mogle da nauce bolje nafine da obave neki posao od onih za koje su
bile napravljene. Sve $to je takva maSina mogla da odradi moralo je biti u napred smisljeno od strane
inZenjera i projektanata. Ovakav tim masina zamenjivao je Covekov rutinski manuelni rad i u
mnogome je doprineo ubrzanom razvoju industrije u poslednjih 100 godina.

Krajem XX veka i pocetkom XXI doslo je do zamene ljudskog rutinskog umnog rada racunarima
koji su postali dostupni velikom broju ljudi a samim tim i internetu koji je kao tehnologija postala
sastavni deo savremenog druStva. Broj ljudi koji su koji su svakodnevno povezani na internet
prevazilazi stotine miliona.

Ovako velik broj korisnika raznih usluga na internetu sa svim njihovim zahtevima skoro je
nemoguce ispratiti od strane ljudi koji bi proveravali i Citali svaki od njihovih zahteva. Obrada velikog
broja zahteva, odnosno podataka, koji se svakodnevno generisu na internetu zahteva alate odnosno
masine koje mogu samostalno da odluc¢uju. Sposobnost masina da samostalno donose zaklju¢ke moze
biti unapred isprogramirana ili nau¢ena. MaSine koje su isprogramirane mogu samo da odlucuju o
stvarima koje su unapred definisane od strane inZenjera i programera i u slué¢aju neke promene
podataka do¢i ¢e do greske u njihovom odlucivanju. Sa druge strane postoje masine odnosno
kompjuterski programi koji pre svega mogu da samostalno nauce da li neki podatak zadovoljava
zahtevane kriterijume ili ne, na osnovu velikog broja primera koji su se ve¢ dogodili ili da prepoznaju
odredene obrasce unutar podataka posmatraju¢i veliki broj podataka. Ovaj proces ,,obucavanja*
masina da neSto samostalno urade odnosno da samostalno odlu¢uju o nekom dogadaju naziva se
masinsko ucenje. Pod pojmom masinskog ucenja se podrazume samostalno i iterativno podeSavanje
parametara algoritma na takav nacin koji omogucava algoritmu nakon obucavanja da samostalno
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prepoznaje odredene podatke i da osnovu toga odlucuje o njihovoj daljoj obradi. Zamena umnog
kreativog ljudskog rada (donosenje odluka) masinskim je pocetak treée tenoloske revolucije.

12.1.4 ViSeslojna perceptronska neuralna mreza (MLP)

U ovoj studiji se za funkciju aktiviranja koristi logisticka sigmoidna funkcija.

Vestacki neuron predstavlja pojednostavljeni model stvarnog neurona (Slika 12.2). Poredenjem
stvarnog neurona sa njegovim modelom koji se koristi u veStackim neuronskim mrezama mogu se
uociti odredeni zajednicki elementi: ulaz u vestacki neuron — dendriti, aktivaciona funkcija i bias —
telo celije, izlaz — akson.

Celijsko jezgro

Celija - Neuron
Sinapse

\

Dendriti
-0
X == w, \\ l
X, = w, ——— Y g.) ——vy
m:>>wf—~///

Slika 12.2. Prikaz stvarnog neurona (gore) i model vestackog neurona (dole)

Ulazi u vestacki neuron predstavljeni su vektorom promenjivih veli¢ina (xl, Xg, e xn). Svaka od
ulaznih veli¢ina se mnozi (skalira) sa odgovaraju¢im tezinskim koeficijentima (Wl, Wy ... Wn) koji
predstavlja pandan sinapsi izmedu aksona 1 dendrita narednog neurona. Ovakvi ulazi se sumiraju sa
i ,,uporeduju’ sa aktivacionim pragom 6, nakon ¢ega se ulazi prosleduju aktivacionoj g() funkciji
koja ima ulogu da ogranici izlaz y neurona. Rad vestackog neurona moze da se opiSe formulom:

u=Yr—owi x;— 6 [124]

y=g) [12.5]

U okviru oblasti neuronski mreza primenjuju se razne aktivacione funkcije, izbor tih funkcija
zavisi od zadatka koji se pokuSava resiti (npr. u velikom broju problema klasifikacije moze biti
dovoljno da se primenjuju odsko¢ne funkcije sa dve vrednosti, medutim ne mora da znaci da ¢e
dobijene performanse biti dobre). Aktivacione funkcije koje se koriste mogu se podeliti u delimi¢no
difrerencijabilne (funkcije sa prekidima) i diferencijabilne.

Neke od najcesce koriStenih delimi¢no diferencijabilnih funkcija, hevisajdova odsko¢na funckija
(slika 12.3), signum funkcija (slika 12.4), i linearna funkcija sa ograni¢enjem (slika 12.5). Dok
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diferencijabilnih funkcija se najce$¢e koristi familija sigmoidalnih funkcija od kojih su dve
najpoznatije logisticka funkcija (slika 12.6) i hiperbolicki tangens (slika 12.7).

(L, u=0
9(“)‘{0, u<o 126
.cl(U)T
;

| u
Slika 12.3. Odsko¢na hevisajdova funkcija

1, u=0
g(u)={0, u=0 [12.7]
-1, u<o0

g(u)
T

1

u
-1
|
Slika 12.4. Signum funkcija
a, u>a
gw)=4 0,a<u<a [12.8]
—a, u<a
g(v)
a
—a
a u
-a

Slika 12.5. Linearna funckija sa ograni¢enjem

g(u) = 1+e+5u [129]
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Slika 12.6. Logisti¢ka funkcija
1—e~Bu
gluw) = o [12.10]
g(u) A
1
B increasing
- u
-1

Slika 12.7. Hiperbolicki tangens
12.1.5 Arhitektura neuronskih mreza

U osnovi se svaka neuronska mreza moze podeliti u 3 osnovna dela (sloja):

- Ulazni sloj, ovaj sloj sluzi za prijem signala koji se dovode u neuronsku mrezu u kontekstu
ove doktorske disertacije u ovaj sloj se dovode WLD:
- Skriveni slojevi, ovih slojeva moZe biti viSe 1 u njima se nalaze neuroni koji sluze za
pronalaZenje obrazaca u podacima. U ovom sloju se izvodi najvec¢i deo obrade podataka.
- Izlazni sloj, u njemu se nalaze neuroni koji sluZe za izraCunavanje finalnog izlaza
neuronske mreZe
Na osnovu broja slojeva i njithove medusobne interakcije neuronske mreze se mogu podeliti:
jednoslojne 1 viSeslojne neuronske mreZe sa prostiranjem signala u napred (gde spada i viSeslojni
perceptron, videti sliku 12.8), rekurzivne neuronske mreze gde se izlaz iz neuronske mreze vraca na
ulaz u mrezu i ,,mreze* neuronskih mreza gde se isti ulazi vode na razli¢ite mreZze.
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Izlazni sloj Dl
Prvi skriveni

sloj

Drugi skriveni
sloj

Slika 12.8. Primer veSeslojne neuronske mreze sa prostrianjem signala u napred sa dva skrivena
sloja.

Da bi se kreirana neuronska mreza mogla da se koristi potrebno je podesiti njenje tezinske funkcije
u praksi ne najces¢e susrecu dva principa za obucavanje alogoritama masinskog ucenja, to su
supervizijsko ucenje (ucenje gde su za date ulaze poznati i njihovi izlazi), u nesupervizisko ucenje
(u€enje gde nisu poznati izlazi a algoritam pokuSava pronaci obrasce u polaznom setu), kao trece tip
obucavanja je kobinacija ova dva koji je u literaturi poznat pod nazivom “reinforcment” ucenje.

U ovoj studiji koristii se viSeslojna perceptronska mreza sa logistickom sigmoidnom funkcijom.
Ovaj tip neuronske mreze se moze obucavati primenom algoritma gde se greska prostire u nazad (eng.
Backpropagation), odnosno greSka za dati ulaz izraCunava prvo u izlaznom sloju pa zatim u sloju koji
njemu prethodi i sve tako redom do ulaznog sloja (pogledati sliku 12.9). U literaturi se ovaj algoritam
moze pronaci i pod nazivom ,,delta* pravilo.

1zlazni sloj

Ulazni sloj
———== Prostiranje signala

s Prostiranje greSke

Prvi skriveni sloj Drugi skriveni sloj

Slika 12.9. Povratno prostiranje greSke kod MLP
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12.1.6 Algoritam sa povratnim prostiranjem greske

Da bi se objasnio algoritam za obufavanjem sa povratnim prostiranjem greske neophodno je
usvojiti odredene pojmove, ovi pojmovi ¢e biti definisani za slucaj troslojne neuronske mreze
prikazane na slici 12.10, medutim ovaj algoritam je jednostavno prosiriti na proizvoljan broj slojeva:

Wé” - tezinski koeficijent izmedu j-tog neurona iz sloja L i i-tog neurona iz sloja L — 1 (pogledati

sliku 12.10)

Ij(L) — suma svih ulaza u j-ti neuron pomnoZzenih sa odgovarajué¢im tezinskim koeficijentima.

n
1 _ E @, ..
I = - Wi x [12.11]
n
2 _ 2 @
L~ = E - W Y, [12.12]
n
(3) _ E : 3) . @
I~ = - W;” Y, [12.13]

Yj(L) —izlaz iz j-tog neurona u sloju L (pogledati sliku 12.11).

Slika 12.10. TeZinski koeficijenti 1 slojevi kod neuronske mreze
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neuron j
(Sloj L)

Ulaz n | |
Slika 12.11. Model neurona sa definisanim promenjivima

E (k)- funkcija greske, ovom funkcijom se odreduje odstupanje izlaza neurona od njegove Zeljene
vrednosti.

) =257, (400 - ¥ (0)  [12.17]

Gde je Yj(3)(k)- vrednost izlaza neurona iz izlaznog sloja za k-ti uzorak, a d;(k)- zeljena vrednost
tog izlaza.

12.1.7 PodeSavanje tezinskih koeficijenata

Da bi se minimizovala greska koja nastaje na izlazu neurona neophodno je odrediti njen gradijent
u odnosu na tezinske koeficijente (parametre koji se mogu podeSavati)

3) 3)
VE® = ;123) _ aif” . 223) .a"’v’vfi(jg) [12.18]
:V’V(;) v@®  [12.19]
a?(()) g'(1?)...112.20]
% _ —(d]- — y]@) ...... [12.21]
#23): _(dj_yj(s)) g (1(3)) Y(z) [12.22]

Kako bi se smanjila greska u sledecoj iteraciji neophodno je da se WiES) menja suprotno od
gradijenta:

g = = on (o) o () 1) 2z

AW<3>_ -