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Sazetak

Alternativne analiticke metode u patologiji
Autor: Lukrecija Anzi¢

Patologija je morfoloSka znanost koja proucava bolesti. Usmjerena je na utvrdivanje uzroka i
patofizioloskog mehanizma bolesti radi boljeg razumijevanja klinicke slike i pravovremene primjene
najbolje terapije. U dijagnostickoj patologiji glavnu ulogu imaju laboratorijske metode. Uvrijezena
patohistoloska analiza preparata pod svjetlosnim mikroskopom najcesce se primjenjuje, no kao i sve
ostale metode nosi svoje prednosti i mane. Napretkom tehnologije nastale su brojne alternativne metode
za tkivnu analizu koje bi mogle postati nadopuna onim uvrijezenim. Veliki potencijal pokazuje masena
spektrometrija koja prepoznaje molekule na temelju omjera njihovih svojstava; mase i naboja (m/z) u
slozenoj kemijskoj reakciji. Pogodna je za identificiranje lipida i proteina u bolestima, a jedna od
prednosti je Sto je za analizu dostatan jedan tkivni rez. Mikroskopija atomskih sila je visokorezolucijska
metoda koja na principu privlacnih ili odbojnih sila izmedu vrha sonde i povrsine preparata daje
informacije o ranim promjenama u elasti¢nosti tkiva, stani¢noj adheziji i topografskom izgledu preparata.
Moze se koristiti za ispitivanje tumorskog mikrookolisa. Ramanova spektroskopija je prva od tri obradene
spektroskopije koja podatke o molekulama dobiva na temelju neelasticnog rasprsenja fotona. Pogodna je
za razlikovanje apoptoze i nekroze te utvrdivanje hipoksije. Laserska spektroskopija dobiva informacije o
koncentraciji kemijskih spojeva i molekula ¢ak i u debljim tkivima jer se temelji na principu mjerenja
razlike izmedu tkiva u pobudenom stanju odnosno plazme i tkiva u mirovanju. Infracrvena spektroskopija
mjeri propustene spektralne linije kroz tkivo i dobiva precizne informacije o morfoloskoj strukturi tkiva.
Kona¢no, princip digitalne patologije zasniva se na skeniranju stakala s uzorcima i njihovom dugotrajnom
virtualnom pohranjivanju, visestrukom i kompleksnom analiziranju $to otvara nove dijagnosticke
mogucénosti te visestrukom dijeljenju Sto predstavlja veliku novost u edukacijskim moguénostima i

telemedicinskoj suradnji.

Klju¢ne rijeci: patologija, alternativne metode, analiza, spektrometrija, spektroskopija, mikroskopija,

digitalna patologija



Summary

Alternative Analytical Methods in Pathology
Author: Lukrecija Anzi¢

Pathology is a morphological science that studies diseases. It focuses on determining the cause and
pathophysiological mechanisms of diseases to better understand the clinical picture and timely prepare the
best therapy. In diagnostic pathology, laboratory methods play a crucial role. The conventional
pathohistological analysis of specimens under a light microscope is most used, and like all methods, it has
its advantages and disadvantages. With the advancement of technology, numerous alternative methods for
tissue analysis have emerged that could complement the conventional ones. Mass spectrometry, which
identifies molecules based on the ratio of their properties; mass and charge (m/z) in a complex chemical
reaction, shows great potential. It is suitable for identifying lipids and proteins in diseases, and one of its
advantages is that a single tissue section is sufficient for analysis. Atomic force microscopy is a high-
resolution method that provides information about early changes in tissue elasticity, cellular adhesion, and
the topographic appearance of specimens based on the attractive or repulsive forces between the probe tip
and the specimen surface. It can be used to examine the tumor microenvironment. Raman spectroscopy is
the first of the three spectroscopies discussed, which obtains data about molecules based on inelastic
scattering of photons. It is suitable for distinguishing apoptosis from necrosis and determining hypoxia.
Laser spectroscopy obtains information about the concentration of chem ical compounds and molecules
even in thicker tissues because it is based on measuring the difference between tissue in an excited state
(plasma) and tissue at rest. Infrared spectroscopy measures the transmitted spectral lines through tissue
and provides precise information about the morphological structure of the tissue. Finally, the principle of
digital pathology is based on scanning sample slides and their long-term virtual storage, multiple and
complex analyses which open new diagnostic possibilities, and multiple sharing options which represent a

significant innovation in educational opportunities and telemedicine collaboration

Keywords: pathology, alternative methods, analysis, spectrometry, spectroscopy, microscopy, digital

pathology



1.Uvod

Patologija je znanost o bolestima. Ona prati tijek i posljedice neke bolesti, dok pokusava odrediti njezin
uzrok i patofizioloski mehanizam.(1) U srZi je morfoloska grana koja na temelju procjene stanica i tkiva
odreduje dijagnozu.(2) Smatra se povezuju¢om medicinskom granom jer povezuje temeljne i klinicke
medicinske znanosti.(1) Laboratorij je okosnica patologije. On je temelj kako dijagnosticke patologije,
tako i patologije kao znanstvene discipline. Otkrivanje novih tehnologija u sklopu tehnoloskog napretka
od iznimne je vaznosti za uspjesno djelovanje svakog patologa. U ovom radu nastojat ¢emo navesti i
opisati alternativne odnosno moderne analiticke metode u laboratorijskoj praksi koje bi se u skorijoj

buducnosti mogle vise i ¢eSce koristiti u patologiji, kako dijagnostickoj tako i eksperimentalno;j.

Kako bismo uspjesno razlikovali nove i one ve¢ uvrijezene analiticke metode, trebali bismo prvo
naglasiti da rutinski dijagnosticki rad patologa ukljucuje suradnju histoloskog, imunohistokemijskog,
citoloskog, elektron-mikroskopskog te laboratorija za molekularnu patologiju. U histoloskom se
laboratoriju radi priprema tkiva za promatranje svjetlosnim mikroskopom. Najéesce bojenje u patologiji
je HE (hematoksilin-eozin) koje sluzi za prikazivanje unutarstani¢nih struktura poput jezgre i citopazme
te intercelularne tvari.(2) Ova je metoda od poc¢etka primjene u patologiji ostala nepromijenjena te se
zbog toga smatra nezaobilaznom u svakidasnjoj praksi.(3) Osim HE, postoje mnogobrojne tehnike
bojenja. Neke od najpoznatijih su trikromno bojenje po Malloryu za kolagen, epitel, potporna tkiva i
eritrocite, po Gomoryu za prikaz retikulina, po Giemsi za prikaz jezgara u hematopatologiji, PAS
odnosno kombinacija perjodne kiseline i Schiffova reagensa koja istice mukopolisaharide i glikogen te

Berlinsko modrilo kao boja za hemoglobinski pigment.

Citoloski laboratorij predviden je za analize eksfolijativnih uzoraka koji su dobiveni obriskom ili
ispirkom kozZe ili sluznice, punkcijskih uzoraka ili otiskom onih odstranjenih kiruski. Standardna bojenja
za pregled pod svjetlosnim mikroskopom su bojenje po Pappanicolau, primjerice za otkrivanje promjena
na vratu maternice ili bojenje May-Gruenwald-Giemsa (MGG), na primjer za promatranje hematoloskih
uzoraka. U ovom se laboratoriju ponekad primjenjuje i proto¢na citometrija.(2) Proto¢na citometrija
sloZena je laboratorijska metoda iz podrucja biofizike koja se zasniva na promjenjivom lomu zraka
laserskog snopa dok prolazi kroz fluidni sustav Cestica. Ovaj princip indirektno ukazuje na veli¢inu, oblik
i strukturu ispitivanih Cestica. (3) Moguca je analiza velikog broja stanica u kratkom vremenu. Proto¢na
se citometrija koristi i za kvantifikaciju postotka stanica s odredenim biljegom ili stanica obiljezenih

protutijelima.(2)

Imunohistokemijski laboratorij sluzi kao nadopuna histoloskom laboratoriju. Informacije koje se dobiju o

tkivu kombinacijom imunohistokemijske analize i promatranja tkiva nakon primjene HE obojenja, ne



mogu se u ovom trenutku zamijeniti ni s jednom drugom dijagnostickom metodom u patologiji. Praksa
ovog laboratorija usmjerena je na princip vezanja antitijela za specifi¢ni antigen.(3) Ovom metodom
mogu se prepoznati antigeni na citoloskim ili histoloskim tkivnim preparatima. Protutijela mogu biti
monoklonalna ili poliklonalna.(2) Interakcija antigen-antitijelo je visoko specifi¢na. Reakcija je jasno
vidljiva pod svjetlosnim mikroskopom zbog obojenog taloga koji je nastao cijepanjem supstrata s
kromogenom koji se nalazi u primarnom antitijelu odnosno onom vezanom za antigen. Sekundarno
antitijelo sadrzi enzim koji katalizira reakciju cijepanja. Navedena metoda ima Siroku primjenu u
tumorskoj patologiji, autoimunim bolestima, vezikulobuloznim bolestima koze, glomerulopatijama te u
reakciji odbacivanja transplantata.(3) Vazan faktor koji utjece na uspjesSnost imunohistokemije u

postavljanju dijagnoze je kvaliteta fiksacije uzorka.(2)

Elektron-mikroskopija koristi se u anatomskoj patologiji od 50-ih godina proslog stoljec¢a.(3) Danas sluzi
prvenstveno u dijagnostici glomerularnih i neuromuskularnih bolesti te nekih slabo diferenciranih ili
rijetkih neoplazmi. Za razliku od svjetlosnog mikroskopa, za rad elektronskog mikroskopa klju¢an je snop
elektrona koji preko sustava elektroni¢kih le¢a prolazi kroz tkivo i pada na zaslon na kojem se moze
promatrati ili fotografirati. Uzorci za ovu vrstu mikroskopije manji su od onih za svjetlosnu i nacin

njihove pripreme je drukciji.(2)

Postignut je znacajan napredak u razvoju molekularne biologije u zadnjih 30 godina te se znanstvena
dostignuca iz tog podrucja rutinski primijenjuju u laboratoriju za molekularnu patologiju.(3) Tehnikama
molekularne patologije rutinski se odreduju geni i mutacije specifi¢ni za odredene neoplazme.(2) Ovakve
metode daju odgovore na ucinkovitost terapijskih opcija i prognozu brojnih tumora.(3) Primijenjuje se
lan¢ana reakcija polimerazom (PCR- engl. polymerase chain reaction), reakcije sekvenciranja te in situ
hibridizacijske tehnike. Lancana reakcije polimerazom jednostavna je metoda koja omogucuje
beskona¢no umnazanje dijela genoma ¢ime pomaze u njegovoj identifikaciji u prou¢avanom uzorku.
Kvantitavni PCR ili RT-PCR (engl. real time polymerase chain reaction) koristan je pri identifikaciji vise
od jedne mutacije u uzorku. Sekvenciranje ima sposobnost identifikacije rijetkih mutacija odredivanjem
poretka nukleotida u fragmentu DNA. Ako primijenimo sekvenciranje nove generacije ili masivno
paralelno sekvenciranje ( engl. next generation sequencing/massive parallel sequencing), mozemo
istodobno dobiti poredak veceg broja genomskih fragmenata. /n situ hibridizacija omogucuje lokalizaciju
traZzenih promjena u genomu histoloskog preparata. Princip nalikuje onom imunohistokemijskom, ali
ovdje se radi o vezivanju komplementarne RNA ili DNA probe na dio genoma. Proba moze biti
obiljezena fluorescentnom supstancom i biti prikladna za analizu pod fluorescentnim mikroskopom.

Takva in situ hibridizacija naziva se fluorescentnom (FISH, engl. fluorescence in situ hibridization).



Kromogena in situ hibridizacija (CISH, engl. chromogenic in situ hibridization) koristi kromogen za

obiljezavanje probe. Ova tehnika ne zahtijeva posebnu opremu, dovoljan je svjetlosni mikroskop.(2)

U nastavku pojasnit ¢emo alternativne analiticke metode koje tek trebaju zazivjeti u rutinskoj
laboratorijskoj praksi patologije. Odabrali smo one metode za koje vjerujemo da imaju veliki
dijagnosticki potencijal jer znacajno povecavaju mogucnosti analize i mogu sluziti kao komplementarne
ve¢ uvrijezenim metodama. Alternativne metode prate napredak tehnologije u svim njezinim poljima, a za
danasnje je znanstveno djelovanje izrazito poticajan izum umjetne inteligencije. Osim primjene digitalne
patologije i njezinih alata, ne smijemo zaboraviti ni potencijal masene spektrometrije, razli¢itih vrsta

spektroskopije te mikroskopije atomskih sila.
2. Masena spektrometrija

2.1. Princip

Ideja masene spektrometrije temelji se na stvaranju nabijenih Cestica te njihovoj kasnijoj obradi koja
ukljucuje odabir, fragmentaciju i konacno njihovu detekciju. Ova metoda identificira molekule na temelju
omjera njihove mase i naboja (m/z). M je molekularna masa mjerenog iona u Daltonima, a z kvantitativno
opisuje naboj iona. Proces zapocinje ionizacijom u izvoru iona, gdje se pozitivno ili negativno nabijeni
ioni dobivaju iz neutralnih molekula. Dok ioni putuju kroz podrucja masenog spektrometra, dolazi do
fragmentacije. Fragmentacija je fenomen koji se dogada na odredenim kemijskim vezama. Budu¢i da
jacina fragmentacije ovisi o jakosti kemijske veze, svaka molekula proizvodi jedinstveni spektralni otisak
koji indirektno ukazuje na njezinu strukturu. Promatrani se ioni izdvajaju u masenom analizatoru prema
njihovim m/z omjerima, a na kraju se detektiraju na masenom detektoru. Rezultat masene spektrometrije

je graf ionskih vrhova, a osi su intenzitet i m/z. (4)
2.2. Nacini rada

Pri odabiru instrumenta za masenu spektrometriju, pozeljno je obratiti paznju na rezoluciju uredaja i
preciznost pri utvrdivanju mase. Visoka rezolucija povecava preciznost mjerenja mase i smanjuje
preklapanja vrhova postizuéi tako vecéu specificnost. Postoje brojne varijacije u ustrojstvu masenih
spektrometara. Tipi¢an maseni spektrometar moze se podijeliti na tri ve¢ navedena dijela: izvor iona,
maseni analizator i maseni detektor. U izvoru iona radi se ionizacija odnosno prvi korak masene
spektrometrije. U praksi uvrijezene su tehnike meke ionizacije poput elektrosprej ionizacije (ESI, engl.
electrospray ionization) i kemijske ionizacije pri atmosferskom tlaku (APCI, engl. atmospheric pressure
chemical ionization) za analizu tekuc¢inskom kromatografijom i tandem masenom spektrometrijom (LC-

MS/MS, engl. liquid chromatography-mass spectrometry) pri atmosferskom tlaku. ESI je ucinkovit za



male molekule, proteine i peptide. APCI se smatra grubljom tehnikom ionizacije jer moZze do¢i do gubitka
modifikacija ciljnih spojeva, primjerice gubitka glukuronidacije. Navedena tehnika prilagodena je
ionizaciji toplinski stabilnih molekula, a posebna prednost je sposobnost uklanjanja sastavnica matriksa
pri analizi steroida i lijekova. U klinickom laboratoriju rabi se jos i matricom potpomognuta laserska
desorpcija/ionizacija (MALDI, engl. matrix assisted laser desorption/ionization). MALDI je vrsta meke
ionizacije koja proizvodi jednostruko nabijene ione i moze analizirati brojne slozene molekule ukljucujuci
nukleinske kiseline, peptide i proteine. Maseni analizatori, kao drugi glavni dio svakog instrumenta,
razdvajaju i fragmentiraju ione na temelju m/z omjera kako bi ih potom detektirali. Cetverostruki maseni
spektrometri najcesce su koriSteni maseni analizatori u laboratorijima. Sastoje se od Cetiri paralelne
vodljive Sipke koje oblikuju kanal za prolazak iona. Na Sipke se djeluje kombinacijom jednosmjernih
potencijala s osciliraju¢om radiofrekvencijom kako bi ioni unutar uskog m/z raspona ostali u kanalu, a oni
izvan raspona radijalno se izbacili. Cetverostruki maseni analizatori zastupljeni su u klini¢koj praksi
primjerice za analizu lijekova, steroida, metabolita, kao i peptida i proteina. Osim Cetverostrukog
masenog analizatora, Cesto je koriSten analizator vremena leta (ToF, engl. time of flight). U ToF
analizatorima, ioni “lete” kroz cijev, pod utjecajem potencijala. Vrijeme leta, odnosno vrijeme potrebno
da ion stigne do detektora u ovisnosti je 0 m/z omjeru. Posljedi¢no, laksi ioni putuju brze i stizu do
detektora prije tezih iona. ToF-MS ima brojne prednosti: ve¢i dinamicki raspon, vecu preciznost u
odredivanju mase i brzinu ukupne analize uz umjerenu rezoluciju i osjetljivost. Vazne klinicke primjene
ToF-MS ukljucuju identifikaciju mikroorganizama i genotipizaciju. Ako se masena analiza odvija u
seriji, odnosno istodobno se analizira viSe iona, to se naziva tandemska masena spektrometrija (MS/MS).
Takve tehnike spektrometrije korisne su za strukturnu analizu i kvantifikaciju vise spojeva sli¢ne

strukture 1 priblizno iste relativne mase.(4)
2.3. Primjena
2.3.1. Proteini

U razvoju bolesti jedan od najvaznijih ¢imbenika je ekspresija proteina. Za razumijevanje
patofizioloskih mehanizama bolesti, ekspresija proteina je presudna. Analiziranje proteoma vazno je
za svaku dijagnozu bolesti u klinickoj praksi. Metoda masene spektrometrije moze posluziti kao
nadopuna imunohistokemijskoj analizi u patologiji jer daje odgovor na pitanja ekspresije proteina i
otkrivanja novih biomarkera u odredenom uzorku krvi, urina ili bioptickog uzorka tkiva. Dva nacina
primjene masene spektrometrije kod ekspresije proteina su nazvane prema smjeru analize. Tako
razlikujemo top-down 1 bottom-up proteomiku. Top-down proteomika podrazumijeva analiziranje
intaktnih proteina $to kod velikog broja proteina sli¢ne molekularne mase dovodi do nedovoljne

to¢nosti u njihovom razlikovanju zbog ograni¢enosti instrumenta. Botfom-up proteomika zaobilazi taj
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problem i daje bolje rezultate. U Bottom-up tehnici dodaje se peptidaza najcesce tripsin koji cijepa
proteine u manje peptide. Prije masene spektrometrije, tripsin se uklanja pomo¢u kromatografije.

Analizirani peptidi pokazuju vecu medusobnu raznolikost i lakse se prepoznaju.(4)
2.3.2. Lipidi

Makromolekule lipida vrlo su vazne u stanicnom metabolizmu. Lipidi imaju brojne uloge u ljudskom
organizmu. Osim §to sluze kao gradevni spojevi stanicnih membrana, derivati fosfolipida vazni su za
medustani¢nu signalizaciju. Buduc¢i da promjene u stani¢noj signalizaciji mogu znaciti prisutnost
bolesti, analiza lipida je neizostavan dio danasnjih istrazivanja. Razlog zasto ih se prije nije pocelo
temeljitije proucavati nalazi se u ¢injenici da su veéini in situ analiza nedohvatljivi. Lipidi nerijetko
igraju ulogu u karcinogenezi zbog ¢ega bi novije metode njhovog proucavanja bile od iznimne
vaznosti za bolje razumijevanje, a onda i uspjesnije lijeCenje karcinoma. Prva tehnika masene
spektrometrije koja je primjenjena za analizu kolesterola i fosfolipida bila je SIMS-ToF( engl.
Secondary lon Mass Spectrometry-Time of Flight), a nedugo kasnije koristio se i MALDI. Masena
spektrometrija sekundarnih iona analizira samo sekundarne ione koji su nastali kao posljedica sudara
primarnih iona i uzorka odnosno njihovo vrijeme “leta”. Ovom tehnikom uvelike se povecala
razlucivost. MALDI je posebno koristan za detaljnu analizu tumorskih tkiva jer istovremeno dobiva
informacije o morfologiji tkiva i molekularnom sastavu. Svaki tumor ima svoje strukturalne
posebnosti. Strukturalni i molekularni fenotip tumora pomaze u njegovoj adekvatnoj tipizaciji i
odabiru ucinkovite terapije. Slikovne tehnike masene spektrometrije u tome imaju veliku prednost.(5)
O uspjesnosti analize MALDI masenom spektrometrijom govori ¢injenica da je identificirano vise
podvrsta markera koji su direktno povezani s prognozom karcinoma. Identificirane podvrste markera
pripadaju primjerice nesitnostani¢nom karcinomu bubrega, karcinomu mozga, dojke, prostate i

karcinomu Zeluca intestinalnog tipa. (6)
2.3.3. Amiloidoza

Amiloidoza je skupina bolesti koja nastaje nakupljanjem proteina. Ovi pogre$no smotani proteini
nazivaju se amiloidni fibrili i oblikovani su u beta nabrane ploce. Mogu se nakupljati lokalno u
izvanstani¢noj tvari ili sistemski. Patogeneza amiloidoze polazi iz ovog prekomjernog nakupljanja
koje uzrokuje citotoki¢nost, a posljedi¢no i oStecenje organa. Utvrdivanje strukture amiloidnih fibrila
iznimno je vazno za postavljanje prave dijagnoze jer amiloidoza ima 36 podtipova. O podtipu
amiloidoze ovisi vrsta terapije. Za postavljanje dijagnoze, moze se koristiti svjetlosni i elektronski
mikroskop. Pod svjetlosnim mikroskopom izrazena je promjena amiloidnih depozita nakon primjene

Kongo crvenog obojenja, a pod elektronskim mikroskopom isti depoziti prikazuju se kao nasumi¢no



poslozene, nerazgranate fibrile s promjerom u rasponu od 7 do 14 nm. U slucaju prisutnosti
amiloidnih nakupina, daljnji je cilj odrediti podtip amiloidoze. Rutinski se za odredivanje podtipa
primjenjuju imunohistokemijske tehnike, posebice imunofluorescencija.(4) Imunofluorescencija je
imunohistokemijska tehnika kod koje se umjesto konjugiranih antitijela kromogenom, antitijela
konjugiraju s fluorescentnom bojom. Takve boje odnosno spojevi od kojih se najéesce izdavaja
fluorescein izotiocijanat ime su dobili po sposobnosti fluorescencije. Fluorescencija je sposobnost
upijanja ultraljubicastih zraka i emitiranja zraka iz spektra vidljive svjetlosti pod fluorescentnim
mikroskopom.(3) Smanjena osjetljivost i specificnost u imunohistokemijskim nalazima mogu biti
posljedica pozadinskog oneciS¢enja, velikog broja potrebnih antitijela te gubitka epitopa zbog
fiksacije formalinom. Moderna tehnika spektrometrije nazvana laserska mikrodisekcija i masena
spektrometrija (LMD-MS, engl. Laser Microdissection and Mass Spectrometry) kombinira metode
laserskog izdvajanja podrucja interesa na uzorku pod kontrolom svjetlosnog mikroskopa i objasnjenu
bottom-up tehniku cijepanja proteina na peptide prije tandemske masene spektrometrije. Ovakva
metode je vrlo efikasna i dovoljna je za subtipizaciju amiloidoze s visokom osjetljivoscu i

specificnoséu.(4)
2.3.4. Karcinom dojke

MALDI tehnika primijenjena je na raku dojke u brojnim istrazivajima s iznimnim rezultatima. Dosli
su do otkrica tri specifi¢na proteina koja su se nalazila u razli¢itim regijama karcinoma dojke. Osim
toga, u metastatski promijenjenom limfnom ¢voru pronasli su jedinstvene proteinske signale.(7)
Usporedujuci karcinome dojke pacijentica s i bez pozitivnih limfnih ¢vorova, utvrdili su Sest razli¢itih
proteinskih ekspresija.(8) Ovaj rezultat ukazuje na prediktivni potencijal masene spektrometrije u
raku dojke. Masena se spektrometrija eksperimentalno pokazala i kao obe¢avaju¢a metoda za
odredivanje HER2/neu receptora od in situ hibridizacije i imunohistokemijskih metoda.(9,10) HER2
(engl. human epidermal growth factor receptor 2) pripada skupini epidermalnih faktora rasta (EGF,
engl. epidermal growth factor). Gen za HER2 nalazi se na dugom kraku 17. kromosoma koji kodira
navedeni protein dugacak 185 kDa. Prekomjerna ekspresija HER2 prisutna je u 20-30% karcinoma
dojke te se veze s agresivnijim oblikom karcinoma odnosno ve¢om stopom recidiva i kra¢om stopom
prezivljenja.(11) Dekker i suradnici uspjeli su uoditi signale stromalne aktivacije u raku dojke
koriste¢i masenu spektrometriju.(12) Casadonte i suradnici su pomo¢u MALDI tehnike stvorili

algoritam koji razlikuje metastaze dojke od metastaza prostate.(13) (Slika 1.)
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Slika 1. Usporedba histologije i MALDI rezultata. H&E bojenja su izvedena nakon MALDI analize. Prikazani su H&E obojeni
presjeci i maseni spektralni prikazi za uzorke biopsije raka dojke (a—c) i gusterace (d—f). Distribucija dva m/z peptida, 1906.37
(protein toplinskog Soka p-1, HSPB 27) i 1849.9 (protein slican proteinu bogatom glutaminskom kiselinom koji veze SH3
domenu, SH3L1). Vidljiva je razlika u izraZenosti izmedu biopsija jezgri karcinoma dojke i gusterace. Karta gustoce iona HSB 27
proteina pokazuje distribuciju samo u podskupini biopsija dojke (a—c), dok je SH3L1 visoko izraZen u biopsijama gusterace (d—f).
Preuzeto iz Kriegsmann i sur. (2014). MALDI TOF imaging mass spectrometry in clinical pathology: A valuable tool for cancer
diagnostics (Review). International Journal of Oncology.46(3):893-906 (6)

2.4. Prednosti 1 nedostaci

Trenutna istrazivanja o primjeni masene spektrometrije u patoloskoj dijagnostici izgledaju
obecavaju¢e. MALDI pokazuje brojne analiticke prednosti poput brzine kojom se dolazi do
dijagnoze, preciznosti dobivenih podataka te nizoj cijeni postupka. (5) MALDI ¢e se u buduénosti
koristit kao nadopuna patohistoloskoj analizi. Najveca prednost MALDI spektrometrije je $to je za
adekvatnu analizu dovoljan samo jedan tkivni rez, a ostatak uzorka se moze iskoristiti za dopunske
molekularne metode. Ovaj princip uvelike olakSava pripremu tkiva, a time Stedi vrijeme, novac i
bioloski materijal.(6) Problemi koji jo§ uvijek onemogucavaju primjenu u svakodnevnoj praksi su
velika inicijalna cijena, nedostatak osoblja obrazovanog za tu metodu, nedovoljna automatizacija i
standardizacija postupka te manjak zakonske regulative.(7) Za rutinsku je primjenu prvenstveno
potrebna standardizacija koriStenja masene spektrometrije u patologiji i kontrola kvalitete putem

medulaboratorijske validacije.(6)



3. Mikroskopija atomskih sila

3.1. Princip

Mikroskopija atomskih sila (AFM, engl. atomic force microscopy) je metoda skeniranja koja je
osmisljena 1986.godine, a usla je u primjenu 1990. godine.(14) Ova visokorezolucijska metoda
naziva se jo$ mikroskopijom skenirajuéih sila (SFM, engl. scanning force microscopy).(15) Klju¢ni je
dio ove vrste mikroskopije sonda ostrog vrha objeSena o polugu.(14) Vrh sonde prolaze¢i po uzorku
stvara privlacne ili odbojne sile s povrsinskim dijelovima uzorka. Prema kemijskoj prirodi najcesce
stvorene sile su Van der Waalsove, elektrostatske te hidrofilne odnosno hidrofobne sile. Svaka
stvorena sila uzrokuje savijanje opruge u odredenom smjeru. Laserske se zrake reflektiraju od
povrsine do fotodioda kao posljedica savijanja sonde. Ako dovoljno svjetlosti padne na pojedinacnu
fotodiodu, ona stvara izlazni signal pomocu kojeg skener moze prilagoditi visinu sonde. Promjene u
savijanju sonde na povrsini sluze za trodimenzionalnu topografsku rekonstrukciju mjerenog

uzorka.(15)
3.2. Nadini rada

Nacini rada prilagodeni su vrstama uzoraka. Osim poboljSanja rezolucije prikaza, nerijetko se odabir
nacina snimanja prilagodava zbog rizika od oStecenja samog uzorka. U kontaktnom nacinu rada
ostvaren je kontakt izmedu vrha sonde i uzorka tijekom cijelog vremena snimanja, a sile koje
prevladavaju su odbojne. Nekontaktni se nacin rada opisuje suprotno; nema kontakta izmedu sonde i
povrsine, a rezultantna sila je privla¢na. Kontaktna metoda korisna je za analizu ¢vr$¢ih i grubljih
struktura. Posebna vrsta kontaktne metode naziva se snimanje u nacinu trenja. Kod ove metode
detektor osim vertikalnih promjena biljezi i znacajke trenja iz torzijskog zakretanja sonde.
Nekontakna metoda ¢esto se primjenjue pri skeniranju biomaterijala jer nema rizika od njegovog
oste¢enja. Unato¢ tome, nekontaktna tehnika ima ograni¢enu primjenu u analizi biomaterijala jer
zahtijeva visoki vakuum za medij. Metoda s naj§irom primjenom za mjerenje bioloskih uzoraka je
metoda tapkanja (engl. tapping method). Ova metoda ima alterirajuéi vrh sonde koji se priblizava i
udaljuje od uzorka u pravilnim vremenskim razmacima. Rezultatna je sila stoga promjenjiva. Metoda
tapkanja ima visoku rezoluciju i njezna je prema uzorcima. Postoji i metoda sile (engl. force method)
pri kojoj se koristi posebno prilagodena sila koja uzrokuje nano (Inm=1x10" m) uleknuca u uzorku.
Stvorena uleknuca daju informaciju o ¢vrstoci 1 elasticnosti tkiva te se pomoc¢u ovog nacina
mikroskopije moze izraditi i Youngov modul elasticnosti za mjereno tkivo.(14) Youngov modul
elasti¢nosti jedan je od najvaznijih modela u mehanici. On opisuje krutost elasti¢nih tvari, a iskazuje

se kao omjer naprezanja i deformacije tvari.(16)
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3.3. Primjena

AFM rezultati su skenovi koji imaju svoju tocnost i specificnost. Dobre strane metode leze u ¢injenici
da su rezultati mikroskopije atomskih sila u nanometarskim ili subnanometarskinm veli¢inama. AFM
pokazuje vrlo dobre rezultate u morfoloskoj, mehanickoj i molekularnoj analizi biomaterijala. Na
subnanometarskoj razini moze opisati oblik i veli¢inu strukture te pruziti podatke o njezinoj
povrsinskoj topografiji. Osim toga, opaza strukturne i konformacijske promjene citoskeletnih proteina
1 membranskih lipida. Sposoban je zamijetiti najranije morfoloske promjene koje su najcesée jedan od
prvih znakova bolesti te rane morfoloSke promjene nakon primjene terapije. Promjene u sastavu,
hidrataciji 1 organizaciji izvanstanicnog matriksa dovode do mehanickih promjena u tkivima. Mijenja
se elasti¢nost tkiva odnosno mekoca koja se moze opisati spomenutim Youngovim modulom. Visok
Youngov modul elasti¢nosti nekog tkiva ukazuje na smanjenu mehanicku provodljivost. Elasti¢nost
tkiva slabi starenjem, ali do povecanja ¢vrstoce Cesto dolazi kao posljedica neke patoloske promjene.
AFM mikroskopski nalaz o¢vrsnuca tkiva odnosno smanjenja njegove prilagodljivosti moze rano
otkriti prisutnost bolesti. Osim prilagodljivosti, smanjenje mehanicke adhezije tkiva isto tako
upozorava na potencijalnu bolest. Adhezija stanica znacajno utjece u regulaciji i komunikaciji stanica.

Ovakva interakcija kontrolira stani¢ne funkcije i procese izmedu stanica i izvanstani¢ne tvari.(14)
3.3.1. HIV

AFM metoda dovela je do zamjetnog napretka u dijagnosticiranju virusnih bolesti. Jedan od primjera
je virus humane imunodeficijencije (HIV). HIV je omotani retrovirus koji sadrzi genetski materijal u
obliku jednostruke RNA u ranoj fazi svojeg postojanja. Tijekom sazrijevanja virusa oblikuje se
koni¢na kapsida oko RNA. Kapsida se sastoji od kombinacije pentamera i heksamera, a duljina joj je
oko 100-120 nm. Kapsida ¢e se u kasnoj fazi sazrijevanja virusa otopiti. Provedena su brojna
istrazivanja o mehani¢kim svojstvima kapside mjereé¢i njezinu krutost AFM tehnikom
nanoindentacije. Pang i suradnici dosli su do zakljuc¢ka da pod utjecajem virusnog omotaca dolazi do
smanjenja u krutosti kapside tijekom sazrijevanja virusa. Drugo istrazivanje koje su vodili Kol i
suradnici usporedilo je mehanicka obiljezja zrelih i nezrelih HIV virusa koriStenjem AFM
nanoindentacije. Konstanta opruge zrelog HIV-1 izracunata je 0,22 N/m, a konstanta opruge nezrelog
HIV-1 puno je veca i iznosi 3,15 N/m. Youngovi moduli iznose 0,44 GPa i 0,93 GPa za zreli i nezreli
HIV-1. HIV-1 manjeg stupnja sazrijevanja pokazuje vecu ¢vrstocu. Primjena AFM metode uvelike je
olaksala predvidanje vremenskog perioda od ulaska HIV-a u organizam do otapanja kapside odnosno

do pojave infekcije.(17)

3.3.2. Tumori
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3.4.

Tumorske stanice se od normalnih razlikuju po mnogim obiljezjima, ali nerijetko tumori ostanu
nezamijeceni. AFM kao veliku prednost ima ve¢ spomenutu visoku rezoluciju. Usto, moze analizirati
tkiva u fiziolosSkom okruzenju odnosno in vivo. Opticka i fluorescentna mikroskopija daju dobre
rezultate u morfologiji tumora, ali zbog visoke rezolucije AFM metode ona daje odgovore na pitanja
najsitnije tumorske morfologije, povrsinske topografije, egzocitoze, interakcija izmedu dviju tumorski
promijenjenih stanica ili interakcije tumorske stanice i izvanstani¢ne tvari te proteoliticke aktivnosti
tumora. Tumorske se stanice od obi¢nih razlikuju po rastu, beskona¢noj sposobnosti dijeljenja i
izbjegavanju apoptoze. Tumori mijenjaju svoj mikrokoli§ (TME, engl. tumor microenvironment) kako
bi poboljsali svoj rast i razvoj. Njihov se mikrokolis sastoji od krvnih i limfnih zila, stromalnih
stanica, faktora rasta i izvanstani¢ne tvari. Maligna transformacija prvenstveno je povezana s
promjenom u nanomehanickim svojstvima. Primjerice, karcinom dojke i prostate pokazuje
dezmoplasti¢nu promjenu pri kojoj zbog prekomjerne proizvodnje izvanstani¢ne tvari dolazi do
o¢vrsnuca tumorskog mikrookolisa. Ovaj nalaz ukazuje na sposobnost mikroskopije atomskih sila ne
samo da mjeri elasti¢nost stanice, ve¢ i izvanstani¢ne tvari.(17) Znacajni morfoloski pronalazak u
proucavanju invazivnosti glioblastoma pronasli su znanstvenici Chasiotis i Fillmore i njihovi
suradnici u dva odvojena istrazivanja. Mikroskopijom atomskih sila otkrili su specifi¢na
nanoobiljezja invadopodija koji imaju veliku ulogu u invazivnosti i sposobnosti glioblastoma da
stvori udaljene metastaze.(18,19) Ako govorimo o stani¢noj adheziji, koristenjem AFM Laurent i
suradnici dosli su do zakljucka da stanice invazivnijih oblika karcinoma stvaraju ¢vrsée veze s
endotelnim stanicama u odnosu na manje invazivne oblike.(20) Lekka i suradnici su u svojem
pionirskom istrazivanju iz 1999. godine proucavajuéi karcinom mokra¢nog mjehura dosli do
neocekivanog zakljucka da su maligne stanice mekanije od normalnih.(21) Tumori mogu pokazivati i
smanjenu mehanicku elasti¢nost kao posljedicu povecanja koncentracije kolagena i 1l u
izvanstanicnoj tvari. Od te ¢injenice polazi mogucénost palpiranja solidnih tumora u ¢ovjeku. Daljnja
istrazivanja koriste¢i AFM potvrdila su postojanje dva maksimuma elasti¢nosti Youngovog modula
tumorskih tkiva za razliku od zdravih koji pokazuju samo jedan maksimum. Ovaj rezultat moze

objasniti dvojnost u mehanickim svojstvima tumorskih stanica.(17)
Prednosti i nedostaci

Mikroskopsija atomskih sila je nanoskopska metoda koja s visokom to¢nos¢u analizira uzorke. Ima
sposobnost snimanja u fizioloskim uvjetima te moze primijetiti promjene u medustani¢noj interakciji
i one na molekularnoj razini. Primarno se koristi za povrSinsku topografsku analizu, ali istovremeno
ispituje prilagodljivost tkiva i stani¢nu adheziju. Metoda je vrlo osjetljiva i njome su oc€ite najranije

stukturalne promjene koje prethode razvoju neke bolesti. Najvec¢i nedostatak klasi¢ne mikroskopije
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atomskih sila je vrijeme koje je potrebno da snimi podrucje uzorka unutar jednog okvira. Za jedan
okvir potrebno je otprilike 5 minuta. Novi izum je mikroskopija atomskih sila velike brzine (HS-
AFM, engl. high speed atomic force microscopy). Za snimanje unutar jednog okvira ovoj metodi
potrebno je svega 80 ms. Ovaj izum uvelike ubrzava snimanje i uspjesno rjesava problem sporosti
klasi¢ne metode.(17) Kao drugi problem isti¢e se manjak biokemijskih informacija o tkivu koje

ovakva mikroskopija ne pruza.(14)
4. Ramanova spektroskopija

4.1. Princip

Ramanova je spektroskopija (RS, engl. Raman spectroscopy) vrsta spektroskopije koja koristi
Ramanovo neelasti¢no rasprsenje svjetlosti kao svoj osnovni mehanizam. Laserski snop obasjava
uzorak. Kada laserski snop obasja povrsinu uzorka, fotoni dolaze u dodir s elektronima molekula na
povrsini uzorka. Dolazi do neelasti¢nog rasprSenja fotona kojima se zbog toga promijeni frekvencija.
Frekvencija prije interakcije iznosila je v0, a nakon rasprSenja v1. Na temelju razlike tih frekvencija
dobije se rezultantna frekvencija ili spektralna vrpca koja je specificna za svaku molekulu. Spektralna
vrpca molekule ili njezin kemijski otisak jednoznacno prepoznaje odredenu molekulu prema
vibracijskom stanju kemijskih veza u toj molekuli. Neelasticno se rasprSenje u prirodi puno rjede

dogada od elasti¢nog rasprsenja Sto uvelike smanjuje osjetljivost Ramanove spektroskopije.(22)
4.2. Nacini rada

Povrsinski poja¢ana Ramanova spektroskopija ili povrsinski pojac¢ana spektroskopija Ramanovog
rasprSenja (SERS, engl. surface enhanced Raman spectroscopy) pokazuje visoku specificnost i
osjetljivost. Ona zaobilazi ovaj problem zbog dvije nadogradnje. Prvi na¢in nadogradnje ostvaruje se
viSebrojnim metalnim nanostrukturama koje povecavaju Ramanov signal. Ovakva vrsta pojacanja
naziva se elektromagnestko pojacanje, a posljedica je svjetlosnog pobudivanja ravnomjerno
rasporedenog elektronskog plina po nanostrukturi. Nakon pobudivanja dolazi do preraspodjele
elektronskog plina Sto se naziva plazmonska oscilacija. Ako se uskladi frekvencija elektromagnetskog
polja odnosno primjenjene svjetlosti i plazmonske oscilacije, Ramanov signal moze se znatno
povecati. Osim elektromagnetskog pojacanja, primjenjuje se i kemijsko pojacanje. U kemijskom
pojacanju dolazi do optickog prijelaza zbog hibridizacije metala i molekula. Ovo dovodi do promjena
u sposobnosti polarizacije molekula i u relativnoj orijentaciji kompleksa molekula-metal $to oboje
direktno utjece na jakost Ramanovog signala. Za SERS snimanje koriste se biokompatibilne SERS
podloge s nanostrukturama plemenitih metala ili one koloidne s nano¢esticama u pufer otopini.

Ovakve podloge imaju vruce tocke (engl. kot spots) u kojima je elektromagnetsko polje najjace zbog
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Cega je pozeljno promatrane molekule postaviti u navedene tocke. Jedna od varijacija je ubrizgavanje
koloidnih otopina s nanoc¢esticama u tkivo kako bi se pojacao Ramanov signal. SERS pokazuje
osjetljivost na molekularnoj razini i visoku specifi¢nost kod promatranja brojnih patoloskih stanja
poput upalnih stani¢nih procesa, hipoksije, nekroze, apoptoze te pri dijagnostici tumora.(22) Duboka
Ramanova spektroskopija razvija se kao posebna neinvazivna dijagnosticka metoda. Omogucuje
postavljanje dijagnoze Cvrstih organa izvan tijela. Metoda je ograni¢ena na tkiva sa snaznim i jasno

razlu¢ivim signalom Ramanovog rasprsenja.(23)
4.3 Primjena

SERS ima brojne dobre karakteristike. Njezina uspjesnost mjerljiva je jedino s LC-MS metodom, no
prednosti su SERS metode nad ovom tehnikom masene spektrometrije krace vrijeme reakcije i in vivo
moguénost mjerenja. (Slika 2.) Ako govorimo o stani¢nim procesima i stanjima organizma, SERS
ima §iroku primjenu za njihovo prepoznavanje. Postoje dva mehanizma smrti stanice. Apoptoza je
nacin stani¢ne smrti kod koje dolazi do njezinog samounistenja aktiviranjem endogenog genskog
programa. Ovaj mehanizam ima enzimsku podlogu i trosi zalihe energije u stanici. Nekroza je uvijek
patoloski proces koji nastaje zbog poremecaja vitalnih procesa stanice ili manjka energije u stanici.(2)
Kod apoptoze stanica se cijepa na apoptoticka tjeleSca koja okolne stanice apsorbiraju, a nakon
nekroze iz stanice izlaze medijatori upale i kemotakti¢ni spojevi koji privlace leukocite. Ramanovom
se spektroskopijom mogu razlikovati ova dva procesa stani¢ne smrti na temelju razlika intenziteta
pojedinih signala. Nekrozu obiljezavaju pojacani signali proteina, dok se kod apoptoze oni ne moraju
razlikovati od proteinskih signala zive stanice ili mogu biti smanjeni. Pojacanje fosfolipidnih i signala
citokroma C ukazuje na apoptozu. Za kasnu apoptozu specifi¢no je i oslabljenje DNA signala. Upala
je obrambena reakcija organizma na ozljedu. Uobic¢ajeni su znakovi upale crvenilo, otok, bol, toplina
i gubitak funkcije. Pri lokalnoj se upali prvi oslobodeni medijatori upale mogu detektirati pomoc¢u
SERS in situ metode. Sistemska upala oznacava Sirenje medijatora upale u krv. Jedan od glavnih
medijatora upale je CRP (C reaktivni protein). CRP se ne moze klasi¢nim metodama zamijetiti u
toliko niskoj koncentraciji Koliko se moze SERS metodom na zlatnoj podlozi. Ova metoda detektira
koncentraciju CRP-a veé¢ u koncentraciji 10"'7 M. Takva rana dijagnostika igra klju¢nu ulogu u ranoj
primjeni terapije. Hipoksija je treci proces povoljan za SERS dijagnosticku metodu. Ovaj proces prati
poremecaj dotoka kisika u tkivo zbog ¢ega dolazi do nedovoljne tkivne opskrbe kisikom. Dotok
kisika moze biti poremecen zbog mozdanog udara, aterosklerotskog plaka ili tumorske infiltracije.
Hipoksi¢ne stanice prolaze promjenu pH u hipoksiji §to dovodi do poremecaja u oksidacijsko-

redukcijskim procesima unutar stanice. Jedan od primjera je pojacano djelovanje enzima
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nitroreduktaze pri cemu SERS metoda prepoznaje slabljenje signala dusikovog oksida (NO-) zbog

redukcije u NH».(22)

In vivo SERS Pathologies

Necrosis/apoptosis

proteins bacteria

viruses molecules

Infections Inflammation

Slika 2. Mogucnosti vizualizacije primjenom SERS metode. Preuzeto iz Kozik i sur.(2021). A review of surface-enhanced

Raman spectroscopy in pathological processes. Analytica Chimica Acta. (22)

4.3.1. Ateroskleroza

Ateroskleroza je jedna od najucestalijih bolesti krvozilnog sustava koja je uzrokovana prekomjernom
tjelesnom tezinom i starenjem. Stijenke arterija postaju osjetljive zbog oksidativnog stresa i starenja.
U takve stijenke odlaZzu se masne naslage iz krvi te kristalizirani kalcijevi spojevi, primjerice kalcijev
apatit. Ovakvi aterosklerotski plakovi privlace makrofage koji potpomazu razgradnju masti u tkivima.
Djelovanje makrofaga dovodi do otoka stijenke i stani¢ne toksicnosti $to za posljedicu moze imati
rupturu arterije.(24) Motz i suradnici su 2006. godine prvi put koristili Ramanovu spektroskopiju za
detekciju aterosklerotskih plakova in vivo u ¢ovjeku.(25) Sonda je bila postavljena u arteriju okomito
na plak. Nakon operacije su kako bi dokazali potencijal Ramanove spektroskopije podvrgnuli
odstranjeni plak patohistoloskoj analizi za usporedbu. Nedavno, znanstvenici su ponudili
multimodalni model kombinacijom Ramanove i CARS spektroskopije za analizu aterosklerotskih
plakova.(24) Koherentna anti-Stokesova Ramanova spektroskopija (CARS, engl. coherent anti-Stokes
Raman spectroscopy) nelinearna je metoda kod koje se Ramanova koherencija postize dvama
laserima koja kad se ispituje tre¢im laserom stvara koheretni laserski signal u fazno uskladenom

pravcu.(26)
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4.3.2. Tumori

Iz mikroskopske perspektive tumor zapocinje malignom transformacijom jedne stanice. Nakon
transformacije jedne tumorske stanice, tumor se $iri i mijenja naj¢e$¢e od prekancerozene promjene
do malignog tipa. Tumorske se od zdravih stanica razlikuju po morfologiji i stanicnom ustroju te po
prekomjernom luc¢enju odredenih spojeva koje nazivamo tumorskim markerima. Jedan od vrlo vaznih
dijagnostickih elemenata je potencijal otkrivanja tumora i peritumorskih regija tijekom kirurskog
zahvata. Ovdje postoji potencijal za Ramanovu spektroskopiju koja ¢e na temelju razlika
koncentracija pojedinih komponenti razluciti izmedu zdravih i malignih stanica.(24) Primjerice, Stone
i suradnici koristili su Ramanovu spektroskopiju za prou¢avanje karcinoma mokra¢nog mjehura i
karcinoma prostate. Ramanovom spektroskopijom detektirali su pojacani signal kolesterola koji je
povezan s nekrozom te oslabljeni signal kolagena u mokra¢nom mjehuru koji ukazuje na prosirenje
bolesti.(27) Ramanovom su spektroskopijom Bergholt i suradnici 2014. godine s osjetljivoséu od
87% 1 specificnoséu od 84% razlikovali zdravi od Barrettovog jednjaka.(28) Osim navedenih lako
dohvatljivih tumora Supljih organa, Ramanova je spektroskopija uspjesna i za ex vivo mjerenja tesko
dostupnih organa poput mozga, dojke i jetre.(24) 1996. godine Hawi i suradnici su primjenom

Ramanove spektroskopije uspjeli razlikovati zdrave i maligno promijenjene ljudske hepatocite.(29)
4.4. Prednosti i nedostaci

Ramanova se spektroskopija pokazala kao dijagnosticka metoda koju se moze koristit za in vivo
snimanje Supljih organa tijekom endoskopskih postupaka. Neinvazivna je tehnika koja nema nikakvih
Stetnih ucinaka na uzorak odnosno tkivo. Zahtijeva minimalnu pripremu tkiva bez dodatnih obojenja i
kemijskih fiksativa ¢ime povoljno utjece na stvaranje medicinskog otpada. Pogodna je za snimanje
bioloskih uzoraka radi njihove kemijske analize i klasifikacije. Unato¢ visokoj specifi¢nosti, nerijetko
je kod analize Ramanovom spektroskopijom osjetljivost preniska. Osim toga, javlja se i problem
autofluorescencije pri snimanju.(24) Autofluorescencija je intrinzi¢no svojstvo stanica i tkiva i
razlikuje se od fluorescencije jer stanice nisu obiljeZene fluorescentnim spojevima. Ova pojava
nastaje aktivacijom endogenih fluorofora koji fluoresciraju pod djelovanjem ultraljubiCaste svjetlosti
odgovarajuce valne duljine.(30) Ako je Ramanov signal slab, znatno se produljuje vrijeme snimanja.
Osim primjene same Ramanove spektroskopije, obicno je potrebna i sofisticirana ponekad dugotrajna

analiza podataka za postavljanje tocne dijagnoze.
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5. Laserska spektroskopija

5.1. Princip

Spektroskopija izazvana laserskim lomom (LIBS, engl. /aser induced breakdown spectroscopy) je
jedna od atomskih emisijskih spektroskopija koja se temelji na primjeni lasera. Pogodna je za
mjerenja uzoraka u svim agregacijskim stanjima; ¢vrstom, tekuc¢em i plinovitom. Visokoenergetski
pulsirajudi laser udara o uzorak pri ¢emu se stvara plazma koja tijekom hladenja i vracanja u svoje
pocetno stanje emitira zracenje koje spektrometar biljezi.(31) Detaljnije, LIBS se instrument sastoji
od 5 osnovnih dijelova: izvor svjetla, opticki sustav, spektrometar, detektor svjetla i raunalo. U LIBS
spektroskopiji jedan od osnovnih parametara je energija po pulsu koja odreduje jakost emitiranog
signala i oStecenje tkiva na koje je laser djelovao. Kombinacijom polarizatora i poluvalne ploce
omoguceno je prilagodavanje jacine energije oslobodene u jednom impulsu. Konvergencija zraka
najbitniji je Cimbenik za stvaranje plazme. Kako bi se konvergencija povecala zrake su usmjerene
kroz sustav leca i prizmi te fokusirane malo iznad povrsine tkiva. Za fokusiranje moze se koristiti
povecanje objektiva, no time osjetljivost pada. Svjetlost koju emitira plazma usmjerava se prema
detektorima poput fotomultiplikatora ili kamere. Za biljezenje podataka potrebna je primjena

softvera.(32)
5.2. Nacini rada

Osim dvodimenzionalnog na¢ina snimanja za vece i deblje uzorke bioloskog tkiva korisna je primjena
trodimenzionalne spektroskopije izazvane laserskim lomom. LIBS ima veliku propusnost zbog ¢ega
je moguce snimanje slojeva. Postoje dva nacina za trodimenzionalnu analizu ovom metodom. Prvi
nacin ne koristi nikakvu prethodnu pripremu tkiva te se snimanje zasniva na propusnosti metode, a za
drugi nacin tkivo odnosno uzorak se nareze na tanke slojeve koji se analiziraju sloj po sloj.
Mjerenjem uzastopnih rezova i uskladivanjem podataka za svaki rez dobiva se informacija o
dubinskoj distribuciji intenziteta koja ukazuje na razinu dubinske jednoli¢nosti tkiva. Ovakva metoda

koristi se primjerice za analizu koznih karcinoma.(33)
5.3. Primjena

U patologiji, laserska se spektroskopija moze koristiti kao dijagnosticki alat bioptickog uzorka. Ona
moze prepoznati razlike u sastavu tkiva zbog ¢ega se moze koristiti za razlikovanje zdravog od
tumorski promijenjenog tkiva. Kvantifikacijskim istrazivanjima utvrdeno je da postoji ralika u
sastavu elementarnih spojeva izmedu zdravog i bolesnog tkiva. Razlika u koncentraciji raznih

kemijskih spojeva poput C,0,H,N,Ca,K,Na,Mg detektabilna je LIBS metodom. Buduc¢i da tumorska
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tkiva obi¢no imaju veci stupanj kalcifikacije od zdravih, promjene razine kacija utvrdene LIBS
tehnikom od velike su vaznosti za rano otkrivanje tumora. Za optimizaciju analitickog procesa
potreban je jedinstveni nacin obrade podataka dobivenih ovom vrstom spektroskopije. Podaci se zbog
toga obraduju raznim kemometrijskim tehnikama i tehnikama strojnog ucenja $to smanjuje brzinu i
tocnost analize rezultata. Usto, vecina tkiva koja se snima LIBS metodom su prosla neki process
pripreme kako bi se sprijecila njihova razgradnja. Ovo moze negativno utjecati na detekciju LIBS
metodom. Uzorci mogu biti svjezi, smrznuti, osuseni na zraku, fiksirani organskim otapalom,
ugradeni u parafin fiksirani formalinom ili uzorci peleta. Kozno se tkivo moze susiti, mljeti i na kraju
presati pod tlakom od 1 T kako bi se dobio pelet. Osim nacina fiksacije na uspjesnost snimanja veoma
djeluje debljina i morfologija uzorka. LIBS signali bioloskog tkiva mogu biti naruseni primjerice
mekoc¢om povrsine, sadrzajem vlage, debljinom tkiva i strukturalnim varijacijama u tkivu. Prikladna
fiksacija je vazna jer moze sacuvati morfoloska obiljezja tkiva i oCvrsnuti ga za daljnju obradu. LIBS
signali smrznutih i debelo rezanih uzoraka tkiva pokazali su dobre rezultate. Fiksiranje formalinom i
i ugradnja u parafin (FFPE, engl. formalin-fixed parafin-embedded) moze Cuvati tkivo za
retrospektivne studije, no tijekom ugradnje u parafini uklanjanja voska mogu zaostati artefakti.
Svjezi uzorci pokazuju dovoljnu jakost LIBS signala jedino ako su snimljeni unutar minimalnog

eksperimentalnog vremenskog okvira.(34)
5.3.1. Hepatocelularni karcinom

Karcinom jetre je naj¢eS¢e povezan s prethodnom upalom i cirozom jetre. Smatra se za Sesto
naucestalije primarno sijelo raka u ljudi.(31) Kumar i suradnici LIBS metodom su mjerili tkivo jetre u
pasa. Dosli su do zakljucka da su omjeri koncentracija kalcija (Ca), natrija (Na), bakra (Cu) prema
kaliju (K) ve¢i u uzorku karcinoma u usporedbi sa zdravim uzorkom. Plazma emisijska
spetkroskopija (ICPES, engl. inductively coupled plasma emission spectroscopy) potvrdila je rezultate
dobivene LIBS metodom.(35) Plazma emisijska spektroskopija je analiticka metoda koja koristeci
fotofizikalni signal odreduje molekularano ustrojstvo uzorka. Plazma emisijska spektroskopija za
razliku od laserske koristi aerosolizirane uzorke, a plazmu dobiva od argona.(36) Hinojosa i suradnici
su koristili LIBS metodu za razlikovanje kroni¢ne ozljede jetre od zdravog jetrenog tkiva miSeva.
Kroni¢na ozljeda jetre moze rezultirati jetrenom fibrozom koja je medustadij do stanja poput ciroze,
hepatocelularnog karcinoma ili zatajenja jetre. Hinojosa je sa svojim timom osim uspje$nog
diferenciranja zdravog od malignog jetrenog tkiva pomocu LIBS metode, uspio i u detaljnijoj
klasifikaciji jetrenog tkiva miSa analizom LIBS nalaza pomo¢u PCA metode. Analiza principalnih
komponenti (PCA, engl. principal component analysis) izracunava principalne komponente odnosno

linearne kombinacije onih varijabli koje sadrze najviSe svojstava zadanih podataka. Raspodijelio je
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uzorke prema patohistoloskom sustavu METAVIR za identifikaciju tkiva jetre od FO pri kojem se
ovaj stupanj smatra normalnim do F4 stupnja. METAVIR je zlatni standard za klinicku klasifikaciju
fibroze jetre. Osim toga, zakljucili su da je povecana koncentracija kalcija (Ca) pronadena u cirozi

moguca posljedica pojacanog izvanstani¢nog i unutarstani¢nog nakupljanja kalcija.(37)
5.3.2. Zlo¢udni tumori kostiju

Kod raka kostiju dolazi do oSte¢enja zdravog tkiva zbog nekontroliranog rasta malignih stanica u
stalnom volumenu.(31) Vecina slucajeva raka kostiju otpada na osteosarkom. Gill i suradnici su za
proucavanje raka kostiju koristili LIBS tehniku te analizirali razliku LIBS spektara nastalih u
femtosekundama. Uporedivali su spektre primarnog tumora kosti, sekundarnog tumora kosti te
zdravog kostanog tkiva. Rezultati analize principalnih komponenti pokazali su da se razina vrha
magnezija (Mg) (516 nm) povecava u usporedbi s intenzitetom vrha kalcija (Ca) (526 nm) u
malignom tkivu kosti. Rezultati PCA modela imaju znacajno preklapanje spektara istovrsnih uzoraka

Sto govori u prilog velikoj to¢nosti analize.(38)
5.4. Prednosti i nedostaci

Laserska spektroskopija je pionirska dijagnosticka metoda koja se pokazala vrlo uspjeSnom za
razlikovanje zdravog od tumorskog tkiva.(34) Jedna od glavnih prednosti LIBS metode je moguénost
snimanja tkiva bez ikakve prethodne pripreme. Ova tehnika na temelju istrazivanja provedenih u
zadnjih 20 godina pokazuje ne samo sposobnost ralikovanja maligno promijenjenog od zdravog tkiva,
nego i prikaz molekularne i stani¢ne distribucije u tkivima. Postoje i mnogi izazovi koji bi se trebali
rijesiti u cilju poboljSanja mjerenja laserskom spektroskopijom. Tijekom mjerenja primjerice
nerijetko dolazi do efekta samoapsorpcije §to dovodi do smanjenja intenziteta signala. Usto, efekti
matrice odnosno interakcija signala s okolnim tkivnim elementima moze utjecati na dobivene spektre.
Osim toga, u mnogim istrazivanjima znanstvenici su se fokusirali na najpostojanije spektralne linije,
cesto zanemarujuci one slabije §to moze smanjiti vjerodostojnost dobivenih rezultata. Kako bi se
smanjila varijabilnost spektralnih linija, a time i povecao broj spektara uzetih u obzir potrebna je bolja
standardizacija laserske spektroskopije. Primjeri standardizacije procesa su bolja kalibracija

temperature plazme i gustoce elektronskog plina.(32)
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6. Infracrvena spektroskopija

6.1. Princip

Infracrvena je spektroskopija (FTIR, engl. Fourier-transformed infrared spectroscopy) analiticka
metoda koja se koristi za dobivanje infracrvenog emisijskog ili apsorpcijskog spektra uzorka. Uzorci
mogu biti u razli¢itim agregacijskim stanjima; ¢vrstom, tekucem ili plinovitom.(39) Instrument
emitira zra¢enje valne duljine od 10000 do 100 cm™ unutar podruéja infracrvene svjetlosti prema
uzorku. Jedan dio poslanog zracenja uzorak upija, a drugi dio prolazi kroz njega. Korisna je metoda
za dobivanje visoke rezolucije snimanja zbog Sirokog spektralnog raspona (izmedu 4000 i 400 cm™)
propustenog dijela zracenja koji pada na detektor. Propusteni dio spektra koji se detektira jedinstven
je za svaku molekulu zbog ¢ega se ova metoda smatra odlicnom za kemijsku identifikaciju.
Apsorbirani dio spektra pretvara se u rotacijsku ili vibracijsku energiju molekule.(40) Uloga

infracrvene spektroskopije je kvantificirati koli¢inu svjetla koju mjereni uzorak upija.(39)
6.2. Nacini rada

Infracrvena je spektroskopija uz prigusenu totalnu refleksiju (ATR-FTIR, engl. attenuated total
reflection Fourier-transformed infrared spectroscopy) metoda kojom se nastoji rijesiti problem
dubine prodiranja infracrvene svjetlosti do samo nekoliko desetaka mikrometara. Usto, kod klasi¢ne
FTIR metode nema kuta izmedu izvora svjetlosnog snopa i uzorka §to otezava reproduciranje
rezultata kod snimanja tekuc¢ih uzoraka. ATR-FTIR mjeri reflektirani spektar s uzorka. Kako bi se
postigla refleksija, ulazni signal prolazi kroz kristal indeksa loma 45 stupnjeva i postize potpunu
unutarnju refleksiju prije izlaska iz kristala i padanja na uzorak. Dubina prodiranja svjetlosnog snopa
ATR-FTIR metode manja je od dubine prodiranja klasi¢ne FTIR metode i iznosi oko 200 nm.
Usprkos tome, ¢injenica da se ovom metodom mjeri reflektirajuéi izlazni snop pogodna je za mjerenje
debelih ili uzoraka s jakom apsorpcijskom moc¢i, tankih uzoraka bez posebne pripreme te plinova i
tekuc¢ina. Mikroskopska FTIR tehnika ili mikro-FTIR koristi svjetlosni mikroskop kao nadopunu
FTIR instrumentu. Ovakav mehanizam sluzi za bolje fokusiranje laserskog snopa na odredeno
podrucje uzorka odredeno mikroskopom. Najmanja promjena na uzorku ili u snopu moze se
primijetiti ovom tehnikom. Mikro-FTIR koristi se za snimanje ¢vrstih ili teku¢ih tankih filmova te

visoko osjetljivo prepoznavanje kondenziranih spojeva.(39)
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6.3. Primjena

FTIR je neinvazivna analiticka metoda koja prepoznaje promjene u stanicama koje se mogu
vizualizirati u srednjem infracrvenom podruc¢ju. Ona pruza informacije o molekularnom ustrojstvu
tkiva na odredenom valnom broju. Molekularno ustrojstvo ili promjena istog povezana je s valnim
brojem preko veza izmedu atoma u tom tkivu. Buduéi da biokemijske promjene izmedu zdravih i
tumorski promijenjenih tkiva spadaju u raspon valnih brojeva od 1800 do 950 cm™!, metoda je
dovoljno osjetljiva da razlikuje zdrave i neoplasti¢ne stanice. Mikro-FTIR ima dodatnu sposobnost
razlikovati zdrava i maligna tkiva usporedujuci spektralne vrhove specificne za fosfate, C-O i CH
rastezne vibracijske modove. FTIR metoda zahtijeva minimalne koli¢ine uzorka bez ikakve pripreme.
FTIR se moze kombinirati s kemometrijskim metodama poput analize principalnih komponenti za

prikupljanje vise informacija iz spektra i pregledno razdvajanje spektralnih linija.(41)
6.3.1. Kolorektalni karcinom

Kolorektalni karcinom ili rak debelog crijeva Cetvrti je po redu najcesc¢i karcinom po broju oboljelih u
svijetu, a trec¢i najcesci uzrok smrti od raka. Njegova prognoza i lijeCenje ovise o stadiju tumora. Kao
dopuna dosad uvrijezenim metodama, FTIR se istice jer moze detektirati karcinom debelog crijeva u
ranom stadiju.(41) Rezultati zabiljezeni pomoc¢u FTIR-a pokazuju o€ite promjene u spektralnim
linijama glavnih strukturnih molekula u malignom tkivu u usporedbi sa zdravim.(42) U drugoj studiji
zabiljezena je razlika u FTIR spektrima normalnih i maligno promijenih tkivnih uzoraka debelog
crijeva u spektralnom podru¢ju od 1800-900 cm™ . Rezultati nastali kombinacijom ATR-FTIR
mikrospektroskopske metode i kemometrijske analize pokazali su to¢nost od 93,3%, 100%-tnu
specifi¢nost i osjetljivost od 88,2%.(43) Od ostalih pronalazaka, valja istaknuti strukturalne promjene
plazme u pacijenata koji boluju od karcinoma koje mogu biti detektirane spektranom analizom(44) te
spektralne linije fosfodiesterskih i glikogenskih regija u molekulama tumorskog tkiva koje se

razlikuju od istovrsnih spektralnih linija zdravog tkiva.(45)
6.3.2 Karcinom pluca

Karcinom pluc¢a vodeca je neoplazma po broju oboljelih u svijetu. Budu¢i da u veéini sluc¢ajeva
dijagnoza ne bude pravovremena, petogodiSnje prezivljenje je manje od 10%. FTIR metoda pocela se
istrazivati kako bi se dijagnostika ubrzala i analiticke metode unaprijedile. Dosad se FTIR metodom
snimao uzorak sputuma, pleuralne tekucine i uzorak pluénog tkiva. Koriste¢i FTIR
mikrospektroskopiju i kemometrijske metode dobiveni su karakteristi¢ni spektri za unaprijed
identificirane zdrave i tumorske stanice plu¢a.(41) FTIR analiza stanica sputuma pokazala je visoku

osjetljivost i specificnost u dijagnosticiranju bolesti unutar malog raspona specifi¢nih valnih brojeva
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.(46) FTIR metoda otkrila je i biokemijske razlike uzoraka krvi pomocu razlike njihovih spektralnih
linija izmedu zdravih i oboljelih pacijenata. Omjer koncentracija nukleinskih kiselina A1080/A1170
detektabilan spektroskopskijom koristan je za razlikovanje zdravog seruma od seruma pacijenata s
karcinomom pluca. Pleuralna tekucina koristena je za utvrdivanje strukturalnih promjena koristeci
mikroskopsku FTIR spektroskopiju.(47) Zamjetna spektralna razlika mjerena je izmedu glikogenske i
fosfodiesterske skupine nukleinskih kiselina oboljelih pacijenata i zdravih pri omjeru valnih brojeva
10301 1080 cm”-1. Zhang i suradnici primijetili su da relativni intenzitetni omjeri 11080/11160,
11240/11310, 11460/11400 i 11640/11550 pridonose lak§em razlikovanju nekanceroznih i
kancerogenih tkiva usporedbom FTIR spektra.(48) FTIR se metoda u sprezi s analizom principalnih
komponenti pokazala uspjesnom i u razlikovanju vise vrsta pleuralnih lezija poput mezotelioma,

upalnih promjena te metastatskih infiltrata od normalnog pleuralnog tkiva.(49) (Slika 3.)
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Slika 3. PCA model za razlikovanje upalnih promjena (crveno), metastatskih infiltrata (zeleno), mezotelioma (tamnoplavo) i
normalnog pleuralnog tkiva (svijetloplavo). Preuzeto iz Sadiku-Zehri i sur.(2020). Differentiating Between Malignant

Mesothelioma and Other Pleural Lesions Using Fourier Transform Infrared Spectroscopy. Applied spectroscopy (49)

6.4. Prednosti 1 nedostaci

FTIR spektroskopija pokazuje veliki potencijal kao neinvazivna metoda u dijagnosticiranju raznih
tumora. Ova metoda ne zahtijeva pripremu tkiva i moZze snimati uzorke koji su u bilo kojem od triju

osnovnih agregacijskih stanja.(39) Ima visoku rezoluciju snimanja i prikazuje jasne razlike u
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spektralnim linijama proteina, lipida i nukleinskih kiselina u zdravom i tumorski promijenjenom
tkivu. UnatoC tome, problematican je uski omjer spektralnih linija koje ova metoda biljezi u
usporedbi sa Sirokim rasponom spektralnih linija koje se gube zbog autoapsorpcije. Modernizacija
metode koja je dobivena razvojem softvera koji analiza FTIR podatke uvelike je pridonijela

efikasnosti i brzini dijagnostike.(41)
7. Digitalna patologija
7.1. Princip

Temelj je digitalne patologije mogucénost digitalizacije uzoraka tkiva na staklenim ploc¢icama.(50)
Proces zapocinje fiksiranjem bioptickog uzorka i uklapanjem u parafin. Nakon rezanja bloka, rez se
stavlja na predmetno staklo te se primjeni Zeljeno obojenje. Obojeni se preparat potom stavlja u
skener plocica visoke rezolucije (engl. slide scanner).(51) Moguce je linijsko skeniranje ujedna¢enim
i kontinuiranim pomicanjem platforme ili koristenje kamere koja skenira kvadratne dijelove uzorka
jedan po jedan. Racunalno se skenovi tkivnih presjeka spajaju i stvara se sveobuhvatna slika preparata
(WSI, engl. whole slide imaging). Putem preglednika slika, slike se mogu pregledavati. Moguce su
tehnike uvecanja slike i navigiranja u svakom smjeru.(52) Duboko ucenje (engl. deep learning)
svojevrsna je nadogradnja preparata digitalnim slikama. Ova metoda korisna je jer joj nije potrebno
unos$enje zahtjeva operatera za izdvajanje varijabli.(50) Primjenjuje sustav konvolucijskih neuronskih
mreza (CNN, engl. convolutional neural network) za analizu slike. Ovakva viSeslojna neuronska
mreza podijeljena je u slojeve koji primjenjuju iste lokalne transformacije na razli¢itim mjestima
slike. Slojevi su medusobno povezani neuronima koji izracunavaju razliku izmedu slojeva na temelju

vektora tezine i pomaka te tako dublje analiziraju sliku i donose njezinu novu reprezentaciju.(51)
7.2. Nacini rada

Tijekom pregledavanja slike u pregledniku, osim orijentacije po slici u svim smjerovima, moguce je i
postavljanje oznaka te mjerenje duljine izmedu odredenih tocaka. Preglednici imaju sposobnost
prikazivati nekoliko skenova istovremeno jedan pored drugog sto pomaze u usporedivanju preparata.
Osim toga, nekoliko patologa diljem svijeta moze istovremeno gledati istu sliku. Slika se moze
pohraniti u elektronicki zdravstveni karton pacijenta §to osigurava dugotrajnu pohranu. Ova
mogucénost pruza istu kvalitetu prikaza preparata koja ne opada tijekom vremena. Postoje i skeneri
koji koriste viSe objektiva za snimanje viSe fokusnih linija koje kad se sklope daju trodimenzionalni
prikaz preparata. Usto, postoje i posebni skeneri s fluorescentnim optikama koji mogu slikati

preparate obiljezene fluorescentnim bojanjem. Fluorescentne digitalne slike rjesavaju problem
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blijedenja fluorescetne boje tijekom vremena u usporedbi s klasicnim na¢inom pohrane preparata te

su dostupne za automatizirani nacin obrade slike poput primjene FISH metode.(52)
7.3. Primjena

Primjena digitalnih metoda u patologiji moze se podijeliti u tri velika podrucja. Kao prvo podrucje
moze se izdvojiti nastava iz patologije na medicinskim fakultetima. Uobicajeno je bilo promatranje
preparata pod viseglavnim mikroskopima uZzivo. Ovakva metoda bila je ograni¢ena na broj
mikroskopa, vrijeme nastave te studentske moguc¢nosti pravilnog podesavanja mikroskopa.
Primjenom WSI metode nastavnici i studenti mogu uciti na daljinu, vrijeme vise nije ograni¢avajuci
faktor, a metodom oznacavanja struktura i povezivanja s razli¢itim upitnicima u softveru, nastavnici
osiguravaju da studenti sve potrebno uoce na preparatu. WSI metoda zahtijeva pravilan rad softvera
kako bi se ova metoda mogla koristiti u nastavi. Drugo znacajno polje u kojem digitalna patologija
pokazuje poboljsanje je dijagnostika. U dijagnostici, WSI tehnika je razrijesila probleme niske
rezolucije slike i povecala brzinu skeniranja te lakoc¢u koriStenja. Telemedicinskim dijeljenjem
digitalnih slika olakSale su se konzultacije za dijagnosticiranje kompliciranijih slucajeva. Za
dosadasnje potrebe konzultacija na daljinu preparati su se morali slati postom. Usto, to¢nost
dijagnosticiranja smrznutih rezova se znatno poboljsala nakon njihove digitalizacije. Digitalne slike
omogucile su razvoj raznih programa koji mogu prepoznati ¢es¢a podrucja interesa i jednostavnije
diferencijalno dijagnosticke razlike Sto znatno skracuje vrijeme potrebno za analizu. Osim
dijagnostike, isti dosezi primjenjivi su i kod istrazivanja. Promjene u arhiviranju preparata isticu se
kao tre¢i napredak digitalne patologije. Nije potreban veliki prostor za fizicko arhviranje ni slozena
logistika. Preparat se trajno digitalno pohranjuje i dostupan je svima s pristupom u neograni¢enom
vremenu. Kvaliteta digitalne slike je konstatna i ne prijeti joj propadanje ili razbijanje kao preparatu
na staklu. Digitalna slika se moze pohraniti u karton pacijenta $to olakSava i sistematizira proces

dijagnostike i lijecenja.(52)
7.3.1. Tumorski mikrookoli$

Tumorski se mikrookoli§ (TME, engl, fumor microenvironment) sastoji od slozenih molekularnih
proces i interakcija koje izravno utjeCu na tumorski rast i progresiju. Za njegovo proucavanje
uobicajene su imunohistokemijske metode odredivanja koncentracije i prostornog raspored pojedinih
biomarkera. Digitalna se patologija usmjerava na analizu limfocita koj infiltriraju tumor (TIL, tumor
infiltrationg lymphocytes) koji pokazuju odgovor imunolo§kog sustava organizma na rast tumora.
Neke imunoloske reakcije poput aktivacije makrofaga ili infiltracija solidnih tumora specijaliziranim

T regulatornim limfocitima mogu biti dobar prediktivni pokazatelj u tumorskom razvoju. Povecanje
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koncentracije CD8" limfocita T u tumorskom mikrookoliSu isto je znak dobre prognoze za pacijenta.
Vezanje receptora i liganda u TME isto je detektabilno koristenjem digitalne patologije. Primjerice,
gen LAG-3 za aktivaciju limfocita (LAG, engl. lymphocyte activating gene) izrazen je na iscrpljenim
T limfocitima i veZe se za receptor glavnog histokompatibilnog kompleksa II (MHC-II, engl. major
histocompatibility complex) koji se ispoljava na povrsini antigen prezentirajuéih stanica koje u ovom
slucaju prezentiraju tumorske antigene limfocitima. Prostorna analiza tumora mokra¢nog mjehura i
zeluca pokazala je da su gustoca i blizina LAG-3+ bili znacajno ve¢i u slucaju povezanosti s MHC
I+ u usporedbi s MHC II— tumorskim stanicama. Ovo svojstvo pokazuje da se iscrpljeni limfociti
nakupljaju u blizini MHC II+ stanica kako bi se vezanjem LAG-3 proteina i MHC II+ pojacao

antitumorski imunoloski odgovor.(50)
7.3.2. Genomske znacajke

Genomska istrazivanja nerijetko iziskuju puno financijskih izdataka i vremena te se mogu pokazati
neuspjes$nim zbog strogih propisanih uvjeta i zahtjeva za uzorcima. Kako bi se poboljsala tocnost
istrazivanja i pojednostavila metodologija, moguca je primjena konvolucijskih neuralnih mreza u
sklopu dubokog ucenja. Kao primjer izdvajamo neuralnu konvolucijsku mrezu koja je na temelju
ulaznih podataka o preparatima hepatocelularnog karcinoma obojenih H&E metodom uspjesno
predvidjela Cetiri (CTNNBI1, FMN2, TP53 i ZFX4) od 10 najucestalijih mutiranih prognostickih
gena.(53) Drugo istrazivanje pokazuje jos vecu uspjesnost predvidanja mutiranih gena specifi¢nih za
adenokarcinom pluca jer je neuralna konvolucijska mreza ispravno predvidjela ¢ak njih 6 (STK11,

EGFR, FATI1, SETBP1, KRAS i TP53) na temelju prethodnog WSI treninga.(54)
7.4. Prednosti i nedostaci

U ovom ¢emo odlomku ponoviti neke ve¢ navedene prednosti poput mogucnosti pregledavanja
digitalnih slika od strane viSe patologa istovremeno, postojanosti kvalitete takvih slika te lakoce
dugotrajnog digitalnog pohranjivanja. Ne smijemo zaboraviti ni stvaranje dubokog uc¢enja odnosno
konvolucijskih neuronskih mreza i raznih algoritama za automatiziranu analizu preparata.(50) Kao
jedan od vaznih nedostataka u edukaciji, ali 1 klinickoj praksi namece se nedostatak vjestine
kori$tenja svjetlosnog mikroskopa zbog isklju¢ive upotrebe digitalne patologije.(52) Unato¢
smanjenju troskova pohrane i pripreme preparata pri Cestim ponavljanim promatranjima, digitalna
patologija iziskuje mnoga financijska sredstva za kupnju opreme i softvera. Osim toga, razvijanje
algoritama i utreniranih neuronskih mreza ponekad zahtijeva mnogo vremena te je ograni¢eno na

veli¢inu dostupnih baza podataka.(50)
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8. Zakljucci

Zlatni standard dijagnosticke rutinske prakse u patologiji je patohistoloska analiza koja koristi
svjetlosni mikroskop kao glavni instrument za vizualizaciju tkiva. Napretkom thenologije, nastale su
brojne alternativne metode prikaza tkiva. Metode poput masene spektrometrije, mikroskopije
atomskih sila, Ramanove, laserske i infracrvene spektroskopije pruzaju dodatne informacije o
uzorcima i ubrzavaju cijeli proces analize. Primjena ovakvih metoda nadopunjuje rutinski nacin
analize. Digitalna se patologija, u sprezi s umjetnom inteligencijom, pokazala kao metoda koja ¢e
patohistolosku analizu povezati s dodatnim saznanjima, a digitalizirane preparate s mnogim

patolozima.
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