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Pogreska! Za dodavanje Heading 1 tekstu koji Zelite da se ovdje pojavi koristite karticu Polazno.

1. UVOD
1.1. Epidemiologija kolorektalnog karcinoma

Kolorektalni karcinom (engl. colorectal carcinoma, CRC) se godi$nje
dijagnosticira u viSe od 1,9 milijuna ljudi te uzrokuje smrt u 900.000 ljudi u svijetu.
Uzimajuci u obzir podatke iz 2020. godine, dolazi se do zakljucka da je CRC drugi
uzrok smrti u muskaraca te tre¢i u Zzena (1,2). Biljezi se porast incidencije opcenito,
osobito izmedu 40. i 50. godine ZzZivota (2). Broj novih sluCajeva CRC-a dobno
standardiziranom stopom incidencije je 19,5 na 100.000 stanovnika na godinu. NajviSe
incidencije CRC-a su procijenjene za Europu, zatim za Oceaniju i Sjevernu Ameriku
(1). Osobito je zna€ajan podatak da je CRC najCeSc¢a novodijagnosticirana neoplazma
u hrvatskoj populaciji. U Hrvatskoj prema podatcima Hrvatskog zavoda za javno
zdravstvo godidnje oboli od CRC-a 3.600 ljudi od ¢ega su 60% muskarci (3).
Epidemioloski podaci u Hrvatskoj sugeriraju da postoji zna¢ajna mogucnost napretka
u prevenciji te ranom otkrivanju CRC-a. Uz pridrzavanje preporuka mjera prevencije,
uklju€ujuci i odazivanje u program ranog otkrivanja raka, moguce je znacajno smanijiti
pojavnost i mortalitet od ove vrste karcinoma i poboljSati kvalitetu Zivota oboljelih
bolesnika (4).

1.2. Cimbenici rizika

Rizi¢ne ¢imbenike za razvoj CRC-a moze se podijeliti na ¢imbenike na koje ne
mozemo i na koje mozemo utjecati. Medu Cimbenicima na koje ne mozemo utjecati
najvazniji su dob, spol, genetska predispozicija, pozitivha obiteljska anamneza te
prisutnost kroni¢nih upalnih bolesti crijeva. Dob je jedan od najznacajnijih ¢imbenika
rizika, Sto potvrduje Cinjenica da je vise od 90% osoba u kojih je dijagnosticiran CRC
starije od 50 godina. lako se CRC tradicionalno smatra boleS¢u starije Zivotne dobi,
posljednjih se desetljec¢a biljeZi porast incidencije u mladih odraslih osoba, osobito u
dobnoj skupini izmedu 40. i 50. godine zZivota. Ovaj trend ukazuje na potrebu boljeg
razumijevanja promjenjivih ¢imbenika rizika, ukljuCujuci prehrambene navike, pretilost,

sjedilacki nacin zivota i promjene u sastavu crijevnog mikrobioma (1).

Spol takoder ima vaznu ulogu u epidemiologiji CRC-a. Bolest se ¢eScée

pojavljuie u muskaraca nego u Zena, pri ¢emu se razlike mogu povezati s
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kombinacijom bioloskih, hormonalnih i okoliSnih ¢imbenika. Muskarci CeS¢e imaju veci
udio visceralnog masnog tkiva, vecu ucestalost pusSenja i konzumacije alkohola te veci
unos crvenog i preradenog mesa, $to moze djelomi¢no objasniti povecani rizik. S
druge strane, u Zena se uCestalost CRC-a povecava nakon menopauze, $to upucuje

na mogucu zastitnu ulogu estrogena u ranijoj zivotnoj dobi.

Genetska predispozicija i pozitivha obiteljska anamneza imaju veliki utjecaj na
nastanak CRC-a. NajCesci oblici genetski povezanog nastanka karcinoma su mutacije
u genu APC i mutacije u genima sustava za popravak pogresno sparenih baza, osobito
u sklopu Lynchovog sindroma. Dokazano je da osobe koje unutar obitelji imaju oboljele
od CRC-a, osobito bliske rodake prvog stupnja, imaju povecan rizik za nastanak
karcinoma 2 do 4 puta. Rizik je dodatno veci ako je bolest dijagnosticirana u mladoj
Zivotnoj dobi ili ako u obitelji postoji vise oboljelih Clanova. Takvi podaci naglasavaju
vaznost detaljnog uzimanja obiteljske anamneze, ranijeg ukljuivanja u programe

probira te genetskog savjetovanja u odabranih bolesnika.

Takoder, vazan Cimbenik rizika na koji ne mozemo utjecati su upalne bolesti
crijeva, ponajprije ulcerozni kolitis i Crohnova bolest. Razvoj CRC-a u osoba oboljelih
od IBD-a povecan je 2 do 6 puta (4). Rizik ovisi o trajanju bolesti, opsegu zahvacenosti
debelog crijeva, stupnju upalne aktivnosti te prisutnosti dodatnih rizi€nih ¢imbenika,
poput primarnog sklerozirajuéeg kolangitisa. Dugotrajna kroni¢na upala sluznice
dovodi do ostecenja epitela, poveéane staniCne proliferacije, oksidativnog stresa i
nakupljanja genetskih i epigenetskih promjena. Za razliku od sporadi¢nog CRC-a, koji
najceSc¢e nastaje kroz adenom-karcinom sekvencu, karcinom povezan s IBD-om Cesto
nastaje kroz slijed upala-displazija-karcinom, Sto dodatno naglasava potrebu redovitog

endoskopskog nadzora ovih bolesnika.

Cimbenici rizika na koje moZemo utjecati povezani su ponajprije sa Zivotnim
stilom. Medu njima se najcesSce isticu konzumacija alkohola, pusenje, pretilost, tielesna
neaktivnost te visok unos crvenog i preradenog mesa i masti. Ovi ¢imbenici ne djeluju
izolirano, ve¢ se njihov u€inak ¢esto medusobno nadopunjuje. Primjerice, sjedilacki
nacin Zivota pogoduje razvoju pretilosti i inzulinske rezistencije, dok prehrana bogata
zasicenim mastima i preradenim mesom moze utjecati na sastav crijevnog
mikrobioma, produkciju prokarcinogenih metabolita i nastanak kroni¢ne upale niskog

stupnja.
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Prehrambene navike zauzimaju posebno vazno mjesto medu promjenjivim
cimbenicima rizika. Visok unos crvenog i preradenog mesa povezuje se s povecanim
rizikom nastanka CRC-a zbog prisutnosti hem Zeljeza, nitrozamina i heterociklickih
amina koji nastaju tijekom termiCke obrade hrane na visokim temperaturama. Ovi
spojevi mogu ostetiti DNK, potaknuti oksidativni stres i doprinijeti malignoj
transformaciji stanica crijevnog epitela. Nasuprot tome, prehrana bogata vlaknima,
vocem, povréem i cjelovitim Zitaricama smatra se zastithom jer povecava volumen
stolice, skracuje vrijeme prolaska sadrzaja kroz crijevo i smanjuje kontakt potencijalnih
karcinogena sa sluznicom debelog crijeva. Fermentacijom prehrambenih vlakana
nastaju kratkolanCane masne kiseline, medu kojima butirat ima osobito vaznu ulogu
jer djeluje protuupalno, sudjeluje u odrzavanju integriteta crijevne barijere i moze

utjecati na regulaciju proliferacije i apoptoze epitelnih stanica.

Pretilost je joS jedan vazan Cimbenik rizika, osobito abdominalna ili visceralna
pretilost. Masno tkivo nije samo pasivno skladiSte energije, ve¢ metabolicki aktivan
organ Kkoji proizvodi brojne citokine, adipokine i proupalne medijatore. Kod pretilih
osoba Cesto su prisutni kroniCha upala niskog stupnja, inzulinska rezistencija i
povisene razine inzulinu sli€nog Cimbenika rasta, $to mozZe potaknuti proliferaciju
stanica i inhibirati apoptozu. Takvo metaboliCko okruzenje moze pogodovati nastanku
i progresiji CRC-a. Redovita tjelesna aktivnost, s druge strane, ima zastitni ucinak jer
poboljSava osjetljivost na inzulin, smanjuje upalne procese, ubrzava crijevnu

peristaltiku i pridonosi odrzavanju zdrave tjelesne mase.

Pus$enje i konzumacija alkohola takoder zna¢ajno doprinose riziku razvoja CRC-
a. Duhanski dim sadrzi brojne karcinogene tvari koje mogu dospjeti u gastrointestinalni
sustav i pridonijeti nastanku genetskih oSte€enja u stanicama crijevne sluznice.
Pusenje se osobito povezuje s nastankom adenoma, koji predstavljaju prekancerozne
lezije iz kojih se tijekom vremena moze razviti invazivni karcinom. Alkohol moze
povecati rizik putem metabolita acetaldehida, koji ima karcinogeni potencijal, ali i
putem utjecaja na metabolizam folata, oksidativni stres i oSte¢enje DNK. Rizik je
osobito izraZzen kod osoba koje istodobno konzumiraju alkohol i puse, Sto upucuje na

sinergisti¢ki u€inak ovih ¢imbenika (4).

Sve se veca pozornost posvecuije i ulozi crijevnog mikrobioma u nastanku CRC-

a. Crijevni mikrobiom sudjeluje u probavi, metabolizmu Zucnih kiselina, regulaciji
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imunoloSkog odgovora i odrzavanju integriteta crijevne barijere. Promjene u njegovu
sastavu mogu pridonijeti nastanku kroniCne upale, promijenjenoj produkciji metabolita
i o8tecenju epitelnih stanica. Odredene bakterijske vrste povezuju se s pojacanom
upalnom aktivnoSc¢u, stvaranjem toksina i promicanjem tumorskog mikrookoliSa
pogodnog za karcinogenezu. lako uloga mikrobioma jos nije u potpunosti razjasnjena,
sve je jasnije da on predstavlja vaznu poveznicu izmedu prehrane, metabolizma,

imunolo$kog odgovora i razvoja CRC-a (5).

Iznimno je vazno razumjeti da je CRC multifaktorijalna bolest te najceSce
nastaje kao posljedica viSegodiSnjeg djelovanja veceg broja navedenih Cimbenika
rizika. Pojedini ¢imbenici mogu povecati rizik samostalno, no njihov zajednicki ucinak
Cesto je znatno izraZeniji. Upravo zbog toga prevencija CRC-a mora ukljucivati cjelovit
pristup koji obuhvac¢a promjenu Zivotnih navika, odrzavanje primjerene tjelesne mase,
redovitu tjelesnu aktivhost, smanjenje unosa alkohola i prestanak pusenja, ali i
pravovremeno uklju€ivanje u programe probira. Takav pristup omogucéuje ne samo
smanjenje incidencije CRC-a, nego i otkrivanje bolesti u ranijim stadijima, kada su

mogucnosti lijeCenja znatno ucinkovitije.

1.3. Patofiziologija kolorektalnog karcinoma

CRC je kompleksna i heterogena bolest koja nastaje kao posljedica nakupljanja
genetskih i epigenetskih promjena koje dovode do poremecaja regulacije proliferacije,
diferencijacije i apoptoze stanica crijevnog epitela. S obzirom na etiologiju i nacin
nastanka, CRC se moze podijeliti na tri osnovne forme: hereditarnu, sporadi¢nu i

familijarnu (4).

Hereditarna forma ukljuCuje prisutnost specifi¢nih germinalnih mutacija koje su
prisutne u svim stanicama organizma, a karakteriziraju ju ranija dob pojave karcinoma,
pozitivna obiteljska anamneza te Cesto prisutnost drugih malignih bolesti. Najvazniji
primjeri hereditarnog CRC-a su familijarna adenomatozna polipoza (engl. familial
adenomatous polyposis, FAP) i hereditarni nepolipozni kolorektalni karcinom (engl.
hereditary nonpolyposis colorectal cancer, HNPCC), poznat i kao Lynchov sindrom.
lako hereditarni oblici ¢ine oko 5% svih CRC-a, njihovo proucavanije bilo je kljuéno za

razumijevanje molekularnih mehanizama karcinogeneze (6).
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FAP je sindrom koji se nasljeduje autosomno dominantno i uzrokovan je
mutacijom u APC genu, koji kodira tumorski supresorski protein uklju¢en u regulaciju
Whnt signalnog puta. Gubitak funkcije APC proteina dovodi do nakupljanja B-katenina
u citoplazmi i njegovog prijenosa u jezgru, gdje aktivira transkripciju gena odgovornih
za proliferaciju stanica. Posljedi¢no dolazi do razvoja velikog broja adenomatnih polipa

u debelom crijevu, koji gotovo neizbjezno progresiraju u karcinom ukoliko se ne lijeCe
(6).

Za razliku od FAP-a, HNPCC je sindrom koiji nije obiljezen stvaranjem brojnih
polipa, ve¢ nastankom karcinoma na podlozi defekta sustava za popravak pogresno
sparenih baza DNK (MMR sustav). Mutacije u genima poput MLH1, MSH2, MSH6 i
PMS2 dovode do mikrosatelitske nestabilnosti (engl. microsatellite instability, MN),
odnosno nakupljanja mutacija u kratkim repetitivnim sekvencama DNK. OStecenje
MMR sustava rezultira povecanom stopom mutacija u genima koji reguliraju rast i
diferencijaciju stanica, Cime se ubrzava karcinogeneza. Osim Kkolorektalnog
karcinoma, bolesnici s Lynchovim sindromom imaju povecéan rizik i za druge
malignitete, osobito karcinom endometrija (7). Sporadi¢ni tip CRC-a Cini vecinu
sluCajeva i najceSce se javlja u starijoj populaciji, obi¢no izmedu 60. i 80. godine zivota.
Razvoj sporaditnog CRC-a najCeSce slijedi dobro opisanu adenom-karcinom
sekvencu, koja predstavlja postupnu transformaciju normalnog epitela u adenom, a
zatim u invazivni karcinom . Ovaj proces moze trajati deset i vise godina te uklju€uje
nakupljanje brojnih genetskih promjena. Pocetni dogadaj naj¢esée je mutacija APC
gena, nakon Cega slijede mutacije u onkogenima poput KRAS te gubitak funkcije
tumorski supresorskih gena kao $to je TP53. Ove promjene dovode do progresivhog
poremecaja kontrole stani¢nog ciklusa, povecéane proliferacije i smanjene sposobnosti
apoptoze (8,9). Na stani¢noj razini, epitel debelog crijeva karakterizira visoka stopa
obnove, pri ¢emu se proliferacija odvija u bazi kripti, dok se diferencirane stanice
postupno pomicu prema lumenu gdje prolaze proces apoptoze. U prisutnosti mutacija,
ovaj fino regulirani proces biva naruSen, Sto rezultira nakupljanjem abnormalnih
stanica i formiranjem adenoma. Tijekom vremena, dodatne genetske i epigenetske
promjene omogucuju stanicama stjecanje invazivnih i metastatskih svojstava (8). lako
se adenom-karcinom sekvenca dugo smatrala dominantnim modelom karcinogeneze,
danas je poznato da CRC nastaje kroz viSe razli€itih molekularnih puteva. Najvazniji

medu njima su kromosomska nestabilnost (engl. chromosome instability, CIN) MN i
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fenotip metilatora CpG otoka (engl. CpG Island Methylator Phenotype, CIMP). CIN put
karakteriziran je gubitkom ili dobivanjem cijelih kromosoma ili njihovih dijelova, Sto
dovodi do aneuploidije i genetske nestabilnosti. Ovaj put prisutan je u viSe od 80%
CRC-a i povezan je s postupnim nakupljanjem mutacija tijekom duzeg vremenskog
razdoblja (10).

Nasuprot tome, MN put karakterizira defekt u sustavu za popravak krivo
sparenih baza (engl. mismatch repair, MMR) Sto dovodi do ubrzanog nakupljanja
mutacija, osobito u genima koji sadrze mikrosatelitske sekvence. Tumori s MN
fenotipom Cesto imaju specificne kliniCke i patohistoloSke karakteristike, uklju€ujuéi
bolju prognozu u ranim stadijima i drugaciji odgovor na terapiju. Treéi vazan
mehanizam, CIMP, ukljuCuje epigenetske promjene u vidu hipermetilacije promotorskih
regija gena, $to dovodi do njihove inaktivacije bez promjene u sekvenci DNK. Ovaj
mehanizam Cesto je povezan s mutacijama u serin/treonin kinaza B-Raf (engl.
serine/threonine kinase B-Raf, BRAF) genu i razvojem nazubljenih polipa koji mogu
progredirati u karcinom (12). Vazno je naglasiti da ovi molekularni putevi nisu
medusobno iskljucivi, ve¢ se mogu preklapati i medusobno nadopunjavati, $to dodatno
doprinosi heterogenosti CRC-a. Ova heterogenost ocituje se ne samo na genetskoj
razini, veC i na razini ekspresije proteina, metaboli¢kih procesa i interakcije tumora s
mikrookoliSem. Tumorski mikrookoli§, koji uklju€uje stromalne stanice, imunoloSke
stanice, krvne Zile i ekstracelularni matriks, ima kljuCnu ulogu u progresiji bolesti.
Interakcije izmedu tumorskih stanica i mikrookoliSa mogu potaknuti angiogenezu,
invaziju i metastaziranje, ali i utjecati na odgovor na terapiju(11). Sve se veca
pozornost posvecuje epigenetskim promjenama i njihovoj ulozi u karcinogenezi. Osim
metilacije DNK, vaznu ulogu imaju i modifikacije histona te regulacija putem
nekodiraju¢ih RNA molekula, uklju€uju¢i mikroRNA. Ovi mehanizmi omogucuju finu
regulaciju genske ekspresije i mogu doprinijeti razvoju tumorskog fenotipa bez

promjena u primarnoj strukturi DNK.

S obzirom na sve navedeno, jasno je da CRC nije jedinstvena bolest, veé
skupina biolo8ki razliCitih entiteta koji dijele zajedniCke morfoloSke karakteristike.
Razumijevanje sloZenih molekularnih mehanizama koji stoje u podlozi nastanka CRC-
a klju¢no je za razvoj novih dijagnostickih i terapijskih pristupa, osobito u kontekstu

personalizirane medicine.
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1.4. Klasifikacija kolorektalnog karcinoma

Standard za klasifikaciju CRC-a je tumor, limfni ¢vor (nodus), metastaza (TNM)
klasifikacija tumora, no postoje i druge klasifikacije. U danoj klasifikaciji ,T“ oznaCava
stupanj prodora primarnog tumora u stijenku debelog crijeva, ,N“ oznaava stupanj
zahvacenosti limfnih ¢vorova, a ,M“ oznaCava prisutnost ili odsutnost metastatskih
promjena u udaljenim organima. Navedenu klasifikaciju mozemo podijeliti na klinicku
(cTNM) i patoloSku (pTNM). cTNM je bazirana na dokazima koje evidentiramo putem
anamneze, fizikalnog pregleda i dijagnosticke obrade. Dijagnosticka obrada ukljucuje
endoskopski pregled debelog crijeva te radioloSke dijagnosticke pretrage (radiolosko
snimanje plué¢a, kompjuterizirana tomografija prsnog ko$a, trbuha i zdjelice). Do sada
navedene radioloSke metode su dizajnirane da mogu detektirati proSirenost osnovne
bolesti te prisutnost udaljenih metastatskih promjena. Ukoliko je potrebno, zbog
dodatne evaluacije klasifikacije tumora mogu se uciniti magnetna rezonanca trbuha i
zdjelice, pozitron emitirajuca tomografija (PET) te endorektalni ultrazvuk. pTNM
klasifikacija ukljuCuje detaljan pregled odstanjenog dijela debelog crijeva od strane
patologa temeljem aktualne TNM klasifikacije za CRC koju je izdalo Ameri¢ko drustvo
za karcinome (engl. American Joint Committe on Cancer, AJCC) se donosi odluka o
kojem stadiju bolesti se radi (Tablica 1.4.1., Tablica 1.4.2.) (12).

Tablica 1.4.1. TNM klasifikacija CRC-a

Stadij Karakteristike

Tumor (T)

T1 Tumor prodire u submukozu

T2 Tumor prodire u misicni sloj

T3 Tumor prodire kroz miSiéni sloj u

subserozni sloj ili perikolicno/

perirektalno tkivo

T4 Tumor direktno prodire u okolne
organe ili strukture te prodire

visceralni peritonej

Zahvacenost limfnih ¢vorova (N)

NX Limfni €vorovi ne mogu biti procijenjeni

NO Nema zahvacéenih limfnih évorova
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N1 Metastaze u 1-3 regionalna limfna ¢vora
N2 Metastaze u = 4 regionalna limfna &vora
N3 Metastaze uz magistralne krvne zile

Udaljene metastaze (M)

MX Prisutnost udaljenih metastaza se

ne moze procijeniti

MO Nema udaljenih metastaza

M1 Ima udaljenih metastaza

T — tumor; N — limfni ¢vor (nodus); M — metastaza.

Tablica 1.4.2. Stadiji bolesti prema AJCC klasifikaciji

AJCC stadij TNM stadij
I T1; NO; MO
I T2; NO; MO
lla T3; NO; MO
b T4; NO, MO
llla T1ili T2; N1; MO
b T3 ili T4; N1; MO
lllc Bilo koji T; N2; MO
v Bilo koji T; bilo koji N; M1

T — tumor; N — limfni ¢vor (nodus); M - metastaza
1.5. Lijecenje kolorektalnog karcinoma

Nakon potvrde dijagnoze na temelju patohistoloske analize biopsije tkiva
uzorkovane tijekom endoskopije (kolonoskopije) ili kirurSke biopsije zapocinje lijecenje
CRC-a. LijeCenje CRC-a mozemo podijeliti na neoadjuvatno i adjuvantno lijecenje
kemoterapijom i na kirur8ko lije€enje. Odluku o vrsti lije¢enja donosi multidisciplinarni
tim (13—-15).

Neoadjuvatna kemoterapija dolazi u obzir u bolesnika koji imaju lokalno
uznapredovali karcinom kolona i resektabilni odnosno potencijalno resektabilni
karcinom kolona IV stadija prema smjernicama Ameri¢kog drustva kolorektalnih
kirurga (engl. American Society of Colon and Rectal Surgeons, ASCRS) (14). Cilj

neoadjuvantne terapije je regresija u veliCini tumora te ukoliko je karcinom
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neresektabilan, dovesti ga u stadij resektabilnog karcinoma. U slu€aju karcinoma
rektuma smjernice navode potrebu neoadjuvantne radioterapije i/ili kemoterapije u
stadiju Il i lll,a kod bolesnika u stadiju IV indicirana je kemoterapija (15). KirurSko

ljeCenje se sastoji od kirurSke resekcije bolesnog dijela debelog crijeva, te ovisno o
lokalizaciji tumorskog procesa postoje odgovarajuci operativni zahvati. Kirurske
resekcije se mogu raditi otvorenom ili laparoskopskom tehnikom (16,17). Tijekom
kirurSke resekcije kolona potrebno je uciniti i resekciju limfnih ¢vorova odnosno
limfadenektomiju. D2 i D3 limfadenektomija predstavljaju stupnjeve opsega kirurskog
uklanjanja limfnih ¢vorova kod operativnih zahvata CRC-a. D2 limfadenektomija
obuhvaca uklanjanje perikoli¢nih i intermedijarnih limfnih ¢vorova uz odgovarajuce
krvne Zile, dok D3 limfadenektomija ukljuCuje i centralne limfne ¢vorove uz ishodiste
glavnih mezenteri¢nih arterija (18,19). OpseZnija D3 disekcija omogucuje preciznije
stadiranje bolesti i potencijalno bolju onkoloSku kontrolu. Recentne studije sugeriraju
da radikalna limfadenektomija (D3) ima bolje 5-godiSnje prezivljenje u odnosu na D2
limfadenektomiju. Uzimajuci u obzir ove Cinjenice dolazimo do zaklju¢ka da je osim
same resekcije bolesnog dijela debelog crijeva zahvac¢enog tumorom iznimno vazna i

adekvatna resekcija pripadajucih regionalnih limfnih vorova (20-22).

Po recentnim nacionalnim i internacionalnim smjernicama, preporucuje se
radikalna resekcija debelog crijeva sa Sirokom (engl. en bloc) resekcijom regionalnih
limfnih Evorova u lije€enju lokalnog resektabilnog karcinoma kolona (23). Za adekvatnu
procjenu stadija bolesti nuzno je pregledati najmanje 12 regionalnih limfnih ¢vorova
(24-26). Bolesnicima u stadiju bolesti | i lla se ne preporu€uje adjuvatna kemoterapija,
ve¢ samo pazljivo pracenje. U bolesnika u stadiju llb moZe se predloziti adjuvantna
kemoterapija u slu€aju da imaju visok rizik od povratka bolesti, odnosno loSe
prognosticke c&imbenike (slaba diferenciranost tumora, mucinozni tip tumora,
mikrosatelitska nestabilnost, limfovaskularna i perineuralna invazija, opstrukcija crijeva
kao prva prezentacija bolesti, perforacija debelog crijeva na mjestu tumora, nedovoljan
broj pregledanih limfnih &vorova) (27). LijeCenje stadija Ill ukljuCuje adjuvantnu
kemoterapiju uz nekoliko mogucnosti, te odluku o vrsti adjuvatne kemoterapije donosi
nadlezni onkolog. Protokoli adjuvatne kemoterapije ukljuCuju SestomjeseCnu primjenu
5-flourouracila sa leukovorinom, SestomjeseCnu primjenu kapecitabina, te primjenu
FOLFOX ili CAPEOX protokola (28—32). U bolesnika sa neresektabilnim metastatskim
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promjenama na udaljenim organima mogu se primijeniti lokalna ablativha terapija i

embolizacija, te citoreduktivni kirurski zahvati (33-35).

1.6. Standardni patohistoloski postupci u dijagnosti¢koj obradi kolorektalnog

karcinoma i njihova ograni€enja

PatohistoloSka analiza predstavlja temelj dijagnosticke obrade CRC-a i zlatni
standard za potvrdu dijagnoze. Postupak zapoc€inje uzorkovanjem tkiva debelog
crijeva tijjekom endoskopskog pregleda ili kirurSkim putem. Dobiveni uzorci
podvrgavaju se standardiziranoj obradi koja uklju€uje fiksaciju u 10%-tnom neutralnom
formalinu, dehidraciju, uklapanje u parafinske blokove te rezanje tankih histoloskih

presjeka koji se potom boje standardnim hematoksilin-eozin (HE) bojenjem (36).

HE bojenje predstavlja osnovnu i najCeS¢e koriStenu histoloSku metodu koja
omogucuje razlikovanje osnovnih stanicnih i tkivnih struktura. Hematoksilin boji jezgre
stanica u plavo-ljubiastu boju, dok eozin boji citoplazmu i izvanstani¢ni matriks u
razliCite nijanse ruziCaste boje. Ova metoda omogucuje procjenu arhitekture tkiva,
stupnja diferencijacije tumora, prisutnosti nekroze, invazije u okolne strukture te

identifikaciju klju€nih morfolo$kih obiljezja potrebnih za postavljanje dijagnoze.

Svjetska zdravstvena organizacija ( engl. World Health Organisation, WHO) definirala
je patohistolosku klasifikaciju CRC-a koja ukljuuje nekoliko histoloskih tipova, medu
kojima je adenokarcinom najzastupljeniji i €ini vise od 90% svih sluajeva (37,38).
Osim histoloSkog tipa, patohistoloSka analiza omogucuje procjenu i drugih vaznih
prognosti¢kih ¢imbenika, uklju€ujuci stupanj diferencijacije tumora, limfovaskularnu i

perineuralnu invaziju te dubinu invazije tumora u stijenku crijeva.

Unato€ svojoj temeljnoj ulozi, standardna patohistoloSka analiza ima odredena
ogranicenja koja proizlaze iz same prirode metode. Jedno od klju¢nih ogranicenja je
Cinjenica da se analiza temelji na dvodimenzionalnim presjecima trodimenzionalnih
struktura. Takav pristup moze dovesti do djelomi€nog prikaza tumorske arhitekture i
potencijalnog propustanja mikroinvazivnih promjena ili heterogenih regija unutar
tumora (39). Osim toga, uzorkovanje tkiva predstavlja samo mali dio ukupne tumorske
mase, Sto moze ogranicCiti reprezentativhost nalaza, osobito u kontekstu izrazene

intratumorske heterogenosti.
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Dodatno ograniCenje predstavlja subjektivhost u interpretaciji histoloskih nalaza.
Procjena odredenih parametara, poput stupnja diferencijacije ili prisutnosti odredenih
morfoloskih obiljezja, moze varirati medu patolozima Sto moze utjecati na konacnu
dijagnozu i odluke o lije€enju. lako postoje standardizirani kriteriji i smjernice, odredeni
stupanj varijabilnosti ostaje neizbjezan, osobito u granicnim ili slozenim slucajevima
(40).

Vazno je istaknuti i ogranicenu moguénost kvantifikacije patohistoloskih nalaza. lako
se pojedini parametri mogu opisati semikvantitativno, klasi¢na histoloSka analiza ne
omogucuje precizno i objektivno mjerenje molekularnih promjena unutar tumorskog
tkiva. Time se oteZava detaljna karakterizacija tumorske biologije, osobito u kontekstu
suvremenih pristupa personaliziranoj medicini koji zahtijevaju integraciju morfoloskih i

molekularnih podataka (41).

Razvoj digitalne patologije i raCunalno potpomognute analize slike djelomi¢no je
unaprijedio objektivnost i reproducibilnost patohistoloske procjene. Digitalizacija
histoloSkih preparata omogucuje kvantitativnu analizu odredenih morfoloskih
parametara, kao i primjenu algoritama strojnog ucenja za prepoznavanje uzoraka
unutar tkiva. Ipak, iako ove metode predstavljaju zna€ajan napredak, one su i dalje u
fazi razvoja i implementacije te ne mogu u potpunosti nadomijestiti ograni¢enja klasi¢ne

histoloSke analize (42).

U kontekstu suvremene onkologije, sve je jasnije da morfoloSka analiza sama po sebi
nije dovoljna za potpuno razumijevanje kompleksnosti tumorske biologije. Nedostatak
informacija o molekularnom sastavu tkiva, uklju€ujuci distribuciju proteina, lipida i
metabolita, predstavlja zna€ajno ograniCenje u interpretaciji tumorskog ponasanja i
predvidanju odgovora na terapiju. Upravo zbog toga dolazi do razvoja i uvodenja

dodatnih dijagnostickih metoda koje nadopunjuju klasi¢nu patohistologiju.

Jedan od kljuénih koraka u tom smjeru je integracija imunohistokemijskih i
molekularnih metoda, koje omogucuju uvid u ekspresiju specifiCnih proteina i genetske
promjene. Medutim, ni ove metode ne omogucuju potpunu prostornu i funkcionalnu
karakterizaciju tumorskog tkiva. Stoga se u novije vrijeme sve viSe istrazuju napredne
analiticke tehnike koje omogucuju istodobnu analizu morfoloskih i molekularnih

znacajki tkiva (43).
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U tom kontekstu, metode poput slikovhe spektrometrije masa (engl. mass
spectrometry imaging, MSI) predstavljaju obecavajuéi pristup koji moze nadopuniti
postojeCe dijagnostiCke metode. Za razliku od klasi¢ne histologije, MSI omogucuje
prostornu vizualizaciju i identifikaciju velikog broja biomolekula unutar tkiva bez
potrebe za prethodnim oznaCavanjem. Time se otvara mogucnost detaljnije analize
tumorske heterogenosti i identifikacije novih biomarkera, Sto moze imati znacCajan

utjecaj na dijagnostiku, prognozu i odabir terapije u bolesnika s CRC-om (44).

1.6.1. Imunohistokemijske metode u molekularnoj klasifikaciji kolorektalnog

karcinoma

U svrhu nadopune standardne patohistoloSke analize, u rutinsku dijagnosti¢ku
obradu CRC-a uvedene su imunohistokemijske metode koje omogucéuju procjenu
ekspresije specificnih proteina unutar tumorskog tkiva. Imunohistokemijske metode
predstavljaju vaznu vezu izmedu morfoloSke i molekularne dijagnostike, buducéi da
omogucduje indirektnu procjenu funkcionalnog statusa pojedinih signalnih i popravnih
puteva na razini proteina (45). Poseban znacaj u CRC-u ima procjena proteina MMR
sustava uklju¢ujué¢i MLH1, MSH2, MSH6 i PMS2. Gubitak ekspresije jednog ili vise
navedenih proteina detektira se imunohistokemijski te upucuje na defekt MMR
sustava, odnosno na MMR nedostatan fenotip tumora. Nasuprot tome, oCuvana
ekspresija svih navedenih proteina oznacava o¢uvanu funkciju MMR sustava (46). Ova
podjela ima znacajne klinicke implikacije jer je povezana s mikrosatelitskom
nestabilnoS¢u, = prognozom  bolesti te odabirom terapijskih  pristupa.
Imunohistokemijska analiza MMR proteina danas predstavlja standard u inicijalnoj
obradi bolesnika s CRC-om, osobito u svrhu probira na Lynchov sindrom i identifikacije
sporadi¢nih tumora povezanih s epigenetskim promjenama, poput hipermetilacije
promotora MLH1 gena. Dodatno, u kombinaciji s analizom mutacije gena BRAF,
moguce je razlikovati sporadi¢ne tumore od hereditarnog oblika bolesti (47,48). Unato¢
svojoj Sirokoj primjeni, imunohistokemija ima odredena ograni€enja. Metoda je
semikvantitativna i ovisi o interpretaciji patologa, a ne pruza izravan uvid u Siri
molekularni profil tumora niti u prostornu distribuciju metabolita i drugih biomolekula.

Stoga, iako znacajno nadopunjuje klasi¢nu patohistoloSku analizu, imunohistokemija
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ne moze u potpunosti obuhvatiti kompleksnost tumorske heterogenosti, Sto otvara

prostor za primjenu naprednijih analitiCkih metoda.

1.6.2. Tumorska heterogenost

PatohistoloSka analiza karcinoma je zlatni standard u dijagnostici i lijeCenju
onkoloskih bolesti ali nam ona ne moze dati informacije o intratumorskoj heterogenosti
koja nastaje zbog genetskih varijacija u pacijenata koji boluju od iste bolesti, no razlicito
reagiraju na lijeCenje (49,50). Tumorska heterogenost je sveobuhvatan koncept koji
obuhvaca raznolikost unutar i izmedu malignih novotvorina. Moze se podijeliti na
genetsku heterogenost (varijacije u sekvencama DNA i ekspresiji gena) i negenetsku
heterogenost (razlike u funkcionalnim i metaboliCkim karakteristikama, cesto
uzrokovane epigenetskom regulacijom ili posttranslacijskim modifikacijama). Obje
vrste imaju znacCajan utjecaj na razvoj karcinoma, ucinak lijeCenja i prognozu bolesti.
Nadalje, heterogenost se manifestira na razli€itim razinama: prostorna heterogenost
opisuje razlike unutar istog bolesnika dok se heterogenost medu bolesnicima odnosi
na varijacije u karcinomima istog histoloskog tipa kod razli€itih pojedinaca. CRC je
morfoloSki heterogen, a trenutna patohistoloSka procjena ne obuhvaéa kvantitativno
ovu varijabilnost (51-53). Histokemijska analiza ne pruza detaljne informacije o
intratumorskoj molekularnoj heterogenosti koja proizlazi iz genetskih varijacija, a koje
se odraZavaju u statusu proteoma i metaboloma $to moZe utjecati na odgovor na
ljeCenje (53). Navedene spoznaje ukazuju na vaznost evaluacije intratumorske
heterogenosti, osobito heterogenosti proteoma i metaboloma $to to zahtjeva uvodenje
novih dijagnostickih alata. Heterogenost proteoma i metaboloma predstavlja
dinami¢nu komponentu tumorske biologije koja se ne mozZe svesti na informacije o
genetskim promjenama. Dok genomske varijacije odreduju potencijal tumorske
stanice, proteomski i metabolomski profil odrazavaju stvarno funkcionalno stanje
stanice u odredenom vremenu i mikrookoliSu. Proteomska heterogenost proizlazi iz
razlika u ekspresiji proteina, njihovim posttranslacijskim modifikacijama te
interakcijama unutar signalnih mreza, Sto moze rezultirati razlicitim fenotipskim
obiljezjima tumorskih stanica unutar istog tumora (54,55). Takve razlike mogu utjecati
na proliferativni kapacitet, invazivnost i otpornost na terapiju, ¢ime izravno doprinose

varijabilnosti  klinickog ishoda. Metabolomska heterogenost dodatno reflektira
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prilagodbu tumorskih stanica na lokalne uvjete mikrookoliSa, ukljuCujuéi hipoksiju,
dostupnost nutrijenata i interakcije s okolnim stromalnim i imunoloskim stanicama.
Promjene u metabolickim putevima, poput poja¢ane glikolize, alteracija u metabolizmu
lipida ili aminokiselina, mogu biti prostorno ograni¢ene unutar tumora te stvarati
specificne metaboliCke promjene (56). Ovakve metaboliCke promjene omoguéuju
tumorskim stanicama prezivljavanje u nepovoljnim uvjetima i mogu biti povezane s
agresivnijim bioloSkim ponaSanjem tumora. Vazno je naglasiti da proteomska i
metabolomska heterogenost nisu nuzno izravno predvidive na temelju genetskih
promjena, Sto dodatno naglasava potrebu za njihovim izravnim istrazivanjem. U tom
kontekstu, metode koje omogucuju prostornu analizu biomolekula, poput MSI, pruzaju
jedinstvenu mogucnost integracije morfoloskih i molekularnih podataka (57). Takav
pristup omogucuje identifikaciju specificnih biomolekularnih obrazaca unutar razlicitin
regija tumora, ukljuCujuci tumorsku marginu i peritumorsku zonu, ¢ime se dobiva dublji

uvid u kompleksnost intratumorske heterogenosti.

1.7. Tumorsko pupanje

PatohistoloSke karakteristike CRC-a znacajno utjeCu na brzinu progresije
bolesti i posljedi¢no na prezivljenje bolesnika. Tumorsko pupanje (engl. tumor budding,
B) prepoznato je kao jedan od najvaznijih prognostickih Cimbenika koji omogucuje
precizniju procjenu bioloskog ponasanja tumora te doprinosi individualizaciji lije€enja,
osobito u ranim stadijima bolesti (58). B se definira kao prisutnost pojedinacnih
tumorskih stanica ili malih skupina stanica (do Cetiri stanice) na invazivhom rubu
tumora, odnosno u peritumorskoj regiji. Ove stanice pokazuju morfoloSke i
funkcionalne karakteristike koje ih razlikuju od glavne tumorske mase, ukljuujudi
smanjenu stani¢nu koheziju, promijenjenu ekspresiju adhezijskih molekula i poveéanu
sposobnost migracije. Upravo zbog tih obiljeZja B smatra se dijelom procesa epitelno-
mezenhimalne tranzicije (engl. epithelial — mesenchymal transition, EMT), koji ima

klju€nu ulogu u invaziji i metastaziranju tumorskih stanica (59).

Na molekularnoj razini, proces EMT karakterizira gubitak ekspresije E-
kadherina, klju¢ne molekule odgovorne za medustani¢nu adheziju, te povecana
ekspresija mezenhimalnih biljlega poput N-kadherina i vimentina. Ove promjene

omoguéuju tumorskim stanicama odvajanje od primarnog tumora, invaziju u okolno
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tkivo i ulazak u limfne i krvne Zile. Dodatno, stanice B Cesto pokazuju povecanu
aktivnost signalnih puteva uklju€enih u proliferaciju i prezivljenje, uklju€ujuéi Wnt/B-
katenin put, Sto dodatno doprinosi njihovom agresivnom fenotipu (60,61). Klinicki
znacaj B potvrden je u brojnim studijama koje su pokazale njegovu povezanost s
nepovoljnim prognostickim ¢imbenicima, ukljuCujuci dublju invaziju tumora, prisutnost
limfovaskularne invazije, metastaze u limfnim ¢vorovima i udaljene metastaze. Visoka
razina B povezana je s l0Sijim prezivljenjem, neovisno o TNM stadiju bolesti. Zbog toga
se tumorsko pupanje sve viSe prepoznaje kao vazan dodatni prognosti¢ki parametar

koji nadopunjuje standardnu TNM klasifikaciju (62).

U svrhu standardizacije procjene tumorskog pupanja, 2016. godine objavljene
su smjernice ITBCC (engl. International Tumor Budding Consensus Conference) koje
preporucuju jedinstveni pristup evaluaciji B u CRC-u (63). Prema ITBCC smjernicama,
B procjenjuje se u podrucju najveée gustoce pupanja (engl. hotspot) na invazivhom
rubu tumora, koriste¢i povecanje mikroskopa od 20x. Broj pupova klasificira se u tri
kategorije: nisko (Bd1), srednje (Bd2) i visoko (Bd3) tumorsko pupanje, Sto omogucuje
reproducibilniju i kliniCki relevantniju procjenu. U bolesnika s ranim stadijima bolesti,
osobito pT1 CRC-om, srednja i visoka razina tumorskog pupanja povezana je s
povecanim rizikom metastaza u limfne ¢vorove te ima vaznu ulogu u donosenju odluke
o daljnjem kirurSkom lije¢enju nakon endoskopske resekcije. U bolesnika s pT2 i viSim
stadijima bolesti, visoka razina tumorskog pupanja predstavlja neovisni nepovoljni
prognosti¢ki Cimbenik te moze utjecati na odluku o primjeni adjuvantne terapije (64).
Unato€ svojoj kliniCkoj vaznosti, procjena B suoCava se s odredenim izazovima. Jedan
od glavnih problema je varijabilnost procjene patologa, osobito u sluCajevima s
grani¢nim brojem pupova ili u uzorcima s izrazenom upalnom infiltracijom, koja moze
otezati razlikovanje tumorskih stanica od reaktivnih stanica mikrookolisa. Dodatno,
standardna procjena temelji se na dvodimenzionalnim histoloSkim presjecima, Sto

moze ograniciti uvid u stvarnu prostornu distribuciju pupova.

U tom kontekstu, sve se viSe istrazuju napredne metode koje bi mogle
unaprijediti objektivnost i preciznost procjene B. Digitalna patologija i racunalno
potpomognuta analiza slike omoguéuju kvantifikaciju tumorskih pupova i smanjenje
subjektivnosti u interpretaciji. Nadalje, integracija molekularnih i slikovnih metoda,
poput MSI otvara moguénost identifikacije specificnih biomolekularnih obrazaca
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povezanih s B. Takav pristup mogao bi omoguciti ne samo precizniju detekciju B, vec¢
i bolje razumijevanje njegovih bioloSkih mehanizama te potencijalno identificiranje
novih terapijskih ciljeva (65). S obzirom na sve navedeno, B predstavlja vaznu vezu
izmedu morfoloSke procjene i molekularne karakterizacije tumora. Njegova integracija
u rutinsku dijagnostiCku praksu i daljnje istrazivanje u kontekstu novih analitiCkih
metoda mogu znac€ajno doprinijeti poboljSanju prognostiCke stratifikacije i

individualizaciji lijeCenja bolesnika s CRC-om.

1.8. Tumorska margina

Klini¢ki ishod CRC-a uvelike ovisi o bioloskim svojstvima tumora i njegovoj
interakciji s okolnim tkivom. U tom kontekstu, tumorska margina (engl. tumor margin,
TM) predstavlja dinami¢no i bioloski aktivho podru€je u kojem se odvijaju kljucni
procesi progresije bolesti, ukljuCujuci invaziju, migraciju tumorskih stanica i inicijalne
faze metastaziranja. Za razliku od centralnog dijela tumora, koji je Cesto obiljezen
hipoksijom i nekrozom, TM Kkarakterizira intenzivna interakcija izmedu tumorskih

stanica i mikrookolisa (51,53).

Na razini TM-a dolazi do kompleksnih medudjelovanja tumorskih stanica s
komponentama tumorskog mikrookolisa, uklju€ujuci stromalne fibroblaste, imunolo$ke
stanice, krvne i limfne Zile te ekstracelularni matriks. Ove interakcije reguliraju brojne
bioloSke procese, poput remodeliranja matriksa, angiogeneze i modulacije
imunoloSkog odgovora. Tumorske stanice na invazivhom rubu Cesto pokazuju
promijenjen fenotip u odnosu na stanice u sredidtu tumora, uklju€ujuci povecanu
proliferaciju, invazivnost i sposobnost prilagodbe mikrookoliSu (66). Tumorska
heterogenost posebno je izrazena na razini TM-a, gdje se mogu identificirati
subpopulacije stanica s razli¢itim genetskim, epigenetskim i funkcionalnim
karakteristikama. Ove razlike omogucuju tumorskim stanicama selektivhu prednost u
odredenim uvjetima, poput hipoksije, ograniCene dostupnosti nutrijenata ili
imunoloSkog pritiska. Posljedi¢no, TM predstavlja podrucje selekcije agresivnijih
klonova koji imaju povecani potencijal za invaziju i metastaziranje (51). Posebno je
znacajna povezanost TM-a s procesom B, koji se gotovo isklju€ivo javlja upravo na
invazivnom rubu tumora. Stanice B predstavljaju subpopulaciju s izrazenim invazivnim

potencijalom i €esto pokazuju obiljezja EMT-a. Njihova prisutnost u TM-u dodatno
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naglaSava vaznost ove regije kao kljuénog mjesta progresije bolesti (59). Uz
morfoloSke promjene, TM je obiljezena i specificnim molekularnim i metaboliCkim
profilima. Razlike u ekspresiji proteina, signalnim putevima i metaboliCkim procesima
izmedu tumorske jezgre i invazivnog ruba ukazuju na postojanje prostorno uvjetovane
funkcionalne heterogenosti. Ove promjene ukljuCuju aktivaciju signalnih puteva
povezanih s proliferacijom, migracijom i prezivlienjem stanica, kao i prilagodbu

metabolickih puteva u skladu s lokalnim uvjetima mikrookolisa (56).

UnatoC klinickoj vaznosti TM-a, standardna patohistoloSska analiza ima
ograniCenu sposobnost detaljne karakterizacije ove regije. Procjena se temelji na
morfoloSkim kriterijima i vizualnoj interpretaciji, sto ne omogucuje kvantitativnu i
prostornu analizu molekularnih promjena koje se odvijaju unutar TM-a. Time se
ograniCava mogucnost potpunog razumijevanja bioloSkih procesa koji doprinose
progresiji bolesti i odgovoru na terapiju. U tom kontekstu, razvoj naprednih analitickih
metoda omogucuje detaljniju evaluaciju TM-a. Metode koje kombiniraju morfolosSku i
molekularnu analizu, poput MSI, omogucuju prostornu lokalizaciju biomolekula unutar
tkiva i identifikaciju specificnih molekularnih obrazaca karakteristi¢nih za invazivni rub
tumora. Takav pristup omogucuje precizniju karakterizaciju TM-a, ukljuCujudi
identifikaciju biomarkera povezanih s invazijom, metastaziranjem i terapijskim
odgovorom. Bolje razumijevanje TM-a ima znalajan potencijal u unapredenju
dijagnosti¢kih i prognostickih modela CRC-a. Integracija podataka o morfoloSkim i
molekularnim obiljezjima TM-a moZe doprinijeti razvoju preciznijin alata za procjenu
rizika i odabir optimalne terapijske strategije. Stoga TM predstavlja jedno od kljuénih
podrucja suvremenih istraZivanja u CRC-u, osobito u kontekstu personalizirane

medicine i razvoja novih dijagnosti¢kih tehnologija.

1.9. Slikovna spektrometrija masa

Prethodno opisani standardni patohistolo$ki dijagnosticki pristupi imaju
ograniCenu mogucnost prikaza molekularnog sastava tkiva i njegove prostorne
organizacije unutar patoloski promijenjenih struktura. Klasi¢ne metode, ukljucujuéi HE
bojenje i imunohistokemiju, omogucuju analizu morfoloskih obiljezja i ekspresije
odabranih proteina, no ne pruzaju sveobuhvatan uvid u kompleksni biomolekularni

sastav tumorskog tkiva. U tom kontekstu, razvoj naprednih analitickih metoda postaje

17



Pogreska! Za dodavanje Heading 1 tekstu koji Zelite da se ovdje pojavi koristite karticu Polazno.

kljucan za detaljnije razumijevanje tumorske biologije. MSI predstavlja suvremenu
analiticku tehniku koja omoguéuje istodobnu detekciju, identifikaciju i prostornu
lokalizaciju velikog broja biomolekula izravno u tkivnim presjecima. Za razliku od
konvencionalnih metoda, MSI ne zahtijeva prethodno oznaCavanje molekula, vec se
temelji na njihovim fizikalno-kemijskim svojstvima, prvenstveno omjeru mase i naboja
(m/z). Time se omogucuje neselektivha analiza Sirokog spektra molekula, uklju€ujuéi
proteine, peptide, lipide i male metabolite, sto MSI ¢ini posebno pogodnom za
istraZivanje kompleksnih bioloskih sustava (57). Jedna od klju¢nih prednosti MSI
metode je moguénost oCuvanja prostorne informacije o raspodjeli biomolekula unutar
tkiva. Svaki piksel MSI slike odgovara specifiCnoj lokaciji u uzorku i povezan je s
masenim spektrom koji odraZzava molekularni sastav tog podrucja. Takav pristup
omogucduje izradu detaljnih molekularnih mapa koje se mogu korelirati s histoloSkim
strukturama, €ime se postiZze integracija morfoloskih i molekularnih podataka. Ova
karakteristika posebno je vazna u analizi tumorske heterogenosti, gdje razliCite regije

tumora mogu pokazivati zna€ajno razli€ite biokemijske profile (67).

Najcesce koristena tehnika u okviru MSI je matriksom potpomognuta laserska
desorpcijska/ionizacijska spektrometrija masa s vremenom preleta (engl. matrix-
assisted laser desorption/ionization — time of flight, MALDI-TOF). U ovoj metodi,
uzorak tkiva prekriva se organskom matricom koja apsorbira energiju laserskog
impulsa, $to dovodi do desorpcije i ionizacije biomolekula uz minimalnu fragmentaciju.
Nastali ioni ubrzavaju se u vakuumu i razdvajaju prema vremenu leta, koje je
proporcionalno njihovom omjeru mase i naboja. Rezultat je maseni spektar koji sadrZi

informacije o molekularnom sastavu analiziranog podrucja tkiva (68).

Primjena MSI u onkologiji omoguéuje detaljnu karakterizaciju tumorskog tkiva
na razini proteoma i metaboloma. Ova metoda omogucuje identifikaciju specifi¢nih
biomolekularnih obrazaca koji razlikuju tumorsko tkivo od zdravog, ali i razli€ite regije
unutar samog tumora, uklju€ujuci tumorsku jezgru, invazivni rub i peritumorsku zonu.
Takve informacije mogu biti od kljuéne vaznosti za razumijevanje tumorske
heterogenosti, identifikaciju novih biomarkera te razvoj personaliziranih terapijskih
pristupa. U kontekstu CRC-a, MSI se pokazala kao obecCavajuta metoda za
istraZivanje molekularnih razlika izmedu razliitin histoloskih i funkcionalnih regija

tumora. Posebno je vazna moguc¢nost analize TM i podruc&ja B, gdje se odvijaju klju¢ni
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procesi invazije i progresije bolesti. Identifikacija specificnih metabolita i lipidnih profila
povezanih s tim regijama moze pruziti nove uvide u bioloSke mehanizme koji stoje u

podlozi agresivnog ponasanja tumora (68).

Unato¢ brojnim prednostima, MSI ima i odredena ograniCenja. Rezolucija
metode ovisi o veliCini laserskog snopa i pripremi uzorka, $to moze ograniciti analizu
na substani¢noj razini. Dodatno, kvantifikacija biomolekula moze biti otezana zbog
varijabilnosti u ionizaciji i utjecaja matrice. Takoder, interpretacija dobivenih podataka
zahtijeva napredne informaticke pristupe zbog velike koli€ine generiranih podataka i
njihove kompleksnosti. UnatoC tim izazovima, MSI predstavija snazan alat koji
nadopunjuje postojece dijagnosticke metode i otvara nove moguénosti u istrazivanju
tumorske biologije. Integracijom MSI podataka s patohistoloSkim, imunohistokemijskim
i molekularnim analizama moguce je postic¢i sveobuhvatniji uvid u strukturu i funkciju
tumorskog tkiva. Takav integrirani pristup ima potencijal unaprijediti dijagnostiku,
poboljSati prognosticku stratifikaciju i omoguciti razvoj ciljanih terapijskih strategija u

bolesnika s kolorektalnim karcinomom.

1.9.1 Segmentacija slike i hijerarhijska analiza grozdova

Svaki piksel u MSI slici karakteriziran je masenim spektrom koji odrazava
molekularne znacajke analiziranog dijela tkiva: visokodimenzionalni skupovi podataka
koje proizvodi MSI sadrze veliku koli€inu informacija, za Cije se grupiranje naj¢esée
koristiti hijerarhijska analiza grozdova (engl. hierarhical clustering analysis, HCA) (69).
To je postupak koji pikselima slike sli¢nih karakteristika pridruzuje pripadnost istoj
grupi. Stoga je moguce objektivno razgrani€avanje specificnih anatomskih struktura ili
zona (peritumorska regija) na temelju njihovog jedinstvenog kemijskog otiska, a time
je omoguceno jasno lociranje tkivnih struktura, pa i prikazivanje margina takvih
struktura (70). Vizualizacija rezultata putem dendrograma, $to je rezultat HCA, pomaze
u razumijevanju odnosa izmedu razli€itih molekularnih profila tkivnih struktura. Na
opisani nacin, HCA moze doprinjeti razvoju biljega specificnih za odredene regije
unutar slozenih uzoraka tkiva, $to moze povecati pouzdanost dijagnosticke obrade te

dovesti do personalizirane terapijske strategije (71).
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TNM status obogacéen informacijama o to¢noj lokalizaciji biomolekula koje
potencijalno moze omoguciti MSI, moze pruziti bolje razumijevanje heterogenosti
tumora i time individualiziran pristup lije€enju pacijenata. Heterogenost tumora CRC-a
je vazan cCimbenik u formiranju odluka o lijeCenju, pa je otkrivanje i tumacenje
heterogenosti od velikog znacaja (72). Znacaj ovakvog pristupa vec je prepoznat u
znanstvenoj zajednici. Istrazivanje mikrookruzenja CRC-a koristenjem kombinacije
MSI-a i dvofotonske mikroskopije je ukazalo na vaznost interpretacije tumorske
heterogenosti u CRC-u (73). Osim toga, u nastojanju da se smanije rizici neprimjerenog
odgovora na lijeCenje CRC-a, heterogenost tumorskog proteoma i metaboloma
analizirana je koristenjem MSI-a temeljenom na MALDI-TOF tehnologiji. Dodatno, ista
heterogenost ispitivana je primjenom i ultra-uCinkovite tekucinske kromatografije
povezane s tandemskom masenom spektrometrijom koja mjeri vrijeme preleta (UPLC-
TOF-MS/MS) (74-76). Ove su se studije uglavhom oslanjale na proteomsku analizu,
ali MSI u niskom rasponu masa omogucio je i analizu metaboloma raka usne Supljine
i plu¢a (77,78). Dokazano je da postoje razlike i u biomolekularnom statusu zdravog i
tumorskog tkiva te da peritumorska regija sadrzi biomolekule koje se nalaze unutar
karcinomskog tkiva CRC-a (79). Autori publikacija navode da nema dovoljno
informacija koje nam mogu pomo¢i pri boljoj identifikaciji biomolekula obzirom na
heterogenost CRC-a (75,80-82). 1z navedenog prozlazi i jedna od svrha ovog
istrazivanja a to je usporedba TNM statusa te B u peritumorskoj regiji upotpunjena
to€nom lokalizacijom biomolekula. Rezultati takvih istraZivanja bi omogucili bolji uvid u
heterogenost karcinoma, a time bi stvorili preduvjete za individualni pristup lijecenju

bolesnika.

Razvile su se brze metode identifikacije TM i potencijalnih billega koje mogu
proSiriti spektar informacija u odnosu na standardne patohistoloSke analize temeljene
na HE bojanje tkiva (83,84), no za sada, nema interpretabilnih kvantitativnih podataka
proizaslih iz modernih mjernih postupaka koji mogu identificirati TM i B na $to su
ukazali Pai i suradnici (82). Samo 55% pacijenata ima poviSenu serumsku razinu CEA
i CA 19-9 tumorskih markera stoga je nuzno identificirati nove biomolekule i nove
slikovne metode koje ¢e uz standarne metode uvecati broj dostupnih kvantitativnih
podataka (85). Kao jedno od mogucih rieSenja navedenog problema predlazemo MSI
(62). Lipidi su se veC pokazali kao obecCavajuci biljezi (86). Korelacijska kvantitativha

analiza je utvrdila zna€ajnu ulogu lipida i lipidima sli¢nih molekula u regulatornim
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mehanizmima uznapredovalog CRC-a (75,76). Osobito znacajni su se pokazali
metaboliti hidrokinon, leucenol i sfingomijelini te su oni i predlozeni biljezi kandidati
CRC-a (76). Dokazana je njihova pozitivha i statisticki znaCajna korelacija sa
tumorskim markerima CEA i CA 19-9 (81). B se opisuje brojem stanica, no analizom
temeljenom na slikovnim metodama poput MSI oCekuje se da ¢e moci prepoznati
metaboliti i lipidi svojstveni TM i B (65).0Obzirom na dosadasnje spoznaje, mogucom i
opravdanom se Cini provedba istrazivanja metabolizma i lipidnog sastava CRC-a u
rasponu m/z signala od 200 do 1000 Da. Svrha ovog istrazivanja je slikovna
karakterizacija B i TM CRC-a pomoc¢u MSI te da se identificiraju i semikvantitativho
odrede metaboliti i lipidi svojstveni za TM i B. O&ekujemo da ¢&e rezultati ovog
istraZivanja metaboli¢kih promjena i promjena lipidnog sastava svojstvenih CRC-u
ukazati na kljuéne razlike biokemijskih profila bolesnog i zdravog tkiva, te stvoriti

preduvjete razvoja novih dijagnosti¢ko-terapijskih postupaka.
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2. HIPOTEZA

Slikovna masena spektrometrija i segmentacija dobivenih slikovnih prikaza
bioptata kolorektalnog karcinoma omogucuje prepoznavanje tumorske margine i
tumorskog pupanja te identifikaciju potencijalnih biljega ova dva podrucja. Vecéa razina
tumorskog pupanja je povezana sa jacom ekspresijom lipidnih biljega koji se mogu
identificirati u pozitivnom i negativnom modu u rasponu m/z kvocijenata od 200 do
1000 Da.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Provesti segmentacijsku analizu slike tumorske margine i tumorskih

pupoljaka pomocu MALDI TOF MS tehologije

2. Ispitati povezanost utvrdenih metabolickih i lipidnih profila sa histoloskim

gradusom karcinoma i TNM statusom bolesnika

3. Ispitati povezanost metaboli¢kih i lipidnih profila tumorskih pupoljaka i

metaboli¢kog profila tumorskog tkiva
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4. MATERIJALI | METODE
4.1. Dizajn i materijali

Provedeno je kohortno istrazivanje u KliniCkom bolnickom centru Osijek u
suradnji Zavoda za abdominalnu kirurgiju, Zavoda za patologiju i sudsku medicinu i
Klinickog zavoda za laboratorijsku dijagnostiku. Istrazivanje ukljuCuje bolesnike
oboljele od CRC-a koji nisu prosli neoadjuvantnu kemoradioterapiju, a koji su se lijecili
na Zavodu za abdominalnu kirurgiju Klinickog bolni¢kog centra Osijek. Svi bolesnici su
bili detaljno upoznati sa ustrojem istrazivanja te su potpisali informirani pristanak.
PatohistoloSka i imunohistokemijska obrada uzoraka je uclinjena na Zavodu za
patologiju i sudsku medicinu, a analiza uzoraka pomoc¢u MALDI TOF MSI tehnologije

je ucinjena na KlinicCkom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku.

Ispitanicima koji su sudjelovali u istraZivanju je dijagnosticiran adenokarcinom
debelog crijeva. Nativni uzorci tkiva debelog crijeva ispitanika bili su prikupljeni tijekom
redovnog operativhog zahvata resekcije debelog crijeva u Zavodu za abdominalnu
kirurgiju Klinickog bolni¢kog centra Osijek. Uzorci tkiva su se prikupljali nakon Sto su
ispitanici potpisali informirani pristanak koji je ispitanicima bio predocen prije
operativhog zahvata. Uzorkovanje se provelo odmah nakon operativhog zahvata

ispitanika.

Provedeno istrazivanje ima pozitivno misljenje i dozvolu za provodenje od
EtiCkog povjerenstva Medicinskog fakulteta u Osijeku i EtiCkog povjerenstva Klini¢kog
bolnickog centra Osijek.Broj odobrenja Etickog povjerenstva KBC-a Osijek: R2-
7990/2021 a broj odobrenja EtiCkog povjerenstva Medicinskog fakulteta Osijek: 2158-
61-46-23-128. Ukupan broj ispitanika: 10 (ispitanici su bili Zzenskog i muskog spola).

Uklju€ujudi kriteriji za istraZivanje su bili:
1. bolesnik mora biti stariji od 18 godina;

2. mora biti operiran zbog kolorektalnog karcinoma, neovisno o tome je li

operacija hitna ili elektivna;
3. tumor mora biti adenokarcinom;
4. tumor mora biti primarni karcinom;

5. bolesnik ne smije biti tretiran neoadjuvatnom kemoradioterapijom,
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6. tumor ne smije biti veliCinom manji od 2 cm;
IskljuCujuci kriteriji za istrazivanje:
1. bolesnik mladi od 18 godina;

2. tumor druge histoloSke grade (GIST, planocelularni karcinom, neuroendokrini

tumor, karcinoid);
3. recidivni tumor;
4. karcinom in situ;
5. nepotpuna medicinska dokumentacija;

6. tehniCki neispravan uzorak (uzorak manji od 2 cm, naboran uzorak na

stakalcu).

4.2. Metode

4.2.1. Priprema uzoraka

Uzorci nativhog tkiva ispitanika prikupljeni su tijekom redovnog postupka
resekcije debelog crijeva na Zavodu za abdominalnu kirurgiju Klinickog bolnickog
centra Osijek. Uzorkovanje je provedeno neposredno nakon operativhog zahvata
ispitanika. Veli¢ina uzetih uzoraka bila je 2-3 cm3. Predstavljali su punu debljinu
stijenke debelog crijeva s okolnim masnim tkivom. Sadrzavali su okolno zdravo tkivo i
tkivo zahvaceno tumorskim procesom te su pohranjeni bez dodataka u plasti¢nim
spremnicima na temperaturi od -70 °C, kako bi se sprijeCila morfoloSka i biokemijska
degradacija do analize. Preostali dio reseciranog debelog crijeva s primarnim tumorom
koriSten je za standardne patohistoloSke analize. Uzorci su stavljeni 20 minuta u
kriostat na temperaturi od -20 °C. lzradeni su serijski presjeci uzoraka, a debljina
presjeka bila je 8 ym: dva presjeka tkiva prenesena su na standardne mikroskopske
ploCice, za patohistoloSku analizu, a jo§ dva presjeka prenesena su na stakalca
presvucena slojem indij-kositar-oksida (engl. indium tin oxide, ITO), S§to je nuzno za

provedbu za MSI.
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4.2.2. PatohistoloSka analiza

Kao dio standardne patohistoloSke obrade uzoraka, uzorci tkiva su dehidrirani
u 10%-tnom formalinu, uklopljeni u parafinske blokove. |z parafinskih blokova su na
mikrotomu izradeni rezovi debljine 3-5 pm, a zatim obojeni HE bojenjem.
Patohistoloski nalazi temeljeni su na smjernicama ASCO-CAP za CRC (12). Opticko
snimanje provedeno je pomocu invertiranog Zeiss Axiovert 200 M mikroskopa (Carl
Zeiss AG, Oberkochen, Njemacka) i raCunalnog programa AxioVision (Carl Zeiss AG,
Oberkochen, Njemacka). Koristena je halogena svjetlost, povecanje je postavljeno na
5x, a preklapanje na 20%. U slu€aju nezadovoljavajucih rezultata koridten je paket za
obradu slika Fiji ImagedJ2 (verzija v1.54d) (87). Detaljno patohistolosko izvjeSée nalazi
se u Rezultatima (Tablica 5.1.1.). Nakon provedene patohistoloSke analize, ucinjena
je MSI analiza uzoraka te su provizno anotirani znacajni lipidni i metaboli¢ki m/z signali.
Zatim je ispitana povezanost utvrdenih metaboli¢kih i lipidnih profila sa histoloskim
gradusom karcinoma i TNM statusom bolesnika. Zbog malog broja uzoraka i velikih
razlika u patohistoloskim i molekularno-dijagnostickim svojstima odabranih uzoraka,

dan je samo kvalitativni opis poveznica metabolickih i lipidnih profila sa T i PT.

4.2.3. Sublimacija i rekristalizacija MALDI matrice

Sublimacija MALDI matrice na ITO stakalca s tkivnhim presjecima provedena je
pomocu uredaja iMLayer (Shimadzu, Kyoto, Japan). Za pozitivni nacin rada na tkivni
preparat je sublimirano 300 mg 2,5-dihidroksibenzojeve kiseline (engl. 2,5-
dyhydroxybenzoic acid, DHB) tiiekom 10 minuta. Rekristalizacija matrice je provedena
s 500 pL 5%-tnog metanola tijekom 105 s u termostatu prethodno zagrijanom na 70°C.
Nakon rekristalizacije, preparati su drzani u vakuumskom eksikatoru do potpunog
suSenja. Za negativni naCin rada, na tkivni preparat je sublimirano 300 mg 9-
aminoakridina (engl. 9-aminoacridine, 9-AA) tijekom 10 minuta Rekristalizacija je
provedena s 500 uL 5%-tnog metanola tijekom 5 minuta u termostatu prethodno
zagrijanom na 37 °C. Preparati su drzani u vakuumskom eksikatoru do potpunog

susenja.
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4.2.4. Analiticke postavke slikovne spektrometrije masa i postanaliticka obrada

podataka

MSI podaci prikupljeni su u pozitivnom i negativnom nacinu rada pomocu
uredaja UltrafleXtreme (Bruker Daltonics, Bremen, Njemacka) u rasponu masa izmedu
200 i 1000 Da. Racunalni programi koriSteni za prikupljanje podataka bili su
FlexControl verzija 3.4 i Flexlmaging verzija 5.0 (Bruker Daltonics, Bremen,
Njemacka). Sirina rastera bila je 30 um, a frekvencija lasera 2000 Hz. Koristeni skup
parametara snopa bio je 2_small. Postavke brzine uzorkovanja i digitalizatora bile su
postavljene na 2,50. Kalibracija mase provedena je crvenim fosforom. Algoritam za
obradu masenih spektara SNAP (engl. Sophisticated Numerical Annotation
Procedure) je odabran kao metoda predobrade. mzMLformat MSI slike proizveden
uredajem UltrafleXtreme pretvoren je u imdx format pomoc¢u raCunalnog programa
ImageReveal MS (Shimadzu, Kyoto, Japan). Isti raCunalni program je zatim koristen
za obradu MSI slika. Potpuni rasponi masa snimljenih slika podijeljeni su u dijelove:
200-400, 400-600, 600—-800 i 800—1000 Da. S obzirom na heterogenost CRC-a i
vaznost analize TM, analizirana su oba nacina ionizacije. Snimljene slike su prethodno

normalizirane primjenom ukupne ionske struje (engl. total ion current, TIC).

4.2.5. Segmentacija slike

Segmentacija slike oslanja se na oznaCavanje piksela na temelju sli¢nosti
masenih spektara, sto omogucuje jasan prikaz objekta od interesa i njegovih rubova.
Za potrebe segmentacije slike korisStena je dobro opisana metoda klasifikacije piksela,
HCA (69). lzvedena je pomoc¢u racunalnog programa ImageReveal MS v1.1
(Shimadzu, Kyoto, Japan). Primijenjena je HCA metoda temeljena na Euklidovim
udaljenostima s jednostrukim povezivanjem. Analizirani su samo binarni (2) i denarni
(10) klasteri. Za procjenu sadrzaja informacije slike koristena je veli€¢ina segmentirane
slike (kb) pohranjene u PNG formatu. Na kraju IMS analize, segmentirane slike
vizualno su pregledali i interpretirali patolog koji je sudjelovao u patohistoloskoj i MSI

analizi te josS jedan, neovisni patolog.
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4.2.6. Analiza tumorskog pupanja

Za analizu B koriStene su denarno segmentirane MSI slike. Na temelju ranije
definiranih podrucja interesa (engl. region of interest, ROIl) provedena je usporedba
intenziteta i distribucije signala, prikazanih kroz razliCito obojene piksele, izmedu
prisutnih tkivnin komponenti. Kao kriterij podudarnosti B i TM, primjenjena je boja

piksela i odgovaraju¢a MSI slika.

4.2.7. Procjena ruba tumora i heterogenosti tkiva

Binarna segmentacija koriStena je za prikaz TM, dok je denarna segmentacija
dala uvid u heterogenost tumora. Patolog je na svakoj binarno segmentiranoj slici
oznacio Cetiri ROIl-a: dva su lezala preko T, a dva preko PT podrucja. IzraCunat je
postotak piksela koji se podudaraju s bojom Ti PT ROIl-a: rub je bio ispravno lokaliziran
ako je manje od 10 % PT piksela, prethodno obojenih segmentacijom, odgovaralo boji
T. TM analiziran je u Cetiri raspona mase i oba nacina ionizacije. Procjena patologa
koriStena je kao zlatni standard za odredivanje TM s kojima su usporedeni rezultati
MSI analize. U svrhu davanja kvalitativnog opisa povezanosti metaboli¢kih i lipidnih
profila sa histoloSkim gradusom i TNM statusom pacijenta, patolog je proveo

standardnu patohistoloSku analizu i molekularnu analizu uzoraka svakog pacijenta.

4.2.8. Statisticki testovi hipoteze

Svi statisticki izracuni provedeni su koristenjem statistiCkog programskog jezika
R (88). Razlike nagiba regresijskih pravaca odredene su t-testom, dok je podudaranje
izmedu prepoznavanja TM temeljenog na MSI i HE slikama procijenjeno binomnim
testom. Razlike sadrzaja informacije (kb) izmedu odabranih raspona masa (Da)
analizirane su neparametrijskim Mann Whitney U testom. Za korelacijsku analizu
primijenjen je Pearsonov koeficijent korelacije (r). Statisticka znacajnost je postavljena
na 0,05, te su sve P vrijednosti promatrane obostrano. Kutijasti dijagrami i mrezni
prikaz, generirani koriStenjem navedenog programskog jezika, su primjenjeni za

analizu odabranih m/z signala.
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4.2.9. Klasifikacija uzoraka pomoc¢u PLS-DA analize

Za potrebe prepoznavanja metabolickih razlika izmedu ispitanih skupina
odnosno tkiva (T, B i PT) primijenjena je metoda parcijalne najmanjih kvadrata
diskriminantne analize (engl. partial least squares-discriminant analysis, PLS-DA) (89).
PLS-DA je nadzirana multivarijatna metoda klasifikacije, pri ¢emu se kategoricka
zavisna varijabla kodira u obliku binarnih varijabli. PLS-DA omogucuje modeliranje
odnosa izmedu subjekta analize, koja sadrzi relativne ili normalizirane intenzitete
detektiranin metabolita, i kategoriCke zavisne varijable, koja oznaCava pripadnost
skupini (90,91). U ovom je istrazivanju, PLS-DA odabrana jer omogucuje analiziranje

visokodimenzionalnih podataka sa malim brojem ispitanika.

Prediktivne sposobnosti PLS-DA modela procijenjene su metodom unakrsne
validacije s izostavljanjem jednog elementa (engl. Leave-One-Out Cross-Validation,
LOOCV). U svakom validacijskom koraku jedan uzorak, u ovom istrazivanju to su tkiva
(T, B ili PT) bolesnika, je isklju€en iz skupa podataka, model je treniran na preostalim
uzorcima, a zatim je koriSten za predikciju pripadnosti izostavljenog uzorka. Postupak
je ponovljen za svaki pojedini uzorak. Prediktivha ucinkovitost modela izrazena je
pomocu ukupne Kklasifikacijske tocnosti. Primjena LOOCV metode omogucuje
maksimalno iskoristavanje ograni¢enog broja uzoraka, sto je osobito vazno u klinic¢kim

i metabolomickim istrazivanjima s malim brojem dostupnih uzoraka (92,93).

4.2.10. Odabir spektara masa svojstvenih razlicitim tkivnim strukturama i

anotacija metabolita

Nakon zavrSene analize segmentacije slike, pomoc¢u racunalnog programa
ImageReveal (Shimadzu, Kyoto, Japan) generirane su nove slike na kojima su
oznacena tri ROIl-a (T, PT i B). Temeljem spektara masa snimljenih u pozitivnom i
negativnom modu za svakog bolesnika dobivena je lista svih detektiranih m/z signala
za sve ROI. Kao referentna lista za usporedbu za pojedini ROI, koristena lista onog
bolesnika koja je imala najveci broj m/z signala. Nakon usporedbe referentne liste m/z
signala i liste m/z signala pojedinog bolesnika, generirani su podaci koji su omogucili
PLS-DA analizu m/z signala, koja je rezultirala izborom m/z signala koji omogucavaju

pouzdano razlikovanje analiziranih tkiva (T, PT i B): kao najznacajniji m/z signali su
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odabrani oni signali koji su imali najveéa opterecenja (engl. loading) u PLS-DA analizi.
Kutijasti dijagrami su odabrani za prikaz razlika, na prethodno opisani nacCin, odabranih
m/z signala. Diskriminantni m/z signali okvirno su anotirani pomo¢u Metaspace baze
podataka i Baze podataka ljudskog metaboloma (engl. Human metabolome database,
HMDB) (94,95). Za okvirnu identifikaciju metabolita u bazama podataka su koristeni
sljedeCi parametri: tolerancija mase postavljena je na 0,15 Da, stopa laznog
otkrivanja (engl. false discovery rate, FDR) na 5 — 50 %, pozitivni polaritet, te su
analizirani samo Homo sapiens zapisi. Obzirom na nisku to¢nost analize u negativhom
ionizacijskom modu, opisana analiza je provedena samo za rezultate dobivene u

pozitivnom ionizacijskom modu.

30



Pogreska! Za dodavanje Heading 1 tekstu koji Zelite da se ovdje pojavi koristite karticu Polazno.

5. REZULTATI
5.1. PatohistolosSke katakteristike kolorektalnog karcinoma

PatohistoloSka i molekularna obiljezja tumora prikazana su u Tablici 5.1.1. Zbog
analize povezanosti utvrdenih metabolickih i lipidnih profila sa histoloSkim gradusom

karcinoma i TNM statusom bolesnika formirana je Tablica 5.1.1.

Tablica 5.1.1. KliniCko-patoloSke i molekularno-dijagnosticka svojstva analiziranih

uzoraka
. Gradu
Bolesnik s pTNM B PNI LvI TIL KRAS NRAS BRAF MN
T4aN1bM . Mut

1 G3 0 B2 poz poz niska WT WT V600E/D def
2 G2 T3NOMO B2 neg neg srednja WT WT WT def
3 G2 T3NOMO B2 neg neg srednja WT WT WT prof
4 G2 T3N2aM0O B2 neg neg niska WT WT WT prof
5 G2 T3NOMO B2 neg neg srednja WT WT WT prof

. Mut
6 G2 T3N1aM0O B3 poz poz visoka WT WT prof

G12A

7 G2 T3NOMO B1 neg neg niska WT WT WT prof

. Mut
8 G2 T3N2aM0  B1 neg neg srednja G12v WT WT prof

. Mut
9 G2 T2NOMO B1 neg neg srednja WT WT prof

G12A
. Mut

10 G3 T3NOMO B1 neg neg visoka WT G12D WT def

PNI — perineuralna invazija; LVI — limfovaskularna invazija; TIL — tumorski infiltrirajuci limfociti; MN —
mikrosatelitna nestabilnost; WT (engl. wild type) — nemutirani tip gena; Mut — mutirani gen; B — stupanj
tumorskog pupanja prema preporukama International Tumor Budding Consensus Conference (63) (B1
— nisko, B2 — srednje, B3 — visoko); def — deficijentna, prof — proficijentna; histoloski gradus (G)
oznacCava stupanj diferencijacije tumora: G1 — dobro diferenciran, G2 — umjereno diferenciran, G3 —
slabo diferenciran.

Analiza ukazuje na prisutnost metaboliCkog reprogramiranja povezanog s

agresivnijim fenotipom tumora. U analiziranim uzorcima uocene su razlike u profilima
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koje su bile povezane s viSim stupnjem B i viSim histoloSkim gradusom. Takoder,
utvrdena je povezanost izmedu promjena u metabolickom i lipidnom profilu te obiljezja
tumorske agresivnosti. Proveden je samo kvalitativni opis analize koji proizlazi iz

razlika metabolickog i lipidnog sastava T i PT.
5.2. Segmentacijska analiza slike tumorske margine
5.2.1. Kvantitativne analize svih uzoraka

Prepoznavanje rubova tumora temeljeno na MSI-u u podrucju 800-1000 Da
(Slika 5.2.1.) nije bilo nasumiéno povezano s rubovima tumora identificiranim HE
bojenjem (P = 0,01) tj. MSI je ispravno prikazao rubove tumora u 9 od 10 slu¢ajeva (N
= 10). Za nize raspone masa, stopa prepoznavanja TM bila je niza. Zbog visoke
biokemijske heterogenosti analiziranih tkiva, koja je ofuvana na denarno
segmentiranim slikama, podudaranje s prepoznavanjem TM temeljenim na HE slikama

nije bilo pouzdano.

Mod
N
P

Stopa prepoznavanja margine

200-400 400-600 600-800 800-1000
m/z (Da)

Slika 5.2.1. Stopa prepoznavanja ruba tumora za binarno segmentirane slike dobivene

MALDI TOF MSI postupcima u pozitivnom i negativnom rasponima masa.

U svrhu procjene informativnosti MSI slika dobivenih u pozitivnom i negativhom

ionizacijskom modu provedena je analiza sadrZaja informacije segmentiranih slika.
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Odgovarajuc¢a statisticka analiza (Tablice 5.2.1. i 5.2.2.) je popratila grafiCki prikaz
(Slika 5.2.2.).

2500 -

2000 -

Mod
Q
X 1500 - BN
P

1000 -

500 -

X200_400 X400_600 X600_800 X800_1000

Maseni raspon

7000 - -
6000 -
Mod

Qo
2 = N

5000 - P

4000 -

3000 -

X200 _400 X400_600 X600_800 X800_1000

Maseni raspon

(B)

Slika 5.2.2. Sadrzaj informacija segmentiranih MSI slika dobivenih u pozitivnom i
negatinom modu snimanja: (A) binarna segmentacija slike; (B) denarna segmentacija
slike. Na slici su prikazani rezultati segmentacije MSI podataka dobivenih u pozitivnom

i negativnom modu snimanja. Panel (A) prikazuje binarnu segmentaciju, pri ¢emu su
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izdvojene dvije osnovne klase signala. Panel (B) prikazuje denarnu segmentaciju,
kojom je identificirano viSe razliCitih klastera s obzirom na sli€nost spektralnih

karakteristika, Sto rezultira detaljnijom prostornom podjelom analiziranog tkiva.

Kutijasti dijagrami su generirani koriStenjem sadrzaja informacija slika svih uklju¢enih
bolesnika (N = 10). X os predstavlja masene raspone, a Y os veli€inu slike u kilobajtima
(kb).

Tablica 5.2.1. StatistiCka analiza podataka prikazana na slikama 5.2.2.:
Usporedba binarne i denarne segmentacije. Oznake POS i NEG su oznacavaju
pozitivan (P) i negativan (N) mod ionizacije. 200, 400, 600 i 800 oznaCavaju raspone
masa 200-400 Da, 400-600 Da, 600-800 Da i 800-1000 Da.

Segmentacija (P) Binarna Denarna
POS200 vs. NEG200 0.32 0.77
POS400 vs. NEG400 0.32 0.13
POS600 vs. NEG600 0.02 0.04
POSB800 vs. NEG800 0.32 0.04

*P = FDR korigiran Mann-Whitney U test.

Statisticka analiza podataka prikazana na slikama 5.2.2. prikazuje povezanost
sadrzaja informacije i analiziranih raspona masa. Uodljiv je statisticki zna¢ajan (P <
0,05) trend smanjenja sadrzaja informacija segmentiranin MSI slika snimljenih u
pozitivnom nacinu rada povezan s porastom m/z podrucja. Nasuprot tome, takav trend
nije uocen u negativnom nacinu rada (Slika 5.2.2., Tablice 5.2.1. i 5.2.2.). U viSim
podrucjima masa sadrzaj informacije je manji u pozitivnom u odnosu na negativni nacin
rada (Tablica 5.2.1.). Denarna segmentacija pokazuje nesto vece razlike medu

modovima pri vis§im masama u usporedbi s binarnom segmentacijom.

Tablica 5.2.2. StatistiCka analiza podataka prikazana na slikama 5.2.2.: povezanost
sadrzaja informacije i analiziranih raspona masa. Oznake POS i NEG oznacavaju

pozitivan (P) i negativan (N) mod ionizacije.

Segmentacija (P) Binarna Denarna
POS mod (ax+b, a = 0) <0.01 <0.01
NEG mod (ax+b, a = 0) 0.33 0.13

*P = Studentov T-test nagiba regresijskog pravca.
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5.2.2. Kvalitativne analize reprezentativnih uzoraka

U nastavku je prikazana kvalitativna analiza slika koja detaljnije opisuje razlike
izmedu T, PT i B te detekciju TM. Zbog boljeg razumijevanja segmentiranih slika i
odnosa analiziranih ROIl-a provedena je usporedba HE, TIC MSI slika i segmentiranih
MSI slika.

Na slici 5.2.3. je prikazan primjer nedvosmislenog razdvajanja T u odnosu na
PT u nizem rasponu masa Kkoristenjem negativne ionizacije. Zajedno s TM,
heterogenost tumora je jasno prikazana. U ovom slu€aju, porast informacijskog
sadrzaja koji pruza denarna segmentacija €ak je poboljSao prikaz TM. Ova slika je
primjer moguénosti koridtenja binarne segmentacije u prepoznavanju TM. U slu€aju
denarne segmentacije, veci broj klasa piksela omogucio je informativniju analizu
heterogenosti tumora. Dominantni signal u m/z spektru TM je 465.94 Da, $to se okvirno
moze anotirati kao molekula deoksicitidin trifosfat (engl. deoxycytidine triphosphate,
dCTP).

(A) (B)
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(C) (D)
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Slika 5.2.3. MSI i svjetlosna mikroskopija CRC uzorka bolesnika 1. (A) HE: slika
priblizno odgovara MSI slici; (B) TIC MSI preko neobojene slike svjetlosne
mikroskopije: ROI koji odgovaraju T, PT i B oznaCio je patolog; (C) Binarna
segmentacija (400-600 Da; negativni mod); (D) Denarna segmentacija (400-600 Da;

negativni mod): TM je obojen smede; (E) Srednji maseni spektar TM.
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Slika 5.2.4. Maseni spektri (Bolesnik 1). Boje tumorskih piksela (1-3): naran¢asta, siva,

Zuta, a boje peritumorskih piksela (4-6): zelena, terakota, plava.

Number of clusters 5/ Measurement Points = 115 (6.5%)

ooooooo

uuuuuu

L Sy s S S S
oooooo 240000 260000 880,000 900000
/2

narancasto obojeni pikseli

Number of dusters 8/ Measurement Points : 151 (8.5%)

T T T T T T
820000 840,000 860,000 880,000 200,000 920000
m/z

T T T
940,000 960,000 980,000

Zuto obojeni pikseli

Slika 5.2.5. Maseni spektri regija (B bolesnik 1). Vidjeti Slike 5.2.3.B i D).

Slika 5.2.5. prikazuje spektre Zzuto i naran€asto obojenih piksela koji dominiraju

u podrucju koje odgovara B ROI-u. Analizom ROI-a na Slici 5.2.3. B i 5.2.3. D koje je

patolog oznacio kao regija B vidljivo je da dominantne boje odnosno spektri B (Slika

5.2.5.) odgovaraju spektrima T (Slika 5.2.3. E) §to govori u prilog tome da su spektri B

sliniji T nego PT.
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(A) (B)

(C) (D)

Number of clusters 10/ Measurement Points : 101 (10.8%)
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Slika 5.2.6. MSI i svjetlosna mikroskopija CRC uzorka bolesnika 2. (A) HE: slika
priblizno odgovara MSI slici; (B) TIC MSI preko neobojene slike svjetlosne
mikroskopije: ROI koji odgovaraju T i PT nacrtao je patolog; (C) Binarna segmentacija
(800-1000 Da; negativni nacin rada); (D) Denarna segmentacija (800-1000 Da;
negativni nacin rada): TM je obojen sivo; (E): Maseni spektar TM.
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U odnosu na sliku 5.2.3., slika 5.2.6. jasnije prikazuje diferencijaciju T u odnosu
na PT u visem rasponu masa. Obje slike su snimljene koristenjem nacina negativne
ionizacije. Na slici 5.2.6., kao i na slici 5.2.3., TM je jasno prikazan binarnom
segmentacijom, ali ono Sto je posebno zanimljivo jest da sam rub T predstavlja
zasebnu klasu koja je obojena sivo na slici dobivenoj denarnom klasifikacijom. U ovom
slu€aju, TM ima biokemijski profil koji se razlikuje i od T i od PT, Sto sugerira prilagodbu
T okolnom PT tkivu. Povecanje informacijskog sadrzaja, vidljivo na slici denarne
segmentacije, u ovom slu€aju dovelo je do nejasnije TM u usporedbi s rubom
prikazanim na binarnoj segmentiranoj slici, Sto takoder ukazuje na heterogenost

tumora.
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Slika 5.2.7. Maseni spektri (Bolesnik 2). Boje tumorskih piksela (1-3): cigla, zelena,

narancasta, a boje peritumorskih piksela (4-6): crvena, plava, smeda.
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Slika 5.2.8. MSI i svjetlosna mikroskopija CRC uzorka bolesnika 7. (A) HE: slika
priblizno odgovara MSI slici; (B) TIC MSI preko neobojene slike svjetlosne
mikroskopije: ROl koji odgovaraju T, PT i B oznacio je patolog; (C) Binarna
segmentacija (800-1000 Da; negativni mod); (D) Denarna segmentacija (800—1000

Da; negativni mod): TM je obojen ciglasto crveno; (E) Maseni spektar TM.

Slika 5.2.8. prikazuje slozeniji primjer: u ovom uzorku postoji viSe od dva
razliCita tipa tkiva. lako je binarna segmentacija prikazala TM, masno tkivo i ostatak
submukoznog tkiva u ovom slu€aju nisu bili diferencirani, $to zahtijeva upotrebu i
binarne i denarne segmentacije. Medutim, denarna segmentacija prikazuje TM i

heterogenost tumora.

Humber of chusters. 1/ Measurement Puints : 283 (12.4%)

Intensity

ljubiCasto obojeni pikseli

Mumber of chusters 8/ Measurement Points : 340 (14.9%)

Intensity

crveno obojeni pikseli

Nunmiber of chrsters 4/ Measurement Points : 284 (12.9%)

Intensity

Zuto obojeni pikseli

Slika 5.2.9. Maseni spektri B (bolesnik 7). Vidjeti Slike 5.2.6.B i D). Na slici su prikazani
maseni spektri B bolesnika 7, dobiveni iz razli€itih skupina piksela oznacenih bojama.
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LjubiCasto obojeni pikseli, crveno obojeni pikseli i Zuto obojeni pikseli predstavljaju
razliCite klastere s obzirom na spektralne karakteristike, pri Cemu se uoCavaju razlike

u intenzitetu i raspodjeli m/z signala izmedu pojedinih skupina.

Slika 5.2.9. prikazuje spektre zuto, ljubi€asto i crveno obojenih piksela koji
dominiraju u podrucju koje odgovara B ROI-u. Analizom regija na Slici 5.2.8.Bi5.2.8.D
koje je patolog oznacio kao regija B, vidljivo je da dominantne boje odnosno spekiri

odgovaraju spektrima PT-a Sto govori u prilog tome da su spektri B sli¢niji PT nego T.

Musmber of chusters 3 Messisremesst Points : 148 (12.7%)
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umbser of chusters 1/ Measuremment Points : 283 (124%)

Intensity

Nurmbes of chusters 8/ Measuresment Points : 340 (14.9%)

Intensity.

Slika 5.2.10. Maseni spektri (Bolesnik 7). Boje tumorskih piksela (1-3): zelena, plava,

cigla, a boje peritumorskih piksela (4-6): ljubiCasta, crvena, Zuta.

5.3. MSI analiza tumora, peritumora i tumorskog pupanja: preliminarna PLS-DA
analiza

Na prikazu rezultata PLS-DA analize pozitivnog moda (Slika 5.3.1.) uo¢ava se
djelomi¢no razdvajanje ispitivanih skupina (B, PT i T) duz prve i druge osnovne
komponente. Vidljivo je djelomi¢no preklapanje skupina, osobito izmedu B i PT
uzoraka u srediSnjem dijelu projekcijskog prostora, Sto sugerira postojanje sli¢nosti

metabolickih i lipidnih profila izmedu tih skupina.
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Slika 5.3.1. Diskriminacija skupina B, PT i T primjenom PLS-DA analize tkivnih
masenih spektara — pozitivni ionizacijski mod. Na slici je prikazana diskriminacija
skupina tumorskog pupanja (B), peritumorske regije (PT) i tumorskog tkiva (T)
primjenom parcijalne diskriminantne analize najmanjih kvadrata (PLS-DA) na temelju
masenih spektara dobivenih u pozitivnom ionizacijskom modu denarne segmentacije.
Prikazane su projekcije uzoraka u prostoru latentnih varijabli, pri ¢emu se uoCava
razdvajanje izmedu analiziranih skupina s obzirom na njihove spektralne
karakteristike. Brojevi na slici od 1 do 10 oznaCavaju pojedine klastere dobivene
denarnom segmentacijom, odnosno ukupno deset izdvojenih klastera na temelju

slicnosti spektralnih obiljezja.
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Slika 5.3.2. Diskriminacija skupina B, PT i T primjenom PLS-DA analize tkivnih
masenih spektara — negativni ionizacijski mod. Na slici je prikazana diskriminacija
skupina tumorskog pupanja (B), peritumorske regije (PT) i tumorskog tkiva (T)
primjenom parcijalne diskriminantne analize najmanjih kvadrata (PLS-DA) na temelju
masenih spektara dobivenih u negativhom ionizacijskom modu denarne segmentacije.
Prikazane su projekcije uzoraka u prostoru latentnih varijabli, pri ¢emu se uoCava
razdvajanje izmedu analiziranih skupina s obzirom na njihove spektralne
karakteristike. Brojevi na slici od 1 do 10 oznacCavaju pojedine klastere dobivene
denarnom segmentacijom, odnosno ukupno deset izdvojenih klastera na temelju
sli¢nosti spektralnih obiljezja. Na prikazu PLS-DA analize negativnog moda (Slika
5.3.2.) uoCava se djelomi¢no preklapanje skupina B, PTi T.
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Slika 5.3.3. To¢nost klasifikacije T, PT i B dobivene primjenom PLS-DA analize—
pozitivni ionizacijski mod. Na slici je prikazana to€nost klasifikacije tumorskog tkiva (T),
peritumorske regije (PT) i tumorskog pupanja (B) dobivena primjenom parcijalne
diskriminantne analize najmanjih kvadrata (PLS-DA) na temelju masenih spektara u
pozitivnom ionizacijskom modu. Rezultati prikazuju uspjeSnost razvrstavanja uzoraka

u pripadajuce skupine na temelju njihovih spektralnih obiljezja.
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Slika 5.3.4. To¢nost klasifikacije T, PT i B dobivene primjenom PLS-DA analize—
negativni ionizacijski mod. Na slici je prikazana to¢nost klasifikacije tumorskog tkiva
(T), peritumorske regije (PT) i tumorskog pupanja (B) dobivena primjenom parcijalne
diskriminantne analize najmanjih kvadrata (PLS-DA) na temelju masenih spektara u
negativhom ionizacijskom modu. Rezultati prikazuju uspjesnost razvrstavanja uzoraka

u pripadajuce skupine na temelju njihovih spektralnih obiljezja.

Na Slikama 5.3.3. i 5.3.4. prikazana je toCnost klasifikacije PLS-DA modela u
ovisnosti o broju uklju¢enih osnovnih komponenti, Sto omogucuje procjenu
pouzdanosti analize. Na Slici 5.3.3. uoava se da je najveca toCnost klasifikacije
postignuta s maksimalno tri osnovne komponente, pri ¢emu su vrijednosti gotovo
identi¢ne. Uklju€ivanje vise komponenti dovodi do smanjenja to¢nosti. Ovakav trend
sugerira da ve¢ prva komponenta (ili prve dvije) sadrzi najveéi dio diskriminacijske
informacije izmedu skupina, dok dodatne komponente ne doprinose poboljSanju
prediktivne sposobnosti modela. Na Slici 5.3.4. se primjecuje drugaciji obrazac:
to¢nost klasifikacije postupno raste s poveéanjem broja komponenti, pri ¢emu je
najvisa vrijednost postignuta s pet komponenti. Medutim, unato€ rastu¢em trendu,

ukupne vrijednosti toCnosti ostaju relativno niske u usporedbi s prethodnim modelom,
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Sto upucuje na slabu diskriminacijsku sposobnost, odnosno izrazenije preklapanje
metabolickih i lipidnih profila izmedu T, PT i B skupina u oba analizirana moda
snimanja. Kako bi se smanjila slozenost klasifikacije tkiva zasebno su analizirane

klasifikacije samo T i PT tkiva.
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Slika 5.3.5. Diskriminacija skupina PT i T primjenom PLS-DA analize srednjih masenih
spektara — pozitivni ionizacijski mod. Na slici je prikazana diskriminacija peritumorske
regije (PT) i tumorskog tkiva (T) primjenom parcijalne diskriminantne analize najmanjih
kvadrata (PLS-DA) na temelju srednjih masenih spektara u pozitivnom ionizacijskom
modu. Prikazane su projekcije uzoraka u prostoru latentnih varijabli, pri ¢emu se
uoCava razdvajanje izmedu analiziranih skupina s obzirom na njihove spektralne
karakteristike. Brojevi na slici od 1 do 10 oznaCavaju pojedine klastere dobivene

denarnom segmentacijom, odnosno ukupno deset izdvojenih klastera na temelju
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slicnosti spektralnih obiljezja. Rezultati ukazuju na uspjesSnu separaciju izmedu PTi T

skupina.

Na prikazu PLS-DA analize (Slika 5.3.5.), koja ukljuCuje skupine PT i T, uoCava
se jasna separacija uzoraka. Prva osnovna komponenta predstavlja glavni izvor
diskriminacije izmedu PT i T tkiva, pri Cemu se vecina PT uzoraka projicira u pozitivnom
podrucju, dok su T uzorci dominantno smjesSteni u negativhom podrucju. Takva
raspodjela ukazuje na izrazene razlike u metabolickom i lipidnom profilu izmedu

analiziranih tkiva.
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Slika 5.3.6. Diskriminacija skupina PT i T primjenom PLS-DA analize srednjih masenih
spektara — negativni ionizacijski mod. Na slici je prikazana diskriminacija peritumorske
regije (PT) i tumorskog tkiva (T) primjenom parcijalne diskriminantne analize najmanjih
kvadrata (PLS-DA) na temelju srednjih masenih spektara u pozitivnom ionizacijskom

modu. Prikazane su projekcije uzoraka u prostoru latentnih varijabli, pri ¢emu se
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uoCava razdvajanje izmedu analiziranih skupina s obzirom na njihove spektralne
karakteristike. Brojevi na slici od 1 do 10 oznaCavaju pojedine klastere dobivene
denarnom segmentacijom, odnosno ukupno deset izdvojenih klastera na temelju
slicnosti spektralnih obiljezja. Rezultati ukazuju na nejasnu separaciju izmedu PT i T

skupina.

Na prikazu PLS-DA analize (Slika 5.3.6.), koja ukljuCuje skupine PT i T, uoCava
se djelomi¢na separacija uzoraka. Prva osnovna komponenta i dalje predstavlja glavni
izvor diskriminacije izmedu PT i T tkiva, pri Cemu se vecina PT uzoraka projicira u
pozitivnom podrucju, dok su T uzorci pretezno rasporedeni u negativhom podrucju.
Medutim, za razliku od pozitivnog ionizacijskog moda, prisutno je djelomiéno
preklapanje skupina, $to upucuje na manje izrazene razlike u metabolickom i lipidnom

profilu izmedu analiziranih tkiva u ovom ionizacijskom modu.
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Slika 5.3.7. To¢nost klasifikacije T i PT dobivene primjenom PLS-DA analize— pozitivan
ionizacijski mod. Na slici je prikazana to¢nost klasifikacije tumorskog tkiva (T) i
peritumorske regije (PT) dobivena primjenom parcijalne diskriminantne analize
najmanjih kvadrata (PLS-DA) na temelju masenih spektara u pozitivnom ionizacijskom

modu. Rezultati prikazuju uspjeSnost razvrstavanja uzoraka u pripadajuce skupine na
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temelju njihovih spektralnih obiljezja. Prikazane vrijednosti ukazuju na visoku to¢nost

klasifikacije izmedu analiziranih skupina.

Na Slici 5.3.7. vidljivo je da to¢nost klasifikacije znaCajno varira ovisno o broju
ukljuCenih osnovnih komponenti. Najvisa to¢nost postignuta je s dvije osnovne
komponente (=0,75), nakon €ega dolazi do pada pri uklju€ivanju treCe komponente,
dok dodatne komponente (Cetvrta i peta) ne doprinose daljnjem pobolj$anju modela te

se to¢nost vra¢a na razinu sli¢nu modelu s jednom komponentom (=0,65).
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Slika 5.3.8. To¢nost klasifikacije T i PT dobivene primjenom PLS-DA analize —
negativan ionizacijski mod. Na slici je prikazana to¢nost klasifikacije tumorskog tkiva
(T) i peritumorske regije (PT) dobivena primjenom parcijalne diskriminantne analize
najmanjin kvadrata (PLS-DA) na temelju masenih spektara u negativhom
ionizacijskom modu. Rezultati prikazuju uspjeSnost razvrstavanja uzoraka u
pripadaju¢e skupine na temelju njihovih spektralnih obiljezja. Prikazane vrijednosti

ukazuju na visoku to¢nost klasifikacije izmedu analiziranih skupina.
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Na prikazu to€nosti klasifikacije (Slika 5.3.8.) uo€ava se postupno povecanje
tocnosti modela s porastom broja uklju¢enih osnovnih komponenti. Najniza to¢nost
zabiljeZena je za model s jednom komponentom (=0,35), dok se uklju€ivanjem druge i
treCe komponente postize postupno poboljSanje (=0,45 i =0,50). NajviSa tocnost
ostvarena je s Cetiri osnovne komponente (=0,55), nakon ¢ega se ukljuCivanjem pete
komponente to¢nost blago smanjuje (=0,50). Ovakav trend ukazuje na to da optimalan
broj komponenti za klasifikaciju u negativhom ionizacijskom modu iznosi Cetiri, dok
dodatne komponente ne doprinose poboljSanju modela. Ipak, i u slu¢aju klasifikacije
temeljene na 4 osnovne komponente dobivena toCnost je relativno niska te negativni

mod nije analiziran u nastavku.

Na Slici 5.3.9. prikazani su rezultati PLS-DA klasifikacije B u odnosu na PT i T,
dobiveni u pozitivnom i negativhom nacinu ionizacije. Modeli pokazuju da je
razdvajanje ispitivanih skupina uzoraka bolje u pozitivnom, nego u negativnom modu.
Zbog nedovoljne to€nosti klasifikacije B u raspravu je uklju¢en samo kvalitativan opis

svojstava B.
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Slika 5.3.9. Diskriminacija skupine B u odnosu sa skupinama PT i T primjenom PLS-
DA analize spektara masa. Prikaz PLS-DA analiza spektara masa za diskriminaciju

skupine B u odnosu na skupine PT i T u pozitivhom i negativnom modu ionizacije.
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5.4. Metabolicki i lipidni profili tumora i peritumora odredeni pomoc¢u PLS-DA i
MSI u pozitivnom modu rada

Obzirom na zadovoljavajucu pouzdanost, PLS-DA klasifikacija T i PT snimljenih
pomocu MSI u pozitivnom modu je koristena za izradu metabolickih i lipidnih profila T
i PT. Zbog nize pouzdanosti razlikovanja B od T i PT, metabolomika i lipidomika B je

samo kvalitativho opisana.

Color key

-0.43 0.42 8359342
821.7999 i
810.8558
851.902 804.8024
5 832.8498

8458343 L | 850.8463
\\ - ‘/ il — T56.8014

=TT
H 849 8486 '--""
@ 799.6505 £32.8566
34,8061 820 7988
826.7108
805.8113

Slika 5.4.1. MreZni prikaz korelacija izmedu m/z signala i vrsta tkiva (T i PT) dobiven

786.8516

za pozitivni ionizacijski mod MSI analiziran PLS-DA postupkom s uklju€¢enih 5 osnovnih
komponenti. Na slici je prikazan mrezni prikaz korelacija izmedu m/z signala i vrsta

tkiva, tumorskog tkiva (T) i peritumorske regije (PT), dobiven za pozitivni ionizacijski

56



Pogreska! Za dodavanje Heading 1 tekstu koji Zelite da se ovdje pojavi koristite karticu Polazno.

mod primjenom MSI analize i PLS-DA postupka s uklju€enih pet osnovnih komponenti.
Prikazani su samo m/z signali koji zadovoljavaju kriterij apsolutne vrijednosti
korelacijskog koeficijenta |r| > 0,3(89). Mreza prikazuje povezanost pojedinih m/z

signala s analiziranim skupinama tkiva.

Na Slici 5.4.1. prikazana je mrezna struktura povezanosti izmedu skupina Ti PT
diskriminatornih m/z signala dobivenih PLS-DA Boja i smjer linija odrazavaju smjer i
intenzitet korelacije: zelene veze oznaCavaju pozitivnhu povezanost, dok crvene
predstavljaju negativhu korelaciju, a intenzitet boje odrazava intenzitet povezanosti
(maksimalni raspon r je bio od -0,43 do 0,43) (89).
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Slika 5.4.2. Kutijasti dijagrami diskriminatornih m/z signala T i PT— pozitivan ionizacijski mod. .
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Na slici su prikazani kutijasti dijagrami diskriminatornih m/z signala za tumorsko tkivo
(T) i peritumorsku regiju (PT) dobiveni u pozitivnom ionizacijskom modu. Na X osi
prikazani su znacajni m/z signali izrazeni u daltonima (Da), dok Y os prikazuje
intenzitete signala normalizirane ukupnim ionskim tokom (TIC). Dijagrami prikazuju

raspodjelu intenziteta pojedinih m/z signala izmedu analiziranih skupina.

Na Slici 5.4.2. prikazani su diskriminatorni m/z signali dobiveni PLS-DA
analizom. Odgovarajuci kutijasti dijagrami pokazuju razlike izmedu m/z signala T i PT.
U vecini prikazanih signala uoCava se jasna razlika u medijanima i rasponima
vrijednosti izmedu skupina, S$to dodatno potvrduje njihovu diskriminacijsku vaznost.
Takoder, prisutnost varijabilnosti unutar skupina, kao i pojedinacnih odstupajucih
vrijednosti, upucuje na interindividualnu heterogenost metabolickih i lipidnih profila

analiziranih tkiva.

Tablica 5.4.1. prikazuje rezultate provizornog anotiranja diskriminatornih m/z
signala znacajnih za razlikovanje T i PT u pozitivnom ionizacijskom nacinu MSI analize
tkivnih uzoraka. Prikazani rezultati predstavljaju metabolicke i lipidne profile T i PT. U
tablici su navedene eksperimentalno izmjerene m/z vrijednosti (m/z), pripadajuce
teorijske m/z vrijednosti iz Metaspace baze podataka (Metaspace m/z), empirijske
formule (adukt), predlozeni biokemijski identiteti (anotacija), grupna pripadnost (FA,
AC, TG, PC, GlcCer), te njihova bioloSka uloga iz HMDB baze podataka uz komentar
o broju izomera i prisutnost m/z signala u T tkivu (visok (+), nizak (-)). Diskriminatorni
m/z signali koji se ne nalaze u tablici jer nisu imali bliskih anotacija koji odgovaraju
endogenim metabolitima su 231.07 Da, 577.69 Da,725.80 Da, 734.80 Da, 756.80 Da,
786.85 Da, 799.65 Da, 804.80 Da, 805.81 Da, 810.85 Da i 820.79 Da.
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Tablica 5.4.1. Diskriminatorni m/z signali sa pridruzenim provizornim m/z anotacijama
iz Metaspace baze podataka

Empirijski Metaspace . . Biolo$ka Broj

miz (Da) miz (Da) Adukt Anotacija Grupna pripadnost uloga (HMDB) izomera
lipidna
peroksidacija
metabolizam

[C10H2004+N a masni alkohol masnih

222.15 222.17 me / (FA) kiselina, 5
metabolizam
lipida,
stani¢na
signalizacija

butenil-L- metabolizam
[C11H19NO4+ " Acilkarnitin piridinkarbok

230.05 230.13 H+ karnitin (AC) silne kiseline 0

i derivati
N nutrijent,

799.65 799.54 [C44TZ§’P10P /a T”Q(‘;'g)e”d pohrana 48
masti
apoptoza,
stani¢na

PC - proliferacija,

804.80 804.64 [046':%1\'07'3 (0-16: F°Sf?gdc”)k°"” signalizacija 0

0/22:0) stanica,
peroksidacija
lipida
Triglicerid biosinteza
. . +H TG dipalmitinske triacilglicerol 23
805.81 805.72 [C51 H]9:306 Kiseline
(T6) 2
GIeC apoptoza,
cCer e
. . stani€na
810.85 810.68 [C48H91NO8+ | (d18:1/24: Glukozilceramid adhezija, 0
H]+ 1 (GlcCer) tanic
(152)) stanicna
migracija
Triglicerid ﬁ;‘:ﬁh
821.79 821.79 [C53"|'j]2405+ TG mog‘l’féiirlgnog kiselina u 7
svim
(TG) .
stanicama
stabilizator
[C49H95NO8+ Glukozilceramid membrane,

826.71 826.71 H+ GlcCer (GloCer) signalna 51
molekula
apoptoza,
stani¢na

PC s proliferacija,

832.84 | 832.71 [048'ja?1\'07p (O-18: F°Sf?§dc';k°"” signalizacija 0

0/22:0) stanica,
peroksidacija
lipida
. nutrijent,

833.85 | 83375 [C53'1|1]8006+ TG T“?T"ge)”d pohrana 0

masti
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Empirijski
m/z (Da)

Metaspace
m/z (Da)

Adukt

Anotacija

Grupna pripadnost

Bioloska
uloga (HMDB)

Broj
izomera

T

835.93

835.81

[C54H10605+
HI+

TG
(15:0/18:
0/0-18:0)

Triglicerid
(TG)

nutrijent,
pohrana
masti

848.83

848.69

[C49HI95NO8+
Na]+

GlcCer
(d18:
1/25:0)

Glukozilceramid
(GlcCer)

apoptoza,
stani¢na
proliferacija,
signalizacija
stanica,
peroksidacija
lipida

849.84

849.82

[C55H10805+
H]+

TG

Triglicerid
monoarahidinske
kiseline(TG)

zalihe
masnih
kiselina u
svim
stanicama,
nutrijent,
pohrana
masti

850.84

850.70

[C58H8803+N
Ha]+

TG

Triglicerid
(TG)

zalihe
masnih
kiselina u
svim
stanicama,
nutrijent,
pohrana
masti

50

851.90

851.74

[C54H10005+
Na]+

TG

Triglicerid
(TG)

zalihe
masnih
kiselina u
svim
stanicama,
nutrijent,
pohrana
masti
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222.15 Da _ 725.80 Da

b 1000 ym

750 pm

Slika 5.4.3. Lateralna distribucija odabranih diskriminatornih m/z signala (Slike 5.4.1. i
5.4.2.): uzorak bolesnika 6 je prikazan u gornjem dijelu slike, a uzorak bolesnika 10 je
prikazan u donjem dijelu slike.

U svrhu vizualne procjene kvalitete izbora diskriminatornih m/z signala
prikazane su reprezentativne lateralne distribucije intenziteta nekih od diskriminatornih
m/z signala. 222.15 Da m/z signal je visoko specifi€an za T, a 725.80 Da m/z signal za
PT. Na MSI slici cijelog analiziranog podrucja (Slika 5.4.3.) jasno se vidi da su

analizirani signali intenzivniji (obojani crveno) u odgovaraju¢im regijama.
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6. RASPRAVA

Prikazani rezultati ukazuju da MSI, u kombinaciji sa segmentacijskom slike,
omogucuje prepoznavanje TM u vecini analiziranih uzoraka, osobito u viSim m/z
rasponima (600—1000 Da), uz bolju diskriminaciju T i PT u pozitivnom ionizacijskom
modu. Istodobno, analiza B pokazala je znaCajnu metodoloSku i bioloSku
kompleksnost, pri Eemu metaboli¢ki profil B varira izmedu T i PT tkiva, $to odrazava
izraZzenu intratumorsku heterogenost i ograni€ava njegovu pouzdanu klasifikaciju

temeljenu isklju€ivo na MSI podacima. Ovime je potvrdena postavljena hipoteza.

Nadalje, provizorno anotirani metabolicki i lipidni profili, koji ukljuuju TG, PC,
GlcCer, AC i FA, ukazuju na prisutnost metabolickog reprogramiranja povezanog s
agresivnijim fenotipom tumora, viSim stupnjem B i histoloSkim gradusom. Uocene
razlike u intenzitetima specificnin m/z signala izmedu T i PT dodatno potvrduju
mogucénost vizualizacije TM na temelju biokemijskog sastava tkiva, pri Cemu pojedini
signali (npr. u podrucju od 800—-1000 Da) jasno odrazavaju prijelaz izmedu ovih regija.
Istodobno, ograni¢ena uspjesnost klasifikacijskih modela u razlikovanju B od ostalih
tkivnih komponenti te izrazena intertumorska i intratumorska varijabilnost naglasavaju
potrebu za integracijom MSI podataka s patohistoloSkom evaluacijom i naprednijim

analitickim pristupima.

Uzimajuci u obzir navedene nalaze, dobiveni rezultati potvrduju MSI-a kao
metodologije koja je komplementarna postojeCim patohistoloSkim postupcima i koja
omogucéava analizu B, tumorske heterogenosti i istrazivanja kandidata za metabolicke
biljege. Integracija morfolo$kih i biokemijskih podataka namece se kao vrijedan pomak
prema detaljnijem razumijevanju bioloSkih mehanizama CRC-a te razvoju pouzdanijih

dijagnostickih i prognostickih strategija.

6.1. Patohistoloska i molekularna analiza kolorektalnog karcinoma

U ovom istrazivanju ucCinjena je analiza patohistoloskih i molekularno-
dijagnosti¢kih obiljezja CRC-a s ciliem procjene njihove medusobne povezanosti i
potencijalnog prognostickog znacaja. lako je rije¢ o malom uzorku, dobiveni rezultati

pokazuju pojedine obrasce koji su u skladu s dosadasnjim spoznajama o CRC-u.
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U analiziranom uzorku dominirali su tumori stadija T3 i gradusa G2, $to
odgovara naj¢eséem obliku lokalno uznapredovalog CRC-a. U 4 od 10 bolesnika
zabiljeZzena je metastatska zahvacenost limfnih ¢vorova (N+), Sto predstavlja klinicki
relevantnu podskupinu s potencijalno losijom prognozom (96,97). PNI i LVI su bile
prisutne u 2 od 10 slu€ajeva, pri ¢emu su svi PNI/LVI pozitivni tumori pripadali N+
skupini. Ovaj nalaz podupire koncept da su PNI i LVI prognosti¢ki ¢imbenici bioloski
agresivnijeg tumora i povecanog metastatskog potencijala, iako statisticka analiza
zbog malog uzorka nema dovoljnu snagu za donoSenje jasnih zakljuCaka (98). B je bio
srednjeg ili visokog stupnja u 6 od 10 sluCajeva. Poznato je da su viSe razine B
povezane s epitelno mezenhimalnom tranzicijom i vec¢im rizikom limfogene
diseminacije. U ovom uzorku polovica N+ tumora pokazivala je B2-B3 stupanj, $to
dodatno sugerira potencijalnu povezanost B i N statusa (59,99). MN deficijentni tumori
¢inili su 3 od 10 uzorka, Sto je nesto viSa uCestalost u odnosu na prosjek za CRC, ali
to se moze pripisati malom broju ispitanika. UoCena je povezanost MN statusa i
izraZenije LVI, Sto je bioloSki oCekivano jer poremecaj sustava popravka DNK dovodi
do povecanog stvaranja antigena i snaznijeg imunoloSkog odgovora. Takvi tumori
Cesto imaju povoljniju prognozu i bolji odgovor na imunoterapiju (100,101). RAS
mutacija u 4 od 10 pacijenata u skladu je s literaturom koja navodi da se RAS mutacije
nalaze u priblizno 35-45% CRC-a (102,103). Utvrdene mutacije (G12A, G12V, G12D)
su jedne od najeSc¢ih i povezane su s aktivacijiom MAPK signalnog puta te
rezistencijom na anti-EGFR terapiju, stoga imaju jak prognosti¢ki utjecaj. BRAF
mutacija (1 od 10) zabiljezena je u MN-deficijentnom tumoru, $to je ukazuje na ranije
dokazanu povezanost sporadi¢nih CRC-a koji su MN deficijentni uz BRAF V600E
mutaciju $to ima klinicki zna¢aj (104). Naj¢esée upucuje na sporadic¢ni CRC te pomaze

u razlikovanju od Lynch sindroma (100,105).

6.2. Kvalitativni opis odnosa metabolickih i lipidnih profila i patohistoloskih

svojstava kolorektalnog karcinoma

Zbog malog broja uzoraka i velikih razlika u patohistoloskim i molekularno-
dijagnostiCkim svojstvima odabranih uzoraka, ucinjen je samo kvalitativni opis koji
proizlazi iz metaboli¢kog i lipidnog sastava T i PT dobiven u MSI snimanjem u

pozitivnom modu. Neki TG su pokazali veéu zastupljenost u pacijenata s visokim B i
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viSim tumorskim gradusom, Sto moze odrazavati promjene u lipidnom metabolizmu
povezane s agresivnijim fenotipom CRC-a (106). Kao glavna skladiSna forma lipida u
stanicama, TG predstavljaju vazan izvor energije i metaboliCkih supstrata koji mogu
biti iskoriSteni tijekom povecanih energetskih potreba tumorskih stanica. U malignim
stanicama Cesto dolazi do metabolickog reprogramiranja koje ukljuCuje pojaCanu
sintezu i akumulaciju neutralnih lipida, uklju€ujuc¢i TG, Sto omoguéuje T stanicama
prilagodbu u uvjetima hipoksije ili ograniCene dostupnosti nutrijenata. Povecana
akumulacija nekih od TG u lipidnim kapljicama moze doprinijeti odrzavanju stanicne
homeostaze, zastiti stanica od lipotoksiCnosti te pomoci pri osiguravanju rezervi
masnih kiselina koje su potrebne za sintezu membranskih lipida i signalnih molekula
ukljuenih u stani¢nu proliferaciju i migraciju stanica (107). U kontekstu B, koji je
povezan s invazivnim i metastatskim potencijalom CRC-a, promjene u metabolizmu
TG-a mogu utjecati na adaptivne mehanizme tumorskih stanica koji podrzavaju njihovu
sposobnost invazije, prezivljavanja i proliferacije u okolno tkivo. Takve metaboliCke
prilagodbe dodatno potvrduju vaznu ulogu lipidnog metabolizma u progresiji CRC-a i
ukazuju na potencijal TG-a kao molekularnih pokazatelja agresivnosti tumora. Zbog
promjene ekspresije TG od kojih neki, prema ovdje prikazanim rezultatima, imaju
snizene a drugi poviSene vrijednosti u T, potrebna je provedba detaljnijih istrazivanja
pojedinih predstavnika TG u CRC.

PC su znacCajno zastupljeni u tumorima bolesnika s izrazenijim B i viSim
tumorskim gradusom (106) Sto je u suprotnosti s ovdje prikazanim rezultatima. Ove
molekule predstavljaju glavne strukturne komponente stani¢nih membrana te imaju
vaznu ulogu u regulaciji membranske dinamike, stanicne signalizacije i proliferacije.
Promjene u sastavu i metabolizmu PC-a mogu odrazavati povecéane potrebe tumorskih
stanica za sintezom membrana, Sto je osobito izrazeno u agresivnijim tumorima s
vec¢im proliferativnim i invazivnim potencijalom. U kontekstu B, koji se smatra
morfoloskim odrazom tumorske tranzicije i ranih faza invazije tumora, promjene u PC
metabolizmu mogu doprinijeti poveé¢anoj membranskoj fluidnosti, remodeliranju
citoskeleta i olak§anju migracije tumorskih stanica (108). Nadalje, pojedini fosfolipidi i
njihovi derivati djeluju kao vazni signalni medijatori u putovima koji reguliraju staniéni
rast, diferencijaciju i prezivljavanje, ukljuCujuc¢i PI3K/AKT/mTOR i MAPK signalne
puteve, koji su Cesto deregulirani u CRC-u (109,110). Stoga, povecéana prisutnost PC-

a u uzorcima s viSim stupnjem B i viSim gradusom tumora moZe odrazavati
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metabolicCku adaptaciju tumorskih stanica povezanu s njihovim invazivnim i
metastatskim potencijalom (111). Rezultati prikazani u ovom doktorskom radu ukazuju
da su PC bili snizeni u T tkivu te se razlikuju od onih opisanih u prethodno navedenoj
literaturi. Obzirom na eksperimentalni dizajn tj nedostatak tandemske MS analize
(MS2), nije bilo moguée jednoznacno anotirati sve PC: moguce je da su pojedini PC
poviseni u T tkivu i u ovdje prikazanom istrazivanju dok su drugi PC sniZeni no to, bez
provedbe MS2, nije moguce utvrditi. Nadalje, medu diskriminatornim m/z signalima
ima i onih koji nisu anotirani a bili su poviSeni u T. Posto je samo pozitivni mod MSI
analize dao zadovoljavajuc¢u klasifikaciju T i PT tkiva, vecina PC, koji daju jaCe signale
u negativnom modu MSI, u ovom doktorskom radu nije detaljno prou¢ena. Konacno,
odstupanja od literaturnih navoda se mogu objasniti i €injenicom da su u, ovdje
prikazanim istraZivanjima, usporedene T i PT regija dok su ostala istrazivanja

usporedivala T i udaljeno zdravo tkivo crijeva.

Promijenjena ekspresija GlcCer u uzorcima CRC-a, pokazana i u ovom
istraZivanju, upuéuje na dodatne lipidne promjene koje mogu imati vaznu ulogu u
regulaciji tumorske biologije. GlcCer pripadaju skupini glikosfingolipida koji su uklju¢eni
u regulaciju stani¢ne proliferacije, diferencijacije i prezivljavanja stanica. Nadalje, u
brojnim malignim bolestima poveéana aktivhost enzima glukozil ceramid sintaze
dovodi do akumulacije GlcCer, Sto je povezano s razvojem rezistencije na
kemoterapiju i smanjenom osjetljivoSéu tumorskih stanica na citotoksicne lijekove
(112). Osim toga, GlcCer mogu sudjelovati u regulaciji interakcija izmedu tumorskih
stanica i imunoloskog sustava te utjecati na antitumorski imunoloski odgovor. U
kontekstu CRC-a, prisutnost ovih lipida moze biti osobito zna¢ajna u podskupinama
bolesnika s LVI i PNI, koje predstavljaju patohistoloSke pokazatelje agresivnijeg
tumorskog ponaSanja i povecanog metastatskog potencijala (113,114). Stoga
pojacana ekspresija nekih GlcCer moze odrazavati metaboli¢ke prilagodbe tumorskih
stanica koje doprinose njihovoj sposobnosti preZivljavanja, invazije i izbjegavanja
terapijskog djelovanja, Sto dodatno naglasava potencijalnu ulogu sfingolipidnog
metabolizma u progresiji CRC-a. Diferencijalna ekspresija GlcCer izmedu T i PT tkiva
u CRC upucuje na izrazenu metaboliCku heterogenost i dinami¢nu interakciju T s
mikrookolisem, pri ¢emu T tkivo odraZzava onkogene promjene lipidnog metabolizma,
dok PT tkivo moze pokazivati rane molekularne i reaktivhe promjene koje nisu uocljive

standardnom patohistoloSkom analizom.
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Identificirani AC, kao Sto je butenil-L-karnitin koji je povisen u T tkivima
analiziranim ovjde, reflektiraju promjene u kontekstu B-oksidacije masnih kiselina i
funkcije mitohondrija. Ove promjene su povezane su s adaptacijom na energetski
zahtjevnije mikrookoliSe te su opcenito zabiljeZene u pacijenata s uznapredovalim
stadijima CRC-a. Pokazalo se da disfunkcija karnitinskog ciklusa utjee na
tumorigenezu i progresiju tumora opcenito promjenom unutarstani¢ne oksidativne i
upalne funkcije (115). Povezanost lipidnog profila u pacijenata oboljelih od CRC-a
ukazuje na trajno metaboliCko reprogramanje koje se mozZe kvantitativno povezati s
klinickim obiljezjima karcinoma te samim time i utjecati na prognozu bolesti (116).
Ovdje prikazani rezultati podrzavaju hipotezu da su lipidne molekule identificirane MSI-
om dobri kandidati za potencijalne biokemijske markere tumorskog fenotipa, $to moze

doprinijeti boljem razumijevanju mehanizama CRC-a i razvoju novih biljega.

6.3. Kandidati za metaboli¢ke i lipidne biljege kolorektalnog karcinoma

Provedene analize temeljene na primjeni PLS-DA na MSI T, PT i B da, zbog
velike slicnosti odabranih tkiva prema njihovom metaboliCkom i lipidnom sastavu, nije
moguce jasno razlikovati sva tri tipa tkiva. Shodno tome, nije moguce niti nadi
diskriminatorne m/z signale, odnosno nije moguce predloziti dobre kandidate za biljege
navedenih tkiva. Kako bi se pojednostavila analiza, problem klasifikacije tri tkiva je
sveden na klasifikacije parova tkiva:T vs PT, T vs B i PT vs B. Tako provedene analize
su pokazale da je, primjenom pozitivnog MSI moda snimanja, moguce razlikovati T i
PT dok razlikovanja B od PT i T nije moguce posti¢i primjenom MSI pod ispitanim
uvjetima snimanja. Stoga su metaboliCka svojstva B samo kvalitativho prikazana dok
su biokemijska svojstva T i PT, dobivena MSI snimanjem u pozitivnom modu, detaljnije

analizirana.

Mrezni prikaz korelacija izmedu m/z signala i vrsta tkiva pokazuje povezanost
metabolita T i PT tkiva, pri ¢emu su neki metaboliti pozitivno povezani s jednom
skupinom, a negativho s drugom. Takav obrazac sugerira prisutnost specifiCnih
metabolickinh promjena koje doprinose razlikovanju T od PT. Metaboliti s izraZenijim
(intenzivnijim) vezama imaju veci diskriminacijski zna¢aj i mogu predstavljati kandidate
za biljege i Cine osnovu za daljnju bioloSku interpretaciju. Dani prikaz potvrduje

postojanje sustavnih promjena u metabolomi¢kom i lipidnom profilu izmedu
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analiziranih skupina te upucuje na koordinirane promjene u metaboliCkim putevima

povezanim s T transformacijom.

Provizorno anotirane molekule su uglavnom bile lipidnog porijekla. Medu
najizrazenijim m/z signalima prepoznati su TG s brojnim izomerima u viSem masenom
rasponu (799-852 m/z), a PC, GlcCer te AC i FA u niZzem m/z podrucju. Analizom
njihove lateralne distribucije uoceno je da maniji broj metabolita pokazuje viSu razinu
signala u T tkivu, dok je vecina detektirana s vecom zastupljenoScu u PT podrucju. FA,
AC, TG i GlcCer ukazuju na karakteristicne promjene u lipidnom metabolizmu koje su
ranije opisane u literaturi kao obiljezje metabolizma CRC-a, osobito u ranijim fazama
bolesti (117). TG predstavljaju lipide ukljuCene u formiranje lipidnih kapljica i pohranu
energije, dok su PC i GlcCer klju¢ni u stani¢noj signalizaciji, membranskoj stabilnost i
regulaciji oksidativhog stresa. AC kao ¢imbenici funkcionalno povezani s transportom
i B-oksidacijom masnih kiselina, sugeriraju sudjelovanje u mitohondrijskoj funkciji, dok
poviSena razina FA u kontekstu patofiziologije mozZe indicirati pojacanu lipidnu
peroksidaciju i oksidativni stres (118-120). U skladu s ovim €injenicama, recentni
radovi ukazuju da ranije anotirane lipidne molekule predstavljaju vazan dio
metabolickog potpisa agresivnijih tipova CRC-a, osobito govore¢i o CRC-u koji je
rezistentan na terapiju (121,122). Veca zastupljenost pojedinih metabolita kao Sto su
PC, TG i GlcCer u PT moze se objasniti Cinjenicom da navedeno podrucje ne
predstavlja potpuno zdravo tkivo, ve¢ metaboliCki aktivan mikrookoli$ pod utjecajem T.
Takav mikrookoli§ karakteriziraju upalni procesi, oksidativni stres te metabolicka
interakcija izmedu T i stromalnih stanica, $to moze rezultirati pojatanom sintezom i
akumulacijom pojedinih lipidnih vrsta izvan samog T. Dodatno, opaZeni obrasci mogu
odrazavati i heterogenost tumorskog tkiva te metodoloske specifi¢nosti koristene MSI
analize (123,124).

Segmentacijska analiza pruza prijedloge kandidata za CRC biljege. Rezultati
ukazuju da je dominantna vrijednost m/z u odgovaraju¢em masenom spektru 465,94
Da, Sto se okvirno moze identificirati kao deoksicitidin trifosfat (dACTP). m/z 465,94 Da
pojavio se kao znacajka T u uzorcima gotovo svih bolesnika. Zanimljivo je da je ljudska
dCTP pirofosfataza 1 (DCTPP1) novoidentificirana pirofosfataza koja regulira stani¢nu

nukleotidnu rezervu. Feng i suradnici istaknuli su vaznost inhibitora regulacije
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metabolickog reprogramiranja pomo¢éu DCTPP1 i zakljucili da bi takvi inhibitori mogli

imati ucinak u lije€enju CRC-a (125).

6.4. Oslikavanje tumorskog pupanja spektrometrijom masa

Zbog malog broja uzoraka i velikin razlika B medu odabranim uzorcima,
proveden je samo kvalitativni opis koji proizlazi iz razlika metabolickog i lipidnog
sastava B u odnosu na T i PT. Nakon Sto su provedene segmentacijske analize MSI
slika T i PT regije u pozitivnom i negativnom ionizacijskom modu potvrdila se osobito
velika tumorska heterogenost i veliki utjecaj T na PT tkivo. U pojedinim sluCajevima taj
je utjecaj toliko izraZzen da je teSko jasno razlucCiti B tkivo koje bi moralo pripadati T
tkivu. Zbog toga u takvim primjerima nije bilo moguce pouzdano odrediti regiju B.
Medutim, u drugim analiziranim uzorcima, u kojima je B jasno vidljiv, uo€avaju se bitno

izrazenije razlike u odnosu na T i PT tkivo.

Analizom slika denarne segmentacije B je oznacio patolog te su analizirani m/z
signali odnosno boje koje pripadaju B. Uvidom u spektre masa razvidno je da je u
slu€aju prvog bolesnika B sli¢niji T, odnosno u slu¢aju drugog bolesnika B je sli¢niji PT.
lako primjena MSI u istrazivanju CRC-a omogucuje detaljan uvid u biokemijske
promjene povezane s invazijom i progresijom tumora, analiza B ovom metodom je i
dalje kompleksna. B je mala skupina od nekoliko stanica smjeStenih uz TM S&to
znacajno ogranicava koli¢inu dostupnog bioloSkog materijala za MSI analizu. Dodatni
izazov predstavlja prostorna rezolucija MSl-a, koja se mora prilagoditi analizi B jer
Cesto nije dovoljna za razlu€ivanje pojedinacnih B od susjednih stromalnih ili T stanica.
Nadalje, vecina patohistoloskih uzoraka CRC-a dostupna je u obliku formalinom
fiksiranog i u parafin uklopljenog tkiva sto moze dovesti do kemijskih modifikacija i

degradacije molekula te time dodatno otezati interpretaciju rezultata (73).
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6.5. Prepoznavanje tumorske margine

S obzirom na morfoloSku heterogenost CRC-a i sve slozZeniju histoloSku
interpretaciju bolesti, jedan od ciljeva istrazivanja je bio prepoznavanje TM pomocu
MSI-a. Slike snimljene u rasponu od 800—1000 Da, koristenjem binarne segmentacije
slike, omogucile su pouzdano prepoznavanje TM u 9 od 10 slu€ajeva, Sto nije bio slucaj
za manje mase. Binarne segmentirane slike pokazuju najbolju podudarnost s HE
slikama i omogucuju najlakSe prepoznavanje TM: najmanji sadrzaj informacija
povezan je s najlakSom i najpouzdanijom interpretacijom slike. Nema velikih razlika u
prepoznavanju TM izmedu negativnog i pozitivhog nacina rada. U vecini sluCajeva,
slike snimljene u pozitivnom nacinu rada sadrZze manje informacija u usporedbi sa
slikama snimljenim u negativnhom nacinu rada. OcCekivano, sadrzaj informacija slika
dobivenih denarnom segmentacijom mnogo je vecéi u usporedbi s sadrzajem
informacija slika dobivenih binarnom segmentacijom TIC-normaliziranih MSI slika. 1z
navedenog proizlazi da denarna segmentacija moze detaljnije prikazati heterogenost

tkiva.

U smislu moguce dijagnostiCke primjene, najinformativniji su bili lipidni spojevi,
kojima pripradaju m/z signali u rasponima masa od 600-800 i 800—-1000 Da Sto je u
skladu s dosadasnjim saznanjima (126,127). Moguca objasnjenja za prepreke u
prikazivanju TM pri niskim rasponima mase ukljuCuju heterogenost tumora i tumorsko
mikrookruzenje (engl. tumor microenvironment, TME), kao i interferenciju matrice te
supresiju iona (128-130). S obzirom na to da se TME moze analizirati MSI-om, to
otvara mogucnost primjene ove tehnike u potrazi za novim terapijskim ciljevima

povezanim s TME-om.

Sadrzaj informacija opisuje znacCajke koje se mogu izdvaijiti iz slike, a na njega
utjeCu karakteristike poput teksture, varijacije intenziteta i prostornih odnosa izmedu
piksela (131). Raspon m/z obrnuto je proporcionalan sadrzaju informacija slika
snimljenih u nacinu pozitivne ionizacije. Kako se povecava podudarnost izmedu boje
piksela i svojstava tkiva, vizualne razlike izmedu tkiva na MSI slikama postaju ostrije,
pa TM postaje jasnije vidljiva: ujednaceniji maseni spektri generiraju ujednacene
skupine piksela koje su povezane sa smanjenjem sadrzaja informacija. Sadrzaj
informacija pri nizim masama je visok, vjerojatno zbog Suma, $to je naznaceno na Slici

5.2.2: navedeni Sum bi se mogao objasniti malim metabolitima prisutnim i u T i u PT,
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pa i u B. Unato€ visokom sadrzaju informacija u negativnom nacinu rada, stopa
prepoznavanja TM se odrzava, €ak i u sluCaju denarne segmentacije. Veci sadrzaj
informacije u negativnom modu, uz manju to¢nost detekcije TM u odnosu na pozitivni
mod, ukazuje na znacajno vecu heterogenost T i PT tkiva detektiranu u negativhom
modu $to oteZava prepoznavanje TM. To ukazuje na vecu rasprdenost i/ili veéi broj
vrsta biomolekula poput fosfolipida te oteZava razlikovanje T i PT. Zanimljivo je
primjetiti da je ovo najviSe izrazeno u podrucju 600-800 Da, dok se u podrucju 800-
1000 Da razlika sadrzaja informacije izmedu pozitivhog i negativnog moda snimanja,
pri binarnoj segmentaciji, smanjuje sto je poprac¢eno porastom toCnosti prepoznavanja
TM. Pregled slika sugerira da negativni naCin rada, iako povezan s vecCim sadrzajem
informacija, pruza lak8e vizualno prepoznavanje TM, osobito u situacijama kada je
prisutno viSe tipova tkiva: informacije sadrzane u slikama snimljenim u negativhom
nacinu rada nisu povezane sa Sumom, vec potjeCu od bolje povezanosti izmedu tkiva
i njihovog biokemijskog sastava, Sto se odrazava u pridruZzenim masenim spektrima.
U ovom su slu€aju, pojedini metaboliti i lipidi ve¢e mase bolje povezani s T odnosno s
PT.

U primjeru slozenijeg slu€aja prikazana je koegzistencija tri ili viSe tipova tkiva.
Vidljivo je da je binarna segmentacija MSI snimke dodijelila istu boju masnom tkivu i
ostatku PT tkiva. To sugerira da binarna klasifikacija nije prikladna za pouzdano
prepoznavanje TM u svim sluCajevima. Za realisticniju vizualizaciju TM potrebno je
analizirati i binarnu i denarnu klasifikaciju. Maseni spektri dobiveni binarnom
segmentacijom slike koja odgovara razli€itim dijelovima PT ili T medusobno su sli¢ni.
Iz tog razloga vazno je napraviti binarnu i denarnu klasifikaciju: TM se moZe pouzdanije
prikazati i interpretirati, $to nije zajamceno ako se analizira samo binarno segmentirana
slika. Analizirajuci slike bolesnika 7, dobiva se dojam jednostavne raspodjele razlicitih
tkiva koja su odvojena, ali u usporedbi slika, vidljivo je slika koja sadrzi denarnu
klasifikaciju, pruza znatno viSe informacija o biokemijskim profilima ovih tkiva i
pokazuje da zapravo ne postoji jasna granica izmedu tih tkiva. To prikazuje veliki
utjecaj T tkiva na okolno PT tkivo. Najvaznije razlike u masenim spektrima na denarnim

slikama vide se u prijelaznom podrucju duz PT prema T, tj. na TM.

Analizom znacajnih m/z signala 222.15 Da i 725.80 Da, izmedu ostalih,
pokazuju izrazitu pripadnost T, odnosno PT. Stoga je napravljena ciljana slikovna
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interpretacija cijelog MSI analiziranog podrucja za specificne m/z signale. m/z signali
koji su pripadali T odnosno PT su i vizualno vrlo dobro prikazali razlike u intenzitetima
signala (plavo — slabiji signal, crveno — jaci signal) te jasno prikazali da se zbilja nalaze
u T odnosno PT i omogucili jasan slikovni prikaz TM. | ovdje je uocljiv kontinuiran pad
intenziteta signala prilikom prijelaza iz T u PT i obrnuto Sto ukazuje na heterogenost
tumora koja je osobito izrazena u prijelaznoj regiji izmedu T i PT. Ta Cinjenica na jo$
jedan nacin potvrduje da je MSI metoda koja mozZze pomod¢i u boljem razumijevanju

biologije T.

6.6. Utjecaj heterogenosti kolorektalnog karcinoma na prepoznavanje tumorske

margine

U usporedbi s drugim prikazanim PLS-DA modelima u kojima se usporeduju B,
T i PT, PLS-DA Klasifikacija T i PT pokazuje izrazeniju i konzistentniju separaciju, sto
upucuje na diskriminacijski potencijal metabolomickih podataka u izravnoj usporedbi T
i PT tkiva.

Buducéi da se sadrzaj informacija smanjuje s povecanjem mase u pozitivnom
ionizacijskom modu, Sto je popraceno jasnijim oslikavanjem T i PT, ova analiza je
temeljena na rasponima masa od 600-800 i 800-1000 Da. Zbog slozenosti tkiva,
analizirane su i binarne i denarne MSI segmentacije slika. Ispitivanjem masenih
spektara T i PT regija svih bolesnika utvrdeno je da postoji mali broj m/z signala koji
su pojavljuju u T, odnosno PT svih ispitanika. To ukazuje na interindividualne razlike u
kemijskim svojstvima T, TM i PT regije, te naglaSava vaznost personaliziranog pristupa
svakom bolesniku. Unato€ tome, za vecinu bolesnika bilo je moguce jasno prikazati

TM primjenom segmentacije na MSI slike, osobito u pozitivnom ionizacijskom modu.

PLS-DA analizom masenih spektara je postignuto razdvajanje metaboloma T i
PT uz tocnost klasifikacije od priblizno 75%. U negativnom nacinu snimanja je
razlikovanje T od PT <55%, Sto je u skladu s rezultatima segmentacijeske analize, te
je zakljuCak da je primjerenije Koristiti pozitivan ionizacijski mod za prikazivanje TM.
Stoga klasifikacije temeljene na PLS-DA metodi i MSI analizi tkiva u pozitivnom modu
mogu relativno pouzdano razlikovati T od PT tkiva koje se klasificira kao zdravo unato¢

velikoj tumorskoj heterogenosti.
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Izrazenije preklapanje izmedu skupina B, PT i T, osobito je vidljivo u srediSnjem
dijelu grafa: granice izmedu analiziranih tkiva su difuzne, a pojedini uzorci razlicitih
tkiva nalaze se u istim projekcijskim podrucjima. Takav raspored sugerira znacajnu
bioloSku sli¢nost izmedu analiziranih T, PT i B S$to podrzava koncept postupne
tumorske progresije ali i izrazene intratumorske heterogenosti. Naime, u PLS-DA je
pokazala ograni€enu sposobnost razdvajanja T i PT regija u odnosu na B, uz to¢nost
klasifikacije manju od 40%: navedena nemogucnost pouzdanog razlikovanja B od T i
PT ukazuje, izmedu ostalog, na postojanje biokemijske slicnosti B i PT. Ovo se moze
objasniti Cinjenicom da se tumorske stanice u B prilagodavaju okoliSu Sto ukazuje na
odstupanja B od T odnosno na heterogenost tumora. Opisana biokemijiska
heterogenost T, odnosno biokemijske razlike izmedu T i B, su uocljive i u rezultatima
segmentacijske analize. Segmentacijska analiza pruza i uvjerljivije dokaze o
biokemijskoj heterogenosti tumora. Prikazom podrucja T tkiva koje je podijeljeno u vise
klasa: svaka klasa T tkiva prikazana je drugom bojom koja odgovara specificnom
prosjecnom masenom spektru. ViSestruke klase prisutne u T regiji ukazuju na
heterogenost tumora, {j. razliCite biokemijske profile koji postoje u razli€itim dijelovima
T. UoCene kontinuirane promjene u biokemijskom sastavu duz prijelaza iz T tkiva u PT
tkivo upucuju na izraZzenu metaboliCku plastiCnost T i njegovu sposobnost prilagodbe
lokalnom mikrookoliSu. Takva gradijentna raspodjela biomolekula sugerira postojanje
dinamicnih interakcija izmedu tumorskih stanica i okolnog tkiva, pri ¢emu dolazi do
postupnog preoblikovanja biokemijskog profila. Ovi nalazi dodatno naglasavaju
sloZenost intratumorske heterogenosti te upuc€uju na vaznost prostorno - rezolucijskih

metoda u razumijevanju tumorske biologije.

Za kvalitativnu procjenu ucinkovitosti opisanog MSI pristupa prepoznavanju TM
i tumorske heterogenosti, odabrano je nekoliko reprezentativnih slika. Vizualni pregled
finih znacajki, osobito TM jasno prikazane na denarnim slikama, pokazuje da odabir
10 segmenata adekvatno odrazava razlike u biokemijskim profilima. lako se TM lakSe
prepoznaje na binarno segmentiranim slikama, povecanje broja klasa piksela
omogucuje detaljniji uvid u intratumorsku heterogenost, osobito u uzorcima koji sadrze
viSe biokemijski razli€itih subpopulacija stanica. RazliCite boje unutar T upucuju na
prisutnost viSe metaboliCkih obrazaca, $to potvrduje visoku razinu heterogenosti
unutar samog T. MSI slike. dobivene u visem rasponu masa (800—1000 m/z, negativni

ionizacijski mod) dodatno naglasSavaju tumorsku heterogenost kroz varijacije u
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intenzitetima pojedinih m/z signala. lako T i PT podrucja mogu sadrzavati biomolekule
slicnog podrijetla, razlike u njihovim intenzitetima odrazavaju promjene u relativnoj
zastupljenosti i metabolickoj aktivnosti, Sto doprinosi kompleksnosti tumorskog
mikrookoliSa. Osim Sto prikazuje prodiranje T u PT, takoder je primjetno da viSe boja,
tj. razliCiti maseni spektri, pripadaju T tkivu nego PT tkivu, Sto ukazuje na vecu
heterogenost tumora. m/z signali T i PT tkiva pokazuju da postoji razlika izmedu
intenziteta signala T i PT podrucja. U odabranom rasponu m/z, T i PT podrucja sadrze
biomolekule istog ili slicnog podrijetla. Medutim, sadrzaj ovih biomolekula razlikuje se
izmedu T i PT, Sto omogucuje prikaz TM, tj. prodiranja T u zdravo tkivo. Znacajno je da
se intenzitet na 864,15 Da m/z podudara s prijelazom iz PT u T tkivo i znacajno je vedi
u T tkivu. Podrucje obojeno crvenom bojom na denarno segmentiranoj slici pacijenta
7 je PT regija. Ipak, ima visoki intenzitet prethodno spomenutog signala, Sto sugerira
mogucu biokemijsku promjenu PT tkiva. Ova vrsta promjene kemijskog sastava tkiva
ne moze se otkriti bojenjem HE. Oppenheimer i suradnici pokazali su da se molekularni
i histoloSki TM ne podudaraju nuzno u slu€ajevima karcinoma bubrezZnih stanica (132).
Isto se mozZe ocekivati u CRC-u, posebno u agresivnim oblicima: MSI metoda,
predstavljena u ovom istrazivanju, moze pruzitiinformativniju vizualizaciju TM koja

uklju€uje uvid u heterogenost tumora (58,62,63).

6.7. Ogranicenja istrazivanja

Ovdje prikazano istrazivanje ima nekoliko ograni¢enja: studija je ukljucivala mali
broj ispitanika, a MS2 ili druge metode pouzdanije anotacije nisu primijenjene. Bududi
da je provedena samo MS1 analiza, ne moze se sa sigurnoScu utvrditi koje
molekularne vrste odgovaraju odabranim m/z vrijednostima. Ovo je preliminarno
istraZivanje i buduca istrazivanja trebala bi proSiriti veli€inu uzorka kako bi se potvrdili
nalazi. Nedostatak standardiziranih protokola u MSI lipidomici moze predstavljati
ogranicenje u interpretaciji rezultata, buduci da razlike u pripremi uzoraka, analitickim
parametrima i obradi podataka mogu utjecati na njihovu reproducibilnost i usporedivost
medu studijama (133). Medutim, daljnji razvoj i harmonizacija metodoloskih pristupa,
uz uvodenje standardiziranih smjernica i validacijskih protokola, mogli bi znacajno
doprinijeti pouzdanosti i Siroj primjeni MSI lipidomike u istrazivanju CRC-a (134). Zbog

izrazene intratumorske heterogenosti CRC-a, kao i morfoloSke definicije B koja
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zahtijeva preciznu histolosku identifikaciju, poZeljna je integracija patohistoloSke
evaluacije s kemijskim metodama. U tom pogledu, iako MSI predstavlja obec¢avajuéi
alat za istraZivanje stani¢ne biokemije CRC-a, trenutna tehni¢ka ograni¢enja jos uvijek
oteZavaju njezinu rutinsku primjenu u izravnoj analizi B te naglasavaju potrebu za
daljnjim razvojem metoda visoke osjetljivosti i prostorne rezolucije. Prije svega je
potrebno napraviti analize slike uz veCu prostornu rezoluciju a zatim provesti, ve¢
spomenutu, MS2 analizu. Na opisani nacin bi se doSlo do pouzdanijih lokalizacija i
anotacija metabolita i lipida, a time i do to¢nijih informacija o B koji mijenja svoj
biokemijski sastav pod utjecajem okoliSa, $to se pokazalo u ovom istrazivanju. Osim
MALDI TOF MSI, mogu se Koristiti i druge MSI tehnike, poput desorpcijske elektrosprej
ionizacijske slikovne masene spektrometrije (engl. Desorption Electrospray lonization
Imaging Mass Spectrometry, DESI-IMS) ili masene spektrometrije sekundarnih iona
(engl. Secondary lon Mass Spectrometry, SIMS). MALDI postavke nisu bile
prilagodene za detekciju B, pa bi ih se trebalo dodatno optimizirati s ciliem poboljSanja
dijagnostiCke korisnosti (63). Studije koje ¢e uslijediti takoder se mogu usredotociti na
primjenu naprednih algoritama klasifikacije i usporedbe MSI-a s imunohistokemijskim
postupcima. Ad hoc pristup odabiru broja segmenata slike moze se zamijeniti
naprednim algoritmima koji nude statistiCki ispravan odabir broja segmenata slike.
Ocekuje se da bi takvi algoritmi mogli pruziti pouzdaniji uvid u heterogenost tumora.
Takoder, performanse MSI-a za prepoznavanje TM mogu se rigoroznije procijeniti u
odnosu na imunohistokemijske postupke. Unato€ svojim ograni¢enjima, ovo
istrazivanje nudi uvid u heterogenost tumora temeljen na MSI-u i povezano

prepoznavanje B, TM te stvara preduvjete za istrazivanje novih biokemijskih biljega.

Dodatno ogranienje ovog istraZivanja odnosi se na izostanak analize na razini
genoma i transkriptoma. Metode sekvenciranja DNK i ribonukleinske kiseline (RNK),
kao i pristupi temeljeni na transkriptomici, omogucuju detaljan uvid u genetske i
ekspresijske promjene koje prethode proteomskim i metabolomskim varijacijama. U
ovom istraZivanju takvi podaci nisu ukljuceni, sto ograniCava mogucnost cjelovitog
razumijevanja molekularnin mehanizama koji stoje u podlozi uoCenih biokemijskih
promjena. lako MSI pruza vrijedan uvid u prostornu raspodjelu metabolita i lipida, bez
integracije s podacima o genskoj ekspresiji nije moguce u potpunosti razjasniti

regulatorne procese koji dovode do uoCenih razlika izmedu T tkiva, PT regije i B.
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Transkriptomske analize, posebice one temeljene na RNK sekvenciranju, omogucuju
kvantifikaciju ekspresije velikog broja gena istovremeno te identifikaciju signalnih
puteva uklju¢enih u tumorsku progresiju i prilagodbu mikrookoliSu. Njihovo uklju€ivanje
u buduca istrazivanja omogucilo bi povezivanje promjena u ekspresiji gena s
promjenama u metabolizmu i lipidnom sastavu tumora, Cime bi se dobio integrirani
prikaz tumorske biologije. Nadalje, kombinacija prostorno - resolucijskih tehnika poput
MSI-a s metodama prostorne transkriptomike mogla bi omoguciti preciznije mapiranje

molekularnih promjena unutar razli€itih tumorskih regija (135,136).

Stoga se buduca istrazivanja trebaju usmijeriti na integraciju genomskih,
transkriptomskih i metabolomskih pristupa kako bi se omogudilo dublje razumijevanje
heterogenosti CRC-a i identifikacija pouzdanijih biomarkera. Takav pristup mogao bi
znaCajno unaprijediti interpretaciju dobivenih rezultata te doprinijeti razvoju

personaliziranih dijagnostickih i terapijskih strategija.
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7. ZAKLJUCAK

Temeljem dobivenih rezultata hipoteza je potvrdena, a s obzirom na postavljene

cilieve moze se zakljuciti sliedece:

e MALDI-TOF MSI uspjes$no je primijenjena za segmentacijsku analizu TM CRC-
a, pri ¢emu je najpouzdanije prepoznavanje TM postignuto u rasponu masa
800—-1000 Da na binarno segmentiranim slikama.

e Negativni ionizacijski mod pokazao je bolju sposobnost prikaza biokemijske i
prostorne heterogenosti T i PT tkiva, dok je pozitivni mod bio prikladniji za
diskriminaciju T i PT.

e Binarna segmentacija pokazala se prikladnijom za jasno i jednostavno
prepoznavanje TM, dok je denarna segmentacija omogucila detaljniji uvid u
intratumorsku heterogenost i prijelazne zone izmedu T i okolnog tkiva.

¢ Analiza B pokazala je da njegov metabolicki profil nije jednozna¢an, nego moze
biti sliéniji ili T ili PT tkivu, Sto potvrduje izraZzenu bioloSku sloZenost i
heterogenost CRC-a.

e Dobiveni rezultati upucuju na to da sama MSI segmentacijska analiza nije
dovoljna za potpuno pouzdanu karakterizaciju B, veC su za precizniju
interpretaciju potrebne metode vece lateralne rezolucije.

e U patohistoloSkoj i molekularnoj analizi potvrdena je, u literaturi opisana,
povezanost izmedu prisutnosti PNI/LVI, pozitivnog limfnog statusa i viSeg
stupnja B, $to dodatno podupire njihovu povezanost s bioloSki agresivnijim
ponasanjem T.

e MN-deficijentni tumori pokazivali su izrazeniju limfocitnu infiltraciju, a BRAF
mutacija zabiljezena je unutar MN-deficijentnog tumora, Sto je u skladu s
molekularnim obrascima CRC-a.

e Medu znacajnim m/z signalima izdvojeni su signali specificniji za T i PT tkivo, a
provizorne anotacije upucuju da su najvaznije diskriminirajuce molekule

pretezno lipidnog podrijetla, ukljucujuci TG, PC, GlcCer i AC.
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8. SAZETAK

Ciljevi istrazivanja: Cilj ovog istrazivanja bio je primijeniti MALDI-TOF MSI za analizu
TM i B u CRC-u te ispitati povezanost metaboli¢kih i lipidnih profila s histoloSkim
gradusom i TNM statusom kao i odnos metabolickog profila T tkiva i B.

Materijali i metode: U istrazivanje je uklju¢eno 10 bolesnika s CRC-om. Uzorci tkiva
prikupljeni su tijekom kirurSke resekcije te su podvrgnuti standardnoj patohistoloskoj i
molekularnoj analizi. MSI analiza provedena je MALDI-TOF uredajem u pozitivnom i
negativnom ionizacijskom modu u rasponu masa 200-1000 Da. Segmentacija slike
provedena je hijerarhijskom analizom grozdova (binarna i denarna segmentacija).
Obrada podataka ukljucivala je primjenu parametrijskih i neparametrijskih testova te
PLS-DA analizu. Prediktivha sposobnost modela procijenjena je metodom LOOCYV, a

znacajni m/z signali provizorno su anotirani koristenjem baza Metaspace i HMDB.

Rezultati: Vecina tumora bila je umjereno diferencirana (G2) i stadija T3, dok je 4 od
10 bolesnika imalo metastatski zahvacene limfne ¢vorove. Sredniji ili visoki stupanj B
zabiljezen je u 6 slu€ajeva. MSI analiza u pozitivnom modu omogudila je pouzdano
prepoznavanje TM u 9 od 10 slu€ajeva. Binarna segmentacija bila je prikladnija za
prikaz TM, dok je denarna segmentacija pruzila detaljniji uvid u heterogenost, osobito
u negativnom modu. Metaboli¢ki profil B bio je varijabilan te je pokazivao sli¢nostis T
ili PT. PLS-DA analiza omogucila je diskriminaciju T i PT (=75 %), ali ne i jasnu
diferencijaciju B. Diskriminatorni m/z signali upuéuju na dominantnu ulogu lipida.
Promjene u TG, PC, GlcCer i AC povezane su s agresivnijim tumorskim fenotipom i

metabolickim prilagodbama.

Zakljuéak: MALDI-TOF MSI predstavlja obeéavajuci pristup u analizi TM i
heterogenosti CRC-a. Metabolicki i lipidni profili omogucuju razlikovanje T i PT tkiva,
dok analiza B ostaje izazovna zbog utjecaja mikrookoliSa. Rezultati potvrduju
potencijal MSIl-a u identifikaciji novih biljega i ukazuju na potrebu za daljnjim

istrazivanjima.

Kljuéne rije€i: biljezi; lipidi; kolorektalne neoplazme; masena spektrometrija;

metabolomika
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9. SUMMARY

MALDI TOF MS image analysis of tumor budding and peritumoral area in
colorectal carcinoma

Objectives: The aim of this study was to apply MALDI-TOF MSI for the analysis of TM
and B in CRC and to examine the association between metabolic and lipid profiles and
histological grade and TNM status, as well as the relationship between the metabolic
profiles of T tissue and B.

Materials and Methods: A total of 10 patients with CRC were included in the study.
Tissue samples were collected during surgical resection and subjected to standard
histopathological and molecular analysis. MSI analysis was performed using a MALDI-
TOF instrument in both positive and negative ionization modes over a mass range of
200-1000 Da. Image segmentation was performed using hierarchical clustering
analysis (binary and denary segmentation). Data processing included the application
of parametric and nonparametric tests as well as PLS-DA analysis. The predictive
performance of the model was evaluated using LOOCYV, and significant m/z signals

were provisionally annotated against the Metaspace and HMDB databases.

Results: Most tumors were moderately differentiated (G2) and classified as T3, while
4 of 10 patients had lymph node metastases. A moderate or high degree of B was
observed in 6 cases. MSI analysis in positive mode reliably identified TM in 9 out of 10
cases. Binary segmentation was more suitable for TM visualization, whereas denary
segmentation provided a more detailed insight into heterogeneity, particularly in
negative mode. The metabolic profile of B was variable and showed similarities to T or
PT. PLS-DA analysis enabled discrimination between T and PT (=75%), but did not
clearly differentiate B. Discriminatory m/z signals indicated a dominant role for lipids.
Changes in TG, PC, GlcCer, and AC were associated with a more aggressive tumor

phenotype and metabolic adaptations.

Conclusion: MALDI-TOF MSI represents a promising approach for analyzing TM and
heterogeneity in CRC. Metabolic and lipid profiles enable discrimination between T and

PT tissues, whereas analysis of B remains challenging due to microenvironmental
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effects. The results confirm the potential of MSI for identifying novel biomarkers and
highlight the need for further research.

Keywords: biomarkers; lipids; colorectal neoplasms; mass spectrometry;
metabolomics
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