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1. UVOD

1.1 Infracrvena spektroskopija

Infracrvena spektroskopija danas se smatra jednom od najvaznijih analitickih metoda u
znanosti, no u zadnje vrijeme nalazi i svoju translacijsku primjenu u medicinskoj dijagnostici.
Glavna joj je prednost Sto ne zahtijeva kompliciranu obradu uzorka, a analizira gotovo svaki
uzorak u svim agregacijskim stanjima. Sami spektroskopi su bili dostupni na trzistu jos 40-ih
godina prosloga stoljeca kada je disperzni element bila prizma, no pravu popularnost je stekao
umetanjem interferometra umjesto prizme te koriStenjem matematickog procesa Fourierove
transformacije koji su znacajno ubrzali proces snimanja te podigli kvalitetu samih snimki.

Infracrvena spektroskopija je tehnika koja se temelji na vibracijama atoma molekule.
Spektar se dobiva prolaskom infracrvenog zraCenja kroz uzorak te odredivanjem udjela
pocetnog zracenja koje se apsorbiralo u odredenoj energiji. Dobivene energije za odredeni
,»vrsak® (engl,,peak®) u apsorpcijskom spektru odgovara frekvenciji vibracije dijela uzorka.

Infracrveno zracenje zajedno sa ultrazvu¢nim, mikro valovima, radio valovima, X
zracenjem, y zracenjem i vidljvim zracenjem spada u elektromagnetsko zrac¢enje. Svako od tih
zracenja ima odredene karakteristike. Tako IR zracenje oznacava podrucje valnih duljina (A)
od 0,7 do 500 um. Ako uzmemo u obzir da je brzina svjetlosti u vakuumu (c) konstanta onda
koriste¢i izraz v = c/AL moZemo izraCunati frekvenciju pri odredenoj valnoj duljini.
Jo§ jedan opce prihvacen nacin izrazavanja je preko valnog broja (9) koji odgovara
recipro¢noj vrijednosti valne duljine (A), a izrazen je formulom ¥=1/A. Iz toga proizlazi izraz
E=hct gdje je energija elektromagnetskog zraenja (E) proporcionalna vrijednosti valnog

broja (¥), ¢ je brzina svjetlosti u vakumu, a h oznacava Planckovu konstantu.

Da bi molekula mogla apsorbirati IR svjetlo mora do¢i do promjene elektricnog
dipolnog momenta tijekom vibracije odnosno gibanja unutar same molekule odredenom
frekvencijom. Na jacinu dipolnog momenta utjeCe polarnost samih molekula koje su u
interakciji, njthove mase, jacina i vrsta veze medu njima kao i utjecaj dipolnith momenata
okolnih molekula te temperatura pri kojoj se sve to dogada. Sama gibanja unutar molekule
mogu biti simetri¢na i asimetri¢na, a osnovna gibanja ukljucuju istezanje i savijanje. Osim

njih mogudi su i ljuljanje, mahanje, okretanje, savijanje unutar i izvan ravnine.
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Slika 1. Razliitost gibanja veza unutar molekula (B. Stuart, 2004.)

U sluc¢aju kada su vibracije unutar molekule simetri¢ne 1 vremenski se poklapaju
njihov dipolni moment se nec¢e mijenjati. Nazivamo ih stoga IR neaktivnim molekulama, za
razliku od slucaja kada molekularne vibracije mijenjaju dipolni moment gdje govorimo o IR

aktivnim molekulama (K.Serec, 2016.)

1.2 FTIR spektroskopija

Infracrvena spektroskopija sa Fourierovom transformacijom (FTIR) je metoda
mjerenja koja se temelji na ideji interferencije zracenja dvaju snopova iz kojih se dobiva
interferogram. Osnovne komponente spektrometra su izvor IR zracenja, Michelsonov
interferometar, kuciSte za uzorak, detektor 1 raCunalo za obradu. Intertransformator razdvaja
upadno zracenje na 2 odvojena vala mijenjajuc¢i opticki put prije nego se ponovno sastanu i
produ kroz uzorak koji ¢e dio spektra apsorbirati, a dio ¢e pro¢i do detektora. Nakon
pojacavanja signala u kojem se visokofrekventni doprinosi uklone filterom, podaci se
pretvaraju 1z analognog u digitalni oblik te matematickom formulom Fourierove

transformacije izracunava se spektar uzorka.
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Slika 2. Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (WolframResearch)

1.3  Analiza spektra

Jedan od klju¢nih koraka u metodi spektrofotometrije je precizna analiza dobivenih
spektara. Infracrveni spektar poliatomne molekule vrlo je sloZzen i nije moguée potpuno
odredivanje svih prisutnih vrpci. Kako spektar mjeri vibracije atoma, iz njega se moze
odrediti koje funkcionalne skupine nalazimo unutar neke molekule. Naime, proucavanjem
infracrvenih spektara brojnih spojeva s uobicajenim skupinama atoma, pronadeno je da te
skupine apsorbiraju energiju u nekom uskom frekvencijskom podruc¢ju, neovisno od ostalog
dijela molekule, a te se frekvencije nazivaju frekvencijama funkcionalnih skupina (eng. group
frequencies). To bi trebalo znaciti da se svaka vrpca u spektru moZze pripisati odredenoj
deformaciji molekule, kretanju grupa atoma, savijanju ili istezanju odredenih veza. To vrijedi
za mnoge vrpce, osobito one karakterizirane istezanjem trostrukih veza koje se ,,dobro
ponasaju‘.

U pravilu, srednji infracrveni elektromagnetski spektar (4000-400 cm™) uobicajeno se
dijeli na 4 regije, a priroda frekvencije skupine je odredena regijom u kojoj je smjestena. Zna
se da se unutar srednjeg spektra nalazi takozvana regija otiska prsta (eng. bio-fingerprint,
fingerprint) regija (Martin F.L. i sur., 2010) s rasponom od 1800-900 cm koja sadrzi
temeljne vibracije energetski absorpcijskih frekvencija mnogih interesantnih bioloski
znacajnih molekula.

Vazno je re¢i da su pozicije 1 inteziteti absorpcijskih vrpci odredene prirodom i
koncentracijom bioloskih molekula te ne slijede obrazac ponaSanja anorganskih molekula.
Tako se vrpce molekula u regiji otiska prsta mogu se razlikovati za stotine valnih brojeva, ¢ak
1 za slicne molekule. Tu opazamo da mali stericki ili elektronski efekti u molekuli dovode do

velikih pomaka u poziciji spektra. U regiji otiska prsta, proteini tako pridonose takozvanom



Amid I vrsku (eng. peak) na frekvenciji od 1650 cm™ (C=0 istezanje), Amid II vriak na 1540
cm™' (N-H savijanje). Lipidi pridonose apsorpciji od 1740 cm™ (C=O istezanje), a PO
vibracije DNA su obi¢no locirane u regiji 1080 cm™ (simetriéno istezanje) ili 1240 cm’

(asimetri¢no istezanje) (Kelly J.G. i sur.,2011.)

Ostale tri regije su su sljedeée: X-H istezanja (4000-2500 cm™), istezanja trostruke
veze (2500-2000 cm!), istezanja dvostruke veze (2000-1500 cm™). Osnovne su vibracije u X-
H regiji posljedica O-H, C-H i N-H istezanja. O—H istezanje radi Siroku vrpcu u razmaku od
3700-3600 cm'. Za usporedbu, N-H istezanje najéesée se oitrije opaza izmedu 3400-3300
cm™. Vrpca C-H istezanja alifatskih spojeva se ocituje u razmaku od 3000-2850 cm™'. Ako
je C-H veza povezana s drugom molekulom dvostrukom vezom ili aromatskim prstenom,
apsorpcija za C-H istezanje se poveéa na 3000-3100 cm™'. Apsorpcija trostruke veze nalazi
se u podrudju izmedu 2500-2000 cm! radi konstantnih jakih sila unutar veze. Apsorpcija C=C
veze je izmedu 2300-2050 cm™!, dok je nitrilna skupina (C=N) izmedu 2300-2200 cm™'. Ove
dvije grupe se mogu razlikovati jer je C = C je vrlo slabog intenziteta, dok je C=N srednjeg.
Osnovne vrpce treée regije (2000-1500 cm™) posljedica su C=C i C=0 veza, a karbonilno
istezanje je najlakse vidjeti u infracrvenom spektru jer se obicno isti¢e kao najintenzivnija

vrpca (1830-1650 cm™).

Analiza spektra producira kvalitativne 1 kvantitativne informacije o promjenama vrska,
Sirina 1 intenziteta prikazanih vrpci kako bismo dobili strukturalne i funkcionalne informacije
o analiziranom materijalu. U bioloskom smislu podaci se mogu koristiti za detekciju
promjena stani¢nih komponenti. (A. Dogan 1 sur., 2007.). Stoga nalaze svoju primjenu i u

medicini.

14  Leukemije djecje dobi — oblici, pojavnost i lijeCenje

Leukemije pripadaju zlo¢udnim novotvorinama koje nastaju malignom proliferacijom
mati¢nih hematopoetickih stanica ili stanica prekursora u koStanoj srzi. Leukemicne stanice
infiltriraju ¢itavu koStanu srz, ulaze u perifernu krv te mogu infiltrirati sva tkiva u tijelu.
Prema zrelosti stanica leukemije se dijele na akutne, koje se sastoje ve¢inom od nezrelih,

slabo diferenciranih stanica (blasta) i na kroni¢ne kod kojih su stanice zrelije.

-----

limfoblasti¢na leukemija (ALL) (SK.Ma i sur., 1999.) koja se javlja tri puta ¢eS¢e od akutne
mijeloi¢ne leukemije (AML). ALL je neoplazma prekursorskih B ili T limfocita. U 80-85%
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slucajeva tumorske su stanice B-limfocitnog podrijetla, a u 15% oboljelih proliferiraju
prekursori limfocita T i vrlo rijetko prekursori nul-stanica. Vr$na incidencija je izmedu 2. i 10.
godine zivota (I. Damjanov, 2017.)

Terapija ALL-a dijeli se u 4 faze: indukcija remisije, profilaksa prozimanja CNS-a,
konsolidiranje nakon remisije, odrzavanje. Negativni prognosticki ¢imbenici su kariotip s
urednim brojem kromosoma ali abnormalnom morfologijom, nazo¢nost Philadelphia
kromosoma t(9;22) te prosirenost bolesti na CNS.

AML je drugi najces¢i oblik leukemije u djece, najcesce u starijoj djecjoj dobi (od 15
godine). Nastaje zbog neoplasti¢ne klonalne proliferacije hematopoetskih mati¢nih stanica
(blasti). Nalaze se u kostanoj srzi i perifernoj krvi te ¢ine vise od 20% svih hematopoetskih
stanica. Faze lijeCenja su: indukcija remisije, intenzifikacija, obi¢no bez profilakse prozimanja
CNS-a. (REF) Negativni prognosticki ¢imbenici su kariotip t(15;17), t(8;21) 1
inv16(p13;q22).

Prema zadnjim podacima Registra za rak RH, u RH je 2014. godine od malignih
bolesti oboljelo 123 djece (62 djevojcice) u dobi od 0 — 14 godina odnosno 175 djece (90
djevojcica) u dobi od 0 — 19 godina (https://www.hzjz.hr). Od toga, 63 je bilo u dobi od 0-4
godine, 28 u dobi od 5-9 godina, 32 u dobi od 10-14 godina, te 52 u dobi od 15-19 godina.

Prema zadnjim podacima o umrlim osobama, 2016. je od malignih bolesti umrlo 18 djece (7
djevojcica) u dobi od 0 — 14 godina, odnosno 30 djece (8 djevojcica) u dobi od 0 — 19 godina.
(https://www.hzjz.hr).

Ako gledamo prezivljenje oboljelih od raka u kontekstu izlijeCenja, recentni podaci iz
velikog svjetskog opservacijskog istrazivanja CONCORD-3 iz 2018. Godine pokazuju da je
petogodiSnje prezivljenje od malignih bolesti djece u Hrvatskoj iznad prosjeka EU, te za
limfome u djecjoj dobi iznosi 95 %, akutne limfaticne leukemije 85 %, a za tumore mozga 73
% (C. Allemani i sur., 2018).

Ako gledamo podtipove, ALL u djece ima dobru prognozu s petogodiSnjim
preZzivljenjem od 85%. AML je podloZzna manjem broju lijekova od ALL 1 ima loSiju
prognozu. PetogodiSnje preZivljenje se u djece krec¢e izmedu 60 1 70%.

Na kraju , upravo najcesce dijagnoze malignih bolesti u djece (0-19) su bile leukemije
(41; 35 u dobi od 0-14), zatim maligni tumori mozga i ledne mozdine (27; 22 od 0-14) te
limfomi (23; 12 od 0-14 godina). Stoga je rano postavljanje dijagnoze i pravovremeno

lijeCenje nuzno za povecanje prezivljenja oboljelih pacijenata.


https://www.hzjz.hr/

1.5 Krvna plazma

Periferna se krv sastoji od plazme i eritrocita, leukocita i trombocita. Plazma je tekuca
komponenta krvi koja se dobiva centrifugiranjem krvi pri ¢emu se krvne stanice odvoje.
Izdvajanjem faktora zgrusavanja iz plazme dobiva se serum.

U krvnoj se plazmi nalaze brojni proteini razli¢itih funkcija koji se mogu podijeliti u 3
glavne skupine: albumini, globulini i fibrinogen. Tu nalazimo i nestanicnu DNA (engl.cel/
free DNA) koja moze potjecati od raspadnutih krvnih ili drugih stanica, pa ¢ak i tumorskih. U
novije vrijeme, doznalo se da plazma sadrzi brojne RNA molekule razli¢itih funkcija i
veli¢ina, pa tako nalazimo mikroRNA molekule (eng. microRNA, miRNA), mRNA, duge
nekodiraju¢e RNA molekule (eng. long non-coding RNA, IncRNA) itd. Novija istrazivanja
koja se baziraju na detekciji promjena u tjelesnim tekuéinama vezanim za neko patolosko
stanje (npr. tumori), naglasavaju analizu plazme kao vazan dijagnosticki postupak za

dijagnozu i pracenje tijeka bolesti.

1.6 Neinvazivna analiza krvne plazme u dijagnostici tumora s naglaskom

na IR spektroskopiju

Rana dijagnoza zlo¢udnih bolesti i rani pocetak lijecenja su kljucni za poboljsanje
stope prezivljenja. Zbog toga je vazan razvoj novih metoda koje omogucuju brzu i objektivnu
dijagnozu.

Danas su glavne dijagnosticke metode analiza periferne krvi, citokemijska evaluacija 1
aspiracija kosStane srzi koja je invazivna i nosi rizik za pacijenta. ( B.D. Cheson 1 sur., 2003.)
lako je genotipizacija trenutno najvaznija metoda za kategorizaciju tumora, za analizu
tumorskih tkiva potrebne su invazivne metode 1 dugotrajna analiza. Takoder, s obzirom na to
da tumori vrlo Cesto tijekom terapije razviju rezistenciju na lijekove, potrebno je pratiti pojavu
specifiénih tumorskih mutacija 1 tome prilagoditi terapiju. Takvom personaliziranom
medicinom moguce je ostvariti najbolje rezultate lijeCenja. Zbog toga je izuzetno vazno
razvijanje novih brzih, jeftinih, neinvazivnih 1 preciznih metoda identifikacije tumorskih
biomarkera kojima bi se pacijenti mogli pratiti tijekom lije¢nja. Budu¢i da je nestani¢na
tumorska DNA potencijalna zamjena za analizu Citavog tumorskog genoma, analiza
nestani¢ne DNA u sklopu tekuce biopsije je obecavajuca metoda Ciji je dodatni razvoj hitno

potreban. (E. Heitzer 1 sur., 2015.)(A. Buder i sur., 2016.)



Brojne studije su pokazale da je koncentracija nestanicne (eng. cell-free) DNA u
plazmi pacijenata oboljenih od malignih bolesti visa nego u zdravih pojedinaca iz kontrolne
skupine. (A.Kamat i sur., 2010.). Fragmenti nestanicne DNA u zdravih pojedinaca su mali i
uniformni, i ve¢inom nastaju normalnom stani¢nom apoptozom. U oboljelih od malignih
bolesti, fragmenti nestanicne DNA su nepotpuni, razli¢itih duljina i1 nastaju nekrozom

tumorskih stanica. ( M. van der Vaart i sur., 2007.)

Zbog potrebe za neinvazivnim metodama otkrivanja i pracenja bolesti, recentno je
nadeno da se FTIR spektroskopijom mogu otkriti biokemijske promjene u plazmi pacijenta.
Kad se FTIR spektroskopijom analizira plazma pacijenata, dobivaju se informacije o sadrzaju
lipida, proteina i nukleinskih kiselina. Primjecena je razlika u spektrima izmedu zdravih osoba
i oboljelih od zlocudnih bolesti, §to je naglasilo njenu dijagnosti¢ku vaznost u analizi i
detekciji promjene na molekularnoj razini u karcinomima. (K. Yano i sur., 2000.). Takoder,
FTIR spektroskopija se pokazala kao obecavajuéi alat za monitoriranje efektivnosti lijekova
tijekom kemoterapije u djece. (J.Ramesh 1 sur., 2003.)

Osim za analizu plazme kod oboljelih od leukemije, FTIR spektroskopija se moze
koristiti i za analizu plazme oboljelih od solidnih tumora. Obecéavajuci rezultati su dobiveni u
analizi karcinoma pluc¢a ( H.P. Wang 1 sur., 1997.), karcinoma kolona (Q. B. Li i sur., 2005.),
karcinoma dojke (R.K. Dukor i sur., 1998.) i1 karcinoma vrata maternice. (A. Staib i sur.,

2001.)

2. HIPOTEZA

Novija istrazivanja ukazuju na ¢injenicu da se iz ljudske plazme moze saznati puno
viSe o zdravstvenom stanju osobe nego Sto se do sada mislilo pa tako 1 postojanje maligne
bolesti uzrokuje molekularne promjene u stanicama i sastavu plazme koje se mogu detektirati
posebnim metodama kao §to je FTIR spektroskopija. Uzimanje uzorka plazme za analizu je
minimalno invazivan postupak i samim time lako dostupan te manje opasan za pacijenta od
konvencionalnih metoda pracenja pacijenata poput CT-a.

Hipoteza naseg rada jest da ¢e se promjena u homeostazi stanica i krvi, tj. pojavnost
leukemije iskazati u promjeni FTIR spektara plazme pacijenata u odnosu na zdrave pojedince,

a takoder ¢e se u promjeni spektra nazrijeti u¢inak terapije.



3. OPCI CILJ I SPECIFICNI CILJEVI RADA

Op¢i je cilj rada ispitati moguénost uporabe FTIR spektroskopije u analizi krvne
plazme pacijenata oboljelih od leukemije, tijekom perioda njihovog lijeCenja za procjenu
njihovog stanja u odnosu na kontrolu i tijeka bolesti, odnosno terapije.

Specificni ciljevi su:

1. Odrediti najpogodniju metodu snimanja infracrvenih spektara krvne plazme i nacin

pripreme uzoraka.

2. Utvrditi postoje 1i razlike u infracrvenim spektrima medija izmedu kontrolne skupine i

skupine s leukemijom.

3. Utvrditi postoje li razlike u infracrvenim spektrima medija u ovisnosti o fazi bolesti/tj.

terapije kod istog pacijenta.

4. MATERIJALI I METODE

4.1 Priprema uzorka

Ispitivani uzorak je arhivski materijal dobiven je u sklopu suradnje s doc. dr. sc.
Gordanom Jakovljevi¢ iz Klinike za djec¢je bolesti. Ispitivani uzorak obuhvacéa arhivske
uzorke plazme 7 pacijenata oboljelih od leukemije od ¢ega ih je 6 s ALL-om i 1 s AML-om (u
daljnjem tekstu oboljeli) te arhivske uzorke plazme 8 zdrave djece (kontrolna skupina).

Analizirano je ukupno 27 uzorka krvi djece oboljele od leukemije. S obzirom na
individualizaciju u klinickom tijek bolesti 1 odgovoru na terpaiju, nisu svi pacijenti imali isti
broj uzoraka. Broj je varirao izmedu 3 1 6. Obradivani uzorci su svim pacijentima uzimani 1.
dan bolesti tj, pri postavljanju dijagnoze, 15. te 33. dan kao dio rutinskog kontroliranja
tijekom primanja kemoterpaija. Jedan pacijent je nakon 33. dana lijeCenja uSao remisiju te ga
stoga prestajemo pratiti. Cetiri pacijenta prestajemo pratiti nakon prikupljenog &etvrtog
uzorka, od toga 3 pacijenta jer su u tom trenutku usla u remisiju, a jednog jer je egzitirao.
Jedan pacijent se radi smrtnog ishoda prestaje pratiti nakon petog uzorka, a jednog nakon
Sestog radi ulaska u remisiju. Osim toga smo analizirano je 1 8 uzoraka kontrolne skupine

dobivenih od 8 razlicitih pojedinaca.



Epruvete s uzorcima oznacene su Sifrom pacijenta i datumom kada je uzet uzorak te

pohranjene na -20 °C.

4.2 Priprema uzorka za analizu

Prije mjerenja uzorak se odmrzava na sobnoj temperaturi 30 min te se prije svakog
pipetiranja protrese radi dobivanja jednake homogene smjese za svako mjerenje. Potom se
mikropipetom otpipetira 2 pL uzorka koji se nanese na silicijev prozor opti¢ke kvalitete. Da bi
se iz spektara uklonile izrazite apsorpcijske vrpce nastale zbog vibracija i rotacija molekula
vode, prozore s uzorcima se susi 15 min na sobnoj temperaturi. Silicijevi prozori s uzorkom se
stavljaju na nosa¢ u odjeljku za uzorke spektrometra. Tim je postupcima minimizirana

mogucénost pojave artefakata u spektrima.

4.3 Analiza uzorka pomocu infracrvene spektroskopije

Mjerenja su se izvodila PerkinElmer GX spektrometrom (Waltham, MA, SAD) koji je
opremljen MID-IR izvorom koji emitira u podru¢ju od 10 cm™ do 15600 cm™. Pri snimanju
rabio se MCT detektor koji se hladi teku¢im duSikom. Da bi se iskljucio utjecaj silicijevog
prozora na mjerenja uzoraka potrebno je izmjeriti spektar samog prozora koji se pohranjuje u
instrumentu kao pozadina i1 automatski oduzima od snimljenog spektra uzorka. Nova je
pozadina snimljena prije svakog novog uzorka tj. nakon snimljena 24 spektra. Od svakog
uzorka snimljena su po 24 spektra u rasponu valnog broja od 4000 cm™ do 650 cm™. Zatim se
spektri svakog uzorka uprosjecuju. Za dobivanje spektara pozadine, snimano je 35 spektra, a
za spektre uzoraka 840 spektara pri rezoluciji 4 cm™ u transmisijskom modu. Svako mjerenje
traje 1 minutu, a mjerenje pozadine 2 minute. Svi snimljeni spektri se spremaju na racunalu u

elektronskom obliku i nakon toga obradivani u MATLAB-u i eSpectri.

4.4 StatistiCka analiza

Rezultati mjerenja su statisticki obradivani analizom principalnih komponenti (PCA,
prema engl. principal component analysis). PCA metodom se mozZe ucinkovito reducirati
dimenzija seta podataka na nekoliko onih koji daju najvecu varijaciju medu snimljenim
spektrima. Kada se analiziraju spektri u tom nisko dimenzionalnom PCA prostoru uocava se

stvaranje klastera uzoraka sa slicnim metabolickim ,,otiskom prsta“ (prema engl. fingerprint



region). Za statisticku analizu rabio se programski paket MATLAB, proizvodaca MathWorks
(Natick, MA, SAD) s dodatkom programskog alata PLS-Toolbox, kupljen od tvrtke
Eigenvector Research, Inc. (Wenatchee, WA, SAD). U izradi i prikazu snimljenih vrci
koristen je Essential FTIR v3.50. Ovaj program je pogodan za detaljnu analizu indidualihh
vrpci, stvaranje srednjih vrpci te medusobno usporedivanje valnih brojeva medu snimljenim

uzorcima.

5. REZULTATI
5.1 Prikaz apsorpcijskih spektara

Svi uzorci plazme pokazuju vrpce tipi¢ne za prisutnost bioloskih molekula u plazmi.
Slika 3. prikazuje primjer apsorpcijske vrpce snimanih uzoraka kontrolne skupine. Generalno
se uzorci sastoje od lipida, proteina i1 ugljikohidrata koji ¢ine karakteristicne vrpce na IR
spektru u podruéju valnih brojeva 3300 — 2800 cm™, 1700-1400 cm™ and 1400-900 cm™.
Postoje dva jako istaknuta amidna apsorpcijska vrska (eng. peak). Prvi vrSak je smjeSten na
1656 cm! i nastao je radi C=0 simetri¢nog istezanja te odgovara podru¢ju Amid I vrpce, i
drugi na 1546 cm nastao zbog jakog N-H istezanja i odgovara Amid II vrpci. Navedene
vibracije povezuju se s postojanjem proteinima u uzorku. Jak karakteristi¢ni vrSak vrpce na
3290cm™! nastao uslijed N-H simetri¢nog istezanja potvrda je postojanja aminokiselinske
skupine. Sljedeéa vrpca nalazi se na 2873cm™ i posljedica je asimetri¢nog i simetri¢nog
istezanja CH3 grupe koja predstavlja lipidnu skupinu. Od ostalih bitnih vrSaka vrpce valja

"1 1456 cm™ nastalih uslijed C=0 simetri¢nog istezanja COO- i

spomenuti one na 1405 cm”
asimetricnog C-H sjeenja -CH3 skupine koje oznacavaju prisutnost amino skupine.
Konacno, slaba vrpca na 1315 cm™ simbolizira prisutnos Amid III skupine nastale zbog C-H
deformacije van ravnine savijanja, dok karakteristicne vrpce na 1171 cm™? i 1078 cm’!
predstavljaju postojanje glukoze a nastaje zbog C-O i1 C-C simetri¢nog istezanja.

Apsorpcijski spektri oboljelih pacijenata daju jednak prikaz apsorpcijskih vrpci €ije se
medusobne razlike uocavaju tek statistickim metodama obrade podataka (Kanagathara N. 1

sur., 2011.).
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Tablica 1. Prikaz asignacije vibracijskih vrpci.

Frekvencija/ cm™! Opis Komponenta grupe
3290 N-H simetri¢no istezanje Amino skupina
2873 C-H simetri¢no istezanje CH3 skupine Lipidi
1656 C=0 simetri¢no istezanje Amid I
1546 N-H istezanje Amid II
1456 Asimetri¢no C-H sjencanje CH3 skupine Amino skupina
1405 C=0 simetri¢no istezanja COO- Amino skupina
1315 C-H deformacija Amid IIT
1171 C-0O simetri¢no istezanje Ugljikohidrati
1078 C-0O simetri¢no istezanje regije glukoze Ciklopropan
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Slika 3. Prikaz vrpce prosjecnih apsorpcijskih spektara kontrolne skupine

5.2 Dvodimenzionalni prikaz rezultata PCA i analiza metodom PC

regresije s unakrsnim vrednovanjem

Da bismo uocili fine razlike u spektrima kontrolne 1 oboljele skupine napravljena je

multivarijantna PCA analiza.
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U prvom redu dokazano je da se spektri uzoraka kontrolne skupine i oboljelih
pacijenata prikupljenih istog dana (dan dijagnoze) grupiraju u 2 zasebne skupine i medusobno
grupiraju prema dvije principalne komponente. Nadalje, uzorci oboljelih jasno se razdvajaju
od kontrolnih uzoraka. Da bi dosli do saznanja o modelu uzroka razdvajanja, koristili smo
statistiCku metodu PC regresije s unakrsnim vrednovanjem. Obradivali smo svakog pacijenta
posebno 1 usporedivali ga sa kontrolnom skupinom radi razli¢itih faza bolesti i

individualiziranog klini¢kog tijeka lijeCenja (slika 4 a i prilog 1).

Za svakog pacijenta vidljivo je da se uzorci pojedinih dana lijeCenja jasno razdvajaju i ne

preklapaju s kontrolnom skupinom.

Regresijski pravac analiziranih spektara pacijenata 5 po danima pokazuje sljedece
rezultate: R?> =0,963; RMESC= 5,2877; RMESCV= 6,8134. Ovako visoki koeficijent
korelacije upucuju da se iz spektra oboljelog moze dobro odrediti dan 1 pratiti tijek lijecenja
(slika 4.a). To se takoder moze vidjeti 1 pratiti na prikazu dobivenom multivarijantnom PC
analizom gdje se svaki dan lijeCenja grupira zasebno i isticemo - uvijek razli¢ito od kontrola
¢iji se spektri grupiraju uvijek na istome mjestu. (slika 4.b)

Pacijent 5

120 T

e o

R’ = 0.963

1ol |2 Principal Components
RMSEC = 5.2877

RMSECV = 6.8134

sl [Calibration Bias = -7.1054e-015
CV Bias =-0.12637 ®

Y CV predvideni dan

&0 B0 70 80 90 100

Y izmjereni da

Slika 4.a Prikaz rezultata PC regresije s unakrsnim vrednovanjem za jednog oboljelog

(pacijent 5) po danima lijecenja.
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Slika 4.b Prikaz rezultata multivarijantne PCA za jednog od oboljelih (pacijent 5) po danima

lijeCenja u usporedbi sa kontrolama.

Regresijski pravci za ostale pacijente takoder pokazuju sli€an obrazac ponasanja kao
prikazani oboljeli s rasponom koeficijenata regresijskih pravaca (R?) od 0,856 do 0,987 §to
upucuje na dobru korelaciju prediktivnosti dana lijeCenja i stvarne faze lijeCenja. Takoder i
prikazi dobiveni dvodimenzionalnom PC analizom potvrduju ranije prikazani model

grupiranja pojedinih dana lijecenja i njihovo odvajanje od grupiranih kontrola (Prilog 1).

Kad gledamo sve oboljele, regresijski pravac spektara svih oboljelih pokazuje
koeficijent korelacije R>= 0.678; RMSEC= 30,4564; RMSECV=33,4915. R? je znadajno
manji od koeficijenta korelacije za zasebne promatrane pacijente. To ukazuje na to da s jedne
strane su oboljeli na pocetku lije€enja bili u razli¢itim fazama bolesti, a s druge strane da
svaki oboljeni ima individualni obrazac odgovora na kemoterapiju 1 klinicki tijek bolesti

(slika 5).
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Slika 5. Prikaz rezultata PC regresije s unakrsnim vrednovanjem za sve pacijente

6. RASPRAVA

Leukemije su najceS¢a zlocudna bolest koje zahvacaju djecu te su stoga i predmet
velikog zanimanja kako istrazivaca radi prirode nastajanja i tijeka bolesti tako 1 klinicara koji
lijece te pacijente. Kao §to je ranije navedeno danas su glavne dijagnosticke metode analiza
periferne krvi, citokemijska evaluacija i aspiracija koStane srzi koja je invazivna i nosi rizik za
pacijenta te je stoga pronalazak minimalno invazivnog postupka za dijagnosticiranje i
pracenje takvih pacijenata, a koji ¢e istovremeno bit dovoljno osjetljiv i specifican, od

neizmjerne vaznosti za lijecenje 1 ishod tih pacijenata.

FTIR spektroskopijska analiza se trajno koristi u klinickoj biokemiji te je primjenjiva i

kao metoda medicinske dijagnostike. (H.U. Gremlich i sur., 2001.).

Trend uporabe FTIR spektroskopije u istrazivanjima bioloskih uzorkaka, rastao je
paralelno s trendom uporabe kemometrijskih ili multivarijacijskih statistickih metoda za
analizu spektara. Infracrveni apsorpcijski spektri tjelesnih tekuéina predstavljaju jedinstveni

biokemijski status pacijenta, poput ,,otiska prsta”. Prednost je to §to se multipli parametri
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proteoma, lipidoma i metaboloma registriraju i spremaju u isto vrijeme ¢ime se znatno Stedi
vrijeme (G. Hosxafc1 i sur., 2007.). FTIR spektroskopija omogucuje izuzetno razumijevanje
biokemijskih procesa, posebno kada postoji potreba za simultanom analizom proteina i lipida

(P. Joanne, 2009.).

Dosad, vrlo recentno, provedeno je nekoliko istrazivanja u kojima su se FTIR

spektroskopijom analizirale tjelesne tekuéine oboljelih od malignih bolesti.

Clanak objavljen u Lancetu 2001. istrazuje FTIR spektroskopiju kao najnoviju metodu za
dijagnostiku zlocudnih bolesti. Autori ¢lanka predlazu koriStenje FTIR spektroskopije u

sklopu analize biomarkera povezanih s malignim bolestima, u svrhu ranog otkrivanja bolesti.

Zakljucuju da je FTIR spektroskopija obecavaju¢a metoda, ali da je potreban oprez jer testovi
za rano otkrivanje zlo¢udne bolesti zahtijevaju veliku specifi¢nost (Pothur R Srinivas i sur.,

2001.).

Kao sto je ve¢ navedeno, FTIR spektroskopija je istrazivana kao metoda u dijagnostici
1 pracenju solidnih tumora. J. Dudala i suradnici su 2015. u ¢asopisu Analyst opisali primjenu
FTIR spektroskopije u biokemijskoj karakterizaciji tumora nadbubrezne Zlijezde.
Razlikovanje benignih i malignih lezija nadbubrezne zlijezde je Cesto komplicirano i nije
potpuno pouzdano tijekom histoloske analize. Kao jednu od metoda za razlikovanje malignih
1 benignih lezija autori predlazu FTIR spektroskopiju koja omogucuje analizu
biomolekularnog sastava suspektnog tkiva. Na 300 spektara iz 3 grupe tumora s obzirom na
vrstu lezije nadena je razlika u spektrima izmedu 3 skupine, a posebice izmedu
feokromocitoma, gdje je nadeno znatno viSe proteina, 1 adenoma 1 hiperplasti¢nog tkiva koji

su bogati mastima (Dudala J. i sur., 2015.).

Jako malo radova od FTIR spektroskopiji postoji kad se radi o hematoloSkim
bolestima, a uglavnom se istrazivao spektar seruma. 2013. je u Spectrochimica Acta objavljen
¢lanak u kojem je analizirana razlika izmedu spektara seruma zdravih osoba 1 osoba oboljelih
od leukemije. KoriSteni su uzorci seruma 30 pacijenata i 19 zdravih osoba ¢iji su uzorci sluzili
kao kontrola. Spektri oboljelih od leukemije su bili slicni spektrima kontrola. Kako bi se
tocno identificirala razlika izmedu 2 skupina, analizirani su omjeri HI1075/H1542,
H1045/1467 1 H2959/H2931. H295/H2931 je pokazao najvecu znacajnu razliku izmedu tih
omjera i1 pa se predlaze kao vazan analiticki faktor za diferencijaciju seruma zdravih osoba 1

osoba oboljelih od leukemije (D. Sheng. 1 sur., 2012.).
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2006. je u casopisu Vibrational Spectroscopy objavljen rad u kojem se analizira
razlika izmedu uzoraka plazme osoba oboljelih od kroni¢ne limfocitne leukemije i zdravih
osoba. Rezultati su pokazali zna¢ajnu razliku izmedu spektara. U uzorcima oboljelih osoba je
nadena znatna redukcija spektralnih vrskova (eng. peak) na 1056, 1270 i 1592 cm-1 koji su
bili normalne razine i pozicije u zdravih osoba. Analiza je pokazala potpunu korelaciju sa
klinickom slikom te se navedeni parametri mogu koristiti za detekciju i identifikaciju

kroni¢ne limfocitne leukemije (V. Erukhimovitch i sur., 2006).

U naSem istrazivanju smo se fokusirali na najéeséu malignu bolest djecje dobi: akutnu
limfoblasti¢nu leukemiju koja dosad spektroskopijom nije istrazena. Posebnost ovog rada je
upravo validacija spektroskopske metode u analizi malignih bolesti djecje dobi, gdje se stremi
neinvazivnim postupcima kojima bi se pratila terapija. U radu se testiralo postoji li
razdvajanje spektara maligno oboljelih od zdravih te znacajnost pradenja promjena u

klinickom tijeku bolesti kroz apsorpcijske vrpce uzoraka plazme.

Kvalitetan protokol pripreme uzoraka za snimanje zamrznute human plazme istrazen
je 1 definiran u ovom radu pokazavsi da daje zadovoljavajuce rezultate izgleda spektra, a

definiran je i broj potrebnih snimanja spektara koji daju najbolju preciznost.

U radu je istrazeno nekoliko metoda analize spektara. eSpectra metoda, koja
kvalificira poznate molekule usporeduju¢i pomake u valnim brojevima i apsorpciji medu
vrpcama spektara, obrade podataka pokazala se loSijom za analizu spektara plazme §to je 1 za
oCekivati zbog kompleksnosti sastava plazme kao bioloskog sustava. Primijenile su se
multivarijacijske statisticCke metode (PCA, PC regresija) koje klasificiraju spektar molekula
prema uvjetima ili stanju. S ovakvim kemometrijskim metodama ne kvalificiraju se samo
poznate molekule, nego se gledaju sve odjednom. PCA je pokazala grupiranje spektara
uzoraka kontrola. Spektar kontrola uvijek je odvojen od uzoraka bolesnih pacijenata, 1 kod
dijagnoze 1 kod svih tocaka lijecenja (15., 33. dan te kasnije faze). Ti rezultati govore u prilog
tome da se iz FTIR spektara plazme moze odrediti koja plazma pripada zdravom, a koja

bolesnom pojedincu, i to u svakoj fazi bolesti/lijecenja.

Regresijska analiza svakog pacijenta ponaosob u pojedinim to¢kama lijecenja ukazala
je da postoji znacajan 1 visok koeficijent korelacije regresijskog pravca spektara u svim
odabranim tockama S§to znaci da se iz spektra moze ocitati faza lijeCenja, odnosno dan
terapije. Ipak, kad se svi pacijenti zdruze u regresijskoj analizi, koeficijent korelacije je nesto

nizi. Ovo smanjenje upucuje na potrebu za proSirenjem broja pacijenata, no poglavito na
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nuznost personaliziranog pristupa pacijentu. Smanjenje koje nastaje zdruzivanjem spektara
pacijenata naglasava Cinjenicu da se ne nalaze se svi u istoj fazi bolesti kod postavljanja
dijagnoze. Iako, unato¢ toj razli¢itosti, koeficijent korelacije kod tijeka bolesti u svih ostaje

visok.

Svi analizirani pacijenti, usporedivani medusobno i sa kontrolama ukazuju dakle na
¢injenicu da je u mjerenim spektrima plazme sadrzan podatak o razlici u molekulama izmedu
kontrolne i bolesne skupine, $to se poklapa sa nasom hipotezom. Takoder se mogu pratiti u
fazama lijeCenja, koje se zasebno grupiraju. To znaci da analiza ljudske plazme FTIR
spektroskopijom, kao brzom, jednostavnom, minimalno invazivnom i jeftinom metodom, ima
velike moguénosti u probiru maligno oboljelih pacijenata 1 pracenju njihovog tijeka bolesti,
kao i za dijagnozu eventualnog povrata bolesti. Daljnja analiza vrpci infracrvenih spektara
pokazala bi obrazac ponasanja u samome tijeku bolesti s obzirom na reakciju na terapiju te
njihovu korelaciju s drugim, ranije navedenim, metodama pracenja pacijenata. UspjeSni
rezultati ove pilot studije, zahtijevaju daljnje analize s uklju¢enjem veéeg broja pacijenata i

drugih dijagnoza (npr. solidni tumori kod djece) §to se planira provesti u budué¢nosti.
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7. ZAKLJUCCI

1. Pokazano je da se metodom FTIR spektroskopije mogu razlikovati plazme zdravih i

bolesnih pacijenata.

2. Utvrdeno je da spektroskopska analiza plazme sadrzi podatak o razlici u stadijima lijecenja

1 tijeku same bolesti.

3. Utvrdeno je da se poznato multisistemno djelovanje leukemije ocituje u promjeni

plazme, Sto se moze pratiti FTIR spektoskopijom.

4. Rezultati ovog rada ukazuju da FTIR spektroskopska analiza plazme moze biti novi model

za probir maligno oboljenih pojedinaca.
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11. SAZETAK

Slavica Martinovic¢ i Sara Novak
ANALIZA INFRACRVENIH SPEKTARA KRVNE PLAZME KAO
PERSONALIZIRANOG MARKERA U DIJAGNOSTICKO-TERAPIJSKOM
PRACENJU TUMORA DJECJE DOBI

Suvremena medicina danas stremi ka koriStenju neinvazivnih kemijskih analiza tjelesnih
tekucina kao $to su krvna plazma, likvor, urin i druge. Traze se fine analiticke metode koje bi
u idealnom slucaju uputile na dijagnozu i jo$§ vaznije, prediktirale tijek bolesti u tjelesnim
teku¢inama. U ovom originalnom translacijskom istraZivanju FTIR spektroskopijom su
obradeni arhivski uzorci krvne plazme pacijenata s dijagnozom pedijatrijske leukemije te u
fazama terapije. Definirana je metoda snimanja i broj potrebnih spektara koji su potom
analizirani statistickim metodama PCA 1 PC regresije. Spektri pacijenata usporedeni sa
spektrima arhivskih uzoraka plazme kontrolne skupine. Rezultati uvijek pokazuju jasno
razdvajanje spektara pacijenata pri dijagnozi u usporedbi s spektrima kontrolne skupine. U
kontroli, spektri svih pojedinaca grupiraju se u jednu skupinu. Spektri pacijenata medusobno
su odvojeni $to upucuje na razliCitost u stadiju prilikom postavljanja dijagnoze. Nadalje,
analizom spektara svakog pacijenta zasebno uocen je statisticki znacajan obrazac protokola
lijecenja, koji se smanjuje pri puliranju spektara svih pacijenata. Rezultati upucuju na nuznost
personaliziranog pristupa lijeCenju 1 naglasavaju vaznost dubljeg translacijskog istrazivanja
FTIR spektroskopije i slicnith metoda u finom probiru zdravih i bolesnih te otkrivanju

odgovora na terapiju.

Kljucne rijeci: FTIR, plazma, leukemija, djecji tumori
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12. SUMMARY

Slavica Martinovic and Sara Novak
ANALYSIS OF BLOOD PLASMA INFRARED SPECTRUM AS A PERSONALIZED
MARKER IN DIAGNOSTIC-THERAPEUTIC MONITORING OF PEDIATRIC CANCER

Nowadays, a modern medicine tends to use non-invasive chemical analyses of body fluids
such as blood plasma, liquor, urine, and others. For those, fine analytical methods are required
which could ideally set up the diagnosis and, more importantly, detect the progress of the
disease in body fluids. In this original translational study, by FTIR spectroscopy we have
analyzed the archive blood plasma samples of patients with pediatric leukemia diagnosis and
in the treatment phases. We had optimized the spectral recording method and defined the
optimal number of spectra for every sample, and the spectra were then analyzed by statistical
methods of PCA and PC regression. Patients’ spectra were compared with the spectra of
archive plasma samples of the control group. The results always showed a clear separation of
patient’s spectra in the time of diagnosis when compared to the control group. In controls, the
spectra of all individuals were fitted into one group. The spectra of each patients were
separated from others, which indicates the existing difference in the disease stage in the time
of diagnosis. Furthermore, by analyzing the spectra of individual patient, a statistically
significant predictable pattern of treatment protocol was visible separately, which was less
visible when the spectra of all patients are fitted together. The results indicate the necessity of
a personalized treatment approach and emphasize the importance of a deeper translational
research of usage of the FTIR spectroscopy and similar methods in fine screening of healthy

and sick persons and in the detection of the therapy response.

Keywords: FTIR, plasma, leukemia, pediatric cancer
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PRILOG

Prilog 1. Prikaz rezultata PC regresije s unakrsnim vrednovanjem i multivarijantne PCA za

ostalih 6 pacijenata (a-P1, b-P2, c-P3, d-P4, e-P6, f-P7).
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f) Pacijent 7.
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