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Sazetak X

POPIS RELEVANTNIH OZNAKA I KRATICA

MPM — maligni pleuralni mezoteliom
BAPI - protein srodan protein BRCA1 (od eng. BRCA 1 related protein)

FTIR - infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (od eng. Fourier transform
infrared spectroscopy)

PCA — analiza glavnih komponenti (od eng. Principal component analysis)
CNN - konvolucijske neuralne mreze (od eng. Convolution neural networks)

UPLC - tekuc¢inska kromatografija ultra visoke djelotvornosti (od eng. Ultra-performance
liquid cromatography)

MCT — monokrotalin (od eng. Monocrotaline)

PAH — plu¢na arterijska hipertenzija

LDH - laktat-dehidrogenaza

CDKN?2 - inhibitor kinaza 2 ovisan o ciklinu (od eng. Cyclin-dependent kinase 2 inhibitor)
NF2 - neurofibromatoza tipa 2

BDNF — mozdani neurotrofni faktor (od eng. Brain-derived neurotrophic factor)

FAK — kinaza fokalne adhezije (od eng. Focal adhesion kinase)

PI3K - fosfatidilinozitol 3- kinaza (od eng. Phosphatidylinositol 3-kinase)

VEGF - vaskularni endotelni faktor rasta (od eng. Vascular endothelial growth factor)

SPARC - izlu€eni kiseli protein bogat cisteinom (od eng. Secreted protein acidic and rich in
cysteine)

HA — hijaluronska kiselina (od eng. Hyaluronic acid)

CLL — kroni¢na limfocitna leukemija (od eng. Chronic lymphocytic leukemia)
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Analiza specificnih markera u malignom pleuralnom mezoteliomu primjenom vibracijske
spektroskopije

Lovro Kavur

Prirodoslovno Matematicki fakultet Zagreb, Horvatovac 102a

Maligni pleuralni mezoteliom je agresivan tumor pleure ¢iju dijagnozu i pravodobno lijecenje Cesto
otezava histoloska sli¢nost s normalnom pleurom, upalnim lezijama pleure i metastatskim
adenokarcinomom pluca u pleuri. Cilj ovog istrazivanja bio je identificirati vibracijske biljege
karakteristicne za maligni pleuralni mezoteliom kako bi se omogucila diferencijacija od ostalih stanja
pleure. U tu svrhu primijenjena je infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom u
kombinaciji s analizom glavnih komponenata za analizu spektra uzoraka pleuralnog tkiva. Na temelju
prikupljenih spektara, razvijen je model konvolucijske neuronske mreze za klasifikaciju uzoraka.
Rezultati su pokazali da su razlike u infracrvenim spektrima izmedu uzoraka malignog pleuralnog
mezotelioma, normalne pleure i ostalih patoloskih stanja pleure izraZzene u podrucju apsorpcije
glikana, $to je potvrdila analiza N-vezanih glikana teku¢inskom kromatografijom ultra visoke
djelotvornosti. Takoder, imunohistokemijski profil proteina BAP1 pokazao je da do razlike u
glikanskom profilu dolazi zbog smanjene ekspresije ovog proteina i posljedi¢no poremeéene sinteze
glikana. Zaklju¢no, infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom u kombinaciji s
algoritmima strojnog ucenja omoguéuje brzu, neinvazivnu i pouzdanu diferencijaciju patoloskih stanja
pleure a u kombinaciji s komplementarnim metodama pruza dublji uvod u bioloSku osnovu uocenih
razlika izmdu zdravog i patoloSkog stanja pleure.

(99 stranica, 18 slika, 3 tablice, 155 literaturnih navoda, jezik izvornika: Hrvatski)

Rad je pohranjen u Sredis$njoj bioloskoj knjiznici, Horvatovac 102a, Zagreb i Nacionalnoj i sveucili$noj
knjiznici, Hrvatske bratske zajednice 4, Zagreb.

Kljuéne rijeci: maligni pleuralni mezoteliom /infracrvena spektroskopija sa Fourierovom
transformacijom/vibracijski biomarkeri/ N-glikani/tekuéinska kromatografija/BRCA — asocirani
protein 1/analiza glavnih komponenata

Mentori: prof. dr. sc. Ozren Gamulin, prof. dr. sc. Sven Seiwerth
Ocjenitelji: 1. prof. dr. sc. Petra Kora¢

2. izv. prof. dr. sc. Lovorka Batelja Vuleti¢, dr. med.

3. prof. dr. sc. Gordan Lauc

Lovro Kavur Doktorska disertacija




§ Abstract xii

Lovro Kavur Doktorska disertacija




§ Abstract xiii

University of Zagreb
Faculty of Science Doctoral Thesis

Department of biology

Abstract

Analysis of functional groups of molecules characteristic for malignant pleural mesothelioma
using vibration spectroscopy
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Malignant pleural mesothelioma is an aggressive tumour of the pleura whose diagnosis and timely
treatment are often hindered by its histological similarity to normal pleura, inflammatory pleural lesions,
and pleural metastases of lung adenocarcinoma. The aim of this study was to identify vibrational markers
characteristic of malignant pleural mesothelioma to enable differentiation from other pleural conditions.
To this end, Fourier-transform infrared spectroscopy combined with principal component analysis was
used to examine spectra from pleural tissue samples. Based on the acquired spectra, a convolutional
neural network model was developed to classify the samples.The results showed that the infrared
spectral differences between malignant pleural mesothelioma, normal pleura, and other pleural
pathologies were pronounced in the glycan absorption region, a finding confirmed by ultra-high-
performance liquid chromatography analysis of N-linked glycans. Moreover, the immunohistochemical
profile of the BAP1 protein showed that the altered glycan profile arises from reduced BAP1 expression
and the resulting disruption of glycan synthesis. In conclusion, Fourier-transform infrared spectroscopy
combined with machine-learning algorithms allows rapid, non-invasive, and reliable differentiation of
pleural pathologies, and—when paired with complementary methods—offers deeper insight into the
biological basis of the observed differences between healthy and diseased pleura.
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Uvod 1
§

1. Uvod

Tumori su biostrukturni poremecaji tj. nakupine stanica bez fizioloSke funkcije, a
dijelimo ih na benigne tumore koji ne napadaju okolna tkiva i maligne tumore koje
karakterizira invazivni rast stanica u okolna tkiva te metastatska implantacija u druge dijelove
tijela (takoder ih nazivamo rakom) (1). Maligni tumori su izuzetno vazan javnozdravstveni
problem jer pretstavljaju jedan je od vodecih uzroka smrti u svijetu. Razliciti maligni tumori
zahvacaju pacijente svih dobnih skupina a rizik za pojavu malignih tumora povecava se u
kasnijoj zivotnoj dobi. U dana$nje vrijeme maligni tumori s najveéim stopama smrtnosti su
karcinom pluca, karcinom debelog crijeva, karcinom dojke i karcinom prostate (1). Osim vise
zivotne dobi, rizik za razvoj malignog tumora u ljudi se povecava uslijed mnogobrojnih
¢imbenika medu kojma su razli¢iti okoli$ni ¢imbenici, npr. virusi ili Zivotne navike kao §to su

konzumacija alkohola ili pusenje.

Zajednicke karakteristike svih malignih tumora nazivaju se ,,obiljezja raka* (od eng.
hallmarks of cancer). Hanahan 1 Weinberg u prvoj publikacija objavljenoj 2000. godine
navode Sest klju¢nih bioloskih obiljezja raka: izbjegavanje apoptoze (eng. evading apoptosis),
samodostatnost u stani¢noj signalizaciji (eng. self-sufficiency in growth signaling),
nesenzitivnost na supresiju rasta (eng. insensitivity to anti-growth signaling), invaziju tkiva i
metastaziranje (eng. tissue invasion and metastasis), neograniceni replikativni potencijal (eng.
limitless replicative potential) te odrzanu angiogenezu (eng. sustained angiogenesis) (2). U
istoj su publikaciji Hanahan i Weinberg predlozili i integriranu mrezu stani¢nih puteva koji
kontroliraju proces tumorigeneze: promjene u ekspresiji gena (poput mutacije u RAS
ragulatorima stani¢nog rasta i RAF proto-onkogenima koje utjecu na aktivaciju mitogen
aktivirane protein kinaze MAPK, MYC obitelji transkripcijskih faktora te E-kadherina tj.
epitelnog kadherinskog proteina koji je ukljucen u stani¢nu adheziju), proliferaciju i stani¢ni
ciklus (poput ciklina E ¢ija dereguacija dovodi do nekontrolirane diobe ali i nestabilnosti
genoma), detekciju DNA oStecenja (poput mutacija u 7P53 tumor-supresorskom genu koje
rezultiraju p53 proteinom s narusenom funkcijom transkripcijskog faktora), te stani¢nu smrt
(npr. anti-apoptotski protein Bcl2) (2) . U publikaciji objavljenoj 2011. godine Hanahan 1
Weinberg su uz ranije navedena obiljezja dodali su jos i: dereguliranu stani¢nu energiju (eng.

deregulating cellular energetics), izbjegavanje unisStenja od strane imunoloskog sustava (eng.
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§ Uvod 2

avoiding immune destruction), nestabilnost i mutacije genoma (eng. genome instability and
mutation) te upalu koja potice rast tumora (eng. tumor promoting inflammation) (3).
Naknadno, Hanahan je 2022. godine objavio jo$ jednu publikaciju u kojoj opisuje jos$ Cetiri
obiljezja: Fenotipsku plasti¢nost (eng. unlocking phenitypic plasticity), nemutacijsko
epigeneticko reprogramiranje (eng. nonmutational epigenetic reprograming), senescentne
stanice (eng. senescent cells) te polimorfne mikrobiome (eng. polymorphic microbiomes) (4).
U dvadeset godina od objavljivanja prvotnog rada o obiljezjima malignih tumora, autori su
originalnu listu od Sest obiljezja prosirili na ¢ak Cetrnaest (2—4) . Osim toga, postoje i obiljezja
koja se tek istraZzuju 1 nisu jos§ Siroko prihvacena, a prema dosadaSnjim saznanjima neka od
njih poput npr. promjena glikana imaju ulogu u regulaciji izvanstani¢ne signalizacije,
migracije tumorskih stanica i invazije u druga tkiva (metastaziranje), modulaciji rasta tumora i

imunoloSkom odgovoru tijela na tumore (5).

Iako su opisana obiljezja karakteristike malignih tumora, njithova bioloska podloga u
vidu signalnih puteva koji pokrecu proces onkogeneze, kljucnih molekula i njihovih
interakcija se Cesto razlikuje. Npr. Shuang et al.su 2021. opisali su da mutacije u onkogenu
KRAS koji kontrolira stani¢ni rast 1 diobu ima 25.5% svih karcinoma pluca, mutacije EGFR
koje dovode do nekontroliranog rasta 1 prezivljavanja tumora usprkos nepovoljnim uvjetima
16.1% karcinoma pluc¢a, mutacije tumor-supressora NF'/ koji moze utjecati na progresiju
tumora kao 1 rezistenciju na razlicite terapije 8.1% karcinoma pluc¢a, mutacije gena BRAF koji
kontrolira rast 1 proliferaciju stanica, diferencijaciju 1 preZivljavanje tumora ima 6.9% svih

karcinoma pluca, itd. (6).

Maligni pleuralni mezoteliom (MPM) je vrlo agresivan maligni tumor pluca tj. pluéne
pleure koji primarno nastaje kao posljedica izlaganja azbestu s latencijskim vremenom 40
godina od izlaganja do pojave prvih simptoma bolesti (7—11). Ocekuje se da ¢e se ucestalost
MPM-a nastaviti povecavati tijekom sljede¢a dva desetljeca diljem svijeta, posebno u
industrijski razvijenim zemljama (12,13) te u zemljama u kojima i dalje ne postoji stroga
zakonska regulacija koriStenja azbesta poput Rusije, Brazila i Indije (14). Zbog toga je vazna
brzairana dijagnostika MPM-a. Inicijalna evaluacija MPM-a je bazirana na koristenju klinickih
slikovnih metoda kao $to su ultrazvuk, kompjuterizirana tomografija (CT, od eng. Computed
tomography.), 1 magnetska rezonancija (MR), no da bi se potvrdila dijagnoza, potrebna je
citoloSka procjena pleuralne tekucine i biopsija pleure (15,16).

Veliki izazov je to Sto MPM histoloski moze oponasati drugu malignu ili upalnu

patologiju pleure (17,18). Npr. histoloski preparat MPM-a moZe sadrzavati epitelioidne stanice
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§ Uvod 3

izgleda prstena pecatnjaka koje se pojavljuju 1 kod adenokarcinoma (18). Zbog ovog problema
unazad nekoliko godina sve se viSe istrazuju bioloske razlike MPM-a u odnosu na druga stanja
pleure (npr. metastaza adenokarcinoma u pleuru i upalnih stanja pleure) poput mutacija gena
BAP 1 koje dovode do gubitka proteina kojeg taj gena kodira (19). Osobe s ovom mutacijom
imaju povecanu predispoziciju za razvoj MPM-a (20,21). Istrazuje se i veliki broj biomolekula
s potencijalom biomarkera, osobito proteina, no takoder i nukleinskih kiselina te polisaharida 1
glikana (22-31). No, bez obzira na napretke koji su na tom podrucju postignuti u nekoliko
zadnjih godina, jo§ uvijek postoji izazov pronalazenja markera za MPM koji su osjetljivi,
specificni, brzi 1 jeftini.

Nedavne studije ukazuju na moguénost razlikovanja spektara dobivenih infracrvenom
spektroskopijom s Fourierovom transformacijom (FTIR, od eng. Fourier transformation infra-
red spectroscopy) za razliCite vrste karcinoma kao Sto su karcinom prostate (32), karcinom
jajnika (33), ili karcinom Stitnjace (34), budu¢i da ova tehnika omogucuje razjasnjavanje
promjena na stani¢noj razini uzrokovanih boles¢u pomocu analiza spektralnih vrpci (1). FTIR
je metoda spektroskopije kojom mozemo myjeriti apsorpciju ili emisiju krutina, tekuéina i
plinova. Za razliku od tradicionalne disperzijske spektroskopije koja koristi zraku
monokromatske svjetlosti, FTIR koristi svjetlosni izvor frekvencija u Sirokom rasponu, no za
dobivanje individualnog spektra uzorka potreban je dodatan matematic¢ki proces Fourierove
transformacije. Recentna studija ukazuje na uc¢inkovitost FTIR analize u odredivanju podtipova
tumora u difuznom malignom mezoteliomu (35).

Prethodne infracrvene (IR, od eng Infra-Red) spektroskopske studije izvedene na
uzorcima pleuralnog tkiva u pacijenata sa MPM-om, metastazama adenokarcinoma plu¢a u
pleuru, upalom pleure (pleuritis) te uzoraka pleure u zdravih pacijenata ukazuju na potencijalno
razlikovanje MPM-a od ostalih skupina (36). Ranije studije pokazale su da individualne stanice
pokazuju specificne promjene mikro-spektra FTIR u ovisnosti o biokemijskim i morfoloskim
svojstvima vezanim uz sintezu DNA 1 pojavu regulacijskih proteina (ciklina) specificnih
za pojedine faze stani¢nog ciklusa (37).

Cilj ovog rada bio je pronaci vibracijske markere funkcijskih skupina specificne za
MPM u FTIR-spektru u vidu razli¢itih stanicnih komponenti kao Sto su lipidi, proteini,
ugljikohidrati i nukleinske kiseline, te utvrditi potencijalnu bioloSku ulogu tih markera u MPM-
u. KoriStena je metoda analize glavnih komponenti (Principal Component Analysis, PCA) koja
se primjenjuje u sluajevima opseznog broja varijabli. PCA je statisticki postupak kojem je cilj
smanjenje dimenzionalnosti podatkovnog skupa, uz zadrzavanje onih karakteristika podataka

koje najvise doprinose varijanci, te njihova interpretacija. Redukcija dimenzionalnosti podataka
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§ Uvod 4

podrazumijeva smanjenje broja izvornih varijabli na mali broj indeksa koji su linearna
kombinacija izvornih varijabli i koji se zovu glavne komponente. Kod ove statistiCke metode
glavne komponente objasnjavaju varijabilnost i meduodnose podataka. Za odvajanje
individualnih vrpci od ukupnog spektra koriStena je metoda podesavanja krivulje (eng. curve
fitting). Navedena metoda sastoji se od tri koraka koji ukljucuju izbor inicijalnog profila, izbor
inicijalnih parametara te minimizaciju a omogucuje evaluaciju pojedinih vibracijskih vrpci
unutar integriranog spektra. Nakon toga ssu naprednom statisticCkom i racunalnom obradom
podataka (Kruskal-Wallis test i konvolucijske neuralne mreze- CNN) utvrdene valne duljine
koje su znacajne za razlikovanje histopatoloskih stanja pleure te verificirao tako dobivene
podatke neovisnom metodom tekucinske kromatografije ultra visoke djelotvornosti (UPLC od
eng. Ultra performance liquid cromatography - UPLC).

Prethodna FTIR-spektroskopska istrazivanja na pleuralnim izljevima pokazala su da
MPM jedini ima povecanu koli¢inu triglicerida i kolesterolskih estera u odnosu na benigni
pleuralni izljev i izljev kod karcinoma pluca, dok su zasiceni lipidi, ukupni proteini, fosfolipidi,

DNA i glukoza bili poviSeni i kod karcinoma pluca i kod MPM-a (38).

CILJ I HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

Hipoteza ove studije je da molekularne promjene u stanici pleure nastale
kao dio karcinogeneze dovode do razvoja vibracijskih biljega karakteristicnih za MPM u vidu
promjene koncentracije funkcijskih skupina ili sekundarnih struktura proteina mjerljivih
vibracijskom spektroskopijom, te da je prisutnost vibracijskih biljega povezana s

promijenjenom regulacijom ekspresije proteina kljucnih za proces karcinogeneze.

Cilj ove studije bio je identificirati vibracijske biljege u tkivu biopsija pleure za
razlikovanje MPM-a od metastaza adenokarcinoma, upale pleure i normalne pleure primjenom
vibracijske spektroskopije. Nakon identifikacije vibracijskih biljega karakteristicnih za MPM,
cilj je bio pokusSati ustanoviti njthovu povezanost s promjenom ekspresije proteina klju¢nih za

proces karcinogeneze u MPM-u, poput ubikvitinske karboksil-terminalne hidrolaze BAP1.
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2. Literaturni pregled

2.1 Plu¢na pleura

Pleura je serozna opna koja obavija pluca i sastoji se od dvije komponente. Prva
komponenta je unutarnji list koji se zove visceralna pleura (popluénica) i oblaze cijelu
povrsinu plu¢a osim na podrucju na kojemu u pluca ulazi pluéni korijen (Slika 1). Drugi dio
zove se parijetalna pleura (porebrica) koja je vanjski list pleure i koja oblaze stijenku Supljine
prsnoga koSa sa unutarnje strane (Slika 1). Visceralna i parijetalna pleura zajedno zatvaraju
pleuralni prostor u kojem se nalazi minimalna koli¢ina pleuralne tekucine, prosjec¢no 0,26 ml
po kilogramu tjelesne tezine (39) (Slika 1). Pleuralna teku¢ina omogucava klizanje dviju
seroznih membrana uz minimalno trenje. Sama pleura sastoji se od pet slojeva: monosloja
mezotelnih stanica na bazalnoj lamini; povrSinskog elasti¢nog sloja; sloja bogatog kolagenom
koji sadrzi krvne Zile, zivce 1 stanice imunosnog sustava; te dubokog fibroelasti¢nog sloja.
Duboki sloj je ¢vrsto vezan uz okolne strukture, npr. misice, rebra ili pluéni parenhim, a

ukupna debljina svih pet slojeva pleure je svega oko 40 um (40).

Kod raznih infektivnih, malignih, autoimunih i ostalih patoloskih stanja dolazi do
razvoja pleuralnog izljeva. Pleuralni izljev ima visoku incidenciju, procjenjuje se na preko
400 slucajeva na 100 000 stanovnika godiSnje (41). Pleuralne izljeve dijelimo na eksudativne
1 transudativne pleuralne izljeve. Transudativni pleuralni izljevi su oni izljevi koji se
pojavljuju kada dolazi do nakupljanja pleuralne tekuéine koja se nakuplja kao posljedica
disbalansa izmedu hidrostatskih i onkotskih tlakova. Naj¢es¢i uzroci transudativnog
pleuralnog izljeva su kongestivno src¢ano zatajenje, ciroza jetre te kao posljedica razvoja
pluéne embolije (42). Eksudativni pleuralni izljev se pojavljuje kada su promijenjeni lokalni
faktori koji utjecu na akumulaciju pleuralnog izljeva, kao §to je to sluc¢aj kod upalnih ili
infektivnih stanja. Vodec¢i uzrok pojave eksudativnih pleuralnih izljeva su upala pluca,
maligna oboljenja te pluéna embolija (42). Maligni pleuralni izljev je pleuralni izljev koji je
uzrokovan malignom bolesti. NajceSce je to posljedica Sirenja metastaza u pleuru, i to
najcesc¢e uzrokovanima primarnim karcinomima pluca i dojke dok je MPM u pozadini
otprilike 12 % slucajeva malignog pleuralnog izljeva (43,44). Ipak, treba naglasiti da je

pleuralni izljev najcesce posljedica benignih stanja.
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Parijetalna Visceralna

r .

Pleuralna tekucina

Mezotelne stanice

Slika 1. Plu¢na pleura je serozna opna koja obavija plu¢a. Sastoji se od dvije serozne
opne izmedu kojih se nalazi minimalna koli¢ina pleuralne tekucine ¢ija je funkcija
smanjiti trenje pri disanju. Slika je napravljena u programu Inkscape korisStenjem
besplatnih grafika sa stranice https://bioart.niaid.nih.gov/
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2.2 Upala pleure

Pleuralna upala (pleuritis) je klini¢ka dijagnoza, a karakteristi¢no za nju je upala
pleuralnih ovojnica koje oblazu torakalnu Supljinu i pluc¢a. Klinicka slika ukljucuje ostru
intratorakalnu bol na onoj strani prsiSta gdje je prisutna upalna reakcija. Simptomi se tipicno
pogorSavaju pri disanju. Upala u pleuralnom prostoru pocCinje sa oStecenjem stanica mezotela
koje inducira priljev neutrofila na mjesto oStec¢enja, povecanje vaskularne propusnosti
(permeabilnosti) te u konacnici dolazi do koagulacijske kaskade (43,44). Koagulacijska
kaskada je niz dogadaja koji dovode do zgrusavanja krvi. Uloga koagulacijske kaskade u
sklopu upale pleure je zaustaviti gubitak krvi kao posljedicu oSte¢enja vaskularnih stijenki

upalnom reakcijom.

Uslijed povecane vaskularne propusnosti ¢esto se posljedi¢no vidi razvoj pleuralnog
izljeva zbog eksudacije tekuéine iz krvnih zila (45). Parapneumonicki izljev je pleuralni izljev
koji se istovremeno javlja uz upalu plu¢a (pneumoniju), a javlja se u oko 40% slucajeva upale
pluca (46). Uslijed bakterijske infekcije moze do¢i do akumulacije 1 gnojnog sadrzaja unutar
pleuralne Supljine, §to se naziva empijem. Znacajna akumulacija neutrofila prisutna je u
kompliciranom pleuralnom izljevu i empijemu. Kao odgovor na bakterijske endotoksine i
citokine, interleukin 8 (IL-8) smatra se glavnim kemotaktickim faktorom koji privlaci
neutrofile u pleuralni prostor (47). Razvoj empijema zapocinje eksudativnom fazom gdje
dolazi do transfera intersticijske tekuc¢ine u pleuralnu Supljinu $to je posljedica upalne
reakcije. Nakon eksudativne faze slijedi fibropurulentna faza s invazijom bakterija u pleuralni
prostor te formiranjem lokulata 1 septacija. U konacnici slijedi organizacijska faza za koju je
karakteristi¢na proliferacija fibroblasta uz formiranje veziva i zadebljanja pleure (48).
Bakterijske infekcije vrlo su Ceste, a najcesce su uzrokovane bakterijama Staphylococcus
aureus, Streptococcus grupe viridans, te Streptococcus pneumoniae, no od vaznijih jos treba

navesti 1 bakterije iz porodiceEnterobacteriaceae te Pseudomonas Aeruginosa (48).

Znacajan uzrok upale pleure u svijetu, prvenstveno u zemljama u razvoju je i
tuberkulozni pleuritis koji predstavlja najces¢i oblik tuberkuloze izvan pluénog u mnogim
endemskim podrucjima (49). Upala pluénog parenhima i pleure nije uvijek vezana za
infektivno stanje. Postoje 1 brojni drugi uzro¢nici koji mogu uzrokovati upalu pleure i
parechima. Jedan od takvih je primjera je kemijski spoj monokrotalin (MCT). Tang i suradnici
u svojoj studiji istrazivali su vremenski tijek upale 1 pluéne arterijske hipertenzije (PAH)

izazvane monokrotalinom u Stakora (50). MCT je izazvao snazan upalni odgovor, kojeg su
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kategorizirali u akutnu i kroni¢nu fazu. Nakon akutne upalne faza unutar prvih 6 dana nakon
primjene MCT-a, uslijedila je kroni¢na upalna faza. Na taj nacin su pokazali da pojedini
kemijski spojevi mogu uzrokovati jaki upalni odgovor. Istrazivanje objavljeno 2021. godine

u Biomedicines, pokazalo je slicne rezultate (51) (Slika 2).

Precizno odredivanje uzroka upale pleure klju¢no je za pravilno lijeCenje, no
dijagnostika pleuralnih izljeva zna biti izazovna. Standardna dijagnosticka obrada ukljucuje
anamnezu, fizikalni pregled i razlicite slikovne metode kao §to su rentgensku (RTG), CT i
ultrazvuk (UZV) toraksa. Kada navedeno nije dovoljno u nastavku se rade invazivne metode

kao Sto su citoloSka analiza pleuralne tekuc¢ine putem torakocenteze (52).

Osnovna laboratorijska analiza pleuralne teku¢ine obuhvaca razlikovanje transudata
(tekucine koja je prosla kroz membranu ili je iziSla iz krvi procesom transudacije t;.
djelovanjem hidrodinamickih sila) od eksudata (izljevi iz oSte¢enih krvnih zila, kapilara i sl. 1
skuplja se u tkivima i tjelesnim Supljinama). Vecina upalnih izljeva su eksudati. Daljnje
pretrage ukljucuju biokemijsku analizu (glukoza, LDH, pH), citoloski pregled, mikrobiolosku
obradu (mikroskopija i kultura na bakterije, mikobakterije) i odredene biomarkere ovisno o
sumnji na etiologiju (52-55). Medutim, unato¢ opseznim dijagnostickim obradama uzrok

znacajnog postotka pleuralnih izljeva Cesto ostaje nejasan nakon inicijalne obrade (53,54)

Istodobno, ve¢ina malignih pleuralnih izljeva potje¢e od metastatskih tumora u pleuri
(=95%), ponajvise od karcinoma pluca i dojke. Primarni pleuralni tumori poput MPM-a ¢ine
tek 1-6% svih malignih pleuralnih izljeva premda upravo oni predstavljaju izazovnu
dijagnozu (56). Stoga postoji jasna potreba za novim, jeftinim, brzim i osjetljivim
metodama koje bi pomogle u analizi i razlikovanju pleuralnih upala uslijed nemalignih i

malignih uzroka. Jedna od takvih obecavajucih tehnika je FTIR-spektroskopija.
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Slika 2 Presjek krvne Zile s abnormalnom morfologijom stijenke uzrokovanom
djelovanjem monokrotalina. Slika je preuzeta i prilagodena iz (51).
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2.3 Metastatski adenokarcinom u pleuri

Metastatatsko Sirenje bolesti je odgovorno za otprilike 90 % smrti od malignih tumora
(57). Do danas postoji relativno mali broj istrazivanja koja pokazuju primjenjivost FTIR-

spektroskopske slikovne metode u evaluaciji metastaza u pleuri(36,58) .

Augustynak 1 suradnici usmjerili su svoje istrazivanje na razlikovanje metastatskih
zariSta karcinoma dojke u pleuralnoj Supljini od stanica malignog tumora prisutnih u
parenhimu pluca te upalnih stanica prisutnih u izvanstani¢nom matriksu pluca uslijed rasta
uznapredovalih metastaza. Pokazali su da je analiza FTIR-spektroskopijom u kombinaciji s
drugim metodama prikladan i pouzdan alat za karakterizaciju metastatskih promjena
karcinoma dojke u plu¢ima. Primjenom FTIR-spektroskopijom visoke i ultravisoke rezolucije,
istrazivanje je identificiralo pluéne metastaze u mi§jem modelu raka dojke, pokazujuéi
izvrsnu podudarnost s histopatoloSkim dijagnozama za metastaze manje od 1 mm te
omogucujuci razlikovanje tumorskih tipova stanica. Zakljucili su je da je moguce
karakterizirati ne samo stadije metastaza tumora, ve¢ 1 identificirati podrijetlo metastaza s

obzirom na sadrzaj i strukturu biomolekula (58).

Chrabaszcz i suradnici u svojem radu zakljucili su da FTIR-spektroskopija predstavlja
koristan alat u otkrivanju ranog mikrometastatskog $irenja bolesti u plu¢ima. Zarista raka
proucavana u mi§jem modelu metastatskog raka dojke, daju specifi¢an IR-spektar te su
precizno lokalizirana i odvojena od preostalog tkiva (59). Blat i suradnici koristili su FTIR-
spektroskopiju za pracenje kemijskih promjena u krvnoj plazmi. Cilj im je bio pronaci
spektroskopske markere metastatskog raka dojke tijekom napredovanja bolesti. Uzorci
plazme prikupljani su 1 do 5 tjedana nakon inokuliranja miSjih metastatskih stanica
karcinoma dojke u miseve (60). Najranije promjene je bilo moguce detektirati upotrebom
FTIR-spektroskopije kod analize plazme bile su povezane s fosfolipidima i sekundarnim
strukturama proteina, koje su se pojavile 2., odnosno 3. tjedan nakon inokulacije metastatskih
stanica. Znacajne promjene u sadrzaju i strukturi lipida i ugljikohidrata identificirane su u
plazmi u kasnijim stadijima bolesti. Kada su se razvili veliki primarni tumori u dojci i
makrometastaze u plu¢ima u uznapredovalom stadiju bolesti, svi FTIR-spektri znacajno su se
razlikovali od onih u ranijim fazama napredovanja tumora. Na taj su na¢in pokazali da se
svaka faza napredovanja tumora dojke i njegovih plu¢nih metastaza moze karakterizirati

specificnim panelom spektroskopskih markera (60).
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2.4 Maligni pleuralni mezoteliom

Maligni pleuralni mezoteliom (MPM) je maligni tumor koji nastaje iz mezotelnih
stanica plu¢ne pleure (Slika 1). Predominantno pobolijevaju muskarci, u otprilike 80%
slucajeva, a pacijenti se najceSce prezentiraju s pleuralnim izljevom u kombinaciji s
nedostatkom daha te boli u prsistu (61). Medijan prezivljenja pacijenata s dijagnosticiranim
MPM-om je vrlo kratak, u prosjeku samo 8 do 12 mjeseci (62). Medutim, mlada zivotna dob
u trenutku pojave ove bolesti povezana je sa znacajno boljim prezivljenjem, pri cemu
pacijenti kojima je dijagnoza postavljena prije 50. godine imaju medijan prezivljenja od 10

godina (63).

Karakteristicno za MPM je da je izrazito otporan na danasnje mogucnosti lijecenja.
Histoloski, razlikujemo tri glavna podtipa MPM-a: epiteloidni, sarkomatoidni te bifazni
podtip. Epiteloidni i bifazni podtipovi ¢ine 75-95 % MPM-a, dok je sarkomatoidni podtip
rijedak 1 nema specificne markere (64). Bifazi¢ni podtip MPM-a kombinira karakteristike
preostala dva subtipa (65). Razliciti subtipovi imaju razli¢ite klini¢ke i patoloske

karakteristike. Epiteloidni tip kao naj¢es¢i subtip MPM-a ima najbolju prognozu (66).

Stanice epiteloidnog mezotelioma Cesto nalikuju benignim, reaktivnim mezotelnim
stanicama koje se pojavljuju u obliku plocastih ili kuboidnih stanica s razli¢itim stupnjevima
promjena. Za razliku od eptieloidnog tipa sarkomatoidni mezoteliom sastoji se od vretenastih
stanica, dok bifazni mezoteliom sadrzi i epiteloidne i sarkomatoidne elemente (40).
Sarkomatoidni maligni mezoteliom ¢ini 15-20% malignih mezotelioma i pokazuje
nekonzistentno bojenje za mezotelne markere Sto otezava njegovu dijagnostiku (17). Pleura je
najcesce sijelo malignog mezotelioma. Drugo poznato sijelo malignog mezotelioma je
peritoneum, no u puno manjem broju slucajeva s omjerom pleuralnih prema peritonealnim

slucajevima u odnosu 9,2 : 1 (67).

Poznato je da postoji snazna epidemioloska povezanost MPM-a s ranijom izloZenosti
pacijenata azbestu. U slucaju azbesta, udahnuta mikroskopska vlakna migriraju kroz pluc¢a u
pleuralni prostor, gdje mogu ostati desetlje¢ima, aktivirajuéi razli¢ite upalne puteve. Lokalno
stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva izazvano azbestnim vlaknima posljedi¢no uzrokuje
oSte¢enje DNA, te na taj nacin pokre¢e malignu transformaciju (40). Postoji znacajan broj
diagnosticiranih mezotelioma u pacijenata koji nemaju povijest ekspozicije azbestu Sto je

¢es¢i slucaj u zena nego u muskaraca, geografski vidljivo ¢es¢e u Sjedinjenim Americkim

Lovro Kavur Doktorska disertacija



§ Literaturni pregled 12

Drzavama nego u europskim zemljama, te takoder CeS¢e u peritonealnim mezoteliomima u u

odnosu na pleuralne mezoteliome (68).

Prosjecni latentni period od ekspozicije vlakana azbesta do razvoja manifestne bolesti
je 40 godina (7,8). Zbog navedene Cinjenice vecina pacijenata kojima je dijagnosticiran MPM
je starija od 60 godina. Iako postoji mali broj pacijenata s dugogodiSnjim prezivljenjem
medijan preZivljenja u nelijecenih pacijenata je u rasponu od 6 do 10 mjeseci od dijagnoze,
Sto prvenstveno ovisi o stadiju bolesti pri dijagnozi, histolosSkom subtipu i opem stanju
pacijenta za vrijeme postavljanja dijagnoze (69). Manje od 10% pacijenata je u mogucénosti
pristupiti radikalnom lijecenju koje ukljucuje kirurski operativni zahvat s ili bez kemoterapije

i/ili radioterapije (69).

S vremenom je razvijeno vise prognostickih sustava bodovanja za MPM
kombiniranjem razli¢itih prognostickih varijabli, ali oni su prvenstveno izvedeni iz velikih
serija pacijenata koji su sudjelovali u istrazivanjima djelovanja razli¢itih kemoterapija te ne
odrazavaju stvarnu situaciju kod drugih skupina pacijenata (62). Histoloski nalaz moze se
kombinirati s dobi, spolom, brojem leukocita i drugim parametrima u sustavu bodovanja
Europske organizacije za istrazivanje i lijeCenje raka (eng. European Organisation for
Research and Treatment of Cancer - EORTC) kako bi se na taj nacin bolje predvidjelo
prezivljenje.

Nespecifi¢na klinicka slika Cesto je razlog kasne ispravne dijagnoze. Najces¢i pocetni
simptomi MPM-a su bol u prsima (69 % slucajeva) i nedostatak zraka (59 % slucajeva), dok
se rjede javljaju simptomi poput poviSene tjelesne temperature (33 % slu€ajeva) 1 gubitka
tjelesne tezine (24 % slucajeva) (70). Pacijenti se Cesto prezentiraju i sa blagom, no
perzistentnom nelagodom u prsnom kosu, a Cest je 1 intermitentan neproduktivan kasalj.
Pacijenti u pravilu navode generalnu slabost i loSe osje¢anje. Uzevsi u obzir opisane
simptome MPM se Cesto u inicijalnoj dijagnostici zna zamijeniti sa ostalim dobro¢udnim
pleuralnim stanjima ili drugim respiratornim bolestima kao $to je upala pleure (pleuritis),
upala plu¢a (pneumonia) te tuberkuloza. Najces¢i klinicki nalaz je pleuralni izljev, dok se
uvecani limfni ¢vorovi (limfadenopatija) ili bati¢asti prsti (eng. clubbing) javljaju u manje od

10 % bolesnika (70)
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2.4.1. Epidemiologija

Kada se doznala povezanost izmedju razvoja MPM-a i izloZenosti azbestu mnoge su
zemlje, pogotovo zemlje Zapada, uvele izrazito strogu regulacije i zabrane u koriStenju
azbesta. Unato¢ navedenoj ¢injenici zbog ranije opisanog latentnog perioda broj pacijenata s
MPM-om i dalje raste. Tako su od 2001. do 2008. godine, dobno prilagodene stope smrtnosti
porasle su na 5,3 na milijun stanovnika, u odnosu na 4,0 na milijun stanovnika zabiljeZenih u
razdoblju od 1994. do 2000. godine. U navedenom vremenskom periodu godisnji porast
dobno prilagodene smrtnosti iznosio je 5,37 %, pri Cemu je zabiljezen veéi porast kod

muskaraca (5,85 %) nego kod Zena (3,48 %) (67).

Problematic¢na je ¢injenica da je azbest inicijalno bio izuzetno cijenjen zbog svoje
otpornosti na toplinu, te da se kao vrhunski materijal za toplinsku izolaciju Siroko koristio u
industrijskom sektoru, ukljucujuéi brodogradnju, u automobilskoj industriji pri proizvodnji
koc¢nica te generalno u izgradnji. Stoga i dalje postoji znacajna incidencija MPM-a, dijelom iz
razloga Sto ga se 1 nadalje koristi u pojedinim zemljama u razvoju te iz razloga Sto je azbest
jos$ uvijek prisutan u ranijim gradnjama u zemljama koje su ga ve¢ zabranile za koriStenje u
izgradnji. Upravo iz Tog razloga izloZenost cjelokupnog pucanstva azbestu u okolisu
prosirila je rizik izvan izravnog radnog kontakta, naglasavajuci potrebu za snaznim

javnozdravstvenim mjerama.

Otprilike 80% slucajeva MPM-a u zemljama Zapadnog svijeta su povezane s
izlozenosti azbestu no Cinjenica je da samo mala frakcija izloZenih na kraju razvije bolest
(71,72). Navedena Cinjenica sugerira da vjerojatno postoje drugi faktori u razvoju bolesti,
ukljucujuéi izlaganje drugim faktorima kao $to je potencijalno virus SV40. Istrazivanja
pokazuju da je SV40 detektiran u otprilike 40% do 50% pacijenata sa MPM-om u
Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama (71,72) Rijetki su slucajevi mezotelioma povezani sa

ranijom ekspozicijom ionizirajuéem zracenju (71,72).

Studije pojedinih obiteljskih slucajeva mezotelioma izvijestile su o pove¢anom riziku
za osobe koje imaju roditelje ili bracu i sestre kojima je dijagnosticiran mezoteliom (73).
Osim toga, jedna studija je pokazala da pojedinci ¢iji su brat ili sestra oboljeli od karcinoma
bubrega ili mokra¢nog mjehura takoder imaju povecan rizik za razvoj mezotelioma (74).
Rizik od razvoja mezotelioma, karcinoma bubrega i mokra¢nog mjehura nije bio povecan u

slucajevima kada je supruznicima dijagnosticiran mezoteliom (74).
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Zemlje visokog dohotka prijavile su 88 % svih smrtnih slu€ajeva od mezotelioma, pri
¢emu su Sjedinjene Americke Drzave, Ujedinjeno Kraljevstvo i Japan medu vode¢im
drzavama (67). U Velikoj Britaniji, incidencija u muskaraca je 3.4/100 000, u Francuskoj
2,3/100 000 a u Nizozemskoj je 3.2/100 000. Zadnjih godina prati se blagi porast incidencije
MPM-a, prvenstveno zbog latencije od 30 do 50 godina od ekspozicije azbestu te zabrane
upotrebe istog krajem 20. Stoljeca (75). Svjetska Zdravstvena Organizacija procjenuje da od
bolesti prouzrokovanih azbestom godisnje umre 92500 pacijenata u svijetu (67). Znacajni
prediktori prezivljenja su dob , puSacki status, bol u prsima, gubitak tjelesne tezine, broj

trombocita , razina ureje i vrijednost kalcijau krvi (62).
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2.4.2. Geneticka osnova

Ranija istrazivanja pokazuju kako mutacije gena BAPI pogoduju nastanku
epiteloidnog MPM-a vise nego bilo kojeg drugog podtipa, §to ima vazne vrlo implikacije za
probir i prognozu pacijenata (19). Osim nasljednih BAPI mutacija genetske analize su
pronasle korelaciju sa somatskim mutacijama kod gena za razli¢ite tumorske supresore, kao
Sto su gen za kinazni inhibitor ovisan o ciklinu 2 (CDKN?2), neurofibromatoza tipa 2 gen
(NF2), te BAPI gen (76-78). Nadena je poveznica izmedu zametne mutacije (od eng.
germline mutation) u BAPI genu i predispoziciji u nastanku nekih slu¢ajeva MPM-a u
kombinaciji sa drugim tumorima. Tako su Testa et. al. opisali BAP1-sindrom kojeg

karakterizira razvoj mezotelioma i1 uvealnih melanoma u pacijenata (79).

Pacijenti s MPM-om koji imaju germinativne mutacije gena BAPI imaju znac¢ajno
bolju prognozu u usporedbi s pacijentima koji su bez navedene mutacije, iako mehanizam
toga jos nije poznat. (63). Upalni mikrookoli§ ima klju¢nu ulogu u progresiji malignog
pleuralnog mezotelioma, pri ¢emu su ukljuceni razliciti citokini i ¢imbenici rasta (64).
Fibroinflamatorna stroma, karakteristicna za MPM, moze pridonijeti otpornosti tumora na
kemoterapiju na nacin da potice rast, invaziju i angiogenezu tumorskih stanica.
Imunosupresivno mikrookruzenje mezotelioma dodatno sudjeluje o u slabom odgovoru na

nove imunoterapije u usporedbi s drugim solidnim tumorima (80).

Visoka ekspresija gena za neurotrofni faktor porijeklom iz mozga (BDNF, od eng.
brain-derived neurotrophic factor ) bila je prediktivna za krace prezivljenje pacijenata s
MPM-om u kohorti od 79 tumorskih uzoraka MPM-a i 26 uzoraka normalne pleure.
Otkriveno je da je aktivacija BDNF-a ukljuc¢ena u formiranju novih krvnih zila (angiogenezu)
Sto olakSava proliferaciju tumora.. Kinaza fokalne adhezije (FAK od eng. focal adhesion
kinase) je tirozin-kinaza koja je vazna za reguliranje prezivljenja, proliferacije, migracije i
invazivnosti stanica karcinoma (81). c-MET, receptorska tirozin-kinaza vazna za proliferaciju
1 pokretljivost stanica, takoder je prekomjerno izrazena u mezoteliomu (82). Istrazivanja in
vivo 1 in vitro pokazala su da ciljana inhibicija c-MET pomoc¢u eksperimentalnog
antitumorskog lijeka tivantiniba zajedno s inhibicijom signalnog PI3K smanjuje pokretljivost

stanica, njihov rast te razvoj tumora (81).

Genetske varijacije pojavljuju se u genima za putove TP53/popravka DNA i

PI3K/AKT put, naglaSavaju¢i njihovu vaznost u malignom pleuralnom mezoteliomu (78,83).
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Ukljucenost gena CDKN2A u disregulaciju stani¢nog ciklusa kod MPMa, sugerira da bi
inhibitori CDK4 i CDK6 mogli biti u¢inkoviti u lije¢enju malignog pleuralnog mezotelioma
(78,83). Jo§ jedan zahvaceni put u MPM-u je signalni put MAPK. Ovaj put aktivira se kao
odgovor na izvanstani¢ne podrazaje poput faktora rasta (MAPK/ERK put) i stresnih uvjeta

(p38/MAPK 14 stresom aktivirana MAPK kaskada) (78,83)
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2.4.3. Biomarkeri

Biomarkeri su molekularne promjene u tjelesnim teku¢inama i tkivima koje su vezane
za razlicite bolesti (84). U zadnjem desetljecu znacajno se povecao broj istrazivanja
biomarkera za razli¢ite tipove raka i drugih bolesti pri ¢emu je otkriveno vise od 1000
biomarkera, no do sada je manje od 100 validirano za klinicku primjenu (84). Postoji nekoliko

karakteristika koje govore o performansama biomarkera, a to su redom:

Imunohistokemijski biomarkeri tj. specifi¢na antitijela koja se primjenju u
imunohistokemijskoj analizi uzoraka biopsije mogu pomoc¢i u razlikovanju epiteloidnog
MPM-a od metastatskog adenokarcinoma, ali budu¢i da niti jedan pojedinacni biomarker nije
pouzdan u svim slu¢ajevima, preporucuje se koriStenje vise njih istodobno (17). Za potvrdu
mezotelijalnog podrijetla tumora 1 isklju¢enje drugih malignih bolesti obi¢no se koristi panel
rali¢itih imunohistokemijskih biomarkera (17,70,85-87). Razlikujemo tako pozitivne 1
negativne imunohistokemijske biomarkere za MPM. Standardni pozitivni imunohistokemijski
biomarkeri za MPM ukljucuju antitijela specifi¢na za kalretinin, trombomodulin, CK5/6,
CAMS.2, EMA, vimentin, GLUT-1, HBME-1, WT-1 i p53, a njihova ukupna osjetljivost za
MPM iznosi od 45 % do 100 % (70). Standardni negativni imunohistokemijski biomarkeri za
MPM ukljucuju antitijela specificna za Ber-Ep4, MOC-31, CEA, Leu-1, CD15, TTF-11
B72.3. Njihova ukupna specificnost za MPM iznosi od 53 % do 100 % (70). Antitijelo za
Citokeratin 5/6 boji vise od 95% epiteloidnih MPM-a, dok antitijelo za kalretinin pokazuje
osjetljivost pri raspoznavanju MPM-a u rasponu od 73% do 100% (17). Comin i suradnici
pokusali su identificirati specifi¢ne biomarkere za razlikovanje epiteloidnog MPM-a od
pluénog adenokarcinoma. Kalretinin i trombomodulin bili su najspecifi¢niji pozitivni
mezotelni markeri, dok su CD44H i HBME-1 pokazali visoku osjetljivost, ali vrlo nisku
specificnost. Medu negativnim markerima CEA 1 CD15 bili najspecifi¢niji u razlikovanju
MPM-a od adenokarcinoma. (85). Cury i suradnici izvijestili su o pozitivnosti markera
CD44H kod 39 (90,6%) od ukupno 43 epiteloidna MPM-a i kod 27 (45%) od 60 metastatskih
adenokarcinoma, ¢ime su postigli visoku osjetljivost od cast 91%, ali specifi¢nost od samo
55% S$to ogranicava upotrebu u klini¢koj praksi (88). Pinheiro i suradnici identificirali su
CD147 kao jedan od pouzdanih markera za razlikovanje MPM-a od reaktivnih mezotelnih
stanica. Prema autorima CD147 moZe posluZiti kao potencijalna meta za specifi¢ne terapije
MPM-a (89). Kitazume i suradnici pokazali su da je kombinirano imunohistokemijsko bojenje

za E-kadherin 1 kalretinin korisno u razlikovanju reaktivnih mezotelnih stanica, MPM-a i
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adenokarcinoma (86). Jo$ jedan imunohistokemijski biomarker koji se pokazao visoko
specifican za diferencijalnu dijagnozu tj. razlikovanje MPM-a od drugih patoloskih stanja je
ranije navedeni BAP1 koji pokazuje specifi¢nost od 99% i senzitivnost od 70% za
razlikovanje od karcinoma pluca i specificnost od 100 % te senzitivnost od 70% za

razlikovanje od karcinoma ovarija (90).

Osim same analize tkiva tumora, moguce je i detektirati biomarkere za MPM iz
tjelesnih tekucina. Kad je rije¢ o bioloskim teku¢inama, krv i njezine sastavnice ¢ine se
najprikladnijima za detekciju biomarkera, jer sadrze viSe od 20 000 razli¢itih proteina, Sto ju
¢ini bogatim izvorom za dijagnosticke svrhe, uzevsi u obzir lakocu prikupljanja i moguénost
ponavljanja testa koliko god je ¢esto potrebno u sklopu prac¢enja napredovanja bolesti ili

odgovora na lijecenje (91).

PredloZeno je nekoliko krvnih biomarkera za incijalni MPM probir, dijagnozu,
prognozu ili prac¢enje tijekom lijeCenja. Jedan od krvnih biomarkera koji se istrazuje je
mezotelin. Uloga mezotelina i drugih biomarkera za pracenje odgovora na antitumorsko
lijecenje trenutno se procjenjuje u nizu istrazivackih centara (7). Potencijalno korisni drugi

krvni biomarkeri koji se istrazuju uklju¢uju CA 125, CA 15-3 i hijaluronsku kiselinu (92)..

Proteomika ukljucuje sveobuhvatna analizu cjelokupnog proteinskog profila uzorka. U
posljednjim godinama proteomika je postala klju¢na metodologija za otkrivanje novih
biomarkera u raznim stanjima i bolestima. na primjer, primjenom masene spektrometrije na
plazmi 12 bolesnika s MPM-om, identificiran je protein SPARC (od eng. Secreted Protein
Acidic and Rich in Cysteine) za kojeg su istrazivaci zakljucili da bi mogao pomoc¢i u procjeni
prognoze progresije bolesti u pacijenata oboljelnih sa MPM-om (93). Bolesnici s nizom
razinom cirkuliraju¢eg SPARC-a imali su medijan prezivljenja od 19 mjeseci, naspram 9
mjeseci kod bolesnika s visokom razinom cirkliraju¢eg SPARC-a. Multivarijatna analiza
potvrdila je da povisen SPARC u serumu neovisno predvida loSiju prognozu. Ovaj protein,
prisutan i u tumorskih stanica i u fibroblastima strome mezotelioma, mogao bi stoga biti
koristan prognosticki biomarker MPM-a (Kao et al. 2016.). Neinvazivni seroloski biljezi
poput topljivih peptida povezanih s mezotelinom (SMRP od eng. soluble mesothelin-related

peptides) 1 fibulina-3 takoder pokazuju obecavajuce rezultate za dijagnostiku MPM-a (64).

Druge bioloske tekucine kao $to su zu¢, urin, sputum, sok gusterace te ascitesna,
pleuralna i cerebrospinalna tekucina od velikog su interesa za otkrivanje biomarkera.
Identifikacija biomarkera u tim bioloskim teku¢inama moze biti olakSana manje sloZenim

molekularnim sastavom bioloskih tekucina u usporedbi sa krvlju. Iako neke bioloske tekuc¢ine
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dijele s uzorcima krvi jednostavnost prikupljanja i moguénost laganog ponavljanja testa,
analiza vec¢ine drugih bioloskih tekucina u pravilu zahtijeva invazivni postupak, $to otezava
iograni¢ava njihovu ponovnu uporabu u klinickoj praksi. Primjer bioloske tekucine koja
zahtijeva invazivnu metodu je cerebrospinalna tekucina, za ¢ije je prikupljanje potrebna

lumbalna punkcija (91).

Brojne proteomske studije usmjerile su se na identifikaciju proteina u pleuralnom
izljevu u razli¢itim stanjima. Ciljana su istrazivanja tako radena i za MPM na tkivu, serumu i
pleuralnim izljevima (24,94-96) kao i komparativne analize malignih i benignih pleuralnih
izljeva. Analiza proteoma pleuralnog izljeva posebno je interesantna jer pleuralna tekuc¢ina
izravno odrazava patofizioloske promjene koje se dogadaju u pleuralnom prostoru (97).
Benigni pleuralni izljevi upalne etiologije (npr. tuberkulozni, parapneumonicni ili pleuralni
izljev kod reumatoidnih bolesti) mogu klinicki i citoloski imitirati maligne izljeve. Medutim,
njihova pravovremena identifikacija izuzetno je bitna buduci da lijeCenje osnovne upale (npr.
antibiotici, antituberkulotici ili kortikosteroidi) ¢esto dovodi do potpunog izljecenja, za
razliku od malignih bolesti. Klasi¢ni biomarkeri upale u pleuralnom izljevu ukljucuju visoku
aktivnost adenozin-deaminaze (ADA) u tuberkuloznom pleuritisu, te poviSen C-reaktivni
protein (CRP) kod parapneumoni¢nih empijema (98,99) . Stanice mezotelioma (posebno
epiteloidnog podtipa) poznate su po lucenju visoke koli¢ine hijaluronske kiseline (HA) u
pleuralni prostor — koncentracije HA u izljevu MPM visestruko su vise nego kod benignih ili

drugih malignih etiologija (100).

Liu 1 sur. analizirali su proteome Sest razli¢itih tipova pleuralnih izljeva (ukljucujuci
pleuralne izljeve uzrokovane karcinomom pluca, dojke i Zeluca, pleuralni izljev uz karcinom
pluca bez tumorskih stanica, te benigne pleuralne izljeve kod tuberkuloze i pneumonije U
pleuralnim izljevima uzrokovanima nemikrocelularnim rakom pluca detektirali su 30 proteina
¢ije su razine bile preko dva puta vise nego u benignim pleuralnim izljevima. (101). Nekoliko
proteina su posebno zanimljivi kao potencijalni biomarkeri za diferencijaciju: MET (HGF
receptor), DPP4 (dipeptidil-peptidaza 4, poznata i kao CD26) i PTPRF (protein-tirozin
fosfataza receptorskog tipa F). Kvantifikacija metodom ELISA na 345 uzoraka pokazala je da
su razine MET-a, DPP4 i PTPRF znacajno viSe u malignim izljevima povezanima s rakom
pluca nego u benignim ili paramalignim izljevima (pleuralni izljev uz tumor bez evidentnih
tumorskih stanica). Razlike u razinama biomarkera bile su izraZenije kod uzoraka sa

pozitivnom citologijom, te su ovi proteini mogli pomo¢i u identificiranju citoloski lazno

Lovro Kavur Doktorska disertacija



§ Literaturni pregled 20

negativnih slucajeva. Ovi nalazi pokazuju vaznost proteomike u otkrivanju markera

tumorskog podrijetla u pleuralnoj tekucini (101) .

Robak i sur. su ciljano evaluirali 53 proteina, ukljucujuéi ve¢poznate biomarkere raka,
tuberkuloze i upale. UoCene su jasne skupine upalnih markera — primjerice, adenozin
deaminaza 2 (ADA2) ili CXCL10 (poznat i kao IP-10 protein induciran interferonom-y) su
pronadeni kod tuberkuloznih pleuritisa (102) Multiklasna statisticka analiza uspjela je
ispravno svrstati izljeve u jednu od Cetiri kategorije: maligne, tuberkulozne, druge infektivne i
benigne transudativne pleuralne izljeve. To pokazuje da kombinacija nekoliko proteina moze
posluziti kao svojevrsni molekularni potpis odredene etiologije pleuralnog izljeva. Maligni
pleuralni izljevi karakterizirani su poviSenjem niza razli¢itih proteina povezanih s tumorom.
Kao primjer moze se navesti CDH1 (E-kadherin), koji ima vrlo vaznu ulogu u stani¢no-
stani¢noj adheziji epitelnih tkiva. To je kandidat za serumski biomarker za dijagnozu

uznapredovalog kolorektalnog karcinoma (Weil3 et al., 2011).

Proteomski pristupi omoguc¢ili su identifikaciju mnostva biomarkera - kandidata za
MPM. Primjerice, Mundt i sur. su proteomskom analizom pleuralnih izljeva detektirali preko
1300 proteina, ukljucujuci poznate markere i proteine uklju¢ene u invaziju tumora,
angiogenezu i imunosnu evaziju. U njihovoj studiji sedam proteina kandidata identificirani su
kao potencijalni biomarkeri za MPM, od kojih je najznacajniji galektin 1, za koji je utvrdeno
da je prekomjerno izrazen u adenokarcinomu plu¢a u odnosu na MPM. Ovi kandidati mogu
posluziti kao dijagnosticki 1 prognosticki pokazatelji bolesti (103). Ostroft i suradnici razvili
su panel od 13 proteina koje su koristili kao biomarkerte te su pokazali visoku to¢nost od 92
% u otkrivanju MPM-a u populacijama izloZenim azbestu (104). White i suradnici su u
proteomskom istrazivanju pleuralnih izljeva pronasli viSe zanimljivih proteina. Zakljucili su
da su brojni proteini vezani uz VEGF signalni put izrazeni u izljevima MPM-a, a posebno je
zanimljivo da je koncentracija VEGF-A u pleuralnim izljevima korelirala sa kra¢im
prezivljenjem bolesnika (94). Fibulin-3, matriksni protein, inicijalno je naveden kao
obecavajuci visoko specifi¢an biomarker, no druga ispitivanja na plazmi i pleuralnom izljevu
nisu jo$ potvrdila njegovu dijagnosticku vrijednost (23,105). Solubilni fragment mezotelina
(SMRP) smatra se jendim od najspecifi¢nijih postoje¢ih biomarkera za MPM, ali njegova
osjetljivost je ograniena (106—108). Cirkuliraju¢i fragmenti stani¢ne slobodne mikroRNA
(miRNA) takoder su istrazivani kao biomarkeri kod nekoliko bolesti. Cirkulirajuée
mikroRNA molekule, kao §to je miR-625-3p, istrazuju se i kao potencijalni dijagnosticki

biljezi i za MPM (109),
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Osim proteina i nukleinskih kiselina, u posljednjem se desetljecu intenzivno istrazuju 1
glikanski biomarkeri. Glikani je skupni naziv za kompleksne ili sekvencijalne polisaharide te
polisaharidni dio glikokonjugata poput glikolipida, glikoproteina i proteoglikana. S obzirom
na tip ugljikohidrata, konjugata na koji se veze ugljikohidrat te tipu veze razlikujemo nekoliko
razlic¢itih tipova kao §to su slobodni glikozaminoglikani koji se nalaze izvanstanicno,
glikozilirane nekodiraju¢e molekule RNA, glikosfingolipide u kojima je ugljikohidratna
ekstenzija dodana na lipid, glikoproteine koji ovisno o tipu veze s proteinom mogu biti N-
glikani ili O-glikani, itd. U sluc¢aju O- glikana, ugljikohidrati se vezu za kisik iz aminokiseline
serin ili treonin u aminokiselinskoj strukturi za vrijeme posttranslacijske modifikacije te imaju
vrlo varijabilni sastav i izgled oligosaharidnog dijela. Za razliku od njih, N-glikani se vezu na
aminokiselinu asparagin proteina u procesu sekvencijalne ko- i posttranslacijske modifikacije
proteina te utjeCu nasmatanje proteina, stabilnost i funkciju proteina. Svi N-glikani prisutni
u/na odredenom tipu proteina, stanica, tkiva ili organizma kolektivno se zovu N-glikom. N-
glikom se razlikuje ne samo ovisno o vrsti proteina/stanica/tkiva/organizma vec i o starosti te
zdravstvenom statusu zbog ¢ega u zadnjih desetak godina raste interes za identifikaciju
biomarkera medu ovom skupinom molekula (110-113), ukljucujuéi i biomarkere za razlicite

tipove raka (5,113-115).

U oligosaharidnoj strukturi N-glikana mozemo razlikovati jezgru koja se u principu
satoji od pentasaharida tj. dva N-acetilglukozamina (GlcNac) produZena s tri manoze koje se
granaju u dvije antene. Ova jezgra N-glikana Cesto je dodatno modificirana, a ovisno o tipu i
vrsti modifikacija antena razlikujemo visokomanozne, hibridne i kompleksne glikane (Slika
3). Osim manoza modificiran moZze biti i prvi N-acetilglukozamin i to fukozom koju tada

zovemo jezgrena fukoza (od eng. core fucose).
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Lovro Kavur

Konzervirana jezgra Visoko-manozni
(jezgrena struktura) N-glikani
N-glikana
Hibridni
N-glikani

’ Kompleksni

N-glikani
‘ Manoza [ N-acetil glukozamin Galaktoza
P Fukoza ’ Sijalinska kiselina

Slika 3 N-glikani. Tipi¢na jezgrena struktura N-glikana, monosaharidne jedinice od kojih
su tipi¢no izgradeni N-glikani, te razliCite vrste N-glikanskih struktura.
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Do sada je u MPM-u identificirano nekoliko glikanskih biomarkera. Nakashima et. al
identificirali su monoklonsko antitijelo S1o koje prepoznaje glikane sa sulfatnom
modifikacijom kao dijagnosticki biomarker za MPM (116). Fujihira i suradnici otkrili su da
mezotelin, jedan od glavnih biomarkera za MPM u epitelioidnom mezoteliomu ima
bisektiraju¢i GIcNAc na Asn388 koji nije identificiran na mezotelinu normalnih mezotelnih
stanica te su Cak predlozili da bi se u svrhu terapije moglo razviti antitijelo specificno za ovaj
glikoprotein (117). Hijaluronska kiselina koja je takoder identificirana kao potencijalni
biomarker za MPM je polisaharid (29). Osim navedenih glikanskih biomarkera, i nekoliko
proteina koji su identificirani kao biomarkeri za MPM su zapravo glikoproteini, poput MUCI

(118), Fibulin-3 (119) HEG1 (120), itd.

Lacerenza i sur. analizirali su sekretom stanica MPM-a metodom dvodimenzionalne
elektroforeze u gelu i masene spektrometrije, usporedivsi ga sa sekretom nemalignih
mezotelnih stanica. Pronasli su dva potencijalna proteinska kandidata izrazito pojacane
sekrecije: prosapozin i QSOXI1 (od eng. Quiescin sulfhydryl oxidase I). Oba su proteina
ukljucena u bioloske procese nastanka malignih tumora, a njihove razine u serumu bolesnika s
MPM-om bile su znac¢ajno vise nego u zdravih ispitanika. Kombinacija ovih dvaju markera
pokazala je dobru dijagnosti¢ku to¢nost u razlikovanju MPM bolesnika od kontrola. Ovi
nalazi sugeriraju da bi panel od viSe biomarkera (npr. QSOX1 + prosapozin, uz postojeci
mezotelin) mogao unaprijediti dijagnostiku mezotelioma (95). Prednost u dijagnostickim
postupcima bi u buduénosti mogle imati metode koje mogu istovremeno i1 bez dodatnih
troSkova identificirati nekoliko biomarkera istovremeno. Jedna od metoda koje daju veliku
koli¢inu informacija o ne samo jednoj ve¢ cijelom nizu biomolekula s potencijalom

biomarkera je infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (FTIR).
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2.5 FTIR-spektroskopija

Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (FTIR) je metoda kojom
mozemo mjeriti apsorpciju infracrvene svjetlosti u teku¢inama, krutinama ili plinovima.
FTIR-spektroskopija se temelji na ¢injenici da razlicite molekule apsorbiraju razlicite
frekvencije infracrvenog zracenja, odnosno energija fotona koji se apsorbira odgovara energiji
prijelaza izmedu vibracijskih stanja molekule (121), zbog ¢ega ju nazivamo i vibracijska
spektroskopija. Vibracijska spektroskopija obuhvaca infracrvenu (IR) i Ramanovu
spektroskopiju, koje analiziraju molekularne vibracije i rotacije (121,122). Apsorpcija
infracrvenih fotona pobuduje vibracije kemijskih veza unutar molekule te proizvodi
karakteristi¢an spektar — graf koji prikazuje koliki dio svjetla je apsorbiran pri pojedinim
valnim brojevima (frekvencijama). Taj FTIR-spektar predstavlja svojevrsni molekularni
otisak tj. ,,fingerprint* uzorka, jer sadrzi niz apsorpcijskih vrpci koje se mogu povezati s
odredenim funkcionalnim skupinama i strukturnim motivima molekula u uzorku (121). FTIR
instrument mjeri ukupnu apsorpciju u Sirokom spektralnom podruc¢ju odjednom, a pomocu
Fourierove transformacije dobiva se infracrveni spektar visoke rezolucije za svaki uzorak.
Dobiveni se spektar potom koristi za kvalitativnu identifikaciju prisutnih molekula
(prepoznavanjem karakteristi¢nih vrpci) te kvantitativnu analizu njihovog udjela u uzorku

(121).

Molekularne vibracije mogu se podijeliti u dvije skupine. Prva je vibracija istezanja,
odnosno vibracija duz veze, pri ¢emu dolazi do kontinuirane promjene udaljenosti izmedu
atoma duz osi veze izmedu dva atoma. Druga je vibracija savijanja, odnosno vibracija u
ravnini, pri ¢emu dolazi do promjene kuta izmedu dviju veza (123). Kada dolazi do
ekspozicije uzorka infracrvrenom (IR) svjetlu molekule unutar uzorka apsorbiraju fotone
svjetlosti enrgije Epp=hv pri ¢emu je v karakteristi¢na frekvencija prijelaza a h Planckova
konstanta. Zbog apsorpcije fotona raste vibracijska energija molekule. RazliCite veze, kao Sto
Sto su C-H, O-H, 1 N-H veze imaju razliCite distribucije vibracijskih stanja pa absorbiraju
razliCite frekvencije infracrvene svjetlosti. Zbog toga u spektru nastaju jedinstveni uzorci
apsorpcije svjetla pri razli¢itim valnim duljinama (121). Mjerenjem intenziteta apsorbiranog
svjetla pri razli¢itim valnim duljinama FTIR-spektrometar proizvodi karakterist¢ni spektar za
svaki uzorak. Navedeni spektar moze se koristiti za pomo¢ u identifikaciji funkcionalnih

skupina i razli¢itih molekularnih struktura koje su prisutne u uzorku (121).

Lovro Kavur Doktorska disertacija



§ Literaturni pregled 25

Unutar infracrvenog spektra znanstvenici ¢esto se koristi podrucje tzv. srednjeg
infracrvenog spektra (mid-IR, ~4000—400 cm™) u kojem pronalazimo vibracije veéine
relevantnih biomolekula unutar nekoliko razli€itih karakteristi¢nih spektralnih podrucja (121).
Prvo spekarsko podruéje od 3,000 do 2,800 cm ™! je prvenstveno pod utjecajem specifi¢nih
funkcionalnih grupa kao Sto su masne kiseline u stanicnim membranama te vibracije
odredenih aminokiselina sporednih lanaca, koje su dominirane sa C-H rasteznim vibracijama

CH: i CHs funkcionalnih skupina (121).

Lipidi doprinose spektru prvenstveno u podrucju valentnih vibracija C—H veza:
intenzivni pojasevi oko 2850 cm”—1 (simetri¢no rastezanje CH2 skupina) 1 2920-2930
cm”—1 (antisimetri¢no rastezanje —CH: skupina) dok oko 2959 cm”—1 dolazi signal od
antisimetri¢nog rastezanja CH3 skupina iz lipida (38). Spektarsko podrucje koje se nalazi
izmedu 1,800 and 1,500cm—1 je vezano za funkcionalne skupine amida I i amida I u
proteinima i peptidima, koje pokazuju informacije o proteinskoj strukturi uzorka, te
vibracijske uzorke esterskih funkcionalnih skupina u lipidima, i u konacnici apsorpcijske
uzorke nukleinskih kiselina (121). Proteini daju izrazene vibracijske vrpce u amidskom
podrucju (Amid I oko ~1650 cm”—1, Amid II oko ~1540 cm”—1, te slabiji Amid III oko
~1300-1310 cm”—1) koje potjecu od vibracija peptidne veze (C=0 rastezanje i N—H
savijanje) (38,124). Takoder, esterske skupine glicerolipida daju pojas oko 1735-1740
cm”—1 (valentno rastezanje C=0 veze estera) Sto reflektira sadrzaj triglicerida i kolesterol
estera (38). Spektralno podrucje od 1,500 do 1,200cm—1 predstavlja raznoliku regiju koja je
pod utjecajem proteina, masnih kiselina, spojeva sa fosfatnim grupama (121). Spektralno
podrucje od 1,200 to 900cm—1 je karakterizirano simetri¢nim rasteznim vibracijama PO>—
skupina u nukleinskim kiselinama, te vibracijama koje su vezane za ugljikohidrate, razli¢ite
polisaharide (C-O,C-C i C-O-C vibracije) (121). Zanimljivo je da u bioloSkim uzorcima
proteini imaju relativno malu apsorbanciju u ovom spektralnom podrucju te se mjerena
apsorbancija u ovom dijelu spektra uglavnom pripisuje ugljikohidratnoj komponenti uzorka
(ugljikohidrati, glikani) (125,126). Zadnji spektralni prozor koristan u evaluaciji je izmedu
900 1 700cm—1 koji pokazuje diskretne spektralne uzorke koji proizlaze i spektralnih uzoraka

vibracija aromatskih prstena u specifi¢nim aminokiselinama i1 nukleotidima (121).
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2.5.1 Primjena FTIR-spektroskopije u biologiji i medicini

Promjene u biokemijskom sastavu stanica i tjelesnih tekucina Cesto prate razvoj
bolesti. Vibracijska spektroskopija tj. FTIR moze detektirati takve promjene u spektralnim
podacima prije nego Sto postanu klini¢ki vidljive (91,127). Zbog toga je ova tehnika sve viSe
istrazivana kao alat za istrazivanje razvoja bolesti. Dok se klasi¢ne proteomske metode (poput
masene spektrometrije) fokusiraju na identifikaciju pojedinacnih proteina i njihovih promjena,
FTIR-spektroskopija nudi komplementaran pristup — ona ne razlucuje pojedine proteine, ali
pruza ukupni molekularni profil uzorka iz kojeg se mogu is¢itati kljucne informacije o
proteomu i drugim biomolekulama. FTIR-spektar uzorka sadrzi znacajke koje odrazavaju
sastav proteina, njihovu sekundarnu strukturu (udjeli a-heliksa, B-ploca, neuredenih
struktura), kao i1 udio drugih vaznih komponenti poput lipida i nukleinskih kiselina. Na taj
nacin, FTIR omogucuje pracenje globalne promjene u molekularnom sastavu stanica ili tkiva i
njihovo povezivanje s bioloskim procesima u pozadini. Nadalje, FTIR-analiza je brza, jeftina,
neinvazivna i ne zahtijeva bojanje ili obiljezavanje uzoraka, $to je velika prednost u usporedbi
s tradicionalnim metodama. Moguce je direktno analizirati serum, plazmu, urin ili drugo bez
slozene pripreme, pri ¢emu se infracrvenim spektrom odmah dobivaju informacije o raznim

komponentama (proteinima, lipidima, Se¢erima itd.) prisutnima u uzorku (91).

Abbas 1 suradnici koristili su FTIR-spektroskopiju uz kemometrijsku analizu za
ispitivanje uzoraka pleuralne tekuc¢ine u 24 uzoraka MPM-a, 20 uzoraka karcinoma pluca i 25
uzoraka benignog pleuralnog izljeva. Njihova metoda postigla je visoku osjetljivost 1
specificnost u razlikovanju pleuralnih teku¢ina MPM-a od teku¢ina karcinoma pluca i
benignog pleuralnog izljeva (BPE), §to su potvrdile analize hijerarhijske klasterske analize
(HCA) 1 analize glavnih komponenata (PCA). U svojoj analizi postigli su ¢ak 100 %-tnu
osjetljivost i specificnost u razlikovanju MPM-a od karcinoma pluca, te 100 %-tnu osjetljivost
1 88 %-tnu specificnost u razlikovanju od benignog pleuralnog izljeva (38). U skupinama
MPM-a i karcinoma pluca dobili su znacajno visi sadrzaj lipida, proteina te nukleinskih
kiselina 1 glukoze. Za razliku od navedenog znacajne promjene u sadrzaju triglicerida 1
kolesterol estera, strukturi proteina i nukleinskih kiselina, niza fluidnost membrane te vec¢a

uredenost membrane zabiljezene su isklju¢ivo u skupini MPM-a (38).

Yonar i suradnici su u svojem istrazivanju analizirali razlikovanje MPM-a od
karcinoma pluca, benignih eksudativnih izljeva i zdravih ispitanika analizom uzoraka seruma.

Koristena je ATR-FTIR-spektroskopija za analizu seruma, pri ¢emu su uocene znacajne
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spektralne razlike medu skupinama (128,129). Amidni modovi proteina tj. vibracijske vrpce
amidnih grupa (Amid A: N-H rastezanje, Amid [: C=O rastezanje, Amid II: N-H savijanje i
C-N rastezanje te Amid III: C-N rastezanje i N-H savijanje) pokazale su blage razlike, dok su
najizrazenije promjene zabiljeZene u podrucju od 1300 do 800 cm™, $to ukazuje na razlike u

biomolekularnom sastavu (128,129).

Sadiku-Zehri 1 sur. (2020) proveli su preliminarno istrazivanje u kojem su spektrom
FTIR promatrali uzorke bioptiranog pleuralnog tkiva kod razlicitih lezija: MPM-a,
metastatskog adenokarcinoma u pleuri te upalne promjene pleure. KoriStena je mikroskopska
FTIR metoda na parafinskim presjecima pleure, uz PCA statisticki model za klasifikaciju.
Rezultati su pokazali da se spektri tkiva jasno grupiraju prema dijagnozi: mezoteliomi,

metastaze 1 reaktivne upale pleure imali su medusobno odvojene klastere u PCA prostoru.
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3. Metode i materijali

3.1 Uzorci

Zastita identiteta 1 podataka pacijenata osigurana je tako $to su originalni uzorci
pohranjeni u Odsjeku za Patologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu kodirani, te
se tablica s drugim relevantnim podatcima pacijenata vodi odvojeno i sa zatvorenim
pristupom. Uzorci su prema tome preuzeti i analizirani u svim koracima samo sa
odgovaraju¢im jedinstvenim kodom pacijenta. Planirani eksperimenti i tijek studije opisani su
i predani na uvid Etickom povjerenstvu Medicinskog Fakulteta koje je dalo pozitivhu
procjenu i odobrenje za izvodenje studije broj: 380-59-10106-19-111/222 klasa: 641-01/19-
02/01, 18.09.2019.

Za analizu tkiva metodom FTIR-spektroskopije koristeni su uzorci tkiva pacijenta s
razlicitim patologijama (20 po tipu). Uzorci zdrave pluéne pleure, upale pleure, metastatskog
adenokarcinoma pluca u pleuri te mezotelioma pleure izrezani bili su formalinom fiksirani u
parafin uklopljena tkiva arhivirana u Zavodu za Patologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta
u Zagrebu. Od svakog tkiva napravljeno je 6 presjeka. Presjek debljine 5 pm koriSten je za

histopatolosku analizu dok je 5 presjeka debljine 10 pm koriSteno za FTIR-spektroskopiju.

Za analizu N-glikoma zdrave pleure i MPM-a koristeno je tkivo 30 pacijenata sa
MPM-om te 30 pacijenata sa zdravom pleurom. Uzorci su bili formalinom fiksirana u parafin
uklopljena tkiva arhivirana Zavodu za Patologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu. Od svakog bloka tkiva napravljeno je 6 presjeka debljine 10-15 um (Slika 4), koji su
zatim u daljnjoj proceduri spojeni u jedan jedinstveni uzorak. Uzorci su primljeni s
jedinstvenim kodom bez informacija o pacijentu, te su zatim jedinstveni kodovi promijenjeni
u skracene kodove s opisom histopatologije (MPM za uzorke mezotelioma i NP za normalne

uzorke pleure).
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Slika 4 Presjeci tkiva MPMa koriSteni za analizu N-glikoma. 6 presjeka istog tkiva spojeno je u jedan uzorak
za analizu N-glikoma. Uzorci su kodirani zbog zastite identiteta pacijenata.

3.2 FTIR-spektroskopija

Uzorci za FTIR-spektroskopiju deparafinirani i rehidrirani su na predmetnici
standardnim histoloSkim protokolom na stakalcu (ksilen, silazni niz etanola, voda) (36).
Ukratko, nakon toga su smjesteni na na silicijske ploCice, inkubirani su u termostatu jedan sat
te zatim isprani tri puta u ksilenu (10 min po ispiranju) pa zatim smjesteni 60 min u vakuum
da bi se ekstrahirala preostala voda. Silicijske ploc¢ice su standardna podloga za transmisijsku
IR spektroskopiju tkiva jer kristalni silicij ima malu apsorpciju u mid IR-u. FTIR-spektri
snimljeni su na tako pripremljenim uzorcima koristenjem PERKIN-Elmer SPECTRUM GX
spektrometra opremljenim s teku¢im dusikom (N2)- hladenim MCT (Mercury Cadmium
Telluride) detektorom. Za svako tkivo napravljeno je 100 snimki za prikupljanje vibracijskog
spektra, u trajanju od 5 minuta po uzorku. FTIR-spektri snimljeni su na tako pripremljenim
uzorcima u transmisijskom modu (451-3994 cm-1) s apsorpcijskim prozorom od 1 cm™.

Pozadinski Sum automatski je oduzet.

3.3 Analiza FTIR-podataka

Statisticka analiza podataka prikupljenih FTIR-spektroskopijom ucinjena je
koriStenjem programa MATLAB 2012a s PLS Toolbox 9.0. Prije same analize podaci su
obradeni koristec¢i program koji je izraden za tu svrhu na Zavodu za fiziku i1 biofiziku

Medicinskog Fakulteta Sveucilista u Zagrebu u programskom paketu Matlab, ukratko, svi
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snimljeni spektri su korigirani u odnosu na baznu liniju pomoc¢u airPLS (od eng. adaptive
iteratively reweighted penalized last squares) algoritma (130) i1 normalizirani pomoc¢u SNV

(Standard Normal Variate) algoritma (131).

Nadalje, da bi se testirala znacajnost razlika u spektru izmedu uzoraka razlicitih
patologija primijenjena su dva statisticka testa: Prvo je ucinjena analiza-PCA (od eng.
Principal component analysis). PCA je u€injena na isti na¢in kao i u radu F. Sadiku Zehri
2020. Ukratko, Mathlab i PLS Toolbox (Eigenvector Research) su koriSteni za izradu
kvantitativnog modela identi¢nog modelu u Sadiku Zehri et al. kako bi osigurali
komparativnost rezultata (36) . Zatim su u ovoj analizi dodani tezinski faktori (umnozak 1-p
vrijednosti za svaku kombinaciju tkiva) za unaprjedenje PCA analize i lakSe raspoznavanje
tipa tkiva. Za validaciju modela koriSteno je 150 nasumi¢no odabranih mjerenja. Normalna
pleura iskljucena je iz procesa validacije modela. Osim PCA analize napravljen je ikruskal-
Wallis test. Da bi utvrdio odgovarajudi statisticki test, prvo sam testirao distribuciju uzoraka.
Kako se radi o neparametrijskoj distribuciji, odabran je kruskal wallis test. Test je proveden
na ukupno 3543 mjerenja na valnim duljinama od 451 cm-1 do 3994 cm-1 s rezolucijom od 1
cm-1. Statisticka analiza napravljena je u programu Mathlab. Rezultati ove analize smatrani
su znacajnim ako je p vrijednost bila manja ili jednaka 0,05. Kruskal-Wallis testom prikazani
su na slici 7 u kojoj su ucrtane valne duljine (izrazene u cm-1) te p-vrijednosti (Slika 7). 1 kao

Tablica 3 Priloga.

3.4 Upotreba neuralnih mreza za generiranje modela za razlikovanje upala,
metastaza, normalne pleure i mezotelioma

Apsorbancije sva 4 histopatoloska tipa pleure na svim analiziranim valnim duljinama
(451 cm-1 do 3994 cm-1) u CSV -ormatu koriStene su kao pocetna datoteka za podatke koji
su dalje racunalno analizirani u Pythonu (Python ver. 3.10). Za analizu je koriSten sustav tzv.
konvolucijske neuralne mreze (CNN od eng. convolution neural network). Konvolucijska
neuralna mreZa je racunalni model napravljen za prepoznavanje uzoraka i ucenje iz podataka,
a konstruiraju se kroz seriju tzv. nodula koji procesuiraju i transformiraju ucitanu (eng. input)
informaciju (u ovom sluc¢aju CSV datoteka s rezultatima FTIR-analize) u korisnu izlaznu
informaciju (eng. output). Za generiranje rezultata (u ovom slucaju u obliku modela za
razlikovanje upala, metastaza u pleuri, normalne pleure i MPM-a) potrebna je prvo tzv. faza

treninga. Cvorovi su medusobno povezani (imitacija povezanosti neurona u mozgu). Na
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pocetku sve veze imaju pocetnu ,,tezinu‘, no u procesu treninga ta ,,tezina* veze tj. znacajnost
veza izmedu ¢vorova se prilagodava kao u svojevrsnoj simulaciji procesa uc¢enja koje ojacava

veze izmedu neurona bitnih za procesuiranje naucene informacije u ljudskom mozgu.

Za razlikovanje histopatoloskih tipova pleure u Phytonu su generirana dva racunalna
modela. Jedan sa apsorpcijskim prozorom od 50 cm-1 a drugi sa apsorpcijskim prozorom 10
cm-1. U oba slucaja koristena je tzv. konvolucijska neuralna mreza (CNN) bazirana na
arhitekturi LeNet koju je razvila tvrtka Yann LeCun u AT&T Bell laboratories (132,133), no
prilagodena je za prepoznavanje apsorpcijskih spektara. Ova prilagodena CNN arhitektura
koristi: 1) dva konvolucijska sloja, prvi (convl) sa 16 filtera i drugi (conv2) sa 32 filtera, 2)
MaxPooling sloj za smanjenje dimenzionalnosti koji smanjuje koli¢inu podataka uz o¢uvanje
bitnih znacajki, 3) Tri potpuno povezana (od eng. fully connected) sloja (fcl, fc2 1 fc3) koji
donose konacnu odluku o klasifikaciji. Ovisno o rezoluciji spektra, programska petlja zatim
prolazi kroz cijelo mjereno spektralno podrucje u koracima 10cm-1 ili 50cm-1. Podatci se
zatim alatom iz scikit-learn biblioteke alata koja olakSava brzu i efikasnu izradu modela za
strojno ucenje standardiziraju i normaliziraju uz pomoc¢ tzv. StandardScaler
alata(sklearn.preprocessing) koji se standardno koristi u tehnikama pred-procesuiranja
podataka za strojno u€enje a radi tako da odreduje 0 kao srednuj vrijednost i 1 kao standardun
devijaciju. Osim toga, generiran je i kod za nasumican unos podataka (eng. Datal.oader) koji

prilagodava podatke za unos u CNN i olakSava unos podataka.

U oba slucaja za trening neuralne mreze koriSteno je 70% dostupnih podataka i trening
se odvijao u 50 iteracija za zadano spektralno podrucje, a 30% dostupnih podataka koristilo se
kao set za testiranje. Potom se provela evaluacija modela odnosno, racun to¢nosti (eng.
accuracy), matrica zbunjenosti (eng. confusion matrix), preciznost (eng. precision),
senzitivnost (eng. sensitivity) i specific¢nost (eng. specificity) i ispis podataka. Osnovni kod u

Phytonu koji je zaduZen za definiranje mreze nalazi se u prilogu (P2).

Upotrebom konvolucijskih neuralnih mreza (CNN) odredeni su dijelovi spektra
pomocu kojih je moguce razlikovati upalna stanja pleure, metastastatski adenokarcinom u
pleuri i normalnu pleuru od mezotelioma. U tu svrhu prvo je spektar podijeljen u spektralna
podrudja §irine 50 cm™ a u Tablici 1 navedeni su dijelovi spektra koji su imali ve¢e od 0,75
rezultate: Tocnosti (Acuracy); Preciznosti (eng. Precision ili Positive Predictive Value) tj.
pozitivne prediktivne vrijednosti koja indicira proporciju pozitivnih predikcija koje su to¢ne;
Senzitivnosti (eng. Senzitivity, Recall ili True Positive Rate) tj. prave pozitivne mjere koja

mjeri moguénost modela da identificira sve pozitivne dogadaje, te Specificnosti (eng.
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Specificity, True Negative Rate) tj. prave negativne mjere koja mjeri mogucnost modela da

tocno identificira sve negativne dogadaje.

Nakon ove obrade, spektralni prozor smanjen je na 25 cm-1 1 zatim 10 cm-1 s ciljem
utvrdivanja signala tj. valnih duljina s ve¢om kontribucijom prilikom razlikovanja
histopatologije uzoraka. Dobiveni rezultate analize s rezolucijom 25 cm-1 koriSteni su za
kreiranje racunalnog modela za predvidanje histopatoloske dijagnoze uzoraka tkiva. Rezulati
su prikazani su u obliku tzv. matrice zbunjenosti (od eng. confusion matrix) (Slika 10).
Matrica zbunjenosti je tablica koja na X osi prikazuje predvidene vrijednosti tj. predvidene
pozitivne i predvidene negativne ishode testa (eng. predicted label = predicted positive,
predicted negative), ana'Y osi prave vrijednosti tj. prave pozitivne i prave negativne ishode
(eng. True label = true positive, true negative). Sukladno tome, dijagonalni elementi matrice
zbunjenosti govore nam o to¢nim predvidanjima (visok broj znaci visok broj tocnih
predvidanja), dok su svi elementi izvan dijagonale uzorci koji su krivo identificirani uz pomo¢

modela tj. lazno pozitivni i lazno negativni uzorci.

3.5 Izolacija glikana iz tkiva

Za izolaciju N-glikana iz tkiva pluca koriStena je metoda originalno razvijena za
izolaciju glikana iz tkiva mozga ((134,135). Ukratko, prvo je proveden postupak
deparafinizacije 1 rehidracije tako §to je dva puta napravljeno ispiranje stakalca s tkivima
ksilenom u trajanju od 10 minuta po ispiranju. Zatim su napravljena 2 ispiranja uzoraka u
100% etanolu u trajanju od 5 minuta po ispiranju, pa 2 ispiranja u 96% etanolu u trajanju od 5
minuta svako, zatim 2 ispiranja u 70% etanolu od 5 minuta svako te naposljetku 2 ispiranja u
vodi u trajanju od 5 minuta po ispiranju. Uzorci su nakon toga skalpelom preneseni u epruvete
za mikrocentrifugu s RIPA-puferom i inhibitorima proteaza. U ovom je koraku 6 presjeka
tkiva istog pacijenta spojeno u jedinstveni uzorak. Sljede¢i je korak bila denaturacija i
deglikozilacija. Epruvete za mikrocentrifugu s uzorcima su vorteksirane i z njih je uzet alikvot
za deglikozilaciju. Nakon dodatka B-merkaptoetanola uzorci su vorteksirani, centrifugirani i
denaturirani 10 minuta na temperaturi od 60°C. Nakon dodatka Igepala i PNGase F, uzorci su
inkubirani na 37°C preko no¢i. Drugo jutro, uzorci su centrifugirani i u uzorak su dodani
voda, metanol i kloroform u omjerima 1 (voda) : 4 (metanol) : 1 (kloroform). Nakon
vorteksiranja i centrifugiranja 2 min na sobnoj temperaturi, vodena faza je prikupljena i

preseljena u nove epruvete te su uzorci osuSeni u vakuum centrifugi. Tako prikupljeni talog
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glikana resuspendiran je u vodi i oznacen Prokainamidom (4-amino-N-(2-dietilaminoetil)
benzemidom), spojem koji sadrzi fluorescentnu grupu za detekciju na UPLC-u te 2-

(dietilamino)etil grupu koja poboljsava efekt ionizacije prilikom spektrometrije masa (MS).

3.6 UPLC-analiza glikana

Glikani su oznaceni fluorescentnom bojom (Prokainamidom) te prije injektiranja u
kolonu drzani na 5°C. Tako oznaceni glikani zatim su provedeni kroz HILIC-kolone na
instrumentu Acquity UPLC (od eng. ultra high-pressure liquid chromatography) (Waters,
SAD). HILIC (od eng. hidrophilic interaction liquid chromatography) je vrsta tekucinske
kromatografije koja funkcionira na principu polarnosti molekula. U HILIC kolonama
molekule koje pokazuju jacu polarnost pokazuju jacu interakciju sa tzv. stacionarnom fazom.
Za izolaciju oznacenih glikana koristi se posebna vrsta HILIC kolona zvana BEH (od eng.
Ethylene bridges hybrid) s BEH-Cesticama veli¢ine 1,7 pm kao stacionarnom fazom (u koloni
veli¢ine 150 mm x 2,1 mm). Kako bi se poboljSalo razdvajanje glikana koriSten je linearni
gradijent od 27 do 38,7% otopine 100 mM amonijevog formata pH vrijednosti 4.4, te
acetonitirla kao druge otopine. Kolona je drzana na sobnoj temperaturi (25°C). Prikupljeni
kromatogrami integrirani su metodama procesuiranja podataka utemeljenim na standardnim
algoritmima nakon ¢ega je provedena i manualna kontrola i korekcija. Svaki je vrh numeriran

u odnosu na retencijsko vrijeme.

3.7 Imunohistokemijsko bojenje

Za imunohistokemijsku analizu koriSteni su 5 um presjeci istih uzoraka koji su koristeni
za UPLC-analizu glikana (MPM uzorci 1-30, NP uzorci 1-30). Imunohistokemijsko bojenje je
ucinjeno na Zavodu za Patologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu standardnim
protokolom. Ukratko, uzorci su deparafinirani ksilenom i kako je i ranije opisano rehidrirani u
seriji graduiranih otopina alkohola (36). Demaskiranje antigena (eng. Antigen retrieval)
ucinjeno je dodatkom EDTA-pufera pH 9 (DakoCytomation) 3 x 5 min u mikrovalnoj
pecnici. Prerezi su zatim inkubirani s primarnim antitijelima 30 min (monoklonsko antitijelo
specificno za BAP1 klon C-4; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) razrijedenom u
omjeru 1:100 te zatim sa sekundarnim antitijelima (Dako REALTM

EnVisionTM/Peroksidaza hrena, Zec/Mis§) dodatnih 30 minuta, te naposlijetku jo§ 10 minuta
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sa substratom (Dako REALTM Diaminobenzidin + Kromogen). Uzorci su isprani 3 x s
puferom za ispiranje DakoCytomation. Kao pozitivna i negativna kontrola koriSteni su uzorak
mezotelioma s gubitkom ekspresije BAP-1 te normalna pleura. Uzorci su zatim obojani
hematoksilinom 1 pregledani na mikroskopu BX53 Olympus. Obzirom na bojenje ucinjeno je
nekvantitativno bodovanje bojanja uzoraka sa sljede¢im rezultatima: BAP1 - = negativno
bojenje na BAP1 u stani¢noj jezgri na vise od 80% stanica uzorka, BAP1 + = pozitivno

bojenje na BAP1 u stani¢noj jezgri na vise od 80% stanica uzorka.
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4. Rezultati

4.1 Apsorpcijski spektar uzoraka pleure s razli¢itom histopatologijom

Analizom spektra dobivenog FTIR-analizom uzoraka normalne plué¢ne pleure, upale
pleure, metastaza adenokarcinoma i MPM-a uocio sam da postoji nekoliko izrazenih
vibracijskih vrpci u bioloski znac¢ajnim regijama. Na podrucju 950 do 1200 cm-1 nalazi se
regija u kojoj biljezimo apsorpciju ugljikohidrata i glikana, a istovremeno je u toj regiji vrlo
mala pozadinska apsorpcija proteina. U toj regiji u rezultatima provedene FTIR-analize nalaze
se kod svih tipova uzoraka (normalna pleura, inflamacija tj. upala pleure, metastaze
adenokarcinoma u pleuri i MPM) dvije skupine slabijih vibracijskih vrpci koje apsorpcijom
prelaze 0,2 AU (Slika 5). Iako svi mjereni uzorci konzistentno pokazuju ove dvije skupine
vibracijskih vrpci, intenzitet i oblik vibracijskih vrpci koji nose informaciju o dominantno
prisutnim funkcijskim skupinama molekula razlikuju se ovisno o histopatologiji. Podruc¢ja u
kojima se apsorbancija razlicitih histopatoloskih uzoraka ne preklapa tj. u kojoj apsorbancija
pojedinog tipa histopatologije odskace od ostalih tipova uzoraka dodatno su oznacena na slici
1 plavom bojom za inflamaciju pleure, zelenom bojom za metastaze adenokarcinoma, crveno
za MPM te zuto za normalnu pleuru. U ovom pojasu vidljiva su tako odstupanja gotovo svih

vrsta uzoraka.

U pojasu izmedu cca. 1240 cm-1 1 1700 cm-1 slijedi bioloSki znacajno podrucje za
proteine. Ovo je u rezultatima FTIR-analize uzoraka plu¢ne pleure s razli¢itom
histopatologijom ujedno i najizraZenija skupina vibracijskih vrpci koja po intenzitetu doseze 1
AU. Pri analizi razlika izmedu pojedinacnih histopatologija pluéne pleure uocio sam da u ovoj
regiji predominantno odstupa apsorpcija inflamacija plu¢ne pleure (Slika 5, plavo)
potencijalno zbog infiltracije pluéne pleure razli¢itim stanicama i izlu¢ivanja proteina koji
sudjeluju u inflamaciji pluéne pleure. Iako u ovoj regiji postoji i odredeno odstupanje MPM-a,
za druge dvije vrste histopatologija (metastaza adenokarcinoma, normalna pleura) razlike nisu

toliko uocljive.

Izmedu 2850 1 3000 cm-1 nalazimo jo$ jednu skupinu vibracijskih vrpci. Na ovim
valnim duljinama od bioloski znac¢ajnih molekula predominantno apsorbiraju lipidi i masne

kiseline (136) . Vibracijske vrpce u ovoj u ovoj regiji su uske i naj intenzivnije prelaze
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vrijednost od 0,4 AU (Slika 5). Unato¢ malim razlikama u polozaju i intenzitetu vibracijskih

vrpci, u ovoj regiji nalazimo odstupanja za sve 4 klase histopatoloskih tipova uzoraka.

Na valnim duljinama iznad 3000 cm-1 smanjuje se udio i broj vibracija kemijskih veza koje
nalazimo u bioloskim molekulama, no ovdje nalazimo dio vibracijskog spektra ugljikohidrata,
kao 1 vode i alkohola. U regiji izmedu 3000 i 3600 cm-1 nalazimo jo$ jednu izrazenu skupinu
sirokih vibracijskih vrpci s vidljivim razlikama izmedu svih histopatoloskih tipova uzoraka,
no najizrazenijim promjenama izmedu MPM-a (Slika 5, crveno) i normalne pleure (Slika 5,

zuto).

Valne duljine povezane uz funkcijske skupine znacajnih bioloskih molekule
predstavljaju samo simplifikaciju situacije u kompleksnim uzorcima gdje u gotovo svim
dijelovima spektra dolazi do preklapanja, pa je tako npr. dijelove spektra u kojem apsorbiraju
nukleinske kiseline tesSko obraditi na ovaj nacin jer se ili preklapaju s pojasom u kojem

apsorbiraju druge bioloski znacajne molekule ili se radi o vrlo uskom pojasu.
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Slika 5 Apsorpcijski spektar normalne pleure, MPM-a, metastaza adenokarcinoma u pleuri i inflamacije (upale) pleure.
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4.2 Rezultati analize PCA

U provedenoj PCA analizi s dvije principijelne komponente (PC1 = prva principijelna
komponenta, komponenta koja korelira s najve¢im brojem varijabli, PC2 = druga
principijelna komponenta) vidljivo je da su normalna pleura (Slika 6, svijetlo plavo) i
mezoteliom (Slika 6, tamno plavo) izdvojeni od metastaza adenokarcinoma (Slika 6, zeleno) i

inflamacija pleure (Slika 6, crveno) medu kojima postoje odredena preklapanja (Slika 6).

Na temelju dobivenih rezultata moguce je jasno razlikovati maligni pleuralni mezoteliom
(MPM) od upalnih stanja pleure i metastaza adenokarcinoma. Takoder, vidljivo je i da se
rezultati FTIR-analize MPM-a grupiraju mnogo bliZe upali pleure i metastazama
adenokarcinoma u pleuri, u odnosu na normalnu pleuru §to je potencijalno rezultat izrazenih
reaktivnih (inflamatornih, vaskularnih ili drugih) promjena u metastazama adenokarcinoma i
MPM-u u odgovoru na maligne promjeneVece preklapanje vidljivo je izmedu upalnih stanja

pleure i metastaza adenokarcinoma nego izmedu upalnih stanja pleure i MPM-a.
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Slika 6 aRezultati FTIR-analize MPMa (tamno plavo) u PCA analizi jasno suizdvojeni od normalne pleure (svijetlo plavo), adenokarcinoma (zeleno) i upale pleure
(crveno).
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4.3 Statisticka analiza

Rezultati ove analize Kruskal-Wallis testom prikazani su na slici 7 u kojoj su ucrtane

valne duljine (izraZene u cm-1) te p-vrijednosti (Slika 7). i kao Tablica P1 Priloga.

Od ukupno 3543 mjerenih valnih duljina u rasponu od 451 cm-1 do 3994 cm-1 s
rezolucijom od 1 cm-1 u statistickoj analizi dobivenih FTIR rezultata znacajan je izuzetno
velik broj valnih duljina (Slika 7, tablica P1 u prilogu) $to ukazuje na ¢injenicu da je gotovo
cijeli spektar informativan. Specifi¢no, kod uocenih znacajnih valnih duljina za razlikovanje
histopatoloskih tipova uzoraka plu¢ne pleure na prvi pogled nije jednostavno identificirati
koje su bioloski znacajne regije vise informativne (i.e. sastav nukleinskih kiselina,
ugljikohidrata/glikana, proteina ili lipida), stoga je kako bi ekstrahirali bioloski relevantne
podatke za dublju analizu kori§tena napredna racunalna metoda analize tj. generiranje

prediktivnog modela putem neuralnih mreza.
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Slika 7. Rezultati Kruskall-Wallis testa. Na Y osi su p-vrijednosti za medusobno razlikovanje
histopatoloskih stanja a na X osi su valne duljine. Svi rezultati p-vrijednosti manji od 0,05 smatraju se
statisti¢ki znacajnima.
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4.4 Model za predvidanje tipa uzorka

Koriste¢i 70% mjerenih uzoraka za trening CNN modela i 30% za test dobio sam
slijede¢e ukupne rezultate modela za predvidanje tipa uzorka: Tocnost testa (Test Accuracy):
0,9342, Preciznost testa (Precision): 0,9361, Senzitivnost testa (Sensitivity, Recall): 0,9342,
Specificnost testa (Specificity): 0,9387. U Tablici 1 prikazani su dijelovi spektra (podijeljenog
na 50 cm-1) s rezultatom ve¢im od 0,75. Sli¢na je kontribucija modelu uocena i smanjenjem
spektralnog prozora na 25cm-1 (Slika 8) te 10 cm-1 (Slika 9). Iz prilozene matrice (Slika
10)vidjivo je da je model treniran na 70% uzoraka predvidio tip uzorka uz pomo¢ FTIR-
spektra na valnim duljina 1000-1500cm™!, 1650-1750cm™ i 2850 - 3100cm™! na preostalih
30% uzoraka imao vrlo visoku tocnost, tj. to€nost vecu od 93%. ROC-krivulja takoder

pokazuje izuzetno visoku toc¢nost (Slika 11).
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Tablica 1. Valne duljine u rasponu 50 cm-1 s visokom to¢nos¢u (Acuracy) u predvidanju histopatoloSkog

tipa uzorka.

Tip bioloske Valna duljina | To¢nost Preciznost | Senzitivnost | Specifi¢nost

molekule koja | (cm™) (accuracy) (precision) | (sensitivity, | (specificity)

pretezno recall)

apsorbira u

navedenom

spektru

Ugljikohidrati, | 1000-1050 0,7895 0,7907 0,7895 0,8006

glikani 1050-1100 0,7368 0,7545 0,7368 0,7579
1100-1150 0,8026 0,8129 0,8026 0,8184
1150-1200 0,9737 0,9750 0,9737 0,9749

Nukleinske 1200-1250 0,8684 0,8687 0,8684 0,8738

kiseline 1250-1300 0,8816 0,8847 0,8816 0,8911
1300-1350 0,7895 0,8226 0,7895 0,8269

Nukleinske 1350-1400 0,7895 0,7884 0,7895 0,7945

kiseline 1 1400-1450 0,7500 0,7553 0,7500 0,7666

proteini

Proteini 1450-1500 0,8684 0,8727 0,8684 0,8855
1650-1700 0,8684 0,8745 0,8684 0,8826
1700-1750 0,8026 0,8191 0,8026 0,8278

Lipidi 2850-2900 0,7763 0,7869 0,7763 0,7938
2900-2950 0,7763 0,7792 0,7763 0,7894
2950-3000 0,8289 0,8433 0,8289 0,8525
3000-3050 0,8026 0,8060 0,8026 0,8059
3050-3100 0,7368 0,7377 0,7368 0,7472
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Toénost (25 cm-1)

Slika 8 To¢nost (25 cm-1). To¢nost modela za predvidanje tipa uzorka pri rezoluciji 25 cm-1. Na Y osi je

prikazana to¢nost a na X osi valne duljine.
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Slika 9 To¢nost (10 cm-1). Toénost modela za predvidanje tipa uzorka pri rezoluciji 25 cm-1. Na X osi je

prikazana to¢nost a na Y osi valne duljine.

Lovro Kavur



§ Rezultati

True label

Confusion Matrix

17.5

15.0

12.5

10.0

7.5

5.0

25

T T —- 0.0

(8] m
Predicted label

45

Slika 10 Matrica zbunjenosti (eng. confusion matrix). Tipovi uzorka pleure simplificirani su u brojeve 1-4 s
obzirom na 4 moguce kategorije uzoraka. Na Y osi nalaze se stvarn tip uzorka pleure (eng. true label) dok
se na X osi nalaze rezultati klasifikacije tipa tkiva uz pomo¢ CNN modela (eng. predicted label).
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Slika 11 ROC-krivulja. ROC krivulja prikazuje to¢nost modela za sva Cetiri tipa uzorka. Na Y osi nalaze se
uzorci koji su uspjesSno svrstani u to¢nu kategoriju (eng. true positive rate) dok ne na X osi nalaze uzorci

koji su krivo svrstani u jedan od 4 tipa uzoraka (eng. false positive rate).
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1z prilozene tablice (Tablica 1) vide se valne duljine koje su koristene za ovaj model,
koje prikazujudijelove spektra koji se pripisuju razli¢itim vrstama bioloskih molekula, tj.
ugljikohidratima i glikanima, nukleinskim kiselinama, proteinima i lipidima. Ipak, dio spektra
s najve¢om prediktivnom vrijedno$c¢u koja s to€nosc¢u (Accuracy) od 0,9737, preciznoséu
(Precision) od 0,9750, senzitivnosti (Sensitivity) od 0,9737 1 Specifi¢nosti (Specificity) od
0,9749 nadilazi performanse sveukupnog modela nalazio se na 1150-1200 cm™ tj. u regiji
koja se tipi¢no pripisuje ugljikohidratima i glikanima jer glikani i glikanski dijelovi
proteoglikanskih struktura pokazuju apsorbanciju izmedu 950 i 1200 cm™! dok je na istim

valnim duljinama mjerena apsorbancija proteina vrlo mala (125,126).

S obzirom na to da su u ranijim istrazivanjima identificirane odredene promjene u O-
glikanima 1 zabiljezena je okupiranost sva tri N-glikozilacijska mjesta mezotelina, jednog od
potencijalnih prognostickih proteinskih biomarkera za MPM ovaj je rezultat bioloski
zanimljiv. Ipak, iako se ova regije pripisuju apsorpciji glikana u jednostavnim uzorcima, u
tipovima uzoraka gdje nalazimo ¢itav spektar kompleksnih molekula (npr. proteo-glikani,

glikolipidi, itd.) poput tkiva i tjelesnih tekucina situacija je mnogo slozenija.

U¢injena je dublja analiza glikana dva tipa uzoraka: malignog pleuralnog
mezotelioma (MPM) i normalne pleure. Osnovni CNN je prilagoden za ova dva tipa uzoraka

1 rezultati su prikazani na slikama 12, 13 1 14.
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Slika 12 To¢nost modela za razlikovanje MPM-a i normalne pleure. Na Y osi je to¢nost a na X osi valne
duljine
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True label

Predicted label

Slika 13 Matrica zbunjenosti za razlikovanje MPMa od normalne pleure. ). Tipovi uzorka pleure
simplificirani su u brojeve 1i2 s obzirom na 2 moguce kategorije uzoraka. Na Y osi nalaze se stvarn tip
uzorka pleure (eng. true label) dok se na X osi nalaze rezultati klasifikacije tipa tkiva uz pomo¢ CNN
modela (eng. predicted label).

ROC Curve (Binary Classification)

Slika 14 ROC krivulja za razlikovanje MPM-a i normalne pleure. ROC krivulja prikazuje toénost modela za
sva Cetiri tipa uzorka. Na Y osi nalaze se uzorci koji su uspjeSno svrstani u to¢nu kategoriju (eng. true
positive rate) dok ne na X osi nalaze uzorci koji su krivo svrstani (eng. false positive rate).
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4.5 Analiza N-glikoma plu¢ne pleure i MPM-a

Rezultati UPLC analize N-glikoma normalne pluéne pleure pokazali su da ovo tkivo
na kompozitnom kromatogramu svih uzoraka pokazuje 23 N-glikanska pika od kojih su neki
kompozitni te stoga sastavljeni od nekoliko razicitih struktura s nedovoljnom rezolucijom za
razdvajanje te su takvi pikovi oznaceni simbolom a/b uz broj pika (Slika 15, plavo). Na
kromatogramu MPM-a vidljivi su isti pikovi te nema znacajnih odstupanja u odnosu na broj
pikova izmedu normalne pleure i MPM-a, no razlicita je relativna zastupljenost pojedinih
pikova u uzorku (Slika 15, narancasto). Ovakav rezultat potencijalno govori da se u MPM-u
ne pojavljuju neke znacajne nove strukture N-glikana koje nisu prisutne u normalnoj pleuri
vec¢ se uzorci razlikuju s obzirom na relativni udio pojedinih struktura u ukupnom N-glikomu
tkiva. Iako na ovim uzorcima nije provedena masena spektrometrija te stoga nije moguce
utvrditi tocnu glikansku strukturu, moguce je iz UPLC-a procijeniti zastupljenost pojedinih
tipova struktura. Naime, jezgrena struktura N-glikana i mali visokomanozni glikani imaju
krace retencijsko vrijeme u odnosu na kompleksnije glikane. Bi-antenarne (s dvije antene)
kompleksne glikane 1 neke hibridne glikane o¢ekujemo u lijevom i centralnom dijelu
kromatograma UPLC-a s obzirom na retencijska vremena dok triantenarne, tetraantenarne i
druge vrlo kompleksne, hibridne 1 visokomanozne glikane s velikim brojem antena

oc¢ekujemo u desnom dijelu tj. pred kraj kromatograma.

Takvom analizom UPLC kromatograma primjecuje se znacajan pomak u lijevo po
pitanju najzastupljenih pikova u MPM-u. U normalnoj pleuri, 6 pikova s najve¢im
intenzitetom je GP17 > GP2 > GP16 > GP18 > GP9 > GP14, tj. Cetiri od Sest najintenzivnijih
pikova ima retencijsko vrijeme 20 minuta ili viSe dok je u MPM-u redoslijed slijede¢i: GP2 >
GP1 > GP16 > GP4 > GP17 > GP8 . cCetiri od Sest najintenzivnijih pikova ima retencijsko
vrijeme manje od 15 minuta. Uvidom u individualne kromatograme (12 primjera prilozeno u
slici 16) vidljivo je da iako situacija po pitanju individualnih pikova nije identicna u svakom

pojedina¢nom uzorku, trend pomaka ulijevo je odrzan.
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Slika 15 Ukupni rezultati UPLC analize N-glikana iz normalne pleure (plavo) i MPM-a (narancasto).
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Slika 16 Individualni UPLC profili uzoraka normalne pleure i MPM-a
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4.6 Rezultatiimunohistokemijskog bojenja

51

Imunohistokemijska analiza proteina BAP1 pokazala je prisutnost tog proteina u svim

uzorcima normalne pleure (Tablica 2, slika 18), dok su 63.3% uzoraka MPM-a bili

negativnai(Tablica 2, slika 17).

Tablica 2. Rezultati klasifikacije uzoraka normalne pleure i MPM-a s obzirom na prisutnost BAP1
imunohistokemijskog bojenja u jezgri stanica. Uzorci su klasificirani u BAP1 pozitivhe (BAP1+) te BAP1

negativne (BAP1-).

Tip uzorka % uzoraka sa imunohistokemijskim bodovanjem
BAPI1 + BAPI -

MPM 36.6 63.3

Normalna pleura 100 0
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Slika 18 Imunohistokemijsko bojenje normalne pleure pozitivne na BAP-1 signal u jezgrama stanica,
povecanje 20x
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5 Rasprava

Rezultati FTIR-analize tkiva pleure u ovom istrazivanju potvrdili su ranija opazZanja iz
rada Sadiku-Zehri i sur. tj. pokazali su da postoje znacajne razlike u spektrima izmedu
normalne pleure, upale pleure, metastaza adenokarcinoma u pleuri i MPM-a, pogotovo je bilo
zanimljivo podrucje od 950-1200 cm—1. Ovo podrucje obuhvaca rastezne vibracije C—-O, C-C
1 C—O—C veza tipicne za ugljikohidrate, ukljucujuéi sloZzene glikanske strukture 1
glikoproteine. Statistickom analizom (PCA analiza, Kruskal-Wallis test, CNN) utvrdeno je da
su razlike izmedu patohistoloski definiranih stanja pleure uocljive u razli¢itim dijelovima

spektra, a najveci je doprinos razdvajanju spektara dalo podrucje od 1200—-1150 cm—1.

U istom spektralnom rasponu, doprinos proteina je vrlo mali, StoviSe, Derenne i sur.
su istaknuli da FTIR nije osjetljiv samo na drasti¢ne razlike (poput prisutnosti ili odsutnosti
viSe monosaharida), ve¢ i na suptilnije promjene poput malih modifikacija glikana (125,126).
Ipak, vazna je razlika da su Derenne i suradnici koristili proc¢is¢eni glikoprotein dok je tkivo
pleure sacinjeno od mjesavina mnogih nukleinskih kiselina, lipida, proteina, glikoproteina,
glikolipida, proteoglikana i sl. $to ga ¢ini mnogo kompleksnijim i teZim za interpretaciju.
Cinjenica da su kljuéne razlike koncentrirane u ugljikohidratnom dijelu spektra sugerira da
kumulativne promjene u glikanima potencijalno predstavljaju vaznu razliku izmedu MPM-a i
drugih patoloskih stanja. Primjenom tog i drugih visoko informativnih spektralnih podrucja,
model baziran na neuralnoj mrezi je s visokom to¢noscu klasificirao uzorke u MPM,

metastaze adenokarcinoma u pleuri ili upalu pleure.

Kada se radi o kompleksnim uzorcima s velikim brojem komponenti kao $to je slucaj
prilikom analize uzoraka kako plazme tako i tkiva, vrlo Cesto dolazi do preklapanja
apsorbancija vrlo razli¢itih komponenti u istim regijama. Npr. Eissa i suradnici vidjeli su da
glikoprotein A1AG (eng. Alpha-1-acid-glycoprotein) pokazuje najvecu apsorbanciju u regiji

koja je tipicna za proteine, a nalazio se i vrhunac apsorbancije za ATP (137).

Za provjeru pretpostavke da do uocenih razlika izmedu patohistoloskih stanja na
1200-1150 cm”1 dolazi zbog molekularnih razlika u glikozilaciji, te za detaljnije ispitivanje
prirode uo¢enih promjena, napravljena je neovisna analiza N-glikanskih profila uzoraka
MPM-a i normalne pleure (NP) metodom UPLC glikomike. Rezultati ove analize pokazali su

jasnu razliku u zastupljenosti slozenih N-glikana izmedu MPM-a i normalne pleure. Narocito
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je uoceno da je relativna zastupljenost kompleksnih N-glikana izoliranih iz tkiva MPM-a
manja u usporedbi s onima iz zdrave pleure. Normalno pleuralno tkivo imalo je ve¢i udio
slozenijih glikana (s duljim retencijskim vremenom) dok je u MPM-u relativno povecéan udio

pojednostavljenih glikanskih struktura (s kra¢im retencijskim vremenom).

Opservacija da se razli¢ita stanja pleure razlikuju u sastavu glikana u skladu je sa
prethodnim istrazivanjima koja naglasavaju vaznost glikozilacije u tumorogenezi. Prema
dosadasnjim saznanjima, pomjene glikana u tumorima imaju ulogu u izvanstani¢noj
signalizaciji, migraciji tumorskih stanica, modulaciji rasta tumora, invaziji tumora u druga
tkiva te u imunoloskom odgovoru na tumore (5). Fujihira i sur. (2021) otkrili su da mezotelin
u epitelnom MPM-u nosi specificnu modifikaciju N-glikana — tzv. bisektiraju¢i N-
acetilglukozamin (GlcNAc) na jednom od svojih N-glikozilacijskih mjesta (Asn388) — koju
mezotelin u normalnim stanicama ne sadrzi (117), no do sada u literaturi nema podataka o

ukupnom N-glikomu MPM-a.

Tipicne promjene N-glikana u razli¢itim vrstama malignoma sazeli su Pinho et al.
Njihova je opservacija bila da su naj¢es¢e promjene u malignomima pojacana sijalilacija,
povecani udio i broj kompleksnih razgranatih glikana i jaca prisutnost jezgrene fukozilacije
(5). Nadalje, smatra se da pojacani udio razgranatih N-glikanskih struktura ometa stani¢nu
adheziju te na taj nacin promovira odvajanje tumorskih stanica i omogucuje njihovu invaziju
na druga tkiva (5). Jasno je kako rezultati ove studije ne odrazavaju tipic¢an pronalazak kod
tumorskih tkiva. Za razliku od opservacija u drugim vrstama malignih tumora, u analizi
provedenoj na uzorcima MPM-a vidimo smanjeni relativni udio kompleksnih N-glikana te
»pomak u lijevo* tj. povecani udio jednostavnijih glikana (npr. potencijalno jezgrenih

struktura i fragmenata jezgrenih struktura N-glikana).

Lattova 1 sur. takoder su u analizi N-glikana iz svjeZeg i zamrznutog tkiva
adenokarcinoma pluca pronasli povecani udio jednostavnijih glikanskih struktura poput
H3N2F1 1 H2N2F1 (138), no najprominentniji su u njihovu profilu zdravog uzorka pluca i
adenokarcinoma pluca ipak bili kompleksniji glikani poput HSN4, HSN4F1 i HONSF1 dok su
u UPLC profilu tkiva MPM-a najprominentniji pikovi sa retencijskim vremenom koje je
prekratko da bi se radilo o tako slozenim glikanskim strukturama. Ipak, za direktnu
usporedbu struktura u budu¢im bi istrazivanjima trebalo napraviti i masenu spektrometriju

tkiva MPM-a.
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Kako je biosinteza N-glikana sekvencijalni proces koji se odvija ko- 1 posttranslacijski
u endoplazmatskom retikulumu i1 Golgijevom aparatu (139,140) , moguce objasnjenje
ovakvog rezultata je i da kod MPM-a dolazi do poremecaja sinteze glikana. U takvoj
hipotetskoj situaciji, sinteza glikana bi bila zaustavljena/usporena §to bi za posljedicu imalo

smanjeni udio kompleksnih N-glikanskih struktura.

Odsutnost BAP1 proteina dovodi do poremecaja glikozilacije tj. smanjene koli¢ine 1
kompleksnosti glikana (141). Gomes da Silva Araujo i suradnici koriStenjem CRISPR/Cas9
metode kojom su u gene zaduzene za epigenetsku regulaciju unosili mutacije (tzv. skeniranje
gubitka funkcije od eng. loss-of-function screening) utvrdili su da gubitak funkcije gena
BAPI tj. posljedicno gubitak tj. odsutnost proteina BAP1 dovodi do remodelinga kromatina i
promjena u glikozilaciji kod stanica karcinoma dojke (141). Ovaj je podatak zanimljiv jer je
prema prijasnjim publikacijama mutacija gena BAP! jedna od naj¢e$¢ih mutacija u MPM-u
(21,142—144) 1 osobe s BAP1 delecijom su genetski podloznije nastanku MPM-a, odnosno
somatska mutacija gena BAPI prisutna je u ve¢ini MPM-a, (21) dok kod ostalih tumora pluc¢a
BAPI delecija nije toliko ucestala. Shuang et al.su 2021. opisali glavne vrste mutacija u
karcinomima pluca te ustanovili da mutacije u genima KRAS, EGFR, NF1 1 BRAF zajedno
¢ine vise od 56% svih zabiljeZenih mutacija u karcinomima plu¢a dok manji postotak otpada

na druge mutacije (6).

Nadalje, de Rienzo et al. analizirali su BAP! ekspresiju u MPM-u pomoc¢u
imunohitstokemijskog bojenja BAP1 proteina te ju usporedili s rezultatima RNA-
sekvenciranja 1 RT-qPCRa i tako utvrdili da se odsutnost imunohistokemijskog bojenja
proteina BAP1 u jezgri stanica podudarala sa razli¢itim mutacijama BAPI gena utvrdenim
drugim metodama ¢iji je rezultat bio parcijalna ili potpuna delecija gena BAPI te
nefunkcionalni ili smanjeno funkcionalni BAP1 protein kada je postojao drugaciji obrazac
imunohistokemijskog bojenja BAP1 proteina, npr. u citoplazmi umjesto u jezgri stanice
(143). Osim toga, imunohistokemijsko bojenje BAP1 proteina smatra se specificnim 1
pouzdanim za diferencijalnu dijagnozu izmedu MPM-a i drugih patologija pleure (90,145).
Za provjeru prisutnost delecije BAP1 u uzorcima MPM-a i normalne pleure koristenim u
ovom radu napravljeno je imunohistokemijsko bojenje na BAP1. Rezultati su pokazali da je
100% uzoraka normalne pleure pozitivno na BAP1 dok je 63,3% uzoraka MPM-a bilo

negativno na BAP1 (negativnim rezultatom smatralo se manje od 20% jezgri stanica

pozitivnih na BAP1).
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Ovo istrazivanje stoga potvrduje da FTIR-spektroskopija ima potencijal u
diferencijalnoj dijagnostici pleuralne patologije. Kombiniranje FTIR-spektra sa analizom N-
glikanskog profila uzoraka pruza dublji bioloski uvid u molekularne karakteristike MPM-a u
usporedbi sa normalnom pleurom. Glikani su se iskazali kao jedan od klju¢nih
“molekularnih potpisa” koji razlikuju MPM od ostalih patoloskih stanja pleure — u MPM-u
prevladavaju jednostavniji, manje razgranati N-glikani nego u normalnom pleuralnom tkivu,
§to je odraz tumorskog fenotipa i §to se odrazava na infracrvenom spektru. Stovise, rezultati
analize N-glikana povezani su sa delecijom proteina BAP1 koji je ve¢ poznati i uvrijezeni

specifican biomarker za diferencijalnu dijagnozu MPM-a.

Rezultati ove studije imaju dvostruku vaznost: sa jedne strane produbljuju
razumijevanje patobiologije mezotelioma (pokazujuéi da bi poremecaj glikozilacije
potencijalno mogao biti bitna odlika ove bolesti), a s druge strane otvaraju put ka prakti¢nim
primjenama — potencijalnom razvoja novih biomarkera i terapija temeljenih na glikanima. Svi
rezultati provedenog istrazivanja konzistentni su sa pretpostavkom da delecija BAP1
uzrokuje poremecaj u sintezi glikana ¢iji je rezultat visoka frekvencija jednostavnijih glikana
te smanjena frekvencija kompleksnih glikanskih struktura koje se diferencijalno pojavljuju u
MPM-u i o€ituju u specificnom FTIR-spektralnom potpisu izmedu 900 1 1200 cm-1, a nisu

prisutne u ostalim histopatoloSkim stanjima pleure potencijalno zbog prisutnosti

funkcionalnog BAP1 proteina u jezgri stanica.

Biologija i biosinteza glikana kompleksan je proces koji zahtijeva dodatna
istrazivanja, no sudeci prema rezultatima ovog rada, promjene u glikozilaciji u MPM-u nisu
nebitne, ve¢ bi mogle biti integralni dio patologije i tumorske progresije. No, dok je
tehnologija u znanosti do danas omogucila mapiranje velikog broja gena i proteina koji su
ukljuceni u tumorigenezu, uloga i povezanost glikana sa ovim procesima relativno je
nepoznata. Jedan od razloga je i to Sto je glikozilacija stanica i tkiva regulirana sloZenim

epigenetickim mehanizmima koje je teze mapirati i interpretirati (146—148).

Jedan od ranije opisanih mehanizama koji povezuje poznate signalne putove
ukljucene u tumorigenezu i glikane je uloga mucina i N-glikana u gubitku E-kadherina i
regulaciji njihove funkcije (149—151). E-kadherini igraju vaznu ulogu u regulaciji stani¢ne
adhezije a njihova je funkcija regulirana omjerom O-manozilacije 1 N-glikozilacije (151). U
normalnim uvjetima E-katherini su predominantno O-manozilirani, medutim u procesu
tumorigeneze balans O-manozilacije i N-glikozilacije se mijenja (151). Osobito su bitni

kompleksni razgranati N-glikani koji se dodaju na Asn-554 E-kadherina a Cija prisutnost
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zajedno sa reduciranim razinama O-manozilacije dovodi do gubitka supresorske funkcije E-
kadherina te tumorske progresije 1 metastaziranja (151). Kako rezultat ove doktorske
disertacije pokazuje da u MPM-u dolazi do gotovo obrnutog efekta nego Sto je zabiljezeno u
nekim drugim tipovima malignih tumora tj. relativno smanjene ucestalosti kompleksnih
glikana u odnosu na glikom normalne pleure, zanimljiv je 1 rad Kitazume 1 suradnika koji su
ustanovili da samo antitijelo na E-kadherin bez drugih imunohistokemijskih markera nije
dovoljno dobar biomarker za razlikovanje malignog mezotelioma od adenokarcinoma (86). U
ovom kontekstu, ukoliko se uocena razlika u kompleksnosti N-glikoma odrazava i na
glikozilaciju E-kadherina, postavlja se pitanje da li bi specifican glikotip E-kadherina bio vise
informativan za razlikovanje MPM-a i metastaza adenokarcinoma od same prisutnosti t;.

imunohistokemijskog bojenja ovog regulatora stani¢ne adhezije.

Do promjena u N-glikozilaciji E-kadherina dolazi prvenstveno izravno zbog pojacane
ekspresije MGATS, gena za protein N-acetilglukozamin transferazu (eng. N-
acetylglucosaminyltransferase V— GnT-V) koji je izravno ukljuCen u proces glikozilacije tj.
dodavanje GIcNAc nastavaka na glikoproteine u Golgijevom aparatu (151), no BAP1 je
histon deubikvitinaza koja uklanja monoubikvitin sa histona H2A na lizinu 119
(H2AK119ubl) te na taj nacin mijenja ekspresiju brojnih gena ukljucenih u stani¢ni razvoj,
diferencijaciju, prezivljavanje i imunoloski odgovor organizma (19,152). Zbog te Cinjenice,
mnogo je teze definirati to¢an mehanizam kojim BAP1 utjece na uoenu promjenu

glikozilacije MPM-a.

Gomes da Silva Araujo i suradnici pokazali su da BAP1-KO (od eng. Knock-Out tj.
nokautiran/izbrisan) stani¢na linija karcinoma dojke pokazuje povecanu prisutnost
H2AK119ubl i posljedi¢no nizu ekspresiju nekoliko gena za glikoziltransferaze, ukljucujuci
gene C1GALTI (gena koji kodira enzim zaduzena za sintezu O-glikanskih struktura),
GALNT3 (kodira popipeptidnu N-acetilgalaktozaminiltransferazu t. GaINAc) na serine i
treonine proteina), GCNTI (kodira enzim odgovoran za dodavanje GIcNAc na O-glikane),
GCNT3 (takoder kodira enzim odgovoran za dodavanje GIcNAc na O-glikane), MGAT4A4
(kodira enzim odgovoran za dodavanje GlcNAc na alfa-1,3-vezane manoze N-glikana) i
ST6GALNACI (kodira enzim koji dodaje sijalinsku kiselinu na GaINAc¢ O-glikana) (141).
Nadalje, kada su autori ove studije introducirali BAP1 protein u BAP1-KO stanice, 1
ekspresija gena za glikoziltransferaze se pojacala, ¢ime su autori pokazali da je upravo BAP1

odgovoran za njihovu epigeneticku regulaciju iako nije u potpunosti jasno postoje li i drugi
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neizravni ¢imbenici (npr. promjena ekspresije drugih gena na ¢iju ekspresiju koje utjece

BAPI) (141).

Iako su sve druge glikoziltransferaze ¢iju su promjenu ekspresije u odsutstvu BAP1
uocili Gomes da Silva Araujo i suradnici zasluzne za sintezu O-glikana, disregulacija
MGAT4A4 mogla bi potencijalno biti djelomicno ili u potpunosti odgovorna za smanjenu
relativhu kompleksnost glikana uoc¢enu u sklopu ove studije ovdje. Enzim alfa-1,3-manozil-
glikoprotein beta-1,4-N-acetil-glukozamintransferaza A (GnT-Iva) koji je kodiran MGAT4A
genom dodaje N-acetilglukozamin tj. GIcNAc izravno na jednu ,,ruku* jezgre N-glikana i
time predstavlja prvi korak u sintezi kompleksnih glikana bez kojeg se ne mogu
nadogradivati dodatne jedinice galaktoze i sijalinske kiseline u kompleksnim glikanima niti
stvarati tri- i tetra- antenarne strukture koje su tipi¢no pojacano prisutne u drugim vrstama
karcinoma poput adenokarcinoma pluéa (5,138). S obzirom na to da je vrlo izgledno da bi se
u slucaju zametne (eng. germline) mutacije BAPI efekt disregulirane ekspresije MGAT4A
vrlo vjerojatno odrazio sistemski na cijeli organizam, bilo bi zanimljivo u budu¢im
istrazivanjima ispitati krije li se u tom mehanizmu mozda i odgovor na pojacanu osjetljivost
osoba s BAP1 zametnom mutacijom na nepovoljne okoliSne uvjete, tj. konkretno izlaganje
azbestu 1 povecanu incidenciju razvoja MPM-a, jer su kompleksni glikani odgovorni i za
regulaciju kroni¢ne upale koja moze dovesti do razvoja malignih tumora (68,79,113,153—

155) .

Opisani rezultati i potencijalni molekularni mehanizmi u njihovoj pozadini vrlo su
zanimljivi u kontekstu aktualne rasprave o rastucoj listi klju¢nih obiljezja malignih tumora
(eng. hallmarks of cancer). Iako je u posljednjih dvadeset godina lista obiljezja malignih
tumora te signalnih puteva i njihovih interakcija znacajno prosirena, promjene u glikomu
malignih tumora (koje su osobito povezane s izbjegavanjem uniStenja od strane imunoloskog
sustava, upalom koja potice rast tumora, fenotiskom plasti¢nosti te invazijom i
metastaziranjem tumora) i dalje ne nalazimo medu univerzalno priznatim obiljezjima raka
(4,5). No, u znanstvenoj zajednici vodi se aktivna debata oko ukljucivanja glikana kao jo$
jednog obiljezja, a ova studija dodatno doprinosi aktualnom znanju o znacaju glikana za
razlikovanje razlicitih tipova malignih tumora (metastaze adenokarcinoma u pleuru, MPM) te
njihovoj neizostavnoj prisutnosti u biologiji tumora (150). Ipak, jasno je da niti jedno od
opisanih tumorskih obiljezja ne postoji odvojeno ve¢ su usko povezana kompleksnim

signalnim putevima i interakcijama koje dovode do tumorigeneze.
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OgraniCenje ovog istrazivanja je relativno mali broj uzoraka MPM-a (desetci). Zbog
malog broja uzoraka, vazni parametri performansi biomarkera poput tocnosti 1 preciznosti
mogli bi u ovoj studiji biti precijenjeni. Postotak imunohistokemijski BAP1 negativnih
uzoraka MPM-a u ovoj studiji je 63.3% 1 iako je to podatak koji odgovara 62% BAP1
negativnih MPM-a koji su zabiljezili Righi et al. na 141 uzoraka MPM-a na kojima nisu
uzimali u obzir citoplazmatski signal BAP1 (tj. citoplazmatski BAP1 je smatran BAP1
negativan) ((145), Rienzo i suradnici koji jesu u obzir uzimali citoplazmatsko bojenje BAP1
dosli su do podataka o 12% MPM-a sa potpuno odsutnim BAP1, 25% sa citoplazmatskim
BAP1, 27% sa kombiniranim uzorkom bojenja i 36% MPM-a sa prisutnim BAP1 bojenjem u
jezgri na ukupnom broju od 483 uzorka (143). U buduc¢im bi istrazivanjima s ve¢im brojem
uzoraka stoga trebalo razdvojiti ove skupine 1 dublje istraziti specifi¢éne mutacije gena BAP!
te njihovu korelaciju sa promjenama u lokalizaciji i funkcionalnosti proteina kao i utjecajem

na glikozilaciju MPM-a.
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6 Zakljucak

U ovom istrazivanju uspjesno je validirana uocena razlika IR spektra MPM-a i drugih
stanja pleure u cijelom spektru. Stovise, MPM je pokazao jedinstveni FTIR-profil koji se
znacajno razlikovao od normalne pleure, upale pleure i od metastaza te je na temelju istih bilo
moguce napraviti CNN model s visokom tocnosc¢u i precizno$c¢u za predvidanje
histopatoloskog tipa uzorka pleure. Time je potvrdena hipoteza o postojanju jedinstvenih

vibracijskih biljega za MPM.

Detaljnijom analizom identificiran je vibracijski biljeg izmedu 950 1 1200 cm-1, u dijelu
spektra za koji su karakteristi¢ne vibracije koje su vezane za ugljikohidrate, razlicite
polisaharide i glikane. Ovaj rezultat potvrden je sa neovisnom UPLC metodom za analizu
glikana koja je pokazala smanjen relativni udio kompleksnih N-glikana MPM-a u odnosu na
normalnu pleuru. Specifi¢an profil MPM N-glikoma, to¢nije relativno smanjenje
kompleksnosti N-glikana zatim je povezano sa odsutno$c¢u proteina BAP1 (za koji je kroz

literarni pregled utvrdeno da utjece na sintezu glikana) iz jezgre stanica MPM-a.

Ovo je prva studija koja je identificirala promjene u N-glikomu MPM-a i postavlja temelj
za dublje razumijevanje 1 daljnje istrazivanje potencijalnog molekularnog mehanizma kojim
bi BAP1, poznati biomarker za MPM, mogao utjecati na tumorski fenotip 1 proces

karcinogeneze u MPM-u.
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Tablica P1. Rezultati Kruskal Wallis testa. Znacajne vrijednosti P<0.05 =*, vrlo znacCajne vrijednosti P<1E-
05=**, iizuzetno znacajne vrijednosti p<1E-25=***
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498 0,016213
499  0,004071
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Duljina P-vrijednost
598 0,076364
599 0,235321
600 0,068995
601 0,512899
602 0,977436
603 0,438183
604 0,039694
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608 0,10146
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0,140279
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0,000588
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8,74E-07
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1,52E-06
4,78E-09
3,97E-15
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0,636406

0,02779
3,84E-09
1,44E-09
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7,50622E-25
4,34977E-30
2,21757E-31
3,09019E-17
2,25658E-07
7,09107E-05

*%*

*%*

*%*

*%*

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*%*

*%*

*k*k

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

**

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*%*

*%*

**

*k*k

*k*k

*k*k

*%*

**

*%*

Valna
Duljina
794
795
796
797
798
799
800
801
802
803
804
805
806
807
808
809
810
811
812
813
814
815
816
817
818
819
820
821
822
823
824
825
826
827
828
829
830
831
832
833
834
835
836
837
838
839
840
841
842

P-vrijednost
3,09954E-09
4,78287E-16

2,2432E-17
9,57411E-15
1,48043E-16
5,564051E-29
3,91095E-44
9,39815E-51
5,40495E-53
1,27987E-51
1,33231E-49
1,49013E-50
3,82732E-52
3,24906E-51
5,83458E-46
3,06733E-38

4,0147E-38
1,73897E-36
8,07697E-24
2,71154E-13
5,32295E-21
3,69041E-37
1,33902E-27
4,66335E-15
3,63161E-18
1,14986E-33
3,16377E-43
9,80514E-42
6,71229E-31
1,46036E-24
1,68318E-27
9,49647E-31
2,81257E-29
6,35267E-28
1,16423E-30
1,25906E-36
2,02141E-42
1,72596E-42
4,69202E-37
1,16958E-32
2,29541E-33
1,90946E-37
3,07234E-40
2,49266E-37
4,01468E-32
1,01212E-30
1,25885E-33
1,40657E-36
1,89378E-37

Valna
Duljina
843
844
845
846
847
848
849
850
851
852
853
854
855
856
857
858
859
860
861
862
863
864
865
866
867
868
869
870
871
872
873
874
875
876
877
878
879
880
881
882
883
884
885
886
887
888
889
890
891

P-vrijednost

1,2063E-36
3,56065E-35
6,26208E-34
2,26803E-33
1,77119E-34

3,4897E-36
1,03695E-35
1,41924E-31
2,66438E-28
3,41797E-27
2,04188E-26
1,72451E-26
4,47268E-29
6,34131E-31
1,13823E-25
1,44479E-18
4,28509E-19

3,5047E-25
1,04388E-30
5,69797E-34

2,6621E-35
9,81579E-36
1,90167E-36
3,77028E-37
1,84414E-37
7,55256E-38
3,65402E-38
1,05747E-37
1,71128E-36
1,20329E-34
1,08507E-29
1,13922E-22
1,01315E-19
4,70824E-24
1,42155E-30
4,33989E-30
1,31363E-25
1,00466E-24
1,67522E-27

8,8467E-31
1,60503E-32
1,11392E-32
3,08963E-32
4,84543E-32

2,8763E-32

1,3299E-32
1,30018E-32
3,32263E-32
2,97746E-31

75
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§ Prilozi

Valna
Duljina
892
893
894
895
896
897
898
899
900
901
902
903
904
905
906
907
908
909
910
911
912
913
914
915
916
917
918
919
920
921
922
923
924
925
926
927
928
929
930
931
932
933
934
935
936
937
938
939
940

Lovro Kavur

P-vrijednost

1,89206E-29
6,05777E-28

2,0336E-27
2,77876E-27
1,90662E-26

7,1594E-25

5,6849E-23
1,23252E-21
2,67469E-21
3,08807E-22
2,23549E-24
6,87463E-27

2,9812E-28
7,64757E-28
1,37944E-26
1,40564E-25
7,82902E-25

1,7023E-24
3,31614E-25
6,13815E-27
1,97517E-28
6,26333E-29
1,75752E-28
1,07564E-27
1,58106E-26

4,5057E-25
1,23985E-23
1,02405E-22
1,86847E-22
1,21189E-22
6,35332E-23
1,06746E-23

5,9834E-25
5,95919E-26
1,14424E-25
2,68695E-24
5,67554E-23
2,65391E-22

4,2538E-22
5,12911E-22
3,15375E-22
1,16377E-22
2,67421E-23
3,30208E-23
1,66687E-22
1,66539E-21
1,65387E-20
1,00079E-19

4,1156E-19

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

Valna
Duljina
941
942
943
944
945
946
947
948
949
950
951
952
953
954
955
956
957
958
959
960
961
962
963
964
965
966
967
968
969
970
971
972
973
974
975
976
977
978
979
980
981
982
983
984
985
986
987
988
989

P-vrijednost

2,58E-18
1,29845E-17
2,73641E-17
3,13781E-17
2,87599E-17
1,86878E-17
7,31804E-18
4,32491E-18
6,61659E-18
1,35729E-17
1,63705E-17
9,67723E-18
6,88381E-18
9,02032E-18
2,36114E-17
8,30456E-17
2,45093E-16
3,29977E-16
1,95823E-16
7,90344E-17
8,09984E-17
4,62485E-16
6,51946E-15
3,62026E-14
3,17495E-14
8,61414E-15
2,26311E-15
1,33974E-15
1,57294E-15
2,2906E-15
4,74914E-15
1,65857E-14
1,55721E-13
1,87754E-12
1,17824E-11
1,98859E-11
1,32941E-11
6,83868E-12
2,97359E-12
1,31316E-12
6,64473E-13
8,63245E-13
1,83805E-12
3,29918E-12
3,27943E-12
1,52307E-12
5,9177E-13
2,90663E-13
3,2998E-13

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

Valna
Duljina

990

991

992

993

994

995

996

997

998

999
1000
1001
1002
1003
1004
1005
1006
1007
1008
1009
1010
1011
1012
1013
1014
1015
1016
1017
1018
1019
1020
1021
1022
1023
1024
1025
1026
1027
1028
1029
1030
1031
1032
1033
1034
1035
1036
1037
1038

76

P-vrijednost

5,64328E-13
1,13196E-12
1,78699E-12
2,78071E-12
5,69543E-12
8,564923E-12
1,30768E-11
2,98315E-11
5,61784E-11
3,80362E-11
1,53651E-11
8,12276E-12
1,17435E-11
4,24122E-11
2,15259E-10
7,84372E-10
2,06541E-09
4,88942E-09
9,77138E-09
1,25933E-08
1,10435E-08
7,73866E-09
8,21227E-09
1,32297E-08
1,747E-08
1,52347E-08
8,6756E-09
4,15618E-09
2,78528E-09
2,80299E-09
4,89902E-09
1,02438E-08
1,62966E-08
1,39281E-08
1,09983E-08
1,26203E-08
1,56143E-08
2,0648E-08
3,36139E-08
7,47455E-08
2,12824E-07
4,34118E-07
6,61866E-07
8,36124E-07
7,63047E-07
5,72408E-07
4,26117E-07
4,36169E-07
6,15111E-07

Doktorska disertacija

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%



§ Prilozi

Valna

Duljina P-vrijednost

1039
1040
1041
1042
1043
1044
1045
1046
1047
1048
1049
1050
1051
1052
1053
1054
1055
1056
1057
1058
1059
1060
1061
1062
1063
1064
1065
1066
1067
1068
1069
1070
1071
1072
1073
1074
1075
1076
1077
1078
1079
1080
1081
1082
1083
1084
1085
1086
1087

Lovro Kavur

1,03E-06

2,5E-06
6,22E-06
1,37E-05
2,32E-05
2,41E-05
1,81E-05
1,04E-05
7,67E-06
1,07E-05
2,05E-05
3,42E-05
4,66E-05
5,19E-05
4,75E-05

3,2E-05
2,04E-05

1,4E-05
1,13E-05
1,03E-05
1,01E-05
1,22E-05
2,17E-05
4,16E-05
6,45E-05
7,28E-05
8,73E-05
0,000115
0,000149

0,00015
0,000132

0,00013
0,000169
0,000339
0,000738
0,001483
0,002336
0,002883
0,002804
0,002212
0,001596
0,001254
0,001256
0,001561
0,002269
0,003045
0,003195
0,002679
0,002106

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

Valna
Duljina
1088
1089
1090
1091
1092
1093
1094
1095
1096
1097
1098
1099
1100
1101
1102
1103
1104
1105
1106
1107
1108
1109
1110
1111
1112
1113
1114
1115
1116
1117
1118
1119
1120
1121
1122
1123
1124
1125
1126
1127
1128
1129
1130
1131
1132
1133
1134
1135
1136

P-vrijednost
0,002086
0,002838
0,004626
0,008075
0,012941
0,017998
0,020342
0,019545
0,019007
0,020064
0,023952
0,031251
0,042319
0,056696
0,074012

0,099
0,127044
0,157303
0,185788
0,204641
0,221119
0,236942
0,260778
0,289586

0,3284
0,390989
0,477081
0,56296
0,628261
0,694839
0,749827
0,78908
0,826447
0,843137
0,8465
0,835525
0,793255
0,710015
0,606402
0,524772
0,455549
0,391664
0,312782
0,229504
0,149077
0,088048
0,048136
0,028254
0,015727

*

*

*

Valna
Duljina
1137
1138
1139
1140
1141
1142
1143
1144
1145
1146
1147
1148
1149
1150
1151
1152
1153
1154
1155
1156
1157
1158
1159
1160
1161
1162
1163
1164
1165
1166
1167
1168
1169
1170
1171
1172
1173
1174
1175
1176
1177
1178
1179
1180
1181
1182
1183
1184
1185

P-vrijednost
0,008216
0,004587
0,003177
0,002654
0,002008
0,001441

0,00087
0,000475
0,000238

0,00011
4,66E-05
1,95E-05

7,8E-06
3,58E-06
1,95E-06
1,14E-06

6,9E-07
4,62E-07
2,64E-07
1,47E-07
8,36E-08

4,3E-08
2,18E-08

8,4E-09
3,39E-09

1,5E-09
8,57E-10
5,38E-10
2,96E-10
1,31E-10
5,68E-11
2,51E-11
1,37E-11
7,78E-12
3,95E-12
1,74E-12
9,28E-13
5,73E-13
6,04E-13
6,72E-13
6,31E-13
4,49E-13
3,87E-13
4,34E-13
5,34E-13
5,73E-13
5,23E-13
4,37E-13
3,19E-13

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%
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§ Prilozi

Valna

Duljina P-vrijednost

1186
1187
1188
1189
1190
1191
1192
1193
1194
1195
1196
1197
1198
1199
1200
1201
1202
1203
1204
1205
1206
1207
1208
1209
1210
1211
1212
1213
1214
1215
1216
1217
1218
1219
1220
1221
1222
1223
1224
1225
1226
1227
1228
1229
1230
1231
1232
1233
1234

Lovro Kavur

2,92E-13
2,84E-13
3,05E-13
2,84E-13
3,35E-13
4,96E-13
1,01E-12
1,74E-12
2,12E-12

1,8E-12
1,47E-12
1,53E-12
2,87E-12
7,42E-12
1,51E-11
1,63E-11
1,52E-11
1,52E-11

2,1E-11
3,26E-11
4,79E-11
5,29E-11
3,46E-11
1,92E-11
1,18E-11
1,09E-11

1,5E-11
2,29E-11
3,08E-11

4,1E-11
7,16E-11
9,97E-11
1,01E-10

7,2E-11
5,88E-11
5,82E-11

6,2E-11
7,17E-11

6,5E-11
4,49E-11
2,98E-11
2,56E-11
2,75E-11
2,87E-11
2,04E-11
1,24E-11
9,24E-12

6,7E-12
5,68E-12

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

Valna
Duljina
1235
1236
1237
1238
1239
1240
1241
1242
1243
1244
1245
1246
1247
1248
1249
1250
1251
1252
1253
1254
1255
1256
1257
1258
1259
1260
1261
1262
1263
1264
1265
1266
1267
1268
1269
1270
1271
1272
1273
1274
1275
1276
1277
1278
1279
1280
1281
1282
1283

P-vrijednost
4,91E-12
4,14E-12
2,87E-12
1,98E-12
1,68E-12
1,85E-12
1,21E-12
5,92E-13
2,74E-13

1,6E-13
1,11E-13
1,05E-13
1,13E-13
8,42E-14
4,05E-14
2,24E-14
1,53E-14
1,08E-14
6,02E-15
2,56E-15
1,25E-15
7,88E-16
7,68E-16
8,15E-16
6,03E-16
4,05E-16

2,4E-16
1,52E-16
1,23E-16
9,79E-17

4,2E-17

1,2E-17

5,4E-18
3,77E-18
4,22E-18
3,34E-18
1,49E-18
5,71E-19
2,67E-19
1,52E-19
9,87E-20
6,48E-20
2,78E-20
1,21E-20
8,16E-21
1,18E-20
1,47E-20
1,02E-20
3,95E-21

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

Valna
Duljina
1284
1285
1286
1287
1288
1289
1290
1291
1292
1293
1294
1295
1296
1297
1298
1299
1300
1301
1302
1303
1304
1305
1306
1307
1308
1309
1310
1311
1312
1313
1314
1315
1316
1317
1318
1319
1320
1321
1322
1323
1324
1325
1326
1327
1328
1329
1330
1331
1332

P-vrijednost

1,42E-21

6,5E-22
3,25E-22
2,12E-22
1,02E-22

2,2E-23
3,04E-24
1,08E-24
1,26E-24
1,56E-24
1,56E-24
1,38E-24
1,12E-24
1,08E-24
1,14E-24
1,44E-24
1,09E-24
3,05E-25
6,45E-26
1,567E-26

4,5E-27
2,23E-27
1,83E-27
2,68E-27
6,82E-27
1,36E-26
2,38E-26

2,3E-26
1,06E-26
2,09E-27
7,27E-28
1,14E-27
4,61E-27
1,562E-26
2,05E-26
1,42E-26
8,73E-27
4,32E-27
1,78E-27
9,19E-28

9,7E-28
1,29E-27
2,34E-27

3,9E-27
1,22E-26
3,93E-26
1,35E-25
1,12E-24
1,26E-23

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*
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§ Prilozi

Valna

Duljina P-vrijednost

1333
1334
1335
1336
1337
1338
1339
1340
1341
1342
1343
1344
1345
1346
1347
1348
1349
1350
1351
1352
1353
1354
1355
1356
1357
1358
1359
1360
1361
1362
1363
1364
1365
1366
1367
1368
1369
1370
1371
1372
1373
1374
1375
1376
1377
1378
1379
1380
1381

Lovro Kavur

6,35E-23
1,18E-22

1,3E-22
2,21E-22
6,92E-22
3,41E-21
2,27E-20
1,73E-19
7,14E-19
1,61E-18
4,56E-18
1,78E-17
5,25E-17
7,44E-17
8,97E-17
2,22E-16
6,87E-16
3,02E-15

1,2E-14
1,33E-14
6,16E-15
2,93E-15
3,74E-15
6,41E-15
7,93E-15
6,78E-15

5,9E-15
3,94E-15
1,89E-15

6,9E-16
2,29E-16
1,24E-16
8,54E-17
1,23E-16
4,86E-16
3,35E-15
9,77E-15
7,53E-15
1,25E-15
1,62E-16
2,92E-17
4,07E-18
2,82E-19
1,07E-20
6,41E-22
2,03E-22
1,85E-22
1,65E-22
2,76E-23

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

Valna
Duljina
1382
1383
1384
1385
1386
1387
1388
1389
1390
1391
1392
1393
1394
1395
1396
1397
1398
1399
1400
1401
1402
1403
1404
1405
1406
1407
1408
1409
1410
1411
1412
1413
1414
1415
1416
1417
1418
1419
1420
1421
1422
1423
1424
1425
1426
1427
1428
1429
1430

P-vrijednost
6,53E-25
1,75E-26
8,45E-28
1,02E-28

6,9E-30
3,563E-31
1,54E-32
4,36E-34
1,09E-35
3,73E-37
1,02E-38
1,46E-40
1,21E-42
7,35E-44
1,35E-44
6,81E-46
5,84E-48
5,13E-50
7,45E-52
1,02E-53
2,42E-55
1,19E-56
9,67E-58
8,98E-60
4,54E-62

5,4E-64
2,63E-65
1,02E-66
4,03E-68
9,21E-70
4,64E-71
2,77TE-72
3,13E-73
3,31E-74
8,19E-76
9,59E-78
5,06E-79
4,88E-79
1,26E-78
1,04E-78
4,43E-80
8,59E-82
1,76E-83
2,42E-84
4,38E-85
1,99E-86
6,71E-88
2,76E-89
1,92E-90

Valna
Duljina
1431
1432
1433
1434
1435
1436
1437
1438
1439
1440
1441
1442
1443
1444
1445
1446
1447
1448
1449
1450
1451
1452
1453
1454
1455
1456
1457
1458
1459
1460
1461
1462
1463
1464
1465
1466
1467
1468
1469
1470
1471
1472
1473
1474
1475
1476
1477
1478
1479

P-vrijednost
3,54E-91
1,22E-91
1,06E-91
3,88E-90
4,98E-87
5,27E-83
4,09E-77
2,01E-71
1,14E-67
3,91E-66
3,562E-65
1,47E-62
8,48E-56
1,61E-47
2,88E-41
5,11E-05
1,58E-36
2,38E-46
8,65E-50
8,47E-52
1,25E-52
3,96E-53
1,35E-54
6,14E-57
4,86E-59
2,24E-59
1,35E-57
9,68E-54
5,86E-49
2,55E-44
1,82E-39
3,67E-35
3,28E-31
9,49E-28
2,08E-24
2,07E-21
2,13E-18
3,96E-15
6,66E-12
3,11E-09

3,4E-07
1,12E-05
0,000247
0,003587
0,029482
0,101173

0,14258
0,128441
0,097199

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%
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§ Prilozi

Valna

Duljina P-vrijednost

1480
1481
1482
1483
1484
1485
1486
1487
1488
1489
1490
1491
1492
1493
1494
1495
1496
1497
1498
1499
1500
1501
1502
1503
1504
1505
1506
1507
1508
1509
1510
1511
1512
1513
1514
1515
1516
1517
1518
1519
1520
1521
1522
1523
1524
1525
1526
1527
1528

Lovro Kavur

0,061852
0,029337
0,010888
0,004186
0,002708
0,002277
0,001893
0,001038
0,000463
0,000238

0,00021
0,000367
0,001526
0,005769
0,013585
0,022908
0,044423

0,07875
0,106731
0,089589
0,050365
0,024875

0,01347
0,010155
0,014435
0,025082
0,043737
0,056801
0,066458
0,083358
0,112555
0,132627
0,122175
0,088395
0,072156
0,072145
0,081364
0,097455
0,117196
0,168875
0,243954
0,360877
0,429808
0,420397
0,318837
0,162315
0,059842
0,015658
0,003437

Valna
Duljina
1529
1530
1531
1532
1533
1534
1535
1536
1537
1538
1539
1540
1541
1542
1543
1544
1545
1546
1547
1548
1549
1550
1551
1552
1553
1554
1555
1556
1557
1558
1559
1560
1561
1562
1563
1564
1565
1566
1567
1568
1569
1570
1571
1572
1573
1574
1575
1576
1577

P-vrijednost

0,000923

0,00055
0,000733
0,002517
0,011153
0,027851
0,029888
0,017509
0,008041
0,003463
0,001693
0,000896
0,000575
0,000499
0,000627
0,000979
0,001225
0,001058
0,000936
0,001348

0,00279
0,005718
0,010554
0,015761
0,022885
0,028965
0,042393
0,062349
0,083433
0,097295
0,119101
0,162707
0,212506
0,211906
0,181294
0,111628
0,039955
0,011451
0,002492
0,000221
4,16E-06
2,28E-08
2,68E-10
1,47E-11
1,82E-12
2,25E-13
3,43E-14

1,1E-14
2,68E-14

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

Valna
Duljina
1578
1579
1580
1581
1582
1583
1584
1585
1586
1587
1588
1589
1590
1591
1592
1593
1594
1595
1596
1597
1598
1599
1600
1601
1602
1603
1604
1605
1606
1607
1608
1609
1610
1611
1612
1613
1614
1615
1616
1617
1618
1619
1620
1621
1622
1623
1624
1625
1626

P-vrijednost
1,12E-12
1,57E-10
9,77E-09
9,02E-08
4,13E-07

3,6E-06
0,000123
0,003574
0,037051
0,081378
0,027608
0,000757
1,46E-06
7,35E-10
3,53E-12
2,07E-12
4,46E-11
2,72E-09
2,34E-07
2,24E-05
0,001311
0,036283
0,223349
0,209983
0,048605
0,004017
0,000193
4,04E-06
1,03E-07
4,35E-09
3,47E-10
2,01E-11
8,07E-13
6,11E-14
2,31E-14
2,78E-14
2,76E-14
1,29E-14
1,61E-15
6,39E-17
7,45E-18
4,71E-18
8,83E-18
4,54E-18
7,99E-19
1,75E-19
1,11E-19
9,18E-20
9,45E-20

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%
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§ Prilozi 81

Valna Valna Valna
Duljina P-vrijednost Duljina P-vrijednost Duljina P-vrijednost

1627 5,01E-20 ** 1676 0,131418 1725 1,14E-12 **
1628 1,11E-20 ** 1677 0,462121 1726 3,09E-12 **
1629 1,66E-21 ** 1678 0,214857 1727 1,76E-09 **
1630 1,09E-21 ** 1679 0,004419 * 1728 6,79E-07 **
1631 5E-21 ** 1680 0,002175 * 1729 3E-06 **
1632 1,41E-20 ** 1681 0,039357 * 1730 3,09E-08 **
1633 1,32E-20 ** 1682 0,052698 1731 217E-12 **
1634 1,5E-21 ** 1683 0,072818 1732 1,63E-14 **
1635 3,49E-22 ** 1684 0,012433 * 1733 2,22E-12 **
1636 4,69E-22 ** 1685 0,002224 * 1734 2,86E-08 **
1637 2,76E-21 ** 1686 0,029714 * 1735 2,63E-06 **
1638 8,54E-21 ** 1687 0,252244 1736 9,37E-08 **
1639 6,91E-21 ** 1688 0,222223 1737 1,12E-09 **
1640 1,02E-21 ** 1689 0,074891 1738 74E-09 **
1641 3,42E-22 ** 1690 0,00056 * 1739 4,05E-06 **
1642 1,53E-21 ** 1691 1,91E-05 ** 1740 0,001033 *
1643 1,33E-20 ** 1692 0,000139 * 1741 0,000857 *
1644 1,24E-20 ** 1693 0,000507 * 1742 1,37E-05 **
1645 294E-22 ** 1694 0,000328 * 1743 5,02E-08 **
1646 1,53E-24 ** 1695 0,000153 * 1744 1,03E-07 **
1647 293E-25 ** 1696 9,2E-06 ** 1745 0,000144 *
1648 1,13E-23 ** 1697 1,28E-06 ** 1746 0,022588 *
1649 1,77E-20 ** 1698 1,35E-05 ** 1747 0,01039 *
1650 6,78E-19 ** 1699 3,81E-05 ** 1748 599E-05 **
1651 1,38E-19 ** 1700 543E-06 ** 1749 1,17E-06 **
1652 296E-22 ** 1701 1,69E-09 ** 1750 6,02E-05 **
1653 5,32E-25 *** 1702 7,68E-14 ** 1751 0,06555
1654 3,47E-25 *** 1703 1,29E-13 ** 1752 0,395992
1655 2,01E-22 ** 1704 1,15E-09 ** 1753 0,324167
1656 6,94E-19 ** 1705 7,53E-06 ** 1754 0,009072 *
1657 8,48E-17 ** 1706 1,93E-05 ** 1755 0,000109 *
1658 5, 79E-17 ** 1707 3,2E-08 ** 1756 0,000509 *
1659 2,02E-16  ** 1708 2,61E-12 ** 1757 0,157086
1660 4,36E-13 ** 1709 3,96E-13 ** 1758 0,738403
1661 1,23E-09 ** 1710 1,13E-09 ** 1759 0,661756
1662 1,09E-08 ** 1711 2,08E-07 ** 1760 1,02E-07 **
1663 7,17E-10 ** 1712 1,06E-07 ** 1761 7,99E-05 **
1664 1,76E-11  ** 1713 7,22E-11  ** 1762 0,04742 *
1665 6,68E-11 ** 1714 2,04E-12 ** 1763 0,427387
1666 3,28E-07 ** 1715 1,35E-10 ** 1764 0,324646
1667 0,002819 * 1716 4,64E-08 ** 1765 0,20329
1668 0,022737 * 1717 1,94E-06 ** 1766 0,131376
1669 0,000102 * 1718 2,96E-07 ** 1767 0,036271 *
1670 0,000177 * 1719 4,24E-10 ** 1768 0,002484 *
1671 0,406164 * 1720 8,21E-13 ** 1769 4,81E-05 **
1672 0,054597 * 1721 4,72E-12 ** 1770 2,24E-05 **
1673 0,000246 * 1722 3,37E-09 ** 1771 0,003441 *
1674 0,00548 * 1723 3,64E-08 ** 1772 0,200462
1675 0,055397 1724 8,17E-10 ** 1773 0,172705

Lovro Kavur Doktorska disertacija



§ Prilozi

Valna

Duljina P-vrijednost

1774
1775
1776
1777
1778
1779
1780
1781
1782
1783
1784
1785
1786
1787
1788
1789
1790
1791
1792
1793
1794
1795
1796
1797
1798
1799
1800
1801
1802
1803
1804
1805
1806
1807
1808
1809
1810
1811
1812
1813
1814
1815
1816
1817
1818
1819
1820
1821
1822

Lovro Kavur

0,019472

4,3E-05
4,67E-06
4,86E-05
0,002132
0,002213
1,18E-05
1,98E-09
4,31E-13
3,09E-13
3,33E-10
4,28E-08
3,21E-10
5,25E-14
1,32E-13
1,58E-09
4,24E-06
1,27E-05
5,29E-08
1,24E-11
8,36E-12
3,14E-08
1,22E-05
1,19E-05
5,37E-08
1,78E-10
3,37E-10
2,33E-08
8,18E-07

1,3E-06
2,65E-09
1,38E-11
2,25E-11
2,47E-09
8,47E-08
5,99E-09
8,72E-13
1,46E-15
4,24E-14
2,01E-10
2,12E-08
3,24E-10
3,41E-13

8,5E-15
1,44E-13
2,76E-12

8,8E-12
1,64E-14
6,41E-19

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

Valna
Duljina
1823
1824
1825
1826
1827
1828
1829
1830
1831
1832
1833
1834
1835
1836
1837
1838
1839
1840
1841
1842
1843
1844
1845
1846
1847
1848
1849
1850
1851
1852
1853
1854
1855
1856
1857
1858
1859
1860
1861
1862
1863
1864
1865
1866
1867
1868
1869
1870
1871

P-vrijednost

5,3E-20
3,84E-17
5,67E-14
1,51E-13
1,46E-16
4,45E-20
2,62E-19
1,23E-17
1,16E-15
1,59E-15
1,51E-18
1,91E-21
3,94E-21
7,69E-18
4,04E-16
1E-17
3,9E-21
4,91E-23
8,89E-21
2,95E-17
3,09E-15
2,66E-16
2,33E-20
6,65E-23
1,21E-21
1,33E-18
1,31E-17
3,04E-19
1,87E-22
7,82E-24
1,61E-21
2,27E-17
6,89E-15
1,01E-15
6,42E-19
1,58E-20
1,28E-18
2,29E-14
9,19E-12
1,39E-14
7,16E-19
7,96E-19
3,06E-15
7,54E-12
1,34E-11
1,09E-13
9,61E-17
3,66E-17
4,12E-15

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

Valna
Duljina
1872
1873
1874
1875
1876
1877
1878
1879
1880
1881
1882
1883
1884
1885
1886
1887
1888
1889
1890
1891
1892
1893
1894
1895
1896
1897
1898
1899
1900
1901
1902
1903
1904
1905
1906
1907
1908
1909
1910
1911
1912
1913
1914
1915
1916
1917
1918
1919
1920

P-vrijednost
1,83E-12
2,46E-12
7,03E-16
9,25E-19
1,02E-16
4,01E-12

4,5E-10
4,74E-11
1,38E-15
3,29E-20
4,37E-19
1,51E-13
2,26E-08
5,15E-08
1,48E-11
1,71E-14
2,89E-11
1,96E-06
6,32E-05
7,31E-06
1,08E-08
4,07E-10
7,84E-06
0,308179
0,566348
0,97695
0,011357
6,96E-05
0,010696
0,012231
0,000206
0,003591
0,006056
4,24E-07
2,11E-13
3,29E-18
3,75E-18
8,79E-15
4,8E-12
3,18E-13
8,11E-18
3E-21
1,04E-20
9,87E-18
7,78E-16
1,17E-16
2,64E-19
1,7E-21
2,39E-21

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*
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§ Prilozi

Valna

Duljina P-vrijednost

1921
1922
1923
1924
1925
1926
1927
1928
1929
1930
1931
1932
1933
1934
1935
1936
1937
1938
1939
1940
1941
1942
1943
1944
1945
1946
1947
1948
1949
1950
1951
1952
1953
1954
1955
1956
1957
1958
1959
1960
1961
1962
1963
1964
1965
1966
1967
1968
1969

Lovro Kavur

1,89E-19
7,81E-18
1,34E-18
4,07E-21
2,06E-22
8,66E-21
4,29E-18
1,08E-16
1,14E-17
2,96E-19
3,42E-20
1,57E-19
5,33E-18
2,62E-17
8,35E-19
1,51E-21
9,34E-23
5,69E-22
9,27E-21
2,32E-20
7,21E-21
2,26E-21
1,54E-21
4,19E-21
4,51E-20
8,66E-20
6,91E-21
5,92E-22
9,71E-22
9,03E-21
2,81E-20
4,5E-21
1,73E-22
1,7E-23
2,11E-23
1,96E-22
2,01E-21
1,92E-21
1,96E-22
2,11E-23
2,43E-23
1,32E-22
3,55E-22
1,11E-22
2,07E-23
7,58E-24
2E-23
8,31E-23
1,16E-22

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

Valna
Duljina
1970
1971
1972
1973
1974
1975
1976
1977
1978
1979
1980
1981
1982
1983
1984
1985
1986
1987
1988
1989
1990
1991
1992
1993
1994
1995
1996
1997
1998
1999
2000
2001
2002
2003
2004
2005
2006
2007
2008
2009
2010
2011
2012
2013
2014
2015
2016
2017
2018

P-vrijednost
2,61E-23
2,95E-24
1,66E-24
8,38E-24
9,48E-23
1,84E-22
4,61E-23
6,09E-24

5,4E-24
3,29E-23
1,9E-22
1,99E-22
8,14E-23
1,62E-23
8,92E-24
1,81E-23
5,17E-23
5,13E-23
1,21E-23
3,83E-24
6,48E-24
3,87E-23
1,04E-22
8,35E-23
3,26E-23
1,06E-23
1,43E-23
5,42E-23
2,2E-22
8,46E-23
1,04E-23
2,95E-24
5,12E-24
2,21E-23
7,9E-23
7,67E-23
2,7TE-23
1,01E-23
1,52E-23
5,26E-23
1,08E-22
6,18E-23
1,85E-23
1,54E-23
4,31E-23
1E-22
1,53E-22
1,05E-22
4,89E-23

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

Valna
Duljina
2019
2020
2021
2022
2023
2024
2025
2026
2027
2028
2029
2030
2031
2032
2033
2034
2035
2036
2037
2038
2039
2040
2041
2042
2043
2044
2045
2046
2047
2048
2049
2050
2051
2052
2053
2054
2055
2056
2057
2058
2059
2060
2061
2062
2063
2064
2065
2066
2067

P-vrijednost
2,22E-23
3,48E-23
1,02E-22

1,6E-22
1,24E-22
9,26E-23
1,5E-22
6,11E-22
1,44E-21
1,1E-21
3,76E-22
1,75E-22
1,77E-22
3,21E-22
5,66E-22
5,63E-22
2,29E-22
1,19E-22
1,68E-22
5,87E-22
1,79E-21
1,45E-21
6,51E-22
5,78E-22
1,15E-21
2,05E-21
2,32E-21
1,49E-21
4,98E-22
2,32E-22
4,35E-22
1,58E-21
3,01E-21
2,14E-21
1,09E-21
9,47E-22
1,38E-21
2,4E-21
5,34E-21
1,43E-20
1,58E-20
1,09E-19
1,19E-17
1,02E-14
6E-12
6,83E-10
2,39E-08
1,69E-07
2,46E-07

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

**

*%*

*%*

*%*

*%*

**

*%*

83
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§ Prilozi

Valna

Duljina P-vrijednost

2068
2069
2070
2071
2072
2073
2074
2075
2076
2077
2078
2079
2080
2081
2082
2083
2084
2085
2086
2087
2088
2089
2090
2091
2092
2093
2094
2095
2096
2097
2098
2099
2100
2101
2102
2103
2104
2105
2106
2107
2108
2109
2110
2111
2112
2113
2114
2115
2116

Lovro Kavur

1,93E-07
9,84E-08
1,57E-08
9,94E-09
4,99E-07
0,001312
0,164046

0,24453
0,015553
0,001535
0,044432
0,726202
0,903125
0,463287
0,010988
9,14E-05
0,000483
0,386085
0,019395
0,002786
0,003641
0,010963
0,039433
0,105832
0,031319
0,026817
0,182181
0,218087

0,03653
0,027434
0,099824
0,018981
5,77E-05
6,98E-11
4,73E-17
1,67E-21
6,43E-15

2,3E-10
1,53E-07
0,000316
0,021976
0,010883
0,000118
0,002128
0,187394
0,600578
0,006606

0,00012
0,001998

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

Valna
Duljina
2117
2118
2119
2120
2121
2122
2123
2124
2125
2126
2127
2128
2129
2130
2131
2132
2133
2134
2135
2136
2137
2138
2139
2140
2141
2142
2143
2144
2145
2146
2147
2148
2149
2150
2151
2152
2153
2154
2155
2156
2157
2158
2159
2160
2161
2162
2163
2164
2165

P-vrijednost

0,464704
0,33477
0,11661
0,025188
0,109518
0,87976
0,174606
0,253376
0,35309
0,24154
0,093734
0,002156
0,000129
0,0004
0,003871
0,068228
0,082965
0,076776
0,022426
0,003823
0,002771
0,000409
0,000211
0,000226
0,000148
2,89E-05
3,97E-06
1,24E-06
1,25E-06
2,11E-07
7,68E-09
1,66E-10
3,69E-12
2,32E-13
7,87E-15
4,55E-16
5,94E-17
7,51E-18
4,23E-19
3,35E-21
2,12E-23
1,3E-25
1,04E-27
1,84E-29
4,73E-30
8,89E-30
3,44E-29
1,75E-28
9,66E-28

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

**

*%*

*%*

Valna
Duljina
2166
2167
2168
2169
2170
2171
2172
2173
2174
2175
2176
2177
2178
2179
2180
2181
2182
2183
2184
2185
2186
2187
2188
2189
2190
2191
2192
2193
2194
2195
2196
2197
2198
2199
2200
2201
2202
2203
2204
2205
2206
2207
2208
2209
2210
2211
2212
2213
2214

84

P-vrijednost
4,37E-27 ***
2,34E-26 ***
4,88E-26 ***
2,72E-26 ***
3,19E-26 ***
547E-26 ***

6,8E-26 ***
2,75E-26 ***
8,87E-27 ***
6,36E-27 ***
5,47E-27 ***
211E-27 ***
5,68E-28 ***
3,55E-28 ***
8,23E-28 ***
9,15E-28 ***
1,7E-28 ***
1,16E-29 ***
4,8E-30 ***
1,1E-29 ***
2,38E-29 ***
7,3E-30 ***
4,42E-31 ***
7E-32 ***
9,12E-32 ***
2,64E-31 **
2,06E-31 ***
4,52E-32 ***
3,73E-33 ***
7,84E-34 ***
5,08E-34 ***
9,63E-34 ***
1,23E-33  ***
5,86E-34 ***
2,80E-34 ***
1,4E-34 ***
1,39E-34 ***
1,29E-34 ***
1,08E-34 ***
7,92E-35 ***
7,72E-35 ***
6,21E-35 ***
2,35E-35 ***
8,84E-36 ***
3,9E-36  ***
1,98E-36 ***
1,31E-36  ***
1,86E-36 ***
4,43E-36 ***

Doktorska disertacija



§ Prilozi

Valna

Duljina P-vrijednost

2215
2216
2217
2218
2219
2220
2221
2222
2223
2224
2225
2226
2227
2228
2229
2230
2231
2232
2233
2234
2235
2236
2237
2238
2239
2240
2241
2242
2243
2244
2245
2246
2247
2248
2249
2250
2251
2252
2253
2254
2255
2256
2257
2258
2259
2260
2261
2262
2263

Lovro Kavur

5,39E-36

3,4E-36
2,02E-36
1,26E-36

8,1E-37
4,77TE-37
3,72E-37
3,03E-37
2,11E-37
1,61E-37
1,42E-37

1,6E-37
1,05E-37
7,45E-38
6,41E-38
6,83E-38
8,41E-38
9,01E-38
8,73E-38
5,38E-38
2,18E-38
1,28E-38
1,36E-38
1,84E-38
1,38E-38
9,39E-39

9,1E-39
1,72E-38
2,28E-38
2,24E-38
1,32E-38
6,19E-39
3,81E-39
4,99E-39
7,38E-39
7,52E-39
4,54E-39
1,59E-39

9,5E-40
1,44E-39
1,85E-39
1,07E-39
3,25E-40
1,57E-40
1,34E-40
1,55E-40
2,72E-40
4,08E-40
4,03E-40

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

Valna
Duljina
2264
2265
2266
2267
2268
2269
2270
2271
2272
2273
2274
2275
2276
2277
2278
2279
2280
2281
2282
2283
2284
2285
2286
2287
2288
2289
2290
2291
2292
2293
2294
2295
2296
2297
2298
2299
2300
2301
2302
2303
2304
2305
2306
2307
2308
2309
2310
2311
2312

P-vrijednost

2,95E-40
3,4E-40
1,12E-39
2,68E-39
2,77E-39
1,98E-39
1,37E-39
1,24E-39
6,25E-40
3,18E-40
9,17E-41
2E-41
9,64E-42
2,08E-41
7,43E-41
8,36E-41
3,64E-41
2,93E-41
4,58E-41
5,06E-41
5,62E-41
5,64E-41
3,06E-41
1,07E-41
6,22E-42
5,62E-42
8,03E-42
8,88E-42
4,49E-42
1,76E-42
1,4E-42
1,97E-42
2,45E-42
1,67E-42
9,04E-43
4,12E-43
2,46E-43
2,14E-43
3,21E-43
4,87E-43
2,77E-43
1,22E-43
1,25E-43
2,04E-43
1,06E-42
1,62E-42
1,47E-42
1,92E-43
4,04E-44

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

Valna
Duljina
2313
2314
2315
2316
2317
2318
2319
2320
2321
2322
2323
2324
2325
2326
2327
2328
2329
2330
2331
2332
2333
2334
2335
2336
2337
2338
2339
2340
2341
2342
2343
2344
2345
2346
2347
2348
2349
2350
2351
2352
2353
2354
2355
2356
2357
2358
2359
2360
2361

P-vrijednost
3,76E-44
2,16E-43
7,22E-43
1,52E-43
4,54E-44
4,68E-44
6,03E-44
1,19E-44

1,5E-45
2,93E-46
8,49E-47
5,65E-47
3,08E-46
9,31E-45
8,21E-44
7,92E-44
3,88E-44
1,18E-43
7,24E-44
1,28E-44
1,24E-44

2,2E-44
2,63E-44
5,63E-44
4,17E-43
2,96E-42
1,15E-42
4,46E-43

3,6E-42
3,27E-41
9,96E-41
3,59E-41
7,57E-42
2,95E-41
1,63E-38
5,28E-34
2,25E-28
1,35E-25
1,91E-27
1,07E-27
8,99E-21
1,21E-15
1,83E-12
7,91E-12
3,41E-14
2,39E-19

1,3E-21
4,27E-05
0,004085

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

85
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§ Prilozi

Valna

Duljina P-vrijednost

2362
2363
2364
2365
2366
2367
2368
2369
2370
2371
2372
2373
2374
2375
2376
2377
2378
2379
2380
2381
2382
2383
2384
2385
2386
2387
2388
2389
2390
2391
2392
2393
2394
2395
2396
2397
2398
2399
2400
2401
2402
2403
2404
2405
2406
2407
2408
2409
2410

Lovro Kavur

0,728127
0,131652
0,000406
1,19E-05
0,000284
0,002723
3,46E-05
5,33E-09

1,7E-11
2,69E-11
1,33E-09
6,52E-08
2,16E-07
1,96E-08
4,03E-12
1,15E-11
5,84E-08
3,84E-07
2,19E-08
1,24E-10
6,67E-14
6,91E-13
2,51E-11
1,48E-10
2,06E-10
1,69E-11

5,4E-12
1,29E-10
2,48E-09
4,33E-10
3,91E-12
4,84E-13
3,06E-12
3,95E-10
1,18E-08
6,38E-09
1,58E-10
5,41E-12

6,3E-12

7,4E-10
1,14E-08
1,24E-08
7,67E-10
2,84E-12
4,38E-13

2,7E-11
1,97E-10
5,35E-11
7,16E-12

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

Valna
Duljina
2411
2412
2413
2414
2415
2416
2417
2418
2419
2420
2421
2422
2423
2424
2425
2426
2427
2428
2429
2430
2431
2432
2433
2434
2435
2436
2437
2438
2439
2440
2441
2442
2443
2444
2445
2446
2447
2448
2449
2450
2451
2452
2453
2454
2455
2456
2457
2458
2459

P-vrijednost
1,66E-11
2,56E-10
4,23E-09
4,09E-08
3,82E-08
1,91E-09
2,03E-10
1,13E-09
1,39E-08
4,42E-09
1,09E-10
7,59E-12
1,84E-12
1,76E-12

1,1E-13
1,56E-12
1,91E-10
1,56E-09

4,5E-09
6,01E-08
1,29E-06
5,79E-07
3,93E-08
4,48E-09
8,54E-10
3,562E-10
1,71E-09
8,01E-09
6,11E-09

3,8E-09
1,32E-08
1,29E-07

3,5E-07
1,71E-07
3,94E-08
1,51E-08
4,66E-08
1,94E-07
5,41E-08
1,02E-06
2,71E-05
6,29E-05
9,25E-05
7,73E-05
0,000282
1,05E-05

2,4E-07
6,32E-08
1,04E-06

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

Valna
Duljina
2460
2461
2462
2463
2464
2465
2466
2467
2468
2469
2470
2471
2472
2473
2474
2475
2476
2477
2478
2479
2480
2481
2482
2483
2484
2485
2486
2487
2488
2489
2490
2491
2492
2493
2494
2495
2496
2497
2498
2499
2500
2501
2502
2503
2504
2505
2506
2507
2508

P-vrijednost
9,14E-06
9,89E-06
5,76E-06
2,57E-06
1,25E-06
2,13E-06
7,65E-06
9,567E-06
1,26E-06
1,12E-07
2,06E-07
2,19E-06

1,1E-05
9,6E-06
1,21E-06
1,37E-06
5,25E-06
8,05E-06
9,45E-07
1,19E-06
1,07E-05
2,97E-06
5,16E-07
3,91E-07
4,55E-07
4,75E-07
9,562E-08
8,74E-09
2,99E-09
7,27E-09
5,22E-08
1,69E-07
1,78E-07
3,22E-07
1,66E-06
4E-06
2,66E-06
3,67E-06
1,31E-05
0,000632
0,018867
0,079167
0,158097
0,280727
0,253089
0,044407
0,003554
0,000682
0,000121

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%
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§ Prilozi

Valna

Duljina P-vrijednost

2509
2510
2511
2512
2513
2514
2515
2516
2517
2518
2519
2520
2521
2522
2523
2524
2525
2526
2527
2528
2529
2530
2531
2532
2533
2534
2535
2536
2537
2538
2539
2540
2541
2542
2543
2544
2545
2546
2547
2548
2549
2550
2551
2552
2553
2554
2555
2556
2557

Lovro Kavur

2,42E-05
4,62E-06
2,41E-06
9,63E-06
7,31E-05
0,000203
0,000147
4,94E-05
5,54E-05
3,24E-05
0,001955
0,008672
0,013796
0,017756
0,039032
0,881187
0,979542
0,979851
0,914024
0,712516
0,272415
0,156456
0,130684
0,123207
0,186755
0,249153
0,272258
0,354242
0,263163
0,251721
0,5682437
0,522302
0,157417
0,103104
0,054259
0,004461
0,002893
0,625018
0,751379
0,778045
0,884121
0,850563
0,847146
0,549562
0,363787
0,321682
0,402854
0,628311
0,691852

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

Valna
Duljina
2558
2559
2560
2561
2562
2563
2564
2565
2566
2567
2568
2569
2570
2571
2572
2573
2574
2575
2576
2577
2578
2579
2580
2581
2582
2583
2584
2585
2586
2587
2588
2589
2590
2591
2592
2593
2594
2595
2596
2597
2598
2599
2600
2601
2602
2603
2604
2605
2606

P-vrijednost

0,211128

0,00133
4,74E-05

2,1E-07
5,48E-07
1,62E-05
2,15E-05
8,43E-06
9,96E-06
1,52E-05
1,01E-05
1,65E-05
0,000127
0,000311
4,16E-07
6,85E-07
2,21E-05
6,65E-05
6,07E-05

0,01435
0,175245

0,15761
0,399631
1,85E-05
4,52E-08
2,01E-09
8,68E-11
2,63E-11
9,61E-11
8,22E-10
1,38E-08
8,77E-07
9,01E-06

4,2E-06
1,01E-06
3,09E-06

8,9E-05
0,003867
0,030278
0,039784
0,013108
0,002745
0,002802
0,003597
0,006854
0,011837
0,010549
1,42E-05
2,65E-06

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

Valna
Duljina
2607
2608
2609
2610
2611
2612
2613
2614
2615
2616
2617
2618
2619
2620
2621
2622
2623
2624
2625
2626
2627
2628
2629
2630
2631
2632
2633
2634
2635
2636
2637
2638
2639
2640
2641
2642
2643
2644
2645
2646
2647
2648
2649
2650
2651
2652
2653
2654
2655

P-vrijednost

8,94E-05

0,00023
0,000123
0,000165

0,00129
0,018296
0,045733
0,036461
0,022563
0,030555
0,236786
0,969002
0,851476
0,854226
0,616068
0,012593
1,61E-05

8,1E-08
6,56E-11

3,5E-14
5,07E-15
9,94E-14
1,44E-10
8,43E-08
8,15E-07
3,44E-05
0,014813
0,355921
0,664962
0,456241
0,062719
0,003832

2,5E-05

4,7E-08
6,36E-09
1,09E-07
4,58E-07
3,31E-06
6,73E-05
0,002415
0,055938
0,223351
0,721185
0,881389
0,694707
0,846343
0,916195
0,736611
0,038933

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%
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§ Prilozi

Valna

Duljina P-vrijednost

2656
2657
2658
2659
2660
2661
2662
2663
2664
2665
2666
2667
2668
2669
2670
2671
2672
2673
2674
2675
2676
2677
2678
2679
2680
2681
2682
2683
2684
2685
2686
2687
2688
2689
2690
2691
2692
2693
2694
2695
2696
2697
2698
2699
2700
2701
2702
2703
2704

Lovro Kavur

0,000179
1,72E-05
2,14E-05
0,000207
0,000783
0,003062
0,168329
0,791162
0,686707
0,769512
0,987942
0,838982
0,614649
0,278078
0,095251
0,033787
0,007948
0,000426
0,094606
0,054257
0,001574
3,87E-05

1,5E-06
0,010195
2,49E-06
3,73E-05
0,000235
0,004648
0,041926
0,000474
8,96E-05
0,006024

0,01523

0,08439
0,420354
0,374874
0,350929

0,37615
0,359091
0,167284
0,052697
0,003981
0,001973
0,017307
0,032583
0,022706
0,014363
0,016289
0,048462

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

Valna
Duljina
2705
2706
2707
2708
2709
2710
2711
2712
2713
2714
2715
2716
2717
2718
2719
2720
2721
2722
2723
2724
2725
2726
2727
2728
2729
2730
2731
2732
2733
2734
2735
2736
2737
2738
2739
2740
2741
2742
2743
2744
2745
2746
2747
2748
2749
2750
2751
2752
2753

P-vrijednost

0,13444
0,142775
0,053614
0,028677
0,083741
0,072081
0,050372
0,476645
0,20871
0,019844
0,031374
1,32E-11
2,81E-15
1,75E-14
6,6E-15
1,31E-15
1,26E-17
2,99E-22
2,74E-27
2,42E-25
3,23E-16
2,15E-17
5,82E-09
2,78E-07
3,16E-08
3,99E-13
1,9E-16
1,46E-16
9,67E-15
3,58E-09
8,6E-06
0,0299
5,23E-08
1,53E-16
5,28E-40
1,63E-33
2,08E-35
1,67E-42
5,93E-15
2,88E-07
7,51E-06
8,33E-10
1,82E-28
2,17E-31
1,2E-38
1,11E-57
9,96E-71
6,69E-65
2,82E-58

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

Valna
Duljina
2754
2755
2756
2757
2758
2759
2760
2761
2762
2763
2764
2765
2766
2767
2768
2769
2770
2771
2772
2773
2774
2775
2776
2777
2778
2779
2780
2781
2782
2783
2784
2785
2786
2787
2788
2789
2790
2791
2792
2793
2794
2795
2796
2797
2798
2799
2800
2801
2802

P-vrijednost
1,25E-52
1,88E-50
2,07E-43
1,28E-30
1,08E-23
1,86E-29
1,63E-53
2,73E-82
3,24E-68
4,05E-56
4,79E-56
6,38E-62
2,01E-74
1,14E-87
2,07E-78
1,97E-73
1,33E-79
7,28E-82
1,61E-76
2,32E-71
3,33E-68
3,01E-68

1,5E-72
3,73E-69
5,05E-61
1,94E-62
5,95E-59

1,1E-45
2,45E-37
1,21E-34
2,16E-31
8,78E-29
3,51E-28
2,24E-31
3,21E-28
3,67E-14
3,36E-10
0,001651
0,002793
3,92E-05

NaN

0,48357
0,840538
0,087829
3,08E-06
7,51E-08
1,84E-07
8,32E-06
6,92E-06

*%

*%

*%

*%

*%
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§ Prilozi

Valna
Duljina
2803
2804
2805
2806
2807
2808
2809
2810
2811
2812
2813
2814
2815
2816
2817
2818
2819
2820
2821
2822
2823
2824
2825
2826
2827
2828
2829
2830
2831
2832
2833
2834
2835
2836
2837
2838
2839
2840
2841
2842
2843
2844
2845
2846
2847
2848
2849
2850
2851

P-vrijednost
7,27E-06
0,000217
0,063545
0,111616
6,06E-05
6,15E-06
1,42E-05
3,12E-05
0,000928
0,007829
0,019464
0,012998
0,001201
0,000137
0,000107

0,00082
0,017575

0,27418
0,187032

0,00151
1,32E-07
4,09E-09
7,91E-10
1,19E-10
3,26E-12
1,32E-13
1,15E-14
1,77E-14
3,76E-13
5,04E-13
5,26E-13

1,5E-12
1,45E-12
7,03E-14
1,11E-15

4,3E-17
4,55E-18
1,24E-18
3,79E-19
1,84E-20
5,63E-22
2,09E-23
1,03E-24
5,37E-26
3,68E-27
1,75E-28
6,78E-30
1,32E-31
3,47E-34

Lovro Kavur

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*kk

*kk

*kk

* k%

* k%

*kk

Valna
Duljina
2852
2853
2854
2855
2856
2857
2858
2859
2860
2861
2862
2863
2864
2865
2866
2867
2868
2869
2870
2871
2872
2873
2874
2875
2876
2877
2878
2879
2880
2881
2882
2883
2884
2885
2886
2887
2888
2889
2890
2891
2892
2893
2894
2895
2896
2897
2898
2899
2900

P-vrijednost
1,30602E-37
2,56916E-41
1,13397E-44
3,42114E-48
4,18981E-52
2,33414E-56
1,75621E-60
1,12589E-64
9,24164E-69
7,47306E-73
1,63317E-76
5,61693E-79
1,08523E-81
4,86492E-86
7,30399E-86
5,76093E-74
7,70411E-64
2,23341E-63
8,47231E-74
1,32468E-84
6,31521E-85
1,12285E-74
5,65302E-63
7,84511E-59
3,19978E-63
1,83028E-80
2,20723E-92
3,35127E-81
6,04852E-77
4,93074E-80
1,73918E-80
7,72092E-53
9,47107E-39
3,98887E-40
2,31622E-35
9,86325E-33
3,78165E-33
2,21473E-30
1,08357E-25
1,95977E-29
9,46821E-55
6,50678E-61

1,1935E-51
1,95574E-48
3,33296E-51
2,59832E-52
2,72612E-27
1,64349E-13
4,54056E-11

Valna
Duljina
2901
2902
2903
2904
2905
2906
2907
2908
2909
2910
2911
2912
2913
2914
2915
2916
2917
2918
2919
2920
2921
2922
2923
2924
2925
2926
2927
2928
2929
2930
2931
2932
2933
2934
2935
2936
2937
2938
2939
2940
2941
2942
2943
2944
2945
2946
2947
2948
2949

P-vrijednost
1,46E-10
7,73E-10
4,21E-09
3,68E-10
2,01E-06
3,37E-08
6,43E-30
3,49E-42
8,37E-43
5,14E-14

9E-07
2,32E-12
4,26E-33
2,44E-29
2,52E-27
1,45E-27
9,08E-24
1,02E-17
9,12E-14
1,18E-12
7,08E-16
7,11E-26
8,06E-17
1,02E-11
3,96E-10
5,16E-10
1,78E-10
3,29E-12
7,55E-14
1,57E-10
4,68E-06
0,000131
2,56E-05
4,47E-06
4,57E-05
3,2E-05
1,33E-12
4,37E-13
2,34E-09
3,43E-10
4,62E-13
2,52E-14
9,14E-14
1,04E-12
3,55E-09
1,52E-06
3,17E-05
1,56E-05
7,25E-07

89

*%*
*%*
*%*
*%*
*%*
*%*
*%*
*%*
*%*
*%*

*%*

*%*
*%*
*%*
*%*
*%*
*%*
*%*
*%*
*%*
*%*
*%*
*%*
*%*

*%*

*%*
*%*
*%*
*%*
*%*
*%*
*%*
*%*
*%*
*%*
*%*
*%*
*%*
*%*
*%*
*%*

*%*

Doktorska disertacija



§ Prilozi

Valna
Duljina
2950
2951
2952
2953
2954
2955
2956
2957
2958
2959
2960
2961
2962
2963
2964
2965
2966
2967
2968
2969
2970
2971
2972
2973
2974
2975
2976
2977
2978
2979
2980
2981
2982
2983
2984
2985
2986
2987
2988
2989
2990
2991
2992
2993
2994
2995
2996
2997
2998

Lovro Kavur

P-vrijednost

1,61816E-08
4,63051E-07
2,11915E-05
9,85119E-06
1,37532E-07
0,002291108
0,039273018
0,444999302
2,10883E-07
0,000989807
0,000996502

3,8831E-05
4,28616E-09
1,60268E-14
2,19194E-17
4,39778E-15
1,47369E-13
7,08736E-13
7,28054E-13
2,04966E-13
5,25093E-16
9,63789E-27
8,36942E-43
5,72202E-32
2,59586E-33

5,8956E-40
1,18846E-40
1,45241E-35

1,0694E-27
1,90825E-23
1,20554E-23
8,70188E-29
3,37943E-37
1,22423E-40
2,55029E-38
9,14146E-36
1,32416E-36
8,86723E-37
5,66858E-37
5,76844E-51
2,40713E-75
1,13902E-76
4,59791E-80

3,2974E-79
2,72336E-67
2,19971E-46
1,08558E-34
4,15013E-34

1,0903E-41

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

Valna
Duljina
2999
3000
3001
3002
3003
3004
3005
3006
3007
3008
3009
3010
3011
3012
3013
3014
3015
3016
3017
3018
3019
3020
3021
3022
3023
3024
3025
3026
3027
3028
3029
3030
3031
3032
3033
3034
3035
3036
3037
3038
3039
3040
3041
3042
3043
3044
3045
3046
3047

P-vrijednost

3,3849E-54
8,63785E-64
2,84307E-67
2,37717E-67
1,08042E-67

7,8718E-71
4,30999E-72
5,27787E-43
2,88669E-18
3,01721E-15
2,72578E-23
5,81482E-35
2,77388E-45
4,18116E-47
7,83664E-40
5,98969E-34
1,34515E-35
8,10234E-46
5,66971E-58
4,67757E-58
3,30181E-47
5,69711E-37
9,76949E-36
9,00778E-49
3,27141E-70
2,99681E-12

1,1218E-05
7,67088E-10
5,34177E-36
1,75149E-74
1,27432E-73
3,31682E-71
6,07149E-68
1,39912E-65
1,17386E-65
7,94659E-67
9,46158E-68

4,4326E-71
3,39826E-77
1,34907E-56
2,86202E-31
7,30884E-30
6,64544E-49
4,00626E-73

6,4126E-64
1,69462E-34

7,3814E-21
2,01447E-30
8,01491E-57

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*%*

*%*

*%*

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*%*

*%*

*%*

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*k*k

*%*

*k*k

*k*k

Valna
Duljina
3048
3049
3050
3051
3052
3053
3054
3055
3056
3057
3058
3059
3060
3061
3062
3063
3064
3065
3066
3067
3068
3069
3070
3071
3072
3073
3074
3075
3076
3077
3078
3079
3080
3081
3082
3083
3084
3085
3086
3087
3088
3089
3090
3091
3092
3093
3094
3095
3096

920

P-vrijednost
1,22458E-50
4,44233E-41
4,17173E-33

5,9039E-30
1,84547E-36
2,42438E-50
1,24076E-58
3,96534E-38
1,36557E-13
4,88876E-10
6,30057E-18
8,88158E-54
6,37447E-56
2,16397E-50
3,76084E-49
4,17393E-47
9,90255E-46
4,90931E-48
2,17103E-51
2,90235E-47
9,97101E-40
1,52312E-37
8,06837E-31
9,49974E-19
1,17382E-14

1,0929E-19
1,30083E-25
6,22101E-20
2,31957E-15
6,43655E-14
2,40314E-14
1,74394E-13
8,96468E-08
0,000266414

0,00090762
2,77985E-07
0,496323491
0,044197028
0,684029589

0,13448299
0,000322868
2,567373E-08
4,18567E-13
2,69751E-15

7,0407E-14
1,07245E-13
5,01329E-17
3,19539E-21
2,13614E-24

Doktorska disertacija

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%



§ Prilozi 91

Valna Valna Valna
Duljina P-vrijednost Duljina P-vrijednost Duljina P-vrijednost

3097  1,7189E-27 *** 3146  4,06E-26 *** 3195 6,33131E-83 ***
3098 7,75426E-31 *** 3147 3,99E-28 *** 3196 9,18667E-83 ***
3099  8,2404E-33 *** 3148 1,34E-29 *** 3197 1,43606E-82 ***
3100 2,15033E-34 *** 3149 3,64E-30 *** 3198 2,58625E-82 ***
3101 2,85813E-39 *** 3150 6,36E-30 *** 3199 9,60635E-82 ***
3102 2,19653E-50 *** 3151 8,12E-29 *** 3200 2,72688E-81 ***
3103 1,565E-53 *** 3152 3,53E-27 *** 3201 4,67301E-81 ***
3104 1,87431E-67 *** 3153 3,34E-24 ** 3202 3,61508E-81 ***
3105 3,00939E-62 *** 3154 1,44E-18 ** 3203 5,38787E-81 ***
3106 7,94799E-40 *** 3155 7,57E-11 ** 3204 1,43949E-80 ***
3107 6,25704E-33 *** 3156  0,000123 * 3205 5,61098E-80 ***
3108 8,88897E-38 *** 3157  0,470907 3206 3,43308E-79 ***
3109 1,45955E-47 *** 3158  0,005087 * 3207 3,66531E-78 ***
3110 3,12403E-54 *** 3159 8,06E-10 ** 3208 4,28077E-77 ***
3111  8,30722E-54 *** 3160 2,49E-16 ** 3209 5,98123E-76 ***
3112 2,08429E-51 *** 3161 1,51E-22 ** 3210 1,06966E-74 ***
3113 6,33289E-50 *** 3162 3,26E-28 *** 3211 3,16814E-73 ***
3114 1,73502E-48 *** 3163 1,94E-31 *** 3212 2,72961E-71  ***
3115 2,97147E-46 *** 3164 1,86E-33 *** 3213 2,6283E-69 ***
3116 1,35586E-44 *** 3165 5,46E-37 *** 3214 6,16217E-67 ***
3117 2,15644E-43 *** 3166  4,74E-39 *** 3215 3,26958E-64 ***
3118 2,48969E-41 *** 3167 1,05E-38 *** 3216 4,51448E-61 ***
3119  1,2156E-37 *** 3168 2E-37 *** 3217 1,06239E-57 ***
3120 5,67119E-34 *** 3169 1,03E-33 *** 3218 8,6005E-54 ***
3121 1,25876E-31 *** 3170 1,29E-24 ** 3219 2,31316E-49 ***
3122 5,42751E-31 *** 3171 245E-13 ** 3220 9,6098E-45 ***
3123 6,02595E-33 *** 3172 1,9E-08 ** 3221 1,62071E-39 ***
3124 4,37333E-30 *** 3173  4,64E-08 ** 3222 3,80957E-34 ***
3125 5,68488E-25 ** 3174 2,11E-10 ** 3223 5,561505E-29 ***
3126 6,73303E-24 ** 3175 1,73E-13 ** 3224 1,10086E-24 **

3127  3,6195E-30 *** 3176 7,85E-14 ** 3225 2,74566E-21 **

3128 1,04148E-42 *** 3177 1,69E-10 ** 3226 8,62681E-19 **

3129 2,68961E-41 *** 3178 9,02E-08 ** 3227 4,01281E-17 **

3130 5,57658E-26 *** 3179 5,74E-06 ** 3228 4,60576E-16 **

3131  1,72253E-13 ** 3180  0,000762 * 3229 1,7862E-15 **

3132 4,99835E-08 ** 3181 6,33E-14 ** 3230 1,21917E-15 **

3133 4,24882E-05 ** 3182 1,91E-18 ** 3231 1,97733E-16  **

3134 0,003252845 * 3183 519E-17 ** 3232 8,25537E-18 **

3135 0,008387742 * 3184 1,4E-21 ** 3233 3,63301E-20 **

3136 0,000870424 * 3185 3,66E-36 *** 3234 1,99944E-23 **

3137 3,59256E-05 ** 3186 3,12E-61 *** 3235 3,07225E-28 ***
3138 1,30107E-06 ** 3187 1,24E-74 *** 3236 2,93045E-34 ***
3139 3,19067E-09 ** 3188 1,19E-76 *** 3237 1,92435E-40 ***
3140 5,32276E-12 ** 3189 556E-79 *** 3238 4,84815E-46 ***
3141 2,2261E-14 ** 3190 2,43E-80 *** 3239 2,44069E-50 ***
3142 1,49528E-16 ** 3191 3,46E-81 *** 3240 1,32833E-53 ***
3143 1,02653E-18 ** 3192 539E-82 *** 3241 2,98538E-56 ***
3144 2,84081E-21 ** 3193 9,5E-83 *** 3242 4,97276E-58 ***
3145 1,19648E-23 ** 3194 461E-83 *** 3243 2,93081E-59 ***

Lovro Kavur Doktorska disertacija



§ Prilozi
Valna
Duljina P-vrijednost

3244  7,54281E-60
3245  6,03706E-60
3246  2,17585E-59
3247  3,72396E-58
3248 1,30003E-56
3249 1,51286E-54
3250  5,85571E-52
3251 3,55755E-49
3252  4,68499E-46
3253  2,34648E-42
3254  4,48393E-38
3255  3,37362E-33
3256  5,13908E-28
3257  4,64543E-23
3258  3,70576E-19
3259 1,22255E-15
3260 1,99452E-12
3261 5,20571E-09
3262  5,38176E-06
3263 NaN

3264  8,37174E-11
3265 1,22453E-05
3266  0,026314378
3267  0,548621447
3268 0,51209445
3269  0,033782861
3270  0,000241318
3271 1,0401E-07
3272  5,87922E-12
3273  5,03584E-18
3274  3,55759E-25
3275 1,02286E-33
3276  9,06844E-44
3277  3,74899E-53
3278  2,89367E-60
3279 1,19413E-64
3280 1,16637E-66
3281 5,73607E-67
3282  9,92814E-67
3283  8,30759E-66
3284 1,85456E-64
3285 1,16545E-62
3286  3,27974E-60
3287 1,25078E-57
3288  5,38157E-55
3289  3,53939E-52
3290  4,57586E-49
3291 8,28853E-46
3292  4,69591E-42

Lovro Kavur

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%
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*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

Valna
Duljina
3293
3294
3295
3296
3297
3298
3299
3300
3301
3302
3303
3304
3305
3306
3307
3308
3309
3310
3311
3312
3313
3314
3315
3316
3317
3318
3319
3320
3321
3322
3323
3324
3325
3326
3327
3328
3329
3330
3331
3332
3333
3334
3335
3336
3337
3338
3339
3340
3341

P-vrijednost
7,26372E-39
1,4879E-35
1,41518E-32
3,00102E-29
1,37226E-25
6,63508E-22
7,3392E-19
2,4535E-16
3,38018E-14
3,60248E-12
4,96181E-10
4,66102E-08
1,12742E-06
1,42962E-05
0,000125557
0,000371617
0,000329756
0,000151481
3,83242E-05
7,34084E-06
1,33817E-06
1,31573E-07
3,68945E-09
3,30101E-11
5,21435E-13
1,22864E-14
2,12892E-16
2,07007E-18
9,41239E-21
1,10285E-23
1,88526E-27
1,56842E-30
7,95107E-33
3,87968E-34
3,85639E-34
1,6698E-30
1,7358E-23
4,13834E-16
7,85476E-11
2,17472E-07
1,25398E-05
3,10875E-05
3,12706E-06
8,567731E-08
4,91106E-09
2,43876E-10
1,1962E-08
1,49283E-09
6,23835E-08

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

Valna
Duljina
3342
3343
3344
3345
3346
3347
3348
3349
3350
3351
3352
3353
3354
3355
3356
3357
3358
3359
3360
3361
3362
3363
3364
3365
3366
3367
3368
3369
3370
3371
3372
3373
3374
3375
3376
3377
3378
3379
3380
3381
3382
3383
3384
3385
3386
3387
3388
3389
3390

P-vrijednost

9,81987E-08
6,69594E-07

1,2272E-07
4,06794E-09
2,14006E-10
4,71509E-11

4,8761E-11

3,1007E-11
9,42736E-12
1,35326E-12
1,10562E-13
2,63035E-15
3,62101E-17
2,60984E-19
1,35603E-21
3,72881E-24

4,0156E-27
5,82082E-30

3,4881E-32
6,56706E-34
4,79933E-35
9,95609E-36
4,99447E-36
5,18013E-36
9,49689E-36
6,00409E-35
3,64547E-34
1,57843E-33
6,44264E-33
2,49363E-32
7,77926E-32
1,50358E-31
3,10882E-31
3,58363E-31
2,67213E-31

1,5505E-31
1,03906E-31
8,28285E-32
7,07922E-32
5,13816E-32
3,62046E-32

2,1954E-32
1,43323E-32
7,75426E-33
5,01541E-33
2,72177E-33
1,59441E-33
7,39585E-34
2,75172E-34
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Doktorska disertacija



§ Prilozi

Valna
Duljina
3391
3392
3393
3394
3395
3396
3397
3398
3399
3400
3401
3402
3403
3404
3405
3406
3407
3408
3409
3410
3411
3412
3413
3414
3415
3416
3417
3418
3419
3420
3421
3422
3423
3424
3425
3426
3427
3428
3429
3430
3431
3432
3433
3434
3435
3436
3437
3438
3439

Lovro Kavur

P-vrijednost

1,00547E-34
2,03207E-35
3,63279E-36
6,94774E-37
1,11517E-37
1,64294E-38
2,29643E-39
5,67595E-40
1,71431E-40
3,38683E-41
5,67003E-42
1,05866E-42
1,82271E-43
1,72811E-44
9,94383E-46
3,89103E-47
1,22088E-48
2,62865E-50
2,88163E-52
8,03581E-54

2,5293E-55
1,54592E-56
2,23652E-57
1,18021E-57
1,32386E-57

2,5553E-57
7,19831E-57
3,01705E-56
1,63032E-55
7,42178E-55

3,7131E-54
1,28708E-53
4,44355E-53
7,94363E-53
1,03472E-52
7,36323E-53
3,33796E-53
1,35695E-53
6,35507E-54
3,24788E-54
2,29887E-54
1,85286E-54
2,49788E-54
3,05969E-54
5,21175E-54
1,18993E-53
3,53658E-53
1,53812E-52
1,04302E-51

*kk

*k%

*kk

*kk

*kk

*kk

*k%

*kk

*kk

*kk

*kk

*kk

*kk

*kk

*kk

*kk

*kk

*kk

*kk

*kk

*kk

*kk

*kk

*kk

*kk

* k%

*kk

*kk

*kk

* k%

*kk

*kk

*kk

*kk

* k%

*kk

*kk

*kk

*kk

* k%

*kk

*kk

*kk

*kk

*kk

*kk

Valna
Duljina
3440
3441
3442
3443
3444
3445
3446
3447
3448
3449
3450
3451
3452
3453
3454
3455
3456
3457
3458
3459
3460
3461
3462
3463
3464
3465
3466
3467
3468
3469
3470
3471
3472
3473
3474
3475
3476
3477
3478
3479
3480
3481
3482
3483
3484
3485
3486
3487
3488

P-vrijednost
8,05909E-51
9,96957E-50
1,62896E-48
5,19795E-47
2,27153E-45
6,44933E-44
1,30257E-42
3,34441E-41
5,60777E-40

4,9192E-39
4,59282E-38
6,72194E-37
4,41476E-36
1,70199E-35
5,83831E-35
1,19252E-34
2,70547E-34
8,16845E-34

1,9946E-33
2,85945E-33
1,30255E-33
3,61191E-34
5,71875E-35
4,05929E-36
6,32838E-38
1,20712E-39
5,23757E-41
3,27122E-42
1,10456E-43
3,562953E-44
5,83724E-43
2,03421E-40
3,564304E-36
3,25686E-30
1,63309E-22
2,43132E-14
5,08766E-08
2,91193E-05
3,84896E-05
4,63782E-06
2,18152E-07
7,36897E-09
5,10915E-10
1,79238E-10
5,09319E-10
3,27884E-09
1,27316E-08
7,07951E-09
1,12029E-09

*k%

*k%

*kk

*k%

*k%

*k%

*k%

*kk

*k%

*k%

*k%

*k%

*kk

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

* k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*kk

*k%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

Valna
Duljina
3489
3490
3491
3492
3493
3494
3495
3496
3497
3498
3499
3500
3501
3502
3503
3504
3505
3506
3507
3508
3509
3510
3511
3512
3513
3514
3515
3516
3517
3518
3519
3520
3521
3522
3523
3524
3525
3526
3527
3528
3529
3530
3531
3532
3533
3534
3535
3536
3537

P-vrijednost
3,1698E-11
NaN
1,24494E-35
1,04501E-35
1,89381E-34
1,49172E-32
1,03972E-31
2,79188E-33
2,79201E-36
1,20213E-38
1,4668E-40
2,36876E-43
4,97822E-47
6,23838E-52
7,63339E-58
5,01473E-63
1,30676E-66
1,26611E-68
1,95572E-69
1,04206E-69
7,86703E-69
5,11273E-67
9,23156E-67
1,7503E-67
5,36589E-68
4,07793E-67
5,69712E-65
2,65856E-63
4,31812E-62
2,3234E-61
1,59586E-60
1,69755E-60
2,44323E-60
4,92166E-59
1,12912E-56
2,81027E-53
4,86501E-47
1,84458E-35
4,34193E-21
1,23472E-08
0,021154775
0,819075874
0,090244045
6,7815E-05
8,27896E-09
2,64933E-12
2,08123E-14
1,70163E-16
8,05971E-19
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Doktorska disertacija



§ Prilozi
Valna
Duljina P-vrijednost
3538 3,4977E-20
3539 2,35685E-20
3540 1,01127E-19
3541 6,83867E-18
3542 1,88445E-14
3543 1,53892E-12
3544 1,09166E-12
3545 1,27107E-13
3546 2,60814E-14
3547 2,64656E-14
3548 2,90341E-13
3549 5,60458E-12
3550 1,37162E-11
3551 8,6834E-13
3552 5,06967E-14
3553 5,15736E-15
3554 9,93917E-16
3555 5,7579E-16
3556 2,24518E-16
3557 1,22057E-15
3558 1,13625E-14
3559 1,68834E-13
3560 2,06095E-11
3561 2,11158E-07
3562 6,07576E-09
3563 0,002080897
3564 8,36362E-15
3565 2,19766E-13
3566 4,58005E-14
3567 1,09872E-15
3568 5,29419E-17
3569 5,00425E-18
3570 6,63002E-19
3571 2,38075E-20
3572 1,64637E-22
3573 1,38167E-25
3574 6,25382E-29
3575 1,36362E-32
3576 1,04158E-36
3577 5,16662E-41
3578 1,10137E-45
3579 2,64803E-49
3580 4,8094E-51
3581 1,06484E-51
3582 4,8324E-52
3583 1,60503E-51
3584 1,47192E-50
3585 6,34381E-49
3586 3,17966E-47

Lovro Kavur

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%
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*%

*%
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*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

*k%

Valna
Duljina
3587
3588
3589
3590
3591
3592
3593
3594
3595
3596
3597
3598
3599
3600
3601
3602
3603
3604
3605
3606
3607
3608
3609
3610
3611
3612
3613
3614
3615
3616
3617
3618
3619
3620
3621
3622
3623
3624
3625
3626
3627
3628
3629
3630
3631
3632
3633
3634
3635

P-vrijednost

4,00212E-46
2,79754E-45
3,09593E-44
6,80232E-43
2,17782E-41
6,78887E-40
1,75581E-38
5,45041E-38
7,17536E-39
2,11203E-40
2,60707E-41

4,0989E-42
7,80702E-44
1,61522E-46
2,45175E-49
3,95643E-52
7,562108E-55
3,68457E-57
4,15275E-59

3,2577E-61
2,08978E-63
1,02242E-64
9,99564E-66
8,87364E-67
9,47166E-68
6,10075E-68
2,35899E-67
1,30727E-66
8,59958E-66
3,19657E-64
1,14078E-62
1,51116E-61
9,62501E-61
1,38572E-59
8,85228E-59
9,43646E-59
2,13197E-59
3,14374E-60
8,68165E-61
1,44091E-61
2,21087E-62
4,66452E-63
8,09265E-64
6,44172E-65
5,50007E-66
4,89836E-67
6,72873E-68
8,07028E-69
1,16896E-69

Valna
Duljina
3636
3637
3638
3639
3640
3641
3642
3643
3644
3645
3646
3647
3648
3649
3650
3651
3652
3653
3654
3655
3656
3657
3658
3659
3660
3661
3662
3663
3664
3665
3666
3667
3668
3669
3670
3671
3672
3673
3674
3675
3676
3677
3678
3679
3680
3681
3682
3683
3684

P-vrijednost
3,16382E-70
1,19532E-70
6,61865E-71
2,38999E-71
1,23536E-71
7,87458E-72
5,54467E-72
3,30093E-72
8,70157E-73
1,85964E-73
6,98433E-74
8,14529E-74
4,39184E-73
3,61828E-72
2,37033E-71
2,95092E-70
6,79014E-69
1,59782E-67
1,29009E-66
1,31331E-66
1,1176E-66
8,7098E-67
1,88728E-67
1,1941E-68
5,64347E-70
1,14121E-71
8,05742E-74
3,64258E-76
1,85205E-77
3,4318E-78
1,42606E-78
7,44611E-77
1,70853E-71
7,3821E-66
5,7894E-61
2,75944E-55
2,71816E-48
5,63921E-42
5,84359E-36
3,70569E-32
2,8716E-30
0,066344617
4,0335E-30
3,73195E-31
7,69716E-36
1,41128E-40
6,23314E-46
4,52486E-51
6,01713E-55
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§ Prilozi

Valna
Duljina
3685
3686
3687
3688
3689
3690
3691
3692
3693
3694
3695
3696
3697
3698
3699
3700
3701
3702
3703
3704
3705
3706
3707
3708
3709
3710
3711
3712
3713
3714
3715
3716
3717
3718
3719
3720
3721
3722
3723
3724
3725
3726
3727
3728
3729
3730
3731
3732
3733

Lovro Kavur

P-vrijednost

1,7193E-57
1,35496E-58
1,32319E-59
9,0955E-60
4,92317E-59
2,12726E-58
2,9729E-57
5,34964E-56
1,17775E-55
1,02314E-55
5,774E-55
1,09316E-53
9,62449E-53
7,10181E-52
1,05164E-50
1,01675E-49
3,31521E-49
2,76894E-48
8,15786E-47
7,08229E-46
1,92129E-46
9,05135E-48
1,32488E-48
2,57757E-49
9,62364E-51
1,16886E-51
4,52655E-51
1,60894E-49
8,56787E-48
5,31106E-46
3,33344E-45
1,68529E-46
3,5651E-49
1,73167E-51
3,22719E-53
2,86884E-54
1,26626E-52
2,25485E-42
3,10487E-27
1,83693E-21
6,66773E-25
1,14301E-37
2,23625E-48
2,03242E-54
2,37214E-57
8,77427E-58
6,32902E-57
1,35956E-55
3,23675E-54

Valna
Duljina
3734
3735
3736
3737
3738
3739
3740
3741
3742
3743
3744
3745
3746
3747
3748
3749
3750
3751
3752
3753
3754
3755
3756
3757
3758
3759
3760
3761
3762
3763
3764
3765
3766
3767
3768
3769
3770
3771
3772
3773
3774
3775
3776
3777
3778
3779
3780
3781
3782

P-vrijednost
2,92671E-53
1,80452E-52
8,93075E-52
6,19545E-51
5,18822E-50
6,22927E-49
5,31477E-48
5,08255E-47
6,70748E-46

1,7059E-44
7,84968E-43

3,4092E-41
2,68001E-39
1,93481E-37
1,60519E-35
9,01975E-34
2,54278E-32
2,72988E-31
1,21719E-30
4,56092E-30
8,17609E-29
1,55479E-27
1,41308E-25
4,10212E-24
2,08526E-23
9,99202E-23
1,83935E-22
2,70121E-23

4,8373E-23
1,05563E-22
7,80482E-23
2,75872E-23
3,89359E-24
3,67078E-25
1,84963E-26
6,01322E-28
6,23739E-29
1,30846E-29
4,10345E-30
9,93662E-29
1,25791E-16
7,10549E-05

0,212692212
0,195813186
0,054584608
2,56874E-07
9,31965E-45
9,36984E-49

6,1356E-44
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Valna
Duljina
3783
3784
3785
3786
3787
3788
3789
3790
3791
3792
3793
3794
3795
3796
3797
3798
3799
3800
3801
3802
3803
3804
3805
3806
3807
3808
3809
3810
3811
3812
3813
3814
3815
3816
3817
3818
3819
3820
3821
3822
3823
3824
3825
3826
3827
3828
3829
3830
3831

P-vrijednost
9,17404E-45
1,75338E-44
9,41855E-41
2,15283E-35
5,33337E-33
2,22735E-32
2,7322E-32
2,03459E-31
6,6413E-30
3,30343E-28
1,4791E-27
1,07796E-27
1,27946E-27
5,662E-28
1,68933E-28
7,26756E-29
3,73865E-29
4,04085E-30
1,86054E-31
1,04228E-32
1,8222E-34
3,59006E-36
1,31613E-37
1,1622E-38
6,15279E-39
3,38023E-38
2,02158E-37
1,11792E-37
4,44754E-39
8,22197E-41
9,43829E-42
4,46062E-42
3,80697E-42
6,66744E-42
1,67983E-41
5,08747E-41
2,12457E-40
1,43759E-39
1,10632E-38
1,64147E-37
3,56233E-36
1,64995E-34
3,9854E-31
9,46615E-27
5,60514E-26
2,46626E-29
4,9061E-33
3,04486E-35
4,70286E-36
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§ Prilozi

Valna
Duljina
3832
3833
3834
3835
3836
3837
3838
3839
3840
3841
3842
3843
3844
3845
3846
3847
3848
3849
3850
3851
3852
3853
3854
3855
3856
3857
3858
3859
3860
3861
3862
3863
3864
3865
3866
3867
3868
3869
3870
3871
3872
3873
3874
3875
3876
3877
3878
3879
3880

Lovro Kavur

P-vrijednost

1,02488E-35
3,65996E-35
1,16408E-34
3,38337E-34
5,3833E-34
4,72186E-34
1,52167E-34
2,11587E-35
2,27677E-36
6,6959E-37
1,57202E-36
4,43769E-35
1,0101E-33
1,99103E-34
3,63022E-37
1,21052E-39
3,33059E-41
1,3306E-41
3,59645E-40
1,98918E-35
3,6761E-28
3,77066E-26
1,04195E-29
2,82202E-39
6,08473E-44
1,52273E-46
1,1281E-47
5,05E-48
3,62893E-48
1,59839E-48
6,64273E-48
2,69137E-45
9,569102E-44
4,7457E-44
2,0076E-46
3,37885E-46
1,8361E-43
5,86101E-43
5,34858E-45
1,34514E-46
1,6766E-45
5,19328E-45
8,24781E-46
7,45349E-47
5,05257E-48
2,83888E-48
5,560928E-48
2,3337E-47
9,45418E-47
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P-vrijednost

2,98213E-46
4,92469E-46
5,46627E-46

7,1281E-46

1,3077E-45
2,95034E-45
6,82907E-45
1,15738E-44
1,96709E-44
2,76676E-44
7,63904E-44
6,24789E-43
6,02079E-41
3,46603E-38
4,05851E-36
4,33147E-36
1,02649E-37
1,04066E-38

7,1538E-39
2,05491E-38
1,72331E-37
1,43361E-36
3,67339E-36
5,80319E-36
9,43009E-36
4,29257E-35
9,24378E-34
1,05041E-32
1,12132E-32
1,84479E-33
2,58877E-34
1,31516E-34
9,98917E-35
2,11342E-34
2,02975E-34
1,64422E-36
2,90624E-36
1,45654E-32
8,09615E-31
4,81411E-33
3,74551E-35
4,34735E-34
9,64255E-34
7,14604E-34
3,99707E-32
5,66535E-30
4,71331E-28
5,93828E-28
1,17361E-29
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Valna
Duljina
3930
3931
3932
3933
3934
3935
3936
3937
3938
3939
3940
3941
3942
3943
3944
3945
3946
3947
3948
3949
3950
3951
3952
3953
3954
3955
3956
3957
3958
3959
3960
3961
3962
3963
3964
3965
3966
3967
3968
3969
3970
3971
3972
3973
3974
3975
3976
3977
3978

P-vrijednost

4,69977E-30
2,65895E-27
2,11926E-25
1,5333E-25
2,11392E-25
2,33647E-22
1,07131E-14
5,77974E-09
8,69955E-07
7,21631E-09
3,37367E-21
7,15821E-29
4,13491E-26
2,78096E-25
6,63373E-27
6,90491E-28
1,36938E-22
1,56831E-19
1,19409E-19
4,8907E-19
2,11728E-15
1,24422E-08
0,000121601
0,002607284
0,000588796
1,083E-06
1,0716E-09
5,24695E-09
1,53847E-07
1,74066E-07
4,85405E-06
1,98713E-05
1,45082E-06
8,82553E-09
2,36364E-11
3,563068E-12
3,563093E-12
7,94647E-12
1,2467E-11
6,38548E-15
2,68301E-15
5,4571E-08
5,8794E-05
0,000778065
0,002659257
0,004642709
0,507780528
0,337582098
0,371872447
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§ Prilozi

Valna

Duljina P-vrijednost
3979 0,365266822
3980 0,364866855
3981 0,060000121
3982 0,003180452 *
3983 0,000124722 *
3984 5,84544E-07 **
3985 3,69806E-05 **
3986 0,019594816 *
3987 0,211985438
3988 0,721416534
3989 0,983984144
3990 0,317155579
3991 0,072026321
3992 0,000232716 *
3993 6,24903E-06 **
3994 1,30342E-05 **

P2 Program za CNN
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Osnovni kod u Pythonu koji je bio zaduzen za definiranje neuralne mreze je bio sljedeci:

# Define the CNN model

class CNN(nn,Module):

def init (self, input size):

super(CNN, self), init ()

self,convl = nn,Conv2d(1, 16, kernel size=(1, 3), padding=(0, 1))
self,pool = nn,MaxPool2d(kernel size=(1, 2))

self,conv2 = nn,Conv2d(16, 32, kernel size=(1, 3), padding=(0, 1))
self,fcl = nn,Linear(32 * (input_size // 2 // 2), 128)

self,fc2 = nn,Linear(128, 64)

self,fc3 = nn,Linear(64, 2)

def forward(self, x):

x = self,pool(torch,relu(self,conv1(x)))

Lovro Kavur
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§ Prilozi

x = self,pool(torch,relu(self,conv2(x)))
x = X,view(x,size(0), -1)

x = torch,relu(self,fc1(x))

x = torch,relu(self,fc2(x))

x = self,fc3(x)

return x

Lovro Kavur
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§ Zivotopis 99

9 Zivotopis

Lovro Kavur, doktor medicine, roden je 30, prosinca 1984. u Zagrebu. Osnovnu skolu
pohadao je u Zagrebu te je zavrsio Privatnu Klasi¢nu gimnaziju, takoder u Zagrebu.
Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu upisao je 2003. godine, a diplomirao 2009. godine.
Tijekom studija nagraden je Dekanovovom nagradom za najboljeg studenta medicine i

Dekanovom nagradom za najbolji znanstveni rad.

Pripravnicki staz odradio je u KBC Sestre Milosrdnice, a nakon poloZenog stru¢nog ispita
2010. godine zaposlen je u Klini¢koj bolnici Merkur, Zagreb kao specijalizant radiologije na
Klinickom Zavodu za Dijagnosticku i Intervencijsku Radiologiju. Tijekom specijalizacije
proveo je 3 mjeseca na SveuciliStu Case Western Reserve, Cleveland, SAD, u sklopu ESOR
Visiting Scholarship programa u abdominalnoj radiologiji, fokusiraju¢i se na MRI tijela, CT
tijela 1 Fusion PET-MRI. 2015. godine u sklopu svoje edukacije proveo je tri mjeseca na
Medicinskom sveucilistu u Becu, Austrija. Specijalisticki ispit polozio je u rujnu 2015.
godine te je od tada na istoj Klinici zaposlen kao specijalist radiologije, Stru¢no se

prvenstveno bavi CT-om tijela, MR-om abdomena i zdjelice te ultrazvukom.

Doktorski studij na Prirodoslovno-matetamickom Fakultetu u Zagrebu upisao je 2015.
godine. Aktivno sudjeluje na stru¢nim i znanstvenim domac¢im i medunarodnim kongresima 1
izradi znanstvenih radova te prisustvuje poslijediplomskim tecajevima trajne medicinske
izobrazbe lije¢nika. Koautor je viSe znanstvenih ¢lanaka koji su objavljeni u indeksiranim
casopisima. Volontirao je dugi niz godina u Eko Centru Caput Insulae, Beli, otok Cres, gdje

je sudjelovao u projetku zastite bjeloglavih supova, biodiverziteta i kulturne bastine otoka
Cresa. OzZenjen je i sa suprugom Marinom ima dva sina, Toma i Vala,

Aktivno se sluzi engleskim jezikom, a pasivno njemackim.
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