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Na sluzbenom jeziku

Novi model za procjenu bioloske starosti, multimorbiditeta i sindroma
krhkosti analizom fotografija ocnog dna
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Na engleskom jeziku A new model for assessment of biological age, multimorbidity and
frailty through analysis of retinal fundus photographs

ObrazloZenje teme

Starenje je kljucni faktor rizika za nastanak oboljenja starijeg zivotnog doba 1 sindroma krhkosti.
Prisustvo multimorbiditeta 1/ili krhkosti povecava vijerovatnocu losih zdravstvenih ishoda poput
cescih hospitalizacija i smrti, ali i utice na individualni odabir terapijskog pristupa u mnogim
situacijama (1,2). Postojeée metode za procjenu multimorbiditeta i statusa krhkosti dugo traju i
jmogu biti invazivne.

Imajuci u vidu povezanost starenja, oboljenja starijeg Zivotnog doba i sindroma krhkosti, promjene
retine oka kao potencijalni novi marker bioloske starosti bi istovremeno mogao da bude marker
krhkosti 1 multimorbiditeta (3).

L' ovoj studiji planiramo da primjenom vijestacke inteligencije procijenimo biolosku starost
ispitanika na osnovu fotografija o¢nog dna dostupnih u bazi UK biobanke, a zatim je koreliramo sa
ll)rojcm oboljenja starijeg doba i prisustvom ili odsustvom fenotipa krhkosti. UK biobanka je javno
dostupna baza podataka koja sadrzi zdravstvene podatke od oko 500,000 dobrovoljaca iz Velike
Britanije starosti izmedu 40 1 69 godina (4).

Pregled istraZivanja

1. Starenje i markeri bioloske starosti
Starenje predstavlja primarni faktor rizika za nastanak sindroma krhkosti (eng, frailty) i oboljenja
starijeg zivotnog doba (eng. age-related diseases) poput Seéerne bolesti, kardiovaskularnih,
neurodegenerativnih 1 malignih bolesti. Razlog lezi u patogenetskim mchanizmima koji su éesto
zajednicki za sve ove procese (5).

Kako ne starimo svi istom brzinom govorimo o konceptu bioloske i hronoloske starosti (6).
Pojedine osobe ce razviti neku od hroni¢nih bolesti i/ili sindrom krhkosti u ranijem Zivotnom
dobi od ostalih. Takvi pojedinci ispoljavalju fenotip ubrzanog starenja, to jest stariji ,,bioloski " u
poredenju sa svojim ,kalendarskim uzrastom". Da li ée pojedinac podleéi procesu ubrzanog
starenja ili ne, zavisi od njegove genetske osnove, ali i stila Zivota i interakcije sa faktorima okoline.

Sa starenjem svjetske populacije istrazivanje usmjereno na otkrice markera bioloske starosti
dozivljava ckspanziju. Prema definiciji Americkog saveza za istrazivanje starenja, adekvatan marker
bioloskog uzrasta mora da korelira sa kalendarskim uzrastom, da predvida stopu starenja i
identifikuje osobe koje ubrzano stare, ne smije da odrazava uticaj odredene bolesti, mora biti
neinvazivan, pristupacan i primjenjiv na razlicite bioloske vrste (7). Do sada su istrazeni razlicit
marker1 bioloske starosti poput duzine telomera, metilacije DNK i razlic¢itih krvnih parametara i
njihovih kombinacija. Vec¢ina ovih markera podrazumijeva invazivan pristup i iziskuje velike
troskove (8).

Retina se pokazala kao potencijalno koristan biomarker bioloske starosti. Jednostavan i
neinvazivan pristup nervnom i vaskularnom tkivu retine pruza dragocjen uvid u nase zdravlje.
Retina i mozak imaju zajednicko embrioloskog porijeklo i nervno tkivo retine ispoljava iste
patoloske promjene kao i mozak u neurodegenerativnim  bolestima  (9), dok retinalna
mikrovaskulatura odrazava stanje mikrocirkulacije na sistemskom nivou (10, 11).

2. Retina i hroni¢ne bolesti starijeg Zivotnog doba

Brojna istrazivanja su ukazala na korelaciju_izmedu promjena u_morfologiji retine, starenja i
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povecanog rizika za razlicite hroniéne bolesti starijeg Zivotnog doba. Ove promjene se javljaju u
zdravom starenju, ali su izrazenije u prisustvu hroniénih bolesti starijeg doba. Na primjer,
ocekivano je da se kompleksnost retinalne mikrovaskulature redukuje sa godinama. Medutim, kod
osoba sa hroni¢nim bolestima starijeg doba redukovanje mikrovaskularne mreze je brze u odnosu
na njihove zdrave vr$njake (12). Veéina do danas objavljenih studija proucava znacaj na ovaj nacin
procijenjene  bioloske starosti i njenu asociranost sa pojedinacnim bolestima. Do sada nije
istrazivana povezanost retinalne starosti sa multimorbiditetom. Longitudinalna istrazivanja su
pokazala da se prosjecan broj hroni¢nih bolesti prisutnih kod osobe poveéava eksponencijalno sa
starenjem 1 da pojedinci sa vec prisutnim jednim hroni¢nim oboljenjem imaju veéi rizik od razvoja
drugih hronicnih stanja to jest multimorbiditeta u poredenju sa zdravim osobama (13). Na primjer,
dijagnoza dijabetes melitusa kod pacijenta povecava rizik za kardiovaskularne dogadaje, ali i za
nastanak kognitivne disfunkcije 1 demencije (14). Postoji, dakle, kontinuum starenja koji od
subklinicke disregulacije homeostatskih mehanizama vodi preko nastanka jedne hroniéne bolesti
do multimorbiditeta (15). Razlicita oboljenja starijeg Zivotnog doba nisu isklju¢ivo rezultat
nezavisnih, specificnih patofizioloskih procesa, vec ¢esto isti proces, kao $to je na primjer hronic¢na
inflamacija, utice na razvoj mnogih naizgled nepovezanih stanja, od kardiovaskularnih bolesti do
dijabetesa, demencije 1 kancera (16).

3. Retina i sindrom krhkosti

lako se fenomen ubrzanog starenja, u klinickom smislu, ¢esto manifestuje sindromom krhkosti,
studije koje proucavaju korelaciju izmedu sindroma krhkosti i promjena retine su rijetke. Studija
presjeka radena na starijim osobama u Koreji ukazala je na korelaciju izmedu sindroma krhkosti i
abnormalnosti u retinalnoj mikrovaskularnoj mrezi (17). Krhkost je stanje smanjenc fizioloske
rezerve koje rezultira povecanom vulnerabilno$éu odnosno podloznoiéu razli¢itim stresorima (2).
U pitanju je multidimenzionalni gerijatrijski sindrom &ija incidenca cksponencijalno raste sa
starenjem. U velikom broju slucajeva je povezan sa hroni¢nim bolestima i multimorbiditetom, ali
nije odreden, niti uslovljen bilo kojim pojedinacnim oboljenjem (18).

U literaturt su opisane razlicite skale za procjenu sindroma krhkosti. Jedna od najsire
upotrebljivanih alatki za identifikaciju ovog sindroma je Frajdin fizicki fenotip krhkosti. Frajd i
saradnici su razvili pet kriterijuma za definisanje krhkosti: nenamjeran gubitak u tjelesnoj tezini,
spor hod, osjecaj iscrpljenosti, nizak nivo fizicke aktivnosti i slabost stiska Sake (2). Osobe koje
ispunjavaju tri ili vise od ovih kriterijuma klasifikuju se kao krhke, dok jedan ili dva ispunjena
kriterfjuma definisu stadijum predkrhosti. Krhke osobe imaju poveéan rizik od losih zdravstvenih
ishoda: rizik za padove, nesposobnost za obavljanje svakodnevnih aktivnost, rizik za
hospitalizaciju 1 smrt (2). Osim toga, status krhkosti ima prognosticki potencijal i moze biti od
pomoci u donesenju odluka o terapijskom pristupu. Razlikovanje krhkih starijih osoba od onih
koje to nisu omogucava da se za svakog pacijenta individualno procijene koristi i rizici pojedinih
intervencija. Sa druge strane, ne uzimanje u obzir statusa krhkosti potencijalno izlaze pacijente
intervencijama koje bi im mogle naskoditi.

4. Metode vjeStacke inteligencije u identifikaciji novih retinalnih biomarkera bioloske
starosti

Pored pristupa koji proucava korelaciju pojedinacnih parametara retinalne morfologije sa razlicitim
klinickim entitetima, u posljednje vrijeme sve je vedi broj studija u kojima se retina, odnosno
fotografije ocnog dna, analiziraju metodama vjestacke inteligencije. Upotreba  vjeStacke
inteligencije u analizi fotografija o¢nog dna ima viSestruke prednosti. Ona omoguéava detekeiju
promjena koje ljudsko oko nije u stanju da uodi i ne zahtijeva visoko obuéene pojedince. Takode,
ovakav pristup nije ograni¢en na unaprijed odredene retinalne karakteristike koje ljckari smatraju
relevantnim i omogucava otkrivanje novih retinalnih regiona i karakteristika od znacaja. Osim
toga, metod moze biti dizajniran _tako da_detcktuje markere ubrzanog starenja umjesto
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usmjerenosti na specificne bolesu (19).

"Tako su Zhu 1 saradnici razvili Al model predvidanja starosti na osnovu fotografija ocnog dna sa
srednjom apsolutnom greskom od 3.55 godina u odnosu na hronoloski uzrast, $to je veca ili slicna
preciznost u odnosu na druge biomarkere starenja (20). Bioloska starost procijenjena na osnovu
retine oznacena je kao retinalna starost, a razlika izmedu retinalne 1 hronoloske starosti retinalna
starosna razlika (eng. retinal age gap). Istrazivanja su pokazala da $to je veca retinalna starosna
razlika (retinal age gap), to je vedi rizik od smrti, ali i razvoja oboljenja starijeg doba poput
Parkinsonove bolesti, kardiovaskularnih oboljenja, mozdanog udara i metabolickog sindroma
(21-23). U studiji Nusinovica i autora razvijen je algoritam dubokog uéenja koji na osnovu
fotografija ocnog dna predvida vjerovatnocu da je osoba starija od 65 godina. U istoj studiji,
ispitanici su podijeljeni u cetiri grupe prema procijenjenoj retinalnoj starosti. Oni u biologki
najstarijoj grupu imali su, odnosu na bioloski najmladu grupu, za 67 procenata veci rizik od smrti,
za 39 posto veci rizik kardiovaskularnih dogadaja 1 za 18 procenata veéi rizik od kancera u
narednih deset godina (3).

5. Zakljucak
Isti bioloski procesi koji pokrecu starenje, uzrokuju i najcesée bolesti starijeg Zivotnog doba i
dovode do sindroma krhkost. Kako se vecina tih patofizioloskih procesa reflektuje 1 na nasem
ocnom dnu ima smisla procjenjivati biolosku dob na osnovu fotografija retine i ispitivati
asociranost retinalne starosti sa oboljenjima starijeg Zivotnog doba 1 sindromom krhkosti, §to je u
planu ove studije.

[Ciljevi i hipoteze

Ciljevi:

I. Procijeniti prevalence multimorbiditeta i sindroma krhkosti u Crnoj Gori klasi¢nim
metodama 1 napraviti komparaciju sa populacijom Velike Britanije.
Mectodama vijestacke inteligencije na osnovu slika o¢nog dna procijeniti biolosku starost
ispitanika 1z Velike Britanije 1 ispitati njenu korelaciju sa multimobiditetom i fenotipom
krhkosti.
3. Idenufikovati kljuéne morfoloske strukture retine za procjenu bioloske starosti.

2

Hipoteze:
I. Prevalence multimobirbiditeta i sindroma krhkosti u Crnoj Gori i Velikoj Britaniji su u
korelaciji.
2.

Analizom slika o¢nog dna metodama vjestacke inteligencije moguce je identifikovati osobe
koje ubrzano stare.

(5]

Ubrzano starenje je povezano sa povecanim rizikom za prisustvo multimorbiditeta i
sindroma krhkosti.
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Materijali, metode i plan istraZivanja

Ovo istrazivanje je dio naucnoistrazivackog projekta ,,Vjestacka inteligencija u identifikaciji novih
neivazivnih  biomarkera starenja  (AI-AGE)*  finansiranog od strane Ministarstva nauke i
tehnoloskog razvoja u trajanju od 01.2024. - 12.2027. godine. IstraZivanje predvida 5 etapa. Frtapa
1 je PROSPEKTIVNOG, a ctape 2-5 RETROSPEKTIVNOG karaktera:

1. Procjena stanja u vezi sa multimorbiditetom i sindromom krhkosti kod stanovni$tva
u Crnoj Gori

Planiramo regrutaciju minimum 100 ispitanika starosti od 40 do 69 godina u Domu zdravlja
olavnog grada. Koristicemo standardne upitnike 1 testove za procjenu prisustva hroniénih oboljenja
[ krhkosti (detalino opisani u tekstu ispod). Cilj istrazivanja je uporediti populacije Velike Britanije i
Crne Gore u pogledu multimorbiditeta 1 statusa krhkosti, uzimajuci u obzir razlike u ckonomskom
frazvoju 1 ocekivanom trajanju zivota (80.7 godina u UK, 76.3 u Crnoj Gori) (24).
Lvidentiracemo 1 sljedece zdravstvene i demografske podatke: starost, pol, rasa, pusacki status,
findcks fjelesne mase, vrijednosti sistolnog 1 dijastolnog krvnog pritiska, vrijednost glukoze i
HbAIC. S obzirom na asociranost procesa hroni¢ne inflamacije i ubrzanog starenja,
evidentiracemo 1 vrijednosti C reaktivnog proteina (CRP) i sistemskog imunoinflamatornog
findcksa (SIT ="T" x N/L, gdje je broj trombocita (1), neutrofila (N) i limfocita (1.) po litru krvi (17,
bs).

Prijava za dobijanje odobrenja od nadlezne Ericke komisije je predata 11.04.2024. godine.

2. Formiranje baze pacijenata sa kvalitetnim fotografijama oénog dna

Fotografije o¢nog dna su sakupljene od ispitanika iz UK biobanke. Ova baza podataka sadr?i
zdravstvene 1 druge relevantne podatke za 500,000 ispitanika iz Velike Britanije, starosti izmedu 40
t 69 godina. Podaci su prikupljani od 2006. do 2010. godine u vise evaluacionih centara (4).
Prikupljanje podataka u okviru UK biobanke sprovedeno je u skladu s principima Helsinske
deklaracije 1 odobreno je od strane odgovarajuceg etickog odbora. Svi ucesnici su dali informisani
pristanak da ucestvuju u studiji. Podaci su globalno dostupni istrazivac¢ima u oblasti zdravlja uz
prethodno dobijanje odobrenja od UK biobanke. Na§ tim je u novembru 2022. godine dobio
dozvolu 1 nas inicijalni projekat je registrovan pod brojem 92804 (26).

Prikupljeno je 68,151 pari fotografija ocnog dna u boji, snimljenih koriséenjem TOPCON 3D
OCT 1000 Mk2 kamere sa vidnim poljem od 45°, centrirane da se obuhvate opticki disk i makula.
FFotografije su sacuvane u PNG formatu sa dimenzijama 2048 X 1536 piksela (27).

Planmamo  da  korisimo  fotografiju  jednog oka od svakog ispitanika. Fotografije
nezadovoljavajuceg kvaliteta ce biti iskljucene iz dalje analize. Kvalitet dijagnostickih retinalnih
fotografija se standardno procjenjuje na osnovu 3 kriterijuma: 1) treéa generacija grananja krvnih
sudova oko makule treba da bude vidljiva da bi se slika smatrala kvalitetnom, 2) fotografija ne
smije da sadrzi zone poremecéenog osvjetljenja ili boje, kao ni zamuéenja i zone slabog kontrasta,
3) makula treba da bude udaljena najmanje 2 opticka diska od ivice slike, a opticki disk i arkada
gornjih 1 donjih temporalnih krvnih sudova treba da budu vidljivi (28).

U prethodnim studijama u okviru UK biobanke izmedu 12 1 30% ispitanika nije imalo fotografije

bar jednog oka koje su ispunjavale kriterijume za dalju analizu, pa slican udio oé¢ekujemo i u nasem
2 ) punj ) ] ; ]

istrazivanju (20, 29).
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3. Odredivanje prisustva udruzZenih komorbiditeta starijeg Zivotnog doba i sindroma
krhkosti kod ispitanika iz UK biobanke identifikovanih u prethodnom koraku
Za sclektovane ucesnike sa kvalitetnim retinalnim fotografijama ¢e, u daljem toku, bit odreden
fenotip krhkosti 1 prisustvo oboljenja starijeg doba.
U studiju ¢e bit ukljucent:

—

ispitanici koji imaju fotografiju o¢nog dna bar jednog oka zadovoljavajuéeg kvaliteta
ispitanici sa anamnesticki prijavljenom makar jednom hroni¢nom boleséu

ispitanici bez anamnesticki prijavljenih prethodnih oboljenja (zdravi) za kontrolnu grupu i
trening algoritma

W I

4. ispitanici koji imaju dostupne sve podatke potrebne za procjenu fenotipa krhkosti

[z studije ée, bid iskljucent:
I. ispitanici koji nemaju kvalitetne fotografije oénog dna bar jednog oka
2. ispitanici koji nemaju sve podatke neophodne za procjenu fenotipa krhkosti

Ispitanici UK biobanke koii
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Slika 1. Proces selekcije ispitanika za ukljucenje u studiju

Ispitancima ¢e biti pridruzeni podaci o sljedecim hroniénim oboljenjima: hipertenzija, dijabetes,
koronarna bolest (istorfja infarkta miokarda il angine), 1stortja mozdanog udara, kancer, demencija
1 Parkinsonova bolest. Ispitanik ima hipertenziju ukoliko prijavljuje datu dijagnozu ili koriséenje
antihipertenzivnih ljekova ili ukoliko je tokom fizikalnog pregleda i1zmjeren sistolni pritisak
Z140mmHg, odnosno dijastolnt pritisak 290mmHg, Dijabetesom se smatra prijavljivanje
oboljenja ili upotrebe nekih od ljekova za Secernu bolest ili izmjerena vrijednost glikoziliranog
hemoglobina HbA1C u periodu od 3 mjeseca prije pregleda 26.5%. Ostala oboljenja (koronarna
bolest, istorija mozdanog udara, kancer, demencija i Parkinsonova bolest) ¢e biti pridruzena na
osnovu podataka referisanih u licnoj anamnezi kroz upitnik/intervju. Uzimade se u obzir tri
globalno najcesée maligne bolesti: karcinom dojke, debelog crijeva 1 pluéa kod Zena, odnosno
karcinom pluéa, prostate i debelog crijeva kod muskaraca (30).

Odabrana oboljenja su usko povezana sa starenjem. Takode, za sve njih (izuzev kancera) u velikoj
mjeri postoji ustanovljenja asociranost sa promjenama na oc¢nom dnu (9-11).
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Za procjenu sindroma krhkosti koristicemo Frajdin fenotip krhkosti koji podrazumijeva 5
komponenti (Tabela 1). Stavke Frajdinog skora prilagodili smo dostupnim podacima u UK
biobanci (18). Sve komponente su definisane kroz intervju, osim snage stiska $aka koja je mjerena
pomocu ruc¢nog dinamometra. Mjerenja su zabiljezena za desnu i lijevu ruku, a u analizi je
koriséena veca od ove dvije vrijednosti.

Gubitak tezine | Pitanje: ,Da je bilo promijene u tezini tokom posljednje godiner™
QOdgovor: , Da, izgubljena teZzina™ se smatra ispunjenim kriterijumom

Isciplienost Pitanje: "Koliko cesto ste se osjecali umorno ili bez energije u poslednjih dvije
nedjeljer"
Odgovor: Vise od pola dana ili gotovo svaki dan" se smatia ispunjenim
kriterijjumom

Brzina hoda Subjektivno referisan tempo hodanja

Odgovor: , Spor tempo” se smatra ispunjenim kriterijumom

Fizicka aktivnost | Pitanje o vrsti i ucestalosti fizicke aktivnosti tokom posljednje cetiri nedjelje
Odgovor: ,Bez aktivnosti ili lagana aktivnost jednom nedjeljno™ se smatra
ispunjenim kdterjjumom

Slabost Niska snaga stiska ruke, koristeci cut-off vrijednosti prilagodene polu i indeksu
tjelesne mase

Tabela 1. Kriterjumi za procjenu fenotipa kihkosti kod ispitanika u bazi UK biobanke

I pacijentima iz Velike Britanije bice dodatno evidentirani ist zdravstveni 1 demografski podaci kao
i pacijentima iz Crne Gore.

3. Automatska analiza slika o¢nog dna koriSCenjem algoritma koji je generisan
upotrebom vjeStacke inteligencije u cilju procjene bioloske starosti i identifikacije
pacijenata sa ubrzanim starenjem

Inzenjerski tim naucnoistrazivackog projekta AI-AGE ¢e generisati algoritam za procjenu starosti
na osnovu fotografija oénog dna upotrebom vjestacke inteligencije. S obzirom da, prema
definiciji, kod normalnog starenja bioloska dob treba da korelira sa hronoloskom dobi, algoritam
¢e biti treniran na slikama zdravih ispitanika. U planu je da 80% retinalnih fotografija tog skupa
bude koristeno za treniranje algoritma, a 20% za njegovu validactju. Setovi koji ¢e biti
upotrijebljeni za treniranje odnosno validaciju bi¢e nasumi¢no odabrani. Da bi smo imali uvid na
osnovu kojih regiona ili karakteristika retine algoritam donosi odluku biée izradene 1 takozvane
»mape znacajnosti',

Potom, ¢e konstrusani algoritam biti koristen za procjenu bioloske starosti ispitanika ukljuc¢enih u
nasu studiju 1 identifikaciju onth koji ispoljavalju ubrzano starenje.

4. StatistiCka obrada podataka
Procjena velic¢ine uzorka ée biti zasnovana na veli¢ini uzorka koji je koridcen u studijama slicnom
problematikom  (20,29). Za poredenje srednjih  vrijednosti demografskih 1 zdravstvenih
karakteristika crnogorske 1 UK populacije bi¢e koriséen ‘T-test za kontinuirane, a Chi-square test
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za kategoricke varjiable koje imaju normalnu distribuciju. Medijan i neparametrijski testovi ée biti
korisc¢eni za varijable koje nemaju normalnu distribuciju. Specifi¢nost i senzitivnost nove metode
za  procjenu  bioloske starosti ispitanika bi¢e odredene upotrebom Receiver Operator
Characteristic (ROC) analize. Zavisnost izmedu multimorbiditeta i bioloske starosti, kao i
sindroma fragilnosti i bioloske starosti bice analizirana pomocu Analysis of Variance (ANOVA),
testova linearne regresije. Rezultati sa p<0.05 Ce se smatrati statisticki znacajnim.

Ocekivani nauéni doptinos

Procjena prevalence mutimorbiditeta 1 sindroma krhkosti kod stanovnika Crne Gore starosti
40-69 godina.

Identifikactja retine kao novog, neinvazivnog markera bioloske starosti, mulumorbiditeta 1
sindroma krhkosti.

Rana detekeija ubrzanog starenja i uvodenje geroprotektivnih intervencija.
Lako izvodljiv skrining sindroma krhkosti 1 multimorbiditeta moze pomodéi u prognozi ili
donosenju terapijskih odluka u medicini.

Identifikacija potencijalno novih morfoloskih struktura retina relevantnih za procjenu bioloske
starosti.
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