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FRAKTALNA I TEKSTURALNA ANALIZA STRUKTURNE
KOMPLEKSNOSTI NUKLEUSNOG HROMATINA U
POSTNATALNOM RAZVOJU I STAREN]JU

REZIME

Prethodne studije su utvrdile da tokom starenja veliki broj
bioloSkih struktura kao Sto su tkiva i organi gubi svoju kompleksnost i
da takav gubitak vodi smanjenoj sposobnosti adaptacije na fizioloski
stres. Medutim, za sada nema podataka da li se slicne strukturne
promene deSavaju na individualnim c¢elijama i njihovom genetskom
materijalu.

Strukturna kompleksnost se moZe kvantifikovati na nekoliko
nacina. SkorasSnje studije su utvrdile da hromatin, kao i mnoge druge
bioloSke strukture u svojoj morfologiji ispoljavaju karakteristike
fraktala. Koncept fraktala se u osnovi bazira na principu samosli¢nosti,
odnosno na cinjenici da manji delovi nekog fizickog ili bioloSkog
sistema nalikuju sistemu kao celini. Kompleksnost fraktalnih struktura
se moZe meriti odredivanjem fraktalne dimenzije i lakunarnosti kao dva
najznacajnija parametra fraktalne analize. Kao dodatak fraktalnoj
analizi, danas se cCesto koristi i teksturalna analiza uz pomo¢ koje se
mogu odrediti parametri teksturalne heterogenosti i neuredenosti
bioloSke strukture kao Sto je entropija. U naSoj studiji, na miSijem
eksperimentalnom modelu, ispitivane su starosne promene u
strukturnoj kompleksnosti nukleusnog hromatina na ukupno 10

¢elijskih populacija u timusu, slezini, bubregu i jetri. Takode su opisane



promene u kompleksnosti nukleusne strukture na kulturi ¢elija nakon
indukcije DNK oStec¢enja UV zracenjem.

IstraZivanje je obavljeno na 80 miSeva musSkog pola, poreklom iz
Vivarijuma za eksperimentalne Zivotinje Instituta za Medicinsku
fiziologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu. Pilot istraZivanje je
obavljeno na grupi od 16 miSeva u kojoj je prva Zivotinja bila
novorodena, a svaka sledeéa Zivotinja je bila 30 dana starija od
prethodne (najstarija Zivotinja je bila stara 450 dana). Glavni deo
istrazivanja na eksperimentalnim Zivotinjama je sproveden na ukupno
64 Zivotinje podeljene u 8 starosnih grupa (n=8): 0, 10, 20, 30, 120,
210, 3001 390 dana.

Eksperimentalni protokol je dizajniran po sledecoj proceduri:
merenje telesne mase, Zrtvovanje Zivotinja cervikalnom dislokacijom,
ekstirpacija timusa, slezine, bubrega i jetre, fiksiranje u Carnoy
fiksativu, kalupljenje u Paraplastu, pravljenje isetaka debljine 5 pm.
[se¢ci tkiva sva Ccetiri organa su potom obojeni tehnikama
Hematoksilin/Eozin i Toluidin plavo. Tkivo slezine i timusa je dodatno
obojeno Gimza metodom, a tkivo bubrega Azo carmine aniline blue
(AZAN) metodom.

Nakon bojenja, pristupilo se pravljenju digitalnih mikrografa
tkiva uz pomo¢ Olympus C-5060 Wide Zoom kamere postavljene na
Olympus BX41 svetlosni mikroskop (uvelicanje 1000x, imerzioni
objektiv 100x). Digitalni mikrografi tkiva su napravljeni i obradeni po
uzoru na naSu prethodnu studiju (Pantic & Pantic, 2012). Za svako
ispitivano tkivo, uz pomo¢ specijalnog softvera Image] Nacionalnog
instituta za zdravlje (SAD) i specijalnih integrisanih podprograma
odredena je srednja vrednost fraktalne dimenzije, lakunarnosti,
entropije, varijanse, angularnog drugog momenta, teksturalnog

kontrasta, teksturalne korelacije i inverznog momenta razlike.



Za merenje strukturne kompleksnosti hromatina koriS¢ene su
sledece celijske populacije obojene hematoksilin/eozin tehnikom: u
timusu kortikalni i medularni timociti i stromalne celije; u slezini
limfociti folikula, i eritroidne prekurzorske C¢elije subkapsularnog
hematopoeznog tkiva; u jetri hepatociti; u bubregu ¢elije proksimalnih i
distalnih tubula, c¢elije sabirnih kanali¢a kao i ¢elije macule dense.
Analiza pojedinac¢nih jedara je obavljena po uzoru na slican protokol
opisan u nasSim prethodnim studijama (Pantic et al. 2012a, Pantic et al.
2012b).

U in vitro delu studije ¢elije linije U251 su tretirane UVB zracima
talasne duzine 312 nm u ukupnom trajanju od 15 minuta. Uzorak od 32
individualne (¢elije (vezani uzorak) je pracen kroz 12 vremenskih
tacaka: pre UV tretmana, odmah nakon UV tretmana, kao i 30min, 1h,
1.5h, 2h, 2.5h, 3h, 3.5h, 4h, 4.5h i 5h nakon tretmana. Prva vremenska
tacka (neposredno pre UV tretmana) predstavljala je kontrolu. Uz
pomo¢ Image] softvera za svaku celiju i njeno jedro u svakoj
vremenskoj tacki odredena je vrednost fraktalne dimenzije,
lakunarnosti, entropije, angularnog drugog momenta, teksturalnog
kontrasta, teksturalne korelacije, varijanse i inverznog momenta

razlike, u skladu sa gore navedenim tekstom.

Rezultati naSe studije su ukazali da se fraktalna kompleksnost
nukleusnog hromatina smanjuje u postnatalnom razvoju i starenju u
Celijskim populacijama kortikalnih i medularnih limfocita timusa,
epitelnih ¢elija proksimalnih tubula bubrega, ¢elija makule denze, kao i
u hepatocitima u jetri. Neuredenost nukleusnog hromatina eritroidnih
prekurzorskih  ¢elija  hematopoeznog  tkiva slezine, merena
teksturalnom entropijom, se povecava sa starenjem. U postnatalnom
razvoju i starenju je takode detektovano Znacajno smanjenje fraktalne

kompleknosti tkivne arhitekture merene fraktalnom dimenzijom u



korteksu i meduli timusa, korteksu i meduli bubrega, hematopoeznom
tkivu slezine i lobulusima jetre. Fraktalna dimenzija tkivne arhitekture
je statisticki znacajno korelirala sa hromatinskom fraktalnom
dimenzijom u vecini ispitivanih tkiva, odnosno ¢elijskih populacija.
Nakon indukcije DNK oStec¢enja in vitro, u ¢elijskoj kulturi, doslo je do
znacCajnog smanjenja i celularne fraktalne dimenzije i hromatinske
lakunarnosti. Ovi nalazi ukazuju da unutras$nji (intrinsic) faktori
asocirani sa starenjem celije, kao Sto su akumulacija DNK oStecenja i
promene u epigenetskoj regulaciji hromatina imaju znacajnu ulogu u

starenju ispitivanih ¢elijskih populacija, odnosno tkiva.

Kljuc¢ne reci: Kompleksnost, Fraktal, Lakunarnost, Starenje, Entropija

Naucna oblast: Medicina
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UDK broj:



FRACTAL AND TEXTURAL ANALYSIS OF NUCLEAR
CHROMATIN STRUCTURAL COMPLEXITY IN
POSTNATAL DEVELOPMENT AND AGING

ABSTRACT

Previous studies have found that during aging a large number of
biological structures such as tissues and organs loses its complexity
and that such loss leads to reduced ability to adapt to physiological
stress. However, so far there is no information on whether similar
structural changes occur in individual cells and their genetic material.

Structural complexity can be quantified in several ways. Recent
studies have determined that the chromatin, as well as many other
biological structures exhibit fractal characteristics in their morphology.
The concept of fractals is based on the principle of self-similarity, or
the fact that the lower parts of a physical or biological system resemble
the system as a whole. The complexity of fractal structures can be
measured by determining the fractal dimension and lacunarity as the
two most important parameters of fractal analysis. In addition to the
fractal analysis, textural analysis as a method is also frequently used.
Textural analysis can determine the parameters of textural
heterogeneity and disorganization (i.e. entropy) of biological
structures. In our study, on the mouse experimental model, we studied
age-related changes in chromatin structural complexity in the total of
10 cell populations in the thymus, spleen, kidney and liver. Also, we
described changes in the complexity of the nuclear structure in a cell

culture after the induction of DNA damage by UV radiation.



The study was conducted on 80 male mice, originating from the
experimental animal vivarium of the Institute of Medical Physiology,
Faculty of Medicine, Belgrade. The pilot study was conducted on a
group of 16 mice in which the first animal was a newborn, and each of
the following animals was 30 days older than the previous one (the
oldest animals were 450 days old). The main part of the study in
laboratory animals, was conducted on a total of 64 animals which were
divided into 8 age groups (n = 8): 0, 10, 20, 30, 120, 210, 300 and 390
days old.

The experimental protocol was designed according to the
following procedure: measurement of body mass, sacrifice by cervical
dislocation, extirpation of the thymus, spleen, kidney and liver, fixation
in Carnoy fixative, embedding in Paraplast, making of slices of
thickness 5 microns. Slices of all four organs were then stained by
hematoxylin / eosin and toluidine blue technique. Spleen and thymus
was further stained by Gimza technique and kidney tissue with Azo
carmine aniline blue (AZAN) method.

After staining, we made digital micrographs of the tissues using
the Olympus C-5060 Wide Zoom camera mounted on Olympus BX41
light microscope (1000x magnification, 100x immersion lens). Digital
micrographs of tissue were made and processed similarly to our
previous study (Pantic & Pantic, 2012). For all examined tissues, with
the help of special software Image] of the National Institutes of Health
(USA) and integrated plugins, we determined the mean value of fractal
dimension, lacunarity, entropy, variance, angular second moment,
textural contrast, textural correlation and inverse difference moment.
We measured the structural complexity of chromatin in the following
cell populations stained with hematoxylin / eosin technique: in thymus

cortical and medullar lymphocytes and stromal cells; spleen follicular



lymphocytes, and spleen erythroid precursor cells of the subcapsulary
haematopoietic tissue; hepatocytes in the liver; kidney cells of proximal
and distal tubules , collecting duct cells as well as macula densa cells.
Analysis of individual nuclei was performed on the model of a similar
protocol described in our previous studies (Pantic et al. 2012a, Pantic
et al. 2012b).

In the in vitro part of the study, cell line U251 was treated with
UVB rays of wavelength 312 nm with a total duration of 15 minutes. A
sample of 32 individual cells (paired sample) was monitored in 12 time
points: before UV treatment, immediately after UV treatment, and
30min, 1h, 1.5h, 2h, 2.5h, 3h, 3.5h, 4h, 4.5h and 5h after the treatment.
The first time point (immediately before UV treatment) was the control.
With the help of Image] software for each cell and its nucleus at each
time point the following parameters were determined: fractal
dimension, lakunarnosti, entropy, angular second moment, textural
contrasts, textural correlation, variance and inverse difference moment,
in accordance with the above text.

The results of our study indicate that the fractal complexity of
nuclear chromatin decreases in postnatal development and aging in the
cell populations of cortical and medullar thymic lymphocytes, epithelial
cells of the proximal renal tubules, macula densa cells and in
hepatocytes in the liver. Disorder of nuclear chromatin in spleen
erythroid precursor cells, measured by textural entropy increased with
age. In postnatal development and aging significant reduction of tissue
architecture complexity (measured by fractal dimension) was detected
in the cortex and medulla of thymus, the cortex and medulla of the
kidney, spleen hematopoietic tissue and liver lobuluses. The fractal
dimension of tissue architecture was significantly correlated with the

fractal dimension of chromatin in most examined tissues, and cell



populations. After the induction of DNA damage in vitro, in cell culture,
there was a significant decrease in cellular fractal dimension and
chromatin lacunarity. These findings indicate that the intrinsic factors
associated with the aging of cells, such as the accumulation of DNA
damage and changes in the epigenetic regulation of chromatin play an
important role in the aging of the investigated cell populations and

tissues.

Key words: Complexity, Fractal, Lacunarity, Ageing, Entropy
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Special topic: Molecular medicine
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1.U0VOD

1.1. Kompleksnost hromatina i metode za njenu kvantifikaciju

BioloSke strukture kao Sto je nukleusni hromatin se odlikuju
odredenim stepenom strukturne kompleksnosti. Strukturna
kompleksnost nukleusnog hromatina je vaZzan pokazatelj o¢uvanosti i
nivoa njegove organizacije. U procesima tokom kojih je distribucija
euhromatina i heterohromatina narusena, hromatinska kompleksnost se
menja. Tipi¢an primer ovakvog procesa je apoptoza, tokom c¢ije rane
faze dolazi do kondenzacije i marginalizacije hromatina, S$to se
manifestuje kroz smanjenu kompleksnost (Losa & Casteli, 2005; Pantic

et al. 2012b).

Tokom poslednjih nekoliko godina, primeceno je da hromatin kao
biolosSki i biofizicki sistem poseduje tzv. fraktalne karakterisitike
(Lebedev et al. 2005; Bancaud et al. 2009; Mirny, 2011). Koncept
fraktala se u osnovi bazira na principu samosli¢nosti (engl. self-
similarity), odnosno na c¢injenici da manji delovi nekog fizi¢ckog ili
bioloSkog sistema nalikuju sistemu kao celini. Fraktalna priroda
hromatina je potvrdena na osnovu karakteristicne, nenasumicne
distribucije pojedinih nanomaterijala u ¢elijskom jedru, kao i na osnovu
specificnosti u kinetici pojedinih hromatin-vezujuc¢ih proteina (McNally
& Mazza, 2010). Takode je demonstrirano da su fraktalne osobine
euhromatina izraZzene u znatno vec¢oj meri nego kod heterohromatina,
Sto ukazuje na potencijalni znacaj fraktalne analize u proceni
transkripcione aktivnosti jedra kao celine (Bancaud et al. 2009;

McNally & Mazza, 2010).



U biolosSkim i medicinskim naukama, postoji nekoliko nacina za
kvantifikovanje strukturne kompleksnosti. One bioloSke strukture koje
u svojoj morfologiji ispoljavaju karakteristike fraktala mogu se
analizirati odredivanjem fraktalne dimenzije i lakunarnosti. Ove dve
velicine u biologiji i medicini se koriste za objektivno vrednovanje,
opisivanje i klasifikaciju raznih struktura i pojava koji ne podleZu
pravilima Euklidske geometrije i do sada su uspeSno primenjene u
raznim medicinskim granama (Burgos, 1996; Roy et al. 2004; Moal et al.
2006; Randall et al. 2006; Borys et al. 2008; Gilmore et al. 2009; Ferro
et al. 2011; Landini et al. 2011). Smanjenje fraktalne dimenzije
bioloSkih struktura kao Sto je nukleusni hromatin u pojedinim stanjima

je pokazatelj gubitka kompleksnosti.

Druga metoda koja se danas cesto koristi kao dodatak fraktalnoj
analizi za procenu kompleksnosti bioloSkih struktura je teksturalna
analiza upotrebom GLCM (Grey level co-occurrence matrix) tehnike
(Losa & Casteli, 2005; Park et al. 2011; Pantic et al. 2012b, Pantic &
Pantic, 2012). Ova metoda omogucava kvantifikaciju teksturalnih
karakteristika posmatranog bioloSkog sistema kao Sto je stepen
homogenosti i neuredenosti (entropije). U fundamentalnim
medicinskim naukama, GLCM metodom se najc¢eS¢e analiziraju digitalni
mikrografa tkiva, odnosno ¢elijskih elemenata, a naj¢es¢i parametri koji
se na ovaj nacin odreduju su GLCM entropija, GLCM varijansa, angularni
drugi momenat (Angular second moment), teksturalni kontrast,
teksturalna korelacija, i inverzni momenat razlike (inverse difference
moment). Ove veli¢ine se dobijaju primenom statistike drugog reda na
distribuciju (matriks) vrednosti rezolucionih jedinica u digitalnim

mikrografima. Dok fraktalna dimenzija u osnovi daje ocenu o tome da li
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se kompleksnost povecava ili smanjuje, GLCM parametri odgovaraju na
pitanje da li je detektovana promena kompleksnosti bioloSke strukture

posledica promena u teksturi (Losa & Casteli, 2005; Park et al. 2011).

Nukleusni hromatin se sastoji od molekula DNK i proteina vezanih
za njih. Posmatran pomoc¢u konvencionalne svetlosne mikrokopije
hromatin se ispoljava kao mozaik isprepletanih tamnih i svetlih polja u
nukleusu interfazne ¢celije <¢ine¢i dva tipa hromatina: visoko
kondenzovanog tipa zvanog heterohromatin, i manje kondenzovanog,
zvanog euhromatin (Losa & Casteli, 2005; Vido et al. 2011; Ferro et al.
2011; Choi et al. 2012; Riddle et al; 2012).

Smatra se da nekoliko faktora uocljivih  svetlosnom
mikroskopijom mozZe uticati na sveukupnu kompleksnost hromatina.
Kondenzacija hromatina u osnovi predstavlja stepen izuvijanosti
hromatinske strukture. On se menja normalno tokom celijskog ciklusa,
tako da na pocetku mitoze celije (profazi), kondenzacija hromatina je
na viSem nivou nego tokom perioda kad se celija ne deli (interfaza).
Takode, jedan od prvih fenomena koji se deSavaju u ranom stadijumu
apoptoze predstavlja upravo kondenzacija hromatina. U mnogim
sluSajevima kondenzacija je svojevrsna priprema genetskog materijala

za kasniju fragmentaciju DNK tokom apoptoze.

Distribucija, 1ili topografski raspored euhromatina odnosno
heterohromatina u jedru cCelije je takode vaZzan faktor koji moZe uticati
na fraktalne i teksturalne karakteristike ¢elije (Vido et al. 2011; Ferro
et al. 2011). Hromatin koji u nukleusnoj strukturi ima ravnomernu
distribuciju, odnosno nizak stepen heterogenosti, e imati manju
vrednost teksturalne neuredenosti (entropije) od hromatina sa
nepravilnom distribucijom. Nukleusna struktura u kojoj postoje polja

bez prisustva vidljivog hromatina (lakune) ¢e imati vece vrednosti
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pojedinih parametara strukturne kompleksnosti, kao S$to je npr.

lakunarnost (Pantic et al. 2012d).

Tipi¢an primer procesa u kome dolazi do menjanja hromatinske
distribucije je marginalizacija hromatina koja se kao i kondenzacija
deSava u ranim stadijumima apoptoze, ali i mnogim drugim patoloSkim
stanjima kao Sto je npr. infekcija pojedinim virusima (Strang et al.
2012). U naSoj prethodnoj studiji, sugerirali smo da bi odredeni
parametri nukleusne teksturalne analize poput entropije, angularnog
drugog momenta i inverznog momenta razlike, mogli biti u vezi sa

marginalizacijom hromatina u ranoj apoptozi (Pantic et al. 2012b).

1.2. Promene kompleksnosti bioloskih struktura u starenju

Nekoliko studija je do sada utvrdilo da tokom starenja veliki broj
tkiva i organa kao celine gubi svoju kompleksnost i da takav gubitak
vodi smanjenoj sposobnosti adaptacije na fizioloSki stres (Lipsitz &
Goldberger, 1992; Goldberger et al. 2002; Lipsitz, 2004; Zhang et al.
2007; Shamir et al. 2009). Gubitak kompleksnosti je u vecini slucajeva
dokazan smanjenim vrednostima fraktalne dimenzije tkiva, odnosno
organa. Kad je u pitanju GLCM analiza, Shamir i saradnici (2009) su na
animalnom modelu nasSli da se entropija tkiva povecava tokom
postnatalnog razvoja i starenja, Sto se takode moZe tumaciti kroz

smanjenje tkivne komleksnosti.

Sve dosadasSnje studije koje su ispitivale uticaj starenja na
strukturnu kompleksnost su se fokusirale na kompleksnost tkiva kao

celine (Lipsitz & Goldberger, 1992; Goldberger et al. 2002; Lipsitz,



2004; Zhang et al. 2007; Shamir et al. 2009). Na ovaj nacin su
prevashodno ispitivani spoljni (extrinsic) faktori koji dovode do
smanjene funkcije tkiva tokom starenja kao Sto su poremecaji u
meducelijskoj komunikaciji i citoarhitektonici. Sa druge strane, uloga
unutras$njih (intrinsic) faktora, kao Sto je akumulacija DNK oStec¢enja u
jedru celije, kao i razni epigenetski cinioci (poremecaj regulacije
organizacije hromatina) tokom starenja je za veliki broj tkiva i dalje

nepoznata.

Postoji nekoliko eksperimentalnih modela za ispitivanje starenja
na pojedinacnim Cc¢elijskim strukturama. U in vitro studijama na
¢elijskim kulturama, cesto se koristi model tzv. indukovanog starenja, u
kome se pomoc¢u ultraljubicastog zracenja (tzv. photoaging) na
izolovanim c¢elijama izazivaju promene karakteristicne za starenje,
poput akumulacije DNK oStecenja, i aktivacije mehanizama DNK
popravke (Almagor & Cole, 1989; Nystrom & Osiewacz, 2004; Rochette
& Brash, 2010; Mund et al. 2012). Na ovaj nacin u relativno kratkom
vremenskom periodu (nekoliko Casova), moZemo pomocu svetlosne
mikroskopije posmatrati morfoloSke promene na izolovanim ¢elijma i
njihovim jedrima. U studijama na oglednim Zivotinjama, postoje dva
potencijalna pristupa za ispitivanje uticaja starenja na Celije, odnosno
tkiva. Prvi nacCin podrazumeva formiranje razli¢itih starosnih grupa i
ispitivanje da li postoji statisticki znacajna razlika izmedu grupa u
ispitivanom parametru. Drugi pristup bi bio formiranje jedne grupe u
kojoj su Zivotinje razli¢ite Zivotne dobi sa ciljem da se ispitivanja da li
postoji statisticki znacajna povezanost (korelacija) izmedu starosti i
testiranog parametra. U ovom radu, opredelili smo se za kombinaciju
modela starenja na eksperimentalnoj Zivotinji (mis$), i in vitro modela

UV-indukovanog starenja na ¢elijskoj kulturi.



U naSoj skoras$njoj studiji (Pantic et al. 2012b) smo pokazali da su
odredeni GLCM parametri hromatina limfocita u germinativnim
centrima slezine potencijalno vazni pokazatelji finih ultrastrukturnih
promena koje se deSavaju tokom kondenzacije i marginalizacije
hromatina u ranoj apoptozi. Detektovana je statisticki znacajna
korelacija izmedu entropije, angularnog drugog momenta i inverznog
momenta razlike sa jedne strane i konvencionalnih parametara velicine
i oblika jedra sa druge strane. Ovo je ukazalo na znac¢aj GLCM kao
metode u detekciji diskretnih promena u kompleksnosti hromatina
tokom procesa umiranja celije, koje je nemoguce uociti standardnom

svetlosnom mikroskopijom (Pantic et al. 2012b).

U naSoj drugoj studiji (Pantic & Pantic, 2012) smo pokazali da je
teksturalna entropija validan i senzitivan indikator neuredenosti tkiva
germinativnog centra slezine kao mere strukturne degradacije nakon
pokretanja imunskog odgovora. Na osnovu rezultata ove studije
zakljucili smo da je GLCM metoda primenljiva ne samo za analizu
pojedinacnih ¢elijskih struktura (hromatin), ve¢ i za analizu starosno-
zavisne strukturne degradacije tkiva kao celine, Sto je u skladu sa

nalazima drugih autora (Shamir et al. 2009).

1.3. Strukturne promene u tkivima i organima tokom starenja

Procesi koji karakteriSu fizioloSko starenje u Sirem smislu,
pocinju ve¢ od samog pocetka individualnog Zivota, od samog zacCeca. U
toku cCelijskih diferencijacija od nediferentovanih ¢elija nastaju
progresivno starije cCelije koje na kraju, ispoljavaju¢i degenerativne
promene, zavrS$avaju svoj zZivotni vek (Lata & Walia 2007). Razlikuju se
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dve faze starenja. U prvoj fazi organizam raste i napreduje i
kvantitativno i kvalitativno, i poSto se izvesno vreme odrZava
maksimum vitalnosti, organizam u drugoj fazi slabi i propada. Ponekad
se starenjem naziva samo druga faza (Lata & Walia 2007), medutim,
granicu izmedju ove dve faze teSko je odrediti. U ovom radu se
izuc¢avaju strukturne promene nukleusnog hromatina u postnatalnom

razvoju, zreloj dobi, i u periodu normalnog starenja u uZem smislu.

U toku normalnog starenja nastaju brojne promene u organizmu
koje treba razlikovati od bolesti. FizioloSko ili normalno starenje
dovodi do smanjenja sposobnosti adaptacije organizma koji kao
posledica toga postaje osetljiviji na povrede i infekcije, i smanjuje
sposobnost homeostaze i regulacije funkcionalnih sistema. Iako
promene fizioloSkog starenja nastaju kod svih jedinki, postoje
individualne, sistemske i organske razlike u brzini tih promena a vazno
je naglasiti i to da brzina tih promena moZe biti modifikovana. (Reed et

al 1998; Kuzumaki et al. 2010).

Poznato je da u ljudskom organizmu, kao i kod eksperimentalnih
animalnih modela, limfoidni organi, kao i tkiva direktno vezana za
funkcionisanje imunskog sistema kao npr. hematopoezno tkivo, imaju
drugaciju dinamiku starenja nego Sto je to slucaj sa ostalim tkivima i
organima. Imunski sistem u postnatalnom razvoju sazreva relativno
brzo, a u adultnoj Zivotnoj dobi mnoga tkiva imunskog sistema podleZu
atroficnim promenama (Reed et al. 1998; Appay et al. 2010; Cesta et al.
2006).

Starosne promene u imunskom sistemu povecavaju osetljivost
prema infekcijama, tumorima i imunskim bolestima (Reed et al. 1998).
Ovo se deSava kao posledica nekoliko fenomena. Prvo, sa starenjem se

smanjuje proizvodnja i broj funkcionalnih limfocita, kao i njihova
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sposobnost da dovedu do adekvatnog sekundarnog imunskog odgovora
na antigen. Drugo, funkcionisanje c¢elija urodene imunosti kao Sto su
neutrofilni granulociti ili NK celije, je takode smanjeno sa starenjem. U
starijih osoba, u poredenju sa mladom populacijom, verovatnoca
nastanka smrtnog ishoda je 3 puta vec¢a kod pneumonije ili sepse, 3 do
5 puta veca kod urinarnih infekcija, i 15 do 20 puta veéa kod

apendicitisa (Reed et al. 1998).

Involucija timusa pocinje posle adolescencije a nivo timusnih
hormona vaznih za razvoj leukocita se smanjuje posle 30. godine Zivota
Zivota (Appay et al. 2010). Formiranje T - limfocita u humanom timusu
posle puberteta se znacCajno smanjuje Sto korelira sa smanjenim
odgovorom imunskog sistema na antigene (merenog koZnim testovima).
U ranom adultnom stadijumu Zivota, funkcionalni parenhim timusa se
ubrzano zamenjuje fibroznim vezivnim tkivom Sto se jasno moZe uociti
svetlosnom mikroskopijom. U drugoj polovini adultnog Zivota timus je
skoro u potpunosti zahvacen atroficnim promenama, a timusni hormoni
se ne mogu detektovati u krvi. Sli¢cno ljudskom organizmu, i u
animalnim eksperimentalnim modelima kao $to su mis$ i pacov, u timusu
dolazi do involucije i atrofije. Kod starijih Zivotinja (npr. kod miseva
starijih od godinu dana), ovi procesi su toliko izrazeni da je ponekad
teSko tokom eksperimenta uraditi adekvatnu ekstirpaciju i histoloSku

analizu (Appay et al. 2010; Gui et al. 2012; den Braber et al. 2012).

Slezina kao sekundarni limfoidni organ sa starenjem takode
podleze strukturnim i funkcionalnim promenama koje imaju sporiju
dinamiku nego kod timusa. Kod laboratorijskih Zivotinja kao S$to je
pacov, razvoj slezine dostiZe vrhunac u pubertetu a zatim nastaje
postepena involucija. U delu bele pulpe slezine koja je lokalizovana u

okolini arterijskih krvnih sudova, odnosno PALS-u (periarterial
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lymphatic sheaths) postoji tendencija smanjenja broj limfocita, a ovo
smanjenje iznosi ¢ak 80% izmedu 4-g i 30-og meseca. Kod starijih
glodara u slezini takode postoji znacajno manji broj sekundarnih
folikula sa germinativnim centrima S$to utiCe na intenzitet humoralnog
imunskog odgovora na strani antigen i druge funkcije B-limfocita (Cesta

et al. 2006).

Kao i organi imunskog sistema, i drugi parenhimatozni organi
trpe morfoloSke i funkcionalne promene tokom starenja. Razlika je u
tome Sto ove promene nastaju sporije, dok postnatalni razvoj traje
duze. Tipicni primeri dinamike starenja u nelimfoidnim
parenhimatoznim organima su promene koje se deSavaju u bubregu i
jetri (Beck et al. 2000; Reed al. 1998; Anantharaju et al. 2002; Liska et
al. 2012).

U zZivotnoj dobi od sredine cetrdesetih godina kod vecine osoba
renalna funkcija se smanjuje (Beck et al. 2000). Iako je kapacitet
bubrega da stvara i koncentriSe urin viSe nego dovoljan u normalnim
uslovima, protok krvi kroz bubrege se smanjuje tempom od oko deset
procenata po dekadi. Sa starenjem bubrezi gube cetvrtinu do trecine
svoje mase zbog smanjenja broja i velicine nefrona. Od 80. godine
Zivota, ukupan broj nefrona opada za 30% do 40%, a joS 30% moZe biti
skleroti¢no i nefunkcionalno (Beck et al. 2000). Hormonska regulacija
odrzavanja volumena telesnih tecnosti i konzervacije natrijuma se
smanjuju tako da se znatno povecfava verovanoca nastanka
dehidratacije u patoloSkim uslovima, a bubrezi postaju manje efikasni u

koncentaciji urina i eliminaciji toksi¢nih materija.

Treba imati u vidu starosne promene u bubregu tokom najveceg

dela adultnog Zivota nemaju veliki klinicki znacaj, s obzirom na to da



bubreg raspolaze velikom funkcionalnom rezervom nefrona koja moZe
kompenzovati bilo kakvo starosno-zavisno smanjenje glomerulske
filtracije, protoka krvi kroz bubreg, odnosno velic¢inu klirensa toksina i
metabolita. Medutim, kod jednog procenta starih osoba (posle 70.
godine Zivota), ove promene mogu uticati na progresiju i prognozu
pojedinih bolesti, kao i na uspeSnost terapije (Reed al. 1998; Beck et al.
2000).

Primer parenhimatoznog organa u kome morfoloSke i
funkcionalne promene vezane za starenje nisu izraZene u velikoj meri je
jetra. Jetrin parenhim ima veliku sposobnost regeneracije delom
zahvaljuju¢i prisustvu matic¢nih ¢elija na periferiji hepati¢nih lobulusa,
a takode i zbog specificne retikularne potke koja usmerava deobu i
diferencijaciju ovih ¢elija u funkcionalne hepatocite (Anantharaju et al.

2002; Reed et al. 1998).

Morfoloske i funkcionalne promene u tkivu jetre tokom starenja
ispoljavaju se kao smanjenje volumena i mase jetre, smanjen protok
krvi, smanjen klirens nekih lekova. Takode, regenerativni potencijal
hepatocita opada u odredenoj meri, ali klini¢ki znacaj ovih promena je i

dalje nepoznat (Anantharaju et al. 2002; Reed et al. 1998).

Sa druge strane, integritet mitohondrija i enzimaska aktivnost
hepatocita ostaju uglavnom nepromenjeni tokom starenja. Isto vazi i za
koncentracije klju¢nih intrahepatocitnih enzima u krvi kao $to su alanin
aminotransferaza i aspartat aminotransferaza koji su istovremeno
indikatori hepati¢nog oStecenja. Takode, iako klirens odredenih lekova
koji se izlucuju putem Zuci sa starenjem moze biti smanjen, to ne utice
na jetrinu sveukupnu sposobnost detoksikacije (Anantharaju et al.

2002; Reed et al. 1998).
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U naSoj studiji, opredelili smo se za ispitivnje starosnih promena
u strukturnoj kompleksnosti ¢elija i tkiva na dva limfoidna organa -
timusu i slezini, i dve nelimfoidna organa - bubregu i jetri. Kao Sto je
gore navedeno, poznato je da se u ovim organima deSavaju znacajne
promene u morfologiji i funkciji tokom postnatalnog razvoja i starenja,
kao i da se dinamika javljanja ovih promena i odredene specificnosti u
histoloskoj slici znatno razlikuju. U poredenju sa drugim organima,
timus (kao primarni limfaticki organ) veoma rano podleZe smanjenju
funkcionalnog kapaciteta uz karakteristicne morfoloSke promene koje
se ogledaju kroz zamenu funkcionalnog parenhima vezivnim tkivom, $to
dovodi do atrofije. Slezina, sa druge strane, kao sekundarni limfoidni
organ se odlikuje znatno manjim i Kkasnijim gubitkom tkivne
organizacije i funkcije. Jetra se slicno slezini tokom starenja uspesSno
odupire uticaju Stetnih endogenih i egzogenih ¢inilaca, jednim delom
zahvaljuju¢i visokoj sposobnosti regeneracije hepatocita (Liska et al.
2012). Bubreg tokom starenja pokazuje odredene specifi¢nosti koje se
pored ostalog ogledaju u progresivnom gubitku funkcionalnih jedinica-
nefrona. Bez obzira na specificnosti morfoloskih promena tokom
starenja u pojedinim organima, drugi autori su ukazali da se ove
promene ispoljavaju kroz gubitak kompleksnosti tkiva i organa u celini,
dok efekti starenja na kompleksnost individualnih celija i
intracelularnih struktura ostaju nepoznanica (Lipsitz & Goldberger,

1992; Lipsitz, 2004; Zhang et al. 2007; Shamir et al. 2009).
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1.4. Uzroci starenja

[ pored mnogobrojnih studija sprovedenih u polju gerontologije,
tatni uzroci i mehanizmi starenja, kao i faktori koji dovode do
dugoveclnosti kako u ljudskom, tako i u zZivotinjskom organizmu, jos$
uvek ostaju nepoznanica. Tokom proteklih nekoliko decenija,
formulisano je nekoliko teorija koje pokuSavaju da objasne zaSto Covek
stari i kako produZiti ljudski vek. NajvaZnije od tih teorija su:
evolucione teorije, teorije genske regulacije, teorije Celijskog starenja,
teorija slobodnih radikala, i neuro-endokrino-immunska teorija

(Weinert et al. 2003; Carey, 2003).

Prema evolucionim teorijama dugovecnost zavisi od procesa
prirodne selekcije, a da bi se neka karakteristika selektovala ona mora
da predstavlja odredenu evolucionu korist u cilju prilagodavanja na

uslove spoljasnje sredine (Keller & Genoud, 1997).

Teorija genske regulacije sugeriSe da je senescencija rezultat
promene u regulaciji ekspresije pojedinih gena Sto rezultira smanjenom
ili povetanom sintezom odgovaraju¢ih enzima koji ucestvuju u
metaboli¢ckim i drugim vitalnim funkcijama organizma (Carey, 2003).
Ove promene u enzimskoj aktivnosti dovode do smanjenja

funkcionalnih kapaciteta vecine tkiva i organa u starosti.

Prema teoriji ¢elijskog starenja, starenje je rezultat
ograniCavanja broja Celijskih deoba pokretanjem odgovarajucih
signalnih puteva koji dovode do nastanka programirane celijske smrti
(apoptoze). Ova teorija uvodi pojam tzv. “replikacione senescencije” da
bi se ukazalo na ¢injenicu da je replikacija genetskog materijala

osnovni limitirajuci faktor u Zivotnom veku individualnih ¢elija (Kim et
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al. 1994; Di Micco et al. 2006; Iglesias-Ara et al. 2010; Maicher et al
2012).

Replikaciona senescencija je tip celijske sensecencije koja u
osnovi dovodi do gubitka telomera (Kim et al. 1994). Telomere
predstavljaju regione repetitivnih DNK sekvenci na krajevima svakog
pojedina¢nog hromozoma. Tokom procesa replikacije DNK mali deo
telomere se gubi. Smatra se da je smisao postojanja telomera zaStita
funkcionalnih genskih sekvenci koje se nalaze blizu hromozomskih
krajeva od ovog replikacionog gubitka. Posle odgovarajuceg broja
replikacija 1 velikog skracenja telomera, dolazi do aktivacije
proapoptotskih signalnih puteva koji dovode do programirane smrti
“ostarele” ¢elije (Ohya et al. 2002). Embrionalne mati¢ne celije, kao i
one Celijske populacije u organizmu za koje postoji potreba da se
kontinuirno dele (npr. neke celije imunskog sistema) poseduju enzim
telomerazu koja stvara nove DNK sekvence na telomerama i time
nadoknaduje gubitak nastao tokom replikacije. Telomeraza je po svojoj
prirodi reverzna transkriptaza i smatra se da je veoma vaZna u
patogenezi mnogih tipova kancera. Poznato je da mnoge maligne Celije
poseduju ovaj enzim u velikim koli¢inama Sto im omogucava tzv.

replikacionu besmrtnost.

Prema teoriji slobodnih radikala, slobodni kiseoni¢ni radikali koji
se normalno stvaraju u oksidativnim metabolickim procesima, ali i u
nekim patoloSkim stanjima (npr. tokom dejstava UV zracanja, kao
posledica delovanja Stetnih hemijskih agenasa itd), oStecuju celijske
strukture. Negativno dejstvo slobodnih kiseoni¢nih radikala u starenju
se ispoljava kroz oSteCenje genetskog materijala, oksidaciju
polinezasicenih masnih kiselina (lipidna peroksidacija), oksidaciju

aminokiselina u proteina, i inaktivaciju enzima putem oksidacije
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njihovih kofaktora (Afanas'ev et al. 2010; Kemeleva et al. 2006).
Predpostavlja se da je akumulacija DNK oStetenja zbog dejstva
slobodnih radikala jedan od vaznih wuzroka povecane incidencije
kancera u starosti. Takode osidativne promene na proteinskom nivou
pored uticaja na aktivnost enzima dovode i do strukturnih promena u
gradivnim proteinima organa (kolagen, elastin itd.) S$Sto remeti
sveukupnu citoarhitektoniku tkiva. Ljudski i animalni organizmi
poseduju nekoliko mehanizama za neutralisanje S$tetnog dejstva
slobodnih kiseoni¢nih radikala, kao Sto su enzimi alfa-1-mikroglobulin,
superoksidna dismutaza, katalaza, laktoperoksidaza, glutation
peroksidaza, i vitamini askorbinska kiselina i tokoferol. Medutim, iako
je efikasnost ovih sistema relativno velika, tokom Zivota, odnosno
starenja, mnogi slobodni radikali ostanu intaktni i deluju na proteine i
genetski materijal (Afanas'ev et al. 2010; Kemeleva et al. 2006; Levin et

al. 2005).

1.5. Ekstracelularni i intracelularni faktori asocirani sa starenjem

tkiva

Danas je opSte prihvaceno da postoje dve osnovne vrste faktora
koje se dovode u vezu sa starenjem tkiva. Prva grupa faktora se odnosi
na specificnu mikrosredinu koja okruZuje (¢elije (Vas et al. 2012;
Lefebvre et al. 2012). U ovoj mikrosredini nalaze se razlic¢iti hemijski
medijatori kao Sto su faktori rasta, citokini i hormoni. Sa starenjem
organizma njihove koncentracije mogu da se menjaju kao posledica
promena u brzini njihove sinteze, ili razgradnje. Posledice alternacije

tkivne mikrosredine se ogledaju u poremecajima u meducelijskoj
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komunikaciji kao i u rastu i deobi ¢elija u starosti (Vas et al. 2012;

Lefebvre et al. 2012).

Druga grupa faktora se odnosi na promene koje se tokom starenja
desavaju na individualnim ¢elijama odnosno njihovom genetskom
materijalu. Danas se zna da su dva osnovna intracelularna faktora
asocirana sa starenjem akumulacija DNK oStecenja, i promene u
epigenetskog regulaciji hromatina (Garagnani et al. 2012; Gentilini et
al. 2012). Ovi faktori, u poredenju sa faktorima mikrosredine su mnogo
manje izucCeni i nije poznato u kojim konkretno ¢elijskim populacijama
u organizmu oni dolaze do izraZaja tokom starenja. Takode, vrlo je malo
literaturnih podataka o uticaju akumulacije DNK oStecenja i
epigenetskih promena u sveukupnom gubitku funkcionalnog kapaciteta

tkiva i organa u starosti.

Pracenje strukturne kompleksnosti hromatina pojedinacnih
Celijskih populacija tkiva i organa je jedan od nacina procene uticaja
unutarjedarnih (intrinsic) faktora na ve¢ dokumentovane promene
tkivne morfologije i funkcije (Pantic et al. 2012c, Pantic et al. 2012d).
Zbog toga Ce jedan od vaznih ciljeva naSe studije biti da se sagleda
potencijalni wuticaj promene hromatinske kompleksnosti odredenih
¢elijskih populacija na promene ukupne kompleksnost tkiva, odnosno

organa.
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1.6. Radna hipoteza

Polaze¢i od Cinjenice da promena strukturne kompleksnosti
¢elija, tkiva i organa, dovodi do promene sposobnosti adaptacije

odredenih funkcionalnih sistema organizma, pretpostavili smo

(1) da u toku senescencije tj starenja u uZem smislu dolazi do
smanjenja strukturne kompleksnosti (merene fraktalnom dimenzijom)

nukleusnog hromatina ¢elija svih ispitivanih organa;

(2) da u toku ukupnog trajanja postnatalnog razvoja i starenja
promene strukturne kompleksnosti nukleusnog hromatina mogu biti

razlicite, zavisno od tipa Celija, vrste organa i ispitivanog perioda.

(3) Pretpostavili smo takode, da u toku postnatalnog razvoja i
starenja, postoje razlike izmedu ispitivanih tkiva u pogledu dinamike i

stepena promena strukturne kompleksnosti nukleusnog hromatina.

Sto se ti¢e istrazivanja in vitro, pretpostavili smo da ¢e nakon
iradijacije UV zracima do¢i do ustaljenog i ireverzibilnog smanjenja
strukturne kompleksnosti individualnih c¢elija i njihovog nukleusnog

hromatina.
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1.7. Ciljevi istraZivanja

Polaze¢i od navedenih pretpostavki Zeleli smo da pomocu

fraktalne i GLCM analize utvrdimo

(1) da li dolazi do promene strukturne kompleksnosti nukleusnog
hromatina u ispitivanim organima (timus, slezina, bubreg i jetra) u

toku postnatalnog razvoja i starenja u miSeva

(2) da utvrdimo intenzitet i dinamiku ocekivanih promena, kao i

da utvrdimo

(3) da li postoji razlika u promeni strukturne kompleksnosti
nukleusnog hromatina izmedju ispitivanih tkiva u toku postnatalnog

razvoja i starenja.

Zeleli smo takode da in vitro u ¢éelijskoj kulturi, na modelu
starenja indukovanog UV zraCenjem ispitamo postojanje i intenzitet

promene strukturne kompleksnosti nukleusnog hromatina.

PredloZzena istraZivanja wuz upotrebu savremenih preciznih
metoda kvantitativhog merenja kompleksnosti nukleusnog hromatina u
postnatalnom razvoju i starenju treba da doprinesu znanjima u

navedenim oblastima nauke i unapredenju medicinske prakse.
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22 MATERIJALI I METODE

2.1. Plan eksperimenata na oglednim Zivotinjama

IstraZivanje je obavljeno na 80 miSeva muSkog pola sorte Swiss
albino, poreklom iz Vivarijuma za eksperimentalne Zivotinje Instituta
za Medicinsku fiziologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu. Pilot
istrazivanje je obavljeno na grupi od 16 miSeva u kojoj je prva Zivotinja
bila novorodena (0 dana starosti), a svaka sledeca Zivotinja je bila 30
dana starija od prethodne (najstarija Zivotinja je bila stara 450 dana).
Cilj ovog pilot eksperimenta je bio da se ispita da li postoji statisticki
znacajna povezanost (korelacija) izmedu Zivotne dobi i ispitivanih
parametara nukleusnog hromatina. Na osnovu dobijenih rezultata
izveden je zakljucak o opravdanosti daljeg proSirenja eksperimenta na
ve¢i uzorak. Glavni deo istrazivanja na oglednim Zivotinjama je
sproveden na ukupno 64 Zivotinje podeljene u 8 starosnih grupa (n=8):
0, 10, 20, 30, 120, 210, 300 i 390 dana. Cilj ovog dela studije je bio da
se ispita da li postoji statisticki znacajna razlika u fraktalnim / GLCM

parametrima izmedu starosnih grupa.

Eksperiment je dobio pozitivnho miSljenje Eticke komisije za
zaStitu i dobrobit oglednih Zivotinja Medicinskog fakulteta Univerziteta
u Beogradu uz ocenu da ima eticku i nau¢nu opravdanost (misSljenje br.
1881/2). Na osnovu ovog dokumenta, Ministarstvo poljoprivrede,
trgovine, Sumarstva i vodoprivrede - Uprava za veterinu je donelo
reSenje o odobrenju sprovodenja ogleda (reSenje br 323-07-

03985/2012-05/1).

Studija je takode wuskladena sa pravilima Vodica za brigu i

koriS¢enje laboratorijskih Zivotinja (Guide for the Care and Use of
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Laboratory Animals, published by the U.S. National Institute of Health
NIH Publication No. 85 - 23, revised 1985). Lice koje je obavilo
eksperiment je 1imalo sertifikat o osposobljenosti za rad na
eksperimentalni Zivotinjama (I.Panti¢; br. PF080001, izdat od strane

Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu).

Sve Zivotinje su pre eksperimenta u vivarijumu, odnosno u
laboratoriji cuvane pod istim ambijetalnim uslovima: temperatura 21-
25°(C, ista vlaZnost vazduha i ciklus dan-no¢. Ishrana Zivotinja se nije
znacajno razlikovala izmedu starosnih grupa. Zivotinje su tokom Zivota

bile pod redovnom veterinarskom kontrolom.

Eksperimentalni protokol je dizajniran po sledecoj proceduri:
merenje telesne mase, zZrtvovanje Zivotinja cervikalnom dislokacijom,
ekstirpacija timusa, slezine, bubrega i jetre, fiksiranje u Carnoy
fiksativu, kalupljenje u Paraplastu, pravljenje isetaka debljine 5 pm.
IseCci tkiva sva Ccetiri organa su potom obojeni tehnikama
hematoksilin/eozin i Toluidin plavo. Tkivo slezine i timusa je dodatno
obojeno Gimza metodom, a tkivo bubrega Azo carmine aniline blue

(AZAN) metodom.

Nakon bojenja, pristupilo se pravljenju digitalnih mikrografa
tkiva uz pomo¢ Olympus C-5060 Wide Zoom kamere postavljene na
Olympus BX41 svetlosni mikroskop (uvelicanje 1000x, imerzioni
objektiv 100x). Primeri mikrografa navedenih tkiva obojenih razli¢itim
tehnikama su prikazani na slikama 1-14. Digitalni mikrografi tkiva su
napravljeni i obradeni po uzoru na naSu prethodnu studiju (Pantic &

Pantic, 2012).
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Slika 1. Jetrin lobulus nakon bojenja tehnikom hematoksilin eozin (novorodena
Zivotinja).

Slika 2. Jetrin lobulus nakon bojenja tehnikom Toluidin plavo (novorodena Zivotinja).
20



Slika 3. Proksimalni tubuli bubrega (hematoksilin-eozin bojenje, Zivotinja stara 20
dana).

Slika 4. Medula bubrega (hematoksilin-eozin bojenje, Zivotinja stara 210 dana).
21



Za svako ispitivano tkivo, uz pomo¢ specijalnog softvera Image]
(http://rsbweb.nih.gov/ij/) Nacionalnog instituta za zdravlje (SAD) i
odovarajucih integrisanih podprograma (FracLac, Texture Analyzer) je
odredena srednja vrednost fraktalne dimenzije, lakunarnosti, entropije,
varijanse, angularnog drugog momenta, teksturalnog kontrasta,

teksturalne korelacije i inverznog momenta razlike.

Za merenje strukturne kompleksnosti hromatina koriS¢ene su
sledece celijske populacije obojene hematoksilin/eozin tehnikom: u
timusu kortikalni i medularni timociti i stromalne celije; u slezini
limfociti folikula i eritroidne prekurzorske c¢elije subkapsularnog
hematopoeznog tkiva; u jetri hepatociti; u bubregu ¢elije proksimalnih i
distalnih tubula, celije sabirnih kanali¢a kao i ¢elije macule dense.
Analiza pojedinac¢nih jedara je obavljena po uzoru na slican protokol
opisan u prethodnim studijama (Pantic et al. 2012a, Pantic et al.
2012b). Ukratko, pomoc¢u Image] softvera, na odgovaraju¢im uzorcima
¢elijskih populacija, za svako jedro je izrac¢unata srednja hromatinska
fraktalna dimenzija, lakunarnost, entropija, varijansa, angularni drugi
momenat, teksturalni kontrast, teksturalna korelacija i inverzni
momenat razlike. Na svakom mikrografu nasumic¢no je izabrano
minimum 12 jedara (saglasno publikovanoj studiji Pantic et al. 2012b)
odredivanjem takozvanih interesnih regiona (Regions of interest, ROI).
Za Celijske populacije koje su pokazivale veci stepen heterogenosti
hromatinske strukture, broj analiziranih regiona po Zivotinji je bio veci
(npr. hematopoezne mati¢ne celije i ¢elije makule denze - 20 ROI po
Zivotinji, limfociti timusa 15 ROI po Zivotinji). Nakon toga za svaku
analiziranu celijsku populaciju i za svaku Zivotinju izraCunata je

srednja vrednost.
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Slika 5. Medula bubrega (Toluidin plavo bojenje, Zivotinja stara 120 dana)

Slika 6. Korteks bubrega (AZAN bojenje, Zivotinja stara 390 dana)
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Slika 8. Medula timusa (H/E bojenje, Zivotinja stara 10 dana)
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Slika 10. Medula timusa (Toluidin plavo bojenje, Zivotinja stara 20 dana)
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Slika 11. Hematopoezno tkivo slezine. Eritroidne prekurzorske celije (H/E bojenje,
Zivotinja stara 10 dana)

Slika 12. Hematopoezno tkivo slezine. Eritroidne prekurzorske ¢elije (H/E bojenje,
Zivotinja stara 30 dana)
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Slika 13. Primarni folikul slezine (Zivotinja stara 10 dana, toluidin plavo bojenje)

Slika 14. Primarni folikul slezine (novorodena Zivotinja, Gimza bojenje)
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Pored testiranja povezanosti hromatinskih parametara sa starosnom
dobi (pilot eksperiment) i razlike u hromatinskim parametrima izmedu
starosnih grupa, testirano je prisustvo i jacina povezanosti izmedu
parametara kompleksnosti hromatina sa jedne strane i parametara

sveukupne kompleksnosti ispitivanih tkiva sa druge strane.

2.2. Fraktalna analiza

Fraktalnom analizom odredene su vrednosti fraktalne dimenzije
(D) i lakunarnosti (A) za svako analizirano tkivo, odnosno hromatinsku
strukturu. Za analizu je koriS¢en podprogram FracLac autora Odri

Karperien (Karperien, 2007).

Fraktalna dimenzija je izraCunata uz pomo¢ box-counting metoda.
Ovom metodom se fraktalni objekat prekriva serijom kvadrata (boxes)
odredene dimenzije ivice &. Nakon toga softver izraCunava broj
kvadrata koji su makar delimi¢no ispunjeni posmatranim objektom:
N(e). Kada se uzmu u obzir kvadrati razli¢itih dimenzija ¢, fraktalna
dimenzija se rac¢una iz log-log grafika zavisnosti N(¢) od ¢ (slika 15).
Kod kvadrata manjih dimenzija €, N(¢) postaje direktno proporcionalan

€ -D. Na osnovu ovoga, fraktalna dimenzija se izracunava formulom:

logN(&)

D = —lim
loge

U naSoj studiji fraktalna analiza je uradena nakon prethodne
binarizacije digitalnih mikrografa. Ovako dobijena fraktalna dimenzija

se u strucnoj literaturi ¢esto oznacava kao (D)pin.
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Slika 15. Fraktalna dimenzija je izracunata uz pomoc¢ box-counting metoda. Ovom
metodom se fraktalni objekat prekriva serijom kvadrata (boxes) odredene dimenzije
ivice €. Nakon toga softver izracunava broj kvadrata koji su makar delimi¢no
ispunjeni posmatranim objektom (Count, odnosno N(¢)). Kada se uzmu u obzir

kvadrati razli¢itih dimenzija ¢, fraktalna dimenzija se raCuna iz log-log grafika
zavisnosti broja kvadrata od ¢.
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Lakunarnost je odredena takode koriS¢enjem box-counting metoda na

osnovu koeficijenta varijacije rezolucionih jedinica po kvadratu:

A = CVg,gz

JE
A=|—2

I‘I’E, g

pri Cemu je o standardna devijacija, a u je srednja vrednost broja

piksela po kvadratu stranice € za orijentaciju g.

U naSem radu najmanja vrednost kvadrata iznosila je 2
rezolucione jedinice, a najveca vrednost je bila 1024 ili 2048 piksela u
zavisnosti od broja velicine digitalnog mikrografa. Regresiona linija
(nakon plotovanja vrednosti log N(¢) prema € pri odredivanju vrednosti
fraktalne dimenzije) je fitovana ktoz 10 (ili 11) tacaka pri ¢emu je
korelacioni koeficijent R u svim slucajevima bio ve¢i od 0.95,
dokazujuc¢i linearnu zavisnost izmedu log N(e) i € (Milosevic et al.

2009).

2.3. Teksturalna analiza

Jedan od danas najceSc¢e koriS¢enih metoda za teksturalnu analizu
je takozvana GLCM (Grey Level Coocurrence Matrix) metoda, koja se
zasniva na odredivanju distribucije i medusobnog odnosa rezolucionih
jedinica u slici. GLCM je prvi put uveden 1973. godine, od strane
Roberta M. Haralika i saradnika koji su razvili metod u stanju da

kvantifikuje prostorni odnos izmedu sivih tonova (grey levels)
30



osvetljenosti rezolucionih jedinica (piksela) na slici. Ovaj metod koristi
tzv. statistiku "drugog reda"”, Sto znac¢i da procenjuje odnos izmedu
parova rezolucionih jedinica (piksela) u kojima su jedinice odvojene
definisanim rastojanjem (d) (Haralick et al. 1973). Ovo je znacajna
razlika u poredenju sa tzv. statistickim metodama "prvog reda", koje
imaju mnogo jednostavniji pristup, racunaju¢i samo odnos izmedu
pojedinacnih jedinica rezolucije, a ne izmedu grupa (parova) (Haralick

et al. 1973).

Pretpostavimo da se svaki piksel na slici moZe definisati sa samo
4 potencijalne sive vrednosti: 0, 1, 2 i 3. Pretpostavimo takode da se
“region od interesa“ (region of interest - ROI) koji Zelimo da
analiziramo sastoji od samo 16 jedinica (distribuiranih u kvadratnom
regionu 4x4 piksela; za detalje videti Haralick et al. 1973). Primer
takvog ROI je prikazan na slici 16a. Na slici 16b, svakoj jedinici
rezolucije je dodeljena siva vrednost ("crni" piksel ima minimalnu
vrednost 0, a najsvetlijem, “belom” pikselu se dodeljuje maksimalna
vrednost 3). Postoji 16 moguc¢ih kombinacija piksel-parova na osnovu
sivih vrednosti koje pocinju sa kombinacijom (0,0), i zavrSavaju se sa
kombinacijom (3,3) (tabela 1). Ako uzmemo u obzir samo parove
susednih piksela horizontalno, moZemo da dizajniramo tabelu
distribucije frekvencija ovih parova vrednosti (kombinacije) u
izabranom ROI (tabela 2). Na primer, kombinacija "(0,1)" se pojavljuje
samo jednom u okviru ove distribucije. Kombinacija "(1,2)" se
pojavljuje dva puta. Treba napomenuti da se kombinacija "(0,0)" takode
javlja dva puta, jer prvi put "leva nulta vrednost" (slika 16b) je
referentni piksel, a drugi put "desna nulta vrednost" je referentni
piksel. Ovaj GLCM je dizajniran i analiziran isklju¢ivo za horizontalne

parove susednih piksela (ugao 0°). Slican matriks se moZe dizajnirati
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za uglove 90° (vertikalni parovi susednih piksela), kao i 45° i 135°

(dijagonalni parovi susednih piksela).

Slika 16. Primer interesnog regiona veli¢ine 4x4 rezolucione jedinice (a). Svakoj
rezolucionoj jedinici je dodeljena siva vrednost (gray value, b)

Tabela 1. Moguce kombinacije parova rezolucionih jedinica bazirane na njihovim
sivim vrednostima, poc¢evsi od kombinacije (0,0).

Gray |0 1 2 3
level

0 0,00 | (01) |(0,2) |(0,3
1 10 |(11) |(1,2) |(13
2 20 |(21) |(22) |(23
3 300 |31 |32 |(33
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Tabela 2. Frekvencije javljanja odredenih parova rezolucionih jedinica na slici 16.

(0,0) 2 0,1 1 0,20 0,30

1,01 1,14 (12) 2 130

2,000 211 22) 2 2,3)3

3,00 0 3,10 32) 3 (33) 2

Takode, analizirani pikseli u okviru jednog para, ne moraju da
budu neposredni susedi (rastojanje, odnosno vrednost d izmedu dva
piksela moZe biti ve¢i od 1). Ugao i rastojanje su bitne odrednice GLCM
analize; ako se ove vrednosti menjaju, statisticki parametri i rezultat
analize takode moZe znacajno promeniti, naroito u heterogenim

slikama (Haralick et al. 1973).

Uz kalkulaciju i dizajn GLCM distribucije, Haralick i saradnici su
takode definisali ukupno 14 teksturalnih karakteristika izvedenih iz
teksturalnog matriksa: angularni drugi momenat (angular second
moment), GLCM kontrast, GLCM korelacija, varijansa, inverzni momenat
razlike (inverse difference moment, homogenost), prose¢na suma, suma
varijanse, suma entropije, entropija, razlika varijanse, razlika entropija,
informacione mere korelacije (dve veli¢ine), i maksimalan koeficijent
korelacije (Haralick et al. 1973). Danas, u medicinskim i bioloSkim
istrazivanjima, najvaZzniji parametri su angularni drugi momenat,
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kontrast, korelacija, entropija i inverzni momenat razlike (Shamir et al.

2009; Losa & Casteli, 2005; Li & Pai, 2009; Yogesan et al. 1996).

Angularni drugi momenat (Angular second moment, ASM) je u na$oj

studiji izracunat prema sledec¢oj formuli:
asM =" o (L)Y
1 7

gde su i i j koordinate GLCM matriksa. Angularni drugi momenat se u

strucnoj literaturi ¢esto definiSe kao mera uniformnosti slike.

Entropija (ENT) je dobijena na osnovu formule:

ENT = —Zzp (i,/) log(p (i, /)

Entopija je mera neuredenosti rezolucionih jedinica na digitalnom

mikrografu (Haralick et al. 1973).

Teksturalna korelacija kao mera povezanosti slike (textural

correlation, COR) je izracunata na sledeci nacin:

_ Zi2,@e( ) — pen,

O U

COR
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Korelacija moze imati vrednosti od -1 do +1. Vrednost 0 znaci da
teksturalna organizacija rezolucionih jedinica nije u korelaciji dok
vrednosti +1 i -1 oznacavaju savrSenu pozitivhu, odnosno negativnu

korelaciju.

Formula za izracdunavanje inverznog momenta razlike (Inverse

difference moment, IDM) je sledeca:
IDM ZZ ! [, j
= — p(i
L1+ (i—j)* p(L.J)
L ]

Inverzni momenat razlike je mera homogenosti slike. Heterogeni

mikrografi imaju manju vrednost IDM i obrnuto.

Teksturalni kontrast (CON) kontrast kao mera obrnuto

proporcionalna inverznom momentu razlike se racuna kao:
- akp o N
CON =2 > (i—j)Rili jl
]

Kontrast u osnovi procenjuje razliku sivih vrednosti izmedu dve

susedne rezolucione jedinice.

Varijansa teksturalnog matriksa (Variance) se odreduje pomocu

formule:
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Variance = ZZ(:‘ —m)* pG. )
F

Vrednosti varijanse zavise od koeficijenta varijacije sivih

vrednosti rezolucionih jedinica.

2.4. Eksperiment na celijskoj kulturi

[strazivanje je obavljeno na kulturi kancerskih ¢elija linije U251
(donacija Dr. Pedro Tranque, Universidad de Castilla-La Mancha,
Albacete, Spain), prethodno cuvanih u standardnom RPMI 1640
medijumu sa dodatkom 5% FCS (fetal calf serum), 2 mM L-glutamina, 10
mM natrijum piruvata i penicilina, odnosno streptomicina (Sigma-
Aldrich, St. Louis, SAD). Nakon dobijanja jednocelijske suspenzije
tripsinom, c¢elije su zasadene u sterilne Petri Solje za kultivaciju

(dijametra 35 mm) u koncentraciji 300 000/mL.

Celije su tretirane UVB zracima talasne duZine 312 nm uz pomo¢
transiluminatora Vilber Lourmat TFX-20M (6 x 15 W, LTF Labortechnik
GmbH, Wasserburg, Nemacka) u ukupnom trajanju od 15 minuta.
[zlaganje ¢elija u kulturi UV zracima je c¢esto koriS¢eni model
indukovanog starenja (fotostarenja) pri ¢emu UV zraci u relativno
kratkom vremenskom period u jedru Ccelija izazivaju promene
(akumulacija DNK oStec¢enja) koje nalikuju promenama tokom bioloSkog
starenja (Almagor & Cole, 1989; Nystrom & Osiewacz, 2004; Rochette &
Brash, 2010).
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Control 05h

2.5h 5h

Slika 17. Celije linije U251 u razli¢itim vremenskim ta¢kama (Control-pre UV
tretmana, in vitro eksperiment)

Control Oh

0.5h 1h 1.5h 2h
2.5h 3h 3.5h 4h 4.5h 5h

Slika 18. Pojedinacna analizirana Celija (prikazana na gornjoj slici) u razli¢itim
vremenskim tackama (Control-pre UV tretmana, Oh-neposredno nakon UV tretmana;
in vitro eksperiment)
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Uzorak od 32 individualne ¢elije (vezani uzorak) je praéen kroz
12 vremenskih tacaka: pre UV tretmana, odmah nakon UV tretmana, kao
i do 5h nakon tretmana u rasponu od 30 minuta. Prva vremenska tacka
(neposredno pre UV tretmana) predstavljala je kontrolu (slike 17 i 18).
Za vizuelizaciju i slikanje ¢elija koriS¢en je Leica Microsystems fazno-
kontrastni mikroskop (uvelicanje 400x). Slicno kao i kod studije na
oglednim Zivotinjama, uz pomo¢ Image] softvera (NIH, SAD) za svako
¢elijsko jedro u svakoj vremenskoj tacki odredena je vrednost fraktalne
dimenzije, lakunarnosti, entropije, angularnog drugog momenta,
teksturalnog kontrasta, teksturalne korelacije, varijanse i inverznog
momenta razlike, u skladu sa gore navedenim tekstom. Testiralo se da li
postoji statisticki znacCajna razlika u fraktalnim i GLCM parametrima
hromatina u navedenim vremenskim tackama u poredenju sa kontrolom

(¢elije pre UV tretmana).

2.5. Cutofluorometrijska analiza markera apoptoze

Kao dodatak in vitro delu studije, citofluorometrijskim metodama
(Aneksin/propidium jodid bojenje, aktivnost kaspaza i analiza ¢elijskog
ciklusa), odreden je trenutak (vremenska tacka) nastupanja
programirane celijske smrti (apoptoze) za dato izlaganje UV zracima.
Na ovaj nacin je procenjena senzitivnost fraktalnih i GLCM parametara
u detektovanju finih strukturnih promena u hromatinu koje prethode

citofluorometrijskoj identifikaciji apoptoze.
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2.5.1. Aktivnost kaspaza

Aktivnost kaspaza  (cysteine-dependent aspartate-directed
proteases) je merena nakon obelezavnja ¢elija FITC-konjugovanim pan-
kaspaznim inhibitorom (ApoStat; R&D Systems, Minneapolis, MN).
Povecanje u zelenoj fluorescenciji (515-545 nm) kao mera aktivnosti
kaspaza u Celijama analiziranog uzorka, odredena je uz pomo¢
FACSCalibur proto¢nog citofluorometra. Rezultati su izraZzeni kao

procenat Celija koje poseduju aktivne kaspaze.

2.5.2. Merenje permeabilnosti ¢elijske membrane

Merenje permeabilnosti c¢elijske membrane je analizirano
dvostrukim bojenjem sa aneksin V-FITC i propidium jodidom. Tokom
ovog procesa, aneksin se vezuje sa Celije u ranoj apoptozi koje
eksprimiraju fosfatidilserin. Te Celije su tzv. annexin*/PI-. Propidium
jodid sa druge strane obeleZava C¢elije koje se nalaze u kasnom
stadijumu apoptoze i kod kojih je nastupilo oSte¢enje membrane. Takve

¢elije se oznacavaju kao annexin*/PI-.

2.5.3. Analiza fragmentacije DNK

Fragmentacija DNK je procenjena analizom <¢elijskog ciklusa
nakon fiksacije c¢elija etanolom i bojenja DNK-vezujuéom bojom,
propidium jodidom, kao S$to je prethodno opisano. Za detalje o metodi,

pogledati referencu Kaludjerovic et al. (2005).
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2.6. Statisticka analiza

U delu studije na Celijskoj kulturi, za detektovanje razlike izmedu
pojedinih vremenskih tacaka koris¢en je ANOVA test za vezani uzorak.
Za procenu statisticke znacajnosti razlike izmedu ispitivanih starosnih
grupa zivotinja koris¢en je ANOVA test za nezavisne uzorke i post hoc
Dunnett test. P vrednost manja od 0.05 smatrana je statisticki

znacajnom.

Za procenu statisticke znacajnosti povezanosti (korelacije)
koris¢ena je Pearsonova, odnosno Spearmanova korelacija u zavisnosti

od parametarske prirode podataka i normalnosti distribucije.

Statisticka analiza je wuradena wuz pomo¢ specijalizovanih
programa GraphPad Prism (La Jolla, CA, USA) i SPSS (SPSS Inc, Chicago,
IL, USA). Za graficko prikazivanje podataka vezanih za korelacionu
analizu, koris¢en je softver OriginPro 8.0 (Origin Labs, CA, USA) i
Office Excel (Microsoft Corporation, CA, USA).
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3. REZULTATI
3.1. Rezultati in vitro eksperimenta

3.1.1. Promene u fraktalnoj dimenziji i lakunarnosti cele ¢elije nakon UV

tretmana

Prosecna vrednost fraktalne dimenzije cele celije pre tretmana
ultraljubic¢astim zracima je bila 1.074%0.027, a lakunarnosti
3.701£0.561. ProseCne vrednosti fraktalne dimenzije i lakunarnosti u
razli¢itim vremenskim tackama su prezentovane na slikama 19 i 20. Oba
parametra su pokazala relativno veliki stepen homogenosti, sa niskim

standardnim devijacijama i koeficijentom varijacije (manjim od 20%).

Nakon UV tretmana, i celularna fraktalna dimenzija i lakunarnost
su pocele da se smanjuju (slika 19). Trideset minuta nakon tretmana,
celularna fraktalna dimenzija je pala na 1.051+0.026 Sto je
predstavljalo statisti¢cki visoko signifikantan pad u poredenju sa
kontrolom (p<0.001). U slede¢im vremenskim tackama, celularna
fraktalna dimenzija je ostala znacajno manja od kontrole, sa najveéim
zabeleZenim padom 1.5h i 2h nakon tretmana (1.025%+0.028, odnosno
1.029%£0.025). Ovaj ustaljeni pad celularne fraktlane dimenzije ukazuje
da je ona potencijalno visoko senzitivan parametar u kvantifikaciji
diskretnih mikroskopskih promena u individualnim ¢elijama nakon

tretmana UV zracima.
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Slika 19. Fraktalna dimenzija celih ¢elija u razli¢itim vremenskim tackama.

*p<0.05 u poredenju sa kontrolom
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Slika 20. Lakunarnost celih ¢éelija u razli¢itim vremenskim tackama

*p<0.05 u poredenju sa kontrolom
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Celularna lakunarnost se takode smanjila nakon tretmana, i ovaj
pad je postao statsticki znacajan odmah nakon ozraclivanja
(3.282+0.651, p<0.01, slika 20). Lakunarnost je ostala statisticki
znacajno smanjena tokom slede¢ih 30 minuta, medutim, posle 60 i 90
minuta, lakunarnost se povecala i njene vrednosti nisu bile statisticki
znacajno drugacije u poredenju sa kontrolom. Celularna lakunarnost je
ponovo pala 2 ¢asa nakon tretmana (3.190+0.718, p<0.05), i ostala je na
niskim vrednostima do kraja eksperimenta. Pet ¢asova nakon tretmana
prosecna vrednost celularne lakunarnosti je dostigla najmanji nivo

(2.073+0.301, p<0.001).

3.1.2 Promene u fraktalnoj dimenziji i lakunarnosti jedra nakon UV

tretmana

Nuklearna fraktalna dimenzija c¢elija pre UV tretmana bila je
1.032+0.021, a lakunarnost 2.330£0.228. Srednje vrednosti nuklearne
fraktalne dimenzije i lakunarnosti u razli¢itim vremenskim tackama
prikazane su na slikama 21 i 22. Nuklearna fraktalna dimenzija je
dostigla maksimum 3.5h (210 minuta) nakon tretmana (1.038+0.031), a
bila je na najmanjem nivou dva c¢asa nakon tretmana (1.022+0.015).
Nijedna vrednost nuklearne fraktalne dimenzije, za bilo koju
posmatranu vremensku tacku, nije se statisti¢ki razlikovala u poredenju

sa kontrolom (p>0.05).

Nuklearna lakunarnost se statisti¢cki znacajno smanjila odmah
nakon tretmana (2.023%£0.245 prema kontroli 2.330+0.228, p<0.05), a
30 minuta i prvog sata, razlika je postala statisticki visoko

signifikantna (2.096+0.237, odnosno 2.162+0.217, p<0.01).
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Slika 21. Nuklearna fraktalna dimenzija u razlic¢itim vremenskim ta¢kama.
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Slika 22. Nuklearna lakunarnost u razli¢itim vremenskim ta¢kama

*p<0.05 u poredenju sa kontrolom
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Medutim, tokom narednog sata, nuklearna lakunarnost se povecala, a
statisticka znacajnost izgubila. (u vremenskoj tac¢ki 1.5h iznosila je
2.313+£0.253, p>0.05). 2.5 h posle tretmana, lakunarnost je ponovo
opala (1.972+0.401, p<0.001, u poredenju sa kontrolom), i ostala je
relativno niska sve do kraja eksperimenta. Svoju minimalnu vrednost
(1.373+0.188, p<0.001), nuklearna lakunarnost je dostigla 5 Casova

nakon tretmana.

3.1.3. Rezultati teksturalne analize u in vitro eksperimentu

3.1.3.1. Teksturalna analiza celih ¢elija

Vrednost angularnog drugog momenata za cele Ccelije pre
tretmana iznosila je 0.330%0.115. Nakon ozracivanja ova vrednost se
statisticki znacajno smanjila (0.267+0.107, p<0.05, slika 23), da bi 60
minuta nakon tretmana razlika postala statisticki visoko signifikantna
(0.243%+0.117, p<0.01, slika 23). ASM je tokom narednih nekoliko
casova ostao smanjen: 2h nakon tretmana 0.195+0.106; 3h nakon
tretmana 0.110+£0.076; 4 ¢asa nakon tretmana 0.061+0.036. Minimalnu
vrednost tokom eksperinta, ASM je dostigao 5h nakon tretmana i ona je
iznosila 0.060+0.036, Sto je takode visoko statistiSki znaCajno manje u

poredenju sa kontrolom (p<0.001).

Teksturalni kontrast kontrole je iznosio 175.4%¥43.2 (slika 24).
Nakon tretmana, ova vrednost se smanjila na 167.6+45.6, da bi se 30
minuta nakon tretmana povecala na 174.6+ 50.3. U oba slucaja promene
nisu bile statisticki znacajne u poredenju sa kontrolom (p>0.05).
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Slika 23. Angularni drugi momenat celih Celija u razli¢itim vremenskim tackama.
*p<0.05 u poredenju sa kontrolom
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Slika 24. Teksturalni kontrast celih ¢elija u razli¢itim vremenskim tackama
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Vrednost teksturalnog kontrasta je nastavila da varira tokom narednih
casova da bi na kraju eksperimenta iznosila 149.4+27.8. Ni u jednoj
vremenskoj tacki nije zabeleZena statisticki znacajna promena ovog

parametra u odnosu na ¢elije pre tretmana (p>0.05, slika 24).

Teksturalna korelacija celih ¢elija u kontrolnoj grupi iznosila je
0.00027+0.00003. Neposredno nakon tretmana UV zracima, vrednost
korelacije je porasla na 0.00030+0.00003 Sto je bilo statisticki znacajno
u poredenju sa kontrolom (p<0.05). Vrednosti korelacije su ostale
poviSene u svim ostalim vremenskim tackama (1h: 0.00034+0.00005;
2h: 0.00031+£0.00005; 4h: 0.00033%£0.00005, p<0.05) izuzev 3 Casa
nakon tretmana (0.00026+0.00005), gde nije detektovana statisticki
znacCajna promena (p>0.05). Maksimalnu vrednost, teksturalna
korelacija je dostigla 5 ¢asova nakon UV tretmana (0.00036+0.00006,
p<0.01, slika 25).

Inverzni momenat razlike celih c¢elija pre tretmana iznosio je
0.78+0.05, a neposredno nakon tretmana 0.74+0.07, Sto je predstavljalo
statisticki znacajno smanjenje (p<0.05). U narednim vremenskm
tackama, IDM vrednost je ostala smanjena (1h: 0.75%0.07; 2h:
0.71%0.08; 3h: 0.61+0.07, p<0.05). Inverzni momenat razlike je dostigao
svoju minimalnu vrednost 0.59+0.04 na kraju eksperimenta, 5 c¢asova

nakon tretmana (p<0.01, slika 26).

Teksturalna entropija celih ¢elija pre tretmana iznosila je
3.03%£0.60, a neposredno nakon tretmana 3.49+0.68, Sto je predstavljalo
statisticki znacajno povecanje (p<0.05). 30 minuta nakon tretmana, to
povecanje je postalo statisticki visoko signifikantno (3.53%£0.74; p<0.01,
slika 27).
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Slika 25. Teksturalna korelacija celih ¢elija u razli¢itim vremenskim tackama.

*p<0.05 u poredenju sa kontrolom
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Slika 26. Inverzni momenat razlike celih ¢elija u razli¢itim vremenskim tackama.

*p<0.05 u poredenju sa kontrolom
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Slika 27. Teksturalna entropija celih ¢elija u razli¢itim vremenskim tackama.

*p<0.05 u poredenju sa kontrolom
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Slika 28. Teksturalna varijansa celih ¢elija u razli¢itim vremenskim tackama.

*p<0.05 u poredenju sa kontrolom
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U narednim vremenskim ta¢kama, entropija je nastavila da raste (1lh:
3.50£0.75; 2h: 3.80+£0.82; 3h: 4.70+£0.65; 4h: 4.87+0.39, p<0.01), da bi 5
casova nakon tretmana entropija dostigla maksimalnu vrednost od

4.97+0.36 (p<0.01, slika 27).

Teksturalna varijansa na pocCetku eksperimenta iznosila je
3684.7+364.2, a neposredno nakon tretmana uocen je statisticki visoko
znacajan pad njene vrednosti (3269.1+331.3; p<0.01). Varijansa je
tokom eksperimenta nastavila da pada sa izuzetkom u vremenskoj tacki
3h nakon tretmana (1h: 2878.2+353.1; 2h: 3217.8+462.4; 3h:
3835.9+669.9; 4h: 2998.7+440.7). Minimalna vrednost teksturalne
varijanse zabeleZena je 5 casova nakon tretmana (2734.6%+430.4,

p<0.01, slika 28).

3.1.3.2. Rezultati teksturalne analize jedarne strukture

Angularni drugi momenat jedra u ¢elijama pre tretmana iznosio je
0.058+0.024. Neposredno nakon tretmana njegova vrednost se nije
statisticki znacajno promenila i iznosila je 0.058+0.029. Svoju
maksimalnu vrednost, angularni drugi momenat dostigao je 1.5h nakon
tretmana (0.066%+0.039), a minimalnu 4.5h nakon tretmana
(0.045+0.018). Nijedna od detektovanih promena ni u jednoj
vremenskoj tacki nije bila statisticki znacajna u poredenju sa kontrolom

(p>0.05, slika 29).

Teksturalni kontrast jedra wu kontrolnoj grupi je iznosio
260.6+x80.8. Nakon tretmana, vrednost kontrasta se smanjila
(237.6x59.5), ali promena nije bila statisticki znacCajna (p>0.05). 90

minuta nakon tretmana wuoceno je naglo povecanje kontrasta
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(288.3+71.2) koje se u vecoj ili manjoj meri odrZalo sve do kraja
eksperimenta, ali je dostiglo statisticki znacajne vrednosti tek 3h nakon
tretmana (344.3+110.3, p<0.01). Statisti¢ki znacajni skok teksturalnog
kontrasta detektovan je i 4h i 4.5h nakon tretmana (334.6x102.2,
odnosno 332.9+93.1, p<0.01, slika 30).

Vrednost teksturalne korelacije jedra pre tretmana iznosila je
0.00036+0.00007. Neposredno nakon tretmana uolen je statisticki
visoko znacajan rast korelacije na nivo od 0.00041+0.00007 (p<0.01), a
visoke vrednosti su izmerene 30 minuta (0.00042+0.00006, p<0.01) i
jedan ¢as nakon tretmana kada je dostignut maksimum
(0.00047+0.00007, p<0.01). Minimalna vrednost teksturalne korelacije
jedra izmerena je 3 ¢asa nakon tretmana: 0.00029 % 0.00003 (slika

31).

Inverzni momenat razlike jedra u kontrolnoj vremenskoj tacki
iznosio je 0.605+0.034, neposredno nakon tretmana 0.578+0.043
(p>0.05), 30 minuta nakon tretmana 0.593+0.037 (p>0.05), a 1 cas
nakon tretmana 0.625%0.034 (p>0.05). Vrednosti inverznog momenta
razlike zabeleZile su statisticki znacajan pad 2.5h nakon tretmana
(0.566+0.065 p<0.01), i taj pad se odrzao sve do kraja eksperimenta
(3h: 0.504+0.060; 4h: 0.476+0.053; 5h: 0.461+0.046; p<0.01 za sve tri

vremenske tacke, slika 32).

Entropija jedra Ccelija pre tretmana je iznosila 4.65%0.28,
neposredno nakon tretmana 4.88+0.32, a 30 minuta nakon tretmana
4.74+0.29. Ove promene nisu bile statisticki znacCajne (p>0.05).
Vrednosti nuklearne entropije su zabeleZile statisticki znacajan rast
2.5h nakon tretmana (4.95%+0.52, p<0.01), i ostale su visoke do kraja
eksperimenta 3h: 5.41+0.47; 4h: 5.54+0.35; 5h: 5.62 +0.31; p<0.01 za

sve tri vremenske tacke, slika 33).
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Slika 29. Angularni drugi momenat jedra u razli¢itim vremenskim tackama
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Slika 30. Teksturalni kontrast jedra u razli¢itim vremenskim tackama.

*p<0.05 u poredenju sa kontrolom
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Slika 31. Teksturalna korelacija jedra u razli¢itim vremenskim tackama.

*p<0.05 u poredenju sa kontrolom
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Slika 32. Inverzni momenat razlike jedra u razli¢itim vremenskim tackama.

*p<0.05 u poredenju sa kontrolom



Slika 33. Entropija jedra u razli¢itim vremenskim tackama.

*p<0.05 u poredenju sa kontrolom
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Slika 34. Teksturalna varijansa jedra u razli¢itim vremenskim tackama.

*p<0.05 u poredenju sa kontrolom
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Teksturalna varijansa jedra u kontrolnoj vremenskoj tacki
iznosila je 2723+460. Neposredno nakon tretmana =zabeleZen je
statisticki visoko znacajan pad varijanse (2361+418, p<0.01), a niske
vrednosti su zabeleZene i 30 minuta (2314+388, p<0.01), i 1h
(2047+361, p<0.01) nakon tretmana. Nakon toga, vrednosti varijanse su
pocele da rastu da bi dostigle svoj maksimum 3h nakon tretmana
(3250+£410, p<0.01). Kao Sto se vidi sa slike 34, vrednosti varijanse su
se nakon pada u prvom delu eksperimenta vratile na nivo slican

kontrolnoj vremenskoj tacki.

3.1.4. Citofluorometrijski parametri apoptoze

Na slici 35, 36, i 37 prikazani su aktivnost kaspaza, procenat
aneksin* celija, odnosno fragmentacija DNK u Ccelijskoj kulturi pre
tretmana UV zracima, neposredno nakon tretmana, kao i 1h, 2h, 4h i 6h
nakon tretmana. Aktivnost kaspaza se znacajno povecala neposredno
nakon zracCenja, i ostala je visoka u svim narednim vremenskim
tackama. Sa druge strane, procenat aneksin* ¢elija i fragmentacija DNK
kao parametri apoptoze u Celijskoj kulturi su se znacajno povecali tek 2
¢asa nakon tretmana. Drugim rec¢ima, nakon indukcije DNK oStecenja in
vitro, u Celijskoj kulturi, promene u pojedinim fraktalnim i teksturalnim
parametrima, nastupile su znatno pre povecanja procenta aneksin*
¢elija i fragmentacije DNK. Ovaj rezultat ukazuje na potencijalno veliku
senzitivnost fraktalne i teksturalne analize u detekciji ranog stadijuma

apoptoze u celijskoj kulturi.
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Slika 35. Aktivnost kaspaza u kulturi ¢elija pre UV tretmana (cont) i u pojedinim
vremenskim tackama nakon tretmana

*p<0.05 u poredenju sa kontrolom
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Slika 36. Aneksin* Celije u kulturi pre UV tretmana (cont) i u pojedinim vremenskim
tackama nakon tretmana

*p<0.05 u poredenju sa kontrolom
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Slika 37. Fragmentacija DNK u kulturi pre UV tretmana (cont) i u pojedinim
vremenskim tackama nakon tretmana.

*p<0.05 u poredenju sa kontrolom

3.2. Rezultati preliminarnog eksperimenta na oglednim Zivotinjama

Kao $to je ranije navedeno, pilot eksperiment je uraden na grupi
od 16 Zivotinja of kojih je prva bila novorodena (0 dana starosti), a
svaka sledeca je bila 30 dana starija od prethodne (najstariji mis u

eksperimentu je bio star 390 dana).

Rezultati ukazuju na generalizovano smanjenje tkivne fraktalne
dimenzije u vecini ispitivanih mikrografa, kao i smanjenje hromatinske
fraktalne dimenzije na celijskim populacijama kortikalnih limfocita u
timusu, epitelnih ¢elija proksimalnih tubula u bubregu, i hepatocita u

jetri.
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U timusu je detektovana negativna korelacija izmedu fraktalne
dimenzije tkiva korteksa i starosti Zivotinje na bojenju hematoksilin-
eozin, Gimza i toluidin plavo (p<0.01). Na slici 38 je prikazan primer
plotovanih vrednosti starosti Zivotinje (x osa) i fraktalne dimenzije
tkiva korteksa. Sli¢na, negativna korelacija izmedu tkivne
kompleksnosti i Zivotne dobi nadena je i u tkivu timusne medule
(p<0.01, slika 39). U hromatinskoj strukturi i kortikalnih i medularnih
limfocita, fraktalna dimenzija je takode bila u negativnoj korelaciji sa

staroS$¢u Zivotinje (p<0.01).

Analizom mikrografa korteksa bubrega, utvrdena je statisticki
signifikantna negativna korelacija (p<0.01) izmedu tkivne fraktalne
dimenzije i starosti Zivotinje nakon bojenja hematoksilin-eozin i
toluidin plavo tehnikama (slika 40 i 41), a sli¢ne korelacije postojale su
i u bubreZznoj meduli. Na mikrografima korteksa i medule obojenih
AZAN tehnikom, nije detektovana statisticki znacCajna povezanost
(p>0.05). Kad je u pitanju analiza hromatinske kompleksnosti,
postojala je znacCajna negativna korelacija izmedu fraktalne dimenzije
hromatina celija proksimalnih tubula i starosti Zivotinje (p<0.01, slika

42).

Detektovana je statisticki znacCajna negativna korelacija izmedu
fraktalne dimenzije tkiva jetre bojenog hematoksilin-eozin i toluidin
plavo tehnikama sa jedne strane i starosti Zivotinje sa druge (p<0.01,
slike 43 1 44). Slicna korelacija je utvrdena i izmedu hromatinske

fraktalne dimenzije hepatocita i starosti (p<0.01, slika 45).

U hematopoeznom  tkivu slezine obojenom  tehnikama
hematoksilin eozin i toluidin plavo, takode je detektovana negativna
korelacija izmedu tkivne fraktalne dimenzije i starenja (p<0.01, slika

46). U hromatinskoj strukturi eritroidnih prekurzorskih ¢elija nije bilo
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znacajne

promene

fraktalne dimenzije,

medutim detektovano

je

statisticki znacajno povecanje teksturalne entropije (p<0.01, slika 47).
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Slika 38. Fraktalna dimenzija korteksa timusa (pilot eksperiment, hematoksilin/eozin

bojenje).
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Slika 39. Fraktalna dimenzija medule timusa (pilot eksperiment, hematoksilin/eozin

bojenje).
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Slika 40. Fraktalna dimenzija korteksa bubrega u Zivotinja razlicite starosti (pilot
eksperiment, hematoksilin /eozin bojenje).
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Slika 41. Fraktalna dimenzija korteksa bubrega u Zivotinja razlicite starosti (pilot
eksperiment, toluidin plavo bojenje).
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Slika 42. Fraktalna dimenzija hromatina ¢elija proksimalnih tubula u Zivotinja
razlicite starosti (pilot eksperiment).
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Slika 43. Fraktalna dimenzija tkiva jetre u Zivotinja razlicite starosti (pilot
eksperiment, hematoksilin/eozin bojenje).
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Slika 44. Fraktalna dimenzija tkiva jetre u Zivotinja razlicite starosti (pilot
eksperiment, toluidin plavo bojenje).
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Slika 45. Fraktalna dimenzija hromatina hepatocita u Zivotinja razlicite starosti (pilot
eksperiment).
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Zivotinje (pilot eksperiment).



U folikulima bele pulpe slezine, kao i u hromatinu folikularnih c¢elija
nije bilo statisti¢ki znacajnih promena ni u fraktalnim ni u teksturalnim

parametrima.

3.3. Rezultati glavnog eksperimenta na oglednim Zivotinjama

3.3.1. Promene u tkivnoj kompleksnosti

U skladu sa rezultatima pilot eksperimenta, detektovano je
statisticki znacajno smanjenje fraktalne dimenzije tkiva korteksa i
medule timusa, korteksa i medule bubrega, hematopoeznog tkiva

slezine i lobulusa jetre.

U korteksu 1 meduli timusa je smanjenje kompleksnosti
registrovano na preparatima obojenim tehnikama hematoksilin/eozin
(slika 48 i 49), toluidin plavo i Gimza. U tkivu korteksa i medule
bubrega, fraktalna dimenzija se sa staro$¢u smanjila na preparatima
obojenim tehnikama hematoksilin/eozin (slika 50 i 51) i toluidin plavo
(slika 52 i slika 53), a sli¢ni rezultati su dobijeni fraktalnom analizom
lobulusa jetre (slika 54 i 55). Na mikrografima subkapsularnog
hematopoeznog tkiva slezine obojenog tehnikama hematoksilin / eozin,
i toluidin plavo takode je detektovano starosno-zavisno smanjenje

fraktalne dimenzije.

U folikulima bele pulpe slezine nie bilo razlike u fraktalnoj
dimenziji izmedu ispitivanih grupa. Teksturalni GLCM parametri se nisu

znacajno menjali ni u jednom ispitivanom tkivu.
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3.3.2. Stromalne ¢elije timusa

Fraktalna dimenzija hromatina timusnih stromalnih ¢elija u
novorodenih miSeva iznosila je 1.437x0.038. Maksimalna vrednost
zabelezena je kod Zivotinja starih 30 dana (1.441+0.031), a minimalna
vrednost u starosnoj grupi od 300 dana (1.419 *0.039). Nije postojala
statisticki znacajna razlika izmedu starosnih grupa (F=0.27, p>0.05,

slika 56).

Slicno vrednostima fraktalne dimenzije, lakunarnost hromatina
stromalnih ¢elija nije se znacajno razlikovala izmedu starosnih grupa
(F=0.426, p>0.05, slika 57). U novorodenih miSeva iznosila je
1.439+£0.055, u starosnoj grupi 30 dana 1.468+0.027, a u najstarijih
misSeva (390 dana) srednja lakunarnost je bila 1.454+0.037.
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Slika 48. Fraktalna dimenzija tkiva korteksa timusa (hematoksilin/eozin).

*p<0.05 u poredenju sa grupom novorodenih Zivotinja
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Slika 49. Fraktalna dimenzija tkiva medule timusa (hematoksilin/eozin).
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Slika 50. Fraktalna dimenzija tkiva kortiksa bubrega (hematoksilin/eozin).

*p<0.05 u poredenju sa grupom novorodenih Zivotinja
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Slika 51. Fraktalna dimenzija tkiva kortiksa bubrega (Toluidun plavo).

*p<0.05 u poredenju sa grupom novorodenih Zivotinja
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Slika 52. Fraktalna dimenzija tkiva medule bubrega (hematoksilin/eozin).

*p<0.05 u poredenju sa grupom novorodenih Zivotinja
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Slika 53. Fraktalna dimenzija tkiva medule bubrega (Toluidun plavo).

*p<0.05 u poredenju sa grupom novorodenih Zivotinja
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Slika 54. Fraktalna dimenzija tkiva jetre (hematoksilin/eozin).

*p<0.05 u poredenju sa grupom novorodenih Zivotinja
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Slika 55. Fraktalna dimenzija tkiva jetre (Toluidun plavo).

*p<0.05 u poredenju sa grupom novorodenih Zivotinja
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Slika 56. Fraktalna dimenzija hromatina stromalnih ¢elija.
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Slika 57. Lakunarnost hromatina stromalnih ¢elija.

Tabela 3. Srednje vrednosti i standardne devijacije GLCM paremetara

stromalnih ¢elija.

hromatina

ASM KONTRAST KORELACIA IDM ENTROPIJA | VARIJANSA

Starost
X SD X SD X SD X SD X SD X SD
Odana | 0.036 | 0.005 | 533.8 | 63.5 | 0.00030 | 0.00004 | 0.43 | 0.03 | 5.60 | 0.10 | 3413 | 349
10 dana | 0.035 | 0.005 | 554.4 | 57.9 | 0.00029 | 0.00003 | 0.41 | 0.02 | 5.70 | 0.10 | 3663 | 339
20dana | 0.033 | 0.008 | 508.2 | 73.3 | 0.00032 | 0.00005 | 0.40 | 0.02 | 5.75 | 0.13 | 3313 | 378
30dana | 0.037 | 0.005 | 519.7 | 54.1 | 0.00029 | 0.00004 | 0.40 | 0.02 | 5.70 | 0.09 | 3468 | 323
120 dana | 0.035 | 0.007 | 580.6 | 25.3 | 0.00028 | 0.00002 | 0.41 | 0.03 | 5.70 | 0.10 | 3713 | 266
210 dana | 0.035 | 0.004 | 505.8 | 74.4 | 0.00030 | 0.00003 | 0.41 | 0.03 | 5.71 | 0.10 | 3500 | 343
300 dana | 0.035 | 0.008 | 542.0 | 107.5 | 0.00032 | 0.00006 | 0.41 | 0.03 | 5.69 | 0.19 | 3374 | 430
390 dana | 0.034 | 0.006 | 542.3 | 77.1 | 0.00032 | 0.00006 | 0.42 | 0.03 | 5.68 | 0.15 | 3396 | 405
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Vrednosti GLCM teksturalnih parametara hromatina stromalnih
celija se takode nisu znacajno menjali u starosnim grupama. Srednje
vrednosti i standardne devijacije GLCM parametara hromatina

prikazane su u tabeli 3.

Nije postojala statisti¢cki znacajna korelacija izmedu fraktalnih i
GLCM parametara hromatina stromalnih c¢elija sa jedne strane i
odgovarajuc¢ih tkivnih fraktalnih odnosno teksturalnih parametara
korteksa odnosno medule sa druge strane (p>0.05). Ovo ukazuje da
strukturalne karakteristike hromatina stromalnih ¢elija ne uticu

znacajno na sveukupnu kompleksnost tkiva timusa.

3.3.3. Kortikalni limfociti timusa

U populaciji kortikalnih limfocita detektovano je statisticki
znacajno smanjenje kompleksnosti merene fraktalnom dimenzijom. U
novorodenih Zivotinja, srednja vrednost fraktalne dimenzije iznosilo je
1.779%0.018, a u Zivotinja starih 10 dana 1.756%0.025 (p>0.05). U grupi
miSeva starosti 20 dana detektovano je statisticki znacajno smanjenje
(1.708+0.020, p<0.01, slika 58) Fraktalna dimenzija hromatina je
dostigla minimum u grupi najstarijih Zivotinja (390 dana, 1.556+0.027,
p<0.001). Uocena je statisticki visoko znacajna pozitivna korelacija
izmedu fraktalne dimenzije tkiva korteksa timusa i fraktalne dimenzije

hromatina kortikalnih limfocita (p<0.01, slika 59).

Lakunarnost hromatina kortikalnih limfocita timusa se nije

znacajno menjala sa starenjem (slika 60). Takode, nije bilo statisticki
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znacCajne razlike u GLCM parametrima teksture hromatina izmedu

starosnih grupa (tabela 4).

Tabela 4. Vrednosti GLCM parametara hromatina kortikalnih limfocita timusa u

razliCitim starosnim grupama

s ASM KONTRAST | KORELACIA IDM ENTROPIJA | VARIJANSA
tarost
X SD X SD X SD X SD X SD X SD
0 dana 0.0020 0.0001 | 47.2 | 6.1 | 0.006 | 0.001 | 0.19 | 0.01 | 6.45 | 0.07 167 27
10 dana 0.0020 0.0001 | 445 | 5.6 | 0.006 | 0.001 | 0.20 | 0.01 | 6.43 | 0.05 157 23
20 dana 0.0019 0.0001 | 41.1 | 3.8 | 0.006 | 0.001 | 0.19 | 0.01 | 6.47 | 0.05 165 19
30 dana 0.0020 0.0001 | 439 | 7.3 | 0.007 | 0.001 | 0.19 | 0.01 | 6.43 | 0.05 148 13
120 dana | 0.0020 0.0001 | 43.3 | 4.0 | 0.006 | 0.001 | 0.19 | 0.01 | 6.44 | 0.05 163 17
210 dana | 0.0020 0.0001 | 45.2 | 10.5 | 0.007 | 0.001 | 0.19 | 0.01 | 6.44 | 0.06 158 18
300 dana | 0.0020 0.0002 | 48.0 | 84 | 0.006 | 0.001 | 0.19 | 0.01 | 6.47 | 0.08 179 22
390dana | 0.0020 0.0001 | 429 | 7.3 | 0.006 | 0.001 | 0.20 | 0.01 | 6.44 | 0.07 170 19
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Slika 58. Vrednosti fraktalne dimenzije hromatina kortikalnih limfocita timusa u

razli¢itim starosnim grupama.

*p<0.05 u poredenju sa grupom novorodenih Zivotinja
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Sika 59. Odnos fraktalne dimenzije tkiva korteksa timusa i fraktalne dimenzije
hromatina kortikalnih limfocita
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Slika 60. Lakunarnost hromatina kortikalnih limfocita timusa u razli¢itim starosnim
grupama.



3.3.4. Medularni limfociti timusa

Slicno kao kod kortikalnih limfocita timusa, i u medularnim
limfocitima je uoceno znacajno smanjenje hromatinske fraktalne
dimenzije sa starenjem. Maksimalna vrednost zabeleZena je u
novorodenih Zivotinja (1.777+0.029), a minimalna u najstarijih
Zivotinja (1.566+0.031, slika 61). Smanjenje fraktalne dimenzije je
postalo statisti¢cki znacajno u grupi Zivotinja starih 30 dana
(1.717+0.025, p<0.01). Uocena je statisticki visoko znacajna pozitivna
korelacija izmedu fraktalne dimenzije tkiva medule timusa i fraktalne

dimenzije hromatina medularnih limfocita (p<0.01, slika 62).

Lakunarnost hromatina medularnih limfocita (slika 63), kao ni

GLCM parametri (tabela 5) se nisu znacajno promenili sa starenjem.

Izmedu kortikalnih i medularnih limfocita detektovana je
statisticki znacajna razlika u pojedinim GLCM parametrima teksture
hromatina. Medularni limfociti su imali znacajno vecu vrednost
entropije (slika 64, p<0.001) i varijanse (slika 65, p<0.001), i manju
vrednost angularnog drugog momenta (p<0.001), nego kortikalni
limfociti. Ovi rezultati ukazuju da je GLCM analiza potencijalno osetljiv

metod u razlikovanju ove dve ¢elijske populacije.
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Slika 61. Vrednosti fraktalne dimenzije hromatina medularnih limfocita timusa u
razli¢itim starosnim grupama.

*p<0.05 u poredenju sa grupom novorodenih Zivotinja
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Sika 62. Odnos fraktalne dimenzije tkiva medule timusa i fraktalne dimenzije
hromatina medularnih limfocita
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Slika 63. Lakunarnost hromatina medularnih limfocita timusa u razli¢itim starosnim

grupama

Tabela 5. Vrednosti GLCM parametara hromatina medularnih limfocita timusa u

razli¢itim starosnim grupama

ASM KONTRAST | KORELACUJA IDM ENTROPIJA | VARIJANSA

Starost X SD X SD X SD X SD X SD X SD
0dana 0.0019 0.0003 | 48.7 | 10.7 | 0.006 | 0.002 | 0.19 | 0.02 | 6.54 | 0.10 | 208 16
10dana | 0.0018 0.0002 | 50.7 | 9.5 | 0.006 | 0.001 | 0.19 | 0.01 | 6.56 | 0.07 205 24
20dana | 0.0017 0.0001 | 50.8 | 5.9 | 0.005 | 0.000 | 0.19 | 0.01 | 6.60 | 0.05 | 215 18
30dana | 0.0019 0.0002 | 49.0 | 10.2 | 0.006 | 0.001 | 0.19 | 0.01 | 6.53 | 0.07 188 23
120 dana | 0.0018 0.0002 | 51.0 | 6.0 | 0.005| 0.001]0.19 | 0.01 | 6.58 | 0.06 | 221 38
210dana | 0.0018 0.0002 | 476 | 6.7 | 0.005 | 0.001 ] 0.19 | 0.01 | 6.57 | 0.07 220 25
300 dana | 0.0017 0.0001 | 519 | 8.9 | 0.005| 0.001 | 0.18 | 0.01 | 6.60 | 0.06 | 219 35
390 dana | 0.0018 0.0002 | 493 | 5.3 | 0.006 | 0.001 ] 0.19 | 0.01 | 6.54 | 0.08 | 204 26
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Slika 64. Srednja vrednost entropije hromatina limfocita u korteksu i meduli
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Slika 65. Srednja vrednost teksturalne varijanse hromatina limfocita u korteksu i
meduli



3.3.5. Folikularne ¢elije u beloj pulpi slezine

Fraktalna dimenzija hromatina folikularnih ¢elija u beloj pulpi
slezine u novorodenih Zivotinja iznosila je 1.520+£0.054, a u miSeva
starih 10 dana 1.508+0.034. Minimalna vrednost fraktalne dimenzije
zabeleZena je u starosnoj grupi 20 dana (1.488 £0.055), a maksimalna u
starosnoj grupi od 210 dana (1.532+0.034). Kod najstarijih Zivotinja,
srednja hromatinska fraktalna dimenzija iznosila je 1.502+0.060. Nije
bilo statisticki znacajne razlike izmedu grupa (F=0.659, p>0.05, slika
66).

Lakunarnost hromatinske strukture folikularnih ¢elija je bila
maksimalna u novorodenih Zivotinja (1.604%+0.048). Vrednosti
hromatinske lakunarnosti u miSeva starih 10 i 20 dana bile su manje
(1.583+£0.077, odnosno 1.540 +0.068), ali ove promene nisu bile
statisticki signifikantne. Slican rezultat je dobijen poredenjem srednjih
vrednosti lakunarnosti ostalih starosnih grupa (F=1.113, p>0.05, slika
67).
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Slika 66. Fraktalna dimenzija hromatina folikularnih ¢elija bele pulpe slezine
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Slika 67. Lakunarnost hromatina folikularnih ¢elija bele pulpe slezine
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Tabela 6. GLCM parametri hromatinske teksture folikularnih ¢elija slezine

ASM KONTRAST KORELACUA IDM ENTROPIJA VARIJANSA

Starost
X SD X SD X SD X SD X SD X SD

Odana | 0.021 | 0.002 | 1370.9 | 160.9 | 0.00030 | 0.00004 | 0.30 | 0.03 | 5.888 | 0.100 | 2941 | 335
10dana | 0.025 | 0.005 | 1332.2 | 157.7 | 0.00027 | 0.00003 | 0.31 | 0.03 | 5.872 | 0.240 | 3134 | 294
20dana | 0.021 | 0.004 | 1427.1 | 155.5 | 0.00031 | 0.00008 | 0.29 | 0.03 | 5.954 | 0.142 | 2999 | 127
30dana | 0.025 | 0.005 | 1465.8 | 269.6 | 0.00027 | 0.00003 | 0.31 | 0.03 | 5.824 | 0.128 | 3207 | 148
120dana | 0.021 | 0.002 | 1411.8 | 144.2 | 0.00027 | 0.00002 | 0.29 | 0.02 | 5.943 | 0.108 | 3013 | 188
210dana | 0.021 | 0.003 | 1444.5 | 196.4 | 0.00027 | 0.00002 | 0.29 | 0.02 | 5.940 | 0.096 | 3097 | 285
300dana | 0.020 | 0.005 | 1526.7 | 178.7 | 0.00029 | 0.00003 | 0.31 | 0.02 | 5.876 | 0.112 | 3000 | 400
390dana | 0.023 | 0.002 | 1322.5 | 197.0 | 0.00030 | 0.00007 | 0.30 | 0.02 | 5.850 | 0.155 | 2936 | 308

GLCM parametri teksture hromatina folikularnih ¢elija se takode
nisu znacajno menjali u eksperimentu. U tabeli 6, prikazane su srednje
vrednosti i standardne devijacije teksturalne entropije, korelacije,
varijanse, kontrasta, kao i angularnog drugog momenta i inverznog

momenta razlike.

3.3.6. Eritroidne prekurzorske celije slezine

U eritroidnim prekurzorskim c¢elijama hematopoeznog tkiva
slezine sa starenjem je doSlo do povecanja GLCM entropije hromatina. U
novorodenih Zivotinja srednja vrednost hromatinske entropije iznosila
je 5.936+0.021. Ve¢ u grupi Zivotinja starosti 10 dana, doSlo je do
statisticki znacajnog povecanja (6.070+£0.096, p<0.01). Vrednosti
entropije kod starijih Zivotinja su nastavile da rastu (30 dana:
6.154+0.095; 120 dana: 6.250+£0.061; 210 dana: 6.293+0.052, p<0.001,

u poredenju sa grupom novorodenih miSeva), da bi svoj maksimum
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dostigle u grupi Zivotinja starih 390 dana (6.640+£0.052, p<0.001, slika
68).

Suprotno od entropije, homogenost hromatina eritroidnih
prekurzora, merena vrednostima inverznog momenta razlike se
smanjivala sa staro$S¢u. Maksimalna homogenost je zabeleZena u grupi
novorodenih Zivotinja (0.352 £0.005), a minimalna u najstarijih miSeva
(0.204+0.014). Statisticki znacajno smanjenje inverznog momenta
razlike zabeleZeno je ve¢ u grupi Zivotinja starih 10 dana (0.331+£0.013,

p<0.05, slika 69).
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Slika 68. Teksturalna entropija hromatina eritroidnih prekurzorskih ¢elija slezine u
razli¢itim starosnim grupama.

*p<0.05 u poredenju sa grupom novorodenih Zivotinja
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Slika 69. Inverzni momenat razlike hromatina eritroidnih prekurzorskih ¢elija slezine
u razli¢itim starosnim grupama.

*p<0.05 u poredenju sa grupom novorodenih Zivotinja
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Slika 70. Teksturalni kontrast hromatina eritroidnih prekurzorskih ¢elija slezine u

razli¢itim starosnim grupama. *p<0.05 u poredenju sa grupom novorodenih Zivotinja
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Slika 71. Angularni drugi momenat hromatina eritroidnih prekurzorskih celija slezine

u razli¢itim starosnim grupama.

*p<0.05 u poredenju sa grupom novorodenih Zivotinja
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Slika 72. Teksturalna korelacija hromatina eritroidnih prekurzorskih ¢elija slezine u
razli¢itim starosnim grupama
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Slika 73. Teksturalna varijansa hromatina eritroidnih prekurzorskih ¢elija slezine u
razli¢itim starosnim grupama.

*p<0.05 u poredenju sa grupom novorodenih Zivotinja
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Vrednosti teksturalnog kontrasta se nisu znacajno menjale u
postnatalnom razvoju. Statisticki znacajno povecanje kontrasta je
zabeleZeno samo u grupama Zivotinja starih 300 dana (1135%£147 prema
678+63 kod novorodenih miSeva, p<0.01), i 390 dana (1719%210,
p<0.01, slika 70).

Angularni drugi momenat hromatina eritroidnih prekurzora u
novorodenih miSeva iznosio je 0.029+0.003, i nije se znaCajno menjao u
postnatalnom razvoju i starenju sa izuzetkom u Zivotinja starosti 300
dana (0.020+0.003) i 390 dana (0.015+0.003) gde je bio statisticki

znacajno manji nego u ostalim grupama (p<0.01, slika 71).

Teksturalna korelacija hromatina je varirala izmedu vrednosti
1.82*10-4£9.59*10-¢, koliko je zabeleZeno u novorodenih miseva do
2.33*%10-4+£5.39*10-%, koliko je zabeleZeno u grupi miSeva starih 120
dana. Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike izmedu grupa (p>0.05, slika

72).

Teksturalna varijansa hromatina je u novorodenih Zivotinja
iznosila 5371+£259. Nije bilo znacajne razlike izmedu grupa sa
izuzetkom u grupama miSeva starosti 300 dana (4525%+395) i 390 dana
(4405+385) gde je detektovano statisticki znac¢ajno smanjenje (p<0.05,
slika 73).

Detektovana je statisticki visoko znacajna negativna korelacija
izmedu hromatinske entropije i inverznog momenta razlike u svim
grupama. Drugim rec¢ima, Sto je entropija hromatina bila veca - to je
hromatinska homogenost bila manja. Primeri plotovanih vrednosti
entropije i inverznog momenta razlike za grupu novorodenih i

najstarijih Zivotinja prikazane su na slikama 74 i 75.
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Slika 74. Primer plotovanih vrednosti entropije i inverznog momenta
razlike hromatina eritroidnih prekurzora za grupu novorodenih
Zivotinja
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Slika 75. Primer plotovanih vrednosti entropije i inverznog momenta
razlike hromatina eritroidnih prekurzora za grupu Zivotinja starosti
390 dana



Fraktalna dimenzija i lakunarnost hromatina u eritroidnim
prekurzorskim ¢elijama se nisu znacajno razlikovale izmedu starosnih

grupa (p>0.05).

3.3.7. Epitelne celije proksimalnih tubula bubrega

Srednja vrednost fraktalne dimenzije hromatina epitelnih ¢elija
proksimalnih tubula u novorodenih Zivotinja iznosila je 1.765+0.030. U
Zivotinja starih 10 dana, fraktalna dimenzija je bila statisticki znacajno
manja i iznosila je 1.679+0.054. U starijih Zivotinja, ove vrednosti su
nastavile da padaju i u poredenju sa grupom novorodenih miSeva,
razlika je u svim slucajevima bila statisticki visoko signifikantna
(p<0.01, slika 76). Uocena je statisticki visoko znacajna pozitivna
korelacija izmedu fraktalne dimenzije tkiva korteksa bubrega i
fraktalne dimenzije hromatina epitelnih c¢elija proksimalnih tubula

(p<0.01, slika 77).

Lakunarnost hromatina u proksimalnim tubulima se sa druge
strane povecavala sa starenjem. Minimalna vrednost zabeleZena je u
grupi novorodenih Zivotinja (1.227 £0.100), dok je u miSeva starih
deset dana srednja hromatinska lakunarnost iznosila 1.346+0.072, Sto
je bilo statisticki znacCajno povecanje. U starosnoj grupi miSeva od 20
dana lakunarnost je nastavila da raste (1.449%0.083), a razlika u
odnosu na prvu grupu je postala statisticki visoko signifikantna

(p<0.01, slika 78).
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Slika 76. Fraktalna dimenzija hromatina u epitelnim ¢elijama proksimalnih tubula.

*p<0.05 u poredenju sa grupom novorodenih Zivotinja
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Sika 77. Odnos fraktalne dimenzije tkiva korteksa bubrega i fraktalne dimenzije
hromatina epitelnih ¢elija proksimalnih tubula.
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Slika 78. Lakunarnost hromatina u epitelnim ¢elijama proksimalnih tubula.

Lakunarnost je u starijih miSeva ostala visoka da bi maksimalnu
vrednost dostigla u poslednjoj (390 dana) grupi (1.640+0.091, p<0.01,
slika 78).

Za razliku od fraktalne dimenzije i lakunarnosti, teksturalni
pokazatelji hromatinske strukture se nisu znacajno menjali sa
starenjem. Kao Sto se vidi iz tabele 7, nije bilo statisti¢ki znacajne

razlike izmedu starosnih grupa.
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Tabela 7. GLCM parametri teksture hromatina u epitelnim éelijama proksimalnih tubula

ASM KONTRAST KORELACIJA IDM ENTROPIJA VARIJANSA
Starost

SD SD SD X SD SD X SD

X1
i
i
xi

0 dana 0.038 0.007 1128.0 | 96.4 |0.00025 | 0.00003 | 0.32 0.02 6.26 0.13 3981 561

10 dana 0.039 0.008 | 1138.1 | 159.1 | 0.00026 | 0.00005 | 0.32 0.02 6.29 0.15 4064 457

20 dana 0.037 0.008 1190.1 | 140.4 | 0.00024 | 0.00003 | 0.31 0.03 6.32 0.15 4158 487

30dana 0.039 0.007 | 1093.6 | 162.8 | 0.00025 | 0.00004 | 0.32 0.02 6.23 0.12 4027 676

120 dana] 0.034 0.006 | 1085.4 | 113.8 | 0.00026 | 0.00004 | 0.31 0.02 6.34 0.12 3812 500

210danal]  0.037 0.004 | 1258.7 | 199.7 | 0.00024 | 0.00004 | 0.32 0.01 6.28 0.13 4136 539

300danal] 0.039 0.008 | 1084.5 | 124.1 | 0.00025 | 0.00005 | 0.32 0.02 6.25 0.13 3998 647

390dana] 0.041 0.005 | 1074.9 | 197.8 | 0.00026 | 0.00003 | 0.32 0.01 6.31 0.10 4046 312

3.3.8. Epitelne Ccelije distalnih tubula bubrega

Srednja vrednost fraktalne dimenzije hromatina epitelnih ¢elija
distalnih tubula bila je 1.479+0.058 u novorodenih Zivotinja,
1.468+0.038 u miSeva starih 10 dana, i 1.469+ 0.033 u miSeva starih 20
dana. Srednje vrednosti sa standardnim devijacijama su prikazane na
slici 79. Kao Sto se vidi iz slike, u grupi Zivotinja starosti 210 dana
postoji vidljiv pad fraktalne dimenzije (1.448+0.052 u poredenju sa
1.468+0.036 u prethodnoj grupi), medutim ova promena nije bila
statisti¢ki znacajna. Ni izmedu ostalih grupa nije detektovana znacajna

razlika (p>0.05, F=0.349).
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Lakunarnost hromatina u novorodenih Zivotinja iznosila je
1.554+0.061, a u Zivotinja starih 10 dana 1.605+0.040. U svim
narednim starosnim grupama, lakunarnosti je bila viSa u poredenju sa
novorodenim miSevima (20 dana: 1.598+0.043; 30 dana: 1.610+0.048;
390 dana: 1.574+0.037), ali ovo povecanje nije bilo statisticki
signifikantno (F=0.898, p>0.05, slika 80).
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Slika 79. Fraktalna dimenzija hromatina u epitelnim ¢elijama distalnih tubula.
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Slika 80. Lakunarnost hromatina u epitelnim ¢elijama distalnih tubula
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Kao u slucaju fraktalnih parametara, ni GLCM parametri teksture
hromatina c¢elija distalnih tubula nisu se znacajno menjali (p>0.05).
Srednje vrednosti GLCM parametara sa standardnim devijacijama
prikazane su u tabeli 8. Nije detektovana znacajna korelacija izmedu

hromatinskih i tkivnih fraktalnih, odnosno GLCM parametara.

Tabela 8. GLCM parametri teksture hromatina u epitelnim ¢elijama distalnih tubula.

ASM KONTRAST KORELACIJA IDM ENTROPUA VARIJANSA

Starost
X SD X SD X SD X SD X SD X SD
0 dana 0.021 0.005 1562.8 | 148.9 | 0.00032 | 0.00002 | 0.28 | 0.04 | 596 | 0.15 3033 | 245
10 dana 0.019 0.003 1459.7 | 148.1 | 0.00031 | 0.00002 | 0.28 | 0.01 | 5.95 | 0.09 3092 | 302
20 dana 0.021 0.003 1540.5 | 201.7 | 0.00030 | 0.00009 | 0.28 | 0.02 | 5.90 | 0.10 3210 | 470
30 dana 0.020 0.006 1570.1 | 167.6 | 0.00029 | 0.00003 | 0.28 | 0.03 | 5.97 | 0.10 3144 | 210
120 dana 0.023 0.003 1551.2 | 229.5 | 0.00030 | 0.00005 | 0.30 | 0.02 | 5.87 | 0.13 3090 | 385
210 dana 0.023 0.005 1512.8 | 172.0 | 0.00032 | 0.00002 | 0.28 | 0.02 | 5.95 | 0.13 3157 263
300 dana 0.019 0.003 1487.0 | 139.8 | 0.00031 | 0.00003 | 0.26 | 0.02 | 6.05 | 0.09 2943 | 283
390 dana 0.021 0.002 1511.2 | 132.9 | 0.00030 | 0.00002 | 0.28 | 0.02 | 594 | 0.14 3056 | 172

3.3.9. Epitelne Celije sabirnih kanali¢a bubrega

Fraktalna dimenzija hromatina epitelnih ¢elija sabirnih kanali¢a u
novorodenih Zivotinja iznosila je 1.537+0.031, a u miSeva starih 10
dana 1.525+0.040. Ovo smanjenje nije bilo statisti¢ki znacajno (p>0.05).
Maksimalna vrednost fraktalne dimenzije hromatina zabeleZena je u
Zivotinja starih 20 dana: 1.550+0.023. Izmedu starosnih grupa nije

uocena statisticki znacajna razlika (F=0.785, p>0.05, slika 81).
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Slika 81. Fraktalna dimenzija hromatina u epitelnim ¢elijama sabirnih kanali¢a
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Slika 82. Lakunarnost hromatina u epitelnim ¢elijama sabirnih kanalica
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Tabela 9. GLCM parametri teksture hromatina u epitelnim ¢elijama sabirnih kanali¢a

ASM KONTRAST KORELACIJA IDM ENTROPUA VARIJANSA

Starost
X SD X ) X SD X SD X SD X SD
0 dana 0.026 0.004 993.7 | 106.3 | 0.00031 | 0.00005 | 0.35 | 0.02 | 5.78 | 0.09 3039 | 319
10 dana 0.026 0.003 1022.6 | 80.1 | 0.00029 | 0.00001 | 0.34 | 0.02 | 5.73 | 0.12 3115 | 121
20 dana 0.028 0.005 1066.9 | 128.6 | 0.00030 | 0.00004 | 0.36 | 0.03 | 5.72 | 0.20 3229 | 403
30 dana 0.027 0.004 1053.0 | 121.4 | 0.00029 | 0.00002 | 0.35 | 0.02 | 5.76 | 0.13 3206 | 277
120 dana 0.026 0.003 980.8 | 137.2 | 0.00032 | 0.00004 | 0.36 | 0.02 | 5.71 | 0.13 2994 | 317
210 dana 0.026 0.004 1011.2 | 93.9 | 0.00030 | 0.00001 | 0.35 | 0.02 | 5.73 | 0.12 3111 203
300 dana 0.028 0.004 1041.2 | 78.2 | 0.00028 | 0.00002 | 0.35 | 0.03 | 5.78 | 0.15 3343 | 243
390 dana 0.031 0.008 1033.0 | 74.8 | 0.00029 | 0.00003 | 0.36 | 0.03 | 5.68 | 0.15 3263 | 342

Lakunarnost hromatina epitelnih ¢elija sabirnih kanalica u
novorodenih Zivotinja iznosila je 1.629+0.060. Maksimalna vrednost
lakunarnosti zabeleZena je u starosnoj grupi 30 dana (1.673+£0.058), a
minimalna vrednost u starosnoj grupi od 10 dana (1.608+0.033). Kao i
kod fraktalne dimenzije hromatina, ni kod hromatinske lakunarnosti
nije bilo statisti¢cki znacajne razlike izmedu grupa (F=0.251, p>0.05,

slika 82).

Ni u GLCM parametrima teksture hromatina nije zabeleZena
znacajna razlika izmedu grupa. Vrednosti entropije, angularnog drugog
momenta, inverznog momenta razlike, kontrasta, korelacije i varijanse

prikazane su u tabeli 9.
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3.3.10. Celije macula densa strukture

Fraktalna dimenzija hromatina u ¢elijama makule denze iznosila
je 1.435%20.017 u novorodenih Zivotinja. Ve¢ u prvoj narednoj starosnoj
grupi (10 dana) doSlo je do statisticki znacajnog smanjenja
(1.406+0.018, p<0.05), da bi u Zivotinja starih 20 dana smanjenje
postalo visoko signifikantno (1.398+0.030, p<0.01). Fraktalna
dimenzija kod starijih Zivotinja je nastavila da opada (30 dana:
1.380+0.025, 120 dana: 1.3399+0.017; 300 dana: 1.3112+0.016,
p<0.001), da bi minimum bio dostignut u poslednjoj (najstarijoj) grupi

(1,2984+0,015, p<0.001, slika 83).

Lakunarnost hromatina u ¢elijama makule denze u novorodenih
Zivotinja iznosila je 1.416+0.145 Sto je predstavljalo minimalnu
vrednost. Razlika je postala statisticki znacajna u grupi od 120 dana
(1.502+0.007, p<0.01), a maksimalna vrednost lakunarnosti je
detektovana u najstarijih zivotinja (1.553+0.005, p<0.001).
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Slika 83. Fraktalna dimenzija hromatina u ¢elijama macula densa regiona.

*p<0.05 u poredenju sa grupom novorodenih Zivotinja
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Slika 84. Odnos fraktalne dimenzije i lakunarnosti u ¢elijama makule denze u grupi
novorodenih misSeva.



Tabela 10. GLCM parametri teksture hromatina u ¢elijama makule denze

ASM KONTRAST KORELACUA IDM ENTROPUA | VARIJANSA

Starost
X SD X SD X SD X SD X SD X SD

0 dana 0,047 | 0,004 | 221,3 | 20,7 | 0,00035 | 0,00007 | 0,46 | 0,01 | 5,74 | 0,07 | 2972 | 439
10dana | 0,047 | 0,004 | 232,3 | 50,0 | 0,00034 | 0,00009 | 0,45 | 0,01 | 5,78 | 0,11 | 3176 | 690
20dana | 0,051 | 0,005 | 263,3 | 49,5 | 0,00029 | 0,00005 | 0,46 | 0,01 | 5,70 | 0,03 | 3651 | 619
30dana | 0,050 | 0,004 | 285,3 | 48,1 | 0,00026 | 0,00005 | 0,45 | 0,01 | 5,73 | 0,08 | 4107 | 754
120 dana | 0,047 | 0,003 | 275,5 | 33,3 | 0,00030 | 0,00003 | 0,45 | 0,01 | 5,75 | 0,04 | 3553 | 299
210dana | 0,048 | 0,006 | 252,3 | 24,4 | 0,00031 | 0,00003 | 0,46 | 0,01 | 5,74 | 0,07 | 3454 | 220
300 dana | 0,049 | 0,004 | 264,9 | 25,7 | 0,00032 | 0,00003 | 0,46 | 0,01 | 5,70 | 0,09 | 3420 | 251
390 dana | 0,048 | 0,004 | 257,7 | 22,5 | 0,00031 | 0,00002 | 0,46 | 0,01 | 5,73 | 0,08 | 3442 | 231

Lakunarnost je u svim grupama bila u statisticki znacajnoj
negativnoj korelaciji sa fraktalnom dimenzijom (p<0.001). Na slici 84
prezentovane su vrednosti fraktalne dimenzije i lakunarnosti za
hromatinske strukture u grupi novorodenih Zivotinja. Korelacije izmedu
ova dva parametra sli¢cne jaine i smera su detektovane i u ostalim

starosnim grupama.

Teksturalni parametri hromatina su prikazani u tabeli 10. Nije
detektovana znacajna razlika izmedu starosnih grupa ni za jedan od

GLCM parametara.

3.3.11. Hepatociti

Fraktalna dimenzija hromatina hepatocita bila je najveca u
novorodenih Zivotinja i iznosila je 1.694+0.063. U miSeva starih 10
dana detektovano je smanjenje fraktalne dimenzije (1.672%0.060),
medutim ono nije bilo statisticki znacajno. Fraktalna dimenzija u svim

ostalim starosnim grupama bila je statisticki znacajno manja u
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poredenju sa novorodenim Zivotinjama i ta razlika se uvecavala kod
svake sledece ispitivane grupe (grupa 20 dana: 1.612%20.071; p=0.013;
grupa 30 dana: 1.579%0.046, p<0.01). Minimalna vrednost fraktalne
dimenzije zabeleZena je u najstarijih Zivotinja (390 dana, 1.446+0.032,
p<0.001, slika 85). UocCena je statisti¢cki visoko znacajna pozitivna
korelacija izmedu fraktalne dimenzije jetrinih lobulusa i fraktalne

dimenzije hromatina hepatocita (p<0.01, slika 86).

Za razliku od fraktalne dimenzije, lakunarnost hromatina
hepatocita se povecala sa starenjem. Minimalna vrednost zabeleZena je
u novorodenih Zivotinja (1.501%£0.055), a maksimalna u najstarijih
Zivotinja (1.897+0.083). U Zivotinja starih 10, 20 i 30 dana, iako je
lakunarnost bila ve¢a od prve grupe, ta razlika nije bila statisticki
znacCajna (p>0.05). Tek u starosnoj grupi Zivotinja starosti 120 dana,
razlika je postala statisticki znacajna (p<0.01, slika 87) da bi se u
starijih Zivotinja, znacajnost razlike joS vise povecala (p<0.001, slika

87).

Teksturalni parametri hromatina hepatocita se za razliku od
fraktalnih nisu znacajno menjali. U tabeli 11, prikazane su srednje

vrednosti GLCM parametara sa standardnim varijacijama.
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Slika 85. Fraktalna dimenzija hromatina hepatocita.
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Slika 86. Odnos fraktalne dimenzije tkiva lobulusa u jetri (H/E bojenje) i fraktalne

dimenzije hromatina hepatocita.
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*p<0.05 u poredenju sa grupom novorodenih Zivotinja
Tabela 11. GLCM parametri hromatina hepatocita.

ASM KONTRAST KORELACUA IDM ENTROPUA VARIJANSA

Starost

X sD % sD % sD % sD % sD % sD
Odana | 0.015 0.004 | 1904.2 | 217.6 | 0.00025 | 0.00002 | 0.22 | 0.02 | 6.15 | 0.16 | 2935 | 359
10dana | 0.015 0.002 | 1797.9 | 137.7 | 0.00026 | 0.00002 | 0.24 | 0.03 | 6.14 | 0.12 | 2790 | 211
20dana | 0.017 0.005 | 1936.6 | 92.5 | 0.00024 | 0.00002 | 0.23 | 0.02 | 6.16 | 0.08 | 3110 | 304
30dana | 0.017 0.004 | 1942.7 | 282.7 | 0.00024 | 0.00003 | 0.23 | 0.02 | 6.13 | 0.15 | 3055 | 432
120dana | 0.015 0.003 | 1933.4 | 254.8 | 0.00026 | 0.00003 | 0.23 | 0.03 | 6.15 | 0.11 | 2868 | 318
210dana | 0.017 0.005 | 1978.8 | 205.7 | 0.00025 | 0.00003 | 0.23 | 0.02 | 6.13 | 0.10 | 3017 | 287
300dana | 0.018 0.003 | 2163.3 | 316.5 | 0.00026 | 0.00008 | 0.24 | 0.02 | 5.99 | 0.14 | 3203 | 502
390dana | 0.016 0.004 | 1938.4 | 211.9 | 0.00026 | 0.00003 | 0.23 | 0.03 | 6.08 | 0.19 | 3013 | 414
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4. DISKUSIJA

4.1. Fraktalna analiza u eksperimentalnoj i klinickoj fiziologiji

Fraktalna analiza predstavlja savremenu i egzaktnu metodu sa
Sirokom primenom kako u molekularnoj i celularnoj fiziologiji, tako i u
klinickim naukama (Hotta et al. 2005; Di leva et al. 2012; Silva et al.
2012). Koristi se za merenje kompleksnosti bioloSkih struktura kao Sto
su tkiva i individualne celije i njihove organele. Na tkivhom nivou, uz
pomo¢ ove metode je moguce kvantifikovati potencijalne promene u
tkivnoj arhitekturi koje nastjaju bilo pod uticajem nekog fizioloSkog
mehanizma, bilo kao posledica patoloSkog procesa (Lin, 2012). Na
celularnom nivou, fraktalna analiza se koristi za procenu finih
strukturnih promena u Ccelijskoj organizaciji koje se ne mogu
detektovati standardnom optickom ili elektronskom mikroskopijom

(Silva et al. 2012; Losa & Casteli 2005).

U osnovi, fraktalna analiza se koristi za opisivanje i
kvantifikovanje onih struktura i pojava na koje se standardna pravila
klasi¢ne, Euklidske geometrije teSko mogu primeniti (Loh et al. 2012a;
Loh et al, 2012b; Losa & Casteli 2005; Silva et al. 2012; Lin, 2012; Tan
et al. 2009). Na primer, prosti geometrijski oblici kao Sto su krug,
kavadrat i pravougaonik se lako mogu opisati merenjem, odnosno
racunanjem veliCina kao $to su duzina, Sirina, obim, povrSina itd. Sa
druge strane, mnoge bioloSke strukture kao Sto su tkivo i celija, se
odlikuju suviSe velikim stepenom kompleksnosti da bi klasi¢cne mere
Euklidske geometrije bile dovoljne za adekvatnu morfoloSku i citolosku

analizu.
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Postoji nekoliko tipova, odnosno nivoa fraktalne analize:
odredivanje fraktalne dimenzije, analiza lakunarnosti i multifraktalna
analiza. Fraktalna dimenzija je najznacajnija mera strukturne
kompleksnosti sa Sirokom primenom u skoro svim bioloSkim i
medicinskim disciplinama (Losa & Casteli 2005; Silva et al. 2012; Lin,
2012; Tan et al. 2009; Monti et al. 2010).

U klini¢koj praksi, fraktalna dimenzija je do sada uspe$no
primenjena za kvantifikovanje i analizu varijabilnosti sr€anog ritma
(Tan CO et al. 2009), za dijagnostiku odredenih oftalmoloSkih oboljenja
(Karperien A et al. 2008a), za in vitro detektovanje i opisivanje
kancerskih ¢elija (Kam Y, 2009), i u neuronaukama za analizu glijalnih
¢elija kod Alchajmerove bolesti, Sizofrenije i afektivhog poremecaja

(Karperien A et al. 2008b).

Postoji nekoliko metoda odredivanja fraktalne dimenzije: Box-
counting metoda, diferencijalna Box-counting metoda, ‘“Extended
counting”, metoda koriS¢enjem frakcionalno Brovnianog kretanja,
variogramska metoda, Isarithm metoda i Triangular prism metoda. Box-
counting metoda, koja je upotrebljena i u naSoj studiji, se danas
najceSce koristi jer je pokazala najvec¢i stepen senzitivnosti i
specificnosti, barem kada je u pitanju analiza digitalnih mikrografa i
ostalih dvodimenzionalnih povrSina (Losa & Casteli 2005; Silva et al.

2012; Lin, 2012; Tan et al. 2009; Monti et al. 2010).

Box-counting metoda je prvi put uvedena od strane Russel i
saradnika 1980. godine. Njena osnovna karakteristika, a istovremeno i
nedostatak je to Sto zahteva binarizaciju ulaznog signala (Russel et al.
1980). Kada je u pitanju analiza digitalnih migrografa, Sto je u osnovi
naSeg rada, to u praksi znaci da svaka slika pre fraktalne obrade treba

da bude konvertovana u binarni format. Tehnic¢ki, binarno
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konvertovanje je jednostavna operacija koja je integrisana u vecinu
savremenih programa za obradu slike (kao Sto je Image] Nacionalnog
instituta za zdravlje); medutim, tokom samog procesa konvertovanja
slike bioloSkih struktura kao S$to je hromatin, uvek postoji opasnost da
bitni detalji slike izmene u tolikoj meri da to kasnije utice na vrednost

fraktalne dimenzije.

Diferencijalna box-counting metoda predstavlja adaptaciju
standardne box-counting metode u kojoj je izbegnuta binarizacija
signala, ve¢ se celokupna analiza obavlja na crno-belim (gray scale)
slikama. PredloZena je od strane Chaudhuri i Sarkara 1995. godine
(Chaudhuri and Sarkar, 1995). Iako ova modifikacija otklanja znacajne
nedostatke binarizacije, neki autori (Asvestas et al. 1998) veruju da je
ona numeri¢ki manje stabilna i da su vrednosti fraktalne dimenzije

dobijene na ovaj na¢in manje od realnih.

U naSoj studiji, vrednosti fraktalne dimenzije su uz pomo¢
FracLac potprograma u okviru Image] dobijene standardnom box-
counting metodom kod svih bioloSkih struktura (hromatin i tkivo) koje
su bile obojene nekom od histoloskih boja (Hematoksilin-Eozin, toluidin
plavo, Gimza i AZAN bojenje). Diferencijalna box-counting metoda je
koriS¢ena samo kod nativnih mikrografa u in vitro eksperimentu,
imajuci u vidu je binarizacija neobojenog jedra neprakti¢na i da se ovim
procesom gubi veliki deo (preko 90%) vidljive hromatinske strukture.
Vrednosti hromatinske fraktalne dimenzije u ovom slucaju su oc¢ekivano

bile manje nego kod obojenih preparata.

Tokom standardne obrade digitalnih mikrografa, fraktalna
dimenzija u mnogome zavisi od koli¢ine detalja na analiziranoj slici
(Chappard et al. 2001). Stoga je vazno da svi mikrografi budu

napravljeni u istoj rezoluciji i pod istim uslovima kao S$to su
104



osvetljenost, odnosno ekspozicija. Takode, kod analize histoloSkih
preparata, potrebno je da svi tkivni ise¢ci budu iste debljine (u ovom
radu su koriSc¢eni isecCci standardne debljine 5 mikrometara) i obojeni

na isti nacin.

U nasSoj studiji, u zavisnosti od vrste tkiva koris¢ena su do Cetiri
razlicite tehnike bojenja: Hematoksilin-Eozin, toluidin plavo, Gimza i
AZAN bojenje. Razli¢ita bojenja koriS¢ena su iz nekoliko razloga. Kao
prvo, detektovano smanjenje tkivne kompleksnosti viSe od jednog
bojenja potvrduje validnost studije i ¢ini dobijene rezultate nauc¢no vise
vrednim. Drugo, s obzirom da se pojedine tkivne strukture na jednom
bojenju prikazuju bolje nego na drugom, logi¢no se namece zakljucak da
je detektovano smanjenje kompleksnosti na svim tehnikama bojenja
posledica strukturalnih promena koje se deSavaju na visSe nivoa. Tipic¢an
primer u naSoj studiji je bubreg gde detektovano smanjenje
kompleksnosti na tkivu obojenom toluidin plavo metodom, koje nije
bilo prisutno na AZAN bojenju ukazuje da se strukturne promene
vezane za starenje deSavaju viSe na celularnom, hromatinskom nivou
(toluidin plavo tehnika je efikasna u bojenju nukleinskih kiselina u
jedru nefrocita) nego u ekstracelularnim strukturama kao Sto je
glomerularna bazalna membrana (AZAN bojenje posebno dobro

prikazuje ekstracelularni matriks).

Pored fraktalne dimenzije, joS jedan od znacajnih pokazatelja
strukturne kompleksnosti u biologiji i biofizici predstavlja lakunarnost
(Torres-Mejia et al. 2005). Lakunarnost je indikator postojanja
praznina (engl. “gappiness”), odnosno pokazatelj u kojoj meri odredena
struktura, odnosno fraktal ispunjava prostor. Lakunarnost je indirektni
pokazatelj heterogenosti bioloSke strukture: Sto je tkivo, odnosno

hromatin homogeniji - njegova lakunarnost je manja. U poredenju sa
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fraktalnom dimenzijom, u ¢elijskoj biologiji i histologiji, lakunarnost je
mnogo manje istrazen parametar i za sada ne postoji nijedna
publikacija koja je ispitala potencijalne promene tkivne i celularne

lakunarnosti tokom starenja.

Nasi rezultati ukazuju da u nekim hromatinskim strukturama gde
se fraktalna dimenzija smanjuje, lakunarnost se povec¢ava i obrnuto. U
mnogim ispitivanim jedrima poput onih u c¢elijama makule denze,
detektovana je statisti¢ki znaCajna negativna korelacija izmedu ova dva
parametra. Na osnovu ovoga moZemo pretpostaviti da veli¢ina i broj
praznina u hromatinskoj strukturi znacajno utiCe na sveukupnu
hromatinsku kompleksnost. Ova pretpostavka bi bila u saglasnosti sa
nalazima drugih autora koji su takode detektovali postojanje pomenute

negativne korelacije (Yasar & Akgunli, 2005)

U naSoj studiji koriS¢en je jo$S jedan indirektni pokazatelj
heterogenosti: GLCM inverzni momenat razlike (inverese difference
moment, IDM). Inverzni momenat razlike se ¢esto u struc¢noj literaturi
poistovecuje sa pojmom “teksturalna homogenost“. IDM nije direktno
povezan sa fraktalnim osobinama neke strukture, odnosno za sada
nema dokumentovanih nalaza da je IDM u bilo kakvoj korelaciji bilo sa
vrednostima fraktalne dimenzije, bilo lakunarnosti. NaSi rezultati
pokazuju da u svim strukturama u delu studije na oglednim Zivotinjama
gde se sa starenjem smanjivala vrednost fraktalne dimenzije, ili
povecavala vrednost lakunarnosti, veliina inverznog momenta nije

trpela statisticki znac¢ajne promene.
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4.2. Fraktalni parametri kao potencijalni indikatori strukturnih

promena u hromatinu nakon UV tretmana

U in vitro delu naSe studije ispitivali smo strukturne promene u
hromatinu ¢éelija nakon tretmana UV zracenjem. Celijska Kkultura
kancerskih glijalnih ¢elija linije U251 je bila izloZena pulsu UVB
zracenja, a nakon toga, uzorak od 32 ¢elije (vezani uzorak) je pracen
kroz seriju vremenskih tac¢aka (ukupno je bilo 12 vremena racunajuci
kontrolnu tacku-pre tretmana). NaSi rezultati su pokazali statisticki
znacajno smanjenje jedarne lakunarnosti ve¢ neposredno nakon
tretmana. Sa druge strane fraktalna dimenzija je ostala pribliZno ista,
odnosno nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu pojedinacnih
vremenskih tacaka. Prema nasSim podacima, ovo je prva studija u svetu
koja je pored fraktalne dimenzije hromatina odredila i promene

lakunarnosti nakon tretmana agensom koji indukuje apoptozu.

Losa i Casteli (2005) su u svom radu imali sli¢an pristup u smislu
uvodenja kancerskih ¢elija u programiranu ¢elijsku smrt i ratunanja
fraktalne dimenzije u razli¢itim vremenskim tackama tokom rane
apoptoze (Losa & Castelli, 2005). Za razliku od naSe studije, ovde su
Celije tretirane proapoptotskim hemijskim agensom kalcimicinom u
dozi od 1 pM koja izaziva apoptozu u roku od 72h Sto je znatno duZi
vremenski period nego u naSem radu. Takode, analiza hromatina ¢elija
je radena uz pomo¢ elektronske mikroskopije i koriS¢enjem specijalnog
bojenja, Sto je joS jedna znacajna razlika u odnosu na naSu
metodologiju. Autori su zakljucili da postoji generalizovano i odrzivo
smanjenje hromatinske fraktalne dimenzije koje nastupa pre nego Sto
konvencionalne tehnike za detekciju apoptoze pokazu da je u celijskoj

kulturi zapocet proces programirane ¢elijske smrti. Kao tehnike zlatnog
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standarda, koriS¢ene su Annexin-V bojenje, TUNEL test (TdT-mediated

dUTP nick end labelling assay), i analiza sub G faze ¢elijskog ciklusa.

Postoji nekoliko potencijalnih objasnjenja zasSto u nasSoj studiji
nije nadeno statisticki znacajno smanjenje fraktalne dimenzije jedarne
strukture (za razliku od lakunarnosti). Prvo, moguce je da kod nativnih,
neobojenih preparata i kultura koje se analiziraju invertnim
mikroskopom, promene u hromatinu, zbog nedostatka odgovarajuceg
bojenja nisu detektabilne odredivanjem fraktalne dimenzije. Drugo,
vrednosti fraktalne dimenzije ultrastrukture hromatina nakon
elektronske mikroskopije ne moraju obavezno da koreliraju sa

fraktalnom dimenzijom nakon opticke mikroskopije.

U nekoj buducoj studiji koja bi se bavila ispitivanjem uticaja UV
zracenja na hromatinsku arhitekturu, bilo bi interesantno primeniti dve
strategije. Prvo, pre i nakon UV iradijacije, od odgovarajuc¢ih uzoraka
kancerskih ¢elija mogli bi da se naprave obojeni preparati i analiziraju
svetlosnim mikroskopom. Druga strategija bi podrazumevala
ultrastrukturalnu  analizu elektronskim  mikroskopom. Glavni
nedostatak oba ova pristupa u poredenju sa naSom studijom bio bi
nemogucénost pravljenja vezanog uzorka (odnosno posmatranja iste
grupe Ccelija kroz vremenske intervale). Ovo bi se moglo prevazici
pravljenjem viSe nezavisnih uzoraka od npr. nekoliko stotina c¢elija i

odgovarajuc¢om statistickom analizom.

Detektovane promene lakunarnosti u nasSoj studiji predstavljaju
znacajan rezultat imaju¢i u vidu da su one nastupile pre nego Sto su
konvencionalne citofluorometrijske tehnike (DNK fragmentacija,
aneksin-propidium jodid bojenje) detektovale pocetak apoptotskog
procesa. Promena lakunarnosti je detektovana ve¢ neposredno nakon

UV tretmana: registrovano je statisticki znacajno smanjenje
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lakunarnosti. Ovo smanjenje postalo je statisticki visoko znacajno 30
minuta i jedan sat nakon tretmana. U poredenju sa tim, sve
citofluorometrijske analize za procenu apoptoze sa izuzetkom analize
aktivnosti kaspaza postale su pozitivne tek dva sata nakon iradijacije.
Ovaj rezultat wukazuje da je lakunarnost jedra kao parametar
potencijalno senzitivniji od postoje¢ih metoda zlatnog standarda za

detekciju apoptoze prouzrokovane UV zracenjem.

Fraktalna analiza u celijskoj biologiji kao metoda ima nekoliko
prednosti u odnosu na konvencionalne citofluorometrijske tehnike. Za
odredivanje vrednosti fraktalne dimenzije i lakunarnosti nije potrebno
ni pribliZzno materijalnih i ljudskih resursa kao za protocnu
citofluorometriju. U naSoj studiji za digitalni mikrografi su napravljeni
koris¢enjem invertnog mikroskopa sa ugradenom digitalnom kamerom
visoke rezolucije. Fraktalna i teksturalna analiza obavljena je uz pomo¢
softvera Nacionalnog instituta za zdravlje (SAD) koji se nalazi na
javnom internet domenu (public domain) i stoga je slobodno dostupan
za preuzimanje. U poredenju sa resursima potrebnim za funkcionisanje
protoctnog citofluorometra, troskovi fraktalne analize su viSestruko
manji Sto je ¢ini veoma atraktivnom metodom narocito za laboratorije

koje se nalaze u zemljama u razvoju.

Da bi se potvrdila visoka senzitivnost fraktalne analize u detekciji
apoptoze u poredenju sa konvencionalnim metodama u celijskoj
biologiji, u budué¢nosti ¢e biti potrebno sprovesti seriju eksperimenata
na razli¢itim celijskim kulturama. Takode ¢e biti neophodno tretirati
Celijske kulture i drugim proapototskim agensima, a ne samo UV

zracenjem.
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4.3. Teksturalna analiza u eksperimentalnoj i klini¢ckoj fiziologiji

Teksturalna analiza predstavlja skup metoda kojima se
kvantifikuju parametri teksture nekog objekta. Pocela je da se Siroko
koristi krajem dvadesetog veka u raznim nauc¢nim oblastima. U
medicinskim naukama, teksturalna analiza je danas veoma znacajan
dodatak tzv. sistemima za komjuterski potpomognutu dijagnostiku
(Computer aided diagnostic systems-CAD). Ovi sistemi su posebno vazZni
u savremenoj radiolo$koj dijagnostici nakon analize
kompjuterizovanom aksijalnom tomografijom (CT) i nuklearnom
magnetnom rezonancom (NMR). Teksturalna analiza je do sada uspesSno
primenjena za razlikovanje benignih od malignih tumora, =za
odredivanje granica izmedu zdravog i patoloSki promenjenog tkiva, kao
i u histologiji za procenu citoarhitektonike (Castellanos et al. 2011;
Chen et al 2012; Linder et al. 2012; Joseph et al. 2011; Harrison et al.
2011; Baum 2012).

Bez obzira na primenjenu tehniku za dobijanje teksturalnih
parametara, teksturalna analiza predstavlja vazan dodatak fraktalnoj
analizi. Parametar kao Sto je fraktalna dimenzija, iako veoma vaZan za
razumevanje i opisivanje slozenih objekata, ipak je u osnovi samo
kvantifikacija kompleksnosti posmatranog fizickog ili bioloSkog sistema
(u naSem radu digitalnog mikrografa). Teksturalni GLCM parametri kao
Sto su entropija, inverzni momenat razlike i kontrast u nekim
slucajevima mogu da daju joS preciznije informacije o tome na koji
nacin se kompleksnost sistema povecava ili smanjuje. U tom pogledu
posebno vazZan parametar je entropija koja je mera neuredenosti
sistema, odnosno jedinica rezolucije (piksela) kod digitalnih

mikrografa.
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Kod GLCM metode, potrebno je imati u vidu da postoje odredene
razlike izmedu koncepta GLCM (teksturalne) entropije sa jedne strane i
koncepta termodinamske entropije sa druge strane. Termodinamska
entropija je u osnovi logaritamska mera tzv. gustine stanja (engl.

Density of states) i racuna se uz pomo¢ Bolcmanove jednacine:
S=k logW

Gde je k Bolcmanova konstanta (1.380062 x 10-23 J/kelvin) a W
predstavlja broj mikrostanja sistema u odredenom makrostanju. Drugim
rec¢ima, Sto je broj mikrostanja sistema veci, to ¢e i entropija kao mera
neuredenosti sistema biti ve¢a. Ova formulacija vaZi za sve sisteme, bilo
da su oni mehanicki, hemijski ili bioloSki (Lai et al. 2012; Wang et al.

2012; Fritsche et al. 2012; Singharoy et al. 2012).

Teksturalna GLCM entropija se sa druge strane racuna na sledeci

nacin:

Entropy — —ZZP (i,7) log( p(i, 1))
i

gde suiij koordinate GLCM matriksa za odredeni direkcioni ugao (0°,
450, 90° ili 135°) i razmak izmedu jedinica rezolucije. Primecujemo da
su obe gore date jednacine zasnovane na logaritamskoj skali. Medutim,

vazna ralzlika izmedu ova dva koncepta entropije je ta Sto GLCM
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entropija meri neuredenost jedinica rezolucije (piksela) na digitalnim
mikrografima (koji su prethodno konvertovani u 8-bitni format i
obradeni u GLCM matriksu) dok je termodinamska entropija mnogo Siri
pojam i odnosi se na neuredenost fizickog sistema u smislu broja
mikrostanja od kojih svako od mikrostanja ima jasno definisanu
verovatnocu postojanja (Bai et al. 2008; Meirovitch et al. 2009; Fritsche

etal. 2012).

Kad su u pitanju hromatin ili tkivo kao biofizi¢ki sistemi, njihova
prava termodinamska entropija, iako postoji kao pojam, je nemoguca za
merenje, odnosno, barem do sada ne postoji tehnologija (metoda)
kojom bi se ona mogla kvantifikovati. Ipak, treba imati u vidu da
svetlosna mikroskopija i digitalni mikrografi koji se uz pomo¢ nje prave
daju relativno puno informacija o strukturnoj organizaciji (arhitekturi)
posmatranog i analiziranog objekta, a poSto strukturalna organizacija
bilo kog sistema znacajno uti¢e na entropiju istog, moZemo da
pretpostavimo da je GLCM entropija u odredenoj, a mozda c¢ak i jakoj
pozitivnoj korelaciji sa Bolcmanovom entropijom. Ipak, ovo je samo
pretpostavka c¢iju tac¢nost bi bilo potrebno ispitati u nekoj buducoj

studiji, bilo na bioloSkom ili ¢isto fizicCkom sistemu.

JoS jedan od posebno vaznih GLCM parametara je inverzni
momenat razlike (inverse difference momet, IDM). U stru¢noj literaturi
cesto nazivan terminom “homogenost”, ovaj parameter je mera
koncentracije vrednosti jedinica rezolucije u odnosu na dijagonalu
GLCM matriksa (Mayerhoefer et al. 2010; Pantic et al. 2012d). Inverzni
momenat razlike je u jakoj negativnoj korelaciji sa GLCM kontrastom
koji je pokazatelj razlike u sivim vrednostima dve susedne rezolucione
jedinice. U in vitro delu naSe studije detektovano je statisticki znacajno

smanjenje kako celularnog, tako i nukleusnog IDM-a.
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Procena inverznog momenta razlike tkiva ¢elija ima potencijalno
veliki naucni znacaj, poSto odredene strukturne promene tkiva vezane
za starenje, kao Sto je atrofija i zamena funkcionalnog tkivnog
parenhima fibroznim vezivnim tkivom mogu u pojedinim slucajevima
znacajno uticati na stepen homogenosti dobijenog mikrografa (Gaudio
et al. 2005; Shamir et al. 2009; Pantic & Pantic, 2012). Na celularnom
nivou, takode, poznato je da pocetni stadijumi apoptoze (koja je u
nasem radu nastupila kao krajnja posledica UV tretmana na c¢elijskoj
kulturi) dovode do strukturnih promena u hromatinu Kkoje se
manifestuju kondenzacijom i marginalizacijom hromatina. U naSem
prethodno publikovanom radu na preparatima limfocita slezine
obojenih Gimza tehnikom, sugerirali smo da se ove promene mogu
odraziti kako na inverzni momenat razlike hromatina, tako i na
angularni drugi momenat i entropiju. U tom svetlu, odredivanje IDM-a
GLCM metodom se moZe smatrati vaZznim i u smislu definisanja i
testiranja alternativnih metoda za detekciju finih strukturnih promena
na Celijskom nivou tokom procesa starenja i apoptoze. Racunanje IDM-
a, kao uostalom i cela GLCM metoda je brzo izvodljivo sa velikim
stepenom reproducibilnosti i wukoliko bi se pokazalo dovoljno
senzitivnim i specificnim u detektovanju odredenih molekularnih
procesa u celiji, postalo bi vredan dodatak a mozZda jednog dana i
zamena za postojece metode Celijske biologije koje se primenjuju u

ispitivanju promena na ¢elijskim kulturama.

Haralick i saradnici (1973) su u svom radu o GLCM matriksu
definisali ukupno 14 razli¢itih parametara: angularni drugi momenat
(Angular second moment), GLCM kontrast, GLCM korelaciju, varijansu,
sumu varijanse (sum variance) sumu kvadrata varijanse (sum of
squares variance), varijansu razlike(difference variance), entropiju,

sumu entropije (sum entropy), entropiju razlike (difference entropy),
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inverzni momenat razlike, informacione mere korelacije (information
measures of correlation, dva parametra) i maksimalni koeficijent
korelacije. Koje od navedenih parametara ¢e istrazivac koristiti u svojoj
studiji zavisi u mnogome od karakteristika analiziranog objekta. Na
primer u geoloskim disciplinama, pri analizi topografije tla (Warnick et
al. 2006) od posebne vaznosti je ispitivanje GLCM varijanse i korelacije.
U medicinskim i bioloskim istrazivanjima, pregledom literature
ustanovili smo da su najc¢eS¢e odredivani parametri za procenu teksture
bioloSkog materijala entropija, angularni drugi momenat, kontrast,
korelacija, varijansa i inverzni momenat razlike (Castellanos et al.
2011; Chen et al. 2012; Linder et al. 2012; Joseph et al. 2011; Harrison
et al. 2011; Baum 2012). Mi smo se u naSoj studiji opredelili za
odredivanje upravo ovih Sest pokazatelja teksture na svim analiziranim

tkivima i hromatinskim strukturama.

4.4. Potencijalna primena GLCM metode u klinickim naukama

Kao Sto je gore navedeno, do sada je uloZeno mnogo napora u cilju
integracije GLCM metode u kompjuterizovane sisteme za dijagnozu
(CAD), kao dodatak postoje¢im tehnikama u radiologiji. Kod
dijagnostike nuklearnom magnetnom rezonancom (NMR), pokazano je
da teksturalna analiza NMR mapa relaksacije zasnovana na GLCM
matriksu moZe da bude korisna u evaluaciji razvoja i napredovanja
osteoartritisa (Carballido-Gamio et al. 2008; Li et al, 2009). U nedavnoj
studiji objavljenoj 2011 godine, pokazano je da zdravi ispitanici sa
povecanim rizikom za osteoartritis imaju znacajno izmenjene GLCM

parametre NMR snimaka, Sto ukazuje da ovaj metod nije primenjiv samo
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u proceni napredovanja razvijenog osteoartritisa, ve¢ je potencijalno
dragocena za procenu rizika nastanka reumatoloSkih bolesti kod

zdrave populacije (Joseph etal. 2011).

U neurologiji, GLCM metoda je uspeSno koriS¢ena za analizu
mozZdanih NMR snimaka pacijenata sa blagim oblikom Alchajmerove
bolesti pracenog niskim stepenom kognitivhog oStecenja (De Oliveira et
al. 2011). Teksturalni parametri moZdanih struktura poput korpus
kalozuma i talamusa bili su drugaciji u odnosu na kontrolnu grupu
pacijenata (de Oliveira i sar. 2011). Ovi rezultati su pokazali
potencijalni znacaj teksturalne analize u skriningu Alchajmerove

bolesti i evaluaciji efekata primenjene terapije.

NMR teksturalna analiza uz pomo¢ GLCM matriksa je takode
predloZena kao vredan dodatak najceS¢e koriS¢enih metoda za rano
otkrivanje multiple skleroze. Kombinovana wupotreba svih funkcija
teksturalne analize je pokazala odlican potencijal u diskriminaciji
skleroti¢nih lezija u beloj masi mozga (Zhang et al. 2008). Rezultati ove
studije su podrzani nalazima Harison et al. (2010) koji pokazuju da
teksturalna analiza signala magnetne rezonance u multiploj sklerozi
ima visoku senzitivnost i ta¢nost u diskriminaciji izmedu zdravih i
patoloski izmenjenih delova moZdanog parenhima (Harrison et al.

2010).

GLCM analiza je takode uspesSno primenjena u istrazivanjima raka
dojke, kao dodatak cesto koriS¢enim dijagnostickim radioloSkim
tehnikama, kao Sto je digitalna mamografija. GLCM se danas smatra
korisnim za klasifikaciju tkiva dojke (razlikovanje zdravog tkiva od

kancerski izmenjenog) (Mascaro et al. 2009).
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U studiji Mohd Khuzi i saradnika, specificnosti GLCM teksture su
koriS¢ene da se razvije tzv. "Drvo odluka" (decission tree) u donoSenju
dijagnostickih zakljuCaka Sto je dovelo do smanjenja vremena koje je
potrebno da se otkrije postojanje tumorske mase u dojci. Po misljenju
autora, ovi rezultati bi mogli dovesti do dizajniranja automatizovanog
dijagnostickog sistema za otkrivanje raka dojke koji funkcioniSu u

realnom vremenu (Mohd Khuzi et al. 2009).

Pored mamografije, GLCM metoda je takode uspeSno integrisana u
ultrazvuénim (Alvarenga et al. 2007; Cen et al. 2007) i NMR snimanjima
tumora dojke. Alvarenga i saradnici su ukazali da je teksturalni GLCM
kontrast najvrednija GLCM karakteristika koja moze da razlikuje
maligne od benignih tumora dojke u ultrazvu¢nim slikama (Alvarenga et

al. 2007).

Medutim, GLCM kao metod za analizu teksture u Kklinickoj
radiologiji, u pojedinim slucajevima ima izvesna ogranicenja. Kao Sto je
ranije pomenuto, rezultati teksturalne analize ¢esto znacajno zavise od
smera (ugla) matrice, kao 1 rastojanja izmedu dva piksela u
analiziranim parovima rezolucionih jedinica. U nedavnom radu,
Rangaiian i saradnici su analizirali nau¢nu vrednost GLCM tehnike na
111 wuzoraka tumora dojke (65 benigna i 46 malignih tumora).
ZakljuCeno je da rezultati mogu znatno da variraju u zavisnosti od
rezolucije slike, kao i GLCM pravca i udaljenosti piksela (Rangaiian et
al. 2010). Razumno je pretpostaviti da se ova ogranicenja ne odnose
samo na mamografiju, nego da postoje i drugim klinickim i

predklini¢kim aplikacijama GLCM metode.

U pulmonarnoj radiologiji, predloZeno je da se senke u plu¢ima
tipa “mletno staklo“ (ground-glass opacity GGO nodules) u

kompjuterizovanoj tomografiji (¢vorici koji su obi¢no dovodeni u vezu
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sa atipi¢nom adenomatoznom hiperplazijom, karcinomom bronha
odnosno bronhioloalveolarnim adenokarcinomom), mogu  efikasno
otkriti rac¢unanjem GLCM teksturalne homogenosti suspektnih regiona
(Park et al. 2011). Ako se ovi rezultati budu potvrdili u nekoj buducoj
studiji, moZe se ocekivati da ¢e to dovesti do znacajnih poboljSanja
osetljivosti metoda koje se trenutno Kkoriste za dizajniranje klinickih
protokola jer standardna tomografska analiza je za sada u velikoj meri
neefikasna u otkrivanju GGO ¢vori¢a (Funama et al. 2009; Park et al.

2011).

Konac¢no, GLCM tehnika se takode uspeSno primenjuje u koStanom
radiografskom snimanju. Huber i saradnici (2009) su nakon analize
trabekularne kosti tokom radiografije proksimalnog femura zakljucili
da bi GLCM teksturalni parametri koStane strukture mogli biti
dragoceni za predvidanje kvaliteta koStanog tkiva pre hirursSke
intervencije (Huber et al. 2009). Diederichs i saradnici su predlozili da
GLCM i druge metode teksturalne analize, kada se kombinuju sa
parametrima koStane mineralne gustine (Bone Mineral Density) za
procenu trabekularne kosti, mogu da poboljSaju procenu koStane snage
i pomognu u predvidanju buduc¢ih preloma kostiju (Diederichs et al.

2009).

Osim pomenutih aplikacija, GLCM teksturalna analiza je
intenzivno ispitivana u kardiovaskularnoj medicini (Vins et al. 2000),
kao i vizuelizaciji kancerskog tkiva nakon snimanja pozitronskom
emisionom tomografijom (PET) (Galavis et al. 2010). Ovi i drugi
istrazivacki napori su pokazali da GLCM metoda u budué¢nosti moZe
postati sastavni deo mnogih klini¢ckih sistema kompjuterski
potpomognute dijagnostike, odnosno da znacajno poboljSa njihove

performanse. Medutim, uvek treba imati u vidu da je teksturalna
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analiza relativno nova nauc¢na oblast. Ve¢ina naucnih studija u vezi sa
GLCM metodom opisanog u ovoj disertaciji je sprovedena i publikovana
tokom poslednjih 5 godina. Zato pretpostavljamo da ¢e dodatna
istrazivanja biti neophodna kako bi se istrazila senzitivnost i
specificnost GLCM metode u poredenju sa trenutnim tehnikama zlatnog
standarda koja se koriste u okviru sprovodenja klini¢kih dijagnosti¢kih

testova.

4.5, Teksturalna analiza u fundamentalnim medicinskim

istrazivanjima za procenu strukturalne organizacije tkiva i ¢elija

lako je do sada bilo relativno malo studija u vezi sa mogucom
primenom GLCM metode Ccelijskoj biologiji i histologiji, pocetni
rezultati su obecavajuci, i definitivno ¢e podstac¢i dalja istrazZivanja u

ovim oblastima.

Godine 2005, Losa i Castelli su iskoristili GLCM teksturalnu
analizu za kvantifikovanje strukturne arhitekture i kompleksnosti
hromatina u izolovanim ¢elijama kancera dojke u toku apoptoze
(programirane smrti ¢elija). Celije koje su se nalazile u ranoj apoptozi
(tretirani sa hemijskim proapoptotskim agensom) imale su statisticki
znacajan porast vrednosti hromatinske entropije, GLCM korelacije,
GLCM varijanse, zbira varijanse, i joS nekih parametara vezanih za
teksturalnu korelaciju (Losa & Castelli, 2005). Ovi rezultati ukazuju da
GLCM kao metod moZe da detektuje i kvantifikuje strukturnu kao i
ultrastrukturnu reorganizaciju nuklearnog hromatina (kondenzacija,
marginalizacija, DNK fragmentacija itd) ve¢ 24 sata nakon indukovanja

programirane Celijske smrti.
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Losa i Caselli su u svom radu takode ukazali da bi GLCM metoda
mogla da bude u nekim slucajevima 1 mnogo osetljivija od
konvencionalnih metoda molekularne biologije (metoda zlatnog
standarda) za otkrivanje i procenu apoptoze. Neke od ovih metoda, kao
$to su analiza GO/G1 podfaze celijskog ciklusa (cell cycle sub GO/G1
peak) i TUNEL metod (TdT-mediated dUTP nick end labelling assay) su
u studiji uspele da detektuju apoptozu tek 48 c¢asova nakon tretmana
proapoptotskim agensom, dok su ostale tehnike, kao Sto su aneksin V
bojenje bile u stanju da detektuju apoptozu tek nakon 72 ¢asa (Losa &

Castelli, 2005).

Potencijalna nauc¢na vrednost gore navedenih rezultata je
ogromna. Ne samo da je studija Lose i Caselija pokazala da GLCM
metoda moZe biti senzitivnija od poznatih tehnika ¢elijske biologije, ve¢
i sam dizajn ovog rada naglasava moguénost jednostavnog i efikasnog
nacina da se pojedinacne ¢elije i njihove organele prate u unapred

odredenom vremenskom periodu.

Na primer, u buduénosti bi mogla da se dizajnira studija tokom
koje bi celijska kultura mogla biti kontinuirano pra¢ena u tzv. realnom
vremenu (real time) uz pomo¢ invertnog mikroskopa (uvelicanje 400x)
i digitalne kamere visoke rezolucije, a nakon tretmana odredenom
supstancom. Kori$¢enjem slobodno dostupnih kompjuterskih programa
za obradu slike (kao Sto je softver NIH Image ]), uz odredene
modifikacije, za svaku ¢eliju u ispitivanom urozku (vezani uzorak)
mogli bi se odrediti fraktalni i GLCM parametri, kao i mnogi standardni
morfometrijski parametri. Rezultati dobijeni na ovaj nacin bi verno
oslikavali deSavanja u ¢eliji i njenim organelama ne samo u pojedinim

vremenskim tackama, ve¢ u svakom delu posmatranog perioda. Takode,
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jedna od glavnih prednosti ovog pristupa bi bila u tome Sto on ne bi

zahtevao znacajne materijalne resurse.

Jo§ jedna potencijalno vaZna primena GLCM metode je
kvantifikacija strukturne organizacije i citoarhitektonike
(citoarhitekture) tkiva. U nedavnoj studiji, Shamir i saradnici su uz
pomo¢ ove metode merili teksturalnu entropiju miSiénog tkiva na
eksperimentalnom animalnom modelu Caenorhabditis elegans u
Zivotinja starosti 0, 2, 4, 6, 8, 10 i 12 dana kao i kod adultnih formi
(Shamir et al. 2009). Studija je uradena na digitalnim mikrografima
misSi¢nog tkiva na utorku od 50 Zivotinja, a rezultati su pokazali da se
teksturalna entropija povecava sa starenjem na nacin koji korelira sa
prethodnim nalazima ekspresije pojedinih gena (Shamir et al. 2009).
Autori su ukazali da teksturalna entropija kao indikator strukturne
neuredenosti tkivne arhitekture, kao i drugi parametri GLCM analize,
moze biti korisna u kvantifikaciji promena koje su u vezi propadanjem i
degradacijom tkiva tokom procesa starenja. Caenorhabditis elegans je
poznati eksperimentalni animalni model na kome su urazZene brojne
histoloske studije, medutim, smatramo da je korisno da se istrazi da li
su iste zakonitosti koje su detektovali Shamir i saradnici prisutne i u
drugim Zivotinjskim vrstama (narocito ki¢menjacima poput miSeva,

pacova, zamorcica itd.).

U svetlu ovih nalaza, u nasSoj studiji pored GLCM analize ¢elijskog
hromatina, uradena je i GLCM analiza tkivne arhitekture za sva
ispitivana tkiva. Za razliku od gore navedene studije, naSi rezultati
ukazuju da se u parenhimatoznim organima (kako limfoidnim, tako i
nelimfoidnim) vrednosti entropije i drugih GLCM parametara ne
menjaju znacajno sa starenjem. Ovo je u kontrastu sa rezultatima

vezanim za fraktalnu analizu koji pokazuju da se vrednost fraktalne
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dimenzije smanjuje sa starenjem u skoro svim tkivima i nakon svih

histoloskih bojenja (uz nekoliko izuzetaka).

GLCM metod u smislu kvantifikacije tkivne arhitekture je takode
uspeSno primenjena u klasifikaciji strukturalne organizacije kolagena i
drugih proteina koji ulaze u sastav koZe nakon multifotonske
mikroskopije (Cicchi et al. 2010). Autori ove studije su predloZzili GLCM
metodu kao sredstvo za procenu geometrijskog rasporeda kolagenih
vlakana dermisa u fizioloSkim i patoloskim uslovima. Takode je
istaknuto da teksturalna analiza mozZe biti od pomo¢i u boljem
razumevanju procesa regeneracije i reparacije oStecenog tkiva, kao i
dijagnoza raznih oboljenja koja zahvataju vezivno tkivo. Ova studija je
istakla klinicki znacaj GLCM mikroskopske analize vezivnog tkiva koja
bi mogla imati Siroke implikacije na buduce istraZzivanja u razli¢itim

granama interne medicine.

4.6. Kompleksnost bioloSkih struktura i starenje

NaSa studija je u svom delu na oglednim Zivotinjama pokazala
statisticki znacajno smanjenje strukturne kopleksnosti merene
vrednostima fraktalne dimenzije u vecini analiziranih tkiva, kada su se
starosne grupe Zivotinja uporedile sa grupom novorodenih miSeva.
Ovaj rezultat je u skladu sa literaturnim podacima koji pokazuju da
bioloSke strukture tokom starenja, bilo kao posledica poremecene
meducelijske komunikacije, bilo zbog promena u samim ¢elijama gube
kako strukturnu, tako i funkcionalnu kompleksnost (Lipstz &

Goldberger, 1992; Lipsitz 2004; Shamir et al. 2009;).
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Prema naSim podacima, jedna o prvih teorija o potencijalnoj
primeni fraktala i teorije haosa radi analize starosnih promena u
bioloSkim sistemima postavljena je od strane nauc¢nika Lewis Lipstz-a i
Ary Goldberger-a 1992. godine. Autori su se u ovom radu fokusirali pre
svega na potencijalne promene tzv. funkcionalne kompleksnosti u
fizioloSkim procesima kao Sto su varijabilnost sr¢ane frekvence, tonus
simpatikusa i parasimpatikusa, i neuroendokrine funkcije. Pored
ostalog implicirano je da bi znacajne promene mogle da se nadu u
fraktalnoj analizi elektrokardiograma, elektroencefalograma, kao i
regulacije hormonalne sekrecije adenohipofize (Lipstz & Goldberger,

1992).

Kad je u pitanju strukturna kompleksnost, Lipstz i Goldberger su
su ukazali na ve¢ ranije detektovan gubitak kompleksnosti neuronskih
dendrita (preko analize njihovog granjanja; Scheibel, 1985), kao i
histoloske promene u arhitekturi trabekularne kosti (Mosekilde, 1988).
PredloZzeno je da se fraktalna analiza i teorija haosa primene Kkao
potencijalni dodaci postoje¢im metodama u fundamentalnim

medicinskim istraZivanjima i klinickoj praksi.

0d 1992. godine do danas, publikovano je viSe stotina radova u
prestiZnim medunarodnim ¢asopisima u kojima su istrazivaci aplikovali
fraktalnu geometriju na bioloSke strukture, bilo da je u pitanju
individualna ¢elija ili celokupno tkivo. Veliki procenat ovih studija je
baziran na humanom materijalu, gde su fraktalna dimenzija i ostali
parametri strukurne kompleksnosti koriS¢eni da kvantifikuju razlike
izmedu mlade i stare populacije u tkivnoj arhitekturi u odredenim
patoloSkim stanjima (Copley et al. 2012; Azemin et al. 2012). Prema
dostupnim podacima, naSa studija je prva koja je pored analize

strukturne kompleksnosti tkiva u starenju, analizirala i starosne
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promene kompleksnosti u individualnim c¢elijama, odnosno njihovom

genetskom materijalu.

4.7. Strukturne promene u hromatinu tokom starenja

Hromatin, kao i svi ostali makromolekuli u humanom i animalnom
organizmu je podloZan delovanju razlicitih fizickih i hemijskih agenasa.
Primer fizickog agensa je ultravioletno zracCenje. Hemijski agensi se
uglavnom odnose na slobodne radikale nastale kao posledica
oksidativnog stresa, mada u principu ¢itav niz hemijskih supstanci kao
Sto su neki lekovi, toksini poreklom iz hrane, vode i vazduha, takode
mogu da indukuju promene u hromatinskom strukturnom integritetu

(O'Sullivan & Karlseder, 2012; Chandra et al. 2012).

Osnovna jedinica strukture hromatina u eukariotskim ¢elijama je
nukleozom koji se sastoji iz lanca DNK i histonskog oktamera
sacinjenog od baznih histonskih proteina H2A, H2B, H3 i H4 (Thurman
et al. 2012; Ptasinska et al. 2012; Schwartzentruber et al. 2012).
Nukleozomi su medjusobno povezani segmentima tzv. linker DNK
(Talbert et al. 2012; Liu et al. 2012; Dolnik et al. 2012; Ameyar-Zazoua
et al. 2012). Na mestu gde DNK ulazi odnosno napusSta nukleozom,
nalazi se histon H1. Nukleozomi predstavljaju prvi od nekoliko moguc¢ih
nivoa organizacije hromatina. ViSi nivoi hromatinske organizacije
nastaju kada dodje do dalje spiralizacije DNK, odnosno do stvaranja
solenoidnih struktura i hromatinskih niti prosetne debljine 30
nanometara. Dalja spiralizacija (superspiralizacija) je takode moguca, a

na kom strukturalnom nivou ¢e se hromatin nalaziti zavisi od
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mnogobrojnih faktora, kao Sto je transkripciona aktivnost u jedru i

mitotski status celije.

Prema poslednjim saznanjima, nukleozomi tokom procesa
starenja Celije trpe znacajne promene u ultrastrukturnoj organizaciji.
Ove promene su viSe izraZene u heterohromatinu nego u euhromatinu,
Sto je razumljivo, imajué¢i u vidu da je euhromatin transkripciono
aktivan i stoga vaZniji za normalno obavljanje Zivotnih funkcija ¢elije

(O'Sullivan & Karlseder, 2012; Li et al. 2012).

Kosntitutivni heterohromatin je u najveoj meri zahvacen
starosnim promenama i to najviSe regioni tzv. tihih hromatinskih
domena (silent chromatin domains) kao Sto su centromere i repetitivna
DNK. Primeceno je da se ukupna kolicina DNK (merena brojem baznih
parova) u konstitutivnom heterohromatinu tokom vremena smanjuje.
Ovaj starosno-zavisni gubitak hromatina mozZe nastati kao posledica
spontano nastalih greSaka koje se deSavaju tokom replikacije DNK,
odnosno nemogucé¢nosti odgovaraju¢ih DNK polimeraza i drugih enzima
da te greSke poprave. Takode, mnogi fizicki i hemijski agensi (mutagene
supstance, jonizujuc¢a zracCenja itd.) mogu direktno da oStete pojedine
regione u konstitativnom hromatinu i izazovu njegov gubitak tokom
sledece replikacije. Nazalost, joS uvek nije poznato da li i u kojoj meri
se ovkav starosno-izazvani gubitak konstitutivnog hromatina odraZava
na transktripcionu aktivnost koja se deSava u euhromatinu (O'Sullivan

& Karlseder, 2012).

Tokom poslednjih deset godina, definisane su posebne lokacije u
okviru fakultativhog heterohromatina koje su javljaju samo kod veoma
starih ¢elija koje se se odlikuju zastojem u c¢elijskom ciklusu i
jedinstvenim fenotipskim Kkarakterisikama (sekrecija odredenih

citokina i faktora rasta, ekspresija starosno-zavisne beta galaktozidaze
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itd.). Ove lokacije su nazvane “starosno asocirani heterohromatinski
fokusi“ (Senescence-associated heterochromatin foci) i sastoje se od
lanca DNK, i odre]enih histonskih i nehistonskih proteina kao Sto su
macroHZ2A, high-mobility group protein A (HMGA), , HIR histone cell
cycle regulation defective homolog A (HIRA), heterohromatinski protein
1-y izoforma (HP1ly), i anti-silencing faktor (ASF)1 (O'Sullivan &
Karlseder, 2012). Starosno-asocirani heterohromatinski fokusi su od
posebnog znacaja u modulaciji genskog odgovora na DNK oStecenje i
trenutno su predmet intenzivnog izuc¢avanja sa posebnim akcentom na

njihovu ulogu u patogenezi kancera.

Starosno-asocirani heterohromatinski fokusi definitivno utic¢u na
strukturnu arhitekturu heterohromatina u svim ¢elijama u kojima se
jave, medutim joS uvek nije poznato u kojoj meri su ove promene
izrazene. Takode, ostaje nepoznanica da li postojece metode vezane za
svetlosnu mikroskopiju, ukljucujuc¢i fraktalnu i teksturalnu analizu

mogu detektovati ovako male subnuklearne promene.

U naSoj studiji pored ostalog, koristili smo ultravioletno zracenje
da bismo indukovali hromatinsko oStecenje u ¢elijskoj kulturi. Ovo je
jedan o cCesto koriS¢enih modela takozvanog fotostarenja (photoaging)
kod koga se u hromatinu indukuju procesi koji se, ukoliko je doza
zracenja dovoljno velika (Sto je slucaj sa naSom studijom) zavrSavaju
apoptozom ispitivane Celije. lako ovaj model ima znacajnih prednosti
kada se poredi sa eksperimentalnim modelima fizioloSkog starenja
(eksperiment sa laboratorijskim Zivotinjama razlicite starosti), njegova
glavna mana je ta Sto se kod njega pre svega prate promene u
hromatinu vezane za akumulaciju DNK oStecenja, dok vecina

epigenetskih promena koje su karaktristicne za fizioloSko starenje

125



uopSte nije prisutna (Almagor & Cole, 1989; Nystrom & Osiewacz, 2004;
Rochette & Brash, 2010).

4.8. Strukturne promene u slezini tokom postnatalnog razvoja i

starenja

Slezina je sekundarni limfoidni organ koji pored ostalog ima
ulogu filtra koji zadrZava strane antigene kada se nadu u krvi, kao i
ostarele i oStecene eritrocite. Kod velikog broja vrsta glodara koji se
danas koriste kao eksperimentalni animalni modeli, slezina je i aktivni
hematopoetski organ, odnosno proces hematopoeze se odvija kako u

kako u postnatalnom razvoju tako i u adultnoj Zivotnoj dobi.

U glodara, na rodenju struktura slezine je nerazvijena i ima izgled
dobro vaskularizovanog mezenhimalnog tkiva. Od prve nedelje do
odrasle dobi, masa slezine se poveca 20 000 puta a narocito su
upadljiva dva perioda povecanja mase slezine: prvi, izmedu prve i druge
nedelje (Sest puta), a drugi, izmecu 75. i 80. dana postnatalnog Zivota

(Gomariz et al. 1989; Kamath et al. 2000).

Prvi dokazi hematopoeze javljaju se petog dana pojavom
razbacanih fokusa primitivnih eritrocita i ranih megakariocita. Vec¢ 7
dana nakon rodenja u slezini se mogu detektovati i zone
ganulocitopoeze koja je posebno aktivha u prvim nedeljama zivota.
Kasnije, par nedelja nakon rodenja, eritropoeza jako nadmasSuje
granulocitopoezu i kod juvenilnih Zivotinja nakon prestanka sisanja,
kao i kod adultnih glodara hematopoezna aktivnost je uglavnom

ogranicena na eritropoetsko tkivo neposredno ispod kapsule organa. U
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ovom tkivu, eritroidni prekurzori su rasporedeni u agregate koji se
jasno mogu videti na standardnim histoloSkim bojenjima (Gomariz et al.

1989; Kamath et al. 2000).

Tkivo slezine je ve¢ u prvim nedeljama Zivota podeljeno na dva
morfoloski i funkcionalno razdvojena odeljaka: crvenu pulpu i belu
pulpu. Crvena pulpa zauzima vecu povrsSinu i u njen sastav ulaze krvni
sudovi (venski sinusoidi) i celijske gredice. Pored ovih struktura
postoji i veliki broj potpornih, retikularnih ¢elija. U okviru celijskih
gredica nalaze se brojni makrofagi, limfociti, plazmociti i eritrociti.
Sastav gredica uveliko zavisi od funkcionalnog statusa slezine u datom

trenutku (imunska aktivnost, razgradnja eritrocita itd.)

Bela pulpa je deo slezine u kome se odvija vec¢ina fizioloskih
procesa vezanih za pokretanje humoralnoh imunskog odgovora. Sastoji
se od limfnih folikula, PALS-a (periarteriolar lymphoid sheath) i
marginalne zone. Sva tri odeljka, iako morfoloSki razdvojena, imaju
intenzivnu komunikaciju tokom odvijanja humoralnog imunskog

odgovora.

Limfociti koji se akumuliraju oko arteriola na rodenju Cc{ine
takozvani “primitivni PALS” (periarteriolar lymphoid sheaths), a ve¢
drugog dana nakon rodenja ova struktura pocinje da se povecava
koncentricno oko arterije centralis da bi se izmedu Cetvrtog i desetog
dana PALS u potpunosti razvio. Smatra se da marginalna zona nastaje
oko Sestog dana postnatalnog Zivota (Gomariz et al. 1989; Kamath et al.

2000).

Folikuli su strukture sastavljene prvenstveno od B-limfocita. U
svakom folikulu se moZe na¢i i jedan mali procenat T-limfocita koji su

neophodni za regulaciju aktivnosti folikula tokom imunskog odgovora.
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Nakon kontakta sa antigenom, i uz pomo¢ T-limfocita, primarni folikul
se transformiSe u sekundarni folikul koji se sastoji od germinativnog
centra i limfocitne korone. Limfociti su u prva dva meseca Zivota u
glodara skoncentrisani u dva glavna odeljka: oko arteriola organa i u
primarnim folikulima. Sekundarni folikuli sa germinativnim centrima
pocinju da se javljaju javljaju tek u adultnoj Zivotnoj dobi, tako da kod
starijih Zivotinja su na standarnim preparatima mogu videti i primarni i

sekundarni folikuli (Gomariz et al. 1989; Kamath et al. 2000).

Na standardnoj, svetlosnoj mikroskopiji, u germinativnhom centru
se mogu uociti dve morfoloski odvojene celine: svetla zona (light zone)
i tamna zona (dark zone). B-limfociti u tamnoj zoni se zovu
centroblasti, a u svetloj zoni centrociti. Centroblasti se nalaze u
procesu intenzivne deobe (zbog toge njihova jedra imaju veci procenat
heterohromatina i tamnije su obojena). Zbog ove stalne mitotske
aktivnosti, tamna zona germinativnog centra se ponasa kao “generator”
novih limfocita, od kojih vec¢ina nije zrela, odnosno sposobna za
adekvatan humoralni odgovor. B-limfociti iz tamne zone migriraju u
svetlu zonu u kojoj se transformisu u centrocite (B-¢elije koje se ne
dele). U svetloj zoni se vrSi odabir onih B - limfocita koji pokazuju
afinitet prema datom antigenu. Izabrani B - limfociti dobijaju “pro-
survival signal”, (signal koji omogucava prezZivljavanje ¢elije dok svi
ostali limfociti ulaze u proces programirane ¢elijske smrti (apoptoze)

(Tan et al, 2009; Berkowska et al. 2011; Corcione et al. 2010).

[zabrani B-limfociti ponovo migriraju, ovog puta iz svetle zone u
tamnu zonu u kojoj brzo proliferiSu. Ovo cirkulisanje B - limfocita
izmedu tamne i svetle zone omogucava brzu i efikasnu selekciju i

proliferaciju onih ¢elija sposobnih da se transformiSu u plazmocite koji
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¢e luciti velike koli¢ine antitela na odgovarajuci antigen, $to je u osnovi

humoralnog imuniteta.

U nasSoj prethodnoj studiji (Pantic & Pantic, 2012), pokazali smo
da su odredeni parametri GLCM analize svetle i tamne zone
germinativnog centra u korelaciji sa pokazateljima imunskog odgovora
na dati antigen. Ovo istrazivanje je takode pokazalo da je GLCM metod
sposoban da kvantifikuje promene koje se deSavaju tokom strukturne

degradacije tkiva u folikulu bele pulpe sezine.

Medutim, naSi rezultati vezani za postnatalni razvoj i starenje
ukazuju da nema znacajnih promena u folikularnom tkivu slezine ni u
fraktalnim, ni u teksturalnim parametrima. Ovo odsustvo promena je
pa su zbog toga analizirani isklju¢ivo primarni folikuli (bez
germinativnih centara) za koje se zna da tokom vecéeg dela Zivota ostaju

intaktni (Gomariz et al. 1989; Kamath et al. 2000).

4.9. Promene kompleksnosti hematopoeznog tkiva slezine

NaSa studija je prva koja je uspela da pokaZe da hematopoezno
tkivo slezine u miSeva podleZe znacajnim strukturnim promenama kako
u postnatalnom razvoju, tako i u starenju. Takode, ovo je prva studija
na animalnom modelu koja je primenila metode fraktalne i teksturalne

analize u cilju kvantifikovanja citoarhitektonike hematopoeznog tkiva.

Hematopoezna mati¢na celija je multipotentna ¢elija koja je sa
jedne strane sposobna da se diferencira u specijalizovanije
prekurzorske Celije, a sa druge strane ima sposobnost samoobnavljanja
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(¢erke celije su genetski i funkcionalno identi¢cne sa majkom celijom).
Prekurzorske ¢elije imaju manju sposobnost diferencijacije od
pluripotentne mati¢ne (Celije, odnosno mogu da dovedu do
stvaranja/obnavljanja zrelih, specijalizovanih c¢elija samo odredene

loze (Wilson 2009; Muller-Sieburg 2002; Guo 2003).

Ve¢ neko vreme je poznato da u kostnoj srzi sa staroscu,
sposobnost pluripotentne hematopoezne mati¢ne Ccelije da se
diferencira u zrele ¢elije krvi progresivno opada. Ovo je sa druge strane
praceno mnogobrojnim strukturnim i funkcionalnim promenama u

celokupnom tkivu kostne srzi.

U kostnoj srzi, sa staros¢u dolazi do povecanja stvaranja i
procentualne zastupljenosti masnog tkiva. Takode, dolazi do smanjenja
broja kako pluripotentnih mati¢nih ¢elija tako i prekurzorskih c¢elija.
Kad su u pitanju ertiroidne prekurzorske celije, smanjenje njihovog
broja u starih laboratorijskih Zivotinja kao Sto su miSevi dovodi do
progresivnog smanjenja vrednosti hematokrita i broja retikulocita
(retikulocitopenije). Ove promene mogu biti pra¢ene pojavom blage
anemije (Tsuboi, 1991, Saitoh 1999; Boggs 1985). Za sada nije poznato
da li su funkcionalne promene koje se manifestuju poremecajima u
krvnoj slici posledica smanjenog broja eritroidnih prekurzora ili
posledica smanjenog Kkapaciteta za diferencijaciju individualnih

prekurzorskih celija.

U zdravom ljudskom organizmu, kostna srz predstavlja osnovno
mesto u kome se obavlja proces hematopoeze. Kod fetusa, jetra i slezina
takode imaju hematopoetsku funkciju. Kod odraslog coveka,
hematopoeza u jetri i slezini moZe biti prisutna samo u odredenim

patolosSkim stanjima.
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Sa druge strane, za raziku od c¢oveka, kod mnogih animalnih
eksperimentalnih modela kao Sto je miS i pacov, jetra i slezina su
normalni hematopoezni organi kako u embrionalnom Zivotu, tako i u
postnatalnom razvicu i starenju. U miSeva, hematopoezno tkivo slezine
je veoma vazno u odrZavanju normalnog broja zrelih Celija periferne
krvi. Pretpostavlja se da je slezina u miSa poseduje oko 50 procenata
eritropoetskog kapaciteta normalnog hematopoeznog tkiva kostne srzi.
Ovo ¢ini slezinu u miSeva pogodnim eksperimentalnim modelom za

izuCavanje procesa eritropoeze.

U hematopoeznom tkivu slezine pri standardnom bojenju
(Hematoksilin-Eozin, Gimza), eritroidne prekurzorske c¢elije se mogu
uociti grupisane u agregate u crvenoj pulpi neposredno u blizini
kapsule organa (Suttie 2006). Karakteristika eritroidnih prekurzora je
da se pri standardnom bojenju jedra boje tamno, odnosno da je odnos
heterohromatina prema euhromatinu relativno veliki. Po ovoj
specificnosti, eritroidni prekurzori se relativno lako mogu razlikovati
od mijeloidnih prekurzora i ostalih ¢elija koje se mogu nac¢i u ovom delu

crvene pulpe slezine.

Kao Sto je sluCaj sa veCinom cCelija u ljudskom organizmu,
pretpostavlja se da i kod mati¢nih ¢elija postoje dve osnovne grupe
faktora koji dovode do strukturnih i funkcionalnih promena tokom
starenja: spoljasnji (extrinsic) i unutrasnji (intrinsic) faktori (Ergen &
Goodell, 2010; De Haan & Gerrits, 2007; Wagner et al. 2008, Aucagne et
al. 2011; Minami et al. 2007). Ovo se odnosi kako na pluripotentnu
hematopoeznu pluripotentnu mati¢nu celiju, tako i na specijalizovane

prekurzorske celije.

Spoljasnji faktori se pre svega odnose na specificnu tkivnu

mikrosredinu koja okruzZuje svaku mati¢nu / prekurzorsku ¢eliju. U ovoj
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sredini se nalaze razlicite koncentracije mnogobrojnih hemijskih
medijatora kao Sto su interleukini i faktori rasta. Ovi medijatori mogu
na razne nacine da usmeravaju mati¢nu celiju u smislu ubrzane
diferencijacije prema specificnoj krvnoj lozi. Neki interleukini, sa druge
strane imaju inhibitornu ulogu i zaustavljaju proces diferencijacije
(Dorshkind et al. 2009, Rossi et al. 2005, Aucagne et al. 2011; Boiret et
al. 2001).

Veoma Znacajan spoljaSnji faktor koji dovodi do starosno-
zavisnog smanjenja funkcije hematopoezne mati¢ne ¢elije predstavljaju
stromalne Ccelije u kostnoj srzi i drugim hematopoetskim tkivima.
Stromalne Celije stvaraju veliki broj hemijskih medijatora, od kojih neki
spadaju u faktore rasta sa funkcijom povecanja mitotske aktivnosti
mati¢ne, odnosno prekurzorske celije. Stromalne ¢elije na ovaj nacin
pozitivno uticu na odrzavanje, odnosno samoobnavljanje pula
pluripotentnih i usmenih mati¢nih ¢elija, Sto je od vitalnog znacaja za
organizam. Ove cCelije takode sintetiSu i luce specificne stimuliSuce
faktore koje pomazu diferencijaciju odgovarajuéeg prekurzora u zreliju
formu. Konacno, pretpostavlja se da stromalne c¢elije mogu da u
odredenim slucajevima direktno komuniciraju sa mati¢nim ¢elijama i da
ta adhezija uti¢e na proces diferencijacije i samoobnavljanja (Sun et al.
2012; Xiao et al. 2012; Tuljapurkar et al. 2011; Bocker et al. 2011;
Beerman et al. 2010).

Primeceno je da se sa staroS¢u adhezija stromalnih c¢elija za
hematopoezne maticne Celije smanjuje. Ovo smanjenje uti¢e na
arhitekturu celokupnog hematopoeznog tkiva kostne srzi, a naSa je
pretpostavka da se slicne promene kod miSeva deSavaju i slezini. U
nasoj studiji, moguce je da je detektovano starosno -zavisno smanjenje

komleksnosti subkapsularnog hematopoetskog tkiva slezine rezultat
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upravo ovih promena u meducelijskoj komunikaciji stromalne i mati¢ne

celije.

Unutras$nji faktori u starenju hematopoeznog tkiva se pre svega
odnose na epigenetske promene i akumulaciju DNK oStec¢enja. Posebno
vazne su promene u epigenetskoj regulaciji genoma, odnosno promene
u genskoj ekspresiji koje u odredenim slucajevima mogu znacajno
uticati na hromatinsku strukturalnu i ultrastrukturalnu organizaciju
(Sun et al. 2012; Xiao et al. 2012; Tuljapurkar et al. 2011; Bocker et al.
2011; Beerman et al. 2010). NaSa je pretpostavka da su upravo neki od
ovih unutraSnjih faktora presudno wuticali na starosno-zavisno
povecanje entropije (neuredenosti) hromatina eritroidinih

prekurzorskih ¢elija u nasoj studiji.

Do sada je otkriveno nekoliko stotina gena cija se ekspresija
menja sa starenjem hematopoezne matic¢ne Celije. Veliki procenat ovih
gena je vazan ucesnik u regulaciji signalnih puteva u kojima se odlucuje
o usmerenju diferencijacije mati¢ne celije u specificnu ¢elijsku lozu.
Kad su u pitanju oni geni za koje se misli da potenciraju obnavljanje
limfoidne loze, njihova ekspresija se sa starenjem znacajno smanjuje. Sa
druge strane, geni koji direktno ili indirektno dovode do diferenciranja
matic¢ne celije u mijeloidnu lozu imaju povecanu ekspresiju u starih
Zivotinja. Misli se da je upravo ovaj fenomen odgovoran za starosno -
zavisno pomeranje (engl. skewing) od limfopoeze ka mijelopoezi u

kostnoj srzi (Dorshkind et al. 2009, Rossi et al. 2005).

Naime, dokazano je da se tokom starenja hematopoezne maticne
Celije kostne srZzi dobijaju tendenciju da se ¢eSce diferenciraju u celije
mijeloidne loze nego limfoidne loze. Takode, kada su u pitanju neSto
specijalizovane prekurzorske celije, primec¢eno je se broj limfoidnih

prekurzora u kostnoj srZi sa staroS¢u smanjuje mnogo veéim tempom
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nego kad su u pitanju mijeloidni prekurzori. Ovaj fenomen je dobio ime
“lozno izvrtanje” (engl. lineage skewing). Smanjen broj limfoidnih
prekurzora se odrazava na brojnost i funkcionalnost populacija CD4+ i
CD8+ T limfocita periferne krvi u starih ljudi. Sa klinickog aspekta, ovaj
fenomen je takode vaZan jer donekle objasSnjava povecanu incidenciju
limfoidnih tumora u mladih osoba i mijeloproliferativnih bolesti kod
stare populacije. Metodama savremene molekularne biologije, kao Sto je
gore receno, su identifikovani geni za koje se sumnja da su odgovorni
za ovaj fenomen (Dorshkind et al. 2009, Rossi et al. 2005, Lobetti-
Bodoni et al. 2012, Gekas et al. 2009; Beyer et al. 2011).

Starosne promene vezane za epigenetsku regulaciju hromatinske
organizacije su veoma izrazene kako u pluripotentnim, tako i
prekurzorskim hematopoeznim celijama. Chambers i saradnici su
ukazali da u hematopoeznim mati¢nim <¢elijama postoji izrazZena
epigenetska disregulacija sa smanjenom genskom ekspresijom na
mnogim hromozomskim regionima (Chambers et al. 2007). Postoji
velika grupacija gena koji su direktno odgovorni za regulaciju
hromatinske arhitekture sa nazivom “hromatinski regulatori” (prisutni
u velikom broju tkiva, a ne samo u hematopoeznom) kod koje su ove
promene narocito izraZzene (Chambers et al. 2007; Fujimoto et al.
2012). Vec¢ina ovih gena utiCe na procese u jedru matic¢ne Celije poput
menjanja tercijarne strukture proteina (protein folding), hromatinske
inaktivacije (chromatin silencing) i prezervacije genomskog integriteta

(Chambers et al. 2007).

Tipican primer promene genske ekspresije asocirane sa starenjem
hematopoezne matiCne Celije je promena u Ezh2 genu koji je ¢lan tzv.
Polycomb familije gena koja kodira trenskripcione receptore. Ovaj gen

je odgovoran za  hromatinsko remodelovanje i fizioloSko
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samoobnavljanje pula mati¢nih ¢elija (Kamminga et al. 2006; Ergen &
Goodell, 2010). Preterana ekspresija Ezh2 gena moZe dovesti do vece
otpornosti pula hematopoeznih mati¢nih c¢elija nakon ponovljenih
transplantacija nego Sto je to slucCaj sa celijama sa normalnim Ezh?2
genskim lokusom. U starim ¢elijama primecena je smanjena ekspresija
ovog gena , Sto bi po nekim pretpostavkama moglo da bude jedno od
objasSnjenja poremecaja u funkciji samoobnavljanja i diferencijacije
matic¢nih celija tokom starosti (Ergen & Goodell, 2010; Kamminga et al.

2006).

Drugi potencijalni intrinzik faktor koji se u mati¢nim, kao
uostalom i u vecini drugih ¢elija u organizmu manifestuje sa starenjem
je postepena akumulacija DNK oSte¢enja u jedru (Wang et al. 2012;
Nijnik et al. 2007; Garinis et al. 2009). Jedan od razloga zaSto je
akumulacija DNK oSte¢enja fenomen koji se moZe u manjoj ili vecoj
meri detektovati u svim ¢elijama ¢ak i u ranoj zivotnoj dobi je taj Sto
mnogi mehanizmi popravke DNK (takozvani repair mehanizmi) nisu
stoprocentno efikasni. Jednom nastalo DNK oSteéenje Kkoje nije
detektovano od strane repair mehanizama postaje sastavni deo genoma
Celije i nakon mitoze se prenosi na ¢erke ¢elije. Mehanizmi popravke u
¢erkama celijama nemaju viSe sposobnost da DNK oSteéenje isprave,
odnosno ono postaje ireverzibilno. Vremenom ova akumulacija mozZe

dovesti do poremecaja funkcije hematopoezne maticne Celije.

JoS uvek nije u potpunosti razjasnjeno koji od mehanizama je viSe
odgovoran za starosno-zavisne promene u funkcionisanju
hematopoeznog tkiva: akumulacija DNK oStecenja ili poremecaj u
epigenetskoj kontroli hromatina? lako je u poslednjih nekoliko decenija
uloZeno puno napora da se na ovo nedoumica razjasni, postojece studije

ne mogu da daju adekvatno i precizno objasSnjenje. U naSoj studiji,
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uocili smo statisticki znacajno povecanje entropije hromatina tokom
starenja na eritroidnim prekurzorskim celijama. Pretpostavljamo da je
GLCM metoda u ovom sluc¢aju pre svega uspela da detektuje
odgovarajuce starosne epigenetske promene u hromatinu, imajué¢i u
vidu da je analiza uradena KkoriS¢enjem svetlosne mikroskopije

(uvelic¢anje 1000x).

4.10. Struktura i funkcija timusa u postnatalnom razvicu i starosti

Timus je primarni limfoidni organ od vitalnog znacaja za razvoj
imunskog sistema i njegove sposobnosti da se bori sa infektivnim i
drugim Stetnim procesima u organizmu. Sastoji se iz dva glavna
morfoloSka odeljka: korteksa i medule. Glavne ¢elije u oba odeljka su T-
limfociti (T-¢elije). Pored njih, u timusu se takode nalazi odreden broj
potpornih stromalnih ¢elija koje mogu, ali i ne moraju da interaguju sa

T-limfocitima.

Velika vec¢ina T-limfocita u timusu su nezreli i nefunkcionalni. Da
bi mogli da normalno funkcioniSu, potrebno je da produ kroz
komplikovan proces selekcije i maturacije. Ovaj proces se odvija i u
korteksu i u meduli i sastavljen je od nekoliko faza (Gui et al. 2012;

Zubkova et al. 2012; Gruver et al. 2009; Nabarra et al. 2001).

Prva faza maturacije T-lifocita se deSava u korteksu i naziva se T-
limfocitna genska rekombinacija (T-cell receptor gene rearrangement).
U ovoj fazi dolazi do nasumi¢nog spajanja genskih, odnosno DNK
segmenata. Nakon stvaranja odgovarajuce sekvence, na osnovu njene

genetske informacije, sintetiSe se grupa proteina koja ulazi u sastav T-
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Celijskog receptora (T-cell receptor, TCR). T-c¢elijski receptor kasnije
daje sposobnost T-limfocitu da prepozna odgovarajuc¢i antigen. Nakon
Sto se gensko pregrupisavanje =zavrSi, T-limfocit poseduje dva
povrSinska (membranska) TCR koreceptorska molekula: CD4 i CDS8.
Ovakva celija se joS naziva duplo pozitivni nezreli T- limfocit (double
positive CD4+CD8+ immature T-cell) (Sleckman 2005; Nitta et al. 2008;
Krangel 2009; Seitan et al. 2011).

Sledeca faza maturacije T-limfocita se takode odvija u korteksu.
Celija koja eksprimira oba koreceptorska molekula se izlaze molekulima
glavnog kompleksa histokompatibilnosti (major histocompatibility
complex - MHC). Ukoliko je T-c¢elijski receptor sposoban da reaguje sa
MHC molekulom, ¢elija dobija signal koji joj omogucava dalje
funkcionisanje. Ovaj signal se joS naziva pro-survival signal zato Sto svi
T-limfociti koji ga ne dobiju pre ili kasnije ulaze u proces programirane
Celijske smrti. Ova faza sazrevanja T-Celija se zove pozitivna selekcija
zato Sto se tokom nje odabiraju one Celije koje su sposobne da reaguju
na prisustvo potencijalnog antigena. Ostale Celije koje takvu sposobnost
ne iskazuju bivaju odstranjene iz timusa apoptozom (Zuklys et al. 2005;
Roberts et al. 2012; Luc et al. 2012; Seitan et al. 2011; Teng et al. 2011;
Kurobe et al. 2006).

Za razliku od pozitivne selekcije u korteksu timusa, u meduli se
deSava potpuno drugaciji proces odabira T-limfocita. Naime, pozitivhom
selekcijom, izdvojene su one celije koje su "'reaktivne’”’, odnosno imaju
sposobnost da ulaze u interakciju sa drugim ¢elijama nosiocima glavnog
molekula tkivne histokompatibilnosti i na taj nain prepoznaju antigen.
Medu ovim odabranim celijama, postoji odredeni procenat koji je
sposoban da reaguje na antigene normalno prisutne u tkivima i

organima (self antigeni). Prepoznavanje ovih antigena od strane
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imunskog sistema je potencijalno veoma opasno, jer se u tom slucaju
sopstvena tkiva i Celije oznacCavaju kao strana i organizam kao rezultat

pokrece odgovarajuc¢i imunski odgovor, odnosno autoimunsku reakciju.

Da bi se autoimunost sprecila, u meduli se sprovodi takozvana
negativna selekcija T-limfocita. Celijama se kontinuirano prezentuju
self antigeni na MHC molekulima, a oni limfociti koji pokaZu afinitet
prema takvim molekulima dobijaju proapoptotski signal (Tanaka et al,
2010). Nazalost, i pored toga Sto je negativna selekcija veoma efikasan
proces, u ljudskoj populaciji, a i na animalnim eksperimentalnim
modelima postoji Citav spektar autoimunih bolesti, nastalih bilo kao
posledica prezivljavanja autoreaktibilnih T-limfocita u meduli, bilo kao
posledica kasnije modulacije imunskih odgovora u zrelim T-¢elijama
(Zuklys et al. 2005; Roberts et al. 2012; Luc et al. 2012; Seitan et al.
2011; Teng et al. 2011; Kurobe et al. 2006; Tanaka et al. 2010).

NasSa studija je pored ostalog utvrdila da se u pojedinim
starosnim grupama Zivotinja limfociti korteksa timusa znacajno
razlikuju od limfocita medule. Statisticki znacajna razlika izmedu ove
dve populacije c¢elija je detektovana u hromatinskim teksturalnim
parametrima: GLCM entropiji, angularnom drugom momentu i
teksturalnoj korelaciji. Entropija i varijansa su bile vise u kortikalnim,

a angularni drugi momenat i korelacija u medularnim limfocitima.

[z gore navedenih podataka, jasno je da se ove dve populacije
limfocita razlikuju, kako u morfoloSkim, tako i u funkcionalnim
karakteristikama. Kortikalni i medularni limfociti imaju razli¢itu
elspresiju gena vezanih za TCR koreceptorske molekule. Kortikalni
limfociti su uglavnom duplo pozitivni (CD4+CD8+), ili duplo neativni
(CD4+CD8+), odnosno sadrZe ili oba, ili nijedan od TCR koreceptorskih

molekula na membrani. Medularni limfociti sa druge strane uglavnom
138



imaju esprimiran samo jedan od koreceptorskih molekula (i stoga nose

oznake CD4+CD8- or CD4-CD8+).

JoS jedna vazna razlika izmedu korteksa i medule timusa je
specificnost u mikrosredinama koje oktruZuju T-limfocite u ova dva
odeljka. Kortikalna i medularna mikrosredina se razlikuju u prisustvu i
koncentracijama interleukina i faktora rasta. Takode postoje znacajne
razlike u funkcionisanju potpornih, stromalnih ¢elija i na¢inu njihove
inerakcije sa T-limfocitima (Nabarra et al. 2001; Heino et al. 1999;

Gruver et al. 2009).

Nasi rezultati ukazuju da je teksturalna GLCM analiza jedarnog
hromatina T-limfocita u stanju da detektuje diskretne strukturne
promene koje su asocirane sa ¢elijskom migracijom i maturacijom u
timusu. Ove promene, iako nisu uocljive tokom standardne svetlosne
mikroskopije statisticki znacajno uti¢u na teksturalne parametre.
Teoretski, u buduénosti bi se mogao dizajnirati poseban programski
algoritam koji bi kombinovao teksturalne parametre hromatina, sa
ciljem lakSe morfoloSke identifikacije kortikalnih i medularnih

limfocita.

Kao dodatak ovoj studiji, analizirana je efikasnost GLCM
parametara u razlikovanju individualnih T-limfocita vezano za njihovu
pripadnost kortikalnoj, odnosno medularnoj populaciji. Ovo je uradeno
konstrukcijom ROC (Receiver-operating characteristic) dijagrama
(Wintermark et al. 2006; Seli et al. 2011). Metoda se zasniva na
odredivanju senzitivnosti 1 specificnosti datog parametra u
detektovanju pripadnosti celije jednoj ili drugoj populaciji. Na ROC
dijagramu, na ordinati (y osi) je prikazana senzitivnost (u ovom slucaju
sposobnost testa da celije koje su pripadnici kortikalne c¢elijske
populacije zaista prikaZze kao pripadnike ¢elijske populacije), a na
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apscisi (x osi) je prikazana vrednost lazno pozitivnih rezultata testa
(procenat celija koje je test pogreSno svrstao u kortikalnu populaciju,
iako one pripadaju medularnoj populaciji; ova vrednost se dobija kao

rezultat jednacine: 100%-specifi¢nost testa).

Rezultati ROC analize se tumacCe odredivanjem povrSine na
dijagramu ispod ROC krive. Ova povrSina se odredjuje procentualno u
odnosu na povrSinu celog dijagrama. Test koji je maksimalno uspeSan u
razlikovanju dve populacije bi imao povrSinu ispod ROC krive od 100%.

NeuspesSni testovi imaju povrSinu pribliZzno 50%.

NasSi rezultati su pokazali da je od testiranih parametara
najefikasnija entropija (povrsSina ispod ROC Kkrive 65.2%), =zatim
angularni drugi momenat (64.9%), varijansa (63%) i korelacija
(62.6%). Ove povrSine su relativno male kada se uporede sa nekim
drugim testovima u Celijskoj biologiji i klinickoj praksi, medutim, treba
imati u vidu da je ova efikasnost i dalje iznad one koja se smatra

minimalnom za prolaznu ocenu testa (60%).

Pretpostavljamo da ¢e u budué¢nosti biti moguce dizajnirati
poseban skoring sistem koji se zasniva na kombinaciji razli¢itih GLCM
parametara sa fraktalnom analizom u cilju povecanja efikasnosti
diskriminacije dve limfocitne populacije u timusu. Ovakav sistem bi
teoretski imao mnogo vecu senzitivnost i specificnost od individualnih
teksturalnih ili fraktalnih parametara, a zadrZao bi sve prednosti ovih
metoda u poredenju sa konvencionalnim tehnikama celijske biologije:

egzaktnost, brzinu i dostupnost.

Timus predstavlja organ u kome morfoloske i funkcionalne
promene vezane za starenje pocinju da budu izraZzene veoma rano

tokom Zivota. MorfoloSke promene se manifestuju kroz strukturnu
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atrofiju tkivnog parenhima (Morrot et al. 2011; Kanavaros et al. 2010).
Dinamika nastanka atrofije je pribliZzno ista u korteksu i meduli.
Funkcionalni parenhim se zamenjuje fibroznim vezivnim tkivom u kome
se proces maturacije T-limfocita obavlja sa veoma smanjenom

efikasnosSc¢u.

Jedna od posledica involucije timusa je smanjenje proizvodnje
nativnih T-limfocita (Aw et al. 2008; Morrot et al. 2011). Moguce je da
ovo smanjenje dalje u starosti uzrokuje smanjen kapacitet organizma u
borbi protiv infektivnih agensa, barem kada je u pitanju T-zavisni
humoralni imunski odgovor (T-cell dependent humoral immune
response - TDAR) i citotoksi¢nost T-Celija. NaSi rezultati u ovom radu
pokazuju ta timus kao organ gubi svoju strukturnu kompleksnost tokom
starenja. Ovaj gubitak kompleksnosti je meren Kkroz smanjenje
vrednosti fraktalne dimenzije i odgovarajuem promenama u

teksturalnoj entropiji.

U naSoj prethodnoj studiji pokazali smo da odredeni parametri
teksturalne GLCM analize mogu pomo¢i u predvidanju T-zavisnog
humoralnog imunskog odgovora (Pantic & Pantic, 2012). Naime, nakon
imunizacije Zivotinje stranim antigenom (ovcijim eritrocitima), tkivo
slezine je wuzeto za analizu i obojeno Gimza metodom. Sli¢no
metodologiji koja je opisana u ovom radu, napravljeni su digitalni
mikrografi svetle i tamne zone germinativnih centara, odnosno mesta
gde se obavlja maturacija (i migracija) B-limfocita, ¢elija odgovornih za
nastanak humoralnog imuniteta. Zatim je za svaki mikrograf odredena
vrednost GLCM teksturalne entropije kao i prosecna vrednost entropije
po Zivotinji. U drugom delu eksperimentalnog protokola, koris¢enjem
PFC testa (Plaque-forming cells test, odnosno T-cell dependent humoral

immune response assay) na suspenziji Celija slezine kvantifikovan je
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humoralni imunski odgovor na strani antigen. Nakon statisticke
analize, utvrdeno je da postoji statisticki znacajna pozitivna korelacija
izmedu vrednosti PFC testa i teksturalne entropije germinativnog
centra (kako svetle, tako i tamne zone). Drugim reima, sa povecanjem
T-zavisnog humoralnog imunskog odgovora, doSlo je do povecanja
entropije u tkivu germinativnog centra, i obrnuto. Ova studija je
pokazala da GLCM parametri mogu biti vazni prediktori funkcionisanja

imunskog sistema (Pantic & Pantic, 2012).

NaSa je pretpostavka da bi u buduc¢nosti vredelo testirati da li
postoji i u kojij meri je izraZzena veza izmedu parametara fraktalne i
teksturalne analize timusa sa jedne strane, i parametara humoralnog
imunskog odgovora (odredenih bilo TDAR testom bilo ELISA testom) sa
druge strane. Takode bi bilo interesantno ispitati da 1li se ta
potencijalna korelacija menja tokom starenja. Ukoliko bi se pokazalo da
su metode fraktalne i teksturalne analize sposobne da predvide
parametre funkcije imunskog sistema i u slezini i u timusu, ove metode
bi mogle postati vaZzan dodatak savremenim tehnikama zlatnog

standarda u molekularnoj imunologiji.

Pored gubitka strukturne kompleksnosti tkiva timusa kao celine,
nasi rezultati ukazuju da se hromatinska kompleksnost u individualnim
¢elijama sa starenjem takode menja. Ovo smanjenje fraktalne dimenzije

je primeceno na T-limfocitima, ali ne i na stromalnim ¢elijama.

Danas se zna da stromalne celije imaju mnogo vecu ulogu u
sazrevanju i starenju timusa nego Sto se ranije pretpostavljalo
(Zubkova et al. 2005). Ove celije grade specificnu trodimenzionalnu
mrezu koja interaguje sa T-limfocitima i olakSava i usmerava njihovo
kretanje kroz korteks, odnosno medulu. Ukoliko je ova mreZa na neKki

nac¢in promenjena ili oSte¢ena, to se moZe znacajno odraziti na T-
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Celijsku migraciju, pa samim tim i sazrevanje. NeSto slicno ovom
fenomenu mozZemo naci i u drugim parenhimatoznim organima kao Sto
je jetra gde potporne Celije takode grade mreZu koja sluzi kao putokaz
funkcionalnim ¢elijama - hepatocitima na putu od periferije lobulusa ka

centru.

Pretpostavljamo da su starosne promene Kkoje se deSavaju u
trodimenzionaloj mreZi stromalnih c¢elija timusa znacajno uticale na
tkivnu kompleksnost. Naime, svaki poremecaj u citoarhitektonici koji se
manifestuje time da Ccelijska distribucija postane viSe varijabilna,
odnosno manje ravnomerna na digitalnom mikrografu, moze dovesti do
promena fraktalnih  karakteristika ispitivanog tkiva. Takode,
naravnomernija distribucija ¢elija u tkivu u pojedinim slucajevima se

moZe odraziti na stepen neuredenosti tkiva, odnosno entropiju.

4.11. Strukturne i funkcionalne promene u bubregu tokom starenja

i njihova veza sa promenama fraktalne kompleksnosti

Bubreg kao organ se takode odlikuje znacajnim strukturnim i
funkcionalnim promenama tokom postnatalnog razvoja i starenja.
Medutim, u poredenju sa timusom, te promene su i kvalitativno i
kvantitativno drugacije, i imaju razli¢itu dinamiku i trajanje. Bubrezni
parenhim se, sli¢no timusu, moZe podeliti na dva histoloski odvojena
odeljka: korteks i medulu. Osnovna funkcionalna jedinca bubrega,
odgovorna za proces glomerulske filtracije i stvaranje mokrace je
nefron koji po svojoj lokalizaciji moZe biti kortikalni ili
jukstamedularni. Za razliku od timusa gde relativno rano dolazi do

involucije i atrofije pracene infiltracijom fibroznog vezivnog tkiva,
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starenje se u bubregu morfoloSki manifestuje smanjenjem broja nefrona

(Weinstein & Anderson, 2010).

Kod zdravog odraslog c¢oveka, u bubregu se nalazi pribliZno
milion funkcionalnih nefrona koji vrSe glomerulsku filtraciju od oko
125 mililitara u minuti, odnosno 180 litara dnevno (Matsushita et al,
2012). Nefroni su strukture koje se formiraju tokom embrionalnog
razvoja i posle rodenja stvaranje novih nefrona nije moguce, bez obzira
na faktor koji je doveo do njihovog gubitka (npr. trauma, infekcija,
tumor itd.). Sa starenjem dolazi do progresivnog i ireverzibilnog
gubitka nefrona: ve¢ posle Cetrdesete godine njihov broj pocinje da
opada, i po nekim autorima, taj gubitak iznosi oko deset procenata za
svaku narednu deceniju Zivota (Abecassis et al. 2012; Grunwald et al.

2012; Newland et al. 2012).

Bez obzira na ovo, na prvi pogled, znacajno smanjenje broja
nefrona u starosti, veli¢ina glomerulske filtracije se ne menja u velikoj
meri u adultnoj Zivotnoj dobi. Isto vazi i za ostale vaZne pokazatelje
bubrezne funkcije kao Sto je efektivni protok krvi i plazme, klirensi
odredenih toksi¢nih supstanci, sposobnost bubrega da koncentrise
mokracu, dnevna diureza itd. Postoji nekoliko potencijalnih
objasnjenja ovog fenomena. Danas je opSte prihvadena teorija da
preostali nefroni imaju veliku sposobnost adaptacije koja im
omogucava da postepeno povecavaju srednju brzinu glomerulske
filtracije, Sto je preeno odgovaraju¢im promenama u resorpciji i

sekreciji pojedinih supstanci.

Velika sposobnost adaptacije nefrona u smislu modulacije velicine
glomerulske filtracije se osim u starenju manifestuje i nakon
transplantacije, kao i kod velikog broja bolesti (Abecassis et al. 2012;

Grunwald et al. 2012; Newland et al. 2012; Miya et al. 2012). Tipi¢an
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primer je hroni¢na bubreZna insuficijencija, nastala kao posledica
dugotrajne SecCerne bolesti, hipertenzije, ateroskleroze ili
glomerulonefritisa. Kod hroni¢ne bubreZne insuficijencije obi¢no dolazi
do velikog gubitka nefrona tokom odredenog vremenskog perioda
(nekoliko meseci ili godina) i taj gubitak je obi¢no nekoliko puta pa ¢ak
i nekoliko desetina puta ve¢i nego kod normalnog procesa starenja
(Abecassis et al. 2012; Grunwald et al. 2012; Newland et al. 2012). Ipak
glomerulska filtracija se odrZava u dovoljnom obimu c¢ak i kada
nefronski gubitak prede 50 procenata. Tek nakon gubitka tri cetvrtine
funkcionalih nefrona pocinju da se javljaju klini¢ki simptomi vezani za
poremecaj odrzavanja adekvatne Kkoncentracije elektrolita u
ekstracelularnoj te¢nosti (edemi, promene u EKG zapisu, promene u
arterijskom krvnom pritisku, nemogué¢nost odrZavanja stalne
koncentracije vodonikovih jona u krvi itd.). Smrt nastupa kada se broj
funkcionalnih nefrona smanji ispod 5% (Abecassis et al. 2012;
Grunwald et al. 2012; Newland et al. 2012; Sataranatarajan et al. 2012;
Matsushita et al, 2012; Hartleben et al. 2010;).

Nakon nefronskog gubitka izazvanog bilo starenjem, bilo boles¢u,
osnovna morfoloSka promena koja se deSava u preostalim nefronima je
hipertrofija, odnosno povecanje zapremine. Hipertrofija je prisutna
kako u glomerulu (veli¢ina kapilarnog klupka, povrSina glomerulske
bazalne membrane itd.), tako i u tubulskom sistemu. Na nivou
pojedinacnih celija kao Sto su tubulske epitelijalne ¢elije, hipertrofija
takode moZe biti prisutna, medutim, za sada nije poznato da li je ona
pracena jo§S nekom morfoloSkom promenom koja se moZe detektovati

standardnom svetlosnom mikroskopijom.

Tokom postnatalnog razvoja, u bubregu se takode deSavaju brojne

strukturne promene koje se ponekad znacajno razlikuju od promena
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tokom starosti (Weinstein & Anderson, 2010). Na rodenju, veli¢ina
glomerulske filtracije je relativno mala i postepeno raste do druge
godine Zivota kada dostiZe vrednosti karakteristicne za adultno doba
(Weinstein & Anderson, 2010; Brennan et al, 2008). Renalna masa na
rodenju iznosi oko 50 grama i najviSe se povecava tokom prvih nekoliko
godina zZivota. Povecanje renalne mase traje sve do Cetvrte decenije
kada dostiZe maksimum (400 grama) (Weinstein & Anderson, 2010).
Imaju¢i u vidu da mnogi fizioloSki procesi postaju izrazZeniji tokom
postnatalnog razvoja $to je u suprotnosti sa onim Sto se deSava tokom
starosti, ocekivalo bi se da se i parametri koji kvantifikuju bubreznu
strukturu (u naSem radu fraktalna i teksturalna analiza) razlicito
menjaju tokom ova dva Zivotna stadijuma (odnosno da smer njihove
promene bude razli¢it). U naSoj studiji, medutim, rezutati ukazuju da
strukturna kompleksnost kako organa kao celine, tako i hromatina u
individualnim ¢elijama ne prati dokumentovane promene u fizioloskim

parametrima.

Kad je u pitanju strukturna kompleksnost bubrega kao celine,
najveca vrednost fraktalne dimenzije je zabeleZena u grupi novorodenih
miSeva (0 dana). Kompleksnost bubreZnog tkiva se smanjivala, kako u
postnatalnom razvic¢u (misevi stari 10, 20 i 30 dana) tako i u starenju
(kod adultnih miSeva starijih od mesec dana). Prema naSim
saznanjima, ovo je prva studija koja je ispitala starosne promene u
bubreZznom parenhimu kvantifikovane fraktalnom i teksturalnom
analizom i u saglasnosti je sa opSteprihvadenim stanoviStem da se
strukturna kompleksnost u bioloSkim strukturama smanjuje sa

starenjem.

Postoji nekoliko potencijalnih objaSnjenja za detektovano

smanjenje tkivne kompleksnosti. Prvo, kao Sto je u prethodnom tekstu
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pomenuto, zna se da se geneza novih nefrona obavlja skoro iskljucivo
tokom embrionalnog razvoja, i da se nakon rodenja novi nefroni ne
stvaraju. Sigurno je da gubitak nefrona tokom zZivota znatno remeti
tkivnu citoarhitektoniku i da se to prikazuje kroz smanjenje fraktalne

dimenzije.

Drugi potencijalni razlog za smanjenje tkivne kompleksnosti
mogao bi da se nade u promenama u bubreZnoj vaskularizaciji koje se
deSavaju tokom adultnog Zivota. Naime, delimi¢no wusled adapcije
individualnih nefrona na vele zahteve za glomerulskom filtracijom
tokom starenja (i odredenih bolesti) dolazi do vazodilatacije i
smanjenja vaskularne rezistencije u krvnim sudovima koji snabdevaju
krvlju prezZivele nefrone. Ovaj fenomen ima kao posledicu povecanje
prose¢nog dijametra velikog broja krvnih sudova na digitalnim
mikrografima tkiva, Sto dalje moZe uticati na kompleksnost analizirane
slike. Ovo je u skladu sa naSim zapaZanjima da na standardnim
digitalnim mikrografima, u svim analiziranim organima, krvni sudovi i
vezivno tkivo generalno imaju manju vrednost fraktalne dimenzije u

poredenju sa regionima gde su funkcionalne ¢elije prisutnije.

Kad je u pitanju analiza strukturne kompleksnosti nukleusnog
hromatina, u nas$oj studiji dobijeni su rezultati sli¢ni onima vezanim za
celokupno bubrezno tkivo. Naime, kod ¢elija proksmalnih tubula, kao i
kod celija makule denze detektovano je statisticki signifikantno
smanjenje fraktalne dimenzije hromatinske arhitekture u vecini
starosnih grupa u poredenju sa kontrolnom grupom (novorodene
Zivotinje). Sa druge strane, fraktalna dimenzija u hromatinu c¢elija
distalnih tubula i sabirnih kanali¢a nije se statisti¢ki znacajno menjala

ni u juvenilnom, ni kasnije, u adultnom periodu.
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Cinjenica da se fraktalna kompleksnost hromatina u
proksimalnom delu nefrona smanjuje tokom starenja, a u distalnom
delu nefrona ne menja mozZe da se objasni na nekoliko nacina. Prvo,
veliki procenat tubulske teCnosti i rastvorenih materija se resorbuje
¢im dode u kontakt sa ¢elijama proksimalnog tubula. Kad su u pitanju
odredeni joni taj procenat je ve¢i od 60%. Medu supstancama koje se
resorbuju u proksimalnom tubulu, mogu se naé¢i i one sa toksi¢nim
dejstvom, bilo da su one unete spolja (putem hrane, vode, vazduha) bilo
da su stvorene endogeno. Zapravo za vecinu toksina, postoje samo dva
uslova koja moraju biti ispunjena da bi se oni nasli u tubulskoj te¢nosti:
moraju biti hidrosolubilni i dovoljno malih dimenzija da bi prosli

filtracionu barijeru (Huang et al. 2012)

Cak i oni toksini koji se primarno izbacuju iz organizma
urinarnim putem, mogu da se nekoliko puta resorbuju u proksimalnim
tubulima pre nego Sto konac¢no dospeju do distalnih delova nefrona i
budu izbaceni iz organizma. Drugim recima, za razliku od c¢elija u
distalnim tubulima i sabirnim kanali¢ima, ¢elije proksimalnih tubula su
u mnogo vecem stepenu izloZene Stetnom dejstvu. Pod pojmom “Stetno
dejstvo na cCeliju”, obi¢no se podrazumeva negativni efekat toksina na

strukturu i funkciju njenog genetskog materijala.

Pretpostavljamo da je u naSoj studiji u ¢elijama proksimalnih
tubula, fraktalna analiza uspela da detektuje diskretne strukturne
promene u hromatinu koje su posledica progresivne akumulacije DNK
oStecenja tokom zivota. Poznato je da ova oSteenja pocCinju da se
stvaraju odmah nakon rodenja zbog kombinovanog dejstva brojnih
egzogenih i endogenih c¢inilaca i da su najviSe izraZena u starosti.
Akumulacija DNK oStecenja u cCelijama u bubregu samo u izuzetnim

slucajevima (kad ona preti da kompromituje vitalne funkcije celije)
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izaziva Celijsku smrt (apoptozu ili joS rede nekrozu) (Gan et al. 2012). U
vecini slucCajeva cCelija dugo vremena prezZivljava i normalno obavlja
svoju funkciju. Nakon mitoze, kumulativnho DNK oStecenje se prenosi na
¢cerke Celije i na taj nacin se odrZava do kraja Zivotnog veka organizma

(Gan et al. 2012).

Ukoliko bi se u nekoj buducoj studiji potvrdilo da fraktalna
analiza moZe da detektuje diskretne promene u nukleusnom hromatinu
asocirane sa akumulacijom DNK oSte¢enja tokom starenja, to bi ukazalo
na potencijalni znacaj ove metode u ispitivanju nefrotoksi¢nosti velikog
broja hemijskih agenasa (kao npr. lekova, pesticida, industrijskih
zagadenja, itd). Danas na eksperimentalnim animalnim modelima
nefrotoksi¢nost ksenobiotika se obi¢no kvantifikuje pracenjem
fizioloSkih parametara bubreZne funkcije kao Sto je wveli¢ina
glomerulske filtracije, efektivni renalni protok plazme i veli¢ina dnevne
diureze. Pod uslovom da se pokaZe kao metoda sa adekvatnom
senzitivnoS¢éu i specificnos¢éu fraktalna analiza bi mogla predstavljati
vazan dodatak ovim fizioloSkim parametrima u eksperimentalnoj

nefrologiji.

U naSoj studiji je takode detektovano statisticki znacajno
smanjenje strukturne kompleksnosti nukleusnog hromatina C(¢elija
makule denze. Smanjenje fraktalne dimenzije je uoceno ve¢ u grupi
Zivotinja starih 10 dana, a starije Zivotinje su imale jo$ izrazeniji pad
fraktalne kompleksnosti. Za razliku od rezultata vezanih za hromatin
proksimalnih tubulskih ¢elija, ovi nalazi se tesko mogu objasniti

akumulacijom DNK oStecenja.

Makula denza (Macula densa, Pars maculata tubuli distalis
nephroni) je struktura koja se nalazi u zidu distalnog tubula u

neposrednoj blizini vaskularnog pola glomerula. Sastavljena je od
149



grupe epitelijalnih ¢elija sa jedrima koja imaju relativno veliku koli¢inu
heterohromatina (zbog toga se na standardnim histoloSkim preparata
vidi tamnije-gusS¢e nego ostale strukture u bubregu). Ove c¢elije imaju
veoma vaznu ulogu u regulaciji glomerulske filtracije) (Aoyagi et al.

2008; Tanaka et al. 2010; Oppermann et al. 2006).

Kada veli¢ina glomerulska filtracija opadne, smanji se brzina
proticanja tec¢nosti kroz tubulski sistem. Ovo dovodi do povecanja
resorpcije natrijum hlorida i smanjenja njegove koncentracije u
tubulskoj te¢nosti. Celije makule denze imaju sposobnost da detektuju
ovaj pad u koncnetraciji natrijum hlorida i da, kao posledica toga, upute
signal jukstaglomerulskim ¢elijama da luce renin (Aoyagi et al. 2008;
Tanaka et al. 2010; Oppermann et al. 2006). Renin ima enzimsku
aktivnost u reakciji pretvaranja angiotenzinogena u angiotenzin, Sto
ima za rezultat vazokonstrikciju eferentne arteriole u okviru
glomerulskog sistema. Ova vazokonstrikcija eferentne arteriole uz
vazodilataciju aferentne arteriole izazvane za sada nepoznatim
medijatorom iz cCelija makule denze, ima za posledicu povecanje
hidrostatskog pritiska u glomerulu i povecanje glomerulske filtracije.
Drugim recima, pad glomerulske filtracije pokrece sloZeni mehanizam
koji dovodi do njenog povecanja, odnosno vracanja na normalu
(Oppermann et al. 2006; Aoyagi et al. 2008; Tanaka et al. 2010; Huang
et al. 2012).

Analogan, suprotan proces se deSava i kada glomerulska filtracija
poraste. Celije makule denze u ovom sludaju dovode do smanjenja
lucenja renina, Sto uz ostale mehanizme dovodi do pada hidrostatskog
pritiska u glomerulu. Ovaj celokupni proces se joS naziva

tubuloglomerulska povratna sprega i od klju¢ne je vaZnosti za
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autoregulaciju glomerulske filtracije. (Aoyagi et al. 2008; Tanaka et al.

2010; Oppermann et al. 2006).

Nasi rezultati vezani za c¢elije makule denze su od potencijalno
velikog nau¢nog znacaja iz nekoliko razloga. Prvo, naSa studija je do
sada prva u svetu koja je primenila metode fraktalne i teksturalne
analize u kvantifikovanju strukturnih promena u ovim ¢elijama.
Pokazano je da je moguce pratiti promene u hromatinskoj arhitekturi i
pored toga Sto se ove Celije odlikuju velikim procentom
heterohromatina, $Sto njihova jedra ¢ini drugacijim u odnosu na druge

¢elijske populacije u bubregu pri standardnim bojenjima.

Drugo, ovo je prva studija koja je pokazala da se tokom procesa
starenja uopSte deSavaju bilo kakve promene u strukturalnoj
organizaciji ¢elija makule denze. Kao Sto je ranije recCeno, vecina
dosadasSnjih studija vezanih za starenje urinarnog sistema je bila
fokusirana na promene u fizioloSkim parametrima (npr. veli¢ina
glomerulske filtracije). Studije orjentisane na pracenje histoloSkih
promena su uglavnom ispitivale promene u broju i veli¢ini nefrona.
Pregledom dostupne literature, nismo na$li nijedan rad koji se odnosio

na starosne strukturne promene u ¢elijama makule denze.

4.12. Promene u tkivnoj i celularnoj fraktalnoj organizaciji jetre

tokom postnatalnog razvoja i starenja

NaSi rezultati vezani za ispitivanje tkivne kompleksnosti jetre su
u saglasnosti sa rezultatima dobijenim na tkivu timusa i bubrega.

Detektovano je statisticki znacajno smanjenje fraktalne dimenzije
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jetrinih lobulusa. Ovo smanjenje je bilo izraZeno u svim grupama u
poredenju sa grupom novorodenih miSeva. Takode, slicno smanjenje
strukturne kompleksnosti nadeno je u hromatinskoj strukturi
hepatocita, odnosno, fraktalna dimenzija jetrinog tkiva je korelirala sa

frkatalnom dimenzijom hromatina u hepatocitima.

Osnovna morfoloSka jedinica jetrinog parenhima je lobulus.
Lobulusi na popre¢nom preseku u vecini slucajeva imaju oblik
Sestougla. Na standardnim histoloSkim preparatima, uocava se da su
lobulusi razdvojeni slojem rasresitog vezivnog tkiva koje ¢ini takozvanu
ekstralobularnu stromu. Stroma pored ostalog sadrZi krvne sudove
(arteriae interlobulares i venae interlobulares) poreklom od arterije
hepatike proprije, odnosno vene porte, kao i Zu¢ne kanalic¢e, limfne
sudove i nerve. U centru lobulusa se takode nalazi krvni sud - vena

centralis.

Osnovna funkcionalna jedinica jetrinog parenhima je hepatocit.
Hepatociti su na popre¢nom preseku u lobulusima organizovani u
posebne strukture - lamine koje se pruZaju od periferije lobulusa ka
centru (jedna lamina se sastoji iz dva reda hepatocita). Na pocetku
lamine (odnosno periferiji lobulusa), nalazi se bazalna membrana.
Neposredno uz bazalnu mebranu se nalaze mati¢ne Celije jetrinog tkiva
(takozvane ovalne (elije) koje po potrebi mogu da se dele i
diferenciraju u zrele hepatocite. Prema tome, najmladi hepatociti su u
lobulusu lokalizovani na periferiji (blizu bazalne membrane), dok su
najstariji lokalizovani blizu vene centralis. Hepatocit u fizioloSkim
uslovima ima relativno dug Zivotni vek koji iznosi viSe od pet meseci
(Wisse et al. 1996; Schmucker et al. 2005; Gaudio et al. 2005; Warren et
al. 2008).
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Kapilarna mreza u jetri ima jedinstvene morfoloSke i funkcionalne
karakteristike koje je izdvajaju u poredenju sa vaskularizacijom ostalih
parenhimatoznih organa. Kapilari u jetri su tzv. sinusoidnog tipa. Oni
imaju nepravilan i Sirok lumen 1 bazalnu membranu koja nije
kontinuirana kao kod drugih tipova kapilara. Ova diskontinuiranost
bazalne membrane omogucava veliku propustljivost zida kapilara. Kao
posledica toga, krvna plazma nesmetano ulazi u prostore izmedu
sinusoida i hepatocita (Diseovi prostori). Na ovaj nacin veliki procenat
toksi¢nih materija poreklom iz creva dolazi u kontakt sa hepatocitima
koji su sposobni da ih neutraliSu i time sprece da se slobodne nadu u
sistemskoj cirkulaciji (Wisse et al. 1996; Schmucker et al. 2005; Warren
et al. 2008).

Warren i saradnici su 2008. godine publikovali studiju vezanu za
ispitivanje starosnih promena wu sinusoidnim kapilarima jetre.
KoriS¢enjem fraktalne analize jetrinog parenhima u Wistar pacova,
autori su kvantifikovali kompleksnost granjanja sinusoidalne mreze u
mladih i starih Zivotinja. Dobijeni rezultati su ukazali da se parametri
fraktalne geometrije kapilara menjaju sa starenjem u smislu smanjenja
strukturne kompleksnosti. Sa druge strane, konvencionalni histoloSki
parametri sinusoidalne mreZe, kao Sto su kapilarna gustina, dijametar i
povrsSina kapilara, kao i vaskularna disperzija ostali su nepromenjeni sa
starenjem (Warren et al. 2008). Ova studija je ukazala na potencijalno
visoku senzitivnost fraktalne analize u detektovanju staroSéu -

izazvanih vaskularnih promena u jetri.

Gaudio i saradnici su svojevremeno uradili sliCan eksperiment
vezan za primenu fraktalne analize u kvantifikovanju tkivne arhitekture
jetre. Studija je uradena na Wistar pacovima koji su koriS¢eni da se

napravi eksperimentalni animalni model ciroze. Ovo je postignuto
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tretmanom Zivotinja  poznatom hepatotoksi¢nom supstancom
ugljentetrahloridom (CCl4) u kombinaciji sa barbituratima radi
amplifikacije dejstva CCl4 na jetrin parenhim. Utvrdeno je da se
fraktalna dimenzija mikrovaskularne mreZe jetrinog tkiva znacajno
smanjila u Zivotinja sa cirozom u poredenju sa kontrolnom grupom

(Gaudio et al. 2005).

Kada se uporede dve gorepomeute studije, moZe se primetiti da
vrednost fraktalne dimenzije, a samim tim i strukturna kompleksnost
jetre, trpi mnogo veci pad u cirozi, nego Sto je to sluSaj sa starenjem
(ciSe od deset procenata u cirozi u poredenju sa svega par procenata u
starenju) (Gaudio et al. 2005; Warren et al. 2008). Ovo se moZe
objasniti izraZenim strukturnim promenama u jetri tokom ciroze koje
su pracene zamenom funkcionalnog parenhima nefunkcionalnim
fibroznim vezivnim tkivom. Proliferacija vezivog tkiva takode utiCe na
to da konture tkiva, pa samim tim i mikrografa koji ga predstavlja, budu
homogenije, odnosno da bude manje prelaza izmedu crnih i belih
rezolucionih jedinica nakon binarizacije slike. Ova homogenizacija
mikrografa se moZe znacajno odraziti na kompleksnost slike u smislu

smanjenja fraktalne dimenzije.

U naSoj studiji, objaSnjenje smanjenja strukturne kompleksnosti
jetrinog parenhima, odnosno lobulusa je dvojako. Prvo, velika je
verovatno¢a da su starosne promene u mikrovaskularnoj mreZi,
odnosno jetrinim sinusoidima dovele do slicnih promena u fraktalnoj

dimenziji celokupnog parenhima.

Drugo, treba imati u vidu da drugi deo naSih rezultata ukazuje da
se fraktalna dimenzija hromatina u individualnim hepatocitima takode
statisticki znacajno smanjila sa starenjem. Uoc¢ili smo da na standardom

mikrografu lobulusa dimenzija 1200 x 1600 piksela, sa centrom
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postavljenim u nivou vene centralis, viSe od dvadeset procenata
celokupne povrSine zahvataju jedra hepatocita. Ovaj procenat se
teoretski mozZe izracunati kako za jetru, tako i za ostala ispitivana tkiva
uz pomo¢ savremenog softvera za obradu slike. Takode, kada smo
uporedili vrednosti tkivne fraktalne dimenzije, sa vrednostima
hepatocitne hromatinske fraktalne dimenzije, detektovali smo
statisticki visoko signifikantnu pozitivhu korelaciju. Drugim rec¢ima, Sto
je vrednost fraktalne dimenzije hromatina veca, to je i vrednost tkivne

fraktalne dimenzije vec¢a i obrnuto.

S obzirom na to da je fraktalna dimenzija relativno egzaktna
metoda, vrednosti fraktalne dimenzije (kao i ve¢ine ostalih parametara
u nasSoj studiji) su bile homogene sa veoma malim standardnim
devijacijama (koeficijent varijacije u vecini slucajeva nije prelazio
15%). Takode, vrednosti fraktalne dimenzije su pratile normalnu
distribuciju. Ovo je omogucilo ne samo da se ispita postojanje proste
korelacije u naSoj studiji, nego i ispitivanje potencijalne linearne
povezanosti. I zaista, utvrdeno je da je tkivna fraktalna dimenzija u
statisticki visoko znacajnoj linearnoj Kkorelaciji sa prosetnom
hromatinskom fraktalnom dimenzijom hepatocita (za detalje videti
grafik). Detaljnijom regresionom analizom moZe se odrediti jednacina

koja matematicki oslikava ovaj odnos.

Naravo, treba imati u vidu da korelacija kao statisticki test
detektuje samo postojanje i jac¢inu povezanosti (u ovom slucaju i
linearnu prirodu), ali ne i uzroftno - posledi¢cnu vezu izmedu dva
parametra. Da bi se detektovala uzro¢no - posledi¢na veza, potrebno je
odrediti mnogobrojne faktore (confounding factors) koji takode mogu

uticati na jedan ili drugi ispitivani parametar.
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Ipak, u naSoj studiji, postoji viSe razloga da verujemo da je
uocena starosno - zavisna promena tkivne kompleksnosti jetre
prvenstveno uzrokovana promenama u hromatinskoj kompleksnosti
hepatocita, a mnogo manje promenama u tkivnoj organizaciji
(kompleksnost sinusoidnih kapilara) ili meducelijskoj komunikaciji.
Kao S$to je gore navedeno, glavni razlog za ovu pretpostavku je
postojanje veoma jake korelacije izmedu dve fraktalne dimenzije. Drugi
razlog je relativno velika povrSina koju individualne hromatinske
strukture zahvataju na tkivhom mikrografu, o odnosu na dimenzije i

povrSinu celog mikrografa.

Smanjenje hromatinske kompleksnosti individualnih hepatocita
tokom starenja se moZe objasniti na slican nacin kao i detektovane
promene u bubregu. Hepatociti su u toku celog Zivota kontinuirano
izloZzeni dejstvu raznih toksi¢nih supstanci od kojih mnoge imaju
mutageno dejstvo na DNK. Kao i u ostalim ¢elijama, i u hepatocitima se
progresivno akumulira DNK oStec¢enje koje mozZe, ali i ne mora do
dovede do poremecaja funkcionisanja Celije (Vinken et al. 2009; Liu et

al. 2010).

4.13. Razlike izmedu ispitivanih tkiva u pogledu dinamike i stepena

promena strukturne kompleksnosti

U naSem radu, detektovano je starosno-zavisno smanjenje
fraktalne dimenzije vecini ispitivanih tkiva. Ovaj rezultat je u skladu sa
nalazima ranijih studija koje su utvrdile da bioloSki sistemi generalno

sa staroScu gube kako strukturnu tako i funkcionalnu kompleksnost
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(Lipsitz & Goldberger, 1992; Goldberger et al. 2002; Lipsitz, 2004;
Zhang et al. 2007; Shamir et al. 2009).

Medutim, treba imati u vidu da uofene promene fraktalne
dimenzije nisu bile podjednako izrazene u svim tkivima, kao ni u svim
¢elijskim populacijama. Na primer, u korteksu timusa fraktalna
dimenzija se smanjila sa vrednosti 1.790 (kod novorodenih Zivotinja)
na vrednost 1.442 (u grupi najstarijih miSeva), Sto predstavlja pad od
19.4%. Sa druge strane, ovaj pad fraktalne dimenzije u lobulusima jetre
bio je znacajno manji - svega 9.6%. NaSa je pretpostavka da je ovako
veliki pad kompleksnosti u timusu posledica zamene funkcionalnog
parenhima fibroznim vezivnim tkivom koji se deSava tokom starosne
atrofije i involucije ovog organa. Jetrin parenhim, sa druge strane se
odlikuje visokom sposobnoS¢u regeneracije, pa njegova citoarhitektura

trpi manje izrazene promene tokom starenja.

JoS jedan rezultat koji bi po nasem misSljenju trebalo posebno
istac¢i je starosno-zavisno povecanje teksturalne entropije hromatina
eritroidnih prekurzorskih ¢elija u subkapsularnom hematopoeznom
tkivu slezine. Ovo je jedina ispitivana celijska populacija u kojoj je
uocena promena GLCM parametara hromatina sa starenjem. Sa druge
strane, hromatinska fraktalna dimenzija eritroidnih prekurzora nije se
znacajno menjala. Namece se zaklju¢ak da se hromatin progenitorskih,
(odnosno mati¢nih) ¢elija znacajno razlikuje o poredenju sa ostalim
Celijama u organizmu u pogledu dinamike i stepena starosnih promena
strukturne kompleksnosti. Takode, postoji moguc¢nost da je visok
stepen heterohromatina u eritroidnim prekurzorima doprineo tome da
jedra ovih Ccelija ispoljavaju jedinstvene fraktalne i teksturalne

karakteristike.
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4.14. Budu¢nost primene fraktalne i teksturalne analize u

molekularnoj medicini

Fraktalna i teksturalna analiza su relativno nove metode koje su u
naucno-istrazivackom radu u molekularnoj medicini pocele da se Siroko
primenjuju tek u poslednjih nekoliko godina. Kada je u pitanju primena
ovih tehnika u analizi Celijskog jedra, u buduénosti ¢e biti potrebno

razjasniti nekoliko znacajnih nedoumica.

Prvo, joS uvek se ne zna da li i na koji nac¢in vrednost fraktalne
dimenzije, ili nekog GLCM parametra hromatinske strukture oslikava
sveukupnu transkripcionu aktivnost jedra ¢elije, odnosno da li promena
u nekom od ovih parametra ukazuje na promenjen nivo genske
ekspresije. Ranijim studijama je utvrdeno da euhromatin generalno ima
vecu vrednost fraktalne dimenzije od heterohromatina, medutim, ova
¢injenica nije dovoljan dokaz o potencijalnoj primenljivosti ove metode

u evaluaciji transkripcione aktivnosti jedra.

Drugo, ostaje da se odgovori na pitanje da li su fraktalna i
teksturalna analiza kao metode dovoljno senzitivhe da detektuju
akumulaciju DNK oStecenja tokom starenja u svim celijama i tkivima.
NaSi rezultati u in vitro delu studije ukazuju da se lakunarnost jedra u
¢elijskoj kulturi menja nakon indukcije DNK oSte¢enja UV zracenjem,
medutim kada je fraktalna analiza primenjena u ekperimentu na
oglednim Zivotinjama, lakunarnost hromatina se u vecini slucajeva nije

znacajno menjala.

Sa druge strane, u mnogim analiziranim c¢elijskim populacijama
doSlo je do smanjenja fraktalne dimenzije hromatina sa starenjem. Ovaj

rezultat ukazuje na potencijalni veliki znacaj intrinzik faktora u
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starosno-zavisnom smanjenju funkcije tkiva kojima ove ¢elije pripadaju.
Medutim, u na$oj studiji nije bilo moguce utvrditi koji konkretno od
ovih faktora- akumaulacija DNK oStecenja ili epigenetske promene, je
viSe odgovoran za smanjenje kompleksnosti hromatina. Drugim recima,
joS uvek se ne zna kolika je minimalna promena u genetskom materijalu
koju su fraktalna i teksturalna analiza sposobne da detektuju.
Pretpostavljamo da ¢e u buduc¢nosti ¢e biti potrebno kombinovati ovaj
pristup sa drugim metodama molekularne genetike da bi se odgovorilo

na ova pitanja.

Konac¢no, u nekoj buducoj studiji, bi¢e potrebno definitivno
utvrditi da li su fraktalna i teksturalna analiza senzitivnije od
konvencionalnih citofluorometrijskih metoda u detektovanju promena u
¢elijskom jedru koje se deSavaju tokom rane faze programirane ¢elijske
smrti. Pored kulture kancerskih ¢elija koja je koriS¢ena u naSoj studiji,
ovu senzitivnost bi trebalo ispitati i na drugim celijskim kulturama koje

se danas Cesto koriste u molekularnoj biologiji.

U svakom slucaju, fraktalna i teksturalna analiza su savremene i
egzaktne metode koje se sa uspehom mogu primenti u skoro svim
granama medicine. NaSa studija predstavlja pocetni korak u aplikaciji
ovih metoda u fiziologiji starenja, a pretpostavljamo da ¢e u
buduénosti, one postati znacajan dodatak konvencionalnim bioloSkim

tehnikama koje se koriste u nauc¢no-istrazivackom radu u ovoj oblasti.

159



5. ZAKLJUCCI

1. Fraktalna kompleksnost nukleusnog hromatina merena vrednostima
fraktalne dimenzije se smanjuje u postnatalnom razvoju i starenju u
Celijskim populacijama kortikalnih i medularnih limfocita timusa,
epitelnih Celija proksimalnih tubula bubrega, ¢elija makule denze, kao i
u hepatocitima jetre. U celijskim populacijama timusnih stromalnih
¢elija, bubrezZnih epitelnih ¢elija distalnih tubula i sabirnih kanali¢a,
kao i folikularnim ¢elijama i eritroidnim prekurzorskim celijama
slezine, fraktalna kompleksnost nukleusnog hromatina se ne menja

tokom zZivota.

2. Teksturalna neuredenost nukleusnog hromatina eritroidnih
prekurzorskih celija hematopoeznog tkiva slezine, merena GLCM
entropijom, se povecava sa starenjem. U svim ostalim analiziranim

¢elijskim populacijama parametri hromatinske teksture se ne menjaju.

3. U postnatalnom razvoju i starenju postoji ZnacCajno smanjenje
fraktalne kompleknosti tkivne arhitekture merene fraktalnom
dimenzijom u korteksu i meduli timusa, korteksu i meduli bubrega,

hematopoeznom tkivu slezine i lobulusima jetre.

4. Parametri teksturalne analize tkivne arhitekture sa starenjem ostaju

nepromenjeni u svim ispitivanim tkivima.
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5. Fraktalna dimenzija tkivne arhitekture statisticki znacajno korelira
sa hromatinskom fraktalnom dimenzijom u vecini ispitivanih tkiva,

odnosno ¢elijskih populacija.

6. Nakon indukcije DNK oStecenja in vitro, u ¢elijskoj kulturi, dolazi do
znacajnog smanjenja i celularne fraktalne dimenzije i hromatinske

lakunarnosti.
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Mpwnor 1.

U3jaBa o0 ayTopcTBY

MNornucanu-a WIOP NMNAHTUR

6poj ynuca 08-DS-MM-05

Usjasmyjem
[a je LOKTOPCKa AucepTaumja noa HacCN0BOM

PPAKTANHA W TEKCTYPANIHA AHANU3A CTPYKTYPHE KOMMNEKCHOCTU HYKJIEYCHOL
XPOMATUHA Y NOCTHATAJIHOM PA3BOJY U CTAPEHY

®  pesynTaT CONCTBEHOr UCTPAXKMBAYKOT paja,

® [a NpeaNoXeHa AuceprauMja y UENMHWM HW y AenoBuma Huje 6una npepnoxeHa 3a
nobujarbe 6UNO Koje AUNAOMe npema CTyAWjCKUM NPOrpammuma Apyrux BUCOKOLLKO/ICKUX
yCTaHOBa,

® [a Cy pe3ynTaT¥ KOPEKTHO HaBEeAEHU U

e [a HMCaM KpLIMO/Na ayTopCKa Npasa U KOPUCTUO MHTENEKTYaNHY CBOJUHY APYrUX AMLA.

Mornuc gokropaHaa

Y Beorpaay, 07.02.2013 / 7z @A
\/O» Q
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Mpwnor 2.

MU3jaBa 0 MCTOBETHOCTYU WITaMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Wme 1 npesume aytopa WUrop NAHTUR
bpoj ynuca 08-DS-MM-05
Cryavjcku nporpam MonekynapHa meavumHa

Hacnos papa ®PAKTA/IHA W TEKCTYPANNHA AHANIM3A CTPYKTYPHE KOMIMAEKCHOCTU
HYKNEYCHOI XPOMATUHA Y NOCTHATANIHOM PA3BOJY U CTAPEHY

MeHTop Mpod. ap FopaaHa bacra-JosaHoBuh

KomeHTop MNpod. ap Becha Crapyesuh

Motnucaum WUroP NAHTUR

u3jaB/byjem Aa je WTaMnaHa Bep3uja MOr AOKTOPCKOT paaa UCTOBETHa €/1eKTPOHCKOj BEP3Uju KOjy

cam npesao/na 3a objas/buBarbe Ha noptany JMruranHor penosuropujyma YHuBepsurera y
Beorpagy.

fossosbasam Aa ce objase Moju IM4HN NOAALM Be3aHK 3a A06Hjarbe aKafeMCKor 3Barba AOKTOpa
HayKa, Kao LITO CY UMe 1 Npe3ume, roauHa u mecto pohersa u gaTym oabpaHe paja.

OBM /M4HKM NOAALM MOry Ce 06jaBUTM Ha MPEHWM CTpaHMUaMma aurutanHe 6ubnuoreke, y
€N1IeKTPOHCKOM KaTanory u y nybaukaumjama YHusepauterta y beorpaay.

Mornuc pokropaHga

Y beorpapy, 07.02.2013 ( 7 A A )Z
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Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem Yuusepautetcky 6ubnuoteky »CBeTtosap MapkoBuh” pa y  [Aurutantm
PenosuTopujym YHusepsuteta y beorpay yHece mojy AOKTOPCKY ANCEPTaLyjy NOA HACNOBOM:

OPAKTANIHA W TEKCTYPANIHA AHANIM3A CTPYKTYPHE KOMMIEKCHOCTU HYKNEYCHOT
XPOMATUHA Y NOCTHATA/IHOM PA3BOJY U CTAPEHY

KOja je moje ayTopcKo aeno.

Aunceprauujy ca ceum npunosnma npeaao/na cam y eneKTpoHCKOM dopmary norogHom 3a TpajHo
apXuBUpak-e.

Mojy AokTOpCKy AncepTaumjy noxparsery y [Urutantm penosuTopujym YHusepsuterta y beorpaay
Mory Aa KOpucTe CBY Koju nowTyjy oapeaBe caapiaHe y oaabpaHom TUNy nuLeHLe KpeatusHe
3ajeaHunue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyumo/na.

1. AytopcTBo
2. AYyTOPCTBO - HEKOMEpPLMjaNHO
@yropcmo — HekomepuujanHo — 6e3 npepape
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjaNHO — AeIUTU NOA UCTUM YCAOBUMa
5. Aytopcto — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — A€/IUTU NOA UCTUM YCAOBUMA

(Monumo pa 3aokpyxuTe camo jeaHy oA WecT NoHyheHUx AMLeHum, KpaTaK ONuC IMLEHLM AaT je
Ha nonehuHu nucra).

Mornuc aokropanaa
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1. Aytopcteo - [lo3BO/baBaTe yMHOXaBatbe, AUCTPUBYLMjY M JaBHO caonwrTasare gena, u
Npepaje, ako ce HaBede ume ayTopa Ha HauMH ogpeheH of cTpaHe ayTopa uau Aasaoua
MUEHUe, Yak U y komepuujanHe capxe. OBO je HajcnoboaHM]a 04 CBUX NULIEHUM.

2. AyTOpCTBO — HeKoMepuMjanHo. [lo3BosbaBaTe YMHOMaBarbe, AncTpubyumjy u  jasHo
caonwrasare AENa, U Npepajae, ako ce HaBeAe UMe ayTopa Ha HauuH oapeheH og cTpaHe ayTopa
Wi pasaoua nuueHue. OBa MUEHUa He A03BO/baBa KOMepLMjanHy ynotpeby aena.

3. AyTopcTBo - HekomepumjanHo — 6e3 npepape. [l03Bo/baBaTte YMHOXaBarbe, auctpubyuujy n
jaBHo caonwrasarse aena, 6e3 npomeHa, npeobankosarba UM ynotpebe aena y CBOM Zeny, ako
Ceé Haseje ume ayTopa Ha HauMH ogpeheH op cTpaHe ayTopa unu pgasaoua auueHue. Osa
AMUEHLA He A03BO/baBa KOMepUUjanHy ynotpeby aena. Y 0AHOCY Ha CBe OCTane NMLEHLE, OBOM
/MUEHLOM ce orpaHuyaBa Hajsehu o6um npasa Kopuwhetrba gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEPLMja/IHO — AENUTU NOA UCTUM YCNOBUMA. [l03B0/baBaTe YMHOMaBakbe,
AVCTPMBYLMjy 1 jaBHO caonwTaBatbe Aena, U Npepaje, ako Ce HaBeae MMe ayTopa Ha HauWH
oapeheH of CTpaHe ayTopa MM AaBaoua MLEHLE W aKo ce Npepaja AUCTPUBYMpPa NOA UCTOM
UNM CAMYHOM nueHuom. OBa iMLEHUA He 403BO/baBa KoMepLujanHy ynotpeby aena u npepaga.

5. AytopcTso — 6e3 npepape. [l03Bo/baBaTe YMHOMXaBakbe, AvcTpubyumjy 1 jaBHO caoniwTasarbe
Aena, 6es npomeHa, npeobnukoBara UM ynotpebe aena y cBom AeNny, ako ce HaBege ume
ayTopa Ha HauuH oapeheH oa cTpaHe ayTopa uAM Aasaoua nuueHue. OBa NMUEHUA A03BO/baBa
KOmepuujanHy ynotpeby aena.

6. AyTOpCTBO - AiENUTU NOA UCTUM yCnoBUMA. [l03BO/baBaTe YMHOaBarbe, ANcTpubyuujy u jasHo
caonuwrasarbe 16N, M Npepaae, ako ce HaBeAe UMe ayTopa Ha HaunH ogpeheH o cTpaHe ayTopa
UAKn Aasaola mMueHue U ako ce npepasga AucTpubyupa nog UCTOM UM CAMMHOM NMLEHUOoM. OBa
/MueHUa A03BO/baBa KomepumjanHy ynotpeby fena u npepaga. Cauuna je codpTBEPCKUM
/IMUEHLaMa, OAHOCHO /IMLIEHLLaMa OTBOPEHOT KoAa.
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